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Nazov projektu: Hodnotenie antineoplastickych ucinkov rastlinnych funkénych potravin v
mamarnej karcinogenéze

. 754 9/1F 22

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: aZ 5 '57/ s / S
KPadové slova v projekte ( max 5 slov): rakovina prsnika, laboratdrny potkan,
chemoprevencia, rastlinné funkéné potraviny

Uéel projektu: Zakladny vyskum

Opisat’ ciele projektu: Cielom projektu je hladanie tzv. superpotravin s pleiotropnymi
blahodarnymi ufinkami na Tudsky organizmus vyuzitelné v dlhodobej chemoprevencii
rakoviny (ale aj inych civilizaénych ochoreni) a ktoré moézu zohravat podstatnu ulohu
v zlepSovani celkového zdravotného stavu svetovej populécie. Planované st in vivo Studie, v
ktorych budeme analyzovat antineoplasticky uéinok prirodzenych substancii v modeli
rakoviny prsnika usamic potkanov. Postupy buda tvorit dlhodobé S§tudie s chemicky
indukovanou mamarnou karcinogenézou usamic potkanov. Postupne vyhodnotime
chemopreventivnu/tumorsupresiviu efektivitu Salvie lekarskej (Salvia officinalis), vanilky
pravej (Vanilla planifolia), sumak (Rhus coriaria), ¢i otruby ciroku (Sorghum bicolor).
Budeme analyzovat mechanizmus protinadorového pdsobenia tychto  potravin
v karcinogenéze. Vyhodnotime celkové vedlajsie u€inky latok na organizmus zvierat pri
dlhodobej aplikacii potravin v diéte, stanovime parametre lipidového a sacharidového
metabolizmu. Prinosné bude porovnanie in vivo a in vitro G¢inkov fytosubstancii.

Pdjde o origindlne vysledky, ktoré moézu priniest’ velmi dbleZité poznatky do klinického
vyskumu s moZnou transléciou do klinickej praxe.

Prinos z vykonaného projektu: Na zéklade protinddorovych vlastnosti mézu fytochemikalie
v prirodzenych substanciach priniest’ pre klinickt onkolégiu nové terapeutické pristupy v &1
uZz v chemoprevencii alebo v lie€be nadorového ochorenia. Na naSom pracovisku sa
problematikou experimentélnej mamarnej karcinogenézy zaoberdme vySe 20 rokov, priCom
analyze protinadorového t¢inku fytofarmak/fytosubstancii sa venujeme poslednych 7 rokov.

Vyhody diéty bohatej na rastlinné zlozky spoc¢ivaji v komplexnom pdsobeni vel'mi Sirokého
spektra fytochemikalii. Prave aditivne a synergické pdsobenie fytochemikalii zodpoveda za
ich antioxida¢né a protinadorové Ginky. Tato skutocnost’ vysvetl'uje fakt, pre€o samostatne
aplikovany antioxidant nemodZe nahraditt kombinované pdsobenie desiatok rdznych
fytochemikalii pritomnych v rastlinnych produktoch a nemdze dosiahnut’ s nimi porovnatelné
uéinky na zdravie &loveka (Liu, 2013). Cielovou skupinou pre dlhodobi konzuméaciu
tzv.superpotravin budi nielen vysokorizikovi jedinci pre rakovinu prsnika ale aj Siroké
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populacia vzhl'adom na vyrazny vzostup incidencie civilizatnych ochoreni vratane rakoviny.
Treba pripomentt’ aj d’al§i prinos aj pre zvieratd, ktorym moZno pripravovat’ potravinové
doplnky aditivované préve superpotravinami, &im mono prispiet’ k zlepSeniu ich zdraviu
a uzitkovej hodnoty.

V experimentélnej rakovine prsnika in vive a in vitro doteraz neboli hodnotené
antineoplastické u¢inky ani jednej z prirodzenych substancii, ktoré planujeme testovat’. Salvia
sa vyznafuje vysokym zasttipenim hlavne flavonoidov, zvlast alfa-tujon, kamfor, borneol,
gamma-murolen (Russo et al., 2013). Sekundérne metabolity fenolického charakteru (vanilin,
kyselina vanilovd, vanilyl alkohol, kumarova a ferulové kyselina) pritomné u vanilky pravej
(Vanilla planifolia) mdzu mat’ potencidlne vyznamny antioxidaény a protinddorovy uginok
(Sinha et al, 2007, Naz et al., 2018). Na hodnotné fytochemikalie (viac ako 180
fytochemikélii, napr. taniny, izoflavonoidy, terpenoidy) s protinadorovym tdinkom in vifro
(Abu-Reidah et al., El Hasasna et al., 2016) je bohaty aj sumak (Rhus coriaria). Daldim
perspektivnym zdrojom protinadorovych latok predstavuju otruby eiroku (Sorghum bicolor).
Terapeuticky u¢inné latky votrubach ciroku tvoria fenolické latky, zvlast 3-
deoxyantokyanidiny a taniny (de Morais Cardoso et al., 2017). Smolensky et al. (2018) v
Studii in vitro poukézali na protinddorovi aktivitu ciroku u viacerych nadorovych linii
(oxidaény stres, apoptoza, inhibicia bunkového cyklu).

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty:

V projekte pouZijeme panenské samice laboratérnych potkanov $pecifického kmetia Sprague-
Dawley v celkovom poéte 300 kusov (uskutodnime 4 experimenty, priCom v kaZdom
pouZijeme max. 75 zvierat).

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

Predpokladanid ujma u zvierat je vyvolanie mamarnej karcinogenézy, stym suvisiace
zhorSovanie zdravotného stavu a bolest’. Za Gdelom sledovania zdravotmného stavu, vedecky
pracovnik spolu s pracovnikom Centralneho zverinca uskuto¢tiuju kazdodenné kontroly
zdravotného stavu zvierat (vid’ niZ$ie uvedengé parametre v Casti 3R zjemriovanie). Kontrola
zdravotného stavu sa uskutodtiuje kazdé rano. Pri vyskyte zavazne zhorSeného zdravotného
stavu budii choré zvieratd po dohode s veterinarnym lekdrom vyradené z postupu a huménne
usmrtené.

Co sa tyka porovnania ujmy zvierat oproti prinosu pre spolo&nost’ je potrebné zdoraznit, Ze
rieSenim tohto projektu ziskame prvotné experimentalne vysledky, ktoré mézu byt velmi
prinosné pre klinickti prax. Hladanie tzv. superpotravin, ktoré si lacné a ahko dostupné
Sirokej populdcii avykazuji vyraznu chemopreventivnu aktivitu voé&i rakovine je pre
spolo¢nost’ velmi dbleZité. Je potrebné uviest, e dokazovanie chemopreventivnych uéinkov
funkénych potravin je v klinickom vyskume realizovanom u Fudi je omnoho néro&nejsie
(nielen finanéne). Ziaden takyto klinicky vyskum nedokaZe najst idealne experimentalne
skupiny pacientov alebo vysokorizikovych jedincov. Jedinci sa v rémci Jednej skupiny sa liia
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vekom, genetikou, Zivotnym $tylom, preZivanym stresom, chorobami, ktoré prekonali, atd’. o
znacne stazuje validitu ziskanych vysledkov. Efekt uritej latky sa najlepsie prejavi vtedy, ak
st jedinci v skupine dobre definovani/uniformni, ¢o spitiaju experimenty s laboratérnymi
zvieratami (identické: vek, karcinogén, doba aplikacie, Zivotné podmienky, strava, dika
deii/noc atd’). Z tohto pohl'adu st experimenty na laboratérnych zvieratdch nespochybnitelne
mimoriadne prinosné pre spoloénost a nenahraditelné. Vdaka laboratérnym zvieratdm
mdbZeme dokazovat’ uéinky, ktoré s u Pudi velmi tazko pozorovatel'né, ale vd’aka zvieratam
mozno s vysokou pravdepodobnostou tento G&inok odakavat’ aj u l'udi.

