Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Farmakologickd modulacia expresie génov regulujlicich metabolizmus glukozy
a lipidov pri metabolickom syndréme — porovnanie vplyvu dobrovolného cvi€enia, farmakoterapie a
probiotika

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: 4 06//8 “22//3

Uéel projektu: zakladny vyskum

Ciel projektu

Ciefom projektu je ovplyvnit rozvoj nutricne podmieneného metabolického syndromu (dlhodobé
podavanie sladeného kolového nédpoja od mladého veku potkanov — 4.-5.tyZdefi) a ndslednych
kardiovaskularnych a metabolickych prejavov 4 spdsobmi (dobrovolna fyzicka aktivita, farmakologicky
regulaciou glukézy - metformin, farmakologicky modulaciou hladu v CNS - naltrexén/bupropidn,
probiotickou kultirou - Lactobacillus reuteri E). Zdmerom je porovnat ich efektivnost v redukcii
kiinickych prejavov_MetS (hmotnost tela, glykémia, triglyceridy, cholesterol), ale aj v redukcii
biomarkerov, ako sd hladiny inzulinu, grelinu, obestatinu, leptinu, ¢i adiponektinu, resp. sledovat
zmeny mikrobiému a jeho vplyv na 3-mesacény, resp. 6-mesacny rozvoj MetS.

Prinos z vykonaného projektu:

Metabolicky syndrom je ochorenie spojené srizikom vzniku kardiovaskularnych a metabolickych
komplikacii. Jeho hlavnym komponentom je obezita, pre ktord v sG€asnosti neexistuje dostatoénd
farmakoterapia, preto sa hladaji nové farmakologické ciele. Prinosom projektu je ich identifikdcia
pomocou priameho porovnania Styroch réznych potencialnych metabolicky syndrém modulujtcich
pristupov.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné pocty : Potkany, samce rodu Wistar 400
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:

ide o experimenty, kde sa hodnoti vplyv dihodobého (subchronicky — 3 mesiace, chronicky — 6
mesiacov) poddvania kolového sladeného napoja potkanom od mladého veku (4.-5. tyZderi) na klinické
parametre charakterizujice metabolicky syndrém. V experimente sa planuje dobrovolna fyzicka
aktivita a peroralna aplikdcia lie€iv. Zvieratd moZu pri aplikdcii latok pocitovat kratkodobé nepohodlie,
ktoré nebude vyznamne narGsat celkovi pohodu, ani celkovy stav zvierat. Celkovo sa ofakdva
priberanie hmotnosti, ale neocakdva sa Ziadne fyzické ani psychické utrpenie, ani nahle zhor3enie
zdravotného stavu.

Predpokiadana troven krutosti:

vazenie zvierat — slaba
aplikacia napoja Coca Cola bez moZnosti vyberu - strednd
spontanna fyzicka aktivita v behacom koliesku - slaba



opakovana perordlna aplikacia lieciv sondou - stredna

farmakologicky Géinok lieciv - slaba

odoberanie kapildrnej krvi z chvosta — slaba

oralny glukdézovy tolerancny test — stredna

meranie saturacie krvi kyslikom pomocou pulznej oximetrie — slaba
zniZenie fyzickej vykonnosti po naraste hmotnosti tela (nadvédha) — slabé
neinvazivne meranie arteridlneho tlaku krvi na chvoste — slabd

zber 24-h mocu v metabolickych klietkach — slaba

socidlna izolacia potkanov v klietkach s behacim kolieskom — strednd

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie:

Nakolko ide o experimenty, v ktorych sa bude hodnotit systémovy vplyv vyZivy na rozvoj
systémového metabolického a kardiovaskuldrneho ochorenia, nie je moZzné pokus vykonat bez
pouZitia zvierat a pouZit alternativnu metddu. Pocitatové simulécie nie st v tomto pripade vhodnym
alternativnym spdsobom, podobne ako in vitro pokusy, kedZe na bunkovych kuittirach nie je mozné
relevantne sti¢asne posudit funkciu réznych orgdnovych systémov. Rovnako nemoZno hodnotit
komplexné deje, akymi je rozvoj metabolického a kardiovaskuldrneho poskodenia, so sprievodnymi
etiopatologickymi a kompenzaénymi funkénymi a molekuldrnymi zmenami vo viacerych orgénoch
stcasne, a pod vplyvom farmakoterapie.

2. Obmedzenie:

V experimentoch bude pouzity minimalny pocet experimentalnych zvierat potrebny pre Statistické
vyhodnotenie a zachovanie relevantnosti pokusu. V predchddzajicich experimentoch na potkanoch,
ktoré vykonavali dobrovolnt fyzicka aktivitu, sme zistili vysokl interindividudlnu variabilitu aktivity,
ktora vyplyvala z absoltGtnej dobrovolnosti na vykonavanie pohybovej aktivity. MnoZstvo dovedna
nabehanych kilometrov v koliesku pocas 8 tyZdrov bol vo velmi Sirokom rozpati medzi 26 km a% 714
km (median 118 km), €o naznacuje, Ze vysledky budt ovplyvnené tymto faktorom. V predchéadzajdcich
postupoch na potkanoch, ktoré pili ndpoj Coca Cola sme zaznamenali vysoki interindividudlnu
variabilitu v piti ndpoja, ktora vyplyvala z volného prisunu tekutiny ad libitum. Zvieratd mali denny
prijem napoja Coca Cola v Sirockom rozpati 77,5 — 120 ml. Najvyssiu variabilitu predpokladdame
v kombinovanej skupine CC+AKT, kde predpokladdme vo variabilite aditivhy efekt dvoch vysoko
variabilinych postupov, t.j. dobrovolnej fyzickej aktivity a pitia napoja nezavislého od pocitu smadu.

3. Zjemnenie:

Vysledky jednotlivych &asti Stldie budui priebezne vyhodnocované a v pripade zistenia nevhodnych
neofakdvanych udalosti bude experiment ukonceny a nésledne predloZeny novy projekt tak, aby sa
zniZil podet pouzivanych zvierat. Zvieratd budu na zaver pokusu humanne utratené oxidom uhli¢itym.
Nie je mozné pouZit anestetikum, ktoré by mohlo ovplyvnit expresiu sledovanych génov na mRNA
Grovni.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: &nre  nie
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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Experimentilne postidenie moZnosti vyuZitia glykokonjugatov zo
sladkovodnych rias na primdrnu a sekundirnu prevenciu alergického zapalu dychacich
ciest.

Cislo konania rozhodnutia o schvsleni projektu: EK 2026/2017 — J/x& / 1% > 1/3

Krucové slova: glykokonjugéty, riasy, primérna a sekundérna prevencia, alergicky zépal
dychacich ciest

Uéel projektu: Zakladny vyskum
Ciel projektu pokusu:

Hl'adanie novych zdrojov latok v liebe alergickej astmy je opodstatnené zvy3ujiicou
sa prevalenciou uvedeného ochorenia v populdcii. Su€asnd farmakoterapia je zaloZend na
podavani latok s bronchodilataénym uginkom tzv. uvolfiovagov a latok s protizapalovym
pdsobenim tzv. kontrolérov astmy. Napriek narastu poznatkov o pri¢inich a patogenéze
ochorenia, a Sirokej 8kéle dostupnych symptomatickych liegiv neustale rastie podet pacientov,
ktori na lie¢bu odpovedaji nedostatoéne. Vd’aka pribidajicim vedomostiam o vzniku
bronchiélnej astmy sa kladie déraz na prevenciu ochorenia. Preto v stiéasnosti rastie dopyt aj
po rdznych doplnkoch stravy, uktorych boli potvrdené preventivne udinky na rozliéné
ochorenia spojené srozvojom chronického alergického zépalu. Trendom sucasnej
farmakoterapie astmy je hladanie ‘novjfch alternativnych terapeutickych postupov
aprirodnych  latok, ktoré  sidasne ovplyviiuja  zapal, citlivost obrannych
mechanizmov, remodelaciu d}’fchacich‘v ciest a zaroverti st schopné ovplyvnit’ aktivitu epitelu
pokryvajuceho povrch dychacich ciest. Latky prirodného pdvodu polyfenoly, rastlinné
polysacharidy alebo ich glykokonjugéty st potencidlnym zdrojom liegiv ako v terapii tak aj
v ramci prevencie alergickej astmy alebo jej exacerbécie. V nagich postupoch budu sledované
glykokonjugéty, ktoré vykazuju S$trukturdlnu podobnost s latkami, uktorych boli
v predchadzajucich experimentalnych pracach prezentované pozitivne uéinky na aktivitu
imunitnych buniek podas alergického zapalu.

