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Netechnické zhľnutie pľojektu:

Názov projektu:

MODULÁcIA REsPIMČruÝcH MoToRIcKÝcH yýsľupov KAŠĽA V EXPERIMENTE A
Pc sIMUtÁcúcH

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľoiektu , Eozf ĺn _zz ĺ 
f 

3

Kl'účové slová v projekte ( max 5 slov):

Neuromodulácia, ľefl ex, kašel', mĺkroinjikovanie, počítačové modelovanie

Účel proiektu-: Zakladný výskum

opísať ciele pľoiektu:

Ciele :

1) Preštudovať vplyv lokálnych zmien [spôsobených napr. mikroinjikovaním
centrálnych antitusík alebo agonistov a antagonistov neuľotransmiterov do oblastí
mozgového kmeňa) v neurónových sieťach generujúcich dychový vzor a reflexné
odpovede z respiračného systému.
2) Pľeskúmať vplyv periférnej modulácie primárne redukovaním vedenia vzľuchu
(napr. chladením n. vagus) na respiračné deje so Zameraním na motorické a reflexné
deje respiračného systému (eupnea, kašel', prehítanie).
3) Experimenty prevedené na anestézovanom zvieracom modeli simulovať na
počítačovom modeli neurónovej respiračnej siete a následne na základe porovnania
výsledkov z oboch typov experimetov počítačový model modifikovať s ciel'om dosiahnuť
čo najväčšiu zhodu pozorovaných parametrov.

Pľínos z vykonaného projektu:

Vykonajú sa originálne postupy, ktoré prinesú dôležité poznatky o regulácĺi obľanných
mechanizmov ľespiračného traktu na úľovni mozgového kmeňa, najmä ked' sú tieto
mechanizmy zvýšené či nedostatočné. Preskúmajú sa taktiež efekty aplikácie
neuľoaktívnych látok, predovšetkým antitusík a overí sa možnosť štúdia sledovaných
dejov na deceľebrovanom modeli pri ľozličnej modalite stĺmulov, ktorá sa nedá vykonať
v anestéze. Výsledky budú základom pre klinické štúdie na zlepšenie ,,manažmentu"
respiľačnej obrany u pacientov.

Predpokladané prínosy :

Nové poznatky o regulácii pokojného dýchania, kašl'a, prehĺtania atd'. najmä v ciel'ových
oblastiach mozgového kmeňa.

Objasnenie účĺnku a mechanizmov niektorých neuromodulátorov.

Zistenie rozdielov v mechanizmoch obrany respiračného traktu iniciovaných rozličnými
typmi stimulov.

Model pre výskum kašl'a a d'alších reflexov vyvolaných stimuláciou receptorov C vlákien.



Predikcia vplyvu zásalrov do centrálnych oblastí zodpovedných za tvorbu dychového
Vzoru a reflexných odpovedí z dýchacÍch ciest.

Druhy použitých zvieľat a ich predbežné počty:

Králik domáci - L4 jedĺncov
Mačka domáca - L6 jedincov

Pľedpokladaný nepriazniý vplyv/ujma na použité zvieratáv rámci vykonávania
pľojektu:

Postupy s anestézovanými zvieratami sú terminálne v náležitej úrovni anestézie
s uplatnením všetkých postupov na správne monitorovanie jedinca (vitálne funkcie,
v prípade potreby respiračná podpora, normotermĺa, lokálne anestetĺká atd'.) a
prevenciu akéhokol'vek vnímania bolesti a diskomfortu.

Pľedpokladaná úroveň krutosti:

Anestézované jedince - bez možnosti zotavenia

Uplatňovanie zásad 3R

1". N ahradenie zvierat:

Komplexné neurónové funkcie a odpovecle organizmu sa dajú v súčasnosti študovať len
na živom jedincovi alebo obmedzene s použitím modelových asimulačných techník. Aj
počítačové modelovanie však závisí od experimentálnych údajov. V našom projekte sa
sústredíme na expeľĺmentálne techniky s experimentálnymi zvieľatami. Pre komplexné
reflexné odpovede z respiračného traktu (prakticky je zapojený celý oľganizmus) nie sú
metódy práce s izolovaným orgánom, tkanivom, či jednotlivou bunkou bez zahrnutia
takmer celého jedinca aplikovatel'né.

Mačka domáca a králik domáci sú vhodné laboratórne zvieratá, ktoré sa využívajú v
experimentáInych štúdiách obľanných reflexov dýchacích ciest. Predovšetkým
behaviorálne a centrálne mechanizmy týchto dejov ako aj antitusické účinky sú najlepšie
pľeskúmané u týchto dľuhov a tieto aj predstavujú najlepšiu variantu pre tľansláciu
výsledkov na človeka. Vel'kosť mačky a králika umožňuje také experimentálne postupy,
ktoľé nie je moŽné spol'ahlivo v našich podmienkach vykonávať u morčiat. Neexistujú
alternatívne druhy (s čiastočnou výnimkou moľčaťa), pretože nižšie druhy
laboratórnych zvierat (myš, potkan) nemajú vyvinutý kašl'ový reflex, vyvolanie d'alších
odpovedí a manipulácia so zvieratami je limitovaná ich stabilitou, odolnosťou a
vel'kosťou.

2. Redukcia počtu zvierat:

Na splnenie našich početných ciel'ov predpokladáme vykonať počas 2 rokov asi 30
protokolov v 4 sériách. |ednotlĺvé postupy budú vykonané na najnižšom počte jedincov



tak, aby bol výsledok postupu štatisticky hodnotitel'ný a dáta získané z postupu
ľelevantné. Mnohoročný experimentálny výskum potvrdzuje nutnosť zahrnuť do jednej
séľie 6 až B jedincov V závislosti od clľuhu zvieraťa, typu experimentu a varĺability
získaných dát. Efektívnosť využitia jedinca )e znížená nutnosťou vykonať aj kontrolné
testy a tým, Že je postup u anestézovaného a decerebrovaného jedĺnca terminálny.
Zvýšenie efektívnosti a minĺmalizovanie počtu jedincov bude dosiahnuté: LJ vykonaním
niekol'kých protokolov na tom istom jedincovi (ak je to vedecky aplĺkovatel'né) ak je to
uskutočnitel'né (najmä u mačky), 2) priebežným hodnotením výsledkov so sledovaním
úľovne štatistickej významnosti sledovaných paľametrov, 3) použitím počítačových
simulácií predikujúcich výsledky v experimentoch, 4) využĺtím skúseností, postupov a
dát (najmä kontrolných) z predchádzajúcich postupov,

3. Zjemnenie:

Mačka je dľuh mnoho desaťročí využívaný v neurologickom výskume, odolný, dobre
monitorovatelný. |e dostupné značné množstvo dát o neurónoých funkciách pri
dýchaní, adaptačných respiľačných odpovediach, ale aj pri kašli, kýchaní, prehĺtaní atd',
Všetky predpokladané skúmané deje sú u mačky vyvolatel'né a dobľe opísané.
Králik je druh V porovnaní s mačkou menej odolný a ťažšie monitoľovatel'ný' Taktiež je
dostupné mnoŽstvo dát potrebných pre predmet nášho výskumu, najmä o neurónových
funkciách pri dýchaní a kašli' Všetky skúmané deje sú vyvolatel'né, najmä reflex
kýchania' Existujú rozdiely v centráInej regulácii voči mačke.

Stres jedincov sa minimalizuje ich sedáciou a anestézovaním priamo vo zveľinci (bez
podnetov súvisiacich s manipuláciou a prepravou). Pred podaním anestetika sa zvieratá
premedikujú podaním diazepamu, rovnako ako pacienti pred operáciou, čo zabezpečí
hladší priebeh úvodu do anestézie a minimalizuje sa stres, ku ktorému by mohlo
dochádzať počas podávania anestetika intrapeľitoneálne' Uplatňujú sa všetky postupy
na optimálny monĺtoring funkcií a parametrov jedinca. Po ukončení tejto častĺ postupu
sú zvieratá humánne usmľtené predávkovaním anestetika.

Humane endpoints:
Humane endpoĺnts nastane v prípade súčasnej pľítomnosti viac ako 5 prejavov
zhoršeného zdravotného stavu t.j' malátnosti, dehydratácĺe, neschopnosťou natĺahnuť
sa Za vodou a potravou, stľatou hmotnosti > 20 o/o, agonáInym dýchaním (gaspingJ,
výrazným poklesom krvného tlaku'

Hodnotiace skóre zdravotného stavu zvierat

Opatrenie

Zv áženie doplnkovej starostlivosti,
častejšia kontrola zvieraťa

Chaľakter zdravotného stavu

FyziologickÝ zdravotný stav
Do zdr stav

Mierne zhoršený zdravotný stav

Bodové
skóre

0

I
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Pľítomnosť 3 prejavov zhoľšeného
zdravotného stavu'
Častej šia kontrola zvier ať a, doplnková
starostlivosť (analgetiká, pridanie
tekutín, zvýšenie teplaJ
Prítomnosť 4 prejavov zhoršeného
zdravotného stavu. Porada
s veteľinárom.
Prítomnosť 5 a viac prejavov
zhoršeného zdravotného stavu [humane
endp oint)' Vyradeni e zvier ať a
z postupu.

Zhoršený zdravotný stav

Zlý zdravotný stav

Nepriaznivý zdravotný stav

3

4

5

Sledované parametľe v hodnotiacom procese:
- celkový vzhl'ad zvieraťa

o telesný stav (pľírastok / úbytok hmotnosti)
o stav srsti / kože (čistenie, piloľekcĺa, kožné lézie, hydratácia kože)
o prítomnosť výtoku (oči, uši, nos, urogenitálny systém)
o vzhl'ad očí [zatvorené, polozatvorené, zakalenie)
o spôsob pohybu a stav pohybového aparátu (pokľivkávanie, nakláňanie,

krúženie, stereotypné držanie tela)
- telesné funkcie zvieraťa:

o príjem potravy a vody
o respiračný systém (zrýchlené,ťažké,lapavé dýchanie a iné zvuky)
o vyprázdňovanie a močenie

- sociálne interakcie zvieraťa:
o hypo/heperaktivita, bojazlivé / agresívne interakcie, zretel'né únikové

reakcie, skr1ŕvanie sa
- chovné pľostredie

o znečistenie podstielky, stolica a jej hustota, pľítomnosť vývratkov, kľvi
- vol'né pozorovania:

o iné neobvyklé pozorovania, znaky bolesti a utrpenia - výraz tváre (nos,
uši, fúzy)

Projekt bude podliehať opätovnému schval'ovaniu: nĺe
Vzhl'adom na to, že ide o projek! ktorý je v kategó rii ,,bez moŽnosti zotavenia", podl'a $
37 ods. 3 nariadenia vlády č' 377 /2012 Z' z. projekt nebude podliehať spätnému
posúdenĺu.
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$ 40 nariadenia vlády sR č. 37712 O12 Z.z.

NETEGHNIGKÉ ZHRNUT|E PRoJEKTU

NÁzoV PRoJEKTU:
Protekcia kardiovaskuláľeho systému pri experimentálnej hypertenzii a zlyhanÍ srdca duálnouinhibĺciou neprilyzínu a AT1 rece[torov pre angiotenzÍn ll: óóiävnanie s ACE-inhibíciou a melatonÍnom

Bogl19-221ĺ3

xľÚčovÉ slovÁ: hypertenzia, zlyhanie srdca, ARNĺ, kaptopril, melatonĺn

ÚČrl pRo.'lerľu: základný výskum

ClEĽ PROJEKTU:
Projekt má za.ciel' objasnit' vplyv 

.duálnej inhibície neprilyzínu a AT1 receptorov (ARNl) naadaptačný proces kardiovaskulárneho systému pbtkana pri cňionicrom tlakovom hemodynamickompret'aŽenÍ následkom 
' 
rÔznych typov äxperimäntálnej 'nypärten'ĺe (sHR, L-NAME, kontinuálneosvetlenie, ĺaktacystĺn) a srdcového zlvh'áy1n'ia 1ĺzoirenáĺn; a porovnať ho s uŽ dokázanýmiantiremodelačne pÔsobiacimi látkami (AcÉ-inh.ibĺtorom ŕaptoprilóm a melatonínom)' Zároveň sa vyŠetrívplyv hypertenzie, srdcového zlyhávania a ich farmakoúgĹŕéňo ovplyvnenia na prejavy správaniazvieľat.

