Priloha é. 2

Netechnické zhrnutie projektu. .7 <7 IEL-3 / P -2

Nazov projektu: Patogenéza a imunolégia Rickettsif, Coxiella burnetii, Chlamydii a im

podobnych mikroorganizmov.
KPucové slova: vnitrobunkové baktérie, epitopy, protilatky

Uéel projektu:
1. Zakladny vyskum a

2. Vysokoskolské, odborné vzdelavanie,

Ciel’ projektu:

Cielom projektu je §tadium patogenézy - izolacia, mnoZenie a oZivovanie Rickettsii,
Coxiella burnetii, chlamydii a im pribuznych mikroorganizmov na laboratérnych zvieratach.
Pokisime sa ziskat hlbsie poznatky o pdsobeni nami sledovanych patogénov (Rickettsia spp.,
Coxiella spp. a Chlamydia spp.) v Zivom organizme, ako aj roz8irit’ nase vedomosti o imunitne;
odpovedi infikovanych zvierat (mysi, mordiat & kralikov). Aplikacia sérologickych (ELISA,
IFA), molekularne biologickych (PCR) a biochemickych metéd, pouZitd na spracovanie
ziskanych organov akrvi, nAm umoni prehibit doteraj$ie poznatky o vzniku a priebehu

ochoreni, ktoré uvedené baktérie sposobuju.

Prinos projektu:

Vedecky prinos projekt spoéiva v moznosti odhalenia dominantnych, imunologicky
aktivnych epitopov. Uréenie antigenicity proteinovych alebo inych stavebnych zloziek
bakteridlnych buniek ndm moZe dat’ prileZitost na zlepSenie diagnostiky a lie¢by rickettsidz,
koxiel6z alebo chlamydiovych ochoreni. Bez aplikacie Zivych zvierat v pokusoch nie je mozné
odhalit’ imunologicky aktivne miesta ani pripadné muticie, ktoré v inkriminovanych zlozkach
nastavaju. Priprava vhodnych diagnostickych preparatov je tieZz zakladom tvorby buducich

vakein.

Pocet a druh pouzitych zvierat:



Mys laboratérna Balb/c, samice 420 ks
Mys laboratérna C3H/N, samice 420 ks
Kralik domaci (samce aj samice) 60 ks

Morca kmefi TRIK alebo Dunkin Hartley (samce aj samice) 30 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania
projektu:
Pocas tetovania, aplikacie bakteridlnych suspenzii — subkutinnej, intraperitonealnej
a intravendznej, a aplikécie anestetika budu zvieratd prezivat’ len miernu nepohodu. Niektorym
zvieratdm sa bude odoberat’ krv z chvostovej Zily v anestézii. Maximalne odobraté mnoZstvo
krvi bude 200 mikrolitrov. Krv bude odoberand 1x tyzdenne, takZe by nemalo dochadzat’
k vyraznej ujme.
Nakolko budi mysi a kraliky nakazené baktériami europskeho povodu, ktoré sa
vyskytuju v nasej prirode, nepredpokladime, Ze pre ne bude priebeh infekcie zataZujuci.
NavySe davky baktérii su stanovené tak, aby nespdsobili zivainé ochorenie zvierat.

Nepredpoklada sa nutnost’ aplikdcie pripravkov na tlmenie bolesti.

Predpokladana viroveri krutosti: stredna

Silad s poZiadavkami ,,3R%
Nahradenie:

Pre planované postupy neexistuju alternativne metddy. Zvieratd nie je moZné nahradit’
bunkovymi kultdrami, ani niZ§im druhom Zivodichov. Experimentom na zvieratich
predchadzaju $tadie v in vitro podmienkach. Imunologicku odpoved’ Zivého organizmu na
posobenie baktérii nie je mozné sledovat’ v in vitro systemoch. VzhI'adom na komplexnost’
dejov odohravajucich sa v réznych organoch, napr. v mozgu, nie moZné nahradit’ poznatky
ziskané zo Zivého, mozgového tkaniva animalnych modelov, poznatkami ziskanymi z in vitro
experimentov. Vyskum spracovania a $irenia informécii v neurénoch a v neurdnovych siet’ach

mozgu je mozné uskuto¢iiovat’ iba v pokusnych zvieratach.

Obmedzenie:
Planovany podet zvierat je maximalny a je v fiom zahrnuty nevyhnutny poéet opakovani.
Polet zvierat v skupinich je minimalizovany tak, aby mohli byt ziskané vysledky $tatisticky

vyhodnotené. Ak ziskame tatisticky signifikantné data z menSicho podtu zvierat, nebude
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potrebné pouZit” celkovy planovany podet. Opdtovné pouzitie zvierat pouzitych na izolaciu,
mnoZenie a oZivovanie mikrobidlnych patogénov nie je moZné aviak, vyuZijeme jednu

kontrolnti skupinu pre viacero experimentalnych pokusov.

Zjemnenie:

Mysi, mor€ata aj kraliky budu po&as celého pokusu drzané v Standardnych podmienkach
schvaleného zariadenia. Mdme vypracované postupy, ktoré minimalizuji traumatizaciu zvierat
pocas injekénych aplikécii. Zvieratdim bude zabezpefena Standardn4 starostlivost’, ktora bude
vykondvat’ Skoleny personal - pracovnici pokusného zariadenia. Denne sa bude vykonavat’
kontrola zdravotného stavu zvierat. Ani v jednom $tidiu pokusu nebudd mat’ zvierata
obmedzeny pohyb, ani obmedzeny prisun potravy a vody. Zvierata buda drzané v skupinach
umoZzilujucich prirodzené socidlne spréavanie so stilym prisunom potravy a pitnej vody.
V pripade potreby bude vykonané humdanne ukondenie postupu.

Zvieratd budi mat’ prostredie obohatené o okusovadlad a papierové tunely (mysi,

morcatd); lopti¢ky plnené senom, drevené okusovadla, vitaminové tyCinky a mineralnu sol’
(kraliky).

Spitné posiidenie projektu:

Projekt nebude podliehat’ opdtovnému posudzovaniu.



NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
podla § 40 nariadenia viddy SR & 377/2012 Z.z.

NAZOV PROJEKTU:

STANOVENIE AKUTNEJ ORALNEJ TOXICITY OECD TG 423

O

C/SLO KONANIA ROZHODNUTIA O SCHVALENT PROJEKTU: 279 .?/g)ﬂf-’c} >
4

C.k. Ro 4682/19-221/3

KLUCOVE SLOVA:

acute oral toxicity, rat

UCEL PROJEKTU PODLA § 3 A JEHO ZDOVODNENIE:

Aplikovany vyskum

PODROBNY POPIS CIELA PROJEKTU:

Ciefom projektu (Studie) bude poskytnat podklady pre posidenie bezpe&nosti chemickych Iatok
z hladiska schopnosti vyvolat toxickd reakciu organizmu po jednorazovom podani latky a odhalit
potencialne negativne vplyvy podla metddy OECD 423.

