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Nizev projektu pokusu

Modelovani perineurélnich siti a gliové jizvy v 1écbé misniho poranéni
GACR 19-10365S

Doba trvani projektu pokusti 5 let

Klidova slova - maximdlné 5 | Perineuralni sité, miSni 1éze

Udel projektu pokusi - oznacte jej kizkem (x) do prdzdného policka

x | zakladni vyzkum

x  translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, G¢innosti a nezavadnosti léCiv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
vyrobkl

ochrana prirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvirat

zachovani druht

vys$$i vzdélavani nebo odborna priprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napf. feSené védecké neznamé nebo védecké ¢i klinické potieby)

Cilem studie je vyhodnotit vliv oralni aplikace inhibitoru syntézy kyseliny hyaluronové 4-methylumbelliferonu (4-MU) v
16&bé chronického misniho poranéni, a to konkrétné vliv na redukei vzniku gliové jizvy a na remodelaci perineuronalnich
siti.

Pravdépodobné potenciilni piinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaSem védnim
oboru nebo jaky ptinos by z né€j ¢lovek i zvirata mohli mit)

1. Po peroralni aplikaci 4-MU dojde u zvifat po chronickém mi3nim poranéni ke zlepSeni regenerace, zejména
z hlediska motorickych funkci. Kombinace podavani 4-MU s rehabilitaci bude tento efekt potencovat.

2. Modelace perineuralnich siti pomoci 4-MU povede k zesileni plasticity, zvysi se formovéni novych synapsi, a
snizi se vazba efektori perineurdlnich siti na neurony.

3. Vysledky umozni vyhodnotit uginnost peroralniho podavani 4-MU 1é¢bé chronického mi3niho poranéni.

Druhy a pfiblizné poéty zviFat, jejichz pouziti se predpoklada

450 samic laboratorniho potkana kmene Wistar 300-350g

Jaké jsou ogekavané nezadouci uinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zviraty
nalozeno po skonceni pokusu?

Navrhovana mira zdvaznosti: sttedn& zavazna, jedna se o zasah, kdy v diisledku mi$niho poranéni dochdzi k omezené
hybnosti a citlivosti zadnich koncetin.

Zvitata budou po ukon&eni pokusu usmrcena s cilem ziskat mi3ni tkai pro naslednou analyzu. V hluboké anestézii
chloralhydratem (400mg/kg) bude provedena transkardidlni perfiize paraformaldehydem s naslednym vyjmutim tkané.
Opétovné pouziti zvifat nebude provadéno. Usmrcena zvitata budou umisténa ve sbérnych nadobéch pro kadavery v
kafilernim boxu budovy ZS FgU. Likvidace zvitat bude provedena asana¢ni sluzbou.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez
pouziti zvirat.

Alternativni metody nepostihuji sloZitost zkoumané problematiky, a proto nemohou nahradit navrhované pokusy. In vitro
modelovani misniho poranéni nezahrnuje celou $kalu procesti, které se rozvinou po poSkozeni nervového systému u
Zivého organizmu a trvaji fadové nékolik mésicii. PFi planovani pokusti byly zvazovany dva typy in vitro modelt — ko-
kultura astrocytli a neurontl a in vitro model transekce. Oba modely se pouZivaji k navrhovani neuroprotektivnich strategii
po neurotraumatu, pro nase pouZiti jsou viak nevhodné. Po midnim poranéni je jednim z hlavnich sledovanych parametri
zanét, ktery in vitro modely nepostihuji. Zané&tlivy proces je velmi komplexni kaskada d&jii, které na sebe sloZité navazuji,
a neni mozné jeho sledovani in vitro v celém jeho rozsahu.

Existence alternativnich metod byla ovéfena v nasledujicich literarnich zdrojich:
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/animalwelfare.htm

http://www.edqm.eu/en/Alternatives-to-animal-testing-1483.html

Ve viech nasich pokusech je navrhovany minimalni poget pokusnych zvifat k dosazeni sledovanych cilii. Vysledky
pokust budou priib&Zné vyhodnocovany a v ptipadé ziskani dostateného mnozstvi dat budou pokusy na zvifatech
zastaveny.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poctu zvifat.

Pocty zvitat v jednotlivych skupinach jsou navrzeny dle Multicenter animal spinal cord injury study, ktera zhodnotila
vysledky nékolika nejvyznamné&jsich americkych instituci a navrhla minimélni pozadavky pro experimentalni miSni
poranéni. Zvitata z behavioralnich pokust budou pak perfundovéna za gelem histologického zpracovéani a molekularné-
biologické analyzy.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v ptipadé€ tohoto zvifeciho modelu jedna o




nejSetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cild.
Vysvétlete obecné opatreni, kterd budou pfijata za uéelem sniZeni Gjmy zplisobené zvitatim na minimum.

Utrpeni zvifat bude zmirnéno jednak co nejietrn&jsim zachdzenim, mirn&nim bolesti a kazdodennim sledovanim jejich
Zivotnich projevil s cilem odhaleni jednotlivych komplikaci neurologického poskozeni. U misniho poranéni budeme
sledovat kazdy den mocové funkce (manudlni vyprazdnéni mocového méchyte pti retenci). V piipadé hematurie bude
zahajena lécba antibiotiky. V celé dob& trvani pokust bude zdravotni stav zvitat konzultovéan s veterinarnim lékafem,
ktery navrhne nejvhodngjsi postupy péce o zvifata s neurologickym poskozenim.

Zvirata mohou trpét bolesti, ktera bude mirnéna analgetickou medikaci. Viem zvifatim bude bolest ti$ena carprofenem
(Rimadyl a. u. v.) v ddvce Smg/kg sedm dni po operaénim zakroku. Poté budou bolest tiSici preparéaty podany v piipadé,
kdyz budou u zvitat rozpoznany projevy bolesti, jako je vokalizace, piloerekce, zména postoje, &isténi, ziizeni zornic,
zmena v obliCeji, zmény u vouskil, zmény v pozici usi. U zvitat bude pravideln& sledovéna jejich hmotnost a jeji enormni
ibytek, nebo naopak nabirani na véze bude dale diagnostikovéano s cilem odhaleni komplikaci neurologického
onemocnéni a ptipadné medikace. Uzkost a sniZeni aktivity chovéni a sociélni interakce nebo zvySena agresivita bude
rovné€Z povazovano za znaky komplikace neurologického onemocnéni. Zvifata, ktera budou behavioralné testovana,
budou z diivodu minimalizace stresu pfed zahdjenim pokust adaptovéna na testovani. Usmrceni zvitat bude provedeno v
hluboké anestézii chloralhydratem (400mg/kg) provedenim transkardialni perfize paraformaldehydem s naslednym
vyjmutim tkané.




