NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Testovani potencialni u€innosti pfipravku pfirodni membrany vaje¢né skofapky (NEM) na mySim modelu kolagenem indukované
artritidy.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 60 \
Klicova slova revmatoidni artritida
testovani latek lécba

my$i model 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]

Translacni a aplikovany vyzkum: Poruchy imunity u lidi [PT28]

PouZiti pro legislativni ucely a béZnou vyrobu: Jiné zkouSeni ucinnosti a tolerance [PR71]

0

Cile projektu pokusut

Cilem navrhovaného projektu je zjistit potencialni terapeutickou a profylaktickou U&innost pfirodni membrany vaje€¢né skofapky
(NEM) a jejich variant a derivatd a jednotlivych sloZzek na revmatoidni artritidu, a to pfedev§im s vyuzitim jeji biologické bezpecnosti.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Ocekavanymi vystupy planovanych pokusu jsou:
1) Prokazani ucinnosti NEM proti revmatoidni artritidé s ohledem na ulevu od bolesti kloub(l a ztuhlosti.
2) Zjisténi terapeutickych koncentraci posuzovanych latek.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

VeSkeré stresujici, ¢i potencialné bolestivé zakroky budou probihat v anestezii.

Injekce: 1)i.d. kolagen s adjuvans pro indukci artritidy (vytvofeni CIA modelu) — 2x. 2) i.p. Zoletil (zolazepam, tiletamine)
(20mg/ml) a xylazine (1 mg/ml), davkovani 50mg/kg zoletil, 3,2 mg/kg xylazin — pro méfeni na mikroCT, 1-2x.

Oralni podani lé¢iv: gavazovaci sondou — opakovani (denné, max. 42 dn(, v pfipadé prodlouzZeni experimentu max. 56 dnt) —
testovana substance (NEM) 2-max10 mg/20g mys a den, &i pouze vehikulum (0.5% methyl celulosa);positivni kontrolni |éCivo
methotrexat bude aplikovano podkozni injekci v koncentracich 1mg/kg/den.

Odbér krve: odebira se jemnou sklenénou kapilarou pfi inhalaéni anestezii isofluran 4%.

Ostatni procedury nejsou bolestivé ani nadmeérné stresujici z podstaty experimentalniho designu (plethysmometer, open field,
analyza chize).

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Model kolagenem indukované artritidy (CIA) je jednim ze standardnich model(i revmatoidni artritidy (RA) pouzivanych v
preklinickém vyzkumu. MySi CIA model se shoduje v nékolika patologickych rysech s RA, jako je poruseni tolerance a tvorba
autoprotilatek proti kolagenu, infiltrace synovialnich zanétlivych bunék, synovialni hyperplazie, destrukce chrupavky a eroze kosti.
Pro testovani potencialni u€innosti NEM na terapii a prevenci revmatoidni artritidy bude pouzit mysi model artritidy indukované
kolagenem II. typu u mysi kmene DBA/1, stafi mysi bude 8-max 14 tydnd. Experiment bude trvat 44-56 dni, a v pfipadé dosazeni
protoZe artritida by v zavéru pokusu u vétSiny jedincd neméla dosahnout nejvy$siho stupné (hodnoceno skérovanim). Pokud by
nicméné k vySsi bolestivosti doslo jesté pfed ukoncenim experimentu, tak bude po ukon&eni testa pohybu podavana analgezie.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Béhem experimentu na modelu RA (CIA, DBA/1 mice) bude dochazet k zanétlivym zménach drobnych kloubt. Zvifata budou
kontrolovana kazdy druhy den a v pfipadé vyvoje bolestivych pfiznak( ohrozujicich wellfare jednotlivvych zvifat dojde k humanimu
utraceni. Po ukonceni pokusu zvifata budou usmrcena pfedavkovanim inhalacniho anestetika, popf. cervikalni dislokaci. Nasledné
bude ovéfena posmrtna ztuhlost. Termindlni procedura bude zahrnovat odbér krve z dolni duté Zily, o€niho plexu, ocasni Zily nebo
srdecni punkci, a po usmrceni bude proveden terminalni odbér tkani pro histologické zpracovani. Zvifata nebudou po ukonéeni
pokusu ponechana nazivu.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pokus je provadén jako soucast testovani aktivity a profilu vyvijenych latek u€innych proti revmatoidni artritidé RA. Ziskané
poznatky jsou nenahraditelné a nelze ziskat alternativnimi metodami. V sou€asné dobé nelze pokus na zvifeti nahradit Zadnou
validovanou alternativni metodou popsanou na webovych strankach Ministerstva zemédélstvi CR,
(http://eagri.cz/public/web/mze/ochrana-zvirat/pokusna-zvirata/projekty-pokusu-1/) a dale na strankach Evropské spole¢nosti pro
alternativni metody (ECVAM, https://ec.europa.eul/jrc/en/eurl/ecvam).

Omezeni pouzivani zvirat

Béhem celé studie bude pouZito minimalni mnoZzstvi zvifat, které bude nezbytné pro udrZzeni produkéni kolonie a sou¢asné bude
dostacujici pro opakovani pokusl a spravné statistické zhodnoceni ziskanych vysledk(. Testovani latek pro potlaceni fenotypu
achondroplazie je také, pro sniZeni poctu pokusnych zvifat, rozfazovano do tfi etap, tak aby se postupnym omezenim neuéinnych
latek a koncentraci omezil po€et pokusnych zvifat.

Setrné zachazeni se zvitaty

Béhem kfizeni bude se zvifaty zachazeno Setrnym zpusobem tak, aby jim nebyla zplisobena nadmérna bolest, stres, strach a
utrpeni. Se zvifaty bude zachazeno klidné, zvifata budou umisténa v chovnych nadobach v samostatné mistnosti nebo mistnostech
k tomu urCenych. V pfipadé zavazného zhorSeni zdravotniho stavu budou tato zvifata neprodlené vyfazena z pokusu a usmrcena.
Zvifata v chovu jsou kazdodenné kontrolovana a v pfipadé identifikace jakéhokoliv typu utrpeni (napf. obtize s pfijmem potravy,
omezeny pohyb, Uraz jinym zvifetem), je takovy jedinec bezodkladné usmrcen v souladu s vyhlaskou €. 419/2012 Sb., o ochrané
pokusnych zvifat. U zvifat vystavenych potizim z vyvolané artritidy budou vyuZzity vS8echny moznosti pfirozeného zmirnéni utrpeni,
Ijako je obohaceni podestylky, snizené krmitko, mens$i pocet jedinct v nadobé a pecliva kazdodenni kontrola. V pfipadé
zaznamenané bolestivosti v zavére¢né fazi pokusu bude po ukonéeni behavioralnich testll podavana analgezie.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




\Vybrany model laboratorni mys$i kmene DBA/1. Model kolagenem indukované artritidy (CIA) je jednim ze standardnich modeld
revmatoidni artritidy (RA) pouzivanych v preklinickém vyzkumu




