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Pozdravni nagovor

Spoštovani kolegi,

V imenu Slovenskega društva za laboratorijske živali (SDLŽ) vas z velikim veseljem vse 
lepo pozdravljam na 4. kongresu Slovenskega društva za laboratorijske živali.

Osnovno poslanstvo SDLŽ je skrb za humano ravnanje z laboratorijskimi živalmi, 
promocijo 3R načela v znanosti ter skrb za kvalitetne in verodostojne raziskave na živalih.  
V ta namen v okviru SDLŽ organiziramo različne dogodke (kongrese, delavnice, okrogle 
mize), ki v skladu s slovensko in evropsko zakonodajo predstavljajo del kontinuiranega 
izobraževanja ljudi, ki delajo s poskusnimi živalmi. 

Prvi kongres, ki smo ga organizirali (leta 2013), je bil namenjen predstavitvi dela s 
poskusnimi živalmi vseh organizacij v Sloveniji. Čeprav je od takrat do danes minilo 
komaj pet let, moramo iskreno priznati, da je v tem kratkem času v slovenskem prostoru 
na področju laboratorijskih živali prišlo do številnih sprememb in precejšnega napredka; 
tako glede opreme in tehnologije kot tudi znanja s področja znanosti o laboratorijskih 
živalih. O tem pričajo prispevki, ki bodo predstavljeni na 4. kongresu SDLŽ kot tudi 
številčna udeležba dogodka. Tematika tokratnega enodnevnega dogodka je namreč 
posvečena predstavitvi znanstvenih dosežkov s področja raziskav na živalih, uporabljenih 
živalskih modelov, tehnik ter razpoložljive opreme na vseh slovenskih raziskovalnih 
inštitucijah. Zavedamo se namreč, da znanost in tehnologija na področju raziskav na 
živalih nenehno napredujeta, tovrstni dogodki pa poleg spoznavanja novosti sočasno 
predstavljajo priložnost za nova povezovanja in sodelovanja ter posledično možnost za 
napredek ter nova odkritja. 

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

Ob tej priložnosti izrekam globok poklon in spoštovanje vsem živalim. 

Prav tako se zahvaljujem vsem predavateljem in slušateljem za sodelovanje, nenehno 
izobraževanje ter ves vloženi trud in skrb za živali v raziskavah. 

Veselimo se srečanja z vami,

Znan.sod.dr. Martina Perše

Predsednica SDLŽ
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Program

8:00 - 8:45 Registracija

8:45 - 8:55 Uvodni nagovor
 Predsedstvo: Andreja Erman
8:55 - 9:10 FELASA obeležuje 40-to obletnico 

Martina Perše

09:10 - 9:30 Raziskovalno delo Inštituta za biologijo celice Medicinske 
fakultete 
Samo Hudoklin (IBC)

09:30 - 9:50 Raziskave na modelih nealkoholnih maščobnih jetrnih bolezni 
na Medicinski fakulteti 
Kaja Blagotinšek Cokan (CFGBC)

09:50 - 10:10 Predstavitev Laboratorija za raziskave možganov Medicinske 
fakultete 
Marko Živin (PAFI)

10:10 - 10:30 Poskusne živali v mikrobiologiji 
Nataša Knap (IMI)

10:30 - 11:00 Odmor za kavo
 Predsedstvo: Simona Kranjc, Duško Lainšček
11:00 - 11:15 Laboratorijske živali v onkologiji in tumorski modeli 

Maja Čemažar (OI)

11:15 - 11:25 Neinvazivno in intravitalno slikanje pri laboratorijskih miših 
Urška Kamenšek (OI)

11:25 - 11:40 Uporaba transgenskih miši v intravitalni mikroskopiji 
Boštjan Markelc (OI)

11:40 - 12:00 Testiranje varnosti, učinkovitosti in kakovosti v farmacevtski 
družbi Lek 
Špela Škrajnar (Lek)

12:00 - 12:20 Izolacija in presaditev celic kostnega mozga pri miših 
Mojca Jež (ZTM)

12:20 - 12:40 Funkcija celic beta v mišjem modelu debelosti povzročene z 
zahodno dieto 
Viljem Pohorec (MF UM)
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12:40 - 13:30 Kosilo
 Predsedstvo: Tatjana Pirman

13:30 - 13:50 Proučevanje vedenja laboratorijske miši 
Neža Grgurevič (VF)

13:50 - 14:10 Poskusne živali kot model za ugotavljanje kronične 
toksičnosti kemikalij 
Tomaž Snoj (VF)

14:10 - 14:30 Raziskave na živalih z uporabo principov sintezne biologije 
Duško Lainšček (KI)

14:30 - 14:50 Vloga receptorjev TLR in NLRP3 pri imunskem odgovoru 
Mateja Manček Keber (KI)

14:50 - 15:00 Neinvazivno in vivo slikanje laboratorijskih živali 
Miha Butinar (IJS)

15:00 - 15:15 Študij raka pri mišjem modelu 
Janja Završnik (IJS)

15:15 - 15:40 Center za laboratorijske živali na Oddelku za zootehniko 
Biotehniške fakultete 
Simon Horvat (BF)

15:40 - 16:00 Odmor za kavo
 Predsedstvo: Valentina Kubale Dvojmoč

16:00 - 16:15 Izvedba poskusov na prašičih na Veterinarski fakulteti 
Alenka Seliškar (VF)

16:15 - 16:30 Poskusne živali in prehranske raziskave 
Tatjana Pirman (BF)

16:30 - 16:45 Model celjenja kostnih defektov v kalvariji pri podgani 
Rok Gašperšič (UKC)

16:45 - 17:00 Fluorescentna nanoskopija 
Jernej Jorgačevski (MF)

17:00 - 17:15 Izvedba poskusov na ribah na Veterinarski fakulteti 
Vlasta Jenčič (VF)

17:15 – 17:30 Integrativni pristop za razumevanje biologije proteusa, 
“skrivnostnega vladarja” dinarskega podzemlja 
Lilijana Bizjak Mali (BF)

17:30 Zaključek
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FELASA obeležuje 40-to obletnico

Martina Perše

Medicinski eksperimentalni center, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloška cesta 4, 1000 
Ljubljana, (član Upravnega odbora FELASA)

FELASA ( angl. Federation of European Laboratory Animal Science Associations) 
je bila ustanovljena leta 1978 s strani predstavnikov združenj Velike Britanije (LASA), 
skandinavskih dežel (Scand-LAS) ter Nemčije in Avstrije (GV-SOLAS), ki so v tistem 
času prepoznale potrebo po povezovanju ter usklajenem in profesionalnem delovanju 
na področju znanosti o laboratorijskih živalih znotraj Evrope. 
Z leti je FELASA rasla in postala pomemben deležnik v Evropskem prostoru kot tudi v 
svetu. FELASA je krovna organizacija vseh evropskih nacionalnih združenj, v katero se 
lahko vključi le nacionalno združenje posamezne države in ne posameznik. Članstvo je 
posredno preko nacionalnega združenja. V letu 2013 se je FELASA-i pridružilo Slovensko 
društvo za laboratorijske živali, najprej kot opazovalec, leta 2016, z izpolnitvijo vseh 
pogojev, pa kot polnopravni član. 
Danes FELASA-o sestavlja 21 združenj iz 28 držav oziroma skupno prek 4000 
strokovnjakov in znanstvenikov s področja dela s poskusnimi živalmi. Strokovnjakov, 
ki si prizadevajo za širjenje in napredek znanosti o laboratorijskih živalih ter odgovorno 
znanstveno raziskovalno delo, pri katerem dobrobit živali in 3R načela zavzemajo osrednjo 
in vodilno mesto. FELASA torej pospešuje in usklajuje razvoj znanosti o laboratorijskih 
živalih in dobrih praks v Evropi preko nacionalnih združenj, preko sodelovanja v številnih 
aktivnostih v EU (zakonodaja, strokovne, znanstvene in civilne iniciative), povezovanja z 
drugimi nacionalnimi, mednarodnimi združenji (ICLAS, AALAC, AALAS), zakonodajnimi 
organi (Svet EU, EU Komisija) ter aktivnega prizadevanja za prepoznavnost FELASA-e 
kot močnega zastopnika nacionalnih združenj oziroma kot enoten glas strokovnjakov 
s področja dobrobiti živali in znanosti o laboratorijskih živali. FELASA skrbi tudi za 
osnovno in kontinuirano izobraževanje. V ta namen (prek delovnih skupin, ki jih redno 
ustanavlja) objavlja smernice, priporočila in poročila na aktualne izzive s področja dela 
s poskusnimi živalmi (več na www.felasa.eu). V delovne skupine vsako združenje lahko 
predlaga svojega kandidata, strokovnjaka iz svoje države. Nato poteka izbor najboljših 
izmed predlaganih kandidatov. Vsaka 3 leta organizira kongres, ki se ga udeleži okoli 
2000 ljudi iz vsega sveta (največ iz Evrope). Po potrebi organizira tudi druge aktivnosti 
(harmonizacija, akreditacija tečajev, delavnice). 
FELASA kot organizacija deluje na demokratični osnovi. Odločitve o tekočih zadevah in 
usmeritvah sprejemajo člani upravnega odbora (UO) na sestankih, ki so 2x letno, vsakič 
v drugi državi članici. Vsako polnopravno združenje ima v UO 1-2 predstavnika, ki na 
UO predlaga aktualno problematiko s področja dela s poskusnimi živalmi, ter 1 glas 
pri glasovanju in odločanju. Znotraj upravnega odbora je ožji 9-članski izvršilni odbor 
(IO), ki je sestavljen iz voljenih predstavnikov, ki imajo mandat 2 leti (predsednik, tajnik, 
blagajnik, podpredsednik za delovne skupine, mednarodne povezave, evropske zadeve, 
tečaje). IO je odgovoren za izvrševanje sklepov, pripravo delovnega gradiva in poročil ter 
vse ostale naloge, za katere dobi pooblastilo UO. 



L2

13

Raziskovalno delo Inštituta za biologijo celice Medicinske 
fakultete v Ljubljani

Samo Hudoklin

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

Na Inštitutu za biologijo celice proučujemo strukturno in molekularno zgradbo celic ter 
s tem povezano delovanje celic tako v normalnih kot tudi v bolezensko spremenjenih 
stanjih na humanih vzorcih, živalskih modelih ter različnih modelih in vitro. Naš osrednji 
raziskovalni objekt je epitelij, ki prekriva sečila od ledvične kotanje do sečnice, t.i. urotelij. 
Urotelij je ključen za vzpostavljanje in vzdrževanje krvno-urinske pregrade sečnega 
mehurja, zdravljenje poškodb urotelija pa predstavlja veliko klinično-finančno breme za 
družbo (npr. bakterijski cistitis, rak sečnega mehurja).
Živalski modeli na katerih raziskovalno delamo, so mlade in stare miši ter podgane. 
Vzpostavljene imamo modele regeneracije urotelija po sproženi poškodbi s 
ciklofosfamidom ali hitosanom ter diferenciacije urotelija. Tumorogenezo proučujemo na 
modelih ortotopičnega tumorja sečnega mehurja in tumorja povzročenega z aplikacijo 
N-butil-N-(4-hidroksibutil)nitrosamina (BBN).
Naše glavno raziskovalno orodje so svetlobni in elektronski mikroskopi. Mikroskopske 
metode na Inštitutu za biologijo celice uporabljamo, razvijamo in dopolnjujemo že več 
kot 50 let. S področja svetlobne mikroskopije pripravljamo vzorce za klasično svetlobno 
mikroskopijo ter za metode imunohistokemije in ostalih označevanj proteinov, lipidov 
in ogljikovih hidratov na parafinskih, zamrznjenih in kriopoltankih rezinah. Vpeljane 
imamo metode za spremljanje znotrajceličnih procesov v živih celicah, 3D rekonstrukcijo 
celic in celičnih struktur ter uporabo jedrne mikroinjekcije za vnos specifičnih DNA 
konstruktov. Na področju elektronske mikroskopije izvajamo klasične metode presevne 
in vrstične elektronske mikroskopije, napredne kriometode kot so krioultratanko rezanje, 
zamrzovalno lomljenje in metodo FRIL (freeze-fracture replica immunolabeling) ter novejši 
nadgradnji elektronske mikroskopije kot sta imunoelektronska mikroskopija in elektronska 
tomografija. Najnovejša metoda našega inštituta je korelativna mikroskopija, ki omogoča 
spremljanje istih celičnih procesov v času in prostoru z ločljivostjo fluorescenčne svetlobne 
mikroskopije ter elektronske mikroskopije. Poleg mikroskopskih metod uporabljamo tudi 
nekatere biokemijske in molekularno-genetske metode. Vzpostavljen imamo tudi odlično 
opremljen laboratorij za gojenje evkariontskih celic. 
Znanje celične biologije, oprema, vzpostavljeni in vitro in živalski modeli, dostop do 
humanih vzorcev ter dolgoletne izkušnje s široko paleto svetlobno-mikroskopskih, 
elektronsko-mikroskopskih, biokemijskih in molekularno-genetskih metod, ki jih izvajamo, 
omogoča reševanje različnih celično-bioloških ter interdisciplinarnih znanstvenih vprašanj. 
Naše znanje, metode in opremo lahko ponudimo v obliki različnih vrst sodelovanja tudi 
zunanjim partnerjem ter interesentom.
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Uporabnost mišjih modelov za študije hepatokarcinogeneze 
sprožene z blokirano sintezo holesterola zaradi izbitja gena 
Cyp51

Kaja Blagotinšek Cokan 1, Martina Perše 2, Jera Jeruc 3, Gregor Lorbek 1, Žiga Urlep 1, Peter 
Juvan 1, Nejc Nadižar 1, Damjana Rozman 1

1 Center za funkcijsko genomiko in bio-čipe, Inštitut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v 
Ljubljani, Zaloška cesta 4, 1000 Ljubljana; 2 Medicinski eksperimentalni center, Inštitut za patologijo, 
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloška cesta 4, 1000 Ljubljana; 3 Inštitut za patologijo, 
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloška cesta 4,1000 Ljubljana

