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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nazev projektu pokust

Uloha tukové tkang kostni dfené (TTKD) pti regulaci metabolizmu kosti a celého téla

Doba trvéani projektu pokusti - v mésicich 60

Kli¢ova slova - maximdlné pét ) Tukova tkari kostni dfené, kost, obezita, kmenové buriky
kostni diené, energeticky metabolizmus

d\

¢el projektu pokusi - zaskrtnéte policko; mozno i vice moznosti

zékladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (v€etné zkouSeni bezpecnosti a u€innosti Sarze)

legislativni ucely | jiné zkouSeni i¢innosti a tolerance

a bézna vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti véetné farmakologie

bézna vyroba

ochrana ptirodniho prostredi v zajmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvirat

zachovani druhi

vyssi vzdélavani

odborna priprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni
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udrzovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvitat, kterd nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusi - napr. Feseni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych ci klinickych potreb

Hlavnim cilem tohoto navrhu je pomoci intervencniho pfistupu v preklinickych zvitecich modelech
prozkoumat metabolicky fenotyp tukové tkané kostni diené (TTKD) a kmenovych bunék kostni diené ve
vztahu k metabolismu kosti a celého téla pii obezité, a také zda manipulace metabolické aktivity TTKD
(dietni nebo farmakologicka) miiZe ptispét ke snizeni lamavosti kosti vyvolané obezitou a snizeného
senescencniho mikroprostredi kostni dien€. Nachylnost k obezit¢ u mysich kmenid C57Bl/6 a A/J podle
nasich dosavadnich vysledki negativné koreluje s metabolickym fenotypem TTKD a snizenou denzitou
kosti, coz naznacuje vyznam interakce mezi kostni a tukovou hmotou v kostni dfeni pfi rozvoji osteopor6zy
a zvysuje riziko lamavosti kosti.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokust - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovek, zvirata i Zivotni prostredi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi kratkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Vysledky predkladanych pokust maji napomoci identifikaci mechanismii fidicich metabolismus TTKD, jez
mohou mit potencialné€ i terapeutické vyuziti pti 1écb€ metabolickych onemocnéni kosti, véetné osteoporozy
a fraktur kosti.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany (napf. injek¢ni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet téchto postupit a dobu jejich trvani

V pribehu jednotlivych pokusi budou provadény nékteré z nasledujicich in vivo fenotypizacnich analyz:
injekéni aplikace subkutanni nebo intravenézni (napt. glukézy, inzulinu, inhibitorti a stimulatorti
specifickych testovanych latek s Gi¢inkem na metabolismus kosti a celého téla apod.), chirurgické zakroky
(zavadéni Cipu pro nepiimou kalorimetrii, mikropumpy pro hyperinzulinemicky-euglykemicky clamp,
aplikace AAV).

Zvitata budou do pokusu nasazovana postupné v letech 2021- 2025 s tim, ze detailni rozvrzeni bude mj.
ovlivnéno pribéznymi vysledky. Obecné se piedpoklada, ze v prvni fazi probéhnou pilotni experimenty

s aplikaci 2H20, neptimou kalorimetrii a testovanim AAV pienosu. V dalsich letech pak budou predb&ézné
vysledky vyuzity pfi navrzeni optimalizovanych protokolti kombinujicich jednotlivé piistupy.

Predpokladané dopady / nepriznivé ucinky na zvirata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto u¢inki

V pribéhu operaénich zakrokii (implantace Cipu pied nepiimou kalorimetrii, aplikace AAV) budou zvitata v
celkové anestezii navozené inhalaci 1-3% isofluranu z vaporizeru a analgezii navozené injekci Rimadylu
subkutanne (5 mg carprofenu / kg BW). Zakroky budou trvat nejvyse 20 minut a poté bude zviie do




probuzeni umisténo pod dohledem do teplého prostfedi. Mozné nepfiznivé uéinky chirurgickych zakroki
(napf. bolest, snizena hybnost) budou tlumeny pouzitim analgetik (Rimadyl; 5 mg carprofenu / kg BW). V
pribéhu vysetieni na CT/PET nebo DEXA skeneru budou zvifata uspané pomoci inhalace 1-3% isofluranu
nebo aplikaci pentobarbitalu (80-100 mg/kg i.p.). Pfed usmrcenim na konci pokusti budou zvifata uspana
rychlou inhalaci dietyléteru nebo 3% isofluranem.