Predpokladana droveii krutosti: max. stredna

jednotlivé postupy:

aplikécia karcinogénu — slaba krutost’

vaZzenie — slabd krutost’

palpécia — slaba krutost’

meranie nddoru posuvnym meradlom — slab4 krutost’

preZivanie zvierat poslednych 4-5 tyZdtiov experimentu — strednd krutost

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

NajpouZivanej$im laboratérnym modelovym zvieratom si hlodavce, pretoZe maji mnohé
jedine¢né vlastnosti, ktoré ich preduréuji k ziskavaniu a hodnoteniu vSeobecnych principov
experimentalnej onkoldgie. Potkan je najniZ§im druhom Zivo¢ichov, ktory vyhovuje danému
typu experimentov, t.j. nie je nahraditelny inym druhom. Hlavnou vyhodou pouZitia potkanov
je to, Ze ich nddory mlie¢nej #lazy sa velmi podobaju ludskym, tak v etioldgii ako aj
v patoldgii (Medina et al., 1982). Velmi délezitym kritériom v experimentalnej onkologii na
definovanie terapeutickych moznosti alebo karcinogénnej aktivity farmaka je spontanny
vyskyt tumorov. Vd’aka spontdnnemu vzniku nadorov pri dlhodobych §tudiach st potkany
vhodnym modelom pre imitdciu situdcie u Pudi (Anderson, 1992). Napriek skutoénosti, Ze pri
analyze niektorych genetickych zmien st mysi neocenitePnym zvieratom, ich nevyhodou
v porovnani s potkanom s ich slabie moZnosti v reprodukovatelnosti molekularnych
procesov inicidcie a promoécie nddoru. My je nevhodna pre Studium chemoprevencie pre
virusovy poévod va&siny nadorov. Alternativna metdda bez pouZitia zvierat nie je moZnd, bez
hodnotenia efektu latky v celom organizme nie je mozZné ziskat’ hodnoverné vysledky. In vitro
Stadie sliZia iba na analyzu mechanizmu t&inku, celkovy efekt testovanej latky sa v nich neda
vyhodnotit’.

2. Redukcia podtu zvierat:

V kazdom experimente pouZivame minimalny pofet zvierat (n=75; 3 experimentalne
skupiny po 25 zvierat), ktory je potrebny na ziskanie signifikantnych vysledkov po
Statistickom hodnoteni a ktory je ete akceptovatelny vedeckou komunitou (zachovanie
validity a reprodukovatelnosti experimentu).



KIi€ovy parameter mamaérnej karcino genézy u laboratérnych potkanov — frekvencia nadorov
na zviera, vykazuje u tohto typu experimentu vysokl variabilitu dat. V hodnotenej skupine
(napr. neliecenej) sa v zdvere experimentu (pri pitve) vyskytujui zvieratd bez nadoru, ale
zvieratd s 10-timi malymi nadormi. Z tohto vyplyva vysoka strednd chyba priemeru s ¢im
suvisi taZ8ia dosiahnutelnost’ signifikantného rozdielu medzi porovnavanymi skupinami. Pri
nizSom poéte hodnotenych zvierat v skupine (napr. n=18) aj relativne vysoky rozdiel
ukazovatel'a medzi hodnotenymi skupinami (napr. 50%-ny rozdiel vo frekvencii nadorov)
neprinada signifikantny rozdiel. Problémom je potom uznanie takéhoto vedeckého vysledku
vedeckou komunitou. Vy3$i podet zvierat v skupine tento problém Statisticky vyznamne riesi
— tu vychddzam z mojich vy$e 20 roénych skisenost s tymto modelom.

3. Zjemnenie:

Laboratérny potkan je jedinym druhom zvierata, ktory sa vyuZiva v experimentalnej
mamarnej karcinogenéze. PouZitie zvierat v experimente umoZni vytvorit’ uniformné skupiny
Jedincov, ¢o m4 podstatny vyznam pre ziskanie hodnovernych vysledkov. Podas experimentu
vytvorime zvieratdm optimalne Zivotné podmienky (vratane hradiek), odstranime pre nich
stresujuce momenty a vhodnym spravanim velmi skuseného persondlu im zabezpe&ime
celkovii pohodu. Co sa tyka zasady zjemiiovania postupu, charakter postupu nevyzaduje
pouZitie anestézy ani analgetik, iba v pripadoch velkej bolesti. Podas celého priebehu postupu
nebudu zvieratd vystavené bolestivym postupom. Zvieratdm vyvoldvame karcindém mliecnej
Zlazy, pricom 3$pecifickym pripadom, ktory poukazuje na bolest zvierat je
nekroticky/otvoreny nador. Dal§im (a) ked vel'mi zriedkavym) fenoménom Jje velky néador,
ktory brani v pohybe. Taktie? zmeny vzhPadu (hlavne farba srsti a piloerekcia), zmena
spravania (izolovanost, imobilita a depresia) aubytok hmotnosti st najéastejsie Znaky
zhorSenia zdravotného stavu a bolesti u potkanov. Zvieratdm trpiacim bolestou, (welfare
skore pod 15) bude podévané analgetikum Carprofen v davke 5 mg/kg/deti. Aplikacia
analgetika bude realizovand v samostatnej klietke najSetrnej$im a najefektivnej$im spdsobom
(tj. kontinudlne) v pitnej vode. V pripade vysokého welfare skére (15-20) nasleduje za
kaZdych okolnosti usmrtenie.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu

Nézov projektu: ﬂ¥0}i/42?5 22//3 o Loz Y .q.207%9
Imunoterapia Alzheimerovej choroby: analyza mechanizmu aéinku

KPucové slova v projekte ( max 5 slov): Alzheimerova choroba, imunoterapia, gliové
a neuronalne bunky

Ukel projektu: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 7.z)
Ochrana Zivotného prostredia v z4ujme zdravia alebo welfare Fudi
alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’algieho
pouZivania v postupoch

Podrobny ucel postupu:

V populécii stipa kazdy rok pocet pacientov s Alzheimerovou chorobou. Stdasni terapia je
zamerand na symptomatické potladenie ochorenia a podporné mechanizmy, ale nerie§i kauzalny
pristup. Aj preto sa v stiasnosti hl'adajii nové pristupy a sposoby terapie, ktoré by vedeli ovplyvnit’
molekulédrne mechanizmy zodpovedné za prepuknutie a progres ochorenia. Jednym z moZnych
terapeutickych pristupov je pasivna a aktivna imunoterapia Alzheimerovej choroby. Pri vyvoji
vakein je doleZité poznat’ mechanizmus G&inku imunoterapie.

PredloZeny projekt ma za dlohu $tddium mechanizmu w&inku pasivnej vakciny (terapeutickej
protilatky). Mechanizmus ginku budeme analyzovat' v podmienkach in vitro na primarnych
bunkovych kultirach. Na experimenty budeme pouzivat priméarne neurondlne bunkové kultiry
izolované z 18-diiovych plodov a primérne gliové bunkové kultiiry izolované z 1-dfiovych mlad’at
mysi.

V d’alSej €asti projektu budeme analyzovat vplyv neurodegenerdcie a starnutia organizmu na
aktivitu mikroglif ajej potencidlny dopad na uinnost imunoterapie. Na experimenty budeme
pouZivat’ mikrogliové kultiry izolované z transgénnych a kontrolnych zvierat rdzneho veku.

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse

Prestudovali sme vSetky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili v danom experimente
nahradit’ zvieratd za iny biologicky testovaci systém. Primarne neuronalne a gliové bunkové kultiry
izolované zo zvierat st nenahraditePnym systémom na modelovanie realnych procesov

prebiehajicich v mozgu. Pokusy st navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré
sa vzt'ahuji na préacu s laboratérnymi zvieratami.

