NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu . "Wptyw przewleklego podawania pregabaliny na jej aktywnos$¢ przeciwdrgawkowg w
modelu maksymalnego wstrzasu elektrycznego, objawy niepozadane oraz poziom ekspresji wybranych

gendéw kodujacych biatka regulujace dziatanie kanatow jonowych w mézgu u myszy.”
2.Czas trwania projektu .....1.10.2020-30.09.2025 I'.......ccverieiieieeie e e e see e ie e

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): pregabalina, leki przeciwpadaczkowe, test maksymalnego
wstrzasu elektrycznego, padaczka, ekspresja gendw

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 $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 jest ocena wplywu przewleklego podawania pregabaliny (PGB) na jej aktywno$é
przeciwdrgawkowa w modelu maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES), objawy niepozadane oraz
poziom ekspresji wybranych gendéw kodujacych biatka regulujace dziatanie kanatow jonowych w

moézgu u myszy. MES jest odpowiednikiem uogélnionych napadow toniczno-klonicznych u ludzi.

Leczenie padaczki jest terapig dlugoterminowa. Zatem istotne jest poznanie mozliwych konsekwencji
przewlektego przyjmowania LPP, ich wptywu na funkcjg¢ OUN, przebieg choroby, wlasny metabolizm,
a takze potencjalnych interakcji z innymi lekami i substancjami. Niektére LPP wplywaja na swdj wlasny

metabolizm, co moze skutkowa¢ nasileniem efektu terapeutycznego, wystgpieniem dziatania




toksycznego lub tolerancji. Przedtuzona ekspozycja na ksenobiotyk wywotuje w zywym organizmie
zmiany adaptacyjne w obrebie miejsca dziatania substancji czynnej (zmiana ggsto$ci i wrazliwosci
receptoréw, modyfikacja produkcji lub eliminacji neuroprzekaznikéw). W trakcie przewleklego
podawania LPP moze dochodzi¢ do nasilenia aktywnos$ci przeciwdrgawkowej, np. VPA i LTG, lub
rozwoju tolerancji na efekt ochronny, np. PB, OXC (dane niepublikowane autora). Jednym z mozliwych
mechanizmow s3 zjawiska epigenetyczne. Przedtuzona ekspozycja tkanki nerwowej na LPP moze

zmienia¢ ekspresje gendw uczestniczacych w regulacji proceséw pobudzenia i hamowania neuron6w

W przebiegu doswiadczenia planujemy Wyznaczy¢ dawki EDsy (50% dawki efektywnej) PGB w tescie
MES po jednorazowym i przewlektym podawaniu, co pozwoli na poréwnanie efektu
przeciwdrgawkowego w zaleznos$ci od czasu trwania terapii. Zbadane zostang réwniez potencjalne
efekty neurotoksyczne PGB w zakresie koordynacji ruchowej (oceniane w tescie komina) oraz wplyw
na pami¢¢ dlugotrwata (test biernego unikania). Ponadto, ocenione zostang st¢zenia PGB w osoczu i
homogenatach moézgéw myszy, aby oszacowaé¢ mozliwe zmiany metabolizmu leku w trakcie
przewleklego stosowania. Wreszcie, w pobranych tkankach zostanie przeprowadzona ocena ekspresji

wybranych genoéw bialek regulujacych dzialanie kanatow jonowych u myszy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek mysz domowa, samce, stado Swiss. Liczba zwierzat 760

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

W procesie przygotowywania projektu badawczego sprawdzona zostata wiedza w zakresie objetym

wnioskiem badawczym.

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




W bazach danych PubMed oraz Web of Science (JCR) przeszukano dane po wpisaniu nastepujacych
stow kluczowych:

pregabalin, antiepileptic drugs, maximal electroshock seizure, epilepsy, gene expression

Na podstawie przeprowadzonego przegladu stwierdzono, ze:

1. Brakuje w literaturze danych na temat aktywnosci przeciwdrgawkowej pregabaliny w tescie MES u
myszy w modelu przewlektego stosowania.

2. Brakuje w literaturze informacji dotyczacych wpltywu przewlektego stosowania pregabaliny na
pamie¢ dlugoterminowa 1 motoryke zwierzat.

3. W dostegpnych danych nie ma informacji dotyczacych dawki toksycznej oraz wskaznika ochronnego
pregabaliny u myszy przy przewlektym jej stosowaniu.

4. Brakuje w literaturze danych dotyczacych wplywu pregabaliny na poziom ekspresji wybranych

genow kodujacych biatka regulujace dziatanie kanalow jonowych u myszy.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:
A. Okreslenie aktywnosci przeciwdrgawkowej pregabaliny przy przewlektym jej podawaniu.
B. Sprawdzenie czy przewlekle stosowanie pregabaliny powoduje dziatania niepozadane w zakresie

pamigci dtugotrwatej 1 motoryki u zwierzat.

