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Netechnické zhrnutie projektu podl’a § 40 Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.

Nazov projektu:
Predklinické testovanie vybranych indolovych derivatov v prevencii rozvoja neskorych
diabetickych komplikacii

KPiacové slova v projekte: zvieraci model diabetu typu 1, streptozotocin, inhibitor
aldézareduktazy, potkan

a) Ciele projektu vratane predpokladanej ujmy a prinosu, pocte a typoch zvierat.

Podstatou projektu je S$tadium moZnosti farmakologického vyuZitia inhibitorov
aldozareduktazy na baze substituovanych 1-indoloctovych kyselin pri prevencii a liecbe
diabetickych komplikécii. Budi navrhnuté, syntetizované a testované nové zluCeniny
s ocakdvanou schopnost'ou inhibovat’ enzym aldézareduktazu. Navrh novych $truktur na baze
substituovanych 1-indoloctovych kyselin, bude spocivat’ v pocitacovej selekcii vhodnych
farmakoférovych fragmentov potrebnych pre interakciu s inhibi€énym vézobnym miestom
enzymu. O¢akavanym prinosom projektu bude vyvoj vysoko uéinnych latok farmakologicky
vyuzitelnych v prevencii a lie€be chronickych diabetickych komplikacii a zapalu, s cielom
znizit" morbiditu a mortalitu diabetikov a zlepsit kvalitu ich Zivota.

V Casti projektu in vitro sa pouZije celkom 300 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov,
pohlavie nie je kI'icové, kmenia Wistar). Kontrolné a experimentalne skupiny potkanov v tejto
Casti $tudie nebudd vytvarané. Vyssie uvedené podty zvierat sa s ohl'adom na pozadované
Statistické spracovanie stanovili nasledovne: 192 zvierat sa pouzije ako zdroj o¢nych SoSoviek
na izolaciu enzymu aldozareduktaza a alehydreduktdza pre in vitro postupy; zvy$nych 108
zvierat sa pouzije ako zdroj erytrocytov a oénych $oSoviek pre organové inkubécie in vitro,
Alternativne metody ziskania poZadovanych enzymovych preparatov aldézareduktazy resp.
aldehydreduktazy s pouzitim tkanivovych kultur neexistuju.

V (asti projektu_in vivo sa pouZije celkom 300 zvierat (dospelych laboratérnych potkanov,
samcov, kmena Wistar). Experimentalny diabetes sa navodi i.p. podanim streptozotocinu
[STZ, 30 mg/kg] v troch po sebe nasledujucich diioch. Kontrolnym a diabetickym zvieratim
v lieenych skupinach budu po dobu 5, prip. 60 dni (t,j. 6. az 10. defi), resp. 6.-65. defi od
zaCiatku postupu podavané kazdy dei testované zluleniny sondou do Zalidka. Na zvieratach
v dlhodobej in vivo S$tudii budu vykondvané behaviordlne testy na $tadium periférne;
neuropatie — Tail flick, Hot plate a von Fray Filaments.

Potkany sa podrobia intraperitonedlnemu podaniu streptozotocinu a manipulacii pri
aplikacii latok pocas studie. Doba podavania STZ je 3 dni a substancii 5 dni v kratkodobom
postupe, resp. 60-dni pri dlhodobom experimente.

Predpokladand ujma na pouzitych zvieratach bude v prvych troch diloch pri pouziti
streptozotocinu, v skupindch zvierat trpiacich diabetom a v diskomforte sp6sobenom
fixaciou potkanov pri peroralnej aplikacii substancii, behaviordlnymi testami. Samotné kony
vSak nespdsobuju dlhodobu bolest’, utrpenie alebo stres a st bez potreby podania analgetik.
Pre zistenie bezpenosti a u€innosti testovanej latky s pldnovanym vyuzitim pre ¢loveka
prinos projektu vyrazne prevySuje ujmu u experimentalnych potkanov.

