ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России                                               Протокол исследования № …… от ……..версия 1

Уважаемый исследователь!

Шаблон протокола экспериментального исследования разработан на основании стандартов Quality practices in basic biomedical research (QSBR), в соответствие с которыми проводятся экспериментальные исследования, не связанные с изучением веществ: исследования по разработке лекарственных средств (выявление терапевтического потенциала у соединения (скриннинг), характеристика активного фармацевтического ингредиента, нерегулируемые доклинические исследования (доказательство биологической активности соединения – «доказательство принципа» и оценка терапевтического потенциала на экспериментальных моделях). 
Работы, соответствующие регулируемым доклиническим исследованиям, включающие доказательство безопасности для здоровья человека и окружающей среды, а именно: токсичность при однократном и повторном введении; репродуктивную токсичность;  мутагенный, канцерогенный потенциал; токсикокинетику (фармакокинетические исследования); местнораздражающее действие, в том числе фототоксичность, исследование сенсибилизации, привыкание и/или снятие эффектов лекарственных препаратов, проводятся в соответствии с национальными требованиями и правилами GLP. По данным работам заполняются протоколы центра доклинических исследований ЦНИЛ.

Текст, выделенный синим цветом, является информационным и/или примером заполнения разделов протокола и подлежит удалению в финальной версии документа.

СОГЛАСИЕ ИССЛЕДОВАТЕЛЯ С ПРОТОКОЛОМ

Название исследования
Я согласен (согласна):

· Проводить исследование в соответствии с данным протоколом, любыми последующими поправками и всеми другими процедурами проведения исследования, предоставляемыми координатором исследования.

· Не вносить в протокол исследования никаких изменений, за исключением тех случаев, когда возникает необходимость устранить непосредственную опасность для пациентов.

· С тем, что я подробно ознакомлен (ознакомлена) с протоколом исследования.

· С тем, что я знаком и согласен с правилами «Quality practices in basic biomedical research» (QSBR), на которых основываются правила лабораторной практики в Российской Федерации (Приказ Министерства здравоохранения и социального развития Российской Федерации № 199н от 01.04.2016). 

· С тем, что я осведомлен(а), что эксперименты на животных должны проводиться в соответствии с правилами, принятыми Европейской Конвенцией по защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и иных научных целей (European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and other Scientific Purposes (ETS 123) Strasbourg, 1986). и всеми соответствующими локальными нормативными требованиями, и обязуюсь строго соблюдать их.

· Я знаю, что я являюсь ответственным лицом за проведение исследования в целом. Я согласен лично выполнять или контролировать описанное биомедицинское исследование.

· Я подтверждаю, что все мои сотрудники и коллеги, участвующие в проведении исследования, информированы о своих обязанностях. В моем исследовательском центре используются процедуры, обеспечивающие получение сотрудниками исследовательского центра необходимой информации в течение исследования.

· Я осведомлен, что служба обеспечения качества (СОК) ЦНИЛ будет контролировать соответствие выполнения исследования регулирующим стандартам
	Фамилия, имя, отчество исследователя: ____________________________________________


	
	

	Подпись исследователя
	
	Дата




ПРОТОКОЛ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ОБЩАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Название исследования: Исследование иммуномодулирующих свойств вещества <код и/или наименование> при его введении <способ> <вид животных, линия/сток> в течение <Х недель/дней> и последующим <Х недель/дней> периодом отмены

Разработка экспериментальной модели …..

(Уважаемый исследователь, если НИР состоит из нескольких этапов, то можно представить 2-3 протокола с общим названием исследования и уточняющим названием этапа исследования)
Номер исследования: НЕ ЗАПОЛНЯЕТСЯ
Дата утверждения протокола: Версия 1 от 03.01.2019
Наименование и адрес организации, осуществляющей организацию проведения исследования: ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России, 634050, г. Томск, ул. Московский тракт, 2.

