Priloha 2 :
Netechnické zhrnutie projektu

podla § 40 nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: Vplyv chitosanu, hyaluronanu sodného, antioxidantu Mito Q a
ich kombindcie na hojenie ischemickych ran u kralikov

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: ,ZZ( #’/6 "284

KPacové slova: ischemickd rana, membrana, kralik, chitosan, hyaluronan, Mito Q

Ukel projektu:
- zdkladny vyskum s ciefom lieSby chordb, poskodenia zdravia &loveka, testovania
kvality a uCinnosti novych zdravotnych prostriedkov pri tazko sa hojacich
pooperaénych randch v humannej medicine.

Ciele projektu

Cielom S§tudie je wurcit’ aporovnat' efekt monoterapie membranami obsahujticimi
samotny chitosan, hyaluronan sodny, antioxidant Mito Q i kombinovanej lie¢by kombinéciou
vSetkych latok na proces hojenia chronickych ischemickych ran u kralikov.

Prinos z vykonaného projektu:

Predpokladanym prinosom bude ziskanie novych originalnych poznatkov o ginku
testovanych latok v monoterapii i kombinovanej lie¢be na proces hojenia chronickych
ischemickych rdn ukralikov. Poznatky ziskané z predkladaného projektu budu takisto

podkladom pre vyvoj novych a bezpeinych zdravotnickych prostriedkov v huménne;
medicine.

Druh pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

V postupe sa pouziju kraliky vo veku 15 — 16 tyzdiiov, stelesnou hmotnostou
v rozsahu 2000 — 3000 g. Poget 40 zvierat postaduje pre stanovenie udinnosti testovanych
latok na hojenie ischemickej rany a porovnanie ich terapeutickych vlastnosti s negativnou
kontrolou.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati vrimeci vykondvania
projektu:

Kraliky sa podrobia operacii v celkovej i lokalnej anestézii, ktora je nutnd pre indukciu
modelu chronickej ischemickej rany a vychddza z predpokladaného spbsobu uZ{vania
zdravotnickeho pripravku pri lietbe wvulnusu. Pri prevéizovani amerani t4n budd
experimentalne jedince v &iastoénej anestézii fixované vo fixaénych boxoch. Pooperaény stav
a doba pozorovania 15 dnf st optimélne pri eliminAcii nepriaznivych vplyvov na zdravie
zvierat dennym podavanim analgetik.

Predpokladdme, Ze ujma na pouzitych kralikoch bude len v prvych dvoch diioch po
operacii, kedy sa hoji incizne poranenie. Podas vietkych tikonov sa bude eliminovat’ stres a
utrpenie podanim ¢&iasto¢nej, resp. celkove] anestézie a dennou aplikéciou analgetik. Z
hladiska bezpetnosti budticeho zdravotného prostriedku pre &loveka prinos projektu vyrazne
prevySuje ujmu u experimentalnych zvierat.
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Predpokladana droven krutosti:
Postupy vykonévané na zvieratach budu strednej tirovne krutosti podl'a klasifikacie
krutosti postupov.

Silad s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Nahradenie (replacement)

V stcasnej dobe neexistuje validovand alternativna metéda testovania hojacich
vlastnosti latok na modeli chronickej ischemickej rany. Preto sa pouZiva klasickd in vivo
metdda. Kralik domaéci je systematicky najniZSie postaveny druh vhodny pre postdenie
uéinkov zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Obmedzenie (reduction)

Aby vysledky sledovania procesu hojenia mali uréitd vypovedni hodnotu, musi sa
pouZzit’ dostatony pocet zvierat. Osem zvierat (na 1 latku) je optimalny pocet potrebny pre
zistenie terapeutickej efektivity testovanych latok, porovnanie ich u¢inkov navzijom
a nemoze byt redukovany. Pouziju sa len samei kralikov.

Zjemnenie (refinement)

Nakolko pri testovani lie¢ebnych vlastnosti latok na modeli ischemickych ran sa
vyZaduje operacny postup, v ktorom dobry zdravotny stav a dobrd kondicia zvierat hraju
vel'mi doleZitu rolu, starostlivosti o kraliky ako i manipulécii s nimi sa bude venovat’ velka
pozornost’. Zvierata budii oSetrované skusenymi zaskolenymi pracovnikmi abudi pod
neustdlym dohladom veterinarneho lekéara. Postupy pouzivané pri aplikdcii membran maju
strednii uroveil z hl'adiska spdsobenej bolesti a stresu, preto bude zvieratim podand celkova
1 lokélna anestézia pri operécii s naslednou aplikaciou analgetik, ktoré sa budu d’alej podavat’
denne pocas trvania §tidie. Na zabranenie vzniku pooperaénych zapalovych reakcii sa pouzije
antibiotikové krytie pocas prvych troch dni. Operaéné zakroky budi vykonavané skiisenym
odbornym pracovnikom s dlhoroénou praxou.

Projekt bude podliehat’ opéitovnému schval’ovaniu: nie
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Priloha Il

Netechnické zhrnutie projektu podP’a § 40 Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.

