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Slovensko drustvo za laboratorijske zivali

4. kongres Slovenskega drustva za
laboratorijske zivali

Zbornik prispevkov

Domzale, 12. junij 2018

Znanstveni in organizacijski odbor

Predsednica: Martina Perse
Blagajni¢arka: Simona Kranjc
Clani: Tatjana Pirman, Valentina Kubale Dvojmo¢, Dusko Lains¢ek, Gregor Majdic,

Katja Skulj



Pozdravni nagovor

Spostovani kolegi,

V imenu Slovenskega drustva za laboratorijske Zivali (SDLZ) vas z velikim veseljem vse
lepo pozdravljam na 4. kongresu Slovenskega drustva za laboratorijske Zivali.

Osnovno poslanstvo SDLZ je skrb za humano ravnanje z laboratorijskimi Zivalmi,
promocijo 3R nacela v znanosti ter skrb za kvalitetne in verodostojne raziskave na zivalih.
V ta namen v okviru SDLZ organiziramo razli¢ne dogodke (kongrese, delavnice, okrogle
mize), ki v skladu s slovensko in evropsko zakonodajo predstavljajo del kontinuiranega
izobrazevanja ljudi, ki delajo s poskusnimi zivalmi.

Prvi kongres, ki smo ga organizirali (leta 2013), je bil namenjen predstavitvi dela s
poskusnimi zivalmi vseh organizacij v Sloveniji. Ceprav je od takrat do danes minilo
komaj pet let, moramo iskreno priznati, da je v tem kratkem €asu v slovenskem prostoru
na podrocju laboratorijskih Zivali prislo do Stevilnih sprememb in precejSnega napredka;
tako glede opreme in tehnologije kot tudi znanja s podroCja znanosti o laboratorijskih
zivalih. O tem pri€ajo prispevki, ki bodo predstavljeni na 4. kongresu SDLZ kot tudi
Steviléna udelezba dogodka. Tematika tokratnega enodnevnega dogodka je namrec
posvecena predstavitvi znanstvenih dosezkov s podroc€ja raziskav na zivalih, uporabljenih
zivalskih modelov, tehnik ter razpolozljive opreme na vseh slovenskih raziskovalnih
institucijah. Zavedamo se namrec€, da znanost in tehnologija na podrocju raziskav na
zivalih nenehno napredujeta, tovrstni dogodki pa poleg spoznavanja novosti so¢asno
predstavljajo priloznost za nova povezovanja in sodelovanja ter posledicno moznost za
napredek ter nova odkritja.

Dogodek so podprla podjetja, s katerimi sodelujemo in ki se skupaj z nami vseskozi
izobrazujejo in trudijo, da bi nam lahko dobavljali in zagotavljali kakovostne storitve in
opremo po najnovejsih standardih. Zato se vsem sponzorjem ob tej priloznosti iskreno
zahvaljujem za ves njihov trud, pomo¢, dobro voljo, sodelovanje in vso podporo.

Ob tej priloznosti izrekam globok poklon in spostovanje vsem Zivalim.

Prav tako se zahvaljujem vsem predavateljem in sluSateljem za sodelovanje, nenehno
izobrazevanje ter ves vlozeni trud in skrb za Zivali v raziskavah.

Veselimo se sreCanja z vami,

Znan.sod.dr. Martina PerSe
Predsednica SDLZ
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FELASA obelezuje 40-to obletnico

Martina PerSe

Medicinski eksperimentalni center, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000
Ljubljana, (¢lan Upravnega odbora FELASA)

FELASA ( angl. Federation of European Laboratory Animal Science Associations)
je bila ustanovljena leta 1978 s strani predstavnikov zdruzenj Velike Britanije (LASA),
skandinavskih dezel (Scand-LAS) ter Nemcije in Avstrije (GV-SOLAS), ki so v tistem
Casu prepoznale potrebo po povezovanju ter usklajenem in profesionalnem delovanju
na podrocCju znanosti o laboratorijskih Zivalih znotraj Evrope.

Z leti je FELASA rasla in postala pomemben deleznik v Evropskem prostoru kot tudi v
svetu. FELASA je krovna organizacija vseh evropskih nacionalnih zdruzenj, v katero se
lahko vkljuéi le nacionalno zdruzenje posamezne drzave in ne posameznik. Clanstvo je
posredno preko nacionalnega zdruzenja. V letu 2013 se je FELASA-i pridruzilo Slovensko
drustvo za laboratorijske zivali, najprej kot opazovalec, leta 2016, z izpolnitvijo vseh
pogojev, pa kot polnopravni ¢lan.

Danes FELASA-o sestavlja 21 zdruzenj iz 28 drzav oziroma skupno prek 4000
strokovnjakov in znanstvenikov s podrocCja dela s poskusnimi zivalmi. Strokovnjakov,
ki si prizadevajo za Sirjenje in napredek znanosti o laboratorijskih zivalih ter odgovorno
znanstveno raziskovalno delo, pri katerem dobrobit zivaliin 3R nacela zavzemajo osrednjo
in vodilno mesto. FELASA torej pospesSuje in usklajuje razvoj znanosti o laboratorijskih
zivalih in dobrih praks v Evropi preko nacionalnih zdruzenj, preko sodelovanja v stevilnih
aktivnostih v EU (zakonodaja, strokovne, znanstvene in civilne iniciative), povezovanja z
drugimi nacionalnimi, mednarodnimi zdruzenji (ICLAS, AALAC, AALAS), zakonodajnimi
organi (Svet EU, EU Komisija) ter aktivhega prizadevanja za prepoznavnost FELASA-e
kot mocCnega zastopnika nacionalnih zdruzenj oziroma kot enoten glas strokovnjakov
s podro€ja dobrobiti zivali in znanosti o laboratorijskih zivali. FELASA skrbi tudi za
osnovno in kontinuirano izobrazevanje. V ta namen (prek delovnih skupin, ki jih redno
ustanavlja) objavlja smernice, priporocila in porocila na aktualne izzive s podrocja dela
s poskusnimi zivalmi (ve€ na www.felasa.eu). V delovne skupine vsako zdruzenje lahko
predlaga svojega kandidata, strokovnjaka iz svoje drzave. Nato poteka izbor najboljsih
izmed predlaganih kandidatov. Vsaka 3 leta organizira kongres, ki se ga udelezi okoli
2000 ljudi iz vsega sveta (najvecC iz Evrope). Po potrebi organizira tudi druge aktivnosti
(harmonizacija, akreditacija teCajev, delavnice).

FELASA kot organizacija deluje na demokrati¢ni osnovi. OdlocCitve o tekoCih zadevah in
usmeritvah sprejemajo Clani upravnega odbora (UO) na sestankih, ki so 2x letno, vsakic
v drugi drzavi Clanici. Vsako polnopravno zdruzenje ima v UO 1-2 predstavnika, ki na
UO predlaga aktualno problematiko s podrocja dela s poskusnimi zivalmi, ter 1 glas
pri glasovanju in odlo€anju. Znotraj upravnega odbora je ozji 9-Clanski izvrsilni odbor
(10), ki je sestavljen iz voljenih predstavnikov, ki imajo mandat 2 leti (predsednik, tajnik,
blagajnik, podpredsednik za delovne skupine, mednarodne povezave, evropske zadeve,
teCaje). 10 je odgovoren za izvrSevanje sklepov, pripravo delovnega gradiva in porocil ter
vse ostale naloge, za katere dobi pooblastilo UO.
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Raziskovalno delo Instituta za biologijo celice Medicinske
fakultete v Ljubljani

Samo Hudoklin

Institut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana

Na Institutu za biologijo celice prou€ujemo strukturno in molekularno zgradbo celic ter
s tem povezano delovanje celic tako v normalnih kot tudi v bolezensko spremenjenih
stanjih na humanih vzorcih, zivalskih modelih ter razli¢nih modelih in vitro. Nas osredniji
raziskovalni objekt je epitelij, ki prekriva secila od ledvi¢ne kotanje do secnice, t.i. urotelij.
Urotelij je kljuCen za vzpostavljanje in vzdrzevanje krvno-urinske pregrade secnega
mehurja, zdravljenje poskodb urotelija pa predstavlja veliko klini€no-finan¢no breme za
druzbo (npr. bakterijski cistitis, rak se€nega mehurja).

Zivalski modeli na katerih raziskovalno delamo, so mlade in stare misi ter podgane.
Vzpostavljene imamo modele regeneracije urotelija po sprozeni poskodbi s
ciklofosfamidom ali hitosanom ter diferenciacije urotelija. Tumorogenezo proucujemo na
modelih ortotopi¢hega tumorja seCnega mehurja in tumorja povzro€enega z aplikacijo
N-butil-N-(4-hidroksibutil)nitrosamina (BBN).

Nase glavno raziskovalno orodje so svetlobni in elektronski mikroskopi. Mikroskopske
metode na Institutu za biologijo celice uporabljamo, razvijamo in dopolnjujemo ze vec
kot 50 let. S podrocja svetlobne mikroskopije pripravljamo vzorce za klasi¢no svetlobno
mikroskopijo ter za metode imunohistokemije in ostalih oznacevanj proteinov, lipidov
in ogljikovih hidratov na parafinskih, zamrznjenih in kriopoltankih rezinah. Vpeljane
imamo metode za spremljanje znotrajceliCnih procesov v zivih celicah, 3D rekonstrukcijo
celic in celi¢nih struktur ter uporabo jedrne mikroinjekcije za vnos specificnin DNA
konstruktov. Na podrocCju elektronske mikroskopije izvajamo klasiche metode presevne
in vrstiCne elektronske mikroskopije, napredne kriometode kot so krioultratanko rezanje,
zamrzovalno lomljenje in metodo FRIL (freeze-fracture replicaimmunolabeling) ter nove;jsi
nadgradniji elektronske mikroskopije kot staimunoelektronska mikroskopijain elektronska
tomografija. NajnovejSa metoda nasSega instituta je korelativnha mikroskopija, ki omogoca
spremljanjeistih celi¢nih procesov v ¢asu in prostoru z loCljivostjo fluorescenne svetlobne
mikroskopije ter elektronske mikroskopije. Poleg mikroskopskih metod uporabljamo tudi
nekatere biokemijske in molekularno-genetske metode. Vzpostavljen imamo tudi odli¢no
opremljen laboratorij za gojenje evkariontskih celic.

Znanje celicne biologije, oprema, vzpostavljeni in vitro in Zivalski modeli, dostop do
humanih vzorcev ter dolgoletne izkusSnje s Siroko paleto svetlobno-mikroskopskih,
elektronsko-mikroskopskih, biokemijskih in molekularno-genetskih metod, ki jih izvajamo,
omogocaresevanjerazlicnih celicno-bioloskih terinterdisciplinarnih znanstvenih vprasan;.
Nase znanje, metode in opremo lahko ponudimo v obliki razli¢nih vrst sodelovanja tudi
zunanjim partnerjem ter interesentom.
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L3

Uporabnost misjih modelov za studije hepatokarcinogeneze
sprozene z blokirano sintezo holesterola zaradi izbitja gena
Cyp51

Kaja Blagotindek Cokan ', Martina Per§e?, Jera Jeruc?, Gregor Lorbek, Ziga Urlep ', Peter
Juvan', Nejc Nadizar', Damjana Rozman’

" Center za funkcijsko genomiko in bio-Cipe, Institut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v
Ljubljani, ZaloSka cesta 4, 1000 Ljubljana; 2 Medicinski eksperimentalni center, Institut za patologijo,
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, ZaloSka cesta 4, 1000 Ljubljana; ° Institut za patologijo,
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, ZaloSka cesta 4,1000 Ljubljana

Nealkoholna mascobna jetrna bolezen (NAFLD) predstavlja enega izmed vse pogostejsih
vzrokov nastanka hepatocelularnega karcinoma (HCC). Pojavnost za z NAFLD pogojeni
HCC je kar 4-krat viSja pri moskih srednjih let, prevalenca in incidenca pa se povecata
tudi pri zenskah po 50. letu starosti. Okoli 20 odstotkov tumorjev, povezanimi z
razlicnimi presnovnimi disfunkcijami, nastane kot posledica z oksidativnim stresom
povzroCenega kroni¢nega vnetja jeter in fibroze jetrnega tkiva. Lazjemu razumevanju
kompleksnih molekulskih mehanizmov nastanka jetrnih tumorjev se lahko priblizamo
z uporabo razlinih migjih in celiénih modelov. Nase predhodne raziskave (Urlep Z. in
sod., 2017, Lorbek G. in sod., 2015) s pripravljenim misjim modelom z izbitim genom
lanosterol 14a — demetilaza (Cyp51) (HCyp517) iz poznega dela sinteze holesterola
(izbitje v hepatocitih) so pokazale, da motena sinteza holesterola povzroCi Stevilne
okvare jeter z aktivacijo ovalnih celic in fibrozo. HistoloSke spremembe so opazne pri
odrasc€ajoCih misih in napredujejo pri odraslih. Odraz hepatocelularnin poskodb sta
tudi statisticno poviSana serumska encima (AST, ALT). V opazovanem obdobju od 12
do 24 meseca starosti HCyp51~- misi razvijejo primarne jetrne tumorje — HCC, ki smo
jih potrdili z imunohistokemi€nim barvanjem z glutamin sintetazo. Tumorji se pojavijo
le pri transgenih zivalih in kar 3-krat pogosteje pri miSkah Zenskega spola. Poskodbe
jetrnega tkiva zaradi porusene homeostaze holesterola sprozZijo deregulacijo stevilnih
molekulskin mehanizmov. Analize na transkriptomski ravni odkrivajo znanilce razvoja
tumorjev. Aktivacija transkripcijskega faktorja Sox9, ki uravnava aktivnost B-katenin/Wnt
in TGF-B1 signalnih poti ter inhibicija RORC s potencialno zascitno vlogo pri uravnavanju
epitelijsko-mezenhimalne tranzicije (EMT) v jetrih, usmerjata razumevanje spolnega
dimorfizma pri razvoju hepatokarcinogeneze. Z drugim modelom, Kjer je izbitje Cyp51
¢asovno regulirano z uporabo antibiotika doksiciklina Zivalim v vodo za pitje (HCyp519ov-
doxv) " bomo z in vivo kolagenazno tehniko za izolacijo primarnih hepatocitov, lahko
poglobili znanja o interakcijah molekularnin mehanizmov na celotnih jetrih in preucili
vlogo primarnih jetrnih celic v samem procesu hepatokarcinogeneze.

Rezultati, pridobljeni na zivalskih modelih, bodo omogocili translacijo podatkov in
primerjavo z znanimi meta-analizamitumorogeneze pri ljudeh. Hkrati, smo ob upoStevanju
3R nacela in direktive 2010/63/EU (zmanjSanje Stevila Zivalih v poskusih) s tehnologijo
CRISPR/Cas9 pripravili celicno linijo, ki bo v pomo¢ pri nadaljnji poglobitvi znanja o
interakciji molekulskih mehanizmov kompleksne jetrne problematike sodobnega sveta.