PRíNos-z VYKoNANÉHo PRoJEKTU:
Prĺnosom projektu bude zistiť potenciálny komplexný efekt ARNl na hypertenzné srdce aalterovanÓ periférne orgány (aorta, a. femora.lis, ogľ9r<y, ň;óiv sekvencii experimentov na rozliČnýchmodeloch experimentálnej hypertenzĺe (SHR, L_NAMÉ,-Ŕäiiinuelne osvetlenie, laktacystín) a vexperimente zameranom na redukcĺu mortality pri zlyhánĺ srdca indukovanom izoprenalĺnom.Potenciálny dÔkaz protektívneho efektu ARNl [ri ňvp"ri"ň'nom srdci by mohol prispiet, nielen kobjasneniu mechanizmov jeho protektĺvneho ueinŔĹ, 

-alá 
äi-ĺ, rozšíreniu ĺnJir.aiiĺ vyuŽitia jehoterapeutického potenciálu pri lieČbe hypertenzie a hypertrofie'l'avej komory a periférnych orgánov viniciálnych Štádiách ich poškodenĺa.

P
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445

samceWistar
SHR samce

Zvieratá budú po presunutíz chovného zariadenia v karanténe po dobu 2 týŽdňov. Počas tohtoobdobia sizvieratá bud ú zvykat'na manipuláciou osobami , ktore budús nimipracovat'v priebehu celéhoprojektu. Zároveň bud Ú nacvičovanÓ na váŽenie a neinvazívne meranie tlaku krvi a frekvencie srdcaNa tieto Úkony sa zvieratá rýchlo adaptujÚ a nespÔsobujú u nich zmenu behaviorálnych prejavovChované budú za štandard ných podmienok teplota vzduchu 20-24"c, relatívna vlhkost'vzduchu 45-65%, svetelný reŽim 12t12 hod (s výnimkou potkanov s experimentálnou hypertenziou navodenou 24hod inovým osvetlením), potrava KKZ-P-IM ad tibitum, pitná voda ad libitum, vhodná podstielka sakupuJe a skladuje v origin álnom ba lenĺ, suchá, nepraŠná so zaručenou kva litou, výmena podstielky2xltýŽdeň, resp. pod I'a potreby. Umiestnené budÚ vo vaniciach po 2 potka noch, aby mohli sociálneinteragovat'a kom unikovať
U spontánne hypertenzných potkanov (sHR) je hypertenzia geneticky determinovaná a vyvíjasa okolo 4'_6' týŽdňa Života SHŔ. Modelhypertenzíe indukovane.; kontinuálnym osvetlenĺm vzniká nazáklade 24 hodinového osvetlenia potkanov s redukciou vylueovanĺa meĺatónínu zepifýzy vplyvomsvetla' čím sa redukuje antihypertenzívne pÔsobenie toht'o hormÓnu. Svetlo pÔsobĺ na potkanovv priesvitných vaniciach s intenzitou 500 luxov n9 J"9' ä iyzonou, pričom k vzniku hypertenziedochádza postupne, bez.akÚtneho poškodenia kaľdiovaskulárnäho systému' N-G-nitro-L-argĺnĺn metylester (L_NAME) navodzuje postupnÚ hypertenziu'inniniciäu enz1ilru No_syntázy s následným deficitomprodukcie oxidu dusnatého a redukcióu jeho prirodz.ílión-ó.ŕir'nných ĺ,einr'ou ná-[aroiovaskulárnysystém' Laktacystín je neŠpecifict<y inrlĺbítor'proteai,'xtorý-iÄteĺeru1e so syntézou adegradáciouviaceých proteÍnov zueasinu;úcicň sa remodelácie karotvástulárneho systému, ako napríklad
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nukleárny faktor kappa B' tyrozínhydroxyláza alebo cyklooxygenäza-2 apodiel'a sa na rozvoji
hypertenzie s fibrotickou prestavbou srdca. Vo všeobecnosti, hypertenzné potkany netrpia následkom
vzniku hypertenzie (podobne ako l'udská hypeľtenzná populácia), preto sa v irumánnej medicíne
hypertenzia aazýva ,,tichý zabijak"' Postupná remodelácia orgánov a endotelová dysfunŕcia nie sú
spojené s utrpenĺm zvierat, ale štrukturálne a funkčné zmeny navodené hypertenziou sÚ tzv. surrogate
(náhradným) endpointom (čiŽe nie poŠkodením, ale markerom, ktorý poŠkodeniu orgánov š ich
následnou dysfunkciou predchádza).

Zlyhávanie srdca u potkanov budeme indukovat' intraperitoneálnou aplikáciou izoprenalĺnu.
lzoprenalín je agonista beta-receptorov a spÔsobuje poŠkodenie myokardu s hypertrofiou srdca,
dysfunkciou l'avej komory aŽ nakoniec zlyhanie sľdca' Tieto zvieratá zhoršene tolerujÚ námahu, mÔŽu
byť duŠné, mat'dysrytmie a zľiedkavo podl'ahnÚt' úmrtiu (väčšinou ako následok fatálnej dysrytmie), čo
by sa mohlo klasifikovat'ako mierny aŽ stredný stupeň krutosti'

V skupinách s navodenou hypertenziou alebo zlyhávaním srdca, ktorým budeme podávat'
ARNl, kaptoprilalebo melatonĺn, sa oČakáva ich pľotektĺvny Účinok.

Na minimalizáciu stresu budÚ osoby v projekte zaobchádzat's potkanmi ohl'aduplne a Šetrne a
potkany budÚ mat'vo svojej vanici k dispozícii predmety na hru a obhryzovanie. Na minimalizáciu bolesti
zvierat pri injekčnej aplikácii látok budeme pouŽĺvať tenké sterilné ihly. Aplikáciu látok a anestetÍk bude
vykonávať vŽdy osoba, na ktorÚ sú zvieratá zvyknuté pri manipulácii. Počas chronickej
intľaperitoneálnej aplikácie látok budeme pravidelne sledovat', či nedochádza kzápalovej reakcil
v miestach vpichu injekcie' V prÍpade zápalu budeme stav konzultovat' s veterinárnym lekárom a na
jeho prípadné odporuČenie pouŽijeme liečbu antibiotikami. Jednotlivé postupy sÚ navňnuté tak, aby sa
minimalizovalo utrpenie, strach a bolest'zvierat a sú klasifikované ako slabá aŽ stredná krutost'.

Počas projektu budeme monitorovat' zdravotný stav a pohodu zvierat a pozorovania
zaznamenávat'do hárkov. Vypracujeme bodové skÓre, na základe ktorÓho budÚ zvieratá po konzultácii
s veterinárnym lekárom lieČené a d'alej pouŽiti v projekte alebo budú z projektu vyradené a humánne
usmrtené hlbokou anestézou tiopentalom v dávke 45 mg/kg ĺntraperitoneálne (humane endpoint), vid'
niŽšie Pri predčasnom Úmrtí experimentálneho zvierat'a veterinárny lekár vykoná pĺtvu a prípadné
d'alšie potrebné vyšetrenia a urČí príčinu úmrtia'

Vplyv úkonov v projekte na zvieratá:

Kategória krutosti
Slabá

Stľedná

stredná

Stredná

Stredná

Stredná

Slabá

Slabá

Slabá
Slabá

Slabá

Slabá

Vplyv na zviera
Krátkodobý mierny stres spÔsobený manipuláciou
so zvieratami. Bolest'Žiadna. Trvanie 1 min.
Narušenie cirkadiánneho rytmu zvĺerat'a.
Postupný ĺozvoj hypertenzie' Bolesť Žiadna.
Látky rozpustené v pitnej vode vo fl'aši. Bolesť
Žiadna.
Krátkodobý mierny stres spÔsobený manipuláciou
a obmedzením pohybu. Bolesť slabá. Trvanie 30
sekÚnd.
Postupná remodelácia orgánov a endotelová
dysfunkcia.
Zhoľšená tolerancia námahy' zvieratá mÔŽu byt'
dušné, mat'dysrytmĺe a zriedkavo podl'ahnút'
úmrtiu (väČšinou ako následok fatál nej dysrytmie).

* 39'c počas cca' 6 min' Bolesť Žiadna. Trvanie
30 sekúnd.

Krátkod obé obmedzenie pohybu a nahriatie na 38

Bolest' Žiadna. 15 min' v izoflurinovej anestezii

Bolest' Žiadna. Trvanie 5 mrn.
Bolest'Žiadna' Trvanie 5 min.

Bolest'Ž|adna. Trvanie 5 min

Bolest' Žiadna. Trvanie 5 + 5 min.

Charakteristika úkonu
VáŽenie zvierat

Chronická expozícia
zvierat 24h osvetleniu
Chronická perorálna
aplikácia látok
Chronická
intrapeľitoneálna
aplikácia látok
Rozvoj hypertenzie

Rozvoj zlyhávania srdca

opakované neinvazívne
meranie systolického
tlaku krvi a frekvencie
srdca
Echokardiografické

ie
Test otvoreného pol'a
Vyvýšene kríŽové
bludisko
Test preferencie
svetla/tmy
Test rozpoznávania
nového obiektu
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StrednáKrátkodobý stredn
plávaním. Trvanie

ý stres spÔsobený vynÚteným
5 min.

Test vynÚteného
plávania

Slabá: váŽenie, manipulácia so zvieratam i, opakované neinvazívne meranĺe systolického tlaku krvi a
frekvencie srdca, echokardiografické vyšetrenie, test otvorenóho pol'a, vyvýŠené kríŽové bludisko, test
preferencie svetla/tmy, test rozpoznáv an ia nového objektu

Stredná: chronická expozícia zvierat 24h osvetleniu, chronická perorálna aplikácia látok, chronická
intraperitoneálna aplikácia látok, rozvoj hypertenzie, rozvoj zlyhávania srdca, test vynúteného plávania

EYE
ZVIERAT V POSTUPOCH:

Pri práci so zvieratami budÚ dodrŽané všetky predpísané predpisy pre chov a zaobchádzanie
s laboratórnymizvieratami podl'a zásad 3 R.
REPLAGEMENT: PretoŽe v plánovaných experimentoch sa bude hodnotiť správanie zvierat, alterácia
funkcie.aštruktÚry orgánov a následky terapeutických intervenciĺ, je nevyhnutné, aby sa experiment
vykonal ,,ln ViVo" na celom zvierati. VyuŽitie bunkových kult'úr alebo počítačóvých šimulácií
neprichádzajú pritomto type experimentu do úvahy ako alternatívny spÔsob výskumnéhô prístupu.

REDUcTloN: V projekte bude pouŽitý minimálny moŽný počet experimentálnych zvierat, ktorý je
potrebný pre štatistické vyhodnotenie pouŽitím ANOVA testu a Studentovho t_testu pre anaĺyžy
zamerané na vyhodnotenie vhodnosti zvolenej terapie a sledovania rozdielov v jednotlivýc'h stupinácň
zvierat vo vzt'ahu k zvolenej lĺečbe. V projekte bude pouŽitý minimálny poeät kontróln1icrl zvierat.
Zvieĺatä budú objednávané vjednotnom časovom intervale, aby sa {reoislo sezÓnnym zmenám
a potrebe projekt opakovat'. V projekte sa pouŽijú geneticky homôgénne skupiny zvierát. Ciel,om 4.
etapy projektu je sledovanie preŽívania zvierat so zĺyhávaním srďca indukovaňeho izoprenalĺnom'
Ked'Že z naŠich predošlých projektov, ako 4 z publikovaných Údajov s izoprenalínom bola
zaznamenaná úmrtnost'zvieľat poČas trvania projektu (cca' 30%), je potróbno navýšit' počet zvierat,
aby bola dosiahnutá štatistická významnost'aj vprípade moŽných'Úmrtí zvierat (bôz toho, by doŠlo
k znehodnoteniu projektu)' Pri podávaní ARNl zvieratám so zlyhávaním srdca predpokladáme redukciu
morbidĺty aj mortality.

