Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu
Nazov projektu: Behaviordlne a fyziologické indikdtory welfaru hydiny

. | 222 / \-
Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: ’/ l( é Z( / /4 e % 50\/

Kridové slova v projekte ( max 5 slov): welfare, hydina, indikatory welfaru, precizna
Zivo¢i$na vyroba

Utel projektu’:
Zakladny vyskum
Translacny alebo aplikovany vyskum
Regulagné met6dy s rutinnym pouzivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)
Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat
Ochrana druhov
VysokoSkolské vzdeldvanie, odborné vzdeldvanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al§ieho pouZivania v postupoch
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

Ciele projektu st nasledovné:

— roziirit’ naSe poznanie o vyuZiti bezznatkového sledovania objektov v kombindcii s
hibkovymi senzormi resp. termografiou na monitorovanie spravania hydiny

— optimalizovat’ a vyvinut’ nové testy kognitivneho skreslenia (skreslenia usudku, pozornosti
a paméte) ako indikéatory welfaru hydiny

— identifikovat’ moZné neurobiologické indikéatory welfaru hydiny

— rozvinut’ poznanie o vplyve obohatenia prostredia na spravanie hydiny s dérazom na
moZnosti kognitivneho obohatenia prostredia

— charakterizovat’ schopnost’ nosnic vnimat’ asymetriu predmetov vo vztahu k ozobavaniu
peria

— rozvinut’ poznanie o vplyve kvality osvetlenia (farby svetla) ma welfare brojlerov

— identifikovat a validovat’ imunologické indikatory welfaru

— roz3irit’ poznatky o epigenetickych mechanizmoch vplyvu maternélnych horménov vo
vajci a ich dosledkoch na behaviorélne indikatory welfaru

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

Ziskané poznatky budd prinosom k poznaniu afektivnych stavov hydiny, k rozvoju metdd
(behavioralnych, fyziologickych, imunologickych) ich merania a monitorovania a k rozvoju
VvyuZitia obohatenia prostredia na navodenie pozitivnych emécii u hydiny. Vysledky mézu
napomdct’ k rieSeniu problému, ako poskytnut nosniciam véd$ie moZnosti prejavit’ ich
druhovo 3pecifické spravanie. Taktie? moZu poskytnit poznatky, ako ovplyvnit' alebo
redukovat’ vyskyt abnormalnych foriem spravania v chove hydiny.



Druhy pouZitych zvierat a ich predbeZné podéty:
kura doméca (Gallus gallus) znaskového typu — 160 ks
kura domdca (Gallus gallus), brojlery — 270 ks
prepelica japonska (Coturnix japonica) — 200 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierati vramci vykondvania
.projektu:

Studie u hydiny preukézali, Ze pravidelnd jemna manipuldcia (handling) méZe zlesit' ich
rast, konverziu krmiva a produkciu vajec, zvy3it' produkciu protilatok a odolnost’ vo&i
infekcii a zredukovat' mortalitu v prvom tyzdni veku (Graml et al. 2008). Testy v
neklietkovych systémoch preukazali, Ze zvySena expozicia kontaktom s F'ud’'mi podas dvoch
tyZzdfiov 2 krit denne po 15 mindt, pozostivajica zchodenia, rozpréavania, kfmenia
a dotykania sa jednotlivych vtikov viedla k poklesu vyhybacej vzdialenosti a narastu podielu
vtakov, ktorych sa bolo mozZné dotknut’ a podet vtakov v blizkosti testujiicej osoby takite
vzrastol (Graml et al. 2008). Na zéklade tychto udajov usudzujeme, %e opakovand jemné
manipulécia napr. pri behaviordlnych testoch nema na zvierata negativny dopad.

Nie je pravdepodobné, Ze podetné navrhované behaviorilne testy (operacné
podmiefiovanie v Skinnerovom boxe, testy skreslenia Gisudku, pozornosti, pamite, test
socidlnej motivécie, test otvoreného pola, test tonickej imobility, test vynorenia atd’.) maju
nepriaznivy vply na pouZité zvieratd. Naopak, mézu dokonca v uritom zmysle posobit’ ako
obohatenie kaZdodennej jednotvérnej rutiny zvierat. Predovietkym testy, ktoré obsahuju
odmefiovanie (vd¢inou mi¢ne &ervy, ako vysoko palatabilna potrava pre hydinu), mézu viest’
k navodeniu pozitivnych afektivnych stavov.

Injek¢éna aplikdcia farmak spojend srieSenim niektorych cielov, podobne ako odber
krvnych vzoriek mozu byt pre zvieratd mierne averzivne.

Predpokladans aroverni krutosti:

Planované behavioralne testy st z hl'adiska tirovne krutosti klasifikované ako slabé troveti
krutosti. Systémové podavanie vybranych latok a odber krvnych vzoriek st klasifikované ako
slaba alebo stredna troveti krutosti. Navodenie nepredikovateného chronického mierneho
stresu je klasifikované ako stredn4 roveri krutosti.

Uplatiiovanie zdsad 3R

Zjemnenie: Pri manipuldcii so zvieratammi sa budu dodrZiavat predpisy Prevadzkového
poriadku zverinca. Zvieratd budi chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym
asocidlnym potrebdm. Zaobchadzat' snimi budeme huménne anebude im spdsobovany

zbytolny stres. V pripade potreby bude zvieratim okamZite poskytnutd veterindrna
starostlivost’.

Redukcia: Poéty zvierat st minimalizované na minimalnu hranicu tak, aby ziskané Gidaje
mali akceptovatelni vypovednti hodnotu a bolo moZné Statisticky ich vyhodnotit’. Pri
niektorych navrhovanych postupoch, najmi pri pilotnych pokusopch pri zavddzani novych
behaviordlnych testov je moZné pouZit tie isté zvieratd pri overovani dizajnu réznych testov
a tym prispiet’ k uplatiiovaniu zasad 3R.



Nahradenie: V relevantnych databdzach neboli najdené Ziadne alternativne metédy k nami
plénovanym postupom (vid’ Priloha 4).

Projekt bude podliechat’ opéitovnému schvileniu: ano wie

Spétné posudenie sa uskutoéni v priebehu rie$enia projektu, najneskdr vo februari 2021.



Priloha 2 projektu Problémové spravanie hydiny — vplyv pritomnosti matky a definovanie
individualnych fenotypov nachylnych na jeho vyvin

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: Problémové spravanie hydiny — vplyv pritomnosti matky a definovanie
individudlnych fenotypov nachylnych na jeho vyvin

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: / /) é 4/// Q’ ee 7 3 é

KPidové slova v projekte (max 5 slov): ozobavanie peria, hydina, welfare, odchov s matkou

Utel projektu’

Zékladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regula¢né met6dy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. Z.)

Ochrana zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare Pudi alebo zvierat

Ochrana druhov

Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie

Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al$ieho pouZivania v postupoch
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky

Opisat’ ciele projektu:

o Prispiet’ k lepSiemu porozumeniu vplyvu raného vyvinu na rozvoj poskodzujuceho
spravania hydiny a na modeli prepelice japonskej identifikovat’ moZné vplyvy odchovu
s matkou na etiolégiu poskodzujuceho spravania.

* Doplnit’ behavioralny a fyziologicky profil nosnic selektovanych na vysoku a nizku mieru
vyskytu ozob4vania peria so zameranim na kognitivne funkcie a afektivne stavy a blizSie
sa zamerat’ na jednotlivé fenotypy spojené s ozobavanim peria (jedince ozobavajice perie,
jedince ozobédvané a neutralne jesinece).

* Rosirit’ poznatky o U¢asti neurotransmiterovych systémov v mozgu na vyvine a expresii
ozobavania peria nosnic.

