NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Aktywno$¢ przeciwbolowa oraz przeciwzapalna nowych amidowych pochodnych

uktadéw heterocyklicznych”
2.Czas trwania projektu - 3 lata
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) farmakologia, efekt przeciwzapalny, efekt przeciwbolowy

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 sadowej

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.

Celem projektu jest zbadanie aktywnosci przeciwbdlowej oraz przeciwzapalnej nowych amidowych pochodnych
uktadéw heterocyklicznych bedacych analogami HC-030031 — selektywnego antagonisty kanatu jonowego
TRPAL (Transient Receptor Potential Anykrin 1) w modelu bélu neuropatycznego — modelu neuropatii
indukowanej oksaliplatyng (Procedura nr 1), w modelu bélu tonicznego indukowanego podaniem formaliny
(Procedura nr 2), w te$cie przeciggania - Writhning Test (Procedura 3). Nastepnie zostang rowniez
przeprowadzone eksperymenty, majace na celu okreslenie efektu przeciwzapalnego badanych zwigzkow

w modelu zapalenia miejscowego po podaniu karagenu (Procedura 4), w modelu zapalenia otrzewnej
wywolanego podaniem zymozanu A i oceng przepuszczalnosci naczyn (Procedura 5) oraz w modelu zapalenia
otrzewnej wywotanego podaniem zymozanu A i ocenga wplywu badanych zwigzkoéw na stany zapalne (Procedura
6). Aby zweryfikowac poprawno$¢ uzyskanych w ww. modelach bolu wynikoéw, planuje si¢ rowniez oznaczenie
wplywu zwigzkow na aktywnos$¢ lokomotoryczng (Procedura nr 7).

Uzyskane w testach in vivo dane zweryfikuja zasadno$¢ poszukiwania nowych lekow przeciwzapalnych
1 przeciwbolowych w tej grupie ligandow. Badania pozwolg tez przyblizy¢ znaczenie receptorow TRPA-1
w patogenezie bolu przewlektego.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa — 2128 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Dla osiagniecia celu doswiadczenia konieczne jest przeprowadzenie badan in vivo. Nie ma mozliwosci zastgpienia
wnioskowanych procedur doswiadczalnych inng metoda badawcza nieobejmujaca wykorzystywania zywych
zwierzat krggowych. Testy in vitro przeprowadzone we wczesnym etapie realizacji projektu umozliwiaja
oznaczenie punktow uchwytu, potwierdzaja mechanizm dzialania nowo zsyntetyzowanych substancji
chemicznych o potencjale terapeutycznym, jednakze nie zastepuja w pelni badan in vivo, ktore okreslajg wptyw i
sit¢ dziatania testowanych zwigzkéw na zywy organizm (fizjologi¢ poszczegodlnych uktadow). Z danych
literaturowych (przeglad piSmiennictwa w bazach danych: PUBMED, ScienceDirect) wynika, ze badania in vivo
prowadzone w celu weryfikacji koncepcji biologicznie aktywnego zwigzku chemicznego o potencjale
terapeutycznym przeprowadza si¢ najczgsciej na gryzoniach. Gatunkiem powszechnie wykorzystywanym w
badaniach objetych niniejszym wnioskiem jest mysz domowa. Majac powyzsze na uwadze zaplanowano
przeprowadzi¢ do$wiadczenie na myszach — zwierzecym modelu do$wiadczalnym umozliwiajagcym uzyskanie
najlepszej odpowiedzi i powtarzalnych wynikoéw w proponowanych testach.

Badania z wykorzystaniem modeli in vivo stanowig bardzo istotny element poznania wiasciwosci nowych

substancji wykazujacych dziatanie przeciwbolowe. Stad tez nie jest mozliwe zrezygnowanie z ich prowadzenia,
zwlaszcza w przypadku zwigzkéw dotychczas nie przebadanych, co do ktorych istnieje szansa na wprowadzenie
ich do farmakoterapii bolu, w tym neuropatycznego.

Dostepna literatura wskazuje, iz myszy sa najwlasciwszym gatunkiem do wykonania planowanych do§wiadczen,
a planowanych procedur nie mozna ich zastgpi¢ innymi, bez udziatu zwierzat. W miare mozliwosci bedzie si¢
dazy¢ do ograniczania liczby zwierzat uzywanych w testach behawioralnych; badania zostang przeprowadzone
przez doswiadczonych eksperymentatoré6w w sposob wysoce humanitarny, aby zadawac zwierzetom jak najmnie;j
cierpienia. W przypadku braku istotnej aktywnosci zwigzkéw w najwyzszej dawce, dawki nizsze nie beda badane.
Przy wykonywaniu badan behawioralnych bedzie si¢ postgpowac zgodnie z przyjeta metodyka testow, z
wykorzystaniem sprzetu wysokiej klasy. Kazdy z pracownikow wykonujacych badania behawioralne jest
zaznajomiony z aktualnie obowigzujgcymi przepisami dotyczacymi zwierzat doswiadczalnych.