Nézov projektu: .o, 4 9‘/ 7 —-_224

Ochrana mechanizmov modulujiicich permeabilitu endotelu v srdci.

KIacové slova v projekte

Vaskularny endotel, endotoxin, srdce, produkty metabolizmu kvasiniek

Utel projektu: Zakladny vyskum.

la) Informaicie o cieloch projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, o poéte
a typoch zvierat, ktoré sa pouZijin

Ciel'om projektu je §tudium molekuldrnych mechanizmov regulujucich permeabilitu endotelu
amozZnosti ich ochrany pred poskodenfm vyvolanym bakteridlnym endotoxinom s produktami
metabolizmu kvasiniek s protizdpalovymi vlastnostami. V postupe nadvizujeme na nas
predchadzajici projekt schvéleny SVPS SR. Zdravym potkanom sa bude jednorazovo
aplikovat’ intraperitonedlne roztok bakteridlneho endotoxinu (Escherichia coli, LPS,
komer¢ny prepardt) v davke 1 mg/kg hmotnosti. LPS sa nechd posobit” 10 dni, &m sa
snazime navodit' experimentalny model doznievajuceho zapalu. V dosledku aplikacie
endotoxinu je mozny vyskyt lokalneho zapalu resp. malatnosti zvierat v prvych diioch, pri
com mobzu zvierata pocitovat’ kratkodoby diskomfort, ktory nenari$a vyznamne ich pohodu
ani celkovy stav. Podas doznievania zépalového procesu experimentdlne zvieratd prejavuju
zaujem o krmivo a st aktivne. V odbornej literatire sa uvédza, Ze Uéinky endotoxinu zdvisia
od poutzitej ddvky, opakovania a sposobu aplikécie, ako aj doby jeho pdsobenia. Hlodavce st,
na rozdiel od ¢loveka, na endotoxin ovel'a rezistentnejsie.

V postupe budeme pouZivat’ produkty metabolizmu kvasiniek. Pri priprave a pouZiti biomasy
z kvasiniek Rhodotorula glutinis s obsahom karotenoidov budeme pouZivat’ rovnaky postup
ako v predchddzajiicom projekte schvilenom SVPS SR. Budeme testovat’ aj vplyv
pulcheriminu izolovaného z kultiva¢ného média pri kultivacii kvasiniek Metschnikowia
pulcherimma. Aby sme vybrali najniZ$iu moznt aktiviu koncentraciu pulcheriminu, ktora by
neohrozovala zdravie a Zivot experimentalnych zvierat, budeme najprv  skiimat’
v podmienkach in vitro koncentrani zavislost vplyvu pulcheriminu na inhibiciu rastu
baktérie citlivej na M. pulcherima.

Produkty metabolizmu kvasiniek budu aplikované experimentdlnym zvieratdm sondou
gavaZovanim do Zalddka. Pri projekte nepredpokladdme vyraznej$iu ujmu na zdravi
experimentalnych zvierat. Postupy st navrhnuté tak, aby sa minimalizovalo ich utrpenie,
bolest’ astrach. Zvieratd budi chované pocas celého pokusu za Standardnych podmienok
podl'a Nariadenia vlady €.377/2012 a podla vyhlasky MPRV SR ¢.436/2012 Z.z.. V zmysle
Klasifikacie krutosti postupu, Oddiel I: Kategorie krutosti a Oddiel II: Kritérid zaradenia do
kategdrii podla zédkroku a manipulcie so zvieratom je mozZné ich zaradit do kategérie
krutosti ,, strednd krutost™.



V pokuse pouzijeme 384 laboratdrnych potkanov samcov kmeifia Wistar s hmotnostou 220-
250 g.

Stidium mechanizmov, regulujticich endotelovi bariérovu funkceiu podas zapalového procesu
prispeje k detailnejSiemu poznaniu mechanizmov prispievajicich k vzniku ateroskler6zy
a ischemického ochorenia srdca. Hl'adanie moZnosti ochrany funkcie srdea a ciev s novymi
prirodnymi substanciami s protizépalovymi vlastnostami je stéle aktuélne a biotechnologické
pristupy mézu ndjst’ uplatnenie aj v klinickom manaZmente aterosklerézy.

1b) Preukdzanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zasada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

V' medzindrodnych databazach a databazach medzindrodnych patentov (ECVAM, CAAT
systemic  review, www.google.com, Altweb: Alternatives to Animal Testing,
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, www.patents.com, ALTBIB - Alternatives to Animal
Testing, New Technologies as Alternatives to Animal Testing,) sme hPadali alternativne
met6dy, ktoré by nahradili pouZitie experimentalnych zvierat. Fenotypovéa heterogenita
endotelu zavisla od typu a velkosti ciev vsrdei neumoZiiuje v nagom projekte nahradit’
animalny model alternativinymi metoédami, ktoré by nahradili podmienky v in vivo modeloch.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s miniméalnym podtom experimentalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu, bola zabezpelena reprodukovatelnost’ a validita postupu pre fyziologické,
biochemické a morfologické analyzy a ich $tatistické vyhodnotenie.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Potkany v priebehu pokusu preZivajii stres, ktory bude minimalizovany Setrnym
zaobchadzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru a ohryzovanie. Pri
injekénej aplikdcii LPS aj anestetika sa budu pouZivat' sterilné ithly a so zvieratami sa bude
Setrne a ohl'aduplne zaobchadzat. Usmrtenie bude prebichat’ bezbolestne v hibokej celkovej
anestézii, vyvolanej tiopentalom v dévke 50-60 mg/kg. Postupy st navrhnuté tak, aby sa
minimalizovalo ich utrpenie, bolest’ a strach. Polas celého postupu budi zvieratd pod
dohl'adom skusenych a 3kolenych pracovnikov, ktori budd dodr¥iavat huménne postupy
v sulade s platnymi zdkonmi a nariadeniami o starostlivosti o zvierata.