Prinos z vykonanéhoe projektu (napr. aky je prinos pre vedu, Pudstvo, zvierata)

Vitsina poznatkov v oblasti poskodzujceho sprévania hydiny pochadza z experimentov na
znaskovych plemenach kury domécej (nosniciach). Informacie o poSkodzujcom spravani u
inych druhov hydiny, vratane prepelice japonskej, si limitované. Aj vzhl'adom na to, Ze
odchov prepelic je menej narotny a tieZ ich Zivotny cyklus je rychlejsi v porovnani s
nosnicami, je tento druh vhodnym modelom pre ziskanie informdacii o vplyve ranych
vyvinovych §tadii na rozvoj a dopad neZiaducich foriem spravania hydiny v dospelosti.
Bliz§im Stidiom vplyvu materského spravania na mladatd sohPadom na rozvoj
poskodzujuceho spravania sa budeme méct’ zamerat’ na moznosti jeho redukcie.



Dal§im predpokladanym prinosom projektu bude prispevok ku charakterizovaniu
individualnych rozdielov v poskodzujucom spravani, rdznych fenotypov nosnic a s nimi
spojenymi kognitivnymi a afektivnymi charakteristikami. Ked’ze pre ozob4vanie peria je
charakteristickd velka individudlna variabilita a aj v ramci linii selektovanych na vysoku a
nizku uroveil ozobévania si jedince ktoré ozobavaju, jedince ktoré st ozobavané, ako aj
takzvané neutralne jedince, je dolezité detailnejsie charakterizovanie tychto typov fenotypov.
Doplnenim hodnotenia dopadu ozobéavania peria na welfare nosnic pomocou behavioralnych
testov afektu je prepojenie na neurobioldgiu so zameranim na dopaminergicky a
serotoninergicky systém v mozgu. Ziskané vysledky napomdzu v hladani moZnosti ako
zmiernit’ negativny dopad tohto neZiaduceho spravania, ktoré by boli aplikovatené aj v
hydinarskom priemysle.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbeZzné podéty:

kura domiaca (Gallus gallus) zniSkového typu — planovany polet pouZitych zvierat je
maximéalne 150 jedincov za celé trvanie projektu; tento podet zohladituje moZnost
opakovania celého experimentu snovymi zvieratami, pripadné uhyny a fakt, e fenotypy
potrebné na testovanie tvoria iba €ast’ populdcie a pre ich vyselektovanie budeme potrebovat’
vécsie pociatoéné mnozstvo zvierat

prepelica japonska (Coturnix japonica) znaskového typu — planovany podet pouZitych
zvierat je maximélne 300 jedincov za celé trvanie projektu; tento poéet zohladiiuje moZnost’
opakovania celého pokusu s novymi zvieratami a pripadné uhyny

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd vramci vykondvania
projektu:

Mierny nepriaznivy vplyv na zvieratd sa predpokladd pri manipuldcii snimi v rmci
prendsania z domdaceho prostredia do testovacich miestnosti. Avsak pri opakovanej a $etrnej
manipulacii predpokladiame rychlu habitudciu zvierat na handling a experimentélne postupy.
Rovnako pocas tréningu na diskrimina¢né lohy a testovania s ambivalentnymi podnetmi sa
predpokladd iba mierny diskomfort, kedZe testované zviera bude izolované v dany defi
testovania maximélne 30 minut. V pripade nespravnej reakcie zvierat na negativny podnet,
budu tieto trestané spustenim S5s nahravky bieleho $umu, &o je povaZované za neprijemny
zvuk s mierne averzivnym charakterom. Z nasich predoslych skisenosti vieme, Ze tento zvuk
v kombindcii s neziskanim odmeny je dostadujticim stimulom na odradenie zvierat od zobania
na podnety, po ktorych je aplikovany, aviak ind& nijako negativne neovplyviiuje spravanie
zvierat. NavySe pocas testovania budi tieZ poddvané mii¢ne ervy ako odmena za spravnu
reakciu na prezentovany pozitivny podnet, o modZe vyrazne zniZit' nepriaznivost’ vplyvu
izolacie pocas testovania, ked'’e mudne &ervy su povaZované za potencidlnu formu
obohatenia prostredia a pokial’ je moZnost’, hydina pristup k nim aktivne vyhladéva. Tento
typ testovania mbZeme do urditej miery povaZzovat' za formu tzv. kognitivneho obohatenia, pri
ktorom zvieratd kognitivaymi interakciami s prostredim ziskavaju uréita kontrolu nad svojim
prostredim a st odmeriované za ipe$né prispdsobenie sa.



Predpokladana idroveri krutosti:

Planované behaviorélne testy sa klasifikuji ako postupy trovne ,,slabé“. Podanie letalne;j
davky anestetika za ucelom ziskania mozgového tkaniva pre d’agiu analyzu sa povaZuje za
stredny stuperi krutosti.

Uplatiiovanie zasad 3R

Zjemnenie: Pri manipuldcii so zvieratammi sa budi dodrziavat predpisy Prevadzkového
poriadku zverinca. Zvieratd budu chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym
a socidlnym potrebdm. Zaobchadzat sa s nimi bude huménne anebude sa im sposobovat’
prebytocny stres. V ramci experimentov predpokladime rozvoj poskodzujuceho spravania,
ktoré pravdepodobne bude zdrojom zniZeného welfaru experimentalnych zvierat. Ked’Ze toto
spravanie je nmosnou témou navrhovanych experimentov, nebude moZné sa mu vyhnat'.
Nosnice viak budi viackrit denne kontrolované. Jedince, uktorych sa bude prudké
ozobévanie peria masivne vyvyjat, budd od ostatnych jedincov izolované, aby nedochadzalo
k poraneniam a Gmrtiu zvierat v dosledku kanibalizmu. Rovnako zvieratdm, ktoré budu
nadmerne exponované ozobavaniu peria a u ktorych vzniknu aj len malé rany, bude okamZite
poskytnutd potrebna starostlivost, respektive budi od ostatnych jedincov izolované. Vhodna
stratégia bude zvolena na zaklade nasledujuce;j tabul’ky.

Normalna

lesna h ost i
Telesna hmotnost Pokles telesnej hmotnosti o 5 - 10%

Strata hmotnosti zjavna na pohfad

Normainy

Celkovy vzhlad Naduchorené perie, poklesnuté kridla

Abnormalny postoj, triaska

Normdlny

Telesny pokryv Viditelna strata operenia

Extrémna strata operenia s poraneniami koze

Normalny trus

Vylucovanie Hnacka

Pritomnost krvi v truse

Normalna

Aktivita Menej pohyblivé, staZeny pohyb, strata rovnovéhy

Apatia

Normalne

Zmeny v spravani, zniZeny prijem potravy

Spravanie

N IRPIOINIRIOINRIONIBPIOIN|IR|IOIN|R|O

Pritomnost po3kodzujliceho spravania (kanibalizmus, agresivita),
nadmerna plachost

SPOLU

o
[ ]
[y
N

SKORE:

1-5 CastejSia kontrola zvierat'a, zvaZenie doplnkovej starostlivosti

6-9 konzultdcia s veterindgrnym lekarom, starostlivost’ podla pokynov veterinarneho
lekéra, doCasné vyradenie zvierat’a z postupov

10-12  uplné vyradenie zvierat'a z postupov a pouZitie humanneho ukon&enia postupu
(humane endpoint)



Redukeia: Podty zvierat si redukované na najmensiu moZni hranicu pri zachovani
akceptovatelnej vypovednej hodnoty adostatotne velkych siborov pre Statistické
vyhodnotenie.

