Priloha & 5
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Vplyv experimentdlne vyvolanej plicnej fibrézy na extrapulmonalne
organy (pilotna $tudia)

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 7ﬂ é 67 @ "/ZZ % 3

Kradové slova v projekte (max. 5 slov): poskodenie pl'tc, placna fibréza, zapal,
kardiomyopatia, hepatopatia

Uéel projektu: Zakladny vyskum s cielom zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo
lietby chordb, poskodenia zdravia alebo inych neprirodzenych stavov &loveka alebo
zvierat alebo ich G¢inkov na ludi alebo zvierata.

Informicie o ciel’'och projektu:

Cielom projektu je overit' hypotézu, Ze primarne poskodenie pluc moéZe viest aj
k neziaducim ¢inkom na &innost’ extrapulmonalnych organov (srdca, peene, obligiek
ai.), €o modze vyrazne zhordit' prognézu pacientov. CiePom predloZeného projektu
(pilotnej Studie) je zhodnotit' mieru predpokladaného sekundarneho poSkodenia pecene
asrdea pri primarnom chronickom poskodeni pluc, placnej fibréze. Animalny model
plucnej fibrézy vyvolame transoralnym intratrachedlnym podanim bleomycinu dospelym
potkanom av intervaloch stanovenych podla protokolu urdime zmeny na plucnom
tkanive, ale aj na tkanive pe&ene, obligiek a srdca ako aj v krvnej plazme a porovname
tieto zmeny s nalezmi u zdravych zvierat.

Predpokladany vlastny prinos projektu:

Zavazné poSkodenie pliic mdZe spdsobit’ zépalove, apoptotické a nekrotické zmeny
extra-pulmonalnych orgénov a tiez poruchu ich funkcie. Pri poskodeni pluc, ktoré moze
byt samo osebe kritickym stavom, méZe kardialna, hepatalna alebo renélna insuficiencia
predstavovat’ faktor bezprostredne ohrozujici Zivot. Projekt prinesie nové informécie
o zmenach  zdpalovych, pro-fibrotickych, oxida¢nych a apoptotickych markerov
v plicnom tkanive, ale aj v tkanive srdca, oblidiek a peCene v modeli plicnej fibrozy.
V pripade potvrdenia hypotézy o negativnom ovplyvneni extra-pulmondlnych orgénov
pri tomto type poskodenia plic by vysledky projektu mohli predstavovat’ predklinicky
bazu pre pripadné doplnenie protokolu liecby o kardio-, reno- a hepatoprotektiva,
pripadne in€ lieCiva a postupy, ktoré by mohli zmiernit negativny dopad na tieto organy.

Pocet a druh zvierat:
Potkan laboratérny (Rattus norvegicus, kmei Wistar), samec, 64 jedincov

Predpokladana ujma na zvieratach:

Model . plicnej fibrézy": v celkovej inhalaCnej anestéze (4% izofluran + O,) zviera
umiestnime na naklonent chirurgickd podlozku, hrudnik pod prednymi konéatinami a
chvost zafixujeme k podlozke adhezivnymi paskami. Transordlne pomocou pipety s




PRILOHA 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Temozolomid v kombinacii s vybranymi prirodnymi latkami v lie¢be glioblastomov

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: oZ;Z @//Q —22 ,7/__3;

Kracové slova v projekte ( max 5 slov): glioblastém, temoz’ﬁlomid, prirodné latky, laboratérne potkany

Ucel projektu’: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

V Eurépe dosahuje incidencia primarnych nadorov centralneho nervového systému od 4,5 do
11,2 pripadov na 100 000 muZov a od 1,6 do 8,5 pripadov na 100 000 Zien. Glioblastémy (GBM) tvoria asi
65% v8etkych primarnych nadorov mozgu a sl charakterizované nizkou mierou preZivania. Len 10%
pacientov preziva 5 rokov. Zlatym standardom v liekovej terapii je temozolomid. Tento liek v8ak vo vysoke;
miere spdsobuje rezistenciu, &im znemoziiuje samotnu lieCbu pacientov. Cielom predkladaného projektu
je sledovat potencialny protinddorovy vplyv vybranych prirodnych latok samostatne a v kombinacii
s temozolomidom v chemicky indukovanom ako aj inokulovanom modeli GBM, ako aj sledovat’ schopnost
tychto prirodnych latok eliminovat rezistenciu na temozolomid. Okrem toho je ciefom sledovat’ agresivitu,
lokalizaciu a velkost' nadorov potkanov s chemicky indukovanou rakovinou mozgu a s inokulovanou GBM
bunkovou liniou, ako aj mieru syntézy proteinov MGMT, MDM2, a vybranych ABC transportérov, po
podani temozolomidu v kombinacii s vybranymi prirodnymi latkami. Kombinovana chemoprevencia
syntetickych latok s prirodnymi je slubnou stratégiou v boji proti nadorovym ochoreniam, pretoze
umoznuje vyuZitie nizsich a tym &astokrat aj menej toxickych davok syntetickych lie€iv, s moznym

