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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nizev projektu pokusit

Studium vlivu hem arginatu na pribéh a patogenezi infekce koronavirem SARS-CoV-2 u transgennich my3i s lidskym
ACE2

 Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 10

Iglféové slova - maximdiné pét ) . SARS-CoV-2, cytoprotektivni efekt, hem arginat
Utel projektu pokusii - zaskrinéte policko, mozno i vice moZnosti

[0 | zakladni vyzkum

& | translacni a aplikovany vyzkum

% kontrola kvality (véetné zkouseni bezpéc':ﬁbéti a udinnosti §arie) e

O legislativni ucely | jiné zkouSeni Gginnosti a tolerance :

L] | abézna vyroba | zkouseni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti véetné farmakologie

O | bézna vyroba

[ | ochrana pfirodniho prostiedi v Zéjfﬁu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

O | zachovani druha '

O | vyssi vzdélavani

O | odborna pfiprava za uéelem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

O | trestni fizeni a Jiné soudni fizeni ‘

O | udrZovéni populaci ustdlenych geneticky upra\'f"en)'/ch zvifat, Kterd nebylé ‘Apouiita vjinych pokusech

Cile projektu pokusii - napr. Feseni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych ¢i klinickych polieb

1/ Ovéfit in vivo na transgennich mysich exprimujicich lidsky ACE2 inhibi¢ni efekt hem arginatu na
replikaci a §ifeni SARS-CoV-2 pozorovany in vitro

2/ Ovefit in vivo, zejména v plicnim parenchymu, cytoprotektivni efekt hem arginatu pozorovany in vitro na
bunkach infikovanych SARS-CoV-2

3/ Stanovit in vivo efekt hem arginatu na imunitni odpoveéd’ proti SARS-CoV-2, piedevsim na rozvoj
cytokinové bouie

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi - Jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovek, zvitata ci zivotni prostredi mohli mit: v PFisluSnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skoncent

projektu)

Piinosem tohoto projektu bude in vivo ovéfeni velmi slibnych efektii hem arginatu (1é&ivo Normosang
schvalen¢ k pouziti u lidi pfi lé¢bé akutnich atak jaternich porfyrii) na inhibici replikace SARS-CoV-2 a na
inhibici virem zpiisobené apoptdzy pozorované in vitro. Vysledky tohoto projektu budou podkladem pro
planované klinické hodnoceni efektu Normosangu na pacientech s COVID-19. Normosang, jako jiz
schvalené 1é¢ivo, ma potencial rychlého vyuziti v indikovanych pripadech.

V soucasnosti neexistuje jednoznaéné efektivni, specificka lécba COVID-19. Kromé symptomatické lécby
se u téZkého, komplikovaného prib&hu onemocnéni pouziva Remdesivir, pivodné vyvinuty proti Ebole, a
Dexamethazon; aviak jejich Gi¢innost neni tak vysoka, Jjak by bylo tieba.

Nejzévaznéjsi pfipady COVID-19 vyzaduji umé&lou plicni ventilaci, progreduji do tézkého poskozeni plicni
tkan¢ a kon¢i multiorganovym selhanim v disledku deregulace imunitni odpovédi, tzv. cytokinové boufe.
Mimotélni ob&h nevede k dostateéné saturaci krve kyslikem. Umrtnost na toto onemocnéni Jje celosvétove
kolem 4 % z hlaSenych ptipadii.

Hem arginat ma potencial pozitivné ovlivnit tento prib¢h nékolikerym zptisobem:

1/ sniZeni mnoZstvi viru v organismu a zmirnéni poskozeni infikovanych tkani

2/ potlaceni pfiznaki cytokinové bouie

3/ zvySeni koncentrace hemu a hemoglobinu v organismu, a tedy vylep3eni ¢erveného krevniho obrazu a
saturace hemoglobinu kyslikem

Postupy, které budou na zvitatech zpravidla pouZivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvdni

1x celkova anestezie Avertinem (injekéni aplikace intraperitonealné; i.p.) — cca 30 min




V této anestezii
1x infekce SARS-CoV-2 (intranazalné pipetou)

