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Nizev projektu pokusé

Role Hsp90 (Heat shock protein 90) u vybranych revmatick{ch onemocn&ni

Doba trvini projekin poknst 12/2019

Kli¢ova slova - maximdiné 5 sklerodermie, HSP90, bleomycin, 16&ba, koni fibroza

Utel projektu pokust - oznacte jej kfizkem (x) do prazdného policka

..........

x | translaéni nebo aplikovany v{zkum

| Y§voj, viroba nebo zkouseni kvality, ifinnosti a nezivadnosti 1é2iv, potravin, krmiv a jinych litek nebo virobkil

ochrana pHrodniho prostedi v zéjmu zdravi a dobrych Yivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovéni druhii

vyS¥i vzd¥lévini nebo odbornd pifprava

trestof ¥izeni a jiné soudn{ Hzeni

Cile projektu pokust (napf. fefené v&decké nezndmé nebo vdecké &i klinické potfeby)

Navrhovany projekt vychézi z nafiich dosavadnich v{sledk, kde jame prokézali zvyenou lokdinf expresi Heat shock
proteimu 90 (HSP90) ve fibrotické kiiXi pacientd se systémovou sklerodermii, déle viznamnou profibrotickou roli této
molekuly u SSc a zejména hkinnost farmakologicks inhibice HSP90 v zabrénéni rozvoje experimentalni ko#ni fibrézy (ve
tfech riznych modelech systémové sklerodermie (SSc)) - Tomcik M et al. Ann Rheum Dis, 2014 Jun;73(6):1215-22.

Cilem navrhovaného projektu je navézat na nase dosavadni poznatky a analyzovat i%innost inhibitorn HSP90 (17-
DMAG, derivét geldanamycinu; ji¥ analyzovin v klinick{ch hodnocenich u pacientd s hematoonkologickymi
onemocnénimi) v 168b& jiZ etablované experimentilni konf fibrézy - pomocf modifikovaného modelu bleomycinem
indukované ko¥ni fibrdzy.

Pravdépodobné potenciflni p¥inosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaSem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z n&j &lovék & zvifata mohli mit)

Zigkan data mohou déle objasnit roli HSP90 jako profibrotické molekuly v patogenezi SSc a v pFipad pozitivnich
vysledki by se farmakologické inhibice HSP90 mohla stit kandiddtem antifibrotické terapie SSc, pHpadné posléze i
jinych fibrotickych onemocn&ni, u kterych dosud neexistuje kauzilnf 165ba.

Analyza itinnosti farmakologicks inhibice HSP90 v 16¥b& jiX etablované ko¥ni fibrézy na experimentéinim my¥fm
modelu SSc je logickym dal§fm krokem (tj. b&ny vyzkumny postup u vétSiny recentn# studovanych novych kandidétnich
molekul 18by fibrézy u SSc) s je nevyhnutnd k poskytmuti dikazli pro zabéjenf dalsho kroku — klinického hodnocen, tzv.
wproof of cocncept study”, u pacientfi se systémovou sklerodermif (jak tommu bylo i u nyni probfhajicich klinick{ch
hodnoceni «proof of concept study* u pacienti se SSc napt. s i tiociguatem - www.clinicaltrials.gov).
| Druhy a pibliZné poity zvifat, jejich¥ pou¥iti se pfedpoklsda
Druh zvifat: my#i, samci, kmene DBA/2J,
| Piblizny podet mys: 48
Jaké jsou ofekévané neZidouci idinky u zvifat? Jak4 je navrhovand mira zéva¥nosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
| skondeni pokusu?

U studovaného inhibitora HSP90 (17-DMAG) jsme v na{ recentn préci (Tomcik M et al. Ann Rheum Dis, 2014
Jun;73(6):1215-22.) nepozorovali v pouitych dévidich (Smg/ml v PBS, celkovy objem 100ul ip. ka2dy tfet! den po dobu
3 tydnii) 24dné zivainé neZsdouc iidinky (tydennd sledovina kmotnost, aktivita mysi, kvalita kii¥e), Obdobng nebyly
pozoroviny Zédné ne2idouci Ginky u tyrozinkindzového inhibitoru nintedanibu (Huang J et al. Ann Rheum Dis. 2015
Apr 9. [Epub ahead of print], v divce 60mg/kg p.o. 1x denng po dobu 3 tydnd), jen¥ plénujeme pouit jako pozitivni
168ebnou kontrolu (ve zminéné priici byla popséna jeho titinnost v prevenci indukee i v 168b& riznjch experimentilnich
myiich modeld SSc, navic u¥innd zpomalil progresi idiopatické plion{ fibrézy v klinickych hodnocenich fize 3 a vstupuje
do klinického hodnoceni u 8Sc). Navrhované mira ziva¥nosti — mirné (budou pouivény nejtensi jehly (,,inzulinky*)).
Zvitata budou po usmrcent a odebrén{ tkéni pro plinované analyzy pfedény veterinirn{ asanadni stubé k neskodnému
odstran¥ni,

| Uplatiiovdini 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivén{ zvifat: Uved'te, prod je nutné pouit zvifata a pro& nemohou bt vyu¥ity alternativy bez pouZitl
zvifat.