synergickym U&inkom a eliminovanim chemorezistencie.

Prinos z vykonaného projektu

Prinosy riegenia predkladaného projektu predpokladame tak v teoretickej, ako aj praktickej rovine.
V sucasnosti ani jeden z pouZivanych postupov pri lieCbe GBM nie je dostatone u€inny. Povazujeme
preto za potrebné nachddzat neustdle nové latky s protinddorovym uginkom, ktoré by boli schopné
eliminovat rezistenciu buniek na §tandardnu lie¢bu temozolomidom. Navrhovany projekt umozni sledovat
protinddorovy uginok vybranych prirodnych latok v kombinacii s temozolomidom in vivo priamo v
nadorovom tkanive GBM. V ramci experimentov in vivo sa okrem protinadorovej aktivity latok zameriame
sa aj na vyhodnotenie ich farmakokinetiky v krvi zvierat. Budeme monitorovat’ aj vedlajSie uginky
temozolomidu (napr. trombocytopénia), pripadne ich eliminaciu po kombinovanej lie¢be s prirodnymi

latkami.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:



Potkan laboratérny, kmen Fischer F344, parentdlna generacia samce (10ks) a samice (30ks)
Potkan laboratérny, kmen Fischer F344, F1 generacia samce (130ks) a samice (130ks)
Potkan laboratérny, kme# Wistar, samce (230ks)

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

V ramci projektu indukujeme zvieratam karcinogenézu, ktord mbze vyvolat u zvierat nepriaznivu
ujmu v podobe mierneho stresu, resp. kratkodobej miernej bolesti. Zvieratd budu pri injikovani pocitovat
kratkodobu slabu bolest, pripadne prechodné nepohodlie po podani injekcie. Vystavenie zvierat
behavioralnym testom tieZ predstavuje isty diskomfort a prechodné nepohodlie a tieto postupy z hiadiska
krutosti hodnotime ako slabé. V pripade neogakavaného zhorsenia zdravotného stavu zvierat podas
experimentu rozhodne veduci projektu o jeho usmrteni. Zvieratam sa poc¢as pokusu nebudu podavat' latky
na znizenie bolesti, pretoZe by tieto mohli ovplyvnit sledované parametre nadorového a metabolického
procesu.

Predpokladana uroven krutosti:

Manipulacia Stupei krutosti
VazZenie zvierat Slaba
Uspavanie zvierat anestetikom Slaba

Chemicka indukcia GBM Stredne kruta
Intrakranialna indukcia GBM bunkovou liniou C6 Stredne kruta
Navodena karcinogenéza Stredne kruta
PreZlvanie zvierat Kruta
Behavioralne testovanie Slaba
Intraperitonealne podanie latok (jednorazové) Slaba
Intraperitonealne podanie latok (opakované) Stredne kruta
Usmrtenie zvierat predavkovanim anestetikom Bez moZnosti zotavenia
Celkova uroveri krutosti v postupoch Kruta

Uplatfiiovanie zasad 3R

Predkladany projekt je v slilade so zasadami 3R:

Zasada nahraditelnosti:

