NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Schopnost probiotik normalizovat pozménéné funkce neutrofild zpisobené podanim antibiotik na mysim experimentalnim modelu

Doba trvani projektu pokust v mésicich 24

Klicova slova slizniéni imunita
gut-brain-axis (draha stfevo - mozek) zanétliva onemocnéni
antibiotika probiotika

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]

0

Translacni a aplikovany vyzkum: Gastrointestinalni poruchy vcetné jater u lidi [PT26]

0

Cile projektu pokusut

Cilem projektu je charakterizace vlivu dysbidzy (poruchy v zastoupeni mikroorganism( a jejich funkénich vlastnostech) indukované
podanim antibiotik na vzajemnou interakci mezi mikrobiotou (nékdy oznacovanou star§im terminem mikrofléra) a imunitnim
systémem hostitele se specialnim zaméfenim na propor¢ni a funkéni charakteristiky kliCovych populaci bunék pfispivajich k
udrzeni rovnovaznych interakci ve stfevé (neutrofili, regulaénich bunék a pfirozenych lymfoidnich bunék typu IlI).

Bude testovan vliv rtiznych probiotik na interakci v s mikrobiotou a obnovu mikrobialniho sloZeni po podani antibiotik. Rovnéz bude
sledovat vliv podavani probiotik na obnovu homeostatickych interakci mezi mikrobitou a imunitnim systémem hostitele. Dysbiéza
mUze rovnéz ovlivnit i samotné chovani pres tzv. draha stfevo - mozek. Pro pochopeni viivu dysbiézy a schopnosti probiotik obnovit
mikrobialni slozeni a funkce mikrobioty budou na mysim modelu studovany zmény v chovani pomoci tvz. behavioralnich testa.
Planujeme charakterizovat vliv antibiotik na zménu funk&nich vlastnosti neutrofili (fagocytéza, migrace, tvorba neutrofilnich pasti).
Vliv probiotik na obnovu proporéniho zastoupeni a funkénich vlastnosti neutrofilli bude charakterizovan pomoci pritokové
cytometrie a mikroskopie.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

V soucasné chvili neni jasné, jak podani antibiotik ovlivni vzajemné rovnovazné vztahy (homoeostatické intrakce) mezi mikrobitou a
imunitnim systémem hostitele. Budeme charakterizovat mozny prospésny vliv probiotik na indukci obnovu homoestatickych
interakci mezi mikrobiotou a imunitnim systémem hostitele. Casné postnatalni obdobi je klisové pro vznik stabilni mikrobioty a
nastaveni vzajemnych rovnovaznych interakci mezi imunitnim systémem hostitele a vznikajici mikrobiotou. Pravé podavani
vhodnych probiotickych kmenl mize podpofit jak vznik stabilni mikrobioty tak vzajemnych rovnovaznych interakci mezi imunitnim
systémem hostitele a mikrobiotou.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Mysi inbredniho kmene BALB/c a C57BL/6 jsou vhodnym modelem pro studium vlivu antibiotik na zménu homeostatickych interakci
mezi imunitnim systémem a mikrobiotou. MySim budou podavany antibiotika pro indukci disbiézy a zménu v imutnich reakcich.
Nasledné budou nékterym mysim podana probiotika pro obnovu mikrobialniho slozeni a homeostatickych interakci. V letech 2021 -
2023 pouzijeme maximalné 1200 ks zvifat v§ech kmenu. Tento pocet je na Urovni minimalniho poc¢tu umoznujici ziskat statisticky
relevantni vysledky.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Organy pro nasledné analyzy budou odebrany ze zdravych zvifat po eutanazii, tj. zvife nenabude védomi. NeoCekavame zadné
zavazné negativni UCinky na zvifata. Indukovana dysbiéza ovlivni homeostatické imunitni reakce. Nicméné neplanujeme nechat
rozvinout zavazna onemocnéni u mysi zpusobena indukcni dysbidzy.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Po provedeni pokusu budou zvifata usmrcena (pfedavkovani anestetiky, oxid uhlicity, cervikalni dislokace) a odevzdana do
kafilerniho boxu 1. LF UK pro odvoz asanacni sluzbou, se kterou ma pracovisté smlouvu.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Alternativni metody nam neumozriuji sledovat tak komplexni fyziologické, imunologické a metabolické déje, jakymi je interakce
mikrobiomu s imunitnim systémem a vliv této interakce na prostfedi zanétlivého infiltratu, a proto nemohou nahradit navrhované
pokusy.

Omezeni pouzivani zvirat

\V ramci celého projektu pouzijeme maximalné 1200 ks mysi. Zvifata budou pouzivana v minimalnich poc&tech, které umozni
statistické vyhodnoceni rozdild mezi skupinami. Pokud to bude mozné, tak budou sdileny vzorky ziskané v experimentech. Spojeni
studia rGznych forem zanétu feSené v ramci projektu umozni nejen neobvyklé synergie, ale i redukci poctu zvifat. Planovani
paralelnich experiment(, jak je popsano vyse, dale umozni redukci zvifat. Analyzou vétSiho poc¢tu parametrli najednou (pouziti
modernich, citlivych metod) docilime dalsi redukce potfebného poctu zvifat. Viastni zkuSenosti s podobnym typem experimentl a
udaje v literatufe nam umoznily naplanovat minimalni pocet zvirat, ktera potfebujeme k dosazeni signifikantnich vysledku.

Setrné zachazeni se zvitaty

VeSkera manipulace se zvifaty bude co nejohleduplnéjsi a co nejméné narusujici pfirozené potfeby zvifat. Podavani probiotik a
antibiotik nevyzaduje anestezii.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi inbredniho kmene BALB/c a C57BL/6 jsou vhodnym modelem pro studium komplexnich interakci mezi mikrobitou a imunitnim
systémem hostitele. V ramci experimentu budou vyuzity jak dospélé mysi (6-8 tydn() tak novorozené mysi, nebot’ expozice
probiotickym mikrobim ¢asné po narozeni je nezbytna pro studium vlivu mikrob( na vyvijejici se imunitni systém a citlivost k
zanétlivym chorobam v dospélosti, coz také napovidaji nase pfedchozi zkuSenosti s t€mito modely. A pravé podani antibiotik v
Casném postnatalnim obdobi mdze zadsadnim zptsobem ovlivni vyvoj homeostatickych imunitnich reakci s potencialnim rozvojem
imunopatologickych reakci vedoucich ke vzniku onemocnéni s imunitni podstatou. V ostatnich modelech nemoci budou pouzity
dospéla zvifata (6-8 tydnu).




