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'Nazev projektu pokusii i
Uloha vapnikovych kanalt v rozvcg; a progr651 srde¢niho selhani u spankove apnoe

Doba trvani projektu pokus = 1.6.2018 -31.12.2021
Klicova slova - maximdlné 5 srdecni, selhani, spankova, apnoe, vapnik

Ukel projektu pokust - oznacte jej kiizkem (x) do prazdného policka
| zikladni vyzkum
x translaéni nebo aplikovany vyzkum
' vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, G¢innosti a nezavadnosti léCiv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
| vyrobkli
_ ochrana pfirodniho prostiedi v zdjmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvifat
~ zachovani druha
~ vyS$si vzdélavani nebo odborna pfiprava
. trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké nezname nebo védecke &i klinické potieby)

Obstrukéni Spankova apnoe je onemocnéni postihujici 5- 15 % béné populace Je to onemocnéni, které ]e
vyznamné asociovano s rozvojem kardiovaskularnich onemocnéni, mezi neZ patii napiiklad srdeéni selhani.
Pacienti trpici obstrukéni spankovou apnoe maji 2,38x vyssi riziko rozvoje srdeéniho selhani nez bézna
populace. Zaroveii byla v populaci pacienti se srde¢nim selhanim reportovana prevalence obstrukéni spankové
apnoe 37 %.

Srdeéni selhani je onemocnéni postihujici 250 000 obyvatel v Ceské republice a toto &islo bude v nejblizSich
letech nartistat vzhledem k prodluzujicimu se véku obyvatelstva. Mezi nejcastéjsi pficiny tohoto onemocnéni
patii ischemicka choroba srdeéni, chlopenni vady, hypertenze a kardiomyopatie. Pfestoze patofyziologické
mechanismy vedouci k rozvoji srde¢niho selhani u pacientii s obstrukéni spankovou apnoe jsou znamy
(fragmentace spanku, expozice intermitentni hypoxii, mechanické zatéZovani srdec¢nich oddil), molekularni
podstata dosud neni objasnéna. Predpokladame, ze mechanismy podilejici se na rozvoji srde¢niho selhani u
pacientli s obstrukéni spankovou apnoe jsou podobné jako u klasické ischemické etiologie, tj. remodelace
myokardu, zmény energetického metabolismu, nadmérna neurohumordlni stimulace a abnormadlni cirkulace
vapniku.

V piedkladaném projektu budeme vyuzivat mysiho modelu k verifikaci objevii zbun&fné linie HL-1
(spontanné se kontrahujici kardiomyocyty). Piedpokladame, Ze expozice intermitentni hypoxii ovlivni cirkulaci
vapniku v mysich kardiomyocytech. Nasledné budeme testovat, zda-li farmakologicka stabilizace vapnikovych
kanali pomoci modernich 1é¢iv ze skupiny Rycals (JTV-519 a S107) povede k lepsi cirkulaci vapniku na
molekularni tirovni.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusiu (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaSem védnim

oboru nebo jaky piinos by z n¢j Elovék ¢i zvifata mohli mit) !
Piedpokladdme, 7ze experimenty v ramci tohoto projektu pfinesou nové vyznamné poznatky o vlivu

intermitentni hypoxie na metabolismus vapniku v kardiomyocytech, jakozto jeden z klicovych molekularnich

mechanismii rozvoje srdeéniho selhani u pacientll s obstrukéni spankovou apnoe. Translaéni vyznam

piedkladané studie spoc¢iva nejen v popsani vapnikového metabolismu, ale zejména v moZznosti efektivné a

cilené zlepsit bun&&né hospodateni s vapnikem pomoci stabilizace RyR2 kandlu.