Projekt bude podliehat’ opdtovnému schvalovaniu: ane  nie

Bratislava, 05.05. 2016



Priloha¢.2 : Lol O ?/’/" ¢—22.7
Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia viady SR & 377/2012 Z.z.

Nazov projektu:
Ovplyvnenie ~ molekulovych drah  glukolipotoxicity —novym karboxymetylovanym

merkaptotriazinoindolovym inhibitorom aldo-ketoreduktazy AKRIB1 v diabete, zapale a
vekom podmienenej neurodegeneracii

a) Ciele projektu vriatane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte a typoch zvierat.

Podstatou projektu je Stidium moZnosti farmakologického vyuZitia inhibitorov
aldozareduktazy na béze substituovanych 1-indoloctovych kyselin pri prevencii a lie¢be
diabetickych komplikédcif. Budi testované nové zlieniny s o&akévanou schopnost’ou
inhibovat’ enzym aldozareduktazu. Navrh novych Struktir na baze substituovanych 1-
indoloctovych kyselin, bude spo&ivat’ v poéitadovej selekcii vhodnych farmakoforovych
fragmentov potrebnych pre interakciu s inhibiénym vizobnym miestom enzymu.
Ocakévanym prinosom projektu bude vyvoj vysoko udinnych Il4tok farmakologicky
vyuZitelnych v prevencii a lieSbe chronickych diabetickych komplikacii i zapalu, s cielom
zniZit'” morbiditu ako aj mortalitu diabetikov, resp. zlepsit’ kvalitu ich Zivota.

V Casti projektu in vifro sa pouZije celkom 324 zvierat (dospelych laboratornych potkanov,
samcov, kmefia ZDF). Experimentdlnym jedincom pred usmrtenim nebudt aplikované Ziadne
cudzorodé latky. Testované latky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami.

V Casti projektu _in vivo sa pouzije celkom 300 jedincov (dospelych laboratérnych potkanov,
samcov, kmeila Zucker diebetic fatty). Experimentalny diabetes mellitus u ZDF potkanov sa
vyvola dlhodobym skrmovanim modifikovanej vysokoenergetickej kompletnej kfmnej zmesi
(KKZ). Po druhom mesiaci sa budd sledovat’ symptomy cukrovky. Pri zisteni polyurie sa
odoberie krv z chvosta zvierat a stanovi sa hladina glukézy glukometrom. Potkany s hodnotou
gluk6zy >20 mmol/L budt povaZované za diabetické. Kontrolnym a diabetickym zvieratam
v lieCenych skupindch budu po dobu 5, resp. 60 dni podévané kazdy deii testované zligeniny
pracovnikom s dlhodobou praxou sondou do Zaltidka.

Potkany sa podrobia len manipuldcii pri aplikécii latok podas $tidie. Doba podavania je 5
dni v krdtkodobom postupe, resp. 60-dni pri dlhodobom experimente.

Predpokladand ujma na pouzitych zvieratdch bude len v diskomforte pri fixacii potkanov
a perordlnej aplikdcii substancii. Samotny tkon vsak bude kratkodoby nespdsobujtici
dlhodobt bolest’, utrpenie alebo stres a bez potreby podania celkovej anestézie i analgetik. Pre
zistenie bezpecnosti a u¢innosti testovanej latky s planovanym vyuZitim pre ¢loveka prinos
projektu vyrazne prevysuje ujmu u experimentalnych potkanov.

b) Preukdzanie stladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Rozhodujica &ast’ projektu bude realizovanid v podmienkach in vitro, kedy nebudd
experimentalnym zvieratdm pred usmrtenim aplikované Ziadne cudzorodé latky. Testované
substancie nepridu do kontaktu so Zivymi potkanmi. V postupoch in vivo sa bude testovat’ len
obmedzeny pocet najidinnejiich derivatov z postupov in vitro. Aby sa zmiernilo utrpenie
zvierat, pouZije sa len kratkodoby postup in vivo v celkovej dizke 5 dni. Dlhodoby



