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NAZOV PROJEKTU

Uloha pohlavnych horménov pri infekciach mogovych ciest

CIEL PROJEKTU

Cielom projektu je identifikacia molekuldrneho  mechanizmu  rb6znych
antimikrobialnych efektov steroidov na uropatogénne baktérie, ¢o ma vyznam nielen pre mozné
odhalenie pri¢in a potencialnych terapeutickych cielov u pacientov s infekciami mocovych
ciest, ale moze prispiet’ k nastaveniu rozdielnej lieCby u zien a muzov. Na§ projekt bude
realizovany vyhradne na experimentalnych zvieratach, pretoze ich pouzitie je v stéasnosti
jedinou moznostou ako adekvatne pozorovat apopisat’ dané mechanizmy. Budeme
kombinovat’ jednotlivé faktory takym spdsobom, ako sa to deje priamo u pacientov, hoci to
nesporne zvysuje variabilitu a komplikuje interpretaciu. Zaroven vSak znizuje riziko klinicky
irelevantnych vystupov, ktoré nie su reprodukovatel'né kvoli mnohym Specifickym faktorom

ako je napr. genetické pozadie zvierat.

OCAKAVANA PRINOS A UIMA

Zvieratd budu podstupovat’ ukony, patriace do kategorie slabé az stredné. Jednoznacnou
ujmou je podstipenie operacného zakroku, a hormonalna manipulécia (podavanie testsoteronu,
estradiolu, gonadektomie), ¢o mdze pre zvieratd predstavovat’ stres a aj bolest. V pripade
tychto tukonov, ktoré by stres mohli zvysit budeme minimalizovat’ stres, utrpenie
minimalizovat podavanim dostatoénych davok anestetik a analgetik. Predpokladame
periopera¢nii umrtnost’ okolo 10% u skupiny, kde sa budd v mini-invazivnym pristupom
podavat’ baktérie. Samostatnym stresom i ked’ relativne nizkym bude handlovanie zvierat,
dennd manipulacia snimi ako ikratkodoby stres spdsobeny relativne stiesnenymi
priestorovymi podmienkami po umiestneni do metabolickej klietky, ktoréd sliZi na odber moca.
Handlovanie ale postupne bude viest’ k habituécii a stres sa bude znizovat’ a zaroven nasledna
manipulécia pri ostatnych postupoch bude nizsia.

Vyznam tejto prace spociva najmi v kontexte zvysujucej sa antibiotickej rezistencie
uropatogénnych bakteérii, kedy akakol'vek alternativna alebo Uplne nova liecba je viac ako
vitana. Tento projekt si kladie za tilohu zodpovedat’ otazku do akej miery ovplyviiuja pohlavné

hormény priebeh UTI na in vivo zvieracich modeloch, vzhl'adom na to, Ze vysledky in vitro



experimentov vyuzitie steroidov ako alternativnu alebo aspon doplnkovu liecbu UTI podporuju.
Predpokladame, Ze steroidné latky maju schopnost’ aktivovat/deaktivovat’ vrodend imunitu,
¢im potencidlne mézu prienik baktérii do vySSich casti uropoetického aparatu (oblicky)
spomalit’ az zastavit’. Prinos projektu bude spadat’ pre ochorenia, ktoré sa daju podl'a MKCH

10 zaradit’ medzi N30.0 az N30.9, t. j. infekcie mocovych ciest.

POCET ZVIERAT

Pocet zvierat v experimente bude 360ks, pricom samce 180ks a samice 180ks, kmen
mysi (mus musculus) C3H. Vek zvierat bude 3 tyzdne (90ks samice a 90ks samce) a 14 tyzdnov
(90ks samice a 90ks samce).

SULAD ZASAD 3R

NAHRADENIE

Z pohladu nahrady animalneho modelu alternativnymi metédami, sme v literatire sice
nasli podobné projekty s in vitro realizaciou. Je nutné vSak zdoraznit', Zze in vivo porovnania
chybaji. Inymi slovami, vieme, Ze steroidné latky in vitro v roznej miere stimuluju vrodenu
imunitu, avsak v kontexte komplexnych systémov, tieto informacie chybaja, preto je nutné a je
d’alsim logickym krokom, Ze z in vitro dokazovania sa presivame do komplexného organizmu.
V tomto experimente a $tadiu vyskumu nie je teda mozné nahradit’ tieto zvierata tkanivovymi
kultarami alebo pocitatovymi modelaciami, ani inymi alternativnymi metoédami nakol’ko ide
0 posudenie komplexnych zmien v organizme navyS$e s pozorovanim rozdielov v imunitnej
odpovedi medzi samicami asamcami. Vo vyskume Vv tomto Stadiu potrebujeme poznat
odpoved organizmu ako celku, nie jednotlivych tkaniv. Preto je nevyhnutné realizovat

experiment na zvieratach. Z tohto dévodu, alternativne moznosti nie si vhodné.
OBMEDZENIE

