
Príloha č. 2

Netechnické zhrnutie projektu:

Názov projektu:

"Tľanskľipcia myogénnych regulačných faktoľov spojených s pľolifeľáciou a difeľenciáciou
satelitných buniek V prsnom svalstve po aplikácii Enteľococcus faecium AL41CCM 8558''

číslo konania rozhodnutia o schválení projektu, 4 4 3 4 - 3/Jrrz, *2?C
/

Kl'účové slová v projekte (max 5 slov): kuľča, svaly, Enteľococcus' jejunum, imunita

Účel projektu-: Základný výskum
Translačný alebo apIikovaný výskum
Regulačné metódy s rutinným používaním (oEcD, Výnos MH sR 2/2oo5 z. z.)
ochrana životného prostredia v záujme zdravĺa aĺebo welfare l'udí alebo zvĺerat
Ochrana druhov
Vysokoškolské vzdelávanie, odborné vzdelávanie
Zakladanie kolóniígeneticky zmenených zvĺerat bez ich d'alšieho používania
v postupoch

opísaťciele projektu:

V súčasnosti je venovaná veľká pozornosť imunomodulácii po aplikácii probiotík.
Záujem výskumu je orientovaný na pochopenie aktivácie pľodukcie cýokínov a chemokínov
v patogenéze ainiciácii imunitnej odpovede.

U kurčiat včasná preventívna aplikáci a Enteroccus faecium viedla k zníženiu počtu
salmonel a kampylobakteľov v céku, podpoľovala vývoj tenkého čľeva a jeho ochĺannú
mucínovú vrstvu, atiež stimulovala vľodenú a získanú imunitnú odpoveď' PredbeŽné zistenia
naznačuju, že podávanie niektoľých probiotických baktérií v kľmnej dávke ovplyvňuje aj
štruktúľu svalovej hmoty pľsného svalstva a kapilarizáciu.

Pľedkladaný pľojekt je zameraný predovšetkým na in vivo sledovanie génovej expresie
svalových myogénnych ľegulačných a tľanskľipčných faktorov ako sú Pax7, Myf 5, MyoD
a ľastových faktorov IGF, HGF, EFG spojených s prolifeľáciou a diferenciáciou kmeňových
buniek v pľsnom svalstve pri modulácii črevného mikľobió mu Enterococcus faecium AL47 :
CCM 8558, enterocín M pľodukujúcim bakteriálnym kmeňom s probiotickými vlastnost'ami.

Sledovanie uvedených faktorov bude skúmané v súčinnosti so štúdiom ďalších
imunologických, morfologických a mikrobiologických paľametrov. Determinované zmeny
budú zist'ované v kľvi, slezine, ceku, tľuse a svaloch, metódami polymerázovej ľeakcie (RT-
PCR)' pľietokovej cytometrie, spektľofotometľie, histológie, imunohistochémie
a bakteľiológie'

V predošlom postupe pri testovaní bakteľiálneho kmeňa Enteľococcus faecium AL4I
in vivo u kurčiat, ktoré bolo vykonané po infekcii s C. jejuni bol preukáz aný pozitívny vplyv
na produkciu cytokínov imunokompetentnými bunkami izolovanými zkwi acékakurčiat.
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Prínos z vykonaného projektu

Pľedpokladaný prínos by mal spočívať v obohatení poznatkov súvisiacich s objasnením
mechanizmov vzťahu probiotických baktérií narczvoj svalovej hmoty.

Získané infoľmácie o imunitných mechanizmoch na molekulovej a bunkovej úľovni
umožnia vyvinúť nový prístup k poznaniu vzťahu črevnej mikĺobioty a rastu svalovej hmoty
u brojleľov'

Druhy použitých zvierat a ich predbežné počty:

Do in vlvo postupu bude zaradených celkovo 80 kusov jednodňových brojleľových kuľčiat
hybridu COBB 500, samčieho pohlavia, ľozdelených do 4 skupín Kl, K2, EFl a EF2 (n=20).

PredpokIadaný nepriaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonávania projektu:

Počas sledovaného obdobia nebude bránené kurčatám v pľirodzenom správaní, budú dodržané
štandaľdy umiestnenia, chovu a starostlivosti, vyľušovanie bude obmedzené iba na aplikáciu
bakteriálneho pľobiotického kmeňa, dôsledne bude monitorovaný zďravotý stav zvierat.

Zvieratá budú humĺĺnne usmľtené v pľípade prítomnosti súčasného klinického skóľe
uvedeného pľe narušenie zdľavotného stavu pľi týchto špecifických ukazovateľoch:

Konzistencie tľusu: vodnaty a kľvavý trus (hnačka) _ skóľe 3
Yýrazne znižená aktivita, ospalosť, posedávanie _ skóľe 2,
Pokles telesnej hmotnosti +20 _ skóre 3,4
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U zvierat'a, ktoré pri hodnotení špecifických príznakov dosiahne hodnotiace skóľe 9,
pôjde o "human end-point", a následne na základe rozhodntia vedúceho postupu bude
humiínne usmľtené dekapitáciou'

Predpokladaná úroveň krutosti:

Na základe posudzovaných faktorov navľhujeme krutost' postupov označiť ako ,,stľednú,,' Na
konci pokusu budú všetky zvieratá humánne usmrtené (podľa prílohy č.2 knaľiadeniu vlády
č. 37712012 Z.z.). Navrhnuté spôsoby usmÍcovania hydiny (dekapitácia) sú v súlade s $ 5
a pľílohou č. 2 NV 37712012 Z.z.

Uplatňovanie zásad 3R

].' Nahradenie zvĺerat:

Z dôvodu sledovania interakcií v organizme medzi imunitným, čľevným a svalovým
tkanivom po aplikácii Enterococcus faecium AL4l: CCM 8558 je pouŽitie živých zvierut
nevyhnutné. Jedným z dôvodov je detekcia kolonizujúcich baktérií a ich počtov v čľeve
a féces, dľúým dôležitým dôvodom je očakávaný výský moľfologických zmien vo svaloch,
predstavovaný nárastom satelitných myogénnych buniek po aplikácii enterokokov. Aplikácia
enteľokokového kmeňa s probiotickými vlastnosťami môže viesť aj k zmenám imunitných
buniek a cýokínov v peľiféľnej kľvi, slezine a kvality mucínov v čľeve, pľeto je potrebné
zaradit'testovanie na žiých zvieratách. Vzhl'adom na komplexnosť dejov odohľávajúcich sa
v organizme, súčasná úroveň vedeckého poznania neumožňuje nahradit'poznatky ziskané zo
štúdií na zv ierutách za tie, ktoľé poch ádzaju z i n v i t r o postupov.