Nealkoholna maščobna jetrna bolezen (NAFLD) predstavlja enega izmed vse pogostejših 
vzrokov nastanka hepatocelularnega karcinoma (HCC). Pojavnost za z NAFLD pogojeni 
HCC je kar 4-krat višja pri moških srednjih let, prevalenca in incidenca pa se povečata 
tudi pri ženskah po 50. letu starosti. Okoli 20 odstotkov tumorjev, povezanimi z 
različnimi presnovnimi disfunkcijami, nastane kot posledica z oksidativnim stresom 
povzročenega kroničnega vnetja jeter in fibroze jetrnega tkiva. Lažjemu razumevanju 
kompleksnih molekulskih mehanizmov nastanka jetrnih tumorjev se lahko približamo 
z uporabo različnih mišjih in celičnih modelov. Naše predhodne raziskave (Urlep Ž. in 
sod., 2017, Lorbek G. in sod., 2015) s pripravljenim mišjim modelom z izbitim genom 
lanosterol 14α – demetilaza (Cyp51) (HCyp51-/-) iz poznega dela sinteze holesterola 
(izbitje v hepatocitih) so pokazale, da motena sinteza holesterola povzroči številne 
okvare jeter z aktivacijo ovalnih celic in fibrozo. Histološke spremembe so opazne pri 
odraščajočih miših in napredujejo pri odraslih. Odraz hepatocelularnih poškodb sta 
tudi statistično povišana serumska encima (AST, ALT). V opazovanem obdobju od 12 
do 24 meseca starosti HCyp51-/- miši razvijejo primarne jetrne tumorje – HCC, ki smo 
jih potrdili z imunohistokemičnim barvanjem z glutamin sintetazo. Tumorji se pojavijo 
le pri transgenih živalih in kar 3-krat pogosteje pri miškah ženskega spola. Poškodbe 
jetrnega tkiva zaradi porušene homeostaze holesterola sprožijo deregulacijo številnih 
molekulskih mehanizmov. Analize na transkriptomski ravni odkrivajo znanilce razvoja 
tumorjev. Aktivacija transkripcijskega faktorja Sox9, ki uravnava aktivnost ß-katenin/Wnt 
in TGF-ß1 signalnih poti ter inhibicija RORC s potencialno zaščitno vlogo pri uravnavanju 
epitelijsko-mezenhimalne tranzicije (EMT) v jetrih, usmerjata razumevanje spolnega 
dimorfizma pri razvoju hepatokarcinogeneze. Z drugim modelom, kjer je izbitje Cyp51 
časovno regulirano z uporabo antibiotika doksiciklina živalim v vodo za pitje (HCyp51doxy-/

doxy-), bomo z in vivo kolagenazno tehniko za izolacijo primarnih hepatocitov, lahko 
poglobili znanja o interakcijah molekularnih mehanizmov na celotnih jetrih in preučili 
vlogo primarnih jetrnih celic v samem procesu hepatokarcinogeneze.
Rezultati, pridobljeni na živalskih modelih, bodo omogočili translacijo podatkov in 
primerjavo z znanimi meta-analizami tumorogeneze pri ljudeh. Hkrati, smo ob upoštevanju 
3R načela in direktive 2010/63/EU (zmanjšanje števila živalih v poskusih) s tehnologijo 
CRISPR/Cas9 pripravili celično linijo, ki bo v pomoč pri nadaljnji poglobitvi znanja o 
interakciji molekulskih mehanizmov kompleksne jetrne problematike sodobnega sveta.
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Predstavitev Laboratorija za raziskave možganov na 
Medicinski fakulteti v Ljubljani

Marko Živin, Maja Zorovič, Kaja Kolmančič

Inštitut za patološko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloška cesta 4, 1000 Ljubljana

Laboratorij za raziskave možganov 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 l. 1992. V obdobju do sedanje opremljenosti 
je omogočil izvedbo celovitih temeljnih in predkliničnih raziskav možganske plastičnosti 
na podganjih modelih nekaterih nevrodegenerativnih in nevropsihiatričnih bolezni 
(epilepsija, Parkinsonova bolezen, Huntingtonova bolezen, Alzheimerjeva bolezen, 
zasvojenost s kokainom) ter preučevanje farmakoloških učinkov potencialnih zdravil in 
nefarmakoloških postopkov za zdravljenje omenjenih bolezni. V omenjenem obdobju so 
raziskave potekale relativno kontinuirano, pri čemer  pa zaradi relativno majhne ekipe, ki 
je usposobljena za delo s poskusnimi živalmi, finančnih omejitev in raznolikosti uvedenih 
modelov obstajajo daljša obdobja, ko posamezne aparature niso v uporabi. 
Kirurško-elektrofiziološki laboratorij 
Prostor je opremljen z  operacijskim mikroskopom (Zeiss), stereotaktičnim aparatom 
(TrentWells), aparatom za plinsko anestezijo (Ugo Basile), računalniško vodeno 
mikroinfuzijsko črpalko (Harvard Apparatus) ter z grelnimi mizicami in blazinami 
za kontrolirano vzdrževanje telesne temperature anesteziranih poskusnih podgan. 
Elektrofiziološki del obsega veliko Faradayevo kletko opremljeno z aparaturami za 
elektrofiziološke meritve (EMG, EEG, EKG, pulz, respiracija, temperatura, krvni tlak). 
V postopku nabave je naprava za neinvazivno možgansko transkranialno stimulacijo 
(MagVenture) z magnetnimi zankami prilagojenimi za stimulacijo možganov  malih 
poskusnih živali. Skupaj s skupino prof. Dejana Križaja s Fakultete za elektrotehniko 
Univerze v Ljubljani  razvijamo tudi napravo za fokusirano transkranialno ultrazvočno 
stimulacijo. 
Vedenjski laboratorij 
Prostor je namenjen opazovanju in instrumentalnem beleženju vedenja poskusnih 
podgan. Oprema obsega računalniško in videopremo za sledenje živali v odprtem polju 
in v Morrisovem vodnem labirintu (Noldus), računalniško krmiljeni mehanski rotometer 
(Colbourn) za beleženje kroženja modelnih poskusnih živali, računalniški sistem 
(Colbourn) za nadzor in snemanje operantnega vedenja modelnih podgan za preučevanje 
vedenja naučenega s pogojevanjem na zvok, svetlobo, na blagi električni šok za tačke 
(8 »Skinnerjevih« kletk, kletke za ugotavljanje preference prostora). Opremljen je tudi 
s štiri kanalno napravo za beleženje in  reprodukcijo ultrazvočnih vokalizacij (Avisoft) 
ter s 24 kanalnim videorekorderjem in 24 minikamerami za snemanje vedenja živali. 
Visokoobčutljiva video kamera omogoča tudi snemanje v pogojih nizke osvetlitve.
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Poskusne živali v mikrobiologiji

Nataša Knap, Miša Korva, Andrej Steyer, Tina Mikuletič, Urška Glinšek Biškup, Katja Strašek 
Smrdel, Andreja Nataša Kopitar, Katarina Resman Rus, Miša Pavletič, Miroslav Petrovec, 
Tatjana Avšič Županc

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo,  Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloška cesta 4,   
1000 Ljubljana

Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani je 
osrednja, največja slovenska ustanova za mikrobiološko in imunološko strokovno 
zdravstveno, raziskovalno in pedagoško dejavnost. V sodelovanju z Univerzitetnim 
kliničnim centrom v Ljubljani, Onkološkim inštitutom v Ljubljani in drugimi zdravstvenimi 
ustanovami v Sloveniji razvija in povezuje temeljno in klinično mikrobiologijo in imunologijo. 
Delo s poskusnimi živalmi je tesno povezano z dejavnostjo Inštituta za mikrobiologijo in 
imunologijo že od njegove ustanovitve leta 1945. V preteklosti so se poskusne živali 
uporabljale tako za pripravo reagentov potrebnih za rutinsko diagnostiko ter raziskovanje 
kot za namen osamitve patogenov.  Danes se poskusne živali ne uporabljajo več za pripravo 
reagentov, saj so le-ti komercialno dostopni. So pa ključnega pomena za raziskovalno 
dejavnost inštituta, katere velik del so epidemiološke študije in študije patogeneze 
mikroorganizmov. Primarna osamitev virusa iz kliničnega vzorca je zelo pomembna za 
prepoznavanje virulentnih značilnosti virusa, izvora okužbe, za nadzor nad pojavljanjem 
novih mutacij in ne nazadnje tudi za razvoj novih, hitrejših diagnostičnih metod. Primarno 
osamitev virusa iz kliničnih vzorcev izvajamo večkrat na različnih celičnih kulturah. Kljub 
temu se zgodi, da je primarna osamitev virusov iz kliničnih materialov na celičnih kulturah 
neuspešna zaradi različnih razlogov (npr. virusi so v nizkih koncentracijah ali sistem ni 
dovolj občutljiv). Ko izčrpamo vse alternativne možnosti brez uporabe živali, je edina 
preostala metoda osamitev virusa v poskusni živali. Po uspešni primarni osamitvi virus 
lahko uspešno razmnožujemo na in vitro sistemih. Viruse, oziroma virusne seve, ki so bili 
na novo osamljeni, je potrebno dobro okarakterizirati, še posebej, če obstaja sum, da 
virus povzroča bolezen pri ljudeh. Z inokulacijo poskusnih živali z virusom ugotavljamo 
dinamiko in širjenje 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 opažene spremenjene 
patogeneze skušamo le-to pojasniti z genetskimi dejavniki ter pridobiti informacije o 
ključnih dejavnikih, ki vplivajo na patogenezo.
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Laboratorijske živali v onkologiji in tumorski modeli

Maja Čemažar

Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana, Zaloška cesta 2, 1000 Ljubljana; 
Fakulteta za vede o zdravju, Univerza na Primorskem, Polje 42, 6310 Izola

Uporaba laboratorijskih živali ima na področju raziskovanja raka velik pomen. Uporaba 
laboratorijskih živali v onkologiji poteka v raziskavah na področjih karcinogeneze, 
ugotavljanju potencialnih karcinogenov v okolju, določevanju napovednih dejavnikov 
za izid bolezni in napovednih dejavnikov za izid zdravljenja, ter testiranju novih terapij 
oz. kombinacij na eksperimentalnih tumorskih modelih in/ali transgenih miših. Kljub 
razvoju mnogih testov in vitro ter molekularnih in biokemičnih testov so poskusi na 
živalih še vedno potrebni pred začetkom kliničnih študij. Te študije obsegajo potrditev 
aktivnosti terapije na določenem tumorskem modelu, dajo vpogled v metabolizem 
zdravila in njegovo toksičnost za normalna tkiva, ter opredelijo interakcije med tumorjev 
in tumorskih mikrookoljem, vključno tudi z odzivom imunskega sistema. Na Oddelku 
za eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana imamo več kot 35-letne 
izkušnje pri delu s tumorskimi modeli na laboratorijskih živalih, predvsem miših. 
Onkološki inštitut Ljubljana je uporabniška organizacija za delo s poskusnimi živalmi 
vpisana v register pri Ministrstvu za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano. Onkološki inštitut 
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 
ionizirajočega sevanja (Ministrstvo za zdravje). Delo s poskusnimi živalmi na Onkološkem 
inštitutu Ljubljana se izvaja na Oddelku za eksperimentalno onkologijo, kjer imamo v 
vseh prostorih, kjer se nahajajo živali sterilne pogoje, ter kontrolirano temperaturo, vlago 
in svetlobo. Pri našem raziskovalnem delu, ki je predvsem usmerjeno v raziskovanje 
novih in kombiniranih pristopov za zdravljenje raka, uporabljamo različne vrste mišjih 
in humanih trajnih tumorskih modelov, ki so singenski določenim linijam miši. Največ 
uporabljamo naslednje linije miši: inbridirane imunsko odzivne C57BL/6, BALB/c linije ter 
imunsko zavrte SCID miši. Za in vivo imaging uporabljamo predvsem miši linije SKH1. 
Med pomembnejšo raziskovalno opremo, ki jo imamo na Oddelku za eksperimentalno 
onkologijo za delo z živalmi, prištevamo obsevalno aparaturo za lokalno obsevanje 
tumorjev ali obsevanje celotnega telesa, konfokalni mikroskop in fluorescentno lupo 
za neinvazivno spremljanje fluorescence tkiv ali tumorjev v daljšem časovnem obdobju 
na isti živali, ter elektroporator za dermalni in transdermalni vnos učinkovin v različna 
tkiva. Pri delu uporabljamo standardne teste za ovrednotenje protitumorskega učinka 
terapij, kot so zaostanek v rasti in test lokalne kontrole rasti tumorjev. Specializirali smo 
se tudi za preučevanje terapij, ki ciljajo tumorsko žilje z razvojem metode dorzalnega 
okna, kjer lahko v in vivo pogojih spremljamo učinke terapij na normalno ali tumorsko 
žilje. V sodelovanju z drugimi oddelki na inštitutu pa izvajamo tudi molekularno-biološke, 
citološke (predvsem pretočna citometrija) in histološke analize. 
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Neinvazivno in intravitalno slikanje pri laboratorijskih miših

Urška Kamenšek

Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana, Zaloška cesta 2, 1000 Ljubljana

In vivo slikovne tehnike so pomembno orodje za izvajanje longitudinalnih študij dinamičnih 
bioloških procesov. Na Oddelku za eksperimentalno onkologijo se ukvarjamo z iskanjem 
in testiranjem novih terapij za zdravljenje raka. Pri tem uporabljamo različne in vivo 
mikroskopske tehnike: od neinvazivnega slikanja s fluorescentnim stereomikroskopom 
(Lumar.V12, Zeiss) za sledenje uspešnosti transfekcije po genskem elektoprenosu 
ali aktivnosti promotorjev vnesenih genov, do intravitalnega slikanja za  preučevanje 
antiangiogenega potenciala različnih učinkovin in pa tudi s slikanjem imunskega odziva 
po različnih protirakavih terapijah s konfokalnim mikroskopom (LSM800, Zeiss).  
Pri intravitalnih tehnikah uporabljamo za zagotovitev optičnega dostopa do tumorjev 
in limfatičnega tkiva različne kirurške metode za pripravo tkiva, od fiksacije kožne 
gube za izpostavitev limfnih vozlov, do kirurškega vgrajevanje dorzalnega slikovnega 
okna, ki omogočajo longitudinalne študije tumorjev in normalnega tkiva na isti živali. 
Za označevanje struktur uporabljamo stabilno ali prehodno transfecirane celice s 
fluorescenčnimi reporterskimi geni, nespecifične označevalce za kontrastiranje, kot sta 
rodamin in konjugati dekstrana, metode za označevanje specifičnih populacij celic, kot 
so in situ označevanje z injiciranjem konjugiranih fluorescentnih protiteles (npr. proti 
kalretikulinu) v obtok  ali v tkivo, in injiciranje ex vivo označenih celic (izolacija specifičnih 
celičnih populacij iz donorskih živali, označevanje izoliranih celic z nespecifičnimi 
fluorescenčnimi označevalci in injiciranje v prejemniško žival). 
Slikanje ene in iste živali pred in v različnih časovnih točkah po terapiji ustreza 3R načelom 
poskusov na živalih, saj se zmanjša število živali potrebnih za pridobitev podatkov. 
Zmanjšajo se tudi interindividualne razlike, saj je vsaka žival lahko sama sebi kontrola, 
kar je v variabilnih bioloških sistemih zelo pomembno. V predavanju bom predstavila 
nekaj primerov uporabe in vivo mikroskopskih tehnik, ki jih izvajamo na našem oddelku.
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Uporaba transgenskih miši v intravitalni mikroskopiji