Nadoroveé ochorenia patria v celosvetovom rebriéku medzi najéastejsie priginy umrtia. GBM su
maligne, progresivne zhubné nadory centraineho nervového systému. Aj napriek adekvatnej chirurgickej
lie€be a naslednej adjuvantnej radioterapii, chemo-radioterapii a chemoterapii velka &ast pacientov
zrecidivuje. Prognéza chorych s recidivou je pritom mimoriadne nepriaznivd s medianom prezivania
menej ako jeden rok. Cielom predkladaného projektu je otestovat potencidlny protinadorovy Uginok
prirodnych latok v kombinacii s dnes najpouzivanej$im lieg¢ivom temozolomidom. Nahradenie
experimentalnych zvierat inym modelom nie je mozné, nakolko jednym z cielom je sledovanie eliminacie
vedlajsich ucinkov lie€by temozolomidom v kombinacii s prirodnymi latkami. Vzhladom na charakter

pokusu je nevyhnutné, aby bol vplyv testovanych latok analyzovany v podmienkach in vivo, ktoré tvoria



systém dejov a odpovedi na stimuly z vonkajSieho a vnutorného prostredia. /n vitro podmienky nikdy
nevystihnu takl komplexnost' stimulov a dejov, ako je to v Zivom organizme. Z toho dévodu nie je mozné

vykonat ich na niz8ej Urovni biologickeho systému, ne? je cely organizmus.

Zasada znizenia:

Planovany postup je zostaveny tak, aby k dosiahnutiu odborne relevantnych a $tatisticky
hodnotitelnych vysledkov sme pouzili €&o najmensi poéet zvierat (10ks v experimentalnych skupinach
s prenatalne indukovanou karcinogenézou a 20ks zvierat s inokulovanou bunkovou liniou) a aby bolo
maximalizované mnozstvo vystupnych informacii z kazdého pouzitého pokusného zvierata. Zaroveri sa
dba o to, aby bola minimalizovana bolest’ alebo stres pouzitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpeceny

primerany welfare od ich privezenia az po smrt’,

Zasada zdokonalenia (zjemnenia):

Poéas postupu bude zabezpeéena komplexna starostlivost o zvierata. V chovnom zariadeni UBEV maju
experimentalne zvierata komfortné podmienky ustajnenia, ktoré im nevyvolavaju zbytoény stres. Velkost' a
typ klietok, pocet zvierat v klietke, svetelny a kimny rezim sU nastavené optimalne pre potreby
experimentalnych zvierat. Beznu starostlivost o zvieratda budl zabezpelovat laborantky, ktoré su
prislusne skolené a poucené. Klietky su pravideine Cistené a podstielky su pravidelne menené
zodpovednym pracovnikom, ktory so zvieratami manipuluje $etrne. Zvierata budi denne prehliadané
a v pripade akychkolvek zmien (napr. zmeny na srsti, o€ividna malatnost' a pod.) okamzite upovedomime
zmluvného veterinarneho lekara a dalej sa budeme riadit jeho pokynmi. Pogas priebehu experimentu
budeme so zvieratami manipulovat' opatrne. Zvieratd budu sledované v celom priebehu experimentu
pricom ich zdravotny stav bude hodnoteny na zaklade skére vybranych parametrov podla human end
point. V pripade neotakavaného zhorSenia zdravotného stavu zvierat pocas experimentu rozhodne
vedlci projektu o usmrteni zvierata predavkovanim anestetikom. Tieto kroky su zvolené tak, aby
zvieratam spésobovali minimalny stres, ¢i po$kodenie. Zvieratam sa pofas pokusu nebudu podavat
nijaké latky na znizenie bolesti, pretoze by tieto mohli ovplyvnit sledované parametre nadorového

a metabolického procesu.

Human end points

Ak pri vyhodnoteni skére nizsie uvedenych parametrov zaznamename akékolvek negativne
zmeny zdravotného stavu alebo spravania sa zvierat, budu tieto zvierata dékladne sledované. V pripade,
2e by nedoslo k zlep3eniu stavu a vyhodnotené skoére bude indikovat' priznaky spadajuce do kategbérie 3

bude experimentalny postup na danom zvierati humanne ukonéeny predavkovanim anestetikom.

skore
— parameter 0 7 5 3
1 | Prijem vody normalny znizeny slaby nijaky
2 | Prijem potravy normalny znizeny slaby nijaky




3 | Prirastok hmotnosti normalny -5% -10% -20%

4 | Dychanie normalne plytké hiboké rychle

5 | Travenie normalna stolica | makka stolica | vodnata stolica | krv v stolici
6 | Aktivita v aktivnej faze dila | normalna pokles aktivity | nlzka aktivita letargia

