NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Vyuziti ketogenni diety v 1éEbé dédicnych poruch ATP syntazy

Doba trvani projektu pokust v mésicich 60

Klicova slova mitochondrie
mitochondrialni onemocnéni ketogenni dieta
kardiomyopatie 0

Ugely projektu pokust

Translaéni a aplikovany vyzkum: Poruchy svalové a kosterni soustavy u lidi [PT27]

Translacni a aplikovany vyzkum: Kardiovaskularni poruchy u lidi [PT23]

Translacni a aplikovany vyzkum: Gastrointestinalni poruchy vcetné jater u lidi [PT26]

0

Cile projektu pokusut

v lidské populaci jsou pravé mutace v genu Tmem70. Cilem pokusu je porozuméni mechanizmu benefiéniho uc¢inku ketogenni diety
na zvifeci model deficitu ATP syntazy v dusledku chybéni Tmem?70 proteinu. Pro pacienty s mutacemi v Tmem70 genu dosud
neexistuje ucinna terapie. Pokusy mohou mit tedy pfimy transla¢ni potencial do humanni mediciny v pfipadé, Ze se benefiéni
ucinek ketogenni diety a optimalni forma jeji aplikace na zvifecim modelu potvrdi.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

zpusobem pfispét k objasnéni novych terapeutickych postupl v [é€bé AIM, které bude mozné uplatnit v klinické praxi.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

[A] INDUKCE CRE REKOMBINAZY:

1. orélni gavaz

[B] DIETNI INTERVENCE:

1. podavani ketogenni diety, 2. podavani vysokotuké diety, 3. substituce ¢asti kalorického pfijmu keton estery nebo triglyceridy se
stfedni délkou uhlikového fetézce (MCT, C8-12)

[C] GLUKOZOVY TOLERANCNI TEST:

1. Podani glukozy oralné nebo i.p., 2. odbéry krve z ocasu.

[D] ANALYZA FUNKCNIHO STAVU SRDCE:

1. Echokardiografie

Dietni intervence jsou planovany na 8-12 tydnu.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Vystfizeni genu Tmem70 v disledku indukce Cre rekombinazy muze vést ke stfedné zavaznym fenotypim. Stav zvifat bude proto
pribézné monitorovan a v pfipadé jeho zhorSeni béhem pokus( (signalizovaného nezadoucimi zménami télesné vahy, chovani Ci
vzezfeni zvifat) bude konzultovan uréeny veterinarni Iékaf. V pfipadé potfeby budou poté zvifata z pokusu vyfazena a usmrcena
predavkovanim anestetikem. Pro echokardiografické a katetriza¢ni vySetfeni srdce budou zvifata uvedena do inhala¢ni anestézie
isofluranem. Vlastni echokardiografie nezpusobuje bolestivé podnéty, nicméné anestézie je nutna z divodd imobilizace jedincl pfi
vySetfeni. Na konci experimentu budou zvifata v celkové anestézii (isofluran) usmrcena zlomenim vazu €i pfedavkovanim
anestetikem.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

potkan laboratorni (Rattus norvegicus) [A2] 0 500 100 0




||my§ laboratorni (Mus musculus) [A1] 0 200 400 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
Druh zvitat . , s Navraceni do chovu, do . .
Opétovné pouziti Y. . o~ Do zajmového chovu
prirodniho stanovisté

0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0
0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Na konci experimentu budou usmrcena predavkovanim anestetikem (isofluran). Nasledné budou odebrany tkané a organy (krev,
plazma, jatra, srdce, ledviny, plice, kosterni sval, bila a hnéda tukova tkan, slezina) po dalSi biochemické a histologické analyzy.
Kadavery budou umistény do sbérnych nadob kafilerniho boxu.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Vzhledem k nutnosti komplexniho pohledu na studovanou problematiku nezbyva nez pouzit laboratorni zvifata, z nichz

vlastnostmi umozni minimalizovat pocty zvifat v experimentech. Alternativnimi metodami, bez vyuziti laboratornich zvifat, nelze
postihnout slozitost studované problematiky, pokud sledujeme fyziologické parametry.

Omezeni pouzivani zvirat

Poéty zvifat na skupinu budou uzplisobeny minimalnim pozadavkim na ziskani relevantnich a statisticky prokazatelnych vysledku,
tj. 6-8 jedincl na biochemické a molekularné-biologické analyzy; 8-12 jedinct na fyziologicka méfeni.

Setrné zachazeni se zvitaty

Je snaha o zajisténi co nejSetrnéjSiho zachazeni se zvifaty béhem celého experimentu. Experimenty budou provedeny v souladu s
etickymi hledisky. Pfi praci se zvifaty bude dodrzovan tichy pfistup a jemna manipulace. Stres spojeny s manipulaci (napf. vazeni

béhem pokusu) je minimalizovan a frekvence vazeni byla nastavena na minimaini z hlediska vypovédni hodnoty. Invazivni odbéry

\vzork( budou provedeny v celkové anestezii a poté jiz zvife nenabyde védomi.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




K experimentim budou pouziti samci laboratorniho potkana nebo samci i samice mysi.

U potkanl se bude jednat o zvifata outbredniho kmene Wistar (kontroly), inbredniho kmene SHR/Olalpcv (dale SHR), a GMO linie
potkan(i z SHR odvozené: SHR-Tmem70tm1/Olalpcv knockout genu Tmem70 (dale SHR-Tmem70ko) a SHR-Tmem70tm1-
Tg(Ef1a-Tmem70)Olalpcv (dale SHR-Tmem70tg) potkany, ktefi na pozadi ZFN indukovaného knockoutu genu Tmem70 exprimuji
transgenni Tmem?70 konstrukt z Ef1a promotoru. Potkani budou do dietnich experiment nasazovani ve véku 4 tydn(, pokud se
bude jednat pouze o odbér vzorkud a tkani z kontrolnich jedinct bez dietni intervence, budou pouzivany i zvifata ve véku 6 tydna.

\V pfipadé mysi budou pouzivany kontrolni mysi inbredniho kmene BI/6 a transgenni mySi kmen (na BI/6 pozadi) s celotélové
tamoxifenem indukovanou Cre rekombinazou a Cre indukovanym knockoutem genu Tmem 70 (ROSA-Cre ERT2 x
ACTFLPe/Tmem 70, dale iTmem?70)