OCAKAVANY VYSLEDOK:

Projekt poskytne informdcie, ktoré si v tomto teste z hiadiska platnej legislativy REACH pre latky
produkované v mnoizstve do 10 ton/rok pozadované. Pokusnd a pozorovacia stratégia su dané
metodickym postupom OECD 423, ktory je na principe postupného postup s pouzitim 3 zvierat
jedného pohlavia v jednom kroku. V zavislosti od Gmrtnosti alebo moribundného stavu zvierat
mozu byt potrebné priemerne 2 a3 4 kroky, aby bolo moZné posudit akutnu toxicitu testovanej
latky. Tento postup je reprodukovatelny, s pouZitim malého poétu zvierat a je schopny hodnotit
latky podobnym spdsobom ako iné metddy testovania akutnej toxicity (OECD 420 a 425),
Prinosom tejto 3tidie bude v&asné rozpoznanie toxicity skusanych latok a zabranenie
negativnych vplyvov na organizmus.



DRUHY POUZITYCH ZVIERAT A ICH POCTY

Potkany kmena Wistar
180 samic, 60 samcov / na 20 testovanych latok
Chemické latky budy konkretizované v ,,0znameni o zacati projektu®).

PREDPOKLADANY NEPRIAZNIVY VPLYV/UJMA NA POUZITE ZVIERATA V RAMCI
VYKONAVANEHO POSTUPU

Potas postupu sa bude so zvieratami zaobchddzat 3etrne v sulade so zésadami 3R s moinou
ujmou polas vystavenia aplikicie testovanych latok. Celkovy zdravotny stav potkanov bude
sledovany podla kritérii humane endpoints, aby sa zabranilo bolesti a utrpeniu zvierat. Ak by
zviera prejavilo vyrazné zhor$enie zdravotného stavu a pohody v obdobi karantény resp. studie,
bude huménne usmrtené (podla ndvodu pre dany druh zvierat, priloha 2. k nariadeniu vlady
&€.377/2012 Z.z.). Zvierata prejavujlice bolest budi neodkladne humanne utratené, nie je viak
vyltgené, e pride k Ghynu vplyvom latky, preto je pokus hodnoteny ako stredne kruty aZ kruty

Predpokladand Groveri krutosti: stredna — kruta

o . Zaradenie podia
Charakteristika postupu Vplyv na zviera krutosti P
Véienie zvierat Kratkodoby mierny stres slaba
Jednorazové peroralna aplikacia ,

N Mierny stres, bolest slaba slaba
testovanej latky
Moind systémova reakcia Mierna aZ silna bolest slabd - kruta
Celkova doba pozorovania Mierny stres, bolest slaba slaba
Usmrtenie preddvkovanim anestetika Mierny stres strednd
Celkové hodnotenie krutosti skusky: strednd - krutd

SULAD S POZIADAVKOU NAHRADENIA, OBMEDZENIA A ZJEMNENIA (3R)

V projekte budu zohladriované zdsady 3R.

Refinement — pokus je zamerany na zistenie neZiaducich uéinkov testovanych latok.

PouZitie latok zmierfiujucich bolest by mohlo ovplyvnit vysledky pokusu. V pripade bolesti, alebo
utrpenia (OECD Guidance Document on the Recognition, Assesment and Use of Clinical Sign as
Human Endpoint for Experimental Animais Used in Safety Evaluation) budud zvieratd humanne
utratené



Reduction - pocty zvierat v pokuse st primerané a redukované v maximalnej miere, dalsie
zniZenie by mohlo ovplyvnit validitu pokusu

Replacement - po preskumani databéz pre stanovenie toxicity po jednorazovom podani sme
nenaslli zodpovedajlicu alternativnu metédu

VyZaduje sa spitné postidenie projektu.



Priloha ¢&. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Désledky nedostatku alebo nadbytku aldosterénu pocas ontogenézy na vyvin spravania
a neuroendokrinnych regulacii

Cislo konania rozhodnutia o schvsleni projektu: 72 5) i«? - 3/8 (e o~ <D

KPucové slova v projekte:
aldosterdn, hypoaldosteronizmus, hyperaldosteronizmus, stres, ontogenéza

Utel projektu:
zékladny biomedicinsky vyskum

Ciel’ projektu:

V predchddzajtcich $tudiach bolo preukédzané, e pocas obdobia ontogenézy je ddleZitej$im
stresovym horménom mineralokortikoid aldosterén nes glukokortikoid kortikosterén.
Vysledky viacerych experimentov potvrdili, Ze aldosterén mdze byt zodpovedny aj za zmeny
spravania a mdZe u zvierat vyvolat’ spravanie podobné tzkosti alebo depresii. Z toho dévodu
predpokladdme, Ze zniZenie alebo zvysenie hladin aldosterénu bude mat pozitivny resp.
negativny vplyv na behavioralne a neurovyvinové ukazovatele u mlad’at v obdobi ontogenézy.
V predkladanom projekte budeme u potkanov ovplyviiovat’ koncentracie stresového horménu
aldosterénu, prostrednictvom modelov hypoaldosteronizmu a hyperaldosteronizmu. Hlavnym
cielom projektu je zistit’, ako ovplyviiuje aldosterén spravanie a iné neurovyvinové ukazovatele
u mlad'at potkana. Nosnymi postupmi v predkladanom projekte budu nasledovné metédy: (1)
mladata potkana kmefia Sprague-Dawley, (2) farmakologicky model hypoaldosteronizmu, 3)
farmakologicky model hyperaldosteronizmu, (4) behavioralne testy na hodnotenie tizkostného
spravania a kognitivneho vykonu a (5) akitny stresovy podnet.

Prinos z vykonaného projektu:

Ide o zékladny vyskum, ktory moZe byt nésledne vyuzity ako vychodisko pre klinicky vyskum.
Vysledky predchaddzajucich §tidii poukézali na vyznam aldosterénu v stresovej odpovedi
organizmu podas ontogenézy. O&akévame zmeny v spravani a neuroendokrinnej stresovej
odpovedi umlad’at, ktoré st vystavené zmenenym koncentraciam aldosterénu v organizme
pocas ontogenézy. Rozsirenie poznatkov o endokrinnych zmenéch v priebehu ontogenézy
prispeje k novym moZnostiam farmakoterapie psychickych portch, ktoré st asociované so
stresom.

Pocet a druh pouZitych zvierat:

V projekte bude pouZitych 30 gravidnych samic potkanov kmetla Sprague-Dawley (AnLab,
Praha, Cesk4 republika) v 14. dni gravidity. Nésledne do experimentdlnych postupov bude
zaradenych 240 mlad’at (120 samcov a 120 samic) vo veku 3 dni po narodeni. V pilotnych
Studidch 1 a2 budu zvierat4 rozdelené do troch skupin po 8 jedincoch v z4vislosti od podavania
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vybranej latky (Treatment] samce + samice — latka poddvana jedenkrat denne; Treatment2
samce + samice — latka podavand dvakrat denne; Placebo samce + samice — podavané jedenkrat
denne). Zvierata v Experimentélnej $tudii 1 budu rozdelené do Styroch skupin po 24 jedincoch
v zavislosti od podavanej latky a pohlavia (hypoladosteronizmus-samce, hypoladosteronizmus-
samice, placebo-samce a placebo-samice). Zvierata v Experimentélnej $tidii 2 buda rozdelené
do Styroch skupin po 24 jedincoch v zavislosti od poddvanej latky a pohlavia
(hyperladosteronizmus-samce, hyperladosteronizmus-samice, placebo-samce a placebo-
samice).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v rameci vykonavania
projektu:

