Netechnické zhrnutia projektu

Nazov projektu: Endogénna stimuldcia a exogénna aplikacia neurotrofickych faktorov na potladenie
sekunddrnych zmien v modeli kompresného pogkodenia miechy.

. - ’ .
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 4238/15-2214 — 5 (m“’uf ¢ &n 0(.@ uy
KltiCové slova v projekte ( max 5 slov): kopmpresia miechy, neurotrofické faktofy, sekundarne
poskodenie.

Uéel projektu’:

Zéakladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulaéné metody s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalgieho pouZzivania v postupoch

Ak je iny cel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu: :

(napr. nie su este vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost jeho vykonania z hladiska vedy, z klinického
hladiska)

Neutrotrofické faktory a ich prisluiné receptory st v mieste pogkodenia Gzko spdté s potencidlom
regenerdcie. V mieste traumatického pokodenia je hladina neurotrofickych faktorov zniZeng, z toho
dévodu sU lietebné pristupy v sGéasnej dobe zamerané na zvySovanie ich koncentracie. Ciefom
predloZeného projektu bolo v experimentélnych podmienkach zniif sekunddrne poskodenie v
mieche po traume, ktoré je kit¢ové pre rozvoj paraplégie zadnych konéatin. Za Géelom zistenia
efektivnej terapie sa pouZili nové terapeutické pristupy 1) exogénna aplikdcia neurotrofickych
faktorov, 2) endogénna stimuldcia neurotrofickych faktorov, 3) aplikdcia biodegradovatelnej
membrany pripravenej z chitosanu, 4) kombinovand terapia (najucinnejsia exogénna/endogénna
stimuldcia rastovych faktorov a biodegradovatelného kompozitu).

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

Nasa pracovnd hypotéza bola zaloZena na poznatkoch, e vyvin lokdlneho edému a vysledna
sekundarna ischémia v epicentre pogkodenia miechy vedie k narastajucej degenerdcii axénov, ktoré
st inak morfologicky neporudené. Aplikécia trofickych faktorov (endogénna a exogénna) v prvych
hadinach po poSkodeni viedla k ¢iastoénej normalizécii metabolickej homeostazy. Vysledky nasich

analyz ukdzali, Ze endogénna stimuldcia neurotrofickych faktorov signifikantne zvysila obnovu
neurologickych funkcii a je G¢innejsia ako opakovand aplikacia neurotrofinov cez perforovanu dura
mater. Porézna chitozanova matrica v kombindcii s kolagénom a rastovymi faktormi premostila léziu,
ale nezabezpecila riadené uvolfiovanie rastovych faktorov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné poéty:
V experimentoch boli pouZité laborat6rne potkany (Rattus norvegicus) kmeria Wistar, samice v pocte
147ks na celd dobu riesenia.

Predpokiadany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykondvania projektu:

Kompresia miechy bola uskutotnena z jej dorzélnej strany, ale tlak na miechu vyvolal poskodenie,
ktoré sa rozsirilo aj do okolia v rozsahu 2cm rostralne a kauddélne. Tym sa porusili zdkladné motorické
reflexy, ktoré zabezpecuju stalu adaptéciu dizky svalu na pohyb, dalej polysynaptické reflexy, ktoré



ukoncuju kontrakcie vyvolané napinacim reflexom a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikaju drazdenim
receptorov uloZenych predovietkym v koZi. Tieto reflexy boli po traumatickom poskodeni miechy
zachované iba ¢iastoéne.

Predpokladana trovef krutosti:
Na zdklade posudzovanych faktorov bola navrhnutd klasifikécia krutosti postupu oznacena ako
Lkrutd”.

Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zd6vodnenie poufzitia zvierat v projekte, zdévodnenie preco sa nemdZe pouZit alternativna metéda
bez pouZitia zvierat)

Existujice alternativne metédy nemézu poskytnut komplexnt odpoved, pretoZe sa jedna o findlne
testovanie fyziologickych a patofyziologickych t&inkov.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zd6évodnenie pouZitia uréeného poctu zvierat, akym sp6sobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa poutil minimdiny mozZny pocet zvierat)

Vporovnani s pévodne pldnovanym po&tom zvierat (160 ks) bolo v experimente celkovo pouZitych
147 zvierat. K zniZeniu pottu pouZitych zvierat doslo z toho dévodu, ¥e bola ziskana nizka variabilita
vysledkov a dany pocet zvierat bol postadujici pre &tatistické vyhodnotenie sledovanych parametrov.

3. Zjemnenie:

Vsetky zékroky, ktoré boli uskuto&nené na zvieratéch, boli vykonavané pod cefkovou anestézou, t.j.
neboli pre zvierata bolestivé. Za tcelom znizenia bolesti sa experimentalnym zvieratdm tesne po
kompresii miechy, ked' bolo zviera este pod vplyvom anestézie, podali analgetiké (Novasul,
Richterpharma, 2mi/kg/i.m.) a antibiotikd (Amoksiklav, 30mg/kg, i.m.). Aby sa predislo pripadnej
bolesti a zapalovej reakcii, antibiotiké a analgetikd boli poddvané spravidla po dobu 3 dni. Ukonéenie
liecby urcoval podla stavu experimentalnych zvierat operatér. Polas operatného zakroku ako aj po
jeho ukonceni boli zvieratd siedované zodpovednou osobou, ktora véas poskytla potrebnu
starostlivost. Po operaénom zasahu boli zvierata schopné prijimat vodu a krmivo. Ked' sa u zvierat
vyskytol problém so zdvihanim hlavy ku napéjadlu, pre zmiernenie ich utrpenia sa zvieratém prvé dni
(2-3dni/2x denne) po zékroku aplikoval perorélne (injekénou striekackou), pripadne subkutanne
fyziologicky roztok. Rovnako kvéli dostupnosti potravy bola prvé dni po kompresii miechy potrava
umiestnena priamo v klietke. Ukontenie podévania fyziologického roztoku urdil operatér na zéklade
pohybovych schopnosti zvierata. Désledkom traumatického poskodenia miechy na Grovni Th9 bola
okrem paraplégie zadnych konéatin aj do¢asnd strata funkcie (Ciastocnd, alebo Uplnd) vyprazdfiovania
mocoveého mechdra, preto sa zvieratdm mocovy mechur vyprazdfioval mechanicky palpaéne min. 2x

-denne;-po-dobu-ebnevenia=fu nkeiex(priblizne=2-tyZdne)=vykonaval'apostudzoval oparater: Zvierata,
ktorym bola po kompresii miechy aplikovana lie¢ba (exogénna alebo endogénna stimulécia rastovych
faktorov, a aplikdcia biodegradovatelného materiglu) vykazovali ihned po zakroku rovnaké priznaky
ako po kompresii. Neurologicky stav sa u lie¢enych experimentalnych skupin

(signifikantne/nesignifikantne) zlepéil, a to prevaZne od 3-5 tyZdiia po kompresii a lie¢be.

