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Pľíloha 2
Netechnické zhľnutie pľojektu
Názov pľoj ektu : B e h av io r d l n e a fy zio lo g ic ké i n dik ttt o ry w e lfar u hy d iny

číslo konania rozhodnutia o schválení pľojektu: 'l l, 6 ĺ,, l ĺq- zz'ĺl 3 a't'
Kl'účové slová v pľojekte ( max 5 slov): welfaľe, hydina, indikátory welfaru, precizna
Živočíšna výroba

Účel pľojektu-:
Základný výskum
Translačný alebo aplikovaný výskum
Regulačné metódy s rutinným pouŽívaním (OECD, Výnos MH SR 2l20O5 Z.z)
ochľana Životného pľostredia v záujme zdtaviaalebo welfaľe ľudí alebo zvierat
ochľana druhov
Vysoko ško l ské vzdelávani e, o dboľn é v zdeláv anie
Zakladarie kolónií geneticky zmenených zvieratbez ich ďalšieho používania v postupoch
Ak je iný účel pľojektu, uvedie sa aký

Opísat' ciele projektu:
Ciele pľojektu sú nasledovné:
_ ľozšíriť naše poznanie o využiti bezznačkového sledovania objektov v kombinácii s

hĺbkovými senzormi resp. teľmografiou na monitorovanie spľávania hydiny
_ optimalizovať a vyvinúť nové testy kognitívneho skľeslenia (skľeslenia úsudku, pozoľnosti

a pamäte) ako indikátoľy welfaru hydiny

- identifikovat' moŽné neuľobiologické indikátory welfaru hydiny
- rozvinúť poznanie o vplyve obohatenia pľostredia na správanie hydiny s dôrazom na

moŽnosti kognitívneho obohatenia pľostredia

- charaktefizovať schopnosť nosníc vnímať asymetľiu pľedmetov vo vzťahu k ozobávaniu
peria

- rozvinúť poznanie o vplyve kvality osvetlenia (faľby svetla) ma welfaľe bľojleľov
- identifikovať a validovať imunologické indikátoľy welfaľu

- rozšíriť poznatky o epigenetických mechanizmoch vplyvu mateľnálnych hoľmónov vo
vajci a ich dôsledkoch na behaviorálne indikátoľy welfaľu

Prínos z vykonaného pľojektu (napr. aký je prínos pre vedu, ľudstvo, zvieratá)
Získané poznatky budú pľínosom k poznaniu afektívnych stavov hydiny, k ľozvoju metód
(behavioľálnych, fyziologických, imunologických) ich merania a monitorovania a k rozvoju
využitia obohatenia prostredia na navodenie pozitívnych emócií u hydiny. Výsledky môŽu
napomôcť k ľiešeniu pľoblému, ako poskytnúť nosniciam väčšie moŽnosti prejaviť ich
druhovo špecifické správanie. Taktiež môŽu poskytnúť poznatky, ako ovplyvniť alebo
redukovať výskyt abnormálnych foľiem správania v chove hydiny.
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Dľuhy použifých zvierat a ich pľedbežné počty:
kura domáca(Gallus gallus) znáškového typu - l60 ks
kura domáca (Gallus gallus), brojlery - 270 ks
prepelica japonská (Cotuľnix japonica) _ 200 ks

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

Štrĺaie uhydiny preukánali, Že pravidelná jemná manipulácia (handling) môže zlešiť ich
rast, konveľziu kľmiva a produkciu vajec, zvýšiť produkciu protilátok a odolnosť voči
infekcii a zredukovať moľtalitu v prvom týždni veku (Graml et al. 2008). Testy v
neklietkových systémoch preukázali, že zvýšenáĺ expozícia kontaktom s l'uďmi počas dvoch
tyždŤrcv 2 kľát denne po 15 minút, pozostávajúca z chodenia, rozprávania, kŕmenia
a dotýkania sa jednotlivých vtakov viedla k poklesu vyhýbacej vzdialenosti a naľastu podielu
vtákov, ktorých sa bolo možné dotknúť a počet vtákov v blízkosti testujúcej osoby takitež
vzľástol (Gľaml et al. 2008). Na zálklade týchto údajov usudzujeme, že opakovaná jemná
manipulácia napľ. pri behaviorálnych testoch nemá nazvieratánegatívny dopad.

Nie je pľavdepodobné, že početné navľhované behavioľálne testy (operačné
podmieňovanie v Skinneľovom boxe, testy skľeslenia úsudku, pozomosti, pamäte, test
sociálnej motivácie, test otvoreného pol'a, test tonickej imobility, test vynorenia atď.) majú
nepriaznivý vply na použité zvieratá. Naopak, môžu dokonca v určitom zmysle pôsobiť ako
obohatenie každodennej jednotváľnej rutiny zvierut. Predovšetkým testy, ktoľé obsahujú
odmeňovanie (väčinou múčne čeľvy, ako vysoko palatabilná potrava pre hydinu), môŽu viesť
k navodeniu pozitívnych afektívnych stavov.

Injekčná aplikácia faľmák spojená s riešením niektoých cieľov, podobne ako odber
kľvných vzoľiek môŽu byt'pre zvieratámieľne averzivĺe.

Predpokladaná úroveň kľutosti:
Plĺĺnované behavioľálne testy sú z hľadiska úrovne krutosti klasifikované ako slabá uroveň

kľutosti. Systémové podávanie vybraných látok a odbeľ kľvných vzoriek sú klasifikované ako
slabá alebo stľedná úľoveň krutosti. Navodenie nepredikovateľného chľonického miemeho
stresu je klasiťrkované ako stredná úroveň krutosti.

Uplatňovanie zásad 3R

Zjemnenie: Pri manipulácii so zvieratammi sa budú dodržiavď predpisy Pľevádzkového
poľiadku zveľinca. Zvieratá budú chované v podmienkach vyhovujúcich fyziologickým
a sociálnym potľebám. Zaobchádzať s nimi budeme humanne a nebude im spôsobovaný
zbyočný stľes. V prípade potľeby bude zvierutá,m okamŽite poskytnutá veteľináľna
staľostlivosť.

Redukcia: Počty zvierat sú minimalizované na minimálnu hľanicu tak, aby získane údaje
mali akceptovateľnú výpovednú hodnotu a bolo možné štatisticky ich vyhodnotiť. Pri
niektoých navrhovaných postupoch, najmä pri pilotných pokusopch pri zavádzani nových
behaviorálnych testov je možné použiť tie isté zvieratá pľi oveľovaní dizajnu ľôznych testov
aťýmpľispieť k uplatňovaniu zásad 3R.
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Nahradenie: Vrelevantných databánach neboli nájdené žiadne alteľnatívne metódy knami
plánovaným postupom (viď Príloha 4).

Pľojekt bude podliehat'opätovnému schváleniu: áno

Spätné posúdenie sa uskutoční v priebehu riešenia projektu, najneskôľ vo februári202I

nie
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Pľíloha 2 projektu Problémové spľávanie hydiny _ vplyv prítomnosti matky a definovanie
individuálnych fenotypov náchylných na jeho vývin

Netechnické zhľnutie projektu

Názov pľojektu: Problémové spľávanie hydiny _ vplyv prítomnosti matky a definovanie
individuálnych fenotypov náchylných na jeho vývin

číslo konania rozhodnutia o schválení pľojektu: r lt 6 4 f/q- 
2r./3 ó

Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): ozobávanie peria, hydina, welfare, odchov s matkou

Účel pľojektu-
Základný výskum
Translačný alebo aplikovaný výskum
Regulačné metódy s rutinným používaním (OECD, Výnos MH SR 2l20O5 Z. z.)
ochrana Životného prostredia v záujme zdľavia alebo welfare ľudí alebo zvierat
Ochrana druhov
Vysokoškolské vzdelávanie, odboľné vzdelávanie
Zakladanie kolónií geneticky zmenených zvieratbez ich ďalšieho použivaniav postupoch

Ak je iný účel projektu, uvedie sa aký

opísat' ciele projektu:
o Pľispieť k lepšiemu poľozumeniu vplyvu raného vývinu na rozvoj poškodzujúceho

spľávania hydiny a na modeli pľepelice japonskej identiťrkovď možne vplyvy odchovu
s matkou na etiológiu poškodzujúceho správania.

o Doplniť behaviorálny a fuziologický pľofil nosníc selektovaných na vysokú a nízku mieru
výskytu ozobávanía peria so zametanim na kognitívne funkcie a afektívne stavy a bližšie
sazamerať na jednotlivé fenotypy spojené s ozobávaním peria (edince ozobávajúce perie,
jedince ozobávaĺé a neutľálne jesinece).

o Rošíriť poznatky o účasti neuľotľansmiteľových systémov v mozgu na vývine a expresii
ozobáv aria peria nosníc.