2. Redukcia počtu zvĺerat:

Do postupu bude zaradených 80 ks kurčiat, bude vykonané 4. odbeľy, prekaždý odber
a skupinu najmenší počet, na ktorom je moŽné robiť ľelevantné štatistické vyhodnotenie pre
publikovanie v karentových časopisoch. Pľi odbeľoch je použitie viacerých zvierat
nevyhnutné' nakoľko budú vykonávané viaceré vyšetrovacie metódy na orgánoch u kuľčiat vo
veku do 12 dni, počas ktorých postup bude tľvať' Pre zmysluplné vyhodnotenie výsledkov je
uvedený počet zvlerat nevyhnutný'

3. Zjemnenie:

Do postupu budú zaľadené jednodňové kuľčatá a bude im aplikovaný bakteľiálny probiotický
kmeň Enterococcus faecium AL41 : CCM 8558' u ktorého bola potvrdená pľodukcia
bakteriocínov apriaznivy účinok tak na pľodukciu prozápalových cytokínov, ako aj naľast
imunitnej odpovede. Enterococcus faecium AL4I: CCM 8558 je prospešným enterocín M
pľodukujúcim bakteľiálnym kmeňom, ktorý nepľedstavuje ľiziko pľe iné zvieratä a l,udí.
V prípade výskytu chorobných príznakov budú choré zvieratá prednostne pouŽité na odber
biologických vzoriek.

Zvieratá použité v tomto postupe nebudú opätovne zaradené do iného postupu, pretože
všetky budú usmľtené a pouŽité na odbeľ vzoriek biologického materiálu.
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Na zvieratách sa nebudú vykonávat' zákroky, ktoľé by boli bolestivé, alebo si
vyŽadovali anestéziu.

V priebehu postupu bude zvieratĺím venovaná štand ardná veteľinárna staľostlivosť.
Kontľola bude vykonávaná veterinĺíľnym lekiíľom, zodpovedným za staľostlivos t, o zvieratá.
Zvieratám nehrozí ani predávkovanie ani intoxik ácia, v podstate ide o štandardné postupy pre
daný typ overovania účinnosti pľobiotika pri zachovanĺ všetkych podmienok podľa prílohy č'
5 k nariadeniu vlády č.37712012 Z.z'

Zvieratám pľi nástupe klinických príznakov zabezpečíme dôkladné klinické
monitoľovanie s použitím všeobecného háľku na zaznamenávanie klinického skóľe so
zvýšenou fľekvenciou monitoľovania. Keď zvieratá dosiahnu vopred stanovené klinické skóľe
pre humánne ukončenie postupu, humánne sa usmľtia.

Pľoj ekt bude podliehať opätovnému schvaľovaniu nle
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Príloha č. 2

Netechnické zhrnutie pľojektu podlna $ 40 Naľiadenia vlády sR č. 377t20l2 Z.z,

Názov projektu: 'ilo? -s/Zo2o *Zz o
Vekom podmienený rczvoj ne'sko41ch diabetických komplikácií a pľedklinické hodnotenie
vybraných indolových deľivátov.

Kllĺčové slová v pľojekte: zvieruci model diabetu typu2,inhibítor aldózareduktázy,
staľnutie

a) Ciele projektu vľátane pľedpokladanej ujmy a pľínosu, počte a typoch zvierat.

Projekt sa zaoberá štúdiom vzniku neskoľých diabetických komplikácii na ZDF
potkanoch. Pľvá časť pľojektu' ktoľá je na úľovni in vitro je zimeraná nä stĺdium rozvoja
diabetu apostupný vývoj neskorých diabetických komplikaóii vieanotlivých fénachvyvoň.
Dľuhá čast' pľojektu je zameľaná na štúdium moŽnosti faľmakologického iyužitia inhibítorov
a]dózareduktázy na baze substituovaných l-indoloctových kyselín pri prevencii a liečbe
diabetických komplikácií. Sú to látky, u ktorých sa na úrovni in vitro pľejaví schopnosť
inhibovať enzým aldózaľeduktáza anebude saprejavovať toxicita na bunĹových kultúľach.
očakávaným prínosom pľojektu bude vyvoj vysoko účinných látok fáľmakologicky
vyuŽiteľných v prevencii a liečbe chľonických diabetických kómplikácií a zápalu, s ciél'omznižiť moľbiditu a moľtalitu diabetikov a zlepšiť kvalitu ich Života ako aj štúdium
mechanizmov ľozvoja neskoľých diabetických komplikácií a ich vplyv na jednotlivé oľgány.

V časti projektu in vitľo sa použije celkom 180 zvierat (dospeiých 
'ň.ou laboľat-oľnych

potkanov kmeňa ZDF). Kontľolné a expeľimentálne skupiny poiku''o.' v tejto časti štúdie
nebudú vývárané. Vyššie uvedené počty zvierat 

'u ' 
oĹľuäom na poŽadované štatistické

spracovanie stanovili nasledovne: 9 postupov po l0 diabetických zviirat a 10 Lean zvierat.
Vek zvierat je 3, 5, 7,9, 12, 15, 18, 2I a24 mesiacov. Alternatívne metódy získania
požadovaných infoľmácii o pľiebehu arozvoja neskorých diabetických komplikaciĺ u
diabetikov s pouŽitím tkanivových kultúľ neexisiujú.

V časti pľojektu2-vĺvo sa pouŽije celkom 150 zvieľat (dospelých laboľatóľnych potkanov,
samcov' kmeňa ZDF) v tľoch postupoch. Expeľimentálny diäbetes u ZDF potkanov vzniká
spontánne. Vjednom postupe sa použije 50 zvierat (14 kontľolných uá6 diub.tických)
Kontľolným a diabetickým zvierutám v liečených skupinách budú pó douu 60 dní podíuaŕ
každý deň testované zlúčeniny sondou do žalúdka, prípadne ak to óhaľakteľ testovanej látky
dovolí _ na piškótu. Na zvieratách v dlhodobom iniiw teste budú vykonávané behavioľálne
testy na štúdium peľifernej neuropatie _,,Tail flick'o, ,,hot plate" u,,uon Fľay Filaments,,.