REFINEMENT: Zvieratä budÚ po presunutÍ z chovného zariadenĺa v karanténe po dobu 2 týŽdťlov,
pričom budú dodrŽané Štandardné podmienky. Počas tohto obdobia si zvieraiá budÚ zvýkať na
manipuláciou osobami, ktoré budú s nimi pracovať v priebehu celého projektu. Zároveň budú
nacvičované na váŽenie a neinvazívne meranie tlaku krvia frekvencie srdca. Na iieto Úkony sa zvieratá
rýchlo adaptujúa nespÔsobujú u nich zmenu behaviorálnych prejavov' Chované budú za šiandardných
podmienok: teplota vzduchu 20-24'c, relatívna vlhkosť úzoučnú 45-650/o, svetelný režim 12t12 noó (s
y_!ľtrou potkanov s experimentá|1ou hypertenziou navodenou 24 hodinovým osvetlenĺm), potrava
K}<z'P-lM ad libitum, pitná voda ad tibitum, vhodná podstĺelka sa kupuje a skladuje v origĺnálnóm'balení,
9uchá, nepraŠná so zaručenou kvalitou, výmena podstĺelky 2xttýŽdäň', resp. podÍa potrjby. Umiestnené
budú vo vaniciach po 2 potkanoch, aby mohli sociálne iňteragovat'a komúnit<oväľ. Na minimalizáciu
stresu budú osoby v projekte zaobchádzat' s potkanmi ohl'aduplne a šetrne a potkany budú mať vo
svojej vanici k dispozícii predmety na hru a obhryzovanie. Na minimalizáciu bolesti zvierat pri injekčnej
aplikácii látok pouŽívame.tenké sterilne ihly' Aplikáciu látok a anestetík vykonáva vŽdy osoba, nä rtorú
sú zvieratá zvyknuté pri manipulácii. Počas chronickej intrapeľitoneáinej aplikáciä tatox sa bude
pravidelne sledovat', či nedochádza kzápalovej reakcii v miesiach vpichu i'njekcie. V prípade zápalu
budeme stav konzultov-at' s veterinárnym lekáróm a na jeho prĺpadne odpoúčenie pouŽijeme liečbu
antibiotikami. Jednotlivé postupy sÚ navrhnuté tak, aby sa minimalizovaio utrpenie, strach a bolest'
zvierat a sú klasifikované ako slabá aŽ stredná krutost'.

Humane endpoint:
Počas projektu budeme monitorovať zdravotný stav a pohodu zvierat a pozorovania

zaznamenávat'do hárkov' Vypracujeme bodové skÓre, na základe ktorého budÚ zvieratá po konzultácii
s veterinárnym lekárom-liečené a d'alej pouŽite v projekte alebo budú z projektu vyradene a humánne
usmrtené hĺbokou anestézou tiopentalom v dávke 45 mg/kg intraperitoneáĺne (humane endpoint)' Pri
predČasnom úmrtí experimentálneho zvierat'a veterĺnárny lek}r vykoná pitvu a piĺpadné ďalŠie potrebné
vyšetrenia a určíprĺČinu úmrtia.

Sledované parametre v hodnotiacom procese:
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PREJAV ZHO O ZDRAVOTN HO STAVU
- telesný stav (príľastok / úbytok hmotnostĺ > 20 o/o)

_ stav srstiikoŽe (nečistenie sa, piloerekcia, strata ochlpenia, koŽné
lezie, dehydratácia koŽe)

_ prítomnost'výtoku (oči, uŠi, nos, urogenitálny systém)
- vzhl'ad oČĺ (vpadnuté, zatvorené, polozatvorené, zakalenie )

nost' slinenia a anomálie rerastené zu
- pnje
- dých

m potravy a vody (zvýŠený, zníŽený)
anie (zrýchlene, t'aŽke dýchanie, sipenie a ĺne zvuky)

- telesná teplota (zvýŠená, zníŽená, sfarbenie končatín)
- stolica a moČenie

znečistenre podstiel ky sto lica a Jel h ustota prítomnost' vývrat kov
rvante mÔcok na obohatenie redia

- sociálne interakcie zvierat'a (hypo/hyperaktivita, bojazlive,
agresĺvne interakcĺe, zretel'né Únikové reakcie, skrývanie sa)

_ neŽiadúce správanie (stereotypnó správanie, ,,holenie" srstia fúzov,
trichoti l loman ia, zvýŠená ag resivita voČi l'ud'om )

- drŽanie tela a pohyblĺvost'(abnormálne dľŽanie tela, chÔdza,
krívanie, neprĺtomnost' pohybu, nekoordinovane pohyby, skrčené
brucho' naklonená hlava, tras, záchvaty, kŕče)

- vokalizácia
- ine neobvykle pozorovania, znaky bolesti a utrpenia _ výraz tváre

(nos, uši, fúzv)' sťahovanie nafÚknuté brucho

PARAMETER
Celkový vzh]'ad zvieľat'a

Telesné funkcie zvierat'a

Ghovné prostredie

$pľávanie

Vol'né pozorovania

Hodnotiace skÓre zdravotného stavu zvĺerat

PRoJEKT BUDE PoDL|EHAŤ oPÄToVNÉMU scHVAĽoVANlU: nie

Opatrenie

Castejšia kontrola zvierat'a, zváženle
dopl nkovei starostl ivosti

astejšia kontrola zvierat'a, doplnková
starostlivost' (analgetiká, pridanie
tekutín ĺe te a
Konzultácia s veteri lekárom
Vyradenie zvie rat'a z pľojektu (humane
endpoint): humánne usmrtenie pod
dohl'adom veterĺnárneho lekára

Gharakter zdravotného stavu

Fyziologický zdravotný stav
Dobrý zdravotný stav
Mie rne zhoršený zdravotný stav

Zhoršený zdravotný stav

stav
Nepriaznivý zdravotný stav

Počet prejavov
zhoľŠeného
zdravotného stavu

0
1

2

3

4
5 a viac
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Pľíloha 2: Netechnické zhľnutie

Netechnické zhrnutie pľojektu

NtÍzov pľojektu: Zmrazovanie potkaních embryí
Klnúčĺlvó slová v pľojekte: Älzheirnerova olroľoba,
kľyozmrazovarrie
ÚčeI pľojektu: Zikladný výskum

embryotľansfer, udľŽiavanie tľansgénnych línii'

Podrobný účel postupu:

Cieľom pľedkladaného pľojektu je vytvoľenie banky embľyí ako zdrojaudľžatel'nosti tľansgénnych
línií. Pľojekt sa bude vykonávať vo viaceľých na seba nadväzujúcich fázach. Pwá fáza pľojektu
bude spočívď v získavaní enrbľyí a ich následnom zn)tazoyallí. Embryá sa budú izolovať v štádiu
blastocysty (4.5 deň vývoja) výplachom matemicových ľohov. Na tento účel bu<le pouŽitých spĺllrr
500 donoľských samíc. Zĺskané blastocysty budÚr zmľazovane metódou vitľifikácie a uchovávané
r.'tekutonr clusĺku LN2 pľe budťlce použitie. Tieto sa na 4.5 deli post coitunr (od pľipustenia scr
sanrcami) humánne usmrtia cervikálnou dislokáciou. Po otvorení bľušnej dutiny sa poitupne izolujú
a vyplachujú matemicové ľohy v médiu pre to určenom. Ziskané embľyá sa zmraziaä uchovajĺ
v tekutom dusíku. V pľípade potľeby budú ÍozmrazeÍLé a následne pouŽité na pľenos áo
pseudogľavidných samíc.
V druhej faze projektu sa zameriame na in vitľo a in vivo hodnotenie viability embryí. V rôznych
časových úsekoch budeme embľyá tozmtazoyať a hodnotiť mikľoskopicky percento prežívateľnosti
(in vitľo hodnotenie). životaschopné embryá sa budú následne implantovať do pľíjemkýň a na
základe peľcentuálnej úspešnosti ich zabrezávania sa zhodnotí in vivo viabilita embryí. Pie účely
implantácie si v pľvom kľoku pripravíme steľilných samcov kastrovaných v celkovej anestézíi
podviazaním semenovodov. Tie sa začnivyužívať ú3 týždnepo opeľácii.
V pokuse sa použije 50 pľíjemlĺyň. Pohlavne dospelé samice sa budú pripúšťať so steľilnými
samcami na dosiahnutie pseudogravidity a pouŽijú na pľíjem revitalizovaňy"ľ' embryí. Prenos
embryí sa vykoná v celkovej anestezii implantáciou do rohu mateľnice. Zvieratálm sá poskytne
pooperačná staľostlivosť foľmou aplikácie analgetík.
Kľyozmrazovanie sa bude vykonávať len po dobu získania a uchovania dostatočného množstva
viabilných embryí schopných vývoja v životaschopné potomstvo.
Narodeným mláďatám sa odoberú vzorky na genotypizáciupre určenie tľansgénnych zvieľat. Po ich
odstave sa matky humánne usmľtia.
V pľiebehu pokusu bude všetkým zvierutám venovaná štandardná veterináľna staľostlivosť.
V prípade ochoľenia budú zvierutá po dohode s veteľináľnym lekárom z pokusu vylúčené
ahumánne usmľtené. Zvierutátm sa nesmie vpľiebehu pokusu spôsobovať zbytóčná bolesť, stľes
autľpenie. Všetky bolestivé zákľoky sa vykonávajú vcelkovej anestézii. Zvierutá musia bý na
začiatku kaŽdého experimentu aklimatizované na nové podmienky.

Pľoj ekt prebehne v niekoľkých čiastkových expeľimentoch:
1. Fáza pľojektu: získavanie a zmrilzovanie embryí:

o lzolácia embryí z mateľnicových ľohov daľkýň - tľansgénne línie
-počet porržitých zvierut. -150 samíc (darkýň) SI1R 72

_200 sarníc (darkýň) SHR 24
-150 sarníc (laľkýň)'\N 72

Samice sa na 4,5 deň od pľipustenia humánne usmľtia. Po otvorení brušnej dutiny sa postupne
izolujú a vyplachujú rohy mateľnice v médiu pľe to určenom. Ziskané embľyá si zmtazoiané
a dlhodobo uchovávané v tekutom dusíku. V prípade potľeby sú revitalizované a následne
pľenesené do ľeprodúčného tľaktu ľecipientiek.
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Príloha 2: Netechnické zhrnutie

2. Fáza projektu: in vitro a in vivo hodnotenie viability embryí
. Pľíprava sterilných samcov

-počet použitých zvioľat: 18 samcov z kmeňa Spľague Dawley
-počet opakujúcich sa čiastkových pokusov: 3
-počet zvierut v čiastkových pokusoch: 6 samcov

Samci vo veku 8 týždňov sa uvedú do celkovej anestézie. Cez drobný ľez v stredovej línii brušnej
dutiny sa postupne povytiahnu oba semenovody a následne podviažu. Po suture rany sa zviera
ponechá v čistej klietke. V deň operácie apočas nasledujúcich dvoch dní sa zvieratám subkutanne
podajú analgetiká (rimadyl). V pľípade véňnych zdtavotných komplikácii sa zviera z experimentu
vylúči a humánne sa usmrtí. Uvedelrý počet samcov' je maximálny ktoľý sa použije, dobľe
pľipľavený sarnci sú schopný opakovanéhcl paľenia (aj dlhšíe obdobie- viac ĺrko 1 ľok), pokiaľ
nebucle nevylrnutné ďalšíclr samcov pľipľavovat' nebudeme.

o Pľíjemkyne embryí
l -počet zvierat v celom pokuse: 50 samičiek pľíjenrkýň z klneňa Sprague Dawley
. -počet opakujťlcich sa čiastkových pokusov: 10
o -počet zvíerut v čiastkových pokusoclr: 5 sanričiek

Pseudogľavidné samice sú na 3,5 deň po koite pouŽité ako ľecipientky ľevitalizovaných embľyí. Po
uvedení do celkovej anestézie apo obnažení materničného rohu, sú embľyá implantované do
ľepľodukčného tľaktu náhľadnej matky. Po tľansfeľe je samica umiestnená do čistej klietky
a sledovaná počas celého obdobia gravidity. V cleň opeľáoie a počas nasledu.júciclr dvoch dní sa
zvieratám subkutánrre podajú analgetiká (riniadyl). V pľípade váňnych zdravotĺých komplikácii sa
zvieravyľadí z expeľimentu a humánne sa usmľtí. Matky sa po odstave humánne usmľtia.

o odbeľ vzoľiek na genotypizáciu
Vo veku 5"/c1ní sa mláďatám odstrihne cca 0,3_0,5 mm tkaniva z chvosta, ktoľé sa vloží do
označenej skúmavky a ponechá v mľazničke až do doby, kým sa začne spracovávať. PouŽíva sa
lokálne anesteikrun (nresocain gé1), v pľípade výrazne.išielro kľvácalria, pľiloŽíme na ranu gázu
s adrenalínom. Na zák|ade výsledkov genotypizácie sa mláďatá ľozdelia na pozitívne (majú
integľovaný nový gén) a negatívne , zktorýchje väčšina z chovu vyradená.

