Priloha €. 2

Netechnické zhrnutie projektu:
Nazov projektu:

“Transkripcia myogénnych regulaénych faktorov spojenych s proliferaciou a diferenciaciou
satelitnych buniek v prsnom svalstve po aplikécii Enterococcus SJaecium AL41 CCM 8558”

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: 77 bt /4 - 3/2020 2070

Klaéové slova v projekte (max 5 slov): kuréa, svaly, Enterococcus, jejunum, imunita

Ugel projektu’: Zakladny vyskum
Transla¢ny alebo aplikovany vyskum
Regulacné metddy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/20057. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare fudi alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdeldvanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie koldnif geneticky zmenenych zvierat bez ich daléieho pouZivania
v postupoch

Opisat ciele projektu:

V stcasnosti je venovana velkd pozornost imunomoduldcii po aplikacii probiotik.
Zaujem vyskumu je orientovany na pochopenie aktivacie produkcie cytokinov a chemokinov
Vv patogenéze a iniciacii imunitnej odpovede.

U kuriat v€asnd preventivna aplikdcia Enteroccus Jaecium viedla k zniZeniu podtu
salmonel a kampylobakterov v céku, podporovala vyvoj tenkého &reva ajeho ochrannu
mucinova vrstvu, a tieZ stimulovala vrodent a ziskan® imunitnu odpoved’. Predbezné zistenia
naznacuju, Ze podévanie niektorych probiotickych baktérii v kfmnej davke ovplyviuje aj
Strukturu svalovej hmoty prsného svalstva a kapilarizaciu.

Predkladany projekt je zamerany predovietkym na in vivo sledovanie génovej expresie
svalovych myogénnych regulaénych a transkripénych faktorov ako st Pax7, Myf 5, MyoD
arastovych faktorov IGF, HGF, EFG spojenych s proliferdciou a diferencidciou kmefiovych
buniek v prsnom svalstve pri modulacii &revného mikrobiému Enterococcus Jaecium AL41 =
CCM 8558, enterocin M produkujticim bakterialnym kmefiom s probiotickymi vlastnost’ami.

Sledovanie uvedenych faktorov bude skumané v stdinnosti so Stidiom d’al8ich
imunologickych, morfologickych a mikrobiologickych parametrov. Determinované zmeny
budu zistované v krvi, slezine, ceku, truse a svaloch, metédami polymerazovej reakcie (RT-
PCR), prietokovej cytometrie, spektrofotometrie,  histolégie, imunohistochémie
a bakteriologie.

V predoSlom postupe pri testovani bakteridlneho kmefia Enterococcus Jaecium AL41
in vivo u kur¢iat, ktoré bolo vykonané po infekcii s C. Jejuni bol preukdzany pozitivny vplyv
na produkciu cytokinov imunokompetentnymi bunkami izolovanymi z krvi a céka kuréiat.



Prinos z vykonaného projektu

Predpokladany prinos by mal spoéivat’ v obohateni poznatkov stvisiacich s objasnenim
mechanizmov vzt'ahu probiotickych baktérii na rozvoj svalovej hmoty.

Ziskané informécie o imunitnych mechanizmoch na molekulovej a bunkovej Urovni
umoznia vyvinit’ novy pristup k poznaniu vztahu ¢revnej mikrobioty a rastu svalovej hmoty
u brojlerov.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

Do in vivo postupu bude zaradenych celkovo 80 kusov jednodiiovych brojlerovych kuréiat
hybridu COBB 500, sam¢ieho pohlavia, rozdelenych do 4 skupin K1, K2, EF1 a EF2 (n=20).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu:
Pocas sledovaného obdobia nebude branené kuréatdm v prirodzenom spravani, budu dodrZané

Standardy umiestnenia, chovu a starostlivosti, vyru§ovanie bude obmedzené iba na aplikaciu
bakteridlneho probiotického kmena, dosledne bude monitorovany zdravotny stav zvierat.
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Presun zvierat pri Standardny sposob. Kratkodoby mierny

zabezpecovani Cistenia stres sposobeny fixaciou zvierat. Bolest Slaby
chovnych nadob #iadna. Dizka tukonu 1-2 min.

Perordlna aplikacia

Standardna metéda. Kratkodoby mierny

1x denne kultura baktérie s stres sposobeny fixaciou zvierat. Bolest Slaby

probiotickym ucinkom vo Yiadna. Dl¥ka ukonu 1-2 min.

fyziologickom roztoku

Postaplikacné obdobie Neocakdvame vyskyt klinickych

Zoznam otakévanych priznakov, prileZitostne moze byt Slaby

klinickych priznakov pritomna hnacka.

Kratkodoby stres spdsobeny
Usmrtenie dekapitdciou y P Y Stredny

manipuldciou s obmedzenim pohybu.

Zvieratd budu humanne usmrtené v pripade pritomnosti su¢asného klinického skoére
uvedeného pre naruSenie zdravotného stavu pri tychto $pecifickych ukazovatel'och:

Konzistencie trusu: vodnaty a krvavy trus (hnacka) — skore 3
Vyrazne zniZena aktivita, ospalost’, posedavanie — skore 2,
Pokles telesnej hmotnosti +20 — skoére 3,4



U zvierat'a, ktoré pri hodnoteni $pecifickych priznakov dosiahne hodnotiace skére 9,
pojde o "human end-point”, a nasledne na zaklade rozhodntia vediiceho postupu bude
huménne usmrtené dekapitaciou.

Predpokladana Groven krutosti:

Na zéklade posudzovanych faktorov navrhujeme krutost postupov oznacit’ ako “stredn1”. Na
konci pokusu budu vSetky zvieratd humanne usmrtené (podla prilohy €. 2 k nariadeniu vlady
€. 377/2012 Z.z.). Navrhnuté sposoby usmrcovania hydiny (dekapitacia) su vsulade s § 5
a prilohou €. 2 NV 377/2012 Z.z.

