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Nazov projektu:
Analyza expresie gangliozidov v mozgovom tkanive a plazme mySacieho modelu pre diabetes
KPadové slova v projekte (max 5 slov): gangliozidy, diabetes mellitus, hmotnostna spektrometria

Ugel projektu: Zakladny vyskum

Podrobny tcel postupu:

Diabetes 2. typu (D2T) patri medzi ochorenia, u ktorych sa prevalencia zvySuje umerne
s narastajucim vekom pacientov. D2T, tzv. nezavisly na inzuline (inzulin independentny), vznika
predovsetkym medzi vekovo star§imi a je asociovany so zvySenym rizikom vzniku Ach. Diabetes
mozno charakterizovat’ ako komplexni metabolickii poruchu spojent s hyperglykémiou,
retinopatiou, nefropatiou, neuropatiou a kardiovaskuldrnymi ochoreniami. D2T je charakterizovany
inzulinovou rezistenciou, hyperinzulinémiou, a poruchou signalnej drahy sprostredkovanej
inzulinom. Vplyv diabetu na CNS, najméi v spojitosti s kognitivnou dysfunkciou, nebol zatial
dostato¢ne popisany. Epidemiologické Stadie ukazali, Ze ku kognitivnemu poskodeniu u pacientov
s D2T dochéadza predovsetkym v ddsledku zlyhania utilizacie gluk6zy neurénmi a tym k zniZenej
produkeii energie. Medzi poruchy CNS suvisiace s D2T patria mozgové prihody, zmeny Struktury,
funkcie hematoencefalickej bariéry (HEB) a zmeny transportnych funkcii mikrovaskulatiiry mozgu.
Pre D2T su charakteristické pritomnost’ a navodenie inzulinovej rezistencie, indukcia neurozapalu a
oxidaéného stresu, porusenie signalizaéného mechanizmu glykogén syntazy kindzy (GSK3p),
dysregulacia aktivity acetylcholinesterazy.

Lipidy zohravajii v procese starnutia a neurodegeneracie ddleziti ulohu. Kvoli technologickej
naro€nosti lipidomickej analyzy bol ich vyskum dlho zanedbavany atloha mnohych lipidov
v organizme ostéva nejasnd. Nové analytické pristupy v si¢asnosti otvaraju moznosti objasnenia ich
ulohy v patofyzioldgii ochoreni aich pouzitie v diagnostike a prevencii. V tomto projekte
sustredime svoju pozornost’ na $pecifickl triedu lipidov — gangliozidy. Lipidy boli dlhi dobu
povazované najmé za Strukturdlne jednotky biologickych membran a molekuly, ktoré slizia na
uskladnenie energie. Dnes uZ je zname, Ze okrem tychto funkcii su aj d6lezitymi signalnymi
molekulami a priamo sa za¢astfiuji na regulaénych procesoch buniek. Vdaka pokrokom
v analytickych technoldégidch sa v sulasnosti lipidomika dostdva stale viac do popredia
biomedicinskeho vyskumu. Zpomedzi vsetkych organov l'udského tela je prave mozog najbohatsi
na rdzne triedy lipidov, hoci ich biologicky vyznam je &iastoéne objasneny. Preto skiimanie zmien
produkcie lipidov v mozgu patri dnes medzi aktudlne témy. V tomto projekte cielime nagu
pozornost’ na Specificku triedu lipidov — gangliozidy — a ich potencidlne vyuzZitie ako biomarkerov
pre metabolické poruchy ako diabetes mellitus. Tieto kyslé glykosfingolipidy sa podielaju na
viacerych fyziologickych funkciach ako rast, diferenciacia a vzajomné rozpoznavanie buniek.

Zvieratd v predkladanom projekte budu pouzité na lipidomicki analyzu expresie gangiozidov
v mozgovom tkanive a plazme animédlneho modelu pre diabetes. Zvierata budi uvedené do hlbokej
anestézie, perfundované pomocou fosfatového pufru s heparinom a humanne usmrtené pomocou
dekapitacie. Néasledne im bude odobraté mozgové tkanivo, peeil a plazma. Tkaniva a plazma budd
pouZité na kvalitativnu a kvantitativnu analyzu réznych podtried gangliozidov. Zmrazené mozgové
tkanivo bude pouzité pre MALDI-imaging analyzu gangliozidov. Mozgové tkaniva budi zéaroven
zachované pre verifikaénli immunohistochemicku analyzu.
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Opodstatnenost’ pokusu a pouZitie zvierat v pokuse

Cielfom projektu bude kvalitativna a kvantitativna analyza expresie gangliozidov ako novych
biomarkerov pre metabolické ochorenia. Pre stanovenie produkcie lipidov pouzijeme moderné
experimentdlne met6dy: kvapalinovi chromatografiu, immunohistochemickd analyzu a MALDI-
imaging. Pre experimenty pouZijeme animdlny model pre diabetes B6.Cg-Lepob/J. Pokusy su
navthnuté v siulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztfahuju na pricu s
laboratérnymi zvieratami.

