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Nazev projektu pokusu

Popaleni u mysi (Scalded mice model)

Doba trvani projektu pokust v mésicich 60

Klicova slova model popaleni
mysi opioidni receptory
chemokiny cytokiny

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Nervova soustava [PB3]

0

Zakladni vyzkum: Multisystémové [PB11]

0

Cile projektu pokusut

Cilem projektu bude sledovani vybranych prozanétlivych chemokin (CCL2, CCL21, CXCL12, and a CXCR4), prozanétlivych
cytokinu (s IL-1b, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-12p70, IL-17, GM-CSF, KC, MIP-1a, RANTES, a TNF), protizanétlivych cytokind (IL-10, G-
CSF, and IFN-c) a opioidnich receptort (MOR, KOR a DOR) imunohistochemickymi metodami a metodami molekularni biologie
(Western blot, PCR). Dale bude elektrofyziologickymi metodami prokazovana pfitomnost funkénich opioidnich receptord (MOR,
DOR a KOR) v kuzi experimentalnich zvifat. [

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Model popaleni se pouziva ke studiu popaleninovych infekci a jejich 1éEbé. Popaleni indukuje relativné jedineény komplex zmén,
ktery vyznamné méni funk&ni stav imunitniho systému. Sou€asna Ié€ba popalenin se soustfeduje na IéEbu komplikaci, jako je
infekce, bolest a poruchy hojeni.

Opioidy jsou stale Iékem prvni volby pfi zvladnuti bolesti u popalenin. Rizné opioidy se vsak lisi ve své schopnosti potladit rozvoj
bolesti nejen pro jejich vazbu na rdzné opioidni receptory, ale také protozZe aktivuji riizné intracelularni signaini cesty i po navazani
na stejny receptor. Pouziti opioid( jako analgetik také muze vést k negativnim efektim, které komplikuji 1éCbu, véetné rizika
rozvoje tolerance a indukce hyperalgézie. Navic popaleni zpUsobuje takové molekularni zmény, které mohou vést k redukci
antinociceptivniho potencialu opioidd. To muze byt zplsobeno snizenim exprese opioidnich receptord. Proto budeme sledovat
vSechny tfi zakladni opioidni receptory (MOR, KOR, DOR). Cilem soucéasnych studii je vSak také identifikace novych neopioidnich
pfistupu k Ié¢bé bolesti zaloZzenych na zmé&nach molekularnich mechanism, ke kterym u popalenin dochazi. Je prokazano, ze v
zavislosti na zavaznosti tepelného poskozeni dochazi ke zménam jak vrozené, tak ziskané imunitni odpovédi, které méni

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

K experimentam budou mysi rozdéleny do skupin podle rozsahu % télesného povrchu pfi popaleni (TBSA). K vypoctu celkového
télesného rozsahu se pouziva tzv. Meeh’s formula A = KW 7, kde A je celkovy rozsah v naSem pfipadé pocitany v cm?, K je
specificka konstanta pro jednotliva zvifata. Pro mysSi je 10. Z vypoctu vyplyva, Ze pfi hmotnosti jedince 30 g je celkovy télesny
rozsah 90 cm?. Obecné vSak plati pravidlo, Ze popalenim nesmi byt pfekrocen rozsah 35 % télesného povrchu (TBSA).

Jako model jsme zvolili model oparfeni mysi (scalded mice model). V modelu se pouzije 50 ml plastova zkumavka na centrifugu s
drzadlem, ve které je vytvofeno okénko pfislusnych rozmért (viz.nize), a dale vodni lazeri, do které bude zkumavka s
experimentalnim zvifetem ponorena.

Po uvedeni zvifat do celkové anestézie (smési ketaminu a xylazinu i.p.) jim bude odstranéna srst z dorzalni a ventraini ¢asti téla.
Dale budou zvifata rozdélena do &ty skupin: naivni, 10 % TBSA, 25 % TBSA a sham operovani. K patefi jim bude subkutanné
aplikovan fyziologicky roztok (1 ml) jako prevence poskozeni michy. Zvifata budou umisténa do velké plastové laboratorni
zkumavky na centrifugu s okénkem vystavujici pouze pfedem stanovenou plochu povrchu kuze, jak bylo vypocitano Meehovou

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

Druh zvirat Nenabude

. : Mirna Stredni Zavazna
védomi

mys$ laboratorni (Mus musculus) [A1] 0 0 0 500




[lo 0 0 0 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Eutanazie bude realizovana formou predavkovani anestetika nebo oxidem uhli€itym. Likvidace mrtvych zvifat je organizovana LF
MU. Mrtva zvifata jsou ukladana pfedepsanym zpusobem do mraziciho boxu pro kadavery oznac¢eného VZP a nasledné odvazena.

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.

Omezeni pouzivani zvirat

\V kazdé pokusné skupiné bude pouZit pouze nezbytny pocet zvifat nutnych ke spravnému statistickému vyhodnoceni.
Navrhované schéma pokusu minimalizuje poc&ty experimentalnich zvifat, ktera budou pouzita pro experimenty in vivo. Vzorky pro
imunohistochemickou detekci se odebiraji z nafixovaného zvifete (za pomoci Zamboniho fixaéniho roztoku), vzorky pro Western
Blot se odebiraji z fresh materialu (tzn. bez fixace) a vzorky pro elektrofyziologické vySetfeni se odebiraji ve specialni
elektrofyziologické laboratofi. Z toho vyplyva, Ze vyzaduiji jiny zplsob usmrceni zvifete a postup pfipravy, tudiz nemohou byt
odebrany ze stejné pokusné skupiny zvifat. Z davodu statistické validity vysledkd experimentl neni mozné dale snizit pocty zvifat,
coz potvrzuje i dostupna védecka literatura véetné publikovanych protokold (ovéfeno v databazich Medline PubMed a Web of
Science, bfezen 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




U studii popalenin jsou in vitro modely omezené ve schopnosti zachytit vSechny aspekty patofyziologie popalenin. Popaleniny
vyvolavaji strukturalni a funkéni zmény v fadé organovych systému. Vzhledem ke komplexnosti a vlivu na vice organt jsou zasadni
in vivo experimentalni zvifeci modely. | pfes nékteré zasadni rozdily je stale nejpouzivanéjsi mysi model. Nejvétsi vyhodou je nizka
morbidita diky krat$i dob& hojeni a dobré imunit&. Zadnou z alternativnich metod (nap¥. bunéénou linii) neni mozno v nasem
pfipadé uplatnit jako adekvatni ndhradu pokus(i. Nase experimenty jsou zaméfeny na studium bunéénych a molekularnich zmén,
které Ize modelovat pouze v podminkach 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.