Uplatiiovanie zasad 3R
1. Nahradenie zvierat:

Z dbvodu sledovania interakcii v organizme medzi imunitnym, érevnym a svalovym
tkanivom po aplikéacii Enferococcus faecium AL41 = CCM 8558 Je pouZitie Zivych zvierat
nevyhnutné. Jednym z ddvodov je detekcia kolonizujicich baktérii aich poétov v &reve
a féces, druhym délezitym dévodom je ocakdvany vyskyt morfologickych zmien vo svaloch,
predstavovany narastom satelitnych myogénnych buniek po aplikécii enterokokov. Aplikacia
enterokokového kmefia s probiotickymi vlastnostami méZe viest a) k zmendm imunitnych
buniek a cytokinov v perifémej krvi, slezine a kvality mucinov v &reve, preto je potrebné
zaradit’ testovanie na Zivych zvieratich. Vzhladom na komplexnost’ dejov odohravajticich sa
Vv organizme, sicasnd uroveti vedeckého poznania neumoziuje nahradit’ poznatky ziskané zo
$tdii na zvieratach za tie, ktoré pochadzaju z in vitro postupov.

2. Redukcia poctu zvierat:

Do postupu bude zaradenych 80 ks kuréiat, bude vykonané 4. odbery, pre kazdy odber
a skupinu najmensi pocet, na ktorom je mozné robit’ relevantné Statistické vyhodnotenie pre
publikovanie v karentovych &asopisoch. Pri  odberoch Je pouZitie viacerych zvierat
nevyhnutné, nakol’ko budti vykonavané viaceré vySetrovacie metddy na organoch u kuréiat vo
veku do 12 dni, pocas ktorych postup bude trvat’. Pre zmysluplné vyhodnotenie vysledkov je
uvedeny pocet zvierat nevyhnutny.

3. Zjemnenie:

Do postupu budu zaradené jednodiiové kuréats a bude im aplikovany bakteridlny probioticky
kmeni Enterococcus faecium AL41 = CCM 8558, uktorého bola potvrdend produkcia
bakteriocinov a priaznivy uéinok tak na produkciu prozépalovych cytokinov, ako aj narast
imunitnej odpovede. Enterococcus faecium AL41= CCM 8558 je prospesnym enterocin M
produkujicim bakteridlnym kmefiom, ktory nepredstavuje riziko pre iné zvieratd a ludi.
V pripade vyskytu chorobnych priznakov budt choré zvierati prednostne pouzité na odber
biologickych vzoriek.

Zvieratd pouZité v tomto postupe nebudt opétovne zaradené do iného postupu, pretoze
vSetky budu usmrtené a pouZité na odber vzoriek biologického materialu.






Na zvieratdich sa nebudu vykonavat zakroky, ktoré by boli bolestivé, alebo si
vyzadovali anestéziu.

V priebehu postupu bude zvieratdim venovani Standardnd veterindrna starostlivost’.
Kontrola bude vykondvana veterindrnym lekérom, zodpovednym za starostlivost’ o zvierats.
Zvieratdam nehrozi ani preddvkovanie ani intoxikacia, v podstate ide o $tandardné postupy pre
dany typ overovania G&innosti probiotika pri zachovani vietkych podmienok podl’a prilohy &.
5 k nariadeniu vlady &.377/2012 Z.z.

Zvieratdm pri nastupe Klinickych priznakov zabezpedime dokladné Kklinické
monitorovanie s pouZitim v3eobecného hirku na zaznamenavanie klinického skore so
zvysenou frekvenciou monitorovania. Ked zvierata dosiahnu vopred stanovené klinické skore
pre huménne ukondenie postupu, huménne sa usmrtia,

Projekt bude podliehat’ opitovnému schvalovaniu: nie



Priloha ¢. 2 :

Netechnické zhrnutie projektu podPa § 40 Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: WO2 - ?'/'il 020 220
Vekom podmieneny rozvoj neskorych diabetickych komplikacii a predklinické hodnotenie
vybranych indolovych derivéatov.

KPacové slova v projekte: zvieraci model diabetu typu 2, inhibitor aldézareduktizy,
starnutie

a) Ciele projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte a typoch zvierat.

Projekt sa zaobera Studiom vzniku neskorych diabetickych komplikacii na ZDF
potkanoch. Prva &ast’ projektu, ktora je na urovni in vitro je zamerand na $tudium rozvoja
diabetu a postupny vyvoj neskorych diabetickych komplikacii v jednotlivych fazach vyvoja.
Druha Cast’ projektu je zamerana na $tGdium moZnosti farmakologického vyuZitia inhibitorov
aldozareduktizy na béaze substituovanych l-indoloctovych kyselin pri prevencii a lietbe
diabetickych komplikacii. St to l4tky, u ktorych sa na drovni in vitro prejavi schopnost’
inhibovat’ enzym aldézareduktiza a nebude sa prejavovat’ toxicita na bunkovych kulturach.
Ocakavanym prinosom projektu bude vyvoj vysoko G¢innych  latok farmakologicky
vyuzitePnych v prevencii a lie¢be chronickych diabetickych komplikacii a zdpalu, s ciefom
zniZit' morbiditu a mortalitu diabetikov a zlepSit’ kvalitu ich Zivota ako aj $tadium
mechanizmov rozvoja neskorych diabetickych komplikdcif a ich vplyv na jednotlivé organy.

V Casti projektu in vitro sa pouZije celkom 180 zvierat (dospelych samcov laboratérnych
potkanov kmetia ZDF). Kontrolné a experimentalne skupiny potkanov v tejto &asti $tudie
nebudi vytvarané. Vyssie uvedené podty zvierat sa s ohl'adom na pozadované Statistické
spracovanie stanovili nasledovne: 9 postupov po 10 diabetickych zvierat a 10 Lean zvierat.
Vek zvierat je 3, 5, 7, 9, 12, 15, 18, 21 a24 mesiacov. Alternativne metody ziskania
poZadovanych informécii o priebehu a rozvoja neskorych diabetickych komplikacii u
diabetikov s pouZitim tkanivovych kulttr neexistuju.