Druhy a priblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se predpoklada, a predpokladana zivaZnost pokusu

Dbyt Odhac:,lo- Odhadovany pocet zvifat podle zdvaznosti
- vyberte ze seznamu Aty Nefl abu(}e Mirna Stredni Zavazna

pocet védomi

Mys laboratorni (Mus musculus) 3000 500 2500

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvirat k opétovnému pouZiti 0

Odhadovany pocet zvitat, ktera budou navracena do pfirodniho stanovisté ¢i systému chovu 0

Odhadovany pocet zvirat k umisténi do zdjmového chovu 0

Diivody pro vySe uvedené nakladani se zviraty - uvedte

Podty zvitat v jednotlivych experimentalnich skupinach vychazeji z predchozich experimenti, které
stanovily minimalni velikost skupin 6-10 mysi/skupinu k dosaZeni statisticky vyznamnych rozdili v daném
pokuse, pokud jsou tyto pfitomny. V pfipadé provadéni metody hyperinzulinemického-euglykemického
clampu se na zakladé predchozich experimenti ukézala nutnost zvysit pocet zvitat v jednotlivych skupinach
na 16, nebot’ technicka naro&nost metody a zvySena citlivost obéznich mysi k anestezii miize vést k vyssi
Gmrtnosti zvifat. Naopak vyuziti $pi¢kového technického a pfistrojového vybaveni pro dalsi neinvazivni in
vivo analyzy typu mikroCT/PET skener a nepfima kalorimetrie umoziiuje sniZzit potfebny pocet zvifat v
jednotlivych skupindch na obvyklou velikost (6-10 mysi/skupinu). Operaéni zakroky budou provadény v
celkové anestesii a analgesii. Pro nékteré pokusy bude nutné vysetiovat mysi pomoci neinvazivnich technik
opakované v priibéhu pokusu pro analyzu kontinuélnich zmén metabolismu.

Uplatiiovani 3R

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

Jedna se o studium komplexnich mechanismii regulace metabolismu kosti, TTKD a energetické rovnovahy
organismu, které nelze studovat napt. s pomoci in vitro modelu.

Omezeni pouzivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvirat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zasady pouzité k vytvoreni studie; pripadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za uicelem minimalizace poctu pouzivanych
zvitat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit napr. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované poucZiti).

Pocty zvifat v jednotlivych skupinach vychazeji z pfedchozich experimentt i ze studia odborné literatury
(zdroj: databaze PubMed), které pro vétS§inu méfenych parametrii stanovily minimalni velikost skupin 6-10
mys$i na skupinu tak, aby se dosahlo statisticky vyznamnych rozdili v daném pokuse, pokud jsou tyto
pritomny.

Setrné zachazeni se zviiaty - uvedte priklady konkrétnich opatieni (napr. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
podminky zvirat,; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmirfiujicich postupii v dobé trvdni projektu

V pritb&hu operaénich zakroki (instalace ¢ipu pro nepfimou kalorimetrii, mikropump pro clamp, aplikace
AAV) budou zvifata v celkové anestezii navozené inhalaci isofluranu a analgezii navozené subkutanni
injekei Rimadylu. U zvitat v anestezii bude dbano na prevenci podchlazeni pouzitim vyhiivacich podlozek
nebo zvysené teploty prostiedi. V pooperaénim stadiu budou mysi umistény v chovnych nadobach po jedné
s volnym pfistupem k vodé a krmivu, které bude pro usnadnéni pfistupu umisté€no piimo na dné chovné
nadoby. Zvifata budou v pooperanim obdobi 1-2 krat denné kontrolovana. V priibéhu vySetfeni na CT/PET
nebo DEXA skeneru budou zvifata uspana inhalaci isofluranu nebo pomoci injekce pentobarbitalu (viz
dale). Pfed usmrcenim na konci pokusu budou zvifata dle potieb jednotlivych experimentti uspané bud’
dietyleterem, isofluranem, pentobarbitalem, ptipadné kombinaci anestetik Ketamin/Xylazin.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Mys (Mus musculus) je idedlnim modelem pro studium obezity a jejich u€inkti na metabolismus kosti, stejné
jako pro studium prevence a 1é¢by metabolickych onemocnéni kosti asociovanych s obezitou. Mezi hlavni




vyhody vyuziti mysi patii relativni nenaro¢nost jejich chovu a dostupnost inbrednich a mutantnich mysich
kmeni.

1) V&etng védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhti zvitat a i&elt
uvedenych jinde v dokumentu

2) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v pfiloze I1I provadé&ciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZznosti ,,nespecifikovaného savce® pro zachovéani anonymity ve vyjimeénych piripadech