Opodstatnenost' pokusu a použitie n ierat v pokuse
Animálne modely majú nezastupiteľnó postavenie vo výskume l'udských neurodegeneľačných
ochoľení. Predstavujú zjednodušené modely neurodegeneľatívnych zmien, ktoľé nám pomáhájú
pochopiť a objasniť patologické mechanizmy ochoľenia. S nedávnym pľogresom v oblasti
genetických technológií rastie počet animálnych modelov exponenciálnym ľadom, čím sa zvyšujú
aj požiadavky na ich chov a ustajnenie. Produkcia transgénnych zvíerat v takomto rozsahu nie Je
možná bez organizacie kryobĺĺnk embryi. Zmrazovanie línii v embľyonálnom štádiu predstavuje
ekonomickú abezpečnú altematívu ku chovným líniám azároveťl, poskytuje ochranu zvieľat pred
mikľobiálnou kontamináciou a spontánnymi genetickými zmenami. Kryozmrazovanie je zdrojom
tľvalej udržateľnosti transgénnych línií a je tiež v súlade so zásadami 3R: zjemnenie, ľedukcia,
nahradenie.
Embryo transfer pľedstavuje ,,zlatý štandaľd" ľevitalizácii zmrazených línií a v kombinácii s
ľederivačným progľamom umoŽňuje pľodukciu tzv' SPF zvieratz kontaminovaných línií.
Pokusy sú navľhnuté v súlade s legislatívnymi a etickými noľmami, ktoré sa vzťahujú na prácu s
laboľatómymi zvieratami.

Druhy použitych zvieľat a ich počty:
Na celé obdobie trvania pľoiektu plánrrjeme použit'tieto potkanie línie:
Daľkyrre:150 sanric SHI{ 72, 200 sanric SHR 24 a l50 samí c W 72

')
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Recipientky: 50 sarĺíc SD
Sarnci: 18 SD

'Predpoklaclaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité zvieratáv rámci lykonávania pľojektu
Všetky chin"rrgické metóc{y (iĺrplantácia embryí,vazektórnia) budĹr vykonávane v oelkove.i anestézii,
vľárnci poopeľačnej staľostlivosti im budú podávané arralgetiká (Rinractyl). Oclber embryí sa
uskutočlrí post moľ1em* aŽ po uslĺiľtení sanríc. Mesocain gél bucle aplikovaný lokálne. pľi odbere
tkaniva chvosta na genotypizáciu.
Všetky zvieratá v expeľimente sú praviclelne kontrolovatré, v pľípade pĺetľvávajúcej bolesti.
neadekvátnei ľeirkcie zvierat, po posúdení zdravotného stavu sa ľclzhodlre o human' eĺrcl point.

Human end points:
Z'dravotĺlý stav každého z,vieraťabude.lrodnotený na r.áklade štyľoch znakov:
*letargie (lethargy),
xhľbenia (hurching).
*naj ežene.j sľsti (pi1oerectioľl),
*stľĺrty válry >15 oÁ tlč,akávanej lrmotnosti (weiglrt loss).
Každý znak má lrodrrotu jeclllého boclu a výsleclné skóre je súčtonr jednotlivých pozoľovaných
pľíznakov, tzn. nraximálne skóľe sťr štyľi body. KaŽ,dé zvieľa olrodrrotené .iednýnr bodonr bude
pľesunuté cio klietky s neobmeclze,ným pľĺstrqlorn ktl krmivrr a vode. KaŽcĺó zviera ohoĺinotene
dvoma bodmi bude pľesunute do klietky s neobnredzenýĺnpľístupom k vlhkej strave a vode. Každe
z.vieraohodnotené tľomi alebo štyľnri bodnr.i bude lrumánne usnr.ľten'é.

so
Zaradenie podl'a
kľutosti
slabá

slabá

stľedná

stľedná

stľednáKľátkodobý mieľny stľes spôsobený
manipuláciou. odstľihnutie 0,3-0,5mm
tkaniva chvosta v lokálnej anestézii
(Mesocain gel).

Vplyv na zviera

Kĺátkodobý mieľny stľes spôsobený
Tľvanie 30 sekúnd.

Standardná metóda. KÍátkodobý mieľny
stľes spôsobený manipuláciou
a obmedzením pohybu. Trvanie 30
sekúnd.
Uľobí sa otvor vbrušnej dutine (1,5cm
incízia) a embľyá v štádiu blastocysty sa
implantujú do ľohu mateľnice.
Pooperačná bolesť bude utlmená
analgetikami (Rimaclyl, s.c.).
Urobí sa drobný tez v stredovej línii
dutiny brušnej, povytiahnu sa
semenovody a následne podviažu.
Poopeľačná bolesť bude utlmená
analgetikami (Rirnadyl, s.c.).

'. . ra il,'

Chaľakteľistika
postupu
Vaginálna |aváň

Krátkodobá fĺxácia
a intľaperitoneálna
injekcia anestetík

opeľačný zákľok
v celkovej anestézii
(embryotľansÍ'eľ)
pľíjemkyne embryí

opeľačný
v celkovej
(vazektómia)
prípľava
samcov

zákrok
anestézii

steľilných

Odber tkaniva za
účelom genotypizácie_
špička chvosta

J



Príloha 2: Netechnické Žľnutie

Zohltadnenie 3R

Zjemnenie: So zvieľatami sa bude zaobchádzať humánne a nebudú zbytočne vystavované stľesu.
Poopeľačná bolesť bude utlmená analegetikami. Zvieratá sú chované v podmienkach vyhovujúcich
fyziologickým a sociologickým potrebám, v chovných nádobách s obohateným prostľedím.
V týždni pľedpokladaného rodenia mláďat sa minimalizuje vstup do miestnosti ako aj manipulácia
so samicami. Do chovných nádob sa samiciam pľidáva mateľiál na tvorbu hniezd.

Redukcia: Y:ĺyozmľazovanie sa bude vykonávať len po dobu získania a uchovania dostatočného
množstva viabilných embryí schopných vývoja v životaschopné potomstvo.
Zmrazovarlie embryí predstavuje ekonomickú a bezpečnú alternatívu ku chovným liĺiám, tzn.
redukuje počet chovných zvieratpotľebných pľe udrŽanie línie.

Nahradenie: Tento typ pokusu vyŽaduje pouŽitie zvietat, nakoľko nie je možné ho realizovať
v podmienkach in vitľo a neexistuje žiadna alteľnatívna metóda, ktoľá by ich použitie nevyžadovala.

Zásada nahľaditel'nosti zvierat
Pľe hľadanie alteľnatívnej metódy sme použili nasledovné ľegistľe medzinátodne oveľených a
uznaných alteľnatívnych metód (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenašli žiadnu alteľnatívnu
metódu, ktorú by sme mohli použiť vo svojom pľojekte, aby sme nemuseli vykonávať expeľimenty
nazvieratách.

Utľpenie veľsus prínos
Zvieratá v danom experimente nebudú vystavené utľpeniu. odbeľ embryí sa bude vykonávať až po
humánnom usmľtení zvierut cervikálnou dislokáciou. ostatné zál<roky sa budú vykonávať v hlbokej
anestézii azvieratétm bude poskytnutá pooperačná starostlivosť. Na zmieľnenie bolesti im budú
podané analgetiká (Rimadyl).
Po ukončení pľojektu budú všetky zvierutá humánne usmľtené nadmeľnou dávkou anestetika
a cervikálnou dislokáciou. Po získaní dostatočného množstva viabilných embryí sa pľojekt úončí.

Zvieľatáv danom experimente nebudú vystavené utrpeniu.

Začiatokpokusu je plánovaný na 1.5.20] 9 a bucle sa ľealizovať do 3l.12.2021.

Zvieratá nebudú vystavené opätovnému použitiu.

Projekt nevyžaduje spätné posúdenie (podľa Naľiadenia vlády sR č. 37712012 Z.z.).

4



r
Pľíloha 2: Netechnické áľnutie

Netechnické zhrnutie pľojektu ?s š 3q

Názov projektu: Poškodenie mozgovo_cievnej baľiéry v pľostľedí neuľodegeneľácie u tľansgénnych
potkaních modelov pľe tauopátie
Kl'účové slová: mozgovo-cievľla baľiéra, animálrry model, Tauopátie, neuľozápal
Účel pľojektu: zrĺkladný výskum

Podľobný účel postupu:
Mozgovo-cievna bariéra (McB) je tvoľená vľstvou endotelových buniek, ktoré sa nachádzaji na
povrchu mozgových ciev. Susedné endotelové bunky sú k sebe pevne pútané pomocou tzv. tesných
spojov, ktoré medzi mozgovým tkanivom a krvným riečišťom tvoria fyzickú baľiéru. Celistvosť
MCB zaist'uje iónovú homeostiĺzu, nevyhnutnú pre neuronálnu aktivitu, správny tok živín z krvi do
mozgu a zátoveň tiež chráni centľálny neľvový systém (CNS) pľed vniknutím potenciálne
škodlivých látok (ciľkulujúce makľomolekuly, toxíny, patogény, a iné). Je všeobecĺe zĺáme, Že
zoznam ochorení CNS zahľňajúcich poškodenie MCB neustále naľastá. Medzi tieto ochoľenia
zaľaďujeme aj neurodegeneratívne tuopátie, ako napríklad Alzheimeľovu chorobu, Pickovu
chorobu, fľontotempoľálnu demenciu, koľtikobazálnu degeneľáciu a ďalšie. Dostupnosť
transgénnych potkaních modelov (SHR-72, SHR-24 a WISTAR-72) nám umoŽňuje pozorovať
zmeny odohrávajúce sa v MCB v pľiebehu neuľodegeneľácie spôsobenej výhĺadne tau pľoteínom,
bez ohľadu na amyloidovú zloŽku.
Cieľom pľojektu je charakteľistika ľozsahu poškodenia mozgovo_cievnej bariéľy u tľansgénnych
potkaních modelov (SHR-72, SHR-24 a WISTAR-72) v pľostredí neurodegeneľácie spôsobenej tau
proteínom a porovnanie poškodení u jednotlivých línií transgénnych zvietat. Poškodenie MCB bude
pozorované na viacerých úrovniach:
a, biochémia _ sledovanie koncentrácíí maľkerov pľestupu v plazme a v mozgovom tkanive:. pľe malé molekuly (sodná sol'fluoľesceínu). pre proteíny (Evansova modľá)
b, histológia - sledovanie pľestupu sérových proteínov do jednotlivých častí mozgu
c, elektľónová mikľoskopia - zmeny na úľovni ultraštľuktúľy neurovaskuláľnej jednotky
d, tľanskriptomické štúdie buniek MCB
e, pľoteomickáana|ýza buniek MCB

Celkom bude 475 zvierďtv

16- mes.
15

l4-mes.
51

l2-mes.
5i

10-mes.
51

8-mes.
t5
51

51

6-mes.
51

5I

15

4-mes.
51

5I

51

2-mes.
15

5I

51

l-mes.
51

51

5I

SHR24
SHR72
w72

16- mos.

01

14-mes.

0l

12-mes.

01

10-mes.

0101

01

10

8-mes.

10

6-mĺls.

0I

01

4-mes.

0I

10

0I

2-mes

01

r0

r0

1-mes.

0l

01

10
KontľoIy
Wistaľ

Kontľoly
sHn (24)

Kontroly
sHR (72)

I



Príloha 2: Netechnické zhrnutie

Pľínos z vykonaného projektu:
V oblasti vývoja nových terapeutík centrálnej nervovej sústavy pľedstavuje

hematoencefalická bariéra vel'kú prekiáŽku aje jedným znajvýzĺamnejších limitujúcich faktorov.
Štrĺaiu* pľoblematiky mozgovo-cievnej baľiéry pa,ľi medzi významné kĺoky vývoja nových
teľapeutických a diagnostických prístupov v oblasti liečby neuľodegeneratívnych a neuľologických
ochorení. Získané poznatky by mohli v budúcnosti sluŽiť ako základ pľe pľedklinické a klinické
skúšanie nových liečebných postupov v odboľoch humánnej medicíny a farmakológie.

Druhy použitých zvierat a ich pľedbežnó počty:
Predpokladané pľibližnó počty zvier at použité počas tľvania proj ektu :

Potkaľr laboľatóľny (samec, sanlica) 190
Tľarrsgérury potkarr (SHR 24, SHI{ 72,W''l2lsameo, samička) 285

Opodstatnenost' pokusu a použitie zvierat v pokuse
Vzhľadom na komplexnosť dejov odohrávajúcich sa v organizme, súčasná úroveň vedeckého
poznania neumoŽňuje nahľadiť poznatky získané zo štúdií na zvierutách zatie, ktoré pocháďzajt z
in vitro experimentov.
Na chaľakterizáciu poškodenia MCB v jednotlivých tľansgénnych líniách bude použitých 415
zvieľat. Počet zvierat zohľadňuje biologickú variabilitu a potľebu viacerých zvierut pľe proteomické
a tľanskľiptomické expeľimenty (minimálne potľebné mnoŽstvo tkaniva).
Pokusy sú navrhnuté v súlade s legislatívnymi a etickými normami, ktoré sa vzťahujú na prácu s
laboľatórnymi zvieratami.
Predpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použitézvieratáv ľámci vykonávania pľojektu
Zvieraténnnebude aplikovaná Žiadnalátka, okľem intľaperitoneálnej aplikácie anestetika. Následne
v hlbokej anestéze budú zvieratá peľfundované a odobrané mozgové tkanivo.

so zvieľatami:

Zohl'adnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulácii so zvieľatami sa budú dodtžiavať inteľné Špp. so zvieratami sa bude
zaobchádzať humánne a nebude sa im vyvíjať pľebytočný stres. Zvierutá sú chované v
podmienkach vyhovujúcich fyziologickým a sociologickým potľebám. Staľostlivosť o zvieratá
zabezpečujú osoby, na ktoré si zvierutá zvykli. V zverinci je denne kontľolovaný a monitoľovaný
zdravotý stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného stavu veterinárny lekár
upovedomí vedúceho expeľimentu o pľípadnej potľebe vyľadiť zvieru z experimentu a pľistúpiť k
humánnemu usmľteniu zvier ať a.