Zvieratd az do zacatia experimentalneho postupu nebudt vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom. Farmaka sa budu zvieratim poddvat’ vo forme intraperitonealnej injekcie jedenkrat
denne, ¢o predstavuje slabu krutost’ alebo dvakrat denne, &o spada do kategorie krutosti stredné.
Mlad’atd budi poas podévania umiestnené na vyhrievaciu podlozku. Na zdklade
predchadzajiicich experimentov neogakévame v suvislosti s podavanym typom lie€iv Ziadny
nepriaznivy vplyv/ujmu na zvieratich. Zvieratim v skupine placebo bude v priebehu
experimentu intraperitoneélne podavany fyziologicky roztok (3tudia 1) alebo 1% roztok etanolu
(Stidia 2). Zvieratd v skupinach placebo av experimentdlnych skupinidch budu vaZené
a behavioralne testované. Test otvoreného pola, test vyvySeného plusového bludiska a test
rozpoznavania nového objektu méZe u zvierat vyvolat’ kratkodobu uzkost a stres. Z dovodu
mozZnych zmien v citlivosti pre sol, bude u zvierat vykonany test preferencie soli. V pripade
testu preferencie soli neotakavame Ziadnu ujmu.

Predpokladan4 aroveii krutosti:

Podla prilohy ¢.4 k nariadeniu vlady Slovenskej republiky &.377/2012 Z.z. klasifikujeme
krutost’ nasledovne:

Krutost’ postupov vykondvanych v projekte klasifikujeme ako ,stredné“, vzhladom na
skutocnost’, Ze opakované podavanie farmak spada do kategoérie krutosti stredné.

Uplatiiovanie z4asad “3R”:

Nahradenie zvierat:
Hlodavce v tomto §tddiu experimentov nie je moZné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani ni%$im
druhom Zivoéichov. V biomedicinskom vyskume, rovnako teda aj vyskume psychickych

portch a behaviordlnych zmien, je zatial pouZitie laboratorneho potkana nevyhnutné a
nenahraditel’né.

Redukcia poétu zvierat:

V postupoch je zabezpeeny optimalny poCet experimentélnych zvierat na zdklade analyzy
Statistickej sily. Maximdlna vyuZitelnost a vytaZenost bude zabezpedend tym, Ze

2



optimalizujeme podet merani a maximalizujeme pocet odobranych vzoriek na sledovanie
behavioralnych, fyziologickych, a biochemickych parametrov. ZniZovanie poétov by
ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov.

Zjemnenie:

Zvieratd budii drzané v skupindch umoziujiicich prirodzené sociilne spravanie so stdlym
prisunom potravy a pitnej vody. Zvieratim sa po¢as experimentalnych postupov bude zvySovat’
alebo zniZovat’ koncentrécia aldosterénu v organizme, &im dochédza k zmene ich zdravotného
stavu. Zaroveti sa bude so zvieratami manipulovat’ v behavioralnych testoch, &0 mé¥e mat’ na
zvieratd mierne stresovy vplyv. Na projekte sa budu podielat’ len sktiseni pracovnici vyskoleni
na pracu s laboratérnymi zvieratami. U zvierat vykazujucich akékol'vek zhorfenie stavu
v dosledku stresu pristipime k humannemu ukonéeniu postupu.

Projekt bude podliehat’ opatovnému schvalovaniu:  4no @



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu
2 LI
Nazov projektu: ‘52 97\7 ’/Xﬂ O-<cco

Testovanie imunitnej odpovede indukovanej peptidmi derivovanymi z glykoproteinu S
koronavirusu SARS-CoV 2

Krucové slovd v projekte (max 5 slov): koronavirus, povrchovy glykoprotein S, bunkova a
humordaina imunitnd odpoved’
Uéel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

V' predchadzajucom projekte zameranom na mapovanie imunogenicity glykoproteinu S
koronavirusu SARS-CoV 2 sme na povrchu glykoproteinu S identifikovali niekol’ko epitopov,
ktoré zohravaji kla€ovi tlohu pri vstupe virusu do bunky. V snahe poskytnit’ efektivnu ochranu
pred novym koronavirusom je potrebné zacielit' terapiu na tieto epitopy. Inhibicia tychto Gsekov
protilatkami indukovanymi peptidmi by mohla byt jednym z terapeutickych pristupov v boji s
koronavirusom. Vzhladom na komplexnost problematiky koronavirusu predpokiadame, e
blokovanie viacerych epitopov moze viest k uginnej terapii. Ciefom predkladaného projektu je
otestovat’ na zvieratich kombinacie vybranych peptidov nesticich klugové epitopy a analyzovat’
imunitni odpoved’ na jednotlivé kombinacie peptidov.

Prinos z vpkonaného projektu:

Ziskané vysledky by mohli odhalit efektivnu kombinaciu epitopov  ktorych blokovanie
indukovanymi protilitkami by mohlo byt jednym =z terapeutickych pristupov v boji s
koronavirusom.

Druhy a pocty pouZitych zvierat v pokuse:
Celkovo bude pouZitych 100 samic mysi C57BL/6NCrl (vo veku priblizne 6 tyzdriov).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouité zvieratd v ramci vykondvania projektu:
Nepredpokladdme nepriaznivy vplyv imunizicie na zvierats, ked’e budeme podavat’ kratke
syntetické peptidy konjugované na nosié. Zvieratdm bude 4x subkutinne aplikovany testovany
antigén, 10 dnf po poslednej davke im bude odobraté krv v miernej sedécii z retroorbitalneho plexu
s cielom stanovit’ imunitnii odpoved, t.j. stupeii $pecifickej protilatkovej odpovede indukovanej
Jednotlivymi kombinaciami peptidov. Na konci experimentu budd zvieratd humanne usmrtené
v celkovej anestézii vykrvenim, s naslednym odberom sleziny, kde budeme analyzovat' bunkovy
typ imunitnej odpovede.

Zvieratd po injekcii antigénu aticZ pri odbere krvi st monitorované a v pripade neadekvatnej
reakcie ako napr. vyraznd triaska, apatia apod. sa upovedomi veterinarny lekar a veduci
experimentu a po postideni zdravotného stavu sa rozhodne o human end point:

Human end point:

Prejav Skoére

1 | Akykolvek stav vedici k dlhotrvajucej alebo nezvratnej neschopnosti prijimat’ | 0f 1 |2
potravu alebo vodu (dlhodoba nehybnost.letargia...)

2 | Stavy, ktoré poukazuji na silnt bolest’, strach alebo utrpenie (autoindukovana | 0 1 |2
trauma, hrbenie, vokalizdcia, abnormaélne pohyby, otvorené rany,...)

3 | Rychla alebo pretrvdvajuca strata hmotnosti (>15% ocakavanej hmotnosti) of1 |2

4 | ZovSeobecnené zniZenie starostlivosti a abnormalny vzhlad pocas dlhého [0 1 |2
Casového obdobia (najezena srst, rozsiahla alopécia,...)