Научный руководитель исследования, осуществляющий планирование исследования, а также лицо уполномоченное подписывать протокол и поправки к протоколу: Иванов Иван Иванович, доцент кафедры терапии, +7 999 888 77 77, ivanov@ivanov.ru, г. Томск, ул. Московский тракт, 2.
Ответственный исследователь, лицо, отвечающее за проведение исследования: Иванов Иван Иванович, доцент кафедры терапии, +7 999 888 77 77, ivanov@ivanov.ru, г. Томск, ул. Московский тракт, 2.
Центры исследования:

ЦНИЛ СибГМУ, г. Томск, ул. Московский тракт, 2, стр. 18, 901-101 
Кафедры, отделения, клиническая лаборатория и другие медицинские и (или) технические службы, принимающие участие в исследовании:

ЦКДЛ СибГМУ, г. Томск, ул. Московский тракт, 2, 905-317

Запланированный период исследования: сентябрь 2017 – октябрь 2019 
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТ
1. Обоснование актуальности биомедицинского исследования
Актуальность проводимого исследования, включающая в себя краткий обзор литературы (до 2500 тыс знаков без учета источников используемой литературы) по тематике проводимой работы.

2. Цель исследования

Изучить влияние вещества после его перорального введения на репаративную регенерацию костныого мозга на уровне стволовых клеток

.

Разработать в эксперименте метод стимуляции репаративных свойств органа с использованием устройств из вещества
Установить закономерности течения экспериментально индуцированной дистрофии ткани в эксперименте in vivo

Изучить вклад … в активацию … и развитие … инсулинорезистентности при экспериментальном сахарном диабете 2 типа

3. Задачи исследования

1. Разработать и апробировать экспериментальную модель.

2. Изучить степень давления компрессирующих устройств.

3. Произвести оценку полученных данных в эксперименте с помощью гистоморфометрии

…..
4. Дизайн исследования
Пример 1

Количество животных: 30 крыс-самцов

Группы исследования: 

1. №1 (n=10). Контроль. Стандартный лабораторный корм 

2. №2 (n=10). Модель сахарного диабета 2 типа 

3. №3 (n=10). Модель сахарного диабета 2 типа + вещество 

	Сутки эксперимента,

(n животных)
	Манипуляции с животными
	
	

	
	Высокожировая

диета
	Взвешивание
	Введение

стрептозо-тоцина
	Введение 

вещества
	Забор крови
	Некропсия
	Гистология

	1 (30)
	Гр 2,3 в течение всего эксперимента
	Гр 1-3
	
	
	
	
	

	35 (30)
	
	Гр 1-3
	
	
	
	
	

	42 (30)
	
	Гр 1-3
	Гр 2,3
	
	
	
	

	49 (30)
	
	Гр 1-3
	
	
	
	
	

	56 (30)
	
	Гр 1-3
	
	
	Гр. 1-3

30 образцов
	
	

	57 (30)
	
	Гр. 3
	
	Гр. 3
	
	
	

	71 (30)
	
	Гр. 3
	
	Гр. 3
	
	
	

	73 (30)
	
	
	
	
	Гр. 1-3

30 образцов
	
	

	80 (30)
	
	Гр. 1-3


	
	
	Гр. 1-3

15 образцов
	Гр. 1-3

5 животных с каждой группы
	20 образцов

	81 (15)
	
	Гр. 1-3


	
	
	Гр. 1-3

15 образцов
	Гр. 1-3

5 животных с каждой группы
	20 образцов


Перечень измерений/исследований/исследуемые показатели: 

Измерение массы тела у всех животных (… измерений).

Будет получено 90 образцов периферической крови (показатели);90 образцов сыворотки крови (показатели); 90 стекол с мазками крови для подсчета лейкограммы; 30 стекол с мазками костного мозга; 40 образцов фрагментов внутренних органов и тканей для гистологических исследований (какие ткани, методы).

Для проведения данного исследования необходимо __________ (мг, мл, флаконов) исследуемого фармакологического средства.

Пример 2

Количество животных: 54 крысы-самца 

Группы исследования: 

Распределение животных по экспериментальным группам не предусмотрено.

Период выполнения исследования с …….по ……

	Период проведения эксперимента с … по ….
	Манипуляции с животными
	Измерения

	
	Эвтаназия дата, если возможно запланировать
	

	
	Эвтаназия дата, если возможно запланировать
	


Перечень измерений/исследований/исследуемые показатели: 
У каждого животного будут взяты легкие. Будут получены данные о сократительной активности гладкомышечных клеток (показатели).

