NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie wptywu nowych pochodnych 6-n-butylo-3,5,7-trimetylo-6H- pirolo[3,4-d]pirydazyn-1,4-
dionu z grupg 1,3,4-oksadiazol-2-tionu na miejscowg odpowiedz zapalng oraz na skfad mikrobioty jelitowej w

doswiadczalnym zapaleniu jelit u szczurow
2.Czas trwania projektu: 17.02.2020 r. — 28.02.2023 .

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): inflammatory bowel disease, experimental colitis, anti-
inflammatory, 1,3,4-oxadiazole, pyrrolopyridazinon/ nieswoiste zapalenia jelit, doswiadczalne zapalenie jelit,

aktywnos¢ przeciwzapalna, 1,3,4-oksadiazol, pirolopirydazyny
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem badania jest ocena wptywu nowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazyn-1,4-dionu na przebieg
doswiadczalnego zapalenia jelit u szczuréw. Badanie pozwoli oceni¢, czy nowe substancje zapobiegajg
powstawaniu lub zmniejszajg nasilenie zmian zapalnych tkanek jelita. Pozwoli okre$li¢ wptyw nowych
pochodnych na sktad mikrobioty jelitowej oraz oceni¢ ich wplyw na wybrane cele molekularne zwigzane z
rozwojem stanu zapalnego, przywréceniem rownowagi Th17/Treg oraz utrzymaniem integralnosci jelitowej
bariery Sluzéwkowo-nabtonkowej w przebiegu NZJ. Badanie pozwoli okresli¢, czy modyfikacja struktury o
udowodnionej aktywnos$ci przeciwzapalnej pozwoli uzyskaé zwigzki regulujgce funkcje osi Th17/Treg i
wydzielanie biatek nabtonka jelitowego. Poszerzenie istniejgcej wiedzy dotyczgcej zaleznosci miedzy budowg a

dziataniem substancji przeciwzapalnych oraz wptywu podstawnikow na site i profil aktywno$ci farmakologicznej




zwigzkéw bedzie cenng informacjg do dalszych badan nad optymalizacjg struktury nowych pochodnych i moze
stanowi¢ punkt wyjscia w dlugotrwatym, Zmudnym procesie poszukiwania kolejnych, by¢ moze bardziej

efektywnych, zwigzkéw zmniejszajgcych nasilenie procesu zapalnego toczacego sie nie tylko w NZJ.

Badanie przeprowadzone zostanie na 96 samcach Szczura wedrownego Wistar. Po handlingu zwazone
zwierzeta zostang podzielone losowo (8 grup po 12 zwierzat kazda). W 1, 8, 15, 16, 17 dniu badania pobierane
beda probki katu. Przez 16 dni raz dziennie zwierzeta otrzymajg dozotgdkowo przez sonde wtasciwg dla grupy
substancje: sam rozpuszczalnik lub roztwér nowego zwigzku. W 15 dniu po 12-godzinnym odstawieniu pokarmu
szczurom zostanie podana doodbytniczo sél fizjologiczna lub kwas trinitrobenzenosulfonowy. W 17 dniu pobrane
zostang prébki krwi z zyly ogonowej (badania biochemiczne). Po wczes$niejszej sedacji zwierzeta zostang
poddane eutanazji przy uzyciu  pentobarbitalu. Nastepnie do badan  histopatologicznych,

immunohistochemicznych, biochemicznych pobrane zostang narzady i tkanki oraz mocz z pecherza moczowego.

Klasyfikacja celu opisanej procedury badawczej: Badania podstawowe (A) - uktad Zotgdkowo-jelitowy z

uwzglednieniem watroby (e).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

96 samcéw Szczura wedrownego, Wistar

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac niniejszy projekt badawczy, sprawdzitam istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect, Web of Science (JCR).
Wykorzystatam stowa kluczowe: inflammatory bowel disease, experimental colitis, anti-inflammatory,
pyrrolopyridazinon, 1,3,4-oxadiazole. Na podstawie analizy piSmiennictwa oraz wynikdéw analiz in silico, in vitro i

wczesniejszych badan wlasnych stwierdzam ze:

A. Pomimo znacznych postepow farmakoterapia nieswoistych zapalen jelit (NZJ) nadal nie jest
satysfakcjonujgca zaréwno dla pacjentdw, jak i dla lekarzy i stanowi duze wyzwanie dla farmakologow i
klinicystow. Zalecane i uznane leczenie nie jest ani w petni skuteczne, ani pozbawione dziatan niepozadanych.
Cze$¢ pacjentdw nie toleruje srodkéw farmakologicznych w dawkach leczniczych, czes¢ przerywa leczenie z
powodu powaznych dziatan niepozadanych. Wobec przewlektego przebiegu NZJ, zwiekszajgcej sie
zachorowalnosci oraz nie zawsze skutecznej i obarczonej dziataniami niepozadanymi farmakoterapii, wcigz

aktualne i uzasadnione sg préby poszukiwania nowych, bezpieczniejszych i skuteczniejszych substanciji.

! Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




Wykazane w badaniach in vitro i in silico wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwbdlowe i antyoksydacyjne nowych
zwigzkéw, pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazyn-1,4-dionu, jak roéwniez ich skuteczno$é w eksperymentalnych
modelach in vivo z toczacym sie stanem zapalnym wskazuja, ze substancje te mogg zapobiega¢ wystgpieniu lub

zmniejszaé zmiany zapalne tkanek jelita w przebiegu NZJ.

B. Dotychczas nie przeprowadzono badan bedacych przedmiotem niniejszego wniosku. Fakt ten potwierdza
nowatorski charakter planowanych badan.

Podczas planowania doswiadczenia uwzgledniono zasade 3R:

Zasada zastgpienia — W $wietle wykazanej w modelowaniu in silico i w badaniach in vitro aktywnosci

przeciwzapalnej nowych zwigzkéw kolejne badania in vitro nie mogtyby skutkowaé nowymi wnioskami. W
badaniach in vitro mozna oceni¢ mechanizm dziatania nowej, potencjalnie korzystnej substancji. Jednak modele
te nie uwzgledniajg niestety ztozonosci proceséw chorobowych wystepujacych w zywym organizmie, nie
pozwalajg oceni¢ skutecznosci dziatania substancji w organizmie zywym, nie pozwalajg oceni¢ wplywu nowej
substancji na powikfania wielonarzgdowe, nie pozwalajg tez na makroskopowg i mikroskopowg ocene wptywu
badanej substancji na zmiany narzadéw prowadzace z jednej strony do tagodzenia objawdw chorobowych (w tym
na ocene zdolnosci substancji do odtworzenia integralnosci bariery sluzéwkowo-nabtonkowej), a z drugiej — do
wystgpienia dziatah niepozgdanych. Wymienione ograniczenia i niedostepnos¢ metod alternatywnych sprawiaja,
ze ocena skuteczno$ci dziatania i bezpieczenstwa stosowania nowej substancji jest mozliwa jedynie podczas
zastosowania modelu dos$wiadczalnego z wykorzystaniem zwierzat kregowych i wyizolowaniu narzadu. Nie

mozna zastgpi¢ zwierzat w niniejszym badaniu, poniewaz nie mozna osiggng¢ celu bez wykorzystania zwierzat.

Zasada ograniczenia — Liczba zwierzagt w niniejszym badaniu zostata ograniczona do poziomu niezbednego dla

osiggniecia celéw. Aby zrealizowa¢ wymienione wyzej cele w niniejszym badaniu zaplanowano 8 grup zwierzat.
Dobrany zostat powszechnie akceptowany i wykorzystywany model, pozwalajgcy na uzyskanie powtarzalnych
wynikéw. Liczba zwierzgt w badaniu zostata ograniczona do niezbednego minimum i jest podyktowana
wiarygodnoscia metod analizy statystycznej. Liczba zwierzgt moze ulec zmniejszeniu, poniewaz przy braku
aktywnosci nowych zwigzkéw podanych w wiekszych dawkach, mniejsze dawki nie bedg badane. Dla 8
porownywanych grup, przy zatozeniu maksymalnego prawdopodobienstwa btedu | rodzaju 0=0,05, mocy
docelowej testu $=0,70 i RMSSE=0,39 wymagana liczebnos¢ grupy (n) wynosi 12 (obliczenia wykonano przy
pomocy STATISTICA Software ver 13.1, StatSoft, Inc.). Ponadto, celem zmniejszenia liczby zwierzat
wykorzystywanych w badaniach do minimum niewykorzystane tkanki i/ lub narzgdy zostang przekazane do Bazy

Prébek Biologicznych-Banku Prébek Rozproszonych.

Zasada udoskonalenia — Przy planowaniu niniejszego badania uwzgledniono utrzymywanie zwierzat w

optymalnych warunkach dostosowanych do ich gatunku, zapewniajgcych dobrostan zwierzat oraz wykonanie
poszczegoblnych czynnosci przez doswiadczony i dobrze przeszkolony personel stale podnoszgcy swoje

kwalifikacje. Czynnosci zaplanowano tak, by ograniczy¢ do minimum bodl, cierpienie, dystres lub mozliwos¢




uszkodzenia organizmu zwierzat. W metodyce doswiadczenia zastosowano takie metody zmniejszenia dystresu
jak znieczulenie ogdélne w trakcie czynnosci mogacych wywota¢ dystres zwierzat (podczas jednorazowego
podania kwasu trinitrobenzenosulfonowego), wzbogacone $rodowisko, umiejetnosci eksperymentatorow/
opiekunéw, wiasciwa opieka, monitorowanie stanu zwierzecia w zwierzetarni i w trakcie przebiegu
doswiadczenia, humanitarny koniec doswiadczenia, zastosowanie $rodka uspokajajgcego przed eutanazja,
wilasciwa eutanazja. Sposrdéd dostepnych modeli doswiadczalnego zapalenia jelit wybrano procedure o
najmniejszej dotkliwosci. Dodatkowo, przy planowaniu niniejszego badania uwzgledniono udoskonalenie metody

badawczej prowadzgce do zmniejszenia cierpienia zwierzat przez ztagodzenie dotkliwosci wybranych procedur.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaéciwe pole.