V Casti projektu_in vivo sa pouZije celkom 150 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov,
samcov, kmefia ZDF) v troch postupoch. Experimentélny diabetes u ZDF potkanov vznika
spontinne. V jednom postupe sa pouZije 50 zvierat (14 kontrolnych a 36 diabetickych)
Kontrolnym a diabetickym zvieratim v lie¢enych skupinach budit po dobu 60 dni podavat’
kazdy deii testované zlugeniny sondou do Zaludka, pripadne ak to charakter testovanej latky
dovoli — na piskétu. Na zvieratdch v dlhodobom in vivo teste budi vykonéavané behavioralne
testy na Stidium periférnej neuropatie — ,,Tail flick®, ,,hot plate* a ,,von Fray Filaments®.

Predpokladana ujma na pouzitych zvieratich bude len v diskomforte spOsobenom
fixdciou potkanov pri perordlnej aplikécii substancii a behaviordlnymi testami. Samotné
tkony v8ak budu kratkodobé nespdsobujiice dlhodobu bolest’, utrpenie alebo stres a bez
potreby podania celkovej anestézie i analgetik. Pre zistenie bezpecnosti a uéinnosti testovane;
latky s planovanym vyuZitim pre &loveka prinos projektu vyrazne prevySuje ujmu u
experimentalnych potkanov.

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

VazZenie zvierat — slaba
Jednorazova aplikécia anestetika — slabg
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Aplikécia testovanej latky p.o. 60 dni - stredna
Retroorbitalny odber krvi v Clasto¢nej anestézii — stredna
Prezivanie zvierat po indukecii hyperglykémie — stredna
Jednorazové behavioralne testy —stredna

b) Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Rozhodujiica ¢ast' projektu bude realizovana v podmienkach in vitro. Zvieratd budu
poskytovat' v tejto etape len krv a organy na za i¢elom $tudia rozvoja neskorych diabetickych
komplikacii. V postupoch in vivo sa budu testovat iba 3 derivaty. Tieto derivaty budi pred
vykonanim in vivo $tidie najskér otestované na trovni in vitro. Na enzyme ald6éza reduktaza
izolovanom z o¢nych $oSoviek potkanov (¢.Ro. 4314/19-221/3), otestované na trovni ex vivo
ana bunkovych kultirach. V pripade potvrdenia dobrej biodostupnosti a nizkej toxicity na
urovni in vitro a priaznivych vysledkov na kratkodobom experimente in vivo (10 diovy -
C.Ro. 4314/19-221/3) sa pristapi k testovaniu aj na ZDF potkanoch. Nepredpoklada sa
utrpenie potkanov pocas jeho realizicie. Podavat sa bude latka v nizkych koncentréaciach.
Nutnost’ realizécie postupov hodnotiacich u¢inok novosyntetizovanych latok na zvieratach
podporuje aj skutoénost’, Ze sa jedné o komparativnu $tidiu biologickej aktivity viacerych
zli¢enin. V medzinarodnych databizach DB —ALM ECVAM (European Center for the
Validation of Alternative Methods) a NC3Rs (National Centre for the Replacement,
refinement and Reduction of Animals in Research) sa nenachadzaji alternativne metddy,
ktoré by nahradili pouzitie experimentélnych zvierat. Pre komplexnost’ procesov absorpcie,
distribicie a metabolizdcie lie¢iv v Zivych organizmoch nie je moZné v projekte nahradit
navrhnuty animélny model alternativnymi metédami.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poétom experimentélnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu a bola zabezpedena reprodukovatelnost” a validita postupu pre fyziologické,
biochemické a morfologické analyzy aj ich Statistické vyhodnotenie. Zvierata budu rovnakého
pohlavia, veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnét
a tym Statisticky nesignifikantnym vysledkom. Z dévodu Setrenia poCtu zvierat sa v &asti in
vivo pouzije iba 6 kontrolnych , lean* ZDF potkanov. Potrebné dopliiujtice tidaje do Statistiky
za ziskajt z in vitro postupu, V jednom postupe in vivo sa testujii naraz 2 koncentracie. Cim
usetrime  kontrolné  skupiny, keby sme museli postup opakovat’ s vy$Sou/niZ$ou
koncentraciou,

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvierata budu po privezeni z chovného zariadenia v karanténe po dobu 7 dni budd umiestnené
po dvoch v dostatodne velkych vaniciach (rozmery 53x32x19 cm, plocha 1670 cm?)
za stanoven¢ho svetelného, tepelného a kfmneho rezimu. Budd v kontakte len so Skolenymi
pracovnikmi zverinca. Potkany v priebehu postupu prezZivaju stres len pri aplikacii latok a
manipuldcii snimi ako aj podas behavioralnych testov. Bude sa minimalizovat Setrnym
zaobchadzanim a obohatenim prostredia klietky predmetmi na hru i ohryzovanie, V pripade
nahleho zhorSenia zdravotného stavu jedincov charakterizovanych v tabulke human end
points budii huménne usmrtené. OSetrovatelia budq kontrolovat’ zvieratd 1-krat denne.
O humannom usmrteni bude rozhodovat veterinarny lekdr na zaklade informacii od
zodpovednych o0s6b za projekt. Eutanazia sa vykond bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii
preddvkovanim anestetik.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schval’ovaniu: nie
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PRILOHA 2

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Transplantacia c&revnej mikrobioty modulovanej laktobacilmi v terapii
ulceréznej kolitidy : '
&islo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 7./4/ ‘4/)—020‘*13 <

Kracové slova v projekte (max. 5 slov): ulcerézna kolitida, dextran sulfat sodny, fekalna

transplantacia, laktobacily
Uéel projektu’: zakladny vyskum

Ciele projektu:

Nespecifické Erevné zapaly (inflammatory bowel disease, IBD) je skupina chronickych
zapalov traviaceho traktu, ktore maju neinfekény povod a pri¢iny ich vzniku nie su zatial
dostatocne objasnené. Jednou z foriem IBD je ulcerézna kolitida, pri ktorej je zapal lokalizovany
v oblasti hrubého éreva a koneénika, ma kontinuélny charakter a zasahuje len mukédznu vrstvu
je nutny chlrurglcky zasah. Casto sa vyvijaju zavazné kompllkaCIe, veduce az k invalidizacii
pacienta. Z toho dévodu sa hladaju nové moZnosti prevencie a lie¢by IBD. Jednou z nich je
transplantacia Crevnej mikrobioty, pri ktorej sa do traviaceho traktu aplikuje kompletna komunita
¢revnych mikroorganizmov ziskanych od zdravych darcov. Liedebny efekt fekalneho
transplantatu méze byt zosilneny jeho obohatenim o $pecifikované druhy baktérii resp.
naturalnych latok. Cielom predkladaného projektu je otestovat terapeuticky efekt fekalneho
transplantatu ziskaného od zdravého ¢loveka a jeho modulovanej formy — obohatenej o dva
druhy laktobacilov (L. plantarum LS/07 a L. reuteri), u ktorych bola dokdzana probioticka a
protizapalova aktivita. Ako model bude vyuzity konvenény kmer potkanov s chemicky (dextran
sulfatom sodnym) indukovanou kolitidou. V projekte budl stanovované morfologické (stena
traviaceho traktu), mikrobiologické, biochemické, hematologické a imunologické (lokalna a

systémova imunitna odpoved) parametre.

Prinos z vykonaného projektu:

Pacienti s ulceréznou .kolitidou c¢asto trpia zavaznymi v&asnymi i neskorymi
komplikaciami, ktoré vyznamne znizuju kvalitu ich Zivota. Z toho dévodu sa hladaji nové
moznosti liecby IBD. Fekalna transplantacia by mohla byt vyhodnym, malo invazivnym
terapeutickym pristupom. Prinosom predkladaného projektu bude otestovanie lieéebného



uéinku transplantatu c¢revnej mikrobioty zdravého &loveka a jeho upravenej formy, cielene

obohatenej o prospe$né druhy laktobacilov, v modeli akutnej ulceréznej kolitidy. Z dihodobého

hradiska budu vysledky slizit ako zaklad pre klinické Studie.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné pocty:

laboratérne potkany, kmen Sprague-Dawley, spolu 84 zvierat

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvierata v ramci vykonavania projektua

predpokladany stupeii krutosti:

Postup Vplyv na zviera Stupen krutosti
Vazenie zvierat, handling Kratkodoby slaby stres, bez bolesti. slaby
Opakované inhalaéné Kratkodoby slaby stres, bez bolesti. slaby
podanie anestetika
Chemicka indukcia Bez bolesti, roztok DSS podavany slaby
ulceréznej kolitidy — v pitnej vode.
podavanie DSS
Vyvin ulceréznej kolitidy Na 4.-5. defi podavania DSS sa u zvierat | stredny
zacinaju rozvijat zapalové zmeny
v oblasti hrubého ¢reva, sprevadzané
vyskytom hnadiek, ubytkom telesnej
hmotnosti, krvacanim z traviaceho traktu.
Kolonoskopické vysetrenie Bez stresu a bolesti. Postup bude slaby
vykonany v celkovej inhalaénej anestéze.
Opakovany odber krvi Kratkodoby opakovany stres, bez bolesti. | stredny
z chvostovej Zily Postup bude vykonany v celkovej
inhalaénej anestéze.
Fekalna transplantacia Kratkodoby stres spésobeny fixaciou slaby
zvierata (v trvani 1-2 min), bez bolesti.
Transplantat bude opakovane aplikovany
pipetou do Ustnej dutiny.
Dekapitacia slaby

Bez stresu a bolesti. Postup vykonavany

v celkovej anestéze.

Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat




Nahradenie experimentalnych zvierat nie je mozné vzhladom na charakter experimentu.
Vzajomnu interakciu &revného epitelu, transplantovanej &revnej mikrobioty a imunitného
systému ako odpoved organizmu na vznik kolitidy je mozné skumat len v podmienkach in vivo,
za ucasti dalSich kfucovych regulaénych systémov — nervového a hormonalneho. Vyhodou nami
zvoleného modelu IBD oproti in vitro modelom alebo gnotobiotickym zvieratam je bezné
mikrobialne osidlenie ¢reva pokusnych zvierat a pritomnost $tandardne vyvinutého imunitného
systému, ktorého jednotlivé zlozky sa vyvijaju v priebehu ontogenézy v kontakte s antigénmi z
prostredia. Standardny imunitny systém u zvierat je nevyhnutny na sledovanie jeho zmien
vyvolanych aplikaciou fekalneho transplantatu.

2. Redukcia poétu zvierat

Pocet zvierat v postupe bol zvoleny tak, aby sme dosiahli validne a reprodukovatelné vysledky,
ktoré je moZné vyhodnotit vhodnymi Statistickymi metédami. V DSS modeli ulcerdznej kolitidy je
nutné pocitat' s urcitou mierou variability zapalovych zmien v stene ¢reva, najma v désledku ad
libitum prijmu DSS v pitnej vode, preto je potrebné pouzit uvedené poéty zvierat. Dalsie
znizovanie poctu zvierat by ohrozilo dosiahnutie hodnovernych vysledkov projektu.

3. Zjemnenie

kolitidy mbze so sebou prindsat’ bolestivé stavy, ktoré zjemnime ufahcenim pristupu k potrave
avode (umiestnenim na podlahe klietky) a dennym sledovanim jednotlivych ukazovatefov
welfare zvierat v ramci hodnotenia human end point. Zdravotny stav a prejavy bolesti budu
denne monitorované a zaznamenavané zaskolenymi a sklisenymi pracovnikmi. Po dosiahnuti
human end point (vopred stanoveného klinického skére) budl zvierata vyradené z experimentu
a humanne usmrtené. Podavanie lie€iv na znizenie bolesti zvieratam s aplikovanym DSS nie je
moZné z dbvodu ovplyvnenia sledovanych parametrov, &im by mohlo ddjst k zmareniu
naplnenia cielov projektu.

