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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nizev projektu pokusi gl
Vyuziti fosfodiesterdz k terapeutické manipulaci bunék chrupavky a kosti v mysich modelech (grant
AZV NV18-08-00567)

Doba trvani projektu pokust - v mésicich 56

Kli¢ova slova - maximdiné pét ') fosfodiesterazy, chrupavka, kost, osteopordza, osteoartréza
Ucel projektu pokusii - zaskrméte policko; mozno i vice mosnosti

| X | 2ékladni vyzkum
translagni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (vEetné zkouseni bezpe&nosti a G&innosti Sarze)

legislativni ugely | jiné zkouSeni G&innosti a tolerance

a b&Zna vyroba | zkouseni toxicity a jiné zkousky bezpeénosti véetn& farmakologie

béZné vyroba

ochrana pfirodniho prostfedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podrh_inek lidi nebo zvifat

zachovani druhid

vy&8i vzdlavani

odborné pfiprava za u¢elem ziskani, udrZeni nebo zlep$eni odbornych znalosti
| [ | trestni fizeni a jiné soudni fizeni e
X | udrZovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouZita v jinych pokusech

nooooooooox

Cile projektu pokusii - napr. Feseni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ¢i klinickych potfeb

Osteoporéza, osteoartroza a revmatoidni artritida jsou zavaZna onemocnéné pohybového aparatu a
postihuji pfiblizn& % lidi nad 50 let. Stav jejich pohybového aparatu by se mohl zlepsit podavanim inhibitord,
fosfodiesteraz (PDE), které jsou v soutasné chvili schvalené pro lé&bu jinych onemocnéni. PDE v buikach
reguluji hladinu cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) a cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP),
druhotnych posli vyuzivanych fadou vnitrobun&&nych signalnich drah. Navic je sniZené mnozstvi cAMP
v kostnich burikach a synoviu je spojovano s rozvojem artrézy a revmatoidni artritidy. cGMP hraje dlleZitou
roli v signalizaci vyvolané natriuretickym peptidem C (CNP), ktery je navrhovan jako terapeutikum v lé&bé
vyvojové poruchy ristu kosti — achondroplasie. Terapeutickou manipulaci aktivity PDE by tedy mohlo byt
mozné nejen zpomalit degeneraci kosti a kloubd, ale i podpofit/zdokonalit Ié&bu achondroplasie. Posouzeni
vlivu regulace aktivity PDE (bud pomoci inhibitorl, nebo pomoci genetickych mysich modeld) na rozvoj
degenerativnich onemocnéni kosti a kloubt je cilem piedkladaného projektu pokusu.
Pravdépodobné potencilni pFinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky pFinos by z néj clovék, zviFata & Zivotni prostFedi mohli mit; v pFislusnych pFipadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvdni projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skonéeni
projektu)

Hlavnim pfinosem planovanych pokusl bude zjisténi, zda Ize zvratit katabolické procesy odehravajici se
v kostech a kloubech postizenych osteoartrézou, osteoporézou anebo revmatoidni artritidou podavanim
inhibitorll PDE. Dale zji$téni, zda je moZné vyuzit inhibitory PDE k Ié&bé& achondroplasie, anebo jako
podprnou terapii v Ié¢b& achondroplasie analogem CNP BMN111. Posledni faze pokus(, pouZivani PDE
deficientnich my&i ma prokazat, specifickou tlohu dané PDE v metabolismu kostni a chrupavkové tkang.
V8echny pfinosy Ize oznadit za okamzit&, nebot se projevi v dobé trvani projektu pokusu.

Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZivany (napt. injek&ni aplikace, chirurgické zékroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvdni

Na Zadnych pokusnych zvifatech nebudou provadény vyznamné invazni zakroky, velké &4st z nich ani
nebude dostavat Zidné injekce. Malé &ast, (max. 30) my3i dostane 1-2 imuniza&ni injekce, max. 60 mysi
dostane 1-2 intraperitonedlni injekce tamoxifenu. Mala skupina (max. 20 mysi) bude dostavat obden
podkoZni injekce po dobu 4 tydnil. Velka &ast mysi ('/3 — 4) bude vyuZita pouze na rozmnoZeni kolonie,
sbér tkani a ziskéni dostatetného mnoZstvi pokusnych jedincii. Maximalné 360 my3i bude dostavat v potravé
inhibitory PDE, které jsou schvélené pro Iékai'ské pouZiti.

