NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,, Toksyczno$¢ i aktywno$¢ kopolimeru blokowego PEG-PMAPTAC w modelu mysim”
2.Czas trwania projektu 24 miesiace

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) kopolimer blokowy, wirus HSV 1, toksyczno$é

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) B

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Zakazenia wirusem herpes simplex (HSV) naleza do jednych z najczg$ciej wystepujacych i
charakteryzuja si¢ duza réznorodnoscig objawodéw klinicznych. Moga wystepowaé w postaci zmian
pecherzykowych na skorze, zapalenia jamy ustnej, siatkowki, rogéwki, opon mozgowo-rdzeniowych,
moézgu 1 narzagdow rodnych.

W ramach przeprowadzonej pracy badawczej udato si¢ zidentyfikowa¢ kopolimery blokowe PEG-
PMAPTAC jako bardzo silne inhibitory zakazenia wirusami HSV-1 oraz HSV-2. Przeprowadzone
badania in vitro, dowiodty, ze kopolimery blokowe PEG-PMAPTAC o ré6znym stosunku liczby merow
hamuja wejscie wirusa do komorki gospodarza poprzez uniemozliwienie interakcji wirusa z jednym z
jego receptorow wejscia. W efekcie zahamowania internalizacji wirusa jego replikacja nie zachodzi, a
rozwdj infekcji nie nastgpuje. W niniejszym badaniu planowana jest weryfikacja uzyskanych wynikoéw
w modelu in vivo, co umozliwi prace nad potencjalnym produktem leczniczym.

W badaniu planowane jest wykorzystanie kopolimeru blokowego PEG4s-PMAPTACS:; (46 meréw PEG,
52 mery PMAPTAC) ktory w badaniach in vitro wykazywatl najlepsze wlasciwosci przeciwwirusowe i
niskg cytotoksyczno§é. Jako kontrola pozytywna wykorzystany zostanie acyklowir, lek
przeciwwirusowy hamujacy replikacje wirusow opryszczki typu 112 (HSV).



W proponowanym projekcie badawczym planujemy wykorzysta¢ 6 tygodniowe samice myszy szczepu
Balb/c w liczbie 120 sztuk.
Badanie zostanie podzielone na 2 cz¢sci. Celem czesci pierwszej bedzie ustalenie nietoksycznej dawki
kopolimeru blokowego PEGs-PMAPTACs,, 6 tygodniowe samice myszy szczepu Balb/c zostang
poddane goleniu sieréci skory (obszar 3 cm?) na bocznej grzbietowej stronie, w lewym odcinku
piersiowym, a nast¢pnie w tym samym miejscu zostang zadrapane igla. Miejsce zadrapania zostanie
wystawione przez okres 7 dni na dziatanie kopolimeru blokowego PEGs-PMAPTACs; w roznych
czterech dawkach. Dawka kopolimeru blokowego PEGs-PMAPTACs, wybrana w tej czgsci bedzie
wykorzystywana w czesci drugiej badania. Dodatkowo planowana jest kontrola negatywna (traktowanie
solg fizjologiczna) oraz kontrola zerowa (myszy nie b¢da poddawane zadnym procedurom).
W drugim etapie badania przeprowadzona zostanie analiza aktywnos$ci przeciwwirusowej PEGae-
PMAPTACs,We wszystkich grupach wykorzystane zostang samice myszy szczepu Balb/c w wieku 6
tygodni, ktore zostang poddane goleniu siersci skory na bocznej grzbietowej stronie w odcinku
ledzwiowym, a nastepnie zostang zadrapane igla w miejscu ogolonym. Na zadrapang i ogolong skore
myszy natozony zostanie w zalezno$ci od grupy eksperymentalnej i kontrolnej: acyklowir, mock, so6l
fizjologiczna badz kopolimer blokowy.
Planowane s3 nastepujace grupy:

1) Kontrola zerowa. Myszy niczym nie traktowane

2) Kontrola negatywna

3) Kontrola mock

4) Grupa kontrolna (acyklowir)

5) Kontrola pozytywna (HSV1)

6) Grupa badana (kopolimer blokowy)
Od momentu rozpoczecia do§wiadczenia, codziennie myszy beda obserwowane, wazone i dokonywany
zostanie pomiar rany za pomocg suwmiarki. Po upltywie 7 dni od rozpoczecia do§wiadczenia myszy
zostang poddane wziewnej eutanazji za pomocg CO2, a nastepnie dyslokacji kregéw szyjnych. Z
organizméw martwych zwierzat zostanie pobrana cze$é¢ skéry (obszar-1 cm? ), krew oraz organy
(watroba, nerki, §ledziona) w celu analizy histopatologicznej i wirusologicznej. W przypadku cierpienia
zwierzat, badz spadku ich masy ciata o 20 % w stosunku do masy wyjsciowej dokonana zostanie
wczesniejsza eutanazja zwierzat za pomocg COz i dyslokacji kregdw szyjnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W

DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu planuje si¢ wykorzystanie 120 myszy szczepu Balb/c, 6 tygodniowych samic.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

1) Zasada Zastgpienia :

W mysl zasady redukcji, w doswiadczeniu zredukowano liczbe zwierzat do wymaganego statystycznie
minimum 5 zwierzat w grupie. Liczbe t¢ oszacowano stosujac narzedzia statystyczne do oceny

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



liczebnos$ci grup badawczych. Wedtug dostepnej obecnie wiedzy niemozliwe jest wykorzystanie w tym
celu zwierzat o nizszym stopniu rozwoju. Aby osiaggnaé skutecznos$¢ badan musz¢ by¢ one
przeprowadzone 1 sprawdzone na modelu zwierzecym. Zastosowanie zwierzat w planowanym
doswiadczeniu pozwoli na poznanie dziatania badanych substancji na caly organizm i bedace podstawa
jego funkcjonowania tkanki, a takze wzajemne interakcje mi¢dzy nimi. Jest to niemozliwe przy
zastosowaniu procedur in vitro, czy in silico. Planowane badania nalezg do badan podstawowych
majacych na celu poznanie dziatania badanych zwigzkow i nie ma mozliwosci zastgpienia zwierzat
metodami alternatywnymi.

2) Zasada Ograniczenia:

W  planowaniu doswiadczenia uwzgledniono liczebno$¢ grup umozliwiajagcg uzyskanie
satysfakcjonujagcych wynikoéw z niskim odchyleniem standardowym. Ponadto cze$¢ wynikéw bedzie
pozyskana z poprzednio realizowanych w jednostce doswiadczen, dotyczacych modelu zakazenia
wirusem HSV1, co powoduje zwigkszenie liczebnos$ci grupy kontrolnej bez konieczno$ci wykorzystania
dodatkowej liczby zwierzat w procedurach. Wykorzystanie do badania zwierzat laboratoryjnych jakimi
s3 myszy staje si¢ nieodzownym elementem do$wiadczenia, poniewaz przeprowadzenie doswiadczenia
w oparciu o linie komdrkowe, hodowle tkankowe czy tez inny materiat badawczy — w tym wypadku jest
niemozliwe do zrealizowania. Myszy s3a jednym z modeli najbardziej zblizonych pod wzgledem
fizjologicznym do modelu funkcjonowania organizmu cztowieka, co ma duze znaczenie w obliczu
kolejnych klinicznych etapow opisywanego doswiadczenia. Ponadto w przeciwienstwie do hodowli
tkankowych, czy innych metod in vitro imitujacych warunki naturalne, myszy umozliwiaja oceng
efektow wymienionych procedur w warunkach najbardziej zblizonych do tych, ktére maja miejsce u
ludzi - wyniki doswiadczenia sg wtedy bardziej wiarygodne.

3) Zasada Udoskonalenia

W badaniach z udziatem myszy uwzgledniono wszelkie warunki bytowe oraz dobrostan zwierzat, w tym
elementy wzbogacajace Srodowisko bytowania zwierzat (gryzaki, materiat do budowy gniazd i
legowisk). Myszy beda przebywatly w klatkach zbiorowych, indywidualnie wentylowanych, na regatach
IVC. Zwierzeta bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, z nieograniczonym
dostgpem do wody 1 pozywienia, niezmiennym cyklem dostgpnosci $wiatla (12h/12h), w stalej
temperaturze 21C oraz przy wilgotno$ci powietrza 55%. Dos$wiadczenie zaplanowano w sposob
maksymalnie redukujacy cierpienie zwierzat. Przed rozpoczgciem doswiadczen myszy bedg oswajane z
eksperymentatorem oraz przyzwyczajane do technik eksperymentalnych. Eksperymentatorzy posiadaja
wieloletnie do$wiadczenie w pracy ze zwierzetami laboratoryjnymi, dzigki temu wybrane metody
przeprowadzenia eksperymentu pozwalaja zminimalizowac i ztagodzi¢ bol i cierpienie oraz postgpowac
ze zwierzg¢tami tak by zapewni€ im jak najlepszy standard zycia. Po zakonczeniu do§wiadczenia myszy
beda usmiercane zgodnie z opisanymi wytycznymi, w celu pobrania wybranych narzadow i tkanek do
dalszej analizy.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

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



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