Boštjan Markelc

Oddelek za eksperimentalno onkologijo, Onkološki inštitut Ljubljana, Zaloška cesta , 1000 Ljubljana

Že od začetkov znanosti kot vede,  je bila v znanstveni sferi prisotna želja po opazovanju 
dogajanja na mikroskopskem nivoju. Vse odkar je Robert Hooke objavil svojo 
»Micrographia« leta 1665, so raziskovalci želeli videti objekt raziskav (celice/organizme) 
čim bolj podrobno in, če le možno, dokler je le ta še živ. Z modernimi tehnikami mikroskopije, 
kot sta konfokalna ter multifotonska mikroskopija, smo dobili možnost opazovanja 
dogajanja globoko v tkivih, pod pogojem, da so v tkivu prisotni fluorescentni proteini 
ali molekule. V zadnjem času se čedalje bolj razvija metoda intravitalne mikroskopije, 
kjer kirurško nameščeno kovinsko ali plastično okno, ki je pokrito s krovnim stekelcem, 
omogoča vpogled v delovanje organov/tkiv, tudi tekom daljšega časovnega obdobja 
pri živih miših. Intravitalna mikroskopija še posebej pride do izraza, ko jo uporabimo 
v kombinaciji s transgenskimi mišmi, pri katerih je bil v genom vnesen fluorescenten 
protein, ki lahko označuje celotno žival, specifično populacijo celic, ali pa celo samo 
specifičen protein. V predavanju bodo predstavljeni različni mišji transgenski modeli, ter 
kako jih lahko uporabimo v kombinaciji z intravitalno mikroskopijo.
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Testiranje varnosti, učinkovitosti in kakovosti v farmacevtski 
družbi Lek

Špela Škrajnar

Lek farmacevtska družba d.d., Verovškova ulica 57, 1000 Ljubljana

V farmacevtski družbi Lek razvijamo, izdelujemo in tržimo učinkovita, varna in kakovostna 
zdravila. Naše delo je tudi testirati nekatere surovine in nekatere končne izdelke na 
točno določeni živalski vrsti v točno določeni količini - to je naša zakonska dolžnost 
in obveznost, ki nam jo predpisuje domača in tuja zakonodaja in brez česar zdravila 
za humano rabo (torej zdravila, ki jih uporabljamo ljudje) ne morejo priti do končnih 
potrošnikov - bolnikov. Testiranja, ki jih izvajamo z uporabo živali, so tako usmerjena 
v potrditev kakovosti, varnosti in učinkovitosti zdravil. Zaradi naše močne zaveze k 
načelom 3R (načelo zamenjave, zmanjšanja in izboljšanja, angl. replace, reduce, refine), 
se za omenjena testiranja živali uporablja le za teste, za katere ni ustreznih alternativnih 
metod; npr. alternativni test na celičnih kulturah ni razvit do mere, da bi bili rezultati 
zanesljivi in znanstveno zadovoljivi ali pa alternativni test obstaja, vendar v določenih 
razmerah test ne deluje ali daje lažno negativne rezultate.
Živalski modeli oz. živalske vrste, ki jih uporabljamo, so zakonsko predpisani, največkrat 
s strani različnih farmakopej, način dela pa je strogo vezan na dobro proizvodno prakso 
(good manufacturing practice, GMP). Tako pri našem delu uporabljamo hibridne miši 
B6D2F1, novozelandske kunce ter nesorodstveno parjene podgane in miši. Živali so 
nastanjene v okolju, podobnemu njihovemu naravnemu, le da so vsi pogoji okolja 
kontrolirani. Živijo v skupinah in imajo ves čas na voljo vodo in hrano ter skrivališča. 
Testi, ki jih izvajamo, so neboleči (stopnja trpljenja je minimalna) in živali te teste preživijo. 
Aparature, ki jih pri našem delu uporabljamo, so vezane na posebnost testov: sistem 
Pharmalab za pirogene meritve temperature pri kuncih ter pretočna citometra BD 
FACSVerse in BD FACSCalibur, ki ju uporabljamo za štetje retikulocitov v mišji krvi. 
Poleg naštetega imamo tudi nekaj splošnih pripomočkov za diagnostiko: hematološki 
analizator, anestezijski aparat za plinsko (isofluran) anestezijo in mikrokirurški mikroskop.
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Izolacija celic kostnega mozga pri miših in presaditev 
kostnega mozga pri nekondicioniranem mišjem modelu

Mojca Jež 1, Katerina Jazbec 1, Boštjan Smrekar 1, Urban Švajger 1, Tadej Malovrh 2, Janja 
Završnik 3, Simona Miceska 1, Alenka Žnidarčič 1, Andreja Mesarič 1, Aljaž Omahna 1, Maja 
Lončar 1,2, Mojca Justin 1, Primož Rožman 1

1 Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino, Šlajmerjeva ulica 6, 1000 Ljubljana; 2 Veterinarska 
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva ulica 60, 1000 Ljubljana; 3 Institut "Jožef Stefan", Jamova cesta 
39, 1000 Ljubljana

Pri ljudeh je bilo ugotovljeno, da starost darovalca krvotvornih matičnih celic vpliva na 
preživetje prejemnika. Zanima nas, ali ima presaditev mladih celic kostnega mozga vpliv 
tudi na staranje osebka in če ga ima, kateri celični procesi so razlog za to. Za model smo 
izbrali miši BALB/c H-2d ter razvili model nekondicionirane presaditve kostnega mozga. 
Darovalci KM so bili mladi samčki, prejemnice pa stare samice. 
Najprej smo razvili izolacijo celic kostnega mozga pri miših, ki nam omogoča pridobivanje 
zelo velikega števila celic kostmega mozga potrebnega za doseganje tarčnega 
himerizma (~20%) pri nekondicioniranih miših. V želji čim bolj zmanjšati število potrebnih 
laboratorijskih živali (princip 3R) smo razvili postopek za izolacijo celic kostnega mozga 
s trenjem kosti. Pri tem iz ene živali pridobimo dvakrat več celic kot pri klasičnem 
postopku izolacije s spiranjem le dolgih votlih kosti, saj pri trenju uporabimo tudi 
črevnico in hrbtenico. Poleg tega trenje sprosti celice iz endostealnih niš ob kosti, zato 
na ta način izolirana populacija celic kostnega mozga vsebuje več krvotvornih matičnih 
in progenitorskih celic. Optimiziran protokol za izolacijo velikega števila celic kostnega 
mozga omogoča tudi uspešno gojenje mezenhimskih matičnih/stromalnih celic (MSC) 
iz posamezne živali. Namnoževanje mišjih MSC in vitro je zahtevno, ker potrebujemo 
inkubator, ki omogoča kontrolo deleža kisika (2-5% O2) ter dovolj veliko število celic 
kostnega mozga v začetku gojenja, težave pa povzroča tudi kontaminacija kultur z 
različnimi krvnimi celicami. Z našim načinom izolacije in namnoževanja iz vsake miši 
pridobimo zadostno število MSC za večino nadaljnjih aplikacij. Populacija MSC je v prvi 
pasaži že homogena in > 90% negativna za površinski označevalec krvnih celic CD45. 
S presaditvijo mladega kostnega mozga starim mišim smo povprečno dosegli 20% 
himerizem, ki smo ga določali z metodo PCR v realnem času, kjer smo zaznavali 
Y-kromosom. Določali smo tudi himerizem znotraj krvotvornih matičnih in progenitorskih 
celic z določanjem izvora (darovalec ali prejemnik) CFU-hematopoetskih kolonij. Da 
se matične in progenitorske celice vsadijo v prejemnikovo nišo v kostnega mozga 
ter tvorijo diferencirane krvne celice, smo dokazali tako, da smo s celičnim sorterjem 
izolirali populacijo nevtrofilcev, limfocitov T in limfocitov B ter himerizem potrdili tudi v 
teh subpopulacijah.
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Funkcija celic beta v mišjem modelu debelosti povzročene z 
zahodno dieto

Viljem Pohorec 1, Jurij Dolenšek 1, Ismael Valladolid-Acebes 2, Marko Gosak 1,3, Maša Skelin 
Klemen 1, Lidija Križančić Bombek 1, Eva Paradiž 1, Peter Vodopivc 1, Marjan Slak Rupnik 1,4, 
Kerstin Brismar 2, Andraž Stožer 1

1 Inštitut za fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru, Taborska ulica 8, 2000 Maribor; 2 

Oddelek za molekularno medicino in kirurgijo, Inštitut Karolinska, SE-171 77 Štokholm, Švedska; 3 

Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Univerza v Mariboru, Koroška cesta 160, 2000 Maribor; 4 Center 
za fiziologijo in farmakologijo, Medicinska univerza Dunaj, Schwarzspanierstraße 17A, 1090 Dunaj, Avstrija

Sklopitev med stimulusom in sekrecijo (angl. stimulus-secretion coupling, SSC) je 
v primeru glukoze in inzulina v celicah beta že predmet številnih raziskav, vendar še 
zmeraj obstaja potreba po nadaljnjih funkcionalnih študijah. Za namen proučevanja 
SSC in situ smo vpeljali metodo akutne tkivne rezine trebušne slinavke miši v povezavi 
z elektrofiziološkimi in patofiziološkimi metodami ter kompleksnejše mrežne pristope. 
Pokazali smo odziv celic beta na glukozo znotraj ozkih, fizioloških koncentracij in vpliv 
koncentracije glukoze na vsaj štiri parametre delovanja celic beta: 
(i) časovni zamik med izpostavitvijo stimulatorni koncentraciji glukoze in odgovorom 
nanjo (angl. advancement); 
(ii) število celic, ki se odzovejo na stimulatorno koncentracijo glukoze (angl. recruitment); 
(iii) trajanje in frekvenco [Ca2+]C oscilacij (angl. enhancement); ter 
(iv) stopnjo sklopitve med celicami (angl. synchronicity). 
V predstavljenem delu smo preučevali odziv kalcija, sklopitev kalcija in izločanja, kakor 
tudi sklopitev med celicami pri različnih koncentracijah glukoze v mišjem modelu 
debelosti in sladkorne bolezni tipa 2 povzročenem z zahodno dieto. Z zahodno dieto, 
ki vsebuje 40 % maščob in 34 % saharoze, smo hranili samce miši linije C57BL/6J 
med 8. in 12. tednom starosti, kar je v primerjavi s kontrolno skupino miši 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 ± 0,17 mM v 
primerjavi z 1,6±0,1 mM), moteno glukozno toleranco in inzulinsko rezistenco. Kalcijevi 
odzivi so bili kvalitativno tipični za stimulacijo z glukozo (visokofrekvenčne oscilacije 
nacepljene na počasnejših bazalnih oscilacijah). Zahodna dieta ni vplivala niti na časovni 
zamik do aktivacije niti na število 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 že privede do začetne 
disfunkcije celic beta.
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Proučevanje vedenja laboratorijske miši

Neža Grgurevič

Laboratorij za genomiko živali, Inštitut za predklinične vede, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, 
Cesta v Mestni log 47, 1000 Ljubljana

Proučevanje vedenja živali je ena od najstarejših in velikokrat tudi najmanj invazivnih 
tehnik s katero pridobivamo informacije o zdravstvenem stanju živali in informacije 
o spremembah v organizmu, ki smo jih povzročili s svojim delovanjem. Na splošno 
si vedenje predstavljamo kot zunanje spreminjanje organizma, to kar vidimo in kar 
lahko opišemo, zato ga tudi največkrat opisujemo kot koordinirano gibanje. S tega 
vidika lahko vedenje opišemo kot dejavnost senzomotoričnega sistema. Vedenje kot 
tako je kompleksen pojav, saj se v njem odraža delovanje praktično vseh organskih 
sistemov, spreminja se s časom in je odvisno od številnih dejavnikov znotraj in zunaj 
organizma. Na vedenje vplivajo genetski in okoljski dejavniki kot so: genetsko ozadje 
živali, vplivi v času fetalnega razvoja (starševsko vedenje, stres, nastanitev), spol, starost 
in socialni status živali, pogoji med nastanitvijo, način izvajanja testov in nenazadnje 
tudi prisotnost in ravnanje oskrbovalcev ter raziskovalcev. Pred začetkom proučevanja 
vedenja se moramo seznaniti z osnovnimi vedenjskimi značilnostmi poskusne živali, 
saj bomo le tako vedeli kaj je za neko vrsto živali ali celo podvrsto, linijo normalno in 
kaj nakazuje odstopanje od normalnega. Pomembno je, da se seznanimo z omejitvami, 
ki jih prinašajo genetske spremembe v poskusnih živalih ter da na začetku ocenimo 
splošno zdravstveno stanje živali. Živali lahko opazujemo že med samo nastanitvijo brez 
posebnih naprav ali pa za to uporabljamo bolj ciljane protokole, ki vključujejo uporabo 
različnih tehnologij (kamere, računalniški programi), naprav (posode, bazeni, labirinti) 
in senzornih dražljajev v obliki vonjav, okusov, vidnih in slušnih dražljajev ter drugih 
živali. Aktivnosti, ki jih opazujemo in merimo moramo natančno opredeliti. Pomembno 
je katere aktivnosti bomo opazovali in katere zanemarili. Različne vrste vedenj lahko 
razdelimo na posamezne kategorije, ki pa med seboj niso jasno ločene, saj vedenje 
zajema delovanje celotnega organizma. Lahko opisujemo delovanje različnih organskih 
sistemov kot gibalno, čutno, prehranjevalno, razmnoževalno vedenje, ali pa vedenja 
razdelimo na psihološke kategorije kot so socialno, starševsko, agresivno vedenje, 
ki zajemajo čustvene, miselne in motivacijske procese. Podgane in miši so zagotovo 
najpogostejše laboratorijske živali, ki se uporabljajo v tovrstnih raziskavah. Z razvojem 
transgenih organizmov je v zadnjih desetletjih vedno več študij, kjer uporabljajo genetsko 
spremenjene miši kot modele za različne duševne motnje pri človeku. Temu primerno 
so se razvili tudi različni testi, ki merijo pri laboratorijskih živalih vedenja oziroma stanja 
značilna za človeka, kot so tesnoba, empatija, odvisnost, depresija. V Laboratoriju za 
genomiko živali se že vrsto let ukvarjamo s proučevanjem vedenja laboratorijskih miši. V 
kratkem predavanju vam bomo predstavili nekaj vedenjskih testov ter poskusili povzeti 
ključno problematiko, s katero se srečujemo raziskovalci na tem področju.



