NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Malé proteiny blokujici drahu IL-23/IL-17 jako inhibitory stfevniho zanétu sekretované probiotickymi bakteriemi

Doba trvani projektu pokust v mésicich 36

Klicova slova zanétlivé onemocnéni stieva
malé vazebné proteiny Lactococcus lactis

0 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]

Translacni a aplikovany vyzkum: Poruchy imunity u lidi [PT28]
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Cile projektu pokusut

Ovéfit ucinek blokatort IL-17/IL-23/IL-22 na prabéh akutni kolitidy monitorovanim klinického stavu a hodnocenim vybranych
imunologickych a histologickych parametra.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Navrzené experimenty pomohou identifikovat vhodné vazebné blokatory schopné inhibovat prozanétlivé signalizaéni drahy IL-17/IL-
23/IL-22 a mohou tak pfispét k navrhu efektivnéjsi terapie akutni kolitidy, jejiz forma zalozena na aplikaci modifikovanych
Lactococcus lactis, které inhibitory uvolfiuji do lumen stfeva, je slibnou neinvazivni cestou |é&by.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

U zvifat bude chemicky indukovana akutni kolitida (dextransulfat sodny v pitné vodé nebo trinitrobenzensulfonova kyselina rektalni
aplikaci) a jeji pribéh bude modifikovan podanim rekombinantnich proteinovych inhibitorti IL-17/IL-23/IL-22 ve formé solubilnich
proteini nebo ve formé vektoru - probiotickych bakterii Lactococcus lactis. Aplikace testovanych terapeutik bude formou gavage,
oralni, v pitné vodé u laktokokl a solubilnich inhibitor(i a ve formé intraperitonealni injekce u solubilnich inhibitort. Experimentalni
akutni kolitida bude u kazdého zvifete navozena pouze jednou a doba experimentu bude podle modelu od 6 do 21 dn(.

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

Indukci akutni kolitidy dojde u zvifat k redukci hmotnosti, prdjmu a pfipadné mirnému krvaceni. Tentostav bude trvat dle planu od 5
do 20 dng.

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

Po ukonéeni postupu budou zvifata usmrcena.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Experiment na zvifeti je nezbytny, nebot neexistuje zadny alternativni in vitro prediktivni model, ktery by umoznil spolehlivé
predpovédét efekt vazebnych blokatort na pribéh a zavaznost akutni kolitidy a zmény v imunologickych a histologickych
parametrech.

Omezeni pouzivani zvirat

Budou pouzity inbredni linie mySi, ¢im se zabezpedi sniZzeni genetické variability a maximalni homozygotnost zvifat, a tim se snizi
pocet zvifat pro dany pokus.

Zvifata budou v SPF kvalité a tim se zabezpecéi snizeni rizika modifikace vysledkd v disledku onemocnéni.

Experimenty byly konzultovany s dalSimi laboratofemi LF UP Olomouc a byla nabidnuta moznost vyuziti organt z mySich kadavera
v dobé ukonéeni experimentd. Konkrétné budou vyuzity kostni dfené pro izolaci dendritickych bunék.

Do jednotlivych pokusnych skupin bude fazen minimalni mozny pocet zvifat, coz podle statistické predikce pocitané ze standardni
deviace pfi pouZiti t-testu a hodnoté prahu vyznamnosti 0,05 odpovida 5 az 8 kusim na jednu skupinu (Festing M and Altman D.
ILAR J. 2002 43(4):244-58; Dell et al., ILAR J. 2002 43(4):207-13).

Inicialni skrinovaci experimenty REX-, ILP-, ARS-, Fynomer-, IL-22R1-vaZici proteiny a IL-22 exprimované z LAB, neoSetfené
kontroly - celkem 13 skupin preparatu (v priméru dva nejlepsi preparaty za kazdou skupinu) bude testovano ve tfech cestach
administrace (gavage, oralni, v pitné vodé) a dva druhy mysi pro DSS model (BALB/c a C57BL/6JOlaHsd) celkem 390 mysSi (pfi 5

Setrné zachazeni se zvitaty

S laboratornimi zvifaty se naklada dle pravidel uvedenych v zakonu €. 359/2012 a vyhlasce €. 419/2012, kde je jasné vymezen
zplisob o nakladani s laboratornimi zvifaty. Jednotlivé experimentalni pokusy — indukce akutni kolitidy a odbér biologickych vzork(
jsou jen mirné bolestivé zakroky a tyto budou provadéni podle standardl prace s laboratornimi zvifaty. Zakroky, pfi kterych bude
pouzita sonda do zaludku nebo pfes rektum do stfeva, budou provadény v celkové anestezii. Terminalni odbér krve a vybranych
organl bude proveden v celkové anestezii. Mysi budou denné monitorované veterinarnim lékafem a nebudou cilené vystavené
utrpeni. V pfipadé trvalého poskozeni zdravotniho stavu mysi v pribéhu pokusu bude zvife humanné utraceno. Postupy planované
v experimentu zahrnuji jak neinvazivni metody (aplikace blokator(/bakterii v pitné vodé), tak i mirné invazivni metody (indukce
akutni kolitidy aplikaci TNBS trubickou pfes rektum, aplikace bakterii sondou do Zaludku, vpichy injekéni jehly). Mirné invazivni
metody budou provadény v celkové anestezii (ketamin-xylazin - my$ intraperitonealné ketamin 80 mg/kg + xylazin 15 mg/kg.
Techniky odbéru krve jsou minimalné invazivni a proto neni nutné pouzit znecitlivéni nebo anestezii. Terminalni odbér krve
(terminalni vykrveni z axilarnich cév) a vybranych organ(i bude proveden v celkové anestezii. Po ukonéeni odbéru vSech vzorku

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mala laboratorni zvifata pfedstavuji klicovy model studia procest zahrnutych ve vyvoji akutni kolitidy. A¢koliv vyvoj nemoci u
zvifecich modelld neodpovida pfesné mechanismu pozorovaného u lidi, vyuziti mysich modeld predstavuje nejefektivnéjsi zplisob,
jakym studovat patogenezy onemocnéni a hodnotit u¢innost moznych terapeutickych postupu. V experimentu budou vyuzity
laboratorni mysi BALB/c nebo C57BL/6JOlaHsd (18 - 22 g, 620 ks).