Predpokladaná ujma na použitých zvieratách bude len v diskomforte spôsobenom
ťrxáciou potkanov pri peľorálnej aplikácii substancií a behavioľálnymi testami. Samotné
úkony však budú krátkodobé nespôsobujúce dlhodobú bolest', utrpónie alebo stres a bez
potreby podania celkovej anestézie i analgetík. Pre zistenie bezpečnosti a účinnosti testovanej
látky s plánovaným vyuŽitím pre človeka pľínos pľojektu ýrazne pľevyšuje ujmu ;
experimentálnych potkanov.
Celkovo v postupe budú vykonávane práce na zvieratách pľi stľednej úrovni kľutosti podľa
klasifikácie krutosti postupov:

Vrĺženie zvierat _ slabá
Jednorázová aplikácia anestetika - slabá
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Aplikácia testovanej látky p.o.60 dní - stľedná
Retľooľbitálny odber kľvi v čiastočnej anestézii - stredná
PreŽívanie zvierat po indukcii hyperg1ykémie _ stľedná
Jednoľázové behavioľálne testy _strédná

b) Pľeukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia

Zós ada nahr adenia živýc h zvieľ at (ľ epl ac ement)
Rozhodujúca čast' pľojektu bude realizovaná v podmienkach in vitľo. Zvieratá budúposkytovat' v tejto etape len kľv a oľgány na zaúčelom štúdia rozvojaneskorých diabetickýchkomplikácií. Vpostupoch in vivo si budú testovať iba 3 deriváty. Tieto derivaty budú pred
vykonaním in vivo štúdie najskôr otestované na úľovni in vitro. Na enzýme aldoza reduktáza
izolovanom z očných šošoviek potkanov (č.Ro. 43l4l1g-221l3), otesto iané naúrovni ex vivo
a na bunkových kultúrach. V prípade potvrdenia dobrej biodostupnosti a nízkej toxicity naúrovni i\t uitro apľiaznivých výsledkov na kľátkodobom experimente in vivo (10 dňovy -č'Ro' 4314119-22113) sa pľistúpi k testovaniu aj na ZDF potkanoch. Nepredpokladá sautľpenie potkanov počas jeho realizácie. Podávati sa buae laika u nĺ'ľyfi-koncentľáciách.
Nutnost' rcalizácie postupov hodnotiacich účinok novosyntetizovanýchiatot na zvieratáchpodporuje aj skutočnost', že sa jedná o kompaľatívnu štídiu biologickej aktivity viacerychzlúčenín. V medzináľodných databénach og _erN4 ECVAM 6luropäan Center foľ theValidation of Alternative Methods) a NC3Rs Q.{ational Centie foľ the Replacement,ľefinement and Reduction of Animals jn Researcň; sa nenachá dzaju alteľnatívne metódy,ktoré by nahľadili pouŽitie experimentálnych zvietít. Pľe komplexnosť procesov absoľpcie,distľibúcie a metabolizácie liečiv v živyci organizmoch nie jô moŽné 

'v 
projekte nahľadiťnavrhnutý animálny model alteľnatívnymi metó-dami.

Zásada obmedzenia počtu zvierat (ľeduction)
Pľojekt je plánovaný s minimálnym počtom.expeľimentálnych zvierattak, aby nebol ohľozenýciel' pľojektu a bola 

-zabe-zpečená 
repľodukovateľnosť a validita postupu pľe ffziologické,biochemické a morťologické analýzy ä1 ĺ.ľ' štatistické vyhodnoten ie. Zvierutábudú rovnakéhopohlavia, veku, ľesp- hmotnosti, aby s a zabránilo vyšokému ľozptylu nameľaných hodnôtaťým štatisticky nesigniÍikantným výsledkom. Zdovódu šetrenia iootu zvierat sa v časti invivo použije iba 6 kontrolných ,,lean" ZDF potkanov. Potrebne aoplĺujĺce údaje do štatistikyza ziskajú z in vitro postupu. V jednom postupe in vivo sa testujtl_n araz 2 Lonä.nt.a"ĺ". č]ň

ľ::':1T:.'^kontľolné 
skupiny, keby sme museli postup opakovať s vyššoďniŽšou

Koncenľaclou'

Zás ada zj e mne ni a (r efi ne me nt)
Zvieratá budú po privezení z chovného zatiadeniav kaľanténe po dobu 7 dní budú umiestnenépo dvoch v dostatočne veľkých vaniciach (ľozmeľy 53x3)xl9 cm, plocna 1670 cm2)za stanoveného svetelného, tepelného a kŕmneho ľeŽimu. Budú v kontaktä len so školenýmipracovníkmi zverinca. Potkany v priebehu postupu prežívajil stres len pľi aplikácii látok amanipulácii s nimi ako aj počas behavioľálny.ň t.'tou. Bude sa minimalízovat, šetľnýmzaobchádzaním a obohatením pľostľedia klietky pľedmetmi na hľu i ohryzovanie. V prípadenáhleho zhoršenia zdľavotného stavu jedincoí chaľakterizovaných v íabuľke human endpoints budú humánne usmftené. ošetľovatelia budú kontľolovať zvieratá l_krát denne.o humánnom usmrtení bude ľozhodovat' veterináľny lekár na zéklade informácií odzodpovedných osôb za pľojekt. Eutanázia sa vykoná bezbolestne v hlbokej celkovej anestéziipredávkovaním anestetík.
Pľojektbudepodliehat'opätovnémuschval'ovaniu: nie
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PRILOHA 2

Netechnické zhrnutie projektu

Názov projektu: Transplantácia črevnej mikrobioty modulovanej laktobacilmi v terapii

ulceróznej kolitídy

čĺslo konania ľozhodnutia o schválení projeku: 4/l! -3f zozo-z2-o

Kľúčové slová v pľojekte (max. 5 slov): ulcerózna kolitĺda, dextran sulfát sodný, fekálna

transplantácia, laktobacily

Učel projektu-: základný výskum

Ciele projektu:

Nešpecĺfické črevné zápaly (inflammatory bowel disease, lBD) je skupina chronických

zápalov trávĺaceho traktu, ktoré majú neinfekčný pÔvod a prĺčiny ich vzniku nie sú zatial'

dostatočne objasnené. Jednou z foriem lBD je ulcerózna kolitÍda, pri ktorej jezápal lokalizovaný

v oblasti hrubého čreva a konečníka, má kontinuálny charakter a zasahuje len mukóznu vrstvu

