TYTUL PROJEKTU: Badania farmakokinetyczno-farmakodynamiczne nad nowymi
inhibitorami fosfodiesterazy w zapaleniu mozgu i rdzenia krggowego u myszy

1. CZAS TRWANIA PROJEKTU — 36 miesiecy

2.SLOWA KLUCZOWE: zapaleniu mézgu i rdzenia kregowego, Stwardnienie rozsiane,
myszy, inhibitory PDE, farmakokinetyka.

3.CEL PROJEKTU (A. Badania podstawowe).

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Stwardnienie rozsiane to przewlekta, zapalna choroba osrodkowego uktadu nerwowego, w
ktérej dochodzi do demielinizacji i1 rozpadu aksondéw tkanki nerwowej. Uwazane jest za
chorob¢ autoimmunologiczng i1 nieuleczalng. Na $wiecie zdiagnozowano 2,5 miliona
przypadkéw zachorowan. Wsrdd chorych sg czesto ludzie mtodzi. W Polsce okoto 50 tysigcy
0sob cierpi obecnie na to schorzenie. Wyniki licznych badan wskazuja, ze selektywne
inhibitory specyficznych dla cAMP fosfodiesteraz (PDE), np. PDE4 i PDE7 moga stanowi¢
obiecujacy cel terapeutyczny w leczeniu tej choroby. Celem projektu jest ocena wiasciwosci
farmakokinetycznych i1 skuteczno$ci nowych nieselektywnych inhibitorow PDE, o silnym
dziataniu wzgledem PDE4 i PDE7, w zapaleniu moézgu i rdzenia kregowego u myszy, ktore
odpowiada pod wzgledem klinicznym i1 immunologicznym stwardnieniu rozsianemu u ludzi.
Na podstawie badan in silico, in vitro oraz badan in vivo w modelu endotoksemii, sposob
ponad 100 otrzymanych zwigzkow, wytypowano trzy najaktywniejsze inhibitory PDE.
Zapalenie mozgu u myszy zostanie wywotane podskéornym podaniem biatka MOGss-ss.
Zwiazki podawane beda dootrzewnowo raz na dobe przez 25 dni od chwili wystapienia
objawéw choroby. Nasilenie tej choroby w grupach badanych i grupie kontrolnej bedzie
oceniane przy pomocy odpowiedniej skali klinicznej, w stymulowanych LPS splenocytach
pochodzacych od chorych myszy oraz w badaniach histopatologicznych. Ponadto we krwi i
mozgu myszy zostang oznaczone ste¢zenia wybranych biomarkeré6w rozwoju choroby technika
LC-MS/MS. W badaniach farmakokinetycznych zwiazki zostana podane zwierzetom
zdrowym 1 z wywolanym zapaleniem mozgu celem oceny wptywu choroby na
farmakokinetyke 1 dystrybucje do tkanek badanych zwigzkow. Ponadto planuje si¢ ocenié
potencjat wywolywania wymiotéw 1 nudnosci (typowe dziatania niepozadane po podaniu
niektorych inhibitorow PDE) przez badane zwigzki w badaniu skrocenia czasu trwania snu
wywotanego podaniem agonisty receptora ap-adrenergicznego u myszy. Wyniki tych badan
przyczynia si¢ do oceny wptywu réwnoczesnego hamowania PDEs podwyzszajacych poziom
cAMP w komoérkach, w tym immunologicznych, na skuteczno$¢ leczenia stwardnienia
rozsianego z zastosowaniem zwierzgcego modelu tej choroby. Okreslona zostanie zalezno$¢
dawka-stezenie-efekt farmakologiczny dla badanych zwigzkéw, a takze bezpieczenstwo ich
stosowania. Analiza farmakokinetyczna i PK/PD zostanie przeprowadzona w programie
ADAPT 5 (BMSR, USA), a analiza statystyczna w programie STATISTICA 13 (StatSofft,
Polska).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

‘ W doswiadczeniu planowane jest wykorzystanie 124 myszy domowych, szczepu C57BL/6 ‘



oraz 64 myszy domowych szczepu CD-1.