experiment, kde sa otestuje efekt chronického lieCenia, sa uskutolni v dizke 60 dni
a nepredpokladd sa utrpenie potkanov pocas jeho realizacie. Nutnost’ realizicie postupov
hodnotiacich ¢inok novosyntetizovanych latok na experimentalnych jedincoch podporuje aj
skutoénost’, Ze sa jednd o komparativnu $tidiu biologickej aktivity viacerych zlucenin. V
medzinarodnych databazach (ECVAM, NC3R) sa zistovali alternativne metody, ktoré by
nahradili pouzitie experimentélnych zvierat. Pre komplexnost’ procesov absorpcie, distribticie
ametaboliz4cie lie¢iv v Zivych organizmoch nie je mozné v projekte nahradit’ navrhnuty
animalny model alternativnymi metédami.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimédlnym poctom experimentalnych potkanov tak, aby nebol
ohrozeny ciel' projektu abola zabezpefend reprodukovatelnost’ ivalidita postupu pre
fyziologické, biochemické, makroskopicko-morfologické analyzy, ako ajich Statistické
vyhodnotenie. Zvieratd budi rovnakého pohlavia, veku, resp. hmotnosti, aby sa zabrénilo
vysokému rozptylu nameranych hodnot a tym Statisticky nesignifikantnym vysledkom.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratda bud po privezeni zchovného zariadenia v karanténe: po dobu 7 dni budu
umiestnené po dvoch v dostatocne velkych vaniciach (rozmery 53x32x19 cm, plocha 1670
cm?) za stanoveného svetelného, tepelného akfmneho reZzimu. Buda v kontakte len so
Skolenymi pracovnikmi zverinca. Potkany pocas postupu preZivaju stres, ktory budeme
minimalizovat’ Setrnym zaobchddzanim i obohatenim prostredia vanice predmetmi na hru
a ohryzovanie. Pri odbere kivi zchvostovej Zily sa stres zmierni pouZivanim tenkych
jednorazovych ihiel, Setrnym a ohl'aduplnym zaobchddzanim so zvieratami. Eutandzia sa
vykona bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie
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Priloha &. 2 :

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR & 377/2012 Z..
Nézov projektu: 92672 3/46 '22//

Molekulové modelovanie, syntéza a biologicka aktivita substituovanych pyridoindolov v
prevencii diabetickych komplikécii

a) Ciele projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, potte a typoch zvierat.

Podstatou projektu je §tidium moZnosti farmakologického vyuzitia inhibitorov
aldozareduktdzy na béaze substituovanych l-indoloctovych kyselin pri prevencii a liedbe
diabetickych komplikécil. Budd navrhnuté, syntetizované a testované nové zludeniny
s ofakavanou schopnostou inhibovat’ enzym aldézareduktazu. Navrh novych Struktir na baze
substituovanych 1-indoloctovych kyselin, bude spodivat’ v pocitaCovej selekeii vhodnych
farmakoforovych fragmentov potrebnych pre interakciu s inhibiénym vézobnym miestom
enzymu. OCakdvanym prinosom projektu bude vyvoj vysoko U¢innych latok farmakologicky
vyuZitePnych v prevencii a lie¢be chronickych diabetickych komplikdcii a z4palu, s ciefom
zniZzit” morbiditu a mortalitu diabetikov a zlepsit’ kvalitu ich Zivota.

V Casti projektu in vitro sa pouzije celkom 324 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov,
samcov, kmefla Wistar). Experimentalnym zvieratdm pred usmrtenim nebudn aplikované
Ziadne cudzorodé latky. Testované latky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami.

V Casti projektu in vivo sa pouzije celkom 300 zvierat (dospelych laboratornych potkanov,
samcov, kmetia Wistar). Experimentdlny diabetes sa navodi 1.p. podanim streptozotocinu
[STZ, 30 mg/kg] v troch po sebe nasledujtcich dfioch. Tento spdsob je Setrnejsi a mene;
bolestivy ako jednorazové i.v. podanie STZ v davke 50 mg/kg, ktoré je navyse spojené s 25
% mortalitou. Kontrolnym a diabetickym zvieratam v liedenych skupinach budd po dobu 5
(60) dni (tj. 6. az 10. detl), resp. 6.-65. deii od zadiatku postupu poddvané kazdy deni
testované zli¢eniny pracovnikom s dlhodobou praxou sondou do Zaltidka.

Potkany sa podrobia intraperitonedlnemu podaniu streptozotocinu a manipuldcii pri
aplikécii latok pocas Studie. Doba podévania STZ je 3 dni a substancii 5 dnf v krétkodobom
postupe, resp. 60-dni pri dlhodobom experimente.

