Priloha €.2

14. Netechnické zhrnutie projektu - 2953 ~ 5/2 o220

Nazov projektu: Chronobiologické aspekty pohlavnych rozdielov po apnoicke;j epizdde centralneho
typu a reoxygenacie v experimentalnom modeli potkana v celkovej anestézii.

Klticové slova v projekte:
Chronobiolégia, apnoicka epizéda, anestézia, pohlavie, kardiovaskuldrny systém, autonémny nervovy
systém, potkan

Ucel projektu: zékladny vyskum

Predovsetkym ide o metodologicku $tidiu, kde hlavnym vedeckym ciefom projektu je posudenie
chronobiolégie pohlavnych rozdielov v zoletilovej anestézii na kardiovaskularny systém, aktivitu
autonoémneho nervového systému a acidobazickt rovnovahu po apnoickej epizéde a obnove plicnej
ventildcie (reoxygendcie) v modeli potkana. Ciastkové vedecké ciele navrhovaného projektu:

- vytvorenie komplexného chronobiologického experimentélneho modelu poukazujticeho na pohlavné
rozdiely v srdcovej frekvencii, elektrofyziologickych EKG parametroch, v tonuse autonémneho
nervového systému, meraného metédou variability srdcovej frekvencie v podmienkach spontdnneho
dychania v zoletilovej anestézii.

- kontituovanie metodologického pohfadu na svetlo-tma rozdiely a pohlavné rozdiely vo vyssie
spomenutych parametroch v experimentalnych modeloch v zoletilovej anestézii po chirurgickom
zékroku (tracheotémia) a postdenie efektu umelej plicnej ventildcie (5 minat umelej ventilacie pri
parametrech ventildcie 50 dychov/min, dychovy objem 1 ml/100 g telesnej hmotnosti).

- vytvorenie chronobiologického experimentdlneho modelu poukazujiceho na pohlavné rozdiely
dopadu ventilatnej apnoickej epizédy centralneho typu (simuldcia vypnutim ventildtora) a obnovy
plicnej ventilacie (reoxygendcie) na vy&sie spominané parametre v zoletilovej anestézii.

Predpokladany prinos

Rozsirenie a detailnejSie pochopenie dopadu apnoickej epizddy a naslednej reoxygenacie na
reaktivitu srdca a kontrolné autonémne mechanizmy u oboch pohlavi z chronobiologického aspektu.
Dotyka sa to oblasti spankovych pordch dychania, ako napriklad pri syndréme spankového apnoe.
Spojenie ochoreni kardiovaskuldrneho systému s ob3trukénym typom spankového apnoe je Siroko
popisané v literatire, no menej je zndme o efekte centrdlneho spankového apnoe na poruchy
srdcového rytmu, ¢o riedi aj nd$ model.

VyuZitie poznatkov z nasho experimentélneho modelu je mozné v aplikovanom, respektive aj v
klinickom vyskume os6b, trpiacich na spominany syndrém. Pomerne aj vefa muzov, ale aj Zien, pracuje
v smenovych prevédzkach, alebo napriklad aj pri prechodoch cez viaceré €asové zdny. To sl situacie,
kedy sa ich vnitorné rytmy desynchronizuji s rytmicitami vonkajsieho prostredia pri¢om takato
desynchronizécia moZe menit néchylnost myokardu na rdzne poruchy srdcového rytmu aj vo vztahu k
apnoickym epizédam a obnove pltcnej ventilacie. Elektrofyziologické predispozicie k arytmiam, tonus
autonomneho nervového systému su jednoznaéne menené apnoickou epizédou. Otvorenou otézkou
zostdva, ako sa budu menit v zavislosti na pohlavi a periodicite vonkajdieho prostredia, v naSom modeli
na cykle striedania sa svetla a tmy. Znamena to, #e vulnerabilta srdca ku komorovym arytmiam v
spojeni s apnoickou epizédou a v interakcidch s faktormi, ktoré spustaju poruchy srdcového rytmu
(autonémny nervovy systém) moze byt odlind v réznych ¢asoch diia.



Druhy pouzitych zvierat a ich poéty: 80 pohlavne zrelych potkanov kmena Wistar, konvecny chov, z
toho 40 samic a 40 samcov

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouiité zvierata vramci vykonania projektu: Ide o
jednorazové experimenty, kde nie je moinost zotavenia, nakolko prebehne tracheotémia a umelo
ovplyviiovand plicna ventilacia. Experimenty budi prevadzané v celkovej anesteze a zvieratd budu
usmrtené aplikdciou nadmerej davky anestetika.