* Druhy a poéty pouZitych zvierat:

Na pripravu bunkovych kultar z embryonalnych jedincov celkovo pouZijeme:
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- 400 gravidnych my$i — C57BL/6NCrl, 100 samic sa usmrti v 18. dni gravidity a odoberd sa plody,
300 samic sa nechd porodit” a odoberu sa 1- diiové mlad'ata

Na bunkové kultiry z dospelych jedincov pouzijeme:
- 2-mes. transgénne my$i R3m4- 50 zvierat

- 6-mes. transgénne my$i R3m4 -50 zvierat

- 6-mes.kontrolné mysi C57BL/6NCrl- 50 zvierat

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvieratd v ramci vykondvania projektu:

Odber plodov sa bude vykondvat' v celkovej anestézii, po ktorej sa zviera uz neprebudi, taktieZ sa
dislokuju cervikalne stavee, aby sme sa utvrdili, Ze zviera je usmrtené — bez moznosti zotavenia.
1-driové mlad’atd sa ihned’ po odobrati od samicky usmrtia dekapiticiou — strednd krutost’. Samicka
sa ithned’ usmrti cervikalnou dislokaciou.

Dospelé jedince budi usmrtené cervikalnou dislokdciou. Anestézu nemoZno pouzit' z dovodu
ovplyvnenia prezivatelnosti kultir — stredna krutost’.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika Vplyv na zviera Krutost’

postupu

Odber plodov z Gravidnd samica (18 deii Bez moZnosti zotavenia
maternice gravidity) sa uvedie do hlboke;j

anestézie, otvori sa brusna dutina
a z maternice sa vyberu plody

Odobratie 1 Matka pri odbere mlad’at bude slabd
diovych mlad’at ihned’ usmrtena, aby sme
minimalizovali jej utrpenie
1-diiové mlad’ata Mlad’ata ihned’ po odobrati od strednd
samicky budd usmrtené
dekapitaciou.
Dospelé jedince Dospelé¢ jedince budia usmrtené stredna

cervikalnou dislokaciou

Zohladnenie 3R

Nahradenie:

Primérne neurondlne a gliové bunkové kultiry izolované zo zvierat st nenahraditelnym systémom
na modelovanie realnych procesov prebiehajicich v mozgu. Pokusy st navrhnuté v sdlade s
legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahujt na pracu s laboratérnymi zvieratami.
Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budu dodrziavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’ humdénne a nebude sa im vyvijat’ prebytoény stres. Starostlivost zabezpeluje jedna
osoba, na ktor si zvieratd zvykli. Zvieratd st chované v poéte 5 zvierat na chovnt nadobu, aby sme
zabezpetili socidlne interakcie medzi zvieratami. Zvierata st chované v podmienkach vyhovujucich
ich fyziologickym a sociologickym potrebam. V rdmci nasho zverinca je denne kontrolovany
amonitorovany zdravotny stav apohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného stavu,
veterinarny lekar upovedomi vedtceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit' zviera
z experimentu a pristipit’ k huméannemu usmrteniu zvierata.

Redukcia:

Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v &o najvyssej moznej miere a zaroveli zabezpetujici
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov. Stanoveny pocet zvierat sa opiera o nale
predchddzajuce experimenty. Jeden z faktorov, ktory ovplyviiuje nami stanoveny podet zvierat je
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relativne nizka vytaznost’ mikrogliovych a neurondlnych buniek z mozgového tkaniva. Z dévodu
roznej metodiky izolacie mikroglie a neurénov, nie je moZné pouZit’ to isté tkanivo na izolovanie aj
neuronov aj mikroglie. Z hl'adiska redukovania podtu pouzitych zvierat v projekte, pouZivame na
pripustanie sami¢ky, ktoré boli pouzité v chove.

Utrpenie versus prinos

Po zlyhani imunoterapie namierenej proti beta-amyloidu v Alzheimerovej chorobe sa dostava do
popredia imunoterapia namierend proti d’alfiemu kPuCovému znaku ochorenia — patologicky
zmenenému tau proteimu. Tau imunoterapia v sudasnosti zaznamenéava obrovsky rozkvet, avSak
presny mechanizmus t¢inku optimalnej terapeutickej vakciny nie je objasneny.

Cielom projektu je prispiet’ k odhaleniu terapeutického mechanizmu anti-tau protilatky a popisat’
tato drahu na bunkovej tirovni.

Analyza tychto mechanizmov nie je moZn4 na imortalizovanych bunkovych linidch, vzhl'adom na
ich zmemeny fenotyp oproti bunkém v skutoénom mozgovom tkanive, preto budeme na $tidium
pouZivat’ bunkové linie (neurénové a mikrogliové) izolované z laboratornych zvierat.

Zvieratd v danom experimente nebudt vystavené neprimeranému utrpeniu.
Projekt nevyZaduje spétné postidenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 7.2.).

Zatiatok pokusu je planovany na 1.10.2018 a bude sa realizovat’ v priebehu nasledovnych dvoch
rokoch, do 31.12.2020.
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Netechnické zhrnutie projektu
k Ziadosti o schvalenie projektu »Mechanizmy komunikécie a adaptécie preimplantaéného
embrya v naru$enom prostredi” (VEGA 2/0092/1 9).
(podra § 40 nariadenia &. 377/2012 Z.7.)

Nazov projektu: Mechanizmy komunikicie a adapticie preimplantaéného embrya v
naruSenom prostredi“ (VEGA 2/0092/1 9).

v . L _
Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: Z %LZ 7L 17 -2 27@

KPadové slova v projekte (max 5 slov): preimplantaéné embryo, receptory, adapticia

Ukel projektu’: Zékladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulatné metédy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR
2/2005 Z.z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zédujme zdravia alebo welfare Pudi alebo
Zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kol6nii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’algieho
pouZivania v postupoch

Ciele projektu:

Skiimana bude expresia Specifickych typov bunkovych receptorov, s dérazom na receptory
viaZuce nizkomolekulové ligandy u preimplanta¢nych embryi. Skimany bude wginok
aktivécie tychto receptorov na skory embryondlny vyvin, najmi na preX{vanie buniek a
apoptozu. Studované budd aj doposial’ neobjasneng mechanizmy elimingcie mitvych buniek v
preimplantadnom embryu. Analyzovany bude vplyv naruSeného materského prostredia

(zvySeny obsah telesného tuku, matersky stres) na prenos signalu cez identifikované
receptory.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné poéty:

V experimentoch bude pouZitd laboratérna myS, pri¢om bude pouZitych priblizne 2295
Jjedincov.



Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v rdmei vykendvania
projektu:

Vo vicSine experimentov projektu budi sami¢ky mys$i pouzité vyluéne ako darkyne
oocytov apreimplantatnych embryi (ktoré budfi izolované post mortem), priCom okrem
hormonalnej stimulécie (superovuldcie) nebudu Ziadnym sposobom ovplyvnené. V niektorych
experimentoch bude pomocou neinvazivnych metéd merany obsah telesného tuku (pomocou
EchoMRI) akrvny tlak (manZetovou metédou na chvostovej artérii), pri¢om my$i buda
doCasne obmedzené na pohybe uzavretim v meracej komérke. V niektorych experimentoch
projektu bude pouZity model stresu vyvolaného niitenym obmedzenim pohybu (,,restraint
stress™), pri€om technika s umiestnenim zvierata v imobilizaénom boxe, ktora bude pouZzita
v predloZenom projekte, je etrnejdia ako alternativne pouzivané techniky.

Predpokladan4 tiroven krutosti:
_ V8etky postupy navrhujeme klasifikovat’ do kate gorie krutosti ,,slabé“, alebo

wStredné®. Zvierata by v ich désledku nemali pocitovat’ nadmernt bolest,, utrpenie alebo
strach.