Predpokladand ujma na pouZitych zvieratdch bude len v prvych troch diioch pri pouziti
streptozotocinu a v diskomforte spdsobenom fixdciou potkanov pri peroralnej aplikacii
substancii. Samotné ukony viak budd kratkodobé nespdsobujtice dlhodobul bolest’, utrpenie
alebo stres a bez potreby podania celkovej anestézie i analgetik. Pre zistenie bezpe&nosti
auCinnosti testovanej latky s planovanym vyuZitim pre &loveka prinos projektu vyrazne
prevySuje ujmu u experimentdlnych potkanov.

b) Preukdzanie siladu s poZziadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Rozhodujuca &ast’ projektu bude realizovand v podmienkach in vitro, kedy nebudu
experimentalnym zvieratdm pred usmrtenim aplikované Ziadne cudzorodé latky. Testované
latky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami. V postupoch in vivo sa bude testovat’ len
obmedzeny podet najiicinnejsich derivétov z postupov in vitro. Aby sa zmiernilo utrpenie



zvierat, pouZije sa bud’ kratkodoby postup in vivo v celkovej dizke 10 dni. Dlhodoby
experiment, kde sa testuje efekt chronického lieSenia, sa uskutoéni v dizke 65 dni
anepredpokladd sa utrpenie potkanov pocas jeho realizdcie. Nutnost realizacie postupov
hodnotiacich wi¢inok novosyntetizovanych latok na celych zvieratdch podporuje aj skutoénost’,
Ze sa jednd o komparativnu $tidiu biologickej aktivity viacerych zltgenin. V medzinarodnych
databazach DB ~ALM ECVAM (European Center for the Validation of Alternative Methods)
a NC3Rs (National Centre for the Replacement, refinement and Reduction of Animals in
Research) sa nenachddzaju alternativne metédy, ktoré by nahradili pouzitie experimentalnych
zvierat. Pre komplexnost’ procesov absorpcie, distriblcie a metabolizécie liediv v Zivych
organizmoch nie je mozZné v projekte nahradit navrhnuty animélny model alternativnymi
metodami.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimélnym poétom experimentalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu a bola zabezpetend reprodukovatelnost a validita postupu pre fyziologické,
biochemické a morfologické analyzy a ich $tatistické vyhodnotenie. Zvierata budi rovnakého
pohlavia, veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnét
a tym Statisticky nesignifikantnym vysledkom.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budi po privezeni zchovného zariadenia karantenizované: po dobu 7 dni budu
umiestnené po dvoch v dostatodne velkych vaniciach (rozmery 53x32x19 c¢m, plocha 1670
cm?) za stanoveného svetelného, tepelného akfmneho rezimu. Budt v kontakte len so
Skolenymi pracovnikmi zverinca. Potkany v priebehu postupu prezivaju stres, ktory budeme
minimalizovat’ $etrnym zaobchadzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru
aohryzovanie. Pri injekénej aplikdcii STZ sa  stres zmierni pouzZivanim tenkych
jednorazovych ihiel a $etrnym a ohPaduplnym zaobchddzanim so zvieratami. Usmrtenie bude
prebiehat’ bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

Klasifikacia krutosti: 1. etapa - bez moZnosti oZivenia
2. etapa - stredna

Projekt bude podliehat’ opfitovnému schval’ovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu: - P° *5/35”‘/’/’0 . POSY deny!

Nazov projektu: Termovizia a nativne vy$etrenie mocu potkanov ako neinvazivne prediktivne metddy

na diagnostiku réznych druhov karcinémov po ich chemickej indukgii.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: Ro-2616/14-221 &

Kltiové slova v projekte ( max 5 slov): nativna florescencia mogu, termovizne vySetrenie, rakovina
plac, rakovina paZeraka, potkany kmena Sprague-Dawley

Uéel projektu’: Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

Na rakovinu zomiera rofne viac ako desat miliénov ludi, apreto je predovietkym jej skord
diagnostika stredobodom zdujmu. Hoci v klinickej praxi existuje mnoZstvo diagnostickych metdd, iba
niekofko z nich je dostatoéne senzitivnych a $pecifickych na to, aby dokdzali zachytit rakovinu v jej
vtasnom $tadiu vyvoja, kedy je najlepsie pristupna lie¢be. Dnegné metody diagnostiky onkologickych
ochoreni nie sG dostatujice, nador je lasto diagnostikovany a? vo vy&ich $tadiach, ¢o &asto
znemoZriuje G¢inny terapeuticky zdsah. Na rychlu diagnostiku st vhodné najma techniky vyznaéujice
sa ¢o najmen3ou invazivitou. Jednou z potencialnych diagnostickych alternativ, vzbudzujicou velky
zaujem je fluorescenénd spektroskopia. Prirodzene fluoreskujice latky si metabolitmi mnohych
vyznamnych metabolickych drah, typické najma konjugovanymi nasobnymi vdzbami. Pre nadorové
tkanivo je typickd alterdcia metabolizmu, vrdtane metabolizmu nativnych fluoroférov, ¢im je
ovplyvnena aj prirodzend fluorescencia biologickych tekutin vratane moéu. Okrem vydetrenia mocu je
jednou z neivazivnych diagnostik aj termovizia. Termovizia alebo termovizne zobrazovanie je
zaloZzené na teodrii, Ze okolie najmi prsnych, ale aj inde lolakizovanych nadorov, je teplejsie ako
okolité tkanivd. Technika vyuZiva infracervend kameru na zachytenie Jteplotnych obrazkov” na
Hetekciu rakoviny. Termovizia je jednou z najnoviich metéd na &ddium diagnostiky nadorovych
ochoreni, zaloZenou na tedrii zvySujlicej sa teploty v potencidinom mieste vzniku nadoru, kvoli
zvySenej miere angiogenézy a potencidlnemu zépalu.

