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Nazev projektu pokusu

Duodenalni slizni¢ni resurfacing jako faktor gluk6zové homeostazy

Doba trvani projektu pokust v mésicich 44

Kli¢ova slova ZDF- potkan
diabetes mellitus 2. typu slizni¢ni resurfacing
radiofrekvencni ablace 0

Ugely projektu pokust

Translacni a aplikovany vyzkum: Endokrinni/metabolické poruchy u lidi [PT31]

0

e

0

Cile projektu pokusut

Diabetes mellitus 2. typu je onemocnéni zatizené vysokou morbiditou i pfed€asnou mortalitou, které epidemicky postihuje rozvinuté
i rozvojové zemé.

Cilem projektu je ovéfit, zdali modifikace duodenalni sliznice endoskopickou technikou slizni¢niho resurfacingu (radiofrekvencni
ablace a nasledna reepitelizace sliznice) vede k ovlivnéni glukézového metabolismu v potkanim modelu. Na zakladé literatury a
znalosti fyziologie o¢ekavame, Ze po tomto mini-invazivnim vykonu dojde ke zlep$eni metabolismu sacharidi a zabranéni rozvoji
cukrovky u potkanu, ¢imz se oteviou dvefe k aplikaci identické metody v humannich experimentech a naslednému ovéreni
ucinnosti tohoto postupu v 1é¢Ebé diabetes mellitus 2. typu. Uvedeny experiment bude probihat v pfimé navaznosti na projekt
,Duodenalni slizniéni resurfacing jako faktor modulace glukézové homeostazy, projekt GAUK &.1042317 jiz fadné schvalen MZ CR
pod pofadovym Cislem 85/2018.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

\Vysledky této prace pfinesou zdkladni poznatky o vzniku diabetes mellitus 2. typu a zejména o podilu duodenalni sliznice na
regulaci hodnot plazmatické glykémie. Zaroven vysledky studie poskytnou pilotni data pro vyuzitelnost duodenalniho resurfacingu
(radiofrekvenéni ablace) v terapii cukrovky 2. typu u lidskych subjektd. Cilem projektu je ovéfit, zdali modifikace duodenaini sliznice
endoskopickou technikou slizniéniho resurfacingu (radiofrekvenéni destrukce a nasledna reepitelizace sliznice) vede k ovlivnéni
glukézového metabolismu v potkanim modelu cukrovky. Nase hypotéza zni, Ze destrukce duodenalni sliznice a jeji obnoveni
pozméni endokrinni odpovéd této Casti tenkého stfeva (zejména sekreci GLP-1 a GIP) na stimulaci a nasledné sekreci inzulinu v
pankreatu. Pfedchozi studie na zvifecich modelech i na lidskych dobrovolnicich prokazaly, Ze vylou€eni kontaktu traveniny se
sliznici duodena napf. pomoci zavedeného plastového rukavu vede ke zlepSené kompenzaci cukrovky. Nicméné tato metoda ma
fadu komplikaci a nevyhod, musi byt pravidelné obnovovana a zatéZuje pacienta opakovanymi endoskopickymi vykony. Proto jsou
hledany cesty, jak ovlivnit strukturu duodenalni sliznice trvale, napfiklad pomoci radiofrekvencni ablace sliznice, jak bude
provedeno v navrhovaném projektu.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

V celkové anestezii isofluranem bude provedeno odstranéni srsti (depilacni krém) a jodova desinfekce a nasledné provedena za
kautel asepse a antisepse stfedni laparotomie umozaujici optickou kontrolu pro adekvatni zavedeni radiofrekvenéniho balénkového
katetru do duodena a kontrolu rozsahu ablace. Po kazdém vykonu bude opticky zkontrolovan rozsah ablace zejména s cilem
okamzité odhalit pfipadné znamky poSkozeni kontinuity tenkého stfeva (perforace). Kontrolni operace (,shamoperation®) bude
provedena identicky, se zavedenim radiofrekvenéniho katetru, ovSem nebude aplikovana radiofrekvencni energie. V pfipadé
pfiznivého nalezu bude provedena sutura laparotomie po vrstvach vstfebatelnym materialem a atraumatickou jehlou. Na konci
vykonu, pfed ukonéenim celkové anestezie, bude aplikovano analgetikum( buprenorphin davka: 0.01 - 0.05 mg/kg, s.c.), které bude
Vv pfipadé potfeby podavano i v pooperacnim obdobi po 12 hodinach. Vzhledem k vykonu v dutiné bfiSni ke sniZeni rizika rozvoje
peritonealni infekce bude po vykonu aplikovano antibiotikum ( enrofloxacin 5-15mg/kg s.c.) , které bude nasledné podano jesté v
davkach po 12 hodinach na 3 dny po vykonu. S odstupem 1 mésice od vykonu budou provedeny metabolické testy (oGTT, IPT -
podrobné popsano v PP). Nasledné bude proveden odbér vzorki (sval, tuk, jaterni tkan, duodenum, pankreas) a izolace primarnich