Ciel'om predkladaného projektu je postidenie terapeutického vyuzitia glykokonjugatov
zo sladkovodnych rias ako primérnej a sekundérnej prevencie alergického zapalu dychacich
ciest u mordiat senzitizovanych ovalbuminom. Na overenie téinku bude u vietkych zvierat
pouZitd Sirokd paleta metodik. Z obrannych mechanizmov dychacich ciest bude hodnoteny
vplyv na bronchokonstrikciu metddou in vitro aj in vivo, citlivost’ kaiPového reflexu metédou
in vivo ubdelého zvierata. Zaujimavou &astou projektu je sledovania kinematiky cilii
riasinkového epitelu dychacich ciest originalnou ,,brushing metédou® a snimanim pohybu cilii
vysokorychlostnou kamerou. — Protizdpalovy  efekt lie¢by bude potvrdeny pomocou
stanovenia buniek imunitného systému a zdpalovych cytokinov typickych pre alergicky zapal.



Predpokladany prinos z vykonaného projektu:

Predmetom projektu je sledovanie uginku liediv prirodného pdvodu, ktorych podavanie sa
spaja skor s prevenciou vzniku a progresie bronchialnej astmy. Uvedeny komplexny koncept
rieSenia projektu nam umoziiuje predpokladat, Ze originalne vysledky méZu vyrazne prispiet’
nielen k optimalizacii antiastmatickej liegby, ale navys$e modZu poskytnit’ cenné poznatky
zamerané na prevenciu vzniku ochorenia alebo jeho progresie. Komplexy polyfenolickych
latok s rastlinnymi polysacharidmi preukdzali v nafich predchadzajuicich experimentoch
vynikajuce uéinky na citlivost’ obrannych mechanizmov a alergicky zapal dychacich ciest.
U vyselektovaného glykokonjugatu bude okrem terapeutického potencidlu posiudeny aj
benefit pri preventivnom podévani.

Pocet a druh zvierat
Na postupy pouZijeme outbredné moréata kmetia TRIK — samcov zbavené patogénov
0 hmotnosti 200 az 350 g v celkovom poéte 80 jedincov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rameci vykonavania
projektu

70 zvierat bude senzitizovanych, ¢o znamend opakovant injeként  a inhala¢nu
aplikaciu ovalbuminu. Injekéna aplikécia alergénu méZe spdsobit’ kratkodobt (30 s) strednii
bolest’. Pri inhalatnom podani budu denne kratkodobo (1 min) umiestnené v celotelovom
bodypletyzmografe. Obmedzenie pohyblivosti mdze pésobit ako stresogénny podnet. Pri
vySetreni reaktivity a ka§lového reflexu budt zvieratd tieZ umiestnendé v bodypletyzmografe.
Celkové doba trvania vySetrenia ka$la a reaktivity in vivo nepresiahne 10 min, pri¢om 80
zvierat (70 senzitizovanych a 10 nesenzitizovanych zvierat) v projekte je vystavenych 2
takymto vySetreniam s odstupom 24 hodin. V procese senzibiliz4cie sa uskuto&ni subkutanne,
peritonedlne ainhalaéne podanie. Pogas aplikécie latok buda kratkodobo fixované, ¢o
predstavuje metédu vyvolavajucu len mierny kratkodoby stres spdsobeny manipuldciou
a obmedzenim pohybu zvierat (trvanie 1 mintta). Na konci experimentov budu zvierata
humanne usmrtené, dislokdciou krénych stavcov v anestéze. Vietky aktivity suvisiace
s postupmi budeme vykondvat v stlade s platnymi zdkonmi a nariadeniami ako aj
medzindrodne zavedenymi osvedéenymi metédami v starostlivosti o laboratérne zvieratd, aby
sme zabezpetili huménne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami. Metodické postupy,
ktoré pouzijeme pri realizécii projektu pouzivame dlhodobo a velmi sa osvedéili v rédmci
rieSenia predchadzajicich vedecko-vyskumnych uloh. Vysledky ziskané tymito metédami
boli publikované mnoZstvom prac a prezentované na mnohych odbornych férach nielen doma
ale aj vzahrani¢i. Z hladiska dodrZiavania zasad prace so zvieratami neboli vo&i nim
vznesené Ziadne ndmietky & uZ na odbornych forach v ramei diskusii alebo v oponentskych
posudkoch publikovanych &lankov. Postupy st pripravené tak, aby sa maximélne vylugil
strach, zbytoénd bolest’ a utrpenie zvierat a aby boli zvierata vyuzité humanne a zodpovedne
na ziskanie novych vedeckych poznatkov prispievajucich  k ugelnej farmakoterapii.



Charakter postupov neddva mozZnost' dosiahnut’ poZadovany, reprodukovatelny a validny
vysledok inou dostupnou metédou bez pouZitia zvierat.

Predpokladana troven Kkrutosti:

Charakteristika postupu Vlyv na zviera Zaradenie podl’a Pocet

krutosti zvierat
(kus)

VéaZenie zvierat Kratkodoby mierny stres slabé 80

Opakovand p.o. aplikdcia | Kratkodobé obmedzenie, slabé 40

glukokonjugatov kratkodoby mierny  stres,

bolest’ slaba

Opakovana s.C. a1.p. | Kratkodoba fixacia, stredné 70

aplikacia ovalbuminu kratkodoby mierny stres

Usmrtenie dislokaciou | Kratka fixacia, bolest’ Slabé 80

krénych stavcov v anestéze vyblokovana znecitlivenim bez moZnosti zotavenia

Umiestnenie do  pristroja | Kratodoba fixacia, bolest’ slabé 80

bodypletyzmograf slaba ,

Inhalacia Kratkodoba fixacia, bolest’ Slabé 80

bronchokonstrikénych latok | slaba

v bodypletyzmografe ,

Inhalacia terapeutickych | Kratkodoba fixdcia, bolest’ slabé 20

davok lieiv v  pristroji | slaba

bodypletyzmograf

Opakovana inhaldcia | Kratkodoba fixacia, bolest’ slabé 70

ovalbuminu v | slaba ‘

bodypletyzmografe ,

Inhalacia vehikula v| Kratkodoba fixacia, bolest’ slabé 10

bodypletyzmografe slaba

Predpokladana celkova troveri krutosti: stredn.

Human endpomt nastane Vpupade zhor§eného zdravotného stavu zvierata 5 prejavrm

vetel 1narneho lekara ZVier: ata usmrtené.

padne ubytku hmotnosti o viac ako 15%. Postup bude ukondeny a pod dohl’adom

Pri realizacii postupov sa budeme snaZit’ dodrZiavat’ veobecné zdsady 3R: nahradenie,
obmedzenie a zjemnenie (Replace, Reduce a Refine).

Nahradenie — v experimentoch pouZijeme na sledovanie zmien reaktivity dychacich ciest
ana sledovanie kinetiky cili{ respiraéného epitelu metédu in vitro. Na rozdiel od metody in
vivo sledujeme reaktivitu preparatov hladkych svalov dychacich ciest a frekvenciu kmitania
cili na prepardtoch pripravenych zo zvierata usmrteného huméannym sp6sobom
anevystavujeme tak zviera priamemu pdsobeniu latok a bronchokonstrikénych mediatorov.

Okrem toho ndm tito metdéda umozni pripravit’ viac prepardtov tak z trachey, ¢im bude mozZné
pouzit’ menej zvierat.



Obmedzenie - na ziskanie platnych vysledkov pouZijeme len 10 zvierat v kazdej skupine, &o
povaZujeme za optimdlny pocet tak zhladiska reprodukovatelnosti ako aj ziskania
nevyhnutnych dajov a objektivne hodnotitelnych vysledkov. Mensi poéet zvierat by mohol
spdsobit’ vyraznejSie pdsobenie interindividudlnych rozdielov s moZnostou spochybnenia
objektivnosti vysledkov.

Zjemnenie (Refinement) — metédu in vitro povaZujeme pri tomto type postupu za vhodnu

z toho dévodu, Ze zviera nevystavujeme priamo pdsobeniu sledovanych latok a meditorov,
ktoré by mohli spdsobit’ zvierat'u za uréitych podmienok diskomfort.

