
Pľíloha č.2

Netechnické zhľnutie pľojektu. /a yy s/saza Žza

Názov pľojektu: Patogenéza a imunológia Rickettsií, Coxiella burnetii, Chlamýdií a im
podobných mikľoorganizmov.

Kl'účové slová : vnútrobunkové baktérie, epitopy, protilátky

Účel pľojektu:

I. Základný aýskum a

2. Vysokoškolské, odborné vzdelávanie'

Ciel'pľojektu:

Cieľom projektu je štúdium patogenézy - izolácia, mnoŽenie a oživovanie Rickettsií'
Coxiella burnetii, chlamýdií a im prtbuzných mikĺoorganizmov na laboľatórnych zvleratách.
Pokúsime sa získať hlbšie poznatky o pôsobení nami sledovanýchpatogénov (Rickettsia spp.,
Coxiella Spp.a Chlamýdia spp.) v živom organizme,ako aj rozšiiť naše vedomosti o imunitnej
odpovedi infikovaných zvierat (myší, morčiat či králikov). Aplikácia sérologických (ELISA,
IFA), molekulárne biologických (PCR) a biochemických metód, použitá na spľacovanie
ziskaných orgánov a kľvi, nám umožní prehÍbiť doteľajšie poznatky o vzniku a priebehu
ochorení, ktoré uvedené baktérie spôsobujú.

PľÍnos pľojektu:

Vedecký prínos projekt spočíva v možnosti odhalenia dominantných, imunologicky
aktívnych epitopov. Určenie antigenicity proteínových alebo iných stavebných zložiek
bakteriálnych buniek nám môže dať pnležitosť na zlepšenie diagnostiky a liečby rickettsióz,
koxielóz alebo chlamýdiových ochorení. Bez aplikácie živých zvieratv pokusoch nie je možné
odhaliť imunologicky aktívne miesta ani prípadné mutácie, ktoré v inkriminov aných zložkách
nastávajú. Pnprava vhodných diagnostických preparátov je tiež základom tvorby budúcich
vakcín.
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Počet a dľuh použitých zvierat:



Myš laboratóľna Balb/c, samice 42Oks

Myš laboratórna C3HA{, samice 42Oks

Králik domáci (samce aj samice) 60 ks

Moľča kmeň TRIK alebo Dunkin Hartley (samce aj samice) 30 ks

Pľedpokladaný nepriazniqý vplyv/ujma na použité zvieratá v ľámci vykonávania
pľojektu:

Počas tetovania, aplikácie bakteriálnych suspenzií _ subkutánnej, intraperitoneálnej
a intravenóznej, a aplikácie anestetika budú zvier atápreživať len miernu nepohodu. Niektor1ýĺn
zvierutám sa bude odobeľať krv z chvostovej žily v anestézii. Maximálne odobľaté množstvo
kľvi bude 200 mikrolitrov. Krv bude odoberaná Ix týždenne, takže by nemalo dochádzať
kvyraznq ujme.

Nakoľko budú myši a kľáliky nakazené baktériami európskeho pôvodu, ktoľé sa
vyskytujú v našej príľode, nepredpokl adétme, že pre ne bude priebeh infekcie zaťažujuci.
Navyše dávky baktérií sú stanovené tak, aby nespôsobili závažné ochorenie zvierut.
Nepľedpokladá sa nutnost'aplikácie pľípravkov na tlmenie bolesti.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti: stredná

Súlad s požiadavkami oo3Roo

Nahľadenie:

Pre plánované postupy neexistujú alteľnatívne metódy. Zvieratánie je možnénahľadit,
bunkov)imi kultúľami, ani nižším druhom živočíchov. Expeľimentom na zvieratách
predchádzajú štúdie v in vitro podmienkach. Imunologickú odpoveď živého organizmu na
pôsobenie baktérií nie je možné sledovať v in vitro systémoch. Vzhľadom na komplexnosť
dejov odohľávajúcich sa vrôznych orgánoch, napr. v mozgg' nie moŽné nahľadiť poznatky
ziskané zo živého, mozgového tkaniva animálnych modelov, poznatkami získan;im i z in vitro
experimentov. Výskum spracovania a šírenia infoľmácií v neurónoch a v neurónových siet,ach
mozgu je možné uskutočňovať ibav pokusných zvieratách.

Obmedzenie:

Plánovanýpočet zvieratje maximálny aje v ňom zahrnutý nevyhnutnýpočet opakovaní.
Počet zvierut v skupinách je minimalizovaný tak, aby mohli byt' získané výsledky štatisticky
vyhodnotené. Ak získame štatisticky signifikantné dáta zmenšieho počtu zvierat, nebude

2



potrebné pouŽit' celkový plánovaný počet. opätovné pouŽitie zvierut použitých na izoláciu,
množenie a oživovanie mikrobiálnych patogénov nie je možné avšak, využijeme jednu

kontľolnú skupinu pľe viaceľo experimentálnych pokusov.

Zjemnenie:

Myši, morčatá aj kľáliky budú počas celého pokusu &žanév štandardných podmienkach
schváleného zaiadenia. Máme vypľacované postupy, ktoré minim alizujutraumatizáciu zvierat
počas injekčných aplikácií. Zvieratámbude zabezpečená štandardná starostlivost'' ktorú bude
vykonávať školený personál - pľacovníci pokusného zaiadenia. Denne sa bude vykonávat'
kontrola zdravotného staw zvierat. Ani v jednom štádiu pokusu nebudú mat' zvieratá
obmedzený pohyb, ani obmedzený prísun potľavy a vody. Zvieratábudú dľžané v skupinách
umožňujúcich prirodzené sociálne spľávanie so stályn prísunom potravy a pitnej vody.
V prípade potreby bude vykonané humánne ukončenie postupu'

Zvieratá budú mať prostľedie obohatené o okusovad|á apapierové tunely (myši,
moľčatá); loptičky plnené senom' drevené okusovadlá, vitamínové tyčinky a minerálnu soľ
(kľáliky).

Spätné posúdenie pľojektu:

Projekt nebude podliehať opätovnému posudzovaniu.
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NETECHNtcKÉ zHRNuT!E PRoJEKTU
podl'a 5 40 nariadenia vlódy sR č. 377/20L2 Z.z.

NÁzoV PRoJEKTU:

sTANoVENlE AKÚTNEJ oRÁtNEJ ToxlcITY oEcD TG 423

Číst-o Ko'NANlA RoZHoDt!UTIA o scHVÁLENí PRoJE KTU: 3 44 v 
fzazo

Č.k. Ro 4682/Lg-22t/g

rľÚČovÉ slovÁ:

acute oral toxicity, rat

Účrl pnolEKTU PoDĽA 5 3 A JEHo zoÔvooľENlE:

Aplikovaný výskum

PoDRoBNÝ popls clEĽA PRoJEKTU:

Cielbm projektu (štúdĺe) bude poskytnúť podklady pre posúdenie bezpečnosti chemĺckých látok
z hl'adĺska schopnosti vyvolať toxickú reakciu organizmu po jednorazovom podaní látky a odhaliť
potenciálne negatívne vplyvy podl'a metódy oEcD 423.

oČnrÁvnruÝ vÝsteoor:

Projekt poskytne informácie, ktoré sú v tomto teste z hl'adiska platnej legislatívy REA6H pre látky
produkované v množstve do L0 ton/rok požadované. Pokusná a pozorovacia stratégĺa sú dané
metodickým postupom oEcD 423,ktorýje na princípe postupného postup s použitím 3 zvierat
jedného pohlavia v jednom kroku. V závislosti od úmrtnosti alebo moribundného stavu zvierat
môžu byť potrebné priemerne 2až4 kroky, aby bolo možné posúdiťakútnu toxicitu testovanej
látky. Tento postup je reprodukovatel'ný, s použitím malého počtu zvierat a je schopný hodnotiť
látky podobným spôsobom ako iné metódy testovania akútnej toxĺcĺty (oEcD 42o a 425).
Prínosom tejto štúdie bude včasné rozpoznanĺe toxicity skúšaných látok a zabránenĺe
negatívnych vplyvov na organizmus.



