NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt Wplyw kofeiny na procesy pamieci u myszy poddanych intoksykacji metalami

ciezkimi (kadm, olow)
2.Czas trwania projektu 5 lat
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) kofeina, kadm, olow, pamieé, myszy

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) Badania podstawowe

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, skuteczno$ci 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.

Metale cigzkie, takie jak kadm i olow, sg powszechnie uznawanymi toksynami §rodowiskowymi i zawodowymi.
Ekspozycja na metale ciezkie moze prowadzi¢ do wystapienia zaburzen pamigci. Badania do$wiadczalne
pokazuja, ze mozliwymi mechanizmami odpowiedzialnymi za zaburzenia kognitywne wywolane metalami
cigzkimi, moze by¢ zahamowanie aktywnos$ci uktadu cholinergicznego czy stres oksydacyjny.
Kofeina jest najczesciej spozywang na §wiecie substancjg psychopobudzajacg. Dziatanie kofeiny a zwlaszcza
poprawa koncentracji i pamieci powodujg, ze zuzycie kofeiny rosnie na catym $wiecie. Kofeina podobnie jak
metale cigzkie wplywa na uktad cholinergiczny (jest inhibitorem acetylocholinoesterazy) oraz stres oksydacyjny
w tkance mozgowe;j.

Powszechne spozycie kofeiny wigze si¢ z mozliwo$cia wystapienia interakcji farmakologicznych z
przyjmowanymi lekami ale takze z innymi substancjami chemicznymi.

Nie wiadomo jest, czy kofeina ktora jest substancja silnie oddziatywujaca na osrodkowy uklad nerwowy,




wplywa na efekty neurotoksyczne metali ciezkich takich jak kadm czy oléw. Przy czym mozliwy jest tu wptyw
zardwno ochronny kofeiny jak i nasilajacy objawy neurologiczne. Celem niniejszej pracy jest ocena tacznego
dziatania kofeiny oraz intoksykacji kadmem lub otowiem, na funkcje tkanki moézgowej ze szczegdlnym
uwzglednieniem proceséw pamieci.

Badania zostang przeprowadzone na dorostych samcach myszy szczepu Swiss. Kofeina i zwiazki metali
(octan ofowiu, chlorek kadmu) beda podawane zwierzetom dootrzewnowo (i.p.) jednorazowo w dawkach
stanowigcych max. 15% warto$ci LD50 (podawanie ostre) oraz podprzewlekle (przez 10 dni) w dawkach
nizszych nie wywotujacych objawdéw po podaniu ostrym. Do oceny wptywu intoksykacji ostrej metalami w
potaczeniu z kofeing na pamigé, zostanie uzyty test biernego unikania oraz labirynt Y. Uzupelieniem badan nad
pamigcia, bedzie ocena koordynacji ruchowej zwierzat na urzadzeniu typu rota-rod. Wptyw podprzewlektego
podania zwigzkow metali w potaczeniu z kofeing zostanie zbadany w testach pamigci: tescie biernego unikania
oraz labiryncie Y. Dodatkowo zostang wykonane badania biochemiczne (aktywno$¢ acetylocholinoesterazy i
enzymow antyoksydacyjnych) i histologiczne mézgéw myszy zar6wno po podaniu ostrym jak i podprzewlektym.
Uzyskane wyniki beda pomocne do okreslenia wplywu przyjmowania kofeiny na whasnosci toksyczne kadmu i

olowiu u ludzi narazonych na te metale.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

480 dorostych samcow myszy Swiss Albino

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
elektronicznych bazach danych: EBSCO, PubMed, Google Scholar, Web of Science, ScienceDirect.
Wykorzystano nastgpujace stowa kluczowe: caffeine, cadmium (lub cadmium exposure, cadmium toxicity,
cadmium intoxication, Cd), lead (lub lead exposure, lead toxicity, lead intoxication, Pb), memory, learning, motor
coordination.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze nie badano wptywu kofeiny na zaburzenia
pamigci wywolane podaniem zwigzkow metali cigzkich (kadm, oldw) w doswiadczalnych modelach pamigci.

Przygotowany zostat projekt, ktorego celem jest ocena tacznego dziatania kofeiny oraz intoksykacji kadmem lub

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




olowiem, na funkcje tkanki mozgowej ze szczegdlnym uwzglednieniem proceséw pamiegci badanych u myszy.
PrzyjeliSmy hipoteze, ze kofeina jako substancja silnie oddziatywujacg na osrodkowy uktad nerwowy, w tym na
uktad cholinergiczny jak i zjawisko stresu oksydacyjnego (oba wptywaja na uktady pamieci), moze wptywaé na
efekty neurotoksyczne metali cigzkich takich jak kadm czy otow, ktdorych mechanizmy toksycznego dziatania
obejmuja stres oksydacyjny i uklad cholinergiczny w tkance moézgowej. Przy czym mozliwy jest tu wplyw
zaréwno ochronny kofeiny jak i nasilajacy objawy neurologiczne metali cigzkich. Uzyskane wyniki z projektu
beda pomocne do okreslenia wpltywu przyjmowania kofeiny na wilasnosci toksyczne kadmu i otowiu u ludzi
narazonych na te metale.