Preukdzanie stiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia - uplatiiovanie
zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: Planované experimenty nie je moZné vykonaf alternativnym
spdsobom bez pouZitia Zivych zvierat. Databdzy medzinarodne overenych a uznanych
alternativnych metéd ECVAM, NC3Rs a AnimAlt-ZEBET neobsahuju takéto alternativne
metddy. Doterajie poznatky o problematike neumoZitujii vytvorenie adekvatneho modelu in
silico, ktory by dokazal predvidat expresiu konkrétnych receptorovych komplexov, alebo
simulovat’ zloZity vzt'ah medzi fyziologickym stavom matky, prenosom signalu cez skiimané
receptory avplyvom aktivicie tychto receptorov na preimplantadny vyvin. VidSina
plénovanych postupov je zaloZens na pristupe, v ktorom laborat6rne zvierats sltzia vyhradne
ako donor materialu, &im sa minimalizuje ich diskomfort. Hoci su vystupy postupov zamerané
na prevenciu zdravia domécich zvierat a ¢loveka, ako modelové zvierata boli do pokusov
vybrané niZsie stavovce s podobnou fyziolégiou reprodukéného procesu v preimplantadnom
obdobi vyvinu.

2. Redukcia poétu zvierat: Plinované experimenty su zostavené tak, aby bolo pre
dosiahnutie odakavanych vysledkov pouZitych &o najmenej zvierat a aby bolo
maximalizované mnoZstvo vystupnych informacii z kazdého pouzitého pokusného zvierata.
Postupy budii vykonavat’ iba dostatodne vySkolené a zacvidené osoby, &im sa vyznamne zni¥i
moZnd chybovost’ vysledkov a nutnost opakovania postupu. Pre vycvik technickych zruénosti
budii pouzité neoplodnené my$i vyradené z reprodukéného cyklu. Podet pouZitych zvierat bol
stanoveny tak, aby bola zachovani reprodukovatelnost’ a validita pokusov. Usmrcovanie
zvierat s naslednym zberom biologického materialu je v postupe nastavené tak, aby mohlo
byt vo vzorkach vySetrenych paralelne tol’ko parametrov, kolko bude technicky mozné.
Ziskavanie biologického materialu sa ukon& v okamihu, kedy bude zabezpedena adekvatna
kvantita vzoriek poskytujica interpretovatelné a Statisticky preukazné vysledky.

3. Zjemnenie: Planované experimenty st zostavené tak, aby bola minimalizovan4 bolest’
alebo stres pouzitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpegeny primerany welfare od ich
narodenia az po smrt’. Pri volbe reprodukéného cyklu samic bude v pripadoch, kde to
experimentélny dizajn imoZiuje, uprednostnend spontanna ovuldcia pre hormonélnou
synchronizaciou. V experimentoch v ktorych bude skiimany vplyv materského stresu bude
pouzity model imobilizaéného stresu, ktory je k zvieratdm Setrnej$i ako alternativne techniky
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(napriklad technika s fixdciou labiek zvierata o podlozku, alebo dlhodoby pobyt zvierata

v imobilizatnom boxe). Pri analyze fyziologickych parametrov budd, tam kde je to mozné,
uprednostnené neinvazivne techniky (napriklad meranie telesného tuku pomocou EchoMRI).
Zvierata budu chované za §tandardnych podmienok a ich usmrtenie bude vykonavané
huménnym spésobom spdsobilymi osobami.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvalovaniu: ano  nie

Ked'Ze v projekte nie su pouZité primaty ani postupy klasifikované ako ,,kruté* a ani tak
nestanovuje vyjadrenie etickej komisie, spitné postdenie projektu nie je podla § 37 NV
377/2012 Z.z. nutné.



Priloha ¢. 2

Netechnické zhrnutie projektu
k Ziadosti o schvélenie projekt
~Kontrola integrity DNA v preimplantatnom embryu® (VEGA 2/0072/19)
(podla § 40 nariadenia &. 377/2012 Z. z.)

Nazov projektu: Kontrola integrity DNA v preimplantaénom embryu

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: Z —/LZ 6.7/430/52// <

KFPidové slova v projekte (max 5Sslov):  bunkovy  cyklu, preimplantaéné  embryo,
poskodenie DNA, reparicia DNA

Utel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Cielom projektu je ziskanie komplexnejsej predstavy o efektivite reparaénych mechanizmov
DNA poskodenia pocas vyvoja raného embrya. Obsahovym zamerom projektu je poskytnif
nové poznatky s vysokou pridanou vedeckou hodnotou k pochopeniu suvislosti medzi
aktivitou bunkovych mechanizmov kontrolujicich integritu DNA a mo¥nymi zmenami
fenotypu v embryondlnych bunkach podas preimplantaéného vyvoja cicavieho embrya.
Vychodiskovym zamerom projektu je detekcia aktivity relevantnych senzorickych
a efektorovych proteinov zilastiujicich sa reparacie poskodenej DNA v embryonalne;
bunke. Nasledne bude $tudovana celkova efektivita reparanych procesov po podkodeni
molekuly DNA v rdznych tadiach §tadisch embryogenézy a tieZ v savislosti s vyS§im vekom
samic. Aj napriek extenzivnemu vyskumu v tejto oblasti na somatickych bunkach tento
predloZeny projekt predstavuje  Specificky experimentalny pristup, pretoze ako
experimentalny model je zvolend embryonalna bunka raného cicavéieho embrya. OCakavané
zékladné poznatky o fungovani reparaénych mechanizmov pri oprave poSkodenej DNA v
embryonalnej bunke tak prispeju k formulacii navrhov pre praktickt reprodukénti medicinu a
tieZ pre monitorovanie prekancerdznych stavov v rameci prenatélnej diagnostiky dediénych
ochoreni vyplyvajucich zo zmien fenotypu ranych embryonalnych buniek ako nasledku
nekorektnych reparacii poskodenia DNA.

Prinos z vykonaného projektu:

Komplexnejsie udaje o priebehu reparaénych procesoch po poskodeni DNA pocas mitozy
poskytuju pocetné §tidie na somatickych bunkach (Lukas et al., 2011; Aparacio et al., 2014).
Poznatky o tychto mechanizmoch v zarodo&nych bunkach st viak obmedzengd len na Studie s
indukovanym pofkodenim DNA saméich pohlavnych buniek a néaslednym oplodnenim



(Grenier et al, 2012; Gawecka et al., 2013; Wang et al,, 2013). Prakticky tu absentuju
poznatky tykajlice sa reparacnej aktivity DNA v priebehu oogenézy resp. meidzy a tiez v
priebehu ranej embryogenézy. Vecna hodnota navrhovaného projektu preto spo&iva v ziskani
primarnych vysledkov s vysokou mierou originality o priebehu reparacie molekuly DNA po
jej poSkodeni polas preimplantaéného vyvoja embrya a tieZ o efektivite tohto procesu
vzhl'adom na vy§§i vek samic - matiek. Planované §tadie poskytni predstavu o stvislostiach
medzi aktivitou mechanizmov kontrolujicich genomicku integritu raného embrya a vznikom
aneuploidie, ktord sa povazuje za potencialne riziko vrodenych ochoreni resp. vzniku
karcinogenézy po narodeni. Rie§enim projektu tieZ bude moZné determinovat mozny sivis
fyziologickej aktivity reparaénych mechanizmov poskodenej DNA (v ranom §tadiu vyvoja
embrya) a vyskytom fenotypickych zmien embrya pochadzajucich z rdznych vekovych
skupin samic. NavySe nové informacie o podiele jednotlivych klugovych proteinov (Mrell,
NBS1, MDCI, Rad51...) na procese reparacie poskodenej DNA v ranom embryu poskytnu
optimalnu orientaciu v kauzalnej diagnostike dediénych ochorent ale potencilne aj v d’alom
vyskume protinadorovej farmakoterapie. Vysokil a podstatni pridani hodnotu vysledkov
prinesie morfometrickd analyza obrazu po aplikacii sekven&ného snimania embryonalnych
buniek v realnom Case (time lapse imaging technology). Tymto metodickym nastrojom bude
mozne analyzovat dynamiku morfometrickych parametrov (fenotypickych zmien)
embryondlnych buniek. V koneénom désledku budt nové vysledky potencialne vyuZité vo
vyvoji biotechnologickych metdd pri ktorych je pouZivana technoldgia in vitro oplodnenia a
embryotransferu alebo cielend kultivicia in vitro v rdmci diferenciicie embryonalnych
kmeflovych buniek pre potreby bunkovej terapie. Nové poznatky zakladného vyskumu budi
moct’ byt’ pouzité v oblasti vyskumu nadorovej farmakoterapie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

V experimentoch je planované pouzit' laboratorne mysi linie ICR (CD1) - samice v podte
1950 a samcov tej istej genetickej linie v po¢te 390 jedincov na celt dobu rieSenia.

