NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nazev projektu pokusi

Rizena vaskularizace mikroporézniho skeletu pro naslednou transplantaci Langerhansovych ostrivki

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 8

KliCova slova - maximdlné pét ') Transplantace, pankreatické ostriivky, prokrveni, skelet

Utel projektu pokusii - zaskrinéte policko; mozno i vice moznosti

zakladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (véetné zkouSeni bezpecnosti a i¢innosti arze)

legislativni Gi¢ely | jiné zkouSeni u¢innosti a tolerance

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

bézna vyroba

ochrana prirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druht

vy$si vzdélavani

odborna pfiprava za i¢elem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni
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udrZovéni populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napr. reseni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ci klinickych potieb

Transplantace (Tx) Langerhansovych ostrivki je v praxi limitovana mimo Jjiné vysokym procentem bunék
ztracenych béhem 2 dnii po Tx a nutnosti trvalé imunosupresivni IéCby. Proto se hleda alternativni zpiisob Tx,
ktery by vyznamné zvysil uspésnost prihojeni, umoznil lokalni ochranu pred rejekci a bezpeéné vyjmuti $tépu
v piipadé komplikaci. Podle literarnich i nasich predb&znych vysledkii je klicové dostateéné zasobeni ostriivki
kyslikem. Takové podminky miiZe zajistit dutina uméle vytvofena v podkoZi nebo velkém omentu piijemce
pomoci polymerniho skeletu s navazanymi funk&nimi molekulami (VEGF, FGF-2, PRP), které umozni fizené
proristani vaziva s kapilarami.

V pfedchozim projektu jsme posoudili efekt riznych typi nosi¢ii s navazanymi rustovymi faktory. Dle
dosavadnich vysledki je nejslibnéjsim PLCL (poly-I-lactide-co-e-caprolactone) skelet potazeny albumin
heparinovou vrstvou, s navazanymi ristovymi faktory (VEGF a FGF -2) a doplnény autologni plazmou
obohacenou o trombocyty po 3 tydnech od implantace do velkého omenta.

Cilem projektu bude ovéfit pfihojeni a dlouhodobou funké&nost transplantovanych Langerhansovych ostriivki
do takto vytvofené dutiny v omentu na korekci glykémie diabetickych pfijemci.

Pravdépodobné potenciilni p¥inosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvirata ¢i Zivotni prostiedi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvdni projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Technika je slibna jak pro allogenni Tx LO pro diabetiky 1. typu, tak zejména pro autoTx po totalni
pankreatektomii, kdy se mizZe nagasovat termin Tx. Bohat& vaskularizovana dutina by mohla pfinést
zlepSeni ptihojeni a dlouhodobé prezivani LO oproti sougasné pouzivané technice Tx do jater.

Postupy, které budou na zviFatech zpravidla pouZzivany (napr. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvani

Darci: Izolace pankreatickych ostriivki se provadi v celkové anestézii (Dexdomitor 0,25 - 0,5
mg/kg a Narketan 50 mg/kg i.m.). Dérci uZ nenabudou védomi.

Pfijemci: Diabetes bude navozen intraperitonealnim podanim streptozotocinu (60 mg/kg). Navozeni
diabetu bude posouzeno podle hodnot glykemie, ktera bude méfena z kapky kapilarni krve 3 dny po
sob€. Implantace PLCL skeletti, nasledna Tx LO a explantace $t€pu (2x kranidlni laparotomie

v odstupu 3 tydnii a 1x kranialni laparotomie v odstupu 100 dnt) se provadi v celkové anestézii
(isofluranum 5%/2,5% inh + butorphanolum 1 mg/kg i.m.). Bolest po zéakroku bude tlumena podanim
analgetik (meloxicamum 1 mg/kg s.c.). Vysledky transplantace budou posuzovany podle hodnot
glykemie transplantovanych zvifat (méfeno 2x tydng) a intraven6znim gluk6zovym toleranénim
testem 40. a 80. den po Tx (IVGTT - aplikace glukézy se provadi v inhala&ni anestezii). V pfipadé
selhani Stépu budou pfijemci usmrceni.

Predpokladané dopady / nep¥iznivé ucinky na zviFata (napt. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovéani) a doba trvani téchto u&inki
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Zvitata pouzita jako darci pro izolaci Langerhansovych ostrivki nenabudou védomi. Zvifata, kterym budou
transplantovany ostrivky, podstoupi pokusy stfedni zavaznosti. Nezadoucim 1cinkem plynoucim
z navrhovaného projektu je moznost vyvolani hyperglykemie po navozeni diabetu a nasledna prechodna ztrata
hmotnosti. Mira zavaznosti plynouci z pretrvavajici hyperglykemie je vzhledem k pomérné kratké dobé (1
tyden) nizka.

Druhy a priblizné poéty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaZznost pokusu

Drih Zvifat 3) Odha(!o- Odhadovany pocet zvifat podle zavaznosti
vany Nenabude ciip iate =t
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Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvirat k opétovnému pouziti

Odhadovany pocet zvifat, ktera budou navracena do ptirodniho stanovisté ¢i systému chovu
Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zajmového chovu

Divody pro vyse uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

V3echna zvifata budou na konci pokusu usmrcena bud’ z diivodu izolace Langerhansovych ostrivkii nebo

z duvodu analyzy pankreatu.

Uplatiiovani 3R

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

Izolace Langerhansovych ostrivki i ostatnich typt bunék je mozné provadét pouze na tkani odebrané z
Cerstvé usmrcenych zvitat. Transplantani experimenty sledujici funkci transplantovanych ostrivki je
mozné provadét pouze na zivych zvifatech. V seznamu ECVAM schvalenych alternativnich metod
neexistuje zadny alternativni model, ktery by mohl nahradit in vivo model 1é€by experimentéalniho diabetu.
Navrhované experimenty prokazatelné nelze nahradit metodami in vitro.

Omezeni pouzivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvifat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouZivanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouzivdany po celou dobu trvani projektu za iicelem minimalizace poctu pouzivanych
zviFat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit nap¥. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované poucziti).

vwr

porovnani skupin.

Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrétnich opateni (napf. zvySené pozorovdni, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimdani vznikajicich zmirfiujicich postupii v dobé trvani projektu

V pokuse budou vyuzity operaéni standardy dle akreditace pracovisté v souladu se zakonem €. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdgjsich predpisu tak, aby byla zajisténa maximalni pohoda a
dobry zdravotni stav pokusnych zvifat. Vechny opera¢ni vykony budou provadény v celkové anestezii,
poopera¢né budou podavéna analgetika. Zvifata budou mit volny pfistup k potravé a vodé. Glykémie se bude
méfit z minimalniho mnoZstvi kapky krve odebrané tenkou jehlou z ocasni zily 2x tydné.

Pouzité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadit

Dospéli potkani kmene Lewis jsou v nasi laboratofi tradi¢né zavedenym modelem a velké ¢ast dosavadnich
experimentli probihala pravé s vyuzitim t&chto zvifat. Planujeme pouzit 50 samecii kmene Lewis jako darci i
piijemcu Langerhansovych ostrivki o hmotnosti 200-300 g.

1) Véetn& védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhii zvifat a G¢eld
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvitat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v pfiloze III provad&ciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moznosti ,,nespecifikovaného savee* pro zachovani anonymity ve vyjime¢nych piipadech
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