Пример 3

Количество пациентов: 107 (…мужчин и … женщин) 

Группы исследования: 

№1 (n=…). Контроль. 

№2 (n=…). Рак желудка (МКБ) с эозинофилией 

№3 (n=…). Рак желудка (МКБ) без эозинофилии

Материал исследования: образцы ткани желудка 

	Набор материала 


	Подготовка материала для исследования
	Измерения

	
	
	Иммуногистохимия
	Выделение ДНК
	Микроскопия

	с … по ….
	с … по ….
	с … по ….
	с … по ….
	с … по ….


Перечень измерений/исследований/исследуемые показатели: 

Будет получено 107 образцов тканей желудка для гистологических исследований (какие методы).
5. Ключевые даты (сроки проведения исследования):
Дата инициации исследования (подписание протокола):



Вариативная часть - 

Формирование групп:

Первый день введения вещества

Первая некропсия:


Последняя некропсия:
т.д.




либо
Набор биоматериала: с …..по…..
Обработка биоматериала 
Формирование базы данных для статистической 

обработки:

Статистическая обработка: 

Предоставление отчета:
6. Персонал (ведущие специалисты)

	Проводимые работы
	ФИО

	Манипуляции с тестируемым веществом:
	

	Прижизненные процедуры с животными (введение вещества, оценка показателей, забор материала, хирургия, т.д. расписать):
	

	Ветеринария:
	

	Некропсия:
	

	Гематология:
	

	Биохимия:
	

	Гистология:
	

	Набор биоматериала (сотрудники кафедр, клинических отделений)
	

	т.д.
	


7. Животные
7.1 Выбор вида животных, материала для исследования
Использование взрослых линейных мышей BALB/c обосновано их соответствием для испытания объекта исследования при подкожной имплантации.
Хирургические исследования можно осуществлять на разных животных. Для абдоминальной хирургии лучшим решением в настоящее время являются кролики. Для их содержания требуется меньше затрат, в сравнении со свиньями и собаками. А также для них легче подобрать наркозный препарат и оборудование для фиксации и осуществления операций.
Для изучения специфических механизмов избирательного действия объем-зависимых процессов на гладкомышечные клетки сосудов, а также вклада ионного транспорта мембраны необходимо наличие изолированных от влияния нервно-гуморальной регуляции гладкомышечных сосудистых сегментов. После умерщвления животного выделяется сердечно-легочный комплекс и помещается в физиологически сбалансированный солевой раствор Кребса. Отпрепарированные сегменты легочной артерии используются немедленно или сохраняются  в холодильнике при 4ºС в течение суток. 

7.2.
Количество животных и(или) проб 
Для проведения исследований необходимо 30 крыс-самцов Wistar массой 250-300 г.

Количество животных, используемое в исследовании, достаточно для полной регистрации изучаемых эффектов.
7.3
Животные
	Вид:
	Кролики Oryctolagus cuniculus

	Линия/Сток:
	

	Поставщик:
	ИП 

	Возраст к началу введения:
	8-10 недель

	Вес к началу введения:
	3,5 – 4 кг

	Количество самцов:
	15

	Количество самок:
	15


7.4 Распределение по группам

Животные распределяются по группам, используя в качестве критерия массу тела, так, чтобы индивидуальное значение массы не отклонялось от среднего значения в пределах одного пола более чем на (10%.
7.5 Идентификация
В исследовании в каждой клетке или группе лабораторных животных при необходимости проводится идентификация животных.

(В качестве методов идентификации крыс и мышей используется маркировка ушей иссечением фрагмента ушной раковины хирургическими ножницами или её перфорированием специализированным пробойником.
При проведении кратковременных исследований допускается маркировка мышей и молодняка крыс цветными метками на теле (бриллиантовым зеленым, раствором фукарцина, хирургическим маркером) или выстрижением шерсти. Необходимо учитывать, что цветные метки со временем стираются!!! Выстриженный участок шерсти зарастает в течение 8-10 дней.)

Маркировка будет проводиться путем иссечения фрагмента ушной раковины хирургическими ножницами. Метки отмечаются на карточке клетки. Запись о выполнении меток прикладывается к пакету данных по исследованию и будет доступен персоналу, выполняющему манипуляции с животными и некропсию.

