NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu: Anilidowe pochodne dtugotancuchowych amin cyklicznych jako wielofunkcyjne ligandy
receptorow serotoninowych 1 inhibitory fosfodiesterazy 7 o potencjalnym zastosowaniu w terapii
zaburzen poznawczych 1 depresyjnych w chorobie Alzheimera

1.Czas trwania projektu 33 miesigce
2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) fosfodiesterazy, receptory serotoninowe, choroba Alzheimera

3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A. Badania podstawowe
[PB3] uktad nerwowy

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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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 niniejszego projektu jest zbadanie aktywnos$ci osrodkowej 3 nowych zwiazkéw, ktore poprzez
jednoczesne hamowanie wybranego typu enzymu fosfodiesterazy oraz interakcje z okre§lonymi
receptorami serotoninergicznymi, moga korzystnie wplynaé na poprawe pamigci i zachowan
emocjonalnych, ktore sg zaburzone w przebiegu choroby Alzheimera.

Podejmowany temat badawczy dotyczacy poszukiwania wielofunkcyjnych zwiazkéw, ktére moga
poprawia¢ zaburzenia poznawcze i depresyjne w przebiegu demencji, w oparciu o mechanizmy zalezne i
niezalezne od receptorow, stanowi mato poznany kierunek badawczy. Zaprojektowane zwiagzki stanowia
naukowo oryginalne, nowe ,narzedzia farmakologiczne”, ktore by¢ moze pozwola na lepsze
zrozumienie patomechanizmow procesoéw neurologicznych, zwigzanych z pamigcia i regulacja nastroju.
3 zwiazki, starannie wyselekcjonowane na podstawie wynikow badan in silico i in vitro, zostang




przekazane do badan in vivo. Zwigzki te bedg testowane w ogolnie uznanych i powszechnie
stosowanych testach behawioralnych u gryzoni, ktére oparte sg na obserwacji zachowania zwierzat.
Wybrane do realizacji projektu metody badawcze zostaty dobrane i zmodyfikowane tak, aby ograniczy¢
bol, cierpienie i dystres zwierzat do§wiadczalnych.

Wyniki planowanych badan mogg przyczyni¢ si¢ do wprowadzenia w przysziosci nowych lekéw 0
korzystniejszym dziataniu i bardziej bezpiecznych dla pacjentéw niz obecnie stosowane w terapii
chorob o podtozu neurodegeneracyjnym.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur wedrowny Wistar 294 osobnikow meskich

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedzg¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google Scholar; ScienceDirect; Web of Science (JCR); Chemical Abstracts
— SciFinder, Reaxys

Wykorzystatam stowa kluczowe:

W bazach Chemical Abstracts — SciFinder i Reaxys wprowadzano struktury chemiczne zaplanowanych do badan
zwigzkow, w pozostalych bazach wykorzystano stowa kluczowe: Inhibitory PDE7 + nazwa chemiczna badanego
zwigzku, pamig¢ + nazwa chemiczna badanego zwigzku, aktywno$¢ przeciwdepresyjna + nazwa chemiczna
badanego zwiazku

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze brak jest danych dotyczacych: aktywno$ci
farmakologicznej zaplanowanych do badania zwigzkdéw chemicznych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozwinigcie poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku
aktywnos$ci farmakologicznej anilidowych pochodnych dlugotancuchowych amin cyklicznych *tgczacych
aktywnos¢ ligandow receptoréw serotoninowych i inhibitorow fosfodiesterazy 7 o potencjalnym zastosowaniu w
terapii zaburzen poznawczych i depresyjnych w chorobie Alzheimera.

Proponowane we wniosku testy sa podstawowymi metodami stosowanymi w badaniach substancji o
potencjalnym dziataniu przeciwdepresyjnym i poprawiajacym pamigé. W badaniach behawioralnych nie jest
mozliwe zastapienie zwierzat kregowych innym materiatem.

Badania zostang przeprowadzone dla 3 zwigzkdéw, wyselekcjonowanych z puli ok. 60 substancji w oparciu o
badania in silico oraz in vitro. Test kontrolny zostanie wykonany jedynie dla aktywnych przeciwdepresyjnie
dawek zwigzkow.

Powyzsze testy umozliwiajg uzyskanie powtarzalnych wynikdéw, bez wigkszych rozrzutow statystycznych, co
przeklada si¢ na stosunkowo nieduza liczbe zwierzat konieczng do uzycia w grupach kontrolnych i badanych,

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




dlatego liczba zwierzat w grupach oraz liczba grup sg najmniejsze z mozliwych z punktu widzenia statystycznej
weryfikacji wynikoéw oraz ich wiarygodnosci.

Planowane metody badawcze cechuja si¢ fagodna kategoriag dotkliwosci.

Opisane metody sa najbardziej humanitarne z mozliwych do zastosowania i zostaly udoskonalone tak, aby
ograniczy¢ bol, cierpienie i dystres zwierzat doswiadczalnych.

Sposob realizacji zasady 3R
1. Udoskonalenie

Zwierzeta

a.
b.

Wykorzystywane zwierzgta (szczury) sg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku.

Jednoplciowe grupy badawcze (samce) pozwola na unikniecie rywalizacji samcOw o samicg¢ oraz
zredukowanie liczby zmiennych (takich jak pte¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

Zastosowanie wilasciwej diety; zwierzeta bedg karmione certyfikowang pasza bytowa.