Re¥im striedania sa svetla a tmy je jeden z najvaésich synchronizatorov endogénnych rytmov.
Nepriaznivy efekt takéhoto reZimu nemd vplyv na zdravotny stav zvierat, aspon o tom neexistuje
siaden literarny doklad. Nakolko experimenty budd robené pocas pracovnej doby, zmena svetelného
re¥imu nam umozni otestovat aj efekt tmy, nielen svetla. V inom pripade by sa museli experimenty
robit po¢as 24 hodin, ak sa ma hodnotit efekt svetla a tmy na sledované parametre. Cely Casovy
postup experimentu je Uplne rovnaky u vietkych zvierat, len s tym rozdielom, Ze skupina 1 a2 bude
robend po adaptécii zvierat na reZim svetla a tmy, kde svetlo bude od 06:00 do 18:00 hodiny
(simuldcia svetlej periédy) a skupina 3 a 4 bude robena po adaptdcii zvierat na rezim svetla a tmy, kde
svetlo bude od 18:00 do 06:00 hodiny (simuldcia tmavej periédy). Tymto spédsobom sa méze testovat
efekt neaktivnej (svetlo) a aktivnej {tma) periédy ich rezimového dia.

Zvierata budd drzané v absolitne tych istych chovnych podmienkach a to pri oboch svetelnych
rezimoch.

Zvieratd nebud( individudine oznacované, budd vedené len zdznamové karty o zvierati (prijem na
oddelenie, veterinarna starostlivost, karanténna, podmienky ustajnenia, adaptdcia, Cas experimentu,
exitus a podobne). Individudine ozna&enie pri tomto type experimentu nie je potrebné, nakolko to
isté zviera nebude neskorsie prechadzat inymi experimentalnymi procedrami. Su to jednorazové
experimenty konciace sa exitom zvierata.

Predpokladana Groveii krutosti: Postupy v experimente st v kategdrii krutosti ur€ené ako slabé.
Zvieratd budd pocitovat iba kratkodobu slabu bolest a to pri aplikécii anestetika a nebudd pocitovat
prakticky Ziadne utrpenie a strach.

manipuldcia so zvieratami — slaba

adaptécia zvierat na svetlo-tma rezim - slaba
aplikacia Zoletilu — slaba

usmrtenie —slabd

Popis pouzitych metodologickych postupov a ich zdévodnenie

Anestézia — zoletilova anestézia v predpisanej dévke. Lahka aplikovatefnost — intraperitonedlne
nakolko sa anestézia podava aj v tmavej €asti rezimového dfia. Celkovy anesteticky efekt cca 45 mindt
bez dalSieho bolusu anestika.

Tracheotémia — nutnd pre kontrolovatelnt ventildciu pfic (nastavitefny dychovy objem a frekvencia
dychania)

2 mintitové ventilaéné apnoe centralneho typu — vyvolané vypnutim dychacej pumpy, nakofko 90 aZ
120 sekund apnoicke]j epizédy (vypnutie ventilatnej pumpy) vyvolévaji pomerne vyrazné zmeny v EKG
a nevyvolavaji poruchy srdcového rytmu. Trvanie apnoe nad 120 sekind vyvolava spontanne poruchy
srdcového rytmu (najéastesie bigemiu s naslednymi blokmi AV vedenia).



5 minutové ventilacné apnoe obstrukéného typu — vyvolané znizenim ventildcie o polovicu dychovej
frekvencie a dychového objemu. Trvanie hypoventildcie nad 5 minat vyvoldva spontanne poruchy
srdcoveho rytmu (najéastesie bigemiu s naslednymi blokmi AV vedenia)

20 minUtova reoxygendcia — dostacujlica pre postdenie zmien v elektrickej stabilite srdca a v dal$ich
hodnotenych parametroch. DlhSie trvajuca reoxygendcia v podstate neovplyviiuje sledované
parametre.

Softwarové snimanie a hodnotenie EKG a frekvencie srdca - politatovy systém ID Instrument na
snimanie a hodnotenie biosignédlov

Softwarové snimanie a hodnotenie variability frekvencie akcie srdca — poditaéovy systém ID
Instrument na snimanie a hodnotenie biosignalov

Projekt bude podliehat opitovnému schvalovaniu: nie



Aktualizované netechnické zhrnutie projektu po spatnom postideni

Nazov projektu: Uloha vitaminu D a daldich markerov vo vztahu k priebehu sclerosis multiplex

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: Ro-3352/16-221

Kliéové slova: demyelination, encephalomyelitis
Kiucove siova: Y

2 .

el projektu: zdkladny vyskum

Ciel projektu:
Ciefom projektu bolo po indukcii a optimalizacii modelu experimentélnej alergickej encefalomyelitidy
u C57BL/6NCrl my3i vyhodnotit vplyv derivitov vitaminu D na frekvenciu a zavaznost vyskytu réznych

$tadii vyvoja patoldgie EAE (relaps, remisia) a na progresiu neurologického zneschopnenia zvierat.

Prinos z vykonaného projektu:

Preventivne vitaminu D vyznamne ovplyvnilo neurologické skore priebehu EAE a proteomicky profil
plazmy. Zvierata sEAE apremedikiciou svit D vykazovali miernejsie motorické priznaky
neurologického poskodenia vplyvom vyvolaného EAE, napr. ako je paraplégia zadnych konéatin,
ochabnutie chvosta, slabost aZ paralyza zadnych konéatin. Zvieratd boli ovela Zivotaschopnejie po
podani vit D v porovnani s s EAE zvieratami bez podania vit D.

