NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul  projektu: »Behawioralna ocena posredniej i bezpoSredniej modulacji ukladu
endokannabinoidowego w zaburzeniach pamieci u myszy, wynikajacych z dysfunkeji ukladu

cholinergicznego. Analiza poré6wnawcza z obecnie stosowana farmakoterapia.”
2. Czas trwania projektu: 01.01.2021-01.01.2023

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): zaburzenia kognitywne, choroba Alzheimera, uktad

endokannabinoidowy, inhibitory rozktadu endokannabinoidow, skopolamina
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A. badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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 Alzheimera (AD) jest zaburzaniem kognitywnym polegajacym na przy$pieszonym wymieraniu
neuronow cholinergicznych oraz spadku st¢zenia acetylocholiny (ACh), neuroprzekaznika, kluczowego w
procesach poznawczych. Dotychczas nie wynaleziono skutecznej terapii AD, a dostgpne leki tylko tagodza

objawy choroby.

Celowe jest wiec poszukiwanie potencjalnych mechanizméw modulujacych funkcje kognitywne, by w
przysztosci opracowac efektywne strategie farmakoterapii zaburzen poznawczych. Duze nadzieje wigzane sg z
endogennym uktadem kannabinoidowym (ECS). ECS poprzez receptory kannabinoidowe (CB: CB1 i CB2); ich
naturalne ligandy: endokannabinoidy (np. 2-arachidynoglicerol (2-AG); anandamid (AEA)), oraz enzymy

uczestniczace w degradacji endokannabinoidow, jest zaangazowany w modulacje funkcji kognitywnych.




Niewiele jest publikacji oceniajacych zaangazowanie receptorow CB2 lub enzymoéw odpowiedzialnych za rozktad
endokannabinoidow: hydrolazy amidowej kwasow tluszczowych (FAAH), rozktadajgcej AEA 1 lipazy
monoacyloglicerolu (MAGL), rozktadajacej 2-AG, w patomechanizmy zaburzen kognitywnych.

Celem badan jest ocena wptywu ECS, zar6wno bezposredniego (modulacja funkcji receptorow CB2 za pomoca
agonisty: JWH 133 jak i antagonisty: AM 630) ) i posredniego (udziat inhibitoréw enzymoéw rozktadajacych
endokannabinoidy w mézgu: FAAH (PF 3845), MAGL (KML 29) oraz FAAH/MAGL (JZL 195)), w kontekscie
procesoOw uczenia si¢. Dodatkowo, otrzymane wyniki zostang odniesione do efektow farmakologicznych

riwastygminy - leku stosowanego obecnie w farmakoterapii zaburzen kognitywnych w AD.

Otrzymane wyniki pozwola na poszerzeniec wiedzy na temat roli ECS w procesach tworzenia $ladow
pamigciowych zwigzanych z dysfunkcja uktadu cholinergicznego, a takze uzyskanie po raz pierwszy informacji
na temat skutkow tacznego stosowania nowych zwigzkow posrednio i bezposrednio modulujgcych funkcje ECS z

dotychczas stosowanymi w farmakoterapii zaburzen kognitywnych lekami, np. riwastygming.

Planowane badania maja charakter badan podstawowych dotyczacych osrodkowego ukladu nerwowego

PB3.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Dla przeprowadzenia do§wiadczen zaplanowano uzycie 540 samcoéw myszy domowej, szczepu Swiss (54 grupy

po 10 myszy).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejagca wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym w

bazach danych: PubMed, Scopus, Web of Science (JCR).

Wykorzystano nastepujgce stowa kluczowe: Endocannabinoid system, cognitive impairments, Alzheimer’s

disease, inhibitors of endocannabinoids, scopolamine, rivastygmine

Modulacja funkcji ECS stanowi obecnie nowa, potencjalng mozliwo$¢ w leczeniu wielu chorob OUN. Niewiele
jednak wiadomo o roli ECS, posredniej i/lub bezposredniej, w zaburzeniach kognitywnych, a zwlaszcza tych

zaburzeniach pamigci, ktore przebiegajg z dysfunkcjg uktadu cholinergicznego.

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




Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzono, ze dane dotyczace roli posredniej i
bezposredniej ECS w formowaniu si¢ szlakow pamigciowych nie sa spojne, a prezentowane wyniki zaleza od
wyboru zwigzku modulujacego funkcje ECS, rodzaju testu doswiadczalnego, czy warunkéw doswiadczen. Tak

rozbiezne wyniki, sktaniaja do podjecia planowanych w projekcie badan.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

*Poszerzenie wiedzy teoretycznej w zakresie zaangazowania uktadu endokannabinoidowego w procesy

kognitywne, zwlaszcza zaburzenia pamigci obejmujace nieprawidlowosci w obrebie uktadu cholinergicznego

*Zastosowanie uzyskanej wiedzy, polegajace na opracowaniu nowych strategii farmakoterapii chorob, w ktérych
dochodzi do zaburzen kognitywnych (np. choroby Alzheimera), wykorzystujacych zwigzki modulujace
funkcje posrednio i bezposrednio ECS.