Pľínos z vykonaného pľojektu (napľ. aký je pľínos pre vedu, l'udstvo, zvieratá)
Väčšina poznatkov v oblasti poškodzujceho správania hydiny pochádzaz experimentov na

znáškových plemenách kuľy domácej (nosniciach). Informácie o poškodzujcom správaní u
iných druhov hydiny, vrátane prepelice japonskej, sú limitované. Aj vzhľadom na to, že
odchov prepelíc je menej náročný a tieŽ ich Životný cyklus je ľýchlejší v porovnaní s
nosnicami, je tento druh vhodným modelom pľe získanie infoľmácií o vplyve raných
vývinových štádií na ľozvoj a dopad nežiaducich foriem správania hydiny v dospelosti.
Bližším štúdiom vplyvu mateľského spľávania na mláďatá s ohľadom na rozvoj
poškodzujuceho správania sa budeme môcť zamerať na možnosti jeho redukcie.



Ďalším predpokladaným pľínosom projektu bude pľíspevok ku charakterizovaniu
individuálnych ľozdielov v poškodzujucom spľávaní, rôznych fenotypov nosníc a s nimi
spojenými kognitívnymi a afektívnymi charakteľistikami. KeďŽe pľe ozobávanie peľia je
chaľakteľistická veľká individuálna vaľiabilita a E v rĺímci línií selektovaných na vysokú a
nízku úroveň ozobávania sú jedince ktoľé ozobélvaji,jedince ktoré sú ozobávane, ako aj

takzvane neutľálne jedince, je dôležité detailnejšie charakteňzovanie týchto typov fenotypov.
Doplnením hodnotenia dopadu ozobávania peria na welfaľe nosníc pomocou behaviorálnych
testov afektu je pľepojenie na neuľobiológiu so zameľaním na dopamínergický a
serotoníneľgický systém v mozgu. Ziskané výsledky napomôŽu v hľadaní moŽností ako
zmierniť negatívny dopad tohto nežiaduceho správania, ktoľé by boli aplikovatel'né aj v
hydináľskom priemysle.

Dľuhy použifých nlierat a ich pľedbežné počty:
kuľa domáca (Gallus gallus) znáškového typu _ plánovaný počet použitých zvierat je
maximálne 150 jedincov za celé trvanie pľojektu; tento počet zohľadňuje možnosť
opakovania celého experimentu s novýmí zvieľatami, pľípadné úhyny a fakt' že fenotypy
potrebné na testovanie tvoria iba čast'populácie a pre ich vyselektovanie budeme potľebovat'
väčšie počiatočné mnoŽstvo zvierat

pľepelica japonská (Cotuľnix japonica) znáškového typu _ plánovaný počet použitých
zvieratje maximálne 300 jedincov za celé tľvanie pľojektu; tento počet zohľadňuje možnosť
opakovania celého pokusu s novými zvieratami a pľípadné úhyny

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

Miemy nepriaznivý vplyv na zvieratá sa pľedpokladá pri manipulácii s nimi v ľámci
pľenášania z domáceho pľostľedia do testovacích miestností. Avšak pri opakovanej a šetmej
manipulácii pľedpokladáme ľýchlu habituáciu zvierat na handling a expeľimentálne postupy.
Rovnako počas tľéningu na diskĺiminačné úlohy a testovania s ambivalentnými podnetmi sa
predpokladá iba mierny diskomfoľt, keďže testované zxiera bude izolované v daný deň
testovania maximálne 30 minút. V pľípade nesprávnej ľeakcie zvierut na negatívny podnet,
budú tieto tľestané spústením 5s nahľávky bieleho šumu, čo je považované za nepríjemný
zvuk s mierne averzivnym chaľakteľom. Znašich pľedošlých skúseností vieme, že tento zvuk
v kombinácii s nezískaním odmeny je dostačujúcim stimulom na odradenie zvieratod zobania
na podnety, po ktoľých je aplikovaný, avšak ináč nijako negatívne neovplyvňuje spľávanie
zvierat. Navyše počas testovania budú tiež podávané múčne čeľvy ako odmena za spľávnu
ľeakciu na pľezentovaný pozitívny podnet, čo môŽe výruzne znižiť nepľiaznivosť vplyvu
izolércie počas testovania, keďŽe múčne čeľvy sú povaŽované za potenciálnu formu
obohatenia pľostľedia a pokiaľ je možnosť, hydina prístup k ním aktívne vyhľadáva. Tento
typ testovania môžeme do určitej mieľy povaŽovať za foľmu tzv. kognitívneho obohatenia, pľi
ktoľom zvieratá kognitívnymi interakciami s prostľedím získavajú určitú kontrolu nad svojím
prostredím a sú odmeňované za úpešné prispôsobenie sa.



Pľedpokladaná úroveň kľutosti:
Plánované behaviorálne testy sa klasifikujú ako postupy úrovne ,,slabé". Podanie letálnej

dávky anestetika za účelom získania mozgového tkaniva pľe ďašiu analýzu sa považuje za
stredný stupeň kutosti.

Uplatňovanie zásad 3R
Zjemnenie: Pri manipulácii so zvieratammi sa budú dodržiavať pľedpisy Prevádzkového
poriadku zvetinca. Zvieratá budú chované v podmienkach vyhovujúcich fyziologickým
a sociálnym potľebám. Zaobchádzať sa s nimi bude humánne a nebude sa im spôsobovať
pľebytočný stres. V rĺámci experimentov predpokladáme rozvoj poškodzujúceho správania,
ktoľé pravdepodobne bude zdroj om zniženého welfaru experimentálnych zvierut. Keďže toto
správanie je nosnou témou navrhovaných expeľimentov, nebude možné sa mu vyhnúť.
Nosnice však budú viackrát denne kontrolované. Jedince, u ktoých sa bude prudké
ozobávanie peľia masívne vyvýjať, budú od ostatných jedincov izolované, aby nedochádzalo
kporaneniam aúmľtiu zvierut vdôsledku kanibalizmu. Rovnako zvieratém. ktoľé budú
nadmeme exponované ozobávaĺliu peria a u ktorých vzniknú aj len malé rany' bude okamžite
poskytnutá potľebná staľostlivosť, ľespektíve budú od ostatných jedincov izolované. Vhodná
stľatégia bude zvole ná na základe nasledujúcej tabuľky.
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Redukcia: Počty zvierat sú ľedukované na najmenšiu moŽnú hľanicu pľi zachovaní

akceptovateľnej výpovednej hodnoty adostatočne veľkých súborov pre štatistické

vyhodnotenie.

Testy kognitívneho skĺeslenia vyžadujú pľácu s takzvan;ými ,,naivnými" zvietatami a pľe

ne nie je možné používať zvieratá, ktoľé boli súčasťou iných postupov. Po ukončení

testovania na kognitívne skľeslenie budú tieto nosnice ďalej použité v postupoch zameraných

na posudzovanie funkcie neurotransmiterových systémov v mozgu na poškodzujúce

spľávanie, čo zniži zabréni zbytočnému navyšovaniu počtu experimentálnych zvierat.

Nahradenie: Vdatabázach EVCAM, AltTox aNC3Rs neboli nájdené žiadne alteľnatívne

metódy k nami plánovaným postupom (viď Príloha 4).