L13

24

Poskusne živali kot model za ugotavljanje kronične 
toksičnosti kemikalij

Tomaž Snoj

Inštitut za predklinične vede, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva ulica 60, 1000 
Ljubljana

V postopku pridobitve dovoljenja za promet s snovmi, ki pri uporabi prihajajo v stik s 
človekom, domačimi ali prostoživečimi živalmi, je potrebno poznati njihovo morebitno 
toksičnost. Podatke o akutni in kronični toksičnosti, mutagenosti, kancerogenosti, 
teratogenosti in vplivu na reprodukcijo se pridobi s testi, ki jih opisujejo smernice OECD, 
in se izvajajo s poskusi na živalih. Testiranje kronične toksičnosti 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 izenačene. 
Živali so razdeljene v skupine glede na odmerjeno količino testne substance. Testno 
substanco prejemajo peroralno z uporabo orogastrične sonde, oziroma jo vmešamo 
v krmo ali vodo. Pri obeh spolih mora biti v test vključena tudi kontrolna skupina, ki 
testne substance ne dobiva.  V vsako skupino je potrebno vključiti najmanj 10 živali. 
Testno substanco apliciramo 90 dni vsak dan. Če jo dajemo s krmo ali vodo,  prejeti 
odmerek ovrednotimo z vsakodnevnim odmerjanjem krme ali vode, od katere odštejemo 
količino krme ali vode, ki je ostala od prejšnjega oskrbovanja. Vsakodnevno je potrebno 
opraviti osnovni klinični pregled živali, pri katerem se ugotavljajo morebitni toksični 
učinki testne substance. Enkrat tedensko je potrebno živalim določiti telesno maso in 
jih detajlno klinično pregledati. Ob začetku in na koncu testiranja izvedemo oftalmološki 
pregled, ob koncu testa pa ovrednotimo tudi senzorično in motorično aktivnost. Po 90 
dneh se živali evtanazira in obenem odvzame vzorce krvi za hematološke in biokemične 
preiskave. Na vseh živalih se izvede raztelesba, ob tem pa se določi tudi teža notranjih 
organov. Istočasno je potrebno odvzeti tudi vzorce organov in tkiv za patohistološke 
preiskave. Glede na že obstoječe podatke o toksičnosti testirane snovi oziroma sorodnih 
substanc je potrebno smiselno opraviti tudi analize, ki v smernici niso neposredno 
navedene. Integralna analiza podatkov, pridobljenih pri kliničnih pregledih, hematoloških, 
biokemijskih, patoanatomskih in patohistoloških preiskavah in primerjava podatkov 
med skupinami, ki so prejemale različne odmerke testne substance, nam omogoča 
prepoznavanje toksičnih učinkov in določitev mejne vrednosti za opaženi učinek (NOAEL 
– No Observed Adverse Effect Level).
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Raziskave na živalih z uporabo principov sintezne biologije

Duško Lainšček, Mateja Manček Keber, Iva Hafner Bratkovič, Lucija Kadunc, Roman Jerala

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

Sintezna biologija je novejša veja znanosti, ki združuje biološke, kemijske, biokemijske 
in inženirske pristope; govorimo lahko tudi o vedi bioinženiringa ali biomedicinskega 
bioinženiringa. Temelji predvsem na uporabi uveljavljenih metod genetskega inženiringa 
živih bitij. Cilj sintezne biologije je popolnoma varno usmerjeno spreminjanje celic. Z uporabo 
metod sintezne biologije stremi človek k razvoju in uporabi novih zdravil, k izboljšanju okolja, 
k večji ekološki noti in k odkrivanju novih virov energije in materialov (npr. bionanomateriali). 
Največji motiv v raziskovanju, kjer se uporabljajo principi sintezne biologije, je odkritje novih 
zdravil in novih načinov zdravljenja, pri katerem se celice uporabljajo kot t.i. nanotovarne, 
ki so sposobne ob ustreznih pogojih in ob ustrezno vnesenih informacijah graditi praktično 
vse. Zapis za proizvodnjo želenega izbranega produkta lahko enostavno kodiramo v obliki 
sintetične DNK, kar omogoči sestavo sintetičnega sesalskega sistema, ki je popolnoma 
varen za uporabo in okolje. V sklopu dela na poskusnih živalih smo na Odseku za sintezno 
biologijo in imunologijo Kemijskega inštituta z uporabo principov sintezne biologije razvili 
celično protivnetno napravo. Naprava v odgovor na povišano koncentracijo vnetnih citokinov 
IL1ß in TNFα sintetizira proti-TNFα protitelo, protivnetni citokin IL10 ter anakinro, specifičen 
IL1 receptor antagonist. Delovanje protivnetne naprave smo pokazali na modelu ulceroznega 
kolitisa izzvanega z aplikacijo DSS ter na modelu sepse ustvarjene s kirurško relevantnim 
modelom ligacije in punkcije slepega črevesja. 

Z drugo vrsto celične naprave, ki smo jo razvili, posnemamo delovanje zarodnih celic. 
Sesalske celice smo preusmerili v izdelavo različnih vrst rastnih faktorjev, ki igrajo med 
drugim tudi pomembno vlogo pri regeneraciji. S kirurškim modelom periferne ishemije zadnje 
okončine ter s krožnimi kirurškimi kožnimi ranami smo pokazali, da naša celična naprava, 
ki izloča različne rastne faktorje, pospešuje angiogenezo ter promovira hitrejše celjenje ran. 
Izločanje rastnih faktorjev smo prav tako regulirali z doksiciklinsko indukcijo tetraciklinskega 
promotorja, ki je kontroliral izločanje rastnih faktorjev.

Velik aspekt našega dela predstavlja raziskovanje bionanomaterialov. Z načrtovanjem 
posameznih proteinskih segmentov lahko ustvarimo različne oblike proteinskih struktur, ki 
se jih lahko uporablja kot dostavni sistem zdravil, adjuvanse za cepiva ipd. Uspešno smo 
ustvarili nov potencialen dostavni sistem za zdravila; tetraeder, ki se samostojno zvije iz 
načrtovanih segmentov tudi v mišjem organizmu. Slednje smo potrdili s spremljanjem 
bioluminiscence in vivo zvitja proteina z uporabo IVIS III bioimiger sistema.

Na našem odseku se ukvarjamo tudi z zunajceličnimi vezikli, ki so normalen produkt različnih 
celic in delujejo kot posebni dostavni sistem. Njihovo dostavno vlogo smo izkoristili za 
dostavo močnega orodja za genomsko modifikacijo in regulacijo, t.j. CRISPR/Cas sistem. 
Z različnimi testi na miših smo dokazali funkcionalno dostavo proteina Cas9 v mišje celice, 
prav tako pa smo vplivali na izražanje posameznih genov v mišjih jetrih.

Raznolika vrhunska oprema nam omogoča raznovrstno delo na poskusnih živalih ter razvoj 
številnih bolezenskih in kirurških mišjih modelov, s katerimi želimo pokazati terapevtsko 
korist naših odkritij.
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Vloga receptorjev TLR in NLRP3 pri imunskem odgovoru

Mateja Manček Keber, Duško Lainšček, Mojca Benčina, Iva Hafner Bratkovič

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

Prirojen imunski sistem ščiti organizem pred patogeni in endogeno škodo. Le-ta pa 
lahko deluje kot meč z dvema roboma, saj lahko neregulirano vnetje povzroči patologijo 
vključno z avtoimunskimi boleznimi in celo rakom. Tollu podobni receptorji (TLR) in 
inflamasomi (NLRP) predstavljajo bistvene receptorje prirojenega imunskega odziva. 
Posredno ali neposredno prepoznajo molekule mikroorganizmov tako imenovane s 
patogeni povezane molekulske vzorce (PAMP) in aktivirajo celične obrambne mehanizme, 
ki vključujejo vnetje. Pomembno, lahko prepoznajo tudi nevarne endogene signale, kar 
bi lahko pojasnilo, zakaj se razvije vnetje, čeprav mikrobne okužbe ni mogoče zaznati. 
Ti signali so bili poimenovani DAMP (z nevarnostjo povezani molekularni vzorci) in se 
sproščajo iz poškodovanih celic ali nekroze tkiva ter prispevajo k sterilnemu vnetju.
Na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo imamo na voljo kar nekaj linij miši, s 
katerimi preučujemo te receptorje in njihove signalne poti predvsem pri različnih boleznih: 
TLR2, TLR3, 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 zunajceličnih veziklih (extracellular 
vesicles-EVs). Zunajcelični vezikli so pomembni, ker prenašajo celične informacije iz 
donorskih v tarčne celice, kar vpliva na njihovo funkcijo. Informacije so lahko proteini, 
nukleinske kisline, lipidi ali sladkorji. Količina sproščenih zunajceličnih veziklov se 
povečuje v stresnih razmerah. V periferni krvi bolnikov s kroničnimi vnetnimi boleznimi, 
rakom ali okužbo lahko detektiramo povišane koncentracije zunajceličnih veziklov, 
ki prispevajo k napredovanju bolezni. Zunajcelični vezikli lahko sodelujejo pri razvoju 
raka in širjenju njihovih signalov v okoliško tkivo. Aktivirane celice limfoma vplivajo na 
druge netransformirane celice v organizmu z izločanjem vnetnih citokinov. Raziskovali 
smo alternativni mehanizem preko zunajceličnih veziklov. Pokazali smo, da se lahko 
signalizacijske molekule per se prenesejo na tarčne celice, kjer tvorijo aktivne komplekse 
in sprožijo aktivacijo vnetnih poti, s čimer spreminjajo mikrookolje tumorja.
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Neinvazivno in vivo slikanje laboratorijskih živali

Miha Butinar, Janja Završnik, Lovro Kramer, Georgy Mikhaylov

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

V letu 2014 smo na odseku za biokemijo, molekularno in strukturno biologijo v hlevčku 
za poskusne živali vzpostavili laboratorij za neinvazivno in vivo slikanje laboratorijskih 
živali z aparaturo IVIS Spectrum. IVIS Spectrum omogoča 2D in 3D bioluminiscenčno 
in fluorescenčno slikanje miši in podgan. Bioluminiscenčno slikanje se uporablja 
predvsem v raziskavah raka, kjer rakave celice izražajo luciferazo in s pomočjo substrata 
D-luciferin le te detektiramo kot  signal v obliki fluksa fotonov. Fluks fotonov je hkrati tudi 
proporcionalen s številom celic v organizmu, kar omogoča detekcijo in kvantifikacijo 
rasti tumorja. Zaradi izjemno močnih signalov je možna detekcija do 10 rakavih celic v 
organizmu, kar posledično omogoča zgodnje spremljanje razvoja raka in vpliva terapij. 
Fluorescenčno slikanje pa se lahko uporablja tako v raziskavah raka kot tudi vnetij, 
dostavnih sistemov za zdravila in diagnostiko, terapij, prob za različne encime in procese 
v celicah ter biodistribucije nanodelcev. IVIS Spectrum omogoča slikanje vse do IR 
območja pri 750 nm. V sklopu tega laboratorija smo leta 2016 postavili tudi računalniško 
vodeni tomograf »CT« z rentgenskimi žarki »Quantum FX microCT«, ki je hkrati tudi 
komplementarni del k aparaturi IVIS Spectrum in omogoča ko-registracijo podatkov. 
S pomočjo različnih kontrastnih sredstev nam pridobljena oprema omogoča podrobno 
3D rekonstrukcijo organizma in posledično celovit vpogled v  razvoj različnih bolezni 
in sprememb na kosteh. S pridobljenimi rezultati smo objavili več člankov v uglednih 
revijah kot so Gene Therapy, Mol. Ther. N.A., Theranostics, MICF., I.J of Pharm.. 
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Študij raka pri mišjem modelu

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

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

V Hlevčku za poskusne živali na Institutu »Jožef Stefan« gojimo miši seva FVB in 
transgenske miši FVB;MMTV-PyMT. Pri hemizigotnih PyMT samicah pride do razvoja 
tumorjev mlečne žleze, ki metastazirajo v pljuča. V razvoj in napredovanje raka mlečne 
žleze so pomembno vključeni tudi lizosomski cisteinski katepsini, njihovo proteolitično 
aktivnost pa regulirajo endogeni inhibitorji. Cistatin C je močan reverzibilni zunajcelični 
inhibitor cisteinskih katepsinov, medtem ko je stefin B znotrajcelični inhibitor. Z namenom 
preučitve vpliva katepsinskih inhibitorjev stefina B in cistatina C pri raku mlečne žleze, so 
bile miši z izbitim genom za stefin B in cistatin C križane s transgenim mišjim modelom 
raka mlečne žleze PyMT. Pokazali smo, da je odsotnost stefina B in cistatina C vplivala 
na zmanjšano velikost tumorjev mlečne žlezne, medtem ko vpliva na metastaziranje v 
pljuča ni bilo. Pri miših z izbitim genom za stefin B je bilo zmanjšanje velikosti tumorjev 
povezano s povečanjem števila mrtvih celic znotraj tumorjev. Tako ex vivo kot in vitro 
smo določili znižano 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 znižanje nivoja vseh izoform 14-
3-3 proteinov v sekretomu tumorskih celic z izbitim genom za cistatin C, kar nakazuje na 
novo povezavo med vlogami cisteinskih katepsinov, cistatina C in 14-3-3 proteinov, ki jo 
bo potrebno dodatno raziskati. 
Pri našem delu uporabljamo različne metode, od izolacije primarnih celičnih kultur, 
imunohistokemije, fluorescenčne in konfokalne mikroskopije do neinvazivne in vivo 
vizualizacije (IVIS, mikroCT). Sodelovali smo v različnih nacionalnih in mednarodnih 
raziskovalnih projektih.
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Center za laboratorijske živali na Oddelku za zootehniko 
Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani

Simon Horvat, Katja Skulj, Tatjana Pirman, Peter Dovč

Oddelek za zootehniko, Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani, Groblje 3, 1230 Domžale

Center za laboratorijske živali deluje na Oddelku za zootehniko, Biotehniške fakultete, 
Univerze v Ljubljani od leta 1970. V prvih desetletjih je bil poudarek na uvajanju vzrejnih 
postopkov laboratorijskih miši in podgan, prehranskih in reprodukcijskih poskusov. Po 
letu 2000 smo izvedli adaptacijo in razširitev prostorov ter opreme. Poleg vzreje lastnih 
linij laboratorijskih miši, selekcioniranih na večjo oziroma manjšo vsebnost telesnega 
maščevja, vzrejamo tudi standardne in gensko spremenjene linije. Laboratorijske miši 
uporabljamo kot genetski model za klasično genetske in novejše 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 označevalcev po celem 
genomu, kot so mikrosateliti in SNP s spremljajočo statistično in bioinformatično 
analizo (npr. haplotipov). Poseben sklop aktivnosti predstavlja razvoj transgenih linij 
miši, da pridobimo živali z želeno spremembo genoma. Imamo ekspertizo na področju 
treh načinov pridobivanja transgenih živali, in sicer z mikroinjiciranjem DNA v zgodnji 
zarodek, z genskim manipuliranjem embrionalnih matičnih celic in z novejšim 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 namen raziskave. Transgeni konstrukt nato uvedemo v sprejemno celico, 
ki ji želimo 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. Izvajamo tudi prehranske poskuse, na 
voljo imamo metabolne kletke za ločeno zbiranje seča in blata ter poskuse različnih 
metod rokovanja laboratorijskih živalih. Imamo opremo za krioprezervacijo sperme in 
zarodkov. V okviru Centra deluje tudi celični laboratorij za embrionalne in inducirane 
odrasle matične celice ter klasični celični laboratorij s pripadajočo opremo. Za delo na 
tkivih imamo aparaturo mikrodisektor, ki na osnovi ultrazvoka omogoča natančno rezanje 
tarčnih celic ali skupkov celic iz celičnih, histoloških ali svežih tkivnih rezin. Od večjih 
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 omogoča hitro in ponovljivo mikroinjiciranje večjega 
števila pred-implantacijskih zarodkov sesalcev, rib in dvoživk, kakor tudi mikroinjiciranje 
adherentnih evkariontskih celic. Z našo opremo in ekspertizo smo odprti za sodelovanje 
zainteresiranim partnerjem znotraj in zunaj matične inštitucije.
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Ocena vnetnega odziva in nevrotoksičnosti liposomalne 
oblike bupivakaina po intratekalni aplikaciji pri prašiču

Alenka Seliškar, Jurij Žel, Admir Hadžić, Erika Cvetko, Marija Damjanovska, Maxine M. Kuroda, 
Tatjana Stopar Pintarič

Klinika za male živali, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva 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 izboljšajo stabilnost preparata, podaljšajo delovanje ter zmanjšujejo 
sistemsko nevro- in kardiotoksičnost (1, 2). Trenutno je uporaba LB pri ljudeh omejena 
pretežno na infiltracijo kirurške rane (3, 4), ki omogoča učinkovito analgezijo in manjšo 
porabo opioidnih analgetikov do 72 ur po aplikaciji. Omenjena formulacija se je že 
izkazala za učinkovito pri interskalenskih (5) in medrebrnih blokadah (6, 7), blokadah 
stelatnega ganglija (8) »transversus abdominis plane (TAP)« blokih (9) in tudi drugih 
blokadah perifernih živcev (3,  10) ter epiduralnih aplikacijah (11).
Učinkovitost in varnost liposomalnega bupivakaina po terapevtskem in nenamernem 
vbrizganju v intratekalni prostor sta slabo raziskani. Namen naše raziskave je ugotoviti 
nevrološke in lokalno toksične posledice vbrizganja treh različnih odmerkov LB v 
intratekalni prostor pri prašiču ter jih primerjati s standardno formulacijo bupivakaina 
(bupivakain HCl). Raziskava poteka v okviru dveh programskih skupin (P3-0043 
»Molekularni mehanizmi razvoja in delovanja skeletne mišice«, P4-0053 »Endokrini, 
imunski in encimski odzivi pri zdravih in bolnih živalih«), v njej pa sodelujejo raziskovalci 
z Medicinske in Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani, Kliničnega oddelka za 
anestezijo in intenzivno terapijo Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana in New York 
School of Regional Anesthesia.
Raziskavo izvajamo na prašičih, ker je anatomija centralnega živčnega sistema prašiča, od 
vseh živalskih vrst, ki se jih lahko uporablja v eksperimentalni medicini, najbolj primerljiva 
s človeško (12). Nevrološki odziv spremljamo do 21 dni po aplikaciji testne učinkovine. 
Nevrotoksičnost in vnetne spremembe hrbtenjače ocenjujemo s histomorfometrijsko in  
imunohistokemično analizo hrbtenjače s pripadajočimi hrbtenjačnimi živci ter z analizo 
cerebrospinalne tekočine.
Glede na počasno sproščanje LB pričakujemo daljši senzorični in krajši motorični blok  
v primerjavi z bupivakainom HCl, ki bo predvidoma odvisen od odmerka (13). Lokalni 
anestetiki, ki jih apliciramo ob živec, lahko v odvisnosti od odmerka in časa ekspozicije 
povzročijo njegovo degeneracijo. Podobni primeri so bili že opisani po uporabi lidokaina 
za spinalno anestezijo (14). V naši raziskavi pričakujemo, da kljub večanju odmerka LB 
ne bo prišlo do vnetnih in degenerativnih sprememb na hrbtenjačnih živcih.
Literatura
1Richard B et al. J Drug Deliv 2011;467429. 2Bramlett K et al. Knee 2012; 19:530-6. 3Hamilton TW et al. Cochrane Database Syst Rev 
2017; (2):CD011419. 4Wang X et al. Int J Surg 2017; 39:238-48. 5Vandepitte C et al. Reg Anesth Pain Med 2017; 42:334-41. 6Kopacz 
DJ et al. Anesth Analg 2003; 96:576-82. 7Rice DC et al. Ann Thorac Surg. 2015; 99:1953-60. 8Ferrillo MG. Clin Case Rep. 2016; 4:861-
5. 9Stokes AL et al. Dis Colon Rectum 2017; 60:170-7. 10Damjanovska M et al. Anaesthesia 2015; 70:1418-26. 11Viscusi ER et al. Reg 
Anesth Pain Med 2012; 37:616-22. 12Richer JP et al. Surg Radiol Anat 1998; 20:431-435. 13Joshi GP et al. J Pain Res 2015; 8:781-9. 
14Verlinde M et al. Int J Mol Sci. 2016; 17(3) 339.
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Poskusne živali in prehranske raziskave

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

Katedra za prehrano, Oddelek za zootehniko, Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani, Groblje 3,     
1230 Domžale

Na Katedri za prehrano preučujemo različne vidike prehrane živali v verigi prehrana 
živali za zdravje živali, ljudi in okolja. Zanimajo nas predvsem prehranske potrebe živali 
(npr. v pogojih oksidativnega stresa), poznavanje specifičnih učinkov različnih krmil, 
krmnih dodatkov, rastlinskih snovi z bioaktivnimi lastnostmi in antinutritivnih snovi na 
zdravje in proizvodnost živali, učinki prehrane živali na kakovost živalskih proizvodov z 
vidika tehnološke in prehranske vrednosti za ljudi, možnosti prehrane živali za kreiranje 
funkcionalnih živil živalskega izvora ter povezave med prehrano živali in učinki na okolje. 
V zadnjem času se osredotočamo na vpliv prehrane matere na zdravje in prehranske 
potrebe potomcev, ki postaja zelo pomembno raziskovalno področje. V tem pogledu je 
perutnina zelo zanimiv model, saj lahko pri njih zelo jasno ločimo direktne vplive prehrane 
mater na sestavo jajc oz. izvaljenih živali. V raziskavah lahko uporabljamo različne 
živalske modele, saj imamo posebne metabolne kletke za izvajanje in vivo poskusov 
pri laboratorijskih miših in podganah, prašičih, perutnini ter kuncih. Kletke omogočajo 
ločeno zbiranje seča in blata ter s tem možnost določanja prebavljivosti hranil ter izvedbo 
bilančnih in presnovnih raziskav. Imamo fistulirane ovne, ki jih uporabljamo za in vitro 
merjenje prebavljivosti pri prežvekovalcih in za mikrobiološke raziskave, ter hlev za talno 
rejo piščancev in za rejo kuncev. Uporabljamo tudi in vitro sisteme za simulacijo prebave 
pri prežvekovalcih in kuncih (Daisy, plinski test). Imamo možnost uporabe klavnice za 
študij vplivov prehrane na zdravje živali ter prehransko vrednost in kakovost živalskih 
proizvodov ter lastno mešalnico za pripravo krmnih mešanic, ki nam omogoča pripravo 
manjših količin krmnih mešanic, glede na zahteve raziskave. V kemijskem laboratoriju 
lahko izvajamo klasične in napredne analize hranilne in energijske vrednosti krme in 
hrane ter analiziramo sestavo živalskih tkiv in drugih vzorcev. Z GC določamo maščobne 
kisline: od hlapnih do dolgoverižnih večkrat nenasičenih, tudi cis- in trans- izomere in 
izomere konjugirane linolne kisline, s HPLC pa izomere vitamina E in specifične produkte 
oksidacije maščob, kot je npr. malondialdehid. Stopnjo poškodb DNA določamo s 
kometnim testom in s presnovnim markerjem, 8-hidroksi-deoksi gvanozinom. Z atomsko 
absorpcijsko spektroskopijo analiziramo makro- in večino mikroelementov, v kombinaciji 
s hidridno tehniko tudi Se, za določanje P, TBARS in peroksidov uporabljamo molekulsko 
spektrometrijo v UV in vidnem delu spektra, za določanje produktov oksidacije LC 
PUFA in drugih presnovnih markerjev v krvi pa različne reagenčne komplete. In vitro 
antioksidativno kapaciteto v maščobah in v vodi topnih antioksidantov v različnih vzorcih 
določamo s kemiluminiscenco. V sodelovanju z Veterinarsko fakulteto in kolegi iz drugih 
raziskovalnih skupin Bitehniške fakultete proučujemo tudi učinke prehrane na zdravje 
prebavil in tako imenovane transkriptomske raziskave.



L21

32

Kostna regeneracija na modelu celjenja kostnih defektov v 
kalvariji pri podgani
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Uspešnost celjenja poškodb kosti obraznega skeleta, ki nastajajo in se celijo po 
principu direktne osifikacije je nepredvidljiva. Med dejavniki, ki vplivajo na uspešnost 
celjenja, so najpomembnejši stabilnost kostnih delov, velikost defekta, prekrvljenost 
kosti, presnovne bolezni kosti in okužbe. Vpliv teh dejavnikov se ocenjuje na modelu 
poskusno povzročenih defektov na kalvarijskih kosteh podgane. Kritična velikost 
poskusno povzročenega defekta kalvarije (angl. »critical size defect«) je opredeljena kot 
tista velikost poskusno povzročenega kostnega defekta, ki se v opazovanem obdobju 
ne zaceli spontano. Ker smo v naših raziskavah ugotovili, da se defekti velikosti 3 mm 
v dvomesečnem opazovalnem obdobju ne zacelijo spontano, smo želeli v nadaljevanju 
poskusov celjenje vzpodbuditi z dovajanjem rastnega faktorja TGF-ß s pomočjo celic, 
nameščenih v posebne cevke, ki omogočajo sproščanje sintetiziranih dejavnikov v bližnjo 
okolico, hkrati pa preprečujejo stik celic z imunskimi celicami gostitelja (podgane). 
Avtoklavirane teflonske cevke smo napolnili z linijami mišjih fibroblastov NIH3T3, ki 
stabilno izražajo in izločajo TGF-ß1 ter cevke toplotno zaprli. Eksperimentalne postopke 
smo opravljali v splošni anesteziji z intraperitonealno mešanico ksilazina in ketamina. Pri 
podganah smo s skalpelom v mediani ravnini od frontalnega do okcipitalnega področja 
izvedli incizijo v dolžini 3 cm. Z deljenjem subkutane fascije smo kožo v področju 
skalpa odgrnili v obe strani, nato s skalpelom prekinili periost in tudi tega razmaknili 
v področju nad lobanjskim svodom. Obojestransko ob sagitalnem kostnem šivu smo 
z 3 mm trefinskim svedrom ob nizkih obratih in hlajenju s hladno fiziološko raztopino 
naredili okrogle defekte premerov 3 mm. Pri pripravi defektov smo bili posebej pozorni, 
da smo se izognili poškodbam dure in žil možganskih ovojnic. Na površino kalvarije v  
področju defektov smo namestili predhodno pripravljene cevke (dolžina 15 mm, premer 
1,2 mm), napolnjene s celicami, ki so izločale TGF-ß1 . Podganam kontrolne skupine 
smo namestili cevke s celicami osnovne linije NIH3T3, ki ne izločajo dodatnih rastnih 
dejavnikov. Periost in kožo skalpa smo vedno zašili po plasteh, periost z resorbilno nitjo 
Vicryl 4/0 in kožo s kirurško svilo 4/0. Po dveh mesecih smo podgane žrtvovali, izolirali 
tkivne bloke kalvarij ter uspešnost celjenja vrednotili z mikro-CT preiskavo. Po odstranitvi 
cevk smo analizirali preživelost celic in izločanje TGF-ß1.
S pomočjo analize mikroCT slik celjenja kostnih defektov po dveh mesecih smo pokazali, 
da prisotnost celic, ki izločajo TGF-ß1 pospeši celjenje kostnega defekta v primerjavi s 
kontrolno skupino s celicami, ki ne izločajo rastnih dejavnikov.
Uspešno smo vzpostavili model regeneracije obraznega skeleta in pokazali učinkovitost 
celične terapije z dovajanjem TGF-ß1.
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Fluorescentna nanoskopija

Jernej Jorgačevski, Marko Kreft, Maja Potokar, Robert Zorec

Laboratorij za nevroendokrinologijo - Center molekularna celična fiziologija, Medicinska fakulteta, 
Univerza v Ljubljani, Zaloška cesta 4, 1000 Ljubljana; CELICA, biomedicinski center, d.o.o., Tehnološki 
park 24, 1000 Ljubljana

Fluorescentna mikroskopija je pomembna tehnika za neinvazivne raziskave celičnih 
struktur in fizioloških procesov v celicah. Pri običajnih fluorescentnih mikroskopskih 
tehnikah je ločljivost mikroskopov omejena zaradi uklona svetlobe na približno 200 
nm. S superločljivostnimi mikroskopijami, ki jih zaradi izboljšane ločljivosti imenujemo 
tudi nanoskopije, pa lahko dosežemo do desetkrat boljšo ločljivost. V Laboratoriju za 
eksperimentalno nevroendokrinologijo- Center molekularna celična fiziologija (Center 
LN-MCP)  za zajemanje slik fluorescentno označenih vzorcev uporabljamo različne 
fluorescentne mikroskopije: konfokalno mikroskopijo, dvofotonsko mikroskopijo, 
nanoskopijo s strukturirano osvetlitvijo (SIM; z ločljivostjo ~100 nm) in nanoskopijo z 
vzbujenim praznjenjem emisije (STED, z ločljivostjo ~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, možganske rezine pa 
iz ~8 tednov starih odraslih živali. V predavanju bom razložil osnovni princip delovanja 
mikroskopij STED in SIM ter predstavil naš dvokanalni mikroskop STED. Predstavil bom 
tudi primerjavo meritev premerov mešičkov v izoliranih astrocitih, izvedenih s konfokalno 
mikroskopijo, z nanoskopijo SIM in z nanoskopijo STED ter te rezultate primerjal z 
meritvami izvedenimi z elektronsko mikroskopijo.