Celkova anestezie inhala¢ni (Narkotan, isofluran)
1x, 2x €i 4x (dle pokusnych skupin) inhalaéni anestezie

V této anestezii

1x, 2x &i 4x (dle pokusnych skupin) aplikace hem arginatu &i kontrolniho antivirotika (injekéni aplikace do
retroorbitalniho Zilniho splavu nebo i.p.)
Ix anestezie inhalaéni na zavér pokusu — humanni utraceni pokusnych zvifat predavkovanim inhala¢nim
anestetikem

Predpoklidané dopady / nepfiznivé u¢inky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, necinnost / snizena
_hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvani téchto a&inka EEn. Doy

Dopady na zvifata budou minimalizovany provadénim viech zakroki v celkové anestezii.

Predpokladané projevy infekce SARS-CoV-2:

ztrata hmotnosti, zvySena teplota a zjeZeni srsti, ne¢innost / snizena hybnost, pokles hmotnosti.

V predpokuse bude pro stanoveni letalni davky pouZito 6-12 mysi, které budou ponechany spontanné

uhynout v disledku infekce SARS-CoV-2. Predpokladana doba infekce 5-10 dn.

V pokusech budou mys3i pfi poklesu hmotnosti o vice nez 25% piivodnich hodnot &i pii vyrazném sniZeni

hybnosti humanné utraceny pfedavkovanim inhalaénim anestetikem. Predpokladana doba infekce 5-10 dnil.

Po 14-21 dnech budou viechna pieZivsi pokusna zvifata humanné utracena.

 Druhy a pFiblizné potty zvifat, jejichz pouziti se pfedpoklada, a pFedpoklidans zévaznost pokusu
~_Odhadovany potet zvifat podle zavaznosti
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Nakladani se zviFaty, kterd nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany poet zvifat k opétovnémupouziti .~~~ [ 0
‘Odhadovany pocet zvifat, kterd budou navracena do piirodniho stanovisté ¢i systémuchovu 0
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N/A

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouZivani zvifat - uvedte, jaké alternativy bez pouziti zvifat jsou v této oblasti dostupné a pro¢

| nemohou byt pouZity pro ucely tohoto projebty g
V souasné dobe neexistuje rovnocenny alternativni relevantni systém pro testovani antivirotik proti SARS-

 CoV-2 v zivém organismu, proto je nutno pouzit laboratornimysi.
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 pouzivany po celou dobu trvdni projektu za vicelem minimalizace poctu pouzivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit napr. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).

Experimenty jsou planovany tak, aby byl zajistén minimalni poéet zvifat pro pi'ludt'r'i'i'(')ﬂvréfreni inhibiéniho
efektu hem arginatu na Sifeni a patogenezi SARS-CoV-2 (skupiny po 3-5 zvifatech, cca 25-30 zvifat/pokus).
Pokus bude opakovan idealné 1x, v piipadé potteby doplnéni informaci max. cca 3x.

Setrné zachszeni se zvitaty - uvedte pfi’klddy konkrétnich opatieni "(i'zapi‘. zvys‘ehé pozbrovdﬁi, booperdéni :
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivotni
podminky zvivat; popiste mechanismy k prijimdni vznikajicich zmiriujicich postupit v dobé trvdni projektu




Experimenty budou provadény v akreditovaném zviietniku 1. LF UK v souladu se zakonem a s ohledem na
maximalni pohodu zvifat. Analgetika nelze pouzit z divodu mozného ovlivnéni vysledku pokusu. Béhem
experimentu bude sledovan stav zvifat. Pfi poklesu vahy pod 25% vychozi vahy nebo pfi zavaznych
zménach hybnosti budou mys$i humanné utraceny piedavkovanim inhalaénim anestetikem.

PouZité druhy zvifat - vysvétlete vyhér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Mys laboratorni transgenni pro lidsky ACE2, ktery je receptorem pro SARS-CoV-2

stafi 6 tydnl az 6 mésica

') Veetné védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhii zvifat a G¢eli
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v pfiloze 111 provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moznosti ,,nespecifikovaného savee* pro zachovani anonymity ve vyjimeénych pfipadech