Projekt bude podliehať opätovnému schváleniu: áae nle



Príloha 2
Netechnické zhľnutie pľojektu

Názov pľojektu: Udržiavanie chovného kŕdl'a pľepelice japonskej

číslo konania rozhodnutia o schválení projektu: u il, l,ĺ4 -z2 4 3r1

Kl'účové slová v projekte ( max 5 slov): prepelicajaponskä, chov, rczmnožovanie, vajcia

Účel projektu*: Samotné jedince z chovného kŕdľa nebudú subjektom experimentálnych
postupov, iba ich potomstvo,t. j. označený účel sa týka využitia potomstva.

Zák\adný výskum

Tľanglačný alebo aplikovaný výskum

Regulačné metódy s ľutinným používaním (OECD, Výnos MH SR 212005 Z.z.)

ochrana životného pľostľedia v záujme zdľavia alebo welfaľe l'udí alebo zvierut

ochľana druhov

Vysokoškolské vzdelávanie, odboľné vzdelávanie

Zakladanie kolónií geneticky zmenených zvierutbezichďalšieho používania v postupoch

Ak je iný účel projektu, uvedie sa aký

opísat' ciele pľojektu:

Vytvorenie a udľžiavanie chovného kľdľapľepelice japonskej (Coturnix japonica) s cieľom:

- produkcia násadových vajec pľe odchov pľepelicejaponskej pre následné behaviorálne
a fyziologické, resp. neurobiologické experimenty

- pľodukcia násadových vajec pľe experimenty s pľepeličou chorioalantoickou membránou
ako altematívnym in vivo modelom

Pľínos z vykonaného projektu (napľ. aký je prínos pľe vedu, ľudstvo, zvieratá)

Pľínosom pľojektu bude vytvorenie kontľolovaného chovného krdľa, ktoľého produkcia
násadových vajec umožní uskutočnenie behavioľálnych, fyziologických aneurobiologických
expeľimentov, ktoľé budú predmetom osobitného schval'ovania.

Dľuhy použifých zĺ,íerat a ich pľedbežné počty

pľepelica j aponská (C o tur nix j ap oni c a), 60 j edincov
Pľedpokladaný nepľiazniqý vpýv/ujma na použité nieratá v ľámci vykonávania
projektu:
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Vzhľadom k tomu, že sa jedná o rozmnožovací chov bez expeľimentálnych zásahov,
nepredpokladĺíme žiadne nepľiaznivé vplyvy či ujmy.

Predpokladaná úroveň krutosti:

Krúžkovanie, prenos medzi odchovnými vanicami, voliéľami, resp. klietkami' foľmovanie
skupín sú manipulácie, ktoľé spôsobujú kľátkodobý stres a nepohodu a dajú sa zaľadiť pod
slabý stupeň krutosti.

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahĺadenie zvierat
(Zdôvodnenie použitia zvierat v pľojekte, zdôvodnenie pľečo sa nemôže použiť alternatívna
metó da b ez p ouŽitia zvier at)

Pľoj ekt rozmnožovania nemoŽno uskutoč niť bez zvierat.

2. Redukcia počtu zvierut:
(Zdôvodnenie použitia určeného počtu zvierat,akým spôsobom sa pouŽije ľedukcia, objasnenie
toho, že sa pouŽil minimálny možný počet zvierat)

Počty zvierat sú minimalizovane azfuoveňpľispôsobené tomu, aby bolo moŽné z daného
počtu zvierat odchovať ďalšiu generáciu bez negatívneho vplyvu príbuzenského kľíženia.

3. Zjemnenie:
(Vysvetliť výber použitých druhov zvierat,zdôvodnenie použitia zvietaťa,objasnenie spôsobu
ako sa minimalizuje stľes, utľpenie a bolesť zvieratv pľiebehu vykonávania postupu tak, aby
sa dosiahli vedecké ciele pľojektu)

Prepelicajaponská (Cot.urnix japonica)je obľúbené modelové zviera.Jej malý vztastanizka
telesná hmotnost', rýchle pohlavné dosfievanie, vysoká pľodukcia vajec, zreteľný pohlavný
dimorÍizmus anízke ekonomické náklady na-chôv sú len niektoľé zvýhod tohto druhu.Zvierutá počas chovu-nebudú vystavené bolesti a utľpeniu. Vodu apotravu budú maťk dispozícii ad libitum. Budú chované v štandaľdných podäienkach vo voliérach na podstielke
a pľi obmene generácií dočasne v rozmnožovacích klietkach kvôli kontrolovanému páreniu
s ciel'om zamedziť pľíbuzenské kľíženie.

Projekt bude podliehať opätovnému schval'ovaniu: áno nie
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Príloha č.2

NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU :

Názov pľojektu: Imunomodulačné vlastnosti pľobiotických enterokokov a ich enteľocínov

pi antiparazitámej obrane hostiteľa s experimentálnou trichinelózou.

číslo konania rozhodnutia o schválení pľojektu: 46u 1/'q -č2 ,/3
Kl'účové slová v projekte (max 5 slov): enterocín, Enterococctzs, imunita, Trichinella
spiralis,myš

Účel projektu-:
a) tľ4nslačného alebo aplikovanéhg výskumu s ciqľom
1. zabľanenia. prevencie" diagnostiky alebo-liečby chpľô'b. poškodqni4 zd{aYia alebg ipých

nepľiľodzených slavov človqka. zvierat alebo rpstlín ?lpbo iqh úči4kov rra ľudí. zYieratá
alebo ľastliny.

2. stanovovania. odhaľoYania. usme{ovania alebo úpravy posúdqnia. 'zistenia. regulácie
alebo zmeny f}iziglogického stavu plebo tvziologických p{ocesov ľudí" zvieľaÍ alebo
rastlín.

Ciele pľojektu:
V ľámci novej stľatégie využitia teľapeutického potenciálu bakteriocínov bude zisťovaný

protektívny vplyv bakteľiocín-produkujúcich kmeňov Enteľococcus a ich enteľocínov na

parazitárru infekciu Trichinella spiralis, zoonózu rozšírená po celom svete. Imunogénna

aktivita bakteľiálnych kmeňov/bakteriocínov bude sledovaná na úľovni lokálnej aj

celkovej, vľodenej aj získanej imunity. Budú zistené pľiame a nepľiame inteľakcie

enterocínov s imunoregulačnými mechanizmami hostiteľa, stimulácia buniek imunitného

systému (lymfocyty, makľofagy) a pľodukcia cýokínov pľi indukcii a regulácii imunitnej

odpovede počas parazitámej infekcie. Bude stanovená súvislosť medzi aplikáciou

baktérií/bakteľiocínov, indukciou efektoľov imunity a odstriánenim parazitov. Výstupom
pľojektu bude kmeňovo-špecifická charakteristika imunogénnych vlastností bakteriálnych
kmeňov a ich bakteriocínov ako možných kandidátov na pľofylakčné alebo teľapeutické

ovplyvnenie imunitnej odpovede hostiteľa pri trichinelóze.

Pľínos z vykonaného pľojektu:
Biokonzervačný potenciál bakteľiocínov v potravinaľskom priemysle je študovaný
mnoho ľokov, ale antimikľobiálny potenciál bakteriocínov s vyuŽitím v terapii sa skúma v
poslednej dekáde rokov. Existuje veľa štúdií o inhibičnej aktivite bakteľiocínov z baktéľií
produkujúcich kyselinu mliečnu pľoti rôznym vírusom. Antiparazitárny potenciál
bakteriocínov nebol ešte študovaný, ale na základe našich pozitívnych výsledkov
(Dvorožňáková et aI., 2016; Bucková et al, 2018) pri redukcii paruzitálmej infekcie
Trichinella spiralis po aplikácii bakteľiocín-pľodukujúcich kmeňov (celých buniek) sme
vybľali dva kmene, ktorých bakteriocíny chceme otestovať z aspektu imunomodulačného
aj antipaľazitáľneho účinku. Vzhľadom na to, že trichine|óza je dôleŽitá parazitéltna
zoonóza, je potľebné vyvinúť nové metódy na jej kontľolu. Klasická liečba zahÍŕn
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aplikáciu antihelmintík, ktorých účinnosť je obmedzená, apľeto antipaľazitámy potenciál
prírodných bielkovín (napľ. bakteľiocíny) sa v posledných ľokoch éoraz viae študuje.