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

Samice mysi budu fertilizované in vivo a pouZité vyluéne ako donorky preimplantadnych
embryi, ktoré budu izolované post mortem. Okrem hormonalnej stimulacie (superovulacie)
nebudt ziadnym spésobom ovplyvnené. Hormonalna stimulécia intra-peritonealnou injekciou
hormonalnych prekurzorov nespdsobuje experimentalnym zvieratdm Ziadnu ujmu a nema
Ziaden nepriaznivy vplyv na ich konfort vchovnom zariadeni. Nasledné usmrtenie
cervikalnou disrupciou je zakrok extrémne rychly atento spOsob eutanizie nespdsobuje
Ziadne Casovo dlhSie utrpenie, pretoze trva priblizne 1-2 sekundy.

Predpokladana droven krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme klasifikaciu krutosti postupu oznaéif ako




Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia — uplatfiovanie
zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Experimetalna Cast' projektu pouZitie metod predpoklada pouZitie metdéd molekulérne;
biologie a cytologie na jednotlivych bunkach ranych embryi a preto nie je moZné uskutodnit’
tieto experimenty alternativnym sp6sobom, teda bez pouZitia donorovych zvierat. Databazy
medzindrodne overenych a uznanych alternativnych metod ECVAM, NC3Rs a AnimAlt-
ZEBET neobsahuju takéto alternativne metddy. Okrem toho, experiment nie je moZné
vykonat' alternativnym spdsobom — napr. matematickymi modelmi z oblasti modelovania
proteinov, pretoZe tieto by predpokladali dostatoén sumu twdajov pre matematické
modelovanie procesov. Na§ projekt je prave zamerany na zisk takychto udajov o funkénych
suvislostiach sub-bunkovych procesov po poskodené molekuly DNA v ranom embryu.

2. Redukcia poctu zvierat:

PoCet 1560 samic a390 samcov bol stanoveny na zéklade analyzy efektivity in vivo
oplodnenia a naSich dlhodobych skiisenosti vtejto oblasti. Tie? boli brané do uvahy
variability jednotlivych experimentov (pilotné a overovacie fazy apotreby Statistickych
analyz, ktoré si vyZzaduju matematicky definovani po&etnost hodnotitelnych prvkov.Pre
ziskanie technickych zru€nosti nového doktoranda budii pouZité neoplodnené mysi vyradené
z reprodukéného cyklu. Polet pouZitych zvierat bol stanoveny tak, aby bola zachovana
reprodukovatelnost’ a validita pokusov. Logistika experimentov - usmrcovanie a nasledny
zber biologického materidlu je upravend v programe projektu tak, aby bolo v ziskanych
vzorkach — embryonalnych bunkéch analyzovanych viacero parametrov stidasne. Zarad'ovanie
dalSich zvieratd do experimentov a tym aj kolekcia embryi sa ukon&i v okamihu, ked’ bude
zabezpetend adekvatna kvantita embryi (vzoriek) poskytujiica interpretovatelné a tatisticky
preukazné vysledky.

3. Zjemnenie:

Planované experimenty si zostavené tak, aby bola minimalizovana bolest alebo stres
pouZitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpe&eny primerany welfare od ich narodenia a2 po
smrt. Vzhladom na to, Ze pouZtie ip. injekéného podania hormonalnych pripravkov
a naslednd eutandzia cervikdlnou disrupciou predstavuji najSetrnejsi a jediny spdsob pre
vykonanie potrebnych iikonov, nie je tu alternativa pre zjemnenie pozadovaného postupu.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: 4no  nie

KedZe v projekte nie su pouZité primity ani postupy klasifikované ako Hkruté“ a ani tak
nestanovuje vyjadrenie etickej komisie, spitné posidenie projektu nie je podla § 37 NV
377/2012 Z.z. nutné.



Priloha &. 2 :

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.
Nizov projektu: / >L7‘L(7‘/ 1¥-ce ///g

Vplyv aplikicie hydrogélov na baze hyaluronanu na biologicka bezpe¢nost’,
biokompatibilitu a biodegradaciu do kolenného kibu pri osteoartritide kralikov

KPacové slova v projekte: osteoartritida kralikov, tyraminovany a nativny hyaluronan,
chondroitin sulfat

a) Informicie o cieloch projektu vritane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte
a typoch zvierat.

Cielom projektu bude zistit' biologicka bezpe&nost’, biokompatibilitu a biodegradaciu zmesi
hyaluronanu, zosietovaného tyraminovaného derivétu (HA-TA), chondroitin sulfitu a
nativneho hyaluronanu pre profylaktickt i terapeutickd lie¢bu na $tandardnom zvieracom
‘modeli osteoartritidy kralikov. Efekt na osteoartritidu bude sledovany a porovnavany
s pripravkom Bonharen, ktory je siiastou profylaxie a liecby osteoartritidy.

Kraliky sa podrobia aplikacii kolagenazy do kolenného kibu v celkovej i lokélnej anestézii.
Doba pozorovania 1 mesiac. resp. 3 mesaice si optimalne pri elimindcii nepriaznivych
vplyvov na zdravie zvierat dennym poddvanim analgetika.

Predpokladdme, Ze ujma na pouZitych zvieratich bude v prvych troch ditoch po podani
kolagenazy, kedy sa uskuto¢ni proces hojenia chrupky kibu. Pogas v3etkych tikonov sa bude
eliminovat’ stres a utrpenie podanim celkovej anestézie a dennej aplikdcii analgetik. Z
hladiska bezpe¢nosti a uéinnosti budtceho zdravotného prostriedku pre ¢loveka prinos
projektu vyrazne prevySuje ujmu u experimentalnych zvierat.

OCakdvanym prinosom projektu bude vyvoj ucinného zdravotnickeho prostriedku
vyuZitelného v profylaxii vzniku vysich stadii osteoartritidy u TFudi s poskodenim
chrupkového tkaniva.

V projekte sa pouZije celkom 120 zvierat (dospelych jedincov, samcov, HIL). Experimentalny
mode] u kralikov sa vyvold podanim kolagenazy. Po Stvrtom, resp. dvanastom tyZdni sa budu
sledovat’ symptémy osteoartritickych zmien vplyvom rdznych foriem testovanej latky.
Zvieratdém bude pocas celého experimentu (1 mesiac. resp. 3 mesiace) podavané kazdy deit
krmivo a pitna voda ad libitum.