By¢ moze badane zwigzki modulujace funkcje ECS beda mogty by¢ stosowane samodzielnie, jak i w potaczeniu z
lekami cholinergicznymi np. rywastygming w celu uzyskania wigkszej skuteczno$ci terapeutycznej zaburzen

kognitywnych.

ZASADA 3R

Wszystkie zaplanowane testy na myszach prowadzone beda zgodnie z zasadami 3R, ktérych wykorzystanie
zapewnia uzyskanie wiarygodnych i powtarzalnych wynikdéw, co wyraza si¢ za posrednictwem ponizszych

dziatan:
1.UDOSKONALENIE (REFINEMENT)

W toku niniejszych badan planuje si¢ wykorzystaé jednopiciowa grupe badawcza (samce), aby uniknaé
rywalizacji samcOw o samice oraz zmniejszy¢ ilosci zmiennych (takich jak pte¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych

wynikow.

Proponowana metodyka badawcza zostala wybrana tak, aby ograniczy¢ do minimum albo eliminowaé bol,

cierpienie, czy stres myszy.

Podczas trwania do$wiadczenia zwierzeta beda przebywaly pod opieka doswiadczonego personelu, w Scisle

okreslonych warunkach laboratoryjnych (temperatury, wilgotnosci, Zywienia, dostepu do wody pitnej)

Podczas badan wykonawcy planuja wzbogaca¢ srodowisko zycia zwierza (domki dla myszy i gryzaki w klatkach

bytowych).




Pod uwage brane jest rowniez humanitarne zakonczenie procedur w przypadku, gdy podawane substancje
wywolalyby objawy niespecyficzne u zwierzat takie jak: osowialo$¢, zaburzenia pobierania pokarmu,

spadek masy ciala, zaburzenia oddychania i drgawki.

Wystapienie powyzszych objawow stanowi sygnal do humanitarnego zakonczenia procedur i ograniczenia

cierpienia zwierzecia poprzez usmiercenie w atmosferze dwutlenku wegla.
2.0GRANICZENIE (REDUCTION)

Dla przeprowadzenia do$wiadczen zaplanowano uzycie grup zlozonych z 10 osobnikow. Jest to najmniejsza
liczba zwierzat w grupie, ktora zapewnia powtarzalno$¢ pomiardéw, pozwala na uzyskanie wiarygodnych,
dajacych sie opracowac statystycznie wynikow oraz minimalizuje zmienno$¢ pozwalajac na ograniczenie ilo$ci
wykorzystywanych zwierzat do niezbednego minimum. Liczba wykorzystanych zwierzat zostata ograniczona do
poziomu niezbednego do osiagniecia zamierzonych efektow, czyli do oceny wplywu zwiazkow fenolowych lub
terpenéw na zachowania depresyjne. Zwierzgta beda testowane tylko raz. Zachodzi tez konieczno$¢ zastosowania
grup kontrolnych doswiadczenia i konieczno$¢, jednak w celu ograniczenia liczby zwierzat, zgodnie z zasadami

3R, te gruby kontrolne, ktore byty badane w poprzednich doswiadczeniach, nie b¢da po raz kolejny powtarzane.
3.ZASTAPIENIE (REPLACEMENT)

Prowadzone badania dotycza wplywu zwiazkéw na dzialanie OUN i niemozliwe jest wykorzystanie kultur
tkankowych, hodowli komérkowych lub metod instrumentalnych i zastgpienie nimi zwierzat do$wiadczalnych,
aby otrzymac¢ wiarygodne i spdjne wyniki. Wykorzystane do do$wiadczen myszy sg wiarygodnym modelem
doswiadczalnym w testach z uzyciem $rodkow dziatajagcych na OUN. Dlatego w celu oceny zaangazowania
uktadu endokannabinoidowego w powstawanie §ladow pamigciowych nie mozna zastosowac innej metody, bez
udzialu zwierzat. Zastosowanie zwierzat w planowanych do$wiadczeniach pozwoli na poznanie dziatania
badanych substancji na caty organizm i bedace podstawa jego funkcjonowania tkanki, a takze wzajemne

interakcje migdzy nimi. Jest to niemozliwe przy zastosowaniu procedur in vitro, m.in. hodowli tkankowych.

Zwierzeta przebywac beda w odpowiednich 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, przez osoby wykwalifikowane, posiadajace konieczne przeszkolenie i

wieloletni staz pracy ze zwierzgtami laboratoryjnymi.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
1 NIE

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



