NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu Badania aktywnosci farmakologicznej nowych substancji o
spodziewanym zastosowaniu w leczeniu chordéb neurodegeneracyjnych

1.Czas trwania projektu 01.01.2021 — 31.12.2025r.

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, neurodegeneration,

precognitive activity,
3.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.

Choroba Parkinsona i choroba Alzheimera nalezg do przewleklych choréb neurodegeneracyjnych. W
przebiegu neurodegeneracyjnych schorzen centralnego ukladu nerwowego obserwuje sie zanik
neuronow rdéznych obszaréw moézgu, sterujacych podstawowymi czynno$ciami mimowolnymi
cztowieka (ruch, rownowaga, pamig¢, rozpoznawanie, kojarzenie, napi¢cie mig¢$niowe i in.). Etiologia
tych chordb nie jest w pelni poznana, a dostepne leczenie jest jedyne objawowe i nie pozwala cofngc
rozwoju choroby, a jedynie w niektorych wypadkach spowolni¢ jej postep. przy uzyciu metody
wirtualnego przeszukiwania wytypowaliSmy substancje chemiczne, ktore w badaniach in vitro (1)
zwigkszaja proliferacje¢ komorek linii mysich neurondéw hipokampa; (2) poprawiaja morfologi¢

komorek, w tym zwigkszaja dlugos¢ dendrytow; (3) zabezpieczajg komorki przed dziataniem wysokiej




temperatury; (4) wykazujg dziatanie neuroprotekcyjne oraz (5) zmniejszajg stezenie reaktywnych form
azotu 1 tlenu. We wstgpnych badaniach behawioralnych substancje te wykazaty korzystne dziatanie na
procesy pamigciowe w modelach zwierzecych. Trwaja badania nad molekularnym mechanizmem
dzialania nowych pochodnych. Ujawnienie struktur lub innych danych na temat tych substancji nie jest
mozliwe ze wzgledu na planowane zgloszenie patentowe. Celem planowanego doswiadczenia jest
zbadanie wptywu wytypowanych nowych substancji oraz ich analogow strukturalnych na procesy
pamigciowe oraz okreslenie ich mozliwego dzialania neuroprotekcyjnego w odpowiednich modelach
zwierzecych. Badania beda obejmowaly panel testow behawioralnych, stuzacych do oceny potencjalnej
aktywnosci osrodkowej nowych substancji, w tym aktywnosci prokognitywnej i neuroprotekcyjnej. Zbadany
zostanie wptyw nowych zwigzkéw na koordynacje ruchowa myszy w te$cie komina oraz w teScie preta
obrotowego, ich wplyw na procesy pamigciowe w tescie biernego unikania, tescie rozpoznawania nowych
obiektow oraz tescie zmodyfikowanego labiryntu krzyzowego (mEPM) w podaniu ostrym i przewlektym oraz
ocenione zostanie ich potencjalne dziatanie neuroprotekcyjne w stosunku do zmian neurodegeneracyjnych
wywotanych chronicznym podaniem MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny) w potaczeniu z
probenecidem

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy domowe stado Swiss (samce) 1860

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy zastosowatam zasade 3R. REPLACEMENT - zastgpienie doswiadczen na
zwierzetach metodami in vitro (hodowle komorkowe, tkankowe), zastgpienie zwierzetami o nizszym stopniu
rozwoju ewolucyjnego. Dla wszystkich badanych zwiazkow, przed przystapieniem do badan behawioralnych,
przeprowadzone zostang badania in vitro (wplyw na proliferacje komorek nerwowych, wpltyw na poziom
wewnatrzkomorkowego wapnia, wptyw na poziom reaktywnych form tlenu i azotu i in.), dzigki czemu do badan

behawioralnych wybrane bedg tylko zwiazki o najbardziej obiecujacych wlasciwosciach, stad liczba planowanych

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




grup zwierzat badanych w testach behawioralnych zostata maksymalnie ograniczona. Ze wzgledu na zaplanowane
testy behawioralne, a takze pobieranie struktur moézgowych, niemozliwe jest zbadanie aktywnosci
farmakologicznej nowych substancji jedynie za pomocg technik in vitro. Niewskazane jest takze, zastgpienie
myszy domowych zwierzgtami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego, z tego wzgledu, ze doswiadczenia te
nie dostarcza wynikow tak wiarygodnych jak te, ktoére przeprowadzone sg na gryzoniach, i ktére bedzie mozna

odnie$¢ do probleméw klinicznych obserwowanych u ludzi.
REDUCTION - zmniejszenie liczby zwierzqt poprzez lepsze wykorzystanie metod statystycznych.