5| Tazké alebo pretrvavajuce Cazkosti s dychanim o[t |2

Hodnotenie:



Priloha 2: Netechnické zhrnutie

0 - bez priznakov

1 - mierny priznak

2- stredne silny priznak / konzultacia s veterinarnym lekdrom

3- silny priznak -eutanazia

Ka?dy znak sa zhodnoti na zaklade bodovania 0-3, pri€¢om 0-bez priznakov, 3- silny priznak.
Vysledné skoére je suétom jednotlivych pozorovanych priznakov.

Ka?dé zviera, ktoré bude prejavovat stredne silny priznak bude presunuté do klietky s
neobmedzenym pristupom ku krmivu a tekutindm, bude neustale monitorované a jeho stav bude
konzultovany veterindrnym lekarom. Kazdé zviera prejavujuce silny priznak v ktoromkol'vek
prejave, pripadne pri sucte bodov viac ako 8, bude vyradené z experimentu a huménne usmrtené.

Predpokladand vurovedi krutosti:

Vazenie zvierat — slaba

Znadenie zvierat tetovanim — stredna

Kratkodoba fixéacia, subkutanna injekcia/opakovand 4x (0,1,2 a 12 mesiacov) — strednd
Stav zvierat po¢as obdobia prezivania- slaba aZ stredna

Odber krvi (retroorbitalny plexus) v miernej sedacii — stredna

Usmrtenie v anestézii vykrvenim - slaba

Zohladnenie 3R:

Zjemnenie:

Pri manipulacii so zvieratami sa budi dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
huménne a nebude sa im vyvijat prebytoény stres. Pocet zvierat v chovnej nddobe zohladfiuje
normy dané zikonom. Zvieratd si chované v podmienkach vyhovujicich fyziologickym a
sociologickym potrebam. Starostlivost’ o zvieratd zabezpecujii osoby, na ktoré si zvierata zvykli. Vo
zverinci je denne kontrolovany a monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch
zmien zdravotného stavu veterinarny lekar upovedomi vediiceho experimentu o pripadnej potrebe
vyradit’ zviera z experimentu a pristipit’ k humannemu usmrteniu zvierata.

Bezprostredne po aplikicii mdzeme u niektorych jedincov pozorovat’ miernu apatiu alebo naopak
zvysenn aktivitu, ktord odznie v priebehu par minut. Pri pretrvavajicich priznakoch (tria8ka), zviera
oddelime aumiestnime na vyhrevni podlozku az do zotavenia. Zvieratd su pravidelne
monitorované a hodnotené na zdklade bodového skoére, v pripade pretrvévajlcej neadekvatne;
reakcie sa upovedomi veterinarny lekar a veduci experimentu a po posideni zdravotného stavu sa
rozhodne o human end point.

Redukcia:
Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v o najvyssej moZnej miere. V jednotlivych skupinach
bude maximalne 10 zvierat. Podet zvierat zohl'adfiuje variabilitu imunitnej odpovede.

Nahradenie:
Analyzu imunitnej odpovede po imunizacii zvierat nie je tieto mozné nahradit’ in vitro systémami.

Zidsada nahraditelnosti zvierat
Nenagli sme Ziadnu alternativnu metddu, ktord by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme

nemuseli vykondvat’ experimenty na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zadiatkom roka 2020 sa rozsiril novy koronavirus z Ciny do celého sveta aspdsobil tak
celosvetovii pandémiu. K diiu 4. 4. 2020 bolo zaznamenanych 1 133 969 pozitivnych pripadov
spdsobenych tymto virusom a infekeii podFahlo 60 409 osob. Snahou vedecke; komunity je lepsie
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Ptiloha 2: Netechnické zhrnutie

porozumiet’ tomuto novému virusu, ziskat’ kontrolu nad Jeho Sirenim, zacielit' terapiu na klicové
epitopy a poskytnit’ tak efektivnhu ochranu pred tymto novym koronavirusom. Vzhladom
k sacasnému stavu je prinos projektu nad utrpenie zvierat. Utrpenie/ stres zvierat sa snazime
v projekte zniZi na najniZ$iu moZnd mieru. Subkuténna aplikicia imunogénu trvé niekolko
sekind. Odber krvi trvd maximalne jednu minttu a vykonava sa na sedovanych zvieratach.
Experiment sa ukon¢i vykrvenim zvierata v celkovej anestézii a naslednym odobratim sleziny.

Zaciatok pokusu je planovany na 7.9.2020 a bude sa realizovat’ do konca roka, tj. do 30.11.2021.
Zvieratd nebudu vystavené opitovnému pouZitiu.

V projekte nebudi pouzité GMO zvierata.
Projekt nevyZaduje spitné postidenie (podl'a Nariadenia vlady SR & 377/2012 Z.z.).



Priloha ¢. 2 : Jz)qog" S/QO?O' cerp
Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.
Nizov projektu:

Vplyv kombinacie réznych chitosanov a hyaluronanu sodného s réznymi antioxidantami
na hojaci proces ischemickych ran kralikov

KPicové slova v projekte: ischemick4 rana, kralik, chitosan, hyaluronan, antioxidanty

a) Informicie o ciePoch projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, poéte
a typoch zvierat.

Ciel’om projektu je zistit’ a porovnat’ vplyv lie¢by membranami obsahujtcimi Zivo&isny, resp.
rastlinny chitosan (CH), hyaluronan sodny (HA) spolu s antioxidantom (edaravone, laponit,
glukomanan, koloidné striebro, karbonove mikrovlakna) na proces hojenia ischemickych ran
u krélikov.

Prinosom bude vyvoj novych a bezpeénych zdravotnickych prostriedkov z ucinnych latok
farmakologicky vyuZitelnych v lietbe Pudi na hojenie ischemickych ran. Navyse sa ziskaju
nové originalne poznatky o u¢inku testovanych ltok v kombinovanej liebe t'azko sa hojacich
vulnusov u krélikov.

Prinos projektu vyrazne prevysuje ujmu u experimentalnych kralikov pri ziskavani poznatkov
v navrhovanom modeli ischemickej rany i z hladiska bezpe¢nosti buduceho zdravotného
prostriedku pre éloveka.

Predpokladand ujma na pouZitych zvieratdch sa méze prejavit’ Ciastoénym kritkodobym
diskomfortom pri nadobudan{ vedomia po anestézii od ukondenia opera¢ného zakroku a pri
prevdzovani rdan. Takisto v prvych dvoch diioch po operacii, kedy sa hoji incizne poranenie
koZe pod sterilnym obvizovym krytim. Zvieratd budd pravdepodobne viac odpoéivat, menej
sa aktivne pohybovat’ a prijimat’ potravu. Po&as vetkych tkonov sa bude eliminovat’ stres a
utrpenie podanim ¢iastoénej, resp. celkovej anestézie a dennou aplikaciou anal getika. V pripade
vyskytu bolestivych stavov podl'a human endpoints sa zviera podrobi humannej eutanazii.

V projekte sa pouZije celkom 60 zvierat (dospelé kraliky vo veku 15— 16 tyZdniov), s telesnou
hmotnost'ou v rozsahu 2500 — 3000 g. Poget 60 jedincov postacuje pre stanovenie u¢innosti
testovanych latok na hojenie ischemickej rany a porovnanie ich terapeutickych vlastnosti
s negativnou kontrolou. Zvieratdm bude pocas celého projektu poddvané kazdy deni krmivo
a pitna voda ad libitum.