Projekt bude podliehat’ opidtovnému schvalovaniu:  Ano Nie



Priloha é. 5

Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia

Nézov projektu: Uloha pPiicneho surfaktantu vo fyziologii hladkého svalu dychacich
ciest

a) Informadcie o ciel’och projektu: 3 5 /I’ / 4 g ._.cz/ / 5

Ciel'om projektu je zistit’, ako pdsobi endotoxin na hladky sval dychacich ciest — &i vedie
k hypo- alebo hyperreaktivite. Hoci literArne ddaje sa vtomto ohlade rozchadzajt,
predpokladdme skér, Ze LPS vyvolava hyperreaktivitu. O surfaktante je znime, e ma
relaxaCny vplyv na hladky sval dychacich ciest a preto overime hypotézu, Ze eventudlny
hyperreaktivita bude zablokovand surfaktantom. Budd nds zaujimat’ aj mechanizmy,
ktorymi surfaktant hladky sval relaxuje. Tento ciel’ overime in vitro na priZzku hladkého
svalu trachey mor¢iat — zdravych, po inkubécii svalu s endotoxinom, ako aj u zvierat,
ktorym bude endotoxin opakovane podany i.p.

Predpokladany prinos projektu:

Projekt prinesie d’alSie origindlne poznatky tykajice sa jednej zklPuCovych uloh
surfaktantu v obrannych mechanizmoch plac v situdcii bakteridlneho zépalu,
imitovaného podanim lipopolysacharidu (LPS). MoZnost' zablokovat’ neZiaduci vplyv
LPS na hladky sval dychacich ciest sa potvrdi v modeli na priZkoch hladkého svalu
morciat.

Ujma na zvieratich:

Z hl'adiska postdenia moZného prinosu projektu je predpokladand ujma na zvieratach
primerand, ked'Ze zvieratdm bude ip. jedenkrat denne aplikovand latka podas 4 dni
a potom tieto zvieratd ako aj kontrolné zvieratd budi usmrtené huménnym sposobom
predavkovanim anestetikom v kombinacii Zoletilu v davke 0,5 ml a Xylariemu 0,8 ml.

Klasifikdcia krutosti postupov: slaba aZ strednd/bez mozZnosti zotavenia.

Projekt nevyZaduje spitné postidenie (podl'a Nariadenia viady SR &. 377/2012 Z.z.).

Predpokladana doba rieSenia projektu:
Predpokladand doba rieSenia projektu — jeden rok 10.4.2018-31.12.2018, poéas ktorych
pouZijeme 90 mor¢iat v maximalne 30 ¢iastkovych postupoch.

b) Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia:
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Charakter pokusov neddva mozZnost dosiahnut' poZadovany, reprodukovatelny
avalidny vysledok inou dostupnou metédou bez pouZitia zvierat. Vsetky aktivity
suvisiace s pokusmi budeme vykonéavat’ v sulade s platnymi zadkonmi a nariadeniami ako
aj medzindrodne zavedenymi osvedSenymi metddami v starostlivosti o laboratére
zvieratd, aby sme zabezpedili huménne a zodpovedné zaobchadzanie so zvieratami.
Metodické postupy, ktoré pouZijeme pri realizacii projektu pouZivame dlhodobo a vel'mi
sa osveddili v ramci rieSenia predchadzajucich vedecko-vyskumnych tloh. Vysledky
ziskané tymito metédami boli publikované v mnohych pracach a prezentované na
mnohych odbornych férach doma a v zahrani¢i. Z hladiska dodr¥iavania zésad prace
s pokusnymi zvieratami neboli vo¢i nim vznesené Ziadne némietky & uz na odbornych
forach v ramci diskusif alebo v oponentskych posudkoch publikovanych &lankov. Pokusy
st pripraveneé tak, aby sa maximalne vyluéil strach, zbytoéna bolest’ a utrpenie pokusnych
zvierat a aby boli zvieratd vyuZité huménne a zodpovedne na ziskanie novych vedeckych
poznatkov. RieSitelia preto povaZuju navrhované metédy za vhodné aj pre realiziciu
predkladaného projektu.

Pri realizécii postupov projektu sa budeme snazit' dodrZiavat’ vieobecné zasady 3R:
- zjemnenie (Refinement), zniZenie (Reduction) a nahradenie (Replacement).

Nahradenie — postupy projektu nie je mozné vykonat’ bez pouZitia zvierat. Morda sa
vd’aka svojmu imunologickému a receptorovému profilu bliZi vlastnostiam &loveka, preto
Jje v z tohto pohl'adu najvhodnej$im Zivo¢i¥nym druhom pre zvoleny typ experimentov.
Metéda umozni pripravit® viac preparatov z trachey, ¢im bude mozné pouZit menej
zvierat.

ZniZenie - na ziskanie dat pouZijeme 10 ks zvierat v skupine sip. podanim LPS.
Ocakavame vécsiu interindividudlnu variabilitu, nakolko stupeft zépalovej reakcie moze
varirovat. V skupindch s podanim len fyziologického roztoku, resp. bez i.p. podania sa
takéto rozdiely neoCakdvaju. Preto predpokladame, Ze pre ziskanie potrebného podtu
vzoriek postafia menSie polty zvierat (n=5). Tento polet povaZujeme za optimalny tak
z hladiska reprodukovatelnosti, ako aj ziskania objektivne hodnotitelnych vysledkov.
Mensi pocet zvierat uz nie je moZné pouZit' pre vyraznejdie inter-individudlne rozdiely
aprip. spochybnenie objektivnosti vysledkov. Navrhované postupy su zdrovedt
usporiadané tak, aby sa z kazdého zvierat'a ziskalo maximalne mno¥stvo vzoriek a tdajov
pre analyzy. ZvySok vzoriek bude odloZeny v hlboko-mraziacich boxoch, aby sa mohli
vyuzit’ aj pri pripadnych dodatoénych analyzach bez potreby pouZitia d’alich zvierat.
Navrhované postupy st zédroveti usporiadané tak, aby sa z ka?dého zvierata ziskalo
maximélne mnoZstvo vzoriek a tidajov pre analyzy. Zvy$ok vzoriek bude odloZeny
v hlboko-mraziacich boxoch, aby sa mohli vyuzit' aj pri pripadnych dodatodnych
analyzach bez potreby pouzitia d’al§ich zvierat.

Zjemnenie — spdsob manipuldcie so zvieratami a starostlivost o zvierata podas postupu
bude v sulade s poZiadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR & 377/2012 Z.z. a
VyhlaSke Ministerstva pddohospodarstva a rozvoja vidieka SR &. 436/2012 Z.z.

Vzhl'adom na druh ujmy (4 dtiové i.p. podanie LPS 1mg/kg hmot. raz denne) je mozné
predpokladat’, Ze mor¢atd moézu reagovat’ zmenou spravania (mézu byt izolované od
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skupiny, menej pohyblivé, nemat’ zéujem o okolie), méZu mat’ nizsi prijem potravy a
vody, méZe sa objavit zjeZenie srsti a pod. Zdravotny stav zvierat bude pravidelne
monitorovany vediicim projektu alebo inou poverenou, odborne sposobilou osobou. Pre
ti¢el hodnotenia welfare zvierat'a pouZijeme stupnicu hodnotenia vzhladu, prijmu potravy
a vody, klinickych priznakov, prirodzeného a provokovaného spravania. V pripade
zhorSenia zdravotného stavu zvierafa, ktoré presahuje mieru ofakdvaného zhorSenia
stavu v stivislosti s vyvolavanym ochorenfm, podas realizacie postupu veduci projektu na
zéklade vysledného human end-point skore a po konzulticii s veterinarnym lekdrom
rozhodne o humannom ukonéeni postupu podanim letélnej davky anestetika. Usmrtenie
zvierata bude realizované exsangvinaciou po navodeni celkovej anestézie i.p. podanim
letalnej davky anestetika v kombinécii Zoletil 0,5 ml a Xylariem 0,8 ml.

Projekt nevyZaduje spiitné posadenie (podla Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).
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Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu 02171///67 ~22 // 3

Nazov projektu: Bunkové a molekulame vlastnosti I'udskych buniek mniciujicich rast metastaz
v réznom $§tadiu metastatického procesu.

KPacové sleva: metastazy, markery malignych buniek

Ukel projekiu:
Zakladny vyskum

Ciel projektu:

Hlavnym uéelom projektu je prispiet k objasneniu molekulamych mechanizmov veducich k
prezivaniu diseminovanych nadorovych buniek, ktoré prenikli do vzdialenych tkaniv, ich dormancii,
k obnoveniu ich aktivity vo vhodnom prostredi a ich progresii ku vzniku metastiz.

