NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Badanie porownujace biodostepnos¢ systemowg i w osrodkowym uktadzie nerwowym dla

dwoch inhibitorow PDE10A - o potencjalnej aktywnos$ci w osrodkowym uktadzie nerwowym na modelu szczura
2.Czas trwania projektu 23.07.2018 do 30.12.2020

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) FosfodiesterazalO, inhibicja PDE10A, formulacja leku

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) F

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, srodkow 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.

Biatko fosfodiesterazalO0 (PDE10A) jest aktywne jedynie w neuronach budujacych strukturg
prazkowia w mozgu. Zablokowanie farmakologiczne PDE10A prowadzi do zwigkszenia ilo$ci
wewnatrzkomorkowych przekaznikow sygnatlowych, cAMP i cGMP, co doprowadza do prawidiowe;j
synchronizacji dziatania tych neuron6w. Unormowanie ich pracy moze pozytywnie wptywac na leczenie
objawow pozytywnych w schizofrenii oraz na funkcje poznawcze pacjentow. Wyznaczenie profilu
farmakokinetycznego dla roznych sktadow badanych substancji zostanie przeprowadzone na szczurach,
ktore otrzymajg zwigzek dwiema drogami: doustnie lub dozylnie. Badany zwigzek podawany jest
jednorazowo. Po podaniu zwigzku, w wybranych punktach czasowych pobrane zostang przyzyciowo
probki krwi. Eksperyment zakonczy si¢ usmierceniem zwierzat i pobraniem krwi oraz tkanek do

dalszych badan. Stopien dotkliwosci procedur w tym badaniu zostat zaklasyfikowany do kategorii



,umiarkowane" —zwierzgta moga doswiadcza¢ krotkotrwatego umiarkowanego bolu, cierpienia lub
dystresu lub dtugotrwatego tagodnego bolu, cierpienia lub dystresu, moze to powodowac¢ umiarkowane
niekorzystne oddziatywanie na dobrostan lub ogélny stan zwierzat, mamy jednak nadzieje ze szkody te
beda zréwnowazone oczekiwanymi korzysciami realizowanego projektu w postaci mozliwos$ci

opracowania nowego produktu leczniczego.

Celem naukowym doswiadczenia jest:

Gléwnym celem planowanych badan, jest uzyskanie danych farmakokinetycznych pozwalajgcych
na wybranie sposréd dwoch badanych zwigzkow kandydata na lek o najbardziej korzystnym profilu
farmakokinetycznym.

Wyznaczenie parametréw  farmakokinetycznych inhibitorow fosfodiesterazy 10, jako
potencjalnych lekow mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu chordb os$rodkowego uktadu
nerwowego, jest niezbedne do wybrania zwigzku wiodacego, ktory bedzie mogt zosta¢ zakwalifikowany

do zaawansowanych badan przedklinicznych i klinicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur wedrowny (Rattus norvegicus), stado outbredowe Wistar Crl:WI(Han) — 90 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

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

wynikow i zostala ustalone w oparciu o literature naukowg®>® "1

oraz wieloletnie do§wiadczenie badaczy,

— w zaplanowanym badaniu przebadane bedg tylko zwigzki, ktore wczeSniej przeszty badania in vitro (zgodnie z
zasada zastgpienia) co znacznie obniza liczb¢ zwierzat, niezbednych do przeprowadzenia badania profilu
farmakokinetycznego w trakcie prowadzenia badan wyboru kandydata na lek,

— brak koniecznosci stosowania grupy kontrolnej ograniczy liczbg zwierzat koniecznych do przeprowadzenia

badan z ich uzyciem,

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



— ograniczenie do niezbednego minimum ilosci punktow czasowych w celu uzyskania pemlego profilu

farmakokinetycznego stezen zwigzku w miejscu docelowego dziatania (moézgu).

Zasada zastapienia

W ramach badan wstgpnych zostaly przeprowadzone badania in vitro potwierdzajace aktywnos$¢ inhibitorow

PDE10A i wybor do badan na zwierzetach tylko zwigzkoéw aktywnych in vitro:

— testy wigzania z celem molekularnym zaréwno bezposrednio (wyznaczanie wartosci inhibicji IC50) jak
rowniez posrednio, metoda ELISA dla cyklicznych nukelotydow jak i metoda western blot, poprzez analize
szlakow komorkowych zwigzanych ze Sciezka sygnalizacyjng zalezng od cyklicznych nukelotydow.

— badanie aktywnos$ci w hodowlanach neuronéw pierwotnych metoda luminescjencji lucyferazy i metoda
Western blot,

Oproécz testow potwierdzajacych aktywno$¢é nowych molekut prowadzono réwniez testy in vitro potwierdzajace

ich bezpieczenstwo takie jak:

— testy proliferacyjne i cytotoksyczne zaro6wno na komorkach 293 oraz hodowlach neurondéw pierwotnych,

— wplywu na kanat hERG — mozliwy wplyw na wydtuzanie odcinka QT

—  wplyw cytotoksyczny na organoidy ztozone z miocytow

— selektywnos$ci wobec innych receptoréw metoda wypierania radioligandéw

Dzigki wstepnej selekcji nowych zwigzkow w szeregu testow in vitro do badan z wykorzystaniem zwierzat
trafiajg tylko wyselekcjonowane struktury — dwa zwigzki 500-036 i 500-148 o potwierdzonym mechanizmie

dzialania.

Przeprowadzenie doswiadczen bez udzialu zwierzat, nie jest mozliwe w przypadku badan dotyczacych
przedklinicznego rozwoju lekow, gdyz nie istniejg modele in vitro odwzorowujace ztozono$¢ proceséw, ktorym
podlegaja testowane substancje w zywym organizmie: procesy rozpuszczania, wchtaniania, transportu aktywnego
1 pasywnego, metabolizmu, wydalania w postaci niezmienionej itp. Bioragc pod uwage, ze badane zwigzki w
zamysle majg by¢ lekami podawanymi ludziom istnieje wymdg przeprowadzenia eksperymentéw na zwierzgtach,
zanim poda si¢ je cztowiekowi.
Zasada udoskonalenia

Powyzsze badania zaplanowana tak, by maksymalnie zminimalizowaé bol i cierpienie zwierzat. Pobieranie krwi
dokonuje si¢ przy uzyciu $rodka przeciwbolowego, a dozylng iniekcje w znieczuleniu ogdlnym. Jednokrotne
podanie badanej substancji, minimalizuje negatywny wptyw na organizm zwierzecia. Czas trwania procedur jest

mozliwie najkrotszy, by zminimalizowac bol zwierzat, zapewniajacy jednak uzyskanie wiarygodnych wynikow.



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

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



