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Historie

2 st. n.l. Galen - pokusy na prasatech a primatech
1242 |bn Al-Nafis- cirkulace krve u savcu

18. stoleti Lavoisier - morce - respirace

1880- Pasteur - antrax ovcim

1890- Pavlov a psi

1880- Emil von Behring - zaskrt - izolace a pokusy na
morcatech

1943- izolace streptomycinu z pudy a Feldman- lécba
morcat

» 1940- Salk a identifikace viru obrny a vakcina v roce 1955
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Historie ||

» 1111789 J. Bentham - prvni hnuti proti
pokusum na zviratech

» 1822 - v GB zakon na ochranu zvirat
» 1876 - zakon na testovani zvirat



Experimentalni modely

» Zjednoduseni realneho zivota
» Studium specifickych otazek

» Dostupné kdekoliv (ATCC)

» Moznost opakovani
» Opakovani pokusu
» Opakovani na vice geneticky stejnych jedincich

» Opakovani v jiné laboratori, jiné zemi



Experimentalni model

» Jasna definice

» Snadno dostupny

» Snadno udrzovatelny

» Pro popis obecnéjsich jevu
» Kratky zivotni cyklus

» Veétsi pocet potomstva

» Eticke probléemy



Obvykle druhy laboratornich zvirat

» Bezobratli

» Saccharomyces cerevisiae

» Drosophila melanogaster

» Caenorhabditis elegans

» Danio rerio
» Obratlovci
mys laboratorni (Mus musculus var.) 85%
potkan laboratorni (Rattus norvegicus) )
morce domaci (Cavia porcellus)
krecek zlaty (Mesocricetus auratus)
kralik domaci (Oryctolagus cunniculus) | ~1%
pes domaci (Canis familiaris) <1%
kocka domaci (Felis catus)
krepelka obecna (Coturnix coturnix) <0.5%
primati (Macacus rhesus)
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Mnozstvi spotrebovanych zvirat

» celosvétove

testovani

» ~50 mil./rok vakcin farmaceuticky
(15 %) primysl
» Evropa (25 %)

testovani

» ~12 mil./rok toxicity

(15 %)

dalsi
vyzkum [diagnostika,
(15%) exp. medicina,
vyukal]
(30 %)




Kontroverze - pouziti zvirat

» pro » proti

» vétsina pokrokd v mediciné » krute a neoduvodnitelne

20. - 21. stoleti pres to, ze z vyzkumu
o , profituje clovek (mohlo by

» vetsina z nas (nebo rodina) se experimentovat na
jsme jejich konzumenti cloveku)

» lidé maji vaci sobé moralni » zvife nemuze dat souhlas
a eticke zavazky, ktere » viechny Zivé organizmy V<.
nemaji vuci zviratum Homo sapiens maji stejna

prava



Zakon na ochranu zvirat
246/1992 Sb. 162/1993 Sb.
167/1993 Sb. 77/2004 Sb.

UstFednj komise na ochranu
zvirat (UKOZ)

Odborné komise pri uzivatelskem
zarizeni

Opravneni dle §17 zakona
246/1992 Sb.

autoregulace



Prokaryota vs eukaryota

Prokaryotic cell Eukaryotic cell

10-100 pm



Escherichia coli

» Gram negativni bakterie
» V travicim traktu
» Genom sekvenovan (1997)

» Snadno rostou na definovanem médiu,
resistence k antibiotikim

» Studium replikace, genové exprese,
syntéza proteinu

» Plazmidy, proteiny




Bakterialni DNA

plasmid
Malé kruhove DNA
Moznost jejich namnozeni v bakteriich

Nesou gen pro resistenci k antibiotiku
(selekce)

Pouziti v genovem inzenyrstvi
Izolace pomoci kolonek



Salmonella typhimorium

» Pouzivana pro Amesuv test

» Screening mutagenniho potencialu
genotoxickych chemickych latek

» Hodnoceni biotransformacnich produktu z
kKrve a moci

» Enzymy excizni reparace
» Zvysena permeabilita
» Zvysena citlivost k mutagennim latkam



Tkanoveé kultury

» Primarni (primo z téla)
» Sekundarni (bunécné linie)
» Hlavné sekundarni

» snadno se péstuji

» velké mnozstvi

» uniformni - proliferace, diferenciace, apoptdza, moderni metody (GEP,
array CGH)

» optimalizace metod
» Testovani ruznych latek

» Velké mnozstvi kultur - 10% CO,, médium, sérum, antibiotika,
...presné definované podminky

» Lidské, mysi, krysi
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NB4 bunéecna linie

» t(15, 17) - APL
» APL akutni promyelocytarni leukemie
» Diferencuji do granulocytu pomoci ATRA

» ATCC (American tissue and cell collection)
- sbirka linii, mikroorganismu

» 1989 izolovana z 23-leté zeny s APL




HelLa bunky

» Bunky cervikalniho karcinomu, 1957
» Henrietta Lacks, zemrela na nemoc

» Linie vytvorena bez souhlasu pacientky a
nebyla anonymizovana - zacatek hnuti

» Dr. Salk linii pouzil k testum obrny
» 1.4.2022 - 117 873 studii na teto linii



Eukaryontni modely

» Kvasinky

» Drosophila melanogaster
» Caenorhabditis elegans
» Arabidopsis thaliana

» Danio renio

» Mus musculus



Saccharomyces cerevisiae

v

Prvni osekvenovany eukaryontni organismus
Roste na specialnich definovanych pudach