Testy kognitivneho skreslenia vyZaduji pracu s takzvanymi ,,naivnymi* zvieratami a pre
ne nie je moné pouZivat zvieratd, ktoré boli siastou inych postupov. Po ukonceni
testovania na kognitivne skreslenie budu tieto nosnice d’alej pouZité v postupoch zameranych
na posudzovanie funkcie neurotransmiterovych systémov vmozgu na poskodzujuce
spravanie, &o zniZi zabrani zbytoénému navySovaniu poétu experimentdlnych zvierat.

Nahradenie: V databdzach EVCAM, AltTox a NC3Rs neboli najdené Ziadne alternativne
met6dy k nami planovanym postupom (vid’ Priloha 4).

7

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvileniu: ane nie



Priloha 2
Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: UdrZiavanie chovného krdla prepelice japonskej
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: ’f { [ K} 19 =22 /] "34
KIPicové slova v projekte ( max S slov): prepelica japonskd, chov, rozmnoZovanie, vajcia

Utel projektu’: Samotné jedince z chovného kfdl'a nebudu subjektom experimentalnych
postupov, iba ich potomstvo, t. j. oznaeny ucel sa tyka vyuZitia potomstva.

Zékladny vyskum

Translaény alebo aplikovany vyskum

Regulatné metddy s rutinnym pouZivanim (OECD, Vynos MH SR 2/2005 Z. z.)

Ochrana Zivotného prostredia v zaujme zdravia alebo welfare udi alebo zvierat

Ochrana druhov
Vysokoskolské vzdelavanie, odborné vzdelavanie
Zakladanie kolonii geneticky zmenenych zvierat bez ich d’al§ieho pouZivania v postupoch
Ak je iny ucel projektu, uvedie sa aky
Opisat’ ciele projektu:

Vytvorenie a udrZiavanie chovného kfdl'a prepelice japonskej (Coturnix japonica) s cielom:

- produkcia ndsadovych vajec pre odchov prepelice japonskej pre nasledné behavioralne
a fyziologické, resp. neurobiologické experimenty

- produkcia ndsadovych vajec pre experimenty s prepeli¢ou chorioalantoickou membranou
ako alternativnym in vivo modelom

Prinos z vykonaného projektu (napr. aky je prinos pre vedu, Pudstvo, zvierat4)

Prinosom projektu bude vytvorenie kontrolovaného chovného kfdra, ktorého produkcia
nasadovych vajec umozni uskutoénenie behavioralnych, fyziologickych a neurobiologickych
experimentov, ktoré budi predmetom osobitného schvalovania.

Druhy pouzitych zvierat a ich predbezné poéty:

prepelica japonska (Coturnix japonica), 60 jedincov
Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v riamci vykondvania
projektu:



Vzhladom k tomu, Ze sa jedna o rozmnoovaci chov bez experimentalnych zisahov,
nepredpokladdme Ziadne nepriaznivé vplyvy &i ujmy.

Predpokladana tiroven krutosti:

Krizkovanie, prenos medzi odchovnymi vanicami, voliérami, resp. klietkami, formovanie
skupin st manipulacie, ktoré spdsobuju kratkodoby stres a nepohodu a daju sa zaradit pod
slaby stuperi krutosti.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat:

(Zddvodnenie pouZitia zvierat v projekte, zdévodnenie pre€o sa nemdze pouZit alternativna
metoda bez pouZitia zvierat)

Projekt rozmnoZovania nemoZno uskutoénit’ bez zvierat.

2. Redukcia poétu zvierat:
(Zdbvodnenie pouzitia uréeného po&tu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie
toho, Ze sa pouZil minimélny moZny podet Zvierat)

Pocty zvierat s minimalizované a zérovei prispdsobené tomu, aby bolo mozZné z daného
poctu zvierat odchovat’ d’alsiu generaciu bez negativneho vplyvu pribuzenského kriZenia.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit vyber pouZitych druhov zvierat, zdévodnenie pouzitia zvierat'a, objasnenie spdsobu
ako sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonavania postupu tak, aby
sa dosiahli vedecksé ciele projektu)

Prepelica japonska (Coturnix japonica) je obl'ibené modelové zviera. Jej maly vzrast a nizka
telesnd hmotnost’, rychle pohlavné dospievanie, vysoka produkcia vajec, zreteny pohlavny
dimorfizmus a nizke ekonomické naklady na chov su len niektoré z vyhod tohto druhu.
Zvieratd pofas chovu nebudu vystavené bolesti a utrpeniu. Vodu a potravu budii mat
k dispozicii ad libitum. Buda chované v Standardnych podmienkach vo voliérach na podstielke
apri obmene generécii dodasne v rozmnoZovacich klietkach kvdli kontrolovanému pareniu
s cielom zamedzit’ pribuzenské kriZenie.

Projekt bude podliehat’ op#tovnému schvalovaniu: 4no nie



Priloha ¢. 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU:

Nazov projektu: Imunomodulagné vlastnosti probiotickych enterokokov a ich enterocinov
pri antiparazitarnej obrane hostitela s experimentélnou trichinel6zou.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: ¢( % 4 / % G2 //'/ j

KPiadové slova v projekte (max 5 slov): enterocin, Enterococcus, imunita, Trichinella
spiralis, my$

Ukel projektu”:

a) transladného alebo aplikovaného vyskumu s cielom

1. zabranenia, prevencie, diagnostiky alebo lie€by chordb, poskodenia zdravia alebo inych
neprirodzenych stavov &loveka, zvierat alebo rastlin alebo ich uéinkov na l'udi, zvieratd
alebo rastliny,

2. stanovovania, odhalovania, usmeriiovania alebo tipravy posudenia. zistenia. reguldcie
alebo zmeny fyziologického stavu alebo fyziologickych procesov l'udi, zvierat alebo
rastlin,

Ciele projektu:

V rdmci novej stratégie vyuzZitia terapeutického potencialu bakteriocinov bude zistovany
protektivny vplyv bakteriocin-produkujicich kmetiov Enterococcus a ich enterocinov na
parazitarnu infekciu Trichinella spiralis, zoondézu rozsirend po celom svete. Imunogénna
aktivita bakteridlnych kmefiov/bakteriocinov bude sledovand na urovni lokalnej aj
celkovej, vrodenej aj ziskanej imunity. Budu zistené priame a nepriame interakcie
enterocinov s imunoregulanymi mechanizmami hostitel’a, stimuldcia bunick imunitného
systému (lymfocyty, makrofagy) a produkcia cytokinov pri indukcii a regulécii imunitnej
odpovede polas parazitirnej infekcie. Bude stanovend stvislost medzi aplikéciou
baktérii/bakteriocinov, indukciou efektorov imunity a odstranenim parazitov. Vystupom
projektu bude kmeiiovo-Specifickd charakteristika imunogénnych vlastnosti bakterialnych
kmetiov a ich bakteriocinov ako mozZnych kandidatov na profylakéné alebo terapeutické
ovplyvnenie imunitnej odpovede hostitel'a pri trichineldze.

Prinos z vykonaného projektu:
Biokonzervaény potencial bakteriocinov v potravindrskom priemysle je Studovany
mnoho rokov, ale antimikrobidlny potencial bakteriocinov s vyuzitim v terapii sa skiima v
poslednej dekade rokov. Existuje vel'a $tadii o inhibi¢nej aktivite bakteriocinov z baktérii
produkujucich kyselinu mlie¢nu proti rdznym virusom. Antiparazitarny potencial
bakteriocinov nebol este S$tudovany, ale na zdklade naSich pozitivnych vysledkov
(Dvoroziiakova et al.,, 2016; Buckova et al, 2018) pri redukcii parazitirnej infekcie
Trichinella spiralis po aplikécii bakteriocin-produkujucich kmetiov (celych buniek) sme
vybrali dva kmene, ktorych bakteriociny chceme otestovat’ z aspektu imunomodulaéného
aj antiparazitdrneho G€inku. Vzhladom na to, Ze trichineléza je ddleZitad parazitirna
zoondza, je potrebné vyvinut' nové metédy na jej kontrolu. Klasickd lie¢ba zahfiia



aplikaciu antihelmintik, ktorych G&innost’ je obmedzena, a preto antiparazitarny potencial
prirodnych bielkovin (napr. bakteriociny) sa v poslednych rokoch €oraz viac Studuje.