Celkovo v postupe budi vykonavané prace na zvieratach pri strednej trovni krutosti podla
klasifikacie krutosti postupov:

VézZenie zvierat- slaba

Jednorazova aplikacia anestetika i.m, aplikacia lokalneho anestetika s.c. - slabd

Aplikicia anestézie, analgetik i.m.- opakovane - stredna

Indukcia modelu a aplikécia latok sa vykonaji v celkovej anestézii - stredna

PreZivanie zvierat po indukeii a aplikécii - stredna

Poaplikaény stav - stredna

Individulne umiestnenie po indukcii a pocas celého projektu za Imesiac, resp. 3 mesiace v
Standardnych klietkach pre kralikov — slaba

Zvieratd s nelie€enou osteoartritidou podas 30, resp. 120 dni - stredna.
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b) Preukdzanie siiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zasada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animalny model osteoartritidy sa $tandardne pouZiva pri sledovani t¢inkov potencialnych
latok ovplyviiujucich osteoartritidu kibov. V medzindrodnych databazach (ECVAM, NC3R)
sa zistovali alternativne metddy, ktoré by nahradili pouzitie experimentalnych zvierat.
Vsicasnej dobe neexistuje validovand alternativna  metéda testovania  latok
s antiosteoartritickymi  vlastnost'ami pripravkov pouZitelnych v medicine u Zivych
organizmov. Krélik domaci je systematicky najnizsie postaveny druh vhodny pre postdenie
i¢inkov zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je pldnovany s minimdlnym po&tom experimentalnych kralikov tak, aby nebol
ohrozeny ciel projektu abola zabezpedena reprodukovatelnost’ ivalidita postupu
pre makroskopicko-morfologické, histologické analyzy, testovanie biodegradability, ako
gj ich Statistické vyhodnotenie. Zvieratd budii sam&ieho pohlavia, rovnakého veku, resp.
hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnét atym Statisticky
nesignifikantnym vysledkom. Z dévodu 3etrenia zvierat nebudd zaradené kraliky v 3
mesanom postupe, ak sa zisti neefektivita lieCby po 1 mesiaci, resp. sa nepouziju uz dalgie
v pripade, Ze sa prejavi negativny vplyv podanych latok uprvych jedincov. Studie sa
vykonaju postupne, t.j. nebudu vietky zvieratd naraz v jednom termine indukované a pouZité.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budi po presune z chovného zariadenia v aklimatizécii. Po dobu 7 dni sa umiestnia
v dostato¢ne velkych klietkach pre chov kralikov v pocte 1 na plochu 4200 ¢cm? za stanoveného
svetelného, tepelného a kfmneho reZimu. Po podani kolagenazy sa ustajnia individualne, aby
sa zamedzilo naruSeniu prijimania krmiva v pripade napidania slabsich jedincov
agresivnej$imi. Aplikdcie kolagendzy a latok budu vykonavané skidsenym odbornym
pracovnikom s dlhoroénou praxou. Kréliky pocas postupu prezijli vyraznej3i stres v obdobi po
indukeii, ktory budeme minimalizovat’ podanim analgetik. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
Setrne a prostredie klietky sa obohati predmetmi na hru a ohryzovanie. V pripade néhleho
zhorSenia zdravotného stavu jedincov charakterizovanych v tabulke human end points budu
humanne usmrtené. OSetrovatelia budi kontrolovat zvieratd 2-krat denne. O humannom
usmrteni bude rozhodovat’ veterinarny lekér na zaklade informdcii od zodpovednych os6b za

projekt. Eutandzia sa vykond bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii predavkovanim
anestetik.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie
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Priloha & 2 (podet strin 2)
Netechnické zhrnutie projektu 02‘;1 5¢ /59 -c2 \:>>

Nizov projektu: Uloha erytropoetinového receptora v odpovedi buniek adenokarcinéfnu mlienej Zl'azy na paklitaxel
v podmienkach in vitro a in vivo.

Kricové slova: anémia, erytropoetin, mamarny adenokarciném, paklitaxel, potkan, rakovina
Utel projektu: zikladny vyskum
Ciele projektu:

1. Vinvivo podmienkach za pouZitia samic potkanov kmeita Wistar Furth porovnat’ citlivost nadorov ziskanych
inokulaciou ako potkanich mamarnych adenokarcinémovych buniek RAMA 37 (koncentracia buniek bude
vybratd na zaklade vysledkov predpokusu), tak aj nadorov ziskanych inokuldciou buniek RAMA 37-28
(koncentracia buniek bude vybrata na zaklade vysledkov predpokusu) s overexpresiou erytropoetinového
receptora (EPOR) na chemoterapiu paklitaxelom (PTX) akombinaciou PTX a erytropoetinu (EPO). Po
skon&ent terapie v nadorovom tkanive zvierat uskuto&nit imunohistochemicki analyzu markerov proliferacie
(Ki-67) a apoptézy (BCL-2, BCL-XL, BAD, BAX) a v sére pomocou ELISA testu aj stanovenie markerov
angiogenézy (VEGF, PDGF, FGF).

2.V in vivo podmienkach za pouzitia potkanov kmefia Wistar Furth overit’ ilohu EPO-EPOR signalizacie v
rezistencii nadorov ziskanych inokuldciou potkanich mamérnych adenokarcinémovych buniek RAMA 37-28
s overexpresiou EPOR v podmienkach s aplikovanou terapiou PTX. Po skonéeni terapie uskuto&nit’ rovnaké
imunohistochemické analyzy nadorov a analyzu séra ako je popisane v cieli &. 1. Celkovy poget pouZitych
zvierat bude 94 ks.

Prinos z vykonaného projektu:

Na zaklade publikovanych préc preukazujucich ochranny 8inok EPO na nadorové bunky ovaridlnych
adenokarcinémov v prostredi PTX ako aj zmeny citlivosti buniek adenokarcinému mliegnej Zlazy indukovanej
overexpresiou EPOR v podmienkach in vitro, sme sa rozhodli detailnejsie testovat’ filohu EPO-EPOR aj v
odpovedi buniek adenokarcinému mlie¢nej Zlazy na PTX a to ako v podmienkach in vitro, tak aj in vivo.
Predpokladame, Ze pochopenie stivislosti medzi EPO a PTX indukovanou signaliziciou a nasledne zmenenou
citlivostou nadorovej bunky, prispeje k zvy8eniu Géinnosti terapie PTX.

Navyse, v nadviiznosti na nage in vitro experimenty predpokladdme, Ze ziskame planovanymi experimentami
délezité informacie o tom ako ovplyviiuje EPO, pouZivany v pripade nadorovych pacientov na Gpravu anémie,
rast inokulovanych nadorovych buniek u potkana v podmienkach bez alebo s podanou chemoterapiou.
Prinosom projektu méze byt odhalenie presnych mechanizmov pésobenia EPO na nadorovy rast a v pripade
jeho negativneho vplyvu dokonca vyslanie délezitého signalu, ktory by znamenal STOP aplikacie EPO
pacientom, ktorym bude potvrdena pritomnost EPO receptora na povrchu ich nadorovych buniek.

Ujma spésobena experimentilnym zvieratim: indukcia nadora inokuldciou benignej linie buniek, mo#né zhorsenie
zdravotného stavu aplikdciou chemoterapeutika.

Porovnanie ujmy a prinosu: vzhladom na charakter pouzitej linie nepredpokladdme vyvinutie stavu, kedy by zviera
pocitovalo diskomfort/vyraznii bolest'. Uvedeny stav by mohol nastat’ u skupin s poddvanym chemoterapeutikom,
v tomto pripade budeme postupovat’ spdsobom uvedenym nizie (zasada zjemnenia). Ujma spdsobena zvieratam bude
niZia ako prinos z uvedenych experimentov, ziskané vysledky napomézu upravit' terapiu v pripade onkologickych
pacientov za li¢elom dosiahnutia jej maximalnej (&innosti.

Druh a poéet pouzitych zvierat: potkan (Ratrus norvegicus), kmefi Wistar-Furth, samice, 94 ks

~

Predpokladani aroven krutesti: stredn4.
Inokulacia nddorovych buniek a podavanych latok je minimalne bolestiva (budu pouzité injekéné striekacky s najtensimi

ihlami). V pripade vyvinutia priznakov naznaujicich utrpenie zvierat budeme postupovat’ sposobom uvedenym niZsie
(z&sada zjemnenia).

