NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1.Tytut projekt

Ocena potencjalnego mechanizmu dzialania i toksycznosci nowej modyfikowanej chemicznie

pochodnej aminokwasowej -(R) -AS-1 u myszy.
2.Czas trwania projektu .......cccooevevievnevnce e 2188

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): modyfikowane chemicznie pochodne aminokwasowe, leki

przeciwpadaczkowe, ocena toksycznosci, test ELISA.

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 sadowe;j

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 $§rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. 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.

Celem doswiadczenia jest okreslenie/potwierdzenie potencjalnego mechanizmu dziatania oraz ocena
toksycznos$ci nowego zwigzku, bedacego pod wzgledem strukturalnym syntetyczng pochodng alaniny -
(R)-AS-1 u myszy.

Wecezesniejsze badanie wykazaty silne wlasciwosci przeciwdrgawkowe tej substancji w  kilku
zwierzecych modelach padaczki. Dodatkowo, zwigzek ten wykazat dzialanie antynocyceptywne w obu
fazach testu formalinowego, co §wiadczy o jego potencjalnej skutecznosci w bolu ostrym 1 przewlekltym

bolu tonicznym. Substancje o takim profilu farmakologicznym jak (R)-AS-1 s3a potencjalnie skuteczne




w szerokim spektrum napadow padaczkowych u czlowieka. Przeprowadzone dotychczas badania in
vitro, ktorym celem byla ocena mechanizmu dziatania zwigzku, pokazata, iz substancja ta nie oddziatuje
ze znanymi celami molekularnymi dla powszechnie stosowanych lekoéw przeciwpadaczkowych, jak
m.in. kanaty sodowe, wapniowe, potasowe, czy receptory GABA, NMDA i AMPA. Co warto podkresli¢
ostatnie wyniki pokazaty, iz zwigzek (R)-AS-1 wigze si¢ z miejscami dla antagonistow transporterow
dla glicyny — GlyT1 i GlyT2. Zgodnie z danymi literaturowymi, transportery te sa obiecujagcymi celami
biologicznymi dla lekéw przeciwpsychotycznych, i przeciwbdlowych. Sugeruje si¢ rowniez, iz
blokownie ww. transporterow moze stanowi¢ nowy mechanizm dla substancji o dziataniu
przeciwdrgawkowym, natomiast hipoteza ta nie zostata do tej pory wyczerpujaco zweryfikowana. Majac
na uwadze powyzsze fakty wydaje si¢ kluczowe udowodnienie, iz zwigzek (R)-AS-1 posiada zdolnos¢
zwigkszania poziomu glicyny w obrebie OUN u myszy, a uzyskane rezultaty pozwola jednoznacznie
potwierdzi¢ proponowany mechanizm dziatania.

Przeprowadzona przez nas wstgpna ocena neurotoksycznego dziatania (R)-AS-1 w szerokim zakresie
dawek (0,1-100 pg/ml) w badaniach in vitro z uzyciem linii komérkowej SH-SY5Y nie wykazata
zadnych uszkodzen komorek nerwowych.

W ramach kontynuacji badan nad (R)-AS-1, w celu sprawdzenia potencjalnego mechanizmu dzialania
tej substancji 1 sprawdzenia jej toksycznosci w modelu zwierzgcym, wyznaczyliSmy nastgpujace cele:

1. Ocena wptywu (R)-AS-1 w dawce 100 mg/kg na poziom glicyny w mozgach myszy (Procedura 1).

2. Ocena stgzenia (R)-AS-1 w dawkach 80 mg/kg, 250 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg po
jednorazowym dozotadkowym podaniu w homogenatach mézgdéw myszy (Procedura 2) u myszy.

