NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projekt ,,Badanie rozwoju tolerancji na efekt przeciwbélowy nowych modelowych zwigzkéw
hybrydowych (agonista opioidowy i antagonista systemu/receptora probélowego)”
2. Czas trwania projektu: 2 lata

3. Stowa kluczowe (maksymalniec 5 stow): hybrydy dwufunkcyjne, leki opioidowe, neuropatia,
tolerancja

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

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

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.

Leki opioidowe powszechnie stosowane w praktyce klinicznej, takie jak morfina, nie tylko wykazuja zmniejszona
skutecznos$¢ przeciwbolowa w neuropatii — typie bolu przewlektego wynikajacego z uszkodzenia tkanki nerwowe;j
- ale tez wywoluja szereg objawow niepozadanych wptywajacych negatywnie na jako$¢ zycia pacjenta, w tym
sedacje i1 zaparcia. Ponadto w powtarzanych podaniach lekéw opioidowych rozwija sie tolerancja na ich efekt
przeciwbolowy — dzialanie tych lekow stabnie z czasem. Opracowanie nowych lekow przeciwbolowych, ktore
wykazywalyby wysoka skuteczno$¢ w neuropatii, a zarazem nie wywotywaty typowych dla opioidow objawow
niepozadanych, jest waznym zadaniem dla farmakologow. W niniejszym projekcie badamy wiasciwosci nowo
zsyntetyzowanych zwigzkow hybrydowych, czyli takich, ktore oprocz wigzania si¢ do receptoréw opioidowych
maja takze farmakofor¢ (cze¢$¢ sktadowa) wiazaca si¢ do receptora wybranego endogennego Systemu
probolowego. Dotychczasowe badania wykazaly, ze zmniejszona skutecznos$¢ lekéw opioidowych w neuropatii
oraz rozwdj tolerancji na ich efekt przeciwbolowy wynika z nadmiernej, patologicznej aktywnos$ci endogennych
systemow probolowych, ktore przeciwdziatajg analgetycznym wiasciwosciom opioidow. Zwiazki-hybrydy sa
opracowywane z mysla o jednoczesnym oddzialywaniu na endogenny system przeciwbolowy (opioidowy) i
wybrany probolowy, ktorego aktywno$¢ jest obnizana dzieki obecno$ci drugiej (obok opioidowej) farmakofory.
Oprocz testow behawioralnych pozwalajacych na zmierzenie wlasciwosci analgetycznych badanych zwigzkow
planujemy wykona¢ testy badajgce ewentualne badania niepozadane: rozwoj tolerancji na efekt przeciwbdlowy w
powtarzanych podaniach, zaburzenia aktywnos$ci motorycznej oraz spowolnienie pasazu jelitowego. Dzigki temu
bedziemy w stanie okresli¢, czy profil farmakologiczny badanych zwiazkow-hybryd jest korzystniejszy z punktu
widzenia ewentualnej terapii, zar6wno dla lekarza (stosowanie jednego skutecznego zwigzku hybrydowego
zamiast kilku lekow — latwiejsze przewidywanie interakcji z innymi przyjmowanymi przez pacjenta lekami) i dla
samego pacjenta (mniej objawow niepozadanych).




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy Albino Swiss — 850 szt. (ogotem)
Szczury Wistar — 300 szt. (ogdtem)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Opis zasad 3R:

Zastapienie:

Naszym celem jest opracowanie nowych lekow do terapii bolu neuropatycznego w oparciu o rozpoznanie
zmienionych w patologii procesow molekularnych w transmisji bodzcéw nocyceptywnych. Te zmiany
neuroimmunologiczne sg procesem zaleznym od czasu, rodzaju uszkodzenia oraz typu bodzca. Nasze badania
polegaja na opisaniu tych zaleznosci i sprawdzeniu jak ich modulacja przez nowe, proponowane substancje beda
wplywaly na eliminacje patologicznych zmian. Takie postawienie pytania wymaga calego organizmu i
wszystkich elementéw zwigzanych z transmisjg nocyceptywna.

Ograniczenie:

Po podaniu zwigzkow przeprowadzone zostang dwa testy: RotaRod po 15 min od podania i tail-flick po 30 min.
Dzigki temu redukuje si¢ liczbg zwierzat potrzebng do uzyskania wynikow dwoch testow. Szczury poddawane
paradygmatowi powtarzanych podan, pozwalajacemu oceni¢ rozwoj tolerancji na efekt analgetyczny badanych
zwigzkow, wykorzystujemy do testu tolerancji krzyzowej, dzigki czemu mozliwe jest zredukowanie liczby
zwierzat potrzebnych w doswiadczeniu. W metodach doswiadczalnych zostang wykorzystane grupy zwierzat z
odpowiednig liczebnoscig wymagang do analizy testow statystycznych, ktora zostata ograniczona do poziomu
niezbednego do osiggnigcia zamierzonych celow terapeutycznych.

Udoskonalenie:

Wszystkie wykonywane przez nas testy przeprowadzane sg z uzyciem specjalistycznej aparatury dostosowanej do
gatunku zwierzecia. Przed kazdym testem przeprowadzana jest procedura adaptacji zwierzecia do otoczenia
eksperymentalnego i obecnosci eksperymentatora.

W zadaniach badawczych 1-6 (test sprawnosci motorycznej oraz test rozwoju ostrej tolerancji) planujemy
wykorzysta¢ myszy, gdyz w paradygmacie pojedynczych podan mozliwe sg podania nardzeniowe bez implantacji
kaniul nardzeniowych. W ten sposob eliminuje si¢ ryzyko wystgpienia powiktan podczas operacji implantacji
kaniul. Procedura podan nardzeniowych in vivo jest szybka (trwa ok. 15-30 sekund/zwierze¢) 1 dobrze znoszona
przez zwierzeta.

Wykreslenie krzywej rozwoju tolerancji na efekt analgetyczny podawanych zwigzkéw wymaga zmiany modelu
na szczurzy. Przeprowadzanie powtarzanych podan na myszach wedlug metody Hyldena i Wilcoxa nie jest
zalecane ze wzgledu na bliznowacenie tkanki i malejacg skuteczno$¢ podan. U szczuréw implantowana kaniula
pozwala powtarza¢ podania bez koniecznos$ci powtarzanych iniekcji jak to wykonywane jest u myszy.

Zwierzeta wykorzystywane w doswiadczeniach bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, a
metody badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczy¢ stosowany bodziec do bodzca
progowego: w testach nocycepcji stosowany jest bodziec narastajgcy, ktorego dziatanie jest natychmiast
przerywane przy pierwszej reakcji. W ten sposob ograniczamy dystres zwierzat i nie eksponujemy ich na bodziec
silniejszy niz progowy. W naszych badaniach nie wystgpuje trwate uszkodzenie organizmu zwierzat.

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