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spésobu ako sa
minimalizuje stres, utrpenie a bolest zvierat v priebehu vykondvania postupu tak, aby sa dosiahli
vedeckeé ciele projektu)

Laboratdrne potkany maju v porovnani s inymi laboratérnymi zvieratami dobre vyvinutt regeneraénd
schopnost, ztoho dévodu su vhodné pre sledovanie obnovy regenerdcie po traume miechy
a ndslednej lietbe. Experimentalne zvierata boli potas zékroku v celkovej anestéze. Zvieratdm boli
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poddvané analgetika a antibiotikd, aby sa prediglo pripadnej bolesti a zapalovej reakcii. Kazdodennu
starostlivost experimentélnych zvierat zabezpecovali zaskolenf riegitelia projektu, ktori maju prax s
experimentami na zvieratach,

’

Projekt bude podliehat op4tovnému schvalovaniu: an nie
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Nézov projektu: Nacvik merania Tavokomorovej katetrizcie a merania Pavokomorového
tlaku u potkanov v celkovej anestézii

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu:

Ucel projektn: vysokoSkolské vzdelavanie alebo odborné vzdeldvanic na ucely ziskania,
udrZania si alebo zlepSenia zrugnosti potrebnych na vykon povolania

Ciel’ projektu

Cielom projektu je naudit doktorandov a odbornych pracovnikov vykon lavokomorovej
katetrizdcie a meranie tlaku krvi v Pavej komore srdca v celkovej anestézii.

Prinos z vykonaného projektu:

Potreba zruénosti pre tito metodu je ddleita pre dlhodobtt samostatnu realizciu postupov u
doktorandov a odbornych pracovnikov pri experimentoch s problematikou diabetus mellitus
rieSenych na naSej katedre. Osvojenie si metodickych zruénosti pred vyuZitim postupov
dlhodobo a kontinudlne zarudi, e experimentalne zvieratd budd vyuzité odborne a ziskané
vysledky budu validne a vyuzitelné pre vedeckt komunitu a, ako dufame, budi mat’ dopad aj
na humdannu diagnosticku a terapeuticki prax.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné poéty : Potkany, samce rodu Wistar, 75 jedincov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité z

projektu:

V postupoch sa planuje intraperitonedlna aplikdcia Avertinu. Zvieratd mozu pri
intraperitonedlnej aplikécii latok pocitovat’ kratkodobu bolest, ktora viak nebude vyznamne
naru§at’ pohodu, ani celkovy stav zvierat. Pri ndslednom merani Pavokomorového tlaku a
aplikécii dobutaminu, ktoré nie je bolestivé, buda zvierats vystavené len minimélnej zat'ai.
Samotné experimenty zamerané na zistenie funkcie srdca budu vykondvané v hibokej
celkovej anestézie, po ktorej zvieratd nenadobudnt vedomie a budt humanne utratens.



Predpokladani viroven krutosti:
slabé — intraperitonealna aplikécia Avertinu

bez moZnosti zotavenia — katetrizacia lavej komory a meranie tlaku v Pavej komore
Vv anestézii, s ndslednym utratenim v CO2.

Pri prici so zvieratami budii dodriané vietky predpisané predpisy a smernice pre choy
a zaobchdzanie s laboratérnymi zvieratami podla zisad 3 R.

Replacement

Nakolko ide o experimentdlne postupy, v ktorych sa bude hodnotit bazdlna a beta
adrenergicky stimulovand funkciu Tavej komory in situ, nie je moZné pokus vykonat’ bez
pouZitia zvierat. Poditadové simuldcie nie si v tomto pripade vhodnym alternativnym
spbsobom, podobne ako ,,in vitro* pokusy, ked’se na bunkovych kulturach nie je moZné
relevantne posudit’ funkciu kardiomyocytov, najmé v rdmei l'avej komory ako celku.

Reduction

V' experimentoch bude pouzity minimalny podet experimentalnych zvierat potrebny pre
osvojenie si metodickych zruénosti. 15 zvierat na jedného experimentéatora je minimalny
pocet, ked'Ze sa jednd o preciznu a naroént metodiku a Jje potrebné zaistit’, aby buduice
experimenty zahrfiiajice meranie Favokomorového tlaku boli prevedené bezchybne, s
validnymi a reprodukovatel'nymi vysledkami.

Refinement
Osvojovanie si postupov bude prebiehat’ pod dohPadom skuisenych experimentétorov.

Hemodynamické merania a EKG buda vykondvané v celkovej anestézii, zvieratd budu
huménne utratené oxidom uhlig¢itym. V pripade zistenia nevhodnych neoéakdvanych udalosti
(napr. zdvaznd porucha pristroja na meranie hemodynamiky) bude experiment ukondéeny a
nasledne predloZeny novy projekt tak, aby sa znizil pocet pouZivanych zvierat,

Predkladany projekt nepodlieha spétnému posudeniu.

Sposob spoloéného vyuZivania orgsnov a tkaniv z usmrtenych zvierat tohto programu

Po usmrteni zvierat sa ich tkaniva a organy, ktoré nebudu potrebné na udely predkladaného
projektu, v pripade zdujmu pontknu pracovnikom katedry Farmakoldgie a toxikologie UK,
za vedeckym pripadne edukaénym tdelom.
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Nazov projektu:
Farmakoterapia kardiorendlneho syndrému v experimentalnom modeli diabetes mellitus

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: /4 é 56 /7_?1 -22 /4

Ugel projektu: zakladny vyskum

Ciel’ projektu
Ciel'om projektu je farmakologickou lieSbou predist chronickym komplikacidm alebo aspoii
zmiernit’ poSkodenie srdca a obligiek v experimentélne navodenom diabetes mellitus.

Ocakadvany prinos a ujma

Na zaklade ziskanych vysledkov by sme mohli prispiet’ k objaveniu vhodnej kombin4cie
lie¢iv zmierfiujicej chronické komplikacie spojené s diabetes mellitus. Diabetes mellitus je
nevylietitelné ochorenie, ktoré mdze vylsti a¥ do rozvoja kardiorenlneho zlyhania
a naslednej mortality. V pripade priaznivych vysledkov by bol prinos pre huméannu prax
velky, nakol’ko by umozZnil lepdie predchadzanie & kompenzovanie komplikécii diabetu a
tym skvalitnenie Zivota diabetickym pacientom. Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa
budt hodnotit’ fyziologické, patologické parametre a vhodnost terapie, je potrebne, aby sa
experimenty vykonali ,, in vivo" na celom zvierati, popripade na izolovanom organe ,, in vitro“
(cievy, srdce, oblitky). Ked’Ze ide o hodnotenie tdinku liediv na chronické komplikacie
diabetu, je potrebné aby sa aplikovali aspoi 6 tyZdtiov. V nafom experimente sa budd liediva
aplikovat’ perordlne Zalidognou sondou. Experimenty, kde budeme sledovat’ funkciu srdca
a ciev bude vykondvat’ v hibokej anestézii, pri ktorej zvieratd nebudi pocitovat’ Ziadnu bolest
spojent s vykondvanim pokusu. Za dostatodnu anestéziu, budeme povaZovat stav, ked po
stladeni zadnej labky (“toe pinch”) neddjde k jej reflexnému stiahnutiu. Po skonéeni pokusu,
zviera nenadobudne vedomie.