Druhy použitych zvierat a ich počty:
myši BALB/c, samce/samice, l8-20 g, počet 516

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použitézvieratáv ľámci vykonávania
pľojektu:

V rámci projektu sa nepľedpokladá nepriaznivý vplyv testovaných baktéľií

a bakteriocínov na zdravie a pohodu zvierut. Naopak, pľobiotické baktéľie sú zdľaviu
prospešné, môžu úspešne znížiť patogénnosť paruzita. Hlavnými mechanizmami ich
účinku je zlepšenie črevnej epiteliálnej baľiéľy, kompetitívna eliminácia patogénov,

produkcia antimikľobiálnych molekúl (bakteriocínov) a modulácia imunitného systému
(Lauková a kol., Probiotics a'nd Antimicľobial Proteins2Il2; Lauková a kol., Probiotics
and Antimicrobial Proteins;2Ol8; Levkut a kol., Research in Veterinary Science 20L2;
Maľeková'a kol., Journal of Industrial Microbiologl & Biotechnologl 2007). Priebeh
parazitátmej infekcie T. spiľalis nespôsobí zvieratétm bolesť(Hurníková a Kapel,
Phy s iolo gt Res e ar ch 201 4, 201 6).

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti:
1. Slabá: neinvazívne podávanie bakteľiálnych kmeňov, bakteľiocínov a laľiev parazita
peľ oS cez sondu bez pouŽítia arrestézy, v objeme limitovanom píe veľkosť a dľuh

zvieraťa (50 _ 150 pl) a intľapeľitoneálne podávanie anestetika (Pentobarbital Spofa, 50

mg/kg.ž.h.) pred odberom kľvi, ľýchle usmľtenie cervikálnou dislokáciou.

Uplatňovanie zásad 3R
1. Nahľadenie zxierat: Pre projekt boli zvolené inbredné myši kmeňa BALB/c, ktoré sú

potľebné pľe imunologické štúdie. Myš ako drobný cicavec je súčasťou životného cyklu
paruzita použitého v expeľimente. Imunitný systém myší je priblzný imunitnému systému

človeka. Pokus nie je moŽné vykonať alteľnatívnym spôsobom, pretože predmetom štúdia
je vďah probioticťý kmeň/bakteriocín _ hostiteľ _ parazit. Čľevo hostiteľa predstavuje

komplexný ekosystém, v ktorom prebiehajú inteľakcie medzi čľevnými mikľoorganízmami,
imunitným systémom a patogénmi. Všetky tieto zložky sa podieľajú na udľŽiavaní
homeosiazy ool"zit.; pre zachovanie zďravia hostiteľa. Čľevné paruzity tiež ovplyvňujú
mikľoflóru čľeva a modifikujú túto ľovnováhu. Na dľuhej stľane, črevné mikľoorganizmy
predstavujú relevantný faktor, ktoľý výrazne ovplyvňuje patofyziológiu parazitámej

infekcie' a\e aj prežívanie parazita arozvoj paruzitámej infekcie. Preto pľobiotické baktéľie
aich bakteľiocíny môŽu |:ľať významnú úlohu v redukcii patogenity mnohých parazitov.
Na zák\ade týchto skutočností, inteľakcie medzí mikĺoorganizmari, imunitnou
odpoveďou, zápa|ovými procesmi aparuzitom musia bý študované v jedno organizme in
vtvo

2. Redukcia počtu zvierat Počet zvierat žiadaých pľe projekt je determinovaný počtom

skupín, ktoým budú aplikované 2 bakteľiálne kmene a2 bakJeľiocíny. Počet zvierat
v jednotlivých skupinách si vyžaduje počet odbeľových dní a je minimálny pľe štatistické
vyhodnotenie výsledkov. V odbeľové dni sa získajú vzoľky od 3 myší zkažďej pokusnej

skupiny, tento počet je nevyhnutný pľe štatistické spracovanie výsledkov. V záujme šetľiť
počet mierut boli pľi opakovanej schéme zredukovane parazito|ogické ana|ýzy len na
etapy I a III, ale vyšetrenie muselo zachovať počet vyšetľených vzoriek 3 pre výraznejšie

odchýlky v počtoch parazítov a pre objektívnejšiu chaľakteristiku intenzity paruzitáĺnej
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infekcie ľelevantnej k hodnoteniu imunologických paľametrov. Kontrolné vzorky v počte
3 museli bý' zachované aj pľi opakovaných schémach, aby boli zohľadnené technické
podmienky kaŽdého odberu.

3. Zjemnenie: Bakteriálne kmene aich bakteľiocíny budú podávané myšiam denne per os

sondou v dávke 100 a 50 pl každé ráno, tento objem zodpovedá fyziologickým pomeľom
myší a nenaruší pohodu zvierat, nespôsobuj e zxieĺatám Žiadne bolesti a nevyŽaduje si
žiadnu anestézu. Paruzitáma infekcia bude ľealizovaná na experimentálnych zvierutách
peľoľálne sondou a larvami T. spiralis. Vel'kosť infekčnej dávky je 400 lariev
T.spiralislmyš vobjeme 100_150 pl podľa hustoty získanej laľválnej kultúry abude
aplikovaná popoludní. Infekcia zvierat laľvami parazita bude kľátka a nebolestivá, larvy
vpufľovacom ľoztoku budú aplikované sondou per oS' čo si nevyžaduje podávať myšiam
prípľavky na zmiemenie bolesti. Priebeh parazitárnej infekcie nespôsobí zvieratám bolesť.
Pri odbeľe krvi budú myši v celkovej pentobarbitálovej anestéze a následne budú usmľtené
cervikálnou dislokáciou, aby mohli bý odobraté orgány -slezina, peľitoneálne makrofagy,
tenké črevo a svaly. Denne sa bude sledovať zdravotý stav myší a v prípade prítomnosti
ználmok utrpenia, zhoľšeného zdtavotného stavu budú humánne usmľtené ceľvikálnou
dislokáciou.

Pľojekt nebude spätne posúdený po skončení v súlade s $ 37 bodom 2) NV 377l20I2:
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\J
Príloha č.2

NETECHNICKÉ ZHRNUTIE PRoJEKTU:

Názov pľojektu: objasnenie vplyvu infekcie laľvami pásomnice Mesocestoides vogae na

extľameduliíľnu myelopoézu u myší a úlohy exrečno/sekľečných antigénov laľiev.

Číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: l ú 0ĺ' 
faĺĺ 

Ž-ĺ/so

Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): pásomnice, imunita, myeloidné supresorické bunky,

extrameduláľna myelo poéza

Účel pľojektu*: základný výskum

Cestódy (pásomnice) tvoria významni skupinu paruzitických helmintov a laľválne štádiá

niekol'kých dľuhov sú chaľakteristické nádorom-podobnému rastu u cicavcov. Spôsobujú tým

chľonické ochoľenie so závažnou patológiou. Imunoterapia bola pľeukézaná ako účinná

alteľnatívna liečba ochoľení, ako je napľíklad ľakovina aparazitáme infekcie s chronickým

priebehom kde patria aj medicínsky dôleŽité helmintózy. Navľhnutie vhodnej liečby však

vyžaduje hlboké porozumenie mechanizmov akymi je regulovaná imunitná odpoveď voči
jednotlirrým druhom paruzitov. Pre tieto ochoľenia je chaľakteristické navodenie imunosupresie

s imunitnou odpoveďou Th2 typu a postupný nástup T ľegulačných bunkových populácií.

Expanzia nezľelých populácií supľesoľových buniek vkostnej dľeni označovaných ako

,,myeloidné supľesoľové bunky" (MDSC) je spojená s chľonickým zápalom a ich supresívna

funkcia spočíva v ich schopnosti inhibovať pľoliferáciu a aktiváciu T buniek (Gindeľachteľ,

2010). MDSo sú heterogénna bunková populácia v rôznych štádiách difeľenciácie, čo sa
prejavuje ľôznou expresiou maľkeľov typických pľe malĺľofágy a dendľitické bunky.