PoCas experimentu je potrebné ratat s neprigznivou @z krutou ujmou zvierat, hlavne
vterminalnych Stadiach experimentu. Zvieratd budl priebeZne sledované zmiuvnym veterindrnym
lekarom. V pripade, Ze déjde ku manifestacii niektarého z vy$sie uvedenych prejavov (human end point) a
vaznemu zhorSeniu zdravoiného stavu jedinca, bude vyhodnotené skore a v pripade potreby bude postup
ukonéeny humannym usmrtenim,

Projekt bude podliehat spatnemu posudzaovaniu,



Priloha é. 2

Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: Etioldgia poruch skorého preimplantaéného vyvinu

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 3 5% 6 /f “% -Q; // / '27
i

X

Kltucové slova v projekte (max 5 slov): preimplantaéné embryo, materska obezita, insekticidy

Uéel projektu’: Zakladny vyskum
Translaény alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolénii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho pouZivania
v postupoch
Ak je iny Gcel projektu, uvedie sa aky

Opisat ciele projektu: Hlavnym zamerom 4-roéného vyskumu bude odhalit mechanizmy negativheho
vplyvu materskej intoxikacie reziduami insekticidov a materskej obezity na vyvin preimplantaéného
embrya. V rdmci parcidlnych cielov budeme vysetrovat vyuZitelnost embryi pochdadzajucich z
nefyziologického materského prostredia v biotechnologickych postupoch a dopad identifikovanych
poruch skorého vyvinu na zdravie potomstva.

Prinos z vykonaného projektu: Vysledky ziskané v ramci projektu pomozu definovat mozné
zdravotné rizika v ¢ase oplodnenia a preimplantacného vyvinu — tzn. v postpartalnom insemina¢nom
obdobi u hospodarskych zvierat, v obdobi pdrenia divo Zijucej zveri a spolotenskych zvierat av
obdobi prvého tyzdiia raného tehotenstva po prirodzenom alebo in vitro oplodneni u Zien. Ziskané
informdcie by mali napoméct pri zavadzani preventivnych opatreni v ramci riadenia Zivoéisnej
produkcie respektive pri zabezpedovania reprodukéného zdravia u fudi s ciefom zniZit neustale
narastajici vyskyt post-fertilizacnej neplodnosti.

Druhy pouiitych zvierat a ich predbeiné pocty: mys laboratérna, predbeiny poéet: 2067

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v rdmci vykonavania projektu:
Podstatna ¢ast planovanych postupov je zaloZend na in vitro experimentoch, pri ktorych slizia
laboratérne zvierata vyhradne ako donor experimentalneho materidlu: ocytov, preimplantacnych
embryi a pohlavnych organov, ktoré budu izolované aZ po ich usmrteni. Tym sa minimalizuje ujma
zvierat — tzn. donorky materialu nebudu intoxikované ani obézne, vplyv environmentalnych toxinov
alebo mediatorov obezity bude simulovany Upravou kultivaéného mikroprostredia in vitro.

Experimenty na zvieratach zahffiajice matersku intoxikaciu reziduami insekticidov alebo dieteticki
indukciu obezity budd vykonané iba v odévodnenych pripadoch — tzn. ked' splinenie ciefov projektu
nebude mozZné realizovat prostrednictvom simuldcie in vitro. V pripade materskej intoxikacie bude
hormonaélne synchronizovanym a prirodzene oplodnenym samiciam mysi v obdobi preimplantaéného
vyvinu (tzn. od 1. do 4. diia po kopulacii so samcom) oralne podavany thiacloprid alebo fipronil v
davke s preukdzanym negativnym tc¢inkom na preimplantacné embrya. KedZe koncentrdcie rezidui
insekticidov nepresiahnu 1/100 LD50, neo¢akavame pozorovatelny toxicky vplyv na Ziadnu z dalSich
organovych sustav. V pripade materskej obezity budi samice s réznym typom telesnej kondicie
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Priloha ¢. 2

odchované v rdmci Standardizovaného transgeneratného modelu, ktory je zaloZeny na $pecifickej
Uprave vyzivy buducich donoriek embryi pocas ich vnitromaternicového a skorého postnataineho
vyvinu (Ro 1261/10-221c). KedZe vysoko-energeticky dieteticky pridavok bude zvieratam
poskytovany ad libitum, postup nebude spojeny so Ziadnou ujmou alebo nepriaznivymi tu€inkami.

