NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Studium modulatord kliGovych signalnich molekul jako potencialnich 1é¢iv na modelu experimentalni nealkoholové tukové jaterni
choroby a nealkoholové steatohepatitidy (NAFLD/NASH) u laboratornich potkan a mysi

Doba trvani projektu pokust v mésicich 36

Klicova slova nealkoholova tukova jaterni choroba (NAFLD)
nealkoholova steatohepatitida (NASH) zanét

MTORC1 inhibitory experimentalni model

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Gastrointestinalni systém vcéetné jater [PB5]

Translacni a aplikovany vyzkum: Gastrointestinalni poruchy v&etné jater u lidi [PT26]
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Cile projektu pokusut

Nealkoholova tukova jaterni choroba (jaterni steatéza, NAFLD) oznaCuje Siroké spektrum onemocnéni jater, které je Casto
spojovano s obezitou, cukrovkou 2. typu, a metabolickych syndromem a jeho prevalence je odhadovana na pfiblizné 25-30%
evropské populace. Patogeneze NAFLD je komplikovana a zahrnuje oxidativni stres, lipotoxicitu, poSkozeni mitochondrii,
inzulinovou rezistenci a zanét, které pokud zUstavaji neléceny, mohou v pfiblizné 30% progredovat az do rozvoje nealkoholové
steatohepatitidy (NASH), fibrézy, cirh6zy, a v kone¢ném dlsledku k selhani jater nebo hepatocelularnimu karcinomu, které
pfispivaji ke zvySené morbidité a mortalité pacientdl s metabolickym syndromem. JelikoZ jsou aktualni moznosti farmakotrapie
NAFLD/NASH zna¢né omezené, je velka pozornost vénovana identifikaci terapeutickych cil(, které poskytuji nové strategie pro
Ié€bu NAFLD/NASH. Hlavnim cilem projektu pokust tedy bude vyhodnotit potencialni profylakticky a terapeuticky t€inek
modulatord signalnich molekul (napf. Nrf2, mTOR, SIRT1, SREBP) kli€¢ovych pro rozvoj chronického zanétlivého onemocnéni jater
na experimentalnim modelu NAFLD/NASH indukované vysokotukovou dietou napodobujici stravu ,zapadni® populace.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Kratkodobé pfinosy: optimalizace preklinického modelu NAFLD a pfedev§im NASH nejvice napodobujici vyvoj onemocnéni u lidi.
Dlouhodobé prinosy: Vysledky projektu by mohly pfispét k lepSimu porozumeéni patogeneze NAFLD/NASH a k nalezeni novych
farmakoterapeutickych pfistupl v Ié¢bé tohoto jaterniho onemocnéni u lidi.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Pro navozeni NAFLD/NASH bude laboratornim zvifatim od za¢atku experimentu podavana ad libitum komeréni standardizovana
vysokotukova aterogenni dieta (,Western type diet with 1.25% cholesterol®, 4 575 kcal/kg) spolu s fruktézou a sacharézou (42 g/l) v
pitné vodé po dobu 10-24 tydna.

Studované latky budou aplikovany:

- jednorazoveé peroralni gavazi nebo intraperitonealné ke stanoveni optimalni davky a zpisobu podani v pilotni studii.

- peroralni gavazi denné nebo obden pod dobu 2-4 tydn(i nebo intraperitonealni injekci denné po dobu 2 tydnd v experimentalni
studii pro stanoveni profylaktického a terapeutického uc¢inku u NAFLD/NASH.

Odbéry krve budou provadény:

- bud’ jednorazové intraven6zné, nebo z retrobulbarniho plexu v kratkodobé inhalacni anestézii zajiSténé podanim lokalnich
anestetik do spojivkového vaku (objem odebrané krve nepfesdhne 1% celkové hmotnosti zvifete)

- nebo terminalné v hluboké inhala¢ni anestézii.

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

PFi indukci NAFDL/NASH budou zvifata 1 tydné vazena, coz muze byt spojeno s mirnym stresem. Indukce NAFLD/NASH
vysokotukovou dietou vede k narustu télesné hmotnosti (obezité), ale neni spojovana se stresem, bolesti a stradanim zvirete.
Aplikace latek peroralni gavazi nebo intraperitonealni injekci nepfesahujici 1 minutu je spojena s mirnym stresem a diskomfortem.
Predpoklada se kratkodoba bolest korespondujici s vpichem jehly skrze klzi u intraperitonealni aplikace latek. Jednorazovy odbér
krve bude vZdy provadén v celkové anestézii. Pfed odbéry krve bude zvifatdm na maximalné 12 hodin odebrana potrava, piti bude
dostupné bez omezeni.