Druhy pouZitych zvierat a ich pocty:
my3i BALB/c, samce/samice, 18-20 g, pocet 516

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania

projektu:
Vramei projektu sa nepredpokladd nepriaznivy vplyv testovanych baktérii
a bakteriocinov na zdravie a pohodu zvierat. Naopak, probiotické baktérie st zdraviu
prospeiné, moéZu uspeine zniZit' patogénnost’ parazita. Hlavnymi mechanizmami ich
tiinku je zlepenie &revnej epitelidlnej bariéry, kompetitivna elimindcia patogénov,
produkcia antimikrobialnych molekul (bakteriocinov) a moduldcia imunitného systému
(Laukové a kol., Probiotics and Antimicrobial Proteins2012; Laukova a kol., Probiotics
and Anttmtcrobzal Proteins 2018; Levkut a kol., Research in Veterinary Science 2012;
Marekova ‘a kol., Journal of Industrial Mzcrobzology & Biotechnology 2007). Priebeh
parazitarnej infekcie T. spiralis nespdsobi zvieratim bolest(Hurnikovd a Kapel,
Physiology Research 2014, 2016).

Predpokladana droven krutosti:
1. Slaba: neinvazivne podévanie bakteridlnych kmeiiov, bakteriocinov a lariev parazita
per os cez sondu bez pouZitia anestézy, v objeme limitovanom pre velkost a druh
zvierat'a (50 — 150 pl) a intraperitonedlne podavanic anestetika (Pentobarbital Spofa, 50
mg/kg.%.h.) pred odberom krvi, rychle usmrtenie cervikalnou dislokaciou.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat: Pre projekt boli zvolené inbredné my$i kmetla BALB/c, ktoré si
potrebné pre imunologické 3tudie. My$ ako drobny cicavec je su€astou Zivotného cyklu
parazita pouziteho v experimente. Imunitny systém mysi je pribuzny imunitnému systému
¢loveka. Pokus nie je mozné vykonat alternativnym sposobom, pretoZe predmetom Studia
je vztah probioticky kmeii/bakteriocin — hostitel' — parazit. Crevo hostitel'a predstavuje
komplexny ekosystém, v ktorom prebiehaji interakcie medzi érevnymi mikroorganizmami,
imunitnym systémom a patogénmi. VSetky tieto zlozky sa podiel'aju na udrziavani
homeostazy dodlezitej pre zachovanie zdravia hostitel'a. Crevné parazity tiez ovplyviuju
mikrofloru &reva a modifikuju tito rovnovahu. Na druhej strane, érevné mikroorganizmy
predstavuji relevantny faktor, ktory vyrazne ovplyviiuje patofyzioldgiu parazitarne;
infekcie, ale aj preZivanie parazita a rozvoj parazitarnej infekcie. Preto probiotické baktérie
aich bakteriociny moZu hrat vyznamnu tlohu v redukeii patogenity mnohych parazitov.
Na zdklade tychto skutodnosti, interakcie medzi mikroorganizmami, imunitnou
odpoved’ou, zapalovymi procesmi a parazitom musia byt’ §tudované v jedno organizme in
vivo.

2. Redukcia poétu zvierat: Podet zvierat Ziadanych pre projekt je determinovany poctom
skupin, ktorym budi aplikované 2 bakteridlne kmene a2 bakteriociny. PoCet zvierat
v jednotlivych skupinach si vyZaduje poget odberovych dni a je minimdlny pre Statisticke
vyhodnotenie vysledkov. V odberové dni sa ziskajii vzorky od 3 mysi z kaZdej pokusne]
skupiny, tento podet je nevyhnutny pre $tatistické spracovanie vysledkov. V zdujme Setrit’
podet zvierat boli pri opakovanej schéme zredukované parazitologické analyzy len na
etapy I a III, ale vySetrenie muselo zachovat’ podet vySetrenych vzoriek 3 pre vyraznejSie
odchylky v po&toch parazitov a pre objektivnejsiu charakteristiku intenzity parazitarnej



infekcie relevantnej k hodnoteniu imunologickych parametrov. Kontrolné vzorky v pocte
3 museli byt’ zachované aj pri opakovanych schémach, aby boli zohladnené technické
podmienky kazdého odberu.

3. Zjemnenie: Bakteridlne kmene aich bakteriociny budu poddvané mySiam denne per os
sondou v davke 100 a 50 pl kazdé rano, tento objem zodpoveda fyziologickym pomerom
my3i anenarudi pohodu zvierat, nespOsobuje zvieratdm Ziadne bolesti a nevyZaduje si
Ziadnu anestézu. Parazitrna infekcia bude realizovani na experimentdlnych zvieratich
perordlne sondou a larvami 7. spiralis. Velkost' infekénej davky je 400 lariev
T.spiralis/my$ v objeme 100-150 pl podla hustoty ziskanej larvalnej kultiry abude
aplikovana popoludni. Infekcia zvierat larvami parazita bude kratka a nebolestivd, larvy
v pufrovacom roztoku budi aplikované sondou per os, ¢o si nevyZaduje podavat’ mySiam
pripravky na zmiernenie bolesti. Priebeh parazitarnej infekcie nespdsobi zvieratam bolest’.
Pri odbere krvi budi mysi v celkovej pentobarbitdlovej anestéze a nasledne buda usmrtené
cervikdlnou dislokaciou, aby mohli byt’ odobraté organy —slezina, peritonealne makrofagy,
tenké ¢revo a svaly. Denne sa bude sledovat’ zdravotny stav mysi a v pripade pritomnosti
zndmok utrpenia, zhorSeného zdravotného stavu budi humdanne usmrtené cervikalnou
dislokaciou.

Projekt nebude spiitne postideny po skondeni v stilade s § 37 bodom 2) NV 377/2012:



Priloha ¢. 2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU:

Nazov projektu: Objasnenie vplyvu infekcie larvami pasomnice Mesocestoides vogae na
extrameduldrnu myelopoézu u mysi a Glohy exre¢no/sekreénych antigénov lariev.

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: A 606 / A7 "224/ 301'

KPadové slova v projekte (max 5 slov): psomnice, imunita, myeloidné supresorické bunky,
extramedularna myelopoéza

Ukel projektu”: zékladny vyskum

Cestédy (pasomnice) tvoria vyznamnu skupinu parazitickych helmintov a larvalne stadia
niekol’kych druhov st charakteristické nddorom-podobnému rastu u cicavcov. Spdsobuji tym
chronické ochorenie so zavaZnou patolégiou. Imunoterapia bola preukézani ako ufinna
alternativna lietba ochoreni, ako je napriklad rakovina a parazitarne infekcie s chronickym
priebehom kde patria aj medicinsky ddleZité helmintozy. Navrhnutie vhodnej lieCby vak
vyZaduje hlboké porozumenie mechanizmov akymi je regulovand imunitnd odpoved voi
jednotlivym druhom parazitov. Pre tieto ochorenia je charakteristické navodenie imunosupresie
s imunitnou odpoved’ou Th2 typu a postupny nastup T regulaénych bunkovych populécii.
Expanzia nezrelych populacii supresorovych buniek vkostnej dreni oznaCovanych ako
,myeloidné supresorové bunky“ (MDSC) je spojend s chronickym zdpalom a ich supresivna
funkcia spoé¢iva v ich schopnosti inhibovat’ proliferaciu a aktivaciu T buniek (Ginderachter,
2010). MDSc su heterogénna bunkova populdcia v rdznych Stadidch diferencidcie, ¢o sa
prejavuje rdznou expresiou markerov typickych pre makrofagy a dendritické bunky.