14



Predstavitev Laboratorija za raziskave mozganov na
Medicinski fakulteti v Ljubljani

Marko Zivin, Maja Zorovi¢, Kaja Kolmangié

Institut za patolosko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, ZaloSka cesta 4, 1000 Ljubljana

Laboratorij za raziskave mozganov gostuje v okviru Medicinskega raziskovalnega centra,
v dveh prostorih, ki jih je opremila raziskovalna skupina ARRS P3-0171. Laboratorij se je
do preselitve na MEC razvijal v obdobju od I. 1992. V obdobju do sedanje opremljenosti
je omogocil izvedbo celovitih temeljnih in predklini¢nih raziskav mozganske plasti¢nosti
na podganjih modelih nekaterih nevrodegenerativnih in nevropsihiatriCnih bolezni
(epilepsija, Parkinsonova bolezen, Huntingtonova bolezen, Alzheimerjeva bolezen,
zasvojenost s kokainom) ter preucevanje farmakoloskih u€inkov potencialnih zdravil in
nefarmakoloskih postopkov za zdravljenje omenjenih bolezni. V omenjenem obdobju so
raziskave potekale relativno kontinuirano, pri Cemer pa zaradi relativno majhne ekipe, ki
je usposobljena za delo s poskusnimi zivalmi, financnih omejitev in raznolikosti uvedenih
modelov obstajajo daljSa obdobja, ko posamezne aparature niso v uporabi.

Kirursko-elektrofizioloSki laboratorij

Prostor je opremljen z operacijskim mikroskopom (Zeiss), stereotaktiCnim aparatom
(TrentWells), aparatom za plinsko anestezijo (Ugo Basile), racunalniSsko vodeno
mikroinfuzijsko Crpalko (Harvard Apparatus) ter z grelnimi mizicami in blazinami
za kontrolirano vzdrzevanje telesne temperature anesteziranih poskusnih podgan.
ElektrofizioloSki del obsega veliko Faradayevo kletko opremljeno z aparaturami za
elektrofizioloSke meritve (EMG, EEG, EKG, pulz, respiracija, temperatura, krvni tlak).
V postopku nabave je naprava za neinvazivho mozgansko transkranialno stimulacijo
(MagVenture) z magnetnimi zankami prilagojenimi za stimulacijo mozganov malih
poskusnih zivali. Skupaj s skupino prof. Dejana Krizaja s Fakultete za elektrotehniko
Univerze v Ljubljani razvijamo tudi napravo za fokusirano transkranialno ultrazvo¢no
stimulacijo.

Vedenjski laboratorij

Prostor je namenjen opazovanju in instrumentalnem belezenju vedenja poskusnih
podgan. Oprema obsega racunalnisko in videopremo za sledenje zivali v odprtem polju
in v Morrisovem vodnem labirintu (Noldus), raCunalniSko krmiljeni mehanski rotometer
(Colbourn) za belezenje krozenja modelnih poskusnih Zivali, raCunalniski sistem
(Colbourn) za nadzor in snemanje operantnega vedenja modelnih podgan za preucevanje
vedenja naucenega s pogojevanjem na zvok, svetlobo, na blagi elektri¢ni Sok za taCke
(8 »Skinnerjevih« kletk, kletke za ugotavljanje preference prostora). Opremljen je tudi
s S§tiri kanalno napravo za belezenje in reprodukcijo ultrazvo¢nih vokalizacij (Avisoft)
ter s 24 kanalnim videorekorderjem in 24 minikamerami za snemanje vedenja Zivali.
Visokoobcutljiva video kamera omogoca tudi snemanje v pogojih nizke osvetlitve.
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Poskusne zivali v mikrobiologiji

Natasa Knap, MiSa Korva, Andrej Steyer, Tina Mikuleti¢, UrSka GlinSek Biskup, Katja Strasek
Smrdel, Andrejva Natasa Kopitar, Katarina Resman Rus, Misa Pavleti¢, Miroslav Petrovec,
Tatjana AvSi¢ Zupanc

Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4,
1000 Ljubljana

InStitut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani je
osrednja, najveCja slovenska ustanova za mikrobiolosko in imunolosko strokovno
zdravstveno, raziskovalno in pedagosko dejavnost. V sodelovanju z Univerzitetnim
kliniénim centrom v Ljubljani, Onkoloskim institutom v Ljubljani in drugimi zdravstvenimi
ustanovamiv Slovenijirazvijain povezuje temeljno in klinicno mikrobiologijo inimunologijo.
Delo s poskusnimi zivalmi je tesno povezano z dejavnostjo Instituta za mikrobiologijo in
imunologijo Ze od njegove ustanovitve leta 1945. V preteklosti so se poskusne Zivali
uporabljale tako za pripravo reagentov potrebnih za rutinsko diagnostiko ter raziskovanje
kot zanamen osamitve patogenov. Danes se poskusne zivaline uporabljajo vec za pripravo
reagentov, saj so le-ti komercialno dostopni. So pa klju¢nega pomena za raziskovalno
dejavnost instituta, katere velik del so epidemioloske Studije in Studije patogeneze
mikroorganizmov. Primarna osamitev virusa iz klini€nega vzorca je zelo pomembna za
prepoznavanje virulentnih znacilnosti virusa, izvora okuzbe, za nadzor nad pojavljanjem
novih mutacij in ne nazadnje tudi za razvoj novih, hitrejSih diagnosti¢nih metod. Primarno
osamitev virusa iz klini€nih vzorcev izvajamo veckrat na razli¢nih celi¢nih kulturah. Kljub
temu se zgodi, da je primarna osamitev virusov iz klinic¢nih materialov na celi¢nih kulturah
neuspesna zaradi razliCnih razlogov (npr. virusi so v nizkih koncentracijah ali sistem ni
dovolj obcutljiv). Ko izErpamo vse alternativne moznosti brez uporabe zivali, je edina
preostala metoda osamitev virusa v poskusni zivali. Po uspesni primarni osamitvi virus
lahko uspes$no razmnozujemo na in vitro sistemih. Viruse, oziroma virusne seve, ki so bili
na novo osamljeni, je potrebno dobro okarakterizirati, Se posebej, ¢e obstaja sum, da
virus povzroca bolezen pri ljudeh. Z inokulacijo poskusnih Zivali z virusom ugotavljamo
dinamiko in Sirjenje virusa po telesu, kar nakazuje na stopnjo in potencial patogeneze
pri virusu. S tovrstnimi raziskavami osvetlimo in podrobneje okarakteriziramo biologijo
virusov ter ocenimo patogenetski potencial, ki ga imajo. V primeru opazene spremenjene
patogeneze skuSamo le-to pojasniti z genetskimi dejavniki ter pridobiti informacije o
kljuénih dejavnikih, ki vplivajo na patogenezo.
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Laboratorijske zivali v onkologiji in tumorski modeli

Maja Cemazar

Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkolo$ki institut Ljubljana, Zaloska cesta 2, 1000 Ljubljana;
Fakulteta za vede o zdravju, Univerza na Primorskem, Polje 42, 6310 Izola

Uporaba laboratorijskih zivali ima na podrocju raziskovanja raka velik pomen. Uporaba
laboratorijskih Zivali v onkologiji poteka v raziskavah na podrocjih karcinogeneze,
ugotavljanju potencialnih karcinogenov v okolju, doloCevanju napovednih dejavnikov
za izid bolezni in napovednih dejavnikov za izid zdravljenja, ter testiranju novih terapij
oz. kombinacij na eksperimentalnih tumorskih modelih in/ali transgenih misih. Kljub
razvoju mnogih testov in vitro ter molekularnih in biokemicnih testov so poskusi na
zivalih Se vedno potrebni pred zacetkom klini¢nih Studij. Te Studije obsegajo potrditev
aktivnosti terapije na doloCenem tumorskem modelu, dajo vpogled v metabolizem
zdravila in njegovo toksi¢nost za normalna tkiva, ter opredelijo interakcije med tumorjev
in tumorskih mikrookoljem, vklju¢no tudi z odzivom imunskega sistema. Na Oddelku
za eksperimentalno onkologijo OnkoloSkega instituta Ljubljana imamo vec kot 35-letne
izkusnje pri delu s tumorskimi modeli na laboratorijskih zivalih, predvsem misih.
Onkolo$ki institut Ljubljana je uporabniska organizacija za delo s poskusnimi zivalmi
vpisana v register pri Ministrstvu za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano. Onkoloski inStitut
Ljubljana ima poleg tega tudi dovoljenje za delo z gensko spremenjenimi organizmi v 2.
varnostnem razredu (Ministrstvo za okolje in prostor) in dovoljenje za delo z zaprtimi viri
ionizirajo€ega sevanja (Ministrstvo za zdravje). Delo s poskusnimi zivalmi na OnkoloSkem
institutu Ljubljana se izvaja na Oddelku za eksperimentalno onkologijo, kjer imamo v
vseh prostorih, kjer se nahajajo zivali sterilne pogoje, ter kontrolirano temperaturo, viago
in svetlobo. Pri naSem raziskovalnem delu, ki je predvsem usmerjeno v raziskovanje
novih in kombiniranih pristopov za zdravljenje raka, uporabljamo razlicne vrste misjih
in humanih trajnih tumorskih modelov, ki so singenski dolo€enim linijjam misi. Najve¢
uporabljamo naslednije linije misi: inbridirane imunsko odzivnhe C57BL/6, BALB/c linije ter
imunsko zavrte SCID miSi. Za in vivo imaging uporabljamo predvsem misi linije SKH1.
Med pomembnejSo raziskovalno opremo, ki jo imamo na Oddelku za eksperimentalno
onkologijo za delo z zivalmi, priStevamo obsevalno aparaturo za lokalno obsevanje
tumorjev ali obsevanje celotnega telesa, konfokalni mikroskop in fluorescentno lupo
za neinvazivno spremljanje fluorescence tkiv ali tumorjev v daljSem ¢asovnem obdobju
na isti zivali, ter elektroporator za dermalni in transdermalni vnos ucinkovin v razlicna
tkiva. Pri delu uporabljamo standardne teste za ovrednotenje protitumorskega ucinka
terapij, kot so zaostanek v rasti in test lokalne kontrole rasti tumorjev. Specializirali smo
se tudi za preuCevanje terapij, ki ciljajo tumorsko zilje z razvojem metode dorzalnega
okna, kjer lahko v in vivo pogojih spremljamo ucinke terapij na normalno ali tumorsko
zilje. V sodelovanju z drugimi oddelki na institutu pa izvajamo tudi molekularno-bioloske,
citoloske (predvsem pretoCna citometrija) in histoloSke analize.
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Neinvazivno in intravitalno slikanje pri laboratorijskih misih

Urska Kamensek

Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkolo$ki institut Ljubljana, Zaloska cesta 2, 1000 Ljubljana

In vivo slikovne tehnike so pomembno orodje za izvajanje longitudinalnih Studij dinamicnih
bioloskih procesov. Na Oddelku za eksperimentalno onkologijo se ukvarjamo z iskanjem
in testiranjem novih terapij za zdravljenje raka. Pri tem uporabljamo razlicne in vivo
mikroskopske tehnike: od neinvazivnega slikanja s fluorescentnim stereomikroskopom
(Lumar.V12, Zeiss) za sledenje uspesnosti transfekcije po genskem elektoprenosu
ali aktivnosti promotorjev vnesenih genov, do intravitalnega slikanja za preucCevanje
antiangiogenega potenciala razlicnih u€inkovin in pa tudi s slikanjem imunskega odziva
po razlicnih protirakavih terapijah s konfokalnim mikroskopom (LSM800, Zeiss).

Pri intravitalnih tehnikah uporabljamo za zagotovitev opti¢nega dostopa do tumorjev
in limfatiCnega tkiva razlicne kirurSke metode za pripravo tkiva, od fiksacije kozne
gube za izpostavitev limfnih vozlov, do kirurSkega vgrajevanje dorzalnega slikovnega
okna, ki omogocajo longitudinalne Studije tumorjev in normalnega tkiva na isti zivali.
Za oznaCevanje struktur uporabljamo stabilno ali prehodno transfecirane celice s
fluorescencnimi reporterskimi geni, nespecificne oznacCevalce za kontrastiranje, kot sta
rodamin in konjugati dekstrana, metode za oznacevanje specificnih populacij celic, kot
SO in situ oznacCevanje z injiciranjem konjugiranih fluorescentnih protiteles (npr. proti
kalretikulinu) v obtok ali v tkivo, in injiciranje ex vivo oznacenih celic (izolacija specifi¢nih
celicnih populacij iz donorskih Zivali, oznacevanje izoliranih celic z nespecifiCnimi
fluorescencnimi oznacevalci in injiciranje v prejemnisko zival).

Slikanje ene iniste zivali pred in v razlicnih Casovnih toCkah po terapiji ustreza 3R nacelom
poskusov na Zzivalih, saj se zmanjsa stevilo zivali potrebnih za pridobitev podatkov.
ZmanjSajo se tudi interindividualne razlike, saj je vsaka zival lahko sama sebi kontrola,
kar je v variabilnih bioloskih sistemih zelo pomembno. V predavanju bom predstavila
nekaj primerov uporabe in vivo mikroskopskih tehnik, ki jih izvajamo na nasem oddelku.
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Uporaba transgenskih misi v intravitalni mikroskopiji

Bostjan Markelc

Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkolo$ki institut Ljubljana, ZaloSka cesta , 1000 Ljubljana

Ze od zadetkov znanosti kot vede, je bila v znanstveni sferi prisotna Zelja po opazovanju
dogajanja na mikroskopskem nivoju. Vse odkar je Robert Hooke objavil svojo
»Micrographia« leta 1665, so raziskovalci Zeleli videti objekt raziskav (celice/organizme)
¢imboljpodrobnoin, e lemozno, dokler jeletase ziv. Zmodernimitehnikamimikroskopije,
kot sta konfokalna ter multifotonska mikroskopija, smo dobili moznost opazovanja
dogajanja globoko v tkivih, pod pogojem, da so v tkivu prisotni fluorescentni proteini
ali molekule. V zadnjem Casu se Cedalje bolj razvija metoda intravitalne mikroskopije,
kjer kirurSko namesceno kovinsko ali plasticno okno, ki je pokrito s krovnim stekelcem,
omogoca vpogled v delovanje organov/tkiv, tudi tekom daljSega ¢asovnega obdobja
pri zivih misih. Intravitalna mikroskopija Se posebej pride do izraza, ko jo uporabimo
v kombinaciji s transgenskimi mismi, pri katerih je bil v genom vnesen fluorescenten
protein, ki lahko oznacuje celotno zival, specificno populacijo celic, ali pa celo samo
specificen protein. V predavanju bodo predstavljeni razli¢ni misji transgenski modeli, ter
kako jih lahko uporabimo v kombinaciji z intravitalno mikroskopijo.
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Testiranje varnosti, u€inkovitosti in kakovosti v farmacevtski
druzbi Lek

Spela Skrajnar

Lek farmacevtska druzba d.d., Verovskova ulica 57, 1000 Ljubljana

V farmacevtski druzbi Lek razvijamo, izdelujemo in trzimo ucinkovita, varna in kakovostna
zdravila. Nase delo je tudi testirati nekatere surovine in nekatere koncne izdelke na
to€no doloceni zivalski vrsti v to€no doloceni koliini - to je naSa zakonska dolznost
in obveznost, ki nam jo predpisuje domaca in tuja zakonodaja in brez Cesar zdravila
za humano rabo (torej zdravila, ki jih uporabljamo ljudje) ne morejo priti do koncnih
potrosnikov - bolnikov. Testiranja, ki jih izvajamo z uporabo zZivali, so tako usmerjena
v potrditev kakovosti, varnosti in ucinkovitosti zdravil. Zaradi naSe mocne zaveze k
nacelom 3R (nacelo zamenjave, zmanjSanja in izboljSanja, angl. replace, reduce, refine),
se za omenjena testiranja zivali uporablja le za teste, za katere ni ustreznih alternativnih
metod; npr. alternativni test na celi¢nih kulturah ni razvit do mere, da bi bili rezultati
zanesljivi in znanstveno zadovoljivi ali pa alternativni test obstaja, vendar v doloCenih
razmerah test ne deluje ali daje lazno negativne rezultate.

