NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Prenatalni faktory ovliviiujici rozvoj plicni hypertenze v dospélosti - studie na potkanech

Doba trvani projektu pokust v mésicich 26

Klicova slova plicni cirkulace
plicni hypertenze hyperglykémie
perinatalni obdobi streptozotocin

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Kardiovaskularni krevni a lymfaticky systém [PB2]

Zakladni vyzkum: Dychaci soustava [PB4]

0

0

Cile projektu pokusut

Patogenni vlivy plsobici na jedince v perinatalnim stadiu mohou zanechavat trvalé nasledky az do dospélosti. Diabetes mellitus
(cukrovka, hyperglykémie) matky zvySuje riziko rozvoje diabetu u jejich potomku. Data z nasSich pfedchozich pokust navic
naznacuji, Ze diabetes matky také negativné ovliviiuje plicni cirkulaci u dospélych potomkl a Ze tyto vlivy jsou pohlavné specifické.
Rozsah a mechanismy vlivu cukrovky matky (a potazmo také hyperglykémie matky béhem laktace) na rlizné organy potomku vSak
nejsou znamy. V nasem projektu proto chceme sledovat dlouhodobé hemodynamické a metabolické dusledky intrauterinniho
pusobeni experimentalniho diabetu matky na jeji potomky (plicni hypertenze, ovlivnéni slinivky, kosterni svaloviny, tukové tkané a
makrofagu, zanétlivé reakce, oxidaéni stres). Ziskana data budou vyhodnocovana z pohledu fyziologie, proteomiky a histologie.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Diabetes mellitus (cukrovka) v téhotenstvi je ¢astou a vyznamnou komplikaci jak pro matku, tak pro plod a posléze novorozence. V
posledni dobé se ukazuje, Ze i po zvladnuti pfipadnych novorozeneckych problému si déti diabetickych matek mohou odnaset do
dospélého Zivota zvySené riziko riznych chorob, poc¢inaje cukrovkou samotnou. Tato studie se zaméfuje na matefsky diabetes jako
mozny rizikovy faktor jiné vazné choroby, plicni hypertenze, a to v€etné pohlavnich rozdild. Porozuméni tomuto riziku a jeho
mechanismum je pfedpokladem budoucich intervenci, jak preventivnich, tak terapeutickych.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

U 1. generace potkan(l (pokusna a kontrolni skupina samic) bude ve véku 5 dni provedena jednorazova injekéni (subkutanni)
aplikace bud streptozotocinu (pokusna skupina), &i citratového pufru (kontrolni skupina). Ve véku 11 tydnd bude samicim z obou
skupin stanovena glykémie za pouziti oralniho glukézového toleranéniho testu (OGTT): samice budou ponechany 6 hodin na la¢no,
poté jim bude gavazi do jicnu aplikovan roztok glukdzy. Pro stanoveni hladiny glukézy pak bude kazdé samici odebrana 4x kapka
krve ze Spicky ocasu.

V§em jedincim 2. generace bude dva dny pfed kone€nym méfenim rovnéz proveden OGTT (aplikace roztoku glukézy gavazi na
lacno, odebrani 4 kapek krve ze Spicky ocasu). Vlastni invazivni fyziologické méreni a odbér organt pro dalSi zpracovani probiha
po uvedeni do celkové anestezie, ze které se jedinec jiZ neprobere. K samotnému usmrceni zvifete dochazi pfedavkovanim
anestetikem (thiopental intraperitonealné) a odebranim vnitfnich organu (zejména srdce a plice). Pooperacni péce zde nebude
treba.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

U samic s indukovanym diabetem Ize o¢ekavat snizeni télesné hmotnosti, zvySenou spotfebu vody (vétsi Ziznivost v souvislosti s
hyperglykémii), v dobé gravidity téZ vyssi riziko potratu ¢i mrtvé narozenych mladat.

U potomk0 hyperglykemickych matek pfedpokladame zvy$ené riziko rozvoje plicni hypertenze (zvy$eného krevniho tlaku v malém
plicnim obéhu). Zdravotni stav a chovani vSech zvifat budou pravidelné monitorovany kvalifikovanymi osobami (veterinaf, oSettujici
personal).