L23

34

Izvedba poskusov na ribah na Veterinarski fakulteti v 
Ljubljani

Vlasta Jenčič, Vesna Cerkvenik Flajs, Sabina Šturm, Tanja Švara, Mitja Gombač

Inštitut za patologijo, divjad, ribe in čebele, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva ulica 
60, 1000 Ljubljana

Ribe pogosto uporabljamo za izvajanje različnih poskusov. Povsem običajno je, 
da različne vrste rib raziskujemo, da bi bolje razumeli njihovo anatomijo, fiziologijo, 
vedenjske vzorce in odziv na različne povzročitelje bolezni, s čimer lahko izboljšamo 
njihovo počutje. Poznana je tudi uporaba rib v raziskavah onesnaženosti okolja in 
različnih toksikoloških študijah. Manj poznano pa je, da nekatere ribe uporabljamo tudi 
kot model za proučevanje različnih bolezni sesalcev in celo ljudi. Posegi na ribah v 
poskusu so v glavnem zelo blagi, zato niso potrebne aktivnosti za omilitev bolečine in 
trpljenja, včasih pa so tudi zelo zahtevni, kot so denimo različne operacije, kjer je treba 
ribe med posegom anestezirati. Vsako raziskavo vnaprej skrbno načrtujemo, pri čemer, 
kot pri drugih živalih, upoštevamo načela treh »R«, program pa nato obravnava in potrdi 
etična komisija.  Na Inštitutu za patologijo, divjad, ribe in čebele Veterinarske fakultete 
v Ljubljani imamo manjši sistem akvarijev, v katerih občasno izvajamo poskuse. To je 
sistem večjih in manjših pretočnih akvarijev, ki jih napaja vodovodna voda, ki se pred 
vstopom v sistem prečisti najprej skozi mehanski filter, v deklorinatorju pa se klorirana 
vodovodna voda očisti dodanega klora. Ko pa voda zapušča akvarijski sistem, gre skozi 
UV svetilke, kjer se uničijo morebitni bolezenski povzročitelji. To je sicer zelo preprost, 
vendar dovolj učinkovit sistem, ki povsem zadostuje za izvedbo različnih raziskav na 
manjšem številu rib. Med bolj odmevnimi raziskavami, ki smo jih opravili z omenjeno 
opremo, je bilo ugotavljanje humoralnega imunskega odziva šarenk, proučevanje 
dovzetnosti soške postrvi na virus, ki povzroča infekciozno hematopoetsko nekrozo, 
ter ugotavljanje ostankov malahitnega zelenila in njegovih metabolitov v tkivih šarenk in 
krapov po enkratnem terapevtskem kopanju. Od toksikoloških študij je bila opravljena 
in objavljena raziskava vpliva abamektina na šarenke, v zadnji raziskavi, opravljeni v 
vodnem laboratoriju Inštituta, pa smo na šarenkah proučevali vpliv bisfenola A.



L24

35

Integrativni pristop za razumevanje biologije proteusa, 
“skrivnostnega vladarja” dinarskega podzemlja

Lilijana Bizjak Mali, Rok Kostanjšek, Nina Gunde-Cimerman
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Proteus ali človeška ribica (Proteus anguinus) je krovna vrsta dinarskega podzemlja, slovenski 
nacionalni simbol ter simbol svetovne naravne dediščine in biodiverzitete. Je edini evropski 
predstavnik evolucijsko stare skupine vodnih repatih dvoživk iz družine močerilarjev ali 
Proteidae, in ena od znamenitejših živalskih vrst z naravoslovnega in z naravovarstvenega 
vidika. V svetovnem merilu je posebna po svojih telesnih prilagoditvah, po načinu življenja 
in po omejeni geografski razširjenosti oz. enedemičnosti. Oddelek za biologijo Biotehniške 
fakultete, Univerze v Ljubljani ima dolgoletno tradicijo raziskovanja te karizmatične jamske 
dvoživke. Z različnimi pristopi in integracijo strukture in funkcije, želimo razumeti njeno 
biologjo, ekologijo in evolucijo, ki so pomembna osnova za prepoznavanje potencialnih 
nevarosti, ki pretijo tej edinstveni vrsti dvoživke in so potrebni za učinkovito ukrepanje, 
zaščito ter ohranjanje človeške ribice v njenem naravnem okolju. Zaradi specifične biologije 
je izjemno občutljiva in ranljiva vrsta dvoživk. Ker je izredno dolgoživa dvoživka, njena 
življenska doba je 70 let, so zanjo lahko usodne že nižje, a dolgotrajne koncentracije strupenih 
snovi, ki se postopoma v njenih tkivih kopičijo. Kronična izpostavljenost onesnažilom lahko 
izzove oslabitev imunskega sistema, in posledično povišano dovzetnost za okužbe s paraziti 
in ostalimi patogeni. Mnoga onesnažila v okolju delujejo kot endokrini motilci, prihaja do 
motenj hormonskega ravnovesja in negativnega vpliva na reprodukcijo. S proučevanjem 
hematoloških parametrov, ki so pomembnimi kazalci fiziološkega stanja živali, želimo 
zagotoviti osnovno znanje za prepoznavanje morebitnih stresnih situacij in okužb v naravi 
in v laboratorijskih pogojih ter pripraviti izhodišče za raziskave slabo preučenih obrambnih 
odzivov človeške ribice na okužbe. S proučevanjem gonad in dinamike gametogeneze ter 
z razvojem nedestruktivnih metod za določanje spola poskušamo podrobneje razumeti 
njeno slabo raziskano reproduktivno biologijo in zagotoviti osnovno znanje za uspešno 
in sistematično ex-situ razmnoževanje proteusa. Z optimizacijo kultivacije krvnih celic in 
tkivnih eksplantov želimo vzpostaviti ne-destruktiven in-vitro sistem za citogenetske in 
druge (genetske, biokemijske, fiziološke, toksikološke) študije brez poseganja v naravne 
populacije. Obdukcije in histopatološke analize obolelih osebkov iz narave in ujetništva so 
pokazale zastopanost parazitov v prebavilu in tkivih, zato se usmerjamo tudi v sistematični 
monitoring parazitov in ostalih patogenov.  S koevolucijskega in fiziološkega vidika nas 
zanimajo interakcije proteusa in njegove mikrobiote, ki so omogočile uspešne, energijsko 
varčne strategije preživetja v podzemnem okolju z zelo omejenim vnosom hranil. Nujni ukrep 
je tudi vzpostavitev pristopov za diagnostiko porajajočih patogenov, predvsem hitridnih gliv 
rodu Batrachochitridium, ki so trenutno najresnejša grožnja dvoživkam po celem svetu.
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Predstavitev vzrejno-uporabniške organizacije laboratorijskih 
živali Inštituta za fiziologijo Medicinske fakultete v Mariboru

Jasmina Kerčmar 1, Jurij Dolenšek 1, Marko Gosak 1,2, Lidija Križančić Bombek 1, Rudi Mlakar 1, 
Eva Paradiž 1, Viljem Pohorec 1, Maša Skelin Klemen 1, Marjan Slak Rupnik 1,3, Peter Vodopivc 1, 
Andraž Stožer 1

1 Inštitut za fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru, Taborska ulica 8, 2000 Maribor; 2 

Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Univerza v Mariboru, Koroška cesta 160, 2000 Maribor; 3 Center 
za fiziologijo in farmakologijo, Medicinska univerza Dunaj, Schwarzspanierstraße 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 okriljem Inštituta za fiziologijo tudi 
prostori za vzrejo laboratorijskih živali. 
Inštitut za fiziologijo Medicinske fakultete Univerze v Mariboru je od leta 2014 registrirana 
vzrejna in uporabniška organizacija za miši in podgane. Živali so nastanjene v prostorih 
z najsodobnejšim 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 epidemiološka enota 
z minimalnim vplivom iz okolja ali nanj. Menjava visokovpojnega nastilja poteka 2-4 
krat mesečno, voda in krma sta živalim na voljo ad libitum. Vsa oprema se po čiščenju 
sterilizira. Za obogatitev okolja živali uporabljamo plastične hišice in gnezdilni material v 
obliki vatirancev. Živali so izpostavljene 12-h ciklu svetlobe/teme. Zakonsko predpisani 
zdravstveni monitoring živali se izvaja letno oziroma po potrebi.
V naši organizaciji vzrejamo miši inbridiranih linij C57BL/6J (JAX) in C57BL/6NCrl (Charles 
River, Nemčija) ter neinbridirano linijo miši 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 miši linije 
C57BL/6J brez gena SF-1.
Raziskovalno delo poteka na živalskih tkivih, ki jih izoliramo po usmrtitvi živali. Osrednji 
predmet raziskav na Inštitutu za fiziologijo so celice beta trebušne slinavke v akutnih 
tkivnih rezinah, občasno za potrebe projektov in sodelovanj z drugimi raziskovalnimi 
skupinami izoliramo tudi druga tkiva. Delo na tkivih poteka s konfokalno mikroskopijo 
(znotrajcelična dinamika kalcijevih oscilacij) in z elektrofiziološkimi metodami (merjenja 
membranskih napetosti, tokov in eksocitoze). Pridobljene podatke izvozimo v obliki 
dolgih časovnih vrst in jih obdelamo z naprednimi filtracijskimi metodami ter iz njih 
razberemo fiziološke parametre signalov. Medcelično povezanost vrednotimo z orodji s 
področja teorije mrež. 
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Medicinski eksperimentalni center v Ljubljani

Martina Perše

Medicinski eksperimentalni center, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloška 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 živali, po vzoru zahodnih 
držav. Takrat je bilo raziskovalno delo s poskusnimi živalmi na MF UL zelo razširjeno. 
Vendar pa so bili prostori za nastanitev in izvajanje poskusov na živalih razpršeni po 
posameznih inštitutih, ki so izvajali raziskave na živalih (IBC, IF, PAFI, FARMA, MIKRO). 
Kljub številnim pogovorom, do interesa po skupnem centru na MF UL takrat ni prišlo. Tako 
je MEC v okviru Inštituta za patologijo izvajal raziskave na živalskih modelih (npr. raka 
želodca, debelega črevesa, mamarne žleze, model kolitisa, akutne ledvične odpovedi) in 
sočasno vzrejal laboratorijske glodavce za uporabnike znotraj in izven MF UL.
S sprejetjem zakonodaje s področja poskusov na živalih in registracijo vzrejnih in 
uporabniških organizacij v Sloveniji, je na MF UL počasi zorelo spoznanje, da je s stališča 
živali, kadrovskih zahtev, vzdrževanja opreme in predpisanih pogojev ter posledično 
financ bolj smotrno, da se vzpostavi skupni sodobno opremljen centralni laboratorij, ki bo 
omogočal nemoteno delo z laboratorijskimi živalmi sodobnih zahtev vsem raziskovalcem 
MF UL kot tudi morebitnim zunanjim uporabnikom. Odločitev je dozorela in bila sprejeta 
med raziskovalci in pri vodstvu MF UL. 
Medicinski eksperimentalni center je začel delovati kot centralni laboratorij MF UL 19. 
februarja 2016. MEC je tako prva in trenutno edina vzrejna in uporabniška organizacija 
v Sloveniji, ki je prostorsko in organizacijsko zasnovana tako, da omogoča neodvisno 
in samostojno izvajanje raziskav na laboratorijskih glodavcih vsem raziskovalcem MF 
ter sočasno zagotavlja ločeno vzrejo standardnih in transgenskih glodavcev (trenutno 
linije podgane Wistar, miši C57BL/6J, BALB/c, CD-1 ter transgenske linije miši Alb-Cre, 
različne linije s Cyp51 delecijo). MEC tako raziskovalcem zagotavlja ne le nemoteno 
infrastrukturo in oskrbo živali v skladu s predpisi in strokovnimi smernicami pač pa 
tudi strokovno pomoč. 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 inštitucij.
MEC se razprostira na 260 m2, sestavljajo ga prostori za nastanitev živali (8), laboratoriji, 
v katerih se izvajajo posegi (5) ter pomožni prostori (pomivalnica, shramba, skladišče, 
odprema, garderobe) in oprema, ki so nujni za delovanja MEC (pomivalni stroj, avtoklav, 
IVC sistem, laminariji, plinski razkuževalec prostorov H2O2; laboratorijska oprema za 
kirurške posege ter osnovne diagnostične teste). Vse prostore in vso opremo se redno 
mehanično čisti in sterilizira, steriliziramo tudi vodo, steljo in obogatitveni material 
(papirnate brisače, kartonski tulci, plastične hiške), in ves drugi material s katerim pridejo 
živali ali osebje v stik. Nadzor nad zdravstvenim stanjem živali vršimo z rednimi kliničnimi 
pregledi, rednimi sekcijami, in mikrobiološkim testiranjem na vse potencialne patogene 
podgan in miši po FELASA priporočilih (vzorce pošiljamo v tujino).
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Predstavitev laboratorijskih preiskav in aparatur v 
Laboratoriju za klinično patologijo Veterinarske fakultete

Marija Nemec, Martina Klinkon, Jože Starič, Jožica Ježek

Klinika za reprodukcijo in velike živali, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva ulica 60, 
1000 Ljubljana

Pri izvajanju poskusov na laboratorijskih živalih proučujemo različne vplive na njihovo zdravstveno stanje. 
Laboratorijske preiskave nam omogočajo spremljanje fizioloških in patoloških procesov, ki se dogajajo v 
organizmu. Za pridobitev zanesljivih rezultatov laboratorijskih preiskav je pomembno, da pošljemo vzorce 
v laboratorij s preverjeno kakovostjo dela. V prispevku želimo predstaviti aparature in preiskave, ki jih 
lahko izvajamo v Laboratoriju za klinično patologijo, ki deluje v skladu z ISO standardom 17025 in dobro 
laboratorijsko prakso. 

