NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 66/2020
upravené podle PR 2020/569

Nazev projektu pokusi

Analyza dopadii deficience pro geny Plec a SFRP1 na plicni fibrézu

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 60

Kli¢ova slova - maximdiné pét ') SFRP1, plektin, plicni fibréza

Ucel projektu pokusii - zaskrinéte policko;, mozno i vice moznosti

zakladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (v€etné zkouSeni bezpe¢nosti a i¢innosti Sarze)

legislativni u¢ely = jiné zkouSeni u€innosti a tolerance

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

béZna vyroba

ochrana piirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhua

vy$si vzdélavani

odborna priprava za tiéelem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

ooooooooooox

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

Cile projektu pokusii - napr. FeSeni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ¢i klinickych potieb

Cilem studia je analyzovat ulohu plektinu a SFRP1 pfi rozvoji plicni fibrézy na mysich modelech, které jsou
deficientni pro korespondujici geny (tj. Plec a SFRP1).

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvirata i Zivotni prostiedi mohli mit; v p¥islusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Porozumnéni vyznamu plektinu a SFRP1 v plicnim epitelu mize vést k rozkryti zdkladnich mechanismi
plicni fibrézy v disledk mutaci v genu kddujicim plektin a SFRP1.

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

Neinvazivni intratrachealni instilace, celkem 900x (modely: akutni model bleomycinem indukované plicni
fibrézy — 100 mysi, 1x na mys; chronicky model bleomycinem indukované plicni fibrézy — 100 mysi, 6x na
mys; model TGFf3 indukované plicni fibrézy — 150 mysi, 1x na mys; model FITC indukované plicni fibrézy
— 150 mysi, 1x na mys), aplikace antifibrotik gastrickou sondou, celkem 7338x (modely: akutni model
bleomycinem indukované plicni fibrozy — 50 mysi, 3-56x na mys; chronicky model bleomycinem
indukované plicni fibrézy — 50 mysi, 14-42x na mys; model TGF[3 indukované plicni fibrézy — 75 mysi, 14-
56x na my$; model FITC indukované plicni fibrézy — 75 mysi, 14-56x na mys), intravendzni aplikace
antifibrotik do ocasni zily celkem 7338x (modely: akutni model bleomycinem indukované plicni fibrézy —
50 mysi, 3-56x na mys; chronicky model bleomycinem indukované plicni fibrézy — 50 mysi, 14-42x na mys;
model TGFf indukované plicni fibrézy — 75 mysi, 14-56x na mys; model FITC indukované plicni fibrozy —
75 mysi, 14-56x na mys), odbér krve z o¢niho plexu, celkem 650x (modely: akutni model bleomycinem
indukované plicni fibrozy — 100 mysi, 1x na mys; chronicky model bleomycinem indukované plicni fibrozy
— 100 mysi, 1x na mys; model TGF[ indukované plicni fibrézy — 150 mysi, 1x na my$; model spontanni
plicni fibrézy - — 150 mysi, 1x na mys; model FITC indukované plicni fibrézy — 150 mysi, 1x na mys). U
jednotlivych modeli jsou uvedeny maximalni mozné pocty mysi a postup.

Predpokladané dopady / nepFiznivé ucinky na zvifFata (napt. bolest, ztrata hmotnosti, neinnost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto ucinku

Neinvazivni intratrachealni instilace miize vést ke zhmozdéni tkani s pfedpokladanou dobou trvéani 1 - 2 dni.
Aplikace antifibrotik gastrickou sondou miize vést ke zhmozdéni tkani GIT s pfedpokladanou dobou trvani 1
dne. Intravendzni aplikace antifibrotik do ocasni Zily nezpisobuje vyrazn&jsi bolest ani utrpeni a doba trvani
téchto ¢inkd je minimalni. Odbér krve z oéniho plexu mize vést ke zhmozdéni tkani oka a oéni jamky

s predpokladanou dobou trvéani 1 - 2 dni.