črevnej steny. Terapia je v súčasnosti skôr symptomatická, v pokročilejších štádiach ochorenia
je nutný chirurgĺcký zásah. Často sa vyvíjajú závaŽné komplikácie, vedúce aŽ k invalidizácii
pacienta. Z toho dôvodu sa hl'adajú nové moŽnosti prevencie a liečby lBD. Jednou z nich je

transplantácia črevnej mikrobioty, pri ktorej sa do tráviaceho traktu aplikuje kompletná komunita

črevných mikroorganizmov získaných od zdravých darcov. Liečebný efekt fekálneho
transplantátu môže byt' zosilnený jeho obohatením o špecifikované druhy baktérií resp.

naturálnych látok. Ciel'om predkladaného projektu je otestovat' terapeutický efekt fekálneho

transplantátu získaného od zdravého človeka a jeho modulovanej formy - obohatenej o dva

druhy laktobacilov (L. plantarum LSl07 a L' reuten), u ktorých bola dokázaná probiotická a
protizápalová aktivita. Ako model bude vyuŽitý konvenčný kmeň potkanov s chemicky (dextran

sulfátom sodným) indukovanou kolitídou. V projekte budú stanovované morfologické (stena

tráviaceho traktu), mikrobĺologické, biochemické, hematologické a imunologické (lokálna a

systémová imunitná odpoved') parametre.

Pľínos z vykonaného projektu:

Pacienti s ulcerÓznou " kolitídou často trpia závaŽnými včasnými i neskorými

komplikáciami, ktoré významne zniŽuju kvalitu ich Života. Z toho dÔvodu sa hl'adajÚ nové

moŽnosti liečby lBD. Fekálna transplantácia by mohla byt' výhodným, málo invazĺvnym

terapeutickým prístupom. Prínosom predkladaného projektu bude otestovanie liečebného



účinku transplantátu črevnej mikrobioty zdravého človeka a jeho upravenej formy, cielene

obohatenej o prospešne druhy laktobacilov, v modeli akútnej ulceroznej kolitĺdy. Z dlhodobého

hl'adiska budú výsledky slúŽiť ako základ pre klinické štúdie.

Druhy použitých zvlerat a ich predbeŽné počty:

laboratórne potkany, kmeň Sprague-Dawley, spolu 84 zvierat

Predpokladaný nepriaznivý vplyv/ujma na pouŽité zvieratá v ľámcivykonávanla projektua

pľedpokladaný stupeň kľutosti:

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahradenie zvierat

Dekapitácia

Fekálna transplantácia

opakovaný odber krvi

z chvostovejžily

Kolonoskopické vyšetrenie

Vývin ulceróznej kolitídy

Chemická indukcia

ulceróznej kolitĺdy -
podávanie DSS

opakované inhalačné

podanie anestetika

VáŽenie zvierat, handling

Postup

Bez stresu a bolesti. Postup vykonávaný

v celkovej anestéze.

Krátkodobý stres spÔsobený fixáciou

zvieraťa (v trvaní 1-2 min), bez bolesti.

Transplantát bude opakovane aplikovaný

pipetou do ústnej dutiny.

Krátkodobý opakovaný stres, bez bolesti

Postup bude vykonaný v celkovej

inhalačnej anestéze.

Bez stresu a bolesti. Postup,bude

vykonaný v celkovej inhalačnej anestéze.

Na 4.-5. deň podávania DSS sa u zvierat

začína1Ú rozvíjať zápalové zmeny

v oblasti hrubého čreva, sprevádzané

výskytom hnačiek, Úbytkom telesnej

hmotnosti, krvácaním z tráviaceho traktu.

Bez bolesti, roztok DSS podávaný

v pitnejvode.

Krátkodobý slabý stres, bez bolesti

Krátkodobý slabý stres, bez bolesti'

Vplyv na zviera

slabý

slabý

stredný

slabý

stredný

slabý

slabý

slabý

Stupeň krutosti



Nahradenie experimentálnych zvierat nie je možné vzhl'adom na charakter experimentu'

Vzájomnú interakciu črevného epitelu, transplantovanej črevnej mikrobioty a imunitného

systému ako odpoved' organizmu na vznik kolitídy je moŽné skÚmat' len v podmienkach in vivo,

za účasti d'alších kl'účových regulačných systémov - nervového a hormonálneho. Výhodou namĺ

zvoleného modelu lBD oproti in vitro modelom alebo gnotobiotickým zvieratám je beŽné

mikrobiálne osídlenie čreva pokusných zvierat a prítomnost' štandardne vyvinutého imunitného

systému, ktorého jednotlivé zložky sa vyv'ljajú v priebehu ontogenézy v kontakte s antigénmi z
prostredia. Štandardný imunitný systém u zvierat je nevyhnutný na sledovanie jeho zmien

vyvolaných aplikáciou fekálneho transplantátu.

2. Redukcia počtu zvierat

Počet zvierat v postupe bol zvolený tak, aby sme dosiahli valídne a reprodukovatel'né výsledky,

ktoré je moŽné vyhodnotiť vhodnýmĺ štatistickými metodami. V DSs modeli ulceroznej kolitídy je

nutné počĺtať s určitou mierou variability zápalových zmien v stene čreva, najmä v dôsledku ad
libitum príjmu DSS v pitnej vode, preto je potrebne pouŽiť uvedené počty zvierat. ĎalŠie

zniŽovanie počtu zvierat by ohrozilo dosiahnutie hodnoverných výsledkov projektu'

3. Zjemnenie

V priebehu pokusu bude utrpenie zvierat minimalizované na najniŽšiu moŽnÚ mieru. Rozvoj

kolitídy môŽe so sebou prinášat' bolestivé stavy, ktoré zjemníme ul'ahčením prístupu k potrave

1vode (umiestnením na podlal1e klietky) a denným sledovaním jednotlivých ukazovatel'ov.

rejÍar'q zvierat v rámci hodnotenia human end point. Zdravotný stav a prejavy bolesti budÚ

denne monitorované azaznamenávané zaškolenými a skÚsenými pracovníkmi. 
' 
Po dosiahnutí

|gpn end point (vopred stanoveného klinického skóre) budú zvieratá vyradené z experimentu

a humánne usmrtené. Podávanĺe liečiv na zníženie bolesti zvieratám s aplikovaným DSS nie je

moŽné z dÔvodu ovplyvnenia sledovaných parametrov, čím by mohlo dÔjst' k zmareniu

naplnenia ciel'ov projektu.