Ciel'om je vytvorenie spontinneho metastatického modelu iz vivo injikovanim agresivnych, vysoko
metastatickych ludskych nadorovych linii maligneho melandému, prostatického karcindému a
kolorektalneho karcindmu ako ajnadorovych bunkiek ziskanych priamo od pacientov
s kolorektalnym karcindmom amalignym melanémom. Na rozdiel od &udia us narastenych
xenograftov by sme chceli odoberat’ tkaniva s vyvijajlicimi sa metastizami v urcitych Gasovych
intervaloch a zaloZit’ z nich nadorové bunky in vifro. Ziskant nadorovi populéciu buniek obohatenu
o metastazy iniciujiice bunky (MetIC) v rozliénych $tadiach metastatického procesu budeme d’ale;
Studovat’ a identifikovat’ $pecifické markery. Predpokladame, e by sme mohli ziskat cenné
informacie o faktoroch a mechanizmoch, ktoré vedii k metastazovaniu. Zistime, ¢i cielena inhibicia
nami vybranej tumorigénnej populicie moZe inhibovat rast nadoru. Nakoniec nami vybrany
metastatisky marker otestujeme na pacientskom tkanive kolorektalneho karcindmu, resp.melanému.
Do nasich postupov chceme zahmut’ aj nadorové bunky odvodené z pacientskych nadorovych tkaniv
(tkz.cancer-tissue originated PDX), ktoré sluZia ako model vytvoreny transplantaciou l'udskych
nadorov do imunokompromitovaného hostitela- v nafom pripade SCID/Beige mys$i. Tieto bunky
majli histologicku a genetickd charakteristiku primameho pacientského nadoru. Bolo dokazené, ze
takyto model je prediktivny ahodnovemy a pouivajii sa na predklinické hodnotenie liekov,
identifikaciu biomarkerov, biologické $tadie a stratégie personalizovanej mediciny. (Hidalgo M. et
al., 2004). Bunky zpacientskych nadorovych tkaniv chceme pichaf s.c. samostatné alebo
v kombinacii s mesenchymalnymi stromalnymi bunkami, ktoré sa stiéastou extracelularej matrix a
ktorymi budeme imitovat realne podmienky v nadore. Xenografty odvodené z pacientskych
nadorovych vzoriek najviac odrazajii funkéné, histologické a genetické charakteristiky nadorov.

Podrobné vedomosti o metastatickych bunkach poskytnt cenné informécie a metastaticky model by
sa dal neskor pouzit ako predklinicky systém na testovanie anti- metastatickej terapie. Jednou
z lieCebnych modalit je podavanim kondiciovaného média z terapeutickych mezenchymovych



kmeniovych buniek aterapeutickymi exozémami. Nae predchadzajuce prace dokazujli, Ze
terapeutické kmeriové bunky exprimujiice enzym konvertujuci predlieivo na cytostatikum, inhibuji
rast metastatického prostatického karcindmu (Cavarretta et al., Mol Ther. 2010). Ukazuje sa, Ze to
iste robia exozomy v kondiciovanom médiu in vitro. Predstavuje to d’aleko bezpednejsiu terapiu bez
imunologickych problémoch v zrovnani s bunkami (Abrate A etal., EurJ Cancer. 2014). My$i nestice
nadorové xenografty budeme lieCit iv. podavanim kondiciovaného média z terapeutickych
mezenchymovych kmetiovych buniek a terapeutickymi exozomami.

Prinos projektu:

Podrobné vedomosti o fenotype MetIC poskytni cenné informacie a metastaticky model by sa dal
neskor pouzit’ ako predklinicky systém na testovanie anti- metastatickej terapie.

Dalgim kritickym bodom v klinickej praxi je nedostatok dostatoéne cithivych a Specifickych
biomarkerov, ktoré by spol'ahlivo odhalovali v8asné $tidia metastatického procesu. Preto budeme
skimat’ expresny profil zaloZenych MetIC a snazit’ sa pochopit’ signélnu siet’ medzi metastatickou
bunkou a okolim a zistit, ¢1 sa daji detekovat’ aj prvotné §tadia metastdzovania a & su tieto signalne
drahy vhodnym teréom pre farmakologick terapiu.

Pocet a druh pouzitych zvierat: mys laboratorna SCID /bg, celkovo 1040 zvierat/Srokov a BALB/c
Nu/nu 40 zvierat/5rokov. PoCet zvierat pre uCely projektu je adekvatny, vzhl’'adom na 14 sledovanych
skupin. Podty v skupinach st minimalizované tak, aby mohli byt ziskané vysledky Statisticky
vyhodnotené. Ak ziskame Statisticky signifikantné data z menSieho poétu zvierat, nebude potrebné
pouzit’ celkovy planovany podet.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykondvania projekiu:
Zvieratam budi injikované bunky, ktoré po niekolkych mesiacoch vyvolajii rast metastaz hlavne
v plcach, prip. vinych organoch. Predpokladame zhorenie zdravotneho stavu, ktory sa prejavi
hlavne stratou hmotnosti a staZenym dychanim. Zvlerata nebudu drzané do Uhynu, nakol'ko charakter
prOJektu vyzadujevodber vzoriek zo Zivych zvier: -V‘pupad ortotopického podania kolorektalnych
bunlek do ceka arozvmu‘aa kolorektalneho ka.r nom fnozé"cast erat rp1etfhnackam1

- Sh '7‘;‘drav01neh0 stavu

; jmh vybezbov pn
* Methods, 2010,

Predpokladana droven krutosti celého projektu:
kruta



Sulad s poziadavkami ,,3R*

Nahradenie

Pri tomto projekte pouZivame na $tadium nadorovej disemindcie a metastdzovania predovSetkym in
vitro modely: rast nadorovych buniek in vitto v2D a3D kultivAciach, kokultivacie
s mesenchymalnymi stromalnymi bunkami imitujicimi nadorovi stromu, sledovanie migracie
ainvazivity in vitro, sledovanie angiogenézy na experimentalnom modeli chorioallantoicke;
membrany. Az po pouziti vetkych tychto postupov in vitro prechadzame na in vivo postupy a podet
pouzitych zvierat sa snazime minimalizovat’ pri zachovani §tatisticky signifikantnych vysledkov.

Hlodavce v tomto $tadiu experimentov viak nie je mo#né nahradit’ bunkovymi kulttirami, ani niz$im
druhom Zivogichov, experimentom na zvieratach predchadzajii §tadie v in vifro podmienkach.

Obmedzenie: ,

Na zaklade nasich skusenosti z predchadzajucich projektov, idajov z vedeckej literatiiry a nasich in
vitro $tidii sme schopni odhadnut’ zakladné mnoZstvo nadorovych buniek injikovanych s.c. alebo i.v.
na vytvorenie metastaz v plicach. Podet zvierat v skupinach je minimalizovany tak, aby mohli byt
ziskané vysledky Statisticky vyhodnotené. Ak ziskame §tatisticky signifikantné data z mengieho poctu
zvierat, nebude potrebné pouzit’ celkovy planovany podet.

Zjemnenie:

Zvierata budu drZané v skupinach umoZiiujucich prirodzené socidlne spravanie so stalym prisunom
potravy a pitnej vody. Mame vypracované postupy, ktoré minimalizuji traumatiziciu zvierat pocas
injekénych aplikacii. Na projekte sa budt podielat’ len skiiseni pracovnici vyskoleni na pracu
s laboratémymi zvieratami.

Ku humannemu;utratemu,zv1erata pnstupuJ eme ",,»jiri‘pad,e'f v}'zrva“z‘riélz'l'io}é‘ériéhd‘idravoﬁiého stavu

Nature Methods 2010

d01 10 1038/nme1:h 1455
Budeme pouZivat' anestéziu pri invazivnych zakrokoch atlmenie bolesti vramci poopera&ne;
starostlivosti.

Spatne posudenie projektu:
Ano/do troch mesiacov od ukonéenia projektu ~~ dz@’ of-v¢. Edz 3



Priloha ¢.2: Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Molekuldrne mechanizmy neurodegenerativnych zmien spuStanych
diabetes mellitus.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 4 q 3 / 18 -224 / 3

KFPiéové slova v projekte (max. 5 slov): diabetes mellitus, mozog, demencia, metabolizmus,
degenerativne zmeny

Uéel projektu:

Ide o zékladny vyskum s ciePom zabrénenia, prevencie chordb a pokodenia zdravia alebo
inych nepriaznivych stavov &loveka; posudenia, zistenia, reguldcie alebo zmeny fyziologického
stavu Eloveka alebo zvierat.

Ciele projektu:

Ciel'om projektu je $tidium molekuldrnych mechanizmov neurodegenerativnych zmien v
diabetickom mozgu. Diabetom indukované zmeny v metabolizme budt $tudované v
mozgovych regiénoch kortexu, hipokampu a hypotalamu na celobunkovej a subcelularne;j
urovni z pohladu bioenergetiky, mitochondrialnej funkcie, pritomnosti oxidagného stresu,
spustanych signdlnych drah, zmien v bunkovom protedme a aktivécie apoptézy. Pozorované
zmeny budil korelované s vysledkami behaviordlnych testov zameranych na kognitivne
charakteristiky, s cielom ziskat’ informécie o poSkodeni mozgovych §truktir.

