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Vyznam pokusnych zvirat

 Fyziologie ZivocCichu

» Patofyziologie nemoci

 Vyvoj l€Civ a IéCebnych postupu

« Ovérovani bezpecnosti latek, biokompatibility materiald
» Nacvik chirurgickych postup

Translacni vyzkum
Vyznam i pro veterinarni lékafstvi (modelovy X cilovy organismus)

Experiment X pozorovani
Objev inzulinu (1920, 1921)

- Frederick Banting, Charles Best, John James Richard Macleod
1. IéCeny diabetik: Leonard Thompson 1922



Nejvyznamnejsi druhy laboratornich zvirat

MysS — nejpouzivanéjsi, farmakologie, genetika savcu, virologie, modely
lidskych nemoci (mnozstvi mutantnich kmenu, transgennich a knock-out
linii)

Potkan — vyzkum ucCeni, paméti a chovani, modely diabetu, onemocnéni ledvin

apod.

Kralik —sérologie, kvantitativni stanoveni inzulinu, stanoveni pyrogenu, testovani
drazdivych ucinkul latek na rohovku

Kocka — vyzkum CNS a respiracniho systému

Pes — napfr. beagle, uziti v elektrofyziologii, neurofyziologii, farmakologii
Morcée — mikrobiologie a sérologie, fyziologie sluchu

Krecek - genetika

Prase - nacvik chirurgickych technik, do¢asné kryti popalenin praseci kazi

Primati — makak, pavian, Simpanz — pouziti v neurologii, virologii, vyzkumu
chovani, k pouziti nutna vyjimka



Nejvyznamnejsi druhy laboratornich zvirat

Zaba — (drapatka vodni) fyziologie krevniho ob&hu, elektrofyziologie
Ryby - Danio rerio

Mékkysi

Hmyz - Drosophila melanogaster, genetika

Hlistice - Caenorhabditis elegans



Genetika laboratornich zvirat

1. Isogenni = geneticky definované kmeny
(isogenicita = geneticka totoZnost vSech jedincu)

2. Neisogenni = geneticky nedefinované kmeny

3. Kmeny geneticky Castecné definovaneé



Isogenni kmeny

Inbredni kmeny

Vznik pribuzenskou plemenitbou po vice nez 20 generaci (bratr + sestra nebo
potomek + jeden z rodicu)

Homozygotnost vice nez 98 % (Stupen homozygotnosti je udavan
koeficientem inbreedingu.)

Vlastnosti: isogenicita, fenotypova uniformita (nizka variabilita reaktivity),
obvykle nizka fertilita, nachylnost k nemocem

Vyhody uziti v experimentu: homogenni soubor, staCi mensi pocet jedincu
Nevyhody uziti v experimentu: riziko, ze zjisténé skutecnosti jsou kmenové
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Koizogenni kmeny (mutantni kmeny)

od puvodniho kmene se liSi jen v jednom genu, ve kterém doslo k mutaci

Kongenni kmeny
- kmeny vzniklé kfizenim dvou kmenuU a naslednym zpétnym kfizenim

(minimalné 10, selekce sledovaného znaku)

- vyskyt specifickych gent jednoho kmene na pozadi kmene druhého



Isogenni kmeny

Rekombinantné-inbredni kmeny
- zkfizeni dvou kmenu, z hybridl jsou pak vytvoreny nové linie, které jsou dale
kfizeny bratr x sestra, vznikne novy inbredni kmen

Rekombinantné-kongenni kmeny
- zkfizeni dvou kmenU, nasledné 3 zpétna kfizeni k jednomu z rodi¢ovskych
kmenU a pak inbredizace kfizenim bratr x sestra (alespon 14krat)

Konsomické kmeny

- na pozadi jednoho kmene prfenesen zpétnym krizenim cely chromosom kmene
druhého (podobné, jako jednotlivé geny u kongennich kmenu), obtizny proces



Neisogenni kmeny

Outbredni linie

- geneticky heterogenni populace, nedochazi vsak ke kfizeni s jedinci jinych
linii, v ramci populace se vyhybame pribuzenskému kfizeni tak, aby

- Vlastnosti: urcita fenotypova variabilita (vySSi variabilita reaktivity), vysSi
fertilita a odolnost vi¢i nemocem

- Vyhody uziti v experimentu: levnéjsi a snazsi produkce, obecnégji platnée
nalezy

- Nevyhody uziti v experimentu: méné homogenni soubor, nutnost pouziti
vétsiho poctu jedincu

Geneticky heterogenni linie

- vznikaji zkfizenim nékolika inbrednich kmenud a naslednym chovem jako v
outbredni populaci

Outbredni selektované linie
- v outbredni populaci je selektovan urcity fenotypovy znak