Celkovo v postupe budu vykondvané prace na zvieratach pri strednej urovni krutosti podla
klasifikacie krutosti postupov:

VaZenie zvierat — slaba
Jednorazova aplikacia anestetika — slaba
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Podanie streptozotocinu i.p. opakovane tri dni po sebe - stredna.
Aplikacia testovanej latky p.o. S dni, resp. 60 dni - stredna
Odber krvi z o¢nej zily v ¢iasto€nej anestézii — stredna
Prezivanie zvierat po indukcii hyperglykémie — stredna
Jednorazové behavioralne testy — slabd/strednd

Systémova reakcia na podavanie lie¢iv — slaba/stredna

b) Preukdzanie siladu s poziadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Zdsada nahradenia Zivych zvierat (replacement)

Rozhodujiica &ast’ projektu bude realizovand v podmienkach in vitro. Zvieratd budu
poskytovat’ v tejto etape len organy na kultivaéné metody. V postupoch in vivo sa bude
testovat’ iba obmedzeny podet najuéinnejsich derivatov zistenych z postupov in vitro. Aby sa
zmiernilo utrpenie zvierat, pouZije sa kratkodoby postup in vivo v celkovej dizke 10 dni.
V pripade vysledkov, kedy neddjde k poskodeniu zdravia zvierat, uskuto¢ni sa aj dlhodoby
experiment v dizke 65 dni, kde sa testuje efekt chronického lieenia. Nepredpoklada sa
utrpenie potkanov pocas jeho realizacie. Nutnost' realizdcie postupov hodnotiacich G¢inok
novosyntetizovanych latok na zvieratach podporuje aj skutoénost’, Ze sa jedna o komparativnu
$tadiu biologickej aktivity viacerych zliCenin. V medzinarodnych databazach DB -ALM
ECVAM (European Center for the Validation of Alternative Methods) a NC3Rs (National
Centre for the Replacement, refinement and Reduction of Animals in Research) sa
nenachadzaju alternativne metody, ktoré by nahradili pouzitie experimentélnych zvierat. Pre
komplexnost’ procesov absorpcie, distribucie a metabolizacie lie¢iv v Zivych organizmoch nie
je moZné v projekte nahradit’ navrhnuty animalny model alternativnymi metédami.

Zasada obmedzenia poctu zvierat (reduction)

Projekt je planovany s minimalnym po¢tom experimentalnych zvierat tak, aby nebol ohrozeny
ciel' projektu abola zabezpetena reprodukovatelnost’ a validita postupu pre fyziologické,
biochemické a morfologické analyzy aj ich $tatistické vyhodnotenie. Zvierata budu rovnakého
pohlavia, veku, resp. hmotnosti, aby sa zabranilo vysokému rozptylu nameranych hodnot
a tym $tatisticky nesignifikantnym vysledkom. Z dévodu Setrenia zvierat nebudi realizované
dlhodobé studie (60 dni), ak sa zisti v prvotnom kratkodobom experimente (10 dni)
nepriaznivy vplyv podanych testovanych latok na zvierata.

Zasada zjemnenia (refinement)

Zvierata budu po privezeni zchovného zariadenia v karanténe po dobu 7 dni a budu
umiestnené po dvoch v dostatoéne velkych vaniciach (rozmery 53x32x19 cm, plocha 1670
cm2) za stanoveného svetelného, tepelného a kfmneho rezimu. Budu v kontakte len so
Skolenymi pracovnikmi zverinca. Potkany v priebehu postupu prezivaju len stres pri aplikacii
latok a manipulacii s nimi. Bude sa minimalizovat' $etrnym zaobchadzanim a obohatenim
prostredia klietky predmetmi na hru iohryzovanie. Pri injekénej aplikacii STZ sa stres
zmierni pouZivanim tenkych jednorazovych ihiel, Setrnym a ohPaduplnym zaobchddzanim so
zvieratami. V pripade nahleho zhorSenia zdravotného stavu jedincov charakterizovanych v
tabul’ke humane endpoints budi humanne usmrtené. OSetrovatelia budu kontrolovat’ v prvych
dvoch ditoch po aplikacii STZ zvierata 3-krat denne a v nasledujucich dnoch 2-krat denne.
O huménnom usmrteni bude rozhodovat’ veterinarny lekar na zadklade informacii od
zodpovednych osdb za projekt. Eutandzia sa vykona bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii
predavkovanim anestetik.

Projekt bude podliehat’ opidtovnému schval’ovaniu: nie
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