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rdmci vykonavania projektu:

Po s.c. aplikacii MOG peptidu sa objavili podkoZné zdureniny, ktoré sa postupne vstrebali. Zvierati si
rychlo zvykli na testy, pri ktorych sa hodnotilo EAE skére. Zakroky smerujice k vyvolaniu EAE vyrazne
neovplyvnili zvierata. Po vzniku priznakov EAE dochddzalo k zhoreniu zdravotného stavu, postihnuté
zvieratd prejavovali zndmky neurologického poskodenia — predovietkym poruchy chddze, slabost
zadnych kon¢atin aZ ich paralyzu, zhorsenu koordinaciu a stratu tonusu chvosta. Niektoré zvieratd boli
v dosledku zhorSeného zdravotného stavu usmrtené.

Pocet a druh pouZitych zvierat:
V projekte bolo pouZitych 85 dospelych samic mysi kmeria C57BL/6NCrl

Klasifikacia krutosti postupov:

Planované postupy vykonané na zvieratdch boli zaradené do kategérie — kruty. Ide o zvieraci model
fudského ochorenia sclerosis multiplex, pri ktorom je pravdepodobné, fe tento postup vdzne narusi
pohodu alebo celkovy stav zvierat.

Zakrok Krutost

VéZenie zvierat slaba 85

s.c. aplikacia MOG peptidu slaba 61

i.p. aplikacia pertussis toxin stredna 61

opakované poddvanie fyziol.roztoku a vit.D strednd 34

opakované vyhodnocovanie EAE strednd 26

preZivanie zvierat po vyvolani EAE krutd 61/5 utratené

Uplatiiovnanie zésad 3R:




Nahradenie zvierat (Replacement):

Na sledovanie vplyvu vitaminu D na poskodenie centrdlneho nervového systému v désledku
autoimunitnej demyelinizacie azdpalu pocas experimentalnej autoimunitnej encefalomyelitidy
neexistuje alternativna metéda, ktord by bud' na izolovanych bunkovych linich, tkanivovych kultdrach,
¢i postupoch in vitro dokonale modelovala subor procesov a mechanizmov suvisiacich
s autoimunitnym zépalovym po3kodenim centrélneho nervového systému bez vyufZitia celostného
pristupuy, t.j. na experimentalnych zvieratach. Dévodom je vysoka komplexnost procesov, kooperacia
réznych typov buniek a systémov, ako aj celkova odpoved organizmu na podkodzujlci podnet.
ZniZenie poctu zvierat (Reduction):

Planované experimenty boli navrhnuté tak, aby bol pouZity ¢o najmensi podet zvierat, aby sme
zabezpecili validitu a reprodukovatelnost vysledkov. Mensi poéet zvierat by mohol ovplyvnit
objektivne zhodnotenie vysledkov celého projektu.

Zjemnenie (Refinement):

Zdakroky smerujtce k ovplyvneniu a vyvolaniu EAE, t.j. subkutdnne a intraperitoneélne poddvanie latok,
zvierata boli pre zvierata kratkodobo mierne bolestivé. Vyvolanie chronickej relapsujicej EAE narugilo
pohodu resp. celkovy stav zvierat. Akltne priznaky demyelinizécie postupne v priebehu jedného
mesiaca odzneli a zvierata sa zotavili. Nase predchddzajice skisenosti s modelom EAE u C57BL/6NCrl
mysi hovoria, Ze aj zvieratd, u ktorych vzniké najcastej$i motoricky priznak EAE, ktorym je paraplégia
zadnych konéatin, st velmi Zivotaschopné a prestvaju sa k zdroju potravy pomocou prednych
koncatin. Zvieratd boli chované v Standardnych podmienkach. V klietkach boli umiestnené v malych
skupinach po 3-4 kusy. Klietky v3etkych zvierat boli obohatené o iglu doméeky, ktoré zabezpetili
zvieratam ukryt a o drevené hranoleky na hryzenie a hranie. Utratenych bolo 5 zvierat.

Spétné posudenie projektu: projekt vyZadoval spitné postdenie




Netechnické zhrnutia projektu — W/ ual; 2a 'y

Nizov projektu: Aplikacia kombinovanej terapie na potladenie sekundérneho poskodenia
miechy po traume

Cislo konania rozhodnutia o schv4leni projektu: Ro 4434/16-221/3
KIi¢ové slova v projekte ( max 5 slov): kompresia miechy, zapal, inhibi¢né molekuly,
rastové faktory, elektrostimul4cia.

