NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wplyw niskich dawek pterostilbenu na prég drgawkowy w modelach drgawek
padaczkowych oraz jego oddzialywanie na proces epileptogenezy w modelu Kkindlingu
pentetrazolowego u myszy

2.Czas trwania projektu 15.01.2019 r. — 31.12.2020 r. (22 miesiace)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): pterostilben, padaczka, drgawki padaczkowe, epileptogeneza,

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

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 produktow leczniczych, $§rodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, 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.

Pterostilben jest dimetylowanym analogiem resveratrolu, ktory charakteryzuje si¢ jednak wigksza
biodostepnoscig. Dotychczasowe badania wykazaly szereg jego dziatan farmakologicznych, ktére mogg by¢
wykorzystane m.in. w leczeniu otytosci, chorob o podtozu zapalnym, chordb uktadu krazenia i nowotworowych.
Pterostilben wykazywat rowniez dziatanie ochronne w modelach chorob neurodegeneracyjnych czy udaru,
stwierdzono réwniez jego dziatanie przeciwbdlowe i przeciwlekowe. Przeprowadzone w ostatnim czasie
doswiadczenia wykazaty dziatanie przeciwdrgawkowe wysokich dawek pterostilbenu w zwierzecych modelach
drgawek padaczkowych. Dane literaturowe wskazuja jednak, ze dziatanie takie moze wystgpowac rowniez w
przypadku bardzo matych dawek, tj. 1-20 mg/kg. Sprawdzenie tej hipotezy pozwoli na lepsze poznanie profilu
dzialania tego zwiazku i okreslenie mozliwosci jego zastosowania w terapii zaburzen padaczkowych.

Celem planowanych do$wiadczen jest sprawdzenie wptywu niskich dawek pterostilbenu (tj. 1-20 mg/kg) na
progi drgawkowe w doswiadczalnych modelach drgawek u myszy, tj. w tescie progu maksymalnego wstrzasu
elektrycznego, w teScie progu drgawek psychomotorycznych wywotywanych stymulacjg elektryczna o
czestotliwosci 6 Hz oraz w tescie drgawek wywolywanych dozylnym podaniem pentetrazolu. Bezposrednio
przed testami drgawkowymi zostang wykonane testy oceniajace wplywu niskich dawek pterostilbenu na
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koordynacje ruchowg oraz site migsni szkieletowych u myszy.

W celu doktadniejszego poznania wilasciwosci terapeutycznych pterostilbenu istotne wydaje sie¢ réwniez
zbadanie wplywu tego zwiazku na proces epileptogenezy. Wplyw ten zostanie zbadany w modelu drgawek
rozniecanych (kindling) wywotywanych wielokrotnym podawaniem podprogowych dawek PTZ u myszy.
Dodatkowo u zwierzat poddanych procedurze kindlingiu zostanie rowniez zbadane dziatanie przeciwdepresyjne i
przeciwlgkowe tego zwiazku oraz jego wplyw na aktywnos$¢ lokomotoryczng. W celu wykonania oznaczen
biochemicznych zostang pobrane probki krwi oraz mozgi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do$wiadczenia zostang przeprowadzone na samcach myszy domowej (Mus musculus) stada Swiss.
Przewidywania liczba zwierzat wyniesie 365 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejaca wiedzg¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym w
bazach danych PUBMED, ScienceDirect i Web of Science (JCR).

Wykorzystatam nastgpujace stowa kluczowe: pterostilbene / epilepsy / seizure / convulsion / seizure models /
epilepsy models/ PTZ kindling test / brain / central nervous system / mice / rats / human

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze pterostilben wykazuje liczne dziatania
neurofarmakologiczne, m.in. wspomaga procesy uczenia si¢ i pami¢¢, dziata ochronnie w zwierzgcych modelach
choroby Alzheimera i Parkinsona, wykazuje dziatanie przeciwlgkowe oraz przeciwbolowe u zwierzat
doswiadczalnych.

Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze pterostilben wptywa na funkcje centralnego
uktadu nerwowego. Wyniki naszych wczesniejszych doswiadczen wykazaly jego dziatanie przeciwdrgawkowe
przy zastosowaniu wysokich dawek. Dane literaturowe pozwalaja przypuszczaé, ze dziatanie to moze
wystepowac rowniez przy zastosowaniu dawek niskich pterostilbenu, tj. 1-20 mg/kg.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A.  Rozwinigcie teoretyczne istniejacej wiedzy w kierunku dokladniejszego poznania wpltywu
pterostilbenu na funkcje centralnego uktadu nerwowego, w szczegolnosci pod katem jego wlasciwosci
przeciwdrgawkowych.