Zivalski modeli oz. Zivalske vrste, ki jih uporabljamo, so zakonsko predpisani, najve¢krat
s strani razlicnih farmakopej, nacin dela pa je strogo vezan na dobro proizvodno prakso
(good manufacturing practice, GMP). Tako pri naSem delu uporabljamo hibridne misi
B6D2F1, novozelandske kunce ter nesorodstveno parjene podgane in misi. Zivali so
nastanjene v okolju, podobnemu njihovemu naravnemu, le da so vsi pogoji okolja
kontrolirani. Zivijo v skupinah in imajo ves &as na voljo vodo in hrano ter skrivali§¢a.
Testi, ki jih izvajamo, so neboleci (stopnja trpljenja je minimalna) in zivali te teste prezivijo.
Aparature, ki jih pri nasem delu uporabljamo, so vezane na posebnost testov: sistem
Pharmalab za pirogene meritve temperature pri kuncih ter pretocna citometra BD
FACSVerse in BD FACSCalibur, ki ju uporabliamo za Stetje retikulocitov v misji krvi.
Poleg nastetega imamo tudi nekaj splosSnih pripomoc¢kov za diagnostiko: hematoloski
analizator, anestezijski aparat za plinsko (isofluran) anestezijo in mikrokirurski mikroskop.
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Izolacija celic kosthega mozga pri misSih in presaditev
kostnega mozga pri nekondicioniranem misjem modelu

Mojca Jez', Katerina Jazbec ', Bostjan Smrekar’, Urban Svajger ', Tadej Malovrh?2, Janja
Zavrsnik 3, Simona Miceska', Alenka Znidarci¢ ', Andreja Mesari¢ ', Aljaz Omahna’', Maja
Lonc&ar 2, Mojca Justin', Primoz RoZzman

1 Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino, Slajmerjeva ulica 6, 1000 Ljubljana; 2 Veterinarska
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbiceva ulica 60, 1000 Ljubljana; 2 Institut "JoZef Stefan", Jamova cesta
39, 1000 Ljubljana

Pri ljudeh je bilo ugotovljeno, da starost darovalca krvotvornih mati¢nih celic vpliva na
prezivetje prejemnika. Zanima nas, ali ima presaditev mladih celic kostnega mozga vpliv
tudi na staranje osebka in e ga ima, kateri celi¢ni procesi so razlog za to. Za model smo
izbrali misi BALB/c H-2d ter razvili model nekondicionirane presaditve kostnega mozga.
Darovalci KM so bili mladi samcki, prejemnice pa stare samice.

Najprej smo razvili izolacijo celic kostnega mozga pri misih, ki nam omogoca pridobivanje
zelo velikega Stevila celic kostmega mozga potrebnega za doseganje tarCnega
himerizma (~20%) pri nekondicioniranih misih. V Zelji &im bolj zmanjSati Stevilo potrebnih
laboratorijskih zivali (princip 3R) smo razvili postopek za izolacijo celic kosthega mozga
s trenjem kosti. Pri tem iz ene zivali pridobimo dvakrat ve¢ celic kot pri klasiCnem
postopku izolacije s spiranjem le dolgih votlih kosti, saj pri trenju uporabimo tudi
Crevnico in hrbtenico. Poleg tega trenje sprosti celice iz endostealnih ni§ ob kosti, zato
na ta nacin izolirana populacija celic kostnega mozga vsebuje vec krvotvornih mati¢nih
in progenitorskih celic. Optimiziran protokol za izolacijo velikega Stevila celic kostnega
mozga omogoca tudi uspesno gojenje mezenhimskih mati¢nih/stromalnih celic (MSC)
iz posamezne zivali. Namnozevanje misjih MSC in vitro je zahtevno, ker potrebujemo
inkubator, ki omogoca kontrolo deleza kisika (2-5% O,) ter dovolj veliko Stevilo celic
kostnega mozga v zacCetku gojenja, tezave pa povzroCa tudi kontaminacija kultur z
razlicnimi krvnimi celicami. Z naSim naCinom izolacije in namnozevanja iz vsake miSi
pridobimo zadostno Stevilo MSC za vecino nadaljnjih aplikacij. Populacija MSC je v prvi
pasazi ze homogena in > 90% negativna za povrsinski oznacevalec krvnih celic CD45.

S presaditvijo mladega kostnega mozga starim miSim smo povpre€no dosegli 20%
himerizem, ki smo ga dolocali z metodo PCR v realnem Casu, kjer smo zaznavali
Y-kromosom. Dolocali smo tudi himerizem znotraj krvotvornih mati¢nih in progenitorskih
celic z dolo¢anjem izvora (darovalec ali prejemnik) CFU-hematopoetskih kolonij. Da
se matiCne in progenitorske celice vsadijo v prejemnikovo niSo v kostnega mozga
ter tvorijo diferencirane krvne celice, smo dokazali tako, da smo s celi¢nim sorterjem
izolirali populacijo nevtrofilcev, limfocitov T in limfocitov B ter himerizem potrdili tudi v
teh subpopulacijah.
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Funkcija celic beta v miSjem modelu debelosti povzrocene z
zahodno dieto

Viliem Pohorec, Jurij Dolensek ', Ismael Valladolid-Acebes ?, Marko Gosak '3, Masa Skelin
Klemen, Lidija Krizan&i¢ Bombek ', Eva Paradiz', Peter Vodopivc ', Marjan Slak Rupnik 4,
Kerstin Brismar?2, Andraz Stozer

"Institut za fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru, Taborska ulica 8, 2000 Maribor; 2
Oddelek za molekularno medicino in kirurgijo, InStitut Karolinska, SE-171 77 Stokholm, Svedska; ®
Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Univerza v Mariboru, Koroska cesta 160, 2000 Maribor; * Center
za fiziologijo in farmakologijo, Medicinska univerza Dunaj, SchwarzspanierstraBe 17A, 1090 Dunaj, Avstrija

Sklopitev med stimulusom in sekrecijo (angl. stimulus-secretion coupling, SSC) je
v primeru glukoze in inzulina v celicah beta Ze predmet Stevilnih raziskav, vendar Se
zmeraj obstaja potreba po nadaljnjih funkcionalnih Studijah. Za namen proucCevanja
SSC in situ smo vpeljali metodo akutne tkivne rezine trebusne slinavke misi v povezavi
z elektrofizioloSkimi in patofizioloSkimi metodami ter kompleksnejSe mrezne pristope.
Pokazali smo odziv celic beta na glukozo znotraj ozkih, fizioloSkih koncentracij in vpliv
koncentracije glukoze na vsaj $tiri parametre delovanja celic beta:

(i) ¢asovni zamik med izpostavitvijo stimulatorni koncentraciji glukoze in odgovorom
nanjo (angl. advancement);

(i) Stevilo celic, ki se odzovejo na stimulatorno koncentracijo glukoze (angl. recruitment);
(iii) trajanje in frekvenco [Ca?*]C oscilacij (angl. enhancement); ter
(iv) stopnjo sklopitve med celicami (angl. synchronicity).

V predstavljenem delu smo preucevali odziv kalcija, sklopitev kalcija in izlo¢anja, kakor
tudi sklopitev med celicami pri razlicnih koncentracijah glukoze v miSjem modelu
debelosti in sladkorne bolezni tipa 2 povzroenem z zahodno dieto. Z zahodno dieto,
ki vsebuje 40 % mascob in 34 % saharoze, smo hranili samce misi linije C57BL/6J
med 8. in 12. tednom starosti, kar je v primerjavi s kontrolno skupino misi hranjenih s
standardno dieto imelo za posledico porast telesne mase (40,4 + 1,4 g v primerjavi z
29,7 £ 1,4 g), hiperglikemijo (8,4 + 0,4 mM v primerjavi z 6,2 + 0,3 mM), hiperinzulinemijo
(3,01 = 0,1 ng/ml v primerjavi z 1,4 + 0,12 ng/ml), hipertrigliceridemijo (2,6 + 0,177 mM v
primerjavi z 1,6+0,1 mM), moteno glukozno toleranco in inzulinsko rezistenco. Kalcijevi
odzivi so bili kvalitativno tipi¢ni za stimulacijo z glukozo (visokofrekvencne oscilacije
nacepljene na pocasnejSih bazalnih oscilacijah). Zahodna dieta ni vplivala niti na ¢asovni
zamik do aktivacije niti na Stevilo aktivnih celic. Spremenjena pa sta bila frekvenca in
trajanje oscilacij, kakor tudi sklopitev med celicami v srednjih koncentracijah glukoze
(9 mM). Pokazali smo, da 8 tednov hranjenja z zahodno dieto ze privede do zaCetne
disfunkcije celic beta.
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Proucevanje vedenja laboratorijske misi

Neza Grgurevic

Laboratorij za genomiko Zivali, Institut za predklinicne vede, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Cesta v Mestni log 47, 1000 Ljubljana

ProuCevanje vedenja zivali je ena od najstarejsih in velikokrat tudi najmanj invazivnih
tehnik s katero pridobivamo informacije o zdravstvenem stanju Zivali in informacije
o0 spremembah v organizmu, ki smo jih povzroCili s svojim delovanjem. Na sploSno
si vedenje predstavljamo kot zunanje spreminjanje organizma, to kar vidimo in kar
lahko opiSemo, zato ga tudi najveCkrat opisujemo kot koordinirano gibanje. S tega
vidika lahko vedenje opiSemo kot dejavnost senzomotoriCnega sistema. Vedenje kot
tako je kompleksen pojav, saj se v njem odraza delovanje prakticno vseh organskih
sistemov, spreminja se s ¢asom in je odvisno od Stevilnih dejavnikov znotraj in zunaj
organizma. Na vedenje vplivajo genetski in okoljski dejavniki kot so: genetsko ozadje
zivali, vplivi v Casu fetalnega razvoja (starSevsko vedenje, stres, nastanitev), spol, starost
in socialni status Zivali, pogoji med nastanitvijo, nacin izvajanja testov in nenazadnje
tudi prisotnost in ravnanje oskrbovalcev ter raziskovalcev. Pred zaCetkom proucCevanja
vedenja se moramo seznaniti z osnovnimi vedenjskimi znacilnostmi poskusne zivali,
saj bomo le tako vedeli kaj je za neko vrsto zivali ali celo podvrsto, linijo normalno in
kaj nakazuje odstopanje od normalnega. Pomembno je, da se seznanimo z omejitvami,
ki jih prinaSajo genetske spremembe v poskusnih zivalih ter da na zacetku ocenimo
splo$no zdravstveno stanje Zivali. Zivali lahko opazujemo Ze med samo nastanitvijo brez
posebnih naprav ali pa za to uporabljamo bolj ciljane protokole, ki vkljuCujejo uporabo
razlicnih tehnologij (kamere, racunalniski programi), naprav (posode, bazeni, labirinti)
in senzornih drazZljajev v obliki vonjav, okusov, vidnih in slusnih drazljajev ter drugih
zivali. Aktivnosti, ki jih opazujemo in merimo moramo natancno opredeliti. Pomembno
je katere aktivnosti bomo opazovali in katere zanemarili. Razlicne vrste vedenj lahko
razdelimo na posamezne kategorije, ki pa med seboj niso jasno loCene, saj vedenje
zajema delovanje celotnega organizma. Lahko opisujemo delovanje razli¢nih organskih
sistemov kot gibalno, ¢utno, prehranjevalno, razmnozZevalno vedenje, ali pa vedenja
razdelimo na psiholoske kategorije kot so socialno, starSevsko, agresivno vedenije,
ki zajemajo Custvene, miselne in motivacijske procese. Podgane in misi so zagotovo
najpogostejSe laboratorijske zivali, ki se uporabljajo v tovrstnih raziskavah. Z razvojem
transgenih organizmov je v zadnjih desetletjih vedno vec¢ Studij, kjer uporabljajo genetsko
spremenjene misi kot modele za razlicne dusevne motnje pri ¢loveku. Temu primerno
so se razvili tudi razlicni testi, ki merijo pri laboratorijskih zZivalih vedenja oziroma stanja
znacilna za Cloveka, kot so tesnoba, empatija, odvisnost, depresija. V Laboratoriju za
genomiko Zivali se ze vrsto let ukvarjamo s proucevanjem vedenja laboratorijskih misi. V
kratkem predavanju vam bomo predstavili nekaj vedenjskih testov ter poskusili povzeti
klju¢no problematiko, s katero se sreCujemo raziskovalci na tem podrocju.
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Poskusne zivali kot model za ugotavljanje kronicne
toksicnosti kemikalij
Tomaz Snoj

InStitut za predklini¢ne vede, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbiceva ulica 60, 1000
Ljubljana