Experimentalny model u krélikov sa indukuje vytvorenim hypoxického prostredia v usnici
sekciou vybranych ciev s naslednou exciziou koZného tkaniva excizionalnych ran. Po 15 diioch
sa budu sledovat’ zmeny v procese hojenia poskodeného tkaniva. Testované latky sa budu
vymiefiat’ kazdy treti defi pracovnikom s dlhodobou praxou.

Celkovo v postupe budti vykonavané prace na zvieratach pri strednej arovni krutosti podla
klasifikacie krutosti postupov.

VézZenie zvierat - slaba

Aplikécia anestézie pred operaciou, pri prevdzovani ran kazdé 3 dni i.m. - stredna
Denné podévanie analgetika podas 15 dni - stredné

Aplikécia antibiotika prvé 3 dni po operécii - strednd

Pooperany stav a preZivanie zvierat po operacii pocas 15 dni - stredng



Individualne umiestnenie poéas celého projektu v Standardnych klietkach pre kralikov — slaba
Vyberanie stehov po zékroku v anestézii po 7 dioch od operacie — stredna

Previzovanie ran v anestézii kazdé 3 dni — stredna

Aplikacia anestézie pri ukon&eni experimentu im. —slabé

b) Preukazanie siiladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia
Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Animalny model ischemickych rén sa Standardne pouziva pri sledovani u¢inkov potencidlnych
latok ovplyvilujucich proces hojenia. V medzinarodnych databazach (ECVAM, NC3R,
ALTWEB) sa zistovali alternativne metody, ktoré by nahradili pouZitie experimentalnych
zvierat. V stdasnej dobe neexistuje validovana alternativna metoda testovania hojacich
vlastnosti latok na modeli ischemickej rany. Preto sa pouziva klasicka in vivo metoda. Kralik
doméci je systematicky najniZsie postaveny druh vhodny pre posudenie ucinkov
zdravotnickeho produktu v mieste jeho podania.

Zdsada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym poctom experimentalnych kralikov tak, aby nebol ohrozeny
ciel projektu abola zabezpetena reprodukovatelnost’ i validita postupu pre fyzikdalne,
makroskopicko-morfologické a histologické analyzy, ako ajich Statistické vyhodnotenie.
7vierat4 budt sam&ieho pohlavia, rovnakého veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému
rozptylu nameranych hodnét atym Statisticky nesignifikantnym vysledkom. P4t zvierat v
skupine je optimélny poet potrebny pre zistenie terapeutickej efektivity testovanych
latok, porovnanie ich u¢inkov navzdjom a neméze byt’ redukovany. Z dovodu Setrenia zvierat
nebudu zaradené zvierata v monoterapii, pretoZe tieto udaje nie s nutné pre hodnotiaci proces
v tomto projekte.

Zdsada zjemnenia (refinement)

Zvieratd budi po presunuti z chovného zariadenia v aklimatizécii a poCas experimentu po
jednom v dostato¢ne velkych klietkach (rozmery 60x70x45cm, plocha 4200 cm?)
za stanoveného svetelného, tepelného a kimneho reZimu. Po operaénom zasahu sa ustajnia
individualne, aby sa zamedzilo vytrhnutiu stehov, naruSeniu hojaceho procesu i prijimania
krmiva. Na zabranenie vzniku pooperagnych zapalovych reakcii sa pouZije antibiotikové krytie
podas prvych troch dni. Opera&né zékroky budii vykonavané sktisenym odbornym pracovnikom
s dlhoroénou praxou. Kréliky pogas postupu preZiju vyraznej§i stres v operatnom
a pooperaénom obdobi, ktory sa bude minimalizovat’ podanim anestetik a analgetik. So
zvieratami sa bude zaobchadzat’ Setrne a prostredie klietky sa obohati predmetmi na hru
a ohryzovanie. Eutanazia sa vykond bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii predavkovanim
anestetikami (Zoletil+xylazin).

Projekt bude podliehat’ spiitnému posideniu projektu: nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 nariadenia vlady 377/2012 Z.z.

Nazov projektu: , Biomarkery nutriéného a zdravotného statusu hospodérskych zvierat*.

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: (VEGA 2/0008/21) 504 é7/ 2p~22D

Kracové slovd v projekte: model ¢revnej absorpcie, mineralny status, fyzioldgia traviaceho
traktu, suplementécia krmiva

Utel projektu:

Popisany postup bude vykonany na ugely zakladného vyskumu. Jeho prinosom je uréenie
vhodnych biomarkerov/ukazovatel'ov nutri¢ného a zdravotného statusu zvierat, ktoré skutoéne
odraZaju nutriény prijem, nutriény amineralny status zvierat a biologické ti¢inky kfmnych
aditiv pouZivanych v chove hospodérskych zvierat. Nutri¢né biomarkery st biochemické,
funke&né alebo klinické indikatory biologického stavu zvierat, ktoré odzrkadluju kratkodoby
alebo dlhodoby prijem Zivin, nutriény status zvierat zavisly od absorpcie prijimaného aditiva a
jeho metabolizmus/funkcie v organizme. Ked’ze zdravotny stav, produktivita a welfare zvierat
su vo velkej miere zavislé od funk&nosti ich traviaceho traktu, zameriame sa predovietkym na
stanovenie gastrointestinilnych biomarkerov. Vhodnost’ vybranych biomarkerov otestujeme v
experimentoch s cielenou suplementiciou krmiv zvierat. Experimenty budti zamerané na
zlepSenie mineralneho statusu a optimaliz4ciu traviacich procesov hydiny a oviec, ktoré sucasne
povedu k redukcii zataZenia Zivotného prostredia zni¥ovanim metanogenézy a vyluCovania
tazkych kovov.

Ciele projektu:

Cielom projektu je porovnanie priamych a nepriamych technik/ metod pouZivanych na
postidenie nutri¢ného statusu u rdznych druhov hospodarskych zvierat a uréenie vhodnych
biomarkerov/ukazovatelov, ktoré budt skutoéne odrazat’ nutri¢ny prijem, nutriény a mineralny
status zvierat a metabolizmus kfmnych aditiv v tele zvierat. Porovnavat budeme r6zne modely
¢revnej absorpcie a fermentacie.

Nutri¢ny status méZeme definovat’ ako rovnovdhu medzi Zivinami prijatymi krmivom
a nutriénymi poZiadavkami zvierata alebo populaciou zvierat. Pretoze stanovenie nutri¢ného a
zdravotného statusu zvierat je vo velkej miere zavislé na funk&nosti ich traviaceho traktu,
budeme sledovat’ funkéné ukazovatele gastrointestinalnych procesov zvierat. Pre hodnotenie
funkénych ukazovatelov GIT, ktory predstavuje komplex roznych biologickych procesov, je
potrebnd diagnostika skupiny biomarkerov, ktoré by odzrkadlovali nielen funké&nost’ traviaceho
traktu, ale aj celkovy zdravotny stav, produktivitu a welfare zvierat. V naSom projekte sa
zameriame na suplementéciu krmiv réznymi zdrojmi mineralnych aditiv, ktora bude zamerana
na zlepSenie minerdlneho a antioxidadného statusu zvierat, zvySovanie ich produktivity a
optimalizaciu traviacich procesov s ciePom minimalizovat environmentalnu zat'az. Budeme
sledovat’ vplyv roznych foriem mineralnych aditiv pouzivanych vo vyZive hospodarskych
zvierat na ich absorpciu z GIT, distriblciu v tkanivach zvierat a Zivo¢isnych produktoch,
metabolizmus aich utilizdciu v tele. Taktie? budeme sledovat ich vplyv na aktivitu



antioxidaénych enzymov a koncentracie vybranych metaloproteinov, ako novych biomarkerov
nutri¢ného a mineralneho statusu zvierat. Pri hodnoteni nutriéného statusu zvierat budd pouZité
aj inovatné pristupy vyuZivajuce biologické ukazovatele novej generdcie vychadzajuce z
omickych vied a rdzne in vitro modely $tudia Erevnej absorpcie a fermentécie. PouZitim in vitro
met6d minimalizujeme podet zvierat beZne pouZivanych v in vivo experimentoch.