3. Ocena toksycznego dziatania (R)-AS-1 w dawkach 80 mg/kg, 250 mg/kg, 500mg/kg, 1000 mg/kg po
jednorazowym dozotadkowym podaniu u myszy (Procedura 3)

Wyniki uzyskanych badan umozliwig poréwnanie st¢zenia badanej substancji w mozgu 1 osoczu
(Procedura 2). Ponadto, zastosowane dawki (R)-AS-1 pozwolg na ocen¢ toksycznosci tej substancji
(Procedura 3). Dodatkowo badania poziomu glicyny pod wptywem (R)-AS-1 wskaza potencjalny

mechanizm dziatania tej substancji (Procedura 1).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa, stado niekrewniacze Swiss Albino — 96 szt.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagcg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w elektronicznych bazach danych: PubMed, Web of Science, Scopus, Ebsco.
Wykorzystano stowa kluczowe: chemically modified amino acid derivatives, antiepileptic drugs,

toxicity assessment, ELISA test.

1. R-OGRANICZENIE. W celu ograniczenia (REDUCTION) liczby zwierzat zaplanowano mozliwie
najmniejsza liczbg grup 1 z kazdego osobnika bedzie pobrana zarowno krew jak i1 narzady ($ledziona,
nerki i watroba) w celu wykonania jak najwigkszej ilo$ci badan biochemicznych 1 histopatologicznych.
Liczba zwierzat w kazdej grupie zostala maksymalnie zredukowana z zachowaniem mozliwosci

wykonania analiz statystycznych.

2. R-UDOSKONALENIE. Badania sg zaplanowane i beda wykonywane przez wyspecjalizowany zesp6t
badaczy, posiadajacych duze doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami. Ponadto zwierzeta beda
przyzwyczajane do eksperymentatoréw tygodniowym handlingiem. Co wigcej, Srodowisko bytowe
zwierzat wzbogacone bgdzie poprzez tunele z celulozy, bawetniane podktadki oraz drewniane klocki do
Scierania z¢bow, co z pewnos$cig zredukuje stres badanych zwierzat. Krew niezbedna do badan
laboratoryjnych pobrana zostanie od zwierzat po$miertnie, aby nie stwarza¢ zwierzetom kolejnych

czynnikow stresogennych.

3. R-ZASTAPIENIE. Badania in vitro stosowane w przypadku substancji o potencjalnym dziataniu
przeciwdrgawkowym dostarczajg jedynie informacji na temat mechanizméw ich dzialania w odniesieniu
do receptoréw, enzymow lub kanatow jonowych. Przeprowadzone dotychczas badania in vitro, ktérym
celem byla ocena mechanizmu dziatania zwigzku (R)-AS-1, pokazala, iz substancja ta nie oddziatuje ze
znanymi celami molekularnymi dla powszechnie stosowanych lekow przeciwpadaczkowych. Co warto
podkresli¢ ostatnie wyniki pokazaly, iz zwigzek (R)-AS-1 wigze si¢ z miejscami dla antagonistow
transporterow dla glicyny — GlyT1 1 GlyT2. Sugeruje si¢, iz blokownie ww. transporterow moze
stanowi¢ nowy mechanizm dla substancji o dziataniu przeciwdrgawkowym, natomiast hipoteza ta nie

zostala do tej pory wyczerpujaco zweryfikowana. Majac na uwadze powyzsze fakty wydaje sie¢

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




kluczowe udowodnienie, iz zwigzek (R)-AS-1 posiada zdolnos¢ zwigkszania poziomu glicyny w obrgbie
OUN u myszy, a uzyskane rezultaty pozwolg jednoznacznie potwierdzi¢ proponowany mechanizm
dzialania. Wstepna ocena neurotoksycznego dzialania (R)-AS-1 w modelu in vitro wykazala, ze
substancja ta nie powoduje uszkodzen komorek nerwowych, niestety badanie te nie informujg o
wplywie tej substancji na caly organizm, dlatego tez kolejnym etapem badan jest ocena toksycznosci
(R)-AS-1 z wykorzystaniem zwierzat. Ponadto w chwili obecnej, majgc na uwadze uzyskanie
wiarygodnych wynikéw z badan przyzyciowych nie ma mozliwosci zastgpienia (REPLACEMENT)

proponowanych badan w warunkach in vitro, bez udzialu zwierzat laboratoryjnych.

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

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ witasciwe pole.