V postopku pridobitve dovoljenja za promet s snovmi, Ki pri uporabi prihajajo v stik s
Clovekom, domacimi ali prostozive€imi Zivalmi, je potrebno poznati njihovo morebitno
toksi¢nost. Podatke o akutni in kroni€ni toksi¢nosti, mutagenosti, kancerogenosti,
teratogenosti in vplivu na reprodukcijo se pridobi s testi, ki jih opisujejo smernice OECD,
in se izvajajo s poskusi na zivalih. Testiranje kroni¢ne toksi¢nosti kemikalij se izvaja po
smernici 408 (Repeated Dose 90-day Oral Toxicity Study in Rodents). Testiranje poteka
na laboratorijskih podganah obeh spolov, ki so glede starosti in telesne mase izenacene.
Zivali so razdeljene v skupine glede na odmerjeno koli¢ino testne substance. Testno
substanco prejemajo peroralno z uporabo orogastricne sonde, oziroma jo vmeSamo
v krmo ali vodo. Pri obeh spolih mora biti v test vklju€ena tudi kontrolna skupina, ki
testne substance ne dobiva. V vsako skupino je potrebno vklju€iti najmanj 10 zZivali.
Testno substanco apliciramo 90 dni vsak dan. Ce jo dajemo s krmo ali vodo, prejeti
odmerek ovrednotimo z vsakodnevnim odmerjanjem krme ali vode, od katere odstejemo
koli¢ino krme ali vode, ki je ostala od prejSnjega oskrbovanja. Vsakodnevno je potrebno
opraviti osnovni klinicni pregled zivali, pri katerem se ugotavljajo morebitni toksicni
ucinki testne substance. Enkrat tedensko je potrebno zivalim dolociti telesno maso in
jih detajlno klini¢no pregledati. Ob zaCetku in na koncu testiranja izvedemo oftalmoloski
pregled, ob koncu testa pa ovrednotimo tudi senzori¢no in motori¢no aktivnost. Po 90
dneh se Zivali evtanazira in obenem odvzame vzorce krvi za hematoloske in biokemicne
preiskave. Na vseh zivalih se izvede raztelesba, ob tem pa se dolocCi tudi teza notranjih
organov. IstoCasno je potrebno odvzeti tudi vzorce organov in tkiv za patohistoloske
preiskave. Glede na Ze obstojeCe podatke o toksi¢nosti testirane snovi oziroma sorodnih
substanc je potrebno smiselno opraviti tudi analize, ki v smernici niso neposredno
navedene. Integralna analiza podatkov, pridobljenih pri klini¢nih pregledih, hematoloskih,
biokemijskih, patoanatomskih in patohistoloskih preiskavah in primerjava podatkov
med skupinami, ki so prejemale razlicne odmerke testne substance, nam omogoca
prepoznavanje toksic¢nih u€inkov in dolocitev mejne vrednosti za opazeni uc¢inek (NOAEL
— No Observed Adverse Effect Level).
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Raziskave na zivalih z uporabo principov sintezne biologije

Dusko Lains¢ek, Mateja Mancek Keber, Iva Hafner Bratkovi€, Lucija Kadunc, Roman Jerala

Laboratorij za in vivo poskuse, Odsek za sintezno biologijo in imunologijo, Kemijski institut, Hajdrihova
ulica 19, 1000 Ljubljana

Sintezna biologija je novejSa veja znanosti, ki zdruzuje bioloSke, kemijske, biokemijske
in inzenirske pristope; govorimo lahko tudi o vedi bioinZzeniringa ali biomedicinskega
bioinzeniringa. Temelji predvsem na uporabi uveljavljenih metod genetskega inzeniringa
zivih bitij. Cilj sintezne biologije je popolnoma varno usmerjeno spreminjanje celic. Z uporabo
metod sintezne biologije stremi Clovek k razvoju in uporabi novih zdravil, k izboljSanju okolja,
k vecCji ekoloski noti in k odkrivanju novih virov energije in materialov (npr. bionanomateriali).
Najvecji motiv v raziskovanju, kjer se uporabljajo principi sintezne biologije, je odkritje novih
zdravil in novih nacCinov zdravljenja, pri katerem se celice uporabljajo kot t.i. nanotovarne,
ki so sposobne ob ustreznih pogojih in ob ustrezno vnesenih informacijah graditi prakti¢no
vse. Zapis za proizvodnjo Zelenega izbranega produkta lahko enostavno kodiramo v obliki
sinteticne DNK, kar omogocCi sestavo sintetiCnega sesalskega sistema, ki je popolnoma
varen za uporabo in okolje. V sklopu dela na poskusnih Zivalih smo na Odseku za sintezno
biologijo in imunologijo Kemijskega instituta z uporabo principov sintezne biologije razvili
celi¢no protivnetno napravo. Naprava v odgovor na povisano koncentracijo vnetnih citokinov
IL18 in TNFa sintetizira proti-TNFa protitelo, protivnetni citokin IL10 ter anakinro, specifiCen
IL1 receptor antagonist. Delovanje protivnetne naprave smo pokazali na modelu ulceroznega
kolitisa izzvanega z aplikacijo DSS ter na modelu sepse ustvarjene s kirurSko relevantnim
modelom ligacije in punkcije slepega Crevesja.

Z drugo vrsto celiCne naprave, ki smo jo razvili, posnemamo delovanje zarodnih celic.
Sesalske celice smo preusmerili v izdelavo razlicnih vrst rastnih faktorjev, ki igrajo med
drugim tudi pomembno vlogo pri regeneraciji. S kirurSkim modelom periferne ishemije zadnje
okoncine ter s kroznimi kirurSkimi koznimi ranami smo pokazali, da nasa celi¢na naprava,
ki izloCa razline rastne faktorje, pospesuje angiogenezo ter promovira hitrejSe celjenje ran.
Izlo€anje rastnih faktorjev smo prav tako regulirali z doksiciklinsko indukcijo tetraciklinskega
promotorja, ki je kontroliral izlo¢anje rastnih faktorjev.

Velik aspekt nasega dela predstavlja raziskovanje bionanomaterialov. Z nacrtovanjem
posameznih proteinskih segmentov lahko ustvarimo razli¢ne oblike proteinskih struktur, Ki
se jih lahko uporablja kot dostavni sistem zdravil, adjuvanse za cepiva ipd. Uspesno smo
ustvarili nov potencialen dostavni sistem za zdravila; tetraeder, ki se samostojno zvije iz
nacrtovanih segmentov tudi v misjem organizmu. Slednje smo potrdili s spremljanjem
bioluminiscence in vivo zvitja proteina z uporabo IVIS Ill bioimiger sistema.

Na nasem odseku se ukvarjamo tudi z zunajceli¢nimi vezikli, ki so normalen produkt razli¢nih
celic in delujejo kot posebni dostavni sistem. Njihovo dostavno vlogo smo izkoristili za
dostavo mocnega orodja za genomsko modifikacijo in regulacijo, t.j. CRISPR/Cas sistem.
Z razli¢nimi testi na misSih smo dokazali funkcionalno dostavo proteina Cas9 v misje celice,
prav tako pa smo vplivali na izrazanje posameznih genov v misjih jetrih.

Raznolika vrhunska oprema nam omogoca raznovrstno delo na poskusnih zivalih ter razvoj
Stevilnih bolezenskih in kirurskih misjih modelov, s katerimi zelimo pokazati terapevisko
korist nasih odkritij.
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Vloga receptorjev TLR in NLRP3 pri imunskem odgovoru

Mateja Mancek Keber, Dusko Lains¢ek, Mojca Bencina, Iva Hafner Bratkovi¢

Odsek za sintezno biologijo in imunologijo, Kemijski inStitut, Hajdrihova ulica 19, 1000 Ljubljana

Prirojen imunski sistem SCiti organizem pred patogeni in endogeno Skodo. Le-ta pa
lahko deluje kot me€ z dvema roboma, saj lahko neregulirano vnetje povzroci patologijo
vklju€no z avtoimunskimi boleznimi in celo rakom. Tollu podobni receptorji (TLR) in
inflamasomi (NLRP) predstavljajo bistvene receptorje prirojenega imunskega odziva.
Posredno ali neposredno prepoznajo molekule mikroorganizmmov tako imenovane s
patogeni povezane molekulske vzorce (PAMP) in aktivirajo celicne obrambne mehanizme,
ki vkljuCujejo vnetje. Pomembno, lahko prepoznajo tudi nevarne endogene signale, kar
bi lahko pojasnilo, zakaj se razvije vnetje, Ceprav mikrobne okuzbe ni mogocCe zaznati.
Ti signali so bili poimenovani DAMP (z nevarnostjo povezani molekularni vzorci) in se
sproscajo iz poskodovanih celic ali nekroze tkiva ter prispevajo k sterilnemu vnetju.

Na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo imamo na voljo kar nekaj linij misi, s
katerimi preuCujemo te receptorje in njihove signalne poti predvsem pri razlicnih boleznih:
TLR2, TLRS, TLR4, TLR5, TLR9, MyD88, TRIF, IRAK4, NLRP3 KO. Prikazanih bo nekaj
zadnjih objav, kjer smo jih uporabili.

V drugem delu bo prikazano delo, objavljeno na zunajcelicnih veziklih (extracellular
vesicles-EVs). Zunajceli¢ni vezikli so pomembni, ker prenasajo celicne informacije iz
donorskih v taréne celice, kar vpliva na njihovo funkcijo. Informacije so lahko proteini,
nukleinske kisline, lipidi ali sladkorji. Koli€¢ina spros¢enih zunajceli¢nih veziklov se
povecuje v stresnih razmerah. V periferni krvi bolnikov s kroni¢nimi vnetnimi boleznimi,
rakom ali okuzbo lahko detektiramo poviSane koncentracije zunajceli¢nih veziklov,
ki prispevajo k napredovanju bolezni. Zunajceli¢ni vezikli lahko sodelujejo pri razvoju
raka in Sirjenju njihovih signalov v okolisko tkivo. Aktivirane celice limfoma vplivajo na
druge netransformirane celice v organizmu z izlo€anjem vnetnih citokinov. Raziskovali
smo alternativni mehanizem preko zunajceli¢nih veziklov. Pokazali smo, da se lahko
signalizacijske molekule per se prenesejo na tarCne celice, kjer tvorijo aktivne komplekse
in sprozijo aktivacijo vnetnih poti, s Cimer spreminjajo mikrookolje tumorija.
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Neinvazivno in vivo slikanje laboratorijskih zivali

Miha Butinar, Janja Zavrsnik, Lovro Kramer, Georgy Mikhaylov

Institut "JozZef Stefan", Jamova cesta 39, 1000 Ljubljana

V letu 2014 smo na odseku za biokemijo, molekularno in strukturno biologijo v hlev€ku
za poskusne zivali vzpostavili laboratorij za neinvazivno in vivo slikanje laboratorijskih
zivali z aparaturo IVIS Spectrum. IVIS Spectrum omogoc¢a 2D in 3D bioluminiscen¢no
in fluorescencno slikanje misi in podgan. Bioluminiscen¢no slikanje se uporablja
predvsem v raziskavah raka, kjer rakave celice izrazajo luciferazo in s pomocjo substrata
D-luciferin le te detektiramo kot signal v obliki fluksa fotonov. Fluks fotonov je hkrati tudi
proporcionalen s Stevilom celic v organizmu, kar omogoca detekcijo in kvantifikacijo
rasti tumorja. Zaradi iziemno mocnih signalov je mozna detekcija do 10 rakavih celic v
organizmu, kar posledicno omogoca zgodnje spremljanje razvoja raka in vpliva terapij.
Fluorescencno slikanje pa se lahko uporablja tako v raziskavah raka kot tudi vnetij,
dostavnih sistemov za zdravila in diagnostiko, terapij, prob za razli€ne encime in procese
v celicah ter biodistribucije nanodelcev. IVIS Spectrum omogoca slikanje vse do IR
obmocja pri 750 nm. V sklopu tega laboratorija smo leta 2016 postavili tudi racunalnisSko
vodeni tomograf »CT« z rentgenskimi Zarki »Quantum FX microCT«, ki je hkrati tudi
komplementarni del k aparaturi IVIS Spectrum in omogoca ko-registracijo podatkov.
S pomocjo razlicnih kontrastnih sredstev nam pridobljena oprema omogoc€a podrobno
3D rekonstrukcijo organizma in posledi¢no celovit vpogled v razvoj razlicnih bolezni
in sprememb na kosteh. S pridobljenimi rezultati smo objavili ve¢ ¢€lankov v uglednih
revijah kot so Gene Therapy, Mol. Ther. N.A., Theranostics, MICF., I.J of Pharm..
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Studij raka pri misjem modelu

Janja ZavrSnik, Miha Butinar, Olga Vasiljeva, Vito Turk, Boris Turk

Institut "JozZef Stefan", Jamova cesta 39, 1000 Ljubljana

V Hlev€ku za poskusne zivali na Institutu »Jozef Stefan« gojimo misi seva FVB in
transgenske misi FVB;MMTV-PyMT. Pri hemizigotnih PyMT samicah pride do razvoja
tumorjev mle€ne Zleze, ki metastazirajo v plju€a. V razvoj in napredovanje raka mlecne
zleze so pomembno vklju€eni tudi lizosomski cisteinski katepsini, njihovo proteoliticno
aktivnost pa regulirajo endogeni inhibitorji. Cistatin C je mocan reverzibilni zunajcelicni
inhibitor cisteinskih katepsinov, medtem ko je stefin B znotrajceli¢ni inhibitor. Z namenom
preucCitve vpliva katepsinskih inhibitorjev stefina B in cistatina C pri raku mle¢ne Zleze, so
bile misi z izbitim genom za stefin B in cistatin C krizane s transgenim misjim modelom
raka mlecne Zleze PyMT. Pokazali smo, da je odsotnost stefina B in cistatina C vplivala
na zmanj$ano velikost tumorjev mleCne Zlezne, medtem ko vpliva na metastaziranje v
pljuca ni bilo. Pri misih z izbitim genom za stefin B je bilo zmanjSanje velikosti tumorjev
povezano s povecanjem Stevila mrtvih celic znotraj tumorjev. Tako ex vivo kot in vitro
smo dolocili znizano proliferacijo v tumorjih brez cistatina C, kar nakazuje na njegovo
vlogo v signalnih poteh, ki nadzirajo proliferacijo tumorskih celic. Proteomska analiza
sekretoma primarnih PyMT tumorskih celic je pokazala znizanje nivoja vseh izoform 14-
3-3 proteinov v sekretomu tumorskih celic z izbitim genom za cistatin C, kar nakazuje na
novo povezavo med vliogami cisteinskih katepsinov, cistatina C in 14-3-3 proteinov, ki jo
bo potrebno dodatno raziskati.