Druhy a priblizné poéty zviFat, jejichZ pouzZiti se pfedpoklada, a pFredpoklddand zavaznost pokusu

Druh zvifat 2) Odha@o- Odhadovany pocet zvifat podle zavaznosti
vany Nenabude A Sl Ao
- vyberte ze seznamu z < 5 Mirna Stredni Zavazna
pocet vedomi
Mys laboratorni (Mus musculus) 1050 1050

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

/volte polozku.

Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany podet zvifat k opétovnému pouziti 0
Odhadovany pocet zvifat, kterd budou navracena do pfirodniho stanovi§té &i systému chovu 0
Odhadovany podet zvirat k umisténi do zajmového chovu 0

Diivody pro vySe uvedené nakladéni se zvifaty - uvedte

Mysim bude v anestezii odebrana krev z o¢niho plexu, poté bude my$ usmrcena cervikalni dislokaci, bude
provedena bronchoalveolarni lavaz a odebrany vzorky plic a ostatnich organi.

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

Pokud existuje alternativni metoda nezahrnujici pouZiti zvifat, bude pouZit tento ptistup. Pfi planovani tohto
projektu pokusii byly pro vyhleddvani moznych alternativ vyuzity nasledujici zdroje: védecké publikace,
databaze 3R (http://www.nc3rs.org.uk/category.asp?catID=3), a ALTWEB
(http://altweb.jhsph.edu/resources/searchalt/index.html). Pro p¥ipad, Ze by se objevily nové alternativni
metody, bude vyhledavani pokradovat také v priibéhu projektu pokusu. Pro omezeni experimentii na mysich
budou vyuZity alternativni metody jako bunééné kultury, tkatiové kultury a in vitro modely.

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

Minimalni kohorty zvifat pro ziskani statisticky prikaznych vysledkii z planovanych pokusti jsou zajistény
naprostym vyuzitim vSech odebranych vzorkt z jednoho zvifete, odebiranim i organi, které mohou byt
pozdé€ji vyuzity k retrospektivni analyze. Zaroveti po¢itame i s vyuzitim in vitro experimentti, které zajisti
omezeni poctu experimentl a zvirat.

Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrétnich opatieni (nap¥. zvySené pozorovdni, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadit na dobré Zivotni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimdni vznikajicich zmirfiujicich postupit v dobé trvani projektu

Utrpeni, bolest a stres mysi budou vzdy omezeny na minimum. Mysi budou chovany v optimalnich
podminkdch, které jsou stanoveny soucasnymi regulacemi EU a mistnimi zikony a vyhlaskami. My3i budou
pravideln€ kontrolovany a oSetfovany proskolenymi o§etfovateli. V ptipadé zjevného utrpeni, stresu nebo
projevu nemoci presahujici deklarovanou zadvaznost pokusu budou pokusna zvifata okamzité usmrcena
odpovidajici metodou (tedy cervikalni dislokace podle Natizeni z roku 2010/63/EU Evropského parlamentu
a Rady pro ochranu zvifat pouzitych pro védecké i¢ely) a nasledné budou analyzovana. Odbér krve,
intratrachealni instilace a aplikace latek gastrickou sondou/intravenézné do ocasni Zily bude provadén jenom
zkuSenymi pracovniky.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Kmeny mysi SFRP1 KO, EGFP-SFRP1 Tg, Plec1f KO a Plecla KO byly pfipraveny na genetickém pozadi
C57Bl/6. Jako kontrolni kmen budou pozivany mysi C57BL/6. Pro pokusy budou pouZity mysi optimalné ve
veéku 8-12 tydni.

1) Vé&etné védeckych pojmi, které se mohou sklédat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhii zvifat a ucelt
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v ptiloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moznosti ,,nespecifikovaného savce* pro zachovani anonymity ve vyjimeénych ptipadech