Skóre

0

1

2

0

Klinické hodnotenie

normálny stav srsti, bežné postavenie tela, otvorené
očné štrbĺny

čiastočne zjeŽená srsť, mierne zhrbené postavenie,

čiastočné zúženĺe očných štrbín

zježená srsĹ zhrbené postavenie tela, očné štrbiny
napoly zatvorené

normálny (15-25 s /deň)

Sledovaný znak

Celkový vzhl'ad

Príjem potravy



Lokomócia, správanie

Krvácanie z rekta

Konzistencia stolĺce

Strata telesnej hmotnosti

Príjem vody (roztoku DSS)

výrazne znižená, výrazne oslabené exploračné

správanie, apatia, chýbanie čistenia, ťažkosti

s dosiahnutím na potravu a vodu

mierne znížená, mierne oslabené exploračné

správanie, obmedzené čistenie

normálna, bežné exploračné spŕávanie, čistenie srsti

masívne krvácanĺe

krv v stolici ++

stopy krvi v stolici +

bez stôp krvi

rĺedka vodnatá

neformovaná pastovitá

formovaná mäkká

normálna

<20%

IO-20%

5-IO o/o

1,-s %

žiadna / prírastok

výrazne znížený (< 10 ml/deň) ,

stredne znížený (< 20 ml/deň)

mierne zníŽený (< 30 mlldeň)

normálny (30-40 ml/deň) *

výrazne znížený (< 5 g/deň)

stredne znížený (5-10 g/deň)

mierne znížený (10-15 g/deň)

2

L

0

3

2

1

0

3

2

I

0

4

3

2

L

0

3

2

T

0

3

2

1.

* Pozn: priemerný denný príjem roztoku DSS je vyšší ako príjem Vody



Výsledne skóre:

1-7 bodov - mierne znížené welfare

8_12 bodov - stredne znĺŽené weJfare

13-20 bodov - vý razné znÍženie welfare

Human endpoint:

_ pri dosiahnutí 10 bodov, najmä pľidosiahnutí maximálneho skóre hodnotenia klinických
príznakov, bude zviera humánne usrnrtené dekapitáciou v celkovej anestéze (izoflurán) 

*

Projekt bude podlĺehať opätovnému schval'ovaniu: nie

,ft'
i'
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Netechnické zhľnutie projektu ?l,ĺ-sfza}6 _22o

Názov projektu:
vplľ dávky vakcíny na hladiny indukovaných pľotilátok u imunizovaných myší
Kl'účové slovd v projekte (max 5 slov): imunizáci4 dávka imunogénu, Alzheimeľova choroba'
účinnosť vakcíny
I}čel pľojektu: Zék|adný výskum

Podľobný účel postupu:
Pľojekt je zamerarlý na vývoj testu, ktoľý bude monitoľovať integritu (konzistentnosť,

stabilitu, kvalitu) a účinnosť (imunogenicitu) peptidovej vakcíny určenej na klinické testovanie.
Peptidová vakcína pozostáva z kľátkeho syntetického peptidu a nosiča. Podľa naľiadení
regulačných orgánov EU (EU: Directive 75l3I8lEEC as amended, jul 1996; ICH: QUALITY oF
BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY TESTING OF
BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS (Q5C)' potency assay monitoľujúca
kompaktnosť vakcíny musí b/ schopná odrážať aj minimálne poškodenie vakcíny, tj. znížen'Ú
účinnosť (imunogenicitu). Ztohto dôvodu budeme na jednej strane testovať tri ľiedenia vakcíny
(4x, 10x, 40x), ktoré budú simulovať rôzny stupeň možnej degľadácie vakcíny. Na druhej strane
budeme ana|yzovať vplyv cieleného ,,arteficiálneho" poškodenia vakcíny (napľ. tepelne opľacovaná
vakcína, mechanicky naľušená vakcína) na vývoj hladín pľotilátok. Takto opracované
experimentálne vakcíny budeme porovnávať s kontrolnou intaktnou vakcínou (interný štandaľd).
Ako interný štandard nám bude slúžiť vakcína stabilizovaná 50% glyceľolom pri teplote -80"C.

Test bude v prvom kĺoku spočívať v in vivo experimente, tj. na imunizácii myší jednak
vakcínami rôznej sily (rôznymi riedeniami vakcíny) ajednak cielene poškodenými vakcínami.
Druhá časť, in vitro expetiment, bude za\ožená na ana|ýze kinetiky tvorby protilátok. Po podaní
jednej dávky vakcíny budeme expeľimentálnym zvieratám v dvojtýždňových inteľvaloch (tj. 2, 4
a 6 týždílov po podaní vakcíny) odoberat' kľv a sledovať hladiny indukovaných pľotilátok.

Pľojekt prebehne v čiastkových expeľimentoch: 25 expeľimentov, I0 zvierat v expeľimente.
Celkom bude použitých 250 myší C57BL/6NCrI (samice) vo veku približne 6 týždiov. Po vstupnej
kaľanténe a veteľinĺíľnom vyšetrení budú zvietďá preľadené do pľíslušného expeľimentu.

o V deň 1 sa každej myške v experimente aplikuje testovaný imunogén subkutánnou injekciou
v dávke 300 pl.

o V deň l4, 28, 42 sa odobeľie kľv z ľetľoorbitálneho plexu v objeme asi 100-150 pl. Celkový
objem odobratej kĺvi od kaŽdého zvieraťanepľekľačuje stanovené noľmy.

o Po poslednom odbere budú zvieratáz experimentu vyradené a humánne usmľtené v súlade

so zákonom: anestézia a dislokácia krčných stavcov.

opodstatnenost' pokusu a použitie zvierat v pokuse
Preštudovali sme všetky dostupné alternatívne prístupy, ktoľé by umoŽnili v danom expeľimente
nahĺadiť zvieratá za ĺĺý biologický testovací systém. KeďŽe kvalitu vakcíny (ej biologickú
aktivitu) najkomplexnejšie odrážajej schopnosť indukovať imunitnú odpoveď, na monitorovanie
konzistentnosti a efektívnosti vakcíny je nevyhnutné použiť imunitný systém zvierat. Pokusy sú
navľhnuté v súlade s legislatívnymi a etickými normami, ktoľé sa vzťahujú na prácu S

laboľatómymi zvieľatami.

