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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nizev projektu pokusi
Vliv modulace kaskdd nukledrnich receptorii na fibrézu a regeneraci jater u my%i.

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 33
Kli¢ové slova - maximdlné pét*) - . NASH, NAFLD, fibroza, regenerace jater; mysi.
Utel projektu pokasii - zaskrmete pohcko mozno i vice moznosti .
zékladni vyzkum = : :
transla¢ni a aplikovany vyzkum
kontrola kvality (véetn& zkouSeni bezpeénosti a G€innosti sarze)

legislativni G&ely | jiné zkouSeni G&innosti a tolerance

a béZnd vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpetnosti vietng& fannakologie

b&Zné vyroba

ochrana pr1rodm'ho prostredi v zdjmu zdravi a dobrych ilvotmch podmmek lidi nebo zv:rat : |

zachovani druht
vyssi vzdélavani

odborna p¥iprava za ucelem zlskam, udrZeni nebo zlep$eni odbornych z:nalosn

Foar

trestni fizeni a jiné soudni fizeni
udrzovani populaci ustilenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouZita v jinych pokusech
Cile projektu pokusii - nap¥. FeSeni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ¢&i Klinickych poteb
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Cilem studie je zhodnotit terapeuticky potencidl latek ovliviiujicich kaskady nuklearnich receptort na my3im modelu
NASH, fibrotizujici cholangitidy a regenerace jater.

Pravd&podobné potenciilni pFinosy pro;ektu pokusil - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky pFinos by z néj clovék, zviata & ivotni prostiedi mohli mit; v pFislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvdni projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

O&ekavanym pi‘mosem projektu je “identifikace novych terapeut:ckych moZmosti zévainych a éastych jaternich
onemocnéni a soucasné roz§ifeni znalosti o farmakodynamice stévajicich a potencidlnich ié&iv.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany (napt. mjekém apllkace chirurgické z4kroky) -
uvedte pocet téchto postupi: a dobu jejich trvdni .

s Z ddvodu parcidlni hepatektomie zvife podstoupi operaém zékrok v celkove anestezu isofluranem. JiZ b&hem
zakroku bude podan buprenorfin s pomalym uvolitovanim (250 pg/kg, s.c.) pro zajist&ni postoperacni
analgezie. V postoperalni analgesii bude pokragovéno po dobu nasledujicich 7 dnti ~ 1x denné buprenorfin s
pomalym uvoliiovanim (250 pg/kg, s.c.).

e U NASH skupiny bude 23. tyden diety proveden glukézovy toleranéni test spodivajici v 18 h hladovéni
s néslednym i.p. podanim glukézy (1 g/kg BW) a navazujicimi odbéry kapky krve z drobné incise konce ocasu
v ase 15-30-60-120 min po aplikaci glukézy.

s Zvifata ze viech experimentalnich skupin na konci pokusu podstoupi odbér Zlude v celkové anestézii
indukované inhala¢né podanym isofluranem s néslednou aplikaci pentobarbitalu 50 mg/kg i.p. Zvifata se uz
z této anestezie neprobudi a budou v ni usmrcena preddvkovéanim anestetika.

* U zvifat s parcidlni hepatektomii bude kaZdy den provedeno vy3etfeni ultrazvukem v celkové anestezii
inhala¢n& podanym isofluranem. Zvifata z NASH studie absolvuji od 12. do 23. tydne jednou za 14 dni
neinvazivn{ obrazovou analyzu jater na ptistroji IVIS Spectrum a UZ vy3etteni jater v celkové anestezii
inhala¢n& poddvanym isofluranem. U DDC diety budou ob& zobrazovaci vy3etfeni realizovany v tydennich
intervalech, kdy budou zvifata op&t v celkové anestezii indukované a udrfované inhala&n& podanym
lsoﬂuranem

Predpoklidané dopady / nepfiznivé iinky na zviFata (napt. boIest, ztréfa hmotnosti necmnost/ smzena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvénf téchto t&inka ;

Priib&Zny zdravomi stav a komfort zvitat bude kazdodenn& monitorovéan a udrZovan zaméstnancn Vivaria. Aphkovana
vysokotukova dieta vede k hmotnostnim pFiriistkiim bez objektivnich neZadoucich t&inkt. Aplikovana DDC dieta
rovn¥Z neni spojena s objektivnimi zndmkami nezadoucich uginkd. Parcilni resekce jater provadéna v celkové
anestezii (isofluran + pentobarbital) nevede k mortalité zvifat, hiavnim problémem je poopera¢ni bolest, kterd bude
tlumena opioidnim analgetikem (buprenorfin). Odb&ry krve pro glukézovy toleranéni test ze ¥pitky ocasu jsou
subjektivné nepFijemné, ale pfi zkuSeném provedeni nevyvolavaji u zvifat bolestivou reakci. Diagnostické vykony na
pristrojich IVIS spectrum a UZV Vevo budou provedeny v inhalagni anestezii isofluranem a nelze u nich predpokladat
nepfiznivé dopady. NeZadouci G&inky experimentalni 16¢by jsou vysoce nepravd&podobnsé, jelikoZ se jednd o latky,
jejichZ mechanizmy nejsou spojeny se zdva#nymi systémovymi nezddoucimi iginky. Diskomfort plisobeny p.o.