Ciele projektu:
V oľoiekte sa budú sledovať nasledovné ciele:

l/ objasniť úlohu infekcie laľvami M. vogae pri vyvolaní nadmeľnej myelopoézy nezrelých

supresoľických buniek (dendľitické bunky, monocyty, granulocýy) v kostnej dreni myší.

2l zistiť či dochádza aj k extľameduláľnej myelopoéze v mieste infekcie (peritoneálna dutina)

a v slezine

3/ oveľiť, či za tento mechanizmus sú zodpovedné exrečno/ sekĺečné (ES) antigény laľiev, čo

rozšíri poznatky o imunite príparuzitámych ochoreniach.

Pľínos z vykonaného pľojektu:
Liečba ľuáĺ a zvierat 

' 
inŕ.k"iu*i tkanivovými štádiami pásomníc je veľmi zdihavá ato aj

kvôli komplikovanej patológii a potlačeniu vlastnej imunitnej obrany, k čomu pľispievajú aj

vedľajšie účinky liekov. Pľe navrhnutie vhodných alteľnatívnych spôsobov príľodnými
látkami je potľebné dokonale poznať mechanizmy akými reguluje paruzit imunologické
a fyziologické reakcie hostiteľa, ktoré mu umožňujú dlhodobé preŽívanie. Nedávne výskumy
poukazujú na veľký významnezľelých myeloidných buniek, ktoré následne potláčajú funkcie
T lymfocýov a menia funkcie B lymfocýov.
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V pľojekte sa bude súčasne sledovať veľa imunologickým parametrov molekuláľnymi,
cytologickými a imunocytochemickými metódami s využitím pľietokovej cytometľie čo
významne rozšíri poznatky o mechanizmoch ľegulácie myelopoézy v kostnej dreni
a extľameduláľne v peritoneálnej dutine a slezine.

Dľuhy použitych zlĺierat a ich počty: myší kmeňa BALB/c, pohlavie: samice, samce' spolu
100 ks na2 etapy.

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ujma na použitézvieľatá v ľámci vykonávania
projektu: Intraperitoneálna aplikácia laľiev a BľdU sa robí zvíerutém jednorázovo, čo spôsobí

len kĺátkodobý stres bez vyvolania bolesti. Experiment v 1 etape bude tľvať 28 dní a počas

tohto obdobia sa vyvinie pľi danej infekčnej dávke 60-65 laľiev len mieľna infekcia, kde
pľedpokladáme,že výruzne neovplyvní zdtavotý stav zvierat. Na základe našich

mnohoľočných skúseností s týmto modelom infekcia trvajúca l mesiac nespôsobuj e žiadne

znämky bolesti ani zmeny v správaní zvierut. Počas pľojektu sa bude hodnotiť welfaľe zvíerat
azaznamenávať Skóre pre humánny bod ukončenia. opakované intľapeľitoneálne podávanie

ES antigénov (spolu 12 dní) môŽe spôsobovať zvieratélm mieľnu bolesť pri vpichu a miemy
zápa|v peľitoneálnej dutine (podobne ako infekcia). V prípadeŽeby infekcia aláúky mohli
spôsobiť zhoršenie zdľavotného stavu, nazáklaďe každodenného hodnotenia welfaľe zvietat,
budú do tabuľky zaznamenaÍIé hodnoty pľe jednotlivé paľametľe a v prípade, že skóre bude

dva dni za sebou l0, zvieľa bude humánne usmľtené. Tabuľka je uvedená v pľílohe Žiadosti.

Predpokladaná úroveň krutosti: slabá, stľedná (opakované podávanie ES)

Uplatňovanie zásad 3R
1. Nahľadenie zvieľat:

Experiment nazvieratách sa nedá nahradiť alteľnatívnymi metódami na bunkách a

lparazitoch in vitľo, pľetože objasnenie komplexných imunologických mechanizmov
v hostiteľovi po infekcii je moŽné len v podmienkach in vivo pľi zachovaní všetkých
fyziologických procesov. Myš BALB/o kmeňaje vhodným hostiteľom pľe sledovanie
imunitných reakcií pľi infekciách larválnymi cestódami.

2. Redukcia počtu zvieľat:
Počet zvierat v postupe bol zvolený tak, aby sme dosiahli valídne a repľodukovatel'né
výsledky, ktoľé je moŽné vyhodnotiť vhodnými štatistickými metódami. Pľi aplikácii ES
antigénov a následne BrdU je nutné počítať s uľčitou mierou variability v dôsledku absoľpcie
látok v oľganizme. V projekte budú použité samce a samice ovplyvnené rovnakými postupmi
(5ks/skupina) čo je úplne minimálny počet pre hodnotenie. Ďalšie znižovanie počtu zvieratby
ohĺozilo dosiahnutie hodnoverných výsledkov pľojektu.

3. Ziemnenie
V pľiebehu pokusu bude utľpenie zvierat minimalizované na najnižšiu možnú mieľu a
zdravotný stav budú denne monitoľované skúsenými pľacovníkmi. Zvieľatá budú chované
v štandaľdných podmienkach, ktoľé nevyvolávajú stres a budú im poskytnuté pľedmety ako
otáčacie koliesko, domček na ukľytie. Po zvolenej infekčnej dávke a koncentľácii ES sa

očakáva mieľrry priebelr ochoľenia. BľdU v koncentľácii 5Omg/kg živej hmotnosti nie je
toxická dávka pľe organizmus. Každý deň sa bude hodnotiť skóľe pľe humánny bod
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V tomto prípade, bude kontaktovaný veterinárny lekĺáľ, zvierutá budú vyľadené zpokusuo

uvedené do celkovej anestézy v atmosféľe Coz v komoľe a nasledne usmľtené ceľvikálnou

dislokáciou.

Pľojekt nebude spätne posúdený po skončení v súlade s $ 37 bodom 2) NV 377l20l2.'
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Príloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podl'a $40, Z' z' 377t2O12

Názov projektu

Tlmené svetlo počas noci a jeho dÔsledky na ýziologické, neuroendokrinné a behaviorálne
biomarkery u potkana laboratÓrneho

Číslo konania rozhodnutia o schválení projekt L) /643/'ĺa - z>//3
'|rL{ 

/ /

Kl'Účové slová V projekte (max 5 slov)
Tlmené svetlo počas noci, potkan, kardiovaskulárny systém, imunitný systém, správanie

Uče! projektu

Základný výskum

a) informácie o ciel'och projektu vrátane predpokladanej ujmy
a prĺnosu, o počte a typoch zvierat, ktoré sa pouŽijú

Ciele projektu
o Analyzovat' krátkodobe (2 týŽdne) a dlhodobe (5 týŽdňov) pÔsobenie nĺzkej intenzity

osvetlenia (2 lux) počas tmavej fázy dňa na zmeny vybraných fyzĺologických
premenných a správania u dospelých normotenzných a spontánne hypertenzných
potkanov

o Analyzovat' akútne pÔsobenie nízkej intenzity osvetlenia počas tmavej fázy dňa
na zmeny cirkadiánneho profilu vybraných imunitných, metabolických
a kardiovaskulárnych parametrov.

o Analyzovat'zmeny adrenergickej a cholinergickej inervácie kardiovaskulárneho systému
u telemetricky meraných WT a SHR po krátkodobej (2 týŽdne) a dlhodobej (5 týŽdňov)
expozícii nízkej intenzite osvetlenia počas tmavej fázy dňa.

o Analyzovat' dÔsledky expozície nízkej intenzite osvetlenia počas tmavej Íázy dňa
na reaktivitu imunitneho systému

o Analyzovat' dÔsledky dlhodobej expozície nÍzkej intenzite osvetlenia počas tmavej fázy
dňa a jej vplyv na zmenu lipidove a glukozového metabolizmu u normotenzných
a hered itárnych hypertri g lyceridemických potkanov.

o Analyzovat' interakciu systémových zmien (cĺrkadiánny vs. imunitný vs. kardiovaskulárny
Vs. autonomny nervový system) u potkanov vystavených ako krátkodobej tak aj
dlhodobej expozícii tlmenému svetlu s nízkou intenzitou počas tmavej Íázy dňa
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PrÍloha 2 - Netechnicke zhrnutie projektu podl'a $40, Z. z.37712012

Analyzovat' Zmeny v správanĺ experimentálnych zvierat exponovaných ako krátkodobej
tak ajdlhodobejexpozícii nĺzkej intenzite osvetlenia počas tmavejfázy dňa

Prínos Z Vykonäného projektu (napľ. aký je prínos pre Vedu, l'udstvo,
zvi*ratá)

Ukazuje sa, že pod vp|yvom noČného osvetlenia dochádza k naruŠeniu cirkadiánnych rytmov
viacerých hormonov a autonomneho nervového systemu' ktoré sa podiel'ajú na regulácĺi
kardiovaskulárneho a imunitného systému. Zatial' existuje ĺba jediná ŠtÚdia realizovaná
v Japonsku na kohorte starŠích l'udí, ktorá ukázala, Že expozÍcia umelému svetlu v nocizvyŠuje
kardiovaskulárnu morbiditu. Zatial' vŠak chýba1ú ŠtÚdie, ktore by osvetl'ovali podmieňujúce
fyziologicke mechan izmy.