Dľuhy a počty použitých zvieľat v pokuse:
Celkovo bude použitých250 myší C57BL/6NCľI (samice) vo veku približne 6 týždŤrcv
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Predpokladaný nepľiazniý vplyv/ujma na použité zvieľató v ľúmci vykondvania projektu:
Zvieratám bude jednorazovo subkutánne aplikovaný imunogén, a následne 3x v 2-týŽdňových
intervaloch odobratá krv v mieľnej sedácii z retroorbitálneho plexu. Po poslednom odbeľe budú
zvieratáhumánne usmľtené v celkovej anestózii dislokáciou kľčných stavcov.
Zvieratá po subkutánnej injekcii, atieŽ pri odbere kľvi sú monitorovane av pripade neadekvátnej

reakcie ako nar. výraznátriaška, apatia a pod. sa upovedomí veterinárny lekáľ a vedúci expeľimentu
a po posúdení zdľavotného stavu sa rozhodne o human end point:

Human end

Hodnotenie:
0 - bez pľíznakov
1 - miemy priznak
2- stredne silný pľíznak / konzultácia s veteľináľnym lekáľom
3- silný priznak -eutanéuia
Každý znak sa zhodnotí na základe bodovania 0-3, pľičom \-bez príznakov, 3- silný priznak.
Výsledné skóľe je súčtom jednotlivých pozoľovaných pľíznakov.
Každé zviera, ktoľé bude pľejavovať stredne silný priznak bude presunuté do klietky s

neobmedzeným prístupom ku krmivu a tekutinám, bude neustále monitorované a jeho stav bude
konzultovaný veterinaľnym lekárom. Každé zviera prejavujúce silný pľíznak v ktoľomkoľvek
pľejave, pľípadne pľi súčte bodov viac ako 8, bude vyradené z expeľimentu a humánne usmľtené.

Manip ulócia so zvieľatami;
'I'etovarrie chvosta _ stľedná
Kľátkodobá fixácia a subkutánna injekcia fiedna dávka)-slabá
Stav zvierat po aplikácii * slabá
odbeľ kľvi (3x v dvojtýždňovýolr inteľvaloolýľetľooľbitálny plexrrs)-streĹ{ná

Stav zvieľat počas obclotlia pľeŽívania - slabá až stľedná
Usmľtenie v anestézie clislokáciou krčnýclr stavcov - slabá

Zohl'adnenie 3R

Zjemnenie:
Pľi manipulácii so zvieratami sa budú dodržiavať inteľné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchádzať humánne a nebude sa im vyvíjať pľebytočný stľes. Niekoľko nezávislých štúdií
pľeukázalo, že stres významne modiťrkuje imunitnú odpoveď, čo je v prípade nášho experimentu
nežiaduce. Staľostlivosť zabezpečuje jedna osoba, na ktoru si zvieratá zvykli. Zvieratá sú chované
v počte 5 zvierut na chovnú nádobu, aby sme zabezpeči|i sociálne interakcie medzi zvieratari.
Zvieratású chované v podmienkach vyhovujúcich fyziologickým a sociologickým potľebám. odber
kľvi sa vykonáva v čiastkovej anestézii, aby sme utlmili bolesť spôsobenú odberom kľvi.
Pri spozoľovaní nežiadúcich účinkov (tľiaška, apatia, ...),zvieru oddelíme a klietku umiestnime na
výhrevnú podložku až do zotavenia. V pľípade vytvorenia rán v mieste vpichu ranu ošetľíme
pľípľavkom Betadine a v nasledujúcich dňoch pozorujeme. V prípade výskytu neočakávaných
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2

z

1

1

1

1

10

0

0

0

Skóľe
0

Stavy, ktoré poukazuju na silnú bolesť, stľach alebo utľpenie (autoindukovaná
trauma, hľbenie, v okalizácia' abnoľmálne pohyby, otvoľené

Rýchla alebo pretrvávajúca stľata hmotnosti (>I5% očakávanej

Zovšeobecnené zĺiŽenie staľostlivosti a abnormálny vzhľad počas dlhého
časového obdobia (naj ežená sľsť, rozsiahla alopécia,.. . )

Ťažké alebo pretľvávajúce ťaŽkosti s dýchaním

Pľejav
Akýkoľvek stav vedúci k dlhotľvajúcej alebo nezvľatnej neschopnosti prijímat'
potravu alebo vodu (dlhodobá nehybnosť,letaľgia...)

J

4

5

1

2
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mokvajúcichtán, miesto vpichu ošetľíme deľmálnou masťou Kalcium Panthotenicum a izolujeme,
aby sme zabránili ďalšiemu poľaneniu zvieraťa ostatnými zvierutami. Pľavicĺelrre .ie korrtľolovaný
zdľavotný stav zvieľat a 'lrodnotene boclové skóľe podľa tabul'ky hunratr end poirit.

Redukcia:
Stanovený počet zvieratje minimalizovaný v čo najvyššej možnej miere a zárovei zabezpečujíci
štatistickú relevantnosť dosiahnutých výsledkov.

Nahľadenie:
Súčasná úľoveň vedeckého poznania neumožňuje sledovať integľitu (konzistentnosť, stabilitu,
kvalitu) a účinnosť (imunogenicitu) vakcíny v in vitro podmienkach. Po imunizácií sa sleduje
celková hladina vakcínou indukovaných pľotilátok. Z legislatívneho hl'adiska nie je možné daný
expeľiment vykonávať na humánnych pacientoch.

Zásaďa nahľaditel'nosti zllierat
Pľe hľadanie alteľnatívnej metódy sme použili nasledovné registľe medzináľodne overených a
uznaných alteľnatívnych metód (ECVAM, NICEATM-ICCVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme
nenašli žiadnu alteľnatívnu metódu, ktorú by sme mohli použiť vo svojom projekte' aby sme
nemuseli vykonávať expeľimenty na zvierutách.

Utľpenie versus prínos
Zvieľatá v danom experimente nebudú vystavené nadmemému utľpeniu. Zo skúsenosti z našich
predchädzajúcich projektov neočakávame nepriaznivé účinky nazvieratá. U niektorých zvieľat však
môŽe v krátkom čase po vpichu objaviť mieľna apatia v dôsledku stresu z aplikácie subkutánnej
injekcie, ktorá odznie v nasledujúcich hodinách. Subkutánna aplikácia trvá niekoľko sekúnd. odber
kľvi trvá len pár sekúnd a vykonáva sa na sedovaných zvieratách. Zvieratá dostanú jednu nízku
dávku netoxickej vakcíny, ktorá indukuje len mieľnu imunitnú odpoveď a nevedie k poškodeniu
organizmu. KeďŽe príčina Alzheimerovej choľoby zostáva neznétma a stále neexistuje účinná
terapia, pľínos projektu spočíva vo vývoji testu (potency assay) na monitorovanie komplexnosti,
stability a účinnosti (biologickej aktivity) vakcíny pre pacientov tľpiacich Alzheimeľovou choľobou.