2

Stľedná

Zaradenie
podl'a kľutosti
Slabá

Slabá

StrednáŠtanclaľdná rnetócla. Zvieľa sa v celkovej
anesĺózii tľanskardiálne peľfu:rduje
štarrdaľdným ľoztokonr.

vplyv na zvieľa

Kľátkodobý miemy stľes spôsobený
manipuláciou. Tľvanie 1_2 minúty.
Štandaľdná metóda. Kľátkodobý mieľny stres
spôsobený manipuláciou a obmedzenim
pohybu. Bolesť slabá. Trvanie 30 sekúnd.

vykoná perfúzias ľoztokom PBS.Následne sa
Tľanskardiálna perfúzia

Celkové hodnotenie krutosti štúdie

postupu

Váženie nĺierat

Kľátkodobá fixácia
a intľapeľitoneálna
injekcia anestetík
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Redukcia: V navrhovaných experimentoch budemevyuživať zvieratáz vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval počet pokusných zvierat, Transgénne potkany budú krížene iba v počtoch
nevyhnutných pľe získanie potľebného množstva údajov. Navrhované počty zvierat sú nevyhnutné
pre spoľahlivé štatistické vyhodnotenie výsledkov a pľedstavujú pľedpokladané maximálne počty;
akonáhle sa podaĺí ziskať dostatočné mnoŽstvo dát, zvyšné zvieratánebudú použité.

Nahľadenie: Vzhľadom na komplexnosť dejov odohľávajúcich sa v ľudskom mozgu' súčasná
úroveň vedeckého poznania neumoŽňuje nahľadiť poznatky ziskane zo živeho mozgového tkaniva
animálnych modelov za poznatky, ktoré pochádzaji z in vitľo experimentov. Pokusy sú navrhnuté
v súlade s legislatívnymi a etickými noľmami, ktoré sa vzťahujú na prácu s laboľatóľnymi
zvieratami.

Zásada nah raditel'nosti zv ier at
Pľe hľadanie alternatívnej metódy sme použili nasledovné registre medzináľodne overených a
uznaných alteľnatívnych metód (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenašli žiadnu alteľnatívnu
metódu, ktoru by sme mohli použiť vo svojom pľojekte, aby sme nemuseli vykonávať expeľimenty
nazvieľatách. Zvierutánebudú vystavené opätovnému pouŽitiu ani kumulatívnemu účinkú.

Utrpenie versus prínos
Zvieratá v danom expeľimente nebudú vystavené utľpeniu, všetky odbery tkanív sa uskutočnia
v hlbokej anestézii, z ktorej sa už zvieratá nepľebudia. Výsledky získané z plánovaného
experimentu môžu významne napomôcť pľi vývoji nových terapeutík pľe neuľodegenerácie.

Začiatok pokusu je plánovaný na 23 .4. 2OI9 abude sa realizov ať do 3 t .l2. 202I .

Zvieratá nebudú vystavené opätovnému použitiu.

Projekt nevyžaduje spätné posúdenie (podľa Nariadenia vlády sR č. 37712012 Z.z;
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Netechnické zhľnutie proj ektu

oĺ b3 /?- 2z Ä

Názov pľojektu: Imunoteľapia Alzheimeľovej choľoby: testovanie účinnosti aktívnej
a pasívnej vakcíny
Kľúčové slová v projekte: Alzheimerova choroba, imunoterapia, imunizacia,dávka imunogénu
Učel pľojektu: Základný výskum

Podľobný účel postupu:
V populácií stúpa každý rok počet pacientov s Alzheimerovou chorobou. Súčasná terapia je
zameraná na symptomatické potlačenie ochorenia a podpomé mechanizmy, ale nerieši kaizálny
pľístup. Aj pľeto sa v súčasnosti hľadajú nové prístupy a spôsoby terapie, ktoľé by vedeli ovplyvniť
molekulríme mechanizmy zodpovedné za prepuknutie aprogľes ochorenia. Jedným zmožných
terapeutických pľístupov je pasívna a aktívna imunoterapia A|zheimerovej choľoby. Pľi vývoji
vakcín je dôleŽité stanoviť optimálnu dávku, ktoľá by mala vyvolať protektívnu pľotiiátkovĺ áteto
bunkovú imunitnú odpoveď. Z uvedeného dôvodu je vzťah,,dose-response" a-otezit;im kritériom
prípľavy efektívnej vakcíny či už bunkového alebo protilátkového typu.
PredloŽený projekt má za úlohu testovať účinnosť aktívnej a pasívnej vakcíny na tľansgénnych
myších modeloch Alzheimeľovej choľoby. Pri testovaní aktívnej vakcíny budeme sledovať vplyv
vel'kosti dávky vakcíny na hladinu indukovaných protilátok a teľapeutickú účinnosť vat<óĺny.
Zvieratám bude v 4 týždŤnvých intervaloch subkutánne aplikovaná vakcína (imunogén) s ciel'om
vyvolať dostatočnú hladinu protilátok navodzujúcu terapeutický efekt. Pľi testóvaní pasívnej
vakcíny (myšia monoklonová pľotilátka) budeme sledovať vplyv dávky na terapeutickú úeinnosi'
vakcíny u tľansgénnych myší. Monoklonová pľotilátka bude zvieiatám aplikovaná
intľaperitoneálne v dvojtýždňových intervaloch.
Pľed dosiahnutím terminálneho štádia zvíerat (v závislosti od pouŽitia línie ajej prežívania, 1
mesiac pred plánovaním usmľcovaním zvierat) budú zvieľatá testované v behavioľátny.ľ' testocĹ -
Morrisovo vodné bludisko, test ľozpoz náv ania obj ektu, catwalk.
Dva týždne po poslednej dávke (po ukončení imunizačnej schémy) sa zvieľatám odobeľie krv z
očného splavu vl'ahkej isofluľanóvej anestézii. V jeclnotlivýcli séiach bucle stanovovaná hladina
špeciÍických pľotilátok, ktcrľé boli indrkovaré aktívnou vakcílrou a tiež kvantjllrkovaľré množstvo
voľnóho tarr pľoteínu v kl"vi. Celkový objem odobratej kľvi od kaŽdého zvĺeraťa nepľekľočí
stanovené noľmy. Po odbere kľvi budú zvierutátranskaľdiálne peľfundované v celkovej un.'té'ii nu
získanie mozgového tkaniva. Mozgové tkanivá budú použité na imunohistochemickú
abiochemickt ana|ýnl' teľapeutického efektu vakcíny (ki,antifikácia patologických štľuktĹrľ tau a
sarkozyl-nerozpustných fbľienr tau pľoteínu v nrozgrr).

opodstatnenost' pokusu a použitie rvierat v pokuse
Preštudovali sme všetky dostupné alteľnatívne pľístupy, ktoľé by umožnili v danom expeľimente
nahľadiť zvieratá za iný biologický testovací systém. Na selekciu optimálnej dávky vakcíny ajej
teľapeutického účinku je však nevyhnutné použiť imunitný systém tľansgénnych zvierut. Ná teňtó
typ experimentov použijeme transgénne myši exprimujúce tôzne foľmy tau proteínov. Pokusy sú
navrhnuté v súlade s legislatívnymi a etickými noľmami, ktoré .a užťahujú na prácu s
laboratóľnymi zvieľatami.

Dľuhy použifých nĺierat a ich predbežné počty
-tľansgénna myš(samička, samec) 240

Pľedpokladaný nepri^aznivý vplyv/ujma na použitézyieľatáv ľámci vykonávania pľojektu
Zvieratéĺ po injekcii imunogénu sú monitorované a v pľípade neadekvátnej ľeakcie ] výrazná
triaška, apatia, upovedomí sa veteľináľny lekaľ a vedúci expeľimentu a po posúdení zdravófuého
staw sa rozhodne o human end point.
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Vakcinácia nemá kumulatívny účinok, zvyšuje sa len mieľa imunitnej odpovede po
niekolkonásobnom podaní.
Pred začatím experimentu sú zvieratá handlované, aby si privykli na experimentátora a redukovali
sme stľes zvierat.

Human end int:

Hodnotenie:
0 - bez pľíznď<ov

1 - rnieľny púznak
2- stľedne silný pľízrrak / kclnzultácia s veteľinámynr lekaľorn
3_ silný pľíznak -eutanázia
KaŽďý znak sa zlrodlrotí nĺr základe bcrdovania 0_3, pľičom \-bez pľíznakov, 3_ silrrý prir.nak.
Výsledné skóľe je súčtoln jednotlivýclr pozoľovaných pľíznakov.
Každé zviera, ktoré bude pľejavovať stľeclne sitný priznak brrde pľesunuté do klietky s
neobmedzeným prístupom ku kmi'vu a tekutinán, bude neustále nronitoľované a jeho stav bucle
konzultovarrý veterinaľnyrn lekáľĺ:m. Každé zviera pľe.iavujúce silný príznak v ktoľornkoľvek
pľejave, prípaclne pľí sťlčte boclov viac ako 8. brrde vyĺaclené z expeľimentu a lrumánne usmfiené.

Manipulácia so zvieľatami:

Zaradenie
podl'a
kľutosti
Slabá

Stľedná

Stľedná

Slabá

Slabá-
stredná

Vptyv na zviera

Krátkodobý mierny stres spôsobený
manipuláciou. Tľvanie 1-2 minútv.
Standardná metóda. Kľátkodobý mierny stľes
spôsobený manipuláciou a obmedzením
pohybu. opakovaná aplikácia. Tľvanie 0.5-1
minúta.

Standaľdná metóda. Kľátkodobý mieľny stľes
spôsobený manipuláciou a obmedzením
pohybu. opakovaná aplikácia. Tľvanie 0'5-1
minúta.

Morisovo vodné bludisko, catwalk, test
.rozpoz,náv ania novélro objektu.
Pľed začatím testovania sú zvieľatá handlované,
aby sa minimalizoval stres. Bolesť slabá.
Nepredpokladáme nepľiaznivé účinky, zv ier atá
reagujú na podanie imunogénu dobľe. Bolesť
s|abá aŽ stredná.