B. Lepsza oceng mozliwoS$ci zastosowania terapeutycznego tego zwiazku u pacjentdw z padaczka.

C.  Zastosowanie uzyskanej wiedzy w procesie poszukiwania nowych zwigzkéw o dziataniu
przeciwdrgawkowym.

Proponowane do$wiadczenia zostaly zaplanowane z uwzglednieniem zasady 3R.

Zasada zastgpienia:

Nie mozna zastosowaé¢ metody badawczej zapewniajacej osiggniecie celu niniejszego doswiadczenia bez

! Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8
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wykorzystania zwierzat doswiadczalnych. Dokladne poznanie mechanizméw dziatania przeciwdrgawkowego
badanych substancji wymaga przeprowadzenia badan in vivo z wykorzystaniem zwierzat. Dost¢pna literatura
wskazuje, ze myszy sa wlasciwym gatunkiem do wykonywania zaplanowanych doswiadczen. Badania in vitro
czy in silico nie pozwolg na oceng pelnego potencjatu przeciwdrgawkowego pterostilbenu. Przy zastosowaniu
tych metod nie bedzie réwniez mozliwe przeprowadzenie oznaczen biochemicznych w tkance mozgowej. Co
wigcej, danych takich nie dostarcza rowniez badania kliniczne, poniewaz nie ma mozliwosci przeprowadzenia
oznaczen biochemicznych w moézgu pacjentow, ktory jest miejscem dzialania substancji dzialajacych
przeciwdrgawkowo.

Zasada ograniczenia:

Liczba zwierzat zaplanowanych do doswiadczen zostata ograniczona do niezbednego minimum, pozwalajacego
na rzetelng analize statystyczng otrzymanych wynikow. Prog drgawek indukowanych maksymalnym wstrzasem
elektrycznym oraz prog drgawek psychomotorycznych wyznaczony zostanie tzw. metoda ,,up and down”, ktora
pozwoli na zredukowanie liczby myszy w grupie do niezbednego minimum (20 osobnikéw) w poréwnaniu do
alternatywnej metody log-probitowej, ktora wymaga wykorzystania 32—40 osobnikow w grupie. Z uwagi na
krotki czas trwania oraz mata inwazyjnos¢, testy oceniajace dzialania niepozadane, tj. test komina i test sily
chwytu, zostang przeprowadzone na tych samych zwierzetach, co pozwoli na znaczne zredukowanie liczby
zwierzat uzytych w doswiadczeniu. Dodatkowo krew oraz moézgi do badan biochemicznych zostang pobrane od
zwierzat, ktoére wczesniej zostaty wykorzystane w testach behawioralnych. Liczba zwierzat wykorzystanych w
doswiadczeniach moze zosta¢ zmniejszona w trakcie przeprowadzania zaplanowanych procedur.

Zasada udoskonalenia:

Wykorzystywane zwierzeta bedg przetrzymywane w warunkach odpowiednich dla swojego gatunku. Klatki
zaopatrzone beda w elementy wzbogacajace srodowisko gryzoni (domki, papierowe tunele, materiat do budowy
gniazda), w celu zwigkszenia ich aktywno$ci. Przed rozpoczeciem do$wiadczen, podczas 7-dniowego okresu
adaptacji do warunkow laboratoryjnych, stosowana bedzie procedura handlingu, w trakcie ktorej zwierzeta
przyzwyczajane beda do obecnos¢ eksperymentatora i jego dotyku, co pozwoli na zminimalizowanie stresu
zwierzecia podczas przechodzenia kolejnych etapow procedur doswiadczalnych. Przed kazdym testem zwierzeta
beda przechodzity 30-minutowy okres aklimatyzacji do pomieszczen, w ktorych przeprowadzane sa
doswiadczenia. Niestety ze wzgledu na mozliwos¢ interakcji pomigdzy badang substancja a lekami
uspokajajacymi i/lub przeciwbdlowymi nie jest mozliwe ich podanie. Stosowane bedzie jednak znieczulenie
miejscowe w przypadku testow drgawkowych. Czas trwania poszczegolnych procedur jest krotki, w zwiazku z
czym nie dojdzie do dlugotrwatego pogorszenia stanu zdrowia zwierzat. W planowanych testach drgawkowych
aktywnos¢ drgawkowa trwa Kilka-kilkadziesigt sekund po czym zwierzeta poddawane sg natychmiastowej
eutanazji. Wszystkie czynno$ci prowadzone bgda przez przeszkolonych wykonawcow, posiadajacych wieloletnie
doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Zwierzeta beda znajdowaty sie pod stalg kontrola lekarza weterynarii.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna}2
TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 . ;. .. s . P . . ; s .
Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.
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