NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Wplyw pterostilbenu na aktywnosé drgawkowq oraz aktywnos¢ wybranych lekow
przeciwpadaczkowych w modelach drgawek padaczkowych u myszy

2. Czas trwania projektu: 12.02.2018 — 30.06.2021, 28 miesiecy

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): pterostilben, modele drgawek padaczkowych, leki
przeciwpadaczkowe, myszy

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 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.

Padaczka jest schorzeniem neurologicznym o bardzo niejednorodnej etiologii. Pomimo dostgpnos$ci
wielu lekéw przeciwpadaczkowych (LPP), u ok. 30% pacjentow z padaczka nie udaje si¢ uzyskac
satysfakcjonujacych rezultatéw terapii. Istnieje potrzeba opracowywania efektywniejszych i
bezpieczniejszych substancji przeciwdrgawkowych, a ich dobrym zrédlem moga by¢ zwiazki
pochodzenia naturalnego. Przykladem takiego zwiazku jest pterostilben — dimetylowany analog
resveratrolu. Zwigzek ten jest sktadnikiem wielu suplementow diety, ktore moga byé rowniez
przyjmowane przez chorych na padaczke. Dotychczasowe badania wykazaly szereg dziatan
pterostilbenu, ktore moga by¢ wykorzystywane w leczeniu m.in. otytosci, chorob o podtozu zapalnym,
chorob uktadu krazenia 1 nowotworowych. Pterostilben wykazywal réwniez dziatanie ochronne w
do$wiadczalnych modelach choréb neurodegeneracyjnych czy udaru, stwierdzono roéwniez jego
dziatanie przeciwbolowe i przeciwlekowe.

Celem planowanych doswiadczen jest zbadanie wpltywu pterostilbenu na prog drgawkowy w
doswiadczalnych modelach drgawek padaczkowych u myszy, tj. w teScie drgawek indukowanych
dozylnym podaniem pentetrazolu, tescie maksymalnego wstrzasu elektrycznego oraz te$cie progu




drgawek psychomotorycznych wywotanych pradem o czgstotliwosci 6 Hz. Aby sprawdzi¢
bezpieczenstwo rownoczesnego przyjmowania pterostilbenu i LPP, zostanie zbadany wplyw tego
zwigzku na aktywno$¢ wybranych LPP w trzech wymienionych powyzej testach drgawkowych u
myszy. W przypadku stwierdzenia istotnych statystycznie zmian aktywnosci LPP zostanie okreslony
charakter tych interakcji farmakologicznych. Dziatania niepozadane samego pterostilbenu oraz jego
kombinacji z LPP zwigzane z wptywem na koordynacj¢ ruchowa i sit¢ migséni szkieletowych zostang
ocenione w tescie komina i sity chwytu u myszy.

Wyniki uzyskane w planowanym projekcie moga pomdc w procesie poszukiwania nowych LPP, moga
by¢ rowniez wskazdéwka dla pacjentow przyjmujacych jednocze$nie LPP i suplementy diety zawierajace
w swoim sktadzie pterostilben.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Doswiadczenia zostang przeprowadzone na myszy domowej - samcach Szczepu Swiss.
Przewidywania liczba zwierzat wynosi 1503 osobniki.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych PUBMED, ScienceDirect i Web of Science (JCR).

Wykorzystatam nastepujace stowa kluczowe: pterostilbene / resveratrol / epilepsy / seizure /
convulsion / seizure models / antiepileptic drugs / brain / central nervous system / mice / rats / human

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze pterostilben wykazuje liczne
dziatania neurofarmakologiczne, m.in. wspomaga procesy uczenia si¢ i pami¢¢, dziata ochronnie w
zwierzecych modelach choroby Alzheimera 1 Parkinsona, wykazuje dziatanie przeciwlgkowe oraz
przeciwbolowe u zwierzat doswiadczalnych.

Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze pterostilben wplywa na funkcje
centralnego uktadu nerwowego, moze wiec oddziatywac tez na aktywnos$¢ drgawkowa.

Brak jest danych dotyczacych wplywu pterostilbenu na prég aktywnosci drgawkowe; w
doswiadczalnych modelach drgawek padaczkowych u myszy. Pomimo tego, Ze pterostilben jest
sktadnikiem diety cztowieka oraz moze by¢ przyjmowany jako suplement diety w potaczeniu z lekami
przeciwpadaczkowymi, dotychczas nie zbadano wplywu tego zwigzku na aktywno$¢ lekow
przeciwpadaczkowych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwinigcie teoretyczne istniejagcej wiedzy w kierunku doktadniejszego poznania wplywu
pterostilbenu na funkcje centralnego uktadu nerwowego, w szczego6lno$ci na procesy zwigzane z
aktywnoscig drgawkowg oraz dziataniem lekow przeciwpadaczkowych.