Sledovany znak Klinické hodnotenie Skore

Celkovy vzhlad normalny stav srsti, beZné postavenie tela, otvorené 0
olné Strbiny

Ciastocne zjeZend srst, mierne zhrbené postavenie, 1
Ciasto¢né zuZenie oénych $trbin

zjezena srst, zhrbené postavenie tela, oéné $trbiny 2
napoly zatvorené

Prijem potravy normalny {(15-25 g /den) 0




mierne znizeny (10-15 g/det})

stredne znizeny (5-10 g/den)

vyrazne znizeny (< 5 g/den)

Prijem vody (roztoku DSS)

normalny (30-40 ml/den) *

mierne znizeny (< 30 ml/der)

stredne zniZeny (< 20 ml/der)

vyrazne znizeny (< 10 ml/der) -

Strata telesnej hmotnosti

Ziadna / prirastok

1-5%

5-10 %

10-20 %

<20%

Konzistencia stolice

normalna

formovana makka

neformovana pastovita

riedka vodnata

Krvacanie z rekta

bez stop krvi

stopy krvi v stolici +

krv v stolici ++

masivne krvacanie

Lokomdcia, spravanie

normélna, bezné exploraéné spravanie, Eistenie srsti

mierne znizena, mierne oslabené exploraéné
spravanie, obmedzené Cistenie

vyrazne znizend, vyrazne oslabené explora¢né
sprévanie, apatia, chybanie ¢istenia, tazkosti
s dosiahnutim na potravu a vodu

* Pozn: priemerny denny prijem roztoku DSS je vy$Si ako prijem vody




Vysledné skore:
1-7 bodov — mierne znizené welfare
8-12 bodov — stredne zniZzené welfare

13-20 bodov — vyrazné znizenie welfare

Human endpoint:

- pri dosiahnuti 10 bodov, najméa pri dosiahnuti maximalneho skére hodnotenia klinickych
priznakov, bude zviera humanne usmrtené dekapitaciou v celkovej anestéze (izofluran) .

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: nie
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Netechnické zhrnutie projektu T4 /S/gﬂ S0 22 o

Nazov projektu:

Vplyv didvky vakciny na hladiny indukovanych protiliatok u imunizovanych mysi
KPucové slovd v projekte (max 5 slov): imunizacia, ddvka imunogénu, Alzheimerova choroba,
uéinnost’ vakciny

Utel projektu: Zakladny vyskum

Podrobny tcel postupu:

Projekt je zamerany na vyvoj testu, ktory bude monitorovat’ integritu (konzistentnost,
stabilitu, kvalitu) a u€innost’ (imunogenicitu) peptidovej vakciny uréenej na klinické testovanie.
Peptidova vakcina pozostava z kratkeho syntetického peptidu  anosi¢a. Podla nariadeni
regulaénych organov EU (EU: Directive 75/318/EEC as amended, jul 1996; ICH: QUALITY OF
BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY TESTING OF
BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS (Q5C), potency assay monitorujliica
kompaktnost’ vakciny musi byt schopnd odraZat” aj minimélne poskodenie vakciny, tj. zniZent
ucinnost’ (imunogenicitu). Z tohto dévodu budeme na jednej strane testovat’ tri riedenia vakciny
(4x, 10x, 40x), ktoré budu simulovat’ r6zny stupeti mozZnej degradacie vakciny. Na druhej strane
budeme analyzovat’ vplyv cieleného ,,arteficidlneho* poSkodenia vakciny (napr. tepelne opracovana
vakcina, mechanicky naruSend vakcina) na vyvoj hladin protildtok. Takto opracované
experimentalne vakciny budeme porovndvat’ s kontrolnou intaktnou vakcinou (interny $tandard).
Ako interny Standard ndm bude sluzit’ vakcina stabilizovana 50% glycerolom pri teplote -80°C.

Test bude v prvom kroku spodivat’ v in vivo experimente, tj. na imunizacii my3i jednak
vakcinami rdznej sily (r6znymi riedeniami vakciny) ajednak cielene poskodenymi vakcinami.
Druha &ast, in vitro experiment, bude zaloZena na analyze kinetiky tvorby protilatok. Po podani
jednej davky vakciny budeme experimentalnym zvieratdm v dvojtyZdiiovych intervaloch (4. 2, 4
a 6 tyzdnov po podani vakciny) odoberat’ krv a sledovat’ hladiny indukovanych protilatok.

Projekt prebehne v Ciastkovych experimentoch: 25 experimentov, 10 zvierat v experimente.
Celkom bude pouzitych 250 mysi{ C57BL/6NCrl (samice) vo veku priblizne 6 tyzdiov. Po vstupnej
karanténe a veterindrnom vySetreni budua zvierata preradené do prislu$ného experimentu.

e Vden 1 sa kazdej myske v experimente aplikuje testovany imunogén subkutannou injekciou

v davke 300 pl.

e Vden 14, 28, 42 sa odoberie krv z retroorbitalneho plexu v objeme asi 100-150 pl. Celkovy
objem odobratej krvi od kazdého zvierat'a neprekracuje stanovené normy.

e Po poslednom odbere budu zvierata z experimentu vyradené a humanne usmrtené v stlade
so zdkonom: anestézia a dislokacia krénych stavcov.

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Pre$tudovali sme vSetky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili v danom experimente
nahradit’ zvieratd za iny biologicky testovaci systém. KedZe kvalitu vakciny (jej biologicku
aktivitu) najkomplexnejsie odraza jej schopnost’ indukovat’ imunitni odpoved’, na monitorovanie
konzistentnosti a efektivnosti vakciny je nevyhnutné pouzit’ imunitny systém zvierat. Pokusy st
navrhnuté v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pracu s
laboratérnymi zvieratami.

Druhy a poéty pouZitych zvierat v pokuse:
Celkovo bude pouzitych 250 mysi C57BL/6NCrl (samice) vo veku priblizne 6 tyZdiiov.
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Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufité zvieratd v ramci vykondvania projektu:
Zvieratdm bude jednorazovo subkuténne aplikovany imunogén, anésledne 3x v 2-tyZdiiovych
intervaloch odobratd krv v miernej seddcii z retroorbitalneho plexu. Po poslednom odbere budu
zvieratd humanne usmrtené v celkovej anestézii dislokdciou krénych stavcov.