Pri naSem delu uporabljamo razlicne metode, od izolacije primarnih celi¢nih kultur,
imunohistokemije, fluorescenc¢ne in konfokalne mikroskopije do neinvazivne in vivo
vizualizacije (IVIS, mikroCT). Sodelovali smo v razli¢nih nacionalnih in mednarodnih
raziskovalnih projektih.
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Center za laboratorijske zivali na Oddelku za zootehniko
Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani

Simon Horvat, Katja Skulj, Tatjana Pirman, Peter Dov¢

Oddelek za zootehniko, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Groblje 3, 1230 DomZzale

Center za laboratorijske zivali deluje na Oddelku za zootehniko, BiotehniSke fakultete,
Univerze v Ljubljani od leta 1970. V prvih desetletjih je bil poudarek na uvajanju vzrejnih
postopkov laboratorijskih misi in podgan, prehranskih in reprodukcijskih poskusov. Po
letu 2000 smo izvedli adaptacijo in razSiritev prostorov ter opreme. Poleg vzreje lastnih
linij laboratorijskih misi, selekcioniranih na ve€jo oziroma manjSo vsebnost telesnega
mascevja, vzrejamo tudi standardne in gensko spremenjene linije. Laboratorijske misi
uporabljamo kot genetski model za klasi¢no genetske in novejSe genomske raziskave
identifikacije genov povezanih z rastjo organizma, debelostjo in vitkostjo ter metabolnimi
motnjami kot so sladkorna bolezen in hiperholesterolemija. Vpeljano imamo rutinsko
metodologijo genotipiziranja posameznih genov ter genetskih oznacevalcev po celem
genomu, kot so mikrosateliti in SNP s spremljajoCo statisticho in bioinformaticno
analizo (npr. haplotipov). Poseben sklop aktivnosti predstavlja razvoj transgenih linij
misi, da pridobimo zivali z Zeleno spremembo genoma. Imamo ekspertizo na podrocju
treh nacinov pridobivanja transgenih zivali, in sicer z mikroinjiciranjem DNA v zgodniji
zarodek, z genskim manipuliranjem embrionalnih mati¢nih celic in z novejSim pristopom
genomskega preurejanja z metodo CRISPR/Cas9. V Centru lahko pripravimo transgene
konstrukte, ki se med seboj po sestavi elementov razlikujejo predvsem glede na izbrano
metodo in hamen raziskave. Transgeni konstrukt nato uvedemo v sprejemno celico,
ki ji Zelimo spremeniti genom. Sledijo postopki za identifikacijo gensko spremenjenih
celic, reproduktivne manipulacije (na primer prenos zarodkov v nadomestne matere) in
ustrezna parjenja, da razvijemo transgeno linijo. lzvajamo tudi prehranske poskuse, na
voljo imamo metabolne kletke za loCeno zbiranje sec€a in blata ter poskuse razlicnih
metod rokovanja laboratorijskih zivalih. Imamo opremo za krioprezervacijo sperme in
zarodkov. V okviru Centra deluje tudi celi¢ni laboratorij za embrionalne in inducirane
odrasle mati€ne celice ter klasi¢ni celicni laboratorij s pripadajoCo opremo. Za delo na
tkivih imamo aparaturo mikrodisektor, ki na osnovi ultrazvoka omogoca natancno rezanje
tarCnih celic ali skupkov celic iz celi€nih, histoloskih ali svezih tkivnih rezin. Od vecjih
sklopov opreme smo za izvajanje metod transgeneze v letu 2018 pridobili sistem za
mikroinjiciranje zarodkov in evkariontskih celic. Sistem je opremljen z dvema elektronsko
vodenima mikro-manipulatorjema kar omogoca hitro in ponovljivo mikroinjiciranje ve¢jega
Stevila pred-implantacijskih zarodkov sesalcev, rib in dvozivk, kakor tudi mikroinjiciranje
adherentnih evkariontskih celic. Z naso opremo in ekspertizo smo odprti za sodelovanje
zainteresiranim partnerjem znotraj in zunaj maticne institucije.
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Ocena vnetnega odziva in nevrotoksicnosti liposomalne
oblike bupivakaina po intratekalni aplikaciji pri prasi¢u

Alenka Seligkar, Jurij Zel, Admir Hadzi¢, Erika Cvetko, Marija Damjanovska, Maxine M. Kuroda,
Tatjana Stopar Pintaric

Klinika za male Zivali, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbi¢eva ulica 60, 1000 Ljubljana

Liposomalni bupivakain (DepoFoam bupivacaine; Exparel, Pacira Pharmaceuticals, Inc.,
San Diego, CA, ZDA) (LB) je oblika bupivakaina, ki je inkapsulirana v multivezikularnih
liposomih, ki izboljSajo stabilnost preparata, podaljSajo delovanje ter zmanjSujejo
sistemsko nevro- in kardiotoksi¢nost (1, 2). Trenutno je uporaba LB pri ljudeh omejena
pretezno na infiltracijo kirurSke rane (3, 4), ki omogoca ucinkovito analgezijo in manjso
porabo opioidnih analgetikov do 72 ur po aplikaciji. Omenjena formulacija se je ze
izkazala za ucinkovito pri interskalenskih (5) in medrebrnih blokadah (6, 7), blokadah
stelatnega ganglija (8) »transversus abdominis plane (TAP)« blokih (9) in tudi drugih
blokadah perifernih zivcev (3, 10) ter epiduralnih aplikacijah (11).

UcCinkovitost in varnost liposomalnega bupivakaina po terapevtskem in nenamernem
vbrizganju v intratekalni prostor sta slabo raziskani. Namen nase raziskave je ugotoviti
nevroloske in lokalno toksi¢ne posledice vbrizganja treh razlicnih odmerkov LB v
intratekalni prostor pri prasicu ter jih primerjati s standardno formulacijo bupivakaina
(bupivakain HCI). Raziskava poteka v okviru dveh programskih skupin (P3-0043
»Molekularni mehanizmi razvoja in delovanja skeletne misice«, P4-0053 »Endokrini,
imunski in encimski odzivi pri zdravih in bolnih Zivalih«), v njej pa sodelujejo raziskovalci
z Medicinske in Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani, Klinicnega oddelka za
anestezijo in intenzivno terapijo Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana in New York
School of Regional Anesthesia.

Raziskavo izvajamo na prasicih, ker je anatomija centralnega zivénega sistema prasica, od
vseh zivalskih vrst, ki se jih lahko uporablja v eksperimentalni medicini, najbolj primerljiva
s Clovesko (12). Nevroloski odziv spremljamo do 21 dni po aplikaciji testne u€inkovine.
Nevrotoksic¢nost in vnetne spremembe hrbtenjace ocenjujemo s histomorfometrijsko in
imunohistokemicno analizo hrbtenjaCe s pripadajoCimi hrbtenjacnimi zivci ter z analizo
cerebrospinalne tekocCine.

Glede na pocCasno sproscanje LB pri¢akujemo daljSi senzori¢ni in krajSi motori¢ni blok
v primerjavi z bupivakainom HCI, ki bo predvidoma odvisen od odmerka (13). Lokalni
anestetiki, ki jih apliciramo ob zZivec, lahko v odvisnosti od odmerka in ¢asa ekspozicije
povzrocijo njegovo degeneracijo. Podobni primeri so bili Ze opisani po uporabi lidokaina
za spinalno anestezijo (14). V nasi raziskavi pricakujemo, da kljub vec¢anju odmerka LB
ne bo prislo do vnetnih in degenerativnih sprememb na hrbtenjacnih zivcih.
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Poskusne zivali in prehranske raziskave

Tatjana Pirman, Andrej Lavrencic, Alenka Levart, Vida Rezar, Ajda Kermauner, Jakob Leskovec
in Janez Salobir

Katedra za prehrano, Oddelek za zootehniko, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Groblje 3,
1230 Domzale

Na Katedri za prehrano preucujemo razli¢ne vidike prehrane zivali v verigi prehrana
zivali za zdravje zivali, ljudi in okolja. Zanimajo nas predvsem prehranske potrebe Zivali
(npr. v pogojih oksidativnega stresa), poznavanje specificnih ucinkov razlicnih krmil,
krmnih dodatkov, rastlinskih snovi z bioaktivnimi lastnostmi in antinutritivnih snovi na
zdravje in proizvodnost Zivali, uCinki prehrane Zivali na kakovost Zivalskih proizvodov z
vidika tehnoloske in prehranske vrednosti za ljudi, moznosti prehrane zivali za kreiranje
funkcionalnih zivil zivalskega izvora ter povezave med prehrano Zivali in u€inki na okolje.
V zadnjem Casu se osredoto¢amo na vpliv prehrane matere na zdravje in prehranske
potrebe potomcev, ki postaja zelo pomembno raziskovalno podrocje. V tem pogledu je
perutnina zelo zanimiv model, saj lahko pri njih zelo jasno lo¢imo direktne vplive prehrane
mater na sestavo jajc oz. izvaljenih zivali. V raziskavah lahko uporabljamo razlicne
zivalske modele, saj imamo posebne metabolne kletke za izvajanje in vivo poskusov
pri laboratorijskin misih in podganah, prasi€ih, perutnini ter kuncih. Kletke omogocajo
loCeno zbiranje se€a in blata ter s tem moznost dolo€anja prebavljivosti hranil ter izvedbo
bilan¢nih in presnovnih raziskav. Imamo fistulirane ovne, ki jih uporabljamo za in vitro
merjenje prebavljivosti pri prezvekovalcih in za mikrobioloSke raziskave, ter hlev za talno
rejo piS€ancev in za rejo kuncev. Uporabljamo tudi in vitro sisteme za simulacijo prebave
pri prezvekovalcih in kuncih (Daisy, plinski test). Imamo moznost uporabe klavnice za
Studij vplivov prehrane na zdravje Zivali ter prehransko vrednost in kakovost Zzivalskih
proizvodov ter lastno mesalnico za pripravo krmnih mesSanic, ki nam omogoca pripravo
man;jSih koli¢in krmnih mesanic, glede na zahteve raziskave. V kemijskem laboratoriju
lahko izvajamo klasi¢ne in napredne analize hranilne in energijske vrednosti krme in
hrane ter analiziramo sestavo Zivalskih tkiv in drugih vzorcev. Z GC dolocamo mas¢obne
kisline: od hlapnih do dolgoveriznih veckrat nenasicenih, tudi cis- in trans- izomere in
izomere konjugirane linolne kKisline, s HPLC pa izomere vitamina E in specificne produkte
oksidacije mas€ob, kot je npr. malondialdehid. Stopnjo poskodb DNA doloCamo s
kometnim testom in s presnovnim markerjem, 8-hidroksi-deoksi gvanozinom. Z atomsko
absorpcijsko spektroskopijo analiziramo makro- in vecCino mikroelementov, v kombinaciji
s hidridno tehniko tudi Se, za dolo¢anje P, TBARS in peroksidov uporabljamo molekulsko
spektrometrijo v UV in vidnem delu spektra, za doloCanje produktov oksidacije LC
PUFA in drugih presnovnih markerjev v krvi pa razlicne reagencne komplete. In vitro
antioksidativno kapaciteto v mas€obah in v vodi topnih antioksidantov v razli¢nih vzorcih
dolo€amo s kemiluminiscenco. V sodelovanju z Veterinarsko fakulteto in kolegi iz drugih
raziskovalnih skupin BitehniSke fakultete proucujemo tudi ucinke prehrane na zdravje
prebavil in tako imenovane transkriptomske raziskave.
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Kostna regeneracija na modelu celjenja kostnih defektov v
kalvariji pri podgani

Rok Gaspersi¢ ', Uro$ Kovaci¢ ', Lucija Kadunc?, Miha Butinar?, Boris Turk 3, Roman Jerala?,
Iva Hafner-Bratkovic 2
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1000 Ljubljana; 2 Kemijski institut, Hajdrihova ulica 19, 1000 Ljubljana; ° Institut "JozZef Stefan", Jamova
cesta 39, 1000 Ljubljana

Uspesnost celjenja poSkodb kosti obraznega skeleta, ki nastajajo in se celijo po
principu direktne osifikacije je nepredvidljiva. Med dejavniki, ki vplivajo na uspesnost
celjenja, so najpomembnejsi stabilnost kostnih delov, velikost defekta, prekrvljenost
kosti, presnovne bolezni kosti in okuzbe. Vpliv teh dejavnikov se ocenjuje na modelu
poskusno povzroCenih defektov na kalvarijskih kosteh podgane. KritiCha velikost
poskusno povzro€enega defekta kalvarije (angl. »critical size defect«) je opredeljena kot
tista velikost poskusno povzro€enega kostnega defekta, ki se v opazovanem obdobju
ne zaceli spontano. Ker smo v nasih raziskavah ugotovili, da se defekti velikosti 3 mm
v dvomesecnem opazovalnem obdobju ne zacelijo spontano, smo Zeleli v nadaljevanju
poskusov celjenje vzpodbuditi z dovajanjem rastnega faktorja TGF-B s pomocjo celic,
namescenih v posebne cevke, ki omogocajo sproscanje sintetiziranih dejavnikov v bliznjo
okolico, hkrati pa preprec€ujejo stik celic z imunskimi celicami gostitelja (podgane).
Avtoklavirane teflonske cevke smo napolnili z linijami misjih fibroblastov NIH3T3, ki
stabilno izrazajo in izloCajo TGF-B1 ter cevke toplotno zaprli. Eksperimentalne postopke
smo opravljali v splosni anesteziji z intraperitonealno mesanico ksilazina in ketamina. Pri
podganah smo s skalpelom v mediani ravnini od frontalnega do okcipitalnega podrocja
izvedli incizijo v dolzini 3 cm. Z deljenjem subkutane fascije smo kozo v podrocju
skalpa odgrnili v obe strani, nato s skalpelom prekinili periost in tudi tega razmaknili
v podrocju nad lobanjskim svodom. Obojestransko ob sagitalnem kostnem Sivu smo
z 3 mm trefinskim svedrom ob nizkih obratih in hlajenju s hladno fizioloSko raztopino
naredili okrogle defekte premerov 3 mm. Pri pripravi defektov smo bili posebej pozorni,
da smo se izognili poskodbam dure in Zil mozganskih ovojnic. Na povrsino kalvarije v
podrocju defektov smo namestili predhodno pripravljene cevke (dolzina 15 mm, premer
1,2 mm), napolnjene s celicami, ki so izlo¢ale TGF-B1 . Podganam kontrolne skupine
smo namestili cevke s celicami osnovne linije NIH3T3, ki ne izlo€ajo dodatnih rastnih
dejavnikov. Periost in koZo skalpa smo vedno zasili po plasteh, periost z resorbilno nitjo
Vicryl 4/0 in kozo s kirurS§ko svilo 4/0. Po dveh mesecih smo podgane zrtvovali, izolirali
tkivne bloke kalvarij ter uspesnost celjenja vrednotili z mikro-CT preiskavo. Po odstranitvi
cevk smo analizirali prezivelost celic in izlo€anje TGF-B1.

S pomocjo analize mikroCT slik celjenja kostnih defektov po dveh mesecih smo pokazali,
da prisotnost celic, ki izlo¢ajo TGF-B1 pospesi celjenje kostnega defekta v primerjavi s
kontrolno skupino s celicami, ki ne izlo€ajo rastnih dejavnikov.