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Dospéli jedinci 0. a 1. generace slouzi pro ziskani vlastnich pokusnych jedincli 2. generace (potomk( hyperglykemickych a
kontrolnich zdravych matek). Jedinci 0. a 1. generace nebudou opétovné pouziti k Zzadnému jinému pokusu. Po odchovani jejich
potomkd budou tito jedinci usmrceni pfedavkovanim anestetikem (thiopental intraperitonealné v davce vyssi nez 50 mg na 1 kg
hmotnosti zvifete). Pokusni jedinci 2. generace jsou pfed kone€nym odbérem tkani usmrceni, jejich opakované pouziti neni mozné.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pokusy sledujici vliv diabetu matky na jeji potomky nelze provést na alternativnim modelu (pf. tkarové kultufe). V organismu
dochazi k mnoha provazanym dé&jum, jejichZ celkové pusobeni ovliviiuje nami sledované fyziologické, histologické ¢i biochemické
parametry. V databazi ECVAM (zafi 2021) neni validovana metoda, jez by mohla planovany pokus zcela nahradit & redukovat.

Omezeni pouzivani zvirat

Studie pocita s pouzitim maximalné 220 potkan(. Z toho v 0. a 1. generaci (prarodice a rodi€e jedincl 2. generace) je pro kazdou
skupinu pocitano maximalné 10 jedincu (celkem max. 40 jedincll). V 2. generaci potkanu (potomci diabetickych a kontrolnich
zdravych matek) bude pouzito max. 180 jedinc(, tj. 12 pokusnych skupin po max. 15 jedincich. Ve skupinach diabetickych potomki
bude ovSem konecny pocet pravdépodobné nizsi, protoze hyperglykemické potkani matky trpi vy$$i pravdépodobnosti potratu Ci
narozeni mrtvych mladat, jejich Zivé narozena mladata pak s vy3$Si pravdépodobnosti hynou kratce po narozeni. Na zakladé
znalosti z odborné literatury a pfedchozich vysledkd pokusu provedenych na naSem pracovisti je pocet jedincli ve skupinach
nastaven jako minimalni pocet, pfi kterém je validita vysledkud jesté dostateéna, aby bylo mozno dosahnout statistické signifikance u
vyslednych dat. Power analyza byla provedena s vyuzitim http://www.quantitativeskills.com/sisa/calculations/powhlp.htm pro
velikost efektu 20% a SD vychazejici z nasi dosavadni zkuSenosti s plicni hemodynamikou u laboratornich potkant.

Setrné zachazeni se zvitaty

S potkany budou pracovat osoby s osvéd¢enim podle § 15d,e a 16a zakona ¢&. 246/1992 Sb na ochranu zvifat proti tyrania s
dostatecnymi pfedchozimi zkuSenostmi s péci o laboratorni hlodavce. Zdravotni stav a welfare zvifat bude pravideln& monitorovan
kvalifikovanym personalem. Béhem pokusu zvifata nebudou vystavovana stresujicim ¢i bolestivym podnétim s vyjimkou
jednorazové subkutanni injekce podané matkam, jicnové gavaze provadéné zkuSenym experimentatorem pro podani glukézy pfi
glukézovém toleranénim testu a vySe popsaného odbéru 4 kapek krve z ocasu pro stanoveni glykémie. Pro potfeby pokusu je
nezbytné v maximalni mozné mife zabranit stresovani zvifat, nebot stres mimo jiné negativné ovliviiuje namérené fyziologické
hodnoty. Veskera invazivni fyziologicka méfeni a odbéry vzorkl budou probihat v celkové anestezii, po které jiz zvife nenabude
védomi.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Laboratorni potkan kmene Wistar je obecné vhodnym zavedenym modelem, navic na nasem pracovisti dlouhodobé pouzivanym.
Vyzkumy na ném jsou dobfe reprodukovatelné a srovnatelné s vysledky jinych studii. Cilem pokusu je sledovani vlivu diabetu
matky na organismus potomka - na zmény fyziologickych parametrd, biochemické ¢i histologické zmény na organech ap. Studii
neni mozné proveést na lidském materialu vzhledem k praktické nedostupnosti vétSiny tkani (s vyjimkou krve, ktera ovsem neni
prfedmétem této studie) z lidi, jejichz matka trpéla diabetem. Izolované lidské buriky navic neumozniuji vyhodnoceni funkce celych
organu. PFi pouziti laboratornich zvifat je tfeba diabetes vyvolat experimentalné. Vzhledem k tomu, Zze pfedmétem zajmu je druha
generace, musi byt diabetes vyvolan u intaktnich matek (aby nasledné mohly zabfeznout a porodit).