Uéel projektu”:

Zékladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regula¢né metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare P'udi alebo zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich dalsieho pouZivania v postupoch

Ak je iny tcel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

(napr. nie si eSte vysledky z takéhoto vyskumu, nutnost’ jeho vykonania z hl'adiska vedy,

z klinického hl'adiska)

Ciel'om predloZeného projektu bolo redukovat’ sekundarne poskodenie v mieche po traume.
Zvys$ené uvoltiovanie dvoch skupin rastovych inhibitorov — inhibitorov spojenych

s myelinom (MAISs) a inhibitorov spojenych s extracelularnou matrix (ECM) v okoli lézie
vyrazne limituje funk&nd obnovu a anatomické znovu-usporiadanie $truktir

v experimentalnych modeloch poskodenia miechy. Cielom projektu bolo podporit
regenerdciu ax6nov a zlepsit’ funkény stav po traume miechy 1) blokovanim signalnych drah
pre tieto rastové inhibitory, 2) aplikaciou protizdpalového lie¢iva Atorvastatinu, 3) aplikaciou
dlhodobej elektrostimuldcie, a 4) dlhodobym vytrvalostnym tréningom, ktory stimuluje
tvorbu rastovych faktorov. Vytrvalostny tréning (beh) spdsobuje pretrvévajuci narast hladiny
BDNF v krvnom obehu. Ked'Ze BDNF prech4dza cez hematoencefalick bariéru v oboch
smeroch, jeho zvySena hladina v krvi mdZe predstavovat’ potencidlny rezervoar pre potreby
mozgu za kPudovych podmienok. NaSe predchédzajuce vysledky ukézali, Ze 6-tyZdiiov
trvajici vytrvalostny tréning ma dva dni po ukond&eni posledného cvidenia za nasledok
signifikantné zvySenie hladiny BDNF a TrKB mRNA v striate, strednom mozgu a hipokampe
(0 58%, 89% a 62%) (62). Navyse, fyzicky tréning (dobrovol'né, aktivne krokové cviGenie

v kombindcii s pasivnymi pohybmi prednych a zadnych kongatin) uinne zvysuje
posttraumatickt urovefi BDNF, NT-3 a NT-4, &im podporuje vhodné prostredie pre rast
axonov. Predpokladali sme, Ze 6-tyZdiiovy vytrvalostny tréning (beh) pred samotnym
poskodenim miechy zvysi tiroveit neurotrofickych faktorov a ich receptorov v motoneurénoch
miechy, ovplyvni regeneraénii kapacitu neurénov a v koneénom désledku aj samotnu
kompenzaénil schopnost’ miechy voéi poskodeniu.

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

Nasa pracovné hypotéza bola zaloZena na poznatkoch, Ze vyvin lokalneho edému a vysledna
sekundérna ischémia v epicentre poskodenia miechy vedie k narastajticej degenerécii ax6nov
a k strate funkcie zadnych koncatdn. Nage vysledky maju pre neuroregeneraény vyskum
prinos z viacerych hladisk. Blokovanie inhibi¢nych molekul pogas prvych dvoch tyzdiiov po



traume miechy podstatne ochranilo integritu tkaniva v mieste lézie a jej okoli a zvySilo
expresiu prerastajicich vlakien. Atorvastatin, aplikovany ihned’ po traume vyrazne potlacil
markery zapalovej odpovede a zniZil apoptézu buniek, a po dlhodobom prezivani podporil
expresiu génov, ktoré zohravaju Glohu v neuroregenerdacii a funkénej obnove. Po
vytrvalostnom tréningu sme identifikovali signalne drahy, ktoré sa aktivuju a su kl'a¢ové pre
stimulaciu rastovych faktorov. Elektrostimulécia je neinvazivny pristup, ktory inhiboval
astrogliozu, redukoval poskodenie bielej hmoty v zadnych povrazcoch a zvysil prerastanie
GAP-43 imunoreaktivnych axénov a neurofilamentov. V porovnani s nelie€enymi zvieratami
sme po aplikacii terapeutickych pristupov zaznamenali vyznamné zlepSenie neurologickych
funkcii. Potlagenie zapalovej reakcie, potladenie inhibitorov spojenych s myelinovymi
fragmentmi a tvorbou gliovej jazvy, elektrostimulacia, ako aj vytrvalostny tréning by mohli
mimoriadne pomdct’ pri vypracovani optimélnej kombinovane;j stratégie na reparaciu
traumou poranenej miechy. Ak sa podari udrzat’ regeneraény potenciél zrelych neurénov

a Uspe$nu regeneraciu axénov aj po skonéeni lie¢by, malo by to znamenat’ klinicky relevantné
zlepSenie neurologickych funkeii.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZné pocty:

V experimentoch boli pouzité laboratorne potkany (Rattus norvegicus) kmetia Wistar, samice
v podte 480 ks na celd dobu rieSenia (02/2017-06/2020), pri¢om celkovy pocet schvalenych
experimentalnych zvierat bol 525.

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

Kompresia miechy bola uskuto&nend z jej dorzélnej strany, ale tlak na miechu vyvolal
poskodenie, ktoré sa rozsirilo aj do okolia. Tym sa porusili zdkladné motorické reflexy, ktoré
zabezpecuju stalu adapticiu dizky svalu na pohyb, d’alej polysynaptické reflexy, ktoré
ukonduju kontrakcie vyvolané napinacim reflexom a exteroceptivne reflexy, ktoré vznikaji
drazdenim receptorov ulozenych predovsetkym v kozi. Tieto reflexy boli po traumatickom
poskodeni miechy zachované iba CiastoCne.