Začiatokpokusu je plánovaný na20.4.2020 a bude sa ľealizovať do 3I.12.2022

Zvier atá nebudú vystavené opätovnému použitiu.

Pľojekt nevyžaduje spätné posúdenie (podľa Naľiadenia vlády sR č. 377l20I2 Z.z.).



Príloha č.4

Netechnické zhrnutie projektu podľa $35 ods. 2 písm. b) a $ a0 nariadenla vlády SR č.377l2ot2

Názov projektu:

Vplyv zastavenia prietoku krvĺ mozgom na bielkoviny mitochondriálnej dynamiky. Štúdium
farmakologických a nefarmakologických neuroprotektívnych postupov.

číslo konania rozhodnutia oschváleníprojektu, / 36d - s /Zazo _ ?Č o
/

KhÍčové slová v projekte { max 5 slov): Centrálny nervový systém, mitochondriálna dynamĺka,

zvierací model

Účet projektu-: Základný výskum

opísaťciele projektu:

(napr. nie sú ešte výsledky z takéhoto výskumu, nutnosť jeho vykonania z hľadĺska vedy, z klinického
hľadiska)
Hlavným cieľom projektu je zistiť vplyv prerušenia prietoku krvi mozgom na zmeny produkcie
bielkovín mitochondriálnej dynamiky v určitých oblastiach mozgu, ich účasti V procese odumierania
nervouých buniek, ako aj nájdenie vhodných protektíVnych mechanizmov vočĺ patologickým zmenám,
ktoré sú spôsobené prerušením prietoku krvi mozgom.

Prínos z vykonaného projektu (napr. aký je prínos pre vedu, ľudstvo, zvieratá)

Predpokladáme, že naše experimenty s farmakologickým a nefarmakologickým neuroprotektívnym
postupom dajú jednoznačnú odpoved' na to, čĺ bielkoviny mĺtochondriálnej dynamiky zohrávajú
významnú úlohu v mechanízmoch odumieranĺa nervov'ých buniek po prerušení prietoku krvi
mozgom.
Naše výsledky by tiež mohli prispieť k vývoju humánnych neuroprotektívnych látok na báze
mitochondriálnej dynamiky s prípadným klinickým využĺtím ochrany poškodenia mozgu spojeného
so zlyhaním krvného obehu a následnom úspešnom obnovení prietoku okysličenej krvimozgom.

Druhy použitých zvierat a ich predbežné počty:
Potkan laboratórny, kmeň - Wistar, 150ks/4roky

Predpokladaný nepriaznivý vplyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonávania projektu:
Prvá časť experĺmentov zahŕňa aplikáciu hydrazónu ML do žily, ktoryÍ bude zvieratám podávaný
jednorázovo počas krátkodobejanestézie, a to 3h alebo 24hpo navodeníprerušenia prĺetoku krvĺdo
mozgu. oĺžka jeho pôsobenia v zvierati bude max do cca 72h. Po aplikácii hydrazónu M1 sa môžu
u nĺektorých zvierat objaviť na koži malé chrastičky, ktoré sa po niekoľkých dňoch vysušia a odpadnú'
Nakoľko sa však nejedná o nebezpečnú látku a neobsahuje nebezpečné zloŽky, ani látky
s expozičnými limitmi na pracovisku Európskeho spoločenstva, ani látky vzbudzujúce veľké obavy nad
ich príslušnýmĺ uvádzanými limitmi, nepredpokladáme, žeby hydrazón ML spôsobil zvĺeratám po
aplikácii väčšiu ujmu. Rana bude štandardne ošetrená a zvieratá budú udržiavané vo zverinci
s najväčšou starostlĺvosťou po celú dobu trvanĺa experĺmentu. Prípadný úhyn experimentálnych
zvierat v súvislosti s použitými dávkami hydrazónu ML je preto nepravdepodobný, avšak nemožno ho
vylúčiť u jedincov so zvýšenou citlivosťou zapríčineného napr. individuálne zhoršeným zdravotným
stavom. Zvieratám zaradeným do skupín vystavených hydrazónu Ml bude venovaná zvýšená miera
starostlivosti a v prípade neočakávaného správania sÚvisiaceho so zvýšením human end point skóre
bude ĺhned' zvažovaný chara kter d'a lšieho priebehu experimentu.
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Druhá časť experimentov zahŕňa Experimentálny model prerušenia prietoku krvi mozgom cez krčné
a chrbticové cievy (15 min prerušenie prietoku krvi do mozgu). Zvieratá sú prĺ jeho vykonávaní v
anestéziĺ. Rany po chirurgických zákrokoch budú štandardne ošetrené a zvieratá budú udržiavané vo
zverinci s najväčšou starostlivosťou po jednotlivé doby obnovenia prietoku krvi do mozgu. Po

operačnom zákroku je nevyhnutné monitorovať zvieratá a priebežne vyhodnocovať odchýlky od
normálu, sledovať ich vzhl'ad, príjem potravy a vody, zhodnotiť prirodzené správanie a posúdiť

klinické príznaky. Na ul'ahčenie príjmu vody sa použijú fl'aše s predÍženou napájacou násoskou.
Zvieratá mÔŽu prejavovať známky neurologickeho poškodenia - malátnosť, napoly privreté viečko,
spomalený pohyb, znížený príjem potravy, ktoré sa väčšinou po 2-3 dňoch upravujú. Predpokladáme
aj kognitívne zmeny (poškodenie krátkodobej a dlhodobej pamäte). Vyvolaním tolerancie voči
prerušenĺu krvi do mozgu (4 min prerušenie prietoku krvi do mozgu, dva dni pred škodlivým
prerušením v trvaní 15 min) by sme chceli navodiťvnútorne vybudované neuroregeneratívne procesy

na zmiernenie dopadu 15 min prerušenia prĺetoku krvi do mozgu na organizmus. V rámci postupov
vyžadujúcich použitie anestézy exĺstuje určité riziko úhynu experimentálnych zvierat. Riziko však

bude minĺmalĺzované na najnižšiu možnú úroveň skúsenosťami a odbornou spôsobĺlosťou personálu
vykonávajúceho tieto postupy na zvieratách. Ak sa spozoruje ktorýkolvek z uvedených ukazovatelbv,
zvieratá sa humánne usmrtĺa: ak sa napr. zvieratá nepohybujú, majú zatvorené oči, pískajú pri

dýchaní, majú silné trasenĺe s početnými zášklbmi, vôbec neprijímajú vodu a potravu.