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy w procesie poszukiwania nowych zwigzkéw o dziataniu
przeciwdrgawkowym.

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




Proponowane do$wiadczenia zostaly zaplanowane z uwzglednieniem zasady 3R.

Zasada zastgpienia:

Nie mozna zastosowa¢ metody badawczej zapewniajgcej osiggni¢cie celu niniejszego doswiadczenia
bez wykorzystania zwierzat doswiadczalnych. Doktadne poznanie mechanizméw dziatania
przeciwdrgawkowego badanych substancji wymaga przeprowadzenia badan in vivo z wykorzystaniem
zwierzat. Dostepna literatura wskazuje, ze myszy s3a wlasciwym gatunkiem do wykonywania
zaplanowanych doswiadczen. Badania in vitro czy in silico nie pozwolg na ocen¢ wplywu
pterostilbenu na prog drgawkowy ani aktywno$¢ lekow przeciwpadaczkowych w organizmie. Przy
zastosowaniu tych metod nie bedzie rowniez mozliwe zbadanie zmian st¢zenia lekow w organizmie. Co
wiegcej, danych takich nie dostarczg rowniez badania kliniczne, poniewaz ocena stezen lekow
przeciwpadaczkowych mozliwa jest jedynie we krwi pacjentdw, a nie w tkance mdzgowej, ktora jest
miejscem ich dziatania.

Zasada ograniczenia:

Liczba zwierzat zaplanowanych do do$wiadczen zostala ograniczona do niezbednego minimum,
pozwalajacego na rzetelng analize statystyczng otrzymanych wynikow. Prég drgawek indukowanych
maksymalnym wstrzgsem elektrycznym oraz prog drgawek psychomotorycznych wyznaczony zostanie
tzw. metoda ,,up and down”, ktéra pozwoli na zredukowanie liczby myszy w grupie do niezbednego
minimum (20 osobnikéw) w porownaniu do alternatywnej metody log-probitowej, ktéra wymaga
wykorzystania 32-40 osobnikow w grupie. Jezeli mozliwe bedzie rzetelne wyznaczenie dawki EDs
badanego leku na podstawie wynikodw uzyskanych z trzech lub czterech 8-osobnikowych grup zwierzat,
nie bedzie potrzeby podawania leku kolejnym grupom, co réwniez ograniczy liczbe zwierzat
wykorzystanych w doswiadczeniu. Dodatkowo czgs¢ testow oceniajacych dziatania niepozadane, tj. test
komina oraz test sity chwytu, zostanie przeprowadzonych na zwierzgtach wykorzystanych w testach
drgawkowych, co pozwoli na znaczne zredukowanie liczby zwierzat uzytych w doswiadczeniu. Liczba
zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniach moze zosta¢ zmniejszona w trakcie przeprowadzania
zaplanowanych procedur.

Zasada udoskonalenia:

Wykorzystywane zwierzeta beda przetrzymywane w warunkach odpowiednich dla swojego gatunku.
Klatki zaopatrzone bgdg w elementy wzbogacajace srodowisko dla gryzoni, w celu zwiekszenia ich
aktywnosci. Przed rozpoczeciem doswiadczen podczas 7-dniowego okresu adaptacji do warunkow
laboratoryjnych stosowana bedzie procedura handlingu, w trakcie ktorej zwierzeta przyzwyczajane
beda do obecnos¢ eksperymentatora i jego dotyku, co pozwoli na zminimalizowanie stresu zwierzecia
podczas przechodzenia kolejnych etapow procedur doswiadczalnych. Przed kazdym testem zwierzgta
beda przechodzity 30-minutowy okres aklimatyzacji do pomieszczen, w ktorych przeprowadzane sa
doswiadczenia. Niestety ze wzgledu na mozliwos¢ interakcji pomiedzy badang substancjg a lekami
uspokajajacymi i/lub przeciwbolowymi nie jest mozliwe ich podanie. Stosowane bedzie jednak
znieczulenie miejscowe w przypadku testow drgawkowych. Czas trwania poszczegolnych procedur jest
krotki, w zwigzku z czym nie dojdzie do dlugotrwatego pogorszenia stanu zdrowia zwierzat. W
planowanych testach drgawkowych aktywnos¢ drgawkowa trwa kilka-kilkadziesigt sekund, po czym
zwierz¢ta poddawane sg natychmiastowej eutanazji. Wszystkie czynno$ci prowadzone bgda przez
przeszkolonych wykonawcoéw, posiadajacych wieloletnie do$wiadczenie w pracy ze zwierzgtami.
Zwierzeta beda znajdowaty sie pod statg kontrolg lekarza weterynarii.