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, Pudstvo, zvierata):

Diabetes mellitus (DM) ako chronické metabolické ochorenie je spojené s rozvojom
sekundédrneho poskodenia réznych organov. Kym periférne komplikdcie DM su intenzivne
Studovan€, dopad DM na mozog a jeho dinnost’ nie je jasny a zagal byt §tudovany len nedévno.
Pritom neuropsychologické $tidie takmer jednoznaéne poukazujt na niekolkonasobné vyS§sie
riziko demencie, Alzheimerovej choroby alebo kognitivneho poklesu v diabetickej populcii.
Je zaujimavé, ze v §tidii uskutoénenej na Mayo klinike pre Alzheimerovu chorobu (USA) az
80 % pacientov s Alzheimerovou chorobou malo DM a abnormdlne hladiny glukézy.
Nepriaznivy trend v incidencii DM a predlZovanie priemernej dizky Zivota tak vytvaraju redlne
riziko rastu neurodegenerativnych ochoreni v blizkej budiicnosti. Nakolko kauzalna terapia
tohto ochorenia zatial neexistuje a ochorenie ma chronicky charakter, narast diabetom
indukovanych neurodegenerat{ivnych ochoreni bude mat za nasledok nielen zhorenie kvality
Zivota postihnutych jedincov a ich najbliz§ich pribuznych, zdrovesi bude vytvarat aj znaény tlak
na zabezpetenie zdravotnej a socilnej starostlivosti. Predkladany projekt méa ambiciu prispiet’
k pochopeniu a identifikacii zakladnych bunkovych mechanizmov v diabetickom mozgu, ich
prispevku v indukeii degenerativnych a kognitivnych zmien abudicemu efektivnemu
terapeutickému  pristupu. V désledku odlidnosti v anatomicko-morfologickej $trukture,
metabolizme a funkcidch majti jednotlivé mozgove regiony rozdielnu senzitivitu na patologické
podnety. Preto d’alsim prinosom projektu je snaha pokusit sa identifikovaf senzitivitu
Studovanych mozgovych regiénov na glyoxidaéné poSkodenie a na integrélnej Urovni
organizmu korelovat’ mieru poskodenia s funkénou charkterizéciou tohto poskodenia.



Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:
Predpokladé sa pouZitie tychto zvierat:

potkan laboratérny (Rattus norvegicus), samec, kmeti:
- Wistar potkany: 15 ks

- ZDF obézne potkany: 15 ks

- ZDF neobézne potkany: 15 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati v rameci vykonavania
projektu:

V projekte budu pouZité laboratérne potkany, samce kmetia Wistar a ZDF (obézne a
neobézne). Samce kmetia Wistar a neobézne ZDF potkany budu shuzit' ako kontrolné skupiny
k diabetickej skupine obéznych ZDF potkanov. U kontrolnych skupin nepredpokladdme ujmu
na zdravotnom stave v dosledku vzniku ochorenia, chovnej diéty a experimentélnych postupov
pocas priebehu projektu. ZDF obézne zvierats su monogénnym animalnym modelom diabetu
2 typu, u ktorych sa v priebehu Zivota sponténne vyvija diabetes. Aby sa zabezpeéil
konzistentny vyvin diabetu a diabetickych komplikacii, zvieratd budi 6 mesiacoy udrziavané
na urychlovacej diéte, ktorej energeticky obsah je len mierne zvySeny v porovnani so
Standardnym laboratérnym krmivom pre hlodavee (3,23 kcal/g vs. 2,89 kcal/g). V dosledku
genetickej muticie ZDF obézne zvieraté st hyperfagicke, ¢o vedie k obezite, hyperinzulinémii
a hyperlipidémii. Zvy3end hmotnost méZe spdsobovat pohybové problémy, dychavi¢nost,
nechut’ k pohybu aZ slabu letargiu. V obdobi obezity (prediabeticky stav) by zvieratd mali byt
normoglykemické v désledku kompenzaéného efektu hyperinzulinémie. V obdobi cca 10
tyZdiiov veku by malo dojt’ k otvorenej manifestacii diabetu, &o bude viest k hyperglykémii,
zastaveniu rastu telesnej hmotnosti, chudnutiu, zvy$eniu prijmu vody a polydipsii. N4sledne
progresia ochorenia bude viest' k vzniku a rozvoju diabetickych komplikécii, zhor$ovaniu
zdravotného stavu zvierat, o mbZe spdsobit’ nefrotické problémy, kardiovaskularne problémy,
hypertenziu a zrychleny tep, oéné problémy, kozné problémy, parestéziu a periférnu neuropatiu
vediicu k zniZenej citlivosti konéatin, zhor§ené hojenie pripadnych poraneni a d’alie klinické
symptomy diabetickych komplikécii.

Planované experimentalne postupy nebudi mat vyrazny nepriaznivy dopad na zdravotny
stav zvierat. ZhorSeny zdravotny stav bude podmieneny existenciou a progresiou skuimaného
ochorenia. So zvieratmi sa bude zaobchadzat’ Setrne a na plénované experimentélne procediiry
budt privykané postupnym tréningom (handling) tak, aby bol v o najvétsej miere eliminovany
ich pripadny stres a utrpenie. Na zmiernenie utrpenia zvieratdm sa zvy8i mnozstvo stielky, prip. budu
pouzité dva druhy stielky, k dispozicii buda vhodné tkryty a materidl na stavanie hniezd, v pripade
potreby bude k dispozicii nasiaknutd potrava, ktord bude umiestnena na podlahe, kocky s tekutinou a
pod. Zodpovednost' za sledovanie zdravotného stavu zvierat bude mat ofetrovatel a zastupca
zodpovedného rieSitel'a projektu. Pri uskuto&fiovani plénovanych experimentalnych postupov
budu zvieratd znagat’ len kratkodoby mierny diskomfort, a to najmé pri odbere krvi z chvosta a
pri realizécii behaviordlnych testov. Projekt nepredpokladé vyrazny nepriaznivy vplyv tychto
postupov na zvieratd. Nepriaznivy zdravotny stav zvierat a ujma na zdravi bude v podstatne;j
miere spdsobend existenciou a progresiou ochorenia.

Predpokladana urovern krutosti:



Pre planované experimentélne postupy a stav zvierat je zaradenie do kategorii krutosti
nasledovné:

Ukon opakovanie kategoria krutosti
viZenie ano slaba
. éno, 2-tyzdiiovy interval .
odber krvi z chvosta (od ~10 t;li dia v}e/:ku) stredna
behaviorilne testy stredna
1. test otvoreného pola nie slaba
2. test rozpoznavania nie slaba
objektov
3. Morrisovo vodné bludisko | 4no strednd
stav zvierat stredna
- Wistar potkany slaba
- ZDF neobézne potkany slaba
- ZDF obézne potkany strednd
BOflove Charakter zdravotného stavu Opatrenie
skore
0 fyziologicky zdravotny stav
1 dobry zdravotny stav
. . . zvazZenie doplnkovej starostlivosti,
2 mierne zhorSeny zdravotny stav . . L
CastejSia kontrola zvierata
Castej§ia kontrola zvierata,
o , doplnkova starostlivost’
3 zhorSeny zdravotny stav o e ,
(analgetika, pridanie tekutin,
| zvy8enie tepla)
4 zly zdravotny stay porada s veterindrom
e . vyradenie zvierat'a
5 nepriaznivy zdravotny stav humane endpoint

Humane endpoints: nechutenstvo - neprijimanie potravy a vody, néhla strata véhy >20 %,
namahavé dychanie, zovreté brucho, dehydratécia > 48 hod, hnatka

Sledované parametre v hodnotiacom procese:
- celkovy vzhlad zvierata:
- telesny stav (prirastok/ubytok hmotnosti)
- stav srsti/kozZe (Cistenie, piloerekcia, koZné lézie, hydraticia koZe)
- pritomnost’ vytoku (o¢i, usi, nos, urogenitalny systém)
- vzhl'ad o¢f (zatvorené, polozavreté, zakalenie)
- spbsob pohybu a stav pohybového aparétu (pokrivkévanie, naklafianie, kruzenie,
stereotypné drZanie tela)
- telesné funkcie zvierata:
- prijem potravy a vody
- respiradny systém (zrychlené, tazké dychanie, siplavost’ a iné zvuky)
- hladina glukozy
- vyprazdiiovanie a modenie
- socidlne interakcie zvierata:
- hypo/hyperaktivita, bojazlivé/agresivne interakcie, zretelné tinikové reakcie, skryvanie sa
- chovné prostredie:



- znedistenie podstielky, stolica a jej hustota, pritomnost’ vyvratkov, krvi, pouzivanie
pomoécok na obohatenie prostredia
- volné pozorovania:
- iné neobvyklé pozorovania, znaky bolesti a utrpenia - vyraz tvare (nos, usi, fiizy)

Uplatiiovanie zasad 3R:
1. Nahradenie zvierat (replacement)

Vzhl'adom na komplexnost’ dejov odohréavajticich sa v Fudskom mozgu, sadasnd trovef
vedeckého poznania neumoZiiuje nahradit’ poznatky ziskané z tkaniv animalnych modelov za
tie, ktoré pochadzaji z in vitro experimentov alebo z pocitaovych modelov.