DRUHY PoUŽlTÝcH ZVlERAT A lcH PoČTY

Potkany kmeňa Wistar

180 samíc, 60 samcov / na20 testovaných látok

Chemické látky budú kon kretizova né v,,oznámení o začatí projektu").

PREDPoKLADANÝ NEPRlAzNlVÝ VPLYV/UJMA NA PoUŽlTÉ zvlrRRľÁ v nÁĺvlcl

VYKoNÁVANÉHo PosTUPU

Počas postupu sa bude so zvieratami zaobchádzať šetrne v súlade so zásadami 3R s možnou

ujmou počas vystavenia aplikácie testovaných látok. Celkový zdravotný stav potkanov bude

sledovaný podl'a kritérií humane endpoints, aby sa zabránilo bolesti a utrpeniu zvierat. Ak by

zviera prejavilo výrazné zhoršenie zdravotného stavu a pohody v období karantény resp. štúdie,

bude humánne usmrtené (podl'a návodu pre daný druh zvierat, príloha 2. k nariadeniu vlády

č.377lzoLz 7.z). Zvieratá prejavujúce bolesť budú neodkladne humánne utratené, nie je však

vylúčené, že príde k úhynu vplyvom látky, preto je pokus hodnotený ako stredne krutý až krutý

Predpokladaná úroveň krutosti: stredná - krutá

Celkové hodnotenle krutosti skúšky: stredná' krutá
Usmrtenie predávkovaním anestetika

Celková doba pozorovania
Možná systémová reakcia

Jednorazová perorálna ap|ikácia

testovanej látky

Váženie zvierat

Charakteristika postupu

Mierny stres

Mierny stres, bolesť slabá

Mierna až silná bolesť

Mierny stres, bolesť slabá

Krátkodobý mierny stres

Vplyv na zviera

stredná

slabá

slabá - krutá

slabá

slabá

Zaradenie podľa
krutosti

sÚmo s PoŽlADAVKoU NAHRADENtA, oBMEDzENlA A zJEMNENlA (3R)

V projekte budú zohl'adňované zásady 3R.

Refinement - pokus je zameraný na zistenie nežiaducich účinkov testovaných látok.

Použitie látok zmierňujúcich bolesť by mohlo ovplyvniť výsledky pokusu. V prípade bolesti, alebo

utrpenia (OECD Guidance Document on the Recognition, Assesment and Use of Clinical Sign as

Human Endpoint for Experimental Animaĺs Used in Safety Evaluatĺon) budú zvieratá humánne

utratené



Reduction - počty zvierat v pokuse sú primerané a redukované v maximálnej miere, d'alšie
zníženie by mohlo ovplyvniť validitu pokusu

Replacement - po preskúmaní databáz pre stanovenie toxicity po jednorazovom podaní sme
nenašli zodpovedajúcu alternatívnu metódu

Vyžaduje sa spätné posúdenie projektu.



Pľíloha č.2
Netechnické zhľnutie pľojektu

Názov pľojektu:
Dôsledky nedostatku alebo nadbytku aldosteľónu počas ontogenéry na vývin spľávania
a neuroendokľinných ľegulácií

číslo ko.'ania rozhodnutia o schválení pľojektu: ! 3+,6 - < / e rc o- ČČo

Kl'účové slová v pľojekte:
aldosteľón, hypoaldosteľonizmus, hypeľaldosteronizmus, stľes, ontogenéza

Účel pľojektu:
záklaďný b i o medicínsky qf skum

Ciel'pľojektu:
V pľedchádzajucich štúdiách bolo preukázané, že počas obdobia ontogenézy je dôležitejším
stresovým hormónom mineľalokortikoid aldosterón než glukokoľtikoid kortikosterón.
Výsledky viaceých expeľimentov potvľdili, Že aldosterón môŽe byť zodpovedný aj za zmeny
správania a môže u zvietat vyvolať spľávanie podobné úzkosti alebo depr esii. Z toho dôvodu
predpokladáme, že zníženíe alebo zvýšenie hladín aldosterónu bude mať pozitívny ľesp.
negatívny vplyv na behaviorálne aneuľovývinové ukazovatele u mláďatv období ontogenézy.
V pľedkladanom pľojekte budeme u potkanov ovplyvňovať koncentľácie stľesového hormónu
aldosteľónu, pľostredníctvom modelov hypoaldosteľonizmu a hyperaldosteronizmu. Hlavným
cieľom pľojektuje zistíť, ako ovplyvňuje aldosteľón správanie a iné neuroývinové ukazovatele
u mláďat potkana. Nosnými postupmi v predkladanom pľojekte budú nasledovné metódy: (1)
mláďatápotkana kmeňa Spľague-Dawley, (2) farmakologický model hypoaldosteronizmu, (3)
faľmakologický model hypeľaldosteronizmu' (4) behaviorálne testy na hodnotenie úzkostného
správania a kognitívneho výkonu a (5) akútny stresoý podnet.

Pľínos z vykonaného pľojektu:

!!e ? 
zakladný qýskum, ktoý môže byť následnevyužity ako qýchodisko pre klinický výskum.

Výsledky predchádzajúcich štúdií poukazali na ýznaĺrl aldosteľónu v stresovej odpovedi
oľganizmu počas ontogenézy. očakávame Zneny v správaní a neuroendokľinnej stresovej
odpovedi u mláďat, ktoľé sú vystavené zmeneným koncentráciám aldosterónu v oľganizme
počas ontogenézy. Rozšírenie poznatkov o endokĺinných zmeĺách v pľiebehu ontogenézy
prispeje k novým možnostiam faľmakoteľapie psychických porúch, ktoľé sú asociované so
stľesom.

Počet a druh použitych wieratz
V projekte bude použifých 30 gľavidných samíc potkanov kmeňa Spľague-Dawley (Anlab,
Pľaha, Česká ľepublika) v 14. dni gľavidity. Následne do experimentálnych postupov bude
zatadených240 mláďat (120 samcov aI2O samíc) vo veku 3 dni po narodení. Vpilotn;ých
štúdiách 1 a 2 budú zvieľatáľozdelené do tľoch skupín po 8 jedincoch v závislosti od podávania
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vybranej látky (Treatmentl samce + samice _ látka podávanájedenkľát denne; Tľeatment2
samce * samice - látka podávaná dvakľát denne; Placebo samce * samice _ podávané jedenkľát
denne). Zvieratáv Expeľimentálnej štúdii 1 budú rozdelené do štyroch st<upĺn po 24iedincoch
v závislosti od podávanej látky apohlavia (hypoladosteronizmus-samce' hypoladosteľonizmus-
samice, placebo-samce a placebo-samice). Zvieratáv Experimentálnej štúdii 2budilrozdelené
do štyroch skupín po 24 jedincoch v závislosti od podávanej látky a pohlavia
(hyper1adosteľonizmus-samce' hypeľladosteronizmus-samice, placebo-samce a placebo-
samice).