8. Тестируемый объект и объекты сравнения (если допустимо)
8.1.
Тестируемое вещество 
	Название/код в исследовании:
	

	Полное название:
	

	Описание:
	

	Производитель:
	

	Поставщик:
	

	Лот:
	

	Количество:
	

	Срок годности:
	

	Условия транспортировки:
	

	Условия хранения:
	


8.2.
Носитель/растворитель
	Название: 
	0.9% натрия хлорид для инъекций

	Условия хранения:
	22 ( 5(С


8.3. Характеристика тестируемого вещества

<Написать, кто делает анализы стабильности и характеристики тестируемого вещества>

Документы об анализе стабильности и характеристике вещества будут приложены к итоговому отчету <предоставить сертификат анализа вещества до начала экспериментальных работ>. Химическая чистота/активность тестируемого вещества считается равной 100% до тех пор, пока не будет показано обратное. 
КХК – белый аморфный порошок с кремоватым оттенком, содержит 0,145 г/г кальция, М.м. (C7H8O9Са) 276.15. Образец высокой степени очистки, не содержит примесей органических растворителей и иных органических примесей (по результатам ВЭЖХ). Мало растворим воде при нагревании, не растворим в метаноле, этаноле, хлороформе, ацетоне.

8.4. Дозы, схема и способ введения

Вещество будет вводиться <один раз в день ежедневно на протяжении 28 дней в дозе>. 

Введение тестируемого вещества в трех дозах направлено на выявление дозозависимости токсических эффектов. 

Продолжительность введения тестируемого вещества зависит от предполагаемой длительности его введения в клинике. Частота введения (однократно в день) рекомендована для исследований общей токсичности. Вещество будет вводиться <внутривенно>, т.к. это предполагаемый способ введения человеку.

Общий объем раствора для однократного введения всем животным (20 шт) составляет 10 мл. Введение по 0.5 мл каждой особи (доза 10 мг/г) вм.
Инстилляции антибиотика Тобрекс по 1 капле 6 раз в день и закладывание геля Корнерегель за нижнее веко по 4 раза в день

8.5. Подготовка вещества для введения

<Тестируемое вещество готовится в виде раствора в 0.9% NaCl для инъекций в концентрациях: x мг/мл, xx мг/мл, xxx мг/мл>.

Растворы для введения будут готовиться ежедневно провизорской службой лаборатории. Для расчета доз чистота исходного вещества считается 100%. Приготовление доз основывается на значениях доз и объеме введения, указанных в п. 8.4. <Исследователь может предоставить инструкцию по приготовлению доз>. Все расчеты по приготовлению доз документируются и прикладываются в папку по исследованию. 

Дозы до введения хранятся при 5(3°C.

Тестируемое вещество готовится в виде суспензии в воде очищенной в концентрации 0.6 мг/мл непосредственно перед введением. 
9. Методы 
В данном случае представлены примеры методов проведения эксперимента.
10.1.
Введение веществ (манипуляции с животными)
Пример 1 описания процедуры: 

<Вещество вводится внутривенно болюсно в хвостовую вену. Объем введения составляет 10 мл/кг. Объем введения для каждого животного рассчитывают в соответствии с его массой тела. Для введения используют шприцы на 1 мл с иглой 27G и меньше (один шприц на животное). Введение веществ осуществляют ежедневно один раз в день в первой половине дня на протяжении 28 дней.>

Пример 2 описания процедуры:

<Препараты вводятся внутримышечно в четырехглавую мышцу бедра. Для дозы 0.250 мл/животное из флакона с препаратом, содержащего 0.5 мл, шприцем отобрать 0.250 мл, максимально избегая потери. Использовать один шприц (объемом 1 мл, с впаянными иглами 27-30G) на одно животное. Введение осуществляют в первой половине дня (09:00-12:00), режим введения - раз в две недели, 5-ти кратно.> 

10.2.
Клинический осмотр (ЧДД, ЧСС, ЭКГ) (манипуляции с животными)
Клинический осмотр будет проводиться при формировании групп и еженедельно (1, 8, 15, 22, 29-й дни исследования). 

10.3.
Масса тела (манипуляции с животными)
Масса тела будет регистрироваться при формировании групп и раз в неделю в последующем (1, 8, 15, 22, 29-й дни исследования). Масса тела голодного животного непосредственно перед некропсией будет взята для расчета процентного отношения массы органов к массе тела. 