Od pierwszego dnia procedury szczury bedg przetrzymywane w klatkach o powierzchni min. 800 ¢cm? i
odpowiedniej wysokosci (min 18 cm) po 4 osobniki, na $cidlce niepylacej z matg zawartoscia zywic.

Staty kontakt i pomoc ze strony lekarza weterynarii pozwoli na zapewnienie odpowiednich warunkow

bytowych.

Pomieszczenie bytowe

a.

Zwierzeta beda przebywaly w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu, w ktérym nie beda
wykonywane czynno$ci takie jak: iniekcje, eksperyment, usmiercanie.

Pomieszczenie bytowe bedzie oddzielone od pozostalych pomieszczen co pozwoli na redukcje hatasu.
Bedzie to pomieszczenie wyposazone w staly system monitorowania temperatury i wilgotnosci, a takze
zapewniajace cykl swietlny (12h ciemnosci i 12 h $wiatta).

Poko6j odizolowany od czesci, w ktorej wykonuje sie analizy chemiczne pozwoli na ograniczenie
prawdopodobienstwa narazenia na silne, nowe zapachy (chemikalia).

Pomieszczenie eksperymentalne i przygotowan

a.

Czynnosci takie jak iniekcje badanych substancji, bedg wykonane w pokoju przygotowan, a wlasciwe
testy w pokoju eksperymentalnym.

Metoda

a.

Zastosowane metody badawcze zostaly wybrane tak aby ograniczy¢ do minimum albo eliminowa¢ bol,
cierpienie, dystres.

Opracowane instrukcje postgpowania zapewnig ich regularny i powtarzalny sposob wykonania co
ograniczy stres zwierzat.

Wszystkie czynnosci beda wykonywane przez znanego zwierzetom i doswiadczonego eksperymentatora
lub osobe uczestniczaca.

Podawane zwierzetom w trakcie doswiadczenia roztwory beda mialy temperature zblizong do
temperatury ciata szczura co zapewni uniknigcie szoku temperaturowego i uczucia dyskomfortu.



Badane substancje bedg rozpuszczane w 1% roztworze Tween 80.

Po zakonczeniu kazdej procedury zwierzeta zostang usmiercone przez zastosowanie odpowiednie]
metody tj. inhalacja stezeniem CO; ( stezenie powyzej 70%, metoda stopniowego napetniania) w ciggu 5
minut.

Opiekun zostanie szczegdétowo poinformowany przez eksperymentatora o ewentualnych objawach bolu,
stresu, dyskomfortu zwierzat wymagajacych humanitarnego zakonczenia procedury.

Eksperymentator zglasza pelng gotowos¢ do przeprowadzenia zabiegu usmiercania w przypadkach
naglych przez zastosowanie humanitarnej procedury usmiercania.

2. Ograniczenie

a.

Liczba zaplanowanych do wykorzystania zwierzat jest najnizsza z punktu widzenia statystycznej
weryfikacji wynikow 1 zostata ustalone w oparciu o literatur¢ naukowa oraz wieloletnie do§wiadczenie
badaczy. Szczury Wistar to szCczepy wsobne. Zapewnia to powtarzalno$¢ pomiaré6w i minimalizuje
zmienno$¢ pozwalajac na ograniczenie ilosci wykorzystywanych zwierzat do niezbednego minimum.

Zastosowane modele badawcze zostaty odpowiednio dobrane i zwalidowane w naszym laboratorium.
Zapewnia to powtarzalno$¢ pomiaréw i minimalizuje zmienno$¢ pozwalajagc na ograniczenie liczby
wykorzystywanych zwierzat do niezbednego minimum.

Na ograniczenie liczby wykorzystanych zwierzat pozwalajg takze inne czynno$ci minimalizujace
zmienno$¢ 1 zwigkszajace powtarzalno$¢ pomiarow takie jak: stabilna pasza; zrownowazone $rodowisko;
jednorodno$¢ grup badanych pod wzgledem wieku, masy ciata oraz pici (samce); réwny okres
kwarantanny; ten sam/znany eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur.

Precyzyjna i przemys$lana grupa kontrolna z uzyciem wyprobowanego no$nika poprawia jakos¢ i
doktadno$¢ wynikow, co pozwala na zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat.

3. Zastapienie

a.

W celu zweryfikowania hipotezy badawczej nie mozna zastosowa¢ metody w ktorej nie jest konieczne
wykorzystanie zwierzat. W badaniach behawioralnych nie jest mozliwe zastapienie zwierzat kregowych
innym materiatem.

Zastosowanie zwierzat w planowanym doswiadczeniu pozwoli na poznanie dziatania badanych substancji
na caly organizm i bedgce podstawa jego funkcjonowania tkanki, a takze wzajemne interakcje migdzy
nimi. Jest to niemozliwe przy zastosowaniu procedur in vitro takich jak m in. hodowle tkankowe.

Planowane badania nalezag do grupy badan podstawowych majacych na celu poznanie mechanizmow
dziatania badanych zwiazkow, stad tez nie ma mozliwoS$ci zastapienia zwierzat metodami alternatywnymi
(metody alternatywne opierajg si¢ na juz poznanych mechanizmach).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?

[

TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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