Pľedpokladaný nepľiazniqý vplyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonávania
pľojektu:

Zvieratá aŽ do začatia expeľimentálneho postupu nebudú vystavené žiadnym nepriaznivým
vplyvom. Farmaká sa budú zvieratám podávať vo foľme intraperitoneálnej injekcie jedenkľát
denne, čo predstavuje slabú kľutosť alebo dvakrát denne, čo spadá do kategórie krutosti stredné.
Mláďatá budú počas podávania umiestnené na vyhľievaciu podloŽku. Na základe
predchádzajúcich experimentov neočakávame v súvislosti s podávaným typom liečiv žiadny
nepriaznivý vplyv/ujmu na nierutách. Zvieratám v skupine placebo bude v priebehu
experimentu intľaperitoneálne podávaný fuziologický ľoztok (štúdia 1) alebo I%orcdoketanolu
(štúdia 2). Zvieratá v skupinách placebo a v experimentálnych skupinách budú vĺížené
a behavioľálne testované. Test otvoľeného poľa, test vyqfšeného plusového bludiska a test
rozpoznávania nového objektu môže u zvierat vyvolať kľátkodobú úzkosť a stres. Z dôvodu
možných zmien v citlivosti pľe soľ, bude u nlierat vykonaný test prefeľencie soli. V prípade
testu preferencie soli neočakávam e žiadnu uj mu.

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:
Podľa pľílohy č.4 k naľiadeniu vlády Slovenskej republiky č,.377l2ot2 Z.z. klasiťlkujeme
kľutosť nasledovne:
Kľutosť postupov vykonávaných v projekte klasifikujeme ako ,,stľednéoo, vzhľadom na
skutočnosť, Že opakované podávanie farmak spadá do kategórie krutosti stredné.

Uplatňovanie zásad o,3R'':

Nahľadenie zvieľat:
Hlodavce v tomto štádiu expeľimentov nie je možnenahľadiť bunkovymi kultúľami' ani nižším
druhom živočíchov. V biomedicínskom výskume, rovnako teda aj výskume psychických
poľúch a behavioľálnych zmien, je zatiaľ použitie laboratórneho potkana nevyhnutné a
nenahľaditelhé.

Redukcia počtu zvierat:
V postupoch je zabezpečený optimálny počet experimentálnych zvietat na zéklade analýry
štatistickej sily. Maximálna využiteľnost' a vyťaženosť bude zabezpečená ťým, že
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optimalizujeme počet meľaní a maximalizujeme počet odobraných vzoľiek na sledovanie
behaviorálnych, $'ziologických, a biochemických paľametrov. Znižovarie počtov by
ovplyvnilo validitu dosiahnuých vysledkov.

Zjemnenie:
Zvieratá budú držané v skupinách umožňujúcich pľirodzené sociálne správanie so stálym
pľísunom potravy a pitnej vody. Zvierutámsa počas experimentálnych posfupov bude zvyšovať
ďebo zrriŽovať koncentácia aldosterónu v organizrrre, čím dochádzak zrnene ich zdravotného
staw. Zéroveň, sa bude so zvieratami manipulovať v behavioriílnych testoch, čo môže mať na
zlĺíerutÁ'mierne stresoqý vplyv.Na pľojekte sa budú podieľať len skúsení pracovníci vyškolení
na prácu s laboratórnymi zvieratami. U zvĺerat vykazujúcich akékol'vek zhoľšenie stavu
v dôsledku stľesu pristúpime k humĺĺnnemu ukončeniu postupu.

Pľojekt bude podliehať opätovnému schvaľovaniu: áno
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Príloha 2: Netechnické zhľnutie

Netechn ické zhrnutie projektu

Názov pro.jektu:

Testovanie imunitnej odpovede indukovanej peptidmi deľivovanými z glykopľoteínu S
koľonavíľusu SARS_CoV 2

Kl'účové slovĺi v pľojekte (max 5 slov): koronavírus, povľchový glykopľoteín S' bunková a
humoľálna imun itná odpoved'
Účel pľojektu: Zák|adný výskum

Ciele proiektu:
V predchádzajúcom projekte Zameranom na nrapovanie imunogenicity glykopľoteínu S
koronavíľusu SARS-CoV 2 sme na povrchu glykoproteínu S identifikovali niekol'ko epitopov,
ktoré zohľávajú kl'účovú úlohu pri vstupe vírusu do bunky. V snahe poskytnúť efektívnu ochranu
pľed novým koronavíľusom je potľebné zacieliť teľapiu na tieto epitopy' Inhibícia týchto úsekov
pľotilátkami indukovanými peptidmi by mohla bý jedným z teľapeutických pľístupov V boji s
koľonavírusom. Vzhl'adom na komplexnosť pľoblematiky koľonavírusu predpokladám e, Že
blokovanie viaceľých epitopov môŽe viesť k účinnej terapii. Ciel'om pľedkladaného projektu je
otestovať na zvieratách kombinácie vybraných peptidov nesúcich kl'účové epitopy a analyzovať
imunitnú odpoved' na jednotlivé kombinácie peptidov.
Pľínos z vykonuného pľojektu:
Získané výsledky by mohli odhaliť efektívnu kombináciu epitopov ktoých blokovanie
indukovanými protilátkami by mohlo byť jedným z terapeuticĹych prísiupov v boji s
koronavírusom'

Dľuhy a počty použitých zvieľat v pokuse:
Celkovo bude použitých l00 samíc myší C57BL/6NCrI (vo veku pľibližne 6 týždňov).

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieľatd v ľtÍmci vykonávunia pľojektu:
Nepredpokladáme nepriaznivý vp|yv imunizácie na zvieratá, keá'Že budeme póĺavaľ krátke
syntetické peptidy konjugované na nosič' Zvieratám bude 4x subkutánne aplikovaný testovaný
antigén, l0 dní po poslednej dávke im bude odobľatá kľv v mieľnej sedácii z reirooľbitáineho plexu
s ciel'om stanoviť imunitnú odpoved', tj' stupeň špecifickej pľotilátkovej odpovede indukovanej
jednotlivými kombináciami peptidov. Na konci expeľimentu budú zvieratá humánne usmftené
v celkovej anestézii vykrvením, s následným odberom sleziny' kde budem e analyzovať bunkový
typ imunitnej odpovede.
Zvieratá po
ľeakcie ako
experimentu
Iluman end

Jqq+ -, 
/4u0*Č?o

injekcii antigénu atieŽ pd odbere krvi sú monitorované a v pľípade neadekvátnej
napľ. výrazná triaška, apatia a pod. sa upovedomí veteľináľny lekáľ a vedúci

a po posúdení zdravotného stavu sa rozhodne o human end point:
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Pľílolra 2: Netechnické zhľnutie

0 - bez pľíZnakov

1 - mieľny príznak
2- stľedne silný príznak lkonzultácia s veterináľnym lekárom

3_ silný príznak -eutanžzia
KaŽdý znak sa zhodnotí na základe bodovania 0-3, pľičom D-bez príznakov, 3- silný príznak.

Výsledné skóľe je súčtom jednotlivých pozorovaných pľíznakov.
KaŽdé zviera, ktoľé bude pľejavovať stredne silný príznak bude pľesunuté do klietky s

neobmedzeným prístupom ku krmivu a tekutinám, bude neustále monitoľované a jeho stav bude

konzultovaný veteľinámym lekárom. Každé zviera prejavujúce silný príznak v ktoromkol'vek
pľejave' prípadne pri súčte bodov viac ako 8, bude vyradené z expeľimentu a humánne usmrtené.

