1.TYTUL PROJEKTU: Ocena dziatania i1 farmakokinetyki nowych inhibitorow PDE4/7

w zwierzecym modelu sepsy.

2. CZAS TRWANIA PROJEKTU. — 48 miesiecy

3.SLOWA KLUCZOWE: sepsa, fosfodiesterazy, zapalenie, inhibitory PDE
4.CEL PROJEKTU (A. Badania podstawowe).

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Sepsa to zespodt ogoélnoustrojowej reakceji zapalnej w odpowiedzi na zakazenie i znajduje si¢
wsrod najczestszych przyczyn zgonow wsrdd pacjentow hospitalizowanych na oddziatach
intensywnej terapii. Wcigz poszukiwane sg nowe strategie terapeutyczne, ktore pozwolityby
ograniczy¢ wysoka $miertelno$¢ w tej populacji chorych. Fosfodiesterazy (PDE) to enzymy
hydrolizujace cykliczny adenozyno-5’-monofosforan (CAMP) oraz cykliczny guanozyno-3',5'-
monofosforan (cGMP). PDE wystepujace u ssakow podzielono na 11 rodzin. PDE z rodziny 4
sa obecne na neutrofilach, eozynofilach, monocytach i limfocytach, z kolei PDE7A wystepuja
na aktywowanych limfocytach T. W $wietle tych faktéw w ostatnich latach coraz wigksza
uwage zwraca si¢ na zastosowanie inhibitorow PDE nalezacych do rodziny 4 oraz 7 w terapii
chordb przebiegajacych z udziatem przewleklego stanu zapalnego. Realizacja projektu pozwoli
na oceng potencjatu terapeutycznego zwigzkow hamujacych PDE 4 i 7 w eksperymentalnym
modelu sepsy u zwierzat, wywotanej podwigzaniem i przektuciem katnicy (model CLP) oraz
wplywu sepsy na stezenia tych inhibitorow w surowicy. Efekt farmakologiczny bedzie
oszacowany na podstawie wartos$ci stezen cytokin, takich jak: TNF-a, 11-6, 1l-2 oraz HMGB1
W surowicy zwierzat, oraz parametrow takich jak CRP lub prokalcytonina. Ponadto
przeprowadzone zostang testy przezycia. Dla zwiazku najsilniej dziatajacego zostanie

wyznaczony profil stezen w surowicy myszy po podaniu podskérnym.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu planowane jest wykorzystanie 250 myszy domowych (Mus musculus),
szczepu BALB/c

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASADY 3R, tj. ZASADY ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA
| UDOSKONALENIA




Przygotowujac projekt badawczy sprawdzilem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym
whnioskiem badawczym w bazach danych: EBSCO; PUBMED; ScienceDirect; Web of Science.
Wykorzystalem nastepujace stowa kluczowe: sepsis, inflammation, endotoxic shock, PDE
inhibitor. W literaturze brak jest informacji na temat oceny skutecznosci dziatania dualnych
inhibitorow PDE 4/7 w modelu podwigzania i naklucia katnicy (CLP) u myszy. Model CLP,
mimo iz dotkliwy, stanowi ztoty standard w badaniach eksperymentalnych nad sepsa, szeroko
stosowany przez liczne zespoty badawcze. Myszy to zwierzeta o najnizszym mozliwym
poziomie rozwoju, dla ktorych mozna przeprowadza¢ wiarygodne badania nad sepsg
i zapaleniem. Badane parametry zapalenia charakteryzuja si¢ wysokim wspdtczynnikiem
zmienno$ci miedzyosobniczej, co ustalono na podstawie wynikow badan prowadzonych
w ramach wcze$niejszych projektéw oraz danych literaturowych, przez co grupy musza by¢
stosunkowo liczne. Proponowana liczebno$¢ zwierzat w grupie (testy farmakodynamiczne:
n=12, test przezycia n =20, testy farmakokinetyczne n=5) jest najnizsza mozliwg liczba, by
uzyska¢ wiarygodne rezultaty, CO 0Szacowano na podstawie testOw mocy statystycznej.
Zwierzeta beda poddane wnikliwej obserwacji, a niezdolno$¢ do pobierania wody 1 pokarmu,
wokalizacja, znacznie ograniczona ruchomo$¢ oraz inne objawy wskazujace na bol
i niewydolno$¢ narzadéw beda podstawa do humanitarnego us$miercenia. Autor wniosku
posiada wieloletnie do$wiadczenie z pracg na zwierzetach 1 zamierza przeprowadzié
eksperyment w sposdb ograniczajacy zbedny bdl i stres. Przed u$mierceniem zwierzgta beda

znieczulane wziewnie.