Zvierata po subkutannej injekcii, a tieZ pri odbere krvi su monitorované a v pripade neadekvatne;
reakcie ako nar. vyrazna triadka, apatia a pod. sa upovedomi veterinarny lekdr a veduci experimentu
a po postdeni zdravotného stavu sa rozhodne o human end point:

Human end point:

Prejav Skore

1| Akykolvek stav veduci k dlhotrvajticej alebo nezvratnej neschopnosti prijimat’ |01 |2 |3
potravu alebo vodu (dlhodoba nehybnost’,letargia...)

2 | Stavy, ktoré poukazuji na silnu bolest’, strach alebo utrpenie (autoindukovana |01 |2 |3
trauma, hrbenie, vokalizicia, abnormalne pohyby, otvorené rany,...)

3 | Rychla alebo pretrvavajica strata hmotnosti (>15% o€akéavanej hmotnosti) 0|1 |23

4 | Zoveobecnené zniZenie starostlivosti aabnormalny vzhlad poc¢as dlhého |0|1 |2 |3
Sasového obdobia (najeZena srst’, rozsiahla alopécia,...)

5 | Tazké alebo pretrvavajtice tazkosti s dychanim o112 1|3

Hodnotenie:

0 - bez priznakov

1 - mierny priznak

2- stredne silny priznak / konzultacia s veterinarnym lekérom

3- silny priznak -eutanazia

Kazdy znak sa zhodnoti na zdklade bodovania 0-3, pri¢om 0-bez priznakov, 3- silny priznak.
Vysledné skore je sutom jednotlivych pozorovanych priznakov.

Kazdé zviera, ktoré bude prejavovat stredne silny priznak bude presunuté do klietky s
neobmedzenym pristupom ku krmivu a tekutindm, bude neustile monitorované a jeho stav bude
konzultovany veterinirnym lekdrom. KaZdé zviera prejavujuce silny priznak v ktoromkol'vek
prejave, pripadne pri suéte bodov viac ako 8, bude vyradené z experimentu a huméanne usmrtené.

Manipuldcia so zvieratami:

Tetovanie chvosta — stredna

Kratkodoba fixacia a subkutanna injekcia (jedna davka)-slaba

Stav zvierat po aplikacii — slaba

Odber krvi (3x v dvojtyzdiiovych intervaloch/retroorbitalny plexus)-stredna
Stav zvierat po¢as obdobia prezivania — slaba az strednd

Usmrtenie v anestézie dislokaciou krénych stavcov - slabé

Zohladnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budi dodrZiavat interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’ huménne a nebude sa im vyvijat' prebytoény stres. Niekolko nezévislych Studii
preukazalo, Ze stres vyznamne modifikuje imunitni odpoved’, ¢o je v pripade naSho experimentu
neZiaduce. Starostlivost’ zabezpeduje jedna osoba, na ktoru si zvieratd zvykli. Zvieratd su chované
v potte 5 zvierat na chovnu nadobu, aby sme zabezpedili socialne interakcie medzi zvieratami.
Zvierata st chované v podmienkach vyhovujicich fyziologickym a sociologickym potrebam. Odber
krvi sa vykondva v &iastkovej anestézii, aby sme utlmili bolest’ spdsobenti odberom krvi.

Pri spozorovani neZiaducich udinkov (triaska, apatia, ...), zviera oddelime a klietku umiestnime na
vyhrevni podlozku az do zotavenia. V pripade vytvorenia rdn v mieste vpichu ranu oSetrime
pripravkom Betadine a v nasledujucich diloch pozorujeme. V pripade vyskytu neoCakdvanych

2
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mokvajucich ran, miesto vpichu oSetrime dermalnou mastou Kalcium Panthotenicum a izolujeme,
aby sme zabranili d’al§iemu poraneniu zvierata ostatnymi zvieratami. Pravidelne je kontrolovany
zdravotny stav zvierat a hodnotené bodové skore podl'a tabul’ky human end point.

Redukcia:
Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$8ej moznej miere a zarovei zabezpecujuci
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie:

Sugasna trovenl vedeckého poznania neumoziiuje sledovat’ integritu (konzistentnost’, stabilitu,
kvalitu) a u&innost (imunogenicitu) vakeiny v in vitro podmienkach. Po imunizicii sa sleduje
celkova hladina vakcinou indukovanych protilatok. Z legislativneho hl'adiska nie je moZné dany
experiment vykonavat’ na huméannych pacientoch.

Ziasada nahraditel’nosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metédy sme pouzili nasledovné registre medzindrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NICEATM-ICCVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme
nenasli Ziadnu alternativnu metédu, ktori by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme
nemuseli vykonavat’ experimenty na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudu vystavené nadmemému utrpeniu. Zo skusenosti z naSich
predchadzajucich projektov neodakdvame nepriaznivé uéinky na zvieratd. U niektorych zvierat vSak
mdze v kratkom Case po vpichu objavit’ mierna apatia v dsledku stresu z aplikécie subkutannej
injekcie, ktord odznie v nasledujticich hodinach. Subkutanna aplikacia trva niekolko sekind. Odber
krvi trva len par sekind a vykonava sa na sedovanych zvieratach. Zvieratd dostani jednu nizku
davku netoxickej vakciny, ktora indukuje len miernu imunitni odpoved’ a nevedie k poSkodeniu
organizmu. Ked'Ze pri¢ina Alzheimerovej choroby zostdva nezndma a stdle neexistuje G¢innd
terapia, prinos projektu spoéiva vo vyvoji testu (potency assay) na monitorovanie komplexnosti,
stability a u€innosti (biologickej aktivity) vakciny pre pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou.

Zatiatok pokusu je planovany na 20.4.2020 a bude sa realizovat’ do 31.12.2022.
Zvierata nebudu vystavené opitovnému pouZzitiu.

Projekt nevyzaduje sp#tné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).
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Netechnické zhrnutie projektu podla §35 ods. 2 pism. b) a § 40 nariadenia vlddy SR é. 377/2012

Nazov projektu:

Vplyv zastavenia prietoku krvi mozgom na bielkoviny mitochondridlnej dynamiky. Studium
farmakologickych a nefarmakologickych neuroprotektivnych postupov.