Uplatiiovanie zisad 3R (Replacement, Reduction, Refinement):

Zisada nahraditePnosti:

VzhPadom k charakteru pokusu (hodnotenie tginnosti chemoterapeutika na Standardnu a modifikovani liniu
mamarneho adenokarcindému) je nutné, aby bolo chemoterapeutikum (PTX) podavané in vivo. Proces malignej
transformacie ovplyviuje cely rad dejov, ktoré nie je mozné simulovaft’ in vitro. Chemoterapeutikéd mézu modifikovat’



promociu a progresiu tumorov nielen priamym ovplyvnenim rastu a proliferacie buniek ale aj nepriamo cez aktivaciu
imunitného systému. Testovanie Ug&innosti chemoterapeutika na rast buniek Standardnej a modifikovanej (s
overexpresiou EPOR) mamarnej nadorovej linie vyzaduje, aby bola odpoved’ na jeho pdsobenie vysledkom komplexu
dejov prebiehajlicich v celom organizme. V $tadiu rakoviny mlietnej zfazy sa najviac vyuzivaju hlodavce,
predovSetkym potkany, ktoré su fylogeneticky najnizsim druhom vhodnym pre takyto typ experimentov.
V navrhovanom type experimentov je nutné pouzit’ potkany, ked’ze u inych hlodavcov (mysi) nie je dostupna linia
s overexpresiou EPOR.

Zisada zniZenia:

Pre objektivne vyhodnotenie in vivo experimentov je potrebny dostatoény podet zvierat v experimentalnych
skupinach. V predpokuse bude pouZitych 12 zvierat (3 rozne koncentricie buniek testované na Stvorici zvierat) pre
otestovanie tumorigenicity RAMA 37 buniek a rovnaky pocet zvierat pre testovanie tumorigenicity RAMA 37-28
buniek. Pre nade experimenty pouzijeme 10 zvierat na kasda experimentdlnu skupinu. Tento po&et je dostatodny pre
Statistické vyhodnotenie vysledkov, validitu a reprodukovatelnost pokusu. Dalsie zniZenie poCtu zvierat by znemoZnilo
hodnoverné vyhodnotenie experimentu.

Zisada zjemnenia:

Pogas pokusu zvieratd nebudu vystavené dlhotrvajticim bolestivym zékrokom. ZvySenim frekvencie kontroly
zdravotného stavu zvierat po inokulacii nadorovych buniek, sledovanim vePkosti nadorov a zmien v spravani zvierat
zminimalizujeme moZnost’ pocitovania diskomfortu resp. vyraznej bolesti spojenej so zhorenim zdravotného stavu
zvierat. V pripade uvedenych priznakov, ktoré budii pretrvavat’ dihSie ako 3 dni, budd zvieratd usmrtené nadmernou
dévkou anestetika (Zoletil inj.). Vzhl'adom na charakter pouZitej nadorovej linie (benigna) je rozirenie nadora do inych
tkaniv a s tym spojené zhor§enie zdravotného stavu, velmi nepravdepodobné, neexistuji literrne tdaje, ktoré by to
potvrdzovali. Mozné zhorenie zdravotného stavu nemoZno vyli€it' u skupin s podavanym chemoterapeutikom
(paklitaxel), v tomto pripade uplatnime vyssie uvedeny postup. Po ukonleni experimentu budii zvieratd usmrtené
podanim nadmernej davky anestetikd (Zoletil inj.). Odber materialu na vySetrenie sledovanych parametrov bude
uskutogneny u vietkych zvierat, aj u tych, ktoré budi pripadne usmrtené v priebehu pokusu. Zvieratd budn drzané
v klietkach s obohatenim prostredia, s dodrzanim poziadaviek definovanych v prilohe €. 5 k nariadeniu viady SR &
377/2012 Z. z.

Spitné posiidenie projektu: V projekte nebudui pouzité primaty a ani postupy klasifikované ako ,,kruté“, &o potvrdzuje
aj vyjadrenie etickej komisie, projekt preto podla $ 37 NV 377/2012 Z.z. nepodlieha spétnému postdeniu.
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Priloha ¢. 2 :
Netechnické zhrnutie projektu podlPa § 40 Nariadenia vlady SR ¢€.377/2012 Z.z.
Nézov projektu: /X0 / /¥ <27/ 3

Sledovanie téinku vysokoindukénej elektromagnetickej stimulicie a laserového
vysokovykonného Ziarenia na modelj degenerativneho osteoartritického ochorenia
kolenného kibu krilika

KIaéové slova v projekte: osteoartritida kralikov, elektrolie&ba, nizkofrekvenéné
elektromagnetické pole, laserové ¥iarenie

a) Informicie o cieloch projektu vriatane predpokladanej ujmy a prinosu, podte
a typoch zvierat.

Ciel'om projektu bude zistit’ bezpeénost, sledovat’ u¢inok aplikacie fyzikalnych lie¢ebnych
podnetov  indukovanych elektrickym pridom pomocou pristroja na elektrolie¢bu
produkujiicim nizkofrekvenéné &asovo premenné elektromagnetické pole a laserového
vysokovykonného Ziarenia na Vyvo] osteoartritidy kolenného kibu kralikov v modeli
indukovanom enzymaticky. pre profylaktickt i terapeutickt lie¢bu na $tandardnom zvieracom
modeli osteoartritidy kralikov. Efekt na osteoartritidu bude sledovany a porovnavany
s nelieGenou kontrolou a zdravymi SHAM zveratami.

Kraliky sa podrobia aplikécii kolagendzy do kolenného kibu v celkovej i lokalnej anestézii.
Doba pozorovania 56 dni je optimélna pri eliminacii nepriaznivych vplyvov na zdravie zvierat
dennym podévanim analgetika.

Predpokladdme, e ujma na pouzitych zvieratdach bude v prvych troch difoch po podani
kolagenazy, kedy sa uskuto¢ni proces hojenia chrupky kibu. Pogas vSetkych tkonov sa bude
eliminovat’ stres a utrpenie podanim celkovej anestézie a dennej aplikacii analgetik. 7
hl'adiska bezpeénosti a w&innosti budiceho zdravotného prostriedku pre ¢&loveka prinos
projektu vyrazne prevySuje yjmu u experimentalnych zvierat.

Ocakavanym prinosom projektu bude vyvoj ucinnej lieCebnej procediury pomocou
zdravotnickeho prostriedku vyuZiteIného v profylaxii vzniku vySSich $tadii osteoartritidy u
udi s poskodenim chrupkového tkaniva.

V projekte sa pouZije celkom 40 zvierat (dospelych jedincov, samcov, HIL). Experimentalny
model u krélikov sa vyvola podanim kolagenazy. Po 0smych tyZdiioch sa budu sledovaf
Symptomy osteoartritickych zmien vplyvom rdznych foriem fyzikalnych lie¢ebnych
podnetov. Zvieratam bude pocas celého experimentu (56 dni) podavané kady demi krmivo
a pitna voda ad libitum.