P r edp o klada n ĺÍ úr oveň kr uto sti :
Yáženie zvierut_ slabá
Značenie zvierut tetovaním _ stredná
Krátkodobá ťĺxácia, subkutánna injekcia/opakovaná 4x (0,1 ,2 a 12 mesiacov) - stredná

Stav zvieľat počas obdobiaprežívania- slabá aŽ stľedná

odbeľ krvi (ľetľooľbitálny plexus) v miernej sedácii_ stredná

Usmľtenie v anestézii vykľvením - slabá

Zohľadnenie 3R:
Zjemnenie: _

Pii manipulácii so zvieratami sa budú dodŕiavať interné ŠPP. So zvieľatami sa bude zaobchádzať

humánne a nebude sa im vyvíjať prebytočný stres. Počet zvierat v chovnej nádobe zohl'adňuje

normy dane zákonom' Zvieratá sú chované v podmienkach vyhovujúcich fyziologickým a

socioiogickým potrebám. Starostlivosť o zvieľatázabezpeéujú osoby, na ktoré si zvieratá zvykli. Vo
zveľinci je denne kontľolovaný a monitoľovaný zdravotný stav a pohoda zvierat. Pľi prejavoch

zmien zdľavotného stavu veterináľny lekár upovedomí vedúceho expeľimentu o pľípadnej potrebe

vyľadiť zvieraz expeľimentu a pľistúpiť k humánnemu usmrteniu zvieraťa.

Bezpľostredne po aplikácii môŽeme u niektorých jedincov pozorovať mieľnu apatiu alebo naopak

zvýšenú aktivitu, ktorá odznie v priebehu páľ minút' Pri pľetrvávajúcich prĺznakoch (triaška), zviera
oddelíme a umiestnime na výhrevnú podložku aŽ do zotavenia. Zvieratá sú pravidelne

monitorované a hodnotené na zák|ade bodového skóre, v pľípade pľetľvávajúcej neadekvátnej

ľeakcie sa upovedomí veterináľny lekáľ a vedúci experimentu a po posúdení zdľavotného stavu sa

rozhodne o human end point.

Redukcia:
Stanovený počet zvieľat je minimalizovaný v čo najvyššej moŽnej mieľe. V jednotlivých skupinách

bude maximálne 10 zvierut' Počet zvierat zohl'adňuje vaľiabilitu imunitnej odpovede.

Nahradenie:
Analýzu imunitnej odpovede po imunizácii zvierat nie je tieto moŽne nahľadiť in vitro systémami'

Z ĺÍs ada n uhľadite ľ no sti zvieľ ut
Nenašli sme Žiadnu alteľnatívnu metódu, ktorú by sme mohli použiť vo svojom projekte, aby sme

n em use l i vykon ávať exp eri m ent y na zv ier atách.

Utrpenie veľsus pľínos

Zaéiatkom ľoka 2O2O sa rozšíľil nový koľonavírus zČíny do celého sveta aspôsobil tak

celosvetovú pandémiu. K dňu 4. 4. z02O bolo zaznamenaných l l33 969 pozitivnych prípadov

spôsobených týmto vírusom a infekcii podl'ahlo 60 409 osôb. Snahou vedeckej komunity je lepšie
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Pľíloha 2: Netechnické zhrnutie

poľozumieť tomuto novému vírusu, ziskať kontľolu nad jeho šírením, zacieliť teľapiu na kl'účové
epitopy a poskytnúť tak efektívnu ochľanu pred týmto novým koronavírusom. Vzhl'adom
k súčasnému stavu je prínos projektu nad utľpenie zvierat. Utľpenie/ stľes zvierat sa snažíme
v pľojekte zníŽiť na najnižšiu moŽnú mieľu' Subkutánna aplikácia imunogénu trvá niekol'ko
sekúnd. odber krvi tľvá maximálne jednu minútu a vykonáva sa na sedovaných zvieratách.
Experiment sa ukončí vykrvením zvieruťav celkovej anestézii a následným odobralím sleziny'

Začiatok pokusu je plánovaný na 7 .9 .2O2O a bude sa ľealizovat' do konca ľoka, tj . do 3 0. ĺ 1 .2O2l .

Zv ieratá n ebudú vystaven é opätovnému použitiu.
V projekte nebudú použité GMo zvieľatá.
Projekt nevyžaduje spätné posúdenie (podl'a Nariadenia vlády SR č. 377l2O12 Z.z').
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Pľílohač.2 : ftqo 8- 3 /1czc Ččo
/

Netechnické zhľnutie projektu podl'a $ 40 Nariadenia vlády SR č. 377t2012 Z.z.

Názov pľojektu:

Vplyv kombinácie ľôznych chitosanov a hyaluronanu sodného s ľôznymi antioxidantami
na hojací pľoces ischemických ľán kľálikov

Kl'účové slová v pľojekte: ischemická rana, kľálik, chitosan, hyaluľonan' antioxidanty

a) Informácie o ciel'och pľojektu vľátane predpokladanej ujmy a pľínosu, počte
a typoch zvierat.

Ciel'om pľojektu je zistit' apoľovnať vplyv liečby membľĺĺnami obsahujúcimi živočíšny' ľesp.
ľastlinný chitosan (cH), hyaluronan 

'óĺny 
(HAj spolu s antioxidantom (edaľavone, laponit,

glukomanan, koloidné striebro, karbonove mikrovläkna) na proces hojenia ischemických ĺán
u kľálikov.
Pľínosom bude vývoj 1ovych a bezpečných zdravotníckych pľostľiedkov z účinných látok
farmakologicky využiteľných v liečbe ľudí na hojenie isóhemických rán' Navyše sa získajú
nové originálne poznatky o účinku testovaných látók v kombinovanej liečb e ťažŔo sa hojacióh
vulnusov u kľálikov.
Pľínos pľojektu výrazne pľevyšuje ujmu u experimentálnych králikov pri získavaní poznatkov
v navľhovanom mocleli ischemickej rany i ž trľaoista bezpečnosti budúceho zdľavotného
pľostľiedku pre človeka.
Pľedpokladaná ujma na použitých zvierutách sa môže prejaviť čiastočným kľátkodobým
diskomfoľtom pri nadobúdaní vedomia po anestézii od ukončenia operačného zákľoku a pľipľeväzovaní ľán. Takisto v prvých dvoch dňoch po operácii, kedy 

'ä 
noiĺ incízĺe po.*.ni.

kože pod sterilným obväzovým kľytím. ZuieratáĹudďpľavdepodóbne viäc odpočívať, menej
sa aktívne pohybovať a pľijímať potľavu. Počas všetkých úkonov .u uua. .lňinovat,stľes a
utrpenie podaním čiastočnej, ľesp. celkovej anestézie a áennou aplikáciou analgetika. V pľípade
výskytu bolestivých stavov podl'a human ôndpoints sa zvieľa pódrobí humann"ej eutanázii.V pľojekte sa pouŽije celkom 60 zvierat (dospelé kľáliky uo u.ku 15 _ 16 týŽdiov),s telesnou
hmotnost'ou v ľozsahu_2500 - 3000 g. Počei 60 jedincov postačuje pľe stanovenie účinnosti
testovaných látok na hojenie ischemickej Íany aporovnänie icň tärapeutických vlastností
s negatívnou kontrolou. Zvieratám bude počas celého pľojektu podávané každý deň kľmivo
a pitná voda ad libitum.
Experimentálny model u králikov sa indukuje vytvorením hypoxického pľostľedia v ušnici
sekciou vybľaných ciev s následnou excíziou ĹoŽného tkaniva óxcizionálnyôľ'.an. Po 15 dňoch
sa budú sledovať zm?n.y v procese hojenia poškodeného tkaniva. Testóvané látky sa budú
vymieňať ku'žďý tretí deň pracovníkom s dlhodobou praxou.
p.et\9yo v postupe budú vykonávané pľáce na zvieratách pľi stľednej úľovni kľutosti podľa
klasiÍikácie krutosti postupov.

