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Polymerni mikroc¢astice chelatujici Zelezo.
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Kli€ova slova - maximdiné 5 Hemochromatdza, polymerni mikro¢éstice, Zelezo.
_Utel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka
. zakladni vwkum

| Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, uginnosti a nezavadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkﬁ

ochrana prirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovéni druhti

vy38i vzdélavani nebo odborna pliprava

trestni Fizeni a jiné soudni fizeni

_Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké nezndmé nebo védecke ¢i klinické potreby) g
Hemochromatéza j je dédi¢né onemocnéni charakterizované pato!oglckym hromadénim Zeleza v parenchymaimch
organech. Miize byt zpiisobena mutaci libovolného genu fidiciho vstup Zeleza do krevniho ob&hu. Omezeni ptijmu Zeleza
by bylo nejoptimélngjsim zpisobem lécby hemochromatézy. Mechanismus pijmu Zeleza je viak komplexni diky
pfitomnosti tfi riznych forem Zeleza v potravé (dvojmocné, trojmocné, hemové vazané) lisicich se mechanismem p¥ijmu.
Soucasna 1é¢ba je pfedevdim invazivni (flebotomie) a nese s sebou fadu nezadoucich uéinkd.. Cilem piedkladaného
projektu je vyvoj novych polymernich terapeutik pro lé€bu patologické akumulace Zeleza v organismu jako je dédi¢na
hemochromatéza. Novym pfistupem projektu je inhibice pfijmu Zeleza perordlng poddvanymi polymery s nékolika
riznymi vzajemné synergickymi mechanismy u¢inku jako princip terapie hemochromatozy. Na laboratornich zvitatech
budou testovany tfi polymerni latky (tanin-proteinové komplexy, makroporézni polymerni ¢astice s isonitrilovymi
skupinami a hyperbranched polymery s isothiouroniovymi skupinami) jako potencialni lé¢iva.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaiem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z né&j ¢loveék ¢&i zvitata mohli mit)

Jelikoz je zakladem soucasné terapie hemochromatézy invazivni flebotomie, navrhované polymerni latky by mély
predeviim umoznit Setrnéjsi a pristupné&jsi 1é¢bu hemochromatézy. Polymerni systémy by se podéavaly peroralng a nemély
by byt vstfebatelné ze zaZivaciho traktu, ale pln€ vylouceny stolici po komplexaci Zeleza. Tim se lze vyhnout pfipadnym
nezadoucim systémovym u¢inkiim, které predstavuji zasadni problém mnoha sou¢asnych 1é¢iv. Navic by komplexace
Zeleza méla byt zaméfena na vice jeho forem, které se nachdzeji v potravé.

Druhy a pFiblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

Na experimenty budou pouzity mysi kmene ICR (32 ks, samice, vék cca 8 tydnii), potkany kmene Wistar (66 ks, samice, |
vék cca 8 tydnd), 18 ks HFE-knockout mysi (model HFE2™!Ne2 samice, cca 8 tydni staré). Celkové bude pouzito
maximalng 116 ks zvitat.

Jaké jsou o&ekavané nezddouci uinky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvitaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

JelikoZ by polymerni systémy mély byt po peroralni aplikaci nevstiebatelné a vylou¢itelné stolici, nejsou oéekavané
systémové nezadouci u¢inky. Polymerni latky by mély fungovat pouze lokalné na sliznici tenkého stfeva a jejich chovani
v misté piisobeni by nemélo ovliviiovat spravnou funkei traviciho procesu. Navic je jeden polymerni systém zaloZen na
taninové kyseling, coZ je pfirozené se vyskytujici biopolymer (napf. v kavé ¢i &aji). Kromé i.v. aplikaci, aplikaci
gastrickou sondou a odbérfl krve z retroorbitélniho plexu nejsou ple’movény 2édné dalsi zékroky Jedna seo postupy,
pravidelné vazeni jejich hmotnosti a sledovan{ ceikoveho zdravotniho stavu. Proto se zdvaZznost pokusi hodnoti jako
mirna. Po ukon&eni pokusu budou viechna zvitata usmrcena predavkovanim ketamin-xylazinového anestetika. V piipadné
jakékoliv necekané zmény a/nebo zhorSeni stavu zvifete bude pokus pred¢asné ukoncen.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvitat: Uved'te, proc je nutné pouzit zvitata a pro¢ nemohou byt vyuZitylﬁliEfﬁé'ti'ﬁmﬂéiﬂ pouziti
zvirat.

Biodistribuci, nevstfebatelnost a terapeuticky u¢inek polymernich systému je nutné otestovat ptimo na Zivém biologickém
modelu za in vivo podminek, jelikoZ je potfebné zohlednit vedkeré biologické faktory. Tento typ studie neni mozné
realizovat jinak, nez s pouZzitim laboratornich zvifat a v sou¢asné dobé neexistuje zadny alternativni systém ¢i model,
kterym by bylo mozné laboratorni zvifata nahradit. Tato skute¢nost byla také ovéfena v databazi validovanych
alternativnich metod schvalenych a ptijatych Evropskou spole¢nosti pro alternativni metody (European Centre for the
Validation of Alternative Methods (ECVAM).

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak Ize zajistit pouziti co nejmensiho pottu zviFat.

Pocet zvifat na skupinu byl zvolen jako minimalni pro dosaZeni statisticky signifikantnich vysledkd. K statistickému
vyhodnoceni vysledkil bude pouzita zejména analyza rozptylu ANOVA, kterd umoZziiuje porovnavani vice nez dvou
vzorki. Obvykle se u biologickych testovani pouZiva pocet testovanych vozrkd n = 6, coz je potet nutny k dosazeni
relevantnf statistické vyznamnosti vysledkt. Proto je u viech pokusech stanoven pravé tento podet laboratornich zvitat
Jjako minimélni. Co se ty€e sdileni zvifat s jinym pracovi$tém, tento postup v navrhovaném projektu neni moZny, jelikoz




se jednd o nové testované latky, u kterych neni zatim znamy zadny ucinek na organizmus, resp. na jeho organy. Mohlo by
tak dojit k vzajemnému ovlivnéni vysledk.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v piipadé tohoto zvifeciho modelu jednd o nejietrn&;si
pouziti z hlediska v&deckych cild.
Vysvétlete obecna opatieni, kterd budou pfijata za u¢elem snizeni (jmy zpisobené zvifatlim na minimum.

Bé&hem celého trvani pokusi bude se zvifaty manipulovano tak, aby se co nejvic minimalizovala pfipadna bolest a strach a
pokus bude veden osobou kvalifikovanou v praci s pokusnymi zvifaty. Zarover se neplanuje zadny zékrok, ktery by si
vyzadoval pouziti pfipravkl na znecitlivéni ¢i analgetik. B&hem pokusii budou zvifata denné sledovéna a v pfipadné
jakékoliv ne¢ekané zmény a/nebo zhordeni stavu zvifete bude pokus pfedéasné ukoncen. Pro pokusy byly zvoleny my3i
kmene ICR a potkany kmene Wistar. Jedna se o cenové dostupné kmeny b&zné€ pouzivané v biodistribuénich,
toxikologickych ¢&i terapeutickych studiich novych testovanych ptipravkid. Pro nejslibngjsi polymerni systém bude jeho
terapeuticky udinek ovéfen na knock-outovych mysich HFE2™!N# které jsou modelem lidské hemochromatézy. Uginek
navrhovaného léku se tak otestuje i pfimo na dané nemoci.