Uspesno smo vzpostavili model regeneracije obraznega skeleta in pokazali u€inkovitost
celi¢ne terapije z dovajanjem TGF-B1.
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Fluorescentna nanoskopija

Jernej Jorgacevski, Marko Kreft, Maja Potokar, Robert Zorec

Laboratorij za nevroendokrinologijo - Center molekularna celi¢na fiziologija, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, ZaloSka cesta 4, 1000 Ljubljana; CELICA, biomedicinski center, d.o.o., Tehnoloski
park 24, 1000 Ljubljana

Fluorescentna mikroskopija je pomembna tehnika za neinvazivne raziskave celi¢nih
struktur in fizioloSkih procesov v celicah. Pri obiCajnih fluorescentnih mikroskopskih
tehnikah je lo€ljivost mikroskopov omejena zaradi uklona svetlobe na priblizno 200
nm. S superloCljivostnimi mikroskopijami, Ki jih zaradi izboljSane loCljivosti imenujemo
tudi nanoskopije, pa lahko dosezemo do desetkrat boljSo locljivost. V Laboratoriju za
eksperimentalno nevroendokrinologijo- Center molekularna celi¢na fiziologija (Center
LN-MCP) za zajemanje slik fluorescentno oznacenih vzorcev uporabliamo razlicne
fluorescentne mikroskopije: konfokalno mikroskopijo, dvofotonsko mikroskopijo,
nanoskopijo s strukturirano osvetlitvijo (SIM; z locljivostjo ~100 nm) in nanoskopijo z
vzbujenim praznjenjem emisije (STED, z locljivostjo ~40 nm). Raziskave opravljamo
na posameznih celicah in tkivnih rezinah izoliranih iz samcev in samic podgan Wistar.
Kortikalne astrocite izoliramo iz 2-3 dni starih neonatalnih podgan, mozganske rezine pa
iz ~8 tednov starih odraslih Zivali. V predavanju bom razlozil osnovni princip delovanja
mikroskopij STED in SIM ter predstavil nas dvokanalni mikroskop STED. Predstavil bom
tudi primerjavo meritev premerov mesickov v izoliranih astrocitih, izvedenih s konfokalno
mikroskopijo, z nanoskopijo SIM in z nanoskopijo STED ter te rezultate primerjal z
meritvami izvedenimi z elektronsko mikroskopijo.
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Izvedba poskusov na ribah na Veterinarski fakulteti v
Ljubljani
Vlasta Jengi¢, Vesna Cerkvenik Flajs, Sabina Sturm, Tanja Svara, Mitja Gombag¢

Institut za patologijo, divjad, ribe in Cebele, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbiceva ulica
60, 1000 Ljubljana

Ribe pogosto uporabljamo za izvajanje razlicnih poskusov. Povsem obicajno je,
da razli¢ne vrste rib raziskujemo, da bi bolje razumeli njihovo anatomijo, fiziologijo,
vedenjske vzorce in odziv na razlicne povzrocitelje bolezni, s ¢imer lahko izboljSamo
njihovo pocutje. Poznana je tudi uporaba rib v raziskavah onesnazenosti okolja in
razlicnih toksikoloskih Studijah. Manj poznano pa je, da nekatere ribe uporabljamo tudi
kot model za proucevanje razlicnih bolezni sesalcev in celo ljudi. Posegi na ribah v
poskusu so v glavnem zelo blagi, zato niso potrebne aktivnosti za omilitev bole€ine in
trpljenja, v€asih pa so tudi zelo zahtevni, kot so denimo razlicne operacije, kjer je treba
ribe med posegom anestezirati. Vsako raziskavo vnaprej skrbno nacrtujemo, pri Cemer,
kot pri drugih Zivalih, upoStevamo nacela treh »R«, program pa nato obravnava in potrdi
eticha komisija. Na Institutu za patologijo, divjad, ribe in Cebele Veterinarske fakultete
v Ljubljani imamo manjsi sistem akvarijev, v katerih obCasno izvajamo poskuse. To je
sistem vecjih in manjsih pretoCnih akvarijev, ki jih napaja vodovodna voda, ki se pred
vstopom v sistem precisti najprej skozi mehanski filter, v deklorinatorju pa se klorirana
vodovodna voda ocisti dodanega klora. Ko pa voda zapusca akvarijski sistem, gre skozi
UV svetilke, kjer se unicijo morebitni bolezenski povzroditelji. To je sicer zelo preprost,
vendar dovolj uCinkovit sistem, ki povsem zadostuje za izvedbo razlicnih raziskav na
manjSem Stevilu rib. Med bolj odmevnimi raziskavami, ki smo jih opravili z omenjeno
opremo, je bilo ugotavljanje humoralnega imunskega odziva Sarenk, proucevanje
dovzetnosti soSke postrvi na virus, ki povzroCa infekciozno hematopoetsko nekrozo,
ter ugotavljanje ostankov malahitnega zelenila in njegovih metabolitov v tkivih Sarenk in
krapov po enkratnem terapeviskem kopanju. Od toksikoloskih Studij je bila opravljena
in objavljena raziskava vpliva abamektina na Sarenke, v zadnji raziskavi, opravljeni v
vodnem laboratoriju InStituta, pa smo na Sarenkah proucevali vpliv bisfenola A.
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Integrativni pristop za razumevanje biologije proteusa,
“skrivnostnega vladarja” dinarskega podzemlja

Lilijana Bizjak Mali, Rok KostanjSek, Nina Gunde-Cimerman

Oddelek za biologijo, BiotehniSka fakulteta, Univerza v Ljubljani, Ve¢na pot 111, 1000 Ljubljana

Proteus ali Cloveska ribica (Proteus anguinus) je krovna vrsta dinarskega podzemlja, slovenski
nacionalni simbol ter simbol svetovne naravne dediScine in biodiverzitete. Je edini evropski
predstavnik evolucijsko stare skupine vodnih repatih dvozivk iz druzine mocerilarjev ali
Proteidae, in ena od znamenitejSih Zivalskih vrst z naravoslovnega in z naravovarstvenega
vidika. V svetovnem merilu je posebna po svojih telesnih prilagoditvah, po nacinu zivljenja
in po omejeni geografski razsirjenosti oz. enedemicnosti. Oddelek za biologijo BiotehniSke
fakultete, Univerze v Ljubljani ima dolgoletno tradicijo raziskovanja te karizmaticne jamske
dvozivke. Z razlicnimi pristopi in integracijo strukture in funkcije, zelimo razumeti njeno
biologjo, ekologijo in evolucijo, ki so pomembna osnova za prepoznavanje potencialnih
nevarosti, ki pretijo tej edinstveni vrsti dvozivke in so potrebni za uc€inkovito ukrepanje,
zascito ter ohranjanje Cloveske ribice v njenem naravnem okolju. Zaradi specifiCne biologije
je iziemno obcutljiva in ranljiva vrsta dvozivk. Ker je izredno dolgoziva dvozivka, njena
zivljenska doba je 70 let, so zanjo lahko usodne Ze nizZje, a dolgotrajne koncentracije strupenih
snovi, ki se postopoma v njenih tkivih kopicijo. Kroni¢na izpostavljenost onesnazilom lahko
izzove oslabitev imunskega sistema, in posledi¢no poviSsano dovzetnost za okuzbe s paraziti
in ostalimi patogeni. Mnoga onesnazila v okolju delujejo kot endokrini motilci, prihaja do
motenj hormonskega ravnovesja in negativnega vpliva na reprodukcijo. S proucevanjem
hematoloskih parametrov, ki so pomembnimi kazalci fizioloSkega stanja zivali, Zelimo
zagotoviti osnovno znanje za prepoznavanje morebitnih stresnih situacij in okuzb v naravi
in v laboratorijskih pogojih ter pripraviti izhodiSCe za raziskave slabo preucenih obrambnih
odzivov Cloveske ribice na okuzbe. S prou¢evanjem gonad in dinamike gametogeneze ter
z razvojem nedestruktivnin metod za doloCanje spola poskuSamo podrobneje razumeti
njeno slabo raziskano reproduktivno biologijo in zagotoviti osnovno znanje za uspesSno
in sistemati¢no ex-situ razmnozevanje proteusa. Z optimizacijo kultivacije krvnih celic in
tkivnih eksplantov Zelimo vzpostaviti ne-destruktiven in-vitro sistem za citogenetske in
druge (genetske, biokemijske, fizioloSke, toksikoloske) Studije brez poseganja v naravne
populacije. Obdukcije in histopatoloske analize obolelih osebkov iz narave in ujetnistva so
pokazale zastopanost parazitov v prebavilu in tkivih, zato se usmerjamo tudi v sistematicni
monitoring parazitov in ostalih patogenov. S koevolucijskega in fizioloSkega vidika nas
zanimajo interakcije proteusa in njegove mikrobiote, ki so omogocile uspesne, energijsko
varcne strategije prezivetja v podzemnem okolju z zelo omejenim vnosom hranil. Nujni ukrep
je tudi vzpostavitev pristopov za diagnostiko porajajoCih patogenov, predvsem hitridnih gliv
rodu Batrachochitridium, ki so trenutno najresnejSa groznja dvozivkam po celem svetu.
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Predstavitev vzrejno-uporabniske organizacije laboratorijskih
zivali InStituta za fiziologijo Medicinske fakultete v Mariboru

Jasmina Kerémar ', Jurij Dolensek ', Marko Gosak "2, Lidija Krizan¢i¢ Bombek', Rudi Mlakar?,
Eva Paradiz’, Viliem Pohorec ', Masa Skelin Klemen', Marjan Slak Rupnik ', Peter Vodopivc',
Andraz Stozer

TInStitut za fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru, Taborska ulica 8, 2000 Maribor; 2
Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Univerza v Mariboru, Koroska cesta 160, 2000 Maribor; 2 Center
za fiziologijo in farmakologijo, Medicinska univerza Dunaj, SchwarzspanierstraBe 17A, 1090 Dunaj, Avstrija

Medicinska fakulteta Univerze v Mariboru je bila ustanovljena leta 2003. V letu 2008 smo
skupaj s Fakulteto za kmetijstvo in biosistemske vede (FKBV) registrirali prostore za
vzrejo laboratorijskih glodavcev v prostorih Testne postaje Maribor. Od leta 2013 deluje
Medicinska fakulteta v novih prostorih, kjer so pod okriliem Instituta za fiziologijo tudi
prostori za vzrejo laboratorijskih zivali.

Institut za fiziologijo Medicinske fakultete Univerze v Mariboru je od leta 2014 registrirana
vzrejna in uporabni$ka organizacija za misi in podgane. Zivali so nastanjene v prostorih
z najsodobnejSim sistemom individualno ventiliranih kletk s centralnim avtomatskim
uravnavanjem konstantnih mikroklimatskih pogojev (vlaga, temperatura). Vsaka kletka
ima lasten dovod in odvod zraka in deluje kot popolnoma zaprta epidemioloSka enota
z minimalnim vplivom iz okolja ali nanj. Menjava visokovpojnega nastilja poteka 2-4
krat mesec€no, voda in krma sta zivalim na voljo ad libitum. Vsa oprema se po ciScenju
sterilizira. Za obogatitev okolja zivali uporabljamo plasti¢ne hiSice in gnezdilni material v
obliki vatirancev. Zivali so izpostavljene 12-h ciklu svetlobe/teme. Zakonsko predpisani
zdravstveni monitoring zivali se izvaja letno oziroma po potrebi.

V nasi organizaciji vzrejamo misi inbridiranih linij C57BL/6J (JAX) in C57BL/6NCrl (Charles
River, Nemcija) ter neinbridirano linijo misi HsdWin:NMRI (Envigo, Nizozemska). Prav
tako imamo prijavljen zaprt sistem za delo z gensko spremenjenimi organizmi (GSO) iz
prvega varnostnega razreda. Trenutno imamo nastanjene gensko spremenjene misi linije
C57BL/6J brez gena SF-1.

Raziskovalno delo poteka na Zivalskih tkivih, ki jih izoliramo po usmrtitvi Zivali. Osrednji
predmet raziskav na Institutu za fiziologijo so celice beta trebusne slinavke v akutnih
tkivnih rezinah, obCasno za potrebe projektov in sodelovanj z drugimi raziskovalnimi
skupinami izoliramo tudi druga tkiva. Delo na tkivih poteka s konfokalno mikroskopijo
(znotrajcelicna dinamika kalcijevih oscilacij) in z elektrofizioloSkimi metodami (merjenja
membranskih napetosti, tokov in eksocitoze). Pridoblijene podatke izvozimo v obliki
dolgih ¢asovnih vrst in jih obdelamo z naprednimi filtracijskimi metodami ter iz njih
razberemo fizioloSke parametre signalov. Medceli¢no povezanost vrednotimo z orodji s
podrocja teorije mrez.
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Medicinski eksperimentalni center v Ljubljani

Martina PerSe

Medicinski eksperimentalni center, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, ZaloSka cesta 4, 1000
Ljubljana

Medicinski eksperimentalni center (MEC) je zasnoval prof.dr. Anton Cerar leta 1987 v
prostorih stare patologije. Njegova vizija je bila, da bi se na Medicinski fakulteti Univerze
v Ljubljani (MF UL) zasnoval sodoben center za laboratorijske Zivali, po vzoru zahodnih
drzav. Takrat je bilo raziskovalno delo s poskusnimi zivalmi na MF UL zelo razSirjeno.
Vendar pa so bili prostori za nastanitev in izvajanje poskusov na zivalih razprseni po
posameznih institutih, ki so izvajali raziskave na zivalih (IBC, IF, PAFI, FARMA, MIKRO).
Kljub Stevilnim pogovorom, do interesa po skupnem centru na MF UL takrat ni prisSlo. Tako
je MEC v okviru Instituta za patologijo izvajal raziskave na zivalskih modelih (npr. raka
zelodca, debelega Crevesa, mamarne Zleze, model kolitisa, akutne ledvicne odpovedi) in
soCasno vzrejal laboratorijske glodavce za uporabnike znotraj in izven MF UL.

S sprejetiem zakonodaje s podrocCja poskusov na zivalih in registracijo vzrejnih in
uporabniskih organizacij v Sloveniji, je na MF UL pocasi zorelo spoznanje, da je s stalis€a
zivali, kadrovskih zahtev, vzdrzevanja opreme in predpisanih pogojev ter posledi¢no
financ bolj smotrno, da se vzpostavi skupni sodobno opremljen centralni laboratorij, ki bo
omogocal nemoteno delo z laboratorijskimi Zivalmi sodobnih zahtev vsem raziskovalcem
MF UL kot tudi morebitnim zunanjim uporabnikom. Odlocitev je dozorela in bila sprejeta
med raziskovalci in pri vodstvu MF UL.

Medicinski eksperimentalni center je zaCel delovati kot centralni laboratorij MF UL 19.
februarja 2016. MEC je tako prva in trenutno edina vzrejna in uporabniska organizacija
v Sloveniji, ki je prostorsko in organizacijsko zasnovana tako, da omogoca neodvisno
in samostojno izvajanje raziskav na laboratorijskih glodavcih vsem raziskovalcem MF
ter soCasno zagotavlja lo€eno vzrejo standardnih in transgenskih glodavcev (trenutno
linije podgane Wistar, misi C57BL/6J, BALB/c, CD-1 ter transgenske linije misi Alb-Cre,
razli¢ne linije s Cyp51 delecijo). MEC tako raziskovalcem zagotavlja ne le nemoteno
infrastrukturo in oskrbo Zivali v skladu s predpisi in strokovnimi smernicami pac¢ pa
tudi strokovno pomoc. V skladu s Pravilnikom o organiziranosti in delovanju MEC ter
Navodili za uporabnike MEC lahko v MEC samostojno izvajajo poskuse na glodavcih
tudi raziskovalci drugih institucij.