Váženie zvierat - slabá
Aplikácia anestézie pred operáciou, pľi pľeväzovaniránkažďe3 dni i.m. - stľedná
Denné podávanie analgetika počas 15 dní - stľedná
Aplikácia antibiotika pľvé 3 dni po opeľácii _ stľedná
Pooperačný stav a prežívanie zvieratpo opeľácii počas 15 dní - stľedná

1



Individuálne umiestnenie počas celého projektu v štandaľdných klietkach pľe kĺálikov _ slabá

Vyberanie stehov po zákróku v anestézii po 7 dňoch od opeľácie _ stľedná

Pieväzovanie ľán v anestézii kaŽdé 3 dni _ stľedná

Aplikácia anestézie pľi ukončení expeľimentu i'm' - slabá

b) Pľeukázaniesúladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia

Zás ada nahr adeni a ž ivý c h zv i e r at (r e pl a c e me nt)

Animálny model ischemických ľán sa štandaľdne používa pľi sledovaní účinkov potenciálnych

tĺtot ouptyvňujúcich p.o.., hojenia. V medzináľodných databázach (ECVAM' NC3R'

Árľweŕlĺ ru ži.ťouuli alternatívne metódy, ktoľé by nahľadili použitie expeľimentálnych

zvierat. V súčasnej dobe neexistuje validôvaná alternatívna metóda testovania hojacich

vlastností látok na modeli ischemicŔej ľany. Preto sa pouŽíva klasická in vivo metóda. Králik

domáci je systematicky najnižšie poštavený dľú vhodný pre posúdenie účinkov

zdravotníckeho produktu v mieste jeho podania'

Zdsada obmedzenia počtu zvierat (reduction)

Projekt je plánovaný s minimálnym počtom expeľimentálnych králikov tak' aby nebolohľozený

"i"ŕ 
p.;ám.' auóta zabezpeiená ľepľodukovatďnosť_ ivalidita postupu pľe fyzikálne,

makĺóskópicko_morfo1ogické a histológi cké aĺalýzy, 'ako 
aj ich štatistické vyhodnotenie.

Zvierutábudú samčieho lohlavia, ľovnakého veku, ľesp. hmotnosti, aby sa zabľánilo vysokému

rozptylu nameľanýctr nôĺnot a tym štatisticky nesigniťrkantným výsledkom. Päť zvierut v

,tupin" ;" optimálny počet pótľebný pľe zistenie teĺapeutickej efektivity testovaných

látok, poiounanie ich íoinkov iavzájom a nemôže bý'redukovany. Z dôvodu šetľenia zvierut

nebudú zaradené zvíeratáv monoterápii, pľetoŽe tieto údaje nie sú nutné pre hodnotiaci proces

v tomto projekte.

Zásada zj emnenia (r efinement)

Zvieratá budú po presunutí zchovného zariadenia vaklimatizÍĺcii apočas expeľimentu po

jednom v dostatolne veľkých klietkach (ľozmery ó0x70x45cm' plocha 4200 cm")

za stanoveného svetelného, iepelného a kŕmneho reŽimu' Po operačnom zásahu sa ustajnia

individuálne, aby sa zameďziío výrhnutiu stehov, naľušeniu hojaceho procesu i pľijímania

kľmiva. Na zabránenie vzniku pooieračnýchzápa|ových ľeakcií sa použije antibiotikové kľytie

poĺu' prvých troch dní. operačrré zákľoky budú vykonävané skúseným odboľným pľacovníkom

. dlhoioonou pľaxou. Í<'ĺtit y počas postupu preŽíjil výraznejši stres v opeľačnom

a pooperačnom období, ktoý sa bude minimalizovať podaním anestetík a analgetík. So

"ui..átu.i 
sa bude zaobcháďzať šetľne a pľostľedie klietky sa obohatí predmetmi na hľu

aohľyzovanie. Eutanázia sa vykoná bezbolestne vhlbokej celkovej anestézii pľedávkovaním

anestetikami (Zoletil+x Ylazin) .

,)

Proj ekt bude podliehat' spätnému posúdeniu proj ektu: nte



Príloha č. 2

Netechnické zhľnutie pľojektu podl'a $ 40 naľiadenia vlády 377t20t2 Z.z.

Názov pľojektu: ,,Biomaľkeľy nutričného a zdravotného štatusu hospodársky ch zvierato,.

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: (VEGA 2l0008l2l) 30q uf Iazo*zzo

Kl'účové slová v pľojekte: model črevnej absorpcie, minerálny status, fyziológia tľáviaceho
tľaktu' suplementácia krmiva

Účel projektu:
Popísaný postup bude vykonaný na účely zrákladného výskumu. Jeho prínosom je uľčenie
vhodných biomarkeľovlukazovateľov nutričného a zdravotneho statusu zvierat,ktoré skutočne
odražaji nutľičný pľíjem, nutľičný a minerálny status zvierat a biologické účinky kŕmnych
aditív používaných v chove hospodáľskych zvierut Nutľičné biomaľkeľy sú biochemické,
funkčné alebo klinické indikátory biologického stavu zvierat, ktoré odzľkadľujú krátkodobý
alebo dlhodobý príjem živin, nutričný status zvierut závislý od absoľpcie pľijímaného aditíva a
jeho metabolizmus/funkcie v oľganizme. KeďŽe zdtavotný stav, pľoduktivita a welfaľe zvierat
sú vo veľkej miere závislé od funkčnosti ich tráviaceho tľaktu, zameriamesa pľedovšetkým na
stanovenie gastľointestinálnych biomaľkerov. Vhodnost'vybľaných biomarkerov otestujeme v
experimentoch s cielenou suplementáciou krmív zvierut. Expeľimenty budú zamerané na
zlepšenie minerálneho statusu aoptimalizáciu tľáviacich pľocesov hydiny a oviec, ktoré súčasne
povedú k ľedukcii zaťaženia životného pľostľedia znižovaním metanogenezy a vylučovania
ťažkýchkovov.

Ciele pľojektu:
Cieľom projektu je poľovnanie priamych a nepriamych technílď metód pouŽívaných na
posúdenie nutričného statusu u rôznych druhov hospodárskych zvierat aurčenie vhodných
biomaľkerovlukazovatel'ov, ktoré budú skutočne odrélžať nutľičný príjem, nutľičný a mineľálny
status zvierat a metabolizmus kŕmnych aditív v tele zvierat. Porovnávať budeme rôzne modely
črevnej absoľpcie a feľmentácie.
Nutričný status môŽeme definovať ako rovnováhu medzi živinami prijatými krmivom
a nutričnými poŽiadavkami zvierat'a alebo populáciou zvierat. Pretože stanovenie nutričného a
zdľavotného statusu zvierutje vo veľkej miere závisle na funkčnosti ich tľáviaceho traktu,
budeme sledovať funkčné ukazovatele gastľointestinálnych procesov zvierut. Pľe hodnotenie
funkčných ukazovateľov GIT, ktorý predstavuje komplex rôznych biologických procesov, je
potľebná diagnostika skupiny biomarkeľov, ktoľé by odzľkadľovali nielen funkčnosť tľáviaceho
traktu, ale aj celkový zdravotný stav, produktivitu a welfaľe zvierat. V našom projekte sa
zameiame na suplementáciu krmív ľôznymi zdrojmi minerálnych aditív, ktoľá bude zameraná
na zlepšenie mineľálneho a antioxidačného statusu zvierď, zvyšovanie ich produktivity a
optimalizáciu tráviacich procesov s cieľom minimalizovať enviľonmentálnu záťaž. Budeme
sledovať vplyv ľôznych foľiem minerálnych aditív používaných vo výŽive hospodáľskych
zvierat na ich absorpciu z GIT, distribúciu v tkanivách zvierat a Živočíšnych pľoduktoch,
metabolizmus a ich utilizáciu v tele. TaktieŽ budeme sledovat' ich vplyv na aktivitu
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antioxidačných enzýmov a koncentľácie vybľaných metaloproteínov, ako nových biomarkerov