Prinos z vykonaného projektu:

Jedné sa o projekt zékladného vyskumu a jeho prinosom je zvysit' rast ekologicky Cistej
zivotisnej produkcie na kilogram krmiva, ktory je zluCitelny s dobrymi Zivotnymi
podmienkami zvierat a zérove prispieva k zniZeniu klimatického zat'aZenia prostredia s cielom
produkovat’ zdravé potraviny pre €loveka. V chove hospodarskych zvierat je dolezitym
faktorom pre udranie/zvySovanie produkcie a produktivity zvierat, a zniZovanie
environmentalnej zat'aZe zo Zivo&isnej vyroby a vysoka utilizdcia makro a mikronutrientov v
tele zvierat. Treba si uvedomit, Ze kvalita Zivo&isnych produktov je priamym odrazom
nutri¢ného prijmu hospodarskych zvierat. Cielenou suplementaciou krmiv budeme modulovat’
vyvoj a funkcie GIT a zameriame na zlepSenie ich nutri¢éného, hlavne mineralneho statusu a
optimalizaciu traviacich procesov, ktoré budu sucasne redukovat zat'aZenie Zivotného
prostredia zniZovanim metanogenézy a vylu¢ovania tazkych kovov. Nase vysledky pomozu k
rozsireniu doterajdich poznatkov o vplyve mineralnych aditiv na nutri¢ny, mineralny,
antioxidadny status a celkovy zdravotny stav zvierat, a zdroveti prispeji k dosiahnutiu Zelan¢ho
efektu minimalizovania environmentlneho znegistenia zo Zivo&isnej vyroby. Prinosom budu
aj ziskané poznatky o interakcidch jednotlivych komponentov krmiva v gastrointestindlnom
trakte r6znych hospodarskych zvierat.

Doposial’ neexistuje metoda alebo technolégia, ktord by odrazala status skupiny/populécie
hospodérskych zvierat v rovnakom Case, pretoze poZiadavky jednotlivca a jeho status su
individualne. Vzhladom na faktory ovplyvilujuce nutriény status zvierat je potrebna
diagnostika skupiny biomarkerov, ktoré by odzrkadl'ovali nielen nutriény a zdravotny stav
zvierat, ale aj produktivitu a welfare zvierat. Ked’Ze nutriny a zdravotny status zvierat si vo
vel’kej miere zAvislé na funkénosti ich traviaceho traktu, zameriame sa na sledovanie funkénych
ukazovatelov gastrointestinalnych procesov u zvierat.

Prinosom bude ur&enie skupiny biomarkerov novej generécie, ktoré odhalia nielen geneticky
potencial zvierat, ale dokdZu odzrkadlit’ aj mnoZstvo a pomer Zivin prijimanych krmivom,
funk&nost’ traviaceho traktu a celkovy zdravotny stav hospodérskych zvierat. Rovnako
inovativne je pouZitie roznych in vitro modelov &revnej absorpcie, ¢im sa minimalizuje pocet
zvierat pouzitych v experimentoch. Ziskané parametre hodnotenia nutri¢ného stavu budi moct’
byt dalej vyuZivané bezne v praxi pri chove hospodarskych zvierat, na véasnd diagnostiku
nutriénych nedostatkov vo vyZive zvierat alebo metabolickych poruch.

Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné poéty:

Nosnice: Lohmann Brown resp. Isa Brown - poéet spolu: 364 jedincov.

Ovca doméca/ZoiPachtena Valaska- poet spolu: 6 kastrovanych baranov- opiitovné pouZitie
v postupe zo schvéleného pokusu (Ro-3355/16-221)

Ovea domaca/krizenec LACAUNE x CIGAJA x SUFFOLK - pocet spolu: 1 baran- opiitovné
pouzitie zo schvaleného pokusu (Ro-3355/16-221)
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Pri zohladneni v3etkych potrieb vedeckého vyskumu i predpisov stanovenych v nariadeni
vlady 377/2012 Z.z. maximalny pocet pouzitych zvierat za celé obdobie trvania projektu
(01.01.2021-31.12.2023) nepresiahne hore uvedeny pocet zvierat daného druhu, ked’Ze takéto
mnoZzstvo je postacujiice na zabezpedenie zmysluplného vyhodnotenia ziskanych vysledkov.
PouZitie nosnic a oviec v pripravovanom pokuse je opodstatnené, ked’Ze jednym z hlavnych
cielov je sledovanie nutriéného a mineralneho statusu monogastrickych zvierat a prezivavcov.
Pokusné zvieratd budu pochadzat’ zo schvilenych chovnych zariadeni. Nosnice sa pouziju
v modeloch in vitro &revnej absorpcie a transportu mineralov (144 ks) a v in vivo postupe
zameranom na sledovanie zmien minerdlneho statusu nosnic pocas cielenej suplementicie
krmiva (220 ks).

Opitovné pouZitie oviec pouZijeme v in vitro fermentacnych postupoch a v in vivo bilanénych
postupoch zameranych na uréenie biomarkerov mineralneho statusu, sledovanie zmien
metabolickych a funk&nych procesov v GIT a stravitelnosti Zivin pocas cielenej suplementacie
krmiva prezavavcov (7 ks).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v riamci vykondvania
projektu:

Nepriaznivy vplyv na pouZité zvierata nepredpokladdme. Pokusy st zostavené tak, aby sa
minimalizovala bolest’ alebo stres, a aby bol zabezpeteny a dodrZiavany welfare. Chov nosnic
bude v modernych obohatenych klietkach, ktoré vyhovuju poZiadavkam predpisov EU proti
tyraniu zvierat. Pre kazdu nosnicu bude zabezpeteny dostatoény podlahovy priestor a klietka
bude primerane vybavena podl'a po&tu zvierat. Klietky budu obohatené primerane na vekovu
kategdriu zvierat. Bude sa dbat’ na predpisané zootechnické podmienky ich chovu (teplota,
vlhkost, reZim striedania svetla a tmy, stmievanie, plocha/vték a pod). Voda a krmivo budu
k dispozicii ad libitum a zootechnické podmienky chovu budi dodrZiavané podlra
technologického postupu pre chov daného plemena zvierat.