Zwierzgta beda utrzymywane w optymalnych warunkach, zgodnie z zasadami zgodno$ci
warunkéw bytowania i przeprowadzania do§wiadczen na zwierzgtach, zawartymi w traktacie
UE nr 123 (European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purposes CETS No.:123). Warunki: 12 godzinny cykl
dobowy (12 godzin jasnych, 12 godzin ciemnych), temp. 20-24°C, wilgotnos¢ 55% (+/- 10%),
15-20 wymian powietrza na godzing (przeplyw powietrza: 0,3 m/s), wolny dostgp do wody
1 pokarmu. Bedg utrzymywane w standardowych, zgodnych z przepisami klatkach. Materiat
gniezdzacy bedzie stanowita Sciotka wykonana z kilkumilimetrowych $cinkéw drewnianych
wysuszona poprzez ogrzanie do temperatury 550°C. W klatkach umieszczone zostang elementy
wzbogacajace srodowisko, takie jak domki drewniane, klocki do $cierania zebow, tunele
poliweglanowe, wstazki papierowe etc. Elementy wzbogacajace srodowisko bedg cyklicznie
wymieniane przy kazdej zmianie $ciotki w taki sposob, aby za kazdym razem do srodowiska

wprowadzany byl inny typ tego materiatu. Osoba wykonujaca eksperymenty bedzie




odpowiedzialna za kontrole dobrostanu zwierzat. Warunki bytowania zwierzat beda zgodne

z wytycznymi zawartymi w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia

14.12.2016 r.

Sposob realizacji zasady 3R:
1. Udoskonalenia
Zwierzeta

Myszy beda utrzymywane w odpowiednich warunkach bytowych oraz karmione certyfikowang
pasza bytowa. W badaniach zostang uzyte jednoptciowe grupy badawcze, o podobnym stopniu
rozwoju (6-8 tygodni), co pozwoli na zredukowanie ilosci zmiennych mogacych wptynaé na
rozrzut otrzymanych wynikéw. Dodatkowo, podczas eksperymentow z uzyciem zwierzat
bedzie prowadzona codzienna kontrola ich stanu zdrowia, a w razie zauwazenia niepokojacych
objawow bedzie zapewniony kontakt oraz pomoc ze strony lekarza weterynarii wchodzacego

w sktad zespotu ds. Dobrostanu Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM.
Pomieszczenie bytowe

Zwierzgta beda przebywaty w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu, w ktorym
nie beda wykonywane czynnosci tj. iniekcje, eksperyment czy u$miercanie, co ograniczy
narazenie zwierzat na czynniki stresogenne. Ponadto pomieszczenie bedzie wyposazone w

system monitorowania temperatury oraz wilgotnosci.
Sala eksperymentalna

Czynnosci tj. iniekcje dozylne, operacje chirurgiczne, czy usmiercanie zwierzat beda

wykonywane w tzw. sali eksperymentalnej
Metoda badawcza

Model zwierzgcy zostanie wykonany zgodnie z rekomendacjami dostgpnymi w literaturze. Aby
zapewni¢ wiekszy komfort myszom bioragcym udzial w eksperymentach, podawane zwigzki
beda rozpuszczone w roztworach nieindukujgcych podraznienia tkanek, o temperaturze

zblizonej do temperatury ciala myszy.
2. Ograniczenie

Na ograniczenie iloSci wykorzystanych zwierzat pozwalaja czynniki minimalizujace




zmienno$¢ 1 zwigkszajace powtarzalnos¢ pomiarow takie jak: stabilna pasza, jednorodnos¢ grup
badanych pod wzglegdem wieku, masy ciala, plci; rowny okres kwarantanny; znany

eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur.
3. Zastgpienie

Proponowana metodyka badawcza jest zgodna zaleceniami literaturowymi. Nie ma alternatywy
dla modelu CLP w badaniach in vitro, z kolei inne metody wywotywania endotoksemii in vivo
(jak na przyktad podanie lipopolisacharydu bakteryjnego) nie spetniajg kryteriow wiernego
odwzorowania sepsy u cztowieka. Inny zalecany model: CASP (wstawienie zastawki w jelicie)
jest rownie, jesli nie bardziej obcigzajacy dla zwierzat. Opisany projekt ma charakter badan

podstawowych dlatego brak opisanych metod alternatywnych na podstawie analizy baz danych.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna Punkt 8 wypelnia LKE, a nie Wnioskodawca
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

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