Pocet a typ zvierat

Potkany, samce rodu Wistar , 210 jedincov

Pri prdci so zvieratami budii dodrfané vetky predpisané predpisy a smernice pre chov
a zaobchdzanie s laboratérnymi zvieratami podPa zdsad 3 R.

Replacement
Nakorko ide o experimenty, v ktorych sa budit hodnotit’ fyziologické, patologické parametre

a efekt terapie na molekuldrnej a funké&nej urovni, je Ziaduce aby sa experimenty vykonali ,, in
vivo" na celom zvierati a na izolovanych orgénoch ,,in vitro* namiesto bunkovych kultur.
Podobne pocitatové simuldcie nie st v tomto pripade vhodnym alternativnym spdsobom.



Reduction

V experimentoch bude pouZity taky polet experimentdlnych zvierat, ktory potrebny pre
Statistické vyhodnotenie pouZitim ANOVA testu. Ako post hoc test v pripade, e budeme
mat’ rovnomerné rozdelenie hodnét, pouZijeme test LSD, v pripade nerovnomerného
rozdelenia hodn6t pouzijeme Kruskal Wallis test. Bude pouZivani iba jedna kontroln
skupina azvieratd budi objedndvané vrovnakom &asovom intervale, aby sa predislo
sezonnym zmenam a potrebe d’aldich opakovani. TaktieZ homogénne geneticky rovnaké
skupiny zvierat budu zahrnuté v experimentoch.

Refinement

Vysledky jednotlivych ¢asti $tiidie budi pribeZne vyhodnocované a v pripade zistenia
nevhodnych neoéakavanych udalosti bude experiment ukon&eny a nésledne predloZeny novy
projekt tak aby sa zniZil podet pouZivanych zvierat.

Klasifikdcia krutosti postupov
Kategorie krutosti

Bez mozZnosti zotavenia
Postupy, ktoré sa celé vykondvajii v celkovej anestézii, po ktorej zviera nenadobudne
vedomie.

- odoberanie vzoriek krvi, srdca, aorty a oblitiek pre potreby molekularnej analyzy a
histologického hodnotenia, izoldcia a perfuzia srdca podPa Langendorffa, meranie EKG
v celkovej anestézii a katéterizacia Favej komory v anestézii, s naslednym utratenim v CO2.

Slabé

Postupy vykonavané na zvieratach, pri ktorych je pravdepodobné, Ze v ich ddsledku buda
zvieraté pocitovat’ kratkodobu slabii bolest’, utrpenie alebo strach, a postupy, ktoré vo
vyznamne]j miere nenaru$aji pohodu ani celkovy stav zvierat.

- intraperitonedlna aplikacia streptozotocinu, Thiopentalu, Avertinu , kratkodobé umiestnenie
v metabolickej klietke, neinvazivne meranie tlaku krvi , tail cuff metddou.

Stredné

Postupy, ktoré zreteI'ne naruia pohodu a celkovy zdravotny stav zvierat bez vyraznych
nésledkov. Kratkodoba stredné bolest alebo dlhotrvajiica slaba bolest, utrpenie a strach

- podédvanie liekov peroralne Zalddo&nou sondou

Predkladany projekt nepodlieha spatnému postideniu.



Spésob spolo¢ného vyuZivania orginov a tkaniv z usmrtenych zvierat tohto programu

Po usmrteni zvierat sa ich tkaniva a organy, ktoré nebudu potrebné na udely predkladaného
projektu, v pripade zdujmu pontiknu pracovnikom katedry Farmakol6gie a toxikologie UK,
za vedeckym pripadne edukaénym téelom.




Priloha ¢. 1

Vzor na vyplnenie netechnického zhrnutia projektu:

Nazov projektu: Hodnotenie protinddorovych Géinkov rastlinnych funkénych potravin
pouZitim ortotopického syngeneického modelu karcinému prsnika

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 464 6’/’/"‘¢ —Cc2 /7

Klticové slova v projekte (max 5 slov): karcindm prsnika, my3i Balb/c, ortotopicky model, fytoterapia

Uéel projektu”: Zakladny vyskum

Translacny alebo aplikovany vyskum

Regulaéné metddy s rutinnym ‘pouil'vanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zdujme zdravia alebo welfare [udi alebo zvierat
Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie koldnii geneticky zmenenych zvierat bez ich dal§ieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu: A

V poslednych rokoch sa zvySil zdujem o ldtky prirodného pévodu pre ich predpokladany
protinadorovy efekt v organizme. Cielom projektu je analyzovat antitumorov( aktivitu prirodzenych
substancil (Thymus vulgaris, Salvia officinalis, Cinnamomum cassia) pouzitim syngeneickychl
modelovych $tGdif mamdrnej karcinogenézy u samic my&i. V experimentoch bude hodnoteny rast
objemu inokulovanych 4T1 buniek adenokarcindmu mlie¢nej ilazy mysi, mechanizmus G&nku
poddvanych substancii - markery nadorovych kmefiovych buniek, epigenetiky, proliferacia, apoptdza,

—angiogenéza;-Ci-antioxidatny-efekt-substancif

Pri pitve odoberieme krv, nddory vypitveme a vyhodnotime pripadné makroskopické zmeny ha
sledovanych orgdnoch. V jednotlivych skupindch 3tatisticky vyhodnotime zékladny parameter
mamadrnej karcinogenézy - objem naddorov. Vykondme histologickd typizaciu nddorov a ich grading.
Stanovime vybrané parametre plazmatického lipidového a sacharidového metabolizmu
(predpokiadané su preventivne Ginky fytosubstancii aj u kardiovaskuldrnych ochoreni) a vplyv
prirodnych latok na telesnd hmotnost a prijem potravy. Budeme hodnotit mechanizmus Géinku
pouZitych substancii (Western blot analyza markerov v mamérnych nadoroch). Vyhodnotime
parametre apoptdzy (Bcl-2, Bax, kaspdza-3, prip. iné), angiogenézy (VEGF, VEGFR-2,
FGFb), proliferdcie (Ki67), nddorovych kmefiovych buniek a epigenetiky (metylacia acetylacie
hyténov, €i vybranych prométorov). Stanovime parametre oxidaéného potkodenia v nadorovych



bunkach (malondialdehyd, dityrozin, konj.lyzin). SGastou postupu bude mimoriadne doleita analyza
preZivania zvierat.

Z overovania cez najprestiznej$iu vedeckid databazu Web of Science je zrejmé, se eite neexistuju
vysledky z takéhoto vyskumu. Z hladiska vedy preto existuje nutnost jeho vykonania, aj z dérazom na
zdvainost problematiky karcinému prsnika u Zien, kde fytoterapia moZe zohravat vysoko prinosnu
dlohu aj preto, Ze rastlinné funkéné potraviny sd fahko a aj cenovo dostupné pre Siroku populdciu.

