NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt ,,Analiza izobolograficzna interakcji dla kombinacji wybranych nowych lekow
przeciwpadaczkowych w modelu drgawek psychoruchowych (6 Hz) u myszy domowej stado Swiss”

2.Czas trwania projektu 2 lata i 8 miesiecy (rozpoczecie 01.09.2018 - zakonczenie 01.05.2021)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) 6-Hz rogéwkowy model stymulacji, drgawki psychoruchowe,
myszy, analiza izobolograficzna, leki przeciwpadaczkowe

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.

Padaczka to jedna z najczestszych chorob neurologicznych u osob dorostych. Jest to choroba
przewlekta, przebiegajaca w postaci napadow utraty $wiadomo$ci polaczonej z objawami
drgawkowymi, okreslanymi czg¢sto mianem ,,napadow”. Pomimo, obecnie dostepnych 25 r6znych lekow
przeciwpadaczkowych na rynku farmaceutycznym, wcigz okoto 30% pacjentow chorych na padaczke
ma posta¢ oporng na leczenie jednym lekiem przeciwpadaczkowym i wymaga podawania wielu lekow
jednocze$nie, co moze wywotywaé¢ u nich dzialania niepozadane. Wielu naukowcow z dziedziny
farmakologii, chemii lekow jak i biologii molekularnej prowadzi szereg badan poszukujac nowych
lekow, ktore by wykazywaty wiasciwosci przeciwdrgawkowe i jednoczesnie nie wywolywaty skutkow
ubocznych. W ostatnich czasach, duze znaczenie w farmakoerapii maja wtasciwie dobrane kombinacje
lekow przeciwpadaczkowych wykazujace synergizm w dziataniu przeciwdrgawkowym. Jednakze
ogromna liczba mozliwych kombinacji 2 lekowych, przy 25 réznych lekach przeciwpadaczkowych, jest
niemozliwa do weryfikacji w warunkach klinicznych, dlatego tez badania przedkliniczne na zwierzetach
z wykorzystaniem analizy izobolograficznej pozwalajg na wstepng ocen¢ charakteru interakcji pomiedzy
lekami wskazujac na najlepsze kombinacje lekow. Bioragc pod uwage, potwierdzone juz przez nasz
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zespot badawczy niektore synergiczne kombinacje lekow przeciwpadaczkowych w  teScie
maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES) u samcow myszy domowej stado Swiss, postanowiliSmy
poszerzy¢ zakres badan o okreslenie charakteru interakcji wystepujacych pomiedzy wybranymi nowymi
lekami przeciwpadaczkowymi w teécie drgawek psychoruchowych 6 Hz. Oczekuje sig¢, ze niektore
kombinacje beda synergicznie wspoétdziataé w hamowaniu napadow psychoruchowych w tescie
drgawek 6 Hz u myszy domowej stado Swiss.

Celem naukowym niniejszego projektu jest ocena charakteru interakcji zachodzacych pomigdzy nowymi
lekami przeciwpadaczkowymi w hamowaniu napadéow psychoruchowych w tescie 6 Hz u myszy
domowej stado Swiss.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Doroste samce myszy domowej stado Swiss — 480 szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w elektronicznych bazach danych: PubMed, Web of Science, Scopus, Ebsco.
Wykorzystatem stowa kluczowe: 6-Hz rogowkowy model stymulacji, drgawki psychoruchowe, myszy,
analiza izobolograficzna, leki przeciwpadaczkowe.

Na podstawie przeszukanej literatury oraz wynikéw uzyskanych z dotychczas prowadzonych badan
przygotowany zostat projekt, ktorego zamystem jest ocena jako$ciowa charakteru interakcji
zachodzacych pomigdzy lakozamidem, pregabaling, retigabing, lewetiracetamem 1 gabapentyna
w modelu drgawek psychoruchowych (6 Hz) u myszy domowej stado Swiss, po ich dootrzewnowym,
jednorazowym podaniu w kombinacjach. Przeprowadzone beda 2 serie doswiadczen: tj. dla lekoéw
podawanych osobno (aby wyznaczy¢ wartosci EDsg lekow) lub dla kombinacji lekow w statej proporcji
dawek 1:1 po ich podaniu dootrzewnowym. Udokumentowany typ interakcji migdzy wybranymi lekami
w teScie drgawek psychoruchowych 6 Hz jest niezb¢dnym wymogiem do opublikowania uzyskanych
danych w zagranicznych czasopismach farmakologicznych.

Opisane do$wiadczenia zostaty zaplanowane z uwzglednieniem zasady 3R.