Predpokladana aroven krutosti:

Na zsklade posudzovanych faktorov bola u 363 zvierat navrhnuté klasifikacia krutosti
postupu ako ,.kruta“. Klasifikdcia krutosti pre zvySnych 117 zvierat bola stanovena ako
,,stredna krutost™. Ide o niZ8ie uvedené experimentalne skupiny: kontrolné zvierata, ktoré boli
pouzité pri kaZdom zakroku (lieEba atorvastatinom, liecba s inhibitorom Y-27632, aplikicia
chitozanu na premostenie kavity, podpora prerastania vlaken pomocou elektorostimulatora,
endogénna stimulécia rastovych faktorov vytrvalostnym trénovanim zvierat) na molekularno—
biochemické analyzy (60 zvierat) alebo imunohistochemické analyzy (57 zvierat).

Uplatiovanie zisad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdovodnenie preco sa nemoZe pouZit’ alternativna
metoda bez pouZitia zvierat)

Existujuce alternativne metédy nemozu poskytnut’ komplexnu odpoved’, pretoZe sa jedna

o finélne testovanie fyziologickych a patofyziologickych ucinkov. Pocet zvierat pouzitych v
kontrolnej a experimentalnej skupine je obmedzeny na moZné minimum. Zvierata boli uspaté
Isofluranom, po zasahu sa im podavali analgetikum (Novalgin). Odber na biochemické
analyzy bol uskuto¢neny v hlbokej thiopentélovej anestéze. Na histochemické analyzy bol
odober torakélnej miechy uskutoéneny vyluéne po eutandzii zvierata.



2. Redukcia poétu zvierat:

(Zdbvodnenie pouzitia uréeného pottu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZil minimalny moZny pocet zvierat)

V Ziadosti o schvalenie projektu sme pri planovani poétu zvierat zvaZovali nad dvoma
zékladnymi parametrami. Brali sme do uvahy moznd imrtnost’, ktoré sa neda presne
predvidat’, ale aj moZnu variabilitu vysledkov. V projekte boli navrhnuté aj nové metodiky,
ktoré sme doposial’ v experimentoch nepouZivali a bolo potrebné ich najprv vyskasat’. Z toho
dbvodu bolo v kaZdej experimentalnej skupine planovanych 5-10 zvierat. Tento podet je
podla naSich doterajsich skusenosti najniZ§i vhodny pocet pre ziskanie $tatisticky
vyznamnych vysledkov.Nakolko traumou poranend miecha nemdze byt’ pouZita zaroveti na
biochemické ako aj na histologické a imunohistochemické analyzy, na kvalitativne

a kvantitativne stanovenie poskodenia miechy a ur&enie protektivneho vplyvu bolo
nevyhnutné navrhnit’ vy$3i pocet zvierat. Podas rie§enia projektu bola validita novych metéd
uspeSna a variabilita vysledkov nebola vyrazna. Z toho dévodu nebolo potrebné pouzit’ v

nadich experimentoch navrhovany po&et zvierat. Celkovy podet zvierat sa zredukoval na 480
ks.

vvvvv

spdsobené iba nasimi zdsahmi). V m4ji 2018 boli uskutodnené patologické a bakteriologické
vySetrenia. U zvierat bola zistena hyperémia pedene, kataralna enteritida, a tieZ boli u nich
potvrdené Eschericua coli. Zvierata boli preliedené, skiiSobne pouzité v experimentoch, a ked’
u nich nebol pozorovany thyn boli pouZité v naslednych experimentoch.

3. Zjemnenie:
V3etky zakroky, ktoré boli uskutoénené na zvieratach, boli vykonavané pod celkovou
anestézou, t.j. neboli pre zvierata bolestivé.

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

Experimentalne zvieratd boli po¢as zakroku v celkovej anestéze, po zakroku im boli podavané
analgetika a antibiotika, aby sa predilo pripadnej bolesti a zapalovej reakcii. KaZdodenna
starostlivost’ o experimentdlne zvierata bola zabezpetena vysokoskolsky vzdelanymi &lenmi
projektu, ktori maji prax s experimentami na zvieratach. RiesitI'sky tim bol pregkoleny
Instittom vzdeldvania veterindrnych lekarov v ramci $kolenia ,,Ochrana zvierat pouZivanych
na vedecke cely alebo vzdelavacie ugely* . Experimentalne zvieratd boli po zasahu
oznaCené na chvoste a nasledne boli umiestnené individualne v klietkach s uvedenim &isla
zvierata.

Nakol’ko nepracujeme s infek&nymi ani toxickym materialmi, zvierata boli §tandartne
umiestené v pooperaénom oddeleni zvieratnika.

