NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: "Okreslenie skutecznosci nowych antagonistow receptora angiotensyny II typu 2

(AT2) w modelu bélu neuropatycznego"
2.Czas trwania projektu: 9.07.2018 -9.07.2022
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Antagonisci AT2, bdl neuropatyczny, EMA-401

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

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 produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, 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.

Bol neuropatyczny powstaje wskutek uszkodzenia lub dysfunkcji obwodowego ukladu nerwowego i
charakteryzuje si¢ wystepowaniem przewlektego bolu. Skutecznos¢ terapii bolu neuropatycznego wynosi 30-50%
ze wzgledu na zlozony patomechanizm tego schorzenia. W wyniku uszkodzenia nerwu obwodowego dochodzi do
dlugotrwatego wzrostu ekspresji receptora angiotensyny II typu 2 (AT2). Pobudzenie receptora AT2 stymuluje
patologiczny rozrost wtokien wspotczulnych w rdzeniu kregowym, co prowadzi do wystapienia nadwrazliwosci
na bodzce niebolowe. Celem projektu jest ocena skutecznosci nowych, selektywnych antagonistow receptora AT2
powstatych wskutek strukturalnych modyfikacji zwigzku C21, bedacego w fazie II badan klinicznych.
Spodziewamy si¢ uzyskania serii nowych czasteczek o silniejszym dziataniu przeciwbolowym niz jedyny
antagonista AT2 - EMA 401 begdacy w fazie badan klinicznych. Aktywno$¢ zwiazkoéw zostanie zbadana po
jednorazowym podaniu dootrzewnowym w zwalidowanym mysim modelu bolu neuropatycznego powstatego

wskutek luznego podwiazania nerwu kulszowego. Korzysci ptynace z zaproponowanych badan obejmuja




weryfikacje wptywu modyfikacji strukturalnych matoczgsteczkowych antagonistow receptora AT2 oraz ich
wplyw na efektywno$é w bolu neuropatycznym. Projekt powoli takze na rozszerzenie wiedzy na temat stopnia
zaangazowania receptorow AT2 w patomechanizm bdlu neuropatycznego oraz zweryfikuje stuszno$é kontynuacji
badan w kierunku projektowania antagonistow receptora AT2 jako nowych lekéw w leczeniu neuropatii
obwodowej. Szkody spowodowane u zwierzat obejmuja mozliwos¢ odczuwania bolu pooperacyjnego pomimo
zastosowania lekow przeciwzapalnych. Istnieje takze minimalne ryzyko upadkow zwierzat podczas operacji.
Zgodnie ze specyfikag modelu doswiadczalnego w operowanej koniczynie nastgpi rozwoj nadwrazliwosci na
bodZzce mechaniczne i termiczne. U zwierzat moze takze wystapi¢ odcigzanie uszkodzonej konczyny, ktore

zazwyczaj ustgpuje po 7 dniach od zabiegu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

192 doroste myszy (8-10 tygodni) stada NMRI pici mgskie;j

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam/sprawdzitem istniejaca wiedzg w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

__EBSCO; X PUBMED; _X_Google Scholar; _ AGRICOLA; X ScienceDirect; _ Web of Science (JCR);
Wykorzystatam/em stowa kluczowe: AT2 atnagonists, neuropathic pain, allodynia, EMA401, CCIl model

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

a) Rozwoj bolu neuropatycznego zwigzany jest z nadmierna ekspresja i aktywacjg receptora AT2 w zwojach
korzeni grzbietowych

b) Hiperalgezja i allodynia w bolu neuropatycznym zwigzana jest ze stymulacja rozrostu neurytow i pobudzenia
receptora TRPV1 wskutek aktywacji kinazy biatkowej A nastgpujacych wskutek aktywacji receptora AT2.

C) Terapia bolu neuropatycznego stanowi wyzwanie ze wzgledu na mnogo$¢ molekularnych celow
warunkujacych rozwdj allodynii. Stad koniecznos¢ poszukiwania nowych molekularnych celow terapeutycznych.
A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze:

a) Otrzymane zwiazki posiadajg silne powinowactwo w stosunku do receptora AT2 oraz odznaczajg sie
stabilno$cig w mikrosomach watrobowych.

a) Antagoni$ci receptora AT2 wykazujg efektywno$¢ w bolu neuropatycznym zar6wno w badaniach na

zwierzgtach jak i badaniach klinicznych po podaniu dootrzewnowym i doustnym.

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




B. Brak jest danych, lub tez dane sa mato wiarygodne lub nie sg sprawdzone w zakresie:

a) Znaczenia nowych modyfikacji strukturalnych matoczgsteczkowych antagonistow receptora AT2 oraz ich
wplywu na efektywno$¢ w bolu neuropatycznym in vivo.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na okreslenie zaleznos$ci struktura chemiczna-aktywnosé
biologiczna nowych antagonistow receptora AT2.

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze lub ugruntowanie istniejacej wiedzy w kierunku skutecznos$ci nowych
antagonistow AT2 w terapii bolu neuropatycznego poprzez okreslenie nasilenia efektu antynocyceptywnego jak i
Czasu jego trwania.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na stworzeniu zalecen dotyczacych skutecznosci blokerow
receptora AT2 w bolu neuropatycznym i weryfikacje stusznosci dalszej kontynuacji badan w kierunku
projektowania antagonistow receptora AT2.