Prinos z vykonaného projektu

Na zdklade protinadorovych vlastnosti mézu fytochemikalie v prirodzenych substancidch priniest
pre klinickt onkoldgiu nové pristupy v & uZ v chemoprevencii alebo v lie¢be nadorového ochorenia.
Na naSom pracovisku sa problematikou experimentdinej mamdrne]j karcinogenézy zaoberdme 20
rokov, pritom analyze protinddorového G&inku fytofarmék/fytosubstancii sa venujeme poslednych 6
rokov.

Vyhody diéty bohatej na rastlinné zlozky spoéivaji v komplexnom pbsobeni velmi Sirokého
spektra fytochemikalii. Prdve aditivne a synergické pdsobenie fytochemikalii zodpoveda za ich
antioxidacné a protinddorové Gcinky. Této skutognost vysvetfuje fakt, pre¢o samostatne aplikovany
antioxidant nemdZe nahradit kombinované pdsobenie desiatok roznych fytochemikalii pritomnych
v rastlinnych produktoch a neméze dosiahnut s nimi porovnatelné ucinky na zdravie Eloveka (Liu,
2004).

V experimentainej rakovine prsnika in vivo a in vitro doteraz neboli hodnotené
antineoplastické acinky ani jedne] z prirodzenych substancii, ktoré pldnujeme testovat. Tymian je
zaujimavy obsahom fenolickych latok, saponinov a steroidnych latok (Bozkurt et al., 2012). Salvia sa
vyznaluje vysokym zastlpenim hlavne flavonoidov, zvld¥ alfa- -tujon, kamfor, borneol, gamma-

murolen (Russo et al., 2013). Skorica je bohata na anthokyaniny, cinamaldehyd, eugenol, cineol,
cinamy! acetat.

Chceme zdoraznit, Ze rieSenim tohto projektu ziskame prvotné experimentdine vysledky,
ktoré moZu byt velmi prinosné zvlédf pre klinicki prax. Pldnované pouZitie ortotopického
syngeneického modelu umozni analyzovat nielen lie¢ebné mo¥nosti ale aj preZivanie laboratérnych
mysi, ¢im ziskame velmi hodnotné vysledky v ramci vedného odboru onkolégia, konkrétne pre lie¢bu
karcinému prsnika. V projekte budeme analyzovat zdkladné parametre tumorového rastu a uré&ime
histologickt typlzacm nadorov. Budeme hladat mechanizmus G&inku ofakdvaného lietebného
pbsobenia pouzitych fytosubsatncii. Vyhodnotime celkové vedlaj§ie dcinky latok na
organizmus zvierat, stanovime parametre lipidového a sacharidového metabolizmu. V ridmci
terapeutického hodnotenia vyhodnotime preZivanie zvierat, &o vyznamne prispeje k validite
vysledkov a teda aj vedeckej hodnote celej tudie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty:

V projekte pouZijeme panenské samice laboratérnych mysi kmefia Balb/c v celkovom poéte 234
kusov.

Predpokladand doba rieSenia projektu — 2 roky {1. 8. 2017 - 31. 7. 2019), pocas ktorych uskutonime
3 Ciastkové experimenty, pri¢om v kafdom pouzijeme do 78 zvierat.




Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvierata v ramci vykonavania projektu:

V studii analyzy lie€ebného efektu ide o modely s vyvolanymi nddormi u mygi, pri ktorych sa olakdva,
Ze spbsobia maximalne strednd bolest alebo strach, alebo Ze budy stredne prekazat normalnemu
spravaniu.

V_3tadii_analyzy preZivania ide modely s vyvolanymi nadormi alebo so spontdnne vzniknutymi
nadormi, pri ktorych sa ofakdva, Ze spdsobia progresivnu letdlnu chorobu spojend s dlhotrvajlcou
strednou bolestou, strachom alebo utrpenim. Napriklad nadory spdsobujice kachexiu, invazivne
nadory kosti, nédory s metastatickym rozsirovanim a nédory, ktoré mozu vytvarat vredy.

Zvierata budu denne monitorované za t¢elom hodnotenia preZivania. Krivka prezivania zvierat je
najlepdim obrazom toho ako terapia Gtinkuje, je velmi #iadand vo vysledkoch vietkych onkologickych
Studii. Kazdd klinickd onkologicka 3tudia porovndva preiivanie fudi bez terapie as terapiou,
analogicky je potrebné postupovat aj uanimélnych $tGdii pre ziskanie vedecky hodnotnych
vysledkov.

Predpokladana droven krutosti: v zavislosti od jednotlivych postupov - slaba, strednd a kruta

Uplatiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

K'metdde pouzitej v predkladanom projekte nie je moiné vyuiit alternativne metody,
pretoZe fytosubstancia sa musi testovat aj na celistvom organizme, nestaéi iba testovanie in vitro na
bunkovych linidch, vzhladom na to, Ze pri tychto experimentoch nie je mo¥né sledovaf komplexny
vplyv vietkych parametrov a sdcinnosti v celistvom organizme. Tymidn, Ekorica ani £alvia neboli
doteraz testované vuvedenom ortotopickom 4T1 modeli mamarnej karcinogenéze umysi (vid
priloZene vypisy z Web of Science; kli¢ové slové: orthotopic mouse mode!, breast cancer, thyme
resp. sage resp. cinnamon).

2. Redukeia poltu zvierat:

V kazdom postupe pouZivame minimdiny poéet zvierat (n=78; 3 experimentdlne skupiny po
26 zvierat su ete rozdelené na 2 podskupiny $tddie terapie resp. prefivania po 1

erat). n=13 je

polet zvierat potrebny na ziskanie signifikantnych vysledkov po $tatistickom hodnoteni a ktory je
este akceptovatelny vedeckou komunitou (zachovanie validity a reprodukovatelnosti experimentu).

3. Zjemnenie:

NajpouzivanejSimi laboratérnymi modelovymi zvieratami st hlodavce, pretoZe majd mnohé
jedinecné vlastnosti, ktoré ich preduréuji kziskavaniu a hodnoteniu vieobecnych principov
experimentalnej onkolégie. My$ a potkan je najniz8im druhom Zivogichov, ktory vyhovuje danému
typu experimentoy, t.j. nie je nahraditelny inym druhom. Hlavnou vyhodou poufitia mysi je to, Ze ich
nadory mlietnej zlazy sa velmi podobaju ludskym, tak v etioldgii ako aj v patoldgii (Medina et al.,

1982). Velmi déleZitym kritériom v experimentdlnej onkolégii na definovanie terapeutickych



moznosti alebo karcinogénnej aktivity farmaka je spontdnny vyskyt tumorov. Vdaka spentdannemu
vzniku nadorov pri dlhodobych Stididch st vybrané kmene my3i a potkanov vhodnym modelom pre
imitaciu situdcie u fudi (Anderson, 1992). My$ je nevhodna pre $tddium chemoprevencie avsak je
vhodnd pre realizdciu ortotopického (syngeneického resp. xenograftového) modelu s pouzitim
subkutanne inokulovanych buniek karcinému (Ito et al., 1996).