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: A S€0- 3/2ﬁ2 0-2C O

Kli€ové slova v projekte ( max 5 slov): Centralny nervovy systém, mitochondridina dynamika,

zvieraci model

Uéel projektu’: Zakladny vyskum

Opisat ciele projektu:

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

Hlavnym ciefom projektu je zistit vplyv prerudenia prietoku krvi mozgom na zmeny produkcie
bielkovin mitochondridinej dynamiky v urcitych oblastiach mozgu, ich Géasti v procese odumierania
nervovych buniek, ako aj najdenie vhodnych protektivhych mechanizmov vo¢i patologickym zmenam,
ktoré su spdsobené prerusenim prietoku krvi mozgom.

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

Predpokiadame, Ze nade experimenty s farmakologickym a nefarmakologickym neuroprotektivnym
postupom daju jednoznacéni odpoved' na to, ¢i bielkoviny mitochondridlnej dynamiky zohrévaju
vyznamn( ulohu v mechanizmoch odumierania nervovych buniek po preruseni prietoku krvi
mozgom.

Nase vysledky by tiez mohli prispiet kvyvoju humdnnych neuroprotektivnych latok na baze
mitochondridlnej dynamiky s pripadnym klinickym vyuZitim ochrany po$kodenia mozgu spojeného
so zlyhanim krvného obehu a naslednom tspesnom obnoveni prietoku okysli¢enej krvi mozgom.

Druhy poutzitych zvierat a ich predbeiné pocéty:
Potkan laboratérny, kmer - Wistar, 150ks/4roky

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

. Po aplikacii hydrazénu M1 sa mézu
u niektorych zvierat objavit na koZi malé chrasticky, ktoré sa po niekolkych diioch vysusia a odpadn.
Nakofko sa viak nejednd o nebezpeéni latku a neobsahuje nebezpeéné zlozky, ani latky
s expoziCnymi limitmi na pracovisku Eurépskeho spolocenstva, ani latky vzbudzuijlce velké obavy nad
ich prislusnymi uvadzanymi limitmi, nepredpokladdme, Zeby hydrazén M1 spdsobil zvieratdm po
aplikdcii vacliu ujmu. Rana bude $tandardne o$etrend azvieratd bud( udrfiavané vo zverinci
s najvacSou starostlivostou po celt dobu trvania experimentu. Pripadny Ghyn experimentdlnych
zvierat v stvislosti s pouZitymi ddvkami hydrazénu M1 je preto nepravdepodobny, aviak nemozno ho
wyligit u jedincov so zvySenou citlivostou zapri¢ineného napr. individualne zhor$enym zdravotnym
stavom. Zvieratdm zaradenym do skupin vystavenych hydrazénu M1 bude venovana zvyéend miera
starostlivosti a v pripade neoCakavaného sprdvania suvisiaceho so zvy$enim human end point skére
bude ihned' zvaZovany charakter dalSieho priebehu experimentu.



Druha ¢ast experimentov zahifia Experimentalny model prerusenia prietoku krvi mozgom cez kréné
a chrbticové cievy (15 min prerudenie prietoku krvi do mozgu). Zvierata su pri jeho vykonavani v
anestézii. Rany po chirurgickych zakrokoch budt Standardne oSetrené a zvieratd budu udrZiavané vo
zverinci s najvac¢sou starostlivostou po jednotlivé doby obnovenia prietoku krvi do mozgu. Po
operatnom zakroku je nevyhnutné monitorovat zvierata a priebeZne vyhodnocovat odchylky od
normalu, sledovat ich vzhlad, prijem potravy avody, zhodnotit prirodzené spravanie a posudit
klinické priznaky. Na ulahéenie prijmu vody sa pouziju flade s predizenou napajacou nasoskou.
Zvieratd moOzu prejavovat znamky neurologického poskodenia — malatnost, napoly privreté viecko,
spomaleny pohyb, zniZeny prijem potravy, ktoré sa vaésinou po 2-3 drioch upravuju. Predpokladame
aj kognitivne zmeny (poskodenie kratkodobej a dlhodobej pamate). Vyvolanim tolerancie voci
preruseniu krvi do mozgu (4 min prerusenie prietoku krvi do mozgu, dva dni pred Skodlivym
preruenim v trvani 15 min) by sme chceli navodit vnitorne vybudované neuroregenerativne procesy
na zmiernenie dopadu 15 min prerusenia prietoku krvi do mozgu na organizmus. V ramci postupov
vyzadujlcich pouZitie anestézy existuje urcité riziko dhynu experimentdlnych zvierat. Riziko viak
bude minimalizované na najnizgiu moznu droven skisenostami a odbornou spdsobilostou personalu
vykonévajlceho tieto postupy na zvieratach. Ak sa spozoruje ktorykolvek z uvedenych ukazovatelov,
zvieratd sa humadanne usmrtia: ak sa napr. zvierata nepohybuji, maju zatvorené oci, piskaju pri
dychani, maju silné trasenie s pocetnymi zasklbmi, vébec neprijimaju vodu a potravu.

Predpokladana drovef krutosti:
Podla prilohy €.4 k nariadeniu vlady Slovenskej republiky ¢.37712012 Z.z. klasifikujeme krutost
jednotlivych postupov nasledovne:

Postup Vplyv na zviera krutost
Vazenie Kratkodoby mierny stres | slaba
Znacenie zvierat Kratkodoby mierny stres | slaba
Jednorazové podavanie hydrazonu M1 | Podavanie v anestézii, | strednd
(do zily ) mierny stres

Vystavenie Gcinkom pbsobenia | Mierny stres stredna
hydrazénu M1 po jeho jednorazovom

podani

15 min prerudenie prietoku krvi do | Vykondvané v anestézii, | strednd
mozgu mierny stres

4 min prerusenie prietoku krvi do mozgu | Vykondvané v anestézii, | stredna
mierny stres

Obnovenie prietoku krvi do mozgu v | Mierny stres slaba
dizke trvania 1,3,24a72h

Samostatné umiestnenie zvierat v | Mierny stres stredna
klietkach

celkova klasifikacia stredna

Uplatiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zd6évodnenie pouZitia zvierat v projekte, zddvodnenie pre¢o sa nemdZe pouZit alternativna metdda
bez poutitia zvierat)