Druhy a pocty pouZitych zvierat v pokuse:

Celkovo bude pouZitych 20 mysi (samcov vo veku 14-16 tyzdiiov): 10 mysi B6.Cg-Lep®/J a 10
kontrolnych zvierat.

Stanoveny poc€et zvierat je minimalizovany v ¢o najvy$Sej moZnej miere a zaroveti zabezpedujuci
Statisticki relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramei vykonavania projektu:

Zvieratd budd uvedené do hlbokej anestézie a po transkardidlnej perfuzii im bude odobraté
mozgové tkanivo, peceri a plazma.

Manipuldcia so zvieratami:

Charakteristika postupu | Vplyv na zviera Zaradenie podl’a
krutosti
Kritkodoba fixacia Standardnd metéda. Kratkodoby mierny stres | slaba
a intraperitonealna spésobeny manipulaciou a obmedzenim
injekcia anestetik pohybu. Bolest’ slaba. Trvanie 30 sekund.
Transkardidlna perfizia | Standardni metoda. Zviera sa v celkovej stredna
anestézii transkardidlne perfunduje
Standardnym roztokom s naslednym odberom
vzoriek
Celkové hodnotenie krutosti $tidie stredna

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie: Pri manipulécii so zvieratami sa budt dodrziavat interné Standardné pracovné postupy.
So zvieratami sa bude zaobchadzat’ humanne a nebude sa im vyvijat prebytoény stres. Zvierata sd
chované v podmienkach vyhovujicich ich fyziologickym a socidlnym potrebam. Starostlivost o
zvieratd zabezpeuji osoby, na ktoré si zvierata zvykli. Vo zverinci je denne kontrolovany a
monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat.

Zdravotny stav kazdého zvierata bude hodnoteny pri kazdom pozorovani na ziklade hlavnych
Styroch znakov:*letargie (lethargy), hrbenia (hunching), najezenej srsti (piloerection), straty vihy
>15 % ocakédvanej hmotnosti (weight loss). Hodnotenie jednotlivych znakov je uvedeny v tabulke
human end point.

Pri prejavoch zmien zdravotného stavu veterindrny lekdr upovedomi veduceho experimentu o
pripadnej potrebe vyradit’ zviera z experimentu a pristupit’ k humdnnemu usmrteniu zvierata.
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Redukcia: V navrhovanom experimente budeme vyuzivat' zvieratd zakupené Velaz, s. r. o.
Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvysSej moznej miere a zaroveii zabezpedujuci
Statisticku relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie: Vzhl'adom na komplexnost dejov odohravajicich sa v P'udskom mozgu, stiasna
urovetl vedeckého poznania neumoZiuje nahradit’ poznatky ziskané zo Zivého mozgového tkaniva
animalnych modelov za poznatky, ktoré pochadzajii z in vitro experimentov. Pokusy st navrhnuté
v stlade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuju na pracu s laboratérnymi
zvieratami.

Zasada nahraditel’'nosti zvierat

Pre hPadanie alternativnej metddy sme pouzili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli Ziadnu alternativnu
metdédu, ktord by sme mohli pouZit' vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach. Zvierata nebudu vystavené opdtovnému pouZitiu ani kumulativnemu u&inku.

Utrpenie versus prinos

Zvierata v danom experimente nebudi vystavené utrpeniu, vietky odbery tkaniv sa uskuto¢nia
v hilbokej anestézii. Vysledky ziskané z planovaného experimentu moéZu vyznamne napomdct
pochopeniu patologickych procesov v CNS.

Zaciatok pokusu je planovany na 17.2. 2020 a bude sa realizovat’ do 17.4. 2020.

Zvieratd nebudi vystavené opdtovnému pouZitiu.

Projekt nevyZaduje spétné postidenie (podl’a Nariadenia vlady SR ¢&. 377/2012 Z.z.).