Chaľakteristika
postupu

Váženie zlĺierat

Krátkodobá Íixácia
a intľapeľitoneálna
injekcia (každé2
fýždne)/pasívna
imunizácia
Kľátkodobá Íixácia
a subkutánna injekcia
(lxza mesiac)/aktívna
imunizácia

Behaviorálne testovanie

Stav zvieľat počas
obdobia prežívania

2

3

3

3
3

3

2

)

.,

2

)

I

1

T

ĺ

ĺ

Skóľe
0

0

0

0

0

Pľejav
stav vedúci k dlhotľvajúcej alebo nezvľatnej neschopnosti

ľijĺmato potľavu alebo vodu
Akýkoltek

dlhodobá nehybnost'
Stavy, ktoľó poukazujú
(autoindukovaná trauma,
otvorené ľany,...)

na silnú bolost'o strach alebo
hľbenie, vokalizáciao abnormálne

utrpenie
pohyby,

Rýchla alebo úca stľata hmotnosti l.5 7o očakávanej hmotnosti)
becnené zníženie staľostlivosti a alrnormálny vzhload počas dlhého

sľst', rozsiahla alĺlpóciao...)
Zovšeo
časovóho obdĺlbia (
Ťaŕ.ké alebo pretľvávaiúce t'ažkosti s dýchaním

1

.,

3

4

5



Stredná

Stľedná

Streĺlná

metóda. Zviera sa v sedácii fixuje za
na kľku, sklenená kapiláľa sa jemne

zasunie do vnútorného očného kútika a
kľúživým pohybom sa mierne naruší
ľetroorbitálny plexus. Krátkodobý mierny stres
spôsobený manipuláciou a obmedzením
pohybu. Bolesť slabá až stredná. Trvanie max. 1

minúta.

kožnú riasu

Otvorenie hruclnej clutiny a zavedenie ihly cto
l'avej konrory sľclca. Cez ihlrr bude pľenikať do
celého tela zvieľaťa ľoztclk PBS s hepaĺínon.
Bolesť stľedllá

odbeľ krvi
(ľetľooľbitálny plexus)

Tľanskaľdiálnn
peľfúzia v celkovei
anestézii
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Zohl'adnenie 3R

Zjemnenie:
Pri manipulácii so zvierutami sa budú dodňiavať inteľné Špp. so zvieratami sa bude zaobchádzať
humánne a nebude sa im vyvíjať prebytočný stres. Zvieratá sú chované v podmienkach
vyhovujúcich ich fyziologickým a sociologickým potrebám, v klietkach s obohatením pľostľedím.
Staľostlivosť o zvieratá zabezpečujú osoby, na ktoľé si zvierutá zvykli. V clrovnom zariaďe,ní je
denne kontľolovaný a monitorovaný zdravotný stav a pohoda zvierat. Pľi prejavoch zmión
zdravotného stavu veteľinárny lekár upovedomí vedúceho eiperimentu o pľípadnej pôtrebe vyradiť
zvieruz expeľimentu a pristúpit'k humĺĺnnemu usmľteniu zvióľaťa.
Vakcinácia nerná kumulatívny Úlčilrok, zvyšuje sa len nrieľa irnunitrrej odpovede po
niekoľkonásobnom podaní. Bezpľc'lstľedne po aplikácii môžeme u niektoľýc.h jeóincov ptlzoľovať
mieľnu apatiu alebcr naopak zvýšenťl aktivitu, ktoľá oclzne.ie v pľiebeliu pár ňinĺlt. Pľi
pľetľvávajťrcich pľíznakoch (triaška), zvíera ocldelírne aumiesttrim. na u;1l'..vnú podloŽku aŽ clo
zcltavenia' V pľípade vytvoľenia ržĺn v nrieste vpiclru ĺ:anu ošetrínre piípľavk'om Betadine a v
nasledujúoiclr dňclch pozoľujeme. V pľípade výskytu nrokvajťrciclr ľán, miesto vpichu ošetľírne
dennálnou nrasťou Kalciun Pantlrotenicum a izolujeme, aby snre zalľŕľ11ili ďa1šiómu poľaneniu
zvier at' a ostatrrými zvieľatami.
V čase začatia imunizačnej schénry zvieratá nevykazujú fenotyp. 'ľľalrsgenne línie pľejavujťl
ťenotyp aŽ vterminálnom štádiu, tj. posledne týždne, patológia 'sa hodncltĺ pľeclovšetĺ<ým post
nroft em _ prítoĺnn o sť neuľoÍi bril áľne.i patol ii gie
Pred začatim experimentov, sú zvierutá handlované a privykajú si na expeľiment éúora.
Intľakaľdiálna peĺfrrzia sa vykon áv a v celkovej anestézii.
Redukcia:
Stanovený počet zvierutje minimalĺzovaný v čo najvyššej možnej miere a zároveň zabezpeéujircí
štatistickú ľelevantnosť dosiahnutých výsledkov. Stanovený počet zvierut Sa opieľá o naše
predchádzajúce experim enty . IJkánalo sa, Že počet zvierat v skupine menší ako 20 nie je dostatočne
štatisticky relevantný, keďže aj u zvierat sa vyskytuje určitá mieľa variability, pľedóvšetkým pľe
analýzu behavioľálnych testov je nevyhnutné použitie vyššieho počtu zvieiat pre jednotlivé
skupiny.
Nahľadenie:
Súčasná úroveň vedeckého poznania neumožňuje testovať efektívnosť vakcín (pasívnych aj
aktívnych) v in vitro podmienkach. Z legislatívneho hľadiska nie je možné dany expeľimeni
vykonávať priamo na l'uďoch, bez pľedchádzajÍrceho otestovania na labóratórnych zvieratáôh.

Zásada n ahľaditel'nosti zv ier at
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V medzinárodných ľegistroch alteľnatívnych metód sme nenašli žiadnu vhodnú metódu, ktoľú by
sme mohli použiť v projekte tak, aby sme nemuseli vykonávať expeľimenty na laboľató-y"Ĺ
hlodavcoch. Zvieratánebudú vystavené opätovnému pouŽitiu ani kumuiatívnemu účinku.

Utľpenie veľsus pľínos
Zvieratá v danom experimente nebudú vystavené utľpeniu. Zvieratá dostávajú nizke dávky
netoxickej monoepitopovej vakcíny alebo nízke dávky protilátky, ktoré neslôsobujú žiadnu
nebezpečnú ľeakciu, ktorá by viedla k poškodeniu oľganizmu. Subkutáĺlna aj intrapeľitoneálna
aplikácia vakcíny tľvá niekoľko sekúnd. odbeľ kľvi sa vykonáva na sedovaný ch ziieratách. Po
odbeľe kľvi budú zvieratá transkaľdiálne peľfundované v celkovej anestézii s nás1ednýĺn oclbeľom
mozgového tkaniva. Získané infoľmácie z predkladaného expeľimentu ýznamne napomôžu pri
vývoji efektívnej vakcíny zameranej na liečbu ľudských neuľodegeneľačných ochorení.

Zač:iatok pokusu je plánovaný na na 23.4.2019 a bude sa ľealizovať v pľiebehu dvoch rokov, do
31.12.202L

Zvier atá nebudú vystavené opätovnému porrŽitiu.

Projekt nevyžaduje spätné posúdenie (podľa Nariadenia vlády sR č. 377l2Ol2 Z.z;
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t Pľíloha 2: Netechnické zhľnutie q'3s ,lq -zzNetechnické zhrnutie pľojektu

Názov pľojektu: Sledovanie účinnosti vakcíny na animálnych modeloch expľimujúcich
infekčné formy tau pľoteínu
K|'účové slová v pľojekte: Alzheimeľova choroba, tauopathy, spľeading tau, tau proteom
Učel pľojektuz Zák|adný výskum

Podľobný účel pľojektu:
Daný projekt nadväzuje na náš pľedchádzajíci, už schválený pľojekt, cieľom ktorého bolo
identiťrkovať jednotlivé kmene infekčných foriem patologicky pozmeneného pľoteínu tau, ktoré sú
zodpovedné za šírenie neuľofibľiláľnej patológie v mozgu pacientov postihnutých
neuľodegeneľačnými tauopatiami (napr. Alzheimerova choľoba). Keďže patologicky pozmenený
proteín tau je tvoľený stovkami rôznych kmeňov, z ktorých pravdepodobne len niektoľé disponujú
infekčnými vlastnosťami, je nevyhnutné identifikovať práve tie, ktoľé sa dokáŽu šíľiť v mozgu a v
tomto pľocese navodzovať neuľoťrbriláme zmeny. Tieto poznatky je možné získať po vpľavení
pľesne ocharakterizovaných kmeňov proteínu tau do mozgu experimentálnych myší a sledovať
šírenie jednotlivých kmeňov v animálnom modeli.
Pľe účely projektu sa bude pollživať mozgové tkanivo pacientov postihnutých Alzheimerovou
choľobou (AD) a ďalšími tauopatiami (Pickova choroboa PiD, Progľesívna supranukleáľna obrna
PSP, Koľtikálna degenerácia CBD) poprípade mozgové tkanivo transgénnych modelov. Ľudské
alebo animálne izoláty budú následne ľozdelené do jednotlivých frakcii, z ktotých získame na
zäklade veľkosti ľôzne kmene tauónov. Takto pľipľavené foľmy proteínu tau budú vpravené do
mozgovej kôľy a hipokampu, pľípadne aj do iných častí mozgového tkaniva animálnych modelov.
Budú sa využívať transgénne aj netransgénne myšacie línie, keďŽe je silný predpoklad, že tôzne
kmene majú v jednotliqich líniách rozdielny potenciál vyvolať šírenie neurofibľiláľnej patológie.
Na zaklade výsledkov v pľedchádzajúcom projekte, kde sa niím podaľilo vývoriť patológiu v nami
určenej oblasti mozgu (hipokampus) a taktieŽ vyvolať šírenie neuľofibrilráľnej patológie v myšacích
modeloch, hlavným ciel'om tohto pľojektu bude použiť tieto nami vývorené modely na testovanie
účinnosti aktívnej a pasívnej vakcíny, ktoľé sú jedným z možĺých teľapeutických prístupov pri
liečbe Alzheimerovej choroby.

opodstatnenosto pokusu a použitie zvieratv pokuse
Keďže pľogres neuľodegeneračných zmien pľebiehajúcich v mozgu pacientov postihnutých
niektorou ztauopatii, ako aj získanie kompletnej imunitnej odpovede mozgu na podnet, akým je
pľítomnosť infekčných foriem proteínu tau, nie je možné simulovať v podmienkach in vitľo,
animálne modely pre nás ostávajú aj naďalej jedinou moŽnou variantou schopnou poskytnúť údaje,
ktoľé sa v čo najväčšej mieľe približujú pľocesom odohĺávajúcim sa v mozgu pacientov. Jednotlivé
foľmy pľoteínu tau budú ocharakterizované a vpravené do mozgovej kôry a hipokampu
expeľimentálnych myší. Takýmto spôsobom identifikujeme kmene, ktoľé sú schopné infikovať
neuróny a šíriť sa v mozgu.
Po vpraveni izolátov a vyvolaní šíľenia sa neuľofibriláľnej patológie budú tieto nami vytvorené
modely následne použité na sledovanie účinnosti aktívnej a pasívnej imunizácie.

Dľuhy použifých zvierat a ich pľedbeŽné počty:
Pĺ:edpokladané pľibližné počty zvieľat na planovane tľvanie pľo.iektu:
Transgénna myš (sarnička, samec) 400ks
Všetky expeľimentálne zvieľatá porržité v pľojekte budil geneticky modifikované zvieratá.

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použité rvieratáv rámci vykonávania pľojektu
Všetky navľhované experimentálne postupy používajú štandaľdné zavedené minimálne invazívne
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zák'toky, ktoľé minimalizujú nepľiaznivý dopad na expeľimentálne zvieratá. V pľiebehu
pooperačnej starostlivosti budú zvieratám podávané analgetiká na zmiernenie slabej až stľednej
bolesti. Počas obdobia pteživanía budú zvieľatá denne kontľolované a podľa potreby im budň
podávané analgetiká. Zvíeratá pripľavované na behavioľálne testovanie uuáĺ aostédne handlované,
trénované a monitorované, aby sa minimalizoval stres v pľiebehu tréningu a experimentu. Iba
zvieratá zotavené po stereotaktickej aplikácii, bez priznakov bolesti a známok infekcie, budú
použité na imunizáciu.

Manipuldcia so zvieratami:

na zvreľa
Kľátkodobý mieľny stres spôsobený manipuláciou. Bolesť
slabá. Trvanie 1-2

metóda. Kľátkodobý mierny stres spôsobený
manipuláciou a obmed zenim pohybu. Bolesť slabá.
Trvanie 30 sekúnd.

metóda. Nastrihnutie koŽe na hlave (1cm
ľana), vyvŕtanie malého otvoru do lebky (lmm), aplikácia
izolátu do cielenej oblasti mozgv, zošitie ľany. Po-
opeľačná bolesť bude utlmenáanalgetikami. Trvanie 1-60
minút. Bolesť stredná.
Zvieratá reagujú veľmi dobľe na intracere
Poopeľačná bolesť je tlmená analgetikmi.

brálnu aplikáciu.