Projekt podlieha opitovnému schvalovaniu: 4no  nie



Priloha ¢. 1 ,

Netechnické zhrnutie projektu — MMMW-Q

Nazov projektu: Metddy predikcie degradovatelnosti a stravitelnosti dusikatych latok krmiv pre
preZavavce

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: C. k. Ro 2738/16-221

Klaéové slova v projekte {max 5 slov): bachorova kanyla, intestindlna kanyla, bachorova
degradovatelnost, ¢revna stravitelnost Zivin

Ucel projektu’: Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulaéné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare ludi alebo zvierat

Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolénil geneticky zmenenych zvierat bez ich dalSieho pouZivania
v postupoch

Ak je iny Ucel projektu, uvedie sa aky

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

Predkladany navrh projektu je vysoko aktudlny vzhladom na potrebu zniZit naklady na chov
hovédzieho dobytka (najma dojnic) a zvysit ochranu Zivotného prostredia (kedZe dojnica rocne vyluci
okolo 130 kg N). Podstata rieSenia tohto problému je v preciznom, vybilancovanom kfmeni
preZuvavcov. K tomu prispeju ¢o najobjektivnejsie informacie o obsahu Zivin a ich kvalite v krmivach,
t.j. o skutoénej nutriénej hodnote krmiv. Vyskumnym pracoviskdm je dand dloha vyvinut rychle a
praktické metody pre stanovenie charakteristik degradacie, ktoré umoznia na zaklade matematickych
modelov predikovat potreby Zivin a modelovat kimne davky.

Predikéné empirické rovnice k formulovaniu kimnych davok pre optimalnu produkciu s vypracované
v kontrolovanych podmienkach vyskumnych pracovisk (Fox et al., 2004)}. Pri celosvetovom raste cien
krmiv sa zvy3uju vstupy do chovu dojnic, preto je ddlezité, aby boli kimne davky zostavené na takej
arovni, ktord dostatoCne zabezpeli potreby organizmu v jednotlivych fyziologickych 3tadiach s
minimalnym negativnym dopadom na Zivotné prostredie. Nie je Ziaduce, aby zvySeny obsah Zivin v
kfmnych davkach zvySoval ich vyluovanie a nepriaznivo ovplyviioval vodné zdroje a ovzduiie.
Spravne nastavenie parametrov pre vypocet kimnych ddvok zabezpedi vysoku utilizaciu Zivin (Chase
et al., 2009; Tylutki et al., 2008).

Dojnice maju vysoké naroky na prijem energie a N - latok, resp. jednotlivych aminokyselin, ktoré
vyuZiju na produkciu mlieka a zabezpecenie svojich telesnych potrieb s prihliadnutim na potreby
bachorovej mikrofléry - zabezpecenie optimalneho zloZenia bachorovej mikrofldry, jej optimainej



funkcie a optimalneho mikrobidlneho rastu (Wallace et al., 1996; Ouellet et al., 2004; Marini et al.,
2008).

Weendensky systém, ktory analyzoval hruby obsah zakladnych Zivin spolu so systémom celkovo
stravitelnych Zivin umoZfioval viac ako jedno storogie vypoéitat energiu a N - Iatky vyuZitelné z krmiv
(Morrison, 1958, cit. Sniffen et al., 1992). V osemdesiatych rokoch boli vyvinuté systémy pre
hodnotenie energie pre potreby preidvavcov (Schiemann et al., 1971; NRC 1978; van Es 1978; a ini).
Pre svoju nepresnost v predikovani potrieb Zivin a ich skuto&ného krytia pre konkrétne produkéné
skupiny zvierat sa pokraCovalo vo vyvoji novych systémov aj pre posudzovanie kvality dusikatych
latok. Existujice systémy hodnotiace N -ldtky pre preZdvavce (PDI - Vérité et al., 1989; DCE/OEB-
system - Tamminga et al., 1994; NRC 2001; AAT/PBV - Madsen et al., 1995; a iné) umoZiuju
predikovat nutri¢nd hodnotu N- latok krmfv a navrhndt poZiadavky zvierat na N- latky degradované v
bachore (RDP) a intestindlne strdvené a absorbované bielkoviny. Tieto modely predikuju nielen
uzitkovost zvierat, ale aj exkréciu Zivin (Fox at al., 2004).

Nutricnd hodnota N- latok v krmivach pre prezivavce je charakterizovana rychlostou degradécie a
rozsahom degraddcie v bachore a Crevnou strdvitelnostou v bachore nedegradovanych bielkovin
(RUP). Pre charakterizaciu N- latok krmiva je nevyhnutné ziskat presné a spravne hodnoty RDP a RUP
a Crevnej stravite/nosti RUP. Suc¢asné modely hodnotenia krmiv st zalozené na frakciondacii N- latok. V
eurdpskych systémoch hodnotenia krmiv (PDI - Vérité et al., 1989; DCE/OEB-system - Tamminga et
al., 1994; AAT/PBV - Madsen et al., 1995; a iné) i americkom NRC (2001) sa viac ako 30 rokov pouZiva
technika in situ (alebo in sacco) podla @rskova a McDonalda (1979) .

Presne stanovené koeficienty intestindlnej stravitefnosti (IS) v bachore nedegradovanych bielkovin
krmiva su zékladnou podmienkou sprédvneho bilancovania kfimnych dévok. Délefité je ziskat o
najviac Udajov pre tuto charakteristiku za Standardnych podmienok vzhladom k tomu, Ze existuju
rozdiely v stravitelnosti RUP medzi krmivami (Schwab et al., 2003).