V soutasné dobé neexistuje rovnocenny alternativni systém pro ovéfen{ efektivity novych antifibrotick{ch preparati
in-vivo neZ je model laboratorniho zvitete, proto budou pouity vhodné linie laboratornich my#f. Tuto skuteénost jsme
ovefili také v databézi validovanych alternativnich metod schvéienych a pfijatych Evropskou spoleénost{ pro alternativni
metody (Buropean Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM).

Jedna se o standardni postup v oboru bazéintho, preklinického vyzkumu u §Sc, jenZ pfedchéizi néslednému klinickému
hodnocenf novych potencisinich antifibrotickych strategif u této nemoci, u které dosud neexistuje titinn kanzélnf 165ba a
GSinné antifibrotické 16&ba. Studie na experimentéinich my$jch modelech SSc (tj. v soufasnosti nejroziffen®jsi preklinicks
modely této nemoci) patfi k nezbytnym krokiim k ovéteni vyznamu zkoumangch molekul v patogenezi SSc, a pfi jeho
potvrzeni posiéze ke zkoumén{ i¥innosti prevence indukce experimentilng navozené fibrézy a posléze k analyze tidinnosti
16&by jiZ etablované koZni fibrézy (kterd 1épe pipomina b&¥nou klinickou praxi u pacienti se SSc). Tyto kroky nelze

v souasnosti nahradit jinymi metodami bez pouZitf zvitat k ziskéni dostate¥n{ch dikazli pro zeh#jen{ klinickych




[hodnocent, &zv. ,proof of conoept shudy  pacientl se SSc.

Omezeni poufivini zvifat: Vysvétiete, jak Ize zajistit poufiti co nejmen¥fhopottuzvitet |
Pokusné zvitata budou poutite pouze v nejoutn&j¥im po¥tu nezbytném pro efektivni grantového projektu. Podet
zvitat v experimentélnich skupinich se ¥idi minimAlnfmi néroky na statistickou prikaznost ziskanych v¥sledid.

Z dosud publikovanych praci i z naich dosavadnich zkuSenosti je etablovany miniméln{ podet my$i na jednu zkoumanou
skupinu 8, ktery je dostatedny pro ziskin statisticky i vécn# vyznamnych rozdilt ve sledovanych parametrech ve skupiné
8 indukovanou koZni fibrézou a v kontrolni skupiné s norméin{ ki, nebo u my#i s indukovanou koni fibrézou 1éSenych
| Winnou antifibrotickou terapii a pfedstavuje zirovedl nejnutnéji{ potet nezbytny pro efektivni fefen{ projektn. |
Setmé zachézeni se zvifaty: Vysvitlete volbu druhu zvitat a prod se v ptpads tohoto zviteciho modelu jedns o nejietrn&jil
pouZiti z hlediska v&deckgch cfld.

| Vysvétlete obecnd opatfent, kterd budou pjjata za idelem sniZenf 4jmy zplsobené zvifatim na minimum. |
Model bleomycinem indukované koZni fibrozy u my$i pomoci opakovanych subkutannich injekei bleomycinu je nejvice
pouZivanym, ekonomicky a organizané vyhodnym, dobfe etablovanym modelem napodobujicim zén&tlivé zmény
pitomné v &asné fiizi $Sc, které vedou k rozvoji lokélni dermélnf fibrézy, kterd histologicky pfipomini zmény v ki u
pacient se 8Sc. Tento model je standardem pro zkouméni etiopatogeneze v bazélnim, preklinickém vyzkumu SSc.
Vzhledem k navozen{ pouze lokélnf dermélni fibrézy pomoci standardné pouivangch dfvkovacich schémat nebyly
pozoroviny Z4dné ziva¥né celkové neZidouci G&inky, na rozdil o daliich modelil, kde je fibréza navozena genetickou
mutaci a vét¥inou systémovd s progredujicim orgénovym postiZenim.

Vedkeré manipulace s pokusnymi zvifaty budou vZdy provadény pracovnikem s osvéd¥enfm dle § 17 zékona & 246/1992
Sb.). Se zvifaty bude zachézeno s maximéln{ chleduplnosti.




