NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Ocena dzialania inhibitora PDE10A w osrodkowym ukladzie

nerwowym szczura

2.Czas trwania projektu 01.09.2018 do 01.09.2019

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) FosfodiesterazalO, inhibicja PDE10A,
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) B

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 produktéw leczniczych, srodkéw 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.

Ogolny opis doswiadczenia:

Schizofrenia dotyka 2-3 % populacji §wiatowej. Pacjenci przejawiajg szeroki zakres objawow, ktore
mozna podzieli¢ na trzy kategorie: pozytywne (halucynacje, urojenia), negatywne (wycofanie spoteczne,
ubostwo mowy) i zaburzenia poznawcze. Obecne leczenie schizofrenii pozwala kontrolowa¢ objawy
pozytywne, ale mozliwos$ci ograniczenia objawow negatywnych i deficytow poznawczych sa wcigz
ograniczone. Nadzieja na leczenie objawow negatywnych jest nowa klasa substancji, ktore wptywaja na

aktywnos$¢ enzymu fosfodiesterazy 10A (PDE10A).

Bialko fosfodiesterazal0 (PDE10A) ulega znaczacej ekspresji jedynie w neuronach w prazkowiu w

mozgu. W przypadku zahamowania tego biatka zwigkszeniu ulega ilosci wewnatrzkomorkowych




przekaznikow sygnatowych, cAMP i cGMP, co w przypadku nieprawidtowosci doprowadza do
prawidtowej synchronizacji dziatania tych neuronow. Unormowanie ich pracy moze pozytywnie
wplywac na leczenie zarowno objawow pozytywnych w schizofrenii oraz na funkcje poznawcze

pacjentdw i objawy negatywne.

Istniejg opracowane specyficzne i selektywne drobnoczasteczkowe inhibitory PDE10A. Wyniki badan
in vitro potwierdzity ich aktywno$¢ i pozwolity na wybranie wiodgcych substancji do dalszych badan.
W celu dalszego rozwoju nowego najbardziej obiecujacego inhibitora PDE10A jako nowej terapii w

schizofrenii, niezbedne jest potwierdzenie ich aktywnosci in vivo.

Celem naukowym doswiadczenia jest:

uzyskanie danych pozwalajacych na ocene skutecznos$ci nowego inhibitora PDE10A — oceng
fosforylacji bialek-celo6w molekularnych PDE10A.

Wyznaczenie parametréw farmakodynamicznych inhibitorow fosfodiesterazy 10 moze pomédc w
potwierdzeniu ich przydatnosci jako potencjalnych lekéw mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu

chordb osrodkowego uktadu nerwowego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur wedrowny

Szczur wedrowny Rattus norvegicus (Sprague Dawley Tac:Cmd:SD) — 40 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych:

PUBMED; ScienceDirect; ClinicalTrials.gov; Espacenet (Patent search)
Wykorzystalam/Wykorzystalem stowa kluczowe: FosfodiesterazalO, inhibicja PDE10A

Na podstawie istniejacej literatury, stwierdzam ze prowadzony projekt rozwoju inhibitorow PDE10A jest
unikatowy. Dalsze badania majg na celu wytypowanie struktury, o najlepszej biodostepnosci i najlepszym
dziataniu hamujacym PDE10A.

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




Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:

Nie ma =zarejestrowanych produktéow leczniczych, wykorzystujacych zaproponowany przez wnioskodawce
mechanizm dziatania (inhibitor PDE10A).

W oparciu o dostepng wiedze stwierdzamy, ze zwiazki wykazuja wyzsza efektywno$é w badaniach in vitro
(analiza odzialywania z receptorem, testy z wykorzystaniem modeli komoérkowych).

Brak jest danych dotyczacych: badan in vivo oceniajacych farmakodynamike badanych zwigzkow.
Ograniczone sa dane dotyczace badan farmakodynamicznych inhibitoréw PDE10A.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: wytypowanie zwigzku do badan toksykologicznych
i klinicznych oraz ocene skutecznosci badanych substancji. Cate przedsigwzigcie daje nadzieje na opracowanie
bezpiecznej dla pacjentow terapii.

Realizacja projektu , oprocz szansy na opracowanie molekuty o dziataniu antypsychotycznym i prokognitywnym
jak i o potencjalnym zastosowaniu w chorobie Huntingtona, to rowniez rozwinigcie teoretyczne/poznawcze
istniejacej wiedzy z zakresu terapii, bezpieczenstwa lekow i procesu wytwarzania.

Wyniki realizowanych badan beda przedmiotem publikacji naukowych oraz wystgpien na konferencjach.