10.4.
Потребление корма (манипуляции с животными)
Потребление корма будет определяться количественно для клетки содержания еженедельно (1, 8, 15, 22, 29-й дни исследования) взвешиванием решетки с кормом в начале и спустя 24 часа.

10.5.
Определение диуреза (манипуляции с животными)
После 28-го дня введения животных помещают в метаболические клетки на ночь со свободным доступом к воде, но без корма для определения спонтанного диуреза. 
10. Лабораторные тесты 
В данном случае представлены примеры проводимых лабораторных тестов.

11.1.
Гематология

Кровь собирается в пробирки с ЭДТА. Анализ будет проводиться в день взятия проб по параметрам, указанным ниже на гематологическом анализаторе **Название, модель, производитель: Mythic 18 Vet (EC)**:

	Количество эритроцитов (RBC) 
	Среднее содержание гемоглобина в клетке (MCH)

	Уровень гемоглобина (HGB)
	Средняя концентрация гемоглобина на клетку (MCHC) 

	Гематокрит (HCT)
	Средний объем эритроцита (MCV)

	Количество лейкоцитов (WBC)
	Количество тромбоцитов (PLT)

	Лейкоформула
	


Для подсчета лейкоформулы для всех животных делается мазок крови, фиксируется и окрашивается. 

Гематологические стекла по окончании исследования сдаются в архив со всеми материалами по исследованию <указать номер комнаты>.

11.2.
Клеточный состав костного мозга

При некропсии всех животных берут костный мозг из бедренной кости аспирацией и делают мазки. Мазки высушивают и фиксируют. Мазки костного мозга исследуют микроскопией для изучения клеточного состава и лейкоэритробластического соотношения в случае необходимости.

11.3.
Гемостаз

Кровь собирается в пробирки, содержащие антикоагулянт цитрат натрия. Образцы центрифугируются для получения плазмы; в плазме определяются следующие показатели в день взятия проб:

	Активированное парциальное тромбопластиновое время  (APTT)

	Протромбиновое время (PT)


Анализ будет проводиться на коагулографе Thrombostat Behnk Elektronik.

11.4.
Биохимия сыворотки

Образцы крови после свертывания центрифугируются для получения сыворотки. Сыворотка замораживается (-20(С) и хранится при -20(С до измерений. В сыворотке определяются следующие параметры: 

	Аланинаминотрансфераза (ALT)
	Креатинин

	Альбумин (A)
	Глобулин (G)*

	Отношение A/G* 
	Глюкоза

	Щелочная фосфатаза (AP)
	Ионорганические фосфаты

	Аспартатаминотранфераза (AST)
	Калий

	Азот мочевины крови (BUN)
	Натрий

	Кальций
	Общий билирубин

	Хлориды
	Белок

	Холестерин
	Триглицериды


*
высчитываемые значения

Измерения будут проводиться на биохимическом анализаторе <Модель>  с использованием реагентов соответствующих стандартных наборов <Название>.

Измерение уровня глюкозы будет проводиться в цельной крови, полученной путем надреза хвостовой вены, при помощи глюкометра <Модель> у бодрствующих животных перед процедурой некропсии. 

11.5.
Анализ мочи

Образцы мочи анализируют по следующим параметрам (качественно и полуколичественно при помощи стрип-теста) (СОП): 

	Цвет/характер
	Белок

	pH
	Глюкоза

	Удельный вес
	Кетоны

	Лейкоциты
	Билирубин

	Нитриты
	Скрытая кровь


11.6.
Коллекция органов и тканей

У каждого вскрытого животного будут взяты органы (целые или части органов) и ткани, указанные ниже, и зафиксированы в 10% нейтральном забуференном формалине.