Ciele projektu:

V projekte sa budu sledovat’ nasledovné ciele:

1/ objasnit’ ulohu infekcie larvami M. vogae pri vyvolani nadmernej myelopoézy nezrelych
supresorickych buniek (dendritické bunky, monocyty, granulocyty) v kostnej dreni mysi.

2/ zistit' & dochadza aj k extramedularnej myelopoéze v mieste infekcie (peritonedlna dutina)
a v slezine

3/ overit, & za tento mechanizmus su zodpovedné exre¢no/ sekre¢né (ES) antigény lariev, Co
rozsiri poznatky o imunite pri parazitarnych ochoreniach.

Prinos z vykonaného projektu:

Lie¢ba Fudi a zvierat s infekciami tkanivovymi $tddiami pasomnic je velmi zdihava ato aj
kvoli komplikovanej patologii a potlateniu vlastnej imunitnej obrany, k Somu prispievaju aj
vedPajsie uginky liekov. Pre navrhnutie vhodnych alternativnych spdsobov prirodnymi
latkami je potrebné dokonale poznat mechanizmy akymi reguluje parazit imunologické
a fyziologické reakcie hostitel'a, ktoré mu umoziiuju dlhodobé preZivanie. Nedavne vyskumy
poukazuju na velky vyznam nezrelych myeloidnych buniek, ktoré nasledne potlacaju funkcie
T lymfocytov a menia funkcie B lymfocytov.



V projekte sa bude sudasne sledovat’ vefa imunologickym parametrov molekuldrnymi,
cytologickymi a imunocytochemickymi metédami s vyuzitim prietokovej cytometrie ¢o
vyznamne roz§iri poznatky o mechanizmoch regulacie myelopoézy v kostnej dreni
a extramedularne v peritonealnej dutine a slezine.

Druhy pouZitych zvierat a ich poéty: mysi kmetia BALB/c, pohlavie: samice, samce, spolu
100 ks na 2 etapy.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonivania
projektu: Intraperitonealna aplikdcia lariev a BrdU sa robi zvieratim jednorazovo, o spdsobi
len kratkodoby stres bez vyvolania bolesti. Experiment v 1 etape bude trvat’ 28 dni a poCas
tohto obdobia sa vyvinie pri danej infek&nej davke 60-65 lariev len mierna infekcia, kde
predpokladdme, Ze vyrazne neovplyvni zdravotny stav zvierat. Na zaklade naSich
mnohoro&nych skusenosti s tymto modelom infekcia trvajica 1 mesiac nespdsobuje Ziadne
znamky bolesti ani zmeny v spravani zvierat. Po&as projektu sa bude hodnotit’ welfare zvierat
a zaznamenavat’ Skore pre humanny bod ukoncenia. Opakované intraperitonealne podéavanie
ES antigénov (spolu 12 dni) mdZe spdsobovat’ zvieratim miernu bolest’ pri vpichu a mierny
zépal v peritonedlnej dutine (podobne ako infekcia). V pripade Ze by infekcia a latky mohli
spOsobit’ zhorSenie zdravotného stavu, na zdklade kazdodenného hodnotenia welfare zvierat,
budi do tabulky zaznamenané hodnoty pre jednotlivé parametre a v pripade, Ze skore bude
dva dni za sebou 10, zviera bude huménne usmrtené. Tabulka je uvedena v prilohe Ziadosti.

Predpokladana troven krutosti: slaba, stredna (opakované podavanie ES)

Uplatiiovanie ziasad 3R

1. Nahradenie zvierat:
Experiment na zvieratach sa neda nahradit’ alternativnymi metédami na bunkéach a
/parazitoch in vitro, pretoZe objasnenie komplexnych imunologickych mechanizmov
v hostitel'ovi po infekcii je moZné len v podmienkach in vivo pri zachovani vietkych
fyziologickych procesov. My§ BALB/c kmeiia je vhodnym hostitelom pre sledovanie
imunitnych reakcii pri infekcidch larvalnymi cestodami.

2. Redukcia poétu zvierat:
Pocet zvierat v postupe bol zvoleny tak, aby sme dosiahli validne a reprodukovatelné
vysledky, ktoré je moZné vyhodnotit’ vhodnymi Statistickymi metédami. Pri aplikécii ES
antigénov a nasledne BrdU je nutné poéitat’ s ur¢itou mierou variability v dosledku absorpcie
latok v organizme. V projekte budu pouZité samce a samice ovplyvnené rovnakymi postupmi
(5ks/skupina) &o je tiplne minimalny poéet pre hodnotenie. Dalsie zniZovanie poétu zvierat by
ohrozilo dosiahnutie hodnovernych vysledkov projektu.

3. Zijemnenie

V priebehu pokusu bude utrpenie zvierat minimalizované na najniZ$iu moZnu mieru a
zdravotny stav budi denne monitorované skusenymi pracovnikmi. Zvieratd budd chované
v Standardnych podmienkach, ktoré nevyvolavaja stres a budu im poskytnuté predmety ako
otaCacie koliesko, doméek na ukrytie. Po zvolenej infekénej davke a koncentracii ES sa
o¢akdva mierny priebeh ochorenia. BrdU v koncentracii 50mg/kg Zivej hmotnosti nie je
toxicka davka pre organizmus. Kazdy deii sa bude hodnotit skore pre humanny bod
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ukondenia. V pripade, Ze skére bude dva dni za sebou 10, zviera bude humanne usmrtené.
V tomto pripade, bude kontaktovany veterindrny lekar, zvieratd budu vyradené z pokusu,
uvedené do celkovej anestézy v atmosfére CO2 v komore a nasledne usmrtené cervikalnou
dislokéciou.

Projekt nebude spiitne posiideny po skonéeni v siilade s § 37 bodom 2) NV 377/2012:



Priloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podla §40, Z. z. 377/2012

Nazov projektu

Timené svetlo poCas noci a jeho désledky na fyziologicke, neuroendokrinné a behavioralne
biomarkery u potkana laboratérneho

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu "/5/15) M~a2,7\’g

Klicové slova v projekte (max 5 slov)

TImené svetlo po¢as noci, potkan, kardiovaskularny systém, imunitny system, spravanie

Ugel projektu
Zakladny vyskum

a) informacie o cieloch projektu vratane predpokladanej ujmy
a prinosu, o pocte a typoch zvierat, ktoré sa pouziju

Ciele projektu

® Analyzovat kratkodobé (2 tyzdne) a dlhodobé (5 tyzdnov) pdsobenie nizkej intenzity
osvetlenia (2 lux) potas tmavej fazy dia na zmeny vybranych fyziologickych
premennych a spravania u dospelych normotenznych a spontanne hypertenznych
potkanov

e Analyzovat akutne pésobenie nizkej intenzity osvetlenia potas tmavej fazy dna
na zmeny cirkadianneho profilu vybranych imunitnych, metabolickych
a kardiovaskularnych parametrov.

* Analyzovat zmeny adrenergickej a cholinergickej inervacie kardiovaskularneho systému
u telemetricky meranych WT a SHR po kratkodobej (2 tyzdne) a dlhodobej (5 tyzdnov)
expozicii nizkej intenzite osvetlenia po¢as tmave;j fazy dna.

