NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Interakce mikrob( s imunitnim systémem stfévni sliznice a jeji dusledky pro zanétliva onemocnéni

Doba trvani projektu pokust v mésicich 24

Klicova slova slizniéni imunita
mikroby zanétliva onemocnéni
0 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]

0

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

0

Cile projektu pokusut

Hlavnym cilem téchto experimentl je studovat mechanismy, jak probiotika interaguji s pfirozenou i adaptivni imunitou hostitele.
Budeme porovnavat terapeuticky G¢inek dvou rdznych probiotickych E. coli na zvifecim modelu zanétu stfeva (kolitida) a
extraintestinalnim zanétu (artritida) a imunitni reakce vici t¢émto mikroblm (mistni produkce AMP a cytokin(l). Soucasti projektu je
také analyza, jak se tento ucinek pfenasi ze stfeva do mista zdnétu a zda mikrobialni slozky, jako jsou vezikuly vné&jSi membrany
Ize pouzit misto zivych baktérii. Zaméfime se také na zmény adaptivniho imunitniho systému - regulaéni a

efektorové T buriky. Studovat budeme také vliv mikrobialnich slozek na schopnost vrozené imunity Fidit asnou stimulaci T bunék
pomoci pokroc€ilych metod experimenty in vitro.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

\/ sou€asné chvili neni jasné, jak €asné intervence probiotickymi mikroby ovlivni vyvoj imunitniho systému a citlivost k imunitné-
podminénym chorobam, jakymi jsou choroby zanétlivé, alergické a autoimunitni. Z epidemiologickych dat ale vypliva, ze pro
odolnost vici témto chorobam je nezbytna intervence v ¢asném détstvi a Ze ovlivnéni slizni¢niho imunitniho systému stfeva dokaze
ovlivnit i zanétlivé procesy mimo stfevo. Tyto znalosti by v budoucnu mohly vést k prevenci téchto zavaznych onemocnéni. Ziskané
znalosti by v budoucnu mohly vést k prevenci téchto zavaznych onemocnéni.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Mysi inbredniho kmene BALB/c a C57BL/6 jsou vhodnym modelem pro studium experimentalnich zanét. Mysi deficitni pro
vyznamné imunomodulaéni molekuly (TLR4def, IL-1beta KO) jsou vhodné zejména pro detailni studium molekularnich
mechanismu a mySi gnotobiotické (bezmikrobni a kolonizované definovanymi mikroby) jsou vhodné pro studium interakci mezi
mikroby a hostitelem. Bezmikrobni mysi také umozniuji pfenos mikrobiomu i cilenou kolonizaci jednim typem mikroba. Mysi deficitni
na bunky adaptivni imunity (tzv. SCID fenotyp; napf. RAG2KO nebo NRG) jsou navic vhodné pro studium vlivu adaptivni imunity
(absence T a B lymfocyt( a adoptivni transfer izolovanych bunék) a pro indukci transferového modelu stfevniho zanétu pomoci
transferu bunék syngenniho darce a tak ke studiu mechanisma bunééné imunity. V letech 2021 -2023 pouzijeme maximalné 1000
ks zvifat vSech kmen(. Tento pocet je na Urovni minimalniho po¢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. V experimentech se
stfedni zavaznosti zvifata mohou pocitit déletrvajici mirnou bolest a diskomfort zplsobeny indukci zanétu ¢&i vlivem Iécby . U
zavaznych experimentll mohou experimentalni zvifata citit déletrvajici bolest a v ojedinélych pfipadech mize dojit k smrti
experimentalnich zvifat pfed vlastnim ukon&enim pokusu (zejména v pfipadé akutni kolitidy indukované TNBS).

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

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

mys$ laboratorni (Mus musculus) [A1] 60 140 800 0
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
Druh zvitat . , s Navraceni do chovu, do . .
Opétovné pouziti Y. . o~ Do zajmového chovu
prirodniho stanovisté

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

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Po provedeni pokusu budou zvifata usmrcena (pfedavkovani anestetiky, oxid uhlicity, cervikalni dislokace) a odevzdana do
kafilerniho boxu MBU AV CR (Praha) pro odvoz asanaéni sluzbou, se kterou ma pracovi§té 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 1000 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. SlozitéjSi manipulace
budou probihat v celkové anestezii.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi inbredniho kmene BALB/c a C57BL/6 jsou vhodnym modelem pro studium experimentalnich zanét. Mysi deficitni pro
vyznamné imunomodulaéni molekuly (TLR4def, IL-1beta KO) jsou vhodné zejména pro detailni studium molekularnich
mechanismu a mysi gnotobiotické (bezmikrobni a kolonizované definovanymi mikroby) jsou vhodné pro studium interakci mezi
mikroby a hostitelem. Bezmikrobni mysi také umozriuji pfenos mikrobiomu i cilenou kolonizaci jednim typem mikroba. Mysi deficitni
na buriky adaptivni imunity (tzv. SCID fenotyp; napf. RAG2KO nebo NRG) jsou navic vhodné pro studium vlivu adaptivni imunity
(absence T a B lymfocyt a adoptivni transfer izolovanych bunék) a pro indukci transferového modelu stfevniho zanétu pomoci
transferu bunék syngenniho darce a tak ke studiu mechanismi bunééné imunity. Expozice probiotickym mikroblim ¢asné po
narozeni je nezbytna pro studium vlivu mikrobd na vyvijejici se imunitni systém a citlivost k zanétlivym chorobam v dospélosti, coz
také napovidaji naSe pfedchozi zkuSenosti s t€mito modely. V ostatnich modelech nemoci budou pouzity dospéla zvifata (6-8
tydnu).