Charakteristika postupu Vplyv na zviera (nosnice/ovce) Stupen krutosti
Cistenie priestoroy Kratkodoby mierny stres. Bolest’ )
(klietka/koterec) Ziadna. Trvanie 1-2 min./10 min. Slaby

Ovce sa premiestnia do iného koterca
Nosnice v obohatenych klietkach,

Umiestnenie zvierat podla velkosti zvierata 1-2 ks. )
(klietka/koterec) Ovce v &ase bilanénych postupov Slaby
v kotercoch po 1 ks. V ostatnom
obdobi- spolo¢né ustajnenie.
Pridavky mineralnych aditiv budu
Ktmenie/aplikécia zamie$ané do kompletného krmiva Slaby

nosnic/oviec.




Standardna metdda. Kratkodoby stres

Kratkodoba fixacia pri N , NS , ,
e spOsobeny manipulaciou s obmedzenim Slaby
’ pohybu.
, ) Standardna metoda. Kratkodoby stres. ,
Opakovany odber krvi Odber krvi z v. jugularis. y Stredny
Postup bude prevedeny v celkovej
Odber tkaniv a krvi nosnic %peStéZie’ i nep ocit’uje_
v celkovej anestézii Ziadnu bolest’, nereaguje na okolie Slaby
a pred usmrtenim nenadobudne
vedomie.
Usmrtenie Podanie letalnej davky anestetik. Slaby

Obohatené klietky pre kuru domacu maji rozmery (Sirka 43 cm, hibka 42, vyska 63,5 cm;
podlahova plocha 1806 cm?) a st uréené pre chov nosnic. Priestory obohatenych klietok
uréenych pre nosnice su patriCne obohatené o hniezdne boxy, bidld, vhodny substrat na
popolenie a zobanie. Hniezdo v kazdej Klietke je z umelého travnika s plochou 480 cm2
(40x12cm), pritom zabezpeluje pevnu plochu na odpocinok vtdkov. Hniezda st vystlané
drevenymi hoblinami a pieskom, ktoré st vhodnymi materialmi na popolenie vtakov, hrabanie
a zobanie. Bidla umiestnené v klietkach st z dreva, so sploitenou hornou hranou s priemerom
3 cm o di¥ke 43 cm. Vyska bidla nad podlahou je prispdsobend veku vtakov. Prisun vody v
klietke je zabezpeteny prostrednictvom dvoch kvapkovych napajaciek. Kfmny zl'ab ma dizku
42 cm a poskytuje dostatok miesta pre 2 vtaky. Klietka je pod kimnym Zlabom vybavena
brusnym papierom na skracovanie a obrusovanie pazurov. Vietky doplnky obohatenych klietok
sa pravidelne &istia, prip. menia a udrZuji v istote.

Ovce budil podas experimentu ustajnené individudlne v kotercoch (vySka 120 cm, podlahova
plocha 2,06 m?) s vyhovujicimi rozmermi a priestorovymi podmienkami, pri dodrZiavani
prislusnych zootechnickym podmienok a budi kfmené 2 x denne pri volnom pristupe k vode
potas celého pokusu. V ¢ase medzi experimentmi budu ovce spoloéne ustajnené v ohradke
s podstielkou (plocha 36 m?), ktorej velkost sa mdZe prispdsobit’ poctu zvierat a ich telesne;j
hmotnosti, tak aby boli splnené minimalne priestorové podmienky. Obohatenie prostredia bude
zabezpetené pobytom oviec vo vonkajSom aredli prostrednictvom prenosnej ohradky
s rovnakou plochou, zabezpe&enou zastreSenou plochou a dostato&nym po&tom napajadiel.

Predpokladana wroveii krutosti:

Kategéria krutosti u hydiny- slaba. Na konci pokusu budu vietky zvierata humanne usmrtené
(podla prilohy & 2 k nariadeniu vlady €. 377/2012 Z.z.). Na konce postupu budu nosnice
anestezované i. m. kombinaciou sedativ Zoletil/Xylazin pre nasledny odber tkaniv akrvia hned’
potom budti eutanazované podanim letélnej davky uvedenej zmesi narkotik. Navrhnuté sposoby
usmrcovania hydiny (usmrtenie nadmernou dévkou anestetika) su v sulade s § 5 a prilohou ¢. 2
NV 377/2012 Z.z.

Kategoria krutosti u oviec- stredna. V3etky postupy vykonavané v ramci postupov na
ovciach (prijem diét obohatenych o mineralne aditiva, odbery krvi a trusu) spadaju podla
prilohy 4 k nariadeniu vlady &. 377/2012 Z.z. do kategérie krutosti postupov .stredné®, ¢o
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znamena, ze zvieratd v ich dosledku nebudu pocitovat’ Ziadnu alebo iba kratkodobu slabu
bolest’, utrpenie alebo strach. Humanne zaobchddzanie so zvieratom pri odbere krvi, trusu a
bachorovej tekutiny bude uskutodnené 3tandardnymi metédami, Setrnym spdsobom. Vietci
pracovnici, ktori prichddzaju do styku s ovcami su prislusne poudeni. Odbery budu
uskutoc¢iiovat’ vedecki pracovnici- veterinarni lekari.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

Pre dosiahnutie ciel'a projektu budeme testovat’ a zavadzat’ metédy in vitro ¢revnej absorpcie,
ktoré vyrazne redukuju pocet zvierat pouZitych v postupoch. V pripade nosnic pouzijeme v in
vitro postupoch 36 nosnic, ktoré odpovedaju 4 réznym stopovym prvkom so 4 rozdielnymi
koncentriciami, na o by sme za in vivo podmienok potrebovali 4-nédsobne mno¥stvo zvierat
(36x4=144 zvierat). Pre overenie spravnosti in vitro modelu, ktory by sa dal neskor vyuzit’
namiesto in vivo postupov sledujicich absorpciu a biovyuZitelnost’ stopovych prvkov
umonogastrickych zvierat, je potrebné uskuto¢nit' identicky in vivo postup na Zivych
zvieratach. Na tento typ pokusu je potrebné pouzit zviera —nosnice. Tymto sposobom sa navyse
ziskaju nové poznatky o vzajomnom pdsobeni stopovych prvkov v GIT hydiny, ich depozicii
v tkanivach a novych biomarkerov nutri¢ného statusu zvierat.

Na kratkodobé in vitro fermenticie pouZijeme trus baranov, pripadne bachorovii tekutinu.
Rovnako v bilan¢nych experimentoch zameranych na sledovanie traviacich procesov,
nutriéného a mineralneho statusu zvierat pouZijeme kastrované barany (opétovne pouzitie),
ktorych krmivo bude suplementované stopovymi prvkami a ich kombinaciou. Podas trvania
postupu bude realizovany odber krvi a trusu. Ide o neinvazivne postupy (Latin Square design),
po ktorych nie je nutné usmrtenie zvierat a poéita sa s opdtovnym zaradenim oviec do pokusu.