¢ Analyzovat ddsledky expozicie nizkej intenzite osvetlenia pofas tmavej fazy. dna
na reaktivitu imunitného systému

¢ Analyzovat désledky dlhodobej expozicie nizkej intenzite osvetlenia potas tmavej fazy
dna a jej vplyv na zmenu lipidové a glukézového metabolizmu u normotenznych
a hereditarnych hypertriglyceridemickych potkanov.

e Analyzovat interakciu systémovych zmien (cirkadianny vs. imunitny vs. kardiovaskularny
Vs. autonomny nervovy systém) u potkanov vystavenych ako kratkodobej tak aj
dlhodobej expozicii timenému svetlu s nizkou intenzitou pogas tmavej fazy dria

Strana 1/6



Priloha 2 - Netechnické zhmutie projektu podla §40, Z. z. 377/2012

* Analyzovat' zmeny v spravani experimentalnych zvierat exponovanych ako kratkodobe;j
tak aj dinodobej expozicii nizkej intenzite osvetlenia po¢as tmavej fazy dna

Prinos z vykonaneho projektu (napr. aky je prinos pre vedu, ludstvo,
zvierata)

Ukazuje sa, Ze pod vplyvom no&ného osvetlenia dochadza k narudeniu cirkadiannych rytmov
viacerych horménov a autonémneho nervového systému, ktoré sa podielaju na regulacii
kardiovaskularmneho a imunitného systému. Zatial existuje iba jedina $tudia realizovana
v Japonsku na kohorte starich ludi, ktora ukazala, ze expozicia umelému svetlu v noci zvysuje
kardiovaskularnu morbiditu. Zatial v8ak chybaju &tudie, ktoré by osvetlovali podmienujice
fyziologicke mechanizmy.

Cirkadiannu rytmicitu vykazuju rézne aspekty imunitnych funkcii, vratane kinetiky
imunitnych buniek, prezentacie antigénu, produkcie cytokinov, ako aj dalsich funkénych
vlastnosti. Zmeny v cirkadiannom systéme sa mézu cez p6sobenie humoralnych faktorov
a vegetativneho systému manifestovat’ na fyziologickych systémoch a spravani. Okrem toho,
funkénost' fyziologickych systémov je prepojena navzajom a to aj ako cez metabolické deje, tak
aj cirkulujuce bunky imunitného systému. Preto zmeny v imunitnom systéme a metabolizme
moézu predstavovat’ spolocny faktor podmiefiujlci negativne désledky disrupcie cirkadiannych
rytmov vplyvom umelého svetla v noci na celkovy zdravotny stav organizmu.

Okrem fyziologickych zmien, cirkadianna disrupcia je spajana so zmenami spravania,
ako aj chorobnymi stavmi, najma s depresiou, bipolarnou poruchou a sezénne vyvolanymi
chorobami. Animalne $tudie potvrdzuju, Ze timené svetlo v noci méze indukovat depresii
podobné spravanie, pricom najsilnejsie U&inky ma modré svetto.

Ocakavame, Ze expozicia umelému timenému osvetleniu s nizkou intenzitou sposobi
zmeny v cirkadiannom systéme, ktoré sa budu manifestovat' na fyziologickych systémoch, a to
ako cez systémové nervové a humoralne, tak aj cez lokalne mechanizmy. Predpokladame tiez
rozdielnu odpoved na kratkodobé a dlhodobé expozicie timenému svetlu, ktoré by v kombinacii
s rozvinutymi ochoreniami (hypertenzia, SHR model; poruchy metabolizmu — diabetes a zapal,
Lewis potkany; hypertriglyceridémia — hereditarne hypertriglyceridemické potkany) mali byt este
vyraznejsie.

Na podporu nasich hypotéz, u zvierat planujeme citlivé bezkontaktné kontinualne
merania hlavnych fyziologickych (teplota tela, tlak krvi, frekvencia srdca) a behavioralnych
(pohybova aktivita) premennych, tak aj cytologické a molekuldrmne hodnotenie vybranych
molekul vyznamne zapojenych v regulacii kardiovaskularnej, imunitnej a behavioralne;
odpovede.

Porozumenie kauzalnych stvislosti a priamych fyziologickych a behavioralnych efektov
umelého nocneho osvetlenia méze pomdcet pri definovani intenzity pouli€ného osvetlenia ale aj
nastaveni individualnych domacnosti. To by v kone&nom désledku mohlo prispiet' k znizeniu
morbidity systémovych ochoreni v dosledku zmien vonkajsich podmienok prostredia.
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Priloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podla §40, Z. z. 377/2012

Druhy pouZitych zvierat a ich predbezné poéty

Sumarne v jednotlivych etapach planujeme pouzit' celkovo 209 potkanov kmeria Wistar, 121
spontanne hypertenznych potkanov, 56 imunodeficientnych Lewis potkanov a 32 hereditarne
hypertriglyceridemickych potkanov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/uima na pouzZité zvieratad v ramci
vykonavania projektu

Nepriaznivy vplyv na zvieratd by mohla mat operacia, umely spanok podas implantacie
telemetrického zariadenia alebo odberu krvi. Podla nasich praktickych skusenosti sa potkany
po operacii zotavuju pomerne rychlo. Uz niekolko minit po odzneni uginkov anestézie su
zvieratéd schopné samostatného pohybu, &o je prejavom dobrého znagania anestézie ako aj
zakrokov samaotnych,

V désledku obmedzenia av$ak nie Uplného zamedzenia pohybu, nepriaznivy vplyv
(stres) na zvieratdh moéze mat 30-minutovy pobyt v imobilizagnej komoérke. Aby sme
minimalizovali mieru ujmy (stresu), imobiliza&na komérka bude priehladna, perforovana,
plastova, jej velkost bude prispdsobena velkosti zvierata a zviera spolu s komérkou bude
vloZzené do domovskej klietky.

Metabolicke klietky predstavuju ciastocné obmedzenie pohybu. V nami vykonavanych
experimentoch budl zvieratd v metabolickych klietkach maximalne 24 hodin, ¢o podla
klasifikacie predstavuje slabu Uroved krutosti. Ako na urovni fyziolégie, tak ani spravania,
neo¢akavame zasadné zmeny u zvierat po 24-h pobyte v metabolickej klietke. Zvierata nebudu
davané do metabolickych klietok opakovane.

Pri realizacii behavioralnych testov nepog&itame s vyraznej$ou ujmou u pouzitych zvierat,
nakolko testy budu kratkodobé a neinvazivne.

Nepriaznivy désledok na fyziologické regulacie, zdravotny stav a spravanie ma aj
dlhodobé osvetlenie. To, do akej miery aj velmi nizke osvetlenie po&as noci ovplyviiuje
fyziologické regulacie, zdravotny stav a spravanie je predmetom vyskumu planovaného
projektu.

Predpokladana droven krutosti

Implantacia telemetrického snimada a odbery krvi budt vykonavané v celkovej anestézii,
po ktorej zviera nadobudne vedomie, a preto sa klasifikuj( ako ,stredné". Do kategérie ,stredné"
patri podavanie farmak (atropin, propranolol, fenylefrin a noradrenalin), imobiliza¢ny test a test
nuteného plavania. Do kategérie ,slabé" spadaju, z hladiska krutosti, test vyvy$eného bludiska v
tvare plus, test otvoreného pola a pobyt v metabolickych klietkach.
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Priloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podia §40, Z. z. 377/2012

Typ Uroven krutosti Odévodnenie

Operéacia stredna PouZitie anestézie a analgetik

Aplikacia farmak stredna Subkutanne, intraperitonealne (100-200 pl)

a intravenoézne (10-50 l)

Odber krvi stredna Pouzitie anestézie a analgetik. Aby sme

Z chvostovej vény minimalizovali stres, potkany budu pogas odberu
pod izoflurdnovou anestéziou.