Spbésob manipuldcie so zvieratami a starostlivost o zvieratd pocas postupu bude v sdlade s
poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni vlddy SR & 377/2012 Z.z. a Vyhlaske Ministerstva
pbdohospodarstva a rozvoja vidieka SR ¢&. 436/2012 Z.z. Co sa tyka zdsady zjemfovania postupu,
charakter postupu minimalizuje stres uzvierat, kedZ%e potas celej di*ky experimentu sa okrem
subkutdnnej inokuldcie buniek karcindmu (slaby stupe# krutosti) nerealizuju na zvieratich iadne
bolestivé vykony, iba palpécie a véZenie predstavujice tie? iba slaby stupefi krutosti. Podas celého
priebehu postupu nebudd zvieratd vystavené bolestivym zdkrokom. V &tudii terapeutického
hodnotenia sa preto nevyZaduje poufZitie anestézy ani analgetik (naddory budd malé, bez nekrozy max.
do 0,7 cm3 a po troch tyidfioch od aplikdcie aj bez metastdz). Pougitie analgetik sa predpoklada
v §tadii preZivania, kde moZno ofakavat uzvierat stredni a¥ krutd bolest. Zmluvny veterinar
odpordta poddvanie Carprofenu v dévke 5 mg/kg/defi, lieivo patri do skupiny nesteroidnych
protizapalovych latok (NSAID), bude poddvané perordlne denne do pitnej vody (vypoclita sa
priemerna spotreba vody v jednej klietke na def, stanovi sa priemerna hmotnost zvierat na klietku
a nasledne sa stanovi mnoistvo liediva rozpusteného v jednej flagi). Zvieratdém bude analgetikum
aplikované kontinudlne, &im sa zabezpedi jeho maximélny G&inok. Carprofen v uvedene] davke je
osvedCenym analgetikom u hlodavcov, aplikdciou tohto analgetika dokazatefhe zmiernime utrpenie
zvierat, navySe klietky budl vybavené hrackami - enrichmentom (tunely, iglu domdceky). Stupen
bolesti bude posudzovany na zdklade postdenia vitality zvierat, pripadne vyskytu nekrotizujliceho
nadoru (vzhfadom na rozmery nddoru sa viak nekréza neocakdva). Kritériom pre human endpoint
bude nekroza mamarneho nddoru, druhym kritériom pre huménny endpoint bude pokles vitality
zvierat, ktory je utrpiacich hlodavcov neprehliadnuteiny. Stddia prefivania je najhodnotnej$im
ukazovatefom (Cinku testovanej lie¢by, predstavuje najvalidnej§i parameter terapie. Co sa tyka
pomeru ujmy a prinosu, Etickd komisia JLF UK dogla k zaveru, 7e celospoloenskd hodnota vysiedkov
rieSenia tohto projektu prevySuje ujmu zvierat spdsobent utrpenim, bolestou a strachom a s
ohfadom na etické aspekty, mozu byt vysledky projektu v kone¢nom désledku prospes$né fudom.

(1. 04 N f g
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Aktualizované netechnické zhrnutie projektu 412 4 / 13 - 224 A

Nazov projektu: ,Metastatické nadory umoZnené hypoxickym mikroprostredim
3 3 v e —
v nadore ~ SPATNE P@s(ﬂlb&?ﬁ(“"

Kracové slova: hypoxia, nadorové mikroprostredie, ridioterapia

Ukel projektu:

1. Ciel projektu:

Cielom projektu bolo sledovat’ vplyv nizkych davok externého Ziarenia na citlivost’ resp.
rezistenciu zdravého tkaniva na ndsledné vysoké terapeutické davky Ziarenia. Mysi boli
vystavené nizkej (0,3Gy) a/alebo vysokej (3,0Gy) davke Ziarenia a bol sledovany vplyv
na preZivanie.

2. Prinos z vykonaného projektu

Ziskané vysledky mo6zu pomdct ku skvalitneniu lie€by onkologickych pacientov.
Rédioterapia je jednou zo zékladnych lieGebnych modalit v terapii nadorového ochorenia.
Jej nedostatkom je poskodenie aj zdravého tkaniva a nedostatoéna davka v zavislosti od
lokality a citlivosti nddoru. Ziskané vysledky projektu by mali prispiet’ k optimalizacii
radioterapie onkologickych ochoreni. Ich overenie v predklinickych $tididch na
zvieratach je nevyhnutné

3. Pocet a druh pouzitych zvierat:
Mys laboratdrna kmene DBA/2 a C57/bl6
Planovany pocet: 288 jedincov

Skutocne pouzity pocet:205 jedincov

4. Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykon4vania projektu:

Ako sme predpokladali, oZarovanie nizkou ddvkou nemalo negativny vplyv na zvierata.
Expozicia mySi nizkej davka Ziarenia mala ochranny uginok pred vysokou davkou
Ziarenia. Vysoka dévka Ziarenia sa uniektorych zvierat (priblizne 20%) prejavila
lokalizovanym vypadévanim srsti. U vié8iny zvierat sme nepozorovali sme vyrazné
zhorSenie zdravotného stavu. ZavaZnej$ie priznaky sme pozorovali priblizne u 15%
zvierat. U zvierat s vyraznou stratou hmotnosti (>10%) alebo prejavmi bolesti (najezena
stst’, zhrbené drZanie tela) sme pristipili k humannemu ukon&eniu experimentu (letélna

davka-tiopentalu):

S. Predpokladana iirovei krutosti:
Ako kruty sa projekt prejavil priblizne u 15% pouzitych zvierat.

6. Silad s poziadavkami ,,3R“
Nahradenie
Pred zaCatim experimentov na laboratornych zvieratich boli vykonané
experimenty in vitro a boli nastavené zdkladné parametre postupov.



Obmedzenie:

Pocet zvierat v skupinich bol minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané
vysledky Statisticky vyhodnotené. Nakolko sme ziskali Statisticky signifikantné
vysledky uz pri pouziti mensieho po&tu zvierat (n=205), nebolo potrebné pouzit’
plénovany podet zvierat (n=288).

Zjemnenie:

Mysi boli drzané v skupinich umoZziujicich prirodzené socidlne spravanie so
stalym prisunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa podielali len sktseni
pracovnici vySkoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami. V klietkach, kde sa
nachadzali zvieratd svypaddvanim srsti sme zvysili mnoZstvo podstielky
a papierovej vaty, aby sme umonili ukryvanie zvierat. Zvierata so zhorSenym
zdravotnym stavom mali potravu k dispozicii priamo vo vanici, pri strate
hmotnosti vy$Sej ako 10%, alebo pri prejavoch bolesti (zhrbené dr¥anie tela,
najezend srst,, zniZena pohybova aktivita sme pristapili k humannemu ukongeniu
postupu.

7. Spiitné posudenie projektu:

Vzhladom k tomu Ze postupy boli klasifikované ako kruté, projekt sme spitne posudili
do 30.4.02017. Ako kruty projekt hodnotime pre 15% pouzitych zvierat. Jedn4 sa hlavne
0 zvieratd, ktoré neboli exponované nizkej davke Ziarenia pred expoziciou vysokej davke.