W celu ograniczenia (REDUCTION) liczby zwierzat w tescie drgawek psychoruchowych 6 Hz,
wykorzystane zostang maksymalnie tylko 15 grup zwierzat po 32 samcow myszy domowej stado Swiss
kazda, aby wyznaczy¢ warto$¢ EDsg dla lekow przeciwpadaczkowych podawanych osobno oraz wartos¢
EDsyp mix dla mieszaniny lekow podawanymi w statych proporcjach dawek 1:1 wg metody
izobolograficznej. Liczba zwierzat zaplanowanych do do§wiadczen zostata ograniczona do niezbednego
minimum, pozwalajacego na rzetelng statystyczng analiz¢ otrzymanych wynikow. Zaplanowana liczba
samcoéw myszy domowej stado Swiss wykorzystanych w do$wiadczeniu moze zostaé zmniejszona

! Przy wypetnianiu wzorowad sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8
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w trakcie przeprowadzenia zaplanowanej procedury. Badania in vitro stosowane w przypadku substancji
o potencjalnym dziataniu przeciwdrgawkowym dostarczajg jedynie informacji na temat mechanizmow
ich dzialania w odniesieniu do receptorow, enzyméw lub kanatdéw jonowych. Jednakze, ustalenie
zardOwno nowych strategii leczenia jak i oceny charakteru interakcji zachodzacych pomigdzy lekami
przeciwpadaczkowymi wymaga wprowadzenia eksperymentalnych modeli drgawkowych w warunkach
badan in vivo u zwierzat. W chwili obecnej, majac na uwadze uzyskanie wiarygodnych i rzetelnych
wynikow z badan przyzyciowych nie ma mozliwosci zastapienia (REPLACEMENT) proponowanych
badan w warunkach in vitro, bez udziatu zwierzat laboratoryjnych. Dost¢pne pismiennictwo wskazuje,
ze myszy domowe stado Swiss sg wlasciwym gatunkiem zwierzat laboratoryjnych do przeprowadzenia
zaplanowanych do§wiadczen. W celu udoskonalenia (REFINEMENT), zwierzeta bedg przetrzymywane
w warunkach odpowiednich dla swojego gatunku, a podczas 7-dniowego okresu adaptacji do warunkow
laboratoryjnych myszy domowe stado Swiss poddawane beda procedurze handlingu, w trakcie ktorej
zwierzeta przyzwyczajane beda do obecnosci badacza i jego dotyku, co pozwoli zminimalizowaé stres
myszy domowej stado Swiss podczas kolejnych etapow procedury doswiadczalnej, tj. podawania
dootrzewnowego 5 lekow przeciwpadaczkowych zardwno osobno jak i lacznie w kombinacjach oraz
wywotywania drgawek psychoruchowych (6 Hz). Niestety, ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia
interakcji farmakokinetycznych pomigdzy badanymi lekami a lekami uspakajajacymi, znieczulajacymi i
przeciw-bolowymi, nie bedzie mozliwe podanie tych lekéw. Jednakze czas trwania poszczegolnych
etapow procedury jest krotki, zatem nie dojdzie do dlugotrwatego pogorszenia stanu zdrowia myszy
domowej stado Swiss. W planowanym tesécie drgawek psychoruchowych, aktywnos$¢ drgawkowa bedzie
trwaé tylko kilkanascie sekund, po czym zwierzeta beda poddawane natychmiastowej eutanazji.
Wszystkie etapy procedury beda prowadzone przez doswiadczonych eksperymentatorow, posiadajacych
dhlugoletnie doswiadczenie w pracy ze zwierzetami laboratoryjnymi. Ponadto, zwierzgta beda
znajdowaly si¢ pod stalg opieka lekarza weterynarii. Oprocz tego, zgodnie z Dyrektywa Unijng
2010/63/EU, humanitarnymi punktami koncowym (humane endpoints) w zaplanowanym do$wiadczeniu
beda oznaki dziatania lekéw przeciwpadaczkowych manifestujace si¢ u myszy domowej stado Swiss
objawami takimi jak: $pigczka, wystapienie zwigkszonej czgstosci oddechow (>250 / min.), wystapienie
znacznego wysitku oddechowego z silng komponenta oddychania brzusznego, silne odwodnienie
zwierzat. W celu wykrycia pojawienia si¢ wymienionych objawdw, samce myszy domowej stada Swiss
beda obserwowane w klatkach doswiadczalnych co 15 min, po podaniu dootrzewnowym (i.p.) lekow
przeciwpadaczkowych. W przypadku stwierdzenia wystgpienia opisanych wyzej objawdéw humani-
tarnych punktéw koncowych u zwierzat zastosowana bedzie natychmiastowa eutanazja z uzyciem CO-
poprzez stopniowe wysycanie komory CO; do 70% (Procedura 1, Czynnos¢ 4). Zgodnie z Dyrektywa
Unijng 2010/63/EU ustanowienie humanitarnych punktow koncowych przed rozpoczeciem
eksperymentu pozwala zapobiec niepotrzebnemu bolowi zwierzat i cierpieniu, zapewniajac jednoczesnie
doktadne i rzetelne uzyskanie wynikow.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na oceng charakteru interakcji wybranych lekow
przeciwpadaczkowych w tescie drgawek psychoruchowych (6 Hz) u myszy domowej stado Swiss.
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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 zaznaczyé wtasciwe pole.
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