NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Badanie potencjalnego przeciwparkinsonowskiego i przeciwdyskinetycznego
dzialania zwiazku o akronimie CPL-500-036 w modelu jednostronnego uszkodzenia ukladu
dopaminergicznego.

2. Czas trwania projektu: 7,5 miesigca

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stoéw) model choroby Parkinsona, dyskinezy po L-DOPA,

inhibitor fosfodiesterazy 10, dzialanie przeciwparkinsonowskie, dzialanie przeciwdyskinetyczne

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

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.

Choroba Parkinsona jest nieuleczalng choroba neurodegeneracyjna, ktorej najlepszym dotychczasowym
lekiem jest prekursor dopaminy - L-DOPA. Niestety, po kilku latach stosowania efekt L-DOPA stabnie, ponadto
pojawiaja si¢ ucigzliwe efekty uboczne - dyskinezy i fluktuacje ,,on-off”, polegajace na czgstych zmianach fazy,
kiedy L-DOPA jest skuteczna - ,,on”, na faz¢ utraty jej skutecznosci - ,,off”. Dlatego tez poszukuje si¢ nowych
lekow, ktore, podawane tacznie z L-DOPA, moglyby ostabia¢ zaréwno objawy choroby Parkinsona, jak i
dyskinezy i fluktuacje po L-DOPA. Nasze poprzednie badania wykazaly, ze CPL-500-036 -
nowozsyntetyzowany inhibitor fosfodiesterazy 10, enzymu wystepujacego w prazkowiu i regulujacego poziom
cAMP i ¢cGMP, wykazywal dziatanie przeciwparkinsonowskie w modelu jednostronnego uszkodzenia szlaku
dopaminergicznego u szczurow. WykazaliSmy, Zze zwigzek ten zmniejszat deficyty motoryczne, nasilat
terapeutyczne dziatanie L-DOPA oraz zmniejszal fluktuacje. Obecnie planujemy kontynuacj¢ badan nad




przeciwparkinsonowskimi efektami CPL-500-036 w tacznych podaniach z L-DOPA celem uzyskania najlepszego
efektu terapeutycznego oraz zamierzamy sprawdzi¢, czy CPL-500-036 wykazuje dziatanie przeciwdyskinetyczne.
Eksperymenty zostang przeprowadzone u szczurow rasy Wistar Han, ktorym zostanie jednostronnie uszkodzony
szlak dopaminergiczny. Nastepnie W testach behawioralnych zostanie zbadany wpltyw ostrych i przewlektych
podan w/w zwigzku na deficyty motoryczne oraz dyskinezy wywotane przez L-DOPA. Po zakonczonych
doswiadczeniach szczury zostang zdekapitowane celem pobrania mézgéw do badan biochemicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

118 szczurdéw (Rattus norvegicus) Wistar-Han

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada zastgpienia

CPL-500-036 jest zwiazkiem nowozsyntetyzowanym i jedynymi badaniami z jego uzyciem przeprowadzonymi
w kontekscie potencjalnego dziatania przeciwparkinsonowskiego sa nasze poprzednie doswiadczenia, ktore
wymagaja jednakze kontynuacji celem optymalizacji jego dawek i warunkéw eksperymentu. Dane literaturowe
(Beck i wsp. 2018, Mov. Disord. 33, 805-814) sugerowatly ponadto, ze inhibitory fosfodiesterazy mogltyby mieé
znaczenie w oslabianiu dyskinez po L-DOPA. Nikt jednakze nie przebadal w tym ostatnim konteksécie zwigzku
CPL-500-036. Dlatego planowane badania sa pionierskie. Nie istnieje ponadto metoda pozwalajaca na badanie
tego problemu bez uzycia zwierzat, bo jedynie w eksperymencie zwierzgcym mozliwe jest wytworzenie
modelowych objawdw choroby Parkinsona oraz dyskinez po L-DOPA.