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

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat

Navraceni do chovu, do
prirodniho stanovisté

Druh zvirat

Opétovné pouziti Do zajmového chovu

0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0

0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

VSechna zvifata budou na konci experimentu usmrcena, protoze budou odebirany terminalné v hluboké inhala¢ni anestézii velké
objemy krve a organy (jatra) — zvife jiz nenabude védomi.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

\Vzhledem k charakteru pokusu, tj. navozeni NAFLD/NASH s aplikaci vybranych modulatort kli¢ovych signalnich molekul coby
novych potencialnich 1é€iv, nelze pokusy na pokusném zvifeti nahradit alternativnimi metodami. V sou¢asné dobé navic neexistuje
jiny preklinicky zpUsob ovéfeni in vivo aktivity zanétu a tvorby vazivové tkané v jatrech postizenych NAFLD/NASH. Tuto skute¢nost
jsme oveéfili také v databazi validovanych alternativnich metod schvalenych a pfijatych Evropskou spolecnosti pro alternativni
metody (ECVAM). V in vivo studiich budou navic testovany pouze ty latky, které se na zakladé in vitro testd budou jevit jako
perspektivni, tzn., Ze budou pUsobit protektivné na rozvoj lipotoxicity v primarnich jaternich burikach.

Omezeni pouzivani zvirat

Bude pouzit minimalni pocet mysi a potkan( zajistujici statistickou vyznamnost pokusu, a to na zakladé fady literarnich udaja. In
vivo studii budou navic predchazet in vitro experimenty na primarnich hepatocytech ziskanych izolaci z potkant na standardni nebo
vysokotukové dieté s NAFLD/NASH (max. 30 ks/rok) a bude provedena pilotni studie na malém vzorku laboratornich zvifat k
optimalizaci indukce NAFLD/NASH (max. 60 zvifat pro celou studii: provedena jak na potkanech (max. 30 ks) tak na mySich (max.
30 ks)), Casového schématu odbérl, zplisobu podani a davkovani (max. 18 mysi na 1 molekulu), aby experimenty nemusely byt
vzhledem k uvedenym proménnym zbytecné opakovany. Minimalni poet mysi pro testovani ucinnosti jedné latky byl stanoven na
50 ks. V hlavnich experimentech v kazdé skupiné (celkem 5 skupin) bude poc&et zvifat minimalni (& 10 ks) k dosazeni statisticky
vyznamnych vysledki. Uvedeny pocet ve skupiné zahrnuje i zvifata, ktera budou pouzita k ovéfeni rozvoje NAFLD a NASH pred
podanim IéCiva v daném Casovém Useku (1-2 ks na skupinu). S ohledem na vysokou interindividualni variabilitu u konvené&nich

pouze pro Ucely daného pokusu, proto vySe uvedeny ro¢ni pocet zvifat je maximalni a Ize pfedpokladat menSi mnozstvi pouzitych

Setrné zachazeni se zvitaty

Experimenty budou provadény v akreditovaném zvifetniku v souladu se zakonem a s ohledem na maximailni welfare zvifat. Potkani
a mySi budou chovany ve standardnich konvenénich podminkach v odpovidajicich klecich v po¢tu 2-4 zvifata na klec (voda s nebo
bez pfidanych sacharid(, potrava ad libitum, pravidelna vyména podestylky, atd.) a budou pravidelné kontrolovany a vazeny.
Zvifata budou postupné habituovana na uchop pro budouci aplikaci latek. Studované latky budou aplikovany standardnim Setrnym
zpusobem (peroralni gavazi nebo intraperitonealni injekci) dostateéné zaskolenou osobou. Jednorazovy odbér krve pfed zahajenim
experimentd, se zajiStovacim podanim lokalnich anestetik, a terminaini odbéry krve a jater budou vzdy provadény v celkové
inhalaéni anestézii. V pfipadé neuspokojivého zdravotniho stavu zvifete bude pokus ukonéen a zvife usmrceno v hluboké
terminalni inhalaéni anestézii. Se zvifaty bude zachazeno co nejSetrnéji dle zakona €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani.
O pokusna zvifata bude pecovat osoba zpUsobila k této praci.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




K experimentlim budou pouziti samci kmene Wistar s télesnou hmotnosti nejméné 180 g (stafi minimalné 8 tydnu) na pocatku
studie nebo mysSi samci inbrednich kmen( C57BL/6J, BALB/c (ve véku minimalné 7 tydna), ktefi jsou dle literarnich udaju nejcastéji
pouzivani pro indukci jaterni steatézy navozené dietou a sou¢asné vhodni pro farmakologické a toxikologické studie. Navic dospéli
samci jsou nachylnéjsi k ¢asnéjSimu rozvoji NAFLD/NASH.