V sucasnosti existuje niekolko réznych metdd in vitro, a bola posudzovana ich vhodnost na presnd
predikciu v bachore degradovanych N- latok (Schwab et al., 2003). Metddy in vitro boli
kategorizované na metddy vyuZivajuce bachorovi $tavu a v nej pritomnG mikrofléru, ktord v
anaerobnych podmienkach degraduje bielkoviny krmiva na niZ3ie frakcie N - peptidy, aminokyseliny
aZ na amoniak (Broderick, 1987; Broderick et al., 2004; a i.). Dalej na metddy in vitro nezavislé od
bachorovej Stavy, ktoré zahffiaji inkubdciu s bezbuneénymi proteolytickymi enzymami ziskanymi
extrakciou zo zmesi bachorovych mikrébov alebo komerénymi protedzami (Aurére et al., 1982). In
vitro chemické metddy zaloZené na frakciondcii N- |atok krmiv spocivaji na rozpustnosti N- ltok v
pufri a v neutrdlne a kyslo detergentnych roztokoch (Sniffen et al., 1992; Licitra et al., 1996). Tato in
vitro technika nevyZaduje fistulované zvierata a je menej ¢asovo i finanéne naroénd. Je to najviac
rozsireny a sofistikovany chemicky analyticky postup na kvantifikovanie frakcii N v krmivéch (Schwab
et al., 2003). Schému frakcionacie N-ldtok pouZiva i Cornell Net Carbohydrate and Protein System
(CNCPS), ktory frakcionuje N- latky na pat frakcif s réznou rychlostou degradacie (Sniffen et al., 1992;
Tylutki et al., 2008; van Amburgh et al., 2012; a i.).

Podobne ako na stanovenie bachorovej degradovatelnosti aj na stanovenie intestindlnej
stravitelnosti existuje niekolko metdd, ktoré maju svoje prednosti a nedostatky, napr. metdda in vivo
(Rohr et al.,, 1979 a i.), metdéda mobilnych vrect3ok (mobile bag metéda), ktorej pouzivanie je velmi
rozsirené (De Boer et al., 1987; Frydrych, 1992; Taghizadeh et al., 2005; Homolka et al., 2007; Yayota
et al., 2009; a i.) a metdda in vitro pomocou komerénych enzymov (Setéld et al., 1984; Todorov a
Grigorov, 1991; Calsamiglia a Stern, 1995 a i.). Schwaab et al. (2003) povaZuju poslednt uvedenut za
vybornu alternativu k mobile bag metdde. Z tejto metddy vychddza aj modifikovand metdda
aplikovand na pristrojové zariadenie DAISYII, v ktorej sa vyuZivajl proteolytické enzymy. Pepsinom sa
simuluje travenie bielkovin v sleze a na travenie zodpovedajlce v dvanéstniku sa pouziva pankreatin,
ktory je zmesou trypsinu, amylazy a lipazy.

Z uvedenych metdd stanovenia bachorovej degradovatelnosti N- latok metdda in situ ma najvacsie
prednosti z dévodu, Ze je to dynamicky proces a krmivo je vystavené podmienkam travenia
podobnym ako su in vivo a rovnako je to i pri metdde mobile bag (Schwab, 2003).



Ciefom je roz3irit metédy stanovenia rozsahu a rychlosti degradacie jednotlivych frakcii N a
intestindlnej stravitelnosti o metddy rychlej$ie a menej pracne, aviak s dobrou presnostou a
opakovatelhostou vysledkov. Nédhrada pouzivanej metddy in situ a mobile bag v procese hodnotenia
krmiv metédami in vitro umoZni rychlejiie ziskat aj daldie parametre o kvalite N- latok a tym aj o
kvalite krmiv, ktoré doplnia databazu krmiv pre prefivavce. To umoini vypracovat systém tvorby
lepsie vybilancovanych kimnych davok s efektivnou utilizaciou Zivin (energie a N- latok) a tym
mensich strdt N pocas fermentdcie v bachore a intermedidrnom metabolizme. Aviak na to, aby sme
mohli spominané metdédy porovnat, potrebujeme ¢o najvi&sie mnoistvo udajov a charakteristik
ziskanych metédou in saco a mobile bag na zvieratach s voperovanymi bachorovymi a duodenélnymi
kanylami v proximalnom duodene.

Jednym z hlavnych cielov projektu je zabezpedit efektivnejdie vyuZivanie, trvali reprodukciu a
ochranu prirodnych a teda aj nutricnych zdrojov, zvy$ovanie kvality a potravinovej bezpe¢nosti.
Kvalita Zivin a ich premena v procese travenia ovplyviiuje produkciu Zivo&isnych produktov, kvalitu
potravin, ekonomiku produkcie ako aj Zivotné prostredie.