Predpokladana droveni krutosti: Vaésinu postupov navrhujeme klasifikovat do kategérie krutosti
,Slabé“. Zvierata by v ich désledku nemali pocitovat Ziadnu alebo iba kratkodobd slabu bolest,
utrpenie alebo strach. V pripade hormondinej synchronizacie pohlavného cyklu, opakovaného
odberu krvi glukomerom a opakovanej oralnej aplikdcie insekticidov v koncentracii pod 1/100 LD50
navrhujeme klasifikaciu ,,stredna troveri krutosti“.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat: Va&Sinu experimentov nie je moZné vykonat alternativnym spdsobom bez
poutitia Zivych zvierat. DoterajSie poznatky o problematike neumoZiiuju vytvorenie adekvatneho
modelu in vitro alebo in silico, ktory by dokazal simulovat zloZity vztah medzi intoxikdciou alebo
obezitou matky a ich vplyvom na reprodukéné procesy. V oboch pripadoch ide o velmi komplexné
poruchy homeostazy materského organizmu s nedostatoc¢ne prestudovanymi mechanizmami. Hoci su
vystupy experimentov zamerané na prevenciu zdravia domacich zvierat a ¢loveka, ako modelové
zvieratd boli do pokusov vybrané nizie stavovce (mysi) s podobnou fyzioldgiou reprodukéného
procesu vo vySetrovanom (preimplanta¢nom) obdobi vyvinu. V pripadoch, kedy bude mozné
dosiahnut ¢iastkové ciele projektu alternativhymi metdédami, budd experimenty vykonané na in vitro
kultivovanych preimplantaénych embryach alebo na in vitro kultivovanych embryonalnych
kmefiovych bunkdch. Pri tychto postupoch budu laboratérne zvieraté slzit vyhradne ako donor
materidlu (embryi) a vplyv environmentalnych toxinov alebo mediatorov obezity je simulovany
upravou kultivaéného mikroprostredia in vitro.

2. Redukcia poctu zvierat: Planované experimenty su zostavené tak, aby bolo pre dosiahnutie
ocakdvanych vysledkov pouZitych ¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnoistvo
vystupnych informdcii z kazdého pouZitého pokusného zvierata. Ziadne dalSie zvierata nebudt do
postupu zaradené skor, ako bude vedeckymi metédami potvrdené, Ze stale nebol zozbierany
dostatok biologického materidlu, ktory poskytne interpretovatelné a Statisticky preukazné vysledky.
Vietky samice zaradené do reprodukcie budd hormonalne synchronizované, ¢o vyznamne zvysi
pravdepodobnost ich oplodnenia i pravdepodobnost zachytu oocytov/embryi v Ziadanej faze vyvinu a
nasledne aj celkové potty vstupnych zvierat. Pri postupoch, v ktorych budu zvieratd exponované
Skodlivym latkam, dosiahneme vyznamnu redukciu vstupnych mysi zZlu¢ovanim experimentov, tzn.
pouZijeme jednu skupinu kontrolnych zvierat k dvom experimentdlnym skupinam. V blastocystach
izolovanych z intoxikovanych a neintoxikovanych samic budeme navyse vy$etrovat iba parametre,
ktoré insekticidy ovplyvnili pri testoch in vitro, ¢o takisto vyznamne zniZi kvantitu potrebného
vyskumného materialu a prispeje k redukcii poctov donoriek embryi.

3. Zjemnenie: Planované experimenty su zostavené tak, aby bola minimalizovana bolest alebo stres
pouZitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpe&eny primerany welfare od ich narodenia az po smrt.
Zvierata budu chované za $tandardnych podmienok a ich usmrtenie bude vykonavané humannym

spdsobom. Na Zivych zvieratéch nebudeme vykondavat Ziadne zakroky, ktoré by mohli spdsobit ujmu
vyZadujlcu znecitlivenie. Pri postupoch, ktoré spadaju pod urdity stuperi krutosti, znizime pocet ich
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Priloha €. 2

vy38im stupfiom diskomfortu, nie je pravdepodobné, Ze by pocas riesenia projektu doslo k situacii,
kedy by muselo byt zviera usmrtené z dévodu, Ze trpi nadmernou bolestou alebo strachom. Zvierata
budu napriek tomu intenzivne sledované (zvlast po oralnej aplikacii roztoku s reziduami insekticidov)
a bude u nich hodnotené human-end-point skére.

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu:  dno  nie

Spalid possidang $0-3 10y



