NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: ,,Wykorzystanie nowych niskoczasteczkowych inhibitorow w zaleznym od kinazy
PERK szlaku UPR dla leczenia jaskry pierwotnej otwartego kata”.

2. Czas trwania projektu: 01.09.2020r - 01.09.2025r. (5 lat).

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): jaskra, PERK, retikulum endoplazmatyczne, inhibitory

PERK

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A (PB1)- Badanie

podstawowe, Rodzaj badania: neurodegeneracja, niezalezenie od badanego uktadu,

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, srodkdw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

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

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Cel eksperymentu stanowi dokladne scharakteryzowanie roli kinazy PERK w patogenezie jaskry oraz
opracowanie innowacyjnej strategii leczenia jaskry opartej na wykorzystaniu niskoczasteczkowych
inhibitorow kinazy PERK. Dotychczas wykazano, iz nasilony stres retikulum endoplazmatycznego (ER)
powstajacy w wyniku agregacji nieprawidlowo sfaldowanych biatek, m.in. zmutowanej miocyliny, w
lumen ER oraz pdzniejsza aktywacja pro-apoptotycznej drogi szlaku adaptacyjnej odpowiedzi na stres
(UPR), stanowig kluczowe czynniki prowadzace do rozwoju jaskry na podtozu molekularnym. Indukcja
apoptozy komorek gatki ocznej bezposrednio skutkuje zwigkszeniem opornosci na odpltyw cieczy

wodnistej przez strukture sieci beleczkowania w kacie przesaczania oraz wzrostem ci$nienia




wewnatrzgatkowego bgdacego obecnie glownym czynnikiem ryzyka rozwoju jaskry, jak rowniez celem
leczenia. Zatem gldwna hipoteza niniejszego projektu badawczego zaktada, iz zahamowanie aktywnosci
kinazy PERK przez dzialanie niskoczasteczkowych inhibitorow kinazy PERK moze spowodowaé
zmniejszenie przedluzajacego si¢ stresu ER, a tym samym ochroni¢ komoérki galki ocznej przed
apoptoza oraz uszkodzeniami powstatymi w wyniku rozwoju jaskry. Planowane badanie zostanie
przeprowadzone z wykorzystaniem modelu mysiego CrePERK™'** Wzrost cinienia
wewnatrzgatkowego zostanie wywotany u myszy za pomocg 0.1% deksametazonu. Nastgpnie analizie
zostanie poddana aktywno$¢ niskoczasteczkowego inhibitora kinazy PERK pod katem jego zdolnosci do
redukcji zmian jaskrowych 1 apoptozy komorek w tkankach oka w mysim modelu jaskry.
Przeprowadzenie badan w modelu in vivo pozwoli na potwierdzenie wynikow uprzednio uzyskanych w
toku przeprowadzonych analiz w modelu in vitro, ktéore nie stanowia doktadnych wskaznikow
prognostycznych dla rozwoju jaskry. Eksploracja tego zagadnienia otwiera nowe mozliwosci
scharakteryzowania czynnikdw prowadzacych do rozwoju jaskry na podtozu molekularnym. Obecnie w
terapii jaskry stosowane jest jedynie leczenie objawowe, natomiast planowane badania stanowig
pierwsza probe opracowania terapii przeciwjaskrowej z wykorzystaniem inhibitorow PERK dziatajace;j
juz na podlozu molekularnym choroby. Zwierz¢tom zostanie rowniez wykonana morfologia krwi w celu
oznaczenia profilu cytokinowego krwi oraz okreslenia toksycznosci ogdlnoustrojowej badanego
zwigzku. Po dokonaniu eutanazji zostanie pobrany material do badan immunohistochemicznych (gatki

oczne).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus — mysz domowa; szczep: Eif2ak3tm1.2Drc/J (PERK loxP), 78 myszy ptci meskiej

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'

Zasada zastgpienia:

Eksperymenty w pierwszym etapie badan zostaly przeprowadzone w komdrkowym modelu in vitro,
jednak modele te nie stanowig doktadnych wskaznikow prognostycznych dla proceséw zwigzanych z

patogeneza jaskry. Zatem jedyna metodg badania procesoéw prowadzacych do rozwoju i pozniejsze]

