NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Studium orofacialni neuropatické bolesti na modelu ligatury nervus infraorbitalis u potkana

Doba trvani projektu pokust v mésicich 60

Klicova slova orofacialni hyperalgezie
neuropaticka bolest chemokiny

ligatura nervus infraorbitalis 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Nervova soustava [PB3]
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Cile projektu pokusut

Cilem projektu je studium bunéénych zmén a zmén v detekci a expresi vybranych chemokint (CX3CL10, CXCR3, CX3CL13,
CXCRS5, CXCL12, CXCR4, CXCL1, CXCR2) a TLR7, TLR8 na drovni prvnich tfi neurona trigeminalni drahy po unilateralni IONL.
Vybrané chemokinové systémy hraji roli v senzitizaci neuront trigeminalni drahy, ¢imz se mohou stat terapeutickym cilem v [é¢bé
trigeminalni hyperalgezie. Zakladni vyzkum pfinasi nové poznatky o regulaci zanétlivych mediator( a jejich mozném ovlivnéni v
neuronech, coz je nezbytné v rozvoji novych klinickych pfistupl, vedoucich ke sniZeni rizika vzniku trigeminalni neuropatické
bolesti.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Trigeminalni neuropaticka bolest zpisobena poskozenim nervus trigeminus je v porovnani s ostatnimi typy neuropatické bolesti
velmi intenzivni a extrémné zatéZujici. Vétsina dosud publikovanych experimentalnich vysledkd, popisujicich bunééné a
molekularni zmény, vedouci k rozvoji neuropatické bolesti, je zalozena na modelu poranéni misnich nervii. Dosavadni
experimentalni studie zabyvajici se mechanismy vzniku trigeminaini neuropatické bolesti jsou velmi omezené. Projekt mize pomoci
s vyuzitim vybranych chemokinovych systém( k potlaceni rozvoje trigeminalni hyperalgezie a Ié€bé orofacialni neuropatické bolesti.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Jako model orofacialni neuropatické bolesti (TNP) bude zvolena ligatura nervus infraorbitalis (IONL).

Po uvedeni zvifat do celkové anestézie (smési ketaminu - Narkamon 100 mg/ml (0,4 ml) a xylazinu — Rometar 20 mg/ml (0,2 ml),
i.p.) jim bude provedena operace modifikovanym postupem dle Vos et al. (1994). Bude jim odstranéna srst z levé strany tvare, v
oblasti mezi medialnim o¢nim koutkem a nosni dirkou. Za pouziti operacniho mikroskopu Zeiss bude proveden horizontalni fez ve
stfedu této spojnice. Po rozvlaknéni svalu se v hloubce objevi nervus infraorbitalis (ION) vystupujici z fissura infraorbitalis, ktery se
zde nasledné podvaze dvéma ligaturami (6-0 Ethicon) za aseptickych podminek. Rana bude poté zasita a oSetfena Betadinou.
Béhem prvni faze experimentu budou na zvifatech provadény behavioralni testy. Prahova hodnota mechanické hyperalgezie bude
méfena v oblasti hmatovych vousl modifikovanou metodou dle Vos (1994). Potkani budou aklimatizovani 2 hodiny pfed méfenim v
Cirych plastovych boxech kvili adaptaci na nové prostfedi. K méfeni bude pouzita vzestupna fada Von Freyovych monofilament
(Semmes-Weinstein Monofilaments, North Coast Medical, Inc., USA). Na oblast hmatovych vousu, inervovanou ION, bude
manualné aplikovano kazdé vlakno ffikrat na dvou riznych mistech (interval asi 1 s), s intervalem 5 minut mezi jednotlivymi

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

Bé&hem experimetu oéekavame, Ze zvifata budou pocitovat riznou miru bolesti, v zavislosti na rozsahu poskozeni. Déle se u nich
muze objevit stres, snizena chut k jidlu a snizena aktivita. Negativni projevy chovani a zdravotniho stavu se budou v prabéhu
pokusu vracet k normalnimu stavu.

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

Eutanazie bude realizovana oxidem uhli¢itym. Likvidace mrtvych zvifat je organizovana LF MU. Mrtva zvifata jsou ukladana
pFedepsanym zptisobem do mraziciho boxu pro kadavery oznageného VZP.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Zadnou z alternativnich metod (napk. bun&é&nou linii) neni mozno v nasem pfipadé uplatnit jako adekvatni nahradu pokustl. Nase
experimenty jsou zaméfeny na studium buné&énych a molekularnich zmén, které Ize modelovat pouze v podminkéach organismu in
vivo. Po prostudovani informaci ,European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing“ (https://eurl-
ecvam.jrc.ec.europa.eu/) jsme zjistili, Ze zde neni uvedena validovana metoda, ktera by nahradila navrhované pokusy na zvifatech
(Cerven 2021).

Omezeni pouzivani zvirat

\/ kazdé pokusné skupiné bude pouZit pouze nezbytny poc&et zvifat nutnych ke sprdvnému statistickému vyhodnoceni. Navrhované
schéma pokusu minimalizuje pocty experimentalnich zvifat, kterd budou pouZita pro experimenty in vivo. Z davodu statistické
validity vysledk( experiment( neni mozné dale snizit pocty zvifat, coZ potvrzuje i dostupna védecka literatura véetné publikovanych
protokolU (ovéfeno v databazich Medline PubMed a Web of Science, Cerven 2021)..

Setrné zachazeni se zvitaty

Pokusné zvife bude po pfineseni do laboratofe ponechano pred zahajenim pokusu v klidu minimalné 30 min. Anestezie bude
provedena injekéné a zvife pak bude ponechano v klidu az do pIiného nastupu U&inku anestetik. Pfed zapocetim pokusu bude
hloubka anestezie a necitlivost k bolestivym podnétim ovérena— pokus bude zahajen pouze v pfipadé absence jakékoliv reakce.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Zvifeci modely jsou zasadni pro pochopeni mechanismu neuropatické bolesti a pro vyvoj u¢inné terapie. Pfi vzniku neuropatické
bolesti dochazi k rozvoji fady bun&cnych a molekularnich zmén, které nejsou zachytitelné in vitro modely. Vzhledem ke
komplexnosti jsou zédsadni in vivo experimentalni zvifeci modely. NejpouzivanéjSimi zvifaty u studii trigeminalni neuropatické
bolesti jsou potkan a myS$. Vzhledem k pfedchozim zkuSenostem jsme zvolili model na potkanech, ktery mame prostudovany. V
pribéhu vSech pokust béhem pétiletého ¢asového obdobi planujeme vyuzit 530 ks potkanich samct kmene Wistar hmotnosti 250 -
270 g, na kterych bude proveden model orofacialni neuropatické bolesti. Pro experimenty bude pouzito 106 zvifat rocné, coz je
minimalni pocet pro statistické vyhodnoceni experimentu. Navrhovany model je standardné pouzivany renomovanymi svétovymi
pracovisti. Po prostudovani informaci ,European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing” (https://eurl-
ecvam.jrc.ec.europa.eu/) jsme zjistili, Ze zde neni uvedena validovana metoda, ktera by nahradila navrhované pokusy na zvifatech.