Piedpoklidané dopady / nep¥iznivé iéinky na zviFata (napt. bolest, ztrdta hmotnosti, ne&innost / snizena

hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto G&inkd
Nepfiznivé G€inky vyvolané metodami popsanymi v projektu pokusu se neptedpokladaji. Nejzavazng&jsi
zhor3eni zdravotniho stavu se pfedpoklada u my3ich modeld degenerativnich lidskych onemocnéni, a to u
modeli artrézy a revmatoidni artritidy. ZhorSeny zdravotni stav miZe trvat 4-8 tydnil.
_Druhy a pfiblizné poéty zvifat, jejich? pouZiti se pfedpoklads, a piedpoklddand zdvaZnost pokusu |
| | Odhadovany potet zvifat podle zévaZnosti




Druh zvifat ?) Odhado- —
- vyberte ze seznamu vany sdomi Mirna Stredni Zavazna
podet EaoR

Mys3 laboratorni (Mus musculus) 1120 - 1120 - i -
Zvolte poloZzku.
Zvolte poloZku.
Zvolte polozku.
Zvolte polozku.

Naklad4ni se zviiaty, kterd nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany podet zvifat k opétovnému pouZiti -

Odhadovany poet zvifat, kterd budou navracena do pfirodniho stanovi§té &i systému chovu -

Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zdjmového chovu y -

Dtvody pro vySe uvedené nakladéni se zvifaty - uvedte

V3echna zvitata budou na konci pokusu usmrcena.

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouZivani zvifat - uvedte, jaké alternativy bez pouziti zvitat jsou v této oblasti dostupné a proé
nemohou byt poufity pro icely tohoto projektu en oy
Nejprve bude zjisténo, jaké PDE jsou v tkanich chrupavky a kosti a podie toho budou jejich pfislusné
inhibitory testovany na buné&énych liniich. Pouze pokud né&jaky inhibitor prokazZe anabolicky efekt na
buné&Znych modelech a tkanovych explantatech kultivovanych ex vivo, a dosud nebyl testovan na my&im
modelu (bude aktuéin& ovéfeno pfed zapo&etim pokusu), tak bude testovan na mysich modelech dle

projektu pokusu. Testovani na mySich je poslednim krokem ovéfenl terapeutické manipulace s uréitou PDE,
u kterého je sledovana patofyziologicka odpovéd celého organismu, takze nelze nelze sledovany efekt
zkoumat na buné&ném ani jiném modelu.

Omezeni pouZivéni zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvifat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poétu pouzivanych zvifat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouZiviny po celou dobu trvdni projektu za uicelem minimalizace poétu pouzivanych
zvitat a kieré odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou pat¥it nap¥. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni thani a opakované pouziti).

Bé&hem celé studie bude pouzito minimaini mnozstvi zvitat, které bude nezbytné pro udrZeni produkéni
kolonie a soutasné bude dostatujicl pro opakovani pokusi a spravné statistické zhodnoceni ziskanych
vysledk(. Pouze pokud néjaky inhibitor prokaZe anabolicky efekt na bun&&nych modelech a tkafiovych
explantatech kultivovanych ex vivo, a dosud nebyl testovan na my&im modelu (bude aktuaing ovéteno pred
zapocetim pokusu), tak bude testovan na nezbytném mnozstvi mysi. Odhadované mnoZstvi 40-60 my$i pro
_jeden PDE inhibitor je dano heterogenitou projevl lé€enych degenerativnich onemocnéni. -
getrné zachézeni se zvifaty - uvedte pFiklady konkrémich opatfeni (napF. zvySené pozorovadni, pooperacni
péce, tlument bolesti, vycvik zvifat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomi
podminky zviFat, popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmirijicich postupii v dobé trvdni projektu

Béhem chovu bude se zvifaty zachazeno $etrnym zplisobem tak, aby jim nebyla zpisobena nadmé&rna
bolest, stres, strach a utrpeni. V pribé&hu ustéjeni bude vybudovan navyk na uchopenl rukou, zvifata budou
umisténa v chovnych nadobach v samostatné mistnosti nebo mistnostech k tomu uréenych. Zvitata v chovu
jsou kazdodenné kontrolovéna a v piipadé identifikace jakéhokoliv typu utrpeni (napt. obtize s pfijmem
potravy, ztrata hmotnost, omezeny pohyb, Uraz jinym zvifetem), je takovy jedinec bezodkladné usmrcen.

Pouzité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhi a souvisejicich Zivotnich stadif

Budou pouZivény pouze laboratorni mysi (Mus musculus), nebot’ u t&chto zvifat existujf kmeny modelujici
liskd onemocnéni a kmeny s cilenou inaktivaci genti pro PDE. Pro studium alohy PDE v degenerativnich
onemocnénich pohybového aparatu budou pouZivana zvifata stard 12 a vice tydnii, my3i modely vyvojovych
poruch rustu kosti achondroplasie a thanatoforické dysplasie budou pouZivany ve stafi 1 — 35 dni Zivota.

') V&emng védeckych pojmd, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhi zvifat a G&eld
uvedenych jinde v dokumentu

?) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v ptiloze 111 provad&ctho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moZnosti ,,nespecifikovaného savee pro zachovani anonymity ve vyjime&nych ptipadech