Ciefom tohto projektu je analyzovat fluorescenéné matrice moéu na pritomnost aj nepredvidanych
metabolitov, ktoré si v sG¢asnosti perspektivnym néstrojom v diagnostike karcinémov prsnika,
hrubého treva a inych druhov rakoviny a sledovanie teplotnych gradientov, zachytenych termoviznou
kamerou, meniacich sa v ¢ase so vznikajucimi a rastucimi nadormi.



Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, [udstvo, zvierata)

V suasnosti stdle pretrvdva nedostatok klinickych S$tudii, zaoberajicich sa nativnym vySetrenim
mocu onkologickych pacientov a vyuZitie termovizie pri diagnostike rakoviny je dokonca Uplnou
novinkou. Preto je tento fakt v centre zaujmu vedeckej komunity. Vysledky ndsho projektu budu
slZit ako podklad pre klinickd diagnostiku karcinogenézy a zarover obohatia doterajSie poznatky
v tejto problematike o diagnostiku viacerych typov nadorového ochorenia.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

Potkan laboratdrny, kme Sprague-Dawley, samice (80ks) + samce (80ks)

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poutité zvieratd v rdmci vykonavania projektu:

Vramci projektu zvieratdm indukujeme karcinogenézu, ktord méie vyvolat u zvierat nepriaznivy
ujmu v podobe mierneho stresu, resp. kratkodobej miernej bolesti. V pripade zvicienia nadoru,
u ktorého by vzniklo riziko krvdcania a zarovef; by uzvierata neboli pozorované zmeny v spravani
spbsobené bolestou, rozhodne veddci projektu o preloZenie do samostatnej kiietky s osobitnou
zaznamovou kartou a zdroverd so zvySenou ostraZitostou a pozornostou, venovanou zvierafu.
V pripade neodakdvaného zhoréenia zdravotného stavu zvierat pocas experimentu rozhodne veduci
projektu o usmrteni zvierata chloralhydratom. Za stlad vykondvaného projektu je zodpovedny veduci
projektu.

Predpokladana trove# krutosti:

Kategoria krutosti: stredné, oddiel Ill, bod 2 d) modely s vyvolanymi nddormi alebo so spontanne
vzniknutymi nadormi, pri ktorych sa otakdva, se spbsobia strednt bolest alebo strach alebo ¥e budd stredne
prekézat normalnemu spravaniu.

Uplatiiovanie zdsad 3R

Zasada nahraditelnosti:

Nadorové ochorenia st druhou najCastej$ou pri¢inou dmrti na celom svete. Dnesné metady
diagnostiky onkologickych ochoreni nie st dostadujtice, nador je asto diagnostikovany az vo vyssich
stadiach, ¢o mnohokrat znemoziiuje Ucinny terapeuticky zasah. Na rychlu diagnostiku s vhodné
najmé techniky vyznadujuce sa ¢o najmensou invazivitou. Vzhladom na charakter pokusu je
nevyhnutné, aby bol experiment prevedeny v podmienkach in vivo, ktoré tvoria system dejov
a odpovedi na stimuly z vonkajsieho a vnatorného prostredia. In vitro podmienky nikdy nevystihng
takt komplexnost stimulov a dejov, ako je to v Zivom organizme. Mo¢& zvierat predstavuje komplex
metabolitov, ktoré sa postupne uvolfiuju v priebehu &asu atym tvoria unikatnu tekutinu. Tak isto,

vznikajice nadory tvoria subor rozliénych buniek aich meniacich sa [ini a vytvaraju tak



mikroprostredie s meniacou sa teplotou a charakteristickymi vlastnostami. In vivo pokusy tvoria
nepostradatefny stupienok v predklinickom vyskume. Projekt je zaroveri naplanovany tak, aby
vysledky z neho mohli prejst' priamo do klinickej praxe.

Zasada znizenia:

Planovany experiment je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie otakavanych vysledkov pouzitych
¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnozstvo vystupnych informacii z kazdého pouzitého
pokusného zvierata. Zaroven sa dba o to, aby bola minimalizovana bolest alebo stres pouZitych

pokusnych zvierat a aby bol zabezpedeny primerany welfare od ich privezenia az po smrt.

Zasada zdokonalenia (zjemnenia):

Poctas experimentu bude zabezpeéena komplexna starostlivost o zvierata. BeZznu starostlivost’ o
zvieratd budl zabezpecovat laborantky, ktoré su prislusne skolené a poucené. Véeobecne sa da
konstatovat, Ze uvedené experimentaine postupy nespésobia neprimerany diskomfort pokusnych
zvierat a Ze ide o $tandardné typy pokusov (bezne pouZivane v $pickovych vedeckych pracoviskach) v
stlade s etickymi poziadavkami. Je vsak potrebné ratat S nepriaznivou ujmou zvierat v podobe
mierneho stresu. V pripade zvaé$enia nadoru, u ktorého by vzniklo riziko krvacania a zaroveri by

u zvierata neboli pozorované zmeny v spravani spdsobene bolestou, rozhodne veduci projektu,

gl o preloZenie do samostatnej klietky s osobitnou zaznamovou kartou
a zarovef so zvysenou ostrazitostou a pozornostou, venovanou zvieratu. V pripade neoc¢akavaného
zhorsenia zdravotného stavu zvierat podas experimentu rozhodne veduci projektu o usmrteni zvierata

chloralhydratom. Za sulad vykonavaného projektu je zodpovedny veduci projektu.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: dre  nie



