NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projekt ,,Badanie aktywnosci farmakologicznej wybranych antagonistow
receptora NMDA”

1. Czas trwania projektu 15.12.2016 — 14.12.2020.........ccceeiueiieiieiesiesie e se e ee e sre e seesae e snees

2. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): ketamina, tiletamina, depresja, modele in vivo

w

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajgce poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow 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 $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztatcenia 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.

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia zaburzenia depresyjne dotycza okoto 10% populacji i stanowig obecnie
czwarty najpowazniejszy problem zdrowotny na $wiecie. Udowodniono, Ze narazenie na stres jest jednym z
najistotniejszych czynnikow predysponujacych do wystgpienia depresji, co w efekcie prowadzi do powaznych
zmian w osrodkowym uktadzie nerwowym, takich jak atrofia neuronéw, czy zmniejszenie liczby komorek
nerwowych. Niestety pomimo wielu dostgpnych lekéw przeciwdepresyjnych farmakoterapia zaburzen nastroju
jest wcigz nieskuteczna u okoto 30% pacjentow. Co wigcej, leki przeciwdepresyjne posiadajg wiele dzialan
niepozadanych, ktore czesto obnizajg komfort zycia pacjenta i/lub prowadza do przedwczesnego zakonczenia
terapii. W zwigzku z tym, do leczenia zaburzen nastroju nadal poszukuje si¢ skutecznych substancji, ktore beda
obarczone mniejszg ilo$cig dziatan niepozadanych.

Ketamina — anestetyk dysocjacyjny, jest uzywana w klinice od poczatku lat 60-tych ubieglego wieku jako
infuzyjny $rodek znieczulenia ogodlnego. Wiele badan wskazuje, ze w dawkach subanestetycznych lek ten po
podaniu jednorazowym wywoltuje szybki (kilka godzin), dtugotrwaty (ok. 7 dni) efekt przeciwdepresyjny u
pacjentow z depresja, w tym rowniez z lekooporng postacig tego schorzenia. Nalezy zaznaczy¢, iz srodkow o
podobnym jak ketamina mechanizmie dzialania (antagonizm wobec receptorow NMDA) znanych jest wigcej,



jednakze, ze wzgledu na powazne dzialania niepozadane, ktére wywotuja te substancje (np. halucynacje,
zaburzenia motoryczne), tylko nieliczne znalazly zastosowanie w medycynie ludzkiej (np. memantyna) lub
lecznictwie weterynaryjnym (tiletamina). Na szczegolng uwage zastuguje ta ostatnia substancja, jako ze jej
zastosowanie u zwierzat jest podobne do zastosowania ketaminy ($rodek usypiajacy, anestetyk ogdlny), natomiast
nie wiadomo, czy posiada ona podobne do ketaminy wlasciwosci przeciwdepresyjne.

Celem planowanych doswiadczen jest zatem pordéwnanie potencjalnej aktywno$ci przeciwdepresyjnej oraz
przeciwlekowej tiletaminy i ketaminy w zwierzecych modelach depresji i lgku. W celu weryfikacji poprawnosci
uzyskanych w ww. testach wynikow, planuje si¢ dodatkowo zbadanie wptywu obu lekéw na procesy uczenia i
pamieci kontekstualnej w tescie biernego unikania, prég pobudliwosci bolowej w tescie goracej ptytki, aktywnosé
lokomotoryczng i koordynacj¢ ruchowa zwierzat eksperymentalnych.

Zaplanowane badania przyczynig si¢ do poszerzenia wiedzy dotyczacej obu lekow. Pozwolg by¢ moze wytyczy¢
nowy kierunek terapii depresji u ludzi.

Wyzej opisany cel badania ma charakter zarowno naukowy jak i edukacyjny, umozliwi nam jak i innym
badaczom, lepiej zrozumie¢ funkcje receptorow NMDA oraz wilasciwosci ketaminy i tiletaminy. Wynik
eksperymentu bedzie determinowaé kierunek naszych przysztych badan. Poniewaz eksperyment ma charakter
przekrojowy — bada wiele potencjalnych wlasciwosci zwigzkoéw, jego rezultaty beda uzyteczne nie tylko dla nas i
naszych przysztych badan, ale takze dla wielu innych badaczy zajmujacych si¢ funkcjami uktadu
glutaminergicznego, co umozliwi im zaniechanie niektorych badan na zwierzetach.