Celkovo v postupe budu vykondvané prace na zvieratich pri strednej arovni krutosti podrla
klasifikacie krutosti postupov:

VéZenie zvierat- slaba

Jednorazova aplikécia anestetika 1.m, aplikécia lokalneho anestetika s.c. - slaba

Aplikacia anestézie, analgetik i.m.- opakovane - strednd

Indukcia modelu a aplikacia latok sa vykonajui v celkovej anestézii - stredna

PreZivanie zvierat po indukcii a aplikécii - stredna

Poaplikaény stav — stredna

Fixdcia podas procediiry - 1 hodina - stredn4



Individudlne umiestnenie po indukeii a pocas celého projektu za 56 dni v Standardnych
klietkach pre kralikov — stredn.

b) Preukizanie siladu s poZziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animélny model osteoartritidy sa Standardne pouZiva pri sledovani G&inkov potencidlnych
latok ovplyviiujicich osteoartritidu kibov. V medzinarodnych databazach (ECVAM, NC3R)
sa zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouzitie experimentalnych zvierat.
V siCasnej dobe neexistuje validovana alternativna  metéda  testovania  latok
s antiosteoartritickymi  vlastnostami pripravkov  pouzitelnych v medicine u Zivych
organizmov. Krélik doméci je systematicky najniZsie postaveny druh vhodny pre postidenie
icinkov zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentéalnych krélikov tak, aby nebol
ohrozeny ciel projektu a bola zabezpeCena reprodukovatelnost’ i validita postupu
pre makroskopicko-morfologické, denzitometrické a histomorfometrické vySetrenia, ako
aj ich Statistické vyhodnotenie. Zvieratd budi sam¢ieho pohlavia, rovnakého veku, resp.
hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodndt a tym Statisticky
nesignifikantnym vysledkom. V projekte sa budu liegené jedince zarad’ovaf do lie¢ebného
procesu postupne, preto z doévodu Setrenia zvierat nebude pouZity plny podet zvierat, ak sa
ukéZe neuéinnost’ lie¢by u prvych jedincov a nebude potrebné pouZzit’ d’alSie v §tadii.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budii po presune z chovného zariadenia v aklimatizacii. Po dobu 7 dni sa umiestnia
po Styri v dostatoéne velkych klietkach (plochu 4200 cm? ) pre chov krélikov za stanoveného
svetelného, tepelného a kfmneho reZimu. Po podani kolagenazy sa ustajnia individualne, aby
sa zamedzilo naruSeniu prijimania krmiva v pripade napadania slabgich jedincov
agresivnej$imi. Aplikédcie kolagendzy alatok budu vykondvané skusenym odbornym
pracovnikom s dlhorognou praxou. Kraliky poéas postupu preZiju vyraznej$i stres v obdobi po
indukeii, ktory budeme minimalizovat podanim analgetik. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
Setrne a prostredie klietky sa obohati predmetmi na hru a ohryzovanie. V pripade néhleho
zhorSenia zdravotného stavu jedincov charakterizovanych v tabulke human end points budi
huménne usmrtené. O3etrovatelia budy kontrolovat’ zvieratd 2-krat denne. O humdannom
usmrteni bude rozhodovat® veterinarny lekér na zaklade informacif od zodpovednych oséb za
projekt. Eutandzia sa vykoni bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii predavkovanim
anestetik.

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

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR & 377/2012 Z.z.
Nizov projektu: i@%///.}/j -2z 4/3

Ovplyvnenie hojenia exciziondlnych mechanickych rn u zdravych i diabetickych
potkanov komplexnym krytim a elektromagnetickymi impulzami

KPuaéové slova v projekte: hojenie ran, diabetes mellitus, hyaluronan, kolagén,
polykaprolakténové nanogastice, mezenchymalne stromalne bunky, elektromagnetické pole

a) Informicie o ciel’och projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, pocte
a typoch zvierat.

Ciel'om projektu bude zistit’ Gi¢inok sumarneho vplyvu pdsobenia krytu na baze hydrogélov z
hyaluronanu sodného, kolagénu, polykaprolakténovych nanogastic, Zivych mezenchymalnych
stromalnych buniek (MSC) a impulzného elektromagnetického pola, resp. podanych latok
a fyzikalneho podnetu samostatne pre lietbu rdn na Standardnom zvieracom model
uzdravych a diabetickych potkanov. Efekt na hojenie bude sledovany a porovnavany
s pripravkom Akutol hydrogel, ktory sa komeré&ne pouZiva v hojacom procese vulnusov.
Potkany sa podrobia zakroku v celkovej ilokalnej anestézii. Poindukény stav a doba
pozorovania 14 dni su optimélne pri eliminacii nepriaznivych vplyvov na zdravie zvierat
dennym podévanim analgetika.

Predpokladame, Ze ujma na pouzitych jedincov bude v prvych diioch po odstraneni &asti
koZného tkaniva, kedy sa zatne proces hojenia excizionalnej rany na kozi. Méze nastat’
kratkodobé zniZenie prijmu krmiva po odzneni uéinkov anestézie. Podas vSetkych tkonov sa
bude eliminovat’ stres a utrpenie celkovym znecitlivenim pri indukcii vulnusu a dennej
aplikdcii analgetik. Z hPadiska bezpeénosti i ti¢innosti budticeho zdravotného prostriedku vo
forme komplexného skefoldu a elektromagnetickej lieéby pre ¢loveka prinos projektu vyrazne
prevysuje ujmu u experimentalnych zvierat.

OcCakdvanym prinosom projektu  bude vyvoj t¢inného zdravotnickeho prostriedku
alie¢ebného postupu vyuZitePného v terapii ran u Fudi s poSkodenim koZného tkaniva
v plnom profile.

V projekte sa pouzije celkom 160 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov, samcov,
inbredného kmetia ZDF). Experimentalne jedince sa zaradia do postupov podl'a hmotnosti.
Experimentalny model u potkanov sa vyvold odstranenim &asti koZného tkaniva medzj
lopatkami chrbtovej oblasti. Po tretom, siedmom, resp. $trndstom dni sa budy sledovat’
jednotlivé 3tadid hojenia vplyvom rbéznych foriem testovanych latok a lieSebnych procedtr.
Zvieratdm bude podas celého experimentu (14 dni) podavané kazdy deft krmivo a pitna voda
ad libitum.

Celkovo v projekte budii vykonévané prace na potkanoch pri strednej virovni krutosti podla
klasifik4cie krutosti postupov: '

VéZenie zvierat- slab4

Jednordzova i.m. aplikdcia anestetika, s.c. lokdlneho anestetika - slaba

Aplikacia anestézie, analgetik, ATB i.m.- opakovane - stredn4

Indukené zékroky v celkovej anestézii - stredna



PreZivanie zvierat po indukcii - stredn4

Pozakrokovy stav — stredns

Previzovanie réan v celkovej anestézii - stredna

Individuélne umiestnenie PO operacii a poéas celého projektu za 14 dnj v priehladnych
klietkach — stredna.

b) Preukizanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a Zjemnenia
Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animélny model hojenia rén sa Standardne pouZiva pri sledovani Géinkoy potencidlnych latok
ovplyviiujiicich hojaci proces. V medzindrodnych databazach (ECVAM, NC3R) sa zistovali
alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentélnych zvierat. V sucasnej dobe
neexistuje  validovana alternativna metéda testovania l4tok s hojacimi vlastnost’ami
pripravkov pouZitelnych v medicine u Zivych  organizmov. Potkan laboratory  je
systematicky najniZie postaveny druh vhodny pre posudenie u&inkov zdravotnickeho
produktu a lie¢ebného postupu v mieste jeho podania.

Zdsada obmedzenia Dpoctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym po&tom experimentilnych potkanov tak, aby nebol
ohrozeny ciel projektu a bola zabezpedena reprodukovatelnost’ i validita postupu pre
biochemické, makroskopicko-morfologicke', histologické analyzy, ako ajich 3tatisticke
vyhodnotenie. Zvieratd budp samCicho pohlavia, rovnakého veku, resp. hmotnosti, aby sa

zisti neefektivita pouZitych latok, resp. lieCebne;j procedury u zdravych zvierat.

Zdsada zjemnenia (refinement)

charakterizovanych v tabulke human end points buda humanne usmrtené, OSetrovatelia budu
kontrolovat” v prvom dnj zvierata s indukovanymi ranami 3-krat denne a v nasledujicich
diloch 2-krat denne. O huménnom usmrteni bude rozhodovat’ veterindrny lekar na zaklade
informécii od zodpovednych 0séb za projekt. Eutanézia sa vykona bezbolestne v hlboke;j
celkovej anestézii predavkovanim anestetik.

Projekt bude podliehat’ opétovnému schvalovaniu: nie
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