Imobilizaéna komorka |stredna Standardny test pouzivany na hodnotenie
reaktivity kardiovaskularmeho systému na
stresov(l zataz. Dizka trvania testu je 30 minut.

Test nuteného stredna Ide o $tandardizované testy pouZivané na

plavania ziskanie informacii o sledovanych formach
spravania, v ktorych su zvierata vystavené iba
kratkodobému stradaniu

Test vyvySeného slaba Ide o Standardizovany test pouzivany na ziskanie

bludiska v tvare plus informacii o spravani podobnom Gzkosti, po¢as
ktorého su zvierata vystavené iba kratkodobému
stradaniu

Test otvoreného pola |slaba Ide o standardizovariy test pouZivany na ziskanie
informacii o vybranych formach vrodeného
spravania (exploracii, motorickej aktivite),
spravani podobnom tzkosti a uéebnych
schopnostiach (habituacii predstavujlcej
najjednoduchsiu formu ucenia), poéas ktorého su
zvierata vystavené iba kratkodobému stradaniu

Pobyt v metabolickych [slabé Kratkodobé obmedzenie pohybu. Maximalna

klietkach

dizka trvania pobytu v metabolickej klietke je 24
hodin.
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b) preukazanie suladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia
a ziemnenia

Uplatfiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat (Replacement; Zdévodnenie pouZitia
zvierat v projekte, zdévodnenie preto sa nemdze pouzit
alternativna metéda bez pouzitia zvierat)

Nakolko je experiment zamerany na sledovanie ako lokalnych tkanivovych, tak aj systémovych
zmien a interakcie medzi cirkadidnnym, kardiovaskularnym, imunitnym a autonémnym
nervovym systémom, pokus nie je moZné realizovat na bunkovych kultGrach, ktoré tieto
komplexné regulaéné systémy nemaiju.

Taktiez alternativna nahrada modelu potkana niz&§imi stavovcami nie je mozna.
Vodbornej  biomedicinskej literatire, ktora sa venuje problematike metabolizmu,
kardiovaskularneho, imunitného a autonémneho nervového systému je potkan $tandardnym
a akceptovanym modelom a to aj v kontexte extrapolacie nameranych Udajov na ¢loveka,

Nakolko sa o vplyve nizkej intenzity svetla po¢as tmy na spominani fyziologické systémy
vie pomerne malo, neexistuji ani vhodné matematické modely, ktoré by spolahlivo popisali
fyziologické a behavioralne zmeny v Zivych organizmoch. Absolitne vynechanie zvierat
v experimente preto nie je ZiadlUce. Predpokladame viak, Ze nazberané Udaje po publikovani
budu v buducnosti slizit' aj na vytvorenie spolahlivych a ucelenych matematickych modelov.

Pri vyskume nami prezentovaného charakteru nie je moZne ani absolitne a ani
Ciastoné nahradenie zvolene] skupiny/druhu laboratérneho zvierata. Nemozno ho realizovat
ani na bunkovych kultrach a ani za vyuzitia poéitadovej simulacie. Taktiez v lom nemozno
pouZit'iny, systematicky nizsie postaveny druh zvierata.

2. Redukcia po¢tu zvierat (Reduction; Zdévodnenie pouzitia
ur€eného poltu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia,
objasnenie toho, Ze sa pouZzil minimalny mozny podet zvierat)

Cely projekt je zamerany na nahradzovanie a obmedzenie po&tu zvierat v experimentoch.
Telemetrické monitorovanie umoZiiuje kontinudine sledovanie vybranych kardiovaskularnych
premennych a pohybovej aktivity u toho istého zvierata. Tym sa po&et zvierat, v porovnani
s pouzitim len histologickych a molekularnych metéd, vyznamne redukuje. Navy$e, telemetrické
meranie umoZnuje pri snimacej frekvencii 2000 Hz nazberat' a2 108 Udajov / 24 hodin.
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Netechnické zhrnutie projektu /7‘%92 4//7"22// 3

Nazov projektu:

Nacvik mikrochirurgickej cievnej anastomdzy.
KFPaéové slova: mikrochirurgia, cievna anastoméza, replantacia, potkan

Utel projektu:
Vysokoskolské vzdeldvanie alebo odborné vzdeldvanie na udely ziskania, udrZania alebo

zlepSenia zruénosti potrebnych na vykon povolania.

Ciele projektu:
Viin vivo podmienkach za pouZitia laboratérnych potkanov nicvik cievnych anastoméz

vykonavanych pri zvi¢Seni operaéného pol'a pomocou operaéného mikroskopu.

Prinos z vykonaného projektu:
Projektom sa zabezpeti ziskanie, udrzanie a zlepfovanie chirurgickych zruénosti potrebnych

pre vykon mikrochirurgie a replantaénej chirurgie.

Druh a pocet pouzitych zvierat:
Dospelé potkany (Rattus norvegicus) — s vekom vy$§im ako 5 mesiacov a vahou 400-500g;
100 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouzité zvieratd v ramci vykonania
projektu:
Operacny zakrok prebieha v celkove]j anestézii, je preto bezbolestny. Na konci pokusu si

zvierata usmrtené predavkovanim anestetikom.

Predpokladana droven Krutosti:

Postupy v projekte navrhujeme klasifikovat’ do kategérie ,, bez moznosti zotavenia®,

Spitné posudenie projektu: nie



Uplatiiovanie zasad 3R (replacement, reduction, refinement):

Zisada nahraditel’nosti:

Neexistuje vhodny umely model simulujuci redlne podmienky pre mikrochirurgick
anastomozu ciev s priemerom 0,5 aZ 2 mm. Obdobne, aj podmienky na zvieracom alebo
Pudskom kadaveréznom preparate st odli$né. Zogivanie ciev na laboratérnom potkanovi je z
hl'adiska ndcviku mikrochirurgie nezastupitelny (preparacia redlnych tkaniv, vykonavanie
anastoméz na cievach s cirkulujicim krvnym obehom pomocou mikroin$trumentaria
a operaéného mikroskopu). Lekari vykonavajuci projekt budi uz disponovat’ zakladnymi
zrucnostami s mikrochirurgickych vykonmi dosiahnutymi na nezivych modeloch. Tie viak

nepostacuju na efektivne a bezpené vykonavanie mikrochirurgie u l'udi.

Zasada zniZenia:

Znizenie poltu pokusnych zvierat je mozné dosiahnuf optimalnym vyuZitim kazdého
laboratérneho potkana - na jednom potkanovi sa bude realizovat vagdi pocet cievnych
mikroanastomoéz. Dizka projektu je optimalizovand na iba nevyhnutne dlhi dobu.

V projekte sa prednostne vyuZiju zvieratd z vlastného chovu, ktoré nie s vhodné pre iné
projekty (napr. staré zvieratd, vyradené zvieratd zinych projektov, rezervné a nadpodetné
zvieratd z inych projektov schvalenych SVPS SR, Tym sa redukuje nutnost’ rozmnoZovania

zvierat pre dany projekt.