Zasada ograniczenia: W planowanych badaniach zostala osiagnigta glownie poprzez przeprowadzenie
wstepnych badan radioizotopowych okreslajacych powinowactwo nowych zwiazkow do receptora AT2.
Podejscie to dato mozliwos¢ wyselekcjonowania kilku najbardziej aktywnych czasteczek. Ponadto, okreslono, iz
wyselekcjonowane zwigzki wykazuja zadowalajaca stabilno$¢ mikrosomalna, co zwicksza szanse uzyskania
dhugotrwatego efektu analgetycznego in vivo. Wczesniejsze badania nad referencyjnym antagonista AT2 -
EMAA401 pozwolity na ustalenie wielkos$ci réznic miedzy grupami badanymi a grupa kontrolng oraz wartos$ci
odchylenia standardowego, co pozwolito na obliczenie minimalnej liczby zwierzat niezbednej do uzyskania celu
doswiadczenia. Ponadto, liczebno$¢ grup kontrolnych przyporzadkowanych do kazdego testowanego zwigzku
zostata zredukowana do 6 zwierzat, poniewaz jak wynika z wcze$niejszych obserwacji, r6znice w odpowiedzi
pomigdzy zwierzetami kontrolnymi s3 zdecydowanie mniejsze w poroéwnaniu do zwierzat z grup
doswiadczalnych.

Zasada udoskonalenia: Dzigki zastosowaniu narkozy wziewnej (izofluran) zamiast narkozy iniekcyjnej
(mieszanina ketaminy i ksylazyny) pozwala na zmniejszenie ryzyka upadkow zwierzat w trakcie operacji poprzez
zwickszenie kontroli nad glebokoscia znieczulenia. Zastosowanie izofluranu ogranicza réwniez ryzyko
komplikacji pooperacyjnych wynikajacych z hipotermii. Szybkie wybudzenie zwierzat z narkozy izofluranowej
daje mozliwos¢ szybszego rozpoczecia pobierania ptynéw oraz paszy, co wptywa korzystnie na rekonwalescencjg
zwierzat. Zastosowanie Rimadylu (karprofen), jako niesteroidowego srodka przeciwzapalnego i przeciwbolowego
przed operacja minimalizuje bol pooperacyjny i przyczynia si¢ do ograniczenia cierpienia zwierzat.
Przeprowadzone wczesniej badania pilotazowe nie wykazaty wplywu przedoperacyjnego podania Rimadylu na
rozw0j bolu neuropatycznego. Zastosowanie systemu metalowych klipsow zamiast szwow zamykajacych rane
pooperacyjng, znacznie skraca czas trwania zabiegu oraz jest metoda mniej inwazyjng. Zastosowanie $ciotki z
drobno zmielonych trocin o nieostrych krawedziach minimalizuje dyskomfort zwierzat zwigzany z

nadwrazliwos$cig operowanej konczyny na bodziec mechaniczny wywotany kontaktem ze $cidika.




Ponadto, procedury badawcze zakladaja ograniczenie do minimum dyskomfortu fizycznego i psychicznego
poprzez:
1. czynno$¢ oswajania z eksperymentatorem, pomieszczeniami do$wiadczalnymi i aparaturg do badan
behawioralnych.
2. zapewnienie myszom warunkow bytowych charakterystycznych dla gatunku oraz umozliwiajacych
przejawianie naturalnych zachowan. Kazde zwierzg bgdzie mialo zapewniony dostgp do kryjowki (w postaci
tekturowej rolki celulozowej o $rednicy ok. 5 cm) oraz materialu do budowy gniazda (makulaturowy papier
pakowy oraz ptatki baweiane lub motki widrowe).
3. monitorowanie masy ciata, ogdlnego stanu zwierzat oraz ewentualnych symptoméw nadmiernego dyskomfortu
1 bolu po operacji lub podaniu badanego zwiazku.
4. wykonywanie czynno$ci przez osoby wykwalifikowane, posiadajace stosowna wiedz¢ oraz zdolnosci
manualne.
4.1 Przyporzadkowanie czynnosci technicznych na zwierzetach planowanych dla poszczegolnych osob
umieszczonych w Tabeli punktu 7 wniosku przypisane wg. posiadanych umiejetnosci, ktore moga wptynaé na
dobrostan zwierzat oraz uzyskanie rzetelnych wynikow:

* Anna Le$niak: oswajanie zwierzat, przeprowadzenie operacji CCI, podanie badanych zwigzkow,
przeprowadzenie testu von Frey'a, uSmiercenie zwierzat

* Mariusz Sacharczuk: oswajanie zwierzat, podanie badanych zwigzkdéw, przeprowadzenie testu von Frey'a,
usmiercenie zwierzat

* Renata Wolinska: oswajanie zwierzat, podanie badanych zwigzkow, przeprowadzenie testu von Frey'a,
usmiercenie zwierzat

» Karolina Pawlik: oswajanie zwierzat, podanie badanych zwigzkoéw, usmiercenie zwierzat
Zasada zastapienia: W planowanym projekcie, zastosowano metody alternatywne w postaci symulacyjnych
badan dokowania molekularnego okreslajacych in silico wigzanie badanych zwigzkow do receptora AT2.
Nastepnie przeprowadzono badania radioizotopowe oraz badani stabilno$ci w mikrosomach, ktore postuzyty do
wstepnego wyodrebnienia najbardziej aktywnych zwigzkow o wysokiej stabilnosci, ktore zostalty wytypowane do
dalszych badan in vivo. Powyzsze podejécie przyczynito si¢ to do ograniczenia liczby zwierzat uzytych w

doswiadczeniu poprzez wytypowanie najbardziej obiecujacych zwigzkow.




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

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