Netechnické zhrnutie projektu 1 €5 / 1# -2 2/

Néazov projektu: Lokalizdcia a dloha endotelovej syntetazy oxidu dusnatého

v neurogénnej oblasti potkana v postnatilnej obdobi

KPia€ové slovd v projekte: postnatilna neurogenéza, eNOS, proliferdcia, migracia,
imunohistochémia

Ukel projektu™: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Postnatdlna neurogenéza je zloZity proces pozostavajuci z viacerych dejov (proliferdcia,
migrécia, diferencidcia, integracia do nervovych okruhov), ktoré st regulované mnohymi
faktormi. Mechanizmy reguldcie postnatdlnej neurogenézy nie st napriek intenzivnemu
vyskumu a pribudajucim poznatkom doposial’ dostatodne vysvetlené. Jednym z reguldtorov je
aj oxid dusnaty, ktory mdZe byt produkovany tromi typmi enzymov- syntetdz NO (NOS),
pridom jeho u&inok zavisi od typu syntetdzy, ktorou je produkovany. V regulécii postnatalne;
neurogenézy bola doposial’ zistend iba tiloha neurondlnej NOS. Cielom tohto projektu je
ziskat’ origindlne poznatky v oblasti reguldcie postnatalnej neurogenézy na zaklade zistovania
distribucie endotelovej NOS (eNOS) a jej tlohy vneurogénnej oblasti mozgu
(subventrikuldrna zdéna - rostrdlna migradnd dréha - bulbus olfactorius) juvenilnych
a dospelych potkanov. Distribiiciu eNOS budeme zistovat na rezoch mozgu pomocou
imunohistochemickej metdd a metédou in situ hybridizacie. Ulohu eNOS v neurogénne;j

oblasti budeme sledovat’ na zaklade jej inhibicie.

Prinos z vykonaného projektu

Prinosom tohto projektu by malo_byt’ 7mapoyania,Pxpresieﬁelm}'fnn},,eNOS-?,YVV.neLu'ogémluj

oblasti, azistenie U¢inku NO produkovaného tymto enzymom na procesy neurogenézy

a angiogenézy v postnatdlnom obdobi.

Je zname, Ze NO participuje na reguldcii neurogenézy v systéme subventrikuldrna zéna
(SVZ)- rostrdlna migragnd draha (RMS) — bulbus olfactorius (BO). Predpoklada sa, Ze jeho
zdrojom st nNOS pozitivne bunky nachddzajice sa priamo vRMS avjej blizkom okoli.
Doposial’ v8ak nie je zndma distribucia eNOS pozitivnych buniek v SVZ-RMS-BO, o ktorych
predpokladéme, Ze by mohli regulovat nielen neurogenézu, ale aj angiogenézu v danej
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oblasti. Ked'Ze neurogénna oblast’ SVZ-RMS-BO sa vyznacuje vyssou hustotou ciev a ich
Specifickym usporiadanim tvoriacim tzv. migraény skelet pre neuroblasty putujtce zo SVZ do
BO, predpokladame, Ze zastipenie eNOS pozitivnych buniek v tejto oblasti by mohlo byt
vyrazné. Zmapovanie expresie eNOS v SVZ-RMS-BO u juvenilnych a dospelych potkanov

by mohlo byt’ zakladom pre d’al$ie §tidium jej regula¢nych u¢inkov.

Prinosom tohto projektu by malo byt tieZ zistenie ulohy eNOS v SVZ-RMS-BO na zaklade
selektivnej inhibicie eNOS. Selektivna inhibicia eNOS by ndm mala dat’ odpoved’ na otazku.
¢i NO produkované eNOS ovplyvituje proliferdciu buniek v RMS, ateda & neurogenézu
stimuluje alebo inhibuje. Ocakdvame, Ze inhibicia eNOS by mohla ovplyvnit nielen
neurogenézu ale aj angiogenézu. Vzhladom na zndme pro-angiogénne udinky eNOS sa
domnievame, Ze jej inhibicia v skorom postnatdlnom obdobi, by mohla negativne ovplyvnit
vytvaranie migraéného skeletu, ¢o by mohlo mat za nésledok narudenie migracie

neuroblastov zo SVZ do BO.

Pochopenie regulaénych mechanizmov postnatilnej neurogenézy je doleZité pre pripadné
terapeutické vyuzitie neurdlnych prekurzorov ako endogénneho zdroja nahrady poskodenych

a degenerovanych nervovych buniek mozgu.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
V experimente budu pouzité potkany kmetta Wistar albino oboch pohlavi v poéte 94 ks

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

Vsetky zakroky, ktoré by muohli spdsobif’ bolest’ zvieratdim budu robené v izofluranove;
narkdze.

V jednej Casti experimentu budenie potkanom s.c. poddva( inhibitor eNOS. NO produkované
cievami (eNOS) sa podiel'a na regulacii krvného tlaku. Ztohto dévodu budeme
experimentalnym zvieratdim merat’ krvny tlak, nepredpokladdme viak, Zc by inhibicia eNOS
negativne ovplyvnila celkovy zdravotny stav zvierat. Zvieratd budeme denne monitorovat’,
budeme sledovat’ miesto vpichu, v pripade lokdlneho zapalu budeme dané miesto chladit’.
Budeme sledovat” sprdvanie sa zvierat, ak by sme pozorovali vyraznej$ie zhorienie
zdravotn€ho stavu, zviera humanne usmrtime este pred ukonéenim doby preZivania.

Predpokladana viroven krutosti:

Postupy, ktoré budeme na zvieratich vykondvat’ budil bez moZnosti zotavenia, slabé a stredné
podla Klasifikacie krutosti postupov - prilohy ¢. 4 k nariadeniu vlady &. 377/2012 Z. z.



Uplatfiovanie zdsad 3R
1. Nahradenie zvierat;

Po zadani kl'aiCovych slov tohto projektu nebola v databaze Eurpean Centre for Validation of
Alternative Methods (http://altweb jhsph.edu/news/current/ecvamdb-alm. html) najdena ziadna

alternativna metdda.
2. Redukcia poétu zvierat:

V experimentalnych skupindch pouzijeme minimalny poéet zvierat (5-7). Tento pocet je
nevyhnutny, aby bolo mozné statisticky vyhodnotit’ vysledky.

3. Zjemnenie:

So zvieratami budi ohladuplne manipulovat skuseni vedecki pracovnici a doktorandi
(prirodovedci. veterindrni lekari). Pripadnii bolest budeme zvieratdam  minimalizovat
podanim analgetik.

