NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Naizev projektu pokusi

Reakce jaterni tkdné na transplantaci Langerhansovych ostrivki

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 25

Kli¢ova slova - maximadlné pét ') Langerhanskovy ostriivky, jatra, cholangiogenni cysty,
imunosupresiva

Ucel projektu pokusi - zaskrinéte policko; mozno i vice moznosti

odborna piiprava za ielem ziskani, udrZeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

X | zakladni vyzkum

O | transla¢ni a aplikovany vyzkum

O kontrola kvality (véetné zkouseni bezpecnosti a i¢innosti Sarze)
O | legislativni G¢ely | jiné zkouSeni G¢innosti a tolerance

00  ab&Zzna vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpe¢nosti véetné farmakologie
O bézna vyroba

O | ochrana ptirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat
O | zachovani druha

O | vyssi vzdélavani

O

O

d

udrzovéni populaci ustalenych geneticky upravenych zvitat, ktera nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusi - napr. reseni nékterych védeckych nezndamych nebo védeckych ¢i klinickych potreb

Transplantace Langerhansovych ostrivkii (LO), je v sougasné dobé klinicky vyuzivanou metodou 1écby
diabetes mellitus 1. typu. Izolované LO se pfi transplantaci infunduji do kmene portalni Zily jater. Prilehlé
Jaterni buriky jsou pak trvale vystaveny G¢inku inzulinu v suprafyziologické koncentraci. Na potkanich
modelech byly popsany neoplastické zmény prilehlych hepatocytii a cholangiocytii po transplantaci LO.
Cil predkladaného projektu:

Posouzeni protektivniho efektu vybranych 1é¢iv (mTOR inhibitort, kalcineurinovych inhibitori a
metforminu) u inzulin senzitivni potkani BN na vyvoj neoplastickych zmén v jatrech po transplantaci LO.

1. monitorovani dynamiky akumulace lipidii sonograficky/magnetickou rezonanci pfi terapii
vybranymi léky a nasledné morfologické vy3etieni (14 dni, 1 mésic a 3 mésice po transplantaci LO)

2. monitorovani dynamiky rozvoje cyst sonograficky/magnetickou rezonanci pfi terapii vybranymi
léky (3, 6, 8, 10 mésicu po transplantaci LO)

3. posouzeni vyznamu inzulinové rezistence na vznik a progresi morfologickych zmén v jatrech
pifjemei. (Pomoci imunohistochemie detekujeme zmény u jednotlivych &lenii inzulinové kaskady v
jatrech)

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvitata ¢i Zivotni prostiedi mohli mit; v prislusnych pFipadech rozlisujte
mezi kratkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pfinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu) ;

Objasnéni protektivniho efektu vybranych imunosupresiv odpovi na otazku, jestli je vysazeni mTOR
inhibitori po transplantaci LO bezpe&né a jaka imunosupresiva s antiproliferativnim u&inkem by byla
nejvhodnéjsi pro uziti v klinické praxi.

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

¢ Aplikace IéCiv rozpusténych ve vodé (Glukophage 1000) — pitny rezim.

e Aplikace IéCiv sondou do Zaludku v maximalnim objemu 1 ml kazdy vedni den (Sandimmun neoral
sirup, Rapamune).

Odbér maximalné 1 ml krve z ocasni Zily (po tydnu a 14 dnech od prvni aplikace 1é&iv).

* Izolace pankreatickych ostrivkii se provadi v celkové anestézii intramuskularni. Stfedni laparotomii
Je oteviena bfisni dutina, usmrceni zvifete vykrvenim a dalsi zpracovani pankreatu in vitro.

* Transplantace ostriivkii do jater se provadi v celkové anestézii (isofluran — 5% indukce, 2% vedeni
inh. + butorphanol 1mg/kg i.m.). Po otevfeni bfisni dutiny je do ileocékalni zily infundovan roztok s
izolovanymi ostriivky. Po 30—60 vtefinach se vyjimé jehla, krvaceni se zastavuje hemostatickou
pénou. Bolest po operaci je tlumena podkozni injekci analgetik (meloxicam — 1 mg/kg s.c.).
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* Vysetfeni magnetickou rezonanci nebo sonografické vyseteni se provadi v celkové ventilaéni
anestezii isofluranem (vodni koncentrace ve vzduchu 5%, nasleduje udrzovaci faze s 1.5%
koncentraci), specificka kontrastni latka se podava intraven6zné nekovovym katetrem zavedenym do
periferni zily. VySetfeni bude provadéno po 14 dnech, 1, 3, 6, 8 a 10 mésicich od transplantace LO.