Badania dotycza osrodkowego uktadu nerwowego w odniesieniu do choroby wystepujacej u ludzi, stad
konieczno$¢ wykorzystania zwierzat o porownywalnie wysoko zorganizowanym uktadzie nerwowym. Szczur jest
takim wiasnie gatunkiem i jest powszechnie wykorzystywany do poszukiwania zwigzkow, ktore mogltyby by¢
uzyte do leczenia choroby Parkinsona. Wyniki uzyskane z planowanych badan wskaza, czy powyZsze zwiazki
moglyby staé¢ si¢ w przyszlosci lekami skutecznymi w chorobie Parkinsona: do ostabiania objawow tej
choroby oraz dyskinez po L-DOPA.

Zasada ograniczenia

Liczba planowanych zwierzat (118) dotyczy zwierzat operowanych. Natomiast po wykonaniu badan
behawioralnych, ktorych celem jest przyzyciowe okre$lenie rozmiaru uszkodzenia, do dalszych badan z
podaniami L-DOPA zostang uzyte jedynie te szczury (ok. 60 - 70%), u ktoérych to uszkodzenie bylo na tyle duze
(>90%), zeby pojawity si¢ deficyty motoryczne. Dodatkowo, poniewaz nie wszystkie szczury rozwijaja
dyskinezy w wyniku przewleklego podawania L-DOPA, szczury, ktére nie beda ich wykazywaé, zostang
wyeliminowane z dalszych do$wiadczen. Planuje si¢, Ze po eliminacji powyzszych szczuréw, liczebno$é grup we

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




wilasciwym eksperymencie z uzyciem CPL-500-036 wyniesie ok. 10. Z wieloletniego doswiadczenia Autoréw
wynika, ze w przypadku testow behawioralnych liczba ta znajduje si¢ na dolnej granicy potrzebnej do
przeprowadzenia wiarygodnej analizy statystycznej eksperymentu. Pozostate szczury bedg poddane dekapitacji,
celem biochemicznej weryfikacji wielkosci uszkodzenia.

Ponadto, aby ograniczy¢ liczbe zwierzat — wszystkie testy bedg wykonywane w réoznym czasie na tych samych
szczurach tzn., kazdy szczur bedzie stanowil wilasng kontrole. Podobnie dla analiz biochemicznych strona
nieuszkodzona bedzie kontrola dla strony uszkodzonej u tego samego zwierzgcia.

Zasada udoskonalenia

Choroba Parkinsona jest chorobg rozwijajaca si¢ po obu stronach mozgu i dlatego istnieja modele z obustronnym
podaniem toksyny — 6-hydroksydopaminy u szczurow. Jednakze obustronne uszkodzenie uktadu
dopaminergicznego wywotane podaniem tej toksyny wiaze si¢ z duzym cierpieniem zwierzat (bezruchem, afagia,
adypsja, wielkimi ubytkami wagi) i duzg $miertelnoscia, Dlatego w obecnym projekcie uszkodzenie bedzie
wykonywane jedynie po jednej stronie mézgu, co nie powoduje dramatycznych zaburzen u zwierzat:
szczury nie majg problemu z jedzeniem i piciem, okres rekonwalescencji po operacji wynosi ok. 2-4 dni, a po tym
czasie szczury zachowuja si¢ normalnie, nie wykazuja objawoéw chorobowych, przybieraja na wadze, jak szczury
nieoperowane, a ich deficyty motoryczne moga by¢ wykrywane tylko w testach behawioralnych. Planowana
procedura jest powszechnie uzywana i akceptowana na $wiecie. Bedg ponadto podjete wszelkie starania
zmnigjszenia dotkliwosci do§wiadczenia na kazdym jego etapie poprzez tagodne odnoszenie si¢ do zwierzgcia
(handling), znieczulenie w trakcie operacji i opieke pooperacyjna, czesta zmiang igiet iniekcyjnych, doktadne
czyszczenie rotometrow i gilotyny do dekapitacji po kazdym szczurze, aby zmniejszy¢é do minimum stres
nastepnego zwierzecia. Udoskonalenie bedzie rowniez zwigzane 2z uzyciem nowoczesnych metod
biochemicznych okres§lenia wielko$ci uszkodzenia w moézgach zwierzat i pomiaru poziomu cyklicznych
nukleotydow.

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

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