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




progresji jaskry sa eksperymenty w modelu in vivo z zastosowaniem zwierzat do$wiadczanych.
Niniejszy projekt badawczy zostat zweryfikowany pod katem istniejacej wiedzy w zakresie objetym
wnioskiem badawczym w bazach danych ScienceDirect, Web of Science (JCR) oraz PUBMED. W celu
osiggni¢cia zaplanowanych celow, doswiadczenia na zwierzgtach laboratoryjnych sa niezbedne.
Eksperymenty w modelu in vitro na liniach komoérkowych badanych zwigzkéw o potencjalnym
dzialaniu inhibicyjnym wobec kinazy PERK dostarczaja jedynie informacji na temat szlakow
metabolicznych komoérki. Jednakze, badania te nie pozwalajg na oceng wtasciwosci przeciwjaskrowych
badanych zwigzkow bez udzialu zwierzat laboratoryjnych. Ponadto ocena dziatan niepozadanych

badanej substancji o potencjale terapeutycznym roOwniez wymaga uzycia organizméw zywych.
Zasada ograniczenia:

W  zaplanowanych eksperymentach zostanie uzyta minimalna liczba zwierzat niezbedna do
przeprowadzenia zaplanowanych badan eksperymentalnych w niniejszym projekcie. Dalsza
minimalizacja grup mogtaby doprowadzi¢ do otrzymania mato znaczacych statystycznie pomiaréw, co
zmniejszytoby wiarygodno$¢ otrzymanych wynikdw. Dla wyznaczenia niezbednej liczebnos$ci proby do
porownania $rednich w dwoch probach niezaleznych przyjeto zatozenia: poziom istotnosci 0=0,05,
docelowa moc testu 85%. Na podstawie danych literaturowych okre§lono rzad wielkosci $sredniego
cisnienia wewnatrzgatkowego dla zdrowej populacji myszy, wynoszace okoto 15,5 mmHg, a dla grupy z
wywolanym wzrostem ci$nienia wewnatrzgatkowego za pomoca 0.1% deksametazonu - okoto 22,4
mmHg. Ustalono rowniez wielko$¢ rozrzutu wynikéw pomiardw wynoszaca 25-30%. Zatem rozrzut
mierzony odchyleniem standardowym przyj¢to jako wynoszacy 5,45 mmHg. Przy tak okre$lonych
zalozeniach wyliczona niezbg¢dna liczebno§¢ proby wynosi 13 jednostek. Okreslenie niezbegdnej
liczebnos$ci prob wykonano w programie STATISTICA wersja 10 (nr licencji: AXAP 109E735901A10-
K).

Zasada udoskonalenia:

Eksperymenty na zwierzetach bedg przeprowadzone przez osoby z duzym do$wiadczeniem w sposéb,
ktéry ograniczy do minimum stres oraz dyskomfort zwierzat. Wszystkie czynnosci zostang wykonane
zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. Ponadto, aby maksymalnie ograniczy¢ zwierzetom
bol w czasie eksperymentow wszelkie procedury zostang wykonane szybko oraz z zastosowaniem

odpowiednich metod znieczulenia. Procedury bgda przeprowadzane w sposdb opanowany, spokojny, z




wczesniejszym oswojeniem zwierzecia. Zwierzeta beda przetrzymywane w warunkach odpowiednich
dla potrzeb gatunku w bardzo dobrze wyposazonych pomieszczeniach Zwierzetarni Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi spetniajacych wszelkie wymagania dotyczace
zwierzat laboratoryjnych. Miejsca bytowania zwierzat zostang wzbogacone ré6znorodnymi papierowymi
zabawkami w celu zmniejszenia ich niepokoju. Po zakonczonych pracach eksperymentalnych zwierzgta

doswiadczalne zostang us$miercone w sposdb humanitarny.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna®
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 . ;. .. ;. / . . P ;.
Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ whasciwe pole.