2. Redukcia poétu zvierat:

Uvadzané po¢ty zvierat sit minimalne podty subjektov potrebné pre preukazatel'né zhodnotenie
sledovania stanovenych parametrov. V in vivo postupov na nosniciach a ovciach si nami
zvolené polty zvierat v skupindch (velkost' suboru) minimélne, nevyhnutné z hl'adiska
dosiahnutia Statistickej sily min. 80%. V pripade in vitro postupov na nosniciach sme si
Statistickd silu stanovili na 90%, pretoZe pri takychto §tadiach je potrebné dosiahnut’ vyssiu
hladinu pravdepodobnosti pre potvrdenie pracovnej hypotézy. Na vypodet 3tatistickej sily
Stidie a min. mnoZstva subjektov pre jej dosiahnutie sme pouzili online Statisticky program
(http://powerandsamplesize.com). Z vypoéitaného minimalneho poctu zvierat na testovanie
nami zvolenej hypotézy je mozné ziskat’ dostato&né mnoZstvo interpretovatel'nych a $tatisticky
preukaznych vedeckych vysledkov. V in vivo postupe na nosniciach sme zredukovali kontrolnt
skupinu na 10 zvierat usmrtenych na zadiatku experimentu, pre ziskanie vychodzich
parametrov/biomarkerov rovnakych pre vietky skupiny.

Pri pokusoch zameranych na sledovanie fermentaénych parametrov a stravitel'nosti Zivin u 6
vykastrovanych baranov (opdtovné pouzitie) pouZijeme schému 6x6 Latinského $tvorca, &im
vyrazne zredukujeme poéty zvierat v experimentoch. Experiment bude pozostavat zo 6
experimentélnych periéd, kedy podas kazdej periédy bude kazdé zviera prijimat’ int diétu.




Na kratkodobé fermentatné experimenty pouZijeme bachorovu tekutina od fistulovaného
barana (opitovné pouzitie). Tieto fermentacie sliZia na skrining zvolenych kombinacii
stopovych prvkov, ktoré sa pridaji priamo do inokula, ¢im sa redukuje pouZitie zvierat.

3. Zjemnenie:

V priebehu pokusu nebudu vykonavané bolestivé zdkroky na zvieratich a bude s nimi Setrne
zaobchadzané. Postupy su nastavené tak, aby bol minimalizovany stres pouZitych pokusnych
zvierat a aby bola zabezpedena primerana starostlivost’. VSetci pracovnici, ktori prichddzaju do
styku so zvieratami st prislusne poudeni. Odber vzoriek budu uskutociiovat’ veterinarni lekari,
u nosnic bude odber vzoriek realizovany v celkovej anestézii zvierat. Osoby zodpovedné za
starostlivost’ o zvierata sa riadia pokynmi popisanymi v Prevadzkovom poriadku schvalen¢ho
pokusného zariadenia ast pravidelne 8kolené. Neustdle dbame na huménny pristup
k zvieratdm. Pokusné zvieratd budi chované v takych podmienkach, ktoré unich nebudu
vyvolavat Ziaden stres — zohl'adni sa velkost’ klietky/koterca podl'a veku zvierat, poCet zvierat,
svetelny a kfmny reZim a pod. Vo v8eobecnosti, uvedené experimentalne postupy nespdsobia
neprimerany diskomfort pokusnych zvierat, v podstate sa jedna o Standardné typy pokusov
(bezne pouZivané na $pi¢kovych vedeckych pracoviskéch) v stlade s etickymi poziadavkami.
V désledku podavania minerainych komplexov ako kfmnych aditiv nehrozi zvieratdm Ziadne
naru$enie ich zdravia, predavkovanie ani intoxikacia.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schval’ovaniu: nie



Priloha ¢. 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nizov projektu:
I'Jéinky glycyrrhizinu na endokrinné, behavioralne, zapalové a metabolické markery s
predpokladanym ciel’om zlepsit’ liecbu COVID-19

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: 0’2 q ¥Q~ 3 /C0EH -

Kricové slova v projekte:
Glycyrrhizin, COVID-19, rats

Ukel projektu:
zékladny biomedicinsky vyskum

Ciel’ projektu:

Zamerom projektu bude ziskat poznatky, ktoré by nas priviedli k novym ciefom
farmakologického ovplyvnenia na zmiernenie priebehu covid-19. Budeme skiimat’ vybrané
komponenty renin-angiotenzin-aldosterénového systému, ktoré by mohli stvisiet s
pdsobenim koronavirusu SARS-Cov-2 v bunkach. Ddlezitym cielom projektu je potvrdit
hypotézu, Ze glycyrrhizin vykazuje protizapalové uginky tym, Ze zniZi tvorbu pro-zapalovych
faktorov.

Prinos z vykonaného projektu:

Jednd sa o zékladny vyskum, ktory moze byt’ nasledne vyuzity v klinickej praxi. Glycyrrhizin
je dostupna a bezpeéna latka so zanedbatelnymi neZiaducimi ti¢inkami. Preukdzanie inhibicie
angiotenzin-konvertujiceho enzymu 2 v plicach a protizapalovych G&inkov by predstavovalo
vyznamny podnet pre klinické $tidie smerované k lepSiemu zvladaniu ochorenia COVID-19.

Pocet a druh pouzitych zvierat:

V projekte bude pouZitych 72 samcov potkanov kmetia Sprague-Dawley (Velaz, Praha, Ceska
republika) vo veku 10 tyzdiiov na zagiatku experimentalnych postupov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZzité zvieratd v ramci vykonavania
projektu:

Zvierata aZz do zalatia experimentélneho postupu nebudi vystavené Ziadnym nepriaznivym
vplyvom. Na zéklade predchadzajucich experimentov neodakévame v stvislosti

s intraperitonealnym podavanim lie¢iva Ziadny nepriaznivy vplyv/ujmu na zvieratéach.
Kontrolné zvierata budi v priebehu experimentu vystavené len vaZeniu, testu vyvySeného
bludiska a bude sa im podavat’ placebo vo forme fyziologického roztoku. V pripade testu
preferencie soli neotakdvame #iadnu ujmu.



Predpokladana troven krutosti:
Podl'a prilohy &.4 k nariadeniu vlady Slovenskej republiky €.377/2012 Z.z. klasifikujeme
krutost’ nasledovne:

strednd
Uplatiiovanie zasad “3R”:

Nahradenie zvierat:

Hlodavece v tomto §tadiu experimentov nie je moZné nahradit’ bunkovymi kultirami, ani
niz&m druhom Zivo&ichov. V biomedicinskom vyskume je zatial pouZitie laboratérneho
potkana nevyhnutné a nenahraditelné. Pre sledovanie uginkov hodnoteného lieciva je

nevyhnutné pracovat’ s potkanom laboratornym.

Redukcia poctu zvierat:

V postupoch je zabezpeteny optimalny podet experimentilnych zvierat na zéklade analyzy
Statistickej sily. Maximalna vyuZitePnost a vytaZenost bude zabezpeCena tym, Ze
optimalizujeme podet merani a maximalizujeme poCet odobranych vzoriek na sledovanie
behavioralnych, fyziologickych, a biochemickych parametrov. ZniZovanie poctov by
ovplyvnilo validitu dosiahnutych vysledkov.

Zjemnenie:

Zvieratd budu drZané v skupindch umoziujucich prirodzené socidlne spravanie so stalym
prisunom potravy apitnej vody. Na projekte sa budi podielat’ len skuseni pracovnici
vyskoleni na pracu s laboratérnymi zvieratami. U zvierat vykazujicich akékol'vek zhorSenie
stavu pristipime k humannemu ukonéeniu postupu.

Projekt bude podliehat’ opitovnému schval'ovaniu: ~ ano