Rutinsko izvajamo številne hematološke preiskave krvi za različne živalske vrste. Za hematološke preiskave 
uporabljamo veterinarski hematološki analizator Scil Vet abc Plus+ (Horiba ABX SAS, Francija) s katerim 
določamo število eritrocitov, levkocitov, trombocitov, vsebnost hemoglobina, MCV, hematokrit, MCH in 
MCHC. V  krvnem razmazu ocenjujemo morfologijo eritrocitov in določamo diferencialno belo krvno sliko 
(določanje deleža nevtrofilnih granulocitov, paličastih 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). Določamo lahko metabolite (serumske 
beljakovine, albumin, razmerje albumin/globulini, urea, kreatinin, holesterol, trigliceridi, bilirubin, glukoza, 
proste maščobne kisline, beta hidroksi maslena kislina, beta karoten), minerale (kalcij, anorganski fosfor, 
magnezij, natrij, kalij, klor), mikroelemente (železo, 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 omogoča 
tudi izvajanje številnih drugih analiz. Tako smo že določali 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 tekočini. Za potrebe farmacevtske in predelovalne industrije ter 
druge raziskovalne institucije smo določali tudi vsebnost HDL in LDL. Analizator omogoča tudi določanje 
vsebnosti sečne kisline, amonijaka, celokupnega CO2 ter številne druge parametre, ki jih občasno izvajamo 
za nekatere naročnike. 

Imunološki analizator MiniVIDAS proizvajalca Biomerieux iz Francije omogoča izvajanje različnih 
imunokemijskih analiz vezanih na reprodukcijo, alergijo, tumorske markerje in itd.. Princip določanja 
analitov je t.i. ELFA tehnika (Enzyme linked fluorescent assay – encimsko imunski test s fluorescenčno 
detekcijo iskane substance), prednost pa je predvsem v možnosti analize posameznega vzorca. Za rutinske 
potrebe veterinarske diagnostike so nekatere analize validirane tudi za veterinarsko medicino (progesteron 
estradiol, testosteron, kortizol in ščitnična hormona celokupni T4 in prosti T4). V raziskovalne namene 
smo analizator testirali za določanje vsebnosti progesterona v mleku krav. Za veterinarsko raziskovalno 
medicino so zanimivi tudi številni drugi testi ( npr. TSH, 25 OH vitamin D total). 

V Laboratoriju za klinično patologijo na Kliniki za reprodukcijo in velike živali z redno uporabo kontrolnih 
vzorcev krvi, kalibratorjev in kontrolnih serumov izvajamo stalen nadzor nad kakovostjo dela in zagotavljamo 
točnost analiz, razen tega smo vključeni v mednarodno medlaboratorijsko kontrolo (RIQAS), ki zagotavlja 
primerljivost naših rezultatov z laboratoriji po svetu že od leta 1990 dalje.
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Uporaba konfokalne mikroskopije in metode 
bioluminiscenčnega prenosa resonančne energije (bret2) na 
Veterinarski fakulteti v Ljubljani

Maša Rutar, Milka Vrecl Fazarinc, Gregor Fazarinc, Monika Cecilija Žužek, Robert Frangež, 
Valentina Kubale

Inštitut za predklinične vede, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva ulica 60,  
1000 Ljubljana

Na Veterinarski fakulteti uporabljamo multispektralni laserski konfokalni mikroskop Leica 
(Leica TCS NT, Heidelberg, Germany). predvsem za spremljanje sprememb v aktivnosti 
znotrajceličnega kalcija ([Ca2+]i) in sprememb v morfologiji različnih sesalskih celičnih 
linij po izpostavitvi različnim biološko aktivnim substancam. Opisali smo mehanizem 
toksičnega delovanja proteinskega kompleksa OlyA/PlyB izoliranega iz gobe bukov 
ostrigar (1, 2). Z uporabo fluorescenčnih markerjev za označevanje citoskeleta smo 
proučili neželene učinke ksenobiotika microcystin-LR na morfologijo in citoskelet 
blastomer v različnih fazah zgodnjega embrionalnega razvoja (3). Opazovali smo tudi 
znotrajcelično lokalizacijo predstavnikov družine 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 območje znotraj aminokislinskega vključka v tretji znotrajcelični 
zanki D2L-R, deluje kot retencijski signal in povzroči znotrajcelično zadržanost D2L-R 
(4), pri grelinskem receptorju pa smo pokazali preoblikovanje stresnih filamentov in 
spremembe v polimerizaciji mikrotubulov (5).
Za preučevanje proteinsko-proteinskih interakcij in konformacijskih sprememb proteinov 
v živih celicah uporabljamo tehnologijo BRET, pri kateri pride do prenosa energije iz 
bioluminiscenčnega donorja na fluorescenčni akceptor z resonančnim prenosom 
energije (6). Uporabljamo čitalec plošč TriStar LB 942 (Berthold Technologies, Bad 
Wildbad, Germany) in tehnologijo BRET2, ki smo jo uspešno uporabili za spremljanje 
homo- in heterodimerizacije GPCR (7), interakcij med GPCR in arestini β (3) in za razvoj 
presejalnih testov za specifične receptorske tarče (8).

Literatura
1. Vrecl M. in sod. Toxicol. Sci. 2015, 144, 276-8 
2. Vrecl M. in sod. Toxicol. In Vitro 2015, 29, 2015-2 
3. Frangež R. in sod. Toxicon. 2003, 41, 999-100 
4. Kubale V. in sod. Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, pii: E115 
5. Vidrih Š., Kubale V. Slo. Vet. Res. 2016, 53,17, 234-4 
6. Drinovec L, in sod. Front Endocrinol. 2012;28;3:10. 
7. Mandić M, in sod. PLoS One. 2014; 9:e11266. 
8. Vrecl M, in sod. J Biomol Screen. 2009;14: 71-80.
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Delo s poskusnimi živalmi na Enoti za patologijo, sodno in 
upravno veterinarstvo Veterinarske fakultete v Ljubljani

Sabina Šturm, Kristina Tekavec, Tamara Dolenšek, Vesna Cerkvenik Flajs, Tanja Švara, Mitja 
Gombač

Inštitut za patologijo, divjad, ribe in čebele, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva ulica 
60, 1000 Ljubljana

Na Enoti za patologijo, sodno in upravno veterinarstvo Inštituta za patologijo, divjad, 
ribe in čebele Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani se ukvarjamo tudi s področjem 
patologije poskusnih živali in področjem toksikologije poskusnih živali. 
V Laboratoriju za patoanatomsko diagnostiko in patohistologijo opravljamo raztelesbe 
številnih vrst poskusnih živali in citološke, patohistološke ter imunohistokemične 
preiskave vzorcev organov in tkiv poskusnih živali. Laboratorij je opremljen z ustreznim 
orodjem za raztelesbo in aparaturami ter opremo, potrebno za barvanje citoloških 
preparatov, vklop tkiv v parafin, izdelavo kriostatskih in parafinskih tkivnih rezin, različna 
rutinska in specialna barvanja tkivnih rezin, imunohistokemično barvanje ter izdelavo 
mikroskopskih slik in njihovo analizo s programom NIS Elements (Nikon). 
V Laboratoriju za forenzično toksikologijo in ekotoksikologijo razvijamo in izvajamo 
kemijske analizne metode za določevanje ostankov veterinarskih zdravil, biocidov in 
drugih onesnaževal v bioloških matriksih in matriksih okolja. Laboratorij je opremljen 
z inštrumenti za pripravo in čiščenje vzorcev, meritve pa potekajo na tekočinskem 
kromatografu visoke učinkovitosti (HPLC) Varian ProStar (Varian Analytical Instruments) 
s fluorescenčnim detektorjem in detektorjem na niz diod (DAD). V zadnjem času 
ugotavljamo koncentracije bisfenola A v bioloških materialih psov, vodnih organizmov 
(ribe, školjke) in ovc.
Naša enota redno sodeluje tudi z raziskovalci drugih inštitucij in vej znanosti ter 
gospodarstvom: z Odsekom za biokemijo, molekularno in strukturno biologijo z Instituta 
Jožef Stefan, z Zavodom Republike Slovenije za transfuzijsko medicino, z Inštitutom 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 Čurin Šerbec

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

V medicini so protitelesa nepogrešljiva - tako v diagnostiki kot v terapiji. Za njihovo 
pripravo potrebujemo živ organizem. Zelo primerne so miši. Imunski sistem oziroma 
receptorji na površini limfocitov B, ki so specifični 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 izločajo velike količine topnih protiteles iste specifičnosti 
(za aktivirajoči antigen) in v spominske celice, ki ob naslednjem stiku z istim antigenom 
sprožijo močno ojačan imunski odgovor s protitelesi (imunoglobulini). Glede na to, 
kakšna protitelesa želimo pripraviti, izberemo linijo miši in njihovo število, antigen / 
epitop, adjuvans ter urnik imunizacij. Manjše molekule vežemo na različne nosilce (večje 
imunogene molekule). Po imunizaciji živali z izbranim antigenom se sproži imunski 
odziv - v plazmi se pojavijo protitelesa proti temu antigenu, v vranici pa limfociti B s 
specifičnimi receptorji. V plazmi so prisotna poliklonska protitelesa, ki se vežejo na 
širok nabor epitopov. Uporabna so za iskanje, za prepoznavo in za določanje raznolikih 
antigenov z različnimi metodami. Mnogokrat pa je zaradi uporabnosti zaželeno, da so 
vsa protitelesa enaka po specifičnosti in po afiniteti ter da so dostopna v velikih količinah. 
Takšne lastnosti imajo monoklonska protitelesa. Limfociti se in vitro ne delijo in pod in 
vitro pogoji preživijo zgolj nekaj dni, zato jih fizično (s pomočjo 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 celični 
kulturi. Z zlitjem ali fuzijo limfocitov B in mielomskih celic pridobimo hibridomske celice, 
ki imajo lastnosti starševskih celic - se delijo in vitro in proizvajajo povsem enaka – 
monoklonska protitelesa. Dobre hibridomske celične linije lahko gojimo na relativno 
enostaven način in pridobimo monoklonska protitelesa v velikih količinah. Na Zavodu 
RS za transfuzijsko medicino pripravljamo mišja poliklonska in monoklonska protitelesa 
proti različnim antigenom. Nekatera so uporabna v diagnostične, druga pa v raziskovalne 
namene oz. so kandidati za razvoj zdravil. Med drugim smo pripravili poliklonska 
protitelesa za določanje nečistoč v farmacevtskih pripravkih, zaščitna protitelesa proti 
okužbi 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 IgG),
 - proti encimu bilitranslokaza (razredov IgG in IgM).
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Za vaše raziskave po meri narejena mišja monoklonska 
protitelesa

Irena Oven, Mojca Narat

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

Monoklonska protitelesa (mAb) so monospecifična Ab, ki so v sistemih in vitro pridobljena 
iz enega samega klona starševskega limfocita B. Njihova bistvena prednosti pred 
poliklonskimi Ab je v definirani specifičnosti, homogenosti in možnosti pridobivanja v 
neomejenih količinah. Tehnika priprave mAb  temelji na pripravi hibridomskih celic z 
združitvijo limfocitov B, ki proizvajajo specifična Ab, in mielomskih celic, ki se neomejeno 
delijo in vitro. Hibridomske celične linije tako neomejeno proizvajajo specifična mAb 
proti izbranemu antigenu. Monoklonska Ab se trenutno uporabljajo v najrazličnejših 
diagnostičnih in terapevtskih aplikacijah. V Laboratoriju za imunologijo in celične kulture 
imamo dolgoletne izkušnje z izdelavo mAb. Pripravimo jih po klasični tehnologiji: 
izvedemo imunizacijo mišk BALB/c z vnaprej izbranim naročnikovim antigenom. Po 
uspešni imunizaciji izvedemo fuzijo vraničnih limfocitov B z mišjo mielomsko celično 
linijo NS1, izvedemo presejalne teste in z izbranim klonom pridelamo željeno količino Ab, 
ki jih lahko tudi konjugiramo. Naš cilj je produkcija po meri narejenih visoko specifičnih 
monoklonskih in poliklonskih Ab za uporabo v bazičnih in aplikativnih raziskavah in tržnih 
produktih. Naša Ab se lahko uporabijo za najrazličnejše aplikacije glede na naročnikove 
potrebe, ki jih le ta definira ob naročilu (npr. vezava protiteles na protein A ali ne-vezava 
na določene antigene). Naročnik lahko izbere klone, ki jih zanj hranimo v tekočem dušiku 
in jih kadarkoli oživimo ter ponovno proizvedemo željeno količino Ab. Obenem nudimo 
svetovanje, ki vključuje: a) izbiro ustreznega antigena; b) razvoj ustreznega presejalnega 
testa c) (afinitetno) čiščenje protiteles; d) karakterizacijo proizvedenih Ab (sekvenciranje, 
mapiranje epitopa, določanje razreda IgG). V ponudbi imamo tudi pripravo poliklonskih 
Ab, lahko kunčjih, kokošjih, ki so dobrodošla rešitev, kadar je preiskovana molekula 
evolucijsko zelo blizu mišjim proteinom, ali pa mišjih.  Mišja polikolonska Ab smo npr. 
pripravili za namen proučevanja alergenih proteinov iz arašidov. Do sedaj smo uspešno 
proizvedli že veliko število mAb proti različnim proteinom za naročnike, tako s področja 
bazičnih raziskav (projektna sodelovanja), kot tudi industrije. S pomočjo naših mAb smo 
identificirali številne proteine iz bakterij rodu Mycoplasma. S protitelesi proti kokošjim 
IgY, ki smo jih tudi konjugirali, smo opisali navzkrižne reaktivnosti Ab komercialno 
zanimive perutnine.  Pripravili smo anti-idiotipska mAb za raziskave prionskih bolezni.  
Z Ab proti H5N1 smo proučevali slovenske izolate virusov ptiče gripe. Izdelali smo Ab 
proti osteolizinu A, pleurolizinu A in B za namen raziskave o mehanizmu tvorbe por. 
Za naročnike iz gospodarstva smo izdelali Ab proti humanim serumskim proteinom: 
haptoglobinu, fibrinogenu in albuminu, ter za številne druge proteine. Laboratorij za 
imunologijo in celične kulture je opremljen za izvedbo vseh postopkov v procesu priprave 
mAb, zato: Dobrodošli pri nas!
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Dinamika kalcijevih oscilacij celic beta trebušne slinavke v 
akutnih tkivnih rezinah miši linij C57BL/6J in NMRI

