NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Badanie skutecznos$ci Isatis tinctoria L. w zmniejszaniu stresu i zaburzen nastroju”
2.Czas trwania projektu ....... B 1AL ettt

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Isatis tinctoria L., depresja, Ik, stres oksydacyjny, neuroprotekcja

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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznos$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska 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.

Depresje¢ definiuje si¢ klinicznie jako patologiczny zespot objawow psychologicznych, neuroendokrynnych i somatycznych,
ktorych nie mozna odtworzy¢ u zwierzat, w tym u myszy. Tylko okre$lone mierzalne zachowania (endofenotypy) moga by¢
uznane za istotne dla depresji u ludzi. Do chwili obecnej niewiele modeli jest powszechnie stosowanych do przesiewowego
badania efektow przeciwdepresyjnych lub badania mechanizméw dziatania nowych czasteczek. Do badan wybrano zatem
zestaw czterech testow behawioralnych, ktore razem sa odpowiednie do fenotypowania zachowan zwierzat, ktére moga by¢
zwigzane z niektorymi aspektami zachowan u ludzi cierpiagcych na okreslone schorzenia psychiatryczne, takie jak
schizofrenia, depresja i Ick. Aby sprawdzi¢ czy efekt redukcji zachowan depresyjno-podobnych jest wywolany przez wpltyw
hamujacy na NO, zaplanowano test z uzyciem modulatorow NO. Jako czynnik stresogenny w testach przy jednokrotnym
podaniu wybraliSmy model ostrego stonowanego stresu wywotanego przez czasowe uruchomienie w plastikowej tubie (acute
resistant stress test - ARS), gdyz podczas unieruchomienia indukowany takze jest stres oksydacyjny. Nastepnie, gdy
potencjalne wlasciwosci wyciagéw z urzetu zostang potwierdzone, zaplanowano kolejny test obrazujacy dziatanie po
przewleklym podawaniu, bioragc pod uwagg fakty, iz: stany lgkowe/depresyjne sg schorzeniami wymagajacymi leczenia przez
jaki$ okres czasu oraz dziatanie srodkow terapeutycznych przy przewlektym podawaniu moze by¢ bardziej zauwazalne lub

niestety zanika¢. Ten model to mysi model stresu wywotanego izolacja spoleczng (SIS). Paradygmat SIS to procedura




chronicznego stresu, ktéora moze wywota¢ glebokie zmiany behawioralne i neurochemiczne u gryzoni oraz wywoluje
zachowania depresyjne i lgkowe. W Zaden sposob zwierz¢ nie jest narazone na odczuwanie bolu i nie musi walczy¢ z
zagrazajacymi przeciwnosciami srodowiskowymi.

W krwi i tkankach pobranych od zwierzat zostang przeprowadzone liczne oznaczenia biochemiczne (kortykosteron, BDNF,
NO, IL-6, TNF-a, RFT, MDA, NPSH, CAT, SOD, AlaT, AspaT), ktore wskaza czy dzialanie przeciwzapalne,
antyoksydacyjne  lub  neuroprotekcyjne  Isatis  tinctoria L. odgrywa role w  jego  aktywnosci
przeciwdepresyjnej/przeciwlgkowej. Zostanie zbadana tez ekspresja niektorych genow.

Tak wigc, projekt ten zaktada nie tylko zbadanie skuteczno$ci dziatania wyciagow z Isatis tinctoria L. (cztery rozne — dwa z
ro$liny dzikiej i dwa z hodowanej sztucznie w laboratorium w celu zwigkszenia zawarto$ci korzystnie dzialajacych
zwiagzkow), ale takze co jest najistotniejsze, mechanizmow tego dzialania na poziomie catego organizmu, komorkowym oraz

genetycznym. Nie ma mozliwosci zbadania tego w takim stopniu badaniami in vitro, ani badaniami z udzialem cztowieka

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W DOSWIADCZENIU

744 , myszy domowe, samce, CD-1.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA!

Metody wybrane do badan sa najbardziej humanitarne z mozliwych do zastosowania i zostaly udoskonalone tak, aby
ograniczy¢ maksymalnie bol i cierpienie zwierzat doswiadczalnych. Wybrane testy umozliwiaja uzyskanie powtarzalnych
wynikow, bez wigkszych rozrzutow statystycznych, co przeklada si¢ na stosunkowo nieduzg liczbg zwierzat konieczng do
uzycia w grupach kontrolnych i badanych, dlatego liczba zwierzat w grupach oraz liczba grup sa najmniejsze z mozliwych z

punktu widzenia statystycznej weryfikacji wynikow oraz ich wiarygodnoSci.
Udoskonalenie:

W ramach ograniczenia dystresu eksperyment bgdzie wykonywany codziennie przez te same osoby, z ktorych zapachem i
dotykiem zwierzgta zapoznajg si¢ na poczatku podczas czynnosci: ,.handling”. Wykorzystywane zwierzgta (myszy) sa
utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku. Jednoptciowe grupy badawcze (samce) pozwola na uniknigcie
rywalizacji samcoéw o samic¢ oraz zredukowanie ilosci zmiennych (takich jak pte¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych
wynikéw. Zastosowanie wiasciwej diety; zwierzeta beda karmione certyfikowang pasza bytowa. Karmienie nie bedzie w
zaden sposdb wymuszane. Od pierwszego dnia procedury zwierzeta bedg przetrzymywane w klatkach o powierzchni 800 cm?
i odpowiedniej wysokosci (min 18 cm) po 4 osobniki (poza testem SIS), na $cidfce niepalacej z mala zawartoscia zywic.
Staly kontakt i pomoc ze strony lekarza weterynarii pozwoli na zapewnienie odpowiednich warunkow bytowych. Zwierzeta

pochodza ze Zwierzgtarni Wydziatu Farmaceutycznego UJ, w tym samym budynku bg¢da rowniez przeprowadzane

1 Przy wypetnianiu wzorowaé sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




eksperymenty, zatem nie bedzie konieczny transport zwierzat na znaczng odleglos¢é. Podawane zwierzgtom w trakcie
doswiadczenia roztwory beda miaty temperatur¢ zblizong do temperatury ciala myszy co zapewni unikni¢cie uczucia
dyskomfortu. Eksperymentator zgtasza petng gotowos¢ do przeprowadzenia zabiegu usmiercania w przypadkach naglych,

przez zastosowanie humanitarnej procedury usmiercania.
Ograniczenie:

Liczebnos¢ grup zostata dobrana do danych testow na podstawie dostgpnej literatury. Liczba wykorzystanych zwierzat
zostala ograniczona do poziomu niezbgdnego do osiagnigcia celow, takich jak we wczesniejszych badaniach z
wykorzystaniem postulowanych do wykonania procedur, w ktoérych grupy badawcze liczyly adekwatng do liczebnoS$ci
wskazanej w przedktadanym wniosku. W procedurach 5 1 6, gdzie badany jest mechanizm dzialania
przeciwlgkowego/przeciwdepresyjnego ograniczona zostata grupa zwierzat przez wykonanie wszystkich 4 testow (czynnosci
fagodne) u tych samych myszy. Odstep pomigdzy dwoma pierwszymi testami, a kolejnymi dwoma wyniesie 1 tydzien. Jest to
odpowiedni czas do zmetabolizowania zwigzkéw wchlonigtych z badanych ekstraktow. Tkanki od tych zwierzat nie beda
pobierane do dalszych badan. Procedury 5, 6 i 7, 8 zostang wykonane tylko wtedy gdy w procedurach 1-4 uzyskane zostana
znaczace wyniki. Do badan przewlektych zostanie wybrana tylko jedna dawka (ED50), wyznaczona z testow ostrych.
Zastosowany model badawczy zostal odpowiednio dobrany. Myszy CD-1 to szczep wsobny. Zapewnia to powtarzalnosé¢
pomiardw i minimalizuje zmienno$¢ pozwalajac na ograniczenie ilosci wykorzystywanych zwierzat do niezbgdnego
minimum. Na ograniczenie ilo§ci wykorzystanych zwierzat pozwalaja takze inne czynnos$ci minimalizujace zmiennos¢ i
zwigkszajace powtarzalno$¢ pomiarow takie jak: stabilna pasza; zrownowazone §rodowisko; jednorodno$¢ grup badanych
pod wzgledem wieku, masy ciala oraz plci; rowny okres kwarantanny; ten sam/znany eksperymentator, zachowanie rezimu

czasowego procedur.
Zastgpienie:

W celu zweryfikowania hipotezy badawczej nie mozna zastosowa¢ metody, bez koniecznosci wykorzystania zwierzat. W
badaniach behawioralnych, wplywu badanych ekstraktow na aktywnos$¢ spontaniczna, stres, zaburzenia lgkowo-podobne i
depresyjno-podobne oraz w badaniach okreslajacych mechanizmy dzialania, nie jest mozliwe zastgpienie zwierzat
kregowych innym materialem. Zastosowanie zwierzat w planowanym doswiadczeniu pozwoli na poznanie dziatania
badanych substancji na caty organizm i b¢dace podstawa jego funkcjonowania tkanki, a takze wzajemne interakcje mi¢dzy
nimi. Jest to niemozliwe przy zastosowaniu procedur in vitro m in. hodowle tkankowe. W pobranych tkankach od badanych
zwierzat zostang oznaczone liczne parametry biochemiczne oraz ekspresja wybranych gendéw, co pozwoli na zbadania
doktadnego mechanizmu dziatania. Planowane badania naleza do grupy badan podstawowych majacych na celu poznanie
wplywu ekstraktow z Isatis tinctoria L. na stres, zachowania depresyjno-podobne oraz mechanizméw jego dziatania, stad tez

nie ma mozliwosci zastapienia zwierzat metodami alternatywnymi.




8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
O TAK - na podstawie art. 53 ust. | ustawy
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

O NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczeri na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wiasciwe pole.