2. Redukcia poétu zvierat (reduction)

V pldnovanom experimente je uvaZované s minimalnym po&tom zvierat. Podet zvierat bol
posudzovany zhl'adiska zabezpedenia cielov projektu, patologie ochorenia, mnoZstva
potrebného biologického materialu pre pldnovany objem analyz, §tatistického vyhodnotenia,
validity a reprodukovatelnosti vysledkov. V ramci experimentu bude sledovany program
spoloéného vyZivania organov a tkanivy usmrtenych zvierat v d’alsich projektoch organizicie
av schvélenom projekte cezhraniGne; spoluprdce SK-AT, &m sa obmedzi dalgia potreba
laboratérnych zvierat. Informécie o ukondeni projektu budi poskytované podas pravidelnych
stretnuti rieSitel'ov projektov.

3. Zjemnenie (refinement)

Zvieratdm budu zabezpedené dobré Zivotné podmienky, budi oSetrované zagkolenymi
pracovnikmi a budu pod dohladom veterinarneho lekdra. Zvieratd budt maf neobmedzeny
pristup k potrave a vode. Pri manipulacii sa bude so zvieratmi zaobchadzaft’ Setrne a ohladuplne,
aby si zvykli na manipuldciu a minimalizoval sa stres. Pri odbere krvi z chvosta sa stres zmierni
sedaciou zvierat'a, pouZivanim tenkych jednorazovych ihiel a ohl'aduplnym zaobchadzanim
pocas tohto vykonu. V pripade behavioralnych testov zvierata budu postupne trénované na danu
testovaciu situdciu a testy budi vykondvané v limitovanom &asovom intervale, aby nedoslo
k vyCerpaniu zvierata. V danom testovacom dni zvieratd absolvuju iba jeden typ
behavioralneho testu. Zivotné prostredie zvierat bude obohatené pomocou dostupnych
zjémﬁovacich technik, materidlom na stavanie hniezd, hru a zvieratd budu Zit' v socidlne
znamych skupinach. V pripade zhor$eného zdravotného stavu sa podla potreby zvysi teplota
prostredia, prip. sa pouZiji vyhrievacie podloZky, pridd sa stelivo, zvieratdm méoze byt’
poskytnutna nasiaknutd potrava, ktord bude umiestnend na podlahe chovnej klietky, kocky
s tekutinou a podobne. V pripade dlhotrvajiicej strednej bolesti alebo krutej bolesti zviera bude
vyradené zprojektu ausmrtené na podklade hodnotiaceho skére a humane end- points
(nechutenstvo - neprijimanie potravy a vody, nahla strata véhy >20 %, namahavé dychanie,
zovreté brucho, dehydratacia > 48 hod, hna¢ka). Usmrtenie zvierat bude vykonané za straty
vedomia po pouZiti celkovej inhalatnej anestézie. Po skondeni projektu budu ziskané
skiisenosti a poznatky pouZité na zjemnenie utrpenia zvierat v pripadnych dalich animalnych
experimentoch.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu: nie



Priloha ¢&. 2
Netechnické zhrnutie projektu 79 Y / A AL 7/ 3

Nazov projektu:
VyuZitie exozémov vylugovanych Pudskymi mezenchymovymi stromalnymi bunkami na cielent
génovi terapiu glioblastomov

KPucové slova:
Glioblastém, génova terapia, exozémy, kmefiové bunky

Utel projektu:

a) Zakladny vyskum

b) translaény alebo aplikovany vyskum s ciefom

1. lie€by chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka, alebo ich G&inkov
na ludi,

Ciel’ projektu:

Cielom pokusu je vyuZitie exozémov z Tudskych mezenchymovych stromalnych buniek na cielend
génovou terapiu gliomov (na principe pouzitia samovraZedného enzymu cytozin deaminazy
a predlie¢iva 5-fluorocytozinu). Predkladany projekt je stéastou nasho dlhodobého vyskumu,
v ktorom sledujeme moZnost’ vyuZitia schopnosti dospelych kmefiovych buniek vyhladavat’ nadory
v organizme a viazat' sa na nadorové bunky ako nosi¢ov terapeutickych génov na neinvazivnu a
cielend terapiu nadorového ochorenia bez systémove;j toxicity.

Prinos projektu:

Moznosti lie¢by glidmov, najéastejsie sa vyskytujicich primarnych mozgovych nadorov st velmi
limitované predovietkym kvoli invazivnej a agresivnej povahe tychto nadorov a tiez ich schopnosti
odolat’ chemoterapii & radioterapii. Glioblastém je spomedzi gliémov najagresivnejsi a nesie
najvys3i stupeil malignity (stupeti IV podla WHO). étandardny postup lie¢by zadina maximalnym
moznym  chirurgickym  odstrénenim nadoru, po ktorom nasleduje radioterapia spolu
s konkomitantnou a adjuvantnou chemoterapiou. Napriek nemalym pokrokom vo vSetkych troch
oblastiach lie¢by, progndéza pre pacientov ostiva nad’alej nepriazniva askoro vzdy dochadza
krelapsu ochorenia. Median preZivania sa pohybuje okolo 14 mesiacov. Na Slovensku sa ro&ne
diagnostikuje okolo 200 novych pripadov glioblastomu.

Projekt, ktorého siiGastou je praca so zvieratami je orientovany na vyskum rakoviny a lie¢bu
nadorového ochorenia. Riesenie projektu pribliZi tento inovativny terapeuticky pristup k pacientom.

Pocet a druh pouZitych zvierat:
Potkan laboratérny kmefi Sprague Dawley, 80 Jedincov, samicky aj samce

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramei vykondvania projektu:

Potas vSetkych chirurgickych zakrokov budi zvieratd v celkovej anestézii, po zakroku médzu
pocitovat’ kratkodobli strednt bolest. Na zaklade skusenosti z predchadzajicich projektov
predpokladame, Ze priebeh ochorenia bude rychly, zvieratd s nahlym zhorSenim stavu budu
eutanazované, aby sme zabranili utrpeniu, potkany s progredujiicim ochorenim nebudti ponechané



na doZitie. Progredujice ochorenie sa vprvom rade prejavi Gtlmom zvierata, malatnost’ou,
spavost'ou, moze dojst’ k ibytku hmotnosti, menej Casto k paréze zadnych konéatin. Indikiciou na
vykonanie humanneho ukonéenia postupu budi nasledovné priznaky: strata hmotnosti >20%,
neschopnost’ prijimat’ potravu a vodu, vyraznd letargia trvajica viac ako 24 hodin, neschopnost’
udrZat’ sa na konéatinach, paréza.

Predpokladan4 tiroven krutosti:
Stredna

Silad s poziadavkami ,,3R*

Nahradenie

Hlodavce vtomto 3tidiu experimentov nie Jje moZné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani niZ$im
druhom Zivo&ichov, projektu predchadzali studie in vitro a publikované experimenty iz vivo
s terapeutickymi bunkami.

Obmedzenie:

Polet zvierat v skupinach je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky $tatisticky
vyhodnotené. Projekt nadvizuje na predchédzajice schvalené projekty, sme schopni predvidat’
terapeutickt G¢innost na zaklade experimentov s mezenchymovymi kmefovymi bunkami
izolovanymi z tukového tkaniva ako aj priebeh ochorenia u kontrolnych skupin, ¢o ndm umozZiuje
pocet zvierat v urgitych experimentalnych skupinich redukovat'. V pripade nizkeho rozptylu
hodnotenych kritérii (klinickych priznakov, preZivania) v jednotlivych skupindch bude na $tatisticky
signifikantné vyhodnotenie vysledkov postacujuci niz8i podet zvierat.