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

Trvalé nezadouci U€inky vykonu radiofrekvenéni ablace (RFA) nepfedpokladame, jedna se o vykon provadény v raznych indikacich
v humanni mediciné. Nelze zcela vyloucit vzacné akutni komplikace v pribéhu RFA, zejména pak perforaci stény travici trubice.
Investigatofi v pribéhu i po dokonéeni RFA cilené zhodnoti stav a integritu travici trubice a v pfipadé znamek perforace budou
zvifata utracena predavkovanim anestetika. Jelikoz bude v priibéhu zakroku provedeno otevieni dutiny bfisni, teoreticky Ize
zvazovat i obecné chirurgické komplikace (infekce, krvaceni, poruchy hojeni). Témto se vSak Ize obvykle vyvarovat dodrzovanim
zasad asepse a antisepse a spravnou operacni technikou. Projekt tak spada do kategorie stfedni zavaznosti s odpovidajici urovni
prevence a lé€by bolesti a pooperacniho sledovani. Po ukon€eni pokusu budou zvifata uvedena do celkové inhalaéni anestezie,
provedeny odbéry krve, tkani a tenkého stfeva k mikroskopickému zhodnoceni a nasledné utracena pfedavkovanim anestetika.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Po ukonceni pokusu budou zvifata uvedena do celkové inhalacni anestezie, provedeny odbéry krve, tkani a tenkého stfeva k
mikroskopickému zhodnoceni a nasledné utracena predavkovanim anestetika.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pro uvedeny typ pokusu neexistuje alternativni metoda vzhledem k endokrinnim mechanismdm zpUsobujicim diabeticky fenotyp a k
sekreci klicovych endokrinnich substanci duodenaini sliznici invivo. Rovnéz intervenci na duodenu v podobé radiofrekvenéni ablace
nelze modelovat jinymi pfistupy a z podstaty experimentu musi byt provedena na zivém organismu. Laboratorni potkan, zejména
kmen ZDF, je nejvhodné&j$im druhem pro tuto studii, jelikoZ se u n&j spontanné rozviji diabetes mellitus 2.typu, v€etné inzulinové
rezistence a poruch sekrece inzulinu v pankreatickych beta burikach.

Omezeni pouzivani zvirat

Pocet zvifat uzitych v kazdé skupiné byl stanoven na zakladé literarnich Gdajd jako minimalni po€et nutny k detekci cca 25% rozdild
mezi skupinami. K redukci poctu zvifat dale dochazi vysokou technickou zdatnosti investigatord a stanovenim maximalniho poctu
proménnych s vyuzitim jednoho zvifete, v€etné vyuZiti histologickych a molekularnich metodik.

Setrné zachazeni se zvitaty

Invazivni procedury jsou vykonavany v celkové anestezii s naslednou pooperacni analgezii. V ramci experimentu nebudou
omezeny socialni interakce ani kvalita Zivota pokusnych zvifat. Se zvifaty budou manipulovat vyhradné osoby s platnym
osvédCenim v ramci zakona na ochranu pokusnych zvifat.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




S ohledem na mozné selhani intervence, €i pooperacni komplikace, bude celkovy pocet zvifat pouzitych v ramci této studie
odhadovan na n= 40 potkant kmene ZDF v nasledujici strukture:

- 10 heterozgyotnich potkanu kmene ZDF — k optimalizaci experimentalnich procedur.

- 15 homozygotnich potkanl kmene ZDF — bude provedena ablace duodenalni sliznice.

- 15homozygotnich potkant kmene ZDF — bude provedena kontrolni operace( ,shamoperation”)

S ohledem na mozné selhani intervence, ¢i pooperac¢ni komplikace, bude celkovy pocet zvifat pouzitych v ramci této studie
odhadovan na n= 40 potkan( kmene ZDF v nasledujici struktufe:

- 10 heterozgyotnich potkant kmene ZDF — k optimalizaci experimentalnich procedur.

- 15 homozygotnich potkanli kmene ZDF — bude provedena ablace duodenalni sliznice.

- 15homozygotnich potkant kmene ZDF — bude provedena kontrolni operace( ,shamoperation*)




