NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 52/2020

Néazev projektu pokusi

Podpora hojeni chronickych ran pomoci krycich materialii na bazi hyaluronanu

Doba trvéni projektu pokusti 4 roky, 30. dubna 2024
Kli¢ova slova - maximadlné 5 revmatoidni artritida, autoimunitni onemocnéni, protizanétliva 1é¢iva

Ukel projektu pokusii - oznacte jej kfizkem (x) do prdzdného policka

x | zékladni vyzkum

x | translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouSeni kvality, i€innosti a nezdvadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkii

ochrana pfirodniho prostfedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druhid

vy$3i vzdélavani nebo odborna ptiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napt. feSené védecké nezndmé nebo védecké &i klinické potieby)

Cilem projektu je vyzkum a testovéni terapeutického potencidlu novych biodegradovatelnych hv&zdicovitych polymernich
nanolé€iv pro cilenou terapii revmatickych muskuloskeletdlnich onemocnéni, pfedeviim revmatoidni artritartritidy. Ke
zvySeni terapeutické ucinnosti budou nanolédiva obohacena smérujicimi skupinami na bazi oligopeptidi nebo
terapeutickych protilatek. Polymerni systémy budou dale znaGeny fluorescenénimi znackami pro soudasné sledovani
farmakokinetiky nanolé¢iva. Potencial novych biodegradovatelnych hvézdicovitych polymernich nanolé¢iv bude testovan
na modelu kolagenem indukované akutni a chronické artritidy pti vyuZiti my$i kmene DBA/1. Kolagenem indukovana
artritida u my$i md imunologické a patologické rysy velmi podobné jako u lidské revmatoidni artritidy. Akutni artritida
bude indukovana poddnim kompletniho Freundova adjuvans spolu s ¢i$t€nym nativnim kolagenem typu II.

Potencial novych biodegradovatelnych hvézdicovitych polymernich nanolééiv na prib&h onemocnéni kloubd bude
hodnocen in vivo i ex vivo na zékladé analyzy fady parametrti v&etné hodnoceni otoku, zarudnuti a ztuhlosti tlapek,
analyzy degradace kostni tkdn€ pomoci mikro- poditadové tomografie, hodnoceni zané&tlivého procesu pomoci
luminiscenéniho zobrazeni, hematologické analyzy krve, a zané&tlivych ukazateld v plasmé. Distribuce a osud polymernich
nosicli znacenych infradervenymi fluorescenénimi barvivy.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve va§em v&dnim oboru
nebo jaky ptinos by z n&j lovék &i zvitata mohli mit)

Revmatoidni artritida, odborn& arthritis rheumatica, je systémové zandtlivé autoimunitni onemocné&ni, které vede k
chronickému zanétu synovialni tkdn&, coZ mé za nasledek nevratné poskozeni chrupavek a kosti kloubdi. Revmatoidni
artritida ovSem nepostihuje jen klouby, ale miZe vést i k zdvaznym extraartikularnim projeviim, kdy zanét miize zasahnout
i o¢i, srdce a plice a vést ke kardiovaskularnim a respiraénim onemocnénim. Zamérem projektu je vyzkum a testovani
terapeutického potencidlu novych biodegradovatelnych hvézdicovitych polymernich nanolégiv pro cilenou terapii
revmatickych  muskuloskeletdlnich ~ onemocnéni, pfedev§im revmatoidni artritidy. Terapie  navrZenym
vysokomolekuldrnim polymernim nanolélivem je zaloZena na tfech synergickych mechanismech — prodlouZené a
nastavitelné cirkulaci celého systému, zvySené akumulaci lé¢iva v zané&tlivé tkani pomoci ELVIS efektu a jeho Fizeném
uvolnéni za ti¢elem zvySeni antirevmatické udinnosti. Ke zvySeni terapeutické ucinnosti budou nanolééiva obohacena
smérujicimi skupinami na bazi oligopeptidi nebo terapeutickych protilatek. Polymerni systémy budou déle znageny
fluorescen¢nimi zna¢kami pro soucasné sledovani farmakokinetiky nanolé&iva. Tento multifunkéni koncept umozni
flexibilng piizplsobovat lé€bu danému revmatickému onemocnéni a farmakokinetice nanolé¢iva s dopadem na davkovani
a cCetnost aplikace. Celkové tedy piinosem projektu bude pochopeni potencidlu novych biodegradovatelnych
hvézdicovitych polymernich nanolégiv v 16¢b& revmatoidni artritidy.