Projekt bude podlichat’ opitovnému schvalovaniu: éae  nic



Priloha 2

Netechnické zhrnutie projektu vfif'é};"'/ /‘(% —c2/

Nazov projektu: Charakterizacia expresného profilu napétovo riadenych sodikovych kandlov NaVv1.1-
NaV1.9 v aferentnych nervoch sprostredkujicich viscerdlnu bolest metddou single cell RT-PCR

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: EK 1896/2016

Klucové slova v projekte (max 5 slov): viscerdlna bolest, NaVs, single cell RT-PCR, retrogradne
znacéenie

Utel projektu : Zékladny vyskum

Opisat ciele projektu:

Ciefom predkladaného projektu je definovat expresny profil alfa podjednotiek NaVs (Nav1.1—NaV1.9)
vo visceralnych aferentnych nervovych typoch inervujlicich pazerdk moréata. Expresny profil NaVs vo
visceralnych aferentnych nervoch zatial nie je zndmy. Na zaklade vedeckych publikacif predpokladdme,
ze nociceptivne C-vlakna exprimuju inG kombindciu NaVs ako mechanosenzitivne A-vidkna. Tuto
hypotézu planujeme v projekte overit. Této informécia dopoméie k vyvinu novych terapeutickych
stratégii na ovplyvnenie visceralnej bolesti.

Prinos z vykonaného projektu

Ide onové poznatky ziskané analyzou expresie génov pre alfa podjednotky napatovo riadenych
sodikovych kanalov vo viscerdlnych aferentnych nervovych typoch — mechanosenzory a nociceptory,
ktoré inervuju paZerak. Informacie prispeji k vyvinu novych lie¢ebnych postupov zameranych na
inhibiciu Specificky exprimovanych génov pre napitovo riadené sodikové kanaly v nociceptoroch a tak
ovplyvnit visceralnu bolest bez negativneho ovplyvnenia fyziologickych funkcii. Ako model bude
pouzité morta (kmef Dunkin Hartley), hlavne kvéli podobnosti v anatomicke] organizaci
a farmakologickym vlastnostiam s vy$3imi cicavcami a ¢lovekom.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeiné pocty:

Na celd dobu trvania projektu a na dosiahnutie stanovenych cielov projektu je celkovy planovany podet
zvierat 15 morciat, samcov, kmeri Dunkin Hartley. Zvieratd budd rozdelené do 3 skupin po 5 zvierat:

.skupina (5 mor€iat): pouzité na analyzu expresie génov NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3

ll.skupina (5 morciat): pouZité na analyzu expresie génov NaV1.4, NaV1.5, NaV1.6

llL.skupina {5 moréiat): pouZité na analyzu expresie génov NaV1.7, NaV1.8, NaV1.9, kontroly




Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektu:

Pri metdde retrogradneho znacenia paZeraka pomocou farbicky Dil budd zvieratd v celkove] anestézii
(zoletil). Potas tohto malého chirurgického zasahu sa exponuje horna &ast paZerdka a mikropipetou sa
injektuje velmi malé mnoZstvo farbicky, 2 vpichy po 1 — 2 pl, max. spolu 5 ul. Mald reznd rana je zagita
(2 stehy) a odetrena (framykoin, septonex). Zviera je po odzneny anestézie uz po hodine ¢ulé s dobrou
motorickou aktivitou, prisunom vody a potravy. Zviera je prenesené do zverinca, kde bude driané eéte
minimalne 2 tyZzdne a potom usmrtené vykrvécanim po inhalécii CO5 s postupne zvySujucim prietokom.

Predpokladand Groven krutosti:

V ramci predkladaného projektu budd prebiehat postupy, ktoré spadaju podla prilohy 4 nariadenia
vlady 377 do kategodrie

Slabé — retrogradne znacenie neurdnov inervujlcich paerak — jedna sa o maly chirurgicky zdkrok
v kratkodobej anestézii zoletil (cca 1 cm ko#nd incizia v krénej oblasti na exponovanie horného
pazerdka — injekcia Dil mikropipetou do steny paZeréka, 2 vpichy, max. 5 ul). Pozn. aj napriek tomu, 7e
chirurgicky zakrok je klasifikovany ako stredny stupefi krutosti, v na%om pripade nejde o zdvazny
chirurgicky vykon ako je popisané v bode 2. Stredné — pismeno c (zvieratd sU uZ po hodine ¢ulé
s dobrou motorickou aktivitou a prijmom vody a potravy).

Bez moZnosti zotavenia ~ zvieratd pre nasledujlice metodiky single cell RT-PCR s( po 2 ty¢dioch od
retrogradneho znacenia usmrtené vykrvdcanim po inhaldcii CO, s postupne zvySujucim prietokom.
Potom sa pracuje uZ iba s tkanivom (noddzne, juguldrne a DRG ganglia).

Uplatfiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Pokus nie je moZné vykonat bez pouZitia tychto pecifickych zvierat na £tadium neurénov z periférnych
nervovych gangli. Morfa domdce je jeden znajrelevantnejéich modelov aferentnej inervacie
vnutornych organov Cloveka. Neurofyziologické a neurofarmakologické parametre u mordiat su
idedlne pre vykonanie translaénych $tdii s validaciou dat priamo u cloveka. Pri tomio planovanom
pokuse neexistuju alternativne metédy, preto¥e na pokus nie je mozné pou?it nizsi druh laboratérnych
zvierat (napr. mys), pretoZe nizdie laboratérne zvieratd maju ind anatomickd organizaciu
a farmakologické vlastnosti vagového systému v porovnani s vy$8imi cicavcami (Brain Res Rev. 2009
Apr;60(1):171-186.). Prieskum databdz ukdzal, e vzhladom na komplexnost jednotlivych typov
aferentnych vdgovych drah nie je mo#né pouit modelovanie ani jednoduchsie systémy (bunkové
kultary a pod.).

2. Redukcia poctu zvierat:

Jednotlive postupy na anestézovanych zvieratach budu vykonané na najniz8om potte jedincov tak, aby
bol vysledok pokusu Statisticky hodnotitelny a ddta ziskané z pokusu relevantné. Maximalny pocet
zvierat pouzitych v celom projekte bude n=15 jedincov, ktoré budd rozdelené do 3 skupin po 5 zvierat.



3. Zjemnenie:

Planovany pokus je minimalne traumatizujiici pre zvieratd. v kratkodobej celkovej anestézii (zoletil) sa
za sterilnych podmienok malym koZnym rezom (1 cm) exponuje pazerdk a fluorescenéna retrogradna
farbicka Dil (0,2%, 2 vpichy x 1,5 pl, max. 5 wul) sa pomocou mikropipety injektuje do svalovej vrstvy
exponovaného paZerdka. Rana bude zaditd (2 stehy) a §tandardne ofetrend (septonex, framykoin),
zviera sa sleduje a po odznenf anestézie sa premiestni do zverinca, kde bude udriiavané najvacsou
starostlivostou do dvoch tyZdfov. Zvieratd st u? hodinu po zdkroku ¢ulé s dobrou motorickou aktivitou
a prijmom vody a potravy.

Podla protokolu a ¢asového harmonogramu pred pouZitim metodiky single cell RT-PCR budU zvieratd
usmrtené vykrvacanim po inhaldcii CO, s postupne zvySujucim prietokom a v pokuse sa bude dalej
pracovat uZ len s tkanivom (noddzne, juguldrne a DRG ganglia).