VyZiva zvierat je bezprostredne spata cez transformdciu Zivin z rastlin s prirodnym prostredim, preto
ucinné a efektivne ovplyvnenie utilizicie krmiv na fivolidne produkty je moiné len neustdlym
prehlbovanim poznatkov. Urovefi utilizdcie krmiv je vysiedkom dokonalého poznania vyzivnej
hodnoty krmiva na jednej strane a potreby Zivin a energie pre zvieratd na strane druhej. Zdmerom
rieSenia projektu je formulovat biologicky zdévodnené parametre, postupy a stratégie vyuZitia,
Upravy, skladovania, transformécie a efektivneho zhodnotenia produkéného potencidlu domacich a
perspektivnych nutri¢nych zdrojov, so zdmerom upresnit ich potrebu, podmienky efektivnej utilizacie
Zivin v organizme zvierat a eliminovat negativne pdsobenie na Zivotné prostredie, zviera a cez kvalitu
Zivocisnych produktov na éloveka.

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

K predloZeniu projektu nds viedla snaha, ale aj potreba zlepsit, zjednodusit metddy predikcie
nutrié¢nej hodnoty krmiv pre predvavce.

Preciznost kfmenia preZtvavcov vyzaduje presnost v predikcii kimnych komponentov, v predikcii
vztahu medzi chemickym zlozenim krmiv a bachorovou degradaciou, resp. &revnou stravitelnostou.
Velmi dbleZité je vybilancovat bielkoviny a energiu v kimnych dévkach. Hlavnym ciefom v tejto
oblasti je poskytnit odporicania (v chove dojnic), na zaklade ktorych je mozné redukovat vstupy N a
naslednych strat N pocas produkcie mlieka a masa predvavcami.

ZlepSenie met6d pre stanovenie rychlosti a rozsahu degradacie krmiva a trdvenia v gastro-
intestindlnom trakte umozZnia farmarom a vyrobcom krmiv vytvorenie kfmnych dévok pre dojnice (a
dalsie preiivavce) s lepSou energetickou a N bilanciou ¢o nasledne zredukuje straty N, resp.
bielkovin podas fermentécie v bachore a intermedidrnom metabolizme.

Druhy poutitych zvierat a ich predbeiné poéty:
V projekte sme skutocne poufili 4 kusy hovadzieho dobytka — kravy (Holsteinské plemeno).
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondavania projektu:

Zvieratam bola voperovana intestindlna abachorové kanyla po aplikacii celkového a lokalneho
anestetika. OperaCny zékrok vykonaval skuseny veterindrny lekdr s dlhoronou praxou v danej
oblasti. Po operéacii sme zvieratdm poddévali analgetikd, aby sme obmedzili bolestivost na minimum.
Zdravotny stav zvierat bol désledne monitorovany. Pocas sledovaného obdobia nebolo zvieratdm
brénené v ich prirodzenom spravani. Boli dodrzané $tandardy chovu, umiestnenia a starostlivosti.



Predpokladana uroven krutosti:
Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

(zdévodnenie poutitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre¢o sa nemdze pouzit alternativna metéda
bez pouzitia zvierat)

Na zistenie redlnej bachorovej degradovatelnosti a ¢revnej stravitelnosti Zivin réznych druhov krmiv
je nevyhnutné poutzitie kanylovanych zvierat. Jedine na Zivom organizme je moZné ziskat exaktné
vysledky. PouZitie zvierat na takyto typ experimentu bolo nevyhnutné.

V sucasnosti existuje niekolko réznych metdd in vitro, ktorymi sa dé predikovat stravitelnost aj v
laboratérnych podmienkach, ale aby boli tieto metédy ¢o najpresnejSie, musia sa odvodit ¢o
najpresnejSie regresné vztahy. K odvodeniu tychto regresnych vztahov je nevyhnutné ziskat ¢o
najviac charakteristik degradacie Zivin pomocou metdédy in sacco a érevnej stravitelnosti metédou
mobile bag.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zdovodnenie pouzitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouZil minimalny moZny pocet zvierat)

Vzhladom na typ experimentu bude pouZity minimalny pocet zvierat, ktory eSte stali pre Statistické
vyhodnotenie. V projekte pouZijeme 4 kusy hovédzieho dobytka — kravy. Metodika in sacco (@rskov a
McDonald, 1979) ukladd pouzitie minimdlne 2 zvierat kvoli exaktnosti vysledkov a 1 zviera bude
rezervne.

Pre stanovenie ¢revnej stravitelnosti su podla metodiky potrebné paralelne 3 zvierata pre testovanie
1 krmiva a 1 zviera je rezervné.

3. Zjemnenie:

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

Pri referenénej metdde in sacco sa vieobecne vyuZivaju kravy, vzhlfadom na ich pomalsi rast a v
experimentoch ich je moZné pouZit dlhodobo. S tymto typom experimentov mame dlhoroéné
skdsenosti.

Pri operacii (vpravenie kanyl) bola bolest obmedzena na minimum, nésledkom vhodného poddvania
sedativ, analgetik a anestetik.

Zvieratd sme postupne navykali na manipulédciu s nimi pri vkladanf a vyberani vreciek, takie za kratku
dobu bol a je stres Uplne minimalizovany.

Projekt bude podliehat opidtovnému schvalovaniu: &he  nie



