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Netechnické zhľnutie projektu podl'a $ 40 Nariadenia vlády SR č. 377l20l2 Z.z.

Názov pŕojektu:
Pľedk]inické testovanie vybľaných indolových derivátov v prevencii ľozvoja neskoľých
diabetických kompl ikáci i

Kl'účové slová v pľojekte: zvierací model diabetu typu l' stľeptozotocín, inhibítoľ
al dó zareduktázy, potkan

a) Ciele projektu vľátane pľedpokladanej ujmy a pľĺnosu, počte a typoch zvíerat.

Podstatou projektu je štúdium moŽnosti faľmakologického vyuŽitia inhibítoľov
aldózaľeduktázy na báze substituovaných l-indoloctových kyselín pľi prevencii a liečbe
diabetických komplikácií. Budú navľhnute, syntetizované a testované nové zlúčeniny
s očakávanou schopnosťou inhibovat' enzým aldózaľeduktázll. Návľh nových štruktúľ nabáze
substituovaných l -indoloctových kyselín, bude spočívat' V počítačovej selekcii vhodných
farmakofóľových ťragmentov 

"potľebných 
pre inteľakciu s inhibičným väzobným miestom

enzýmu. očakávaným prĺnosom pľojektu bude vývoj vysoko účinných látok farmakologicky
vyuŽiteľných v prevencii aliečbe chľonických diabetických komplikácií azápalu, s cieľom
zníŽit' morbiditu a mortalitu diabetikov a zlepšit'kvalitu ich Života.

V časti projektu in vitro sa pouŽije celkom 300 zvieľat (dospelých laboratornych potkanov,
pohlavie nie je kl'účové, kmeňa Wistar). Kontľolné a experimentálne skupiny potkanov v tejto
časti štúdie nebudú vytváľané' Vyššie uvedene počty zvĺeraÍ sa s ohl'adom na poŽadované
štatistické spracovanie stanovili nasledovne: l92zvierat sa pouŽije ako zdľoj očných šošoviek
na izoláciu enzýmu aldózareduktáza a alehydľedukÍáza pre in vitľo postupy; zvyšných l08
zvierut sa pouŽije ako zdľoj eľytrocytov aočných Šošoviek pľe orgánove inkubácie in viĺľo,
Alteľnatívne metódy získania poŽadovaných enzýmových prepaľátov aldozareduktázy ľesp.
al dehydred uktázy s potlŽitím tkanivových kultúr neexi stuj ú.

V časti projektujpv!1p sa pouŽije celkom 300 zvierat (dospelých laboratornych potkanov,
samcov' kmeňa Wistar)' Expeľimentálny diabetes sa navodí i.p' podaním streptozotocínu
[STZ' 30 mg/kg] v tľoch po sebe nasledujúcich dňoch. Kontrolným a diabetickým zvieratám
v liečených skupinách budú po dobu 5, príp. 60 dní (t.j. 6. až 10. deň), resp. 6,-65. deň od
začiatku postupu podávané každý deň testované zlúčeniny sondou do Žalúdka. Na zvieľatách
v dlhodobej in vivo štúdii budú vykonávané behavioľálne testy na štúdium peľiťéľnej
neuropatie - Tail flick, Hot plate a von Fľay Filaments.

Potkany sa podrobia intľaperitoneálnemu podaniu stľeptozotocínu a manipulácii pľi
aplikácii látok počas štúdie. Doba podávania STZ je 3 dni a substancií 5 dní v kľátkodobom
postupe, ľesp. 60_dní pri dlhodobom expeľimente.

Predpokladaná ujma na pouŽitých zvieľatách bude v pľvých troch dňoch pri pouŽití
stľeptozotocínu, v skupinách zvierat tľpiacich diabetom a v diskomforte spôsobenom
fixáciou potkanov pri peroľálnej aplikácii substancií, behaviorálnymi testami. Samotné úkony
však nespôsobujú dlhodobú bolest', utľpenie alebo stres a sú bez potľeby podania analgetík.
Pľe zistenie bezpečnosti a účinnosti testovanej látky s plánovaným vyuŽitím pre človeka
pľĺnos pľojektu výrazne prevyšuje ujmu u experimentálnych potkanov.
Celkovo v postupe budú vykonávané práce na zvieľatách pľi stľednej úľovni krutosti podl'a
klasifi kácie krutosti postupov :

