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Nazev projektu pokusi

Pfiprava ostrivkovych organoidii z expandovanych bunék Langerhansovych ostrivki a
amnionu

Doba trvani projektu pokusii - v mésicich | 36

KliCova slova - maximdiné per 1) Diabetes, Langerhansovy ostrivky, transplantace

Ukel projektu pokusii - zaskrnéte policko; mozno i vice mosnosti
| zakladni vyzkum

translaéni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (véetn& zkouSeni bezpecnosti a G¢innosti 3arze)

legislativni (i¢ely | jiné zkouSeni Ginnosti a tolerance
a bézna vyroba | zkouseni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti vietns farmakologie
b&Zna vyroba

ochrana piirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhi

vys$i vzdélavani

odbornd pfiprava za uéelem ziskani, udrzeni nebo zlepSeni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni ¥izeni

0000000000 |0

| udrZovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvitat, ktera nebyla pouzita v jinych pokusech
Cile projektu pokusii - napr. reseni nekterych védeckych nezndmych nebo védeckych ci klinickych potreb
Cilem projektu je vyvoj a ovéfeni nové metody 1é¢by diabetu, zaloZené na pouziti ostrivkovych organoidi
produkujicich inzulin. Ostriivkové organoidy budou vytvoteny z expandovanych ostrivkovych bungk amniotickych
epitelidlnich bun&k a endotelialnich bun&k.

Pravdépodobné potencidlni pfinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvitata & sivotni prostiedi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvini projektu) a dlouhodobymi DFinosy (mohou se projevit az Do skonceni
projektu)

Transplantace pankreatu, nebo izolovanych Langerhansovych ostravki Jjsou v sou¢asné dobe jediné dostupné zpiisoby
lécby diabetu 1. typu, umoziiujici obnovu endogenni produkce inzulinu. Hlavnim uskalim transplanta¢ni lé€by diabetu
Je omezeny polet organovych dércii a omezené mno¥stvi izolovanych pankreatickych ostriivki. Vyvoj nové metody
pro pfipravu tkéné produkujici inzulin, ktera by byla k dispozici v dostateéné kvalité a mnoZzstvi, by mohl vyrazné
zvysit potencidl transplanta¢ni Ié¢by diabetu. Hlavnim cilem projektu je jednak vyrazné zvySeni mnoZstvi inzulin
produkujici ostriivkové tkdng pomoci nové technologie zaloZené na pouziti syntetickych mRNA kédujicich regulatory
bunééného cyklu a zéroveti jeji nasledné pouZiti pro pfipravu ostriivkovych organoidi produkujicich inzulin.
Ostriivkové organoidy budou kromé expandovanych ostriivkovych bun&k vytvofeny i z amniotickych epitelialnich
bunék, které poskytnou protizanétlivou a imunomodulaéni podporu a endotelialnich bungk, které prispé&ji k lepsi
vaskularizaci a imunitni ochrané transplantované tkang&. Vzhledem k vysoké mife incidence diabetu se Jjednd o vyzkum,
ktery by mohl vyrazng rozsitit stavajici zplisoby 1é&by tohoto zédvazného onemocnéni.

Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZivany (napf. injek&ni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocel téchto postupii a dobu jejich trvéni

Ped zahdjenim samotného pokusu, bude zvifatim ponechana doba minimélng 2-4 tydnii na adaptovéni k novym
chovnym podminkam.

Darci: 1zolace Langerhansovych ostriivkii se provadi v celkové anestézii (Dexdomitor 0,25 — 0,5 mg/kg a Narketan 50
mg/kg i.m.). Dérci uz nenabudou védomi.

Pifjemci: Diabetes bude navozen intraperitonedlnim podanim streptozotocinu (60 mg/kg u potkani, 200 mg/kg u mysi).
Navozeni diabetu bude posouzeno podle hodnot glykemie, ktera bude mé¥ena z kapky kapilarni krve 3 dny po sobg.
Transplantace ostriivkovych organoidi s ex vivo expandovanymi beta-bufikami bude provedena v celkové anestezii
zajiSténé Zoletilem a Rometarem (30 mg/kg a 20mg/kg) pro my3i a inhalagni anestézie pro Brown-Norway/Crl potkany
(isofluranum 5% iniciace a 2,5% udren{ + butorphanolum 1 mg/kg i.m.). Kratkym fezem v dolni ¢asti zad umoZnime
pfistup k levé ledving, kterou opatrné vytahneme na vihky sterilni tampon. Pod kapsulu ledviny bude zavedena kanyla,
pfes kterou budou aplikovany Langerhansovy ostriivky resuspendované v minim4lnim mnoZstvi fyziologického
roztoku. Nasledn& umistime ledvinu do pivodni polohy. Rana bude zagita ve dvou vrstvéch. Zvife po zakroku
ozna¢ime a uloZime na vyhtivanou podlozku do probuzeni. Bolest po zékroku bude tlumena podénim analgetik
(meloxicamum). Po transplantaci bude zvifatim pravidelné monitorovana glykemie z kapky krve z ocasni ily
(3x/tyden) a 1 a 2 mésice po transplantaci ostriivkovych organoidti bude u potkanti proveden Intravenézn{ glukézovy
toleranéni test a u mysi Intraperitonealni glukézovy toleranéni test.
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Piedpokliddané dopady / nepriznivé udinky na zvirata (napt. bolest, ztrata hmotnosti, nedinnost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto adinki
Jedinym nezadoucim uginkem plynoucim z navrhovan¢ho projektu je vyvolana hyperglykemie po navozenf diabetu,
kterd miize vést k pfechodné ztraté hmotnosti do doby transplantace a kratce po ni (2 tydny). Mira zédvaZnosti plynouci
z pietrvavajici hyperglykemie je vzhledem k pomérng kratké dob& pokusu nizka aZ stiedni.