zku3enosti zapojenych pracovniki.

podévénim l€&iv u zviat bude krétkodoby a bude minimalizovéan opatrnym pistupem vychazejicim z bohatych

Druhy a p¥iblizné polty zviFat, jejich? pouziti se predpoklada, a predpoklddand zivaZnost pokusu

Druh zvffat %) Odha@m Odhadovany poéet zvifat podle zidvanosti
- vyberte ze seznamu ey Ngnabgc}e Mirmna Stiedni Zavaina
: o podet védomi
Mys laboratorni (Mus musculus) 744 504 240
Zvolte poloZku.
Zvalte polozku.
Zvolte poloZku.
Zvolte polozku. |
Naklid4ni se zviFaty, kterd nebudou na konci pokusu usmrcena
Odhadovany podet zvifat k op&tovnému pouziti 0
Odhadovany pofet zvifat, kterd budou navricena do pfirodniho stanovi§ts &i systému chovu 0
Odhadovany po&et zvitat k umisténi do zajmového chovu = o 5 , 0

Divody pro vy$e uvedené naklad4ni se zvitaty - uvedte

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouZivani Zvitat - uved te, jaké alternativy bez pouziti zvirat jsou‘f této oblasti dostupné a pro¢

w

nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projektu

Navrhované schéma pokusu nelze nahradit jinym modelem nebo in vitro experimentem, protoZe sledujeme priibéh
rozvoje zanétu, fibrézy a regenerace jaterniho parenchymu v zévislosti na podévanych dietéch a testovanych légivech.
Jednd se interakei fady bun&&nych typi v &ase, kterou nelze spolehlivé reprodukovat v in vitro podminkdach. Soudasn&
Je u€inek lé¢iva modifikovan redlnymi zmé&nami v profilech koncentraci testovanych latek, coZ in vitro podminky
nedokéZi spolehlivé reflektovat.

Omezeni pouZivéni zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvivat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poétu poustvanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; PFipadné popiste
postupy, které budou pouztvdny po celou dobu trvdni projektu za ticelem minimalizace poctu pouzivanych
2vifat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou pat¥it napf. pilomi studie, pocitacové
modelovdni, sdileni thini a opakované pousiti). AT : '

Budou pouZity minimalni nezbytné poéty zvifat nutné ke spravnému statistickému zhodnoceni Géinku dvou latek a
danych modelovych patologii. Plén pokusu reflektuje interindividualn{ variabilitu odpovédi zvifat na 1é&bu p¥i daném
patologickém stavu. Struktura experimenti je navrzena po diikladné teoretické ptipravé a navazuje na dlouhodobé
zkuSenosti realizujiciho tymu. Viechny odebrané vzorky budou dlouhodobé skladovany v hlubokomrazicich boxech (-
80 °C) pro moznost dodatetnych analyz bez nutnosti opakovéni experimentu.

Setrné zachdzeni se zvifaty - uvedte priklady konkrétnich opatreni (napr. zvySené pozorovdni, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvifat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré sivotni
podminky zvirat; popiste mechanismy k pFijiméni vanikajicich zmiriujicich postupii v dobé trvdmi projektu

Zvolené mysi modely jsou standardnim ptistupem ke studiu problematiky NASH, fibrotizujicich cholangiopatii a
Jaterni regenerace a jsou v literatufe Siroce diskutovany, a proto byly vybrény i pro nasi studii, Tento pfistup m4
nejvetdi pravdépodobnost uplatnéni pro publikovani takto ziskanych dat a jejich potencilni interpolaci do humanni
mediciny. SniZen{ @jmy zvifatliim bude zabezpegeno vysokou kvalitou péte ve Vivariu LFHK postavené na zkuSeném
personalu, pravidelném dennfm reZimu a pouZivani anestetik a analgetik v odpovidajicich davkovych schématech. Se
zvifaty bude experimentovano aZ po naleZité aklimatizaci.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhi a souvisejicich Zivotnich stadii

K experimentim budou pouZiti dosp&li my3i wild-type (WT) samci kmene C57BL6/J (od 10. tydne v&ku), u kterych je
v literatufe dobfe popsana pFitomnost hodnocenych receptort: a také spolehlivost zamy$lenych modelovych patologii.
Pro ovéfeni mechanizmu 4€inku budou navic pouZity mysi s knockoutovanym Nrf2 genem — kmen Nfe212tm1Ywk
(Jackson laboratories). PoZet zvifat bude maximélng 744 my3f. Kazd4 skupina vyZaduje pouZiti dostategného mnoZstvi
zvifat pro zajiteni statistického hodnoceni dat. Néroky &asopisii na statistické hodnoceni a znaéna interindividualni
variabilita v reakci na provadéné experimenty nas vedou k pldnovani 12 jedincti na experimentéalni skupinu. Budou
pouZita hlediska huméanniho zachdzeni se zvitaty: a) adaptace; b) klidné zachazeni: ¢) tichy pfistup; d) navyk na
uchopeni rukou. )

') VEetng& védeckych pojmil, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhd zvifat a u&eld

uvedenych jinde v dokumentu
*) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovan{ v p¥iloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
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