Cirkadiánnu rytmicitu vykazujú rôzne aspekty imunitných funkcií, vrátane kinetiky
imunitných buniek, prezentácie antigenu, produkcie cytokínov, ako aj d'alších funkčných
vlastností. Zmeny v cirkadiánnom systéme sa mÔŽu cez pÔsobenie humorálnych faktorov
a vegetatĺvneho systému manifestovat' na fyziologických systémoch a správanĺ. okrem toho,
funkčnost'fyziologických systémov je prepojená navzájom a to aj ako cez metabolické deje, tak
aj cirkulujÚce bunky imunitného systému. Preto zmeny v imunitnom systéme a metabolizme
mÔŽu predstavovat' spoločný faktor podmĺeňujÚci negatívne dÔsledky disrupcie cirkadiánnych
rytmov vplyvom umelého svetla v noci na celkový zdravotný stav organizmu.

okrem fyziologických zmien, cirkadiánna disrupcia je spájaná so zmenami správania,
ako aj chorobnými stavmĺ, najmä s depresiou' bipolárnou poruchou a sezónne vyvolanými
chorobamĺ. Animálne štúdie potvrdzujÚ, Že tlmené svetlo v noci mÔŽe indukovat' depresiĺ
podobné správanie, pričom najsilnejšie Účĺnky má modré svetlo.

očakávame, Že expozícia umelému tlmenému osvetleniu s nízkou intenzitou spÔsobí
Zmeny v cirkadiánnom systeme, ktoré sa budÚ manifestovat'na fyziologických systémoch, a to
ako cez systémové nervové a humorálne, tak aj cez lokálne mechanizmy. Predpokladáme tieŽ
rozdielnu odpoved' na krátkodobe a dlhodobé expozÍcie tlmenému svetlu, ktore by v kombinácii
s rozvinutými ochoreniami (hypertenzia, SHR model; poruchy metabolizmu - diabetes a zápal;
Lewis potkany; hypertriglyceridemia - hereditárne hypertriglyceridemické potkany) mali byt'ešte
výraznejŠie.

Na podporu našich hypotéz, u zvierat plánujeme citlivé bezkontaktné kontinuálne
meranĺa hlavných fyziologických (teplota tela, tlak krvi, frekvencia srdca) a behaviorálnych
(pohybová aktivita) premenných, tak aj cytologicke a molekulárne hodnotenie vybraných
molekÚl významne zapojených v regulácii kardĺovaskulárnej, imunitnej a behaviorálnej
odpovede.

Porozumenie kauzálnych súvislostí a priamych fyziologických a behaviorálnych efektov
umelého nočneho osvetlenia mÔŽe pomÔct' pri definovaní intenzity pouliČneho osvetlenia ale aj
nastavenÍ individuálnych domácnosti. To by v konečnom dÔsledku mohlo prispiet' k zníŽeniu
morbidity systémových ochorení v dÔsledku zmĺen vonkajších podmienok prostredia.

a
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Príloha 2 - Netechnické zhrnutie projektu podl'a $40, Z. z. 377t2O12

Druhy pouŽitých zvierat a ich predbeŽné počty
Sumárne v jednotlivých etapách plánujeme pouŽit'celkovo 209 potkanov kmeňa Wistar, 121
spontánne hypertenzných potkanov, 56 imunodeficientných Lewĺs potkanov a 32 hereditárne
hypertrig lyceridemických potkanov.

Predpokladaný nepriazniVý Vplyv/ujma na pouŽité zvieratá V rámci
vykonávania projektu

Nepriaznivý vplyv na zvieratá by mohla mat' operácia, umelý spánok počas implantácie
telemetrického zariadenia alebo odberu krvi' Podl'a naŠich praktických skúsenosti sa potkany
po operácii zotavujú pomerne nýchlo. UŽ niekol'ko minÚt po odznení účinkov anestézie sÚ
zvieratá schopné samostatného pohybu, čo je prejavom dobrého znáŠania anestézie ako aj
zákrokov samotných.

V dÔsledku obmedzenia avšak nie Úplného zamedzenia pohybu, nepriaznivý vp|yv
(stres) na zvieratá mÔŽe mat' 30-minútový pobyt v imobilizačnej komÔrke. Aby sme
minimalizovali mieru ujmy (stresu), imobilizačná komÔrka bude priehl'adná, perforovaná,
plastová, jej vel'kost' bude prispÔsobená vel'kosti zvierat'a a zviera spolu s komÔrkou bude
vloŽené do domovskej klietky.

Metabolicke klietky predstavujÚ čiastočné obmedzenie pohybu. V nami vykonávaných
experimentoch budú zvieratá v metabolických klietkach maximálne 24 hodín, čo podl'a
klasifikácie predstavuje slabÚ Úroveň krutosti. Ako na úrovni fyziologie, tak ani správania,
neočakávame zásadné zmeny u zvierat po 24-h pobyte v metabolickej klietke. Zvieratá nebudú
dávané do metabolických klietok opakovane'

Pri realizácii behaviorálnych testov nepočĺtame s výraznejŠou ujmou u pouŽitých zvierat,
nakol'ko testy budú krátkodobé a neinvazívne'

Nepriaznivý dÔsledok na fyziologické regulácie, zdravotný stav a správanĺe má aj
dlhodobé osvetlenie. To, do akej miery aj vel'mi nízke osvetlenie počas noci ovplyvňuje
fyziologicke regulácie' zdravotný stav a správanie je predmetom výskumu plánovaneho
projektu.

Predpokladaná úľoveň krutosti
lmplantácia telemetrického snímača a odbery krvi budÚ vykonávané v celkovej anestÓzii,
po ktorej zviera nadobudne vedomie' a preto sa klasifikujú ako ,,stredné"' Do kategórie ,,stredné"
patrí podávanie farmák (atropín, propranolol, fenyleÍrĺn a noradrenalÍn), imobilizačný test a test
núteného plávania. Do kategÓrie ,,Slabé" spadajú, z hl'adiska krutosti, test vyvýŠeného bludiska v
tvare plus, test otvoreneho pol'a a pobyt v metabolických klietkach.
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odÔvodnenie

PouŽitie anestézie a analgetĺk

Subkutánne, intraperitoneálne (1 00-200 pl)
a intravenozne (10-50 pl)

PouŽitie anestézie a analgetík. Aby sme
minimalizovali stres, potkany budÚ počas odberu
pod izofluránovou anestéziou.

Štandardný test pouŽĺvaný na hodnotenie
reaktivity kardiovaskulárneho systému na
stresovú zál'až, DĺŽka trvania testu je 30 minÚt.

lde o Štandardizované testy pouŽívané na
získanie informácií o sledovaných formách
správania, v ktorých sú zvĺeratá vystavené iba
krátkodobému strádan iu

lde o štandardizovaný test pouŽĺvaný na získanie
informáciío správaní podobnom Úzkosti, počas
ktorého sú zvieratá vystavené iba krátkodobému
strádaniu

lde o ŠtandardizoVaňý test pouŽívaný na získanie
informácií o vybraných formách vrodeného
správania (explorácii, motorickej aktivite),
správaní podobnom úzkosti a učebných
schopnostiach (habituácii pľedstavujÚcej
najjednoduchšiu formu učenĺa), počas ktoreho sÚ
zvieratá vystavené iba krátkodobém u strádan iu

Krátkodobe obmedzenie pohybu' Maximálna
díŽka trvanĺa pobytu v metabolickej klietke je 24
hodín.