Predpokladaná úroveň krutosti:
Podľa prílohy č.a k narĺadeniu vlády Slovenskej republiky č.377L2oL2Z.z' klasifikujeme krutosť
jednotlivých postupov nasledovne:

celková klasifikácia

Samostatné umiestnenie zvierat V

klietkach

obnovenĺe prietoku krvĺ do mozgu V

dížke trvania 1',3,24 a 72 h

4 mĺn prerušenie prietoku krvi do mozgu

15 min prerušenie prietoku krvi do
mozgu

Vystavenie účĺnkom pôsobenia
hydrazónu M1 po jeho jednorázovom
podaní

Jednorázové podávanie hydrazónu M1
(do žily )

Značenie zvierat
Váženie
Postup

Mierny stres

Mierny stres

Vykonávané v anestézii,
mierny stres

Vykonávané v anestézii,
mierny stres

Mierny stres

Podávanie v anestézii,
mierny stres

Krátkodobý m ierny stres
Krátkodobý mierny stres
Vplyv na zviera

stred ná

stred ná

sla bá

stred ná

stredná

stred ná

stred ná

sla bá

sla bá

krutosť

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zdôvodnenie použitia zvierat v projekte, zdôvodnenie prečo sa nemôže použiť alternatívna metóda
bez použitia zvierat)
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objasnenĺe, prečo niektoré typy buniek hynú v relatívne krátkom časovom ĺntervale po prerušení
prietoku krvi do mozgu' resp. zistenie mechanĺzmov obranných procesov bunky voči tomuto deju sa
nemôže vykonávať v experimentálnych podmienkach bez využitia celostného prístupu, t.j. na
experimentálnych zvieratách. DÔvodom je vysoká komplexnosť procesov, kooperácia rôznych typov
buniek, ako aj celková odpoved' organizmu na poškodzujúci podnet. Postupy sú použitel'né pri
modelovaní výkonných orgánov cielbvých bunkových signá|ov, ktoré sa javia byť rovnaké ako
u zvierat, tak aj v humánnej medicíne.

2. Redukcia počtu zvierat:

(Zdôvodnenĺe použĺtia určeného počtu zvierat, akým spôsobom sa použije redukcia, objasnenie toho,
že sa použil minimálny možný počet zvierat)

Projekt je naplánovaný tak, aby bol použitý čo najmenší počet zvierat (experĺmentálne skupiny
zvĺerat), aby sme zabezpečilĺ valĺdity a reprodukovatel'nosť výsledkov. Menší počet zvĺerat by mohol
ovplyvniť objektívne zhodnotenie výsledkov celeho projektu. Predpokladá sa cca 90 % úspešnosť
kvôli experimentálnej náročnosti používaných metodických prístupov. Počet zvierat ktore uhynú
počas operačneho či po operačnom zákroku je ťažko odhadnutel'ný. Predpokladá sa cca 10 % úhyn
zvierat počas operačných zákrokov a počas obnovenĺa prietoku krvi do mozgu. V snahe o dosiahnutie
čo najnižšej miery úmrtnosti počas experimentov, resp. prežívanĺa jedĺncov sa na pracovisku kladie
dôraz na vysokú úroveň zručnosti pri vykonávaní experimentálnych metód s následnou maximálnou
mierou poskytnutia pooperačnej starostlivosti a zjemňovania.

3. Zjemnenie:

(Vysvetliť rnýber použitých druhov zvierat, zdôvodnenie použitia zvieraťa, objasnenie spôsobu ako sa
minĺmalizuje stres, utrpenie a bolesť zvierat v priebehu vykonávania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

Starostlivosti o zvieratá ako aj manipulácĺĺ s nĺmi sa bude venovať vel'ká pozornosť. Bude sa brať
ohl'ad na nároky na ustajnenie zvierat, na zvykanie si zvĺeraťa na človeka a na šetrné zachádzanie.
Pokusne zvieratá budú chovane v podmĺenkach, ktoré u neho nevyvolávajú stres - zohl'adňuje sa
vel'kosť klietky, počet zvierat, svetelný a krmný režim. Pri operačnom zákroku sa minimalizuje
invazívnosť, zaisťuje sa vyhovujúca operačná analgézia a dostatočná pooperačná starostlĺvosť.
operačné zákroky (model prerušenia prietoku krvi mozgom v dĺžke trvania 15 min, vyvolanie
tolerancie voči prerušeniu krvi do mozgu 4 min prerušením prietoku krvi do mozgu a aplikácia
hydrazónu M1) na zvĺeratách budú vykonávané v celkovej anestezii a po skončení anestézie pri
prežívaní, obdobie obnovenie prietoku krvi do mozgu, bude zvĺeratám venovaná zvýšená
starostlivosť. Prežívanie V tejto fáze uľahčuje umiestnenie zvĺeraťa na vyhrievanú podložku, ako aj
podanie fyziologického roztoku. V kaŽdom prípade sú ihned' po ukončení prerušenĺa prietoku krvi
mozgom podávané analgetĺká (Carprofen alebo Meloxicam) na zmiernenie bolestĺ, na zabránenie
nežĺaducich patologĺckých prejavov a na celkové zjemnenie postupu. V pooperačnom období budú
jedince denne sledované a analgetĺkum (Carprofen alebo Meloxicam) im bude podané opätovne pri
akýchkolvek d'alších nezvyklých patologĺckých pooperačných prejavoch, ako je napr. bolestivosť
prejavujúca sa stabĺlnou polohou zvieraťa so zježenou srsťou, vydávanie neprirodzených zvukov a
pod. Prĺ dosĺahnutí bodového skóre 3 v ktoromkolvek zo sledovaných parametrov hlavných kritérĺí
(vid'. Tabul'ka 1), bude zviera humánne usmrtené v celkovej hlbokej anestézii tak aby bolo
minimalĺzované jeho ,,utrpenie", pri skóre nad 1 až 2 podanie analgetika prípadne roztoku glukózy.

Projekt bude podliehať opätovnému schvaľovanĺu: áno nie
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Tabul'ka ].: Hlavné kritéria pre HUMAN ENDPolNT (HUMÁNNE UKoNČENlE PoSTUPU)

V Martine, 1.4.05.2020
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tonus

normálny zniŽený dabý

0 1až2 J

analoetikum ukončenie Dostupu
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