nutričného a minerálneho statusu zvierut. Pri hodnotení nutľičného statusu zvieratbudú použité

aj inovačné prístupy využívajúce biologické ukazovatele novej geneľácie vychádzajice z

omických vied a ľôzne invitľo modely štúdia črevnej absorpcie a feľmentácie. PouŽitím invitro

metód minimalizujeme počet zvieratbežne pouŽívanýchv in vivo experimentoch.

Prínos z vykonaného pľojektu:
Jedná sa o pľojekt základného výskumu a jeho prínosom je zvýšiť rast ekologicky čistej

Živočíšnej produkcie na kilogram kľmiva, ktoľý je zlučiteľný s dobrými Životnými

podmienkamízvieratazároveťlprispievak zníženiuklimatickéhozaťaženiaprostrediascieľom
pľodukovať zdtavé potľaviny pľe človeka. V chove hospodárskych zvierat je dôleŽitým

faktoľom pre udtžanielzvyšovanie produkcie a produktivity zvierat, a znižovanie

environmentálnej záťaže zo živoéišnej výľoby a vysoká uti|izácia makro a mikľonutľientov v

tele zvieľat. Treba si uvedomiť, že kvalita Živočíšnych produktov je priamym odľazom

nutľičného pľíjmu hospodárskych zvierat. Cielenou suplementáciou kľmív budeme modulovať

vývoj a funkcie GIT a zameriame na zlepšenie ich nutričného, hlavne minerálneho statusu a

optimalizáciu tráviacich pľocesov, ktoľé budú súčasne ľedukovať zaťaženíe Životného

pľostľedia znižovanímmetanogenézy a vylučovania ťaŽkýchkovov. Naše výsledky pomôžu k

ľozšíľeniu doterajších poznatkov o vplyve mineľálnych aditív na nutľičný, mineľálny,

antioxidačný status a celkový zdravotný stav zvierat,azároveĺlpľispejú k dosiahnutiu želaného

efektu minimalizovania enviľonmentálneho znečistenia zo Živočíšnej výroby. Pľínosom budú

aj ziskané poznatky o interakciách jednotlivých komponentov kľmiva v gastľointestinálnom

tľakte ľôznych hospodáľskych zvierat.

Doposiaľ neexistuje metóda alebo technológia, ktorá by odtáňala status skupiny/populácie

hospodárskych zvíerat v rovnakom čase, pľetože požíadavky jednotlivca a jeho status sú

individuálne. Vzhľadom na faktory ovplyvňujúce nutľičný status zvierat je potrebná

diagnostika skupiny biomaľkerov, ktoré by odzrkadľovali nielen nutľičný a zdravotný stav

zvierat, ale aj produktivitu a welfaľe zvierat. Keďže nutľičný a zdtavotný status zvieľat sú vo

veľkej mieľe závísléna funkčnosti ich tľáviaceho tľaktu, zameriame sa na sledovanie funkčných

ukazovatel'ov gastrointestinálnych procesov u zvieľat.

Pľínosom bude určenie skupiny biomaľkeľov novej geneľácie, ktoľé odhalia nielen genetický

potenciál zvierat, ale dokáŽu odzrkadliť aj množstvo a pomeľ živín pľijímaných krmivom,

funkčnosť tráviaceho tľaktu a celkový zdravotý stav hospodáľskych zvieľat. Rovnako

inovatívne je pouŽitie rôznych in vitľo modelov čľevnej absoľpcie, čím sa minimalizuje počet

zvieratpoužitých v experimentoch. Získane parametľe hodnotenia nutľičného stavu budú môcť

byť ďalej vyuŽivaĺe bežne v praxi pľi chove hospodáľskych zvieral na včasnú diagnostiku

nutľičných nedostatkov vo výžive zvierat alebo metabolických poruch.

Dľuhy použifých zvierat a ich pľedbežnó počty:

Nosnice: Lohmarur Bľown ľesp. Isa Bľown - počet spolu: 364 jeclincov.

ovca domá calZošľachtená Valaška- počet spolu: 6 kastľovaných baľanov- opätovné použitie

v postupe zo schváleného pokrrsu (Ro_3355/16'221)

ovca domácall<ľíženec LAQA[INE x CIGAJA x SUFFOLK - počet spolu: 1 baľan- opätovné

použitie zo schváleného pokusu (Ro_3355i1 6'22L)
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Pľi zohľadnení všetkých potľieb vedeckého výskumu i pľedpisov stanovených v naľiadení
vlády 37712012 Z.z. maximálny počet pouŽitých zvierat za cele obdobie trvania projektu
(01'01 ,202I'3l.12.2023) nepľesiahne hoľe uvedený počet zvieratdaného drúu, keďŽe takéto
množstvo je postačujúce na zabezpečenie zmysluplného vyhodnoten ia získaných výsledkov.
PouŽitie nosníc a oviec v pripravovanom pokuse je opodstatnené, keďŽe jedným zhlavných
cieľov je sledovanie nutľičného a minerálneho statusu monogastľických zvierata preŽúvavcov.
Pokusné zvieratá budú pochádzať zo schválených chovných zariadení. Nosnice sa pouŽijú
vmodeloch in vitľo čľevnej absorpcie atranspoľtu mineľálov (144 ks) av in vivo postupe
zameľanom na sledovanie zmien minerálneho statusu nosníc počas cielenej suplementácie
kľmiva (220 ks).
opätovné použitie oviec pouŽijeme v in vitľo feľmentačných postupoch a v in vivo bilančných
postupoch zameraných na uľčenie biomarkeľov minerálneho statusu' sledovanie zmien
metabolických a funkčných procesov v GIT a stľáviteľnosti Živín počas cielenej suplementácie
krmiva preŽúvavcov (7 ks).

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité rvieratát v ľámci vykonávania
pľojektu:
Nepriaznivy vplyv na použité zvieratá nepľedpokladáme. Pokusy sú zostavené tak, aby sa
minimalizovala bolest' alebo stres, a aby bol zabezpečený a do&žiavaný welfare. Chov nosníc
bude v modemých obohatených klietkach, ktoré vyhovujú požiadavkám pľedpisov EÚ pľoti
týľaniu zvierat. Pre každú nosnicu bude zabezpečený dostatočný podlahový pľiestor a klietka
bude primerane vybavená podľa počtu zvierat. Klietky budú obohatené pľimeľane na vekovú
kategóľiu zvierat. Bude sa dbať na predpísané zootechnické podmienky ich chovu (teplota,
vlhkosť, režim striedania svetla a tmy, stmievanie, plochďvták a pod). Voda a krmivo budú
k dispozícii ad libitum a zootechnické podmienky chovu budú dodržiavane podľa
technologického postupu pľe chov daného plemena zvierat.