Zvireci modely onemocnéni

Spontanni mutace X geneticky modifikované organismy

Mutantni zvirata
Transgenni zvirata
Knock-in

Knock-out (knock-down)

Podminéni mutanti
Lokalni transfekce

Modely na jiném nez genetickém podkladé



Gnotobiologie laboratornich zvirat

Zvirata konvencni
- nedefinovana mikroflora
- otevieny chov za dodrzeni zakladnich hygienickych podminek

SPF zvirata = specified pathogen free
- mikroflora zvirat prokazatelné neobsahuje specifické patogeny.
- bariérovy chov

Gnotobioticka zvirata
- izolatorovy chov
1. Axenicka zvirata = germ free
- bez pfitomnosti jakychkoliv mikrobu

- mladata vybavena sterilni hysterektomii nebo hysterotomii do strerilniho
prostredi izolatoru

2. Asociovana zvirata

- vytvorena z axenickych zvirat jejich umélym osidlenim jednim nebo vice
druhy mikroorganismu

- monoxenicka, dixenicka, polyxenicka
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Systémy chovu laboratornich zvirat

Otevieny
- vstup zvirat, osob a materialu je volny, bez bariéry

Bariérovy

- zvirata oddelena od vnejSiho prostredi bariérou, nejsou oddélena od
Cloveka (sterilizace potravy, vody, steliva, dokonala osobni hygiena
personalu, vstup hygienickou smycCkou)

Izolatorovy

- zvirata uzavrena v izolatoru, ktery je oddéluje od vnejSiho prostredi i
od Clovéka
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Schéma bariérového chovu
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RUKAVICE PRO
MANIPULACI
SE ZVIRETEM

Schéma izolatoru
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Zasady prace s pokusnymi zviraty

3 R: REPLACEMENT
REDUCTION
REFINEMENT

Welfare, standardizace podminek chovu

Chov zvirat za ucCelem pokusného vyuziti

14



Alternativni testy

* Musi projit validaénim fizenim, které zajiStuje organizace ICCVAM
(Interagency Coordinating Committee on the validation of alternative
methods). Kazda nova alternativni metoda je revidovana panelem
odborniku z celého svéta, ktefi nejsou na vysledku revize finanéné
zainteresovani. Po urCitou dobu mohou byt pouzivany obé metody — stara i
nova.

* Dle ECVAM (European Centre for the Validation of alternative methods)
v souCasnosti uznavano 21 védecky ovérenych alternativhich metod
(zejména testovani fototoxicity, kozni drazdivosti, embryotoxicity,

pyrogenity).
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In vitro metody

Bunécné a tkanové kultury

- rostlinné, zivocCisné, lidské buriky péstované v laboratofi

Priklady:

Neutral Red assay — k bb. kulturam se pfida testovaci latka s kontrastni
barvou, ktera je vychytavana pouze Zivymi bufikami

HelLa bunky — nesmrtelna linie rakovinnych bunék ziskana v r. 1951 z cervixu
pacientky Henrietty Lacksoveé. Onkologicky vyzkum.

3T3 NRU phototoxicity test — k bunéCnym koloniim pfidana testovana latka
v riznych koncentracich, nasledné aplikovano UV zareni

EYETEX screen test - proteinovy roztok ziskany z fazoli — nahrada DRAIZE
testu drazdivosti na oko. Chemické poskozeni: zkaleni roztoku

Mikroorganismy

Priklad:

- Amesuyv test - test mutagenity; na agar se Salmonella typhimurium
s defektnim genem pro syntézu histidinu pfidana testovana latka. Je-li
mutagenni, dojde k reverzni mutaci a syntéze histidinu — bakterie preziji
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Pocitacové a matematické modely (in silico metody)

- zobecnAujici modely, kvalita predikce zavisla na kvalité viozenych udaju

- P¥i pfipravé modelu nahrazujicim praci se zviretem je treba uzit velkého
mnozstvi zvirat pro dostateCné mnozstvi dat pro simulaci. Ziskany odhad musi
byt ovéren pokusem.

Testy na nizSich zivoCiSich nebo nizsSich vyvojovych stadiich

- Kureci embryo — nahrada DRAIZE testu; obaly zarodku prokrveny, ale bez
inervace

- Niténky — testovani LD50

- Vaji¢ka drapatky vodni — testovani mortality, malformaci, inhibice rustu

Alternativni metody s pouzitim zvirat

- Zméneéeno testovani toxicity xenobiotik: redukce poctu zvirat, neCeka se na
uhyn (Spatny stav dostateCnym projevem toxicity)

- O¢ni drazdivost — netestuje se, je-li latka drazdiva pro kdzi, nebo je-li latka
silné kysela/zasadita
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