1. R-OGRANICZENIE. W celu ograniczenia liczby zwierzat, podjeto nastgpujace dziatania:

A. W projekcie zostang uzyte dawki ostre zwigzkéw metali pochodzace z wczesniejszych badan wiasnych. Nie
beda wigc wyznaczane nowe wartosci np. 10% LD50 dla podawania ostrego zwiazkéw metali, co wptyneto na
ograniczenie liczby zwierzat w do§wiadczeniu. Dawki zwigzkéw metali dla podawania podprzewlektego (przez
10 dni) beda wyznaczone na podstawie uzyskanych wynikow z podawania ostrego. Beda to dawki subtoksyczne,
niewywolujagce objawdéw ostrych. W ten sposob zaplanowane wyznaczenie dawki podprzewleklej zwigzkow
metali wpltywa na ograniczenie liczby zwierzat. Wyklucza bowiem w przysztosci koniecznos¢ powtdrzenia
doswiadczenia z powodu blednego na wstgpie oszacowania zbyt niskiej dawki zwiazkow metali do podawania
podprzewleklego.

B. Liczba grup zostanie zredukowana tzn. grupy kontrolne (myszy ktorym podano tylko 0.9% NaCl) oraz grupy
ktorym podano tylko kofeine (40 mg/kg) beda takie same dla porownania z grupami ktérym podano kadm lub
oléw. Nie wplynie to na poprawnos¢ analizy naukowej uzyskanych wynikow. Natomiast grupy kontrolne w
uktadzie ostrym i podprzewlektym doswiadczenia musza by¢ rézne, poniewaz w przeciwienstwie do ostrego, w
schemacie podprzewlektym zwierzeta otrzymuja wielokrotne iniekcje 0.9% NaCl.

C. Badania biochemiczne i histologiczne tkanki mézgowej beda wykonywane na myszach wczesniej badanych w
testach behawioralnych co znaczaco ograniczy liczbe zwierzat uzytych w projekcie.

2. R-UDOSKONALENIE. Wptyw na udoskonalenie doswiadczen begdzie miato:

A. Przed rozpoczeciem doswiadczen myszy beda przyzwyczajane do bodzcow dotykowych i zapachowych
czlowieka podczas 7-dniowego okresu adaptacji do warunkow laboratoryjnych. W trakcie tej czynnosci zwierzgta
beda wyjmowane z klatek i glaskane przez kilka minut, co pozwoli na znaczne zminimalizowanie stresu u
badanych zwierzat podczas samych doswiadczen, a tym samym umozliwi otrzymanie wiarygodniejszych
wynikow badan.

B. Chlorek kadmu i octan otowiu bgdg podawane w maksymalnej ostrej dawce nie przekraczajacej 15% ich
wartosci LD50. Zaplanowane dawki zwigzkow metali w doswiadczeniu sg wystarczajgce (opierajac si¢ na
weczesniejszych wlasnych pracach) aby wywolaé efekty biologiczne u myszy pod postacig zaburzen pamigci czy

aktywnos$ci ruchowej, nie sg jednak na tyle toksyczne aby istniala potrzeba wczes$niejszego humanitarnego




zakonczenia procedury (do§wiadczenia wlasne z dawkami octanu otowiu i chlorku kadmu u myszy).

C. Kofeina (caffeine-sodium benzoate), chlorek kadmu, octan otowiu opierajac si¢ na ich wilasciwosciach
fizykochemicznych (np. rozpuszczalnosci w wodzie) beda podawane w objetosci 5 ml/kg m.c. a nie czesto
stosowanej 10 mi/kg m.c.

D. Srodowisko bytowe zwierzat bedzie urozmaicone poprzez tunele (kolorowe tuby wykonane z poliweglanu
wysokiej jakosci), bawemniane podktadki oraz drewniane klocki do $cierania zgbow.

3. R-ZASTAPIENIE. Badania in vitro stosowane w przypadku substancji o potencjalnym dziataniu
prokognitywnym badz amnestycznym dostarczajg jedynie informacji na temat mechanizmoéw ich dziatania w
odniesieniu do receptorow, enzymow lub kanatéw jonowych. Nie ma mozliwosci okreslenia czy dana substancja
zaburza pami¢¢ albo czy ja poprawia bez sprawdzenia tego w badaniach in vivo. W projekcie oprocz badan
behawioralnych zaplanowano roéwniez badania biochemiczne i histologiczne mozgéw myszy, celem wyjasnienia
postawionej hipotezy badawczej. Przeprowadzenie badan behawioralnych z nastgpczymi badaniami

biochemicznymi czy histologicznymi tkanki mézgowej, mozliwe jest tylko na modelach zwierzecych.

8. Projekt jest objety ocena re‘urospektywna}2
TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
1 NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ witasciwe pole.