* Diabetes se navozuje intraperitonealni injekci streptozotocinu (50 mg/kg u potkana).

* Glykemie se méfi 1x tydné glukometrem z kapky venézni krve ziskané punkci postranni ocasni.
Predpoklidané dopady / nep¥iznivé ucinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, neinnost / snizenéa
hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvani téchto ucinki
Neocekavame nezadouci G¢inky. Zvifata pouzita jako darci pro izolaci Langerhansovych ostrivki
nenabudou védomi. Zvifata, kterym budou transplantovany ostriivky, podstoupi pokusy stiedni zavaznosti.
Nezadoucim G¢inkem plynoucim z navrhovaného projektu je vyvolana hyperglykemie po navozeni diabetu.
Mira zavaznosti plynouci z pretrvavajici hyperglykemie je vzhledem k rychle navazujici transplantaci a
terapii diabetu nizka.

Druhy a priblizné podty zviFat, jejichZ pouziti se pfedpoklada, a predpokladana zivaZnost pokusu

Drub zvifat 2) 0dha<!o- Odhadovany podet zvifat podle zdvaznosti
vany Nenabude cxch S Y s
- vyberte ze seznamu % > Mirna Stiedni Zavazna
pocet védomi
Potkan laboratorni (Rattus norvegicus) 109 70 39

Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvitat k opétovnému pouziti -
Odhadovany pocet zvifat, kterd budou navracena do ptirodniho stanovisté ¢i systému chovu ---
Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zajmového chovu ---
Divody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

VSechna laboratorni zvifata v tomto projektu budou na konci projektu usmrcena.

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvitat - uved'te, jaké alternativy bez pouziti zvirat jsou v této oblasti dostupné a proc¢
nemohou byt pouZity pro ucely tohoto projektu

Studium vlivu transplantovany Langerhansovych ostriivkii na jatra se neobejdou bez pouziti laboratornich
zvitat. ProhlaSuji, Ze tento pokus je nezbytné provést s vyuzitim laboratornich zvifat.

Omezeni pouzivéni zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvifat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; pripadné popiste
postupy, které budou pouzivdny po celou dobu trvani projektu za iicelem minimalizace poétu pouzivanych
zvifat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit nap¥. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).

Celkové pocty experimentélni zvifat byly zvoleny na nejnizsich poétech umoriujicich statistické porovnani
skupin. Langerhansovy ostriivky neni mozné ziskat jinym zpisobem nez izolaci z pankreatii Cerstvé
usmrcenych darci - v naSem piipadé potkani Brown Norway.

Setrné zachazeni se zvifaty - uved'te priklady konkrétich opatfeni (nap¥. zvySené pozorovani, pooperacni
péce, tlument bolesti, vycvik zvirat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomi
podminky zvitat; popiste mechanismy k pfijimani vznikajicich zmirfiujicich postupii v dobé trvdni projektu
Se zvifaty bude zachézet pouze vyskoleny personal. Veskeré chirurgické zdkroky budou provadény
v celkové anestezii. Pfedpokladand bolest po zakroku bude mirnéna poddnim analgetik.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Pro predkladany projekt planujeme pouzit potkany kmene Brown Norway, samce ve véku 10 — 12 tydnii
(220 - 250 g na zacatku pokusu), protoze je znama jejich vysoka citlivost k inzulinu a tedy pomérné nizka
naro¢nost na mnozstvi transplantované inzulin produkujici tkan&. Druhy diivodem pro volbu tohoto kmene
Je velka zkuSenost pracovnikii laboratofe pravé s timto kmenem laboratorniho potkana.

') Vetng védeckych pojmu, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druht zvifat a u¢eli uvedenych jinde
v dokumentu

?) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v p¥iloze 111 provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s doplitkovou
mozZnosti ,,nespecifikovaného savce™ pro zachovéani anonymity ve vyjimeénych pfipadech.
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