Uwzglednienie zasad zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R):

Zasada ograniczenia
-liczba zaplanowanych do wykorzystania zwierzat jest najnizsza z punktu widzenia statystycznej

56711 oraz wieloletnie do$wiadczenie

weryfikacji wynikow i zostata ustalone w oparciu o literature naukowsg
badaczy,
-w zaplanowanym badaniu przebadane bedg tylko zwigzki, ktore wczesniej przeszly badania in vitro

(zgodnie z zasada zastapienia) co znacznie obniza liczbe zwierzat,

Zasada zastgpienia
W ramach badan wstgpnych zostaty przeprowadzone badania in vitro potwierdzajace aktywnos$¢ inhibitoréw
PDEI10A i wybor do badan na zwierzetach tylko zwiazkéw aktywnych in vitro:

-testy wigzania z celem molekularnym zar6wno bezposrednio (wyznaczanie wartosci inhibicji IC50) jak
rowniez posrednio, metodg ELISA dla cyklicznych nukelotydéw jak i metoda western blot, poprzez analiz¢
szlakow komorkowych zwigzanych ze $ciezka sygnalizacyjng zalezna od cyklicznych nukelotydow.

-badanie aktywnos$ci w hodowlach neurondéw pierwotnych metoda luminescjencji lucyferazy i metoda
Western blot,

Oprécz testow potwierdzajacych aktywnos$¢ nowych molekut prowadzono réwniez testy in vitro
potwierdzajace ich bezpieczenstwo takie jak:

-testy proliferacyjne i cytotoksyczne zar6wno na komorkach 293 oraz hodowlach neuronéw pierwotnych,




-wplywu na kanat hERG — mozliwy wptyw na wydhluzanie odcinka QT
-wplyw cytotoksyczny na organoidy ztozone z miocytow

-selektywnos$ci wobec innych receptoréw metoda wypierania radioligandow

Dzigki wstegpnej selekcji nowych zwiazkow w szeregu testow in vitro do badan z wykorzystaniem zwierzat
trafiajg tylko wyselekcjonowane struktury o potwierdzonym mechanizmie dziatania.

Przeprowadzenie doswiadczen bez udzialu zwierzat, nie jest mozliwe w przypadku badan dotyczacych
przedklinicznego rozwoju lekow, gdyz nie istniejg modele in vitro odwzorowujace ztozono$¢ proceséw, ktérym
podlegaja testowane substancje w Zywym organizmie: procesy rozpuszczania, wchianiania, transportu aktywnego
1 pasywnego, metabolizmu, wydalania w postaci niezmienionej itp. Biorac pod uwage, ze badane zwiazki w
zamysle maja by¢ lekami podawanymi ludziom istnieje wymdg przeprowadzenia eksperymentéw na zwierzgtach,
zanim poda si¢ je czlowiekowi.

Planowane badanie nalezy do grupy badan podstawowych majacych na celu zbadanie wptywu catego organizmu

na podawang substancjg, stad tez nie ma mozliwos$ci zastgpienia zwierzat modelami alternatywnymi.

Zasada udoskonalenia

Powyzsze badania zaplanowana tak, by maksymalnie zminimalizowa¢ bdl i cierpienie zwierzat. Jednokrotne
podanie badanej substancji, jak rowniez dawka, minimalizuja negatywny wplyw na organizm zwierzecia. Czas
trwania procedur jest mozliwie najkrotszy, by zminimalizowa¢ bol zwierzat, zapewniajacy jednak uzyskanie

wiarygodnych wynikow.

Jednostka przeprowadzajagca w ramach wnioskowanego badania z wykorzystaniem zwierzat podnosi stale
kwalifikacji personelu zwierzgtarni (wszyscy pracownicy przechodza szkolenia doskonalgce umiejetnosci i

podnoszenie kompetencji co pozwala na eliminowanie btedéw)

Zwierzeta beda mialy tez zapewniony, zgodnie z wytycznymi Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE oraz nowej Ustawy z dn. 15 stycznia 2015r o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych lub edukacyjnych, wysoki standard zycia, odpowiednie warunki bytowe i urozmaicone $rodowisko
chronigce przed nuda (papierowe rolki sluzgce do zabawy i jako schronienie).

Wnioskodawca stale §ledzi literatur¢ w zakresie badan wykorzystujacych zwierzeta do badan okreslajacych
aktywnos$¢ roéznych molekul o podobnym mechanizmie dziatania jak rowniez w zakresie dobrostanu i stosowania
humanitarnych punktéw koncowych. Takie podejscie umozliwia planowanie badan w sposob ograniczajacy stres i

cierpienie zwierzat, a jednocze$nie pozwala na uzyskiwanie wiarygodnych wynikow badan.




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

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