Do naszych doswiadczen wybraliSmy myszy z uwagi na opracowane 1 stosowane przez nas modele
doswiadczalne.

Sposdb realizacji zasady 3R

1. Udoskonalenie

Zwierzeta

- Wykorzystywane zwierzeta (myszy) beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku.

- Jednoplciowe grupy badawcze (samce) pozwolg na uniknigcie rywalizacji samcOw o samicg oraz zredukowanie
ilo§ci zmiennych (zwigzanych z ptcig) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

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




- Zastosowanie wlasciwej diety; zwierzeta beda karmione certyfikowang pasza bytowa.

- Od pierwszego dnia procedury zwierzeta beda przetrzymywane w klatkach o powierzchni 420x265x180, 825
cm?, po 8 osobnikow w klatce.

- Staly kontakt i pomoc ze strony lekarza weterynarii pozwoli na zapewnienie odpowiednich warunkow
bytowych.

Pomieszczenie bytowe

- Zwierzeta beda przebywaly w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu, w ktérym nie beda
- Pomieszczenie bytowe bedzie oddzielone od pozostatych pomieszczen eksperymentalnych. Pozwoli to na
redukcj¢ hatasu oraz ograniczy narazenie na czynniki stresogenne. Pomieszczenie to jest wyposazone w staty
system monitorowania temperatury i wilgotnosci.

- Codzienna kontrola stanu zwierzat oraz wymiana $ciotki (co 2 dni, a w przypadku myszy cukrzycowych
codziennie) pozwolg na szybkie zidentyfikowanie wszystkich chorych lub okaleczonych zwierzat i podjecie
odpowiednich dzialan oraz zapewnienie higieny.

Sala eksperymentalna

- Czynno&ci tj. iniekcje badanych substancji, bedg wykonane w tzw. sali eksperymentalnej

Metoda badawcze

- Zastosowane metody badawcze zostaly wybrane tak aby ograniczy¢ do minimum albo eliminowac bol,
cierpienie.

- Opracowane instrukcje postgpowania zapewnig ich regularny i powtarzalny sposob wykonania co ograniczy
stres zwierzat.

- Wszystkie czynno$ci beda wykonywane przez znanego zwierzgtom i do$wiadczonego eksperymentatora lub
osobg uczestniczaca.

- Podawane zwierzgtom w trakcie doswiadczenia roztwory beda miaty temperature zblizong do temperatury ciata
myszy, co zapewni uniknigcie szoku temperaturowego i uczucia dyskomfortu.

- Badane substancje beda rozpuszczane w roztworach nie indukujacych podraznienia tkanek.

- Na koncu kazdej procedury myszy zostang uSmiercone przez zastosowanie dyslokacji kregow szyjnych

- Eksperymentator zgtasza pelng gotowos¢ do przeprowadzenia zabiegu u$miercania w przypadkach naglych
przez zastosowanie humanitarnej procedury usmiercania.

2. Ograniczenie

- Do doswiadczen wybrano samce myszy CD-1 z uwagi na opracowane w Katedrze Farmakodynamiki UJ CM
schematy doswiadczalne.

- Na ograniczenie ilosci wykorzystanych zwierzat pozwalaja takze inne czynno$ci minimalizujace zmienno$¢ i
zwigkszajace powtarzalno$¢ pomiaréw takie jak: stabilna pasza, jednorodnos¢ grup badanych pod wzgledem
wieku, masy ciata oraz plci (samce); rowny okres kwarantanny; ten sam/znany eksperymentator, zachowanie
rezimu czasowego procedur.

- W celu uzyskania wiarygodnych, istotnych statystycznie wynikow kazda z grup do§wiadczalnych liczy¢ bedzie
CO najmniej 8 zwierzat.

3. Zastapienie

- W celu zweryfikowania hipotezy badawczej (oznaczenie aktywnos$ci analgetycznej badanych zwigzkow) nie
mozna zastosowac metody wykluczajacej wykorzystanie zwierzat doswiadczalnych.

- Zastosowanie zwierzat w planowanym doswiadczeniu pozwoli na poznanie dzialania badanych substancji na
caly organizm i bedace podstawg jego funkcjonowania tkanki, a takze wzajemne interakcje migdzy nimi. Jest to
niemozliwe przy zastosowaniu procedur in vitro, czy in silico. Planowane badania nalezg do grupy badan




podstawowych majacych na celu poznanie dziatania badanych zwigzkéw 1 nie ma mozliwo$ci zastgpienia
zwierzat metodami alternatywnymi.

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

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