Uroveň krutosti

stredná

stredná

stredná

stredná

stredná

slabá

slabá

slabé

Typ

operácia

Aplikácia farmák

Odber krvi
z chvostovej vény

lmobilizačná komÔrka

Test nÚteného
plávania

Test vyvýŠeného
bludiska v tvare plus

Test otvoreného pol'a

Pobyt v metabolických
klĺetkach
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b) preukázanie sÚladu s poŽiadavkou nahradenia, obmedzenia
a zjemnenia

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahradenie zvierat (Replacement; Zdôvodnenie pouŽitia
pouŽit'zvierat V projekte, zdôvodnenie prečo

alternatívna metoda bez pouŽitia zvierat)
Nakol'ko je experiment zameraný na sledovanie ako lokálnych tkanivových, tak aj systemových
zmien a interakcie medzi cirkadiánnym, kardiovaskulárnym, imunitným a autonomnym
nervovým systémom, pokus nie je moŽné realizovat' na bunkových kultÚrach, ktoré tieto
komplexné regulačné systémy nemajú.

TaktieŽ alternatívna náhrada modelu potkana niŽŠími stavovcami nie je moŽná.
V odbornej biomedicínskej literatÚre, ktorá sa venuje problematike metabolizmu,
kardiovaskulárneho, imunitného a autonómneho nervového systemu je potkan štandardným
a akceptovaným modelom a to ajv kontexte extrapolácie nameraných Údajov na človeka.

Nakol'ko sa o vplyve nízkej intenzity svetla počas tmy na spomínanífyziologické systémy
vie pomerne málo, neexistujÚ ani vhodné matematické modely, ktore by spol'ahlivo popísali
fyziologicke a behaviorálne zmeny v Živých organizmoch. AbsolÚtne vynechanie zvierat
v experimente preto nie je ŽiadÚce. Predpokladáme však, Že nazberané údaje po publikovaní
budÚ v budÚcnosti slÚŽit'aj na vytvorenie spol'ahlivých a ucelených matematických modelov,

Pri výskume nami prezentovaného charakteru nie je moŽne ani absolútne a ani
čiastočne nahradenie zvolenej skupiny/druhu ĺaboratÓrneho zvierat'a. NemoŽno ho realizovat'
ani na bunkových kultúrach a ani za vyuŽitia počĺtačovej simulácie. TaktieŽ v ňom nemoŽno
pouŽit' iný, systematicky niŽšie postavený druh zvierat'a.

2. Redukcia počtu zvierat (Reduction; Zdôvodnenie pouŽitia
určeného počtu zvierat, akým spôsobom sa pouŽĺje redukcia,
objasnenie toho, Že sa pouŽil minimálny moŽný počet zvierat)
Celý projekt je zameraný na nahradzovanie a obmedzenie počtu zvierat v experimentoch.
Telemetricke monitorovanie umoŽňuje kontinuálne sledovanie vybraných kardiovaskulárnych
premenných a pohybovej aktivity u toho ĺstého zvierat'a. Tým sa počet zvierat, v porovnaní
s pouŽitím len histologických a molekulárnych metod, významne redukuje. NavyŠe, telemetricke
meranie umoŽňuje pri snĺmacej frekvencii 2OOO Hz nazberat' aŽ 1O8 Údajov l 24 hodín.

sa nemoze
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Prĺloha č.2

Netechnické zhľnutie pľojektu 4+//, 1- eU

Názov pľojektu:

Nácvik mikľochiľuľgickej cievnej anastomózy

Kloúčové slová: mikľochiľurgia, cievna anastomóza, ľeplantácia' potkan

Učel projektu:

Vysokoškolské vzdelávanie alebo odborne vzdelávanie na účely získania' udľŽania alebo

zlepšenia zručností potľebných na výkon povolania'

Ciele pľojektu:

Y in vivo podmienkach za použitia laboratóľnych potkanov nácvik cievnych anastomóz

vykonávaných pľi zväčšení opeľačného poľa pomocou opeľačného mikroskopu.

Pľínos z vykonaného projektu:

Pľojektom sa zabezpečí získanie, udľŽanie a zlepšovanie chiľuľgických zľučností potľebných

pre výkon mikľochiľuľgie a replantačnej chirurgie.

Dľuh a počet použitych zvieratl

Dospelé potkany (Rattus norvegicus) - s vekom vyšším ako 5 mesiacov a váhou 400-500g;

100 ks

Pľedpokladaný nepľiaznivý vptyv/ujma na použité zvieratá v rámci vykonania

pľojektu:

operačný zákľok pľebieha v celkovej anestézii, je preto bezbolestný. Na konci pokusu sú

zvieratá usmľtené predávkovaním anestetikom.

Pľedpokladaná úľoveň krutosti:

Postupy v pľojekte navrhujeme klasiÍrkovat'do kategóľie ,, bez moŽnosti zotavenia".

I

Spätné posúdenie pľojektu: nie



Uplatňovanie zásad 3R (ľeplacemento ľeduction, ľefinement):

Zásada n ah raditel'nosti :

Neexistuje vhodný umelý model simulujúci reálne podmienky pľe mikľochiľurgickú

anastomózu ciev s priemerom 0,5 až 2 mm. obdobne, aj podmienky na zvieracom a1ebo

ľudskom kadaveľóznom preparáte sú odlišne, Zošívanie ciev na laboľatómom potkanovi je z
hl'adiska nácviku mikľochiruľgie nezastupiteľný (preparácia ľeálnych tkanív, vykonávanie

anastomóz na cievach s ciľkulujúcim kľvným obehom pomocou mikľoinštrumentária

aopeľačného mikroskopu). Lekáľi vykonávajúci projekt budú už disponovať základnými
zručnost'ami s mikĺochirurgických výkonmi dosiahnutými na neŽivých modeloch. Tie však
nepostačujú na eťektívne a bezpečné vykonávanie mikrochiruľgie u l'udí.

Zásada zníženiaz

Zníženie počtu pokusných zvierat je moŽne dosiahnut' optimálnym vyuŽitĺm kaŽdého

laboratóľneho potkana - na jednom potkanovi sa bude ľealizovat' väčší počet cievnych
mikroanastomóz.oizuaprojektu je optimalizov anánaiba nevyhnutne dlhú dobu.

V pľojekte sa prednostne využijú zvieratá z vlastného chovu, ktoľé nie sú vhodné pre iné
projekty (rrapľ. staré zvieratá, vyľadene zvieratá ziných pľojektov, rezervné anadpočetné

zvíerutá ziných projektov schválenýctr Švps SR. Tým sa redukuje nutnost' rozmnoŽovania

zyierat pľe daný projekt.

Zásada zjemnenia:

Projekt je postavený tak' aby bol minirnalizovaný stľes alebo bolest' použitých laboratórnych

zvieraÍ' Zvieratám bude zabezpečená dobrá výŽiva, adekvátne zaobchádzanie školenými
pracovníkmi a vyhovujúci Životný priestoľ s dennou kontľolou životných podmienok.

operačný zákrok bude pľebiehat' v celkovej anestézii, bude pľeto bezbolestny. Na konci
pokusu budú zvieratá usmrtené pľedávkovaním anestetika spôsobilými osobami.

Sfo (,u
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.J Pľíloha 2: Netechnické zhľnutie

Netechnické zhľnutie proj ektu

Názovpľojektu: &?CrG l44 zz1
Vytvoľenie bunkového modelu bariéry kľv_mozgovomiešny mok

Kl1ĺčové slová v pľojekte (max 5 slov): mozgovomiešna bariéľa, bunkový model, patologické
proteíny

Účel projektuz Základný výskum

Podľobný účel postupu:
Bariéra medzi mozgomiechovým mokom a krvou (BCSFB) je selektívna bariera tvorená
epitelovými bunkami choľoidného plexu (CP). Spolu s mozgovo-cievnou baľiérou je CP
nevyhnutný na ochľanu centľálneho nervového systému pľed látkami, ktoľé ciľkulujú u krvno-
obehu ako sú zápalové molekuly, patogény a toxíny. Polaľizované epiteliálne bunky CP vykonávajú
funkcie, ako je transpoľt iónov a živín, sekľéciu proteínových produktov a ochľana pred nápadnutím
mikľooľganizmami. Hlavnou funkciou CP je produkcia a sekľécia ceľebrospinálneĹo moku (CSF) .