	Место введения
	Тонкий кишечник:
	Седалищный нерв

	Надпочечники
	
Двенадцатиперстная 
	Скелетные мышцы

	Аорта
	
Тощая кишка
	
Левая медиальная /каудальная бедренная

	Костный мозг – бедренная кость
	
Подвздошная кишка
	Кожа

	Головной мозг:
	Почки
	
Область молочной железы

	
Мозжечок
	Печень
	Позвоночник

	
Передний мозг
	Легкие
	
Шейный отдел 

	
Ствол мозга
	Лимфатические узлы
	
Грудной отдел

	Пищевод
	
Подчелюстные
	
Поясничный отдел

	Глаза с глазным нервом
	
Мезентериальные 
	Селезенка 

	Самки:
	Самцы:
	Желудок:

	
Яичники
	
Придатки семенников
	
Кардиальный отдел

	
Матка
	
Простата
	
Антральный отдел

	
Влагалище
	
Семенные пузырьки
	Тимус

	
Молочные железы
	
Семенники
	Щитовидные железы

	Сердце
	Поджелудочная железа
	Язык

	Толстый кишечник:
	Паращитовидные железы
	Трахея

	
Слепая кишка
	Гипофиз
	Мочевой пузырь

	
Ободочная кишка
	Слюнные железы:
	Макроскопические изменения

	
Прямая кишка
	
Подчелюстные
	Место идентификации животного a


a
Фиксируется при некропсии для архивирования идентификации.

11.7.
Гистопатология

Фиксированные ткани обезвоживают, пропитывают парафином; из парафиновых блоков делают срезы. Срезы окрашивают стандартно - гематоксилином и эозином. Дополнительные способы окраски могут использоваться по решению патолога. 

По окончании исследования все гистологические стекла, блоки и остатки органов сдаются в архив <добавить номер комнаты>.  

12 Анализ данных

Для всех собранных данных будет применена описательная статистика: будут подсчитаны средние значения и стандартная ошибка среднего, которые вместе со значением n (количество вариант в группе) будут представлены в итоговых таблицах. Статистический анализ будет проводиться программой AnalystSoft Inc., StatPlus - программа статистического анализа, версия …. Различия определяются при 0.05% уровне достоверности и отражаются значком *.

13 Изменения плана исследования

Изменения утвержденного протокола документируются в форме поправки, которая утверждается и имеет дату начала действия. Поправки подписываются и датируются и руководителем исследования, ответственным исследователем и представителем центра исследования, и прикладываются ко всем верным копиям протокола исследования.
14 Отклонения исследования

Все отклонения будут документироваться в данных по исследованию с оценкой их влияния на исследование. Отклонения, которые потенциально могут влиять на интерпретацию данных, будут перечислены в отчете (включены в приложение).
15 Документация и архивирование

Файл исследователя должен содержать следующие документы по данному исследованию:

· Протокол исследования с оригиналом подписи главного исследователя, изменения, отклонения. 

· Образцы информированного согласия.

· Оригиналы информированного согласия от каждого пациента, включенного в исследование

· Одобрение локального этического комитета и переписку с локальным этическим комитетом

· Переписку с координатором исследования, сотрудниками рабочей группы исследования.

· Данные о тестируемом веществе и веществе сравнения 
16.
Работа с данными и ведение записей
Все данные, приведенные в индивидуальных регистрационных картах, должны быть подлинными. 
17.
Правила заполнения ИРК

Карта заполняется только шариковой ручкой черного или синего цветов. Правила внесения исправлений: зачеркните неверную запись одной горизонтальной чертой, так, чтобы неверная запись была читаема, рядом сделайте верную запись, поставьте дату и подпись. По заполнении ИРК исследователь должен ее подписать, подтвердив тем самым подлинность и корректность всех внесенных данных. 
18.
Порядок финансирования клинического исследования 
Не применимо с учетом инициативного характера исследования.
19.
Этические аспекты
Если объектом Вашего исследования является биоматериал человека (не в рамках клинического испытания), например, Вы используете сыворотку крови пациентов, проходящих лечение, соответствующее стандартам оказания медицинской помощи), то каждому участнику исследования необходимо заполнять Информированное согласие пациента.

Подписание информированного согласия

Пациент должен иметь достаточно времени для того, чтобы ознакомиться с информированным согласием. Пациент должен иметь возможность задать все интересующие его вопросы и получить на них квалифицированные ответы. Информированное согласие подписывается в двух экземплярах, один из которых выдается на руки пациенту. 

20.
Указание на возможность публикации результатов клинического исследования
Политика в отношении публикаций, если она не описана в отдельном документе.
21. Утверждение протокола
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