Viljem Pohorec 1, Jurij Dolenšek 1, Marko Gosak 1,2, Maša Skelin Klemen 1, Lidija Križančić 
Bombek 1, Eva Paradiž 1, Peter Vodopivc 1, Jasmina Kerčmar 1, Marjan Slak Rupnik 1,3, Andraž 
Stožer 1

1 Inštitut za fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru, Taborska ulica 8, 2000 Maribor; 2 

Fakulteta za naravoslovje in matematiko, Univerza v Mariboru, Koroška cesta 160, 2000 Maribor; 3 Center 
za fiziologijo in farmakologijo, Medicinska univerza Dunaj, Schwarzspanierstraße 17A, 1090 Dunaj, Avstrija

V preteklih raziskavah smo s konfokalno mikroskopijo karakterizirali z glukozo spodbujene 
kalcijeve oscilacije v akutnih tkivnih rezinah trebušne slinavke pri neinbridiranih miših 
seva NMRI. Mnogo genetskih ter s prehrano povzročenih živalskih modelov sladkorne 
bolezni izhaja iz miši linije C57BL/6J, zato smo se odločili za karakterizacijo z glukozo 
spodbujene kalcijeve dinamike v celicah beta tudi pri tej liniji. 
Za sočasno zajemanje podatkov iz velikega števila celic beta v več plasteh 
Langerhansovega otočka smo uporabili funkcionalno slikanje znotrajceličnih sprememb 
koncentracije kalcijevih ionov [Ca2+]i. Proučevali smo učinke stimulacije celic beta z 
različnimi koncentracijami glukoze z več vidikov: 
(i) časovnega zamika med izpostavitvijo stimulatorni koncentraciji glukoze in odgovorom 

nanjo (angl. Advancement); 
(ii) števila celic, ki se odzovejo na stimulatorno koncentracijo glukoze (angl. Recruitment);
(iii) trajanja in frekvence [Ca2+]i oscilacij (angl. Enhancement); ter 
(iv) stopnje koaktivnosti oziroma sinhroniziranosti med celicami beta (angl. Synchronicity).
Časovni zamik med izpostavitvijo stimulatorni koncentraciji glukoze in celičnim 
odgovorom nanjo se je pri višjih stimulatornih koncentracijah glukoze skrajšal. Najbolj 
občutljive celice beta so se odzvale že v 7 mM glukozi, večina pa je postala aktivnih 
v 8 mM glukozi. Frekvenca [Ca2+]i oscilacij se je med 7 mM in 10 mM koncentracijo 
glukoze zviševala, pri višjih koncentracijah pa se je znižala. Trajanje [Ca2+]i oscilacij 
se je z naraščanjem stimulatorne koncentracije glukoze podaljševalo, prav tako se je 
povečevala sinhroniziranost oscilacij med celicami beta.
Pričujoča študija je pomembna nadgradnja prejšnjih raziskav, kjer so bile večinoma 
uporabljene posamezne stimulatorne koncentracije glukoze in kaže na stopnjevan 
oziroma povečan odziv celic beta pri višjih koncentracijah glukoze. Prav tako je študija 
uporabna primerjalna referenca različnih modelov sladkorne bolezni, ki izhajajo iz miši 
linije C57BL/6J, saj opisuje osnovno delovanje celic beta pri tej liniji.
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Poškodbe tkiv po elektrokemoterapiji z bleomicinom pri 
prašičih

Alenka Seliškar 1, Jan Žmuc 2, Gorana Gašljević 2, Nina Boc 2, Ibrahim Edhemović 2,  Erik 
Brecelj 2, Tanja Plavec 1, Bor Kos 3, Gregor Serša 2,4, Marko Snoj 2, Maja Brložnik 1, Nina  
Milevoj 1, Tomaž Jarm 3, Damijan Miklavčič 3, Jani Izlakar 2, Maša Bošnjak 2, Jan Plut 1, Marina 
Štukelj 1, Maja Čemažar 2,5

1 Klinika za male živali, Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbičeva ulica 60, 1000 Ljubljana; 2 

Onkološki inštitut Ljubljana, Zaloška cesta 2, 1000 Ljubljana; 3 Fakulteta za elektrotehniko, Univerza v 
Ljubljani, Tržaška cesta 25, 1000 Ljubljana; 4 Zdravstvena fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zdravstvena pot 
5, 1000 Ljubljana; 5Fakulteta za vede o zdravju, Univerza na Primorskem, Polje 42, 6310 Izola

Elektrokemoterapija (EKT) se v klinični praksi pri človeku in nekaterih živalskih vrstah 
(pes, mačka, beli dihur, konj) trenutno uporablja predvsem za zdravljenje tumorjev kože 
in podkožja (1-4). Glavne prednosti so dober lokalni odziv tumorjev, minimalne poškodbe 
zdravih tkiv, malo neželenih učinkov in stroškovna učinkovitost (5). Prve klinične študije 
uporabe EKT za zdravljenje globoko ležečih tumorjev, specifično zasevkov raka debelega 
črevesa in danke v jetrih ter lokalno napredovalega raka trebušne slinavke pri ljudeh (6, 7) 
ne poročajo o resnejših zapletih zaradi EKT. Zaradi majhnega števila vključenih bolnikov 
in pomanjkanja podatkov o patohistoloških spremembah na jetrih in trebušni slinavki ter 
žilnih strukturah, vpliv EKT na zdrava tkiva še ni dobro raziskan.
Namen raziskave, ki jo izvajamo na prašičih, je v več serijah poskusov ugotoviti poškodbe 
zdravih tkiv in posledično varnost uporabe EKT za zdravljenje tumorjev v bližini velikih 
jetrnih žil, tkivu trebušne slinavke in tankem črevesu. 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 
živalih«), v njej pa sodelujejo raziskovalci z Onkološkega inštituta Ljubljana, Veterinarske 
fakultete in Fakultete za elektrotehniko Univerze v Ljubljani. 
S histopatološkim pregledom tkiv in merjenjem biokemičnih označevalcev ocenjujemo 
poškodbe prašičjih jeter, trebušne slinavke in tankega črevesa po EKT z bleomicinom. 
Položaj elektrod med elektroporacijo in akutne spremembe v krvnih žilah in tkivih 
nadziramo z intraoperativnim ultrazvokom, s pooperacijsko kontrastno računalniško 
tomografijo pa ugotavljamo morebitno akutno trombozo krvnih žil, spremembe v 
prekrvitvi tkiv in krvavitve na mestu aplikacije elektrod. Raziskavo izvajamo na prašičih, 
ker so standardne poskusne živali za preizkušanje novih metod zdravljenja tumorjev 
jeter in trebušne slinavke. Na njih so bili že uspešno izvedeni poskusi ireverzibilne 
elektroporacije jeter in trebušne slinavke (7-10). Glede na podatke iz že objavljenih študij 
o varnosti ireverzibilne elektroporacije v bližini velikih jetrnih žil in na trebušni slinavki 
prašičev ter tankem črevesu podgan pričakujemo, da bomo dokazali, da je EKT varna 
metoda s klinično nepomembnimi neželenimi učinki in minimalnimi poškodbami zdravih 
tkiv jeter, trebušne slinavke ter tankega črevesa.
Literatura
1Miklavčič D et al. Biomed Eng Online 2014;13(1):29. 2Tozon N et al. J Vis Exp 2016; (116): 54760. 3Racnik J et al. Radiol Oncol 2017; 
52(1):98-104. 4Tozon N et al. Vet Rec 2016;179(24):627. 5Matthiessen LW et al. Acta Oncol 2011;50(5):621-9. 6Edhemovic I et al. J 
Surg Oncol 2014;110(3):320-7. 7Granata V et al. Int J Surg 2015;18:230-6. 8Charpentier KP et al. HPB (Oxford) 2010;12(5):348-51. 
9Charpentier KP et al. HPB (Oxford) 2011;13(3):168-73. 10Lee YJ et al. Invest Radiol 2012;47(11):671-5.
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Nove metode rokovanja z laboratorijskimi mišmi

Katja Skulj, Ana Vengar, Simon Horvat, Tatjana Pirman

Oddelek za zootehniko, Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani, Groblje 3, 1230 Domžale

Rutinsko delo z živalmi ima velik vpliv na stres, vendar je sorazmerno malo znanega o 
vplivu metode rokovanja. Klasična metoda prestavljanja miši z uporabo prijema za rep, 
povzroči odpor in nelagodje. Zato je bil namen našega dela primerjati klasično 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 miši: neinbridirano linijo ICR/OlaHsd 
ter inbridirani liniji FHI in FLI. Pri liniji FLI smo v poskus vključili 12 živali (6 samic in 6 
samcev), pri linijah FHI in ICR/OlaHsd pa po 18 živali (9 samic in 9 samcev). V kletki so 
bile nastanjene po tri živali skupaj, istega spola in linije. Z živalmi so rokovale tri osebe z 
različno stopnjo izkušenj pri delu s poskusnimi živalmi. 
Z mišmi 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 miš 
zadrževali 30 s nato pa prestavili v drugo kletko. Poleg rokovanja pa smo prvi, peti in 
deveti dan spremljali tudi interakcijo miši z roko, ki smo jo dali v sprednji del kletke za 60 
s pred rokovanjem in po rokovanju. Ob tem smo opazovali kontakt miši z roko. Naredili 
smo tudi testa: manipulacija repa za pregled trebuha in prijem miške za kožno gubo na 
vratu. Z interakcijo pred in po teh dveh testih smo želeli preveriti ali je za miši stresen 
način rokovanja ali določena manipulacija.
Miši s katerimi smo rokovali s prijemom za rep so neodvisno od spola in linije kazale manj 
želje po interakciji z roko. Uriniranje in defekacija (kot znak stresa) sta bili pogostejši. Iz 
teh preliminarnih rezultatov lahko sklepamo, da je prijem za rep za živali stresen in se 
ga miši ne navadijo v časovnem okviru uporabljenem v tem poskusu. Miši, s katerimi 
smo rokovali s tunelom so bile v času merjenja interakcije blizu roke, lezle po njej, skozi 
tunel, med roko in tunelom. Tudi miši, s katerimi smo rokovali z odprto dlanjo so kazale 
večjo željo biti blizu roke, zlezle so na roko, več časa ovohavale roko, se vzpenjale na 
roko s tačkami, grizljale rokavico. Iz tega lahko sklepamo, da pri teh dveh skupinah roka 
ni predstavljala grožnje in so bile živali ob prisotnosti roke v manjšem stresu. Rokovanje 
s tunelom ali odprto dlanjo je povzročilo prostovoljno približevanje roki, malo nelagodja 
in lažje sprejetje fizičnega »zadrževanja«. Opazili smo tudi, da so miši potrebovale več 
časa, da so se privadile na rokovanje z odprto dlanjo, kot na rokovanje s tunelom.
Na podlagi preliminarnih rezultatov te študije lahko sklenemo, da uporaba novih dveh 
alternativnih metod rokovanja lahko zmanjša nelagodje in raven stresa pri laboratorijskih 
miših ter pripomoremo k dobrobiti živali in manj variabilnosti pri rezultatih sploh na 
lastnosti, kjer ima stres večji vpliv. Uvedba teh dveh metod je tudi v skladu z upoštevanjem 
in praktično uporabo pravila 3R – refinement (izboljšanje) v vsakodnevnem delu z 
laboratorijskimi mišmi.
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Špela Škrajnar
Lek farmacevtska družba d.d.

Nina Šterman
Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Rok Štravs
BIA d.o.o.

Malan Štrbenc
Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Sabina Šturm
Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Barbka Tomše
Uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in 
varstvo rastlin

Jan Vacik
Lek farmacevtska družba d.d.

Urška  Velkovrh
Lek farmacevtska družba d.d.

Ana Vengar
Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani

Peter Vodopivc
Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru

Jelka Zabavnik Piano
Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Urška Zajc
Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Janja Završnik
Institut Jožef Stefan

Maja Zorović
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Daša Zupančič
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Marko Živin
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Seznam udeležencev
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Krovni zaščitni znak “Atomi” z zaščitnim napisom

SPONZOR KONGRESA
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BIA d.o.o. Teslova 30, 1000 Ljubljana, Slovenija; 
Tel: (01) 426 45 88, e-mail: sales@bia.si, web: http://www.bia.si 

 

 

 

 

 

 

Črpalke, fiziologija, kirurgija, vedenjske 
raziskave, mikrodializa, priprava vzorcev, 

elektrofiziologija. 
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LAB ANIMAL MATERIALS 

FIBO d.o.o., Barletova cesta 4c, MEDVODE 
tel :+ 386 1/36-16-260 , info@@bo.si www.@bo.si 

STANDARD DIETS
SPECIAL DIETS

FELASA DIAGNOSTICS

EQUIPMENT 
IWC

ANIMAL BEDDINGS

Sponzorji
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Mikro+Polo d.o.o.  |  Zagrebška cesta 22  |  SI-2000 Maribor

T 080 61 40  |  F 02 614 33 20  |  E podpora@mikro-polo.si  |  W www.mikro-polo.si

MR Imaging PET/MR

PET/SPECT/CT 

microCT

MPI

Workstations Rodent Housing IVC

Optical tomography
Envisu R Class 

Perfusion system 

Stereotaxic solutions 

NEWTON 7.0 - SCREEN

Mikroskopi

MikroPolo_KongresSDLZ_OGLAS_2018.indd   1 1.6.2018   13:31:22
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• laboratorijski aparati

• kemikalije in reagenti

• diagnostika

• laboratorijski pribor

• laboratorijsko pohištvo

• osebna varovalna oprema

   www.sanolabor.si
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sanolabor_oglas_september2014.pdf   1   9.9.2014   15:53:09
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