Netechnické zhrnutie projektu: 15 5)«'5(/ ez %

Nazov projektu: Vplyv cytostatickej lie¢by na dynamiku expresie faktorov spbsobujicich
liekovi rezistenciu u experimentélne navodeného karcindému mlieénej Zl'azy.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:
Klacové slova v projekte (max. 5 slov): karciném mlieCnej zl'azy, liekova rezistencia,
terapia, DOX, paklitaxel

Uéel projektu: Zikladny vyskum
Transla¢ny alebo aplikovany vyskum
Regula¢né metédy s rutinnym pouZivanim
(OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare Pudi alebo
zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsicho
pouZivania v postupoch
Ak je iny tcel, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu: (napr. nie st edte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost’ jeho
vykonania z hl'adiska vedy, z klinického hPadiska)

& i by ot

Ciel'om predkladaného experimentélneho projektu je:

1/ zmapovat’ expresiu vybranych proteinov - mechanizmov liekovej rezistencie
v mlie¢nej Zl'aze zdravych zvierat — samic potkanov kmei Sprague-Dawley

2/ zistit hladiny sledovanych proteinov v experimentalne navodenom karcinéme
mlie¢nej zl'azy

3/ sledovat’ dynamiku o¢akévanych zmien v hladinach proteinov liekovej rezistencie
po terapii karcinému mlieénej ZI'azy vybranymi cytostatikami
Doteraz sme sa v literatiire nestretli s experimentom rovnakého alebo podobného zamerania.
Predpokladame, Ze nae vysledky by mohli byt uZitoéné a &iastodne aplikovatelné aj
v humaénnej onkologickej praxi pri vybere najvhodnejSej terapie karcinému mlie&nej Zlazy.

Prinos z vykonaného projektu: (napr. aky je prinos pre vedu, l'udstvo, zvierat4)

Je zname, Ze cytostatickd lieSba u loveka, zvyuje hladiny proteinov liekovej rezistencie, &im
prispieva k zhorSovaniu odpovede na d’al$iu terapiu.

V' shCasnosti si najpouZivanej$imi chemoterapeutikami karcinému mlieénej Zlazy
antracykliny, alkylaéné latky (cyklofosfamid), taxany, antimetabolity (5-fluorouracil,
gemcitabin,...) a vinorelbin. My sme sa rozhodli v nasom experimente pouZit’ kombinaciu
doxorubicin (DOX) - paklitaxel. Tato kombinacia je dnes najéastejSie pouzivana pre dobré
lietebné vysledky s prediZenim doby preZivania. Oba patria k noviej a udinnejSej generacii
chemoterapeutik.

Pri terapii karcinému mlienej ZFazy sa klinicki onkoldgovia riadia uréenymi protokolmi, ktoré
zavisia od istych kritérii. Je to v prvom rade celkovy vykonnostny stav pacienta — performance
status. Dalej je to urdenie histopatologickych parametrov (typ nadoru, $tddium ochorenia a

4



pod.). Zavedenim d’alich novych kritérii pri vybere terapie by sa lie¢ba mohla maximalne
individualizovat' s prihliadnutim na urCujice faktory liekovej rezistencie. Skala faktorov
ovlyviiujicich rezistenciu je vePmi $irokd, aviak nie vietky mechanizmy zohravajti rovnaku
ulohu pri navodeni liekovej rezistencie. Z tohto dévodu pokladéme za mimoriadne potrebné
vytipovat’ prioritné mechanizmy rezistencie pri karcinéme mlie¢nej #lazy a uréit’ nielen ich
expresiu ale predovietkym reakciu nadorovych buniek na vybrané cytostatikum.
Predpokladdme nérast expresie tychto proteinov atym zvy3enie rezistencie na konkrétne
lie€ivo. Ked’Ze experiment, ktory sme si vybrali nie je moZne vykonat u &loveka, zvolili sme si
zvieraci model. K myslienke volby potkanich samic nas priviedlo zistenie, Ze u potkanov sa
o problematike expresie nami vybranych proteinov vie vel'mi malo. V literatire sme sa vobec
nestretli so zédznamom o MDR proteinoch (Pgp a MRP1), o expresii DNA reparaénych
proteinov (XRCC a ERCC) ani o karboanhydraze IX v karcinéme mlie¢nej Zlazy potkana.
V pripade proteinu survivinu sme nagli celkovo 7 zéznamov, z ktorych len 2 price sa venovali
expresii survivinu v chemicky indukovanom karcinéme mlienej ZI'azy potkana. Bolo zistené,
ze podavanie rapamycinu vyrazne zni%ilo expresiu survivinu a tym doslo k zvy3eniu apoptézy
nadorovych buniek. U ACI potkanov bolo dokézané, Ze navodenie oxida¢ného stresu zZnizuje
hladiny survivinu poéas iniciacie tumorigenézy oxidaénym stresom. Obe prace su vysoko
aktualne, pretoZe pochadzajii zrokov 2013 a2014. Co sa tyka dynamiky ndrastu tychto
proteinov po chemoterapeutickej lie€be sme v literatire nenali iaden zaznam.