MEC se razprostira na 260 m?, sestavljajo ga prostori za nastanitev zivali (8), laboratoriji,
v katerih se izvajajo posegi (5) ter pomozni prostori (pomivalnica, shramba, skladisSce,
odprema, garderobe) in oprema, ki so nujni za delovanja MEC (pomivalni stroj, avtoklav,
IVC sistem, laminariji, plinski razkuzevalec prostorov H,O,; laboratorijska oprema za
kirurSke posege ter osnovne diagnosti¢ne teste). Vse prostore in vso opremo se redno
mehani¢no Cisti in sterilizira, steriliziramo tudi vodo, steljo in obogatitveni material
(papirnate brisacCe, kartonski tulci, plasti¢ne hiske), in ves drugi material s katerim pridejo
zivali ali osebje v stik. Nadzor nad zdravstvenim stanjem zivali vrSimo z rednimi klini¢nimi
pregledi, rednimi sekcijami, in mikrobioloSkim testiranjem na vse potencialne patogene
podgan in miSi po FELASA priporocilih (vzorce poSiljamo v tujino).
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Predstavitev laboratorijskih preiskav in aparatur v
Laboratoriju za kliniéno patologijo Veterinarske fakultete

Marija Nemec, Martina Klinkon, Joze Stari¢, JoZica Jezek

Klinika za reprodukcijo in velike Zivali, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbi¢eva ulica 60,
1000 Ljubljana

Pri izvajanju poskusov na laboratorijskih zivalih prou¢ujemo razli¢ne vplive na njihovo zdravstveno stanje.
Laboratorijske preiskave nam omogocajo spremljanje fizioloskih in patolo$kih procesov, ki se dogajajo v
organizmu. Za pridobitev zanesljivih rezultatov laboratorijskih preiskav je pomembno, da posljemo vzorce
v laboratorij s preverjeno kakovostjo dela. V prispevku Zelimo predstaviti aparature in preiskave, ki jih
lahko izvajamo v Laboratoriju za klinicno patologijo, ki deluje v skladu z ISO standardom 17025 in dobro
laboratorijsko prakso.

Rutinsko izvajamo Stevilne hematoloske preiskave krvi za razli€ne zivalske vrste. Za hematoloSke preiskave
uporabljamo veterinarski hematoloski analizator Scil Vet abc Plus+ (Horiba ABX SAS, Francija) s katerim
dolo€amo Stevilo eritrocitov, levkocitov, trombocitov, vsebnost hemoglobina, MCV, hematokrit, MCH in
MCHC. V krvnem razmazu ocenjujemo morfologijo eritrocitov in dolo€amo diferencialno belo krvno sliko
(dologanje deleza nevtrofilnih granulocitov, pali¢astih granulocitov, limfocitov, monocitov, eozinofilnih in
bazofilnih granulocitov) in z novim metilenskim modrilom ugotavljamo prisotnost retikulocitov.

Rutinske biokemijske preiskave krvnega seruma ali plazme izvajamo z avtomatskim biokemijskim
analizatorjem RX Daytona (Randox Laboratories Ltd, Velika Britanija). Dolo€amo lahko metabolite (serumske
beljakovine, albumin, razmerje albumin/globulini, urea, kreatinin, holesterol, trigliceridi, bilirubin, glukoza,
proste mascobne kisline, beta hidroksi maslena kislina, beta karoten), minerale (kalcij, anorganski fosfor,
magnezij, natrij, kalij, klor), mikroelemente (zelezo, baker) in aktivnost encimov aspartat aminotransferaze,
alaninaminotransferaze kreatin kinaze, gama glutamiltransferaze, laktat dehidrogenaze, alkalne fosfataze,
alkalne fosfataze pri 65°C in glutamat dehidrogenaze. V raziskovalne namene pa nam analizator omogoca
tudi izvajanje Stevilnih drugih analiz. Tako smo Ze dolocali vsebnost antioksidantov pri perutnini (totalni
antioksidantni status (TAS), glutation peroksidaza (GPX) glutation reduktaza (GR) in superoksid dismutaza
(SOD), TAS pa pri govedu in v folikularni tekocini. Za potrebe farmacevtske in predelovalne industrije ter
druge raziskovalne institucije smo dolocali tudi vsebnost HDL in LDL. Analizator omogoc¢a tudi dolo¢anje
vsebnosti seCne kisline, amonijaka, celokupnega CO, ter Stevilne druge parametre, ki jih ob¢asno izvajamo
za nekatere naroCnike.

Imunoloski analizator MiniVIDAS proizvajalca Biomerieux iz Francije omogo€a izvajanje razli¢nih
imunokemijskih analiz vezanih na reprodukcijo, alergijo, tumorske markerje in itd.. Princip dolo¢anja
analitov je t.i. ELFA tehnika (Enzyme linked fluorescent assay — encimsko imunski test s fluorescenéno
detekcijo iskane substance), prednost pa je predvsem v moznosti analize posameznega vzorca. Za rutinske
potrebe veterinarske diagnostike so nekatere analize validirane tudi za veterinarsko medicino (progesteron
estradiol, testosteron, kortizol in $¢itni€na hormona celokupni T4 in prosti T4). V raziskovalne namene
smo analizator testirali za doloCanje vsebnosti progesterona v mleku krav. Za veterinarsko raziskovalno
medicino so zanimivi tudi Stevilni drugi testi ( npr. TSH, 25 OH vitamin D total).

V Laboratoriju za klini¢no patologijo na Kiliniki za reprodukcijo in velike zivali z redno uporabo kontrolnih
vzorcev krvi, kalibratorjev in kontrolnih serumov izvajamo stalen nadzor nad kakovostjo dela in zagotavljamo
to€nost analiz, razen tega smo vklju€eni v mednarodno medlaboratorijsko kontrolo (RIQAS), ki zagotavlja
primerljivost nasih rezultatov z laboratoriji po svetu Ze od leta 1990 dalje.
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Uporaba konfokalne mikroskopije in metode
bioluminiscenc¢nhega prenosa resonancne energije (bret2) na
Veterinarski fakulteti v Ljubljani

Masa Rutar, Milka Vrecl Fazarinc, Gregor Fazarinc, Monika Cecilija Zuzek, Robert Frangez,
Valentina Kubale

InStitut za predklini¢ne vede, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbiceva ulica 60,
1000 Ljubljana

Na Veterinarski fakulteti uporabljamo multispektralni laserski konfokalni mikroskop Leica
(Leica TCS NT, Heidelberg, Germany). predvsem za spremljanje sprememb v aktivnosti
znotrajcelicnega kalcija ([Ca*]) in sprememb v morfologiji razliCnih sesalskih celinih
linij po izpostavitvi razli€nim biolosko aktivnim substancam. Opisali smo mehanizem
toksi€nega delovanja proteinskega kompleksa OlyA/PlyB izoliranega iz gobe bukov
ostrigar (1, 2). Z uporabo fluorescen¢nih markerjev za oznacCevanje citoskeleta smo
proucili nezelene ucinke ksenobiotika microcystin-LR na morfologijo in citoskelet
blastomer v razli¢nih fazah zgodnjega embrionalnega razvoja (3). Opazovali smo tudi
znotrajceliCno lokalizacijo predstavnikov druzine s proteinom G sklopljenih receptorjev
(GPCR) kot so npr. nevrokininski receptor, dopaminski receptor, grelinski receptor,
ter njihove internalizacije ter kolokalizacije z aktinskim citoskeletom. Pokazali smo, da
evolucijsko ohranjeno obmocje znotraj aminokislinskega vklju€ka v tretji znotrajcelicni
zanki D2L-R, deluje kot retencijski signal in povzroc€i znotrajcelicno zadrzanost D2L-R
(4), pri grelinskem receptorju pa smo pokazali preoblikovanje stresnih filamentov in
spremembe v polimerizaciji mikrotubulov (5).

Za preucevanije proteinsko-proteinskih interakcij in konformacijskih sprememb proteinov
v zivih celicah uporabljamo tehnologijo BRET, pri kateri pride do prenosa energije iz
bioluminiscenCnega donorja na fluorescencni akceptor z resonanCnim prenosom
energije (6). Uporabljamo Ccitalec ploS¢ TriStar LB 942 (Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Germany) in tehnologijo BRET2, ki smo jo uspesno uporabili za spremljanje
homo- in heterodimerizacije GPCR (7), interakcij med GPCR in arestini B (3) in za razvoj
presejalnih testov za specifiCne receptorske tarce (8).
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Delo s poskusnimi zivalmi na Enoti za patologijo, sodno in
upravno veterinarstvo Veterinarske fakultete v Ljubljani

Sabina Sturm, Kristina Tekavec, Tamara Dolensek, Vesna Cerkvenik Flajs, Tanja Svara, Mitja
Gombac

Institut za patologijo, divjad, ribe in Eebele, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbiceva ulica
60, 1000 Ljubljana

Na Enoti za patologijo, sodno in upravno veterinarstvo Instituta za patologijo, divjad,
ribe in Cebele Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani se ukvarjamo tudi s podroc¢jem
patologije poskusnih Zivali in podroCjem toksikologije poskusnih Zivali.

V Laboratoriju za patoanatomsko diagnostiko in patohistologijo opravljamo raztelesbe
Stevilnih vrst poskusnih zivali in citoloSke, patohistoloSke ter imunohistokemicne
preiskave vzorcev organov in tkiv poskusnih Zivali. Laboratorij je opremljen z ustreznim
orodjem za raztelesbo in aparaturami ter opremo, potrebno za barvanje citoloskih
preparatov, vklop tkiv v parafin, izdelavo kriostatskih in parafinskih tkivnih rezin, razli¢na
rutinska in specialna barvanja tkivnih rezin, imunohistokemi¢no barvanje ter izdelavo
mikroskopskih slik in njihovo analizo s programom NIS Elements (Nikon).

V Laboratoriju za forenzi¢no toksikologijo in ekotoksikologijo razvijamo in izvajamo
kemijske analizne metode za doloCevanje ostankov veterinarskih zdravil, biocidov in
drugih onesnazeval v bioloskih matriksih in matriksih okolja. Laboratorij je opremljen
z inStrumenti za pripravo in CisCenje vzorcev, meritve pa potekajo na tekoCinskem
kromatografu visoke u€inkovitosti (HPLC) Varian ProStar (Varian Analytical Instruments)
s fluorescencnim detektorjem in detektorjem na niz diod (DAD). V zadnjem casu
ugotavljamo koncentracije bisfenola A v bioloskih materialih psov, vodnih organizmov
(ribe, Skoljke) in ovc.

Nasa enota redno sodeluje tudi z raziskovalci drugih institucij in vej znanosti ter
gospodarstvom: z Odsekom za biokemijo, molekularno in strukturno biologijo z Instituta
Jozef Stefan, z Zavodom Republike Slovenije za transfuzijsko medicino, z Institutom za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani in s Fakulteto za
kmetijstvo in biosistemske vede Univerze v Mariboru ter s podjetjem Tanin Sevnica.
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Priprava poliklonskih in monoklonskih protiteles

Katrina Hartman, Vladka Curin Serbec

Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino, Slajmerjeva ulica 6, 1000 Ljubljana

V medicini so protitelesa nepogresljiva - tako v diagnostiki kot v terapiji. Za njihovo
pripravo potrebujemo ziv organizem. Zelo primerne so misi. Imunski sistem oziroma
receptorji na povrsini limfocitov B, ki so specificni za antigen, se ob stiku z antigenom
aktivirajo. Limfocit B se mitotsko deli in nastanejo kloni aktiviranih celic. Nadalje te celice
diferencirajo v plazmatke, ki izloCajo velike koli€ine topnih protiteles iste specifichosti
(za aktivirajoCi antigen) in v spominske celice, ki ob naslednjem stiku z istim antigenom
sprozijo moc¢no ojacan imunski odgovor s protitelesi (imunoglobulini). Glede na to,
kakSna protitelesa Zelimo pripraviti, izberemo linijo miSi in njihovo Stevilo, antigen /
epitop, adjuvans ter urnik imunizacij. ManjSe molekule vezemo na razli¢ne nosilce (vecje
odziv - v plazmi se pojavijo protitelesa proti temu antigenu, v vranici pa limfociti B s
specificnimi receptorji. V plazmi so prisotna poliklonska protitelesa, ki se vezejo na
Sirok nabor epitopov. Uporabna so za iskanje, za prepoznavo in za dolo¢anje raznolikih
antigenov z razlicnimi metodami. Mnogokrat pa je zaradi uporabnosti zazeleno, da so
vsa protitelesa enaka po specificnosti in po afiniteti ter da so dostopna v velikih koliCinah.
Taks$ne lastnosti imajo monoklonska protitelesa. Limfociti se in vitro ne delijo in pod in
vitro pogoiji prezivijo zgolj nekaj dni, zato jih fizicno (s pomocjo virusov, kemikalij ali
elektroporatorja) zlijemo z mielomskimi celicami. Mielomske celice, ki jih uporabimo v
ta namen, niso sposobne tvorbe protiteles, so pa nesmrtne in jih lahko gojimo v celi¢ni
kulturi. Z zlitiem ali fuzijo limfocitov B in mielomskih celic pridobimo hibridomske celice,
ki imajo lastnosti starSevskih celic - se delijo in vitro in proizvajajo povsem enaka —
monoklonska protitelesa. Dobre hibridomske celi¢ne linije lahko gojimo na relativho
enostaven nacin in pridobimo monoklonska protitelesa v velikih koli¢inah. Na Zavodu
RS za transfuzijsko medicino pripravljamo misja poliklonska in monoklonska protitelesa
proti razlicnim antigenom. Nekatera so uporabna v diagnosti¢ne, druga pa v raziskovalne
namene oz. so kandidati za razvoj zdravil. Med drugim smo pripravili poliklonska
protitelesa za doloCanje necisto€ v farmacevtskih pripravkih, zascitna protitelesa proti
okuzbi ter monoklonska protitelesa kot na primer:

- proti eritrocitnima antigenoma A in B (razreda IgM),

- proti TNF in topnima receptorjema p55 in p75 (razreda IgG),
- proti prionskemu proteinu (razreda 1gG),

- proti encimu bilitranslokaza (razredov IgG in IgM).
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Za vase raziskave po meri narejena misja monoklonska
protitelesa
Irena Oven, Mojca Narat

Katedra za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo, Oddelek za zootehniko, Biotehniska
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Groblje 3, 1230 DomZzale