C. Wyznaczenie dawek toksycznych 1 wskaznika ochronnego dla pregabaliny podawanej
przewlekle.
D. Stwierdzenie ewentualnych zaleznosci  farmakokinetycznych — warunkujacych — zmiany

efektywnosci pregabaliny w roznych protokotach podania leku.

E. Ocen¢ wptywu pregabaliny na poziom ekspresji wybranych genow kodujacych biatka regulujace
dziatanie kanalow jonowych w moézgu u myszy, co moze by¢ punktem wyjscia do Wyniki naszych
badan dostarcza nowych informacji dotyczacych roli mechanizméw epigenetycznych w leczeniu
padaczki. Moze to przyczyni¢ si¢ do stworzenia nowych terapii przeciwpadaczkowych lub

zapobiegajacych rozwojowi padaczki

Zasady zastapienia:

Badan behawioralnych nie mozna przeprowadzi¢ w warunkach in vitro. W badaniach umozliwiajacych

ocen¢ dziatania lekdw na osrodkowy uktad nerwowy oraz ich wplywu na procesy drgawkowe,




kognitywne 1 motoryczne, zastapienie zwierzat doswiadczalnych innym materiatem doswiadczalnym
jest niemozliwe. Gryzonie sg najczg¢scie] wykorzystywane w badaniach behawioralnych, a ekstrapolacja
wynikow doswiadczalnych z badan na zwierzetach z nizszego szczebla drabiny rozwoju jest praktycznie
niemozliwa. U ludzi nie ma mozliwos$ci oceny zaleznosci farmakokinetycznych warunkujacych zmiany

efektywnosci w roznych protokotach podania leku.

Zasady ograniczenia:

Grupy doswiadczalne beda liczy¢ po 10 myszy — to najmniejsza liczba zwierzat w grupie, pozwalajaca
na uzyskanie wiarygodnych statystycznie wynikow w poszczeg6élnych testach w przewlektym protokole
podawania leku.

Planowana ilo$¢ zwierzat ulegta ograniczeniu w toku prowadzonych do§wiadczen poprzez:

1. Redukcje grupy kontrolnej w tescie komina i biernego unikania — zrezygnowano z grup
kontrolnych, ktorym nalezaloby poda¢ 1% roztwor Tweenu w protokole dawkowania 1 x 1, aby
porownaé grupy kontrolne miedzy soba w réznych protokotach 1 x 1 1 14 x 2. Mialoby to na celu
sprawdzenie czy wielokrotne iniekcje z placebo nie wptywaja na zaburzenia koordynacji ruchowej lub
motoryki u zwierzat. Takie do$wiadczenie bylo przeprowadzone przez nasz zespot w poprzednich
badaniach, gdzie nie zaobserwowano dzialan ubocznych w tym zakresie po wielokrotnych iniekcjach.

2. Test komina (wptyw PGB na koordynacj¢ ruchowa) oraz pobranie tkanek w celu izolacji
materialu genetycznego przeznaczonego do badania poziomu ekspresji wybranych genow zostang
przeprowadzone na tych samych osobnikach (w grupach, w ktorych dawki PGB stosowane w tescie

komina korespondujg z tymi stosowanymi do badania poziomu ekspresji wybranych genow).

Zasady udoskonalenia:

- -zapewnienie najlepszych mozliwych warunkéw zoohigienicznych w OMD,
- oswajanie zwierzat z badaczami i niektorymi czynnosciami w procedurach (handling),

- procedury eksperymentalne przeprowadza¢ begda osoby z wieloletnim stazem pracy ze zwierzgtami

laboratoryjnymi, stale podnoszace swoje kompetencje w tym zakresie;

- codzienne iniekcje dootrzewnowe beda wykonywane z zachowaniem szczegoélnych standardow

higienicznych oraz w sposob ograniczajacy bol i dystres zwierzat;




- podawanie substancji z zastosowaniem cienkich igiet.
- stosowanie tylko 1 wstrzasu elektrycznego,

- stosowanie najmniejszych mozliwych warto$ci nat¢zenia pradu w tescie biernego unikania, ktory
zostanie przeprowadzony z wykorzystaniem najwyzszej klasy sprzetu do badan behawioralnych (Multi
Conditioning System, TSE). Funkcje oprogramowania aparatu sg zgodne z wymogami Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej (GLP)

- przeprowadzanie badan behawioralnych i pobieranie tkanek w odrebnych pomieszczeniach.

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

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