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

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam istniejagcg wiedze w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; ScienceDirect i Web of
Science. Wykorzystatam nastepujgce stowa kluczowe: PDEA4/7 inhibitors, autoimmune
diseases, animal models of autoimmune encephalomyelitis, pharmacokinetics. Na podstawie
przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam, ze przedstawione we wniosku procedury sg
szeroko stosowane w wielu laboratoriach na catym §wiecie w badaniach majacych na celu
poszukiwanie nowych terapii stwardnienia rozsianego i poznania wlasciwosci
farmakokinetycznych nowych zwiazkéw. Liczba zwierzat planowana w eksperymencie jest
najmniejsza z mozliwych z punktu widzenia statystycznej oceny wynikow i analizy
farmakokinetycznej. Co wiecej, w badaniach farmakokinetycznych testowane beda jedynie
trzy, wytypowane na podstawie wynikéw badan in silico i in vitro, sposrod ponad 100 nowo
zsyntetyzowanych zwigzkow, a do badan farmakologicznych zostang skierowane dwa z nich.
Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze patogeneza Stwardnienia
rozsianego jest bardzo zlozona i nie zostala jeszcze dokladnie poznana. Ze wzgledu na
wieloptaszczyznowos¢ zjawisk zachodzacych w tej chorobie, badania in vitro dostarczajg
jedynie orientacyjnych danych, ktére nalezy zweryfikowaé w zywym organizmie. Podanie
biatka MOGss-s5 W kompletnym adiuwancie Freunda z zawieszonymi pratkami gruzlicy w celu
wywotania objawow zapalenia mozgu i rdzenia kregowego jest najczesciej stosowang, dobrze
zwalidowang procedurg w badaniach nad stwardnieniem rozsianym na $wiecie.

Procedury zwigzane z wywotaniem w/w choroby cechuje wysoka kategoria dotkliwosci.
Jednak wg danych literaturowych rozwijajacy si¢ w wyniku tej procedury stan chorobowy
nie wigze si¢ z silnym bdlem czy stresem, a jedynie z poczuciem dyskomfortu. Brak jest
danych dotyczacych alternatywnych metod badawczych w zakresie opracowania nowych
terapii stwardnienia rozsianego oraz skutecznosci zwigzkéw hamujacych rownocze$nie PDE
4 17 w tej chorobie. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na oceng wptywu
nowych inhibitorow PDE na przebieg stwardnienia rozsianego w modelu zwierzgcym oraz
na wytypowanie nowego silnego inhibitora PDE4/7 do dalszych prac rozwojowych.

Sposob realizacji zasady 3R

1. Udoskonalenie

Myszy utrzymywane bgdg we wtasciwych dla gatunku warunkach bytowych 1 karmione
certyfikowang pasza bytowa. W klatkach umieszczone zostang elementy wzbogacajace
srodowisko, np. takie jak: klocki do $cierania zebow, czy tunele poliweglanowe. W

badaniach nad stwardnieniem rozsianym zostang uzyte wylacznie samice, o podobnym
stopniu rozwoju (8-13 tygodni), co pozwoli na zredukowanie liczby zmiennych, mogacych
wptyna¢ na rozrzut otrzymanych wynikoéw. Podczas eksperymentdéw z uzyciem zwierzat
prowadzona bgdzie codzienna kontrola ich stanu zdrowia, a w przypadku zaobserwowania
niepokojacych objawow, zapewniona bedzie pomoc ze strony lekarza weterynarii. Zwierzgta
beda przebywaly w pomieszczeniu bytowym, w ktorym nie beda wykonywane zadne
eksperymenty, czy usmiercanie, co ograniczy ich narazenie na czynniki stresogenne. Ponadto
pomieszczenie, w ktorym beda przebywaty bedzie wyposazone w system monitorowania
temperatury oraz wilgotnosci. Aby zapewni¢ wigkszy komfort myszom bioragcym udziat w
eksperymentach, podawane zwigzki bedg rozpuszczone w roztworach o temperaturze
zblizonej do temperatury ciata myszy, ktore nie beda powodowac podraznienia tkanek.
Model zwierzecy zostanie wykonany zgodnie z rekomendacjami dostgpnymi w literaturze.

2. Ograniczenie




Liczba zwierzat planowana w poszczegdlnych procedurach jest minimalna z punktu widzenia
prawidtowej analizy farmakokinetycznej i statystycznej oraz zakresu planowanych
doswiadczen farmakologicznych. Na ograniczenie liczby wykorzystanych zwierzat pozwola
czynniki minimalizujgce zmiennos¢ i zwigkszajace powtarzalno§¢ pomiarow takie jak:
stabilna pasza, jednorodno$¢ grup badanych pod wzglgdem wieku, masy ciala i plci, ten
sam/znany eksperymentator, jednakowy okres kwarantanny, czy zachowanie rezimu
czasowego procedur.

3. Zastapienie

Jak wynika z analizy danych literaturowych, w celu weryfikacji zatozonej hipotezy
badawczej, w niniejszym projekcie nie mozna zastosowa¢ metod wykluczajacych
wykorzystanie zwierzat do§wiadczalnych. Ztozonos¢ procesow zachodzacych w patogenezie
stwardnienia rozsianego, jak i nieodkryta jeszcze pelna etiologia tej choroby uniemozliwiaja
zastgpienie planowanych badan in vivo metodami in vitro czy in silico. Podobnie, brak jest
metod alternatywnych pozwalajacych na uzyskanie wiarygodnych informacji w odniesieniu
do badan farmakokinetycznych nad nowymi zwigzkami u zwierzat zdrowych oraz z
zapaleniem mozgu i rdzenia krggowego oraz badan pozwalajacych na oceng dziatan
niepozadanych po podaniu inhibitorow PDE.

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




