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Nizev projektu pokusit

Podpora transplantace pankreatickych ostriivkii epigenetickou intervenci

Doba trvani projektu pokust - v mésicich 9

Kli¢ova slova - maximdilné pét ') Transplantace, pankreatické ostriivky, tkafovy faktor, siRNA

Utel projektu pokusii - zaskrméte policko;, mozno i vice moznosti

zékladni vyzkum

transla¢ni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (vEetn& zkouseni bezpecnosti a G¢innosti Sarze)

legislativni Gi¢ely | jiné zkouSeni GCinnosti a tolerance

a b&Zna vyroba | zkouseni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti véetné farmakologie

bézna vyroba

ochrana pfirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druht

vyss§i vzdélavani

odborna pfiprava za ti¢elem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni Fizeni
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udrzovéni populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusi - napr. Feseni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ci klinickych potieb

Transplantace (Tx) Langerhansovych ostriivki je v praxi limitovana mimo Jjiné vysokym procentem bunék
ztracenych béhem 2 dnii po Tx diky nespecifickém zanétu spousténému tkafovym faktorem. Predpokladame,
Zze kratkodobym snizenim exprese genu pro tkafovy faktor pomoci RNA interference miZeme omezit
intenzitu zdnétu a zlepsit tak pfihojeni ostriivkid po transplantaci do portalni Zily. Navazujeme na dfivé feseny
projekt, kdy pro transfekci siRNA do bunék ostrivkii byla pouzita technika mikroporace (elektroporace), ktera
sice zajistila efektivni prinik siRNA do bunék ostriivki, ale snizovala i jejich viabilitu. Nové lokalizovana
metoda transfekce RNA do bunék pomoci lipofekéniho &inidla RNAIMAX vyznamné méné snizuje viabilitu
bunek ostrivki, a proto by méla zlepsit prezivani §t&pu oproti transfekci mikroporaci.

Kratkodoba inhibice produkce tkatiového faktoru je vyhodna, nebot’ akutné snizuje intenzitu zanétu a lokalni
hyperkoagulace a v pozd€jsim obdobi nebréni stimulaci neoangiogeneze tkanovym faktorem.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvirata ¢i Zivomi prostiedi mohli mit; v prFislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvdni projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Technika je slibna pro allogenni Tx LO diabetikiim 1. typu s poruchou rozpoznavani hypoglykemie. Vyssi
podil piihojenych ostriivkii by mohl umoznit normalizaci glykemie ostrivky z jednoho darcovského
pankreatu — dnes je tfeba 2-3 kadaverosnich pankreatii. Tim by se transplanta¢ni 1é&ba mohla dostat vysSimu
poctu potiebnych pacient.

Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZzivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocCet téchto postupii a dobu jejich trvani

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

Pfijemci: Diabetes bude navozen intraperitonealnim podanim streptozotocinu (50 mg/kg). Navozeni
diabetu bude posouzeno podle hodnot glykemie, ktera bude méfena z kapky kapilarni krve 3 dny po
sob¢. Transplantace ostrivki se provadi v celkové anestézii (isofluranum 5%/2,5% inh +
butorphanolum 1 mg/kg i.m.). Bolest po zikroku bude tlumena podanim analgetik (meloxicamum 1
mg/kg s.c.). Vysledky transplantace budou posuzovany podle hodnot glykemie transplantovanych
zvitat (1. tyden po Tx méfeno kazdy den, poté 2x tydng) a intraven6znim gluk6zovym toleranénim
testem (IVGTT - aplikace glukézy se provadi v inhalaéni anestezii). V pfipadé selhani St€pu budou
pfijemci usmrceni.

Predpokliadané dopady / nepfiznivé uinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto ucinki

Zvifata pouzita jako darci pro izolaci Langerhansovych ostrivki nenabudou védomi. Zvitata, kterym budou
transplantovany ostriivky, podstoupi pokusy stiedni zavaznosti. Nezadoucim &inkem plynoucim
z navrhovaného projektu je moznost vyvoléni hyperglykemie po navozeni diabetu a nasledna prechodna ztrata
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tyden) nizka.

hmotnosti. Mira zavaznosti plynouci z pretrvavajici hyperglykemie je vzhledem k pomérné kratké dobé (1

Druhy a priblizné pocty zvirat, jejichz pouziti se piedpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Drib zvitst D Odhac!o- Odhadovany pocet zvifat podle zavaznosti
- vyberte ze seznamu . Nefl abu(!e Mirna Stiedni Zavazna
pocet védomi
Potkan laboratorni (Rattus norvegicus) 32 22 10
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 zvirat, ktera budou navracena do pfirodniho stanovisté ¢i systému chovu

Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zajmového chovu

Divody pro vySe uvedené nakladani se zviraty - uvedte

VSsechna zvifata budou na konci pokusu usmrcena bud’ z diivodu izolace Langerhansovych ostrivki nebo
z diivodi analyzy pankreatu.

Uplatiiovani 3R

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

Izolace Langerhansovych ostrivki i ostatnich typti bunek je mozné provadét pouze na tkani odebrané z
Cerstvé usmrcenych zvifat. Transplantacni experimenty sledujici funkci transplantovanych ostriivki je
mozné provadét pouze na zivych zviratech. V seznamu ECVAM schvalenych alternativnich metod
neexistuje zadny alternativni model, ktery by mohl nahradit in vivo model 1écby experimentalniho diabetu.
Navrhované experimenty prokazatelné nelze nahradit metodami in vitro.

Omezeni pouzivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvirat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzZivanych zvirat, a zasady pouzité k vytvoreni studie, pripadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za ucelem minimalizace poctu pouzivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym cilum (mezi tyto postupy mohou pat¥it napr. pilotni studie, pocitacové

modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).
Celkové pocty experimentalnich zvifat byly zvoleny na nejnizsich po¢tech umoziujicich statistické
porovnani skupin.

Setrné zachazeni se zvitaty - uved'te priklady konkrétnich opatieni (napr. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadit na dobré Zivotni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimdani vznikajicich zmirfiujicich postupu v dobé trvani projektu

V pokuse budou vyuzity operacni standardy dle akreditace pracovisté v souladu se zakonem ¢. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvirat proti tyrani, ve znéni pozd¢jsich predpist tak, aby byla zajisténa maximalni pohoda a
dobry zdravotni stav pokusnych zvitat. VSechny opera¢ni vykony budou provadény v celkové anestezii,
pooperacné bude podavéana analgezie. Zvirata budou mit volny pfistup k potrave a vode. Glykémie se bude
méfit z minimalniho mnozstvi kapky krve odebrané tenkou jehlou z ocasni Zzily.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhu a souvisejicich Zivotnich stadii

Dospéli potkani kmene Brown Norway jsou v nasi laboratofi tradicné zavedenym modelem a velka ¢ast
dosavadnich experimentt probihala pravé s vyuzitim téchto zvifat. Planujeme pouzit 32 samcu kmene
Brown Norway jako darcti i pfijemct Langerhansovych ostriivkii o hmotnosti 200-300 g.

1) Veetné védeckych pojmii, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhi zvifat a uceld
uvedenych jinde v dokumentu

2) Druhy zvitat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v priloze 111 provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moznosti ,,nespecifikovaného savce® pro zachovani anonymity ve vyjime¢nych piipadech
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