Monoklonska protitelesa (mAb) so monospecificna Ab, ki so v sistemih in vitro pridobljena
iz enega samega klona starSevskega limfocita B. Njihova bistvena prednosti pred
poliklonskimi Ab je v definirani specificnosti, homogenosti in moznosti pridobivanja v
neomejenih koli¢inah. Tehnika priprave mAb temelji na pripravi hibridomskih celic z
zdruzitvijo limfocitov B, ki proizvajajo specificna Ab, in mielomskih celic, ki se neomejeno
delijo in vitro. Hibridomske celiCne linije tako neomejeno proizvajajo specificha mAb
proti izbranemu antigenu. Monoklonska Ab se trenutno uporabljajo v najrazli¢nejsih
diagnosticnih in terapevtskih aplikacijah. V Laboratoriju za imunologijo in celi¢ne kulture
imamo dolgoletne izkusnje z izdelavo mAb. Pripravimo jih po klasi¢ni tehnologiji:
izvedemo imunizacijo miSk BALB/c z vnaprej izbranim naro¢nikovim antigenom. Po
uspesni imunizaciji izvedemo fuzijo vrani¢nih limfocitov B z misjo mielomsko celi¢no
linijo NS1, izvedemo presejalne teste in z izbranim klonom pridelamo zeljeno koli¢ino Ab,
ki jih lahko tudi konjugiramo. Nas cilj je produkcija po meri narejenih visoko specifi¢nih
monoklonskih in poliklonskih Ab za uporabo v bazi¢nih in aplikativnih raziskavah in trznih
produktih. Nasa Ab se lahko uporabijo za najrazlicnejse aplikacije glede na naroCnikove
potrebe, ki jih le ta definira ob naroCilu (npr. vezava protiteles na protein A ali ne-vezava
na doloCene antigene). Narocnik lahko izbere klone, ki jih zanj hranimo v teko¢em dusiku
in jih kadarkoli ozivimo ter ponovno proizvedemo Zzeljeno koli€¢ino Ab. Obenem nudimo
svetovanje, ki vklju€uje: a) izbiro ustreznega antigena; b) razvoj ustreznega presejalnega
testa c) (afinitetno) CiSCenje protiteles; d) karakterizacijo proizvedenih Ab (sekvenciranje,
mapiranje epitopa, doloanje razreda IgG). V ponudbi imamo tudi pripravo poliklonskih
Ab, lahko kuncjih, kokosjih, ki so dobrodosla reSitev, kadar je preiskovana molekula
evolucijsko zelo blizu misjim proteinom, ali pa misjih. Misja polikolonska Ab smo npr.
pripravili za namen proucevanja alergenih proteinov iz arasidov. Do sedaj smo uspesno
proizvedli ze veliko Stevilo mAb proti razlicnim proteinom za naroCnike, tako s podrocja
bazi¢nih raziskav (projektna sodelovanja), kot tudi industrije. S pomocjo nasih mAb smo
identificirali Stevilne proteine iz bakterij rodu Mycoplasma. S protitelesi proti kokosjim
IgY, ki smo jih tudi konjugirali, smo opisali navzkrizne reaktivnosti Ab komercialno
zanimive perutnine. Pripravili smo anti-idiotipska mAb za raziskave prionskih bolezni.
Z Ab proti H5N1 smo proucevali slovenske izolate virusov ptiCe gripe. Izdelali smo Ab
proti osteolizinu A, pleurolizinu A in B za namen raziskave o mehanizmu tvorbe por.
Za narocCnike iz gospodarstva smo izdelali Ab proti humanim serumskim proteinom:
haptoglobinu, fibrinogenu in albuminu, ter za Stevilne druge proteine. Laboratorij za
imunologijo in celi€ne kulture je opremljen za izvedbo vseh postopkov v procesu priprave
mADb, zato: Dobrodosli pri nas!
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Dinamika kalcijevih oscilacij celic beta trebusne slinavke v
akutnih tkivnih rezinah misi linij C57BL/6J in NMRI
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Bombek, Eva Paradiz', Peter Vodopivc ', Jasmina Ker¢mar', Marjan Slak Rupnik ', Andraz
Stozer'

T InStitut za fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru, Taborska ulica 8, 2000 Maribor; 2
Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Univerza v Mariboru, Koroska cesta 160, 2000 Maribor; 2 Center
za fiziologijo in farmakologijo, Medicinska univerza Dunaj, SchwarzspanierstraBBe 17A, 1090 Dunaj, Avstrija

V preteklih raziskavah smo s konfokalno mikroskopijo karakterizirali z glukozo spodbujene
kalcijeve oscilacije v akutnih tkivnih rezinah trebusne slinavke pri neinbridiranin misih
seva NMRI. Mnogo genetskih ter s prehrano povzroc€enih Zivalskih modelov sladkorne
bolezni izhaja iz misi linije C57BL/6J, zato smo se odlocili za karakterizacijo z glukozo
spodbujene kalcijeve dinamike v celicah beta tudi pri tej liniji.

Za soCasno zajemanje podatkov iz velikega Stevila celic beta v veC plasteh
Langerhansovega oto¢ka smo uporabili funkcionalno slikanje znotrajcelicnih sprememb
koncentracije kalcijevin ionov [Ca?']. ProucCevali smo uCinke stimulacije celic beta z
razlicnimi koncentracijami glukoze z ve€ vidikov:

() Casovnegazamikamed izpostavitvijo stimulatorni koncentraciji glukoze in odgovorom
nanjo (angl. Advancement);

(i) Stevilacelic, ki se odzovejo na stimulatorno koncentracijo glukoze (angl. Recruitment);
(iii) trajanja in frekvence [Ca?'], oscilacij (angl. Enhancement); ter
(iv) stopnjekoaktivnostioziromasinhroniziranostimed celicamibeta (angl. Synchronicity).

Casovni zamik med izpostavitvijo stimulatorni koncentraciji glukoze in celicnim
odgovorom nanjo se je pri vi§jih stimulatornih koncentracijah glukoze skrajsal. Najbolj
obcutljive celice beta so se odzvale ze v 7 mM glukozi, vecina pa je postala aktivnih
v 8 mM glukozi. Frekvenca [Ca?']. oscilacij se je med 7 mM in 10 mM koncentracijo
glukoze zviSevala, pri vi§jih koncentracijah pa se je znizala. Trajanje [Ca*] oscilacij
se je z naraS€anjem stimulatorne koncentracije glukoze podaljSevalo, prav tako se je
povecevala sinhroniziranost oscilacij med celicami beta.

PriCujoCa Studija je pomembna nadgradnja prejsSnjih raziskav, kjer so bile ve€inoma
uporabljene posamezne stimulatorne koncentracije glukoze in kaze na stopnjevan
oziroma povecan odziv celic beta pri visjih koncentracijah glukoze. Prav tako je Studija
uporabna primerjalna referenca razlicnih modelov sladkorne bolezni, ki izhajajo iz misi
linije C57BL/6J, saj opisuje osnovno delovanje celic beta pri tej liniji.
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Poskodbe tkiv po elektrokemoterapiji z bleomicinom pri
prasicih

Alenka Seligkar ', Jan Zmuc 2, Gorana Gasljevi¢ 2, Nina Boc 2, Ibrahim Edhemovic¢ 2, Erik
Brecelj 2, Tanja Plavec ', Bor Kos 3, Gregor SerSa 2#, Marko Snoj 2, Maja Brloznik ', Nina
Milevoj ', Tomaz Jarm 3, Damijan Miklav¢ic¢ 3, Jani Izlakar 2, MaSa BoSnjak 2, Jan Plut', Marina
Stukelj', Maja Cemazar 25

" Klinika za male Zivali, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbiceva ulica 60, 1000 Ljubljana; 2
Onkolo$ki institut Ljubljana, ZaloSka cesta 2, 1000 Ljubljana; ® Fakulteta za elektrotehniko, Univerza v
Ljubljani, Trzaska cesta 25, 1000 Ljubljana; * Zdravstvena fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zdravstvena pot
5, 1000 Ljubljana; °Fakulteta za vede o zdravju, Univerza na Primorskem, Polje 42, 6310 Izola

Elektrokemoterapija (EKT) se v klini¢ni praksi pri ¢loveku in nekaterih zivalskih vrstah
(pes, macka, beli dihur, konj) trenutno uporablja predvsem za zdravljenje tumorjev koze
in podkozja (1-4). Glavne prednosti so dober lokalni odziv tumorjev, minimalne poskodbe
zdravih tkiv, malo nezelenih u€inkov in stroSkovna ucinkovitost (5). Prve klini¢ne Studije
uporabe EKT za zdravljenje globoko lezeCih tumorjev, specificno zasevkov raka debelega
Crevesa in danke v jetrih ter lokalno napredovalega raka trebusne slinavke pri ljudeh (6, 7)
ne porocajo o resnejsih zapletih zaradi EKT. Zaradi majhnega Stevila vklju€enih bolnikov
in pomanjkanja podatkov o patohistoloskih spremembah na jetrih in trebusni slinavki ter
zilnih strukturah, vpliv EKT na zdrava tkiva Se ni dobro raziskan.

Namen raziskave, ki jo izvajamo na prasicCih, je v veC serijah poskusov ugotoviti poskodbe
zdravih tkiv in posledi¢no varnost uporabe EKT za zdravljenje tumorjev v blizini velikih
jetrnih zil, tkivu trebusne slinavke in tankem Crevesu. Raziskava poteka v okviru dveh
programskih skupin (P3-0003 »Razvoj in ovrednotenje novih terapij za zdravljenje
malignih tumorjev«, P4-0053 »Endokrini, imunski in encimski odzivi pri zdravih in bolnih
zivalih«), v njej pa sodelujejo raziskovalci z Onkoloskega instituta Ljubljana, Veterinarske
fakultete in Fakultete za elektrotehniko Univerze v Ljubljani.

S histopatoloskim pregledom tkiv in merjenjem biokemi¢nih oznacevalcev ocenjujemo
poskodbe prasicjih jeter, trebusne slinavke in tankega Crevesa po EKT z bleomicinom.
Polozaj elektrod med elektroporacijo in akutne spremembe v krvnih zilah in tkivih
nadziramo z intraoperativnim ultrazvokom, s pooperacijsko kontrastno raCunalnisko
tomografijo pa ugotavljamo morebitho akutno trombozo krvnih Zil, spremembe v
prekrvitvi tkiv in krvavitve na mestu aplikacije elektrod. Raziskavo izvajamo na prasicih,
ker so standardne poskusne zivali za preizkusanje novih metod zdravljenja tumorjev
jeter in trebusne slinavke. Na njih so bili ze uspesSno izvedeni poskusi ireverzibilne
elektroporacije jeter in trebusne slinavke (7-10). Glede na podatke iz ze objavljenih Studij
o varnosti ireverzibilne elektroporacije v blizini velikih jetrnih Zil in na trebusni slinavki
prasSiCev ter tankem Crevesu podgan pri¢akujemo, da bomo dokazali, da je EKT varna
metoda s klinicno nepomembnimi nezelenimi uc€inki in minimalnimi poskodbami zdravih
tkiv jeter, trebusne slinavke ter tankega Crevesa.
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Nove metode rokovanja z laboratorijskimi miSmi

Katja Skulj, Ana Vengar, Simon Horvat, Tatjana Pirman

Oddelek za zootehniko, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Groblje 3, 1230 Domzale

Rutinsko delo z zivalmi ima velik vpliv na stres, vendar je sorazmerno malo znanega o
vplivu metode rokovanja. Klasi¢na metoda prestavljanja misi z uporabo prijema za rep,
povzroCi odpor in nelagodije. Zato je bil namen nasega dela primerjati klasicno metodo
prijema za rep z metodama tunel in odprta dlan, ki sta bili nedavno v literaturi opisani kot
manj stresni. Uporabili smo tri linije laboratorijskih misi: neinbridirano linijo ICR/OlaHsd
ter inbridirani liniji FHI in FLI. Pri liniji FLI smo v poskus vkljucili 12 zivali (6 samic in 6
samcev), pri linijah FHI in ICR/OlaHsd pa po 18 zivali (9 samic in 9 samcev). V kletki so
bile nastanjene po tri Zivali skupaj, istega spola in linije. Z Zivalmi so rokovale tri osebe z
razlicno stopnjo izkusenj pri delu s poskusnimi zivalmi.

Z miSmi smo rokovali devet dni po enakem protokolu, razlika je bila le v metodi rokovanja
pri prenosu v drugo kletko, prijem za rep, tunel ali odprta dlan, kjer smo posamezno mis
zadrzevali 30 s nato pa prestavili v drugo kletko. Poleg rokovanja pa smo prvi, peti in
deveti dan spremljali tudi interakcijo misi z roko, ki smo jo dali v spredniji del kletke za 60
s pred rokovanjem in po rokovanju. Ob tem smo opazovali kontakt misi z roko. Naredili
smo tudi testa: manipulacija repa za pregled trebuha in prijem miske za kozno gubo na
vratu. Z interakcijo pred in po teh dveh testih smo zeleli preveriti ali je za misi stresen
nacin rokovanja ali doloCena manipulacija.

Misi s katerimi smo rokovali s prijemom za rep so neodvisno od spola in linije kazale manj
Zelje po interakciji z roko. Uriniranje in defekacija (kot znak stresa) sta bili pogostejsi. 1z
teh preliminarnih rezultatov lahko sklepamo, da je prijem za rep za zivali stresen in se
ga misi ne navadijo v ¢asovnem okviru uporablienem v tem poskusu. Misi, s katerimi
smo rokovali s tunelom so bile v ¢asu merjenja interakcije blizu roke, lezle po njej, skozi
tunel, med roko in tunelom. Tudi misi, s katerimi smo rokovali z odprto dlanjo so kazale
vecjo zeljo biti blizu roke, zlezle so na roko, ve¢ Casa ovohavale roko, se vzpenjale na
roko s tackami, grizljale rokavico. Iz tega lahko sklepamo, da pri teh dveh skupinah roka
ni predstavljala groznje in so bile Zivali ob prisotnosti roke v manjSem stresu. Rokovanje
s tunelom ali odprto dlanjo je povzrocilo prostovoljno priblizevanje roki, malo nelagodja
in lazje sprejetje fiziCnega »zadrzevanja«. Opazili smo tudi, da so misi potrebovale ve¢
Casa, da so se privadile na rokovanje z odprto dlanjo, kot na rokovanje s tunelom.

Na podlagi preliminarnih rezultatov te Studije lahko sklenemo, da uporaba novih dveh
alternativnih metod rokovanja lahko zmanjSa nelagodie in raven stresa pri laboratorijskih
misih ter pripomoremo k dobrobiti zivali in manj variabilnosti pri rezultatih sploh na
lastnosti, kjer ima stres veciji vpliv. Uvedba teh dveh metod je tudi v skladu z upostevanjem
in prakticno uporabo pravila 3R - refinement (izboljSanje) v vsakodnevnem delu z
laboratorijskimi mismi.
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