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NETECHNICKE SHRNUTi PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nizev projektu pokusu

Upiesnéni automatizovaného odhadu objemu individualnich ostravki

Doba trvani projektu pokusu - v mésicich 12

Kli¢ova slova - maximdlné pét ') Pankreas; Langerhansovy ostrivky; Transplantace;

Kvantifikace ostrivki; Automaticka analyza obrazu;
Stereologie; Kontrola kvality;

Uéel projektu pokusii - zaskrméte policko; mozno i vice moznosti

zékladni vyzkum

translaéni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (v€etné zkouSeni bezpe¢nosti a i¢innosti Sarze)

r orxe

legislativni tgely | jiné zkouSeni G¢innosti a tolerance

abézna vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpe€nosti véetné farmakologie

bézna vyroba

ochrana prirodniho prostedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvirat

zachovani druht

vyssi vzdélavani

odborna piiprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlepSeni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

OOoOooooooOoOonoOox

udrzovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvirat, ktera nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napr. Feseni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych ¢i klinickych potieb

Cilem projektu je vyvinout automatizovany algoritmus pro odhad objemu individualnich izolovanych
Langerhansovych ostriivkii (LO) z jejich jedné projekce. K optimalizaci a validaci algoritmu je potieba
nasnimat a rekonstruovat alespon 1000-2000 samostatnych ostrivkii tak, aby byly pomérné rovnomérné
zastoupeny vSechny velikosti véetné téch nejvétsich. Z jednoho potkana Ize nasnimat 50-100 ostrivki.
Velké ostrivky jsou vzacné. Abychom usetfili zvifata, bude ¢ast potkanii krmena vysokoenergetickou dietou
s cilem dosahnout inzulinové resistence a kompenzatorniho zvétSeni ostriivkii. Prostorové obrazy ostriivki
budou sniméany pomoci Light sheet mikroskopie, rekonstruovany in silico a touto cestou budou zméfeny
Jejich pfesné objemy. Budou vytvoreny projekce odpovidajici poloze ostriivkil v misce. Na téchto projekcich
bude stévajici algoritmus optimalizovan a nasledné validovan. Algoritmus takto optimalizovany a nasledné
ovéfeny na potkanich ostriiveich bude mit dvoji vyuziti: a) pro experimentalni transplantaci k
reprodukovatelné kvantifikaci $t€pu ostriivki u zvifecich modeli; b) bude otestovéana jeho aplikovatelnost na
ostrivky lidské, které jsou podobné, aviak méné dostupné.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovek, zvirata i Zivotni prostiedi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdatkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

V soucasné dob¢ predstavuje transplantace izolovanych Langerhansovych ostriivkii jednu z moznosti 1é¢by
diabetu 1. typu, zejména syndromu nerozpoznané hypoglykemie. Piesna a objektivni kvantifikace ostrivkii
pred transplantaci umozni standardizaci transplantace a spravné davkovani $tépu a tim zlepsi klinicky
vysledek.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouZivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zékroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvani

Krmeni vysokotukovou dietou po dobu 3 mésicii. Intravenézni glukézovy toleranéni test - i.v. aplikace
glukézy v maximaélni objemu 1 ml kanylou do ocasni zily v kratkodobé inhalaéni anestezii (isofluran) a
néasledné méfeni glykémie v 10., 20, 30., 40., 50. a 60. minut&., mé&feni glykémie z kapky krve z ocasni Zily
Ix tydné€, vazeni 1x mési¢né.

Izolace LO:

Izolace se provadi v celkové anestézii (Dexdomitor 0,25 — 0,5 mg/kg a Narketan 50 mg/kg i.m.). Stiedni
laparotomii je oteviena bfisni dutina. Duodenum je zafixovano pomoci cévni svorky nad ustim ductus
choledochus a kratkym stfihem je na protilehlé strané otevieno. Pfes tento otvor je zavedena do vyvodu
ductus choledochus kanyla. Nasledné je zvife vykrveno pfestiihnutim dolni duté Zily a cévni svorkou je
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uzavieno jaterni usti choledochu. Pfes kanylu je pankreas naplnén roztokem kolagenéazy (1 mg/ml).
Naplnény pankreas je opatrné odpreparovan niizkami od okolnich tkani z téla darce.

Predpokladané dopady / nepfiznivé u¢inky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvani téchto ucinki

NeoCekavame nezadouci ucinky kratkodobé vysokoenergetické diety. Mira zavaznosti diabetickych
komplikaci plynouci z 3 mésice pisobici mirné hyperglykemie je nizka. Pokusna zvitata budou pfi
izolaci usmrcena pferusenim cirkulace v celkové anestezii a nenabudou védomi.

Druhy a priblizné pocty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a pfedpokladana zavaznost pokusu

Druh zvitat %) Odhado- Odhadovany pocet zvitrat podle zavaznosti
- vyberte ze seznamu i Ne? abuc!e Mirna Stredni Zavazna
pocet védomi
Zvolte polozku. 40 20 20

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvirat k opétovnému pouziti

Odhadovany pocet zvifat, ktera budou navracena do pfirodniho stanovisté ¢i systému chovu

Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zajmového chovu

Diivody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

VSechna zvifata budou na konci pokusu usmrcena z diivodu izolace Langerhansovych ostrivkii.

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvitat - uvedte, jaké alternativy bez pouZiti zvirat jsou v této oblasti dostupné a pro¢
nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projektu

Izolace Langerhansovych ostriivkii je mozné provadét pouze na tkani odebrané z Cerstvé usmrcenych zvifat.

Omezeni pouzivani zvifat - vysvétlete, jaky pocet zvirat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouZivanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; prFipadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za vicelem minimalizace poctu pouzivanych
zviFat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit napf. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).

e

ostrivki, které umozni statistické vyhodnoceni presnosti nové vyvinutého algoritmu.

Setrné zachazeni se zvifaty - uved'e priklady konkrétnich opatreni (napr. zvySené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zviFat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimdni vznikajicich zmirfiujicich postupii v dobé trvani projektu

V pokuse budou vyuzity operaéni standardy dle akreditace pracovisté v souladu se zdkonem ¢&. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdé&jsich piedpisi tak, aby byla zajisténa maximalni pohoda a
dobry zdravotni stav pokusnych zvifat. Izolace Langerhansovych ostriivkii bude provadéna v celkové
anestezii a zvifata jiz nenabudou védomi. Zvifata budou mit volny pfistup k potravé a vodé. Glykémie se
bude méfit z minimalniho mnozstvi kapky krve odebrané tenkou jehlou z ocasni Zily.

Pouzité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadit

Budou pouzity inbredni kmeny relevantni pro vyzkum transplantace a diabetu a kmeny outbredni pro
zvySeni heterogenit tvari LO. Jedna se o potkany kmeni Lewis a Wistar, samce hmotnosti 250 — 350 g.
Odhadovany pocet potkani je 40 ks ve véku 3-12 mésici (20x Lewis, 20x Wistar).

') Véetne védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhii zvitat a uceli
uvedenych jinde v dokumentu

?) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v ptiloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moznosti ,,nespecifikovaného savce* pro zachovani anonymity ve vyjimeénych piipadech
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