Objasnenie, preco niektoré typy buniek hynu v relativne kratkom ¢asovom intervale po preruseni
prietoku krvi do mozgu, resp. zistenie mechanizmov obrannych procesov bunky vo¢i tomuto deju sa
neméZe vykondvat vexperimentainych podmienkach bez vyuzitia celostného pristupu, tj. na
experimentalnych zvieratach. Dévodom je vysoka komplexnost procesov, kooperécia réznych typov
buniek, ako aj celkova odpoved organizmu na poskodzujuci podnet. Postupy sd pouZitelné pri
modelovani vykonnych organov ciefovych bunkovych signdlov, ktoré sa javia byt rovnaké ako
u zvierat, tak aj v humannej medicine.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zdbévodnenie poutitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouZije redukcia, objasnenie toho,
Ze sa pouzil minimdlny mozny podet zvierat)

Projekt je naplanovany tak, aby bol pouZity ¢o najmensi polet zvierat (experimentélne skupiny
zvierat), aby sme zabezpecili validity a reprodukovatelnost vysledkov. Mensi pocet zvierat by mohol
ovplyvnit objektivne zhodnotenie vysledkov celého projektu. Predpoklada sa cca 90 % Gspesnost
kvoli experimentalnej ndrocnosti pouZivanych metodickych pristupov. Pocet zvierat ktoré uhyni
pocas operacného i po operatnom zakroku je tazko odhadnutelny. Predpoklada sa cca 10 % thyn
zvierat pocas operacnych zakrokov a pocas obnovenia prietoku krvi do mozgu. V snahe o dosiahnutie
¢o najnizSej miery Umrtnosti pocas experimentov, resp. preZivania jedincov sa na pracovisku kladie
doraz na vysoku uroveri zru¢nosti pri vykonavani experimentélnych metdéd s naslednou maximélnou
mierou poskytnutia pooperadnej starostlivosti a zjemfiovania.

3. Zjemnenie:

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

Starostlivosti o zvierata ako aj manipulacii s nimi sa bude venovat velkd pozornost. Bude sa brat
ohlad na ndroky na ustajnenie zvierat, na zvykanie si zvierata na ¢loveka a na $etrné zachidzanie.
Pokusné zvierata budu chované v podmienkach, ktoré u neho nevyvoldvaja stres - zohladiluje sa
velkost klietky, pocet zvierat, svetelny a krmny reZim. Pri operaénom zékroku sa minimalizuje
invazivnost, zaistuje sa vyhovujica operaénd analgézia a dostatoéna pooperacnd starostlivost.
Operaéné zdkroky (model prerusenia prietoku krvi mozgom v dizke trvania 15 min, vyvolanie
tolerancie voci preruseniu krvi do mozgu 4 min prerusenim prietoku krvi do mozgu a aplikacia
hydrazénu M1) na zvieratdch budi vykondvané v celkovej anestézii a po skonéeni anestézie pri
prezivani, obdobie obnovenie prietoku krvi do mozgu, bude zvieratdm venovana zvysena
starostlivost. PreZivanie v tejto faze ufahuje umiestnenie zvierata na vyhrievant podlozku, ako aj
podanie fyziologického roztoku. V kaidom pripade su ihned po ukonéeni prerusenia prietoku krvi
mozgom podavané analgetika (Carprofen alebo Meloxicam) na zmiernenie bolesti, na zabranenie
neZiaducich patologickych prejavov a na celkové zjemnenie postupu. V pooperaénom obdobi budu
jedince denne sledované a analgetikum (Carprofen alebo Meloxicam) im bude podané opatovne pri
akychkolvek dalsich nezvyklych patologickych pooperaénych prejavoch, ako je napr. bolestivost
prejavujuca sa stabilnou polohou zvierata so zjeZenou srstou, vydavanie neprirodzenych zvukov a
pod. Pri dosiahnuti bodového skoére 3 v ktoromkolvek zo sledovanych parametrov hlavnych kritérii
(vid. Tabulka 1), bude zviera humanne usmrtené v celkovej hlbokej anestézii tak aby bolo
minimalizované jeho ,utrpenie”, pri skére nad 1 aZ 2 podanie analgetika pripadne roztoku glukdzy.

Projekt bude podliehat opatovnému schvalovaniu: dno  nie



Tabulka 1: Hlavné kritéria pre HUMAN ENDPOINT (HUMANNE UKONCENIE POSTUPU)

HLAVNE KRITERIA PRE HUMAN ENDPOINT
vaha Zaznam
__noméina Ubytok pod 20% ubytok nad 20%
0o 1az2 3
fyz.+9!u ukon&enie postupu -
trasenie
3
» nema slabé s obEasnymi zaskibmi silné s pocetnymi zaskibmi
£ 0 2 o 3
E’ analgetikum ukantenie postupu
& sekréty
& nema pritomny mierny prichfadny  pritomny silny priehfadny alebo krvavy
0 laz2 3
analgetikum ukontenie postupu
svalovy tonus o
nomalny znizeny slaby -
0 1az2 B 3
analgetikum ukongenie postupu
POMOCNE KRITERIA PRE HUMAN ENDPOINT
) pOstoj .
__normalny schileny abnommalne prejavy
0 2 3
analgetikum analgetikum-+kontrola hlawiych knitérif
stav srsti )
normalny neudesana Spinavalsekréty
0 1a’2 3
% kontrola hiavnych kit
b - vzhtad oéi
g normalny polozatvorené zatvorené -
o 0  taz2 3
5 analgetikum analgetikumtkontrola hiawych kritérii
- pohybova aktivita
% normdina Znizena ziadna
E 0 1az2 3
_é analgetikum mﬂikum'fkmtmla hlavnyeh Kritéri
3 zvukové prejavy
nema chrapot piskanie
0 1 3
analgetikum analgetikum-+kontrola hlawnych kriteril
Cistota podstielky
normalna mierne znedistend vykaly a sekréty
0 1 2az3
kontrola hiawnych kriteril

V Martine, 14.05.2020