'Druhy a pFiblizné poéty zviFat, jejichz pouZiti se pfedpoklada, a piredpokladana zavaZnost pokusu

Druh zvifat %) Odha(%o- Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
vany Nenabude . e Bt on

- vyberte ze seznamu - : ; Mirna Stiedni Zavazna

pocet védomi

My laboratorni (Mus musculus) 60 60

Potkan laboratorni (Rattus norvegicus) 300 240 60

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Naklad4ni se zviFaty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany poet zvifat k opétovnému pouziti

Odhadovany pocet zvifat, kterd budou navracena do piirodniho stanovisté &i systému chovu

Odhadovany podet zvifat k umisténi do zajmového chovu
Diivody pro vyse uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

Viechna zvitata budou na konci pokusu usmrcena bud’ z ditvodu izolace/ziskani Langerhansovych ostriivki nebo
z diivodi analyzy transplantované inzulin produkujici tkan&.

Uplatiiovani 3R
Nahrazeni pouzivani zvifat - uvedte, jaké alternalivy bez pouziti zvirat jsou v této oblasti dostupné a proc
nemohou byt pouzity pro ticely fohoto projektu

Navrhovatel prohla3uje, ze projekt nelze nahradit alternativni technikou, protoZe neexistuje zadny in vitro model, ktery
by umél ovétit schopnost ostriivkovych organoidi vylécit diabetes. RovnéZ neexistuje stabilni bun&tna linie, kterou by
bylo moZné vyuZit jako zdroj pankreatickych beta-bun&k pro pfipravu ostriivkovych organoidd.

Omezeni pouZivani zvifat - vysvétlete, Jjaky pocet zvitat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zviFat, a zdsady pouZité k vytvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouZivany po celou dobu trvani projektu za ticelem minimalizace poctu pouzivanych
zvifat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patFit napr. pilomi studie, pocitacové
“modelovdni, sdileni tkani a opakované pouZiti).

V ramci studie bude vyuZit minimalni po¢et zvifat nutnych pro vytvofeni statisticky vyznamného souboru. V seznamu
ECVAM schvalenych alternativnich metod neexistuje zadny alternativni model, ktery by mohl nahradit in vivo model
16¢by experimentalniho diabetu.

Setrné zachazeni se zvifaty - uvedte pFiklady konkrémich opatFeni (nap¥. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zviFat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadi na dobré Zivotni
podminky zvifat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmiriijicich postupii v dobé rvani projektu
Viechny operaéni vykony budou provadény v celkové anestezii, pooperaéni péce bude provadéna v dostate¢né
analgezii. Zvitata budou mit volny pfistup k potravé a tekutinam. Glykémie se bude m&Fit z minimalnfho mnoZstvi
kapky krve odebrané tenkou jehlou z ocasni Zily. V pokusu budou vyuZity operaéni standardy shodné s humanni
medicinou a manipulace se zvifaty bude provadéna v souladu se zakonem &. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti
tyrani, ve znéni pozd&jsich predpisii, tak aby byla zajisténa maximalni pohoda a dobry zdravotni stav pokusnych zvifat.

Pouzité druhy zvifat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Imunodeficitni mys kmene NOD-SCID IL2rg-/- (NSG) je idealnim modelem pro studium xenotransplantovanych
bun&k pochazejicich od jinych zivotisnych druhi. NSG mysi postradaji zralé T buiiky, B buriky a NK butiky. Tim je
zabranéno vzniku rejekce po transplantaci bungk jiného Zivo&isného druhu. NSG mys3i jsou vhodné rovnéz z hlediska
snadného navozeni diabetu pomoci podani streptozotocinu. RovnéZ jsou vhodné z hlediska potfebného mnozstvi
inzulin produkujicich bunék nutnych pro transplanta&ni 1¢é¢bu diabetu. V ramei pokusu budou pouzity samice NSG
my3i ve véku 1-2 mésici pfi zahajeni experimentu. Potkani kmene Wistar a Brown-Norway/Crl byli zvoleni jako
vhodni darci z diivodit moZnosti ziskat dostateéné mnoZstvi Langerhansovych ostriivki, které je potfebné pro pEipravu
ostritvkovych organoidii. V ramci pokusu budou pouZity samice potkani kmene Brown-Norway/Crl a samci kmene
Wistar ve véku 3-6 mésich pfi zahdjeni experimentu.

1) Vetn& védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhti zvifat a Gceld
uvedenych jinde v dokumentu

?) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v priloze 111 provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moZnosti ,.nespecifikovaného savce® pro zachovani anonymity ve vyjimeénych piipadech

FO5a CEM Netechnické shrnuti projektu pokusu (verze 03)




