NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Vliv peroralniho pFijmu estrogenli na zmény vybranych biochemickych marker( se zaméfenim na endokrinni disrupci u dospélych
triploidnich jedinc dania pruhovaného (Danio rerio)

Doba trvani projektu pokust v mésicich 2

Klicova slova Estradiol
ethinylestradiol vitellogenin
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Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: DalSi zakladni vyzkum [PB13]
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Cile projektu pokusut

Xenoestrogenni latky vstupuji do vodniho prostfedi z riznych zdroja (farmaka, pesticidy, musk slou¢eniny) a prokazatelné ovliviuji
vodni organizmy. Cilem experimentu je vyhodnoceni toxického ucinku environmentalnich (bézné se vyskytujicich v Zivotnim
prostfedi) koncentraci lécivé latky ethinylestradiolu. Testovana latka bude pokusnym zvifatim predkladana jako souc¢ast krmiva.
Pro pokus budou pouzity triploidni stadia dania pruhovaného (Danio rerio). Konkrétné budeme sledovat vliv na chovani, pohlavni
diferenciaci, mnozstvi vitellogeninu ve tkanich, oxidativni stres a histopatologické parametry. Na konci pokusu budou tyto parametry
porovnany s parametry u kontrolni skupiny ryb a u skupiny ryb vyuZzitych jako pozitivni kontrola. Vyznam tohoto pokusu spociva ve
ZjiSténi moznosti vyuZiti dospélych jedinct triploidnich forem dania pruhovaného k posouzeni negativnich u¢ink xenoestrogennich
latek.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Pokus se bude provadét za u¢elem ziskani poznatkii o moznosti vyuZziti triploidnich forem danii pro testovani hormonalnich
disruptorti, konkrétné xenoestrogennich latek. V pokusech, které byly na toto téma provedeny, byly vyuzivany populace se
smiSenym zastoupenim obou pohlavi. Tyto latky jsou zkoumany pfevazné z davodu jejich vlivu na saméi populaci. Pokud by se
latky testovali pouze na samcich, usnadnil by tento postup kone€né vyhodnoceni vysledkud. Se stejnym poctem modelovych
organizmu bychom zarovern méli vétsi skupinu citlivéjSiho pohlavi. JelikozZ se jedna o studium vlivu toxického Gcinku latek, které se
fadi mezi hormonalni disruptory na ryby, konkrétné pfimo na dania, nelze je timto nahradit. Ke dni 1.3.2021 byly prohledany
databaze Web of Science a Science direct a nebyl nalezen pokus zminéného zaméreni.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Perodlni expozice B-estradiolem, ethinylestradiolem po dobu 6 tydn(

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

PFredmétem tohoto pokusu je zjisténi nepfiznivych efekt( nizkych koncentraci hormonaini latky ethinylestradiol na triploidni formy
dania pruhovaného. Ve védecké literatufe nejsou informace o pusobeni ethinylestradiolu na triploidni formy dania pruhovaného
doposud popsany. Pfedpokladame zvySenou syntézu vitellogeninu a zmény ve tkani pohlavnich organd.

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

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

danio pruhované (Danio rerio) [A34] 0 0 600 0




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

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

Odhadovany pocet zvirat

Druh zvirat Navraceni do chovu, do

Opétovné pouziti R Ep——— 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

Po ukoné€eni pokusu budou pokusna zvifata usmrcena pomoci anestetika MS 222 (Tricaine methanesulfonate, TMS, MS-222).

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Jedna se o studium vlivu toxickych latek na organizmus ryb, nelze tedy v ramci tohoto pokusu nahradit pokusna zvifata alternativni
metodou (databaze ICCVAM, EURL ECVAM Search Guide, TSAR).

Omezeni pouzivani zvirat

Pocet pokusnych zvifat byl zvolen tak, aby vysledky mély dostate€nou vypovidajici hodnotu a bylo je mozné statisticky zpracovat.
Zaroven byl kladen ddraz na to, aby v ramci pokusu nedochazelo k nadbyteénému vyuzivani pokusnych zvifat.

Setrné zachazeni se zvitaty

Jako pokusné zvife bylo zvoleno danio pruhované (Danio rerio) ve formé triploidi. Danio pruhované je hojné pouzivany modelovy
organizmus. Béhem celého testu bude se zvifaty zachazené v souladu s legislativou na ochranu pokusnych zvifat (Zakon ¢&.
246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, v platném znéni, Vyhlaska. ¢. 419/2012). Péci o zvifata budou zajiStovat osoby s
osvédEenim o odborné zpusobilosti podle § 15 d Zakona &. 246/1992 Sb., ve znéni pozdéjSich predpist.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Danio pruhované (D. rerio) se vyuziva jako jeden z modelovych organizm( v testech toxicity dle metodik OECD. Vzhledem k
povaze testované latky bude pokus proveden na triploidni formé dania, bude se tedy jednat pouze o samce. Celkem se bude jednat
maximalné o 600 jedinct triploidnich forem dania pruhovaného (Danio rerio). V dobé zahajeni pokusu budou ryby 5 tydnu staré. Po
Sesti tydnech bude pokus ukon&en a budou odebrany a nasledné vyhodnoceny vzorky od pokusnych zvifat.