V dalSom sa chceme zamerat na koreldciu imunohistochemickej expresie proteinov
s expresiou mRNA tychto proteinov v perifémej krvi a zéroveti budeme sledovat’ pripadni
dynamiku zmien v expresii mRNA.

Idedlne by bolo roziirit’ §kalu cytostatik a porovnat’ ich vplyv na expresiu proteinov liekovej
rezistencie. Podobne by bolo vhodné zamerat’ sa aj na iné mechanizmy spdsobujtice rezistenciu.
Z ¢asovych apersondlnych dovodov nie je moZné vtomto projekte obsiahnut viacero
cytostatik a proteinov.

NaSim zdmerom je zmapovat’ vybrané proteiny lickovej rezistencie v karcinéme mliecnej Zlazy
potkana, d’alej potvrdit’ alebo vyvratit znému skutocnosf o indukcii proteinov negativne
ovplyviujicich liekovii rezistenciu chemoterapeutickou lie¢bou, konkrétne DOX a
paklitaxelom. Z vysledkov predkladaného experimentu na zvieracom modeli by sme cheeli
vyvodit’ zavery, ktorymi by sme sa priblizili huménne;j klinickej praxi kde by nage vysledky
mohli byt’ aspoil &iastoéne vyuZité.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbené pocty:
Potkan laboratérny (Rattus norvegicus), kmeti Sprague-Dawley, samice 139 kusov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rameci vykondvania
projektu:

Predpokladdme, Ze i.p. aplikdcia MNU a nérast nadorov mlie¢nej Zlazy nevyvola silné
bolestivé stavy. Nakolko sa ale jedna o ortotopicky model karcinému mliecnej Zlazy
a Intraperitonedlne podévanie cytostatik u lieCenych skupin méZu spdsobit dlhodobe;jsi
diskomfort zvierat. Aplikicia cytostatik u lie€enych skupin bude trvat’ maximalne 17 dni
u poslednej skupiny.

Predpokladani iroveri krutosti:

Stredna (2. st.)



Uplatiiovanie zasad 3R

1/ Nahradenie zvierat:

(zdbvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdze pouZit' alternativna
metoda bez pouzitia zvierat)

Pouzitie potkana ako experimentalneho zvierata povaZujeme za najvhodnejsie
z hl'adiska moZného vyuZitia ziskanych vysledkov nasledne u ¢loveka. Bolo by mozné pouZit’

U bunkovych kultar je problémom aj rast nadorovych buniek v jednej vrstve
(monolayer), pridom u &loveka a Zivych vysgich organizmov Je to stale rast nadorovych buniek
v niekolkych vrstvéch. To prirodzene podstatne ovplyviiuje aj prienik cytostatika do nadorovej
bunky a jeho vplyv na rast nadoru.

2/ Redukeia podtu zvierat:

(zd6vodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZil minimalny mozny pocet zvierat) '

Z hladiska experimentalneho vyskumu je nutné zabezpetit’ dostatoény pocet zvierat so
snahou o redukciu chyb, ku ktorym méze dbjst’ v priebehu spracovania vysledkov. Zodpovedne
sme pristupovali k vyberu poctu zvierat a minimalizovali sme ho na najmensiu moZnu mieru.
Naopak, vysledky, ktoré dosiahneme musia byt $tatisticky hodnotiteIné a najmensi podet
zvierat pre relevantné $tatistické Udaje by mal byt’ 5 kusov.

3/ Zjemnenie:

(Vysvetlit’ vyber pouZitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia zvierat’a, objasnenie
spdsobu ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonavania postupu
tak, aby sa dosiahli vedecké ciele projektu)

Laboratérny potkan je uz dlhodobo povazovany za velmi vhodné modelové Zviera pre
pokusy v humannej medicine.

samotnd manipuldcia s nim, a to pri vaZeni, i.p. poddvani planovanych 14tok a
pozorovani (merani) rastu nddorov. Napriek tomu neplanujeme pred tymito vikonmi pouzit’
sedativum v inj. forme, pretoZe tento tikon by spdsobil zvieratu VACSiu ujmu a stres ako
samotna manipulicia s nim.

Zvieratd budi ustajnené minimalne po dvoch v schvalenych vaniciach (klietkach)
s obohatenym prostredim, starat’ sa o nich bude odborne vySkoleny a sktiseny persondl. Na
konci experimentu budd zvierats usmrten€ letdlnou ddvkou Zoletilu inj.

Projekt bude podlichat’ opitovnému schvalovaniu: ano nie