W badaniach zaplanowano najmniejszg zgodnie z wymogami zasady 3R liczbe zwierzat (n=10), pozwalajaca na
uzyskanie wiarygodnych, powtarzalnych wynikéw, jednoczesnie stwarzajacych mozliwos¢ przeprowadzenia
rzetelnej analizy statystycznej. W celu zmniejszenia liczby zwierzat uzytych do do§wiadczen zastosowane grupy
ograniczono do minimum, wyeliminowano grupy, ktére mozna zastgpi¢ danymi powszechnie dostepnymi. Przy
okresleniu ilo$ci zwierzat oraz grup bioracych udziat w eksperymentach wykorzystano informacje zawarte na
stronie: http://biomath.info/power/index.htm. Minimalizacja liczby zwierzat w grupie doswiadczalnej byta
mozliwa réwniez dzigki minimalizacji zmienno$ci wsréd zwierzat poprzez staly mikroklimat w Zwierzgtarni
podczas doswiadczenia, uzycie zwierzat SPF, jednorodno$¢ wieku, pitci oraz masy ciala wsréd wszystkich
osobnikow. Ponadto, dawki wybrano po doktadnym przegladzie literatury, aby unikng¢ wyznaczania LDs, (d0SiS
lethalis dla 50% grupy badanej). Zgodnie z danymi pi$miennictwa fachowego, poczatkowa dawka bedzie 50
mg/kg. Aby ograniczy¢ ilos¢ zwierzat, do§wiadczenia zaplanowano tak, by testy mniej inwazyjne przeprowadzi¢
przed wykonaniem testow bardziej inwazyjnych na tych samych grupach zwierzat. Ponadto, w przypadku gdy
pierwotnie zastosowana dawka nowych substancji okaze si¢ dawka skuteczng i1 nie zaburzajaca koordynacji
ruchowej 1 aktywnosci lokomotorycznej zwierzat, kolejne dawki nie bedg sprawdzane, co pozwoli ograniczy¢

liczbe wykorzystanych zwierzat.
REFINEMENT - zmiana procedury eksperymentalnej na przysparzajgcg zwierzetom mniej cierpien

Niniejszy projekt badan obejmuje eksperymenty, ktore zaplanowano tak by maksymalnie ograniczy¢ cierpienie
zwierzat. Uzyte testy behawioralne sa powszechnie wykorzystywane w neuropsychofarmakologii behawioralnej,
a kategoria ich dotkliwosci okreslana jest jako ,,umiarkowana”. W zaplanowanych eksperymentach nie jest
mozliwe unikniecie iniekcji substancji o nieznanych wlasciwosciach biologicznych (potencjalne dziatanie
draznigce tkanki), jednak wykonywanie badan przez wykwalifikowany personel, stosowanie takich czynnosci jak
habituacja oraz przeprowadzenie wszystkich procedur zgodnie z europejskimi standardami prowadzenia badan na
zwierzetach doswiadczalnych, na pewno przyczyni si¢ do znacznego ograniczenia cierpienia zwierzat.

Dodatkowo, wszystkie zastosowane w projekcie testy naleza do kategorii umiarkowanej, a dawki

stosowanych substancji wybrano po doktadnym przegladzie literatury. Ponadto, w przypadku wystapienia




potencjalnych objawoéw niepozadanych w trakcie doswiadczenia (niespodziewane zachowanie zwierzat
wskazujace na ich cierpienie) podjete beda zabiegi zgodnie z zasadami wcze$niejszego, humanitarnego
zakonczenia procedury. Zwierzeta przebywaé beda w warunkach zgodnych z wytycznymi dla tego typu
do$wiadczen, a stosowane procedury i czynnosci wykonywane beda w zgodzie z najlepszymi standardami
postepowania, majacymi na celu dobrostan zwierzat. Srodowisko, w ktorym beda przebywaty zwierzeta zostanie
wzbogacone o tekturowe tunele oraz klocki drewniane w celu poprawy dobrostanu zwierzat. Wszystkie osoby
pracujace przy doswiadczeniach sa wykwalifikowane, posiadaja wieloletni staz pracy i/lub konieczne

przeszkolenie do pracy ze zwierzgtami laboratoryjnymi.

8. Projekt jest objety ocenag re‘urospek‘[ywna}2
TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
0 NIE

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




