NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Terapeutyczny efekt antybiotyku minocykliny u zréznicowanych behawioralnie szczuréw z
modelem choroby Alzheimera

2.Czas trwania projektu 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) zaburzenia depresyjne/kognitywne, choroba Alzheimera,

minocyklina, psychoneuroimmunologia, szczury

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): badania podstawowe, kategoria

obejmujaca wiele uktadow: psychoneuroimmunologiczne

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 produktow leczniczych, srodkow 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.

Celem projektu jest ocena in vivo predyspozycji do rozwoju i efektywnosci terapii (wrazliwo$é/opornos¢ na
leczenie) zaburzen depresyjnych i kognitywnych w szczurzym modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera
(sAD), z uzyciem antybiotyku minocykliny podawanego dootrzewnowo samcom stada niekrewniaczego szczurow
Wistar (uprzednio przyzwyczajanych do eksperymentatora i sytuacji doswiadczalnej),  zr6znicowanych
behawioralnie pod wzgledem wrazliwosci na stres (wysoko- i niskoaktywne ruchowo oraz dominujgce i
podporzadkowane). Projekt zaklada behawioralng oceng zaburzen depresyjnych (poziom anhedonii, poziom
leku/niepokoju) i kognitywnych (deficyty pamigci przestrzennej) z uzyciem testu: spozycia sacharozy,
podniesionego labiryntu krzyzowego, wodnego Morrisa, otwartego jasno o$wietlonego pola, zakopywania kulek)

u swobodnie poruszajacych si¢ szczurow z modelem SAD, wywolanym przez iniekcje streptozotocyny do komor




bocznych moézgu (harkoza izofluranowa), a nastepnie  skorelowanie tych cech psychobehawioralnych z
parametrami neuroimmunologicznymi, oznaczonymi w moézgu i we krwi obwodowej szczuréw poddanych letalnej
dawce narkozy pentobarbitalowej, od ktoérych pobrane zostang mozgi, krew, $ledziony i grasice. Rownolegle
zaktada si¢ przeprowadzenie badan kontrolnych, w ktorych szczury z kazdej grupy behawioralnej zostang poddane
dootrzewnowej iniekcji fizjologicznego roztworu soli, mikroiniekcji buforu cytrynianowego. Wszystkie pozostate
czynno$ci w grupach kontrolnych przebiega¢ beda wg schematu identycznego do tego, ktory zostanie zastosowany
w grupie do$wiadczalnej. Pomimo, iz niektéore czynno$ci mogg wywota¢ dyskomfort Iub bol zwierzat,
doswiadczenia zostaly zaplanowane w sposéob, ktory dazy¢ bedzie do minimalizowania cierpienia. Czynno$ci
inwazyjne beda przeprowadzane w stanie peilnej narkozy. Testy behawioralne odbywaé si¢ beda z przerwami
minimum 1 dnia (w zalezno$ci od stopnia inwazyjnoS$ci testu) migdzy soba, by jak najefektywniej redukowaé stres

psychospoteczny.

Spodziewanym wynikiem bedzie potwierdzenie korzystnego wpltywu antybiotyku w terapii zaburzen depresyjnych
i/lub zaburzen pamigciowych towarzyszacych sAD 1 wykazanie czy zwigkszona wrazliwos¢ na stres
(wysokoaktywne ruchowo i podporzadkowane) moze by¢ wezesnym markerem wystgpienia/efektywnosci terapii

tych zaburzen, O moze przyczyni si¢ do polepszenia jako$ci zycia pacjentow cierpigcych na chorobe Alzheimera.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

120 samcow stada niekrewniaczego szczurow Wistar. Wyzsza wyjsciowa liczba zwierzat (ok. 120) wigze si¢
miedzy innymi z konieczno$cig odrzucenia szczurow z mediang (w te§cie nowosci) oraz uzyskania poréwnywalnej

liczby zwierzat dominujgcych/podporzadkowanych (D/S) dla poszczegdlnych procedur.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

REDUCTION: W ramach niniejszego badania planuje si¢ zastosowa¢ najmniejszg liczebno$¢ zwierzat
zapewniajacg wiarygodnos$¢ testu statystycznego dla tego rodzaju eksperymentu (1 procedura 28 szczuréw, 14
zwierzat [po 7 HR/LR oraz D/S] do badan immunohistochemicznych oraz 14 zwierzat [po 7 HR/LR oraz D/S]) do
badan neurochemicznych). Ponadto zaplanowane jest pobranie jak najwickszej liczby tkanek i narzadow tj. mozg,

sledziona, grasica, krew obwodowa w celu wykonania kompleksowych oznaczen z jednego osobnika.

REFINEMENT: Kierujac si¢ zasada udoskonalenia procedur eksperymentalnych zaplanowano, Ze podczas

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




handlingu zwierze¢ta bedg przystosowane do chwilowego unieruchomienia podczas iniekcji dootrzewnowych oraz
mikroiniekcji domozgowych, tak aby zminimalizowa¢ odczuwany stres podczas tej czynno$ci. Ponadto czas
wykonywania poszczegolnych etapow doswiadczenia zostat zminimalizowany do niezbgdnego minimum. Testy
behawioralne odbywac¢ si¢ beda z przerwami minimum 1 dnia (w zaleznosci od inwazyjnosci testu) miedzy soba,
by jak najefektywniej redukowac stres psychospoteczny. Co wiecej, podczas wykonywania kazdego zabiegu
operacyjnego zwierze oprocz wziewnej narkozy, otrzymuje srodek przeciwbolowy, aby zniwelowac¢ bol zwigzany
z wykonywaniem tych czynnos$ci a takze premedykacj¢ z uzyciem atropiny, wspomagajaca prace serca w czasie
operacji stereotaktycznych oraz antybiotyk, zeby zapobiec zakazeniom pooperacyjnym. Dodatkowo, bezposrednio
przed iniekcja letalnej dawki narkozy pentobarbitalowej, w celu ograniczenia dyskomfortu zwierzgcia, szczur

zostanie znieczulony za pomoca wziewnej narkozy izofluranowe;.

REPLACEMENT: W badaniach niezb¢dne jest wykorzystanie szczurzego modelu choroby Alzheimera, z uwagi
na to, ze eksperyment prowadzony jest w zlozonym ukladzie doswiadczalnym (badania
psychoneuroimmunologiczne) niemozliwe jest zaplanowanie badania wykorzystujacego metody in vitro.
Odpowiedz jaka zachodzi w ustroju podczas podawania substancji oraz w zaplanowanym modelu chorobowym,
jest niemozliwa do odtworzenia w warunkach in vitro czy in situ, ze wzgledu na stopien ztozonosci proceséw
neuroimmunologicznych w warunkach tej choroby. Badania in vitro czy in situ, moga by¢ jedynie uzupelnieniem
dla wynikow otrzymanych przy pomocy metody in vivo. W czasie trwania dos§wiadczenia zwierzeta nie sg narazone
na bl i cierpienie — operacja stereotaktyczna oraz procedura iniekcji dokomorowych odbywa sie¢ w petnej narkozie
z uzyciem $rodka przeciwbolowego. Ponadto niniejsze badania postuza w przysztosci redukcji liczby podobnych
eksperymentow na zwierzgtach a wyniki bedg miato praktyczne przelozenie na skuteczniejszg terapi¢ choroby
Alzheimera. U$miercenie zwierzat po zakonczeniu do$wiadczenia wynika z koniecznosci pobrania tkanek i
narzagdow tj. mozgu, krwi, serca, $ledziony i grasicy w celu wykonania badan immunohistochemicznych,

neurochemicznych i neuroimmunologicznych.