Pocas experimentu je zabezpedeny komfort zvierata, minimalna manipuldcia, koZny rez je minimalny
(2 stehy), rychle hojenie, tak?e zvieratd nie sy traumatizujuce. Po zdkroku nie je nutné podavat
analgetikd (koZny rez ma 2 stehy), v pripade potreby mame na nasom pracovisku k dispozicii
analgetikum Butomidor (butorfanol).

Projekt bude podliehat opdtovnému schvalovaniu:  nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu: Regenerdcia poSkodeného tkaniva pomocou biopolymérnych
kompozitoy
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Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: /S~ U I =0 C /

KIdéové slova v projekte: kibova chrupka, biopolymérny substrat, implantécia, regeneracia,

in vivo testovanie, ovca
Ukel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Cielom postupu je sledovanie biologickej integricie biopolymérneho substratu v mieste
defektu kibovej chrupky s okolitym, neposkodenym tkanivom chrupky. Postup je Zzamerany
na zadefinovanie terapeutického Wéinku po implantécii pripraveného biopolymérneho
substratu v mieste defektu kibovej chrupky. Bude potrebné pripravit’ také biokompatibilné
materialy, ktoré budu schopné nahradit’ poskodenu kibovi chrupku v procese jej regeneracie.
Chirurgicka terapia defektov kibovej chrupky mé za tlohu obnovu poskodeného segmentu
kibovej chrupky. Jej zdkladnym ciefom bude redukcia symptémov, zlepienie kongruencie

kibu rekonstrukciou kibového povrchu a prevencia d’alSej degeneracie kibovej chrupky.

Prinos z vykonaného projektu:

Vyskum v oblasti regeneracie kibovej chrupky predstavuje z medicinskeho hladiska vysoko
aktualnu problematiku. Predkladany prinos bude spoéivat’ v dosiahnuti novych poznatkov
tykajucich sa terapie kibovych defektov pomocou biopolymérnych substratov, ako aj ich
biokompatibility. O¢akavame regeneraciu kolenného kibu v mieste defektov kibovej chrupky
srychlou postupnou obnovou pohyblivosti. Kombinacia zvieracieho modelu s funkénym
biopolymémym substratom, kvalitativnou makroskopickou zobrazovacou analyzou,
histologickym a molekulovo-biologickym vy3etrenim predstavuje svetovy 3tandard v oblasti
vyvoja novych terapii po traze resp. poskodeni kibovej chrupky. Tento model vzhl'adom na
Specifickost’ a originalnu pripravu biopolymérnych substratov nie je celosvetovo dostupny a

prinesie nové a jedine¢né poznatky v procese regeneracie kibovej chrupky.



Druhy pouZitych zvierat a ich predbeiné pocty:
V postupoch budli pouZité ovce (merino/zo§lachtend valaska) v po¢te 20 ks na celi dobu

rieSenia projektu.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v rimci vykondvania
projektu:

V priebehu projektu sa budi na zvieratach vykonavat’ zakroky, ktoré si vyZaduju kratkodobu
anestéziu (do 20 mindt) a pouZitie analgetik. Ovciam vo veku 1,5 - 4 roky sa navodi defekt
kibovej chrupky v kolennom kibe. I’avy kolenny kib bude chirurgicky spristupneny z lavej
lateralnej strany, rez bude vedeny od medidlneho pateldmeho vizu distalne k tibidlnej
drsnatine. Kolenny kib bude spristupneny nad zataZovou plochou medilneho kondylu
stehnovej kosti. Porusi sa subkutdnne vizivo a povrchova fascia. Defekty kibovej chrupky
budt vykonané v oblasti distalnej epifyzy (1x kladka a 1x Favy medidlny kondyl) o velkosti
v priemere 6 mm. Miesto vytvoreného defektu sa nésledne vyplni origindlne pripravenym,
novym biopolymérmym substritom. Podaji sa analgetikd. Po celi dobu vykondvania
operatného zékroku budi zvieratd monitorované a po jeho ukonéeni im bude poskytnutd
veterinarna  starostlivost’ v sulade s podmienkami vedenia anestézie a starostlivosti
0 pacientov v poopera¢nom obdobi.

Proces regeneracie chrupky bude sledovany pocas 6 mesiacov po implantacii. Zaroven sa
bude v pravidelnych intervaloch analyzovat® stupei funk&ného vylepdenia. Cas preZivania
zvierat zaradenych do postupu sa upravi v zavislosti od ich aktualneho funké&ného stavu.
V priebehu postupu sa zvieratdm nebude spdsobovat’ zbytoény strach, bolest’ a utrpenie. So
vSetkymi zvieratami sa bude manipulovat’, budii umiestnené a poskytne sa im starostlivost

v sulade s poZiadavkami uvedenymi v nariadeni vliddy SR ¢&. 377/2012.
Predpokladana tiroveit krutosti: stredna

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:
S ohl'adom na pripravené biopolyméme kompozity, bolo vykonané in vitro a in vivo
testovanie cytotoxicity a biokompatibility pomocou chondrocytov, osteocytov, kuracieho
a prepeliCieho embrya, ako alternativnych zvieracich modelov. V projekte sa viak jedna
o technicky nové rie§enie a véc$ia Cast’ postupov by bola pouZitim alternativnych metéd

nehodnotitel'nd, pretoZe zavisi na mnohych endogénnych aj exogénnych faktoroch. Z tychto

2



ddévodov nie je mozné uskutoenit’ dané experimenty iba alternativnym spdsobom bez pouzitia
zvierat. Ovca bola zvolena pre postup ako najmensie hospodarske zviera, na ktorom mozno
vykonat' chirurgickt terapiu defektov l{ibovej chrupky bez moznych rizik pre zdravie
Zvierata. ZvaZzovalo sa pouzitie kralika ako zvieracieho modelu, avak zloZenie, $truktira
chrupky, ako aj z&faZ v oblasti kolenného kibu nezodpovedaji podmienkam zvieracieho

modelu s ohl'adom na vlastnosti humannej kibovej chrupky.

2. Redukcia poétu zvierat:

Postup je naplanovany tak, aby bolo pre dosiahnutie o&akavanych vysledkov maximalizované
mnoZzstvo vystupnych informéacii s pouZitim minimélneho po&tu zvierat. V postupe bude
pouZitych 20 ks zvierat. Budl zostavené a testovand 2 skupiny po 10 zvieratich, &o je
minimélny polet zvierat pre Statistické vyhodnotenie a ziskanie Statisticky relevantnych
vysledkov. Zarovelt musime prihliadnut’ na lispesnost’ modelu, ktora sa méZe znizovat pocas

dlhodobého prezivania (6 mesiacov).

3. Zjemnenie:

VSetky zékroky, ktoré budi na zvieratich uskuto¢nené, budii vykonavané pod celkovou
anestézou, tj. nebudd pre zvieratd bolestivé. Po ukon¢eni chirurgického tkonu budy
zvieratdm v pravidelnych intervaloch av prisludnej davke podavané analgetikd. Pocas
sledovaného obdobia budu splnené vdetky Standardy na umiestnenie, chov a veterinarnu

starostlivost’ podla platnej legislativy.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: ano  nie