Zjemnenie:

Pokial to zdravotny stav zvierat mozni, budii drzané v skupinach umoZfiujticich prirodzené socialne
spravanie so stilym prisunom potravy a pitnej vody. Na projekte sa budi podielat’ len skitiseni
pracovnici vySkoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami. Zvieratd s vazne zhorSenym zdravotnym
stavom nebudil ponechané na dozitie, ale budii eutanazované ako je uvedené vysSie kazdy priznak
bude hodnoteny samostatne a bude indikaciou na huménne ukondenie postupu. Pri zniZenej
pohyblivosti zvierat bude potrava a voda umiestnens priamo do klietky.

Spétné posudenie projektu:
Postupy klasifikujeme ako ,,stredné*, preto nie je potrebné vykonat’ spitné posudenie projektu.



NAZOV PROJEKTU

ULOHA EXTRACELULARNE] DNA AJEJ ODSTRANOVANIA V MYSACOM
MODELI SEPSY

Cislo konania rozhodnutia o schvileni proiektu:/A& é/ //6) - 22/ :3

KPigové slova v projekte: sepsa, extraceluldma DNA, deoxyribonukledza

Ugel projektu*:  Zakladny vyskum
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Ciele projektu:

Klinické Studie preukdzali, Ze u pacientov so sepsou st vysoké koncentracie extracelularne;
DNA  spojené svysokym rizikom ndsledného Umrtia u pacientov. To nakolko je
extracelularna DNA zodpovednd za zhorSené preZivanie doposial’ nie je jasné, no viaceré
zvieracie experimenty naznaéuju, Ze jej odstrafiovanie by mohlo mat potencialny terapeuticky
efekt. Cielom projektu je identifikdcia vplyvu extracelularnej DNA ajej enzymatického
odstrafiovania pomocou DN4zy. Okrem toho je ciefom projektu podrobne popisat’ dynamiku
extracelularnej DNA poCas sepsy. Projekt mé vyznam pre mo#né odhalenie novych
terapeutickych moZnosti u pacientov so sepsou, ale aj pri inych zapalovych ochoreniach, pri
ktorych je popisand vysoka koncentricia extraceluldrnej DNA v plazme. Projekt bude
realizovany vyhradne na experimentdlnych zvieratich, pritom je nutné zahrmtt do
experimentov aj samce aj samice, nakolko boli popisané moZné medzipohlavné rozdiely

v odpovedi na zépal.

Prinos z vvkonaného projektu:

Vyznam extraceluldrnej DNA ako moZného spuitada zapalovej reakcie je v stSasnosti
intenzivne Studovany. Jednou z moZnosti ako tento negativny efekt uvolfiovanej DNA do
extracelularneho priestoru zniZit' je jej enzymatické odstratiovanie pomocou DNézy. Tento

projekt si kladie za ilohu zodpovedat’ otizku do akej miery je odstrafiovanie extracelularnej



DNA pri sepse efektivaym terapeutickym pristupom, ateda zaroven blizSie popisat’

mechanizmus G¢inku DNazy a zistit’ jej pripadné negativne efekty.

Druhy pouzitvch zvierat a ich predbezné pocty:

Suhrn pouzitych zvierat:

Skupina Kmeii Polet samcov | Pocetsamic | Celkovy poéet
Kontrola CDI1 25 25 50
Sepsa Ch1 50 50 100
Sepsa + DN4za CD1 50 50 100
Sepsa +inDNéza CD1 50 50 100

Celkova krutost’ experimentu: kruté

Zoznam aplikovanych latok:

Mysiam z kontrolnej skupiny bude jednorazovo intraperitonlne podany fyziologicky roztok,
zatial' ¢o zvySnym trom skupindm bude sepsa vyvolana jednorazovym intraperitonealnym
podanim baktérii E. coli ATCC 25922 v dévke 2x108KTJ/ zviera. Pol hodinu po podani
baktérii budii mySiam intraperitoneélne podany fyziologicky roztok, DNéza (10mg/kg) alebo
inhibovana DN4za (inDNéza) (10mg/kg) podla experimentalnej skupiny.

Rozhodli sme sa, Ze experimentdlne zvieratd nebudeme znagit’ na uchu, ale len na chvoste
prostrednictvom permanentnej fixky. Vzhladom na kratke trvanie experimentu je tento
spdsob znafenia menej stresujuci ale pri tom dostatogne trvaci. Znadenie je jedineéné

a nezamenitelné pre kazdé zviera v danej klietke.

Predpokladany mepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania
projektu:

Predpokladdme, Ze po podani baktérii s ciefom vyvolat' sepsu bude u experimentilnych

zvierat zo skupin Sepsa, Sepsa+DNéza a Sepsa+inDNdaza vyvoland zdpalovd imunitna reakcia
a teda ich stav sa postupom &asu bude zhorSovat’. Septické skére sa bude hodnotit’ v priebehu
24 hodin a v pripade dosiahnutia skore 5 (zjeZend stst, privreté o, stazené dychanie, ospal,

neaktivne), budi humanne utratené.




Predpokladana mortalita zvierat: V tomto type projektu sa predpoklada celkova mortalita

maximalne 50%, pri¢om mysi budi humdnne usmrtend po dosiahnuti septického skére 5
(zjeZena stst, privreté odi, stazené dychanie, ospalé, neaktivne).

Pred samotnou realizdciou experimentu bude dévka baktérii (2x10° KTJ) presne stanovend v

predbeznom experimente, bude davka baki¢rif podand zvieratim (max 5), ktoré budu z tej
istej firmy a budd rovnakého veku ako zvierata, ktoré pouZijeme v samotnom experimente. V.
pripade, e by tato by sa tato dévka ukazala ako prili§ vysoka a zvierata by sme boli nuteni do
24 h utratit, bude dévka baktérif zniZena tak, aby sme v samotnom experimente zabrénili

neoakévane vysokej mortalite.

Predpokladana Groven krutosti:

Zvierata z kontrolnej skupiny budt podstupovat’ ikony, patriace do kategoérie slabé. Pri tychto
postupoch budu zvierata pocit'ovat’ kratkodobu slabu bolest’, utrpenie alebo strach, av§ak tieto
ukony vo vyznamnej miere nenaru§uju pohodu ani celkovy stav zvierat.

Zvierata zo septickych skupin buda postupovat’ rovnaké tkony, aviak po podavani baktérii
oCakavame, Ze budu vplyvom zéapalovej reakcie pocitovat’ vyssiu bolest’ a utrpenie patriace

do kategdrie stredné az kruté.

Uplatiovanie zasad 3R:

Pri préci so zvieratami budd dodrzané vsetky predpisané predpisy pre chov a zaobchéadzanie s

laboratérnymi zvieratami podl'a zasad 3 R.

REPLACEMENT

PretoZe v planovanych experimentoch sa budi hodnotit’ zmeny koncentracie extracelularne;j
DNA a zapalovych markerov v krvi, je nevyhnutné, aby sa experiment vykonal ,,in vivo“ na
celom zvierati. Vyuzitie bunkovych kultir alebo poéitaovych simulacii neprichadza pri
tomto type experimentu do uvahy ako alternativny sposob vyskumného pristupu, nakolko

indukcia zapalu a sepsy je komplexny proces, na ktorom sa podiel’a cely imunitny systém.

REDUCTION

Planovany experiment je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie ofakavanych vysledkov

pouzitych ¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnoZstvo vystupnych informéacii z



kazdého pouzitého pokusného zvierata. Postupy budu vykonavat’ iba dostatone vyskolené a
zacviené osoby, ¢im sa vyrazne zniZi moZna chybovost’ vysledkov a nutnost’ opakovania
postupu. Pocet pouzitych zvierat bol stanoveny tak, aby bola zachovana reprodukovatel'nost’ a
validita pokusov. Jednd sa o pocet jedincov, ktory je akceptovatelny pre publikovanie
vysledkov za predpokladu idedlneho odberu a analyz (ANOVA, a Studentovho t-test)
zameranych na vyhodnotenie terapeutického u¢inku DNazy pri bakteridlne indukovanej sepse
umysi. Podobne bude v experimente pouZity rovnaky pocet kontrolnych zvierat. Zvierata
budu objednavané v jednotnom &asovom intervale, aby sa prediSlo sezénnym zmenam a
potrebe experiment opakovat. V experimentoch sa pouziju geneticky homogénne skupiny

zvierat.
REFINEMENT

Zvierata budu poéas pokusov kontinualne sledované a vysledky priebeZzne vyhodnocované a v
pripade zistenia nevhodnych pripadne neocakavanych udalosti bude experiment ukonéeny.
Dennym sledovanim zdravotného stavu zvierat dochadza k jemnej manipulacii so zvieratami
a kontaktu s tymi istymi osobami, ¢im sa maximalne eliminuje stres zvierat. Sti¢ast'ou procesu
zjemnenia bude aj minimalizidcia moZného stradania a utrpenia zvierat, a to dodrZiavanim
piatich slobdd (sloboda od smédu, hladu a podvyZivy — neru$enym pristupom k vode a krmivu
zarucujucemu plné zdravie a telesnil zdatnost’; sloboda od nepohodlia — poskytnutim
zodpovedajuiceho prostredia vratane Ukrytu a pohodiného miesta k odpoéinku; sloboda od
bolesti, zranenia a choréb — prevencia alebo rychla diagnéza a lieCenie; sloboda od strachu a
uzkosti — poskytnutim vhodného prostredia a spolo¢nosti zvierat rovnakého druhu; sloboda
realizovat’ normalne spravanie — zaistenim takého prostredia a zachddzania, pri ktorom bude

vyli¢ené mentalne stradanie).