Druhy a p¥iblizné poéty zvitat, jejichz pouziti se predpoklada
Pro experimenty v ramci zminéného projektu planujeme vyuzit zavedeny model spankove apnoe u mysi
(Tagaito 2001). K pokusu budou pouzity C57/BL6-J my3i (samci) ve véku 6-8 tydnii.
Celkovy pocet zvifat pouzitych v ramci této studie odhadujeme na n=120:
e 60 zvifat v tomto rozpisu: n=15 pro skupinu lééenou JTV-519 a placebem (DMSO), nasobeno 2x
(kontrolni a hypoxicka skupina)
e 60 zvifat v tomto rozpisu: n=15 pro skupinu lé¢enou S107 a placebem (1120), nasobeno 2x (kontrolni a
hypoxicka skupina) ‘
Jaké Jsou ocekavané nezadouci ucmky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty
nalozeno po skonéeni pokusu? »
K pokusu budou pouzity C57/BL6-] mySI (sam(:l) ve véku 6-8 tydnu Ti budou po ‘dobu 2 tydnu prelusovane
vystavovani hypoxickému nebo normoxickému (kontrolnimu) prostiedi. Expozice bude provadéna kazdy den
po dobu 12-ti hodin béhem spankové ¢asti denniho cyklu.
Rycals budou kontinualné podavany subkutdnné po dobu 14 dni pomoci osmotické pumpy (Alzet, Velaz)




implantované na hibetu my3i. Léky budou podavany v davce 0,5mg/kg/h (JTV-519 rozpusténé v DMSO) resp.
Smg/kg/h (S107 rozpusténé v H20). Jako placebo bude vyuzito DMSO resp. H20. Po dokonéeni expozice
hypoxickym ¢i kontrolnim podminkdm budou mys$i uvedeny do anestezie isofluranem a nasledné bude
provedena excize srdce, které bude zavéSeno na Langendorffiiv systém a budou znéj izolovany
kardiomyocyty.

Kadavery zvirat budou po ukonceni pokusu ulozeny do mrazni¢ky a nasledné odvezeny/zpracovany firmou
Asavet a.s.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)
Nahrazeni pouzivani zvifat: Uved’te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez
pouﬂtl zvirat. A A

Pro uvedeny typ pokusu neex1stuje alternativni metoda vzhledem k mechamckym metabolickym a
neurohumoralnim mechanismim zpisobujicim srdeéni selhani u spankové apnoe, nicméné souéésti celé studie
Jje take in-vitro Cast, ve které bude zkouman ptimy vliv intermitentni hypoxie na HL-1 linii kardiomyocyti bez
interference dalSich faktord. Laboratorni my$ je nejvhodnéjsim druhem pro tuto studii, jelikoz metabolické
zmény indukované syndromem spankové apnoe jsou pravdépodobné zprostfedkovany mechanickymi,
endokrinnimi a neurondlnimi mechanismy, které neni mozné studovat za podminek in-vitro a model
intermitentni hypoxie je na my$im modelu dobte validovan a ispésné vyuZivan v fade laboratofi.
‘Omezeni pouzivani zvitat: Vysvetlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poétu zvirat.

Poget zvifat uzitych v kazdé skupiné byl stanoven na zékladé predchozich studii jako minimalni pocet nutnv
k detekei cea 25% rozdilu mezi skupinami. K redukei poétu zvitat dale dochazi vysokou technickou zdatnosti

‘ mvestwatoru a kombinaci in-vitro a in-vivo metodik.

Setrné zachazeni se zZviraty: Vvsvetlete volbu druhu zvifat a proc se v pr1pdde tohoto zvifeciho modelu ]edna 0
nejsetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cili.

Vysvétlete obecna opatieni, ktera budou piijata za ucelem snizeni ajmy zpiisobené zviiatiim na minimum.
Invazivni procedury jsou vykonavany v celkové anestezii. Samotné vystaveni intermitentni hypoxn
nepiedstavuje vyznamny zdroj stresu (obdoba spankové apnoe u lidi), neomezuje socialni interakce ani
celkovou kvalitu Zivota pokusnych zvifat. Se zvifaty budou manipulovat vyhradné osoby s platnym $kolenim
v ramei zadkona na ochranu pokusnych zvitat.