Bolesť slabá až stredná.
Zviera sa fixuje za kožni ľiasu na

laku. IGátkodobý mieľny stľes spôsobený manipuláciou
a obmedzením pohybu. opakova.ná aplikácia. Bolesť
stľedná. Trvanie l minútu.

tandaľdná metóda.

metóda. Zviera sa fixuje za koŽnú ľiasu
v chľbtovej polohe. Kľátkodobý mieľny stres spôsobený
manipuláciou a obmed zenim pohybu. Opakclvaná

Bolesť stredná. Tľvanie 1 minútu.

doteraj
zvierutá

aplikácie
ších

podanie
Z
dôs1edku

na

V

zaznanlenané

ekcie.inj

boline

stresované

dobľe,

mieme

experimentu

byť
/intľapeľitoneálnej

reagovali
počas

môžu

unogénu

Zvieratá
subkutánnej
skúseností
im

ve na zvieratá. Bolesť slabá.

nového ob.iekttl.
P r ed začatim testovania

dobre. Bolesť slabá až stredná.

catwalk, Test ľozpozrrávaniaMoľľisovo vodné bludisko,

minimalizoval
saabyhandlované,

slabá.
zvierutétsu

Bolesťstres.
N nauľeaguJzvieratá)účinkyvenepnazntepredpokladáme

očného kútika a kľúživým pohybom sa mierne naruší
ľetľooľbitálny plexus. Kľátkodobý mieľny stres

bený manipuláciou a obmedzením pohybu. Bolesť
Tľvanie max. 1 minúta.

fixuje ku,
slabej
kr

do
na

vnútorného
nasu

do

uvedenípo
koŽnú

sa

zasurue
za

Zviera

Jemnesa

metóda.
anestézie

kapiláľa
inhalačnej
sklenená

spôso
slabá.

metóda. Zvieľa sa v anestézii

Chaľakteľistika postupu
Váženie zvierat

Krátkodobá fixácia
a intraperitoneálna injekcia
anestetík
Steľeotaktická aplikácia v celkovej
anestézii

Stav zvierat po steľeotaktickej
aplikácii izolátu do mozgu

Aktívna imunizácia/kľátkodobá
fixácia a subkutánna injekcia (4-6x
v mesačných intervaloch)

Pasívna imunizácia/ kľátkodobá
fixácia a intľapeľitoneálna injekcia
(8-12x v 2-rýždňoqých inteľvaloch)

Stav zvierat po injekcii

Behavioľálne testovanie

Stav zvieľat počas obdobia
pľežívania
odbeľ kľvi
(ľetrooľbitálny plexus)
v l'ahkej isofluľanovej anestéze

Tľanskaľdiálna zvierat
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transkaľdiálne perfunduje štandardnym ľoztokom (PBS s
hepaľínom, PFA).Pľebehne v celkovej anestézii, z ktorej sa
zviera už nepľebudí. Bolesť stľecllrá
StľednáCelkové hodnotenie kľutosti

Zjemenie: Pri manipulácii so zvietatarri sa budú dodržiavať interné štandardné pracovné postupy.
So zvieľatami sa bude zaobchádzať humánne a nebude sa im vyvíjať pľebytočný stres. Zvieľatá
budú chované max. v počte 5 zvierat na chovnú nádobu v podmienkach vyhovujúcich ich
fyziologickým a sociologickým potľebám. Staľostlivosť o zvieratá zabezpečujú osoby, na ktoľé si
zvierutá zvykli. V zverinci je denne kontrolovaný a monitorovaný zdravotný stav a pohoda zvierat.
Chiruľgické zákľoky budú pľebiehať v celkovej anestézii, po jej ukončení budú zvieľatám podávané
analgetiká na tlmenie bolesti, intľakardiálna perfÚzia s roztokom PBS a 40Á parafoĺmaldehydom
prebehne tiež v celkovej anestézii.
Zdravotný stav každého zvieľaťa bude hodnotený pľi kaŽdoni pozoľovaní na zák'Iacie lilavných
štyľoclr znakov:ĺ'letargie (letlraľgy), hľbenia (hunching)' naieženej sľsti (piloeľection), straty váhy
>I5 o/o očakávarrej hmotrrosti (weight loss). Hodrrotenie jednotlivýclr znakov je uvecĺený v tabuľke
human end point.
Pľi prejavoch zmien zdľavotného stavu veterináľny lekáľ upovedomí vedúceho experimentu o
prípadnej potrebe vyradiť zviera z expeľimentu a pľistúpiť k humánnemu usmrteniu zvieraťa

Redukcia: V navľhovanych expeľimentoch budeme využivať zvieratáz vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval počet pokusných zvierut. Tľansgénne myši budú Wižené iba v počtoch nevyhnutných
pľe získanie potrebného mnoŽstva údajov. Stanovený počet zvierat je minimalizovaný v čo
najvyššej možnej miere a zéroveí zabezpečujúci štatistickú relevantnosť dosiahnutých výsledkov'

Nahradenie: Vzhľadom na komplexnosť dejov, ktoľé sa odohľávajú v ľudskom mozg;J, nie je
možné sledovať šírenie infekčných foriem pľoteínu tau v in vitľo podmienkach a zároveň ziskať
výsledky, ktoré by čo najveľnejšie odzľkadľovali tieto procesy. Takisto nie je možné sledovať
biologickú účinnosť peptidového imunogénu v in vitľo podmienkach. Z etickeho a legislatívneho
hľadiska nie je možné daný expeľiment vykonávať na humannych pacientoch.

Zásada nahraditel'no sti rv ier at
Pre hľadanie altematívnej metódy sme pouŽili nasledovné registľe medzináľodne oveľených a
uznaných altematívnych metód (ECVAM' NC3Rs, AltTox), kde sme nenašli žiadnu alteľnatívnu
metódu, ktoru by sme mohli použiť vo svojom pľojekte' aby sme nemuseli vykonávať expeľimenty
nazvieratách.

Utľpenie versus pľínos
Príčina Alzheimeľovej choľoby apríbuzĺých tauopatiizostávaneznéĺla. Na pochopenie kompletnej
patogenezy týchto neuľodegeneľačných ochoľení je nevyhnutné pochopiť kompletnú kaskádu dejov
a ich spúšťačov. Je zĺáme, Že neuľofibriláma patológia sa šíľi v mozgu pacientov v časóvo
a anatomicky deťrnovaných sekvenciách, avšak konkľétne kmene patologicky pozmeneného
pľoteínu tau zodpovedné za infekčné vlastnosti a schopnosti šíľenia neboli doposiaľ identiťrkované
a chaľakterizované. Predpokladaný pľínos pľojektu zahŕťla identifikáciu kmeňov s infekčnými
vlastnosťami a schopnost'ou šíľenia v mozgu pacientov s Alzheimerovou chorobou atiežpopísanie
vplyvu urovne neuľozápalu na šíľenie neuroÍibľilárnej patológie.
Identifikované infekčné kmene tau proteínu (schopné vyvovlať a šíľiť neurofibrilámu patológiu)
budú vpravené do mozgu expeľimentálnych zvieľat a následne budeme sledovať účinnoď vakcíny
na týchto zvieratách, ako možný teľapeutický pľostriedok v boji pľoti neuľodegeneľatívnym
ochoľeniam.

J
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Počas všetkých úkonov eliminujeme stres a utľpenie zvietat, t. z. všetky úkony na zvierutátcho ako
intľacerebľálna injektĺáŽ a perfllzia, budú prebiehať v úplnej anestézii a po pľebrati z anestézie budú
zvierutám po dávané anal getiká.

Začiatok pokusu je plánovaný na 20.4.2019 a bude sa realizovať počas nasledujúcich tľoch rokov,
do3L12.2021.

Zvierutánebudú vystavené opätovnému použitiu.

Projekt nevyžaduje spätné posúdenie (podl'a Nariadenia vlády sR č. 37? l2OI2 Z.z.).
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Projekt č. 39, Príloha č' 3, stľ.l/3

NETECHNICKÉ ZHRNUTIE PRoJEKTU č. 39

Názov projektu:

Meranie telesnej teploty u kľálikov zapouŽitia podkožného snímača teploty - loggeľa STAR oDDI
DST micľo-T s následnou aplikáciou vyvíjanej modifikovanej očkovacej látky celobunečnej

absorbovanej vakcíny proti záškrtu, tetanu a čieľnemu kašl'u.

,lčíslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: 4 c 6 2 ,( clľ *zz .4
ó

Kl'účové slová v pľojekte: kľálik' imunita, Bordetella očkovacia látka

Úľel pľo;ettu: Tľanslačný výskumA/ývoj, výľoba atebo testovanie kvality, účinnostia bezpečnosti

liekov

Ciel'pľojektu pokusu, predpokladaná ujma a pľínosy:

Kľálik domáci je najvhodnejší zvieľací model na testovanie pyľogénnych látok a imunogenicity po
podaní celobunkovej vakcíne pľoti záškrtu, tetanu a čieľnemu kašl'u (Bordetella Pertussis). Udáva sa,

Žekrálik domácije porovnatel'ne citlivý na podanie očkovacej 1átky ako dieťa. Aktuálne vakcinačné
pľogramy vo vyspelých kľajinách zahŕŕtajú pľevažne vakcináciu polyvalentnou DTPaP vakcínou, ktorá
zahŕňa aj vakcínu proti toxínu baktérii Bordetella Pertussis. V minulosti bolo používanie celobunečnej

vakcíny pľoti čiernemu kašl'u výlačené aktuálne používanou acelulárnou vakcínou, z dôvodu častého

výskytu nežiadúcich účinkov ako horúčka a febľilné kŕče a následnej silnej antivakcinačnej lobby.

Yyvíjaná celobunkovávakcína proti záškľtu, tetanu a čieľnemu kašl'u, ktorá bude aplikovaná v tomto
pľojekte, bude obsalrovať geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
Peftussis aje formulovaná pomocou aluminium hydľoxld nosiča tak, aby poskytovala maximálnu
imunogenicitu a minimalizova|a rrežiaduce účinky ýpu zvýšenie teploty'

Účelom skúšky je určiť telesnú teplotu u kľálikov za pouŽitiapodkožného snímača teploty * loggeľa
s následnou aplikáciou očkovacej látky pľoti záškrtu, tetanu a čieľnemu kašl'u. Pre poľovnanie

s vyvíjanou očkovacou látkou budeme pri skúškach porržívať 2 skupiny kontrolných zvierat: zvieratá
vakcinované nemodifikovanou celobunečnou vakcínou pľoti DT'P a zvieratá, ktorým bude podaný

fosfatom tlmený fyziologický roztok- PBS.

Ciel'om pľojektu je sledovať u králikov zvyšovanie sa telesnej teploý použitím podkožných snímačov
teploty - STAR ODDI DST micľo-T po podaní testovaného prípravku a kontrolných prípravkov.
Snímač telesnej teploty bude umiestnený korrtralateľálne za lopatl<r.r do opeľačne vytvorenej podkožnej
kapsy. Králiky budú v celkovej anestéze. Anestézu vykoná zmluvný veteľinárny lekáľ. Pľi návľhu
skúšky vychádzame z dostupných publikácií, ktoré pojeclnávajú o pouŽití kľálikov pľiteste celobunečnej
vakcíny proti Boľdetella Pertussis na pyrogény (Veľweľ eĺ al., RedĺLcing vaľiation in a ľabbit vaccine
safety study witlr paľticular emphasis on housing conditions and lrandlirrg, Lab. Anim. 2009, 43: l55,
Kaaik et al., Nonclinical vaccine safety evaluation: advantages of continuous tempeľature monitoring
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using abdominally implanted data loggeľs, J. AppI. Toxicol. 2013;33: 52l_526: Dias et al, An improved
whole pertussis vaccine with reduced content of endotoxin, Human vaccines and immunotheľapeutics,
9:2, 339 _ 348, Febľuary 2012). Podl'a ýchto publikovanýclr štÚldií, nárast teplôt u králikov bol
pozorovaný v rozmedzí 5-12 lrodín po podaní celulárnej vakcíny s najvyšším náľastom teplôt pľi 8
hodinách od podania. Z ýchto publikácií záľoveň vyplýva, že vzostup teplôt je pomerne nízky v
rozmedzí cca 0,5-l"C. DôleŽitú úlohu pľi celont teste hrá jemná manipulácia so zvieľatami anávyk
kľálikov na peľsonál a procedúry, ktoľé sú na nich počas skúšky vykonávané. Nevhodn é zaobchádzanie,
či nové stimuly totiž môžu navodiť stresový stav a vzostup telesnej teploty kľálikov, čo povedie k
skresleniu qýsledkov skúšky.

Pľínosy z vykonaného pľojektu:

Novo vyvíjaná celobunková vakcína proti záškľtu, tetanu a čiernemu kašl'u, ktorá bude aplikovaná
v tomto projekte obsahuje geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktéľie Boľdetella
peľtussis aje foľmulovaná pomocou adjuvansu aluminium hydroxid tak, aby poskytovala maximálnu
imunogerricitu a minimalizovala nežiaduce účinky typu zvýšenie teploty. Pľínos z aplikácie
podkožných snímačov je mnolronásobný oproti potrebe merat' teplotu kľálikom ľektálne. Nie je
možné, aby kľáliky pomocou ľektálnych sond (teplomeľov) boli sledované takmer dva dni neprestajne
aby sme ,,nezmeškalio' nástup a odznenie zvýšenia telesnej teploty odozvou imunitného systému na
pôsobenie modifi kovanej očkovacej látky.

Poznatky získané riešením projektu pľispejú k celosvetovému poznaniu vakcinácie pľoti čiernemu
kašl'u.