Studium

» bunécného cyklu

» signalnich drah

» opravy DNA

» replikace DNA

» RNA procesy

136 719 clanku na pubmed

Jednohybridovy a dvouhybridovy screening (interakce DNA-
protein, protein-protein)



Bunécny cyklus

The Cell Cycle and the Checkpoints

%

QO

resting



unecny cyklus - doopravd
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Drosophila melanogaster

» Studium genetiky a vyvojove biologie

» Mala, snadno se chova, hodné potomstva,
kratky zivotni cyklus

» Jen 4 pary velkych polytennich chromozomd
» Genom osekvenovan

» Velka homologie genu (sekvence lidskych a
mussich genu velmi podobny)

» Wing spot test- chemicka latka v potrave,
inhalacné, akutné, chronicky

» Morgan 1933 Nobelova cena




Caenorhabditis elegans

1998 sekvence znama

Snadno se chova, da se zamrazit, lehce se rozmnozuje
1031 bunék u dospélého samce

19 000 genu

Vyvoj, diferenciace, apoptoza

2002- Nobelova cena - Brenner, Horvitz, Sulston za
apoptozu

2006-Nobelova cena - Fire, Mello - RNAi
2008-Nobelova cena - Chalfie- GFP
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Apoptoza
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RNA interference

» Sekvencne specifické
umlcovani exprese genu
(mRNA nebo i translace)

» Spousti endogenni RNA
(miRNA) i exogenni (siRNA)

» miRNA dulezité ve vyvoji,

apoptoze i patogenezi nadoru

»
RNA has 100 homelogy to mRNA A




Arabidopsis thaliana

» Maly genom
» Snadno roste v laboratori

» ldentifikace genu pro vyvoj rostlin,
studium metabolismu

» 27 000 genu, 35 000 proteinu

» V soucasnosti Agrobacterium tumefaciens
a detergent s DNA - vneseni DNA do
rostliny
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Danio renio

» Toxikologie
» Studie mutaci genu

» Vyvojova biologie, toxikologie, onkologie,
genetika, neurobiologie

» Rychly embryonalni vyvoj
» Regenerace
» 2009 sekvenace



Snadno se rozmnozuji, snadno se chovaji, snadna
manipulace

99% homologie genu s lidskymi
Studium lidskych chorob (APL, AML...)
Studium interakci léku

Studium patogeneze nemoci

Transgenm mysi (nemaji funkcni gen, nebo je
mutovany-patogeneze onemocneéni)

1,838,566 clanku



Imunodeficientni mysi

» Mysi bez funkcniho imunitniho systému
» Skvélé modely na studium

» Vyvojova biologie

» Neurodegenerativni onemocneéni

» Nadorova biologie

» Studium imunity



Primati

» Obrna

» Mozek

» Toxicita

» AIDS

» neurobiologie
» Hodneé kritiky



Proc jsou potreba zvireci modely?

» Jednobunécné modely-skvelé pro preklinicky vyzkum
ALE nedostacujici - bunécné interakce

» Davkovani léku - v organismu jiné mechanismy -
metabolismus, enzymy....

» Clovék - zhruba 200 typU tkani

» Rada vlivi- stravovani, prostfedi, Zivotni styl,
geneticka vybava

» Léky schvalené jen pro urcité rasy - gefitinib pro lécbu
nadoru plic u Asijskych zen, které nikdy nekourili

» Leék jen pro lidi s cernou pleti - BiDil - srdecni selhani



Eticke zasady - koncepce tri ,,R“

» REPLACEMENT - nahrada zvirat v pokusech pokud
dosazeny vysledek je na stejne nebo vyssi urovni
(hlavné vyuka)

» REDUCTION - redukce poctu zvirat vybérem
vhodnych metod, usporadanim experimentu, péeci o
kvalitu zvirat, atd.

» REFINEMENT - snizeni az uplné vylouceni
bolestivych a stresujicich pristupu a
experimentalnich postupu




Proc je to nutné?



Historie thalidomidu

» 1953 Chemie Grunenthal
» 1957 distribuce
» Sedativum, proti ranni nevolnosti u téhotnych

» Anti-angiogenni ucinky
» Nebyl dostatecné otestovan
» Zhruba 10 000 deti takto narozenych

» Néektere z téchto déeti nazivu - tézké zdravotni
problemy pribyvajici s vekem



Obrna jedna z nejhorsich nemoci 20. stoleti
Postihla statisice lidi, hlavné déti

Vyvolava paralyzu a smrt

Landsteiner a Popper prokazali, ze je infekcni
a moznosti prenosu - opice

Salk a Sabin vyrobili vakcinu praci na kuratech
a opicich



Umrti déti

» Studie na ovcich umoznili uzivani steroidu u respiracnich
probleml nedonosenych déti

» Poznatky a lécba SIDS pochazi ze studii na krysach, mysich,
psech a ovcich




Co dnes? Jak se zmenilo testovani
leciv?

6 let preklinika, 8 let testovani
Tkanové kultury

Zvireci modely

Klinické testovani I, Il, Il a IV faze
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» | - bezpecnost

» ll- testovaci protokol
» llI- finalni testovani
>

IV- post-approval studies

» 2004 VIOXX stahnut - zvysené riziko infarktu a mrtvice



Déekuji za pozornost