Jedná sa o tekutinu bohatú na živiny, ktorá obklopuje mozgové tkanivo, vypĺňa mozgové komoiy
a komoľy miechy v subaľachnoidálnom pľiestoľe. CSF sa pohybuje tokom poháŤnnýÁ arteriálnou
pulzáciou a dýchaním, cez komoľový systém. CSF plní mnoŽstvo doležit}ich funkcií v CNS,
poskytuje mechanickú podporu mozgu' pomáha pľi odstraňovaní vedľajších pľoduktov
metabolizmu a synaptickej aktivity. Z|oženie CSF je pľísne kontľolované. CP je sóhopný regulovať
homeostázu zIoženia CSF (aminokyseliny, vitamíny' minerály, ióny, proteĺný; ľegulaciou pohybu
základných iónov a molekúl a metabolitov zldo CSF. CP má tiež funkciu biochémickej Ĺariéry,
pľetože vylučuje toxické molekuly a lieky z priestoru CNS.
Zvierutá v pľedkladanom projekte budú použité na prípravu pľimáľnych bunkových kultúr, ktoľé
následne budú slúžiť na zhotovenie bunkových modelov. Vytvorený bunkový model bude použiý
pre štúdium testovania prechodu látok cez BCSFB a stanovenia základných faľmakot<ĺnjict<ycĹ
paľametrov testovaných látok. Na základe uvedených paľametrov bude moŽné charakteľizovať
mechanizmus transpoľtu týchto látok cez BCSFB.
Zvierutá budú uvedené do hlbokej anestézie, perfundované pomocou PBS a humĺĺnne usmľtené
pomocou dekapitácie a následne im bude odobľaté mozgové tkanivo. Mozgové tkanivá budú
použité na pľípľavu pľimáľnych gliových, endotelových, epitelových a peľicýových bunkových
kultúr.

opodstatnenost' pokusu a použitie nĺierat v pokuse
Cieľom projektu je vytvoľenie bunkového modelu BCSFB pre potreby štúdia mechanizmu
pľechodu patologických proteínov cezbunky CP. Aby bolo moŽné v pódmienkach in vitro študovať
mechanizmus transpoľtu látok, proteínov, či kľátkych peptidov medzi kľvou a cerebľospinálnou
tekutinou je potľebné vytvoriť vhodný bunkový model.
Pokusy sú navľhnuté v súlade s legislatívnymi a etickými noľmami, ktoré sa vzťahujú na pľácu s
laboratórnymi zvieľatami.

Druhy a počty použifých nieratv pokuse:
Pľe účely projektu sa bude pľipúšťať 20 samicl mesačne, samičky sa budú použivať opakovane,
preto celkovo pouŽijeme l20 samíc f 10 samcov na pľipúšťanie.
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Príloha 2: Netechnické zhrnutie

V pravidelných týŽdňových inteľvaloch bude použitých 20 6-10 týždť1ových zvierut. Počet zvierat
zohľadňuje potrebu pľavidelnej prípľavy viaceľých bunkových kultúr. Celkovo bude použitých 960
myší (samcov).

Pľedpokladaný nepľiaznivý vpýv/ujma na použitérvieratáv rámci vykonávania projektu:
Zvieratám nebude počas experimentu aplikovan á žiadna látka. Zvieratá budú uvedené aä ľrtuotei
anestézie (intraperitoneálnou aplikáciou anestetik), tľanskaľdiálne peľfundované s následným
odbeľom mozgového tkaniva na prípravu kultúr.

Manip ulúcia so zvieľatami:

Zohl'adnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulácii so zvieratami sa budú dodržiavať intemé štandaľdné pľacovné postupy.
So zvieratami sa bude zaobchádzať humrĺnne a nebude sa im vyvíjať pľebytočnýstľes. Zvieratísú
chované v podmienkach vyhovujúcich ich fyziologickým a sociálnym potľebám. Staľostlivosť o
zvieratá zabezpečujú osoby, na ktoré si zvieratá zvykli. V zverinci je denne kontľolovaný a
monitorovaný zdravotný stav a pohoda zvierat. Pľi prejavoch zmien zdravotného stavu veterinárny
lekáľ upovedomí vedúceho expeľimentu o prípadnej potľebe vyľadiť zviera z expeľimentu ä
pristupiť k humánnemu usmľteniu zvieraťa.

Redukcia: V navľhovanom experimente budeme využivať zvieratá z vlastného chovu tak, aby sa
minimalizoval počet pokusných zvĺerat a aby sa nemuseli používať extra zvietatá napľipúšťánie,
takisto sa budú samičky pouŽívať opakovane. Stanovený počet zvierutje minimaliz^oväný v čo
najvyššej možnej mieľe azátoveňzabezpečujúci štatistickú relevantnosť dósiahnutých výsledkov.

2

Zaradenie podlta
krutosti
slabá

slabá

stredná

stľedná

vplyv nanĺieta

lx mesačne sa budú pripúšt'ď samice na účely
pľojektu. Cyklus samičiek sa bude hodnotiť na
základe stupňa opuchu azačewenania pošvy
exteľným pozorovaním. Samice v štádiu
proestra vložíme do klietok ku samcov a na
druhý deň ľáno sa zhodnotí prítomnosť
vaginálnej zátky, ktorá deteguje pľiebeh

Priľodzené
tandardná metóda. Kľátkodobý miemy stres

spôsobený manipuláciou a obmed zenim
pohybu. Bolesť slabá. Tľvanie 30 sekúnd.

Štandaĺdnámetóda. Zvieru sa v celkovej
anestézii tľanskardiálne perfunduj e
štandardným ľoztokom (PBS) s následným
odbeľom mozgového tkaniva. Prebehne
v celkovej anestézii, zktorej sazvierauž
nepľebudí. Bolesť stredná

Celkové hodnotenie kľutosti štúdie

Chaľakteľistika postupu

Cyklus pľipúšt'ania

Kľátkodobá fixácia
a intraperitoneálna
injekcia anestetík

Transkaľdiálna perfúzia
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Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost' dejov odohrávajúcich sa v organizme, je potrebné
vytvoľenie funkčného bunkového modelu' ktoľý bude pozostávať zprimélmych bunkových kultúľ
a bude schopný vytvoriť čo najpresnejší obľaz situácie odohĺávajúcej sa v mozgu. Vytvoľený
bunkový model bude pouŽity pľe štúdium testovania pľechodu látok cez BCSFB a stanovenia
základný ch faľmakokinetických parametrov testovaných látok..

Zásada nahraditelhosti n ieľat
Pľe hľadanie altematívnej metódy sme pouŽili nasledovné registľe medzinárodne oveľených a
uznaných alteľnatívnych metód (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenašli žiadnu alteľnatívnu
metódu, ktoľú by sme mohli pouŽiť vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykonávať experimenty
nazvieratách. Zvieratá nebudú vystavené opätovnému použitiu ani kumulatívnemu účinku.

Utľpenie veľsus pľínos
Zvieratá v danom experimente nebudú vystavené utľpeniu, všetky odbery tkanív sa uskutočnia
v hlbokej anestézii. Zvieratá budú humĺĺnne usmľtené. Výsledky získané z plánovaného
experimentu môžu významne napomôcť pochopeniu patologických pľocesov v CNS.

Zač:iatokpokusu je plánovaný na4.7.2019 abude sa realizovať do 31.6. 2O2O.

Zvieratá nebudú vystavené opätovnému použitiu.

Pľojekt nevyžaduje spätné posúdenie (podľa Naľiadenia vlády sP.é.377l2Ol2 Z.z.).
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