Yáženie zvieľat - slabá
Jednoľázová aplikácia anestetika _ slabá
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Podanie stľeptozotocínu i.p. opakovane tľi dni po sebe - stľedná.
Aplikácia testovanej látky p.o' 5 dní' resp. 60 dnĺ - stredná
odber krvi z očnej žily v čiastočnej anestézii - stľedná
PreŽívanie zvieĺat po indukcii hyperglykémie - stľedná
Jednorazove behavioľálne testy _ slabá/stredná
Systemová ľeakcia na podávanie liečiv - slabá/stľedná

b) Preukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia

Zás ada nahr ade ni a ž ivý c h zv i e r at (ľ e p l ac e m e nt)
Rozhodujúca čast' projektu bude reallzovaná v podmienkach in vitro. Zvieratä budú
poskytovať v tejto etape len orgány na kultivačné metódy. V postupoch in vivo sa bude
testovat' iba obmedzený počet najúčinnejších derivátov zistených z postupov in vitro. Aby sa

zmiernilo utľpenie zvlsrat, pouŽije sa kľátkodobý postup in vivo vcelkovej aĺzte l0 dní'
V pľípade výsledkov, kedy nedôjde k poškodeniu zdravia zvietat, uskutoční sa aj dlhodobý
expeľiment v dlŽke 65 dní' kde sa testuje efekt chľonického liečenia. Nepredpokladá sa

utrpenie potkanov počas jeho ľealizácie. Nutnost' realizácie postupov hodnotiacich účinok
novosyntetlzovaných látok na zvieratách podporuje aj skutočnost', že sa jedná o kompaľatívnu
štúdiu biologickej aktivity viacerých zlúčenín. V medzinárodných databázach DB _ALM
ECVAM (European Center foľ the Validation of Alternative Methods) a NC3Rs Q',Iational
Centľe for the Replacement, ľefinement and Reduction of Animals in Research) sa

nenachádzajú alteľnatívne metódy, ktore by nahľadili pouŽitie experimentálnych zvlerat. Pre
komplexnost'procesov absorpcie, distribúcie a metabolizácie 1iečiv v Živých organizmoch nie
je moŽné v pľojekte nahradit'navrhnutý animálny model alteľnatívnymi metodami'

Zásada obmedzenia počtu zvierat (reduction)
Pľojekt je plánovaný s minimálnym počtom experimentálnych zvierat tak, aby nebol ohrozený
ciel' projektu a bola zabezpečená repľodukovatel'nost' a validita postupu pre fyziologické,
biochemické a morfologické anaIýzy aj ich štatisticke vyhodnoteníe. Zvieratá budú ľovnakého
pohlavia, veku, ľesp. hmotnosti' aby sa zabráni|o vysokemu ľozptylu nameraných hodnôt
atým štatisticky nesignifikantným výsledkom. Z dôvodu šetľenia zvíeraÍ nebudú ľealizované
dlhodobe štúdie (60 dní), ak sa zistí v prvotnom krátkodobom experimente (10 dní)
nepriaznivý vplyv podaných testovaných látok na zvlerutá.

Zásada zi emnenia (refinement)
ZvleraÍá budú po pľivezení z chovného zariadenia v kaľantene po dobu 7 dní a budú
umiestnené po dvoch v dostatočne vel'kých vaniciach (rozmeľy 53x32xl9 cm' plocha l670
c^21 ,astanoveneho svetelného, tepelneho a kŕmneho ľeŽimu. Budú v kontakte len so
školenými pľacovníkmi zverinca' Potkany v priebehu postupu preŽívajú len stľes pri aplikácii
látok a manipulácii s nimi. Bude sa minimalizovať šetrným zaobchádzaním a obohatením
pľostľedia klietky predmetmi na hľu i ohĺyzovanie. Pľi injekčnej aplikácii STZ sa stľes
zmieĺni pouŽívanĺm tenkých jednorazových ihiel, šetmým a ohľaduplným zaobchádzaním so
zvleratami. V prípade náhleho zhoľšenia zdľavotného stavu jedincov charakteňzovaných v
tabul'ke humane endpoints budú humánne usmrtené. ošetľovatelia budú kontrolovat'v pľvých
dvoch dňoch po aplikácii STZ zvieraÍá 3-kľát denne a v nasledujúcich dňoch 2-krát denne.
o humánnom usmrtení bude rozhodovat' veterináľny lekáľ na základe informácií od
zodpovedných osôb za projekt. Eutanázia sa vykoná bezbolestne v hlbokej celkovej anestézii
predávkovaním anestetík.

Pľojektbudepodliehat'opätovnémuschval'ovaniu: nie
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