NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu:

,Inhibitory kotransportera glukozowo-sodowego 2 (SGLT2) jako potencjalne czynniki terapeutyczne w
leczeniu nieswoistych chorob zapalnych jelit”.

2.Czas trwania projektu 01.08.2020-31.12.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Nieswoiste Choroby Zapalne Jelit (NZJ), SGLT-2, flozyny,

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): A. Badania podstawowe — PB5
— uktad zoladkowo-jelitowy z uwzglednieniem watroby

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, srodkow 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 Iub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia
kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

A. Badania podstawowe — PB5 — uktad zoladkowo-jelitowy z uwzglednieniem watroby

Glownym celem projektu jest weryfikacja hipotezy, ze inhibitory kotransportera glukozowo-
sodowego 2 (SGLT-2) moga zmniejszy¢ nasilenie stanu zapalnego w przebiegu Nieswoistego
Zapalenia Jelit (NZJ). Dodatkowo, w badaniach chcieliby$my oceni¢ zmiany ekspresji biatka SGLT-
2 w zmienionych zapalnie tkankach jelita grubego.

NZJ to grupa schorzen, ktore charakteryzujg si¢ przewleklym stanem zapalnym przewodu
pokarmowego. W przebiegu NZJ obserwuje si¢ zmian¢ profilu mikroflory jelitowej oraz

nadaktywno$¢ cytokin prozapalnych. Zaburzenia te stanowia cechy wspdlne z inng przewlekla




jednostka chorobowa, cukrzyca. Obecnie, leczenie NZJ oparte jest na wykorzystaniu
glikokortykosteroidow, pochodnych kwasu 5-aminosalicylowego oraz lekéw biologicznych.
Niestety, zadna ze strategii terapeutycznych nie jest w pelni satysfakcjonujaca, a ich ulepszanie
stanowi wazny cel dzisiejszej gastroenterologii.

Inhibitory SGLT-2 (flozyny) stanowig nowg grupe doustnych lekow przeciwcukrzycowych. Biatko
SGLT-2 ulega natomiast ekspresji w kanalikach blizszych nerki a jego blokada prowadzi do
wydalania glukozy wraz z moczem. Badania przedkliniczne wykazaly, ze flozyny wywieraja
dodatkowy efekt przeciwzapalny, ktory moze by¢ niezalezny od przytoczonego mechanizmu
hipoglikemizujacego. Dowodza temu wyniki badan przeprowadzonych na modelach zaréwno
komoérkowych, zwierzecych oraz badania kliniczne na ludziach. Co wigcej, mechanizm dzialania
przeciwzapalnego flozyn nie jest jasny i moze by¢ niezalezny od interakcji z biatkiem SGLT-2.

Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (FDA) zaakceptowata i dopuscita do obrotu 3 inhibitory
SGLT-2: kanagliflozyng, empagliflozyne oraz dapagliflozyng. Dostepna literatura nie dostarcza
dostatecznej wiedzy o r6znicach w dzialaniu oraz mozliwo$ciach wykorzystania powyzszych lekow
w stanach przewleklego stanu zapalnego, ktory jest niezalezny od hiperglikemii.

W celu weryfikacji hipotez badawczych wykorzystamy model DSS, ktory jest zblizony do obrazu
NZJ u cztowieka. Procedury begda wykonywane przez wykwalifikowanych i do$wiadczonych
badaczy a stgzenie DSS jest ustalane na podstawie danych literaturowych, opublikowanych w
renomowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym oraz wlasnych do§wiadczen naukowcow
zaangazowanych w ten projekt. Niestety, model DSS uznaje si¢ za dotkliwy dla zwierzat, u ktorych
w efekcie wystepuja takie objawy jak spadek masy ciata, biegunka oraz ostabienie. Co wigcej,
podanie badanych substancji przy pomocy sondy dozotadkowej naraza zwierz¢ta na dodatkowy
stres. W przypadku tej procedury, uzycie srodkéw znieczulajacych i uspokajajacych jest jednak
niemozliwe. Myszy przyporzadkowane do grupy kontrolnej nie moga zosta¢ oddane do adopcji,
poniewaz ich tkanki musza zosta¢ wykorzystane do dalszych analiz biomolekularnych jako punkt
odniesienia do pordwnan z grupa traktowang DSS. W efekcie, kazda z myszy wykorzystanych w
doswiadczeniu zostanie usmiercona w celu pobrania materialu do badan.Z drugiej strony, wyniki
naszych badan maja szans¢ znacznie przyczyni¢ si¢ do rozwoju terapii NZJ, w ktorej inhibitory
SGLT-2 moglyby stanowi¢ terapi¢ uzupetniajaca. Badania przyczynia si¢ takze do optymalizacji
leczenia os6b chorych jednoczesnie na cukrzyce oraz NZJ. Co wiecej, uzyskane obserwacje beda
przydatne dla wyjasnienia przyczyn przeciwzapalnego efektu flozyn.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU



Mysz domowa, Mus musculus, szczep BALB/c, pte¢ samce. Liczba uzytych zwierzat: 116

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, zweryfikowatem istniejacg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

_x_EBSCO; x PUBMED; x Google Scholar; X ScienceDirect; x Web of Science (JCR);
Wykorzystatem stowa kluczowe:

SGLT-2, inflammation, Inflammatory Bowel Disease, colitis, gliflozins

Zasada zastgpienia:

Po zapoznaniu si¢ z istniejacg literaturg stwierdzam, ze zbadanie wplywu inhibicji biatka SGLT-2 w
przebiegu stanu zapalnego jelit wymaga badan z uzyciem organizmu zywego. Uktad pokarmowy myszy
posiada podobng budowg anatomiczng i fizjologi¢ do uktadu pokarmowego czlowieka. Uzycie myszy
pozwoli zatem na najlepsze odwzorowanie choroby u cztowieka. Wybor badanego zwiazku oraz jego
dawek zostanie dokonany na podstawie badan in vitro. Dalsze procedury nie moga jednak zostac
zastgpione przez badania z uzyciem linii komoérkowych, a zwierzeta kregowe nie moga zostac
zastgpione innym modelem. Z uwagi na brak danych klinicznych na temat bezpieczenstwa stosowania
danego zwigzku u chorych na NZJ, badania na ochotnikach bylyby niedopuszczalne. Podsumowujac,
nie istnieje inna zadowalajaca z naukowego punktu widzenia metoda, w ktorej nie uzywane bytyby
zwierzeta laboratoryjne mogaca dostarczy¢ wiarygodnych wynikéw.

Zasada ograniczenia:

Na podstawie istniejacej literatury i zgodnie z analizg statystyczng liczba zwierzat laboratoryjnych uzyta
w tym projekcie zostala ograniczona do niezbednego minimum.

W ramach tego projektu tak dobrano gatunek i szczep zwierzat laboratoryjnych oraz modele zapalenia
jelit aby zapewni¢ jak najwigksza powtarzalnos¢ wynikow. Wybrane modele stanu zapalnego jelit sa
relatywnie proste w porownaniu do innych dostepnych w literaturze, nie wymagaja przeprowadzania
skomplikowanych podan substancji lub zabiegéw chirurgicznych. Co wazne, wybrane do badan modele
cechuje niska $miertelnos¢, dzigki czemu ilo§¢ zwierzat jest zredukowana do absolutnego minimum
jednoczes$nie zachowujac mozliwos¢ uzyskania wynikow istotnie statystycznych.

Zasada udoskonalenia:

Podanie dozotadkowe wykonywane jest rutynowo przez wykwalifikowanych badaczy majacych
wieloletnie doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Objgtos¢ stosowanych substancji zostata ustalona na

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




podstawie danych literaturowych, opublikowanych w renomowanych czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym. Wybrana objetos¢ stosowana w podaniu dozoladkowym nie powoduje nadmiernego
rozde¢cia zotadka u myszy laboratoryjnej i tym samym dodatkowego cierpienia. Sonda dozotadkowa nie
jest ostro zakonczona dzigki temu nie powoduje urazéw mechanicznych jamy ustnej, gardta i przetyku
zwierzecia podczas wykonywania podania.

Stezenie DSS zostato ustalone na podstawie danych literaturowych, opublikowanych w renomowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym.

Samce myszy domowej przebywajac w wigkszej ilosci w klatkach przez dhugi czas moga wykazywacé
agresje w stosunku do innych myszy. Wybrany do badan szczep myszy domowej cechuje wzglednie
niska agresywnos¢ wewnatrzgrupowa, tym samym dotozono wszelkich staran, aby myszy doznaty jak
najmniejszego cierpienia oczekujac na eksperyment (Lidster, K., Owen, K., Browne, W.J. et al. Cage
aggression in group-housed laboratory male mice: an international data crowdsourcing project. Sci Rep
9, 15211 (2019). https://doi.org/10.1038/s41598-019-51674-z)

Dodatkowo zwierzgta laboratoryjne przebywaja w odpowiednich klatkach wzbogaconych o 2 papierowe
rolkl o réznych $rednicach oraz dlugosciach (wymiana min. 1 raz w tygodniu), co pozwala na obnizenie
poziomu stresu zwierzat. Modele stanu zapalnego jelit zostaly tak wybrane, aby dostarczy¢ jak
najmniejszych cierpien dla zwierzat. W obrgbie planowanych eksperymentow wykonuje si¢ mato
dotkliwe czynnosci (podania dozotadkowe i pokarmowe). Dodatkowo celem zminimalizowania
cierpienia u zwierzat zrezygnowano z pobierania krwi do dalszych badan.

Niestety, podczas wykonywanych procedur nie jest mozliwe zastosowania srodkow znieczulajacych (np.
izofluran) i/lub przeciwbolowych (np. opioidy), gdyz uznano, ze moglyby one wptyna¢ na przebieg
procedur, a uzyskane wyniki moglyby by¢ nierzetelne. Wynika to z przeciwzapalnych wlasciwos$ci
anestetykow (Bjorck S et al., Dig Dis Sci. 1997 Apr;42(4):824-32; Arlander E et al, Aliment Pharmacol
Ther. 1996 Feb;10(1):73-81; Chiang N et al, PLoS One. 2008 Apr 2;3(4):¢1879. doi:
10.1371/journal.pone.0001879) i analgetykow (Jirkof P, Lab Anim (NY). 2017 Mar 22;46(4):123-128.
doi: 10.1038/laban.1216; Docherty MJ et al., Gastroenterol Hepatol (N Y). 2011 Sep;7(9):592-601).

Projekt jest objety ocena retrospektywna’
O X TAK - napodstawie art. 53 ust. 1 ustawy
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ whasciwe pole.