Druhy a pFibliZné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

Studie bude provedena na dospélych samcich my$i kmene DBA/1. Mysi DBA/1 jsou vysoce citlivé na kolagenem
indukovanou artritidu (vyskyt artritidy 80-100%) a tak ma tento model vysokou reprodukovatelnost.

Pocet zvifat bude omezen na mnoZstvi minimaln& nutné pro statistické vyhodnoceni dat ziskanych z pokust, které budou
pribéZzné vyhodnocovany. Pocet zvifat ve skuping nepiekroéi 12 jedincid, coZ bylo vyhodnoceno jako dostadujici pro
statistické hodnoceni. Celkovy podet zvifat nepfekro&i 552 mysi, a to v&etn& kontrolnich jedinci.

Jaké jsou ocekdvané nezddouci udinky u zvitat? Jaka je navrhovand mira zavaZnosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

Pri aplikaci latek, klinickych vySetfenich, detekci luminiscence a fluorescence a pfi ukon&ovani pokusti bude provadéno
pfi celkové anestezie mySi dosaZené expozici inhalaéni anestezie (Isoflurane, 2,5-5%). Na konci pokusu budou zvifata
opét uspdna inhalaénim anestetikem, bude odebrano maximélni mnoZstvi krve kardipunkci a budou odebrany vzorky
tkéni. Zvifata jiz nenabydou védomi. Pro zékrok budou pouZivény sterilni nastroje, sterilni jehly a stfikacky, sterilni
jednorazové Siti. Béhem anestezie bude zachovén tepelny komfort pomoci vyhiivané operaéni podlozky. Po zakroku
budou experimentalni zvifata sledovéna, v ptipadg, Ze néktery pokusny zasah zpisobni zvifeti obtiZe, které vyznamné
zméni kvalitu jeho Zivota, bude takové zvife neprodleng vyfazeno z pokusu a utraceno.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)




Nahrazeni pouZzivani zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvitata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouZiti
zvifat.

Za ucelem vyvoje a testovani polymernich terapeutik pro pokrog&ilou lé&bu mistn& specifickych revmatickych onemocnéni
pohybového apardtu budou tyto nové nanoterapeutika nejprve testovany na in vitro modelech primarnich imunitnich
butikdch a synoviocytech odebranych z tkané pacientl s revmatoidni artritidou. Pouze nejperspektivn&jsi nanoterapeutika
budou vybrany pro testovéni v in vivo modelech. Zminénym experimentim predchézi rozsahlé testovani na in vitro
modelech, nicméng planované pokusy na zvitatech nelze nahradit alternativnimi metodami. Podminky in vitro nejsou
vhodné pro testovani komplexnich déji, jako jsou repara¢ni a zanétlivé procesy, jelikoZ nedostatetn& simuluji odpovéd’
mnohobun&éného savéiho organismu. Studium v podminkach in vivo je tedy jedinou moZnosti, jak patologii artrézy a
moznosti jejiho terapeutického ovlivnéni, navic v kontextu specifického mikroprostiedi a imunitniho systému, popsat.

Omezeni pouzivéani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zvitat.

Pocet zvifat bude omezen na mnoZstvi minimalné nutné pro statistické vyhodnoceni dat ziskanych z pokust, které budou
pribéZzné vyhodnocovany. Podet zvifat ve skuping nepiekro¢i 12 jedincil, coz bylo vyhodnoceno jako dostadujici pro
statistické hodnoceni. Celkovy pocet zvifat nepiekro&i 552 mysi, a to véetné kontrolnich jedincii.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v pfipadé tohoto zvifectho modelu jedné o nejsetrng&jsi
pouZiti z hlediska védeckych cild.
Vysvétlete obecné opatfeni, kterd budou pfijata za ti€elem sniZeni ijmy zplisobené zvifatim na minimum.

Studie bude provedena na dospélych samcich my$i kmene DBA/1. Mysi DBA/1 jsou vysoce citlivé na kolagenem
indukovanou artritidu (vyskyt artritidy 80-100%) a tak ma tento model vysokou reprodukovatelnost. B&hem vsech
experimentli bude se zvifaty zachazeno Setrnym zplisobem tak, aby jim nebyla plisobena nadmérna bolest, stres, strach a
utrpeni. Se zvifaty bude zachdzeno klidn&. Pro aplikace latek, klinickd vySetfeni a ukon&ovani pokust budou zvifata
udrZovéna v celkové anestezii. V ptipad¢, Ze néktery pokusny zésah zpiisobni zviteti obtiZe, které vyznamné zméni kvalitu
jeho Zivota, bude takové zvife neprodlené vyfazeno z pokusu a utraceno.