Dizajn pokusov, ako aj pocet jedincov v skupindch bude vychadzat zo stcasnych
poznatkov vedy tak, aby bola zabezpecend validita a najmi pripadnd reprodukovatel'nost
na$ich experimentov. Toto je d6lezité pre porovnatelnost’ vysledkov s inymi naSimi datami, ale
aj datami z inych pracovisk. Analyza predbeznych dat - z kultivacii bakterii poukazuje na to,

ze velkost’ skupiny by pri sile testu 80% a sledovanej variabilite, resp. rozdieloch mala



dosahovat’ az n=15-16 pri hladine vyznamnosti p<0,05. Tymto pristupom by problém falosnej
negativity, pripadne pozitivity vysledkov mal byt minimalizovany. | ked’ sa moze zdat’ pocet
zvierat na skupinu vysoky, vychadzame najmd z predpokladanej statisticke;j sily, ktora musi

byt podla sic¢asnych vedeckych poznatkov na trovni 80%.

ZJEMNENIE

Spbsob manipulédcie so zvieratami a starostlivost’ o zvierata pocas postupu bude
v stlade s poziadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR ¢. 377/2012 Z.z. a Vyhlaske
Ministerstva podohospodarstva a rozvoja vidieka SR €. 436/2012 Z.z.

Z pohladu zjemnenia budeme pri vSetkych postupoch minimalizovat’ utrpenie, bolest’
a strach ohl'aduplnym pristupom k zvieratdm, jemnou manipulaciou ako i dennym handlingom,
aby si na postupy anajmid pritomnost experimentatora zvieratd zvykli. V pripade
invazivnejsich vykonov ako gonadektdmia alebo mini-invazivne chirurgické podanie baktérii,
budeme zvieratda operovat v celkovej anestézii, analgetikd dostani vSetky zvieratd
podstupujuce operaény zakrok bez rozdielu a v pripade vyskytu zndmok bolesti postopera¢ne
(vyuZijeme pozorovanie tvare) podame analgetika tiez. Zvierata budi pocas experimentu
sledované a vysledky priebezne vyhodnocované. Po chirurgickom zakroku dostanu vsetky
zvierata analgetika (buprenorfin 0,1img/kg subkutanne). Podobne, v pripade pritomnosti 2
prejavov zhorSeného zdravotného stavu budd zvieratam podéavané analgetikd (buprenorfin
v davke 0,1mg/kg subkutanne). V pripade stc¢asnej pritomnosti 5 a viac 'ahkych prejavov
zhorseného zdravotného stavu, alebo pritomnosti 2 priznakov viac ako 48h napriek intervencii,
alebo pri pritomnosti 2 a viac zavaznych priznakov ako strata hmotnosti > 20%, neschopnost’
prijimat’ potravu a vodu, dehydratécia, strata elasticity koze, najezenie srsti, zhrbeny postoj,
strnulost’, kontinualny vytok z o¢i dojde k humannemu usmrteniu zvierat po navodeni celkovej
anestézie podanim Isofluranu 5% a nasledne cervikalnou dislokaciou a postup bude ukonéeny.
Podobne, pri odbere krvi z retroorbitalneho plexu bude pouzita proceduralna analgosedacia
zvierat na zmiernenie stresu (izofluran, bez buprenorfinu). Krv bude odobrata pouzitim tenkych
jednorazovych kapilar (30G) ¢im sa zmierni stres a bolest’ zvierat. Na zabranenie tepelnych
strat bude zvieratdm poskytnutd vyhrevnd podlozka, najmd po operacnom zakroku.
V neposlednom rade, zivotné prostredie zvierat bude obohatené materidlnom na stavbu hniezd,
predmetmi podnecujicimi hru, potrava nasiaknuta vodou umiestnend na podlahe pre I'ahSiu

konzumaciu tiez postopera¢ne 24hodin.



SPATNE POSUDENIE

Zvierata sa nebudu opdtovne vyuzivat, a S ohadom na to, ze ide o projekt, ktory ma

predpokladanu krutost’ strednt, projekt nebude podliehat’ spitnému posiadeniu.

KEUCOVE SLOVA

infekcie mocovych ciest, testosteron, pohlavné rozdiely