Stupeň kľutosti

Slabý

Slabý

Slabý

Vplyv na zviera (nosnice/ovce)

Kľátkodobý mieľny stres. Bolesť
žiaďna. Trvanie 1-2 min./l0 min.
ovce sa premiestnia do iného koteľca
Nosnice v obohatených klietkach,
podľa veľkosti zvietat'a l-2 ks.
ovce v čase bilančných postupov
v koteľcoch po 1 ks. V ostatnom
období- spoločné ustajnenie.
Prídavky minerálnych aditív budú
zamiešané do kompletného kľmiva
nosníc/oviec.

Chaľakteľistika postupu

Čistenie priestorov
(klietkďkoterec)

Umiestnenie zvierat
(klietkďkoteľec)

Kŕmenie/aplikácia
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Usmľtenie

odbeľ tkanív a kľvi nosníc
v celkovej anestézii

opakovaný odbeľ kľvi

Kĺatkodobá Íixácia pri

odbere kľvi, tľusu

Podanie letálnej dávky anestetík

Postup bude pľevedený v celkovej
anestézie, kedy zvieľa nepociťuje
žiadnu bolesť, neľeaguje na okolie
a pľed usmrtením nenadobudne
vedomie.

Štandardná metóda. Kľátkodobý stľes

Odber Wviz v. iugularis.

Štandaľdná metóda. Kľátkodobý stľes

spôsobený manipuláciou s obmedzením

pohybu.

Slabý

Slabý

Stľedný

Slabý

obohatené klietky pľe kuru domácu majú ľozmeľy (šíľka 43 cm, ľrĺuta 42,výška 63,5 cm;

podlahová plocha 1806 cm2) a sú uľčené pľe chov nosníc. Priestory obohatených klietok

určených pľe nosnice sú patrične obohatené o hniezdne boxy, bidlá, vhodný substľát na

popolenie a zobanie. Hniezdo v každej klietke je z umelého tľávnika s plochou 480 cm2

(40x12cm), pričom zabezpečuje pevnú plochu na odpočinok vtákov. Hniezda sú vystlané

dľevenými hoblinami a pieskom, ktoré sú vhodnými mateľiálmi na popolenie vtákov, hľabanie

a zobanie. Bidlá umiestnené v klietkach sú z dreva, so sploštenou hoľnou hľanou s pľiemerom

3 cm o aizue 43 cm. Výška bidla nad podlahou je prispôsobená veku vtákov. Prísun vody v

k1ietke je zabezpecený prostľedníctvom dvoch kvapkových napájačiek. Kŕmny žlÍab máaĺzm

42 cm a poskýuje dostatok miesta pre 2 vtáky. Klietka je pod kŕmnym Žľabom vybavená

brusnym papieľom na skľacovanie a obrusovanie pazúľov. Všetky doplnky obohatených klietok

sa pravidelne čistia, príp. menia a udržujú v čistote.

ovce budú počas expeľimentu ustajnené individuálne v kotercoch (výška t20 cm, podlahová

plocha 2,06 m2) s vyhovujúcimi rozmeľmi a pľiestoľovými podmienkami, pľi dodľžiavaní

príslušných zootechnickým podmienok a budú kĺmené 2 x denne pľi voľnom prístupe k vode

poeas ce1ého pokusu. V čase medzi experimentmi budú ovce spoločne ustajnené v obĺádke

s podstielkou (p1ocha 36 m2), ktoľej veľkosť sa môže pľispôsobiť počtu zvierat a ich telesnej

hmotnosti, tak aby boli splnené minimálne pľiestorové podmienky. obohatenie prostľedia bude

zabezpečene pobyom oviec vo vonkajšom areáli prostredníctvom prenosnej ohrádky

s ľovnakou plochou, zabezpečenou zastľešenou plochou a dostatočným počtom napájadiel.

Predpokladaná úroveň kľutosti:
Kategória kľutosti u hydiny- slabá. Na konci pokusu budú všetky zvieratáhumánne usmľtené

(podľa pľílohy č,.2knaľiadeniu vlády č.37712012 Z.z.). Na konce postupu budú nosnice

anestezované i. m. kombináciou sedatív Zo\etillXylazínprenásledný odber tkanív a krvi a hneď

potom budú eutan azovanépodaním letálnej dávky uvedenej zmesi narkotík. Navľhnuté spôsoby

usmľcovania hydiny (usmľtenie nadmernou dávkou anestetika) sú v súlade s $ 5 a pľílohou č. 2

NV 377120122.2.
Kategóľia kľutosti u oviec_ stredná. Všetky postupy vykonávané v ľámci postupov na

ovciach (pľíjem diét obohatených o mineľálne aditíva, odbery krvi a trusu) spadajú podľa

prílohy 4 knaľiadeniu vlády č.377l2ol2 Z.z. do kategóľie kĺutosti postupov..stľedné". čo
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Znamená, že zvlerutá v ich dôsledku nebudú pociťovať žiadnu alebo iba kĺátkodobú slabú
bolesť, utrpenie alebo strach. Humánne zaobchádzanie so zvieraťom pľi odbere krvi, trusu a
bachoľovej tekutiny bude uskutočnené štandaľdnými metódami, šetrným spôsobom. Všetci
pracovníci' ktorí prichádzají ďo styku s ovcami sú príslušne poučení. odbeľy budú
uskutočňovať vedeckí pracovníci- veterinárni lekáľi.

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahradenie zvieľat:
Pre dosiahnutie cieľa projektu budeme testovať a zavádzať metódy in vitľo čľevnej absorpcie,
ktore výrazne ľedukujú počet zvierat použitých v postupoch. V pľípade nosníc použijeme v in
vitro postupoch 36 nosníc, ktoré odpovedajú 4 rôznym stopovým pľvkom so 4 rozdielnymi
koncentráciami, na čo by sme Za in vivo podmienok potľebovali 4-násobne množstvo zvierat
(36x4:I44 zvierat). Pľe oveľenie spľávnosti in vitľo modelu, ktoý by sa dal neskôr využiť
namiesto in vlvo postupov sledujúcich absorpciu a biovyužiteľnosť stopových pľvkov
u monogastľických zvierat, je potľebné uskutočniť identický in vivo postup na živých
zvieratách.Natento typ pokusuje potľebné použiť zviera-nosnice. Týmto spôsobom sanavyše
získajú nové poznatky o vzájomnom pôsobení stopových prvkov v GIT hydiny, ich depozícii
v tkanivách a nových biomarkeľov nutľičného statusu zvierat.
Na kľátkodobe in vitro fermentácie použijeme trus baranov, prípadne bachoľovú tekutinu.
Rovnako v bilančných experimentoch zameľaných na sledovanie tráviacich procesov'
nutričného a minerálneho statusu zvierat pouŽijeme kastrované baľany (opätovne použitie),
ktorých kľmivo bude suplementované stopovými prvkami a ich kombináciou. Počas tľvania
postupu bude ľealizovaný odbeľ kľvi a tľusu. Ide o neinvazívnepostupy (Latin Squaľe design),
po ktorých nie je nutné usmľtenie zvierat a počíta sa s opätovným zaľadením oviec do pokusu.

