NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu: Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa palmatyny w doswiadczalnych modelach
drgawek padaczkowych indukowanych stymulacjq elektryczng u myszy

Czas trwania projektu 20.10.2020 r. — 01.03.2021 r. (4 miesiace)
1. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): palmatyna, padaczka, MES/MEST test, test drgawek

psychomotorycznych
2. 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, §rodkéw 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

3. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Palmatyna jest sktadnikiem ekstraktéw pochodzacych z korzenia Berberis siberica. Dotychczasowe badania
wykazaty szereg korzystnych dziatan farmakologicznych tego zwigzku zwigzanych z wplywem na
funkcjonowanie centralnego uktadu nerwowego, m.in. jej dziatanie przeciwdrgawkowe w tescie drgawek
pentetrazolowych u larw danio prggowanego. Dotychczas nie zbadano jednak wptywu palamatyny na prég
drgawkowy w modelach drgawek padaczkowych wywotanych stymulacja elektryczna, nie podjeto rowniez
proby wyznaczenia jej dawek EDsp w tych testach. Test maksymalnego wstrzasu elektrycznego oraz test
drgawek psychomotorycznych indukowanych stymulacja elektryczng o czestotliwosci 6 Hz sg standardowymi
modelami wykorzystywanymi w badaniach przedklinicznych zwigzkéw o dziataniu przeciwdrgawkowym.

Celem projektu bedzie zbadanie wplywu palamatyny na prog maksymalnych drgawek elektrycznych (test
MEST) oraz drgawek psychomotorycznych wywotanych stymulacja elektryczng o czgstotliwosci 6 Hz u myszy.
W toku tych do§wiadczen oceniony zostanie rowniez wpltyw badanych zwigzkéw na koordynacj¢ ruchowg (test
komina) i site migsni szkieletowych (test sity chwytu) u myszy. Jezeli palmatyna bedzie powodowata istotny
wzrost progu drgawkowego, to zostana rowniez wyznaczone jej dawki EDso (dawka zwigzku, ktéra chroni 50%
zwierzat przed wystapieniem drgawek) w tescie maksymalnego wstrzasu elektrycznego (test MES) oraz w tescie
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drgawek psychomotorycznych indukowanych stymulacjg elektryczng o czgstotliwosci 6 Hz przy natezeniu 32 i
44 mA u myszy.

Wyniki planowanych doswiadczen bgda uzupeklieniem dotychczasowego stanu wiedzy na temat
wlasciwosci przeciwdrgawkowych palamatyny i pozwola oceni¢ bezpieczenstwo jej stosowania. Moga si¢ one
rowniez przyczyni¢ do opracowania nowych sposobow terapii zaburzen padaczkowych.

4. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do$wiadczenia zostang przeprowadzone na samcach myszy domowej (Mus musculus) stada Swiss.
Liczba zwierzat wynosi 360 osobnikow.

5. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

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

Wykorzystatam nastgpujace stowa kluczowe: palmatine / Berberis siberica extract / epilepsy / seizure /
convulsion / seizure models / epilepsy models / MES test / MEST test/ 6 Hz psychomotor seizure test / brain /
central nervous system / mice / rats / human

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze ekstrakty z berberysu, a takze ich sktadnik —
palmatyna, wykazuja liczne korzystne dziatania w do$wiadczalnych modelach zaburzen neurologicznych i
psychiatrycznych. Nagromadzony material badawczy pozwala rowniez na stwierdzenie, ze palmatyna wykazuje
dziatanie przeciwdrgawkowe w do§wiadczalnym modelu drgawek padaczkowych u larw danio pregowanego.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A Rozwinigcie teoretyczne istniejagcej wiedzy w kierunku doktadniejszego poznania wplywu
palmatyny na funkcje centralnego uktadu nerwowego, w szczegolnosci pod katem jej wiasciwosci
przeciwdrgawkowych.

B. Lepsza ocene mozliwo$ci zastosowania terapeutycznego palmatyny u pacjentéw z padaczka.

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

Proponowane doswiadczenia zostaly zaplanowane z uwzglednieniem zasady 3R.

Zasada zastgpienia:

Nie mozna zastosowa¢ metody badawczej zapewniajacej osiggniecie celu niniejszego doswiadczenia bez
wykorzystania zwierzat doswiadczalnych. Dokladne poznanie mechanizméw dzialania przeciwdrgawkowego
badanych substancji wymaga przeprowadzenia badan in vivo z wykorzystaniem zwierzat. Dostepna literatura
wskazuje, ze myszy sa wlasciwym gatunkiem do wykonywania zaplanowanych do$§wiadczen. Badania in vitro
czy in silico nie pozwolg na oceneg pelnego potencjatu przeciwdrgawkowego palmatyny.

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

Liczba zwierzat zaplanowanych do doswiadczen zostala ograniczona do niezbednego minimum, pozwalajacego
na rzetelng analize statystyczng otrzymanych wynikow. Prog drgawek indukowanych maksymalnym wstrzgsem
elektrycznym oraz prog drgawek psychomotorycznych wyznaczony zostanie tzw. metoda ,,up and down”, ktéra
pozwoli na zredukowanie liczby myszy w grupie do niezb¢dnego minimum (tj. 20 osobnikow) w poréwnaniu do
alternatywnej metody log-probitowej, ktora wymaga wykorzystania 32—40 osobnikéw w grupie. Z uwagi na
krotki czas trwania oraz malg inwazyjnosc¢, testy oceniajace dzialania niepozadane, tj. test komina i test sity
chwytu, zostang przeprowadzone na tych samych zwierzetach, co pozwoli na znaczne zredukowanie liczby
zwierzat uzytych w doswiadczeniu. Liczba zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniach moze zostac
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, material do budowy
gniazda) w celu zwigkszenia ich aktywnosci. Przed rozpoczgciem doswiadczen, podczas 7-dniowego okresu
adaptacji do warunkow laboratoryjnych, stosowana bedzie procedura handlingu, w trakcie ktorej zwierzeta
przyzwyczajane beda do obecno$¢ eksperymentatora i jego dotyku, co pozwoli na zminimalizowanie stresu
zwierzecia podczas przechodzenia kolejnych etapow procedur doswiadczalnych. Przed kazdym testem zwierzeta
beda przechodzity 30-minutowy okres aklimatyzacji do pomieszczen, w ktoérych przeprowadzane sa
doswiadczenia. Niestety ze wzgledu na mozliwo$¢ interakcji pomiedzy badang substancja a lekami
uspokajajacymi i/lub przeciwbdlowymi nie jest mozliwe ich podanie. Stosowane bedzie jednak znieczulenie
miejscowe w przypadku testow drgawkowych. Czas trwania poszczegdlnych procedur jest krotki, w zwiazku z
czym nie dojdzie do dtugotrwatego pogorszenia stanu zdrowia zwierzat. W planowanych testach drgawkowych
aktywno$¢ drgawkowa trwa kilka-kilkadziesigt sekund, po czym zwierzeta poddawane sg natychmiastowej
eutanazji. Wszystkie czynnosci prowadzone begda przez przeszkolonych wykonawcow, posiadajacych wieloletnie
doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami. Zwierzgta beda znajdowaly si¢ pod stala kontrolg lekarza weterynarii.

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.
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