Pľedpokladaná ujma na použité zvieratáv ľámci vykonaného postupu:
V pľojekte budeme vykonávať operačný zákľok aplikácie podkožného snílnača telesnej teploý
a paľenterálnu aplikáciu testovaného pľípľavku a kontľolných prípľavkov. Môžeme pľedpokladať ujmu
ako začeľvenanie, zápal, opuch v mieste operačného pol'a a v mieste aplikácie testovacieho prípravku
a kontľolnýclr pľípravkov môžeme pozoľovať postvakcinačnú hrčku, bolestivosť, zvýšená teplota
v mieste vpichu, opuch.
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Projekt č. 39, Príloha č.3, str.3/3

Počet a dľuh pokusných zvieľat

Kľálik domáci, samice, 40 ks zvieľat pre testovanie každej vyrobenej šarže RALDITEPERY

Preukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia
Stanovený počet zvierat pľedstavuje limit, ktoý je nevyhnutný pľe získanie dostatočného počtu
vzoriek pľe validné vylrodnotenie qýsledkov zĺnien v vzostupe telesnej teploý u kľálikov po podaní

očkovacej látky. Nie je možné nahradiť postup nazvjeratách in vitro testami na bunkových líniách.
So zvieľatami budú zaobchádzať zaškolené osoby s dlhoľočnými pľaktickými skĹrsenosťami. Zásada
zjemnenia bude dodľžiavaná v ptnej mieľe odo dlia dodávky zvierat do zvieratníka. Počas kaľantény
pľejdú zvieľatá procesom handlingu' Pri štandaľdnej dennej jemnej manipulácii si zvyknú na
pľítomnosť človeka a na bežné denné pľocedúry (čistenie, kŕmenie, napájanie, kontľola zdravotného
stavu). Po opeľačnom zákľoku bude zvieratám poskytnutá maximálna staľostlivosť, v prípade potľeby
aj následné podávanie analgetík' Humane end point nastane v pľípade zhoršeného zdravotného stavu
zvieraťa s prejavmi bolesti' pľípadne úbytku hmotnosti o viac ako 25%o alebo podl'a dosiahnutého
pľíslušného skóre vo Vypracovanom Humane end point. Postup bude ukonč ený a pod dohl'adom
zm l uvného veteri nárneho lekáľa zv ieratá usmľtené'

Pľojekt bude podliehat' opätovnému schváleniu: áno
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i'| Príloha č. 2

Netechnického zhrnutia projektu

Názov projektu: Využitie regulácie angĺotenzínových receptorov V neuroprotekcii po traumatickom
poranenímiechy.

číslo konania rozhodnutia o schválení projektu , ,4 0 6 { 4- zz11 3
KltÍčové slová v projekte ( max 5 slov): traumatické poranenie miechy, AT1 recepto r, AT2 receptor,
neuroprotekcia.

Účelprojektu -: 
Základný výskum
Translačný alebo aplikovaný výskum
Regulačné metódy s rutinným používaním (oEcD, Výnos MH sR 2/2oo5 z. z.)
ochrana životného prostredia v záujme zdravia alebo welfare ľudíalebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoškolské vzdelávanie, odborné vzdelávanie
Zakladanĺe kolóniígeneticky zmenených zvierat bez ich d'alšieho pouŽívania
v postupoch

opísaťciele projektu:
(napr. nie sú ešte výsledky z takéhoto výskumu, nutnosť jeho vykonania z hľadiska vedy, z klinického
hľadiska)

Tľaumatické poľanenie miechy predstavuje vážny medicínsky problém, kJorý výrazne
ovplyvňuje kvalitu života postihnutých jednotlivóov. Intenzívný výskum mechanizmov
p9s\o'aen]a miechy pľiniesol v posledných rokoch množstvo ď'ub;ých terapií, ale výsledky
klinických skúšok boli pľevažne negatívne a žiadna z nich nebola ĺplne akceptovaná-pre icĹ
uplatnenie v klinickej pľaxi. Rozsah sekundáľneho poškodenia je pre .rro'ľ'1i"h paôientov
limitujúcim faktorom, ktory ovplyvňuje funkčnú obnovu. Naša stratégia v liečbe tľaumou
poškodenej miechy. spočíva na potlačení sekundáľneho poškodňia pľostľedníctvom
simultánnej stimulácie AT2 receptorov a blokovania AT1 ľeceptorov.

Prínos z vykonaného projektu (napr. aký je prínos pre vedu, ľudstvo, zvieratá)
Potlačenie sekundámeho poškodenia miechy po mechanickej traume umožní zachovať väčšie
množstvo neľvového tkaniva, čím sa vývoľia lepšie podmienky pľe regeneráciu a následnú
obnovu nervového tkaniva' atým funkcie miechý. V ôxpeľimentďch bujú merané indikátoľy
axonálneho rastu, angiogenézy, pro-zápalové markeľy, aktivácia mikľoglie a astľocytov,infiltrácia makľofágov, a kvantifikácia .demyelinizácie, -"y"lini'ou aných a
nemyelinizovaných axónov, rostľo-kaudálna dtzka- a objem poškódenia, množstvo
zachovaného tkaniva,. a tieto výsledky budú koľelované s funk8nou otrrouo., miechy. Keďže
doteraz neexistuje účinná terapia v poškodení miechy , aj malý pokľok by posunul modeľnú
tľaumatológiu o vel'ký krok dopľedu.

t

Druhy použitých zvierat a ich predbežné počty:



V expeľimentoch budú použité dospelé laboľatóľne potkany (váha zs0-320g kmeňa Wistaľ
samice v počte 224ks na celú dobu riešenia.

Predpokladaný nepriazniv'ý vplyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonávania projektu:
Kompľesia miechy bude uskutočnená za celkovej inhalačnej arĺestézy zjej dorzálnej stľany,
ale tlak na miechu vyvolá poškodenie, ktoré sa rozšíľi aj do okolia. Tým sa porušia zák|adne
motorické ľeflexy, ktoľé zabezpečuji stálu adaptáciu dizky svalu na pohyb, ďalej
polysynaptické reflexy, ktoľé ukončujú kontrakcie vyvolané napínacím reflexom
a exteroceptívne ľeflexy, ktoľé vznikajú dtátždeĺím receptorov uložených pľedovšetkým
v koži. Tieto reflexy budú po tľaumatickom poľanení miechy zachované iba čiastočne.
Zvieratá by mali bŕ po prebratí z anestézy schopné pohybu za pomoci predných labiek' čiže
schopné sa sami napiť a nakÍmiť. KeďŽe zvierutá budú po operácií pociťovať bolesť, bude im
potrebné aplikovať analgetiká. Spľievodným javom vykonaného postupu tľaumatického
poľanenia miechy je prechodná dysfunkcia močového mechúra. Postupne uzvíerat dochádza
k obnove tejto funkcie a do 3 týždŤrcv (podl'a doteľajších skúseností) sú všetky zvieratá
schopné močiť samostatne. V pľiebehu 4 týždňov bude zvieratátm opakovane podávaný
stimulátor AT2 receptorov (i. p.) a blokátor AT1 receptorov (s. c.) a vykon ávané behavioľálne
testy.

Predpokladaná úroveň krutosti:
Na základe posudzovaných faktorov navrhujeme klasifikácĺu krutosti postupu označiť ako ,,krutá"

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahradenie zvierat:
(Zdôvodnenie použitia zvierat v projekte, zdôvodnenie prečo sa nemôže použiť alternatívna metóda
bez použitia zvierat)

Poranenie miechy ako aj následná regeneľácia sú pľocesy dynamické, ťažko predvídateľné a
závisiace na mnohých faktoroch. Ztýchto dôvodov nie je možné uskutočniť dane
expeľimenty alteľnatívnym spôsobombez použitia zvierat. okľem toho, pokus nie je možné
vykonať alternatívnym spôsobom, pretože sa na konci expeľimentov je potrebné urobiť
testovanie neurologickej funkcie zadných končatín, ktoľého výsledky odzrkadľujú ľozsah
patofyziologických účinkov poškodenia.

2. Redukcia počtu zvierat:
(Zdôvodnenie použitĺa určeného počtu zvierat, akým spôsobom sa použije redukcĺa, objasnenie toho,
že sa použil minimálny možný počet zvierat)

Počet 239 ks zvierat bolo stanovené vzhľadom ktomu, že (I) plánovaný počet 10 kusov
zvierut v skupine je podľa našich doteľajších skúseností najniŽší vhodný po8et pre získanie
štatisticky významných výsledkov; (2) expeľimentálne skupiny uvedené v pľílohe č. 1 sú
potrebné na kvalitatívne a kvantitatívne stanovenie poškodenia miecĹy a určenie
neuľoprotektívneho vplyvu; (3) tľaumou poškodená miecha nemôŽe bý pouŽitá zároveň na
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biochemické' histologické, imunohistochemicke analýzy atzv. Angiotensin receptoľ binding
metódu.

3. Zjemnenie:
(Vysvetliť r4ŕber použitých druhov zvierat, zdôvodnenie použitia zvieraťa, objasnenie spôsobu ako sa
mĺnimalizuje stres, utrpenie a bolesť zvĺerat v priebehu vykonávania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu)

Všetky opeľačné zál<ľoky, ktoľé budú na zvieratách uskutočnené, budú vykonávané pod
celkovou anestézou, t j. nebudú pľe zvieratá bolestivé. Po vykonaní chirurgických úkonov
bude zvíeratám subkutánne podaný sterilný fyziologický roztok z dôvodu prevencie
dehydratácie. Až do prebratia z anestézy bude experimentálne zviera umiestnené na
ohľievacej podložke nastavenej na teplotu 37'5"C. Expeľimentálne zvierutá budú po aplikácii
teľapeutického postupu umiestnené najprv individuálne a po zahojení op".áĺ,'y.n rén
v pároch do klietok, kde budú mať potravu a vodu ad libitum, a umiestnené vo zverinci.
V priestoroch zverinca zotrvaji v mesačnom monitorovacom období, ktoľé zaMňa
regeneľačný proces traumou poľanenej miechy. Monitoľovacie obdobie začína dňom
navodenia tľaumatického poľanenia. Na základe našich skúseností s týmto kompľesným
modelom vpredchádzajúcom projekte, zvieratá napľiek paľaplégii po zotävení zanestézy si
schopné pohybu v klietke za pomoci pľedných labiek. Napľiek tómu, malé kúsky štandaránej
potravy budú umiestnené pľiamo v klietke a v prípade potreby zvieratá napájané vodoň
pomocou striekačky. Zvieratžtm bude kontrolovaná váhaprvý týždeidenne, neskôr každé2-3
dni. Príjem vody u zvierďa bude monitorovaný na zákláde spotreby vody v napájacej fl'aši,
plnosti močového mechúľa aprítomnosti moču. Pľíjem pótuuy-bude monítoľoväny na
základe spotľeby štandardizovanej peletovej stravy a prítomnosti stolice. Celkový stav ziierat
bude po postupe kďdodenne pozorovaný, av prípade potreby sa im budú podávať analgetiká.
Počas prežívania budú sledované ukazovatele ako spontánna regenerácia neurologĺckého
stavu, pľíjem potľavy a tekutín' vyprázdťlovanie močového mechúra' celková nepohoda.
Prenášanie alebo zdvíhanie zvierut po traume miechy bude prev ádzané chytenírn celého
zvieraťa z dorzálnej strany s prekríženými prednými labkami v blízkosti tela manipulujúcej
osoby, a nie pomocou chvosta. V pľípade dysfunkcie močového mechúľa bude ľobenelehó
manuálne vyptázdíĺovanie. Po vypténdnení bude abdominálna čast' zvieruťa umytá vlažnou
vodou, osušená gázou azviera umiestnené naspäť v klietke. Keďže obohatené prostredie
znižuje stres a pľispieva k lepšej regeneľácii budú do klietok umiestnené kľátke plastové rury
a/alebo kaľtónové kľabice poskytujúce pocit bezpečia potľebné pte zvierutá po náľočnom
zákľoku.
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Bodové hodnotenie sledovaných ukazovateľov:
l-Zvieratá budú prejavovať slabú apatiu, budú mať prechodne zníženú chuť k jedlu, budú pociťovať
slabú bolesť, budú menej čulé a budú mať prítomnosť krvi v moči
2-Zvleratá budú prejavovať apatiu, nechuť k jedlu, bolesĹ nebudú čulé a budú mať prítomnosť krvi
a hnisu v močĺ
3- Zvieratá budú humánne usmrtené, ak do dvoch týždňov po navodeníTh9 kompresie nedôjde
k spontánnej regeneráciĺ neurologického stavu, ak po preliečeníantibiotikami/analgetikami nedôjde
k spontánnemu vyprázdňovaniu močového mechúra, ked'zvieratá nebudú prijímať potravu a budú
v celkovej nepohode.

Neurologĺcký stav motorickej funkcie nemá vplyv na usmrtenĺe zvieraťa. Zvieratá budú humánne
usmrtené na konci doby prežívania za účelom odberu biologického materiálu.

Projekt bude podliehať opätovnému schvaľovaniu: áno nie
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