2. Redukcia počtu zslierat:
Uvádzane počty zvierat sú minimálne počty subjektov potrebné pľe preukázateľnézhodnotenie
sledovania stanovených parametrov. V in vivo postupov na nosnici ach aovciach sú nami
zvolené počty zvierat v skupinách (vel'kosť súboľu) minimálne, nevyhnutné zhľadiska
dosiahnutia štatistickej sily min. 80%. V prípade in vitro postupov na nosniciach sme si
štatistickú silu stanovľri na 90oÁ, pretože pľi takýchto štúdiách je potrebné dosiahnut' vyššiu
hladinu pľavdepodobnosti pľe potvrdenie pľacovnej hypotézy. Na výpočet štatistickej sily
štúdie a min' mnoŽstva subjektov pľe jej dosiahnutie sme pouŽili online štatistický program
(http://poweľandsamplesize.com). Zvypočítaného minimálneho počtu zvierat na testovanie
nami zvolenej hypotézy je moŽné získať dostatočné množstvo interpľetovateľných a štatisticky
preukazných vedeckých výsledkov.Y in vlvo postupe na nosniciach sme zredukovali kontrolnú
skupinu na 10 zvierat usmľtených na začiatku expeľimentu, pre získanie východzích
paľametľov/biomarkeľov ľovnakých pľe všetky skupiny.
Pri pokusoch zameraných na sledovanie feľmentačných parametrov a stľáviteľnosti živín u 6
vykastrovaných baranov (opätovné použitie) Doužrjeme schému 6x6 Latinského štvorca. [fm
výrazne zredukujeme počty zvierat v experimentoch. Expeľiment bude pozo stávať zo 6
experimentálnych periód, kedy počas každej peľiódy bude každé zvieraprijímať inú diétu.
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Na kľátkodobé feľmentačné expeľimenty použijeme bachorovú tekutina od fistulovaného

barana (opätovné pouŽitie). Tieto fermentácie slúžia na skľíning zvolených kombinácií

stopových pľvkov, ktoré sa pľidajú pľiamo do inokula' čím sa ľedukuje použitie zvierat.

3. Zjemnenie:
V priebehu pokusu nebudú vykonávané bolestivé záWoky na zvierutách a bude s nimi šetľne

zaobcháďzaĺé. Postupy sú nastavené tak, aby bol minimalizovaný stľes použitých pokusných

zvierata aby bola zabezpečená primeľaná staľostlivosť. Všetci pľacovníci, ktorí pľichádzajido

styku so zvieratami sú príslušne poučení. odbeľ vzoľiek budú uskutočňovať veteľinaľni lekáľi,

u nosníc bude odbeľ vzoľiek realizovaĺý v celkovej anestézii zvierat. osoby zodpovedné za

staľostlivosť o zvierutá sa ľiadia pokynmi popísanými v Prevádzkovom poľiadku schváleného

pokusného zaľiadenia a sú pľavidelne školené. Neustále dbáme na humánny pľístttp

kzvieratám. Pokusné zvieratá budú chované v takých podmienkach, ktoré unich nebudú

vyvolávať Žíadeĺstres - zohľadní sa veľkosť klietky/koteĺca podľa veku zvierď, počet zvierat,

svetelný a kŕmny režim a pod. Vo všeobecnosti, uvedené experimentálne postupy nespôsobia

neprimeľaný diskomfort pokusných zvierat, v podstate sa jedná o štandardné typy pokusov

(beŽne použivané na špičkových vedeckých pľacoviskách) v súlade s etickými požiadavkami.

V dôsledku podávania mineľálnych komplexov ako kÍmnych aditív nehrozi zvieratám Žiadĺe

naľušenie ich zdravia pľedávkovanie ani intoxikácia.

Projekt bude podliehato opätovnému schval'ovaniu: nie
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Pľíloha č. 2
Netechnické zhľnutie pľojektu

Názov pľojektu:
Úĺĺntĺy glycyľľhizínu na endokľinné, behavioľálne, zápalové a metabolické maľkery s
pľedpokladaným ciel'om zlepšit' liečbu COVID_19

Číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: ! q,yq- 3 ozo -z?o
Kl'účové slová v pľojekte:
Glycyľrhizin, COVID- l 9' rats

Účel pľojektu:
základný biomedicínsky výskum

Ciel'pľojektu:
Zámerom projektu bude získať poznatky, ktoľé by nás priviedli k novým cieľom

farmakologického ovplyvnenia na zmiernenie pľiebehu covid-l9. Budeme skúmať vybľané
komponenty renín-angiotenzín-aldosteľónového systému, ktoré by mohli súvisieť s
pôsobením koronavírusu SARS-Cov-2 v bunkách. Dôležitým cieľom pľojektu je potvľdiť
hypotézu, že glycyrrhizín vykazuje ptotizápalové účinky tým, že zníži tvorbu pro-zápalových
faktorov.

Pľínos z vykonaného projektu:
Jedná sa o základný výskum, ktoľý môže by'následne využitý v klinickej praxi. Glycyrľhizín
je dostupná abezpečnálátka so zanedbateľnými neŽiaducimi účinkami. Preukázanie inhibície
angiotenzín_konvertujúceho enzýmu 2 v pl'úcach a protizápalových účinkov by pľedstavovalo
významný podnet pre klinické štúdie smerované k lepšiemu zvlád,aniuochorenia C9VID-19.

Počet a druh použifých zvierat:
V pľojekte bude použitých72 samcov potkanov kmeňa Spľague-Dawley (Yelaz,Pľaha, Česká
republika) vo veku l0 týždňov nazačiatkuexpeľimentálnych postupov.

Pľedpokladaný nepriazniqý vplyv/ujma na použité zĺ,ieratál v rámci vykonávania
pľojektu:

Zvieľatá až do začatia expeľimentálneho postupu nebudú vystavené žiadnym nepriaznivým
vplyvom. Na základe predchádzajúcich expeľimentov neočakávame v súvislosti
s intrapeľitoneálnym podávaním liečiva žiadny nepriaznivý vplyv/ujmu na zvieľatách.
Kontľolné zvíerutábudú v priebehu experimentu vystavené len viáženiu, testu vyvýšeného
bludiska a bude sa im podávať placebo vo foľme fyziologického ľoztoku. V pľípade testu
pľefeľencie soli neočakávame Žiadnu ujmu.
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Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:
Podľa prílohy č.4 k nariadeniu vlády Slovenskej ľepubliky č.37712012 Z.z. k|asiťtkujeme

krutosť nasledovne:

stľedná

Uplatňovanie zásad'o3R'':

Nahľadenie rvierat:
Hlodavce v tomto štádiu experimentov nie je možné nahradiť bunkovými kultúrami, ani

niŽším druhom živočíchov. V biomedicínskom výskume je zatiaľ pouŽitie laboratóľneho

potkana nevyhnutné a nenahľaditeľné. Pre sledovanie účinkov hodnoteného liečiva je
nevyhnutné pľacovať s potkanom laboratómym.

Redukcia počtu nĺierat:
V postupoch je zabezpečený optimálny počet expeľimentálnych zvierut na zéklade analýzy

štátistickej síly. Maximálna využiteľnosť a vyťaŽenosť bude zabezpečená tým, že

optimalizujeme počet meraní a maximalizujeme počet odobraných vzoriek na sledovanie

bôhavioľálnych, fyziologických, a biochemických paľametľov. Znižovanie počtov by

ovplyvnilo validitu dosiahnutých výsledkov.

Zjemnenie:
Ziieratá budú dľžané v skupinách umožňujúcich pľiľodzené sociálne správanie so stálym

pľísunom potľavy a pitnej vody. Na projekte sa budú podieľať len skúsení pracovníci

vyškolení ňa prácu s laboratórnymi zvierutami. U zvierut vykazujúcich akékol'vek zhoršenie

stavu pristúpime k humánnemu ukončeniu postupu.

Pľojekt bude podliehať opätovnému schval'ovaniu: áno nle
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