Zasada zjemnenia:

Projekt je postaveny tak, aby bol minimalizovany stres alebo bolest pouzitych laboratérnych
zvierat. Zvieratdm bude zabezpetend dobra vyZiva, adekvatne zaobchadzanie Skolenymi
pracovnikmi a vyhovujuci Zivotny priestor s dennou kontrolou Zivotnych podmienok.
Operacny zadkrok bude prebiehat’ v celkovej anestézii, bude preto bezbolestny. Na konci

pokusu budi zvieratd usmrtené pred4dvkovanim anestetika spdsobilymi osobami.
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Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu: DZOQG //([%, 2&7

Vytvorenie bunkového modelu bariéry krv-mozgovomiesny mok

Kracové slova v projekte (max 5 slov): mozgovomie$na bariéra, bunkovy model, patologické
proteiny

Ukel projektu: Zakladny vyskum

Podrobny tcel postupu:

Bariéra medzi mozgomiechovym mokom a krvou (BCSFB) je selektivna bariéra tvorena
epitelovymi bunkami choroidného plexu (CP). Spolu smozgovo-cievnou bariérou je CP
nevyhnutny na ochranu centrélneho nervového systému pred latkami, ktoré cirkuluju v krvnom
obehu ako st zépalové molekuly, patogény a toxiny. Polarizované epitelidlne bunky CP vykonavajt
funkcie, ako je transport i6nov a Zivin, sekréciu proteinovych produktov a ochrana pred napadnutim
mikroorganizmami. Hlavnou funkciou CP je produkcia a sekrécia cerebrospinalneho moku (CSF) .
Jedna sa o tekutinu bohatu na Ziviny, ktora obklopuje mozgové tkanivo, vypliia mozgové komory
a komory miechy v subarachnoidélnom priestore. CSF sa pohybuje tokom pohénianym arteridlnou
pulzéciou a dychanim, cez komorovy systém. CSF plni mnoZstvo dolezitych funkcii v CNS,
poskytuje mechanicki podporu mozgu, poméha pri odstratiovani vedlajsich produktov
metabolizmu a synaptickej aktivity. ZloZenie CSF je prisne kontrolované. CP je schopny regulovat’
homeostazu zloZenia CSF (aminokyseliny, vitaminy, mineraly, i6ny, proteiny) regulaciou pohybu
zakladnych iénov a molekil a metabolitov z/do CSF. CP ma tie? funkciu biochemickej bariéry,
pretoZe vylucuje toxické molekuly a lieky z priestoru CNS.

Zvieratd v predkladanom projekte budu pouZité na pripravu primarnych bunkovych kultdr, ktoré
nasledne budu sliZit’ na zhotovenie bunkovych modelov. Vytvoreny bunkovy model bude pouzity
pre Stidium testovania prechodu latok cez BCSFB a stanovenia zékladnych farmakokinetickych
parametrov testovanych latok. Na zaklade uvedenych parametrov bude moZné charakterizovat
mechanizmus transportu tychto 14tok cez BCSFB.

Zvieratd budi uvedené do hlbokej anestézie, perfundované pomocou PBS a huménne usmrtené
pomocou dekapiticie a nésledne im bude odobraté mozgové tkanivo. Mozgové tkaniva budu
pouzité na pripravu priméarnych gliovych, endotelovych, epitelovych a pericytovych bunkovych
kultir,

Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Cielom projektu je vytvorenie bunkového modelu BCSFB pre potreby S$tidia mechanizmu
prechodu patologickych proteinov cez bunky CP. Aby bolo mozné v podmienkach in vitro $tudovat’
mechanizmus transportu latok, proteinov, & kratkych peptidov medzi krvou a cerebrospinalnou
tekutinou je potrebné vytvorit’ vhodny bunkovy model.

Pokusy st navrhnuté v sulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pricu s
laboratérnymi zvieratami.

Druhy a poéty pouZitych zvierat v pokuse:
Pre uéely projektu sa bude pripustat’ 20 samic/ mesaéne, samidky sa budu pouZivat’ opakovane,
preto celkovo pouZijeme 120 samic + 10 samcov na pripustanie.
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V pravidelnych tyZdiiovych intervaloch bude pouZitych 20 6-10 tyzdilovych zvierat. Podet zvierat

zohl'adituje potrebu pravidelnej pripravy viacerych bunkovych kultar. Celkovo bude pouZitych 960
mys$i (samcov).

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania projektu:
Zvieratdm nebude pocas experimentu aplikovand Ziadna latka. Zvierata budd uvedené do hlboke;j
anestézie (intraperitonedlnou aplikdciou anestetik), transkardialne perfundované s naslednym
odberom mozgového tkaniva na pripravu kultir.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika postupu | Vplyv na zviera Zaradenie podl’a

krutosti

Cyklus pripust’ania 1x mesa¢ne sa budu pripustat’ samice na Gdely | slaba
projektu. Cyklus samiciek sa bude hodnotit’ na
zéklade stupria opuchu a zadervenania pogvy
externym pozorovanim. Samice v §tadiu
proestra vloZime do klietok ku samcov a na
druhy deri rano sa zhodnoti pritomnost’
vaginalnej zatky, ktora deteguje priebeh
oplodnenia. Prirodzené priptistanie

Kritkodoba4 fix4dcia Standardné metéda. Kratkodoby mierny stres | slaba

a intraperitoneilna
injekcia anestetik

spdsobeny manipulaciou a obmedzenim
pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekind.

Transkardialna perfizia

Standardna met6da. Zviera sa v celkove;j

stredna

anestézii transkardilne perfunduje
Standardnym roztokom (PBS) s naslednym
odberom mozgového tkaniva. Prebehne

v celkovej anestézii, z ktorej sa zviera uz
neprebudi. Bolest’ stredn4

Celkové hodnotenie krutosti $tiadie stredna

Zohladnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulécii so zvieratami sa budd dodrZiavat’ interné $tandardné pracovné postupy.
So zvieratami sa bude zaobchadzat’ huméanne a nebude sa im vyvijat’ prebytoény stres. Zvieratd su
chované v podmienkach vyhovujucich ich fyziologickym a socidlnym potrebam. Starostlivost’ o
zvieratd zabezpefuju osoby, na ktoré si zvieratd zvykli. V zverinci je denne kontrolovany a
monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien zdravotného stavu veterindrny
lekdr upovedomi vediiceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit' zviera z experimentu a
pristipit’ k humannemu usmrteniu zvierat’a.

Redukceia: V navrhovanom experimente budeme vyuZivat’ zvierata z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval po¢et pokusnych zvierat a aby sa nemuseli pouZivat’ extra zvieraté na pripustanie,
takisto sa budi sami¢ky pouZivat’ opakovane. Stanoveny podet zvierat je minimalizovany v &o
najvysSej mozZnej miere a zaroveti zabezpedujuci $tatisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.
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Nahradenie: Vzhladom na komplexnost' dejov odohravajlicich sa v organizme, je potrebné
vytvorenie funkéného bunkového modelu, ktory bude pozostavat’ z priméarnych bunkovych kultir
abude schopny vytvorit' ¢o najpresnej§i obraz situdcie odohravajucej sa v mozgu. Vytvoreny
bunkovy model bude pouZity pre $tidium testovania prechodu latok cez BCSFB a stanovenia
zdkladnych farmakokinetickych parametrov testovanych latok..

Zisada nahraditePnosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metédy sme pouZili nasledovné registre medzinrodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
met6du, ktort by sme mohli pouZit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonavat’ experimenty
na zvieratach. Zvierata nebudu vystavené opétovnému pouZitiu ani kumulativnemu G&inku.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudu vystavené utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskutodnia
vhlbokej anestézii. Zvieratd budii huménne usmrtené. Vysledky ziskané z planovaného
experimentu mdéZu vyznamne napomdct’ pochopeniu patologickych procesov v CNS.

Zacliatok pokusu je planovany na 4.7. 2019 a bude sa realizovat’ do 31.6. 2020.

Zvierata nebudi vystavené opitovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné postidenie (podl'a Nariadenia vlady SR &. 377/2012 Z.z.).



