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Cile projektu pokusu (napt. feSené védecké neznamé nebo védecke €i klinické potieby)

Cilem projektu je vyvoj a ovéteni nové metody 1écby diabetu, zalozené na stimulaci proliferace pankreatickych beta-
bungk. K tomuto ti¢elu budou pouZity syntetické mediatorové RNA kodujici regulatory bunééného cyklu.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim
oboru nebo jaky prinos by z né€j lovek &i zvirata mohli mit)

Obnova inzulin produkujici tkdné prostfednictvim stimulace proliferace pankreatickych beta-bunék patfi mezi jeden z
nadé&jnych zptisobt 1é¢by diabetu. Hlavnim uskalim tohoto terapeutického pfistupu je omezena mira pfirozené proliferace
beta-bunék, kterd dosahuje maximalni urovné 0,5%. Jako nejefektivngjsi zplsob stimulace proliferace beta-bunék se
osvédcila aktivace exprese regulatord bunééného cyklu. Po navozeni exprese vybranych regulatorti bun&éného cyklu je
mozné dosahnout proliferace az u 20-30% beta-bun&k. Hlavni nevyhodou tohoto pfistupu je nutnost vneseni genetické
informace kodujici pfislu$ny gen do buiiky. Vneseni pfisluiné genetické informace do buiiky je zajisténo prostfednictvim
nadorové bujeni. V ramci ptedloZeného projektu hodlame vyuzit zcela bezpe¢ny zplsob exprese reguldtorli bun&éného
cyklu, zaloZeny na pouziti syntetickych mediatorovych RNA kédujicich regulitory bun&fného cyklu. Na rozdil od
stvajicich zplisobl stimulace proliferace beta-bun€k zaloZenych na vyuZiti virovych nosi¢li se jedna o principialng
bezpe&nou metodu, u které nemiize dojit k ovlivnéni bundéné DNA a tim ani k potencidlnimu vyvolani nddorového bujeni.
Vzhledem k vysoké mife incidence diabetu se jednd o vyzkum, ktery by mohl vyrazné rozsitit stavajici zpusoby lécby
tohoto zdvazného onemocnéni.

Druhy a pribliZné poéty zvirat, jejichZ pouziti se pfedpoklada

Navrhovany projekt pfedpoklada s vyuZitim potkand kmene Brown-Norway/Crl jako darcti Langerhansovych
ostriuvki/pankreatickych beta-bungk a imunodeficitnich my§i kmene Crl:CD1-Foxnlnu jako diabetickych piijemch beta-
bunék expandovanych ex vivo. Pro cely ziskédni Langerhansovych ostriivkil/pankreatickych beta-bunék bude b&hem
celého projektu pouZito 150 potkant. Pro ovéfeni schopnosti ex vivo expandovanych beta-bunék vylégit experimentalni
diabetes bude pouzito celkem 60 imunodeficitnich my3i. My&i budou rozdéleny do 4 skupin. Po navozeni diabetu bude v
celkové anestezii provedena transplantace Langerhansovych ostriivkid/ex vivo expandovanych beta-bunék pod renalni
kapsulu. Pro ovéfeni schopnosti ex vivo expandovanych beta-bunek vylé¢it experimentalni diabetes bude prab&ing
monitorovana glykémie v prib¢hu 1 meésice po transplantaci a bude rovn&z proveden intraperitonedlni glukézovy
toleranéni test.

Jaké jsou oéekavané nezadouci ucinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zviraty
naloZeno po skonceni pokusu?

Jedinym nezadoucim tG¢inkem plynoucim z navrhovaného projektu je mozZnost vyvolani hyperglykemie po navozeni
diabetu. Mira zavaZznosti plynouci z pietrvavajici hyperglykemie je vzhledem k pomérné kratké dob& pokusu nizka az
stiedni.

Po ukonéeni pokusu budou zvifata usmrcena v souladu se zakonem ¢€.246/92 Sb. pterufenim cirkulace v celkové anestezii.
Likvidace t&l zvifat usmrcenych b&hem pokusu a po ukonéeni experimentu je zaji§t€na asanacni firmou - odvoz do
kafilerie.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez
_pouziti zvifat.
Navrhovatel prohladuje, Ze projekt nelze nahradit alternativni technikou, protoZe neexistuje zadny in vitro model, ktery by
umél oveéfit schopnost ex vivo expandovanych beta-bunék vylééit diabetes. RovnéZz neexistuje stabilni bunéénd linie,
kterou by bylo moZné vyuzit jako zdroj pankreatickych beta-bunék pro studium stimulace jejich proliferace.

Omezeni pouzivani zvitat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poctu zvirat.

V ramci studie bude vyuzit minimalni pocet zvifat nutnych pro vytvofeni statisticky vyznamného souboru. V seznamu_
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ECVAM schvalenych alternativnich metod neexistuje Zadny alternativni model, ktery by mohl nahradit in vive model
) Ieéby experimentalniho diabetu.

Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a proé se v pfipadé tohoto zvifeciho modelu jedné o
nejsetrn€jsi pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za ucelem sniZeni Gijmy zpiisobené zvifatim na minimum.

Imunodeficitni Crl:CDI1-Foxnlnu nude my3 je idedlnim modelem pro studium xenotransplantovanych bungk
pochazejicich od jinych Zivo&idnych druhi. CD-1 Nude my$i postrddaji thymus a nejsou tudiz schopny produkovat T-
lymfocyty. Tim je zabranéno vzniku rejekce po transplantaci buné&k jiného Zivoéi¥ného druhu. CD-1 Nude mysi jsou
vhodné rovnéz z hlediska snadného navozeni diabetu pomoci podani streptozotocinu.

Potkani kmene Brown-Norway/Crl byli zvoleni jako vhodni darci z diivodii moznosti ziskat dostatetné mnoZstvi
Langerhansovych ostriivkil, které je potfebné pro ovéfeni schopnosti ex vivo expandovanych beta-bunek vylécit
experimentalné navozeny diabetes.

V3iechny operacni vykony budou provadény v celkové anestezii, pooperaéni péce bude provadéna v dostateéné analgezii.
Zvitata budou mit volny pfistup k potravé a tekutindm. Glykémie se bude méfit z minimalniho mnoZstvi kapky krve
odebrané tenkou jehlou z ocasni Zfly. V pokuse budou vyuZity opera¢ni standardy shodné s humanni medicinou a
manipulace se zvifaty bude provadéna v souladu se zdkonem ¢&. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni
pozdé&jsich pitedpisi, tak aby byla zajisténa maximalni pohoda a dobry zdravotni stav pokusnych zvifat.
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