NavySe za cielom zjemnenia utrpenia budd mysi, ktoré pri sledovani septického skére budu
mat zjezend stst, privreté oti, stazené dychanie, bud ospalé a neaktivne (tzn. septické skore

5), huméanne usmrtené.

Spitné posidenie:

Vzhl'adom na to, Ze ide o projekt, ktory je v kategorii kruté a u zvierat budeme sledovat’

- , / /
preZivanie, projekt bude podliehat’ spatnému posideniu. Dé oL.0% .2 0.2¢ .Z“b(/é}cq
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Nazov projektu:

Efekt vajeénych blan aich komb1nac1e s uhli¢itanom vapenatym, pevnou liekovou formou
Biomin H (Calcii carbonas ex testae ovi ), vitaminom D3 a vitaminom K na osteoporoticky
proces u ovariektomovanych potkanic.

KPacové slova v projekte: zvieraci model osteopor6zy, mineralny metabolizmus

a) Informacie o ciel’och projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, pocte
a typoch zvierat.

Cielom projektu bude zistit’ G¢inok vajeénych blan aich kombindcii s pridavkom pevnej
liekovej formy (tbl, cps.) z prasku ziskaného ekologickym spracovanim vajeénej Skrupiny
inovativnymi technologickymi postupmi, resp. komeréného uhliéitanu vapenatého a d’alich
vitaminovych aditiv pre lie€bu osteoporézy na Standardnom zvieracom modeli
ovariektomovanych potkanic. Efekt na minerdlny metabolizmus kosti bude sledovany
a porovnavany po aplikacii latok: suSené vajeéné blany, prirodny vapnik vyrobeny
z vajeCnych Skrupin, resp. komeréne predavany vapnik vo forme chemicky pripraveného
uhli¢itanu vépenatého, vitamin D3 a vitamin K», ktoré st sucastou lieGebnych postupov pri
osteopordze.

Potkany sa podrobia operacii v celkovej ilokalnej anestézii. Pooperany stav a doba
pozorovania 56 dni st optimélne pri eliminacii nepriaznivych vplyvov na zdravie zvierat
dennym podévanim analgetika. Testované latky budi zamie$ané do kimnej zmesi a vyladi sa
individudlna aplikacia sondou zvieratam.

Predpokladame, Ze ujma na pouzitych zvieratach bude v prvych troch diloch po operéacii, kedy
sa uskutoéni proces hojenia vnutorného poranenia a inciznej rany na koZzi. Poéas vSetkych
ukonov sa bude eliminovat’ stres a utrpenie podanim celkovej anestézie a dennej aplikécii
analgetik. Z hl'adiska bezpeénosti ti¢innosti budiiceho zdravotného prostriedku pre ¢loveka
prinos projektu vyrazne prevySuje ujmu u experimentalnych zvierat.

Ocakévanym prinosom projektu bude vyvoj d€innych latok farmakologicky vyuZitelnych v
prevencii a lie€be I'udi s ochorenim kostného tkaniva spojeného s osteoporotickymi zmenami
vplyvom naruSenia hormondlnej homeostazy, resp. zniZit riziko zlomenin kosti v rizikovych
skupinach l'udi.

V projekte sa pouzije celkom 110 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov, samic, kmenia
Sprague Dawley). Experimentdlnym jedincom pred usmrtenim nebudi aplikované Ziadne
cudzorodé latky. Testované latky nepridu do kontaktu so Zivymi zvieratami.

Experimentalny model u potkanic sa vyvola bilateralnou ovariektémiou. Po druhom mesiaci
sa budi sledovat symptomy osteoporotickych zmien. SHAM  kontrolnym
a ovariektomovanym nelieCenym potkaniciam sa bude aplikovat’ kompletna kifmna zmes bez
mineralnej prisady. Zvieratdm v lieCenych OVX skupinach bude pocas celého experimentu
(66 dni) podavané kazdy defi upravené krmivo s pridavkom testovanych zlufenin
pracovnikom s dlhodobou praxou.

Celkovo v postupe budii vykonavané prace na zvieratach pri strednej Grovni krutosti podla

klasifikacie krutosti postupov. VaZenie zvierat, aplikdcia anestézie intramuskuldrne sa
hodnotia ako slabo kruté. Operédcia, pooperaény stav, podivanie analgetika, antibiotika,
vyberanie stehov po zakroku, odber krvi z retroorbitalneho sinusu v celkovej anestézii a odber
mocu v metabolickej klietke budi na strednej trovni krutosti.



Stupne krutosti v projekte:

Vatenie zvierat slabé krutost’
i 4 krutost’

tézie intramuskularne slab

stredna krutost’

strednd krutost’

stredna krutost’

stredna krutost’

Odber krvi z retroorbitalneho sinusu v celkovej | stredna krutost’
anestézii

Odber modu v metabolickej klietke stredna krutost’

b) Preukdizanie siiladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zasada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animalny model osteopordzy sa Standardne pouZiva pri sledovani Géinkom potencialnych
latok ovplyvilujicich minerdlny metabolizmus kosti. V medzinarodnych databazach
(ECVAM, NC3R) sa zistovali alternativne metdédy, ktoré by nahradili pouZitie
experimentalnych zvierat. V sifasnej dobe neexistuje validovani alternativna metoda
testovania latok s antiosteoporotickymi vlastnostami pripravkov pouZitelnych v medicine
u Zivych organizmov. Potkan laboratérny je systematicky najniZSie postaveny druh vhodny
pre posudenie u€inkov zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym podtom experimentalnych potkanov tak, aby nebol
ohrozeny ciel' projektu abola zabezpefena reprodukovatelnost’ i validita postupu pre
biochemické, hematologické, makroskopicko-morfologické, histologické analyzy, ako aj ich
Statistické vyhodnotenie. Zvieratd budu samicieho pohlavia, rovnakého veku, resp. hmotnosti,
aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodndt a tym §tatisticky nesignifikantnym
vysledkom. Z dévodu Setrenia zvierat nebudu zaradené zvierata z predchadzajuicich sledovani,
pretoZe udaje o osteoporotickych zmenach st uZ zname a nie st nutné pre hodnotiaci proces
v tomto projekte.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvierata budi po privezeni z chovného zariadenia v karanténe. Po dobu 7 dni sa umiestnia po
Styri v dostatone velkych vaniciach (rozmery 58x37x20cm) za stanoveného svetelného,
tepelného a kirmneho rezimu. Po operaénom zasahu sa ustajnia individualne, aby sa zamedzilo
vytrhnutiu stehov, naruSeniu hojaceho procesu i prijimania krmiva v pripade napadania
slabSich jedincov agresivnej§imi. Na zabranenie vzniku pooperaénych zéapalovych reakcii sa
pouZzije antibiotikové krytie po€as prvych troch dni. Operaéné zékroky budu vykondvané
skiisenym odbornym pracovnikom s dlhoroénou praxou. Potkanice poéas postupu preZiju
vyraznejsi stres v operaénom a pooperaénom obdobi, ktory budeme minimalizovat’ podanim
anestetik a analgetik. So zvieratami sa bude zaobchédzat® Setrne a prostredie vanice sa obohati
predmetmi na hru a ohryzovanie. Pri odbere modu v metabolickych klietkach sa stres zmierni
minimélne nutnym pobytom v zariadeni (max. 12 hodin) s pristupom ku krmivu a vode bez
obmedzenia, Setrnym i ohladuplnym zaobchddzanim so zvieratami. Eutandzia sa vykona
bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii.

Projekt bude podliechat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie
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