Wigkszos¢ czynnosci nalezy do umiarkowanej lub tagodnej kategorii dotkliwo$ci, ponadto badacze dotoza
wszelkich staran, aby maksymalnie ograniczy¢ odczuwany przez zwierzeta dyskomfort.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu planuje sie wykorzysta¢ 940 myszy szczepu CD-1 (Swiss Albino), samce, waga 18 g-22 g,
wiek ok. 4 tygodnie.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

Badania z wykorzystaniem modeli in vivo stanowig bardzo istotny element poznania wiasciwosci nowych
substancji wykazujacych dziatanie biologiczne (wptyw na uktad nerwowy). Stad tez nie jest mozliwe
zrezygnowanie z ich prowadzenia, zwtaszcza w przypadku lekow, co do ktorych istnieje szansa na wprowadzenie
ich do farmakoterapii niektorych jednostek chorobowych, ktérych terapia jest obecnie mato efektywna.

Dostepna literatura wskazuje, iz myszy sa najwiasciwszym gatunkiem do wykonania planowanych doswiadczen,
a planowanych procedur nie mozna ich zastapi¢ innymi, bez udziatu zwierzat. W miar¢ mozliwosci bedzie sig
dazy¢ do ograniczania liczby zwierzat uzywanych w testach behawioralnych; badania zostana przeprowadzone
przez doswiadczonych eksperymentatoréw w sposdb wysoce humanitarny, aby zadawaé zwierzetom jak najmniej
cierpienia.

Przy wykonywaniu badan behawioralnych begdzie si¢ postgpowac zgodnie z przyjeta metodyka testow, z
wykorzystaniem sprzetu wysokiej klasy. Kazdy z pracownikow wykonujacych badania behawioralne jest
zaznajomiony z aktualnie obowiazujacymi przepisami dotyczacymi zwierzat doswiadczalnych.

Do naszych doswiadczen wybralisSmy myszy z uwagi na opracowane i stosowane przez nas modele
doswiadczalne.



Sposéb realizacji zasady 3R

1. Udoskonalenie

Zwierzeta

- Wykorzystywane zwierzeta (myszy) beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku.

- Jednoptciowe grupy badawcze (samce) pozwola na unikniecie rywalizacji samcow o samice oraz zredukowanie
ilosci zmiennych (zwiazanych z picig) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

- Zastosowanie wiasciwej diety; zwierzeta beda karmione certyfikowana pasza bytowa.

- Od pierwszego dnia procedury zwierzeta bedg przetrzymywane w klatkach o powierzchni 420x265x180, 825
cm®, po 8 osobnikow w klatce.

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

Pomieszczenie bytowe

- Zwierzeta beda przebywaty w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu, w ktérym nie beda

- Pomieszczenie bytowe bedzie oddzielone od pozostatych pomieszczen eksperymentalnych. Pozwoli to na
redukcje hatasu oraz ograniczy narazenie na czynniki stresogenne. Pomieszczenie to jest wyposazone w
staty system monitorowania temperatury i wilgotnosci.

- Codzienna kontrola stanu zwierzat oraz wymiana $ciotki (co 2 dni) pozwolg na szybkie zidentyfikowanie
wszystkich chorych lub okaleczonych zwierzat i podjecie odpowiednich dziatan oraz zapewnienie
higieny.

Sala eksperymentalna

Metoda badawcze

- Zastosowane metody badawcze zostaty wybrane tak, aby ograniczy¢ do minimum albo eliminowaé bol,
cierpienie.

- Opracowane instrukcje postepowania zapewnia ich regularny i powtarzalny sposob wykonania co ograniczy
stres zwierzat.

- Wszystkie czynnosci beda wykonywane przez znanego zwierzetom i doswiadczonego eksperymentatora lub
0s0be uczestniczaca.

- Kazda z procedur bedzie poprzedzona intensywnym procesem handlingu/oswojenia co pozwoli zwierzetom
przyzwyczai¢ si¢ do eksperymentatoroéw i ograniczy stres odczuwany przez zwierzeta.

- Podawane zwierzgtom w trakcie doswiadczenia roztwory beda miaty temperature zblizong do temperatury ciata
myszy, co zapewni unikniecie szoku temperaturowego i uczucia dyskomfortu.

- Badane substancje beda rozpuszczane w roztworach nie indukujacych podraznienia tkanek.

- Na koncu kazdej procedury myszy zostang usmiercone przez zastosowanie dyslokacji kregow szyjnych.

- Eksperymentator zgtasza petna gotowos¢ do przeprowadzenia zabiegu usmiercania w przypadkach nagtych
przez zastosowanie humanitarnej procedury usmiercania.

2. Ograniczenie

- Do doswiadczen wybrano samce myszy CD-1 z uwagi na opracowane przez nas schematy doswiadczalne.

- Na ograniczenie ilosci wykorzystanych zwierzat pozwalajg takze inne czynnosci minimalizujace zmiennosc i
zwigkszajace powtarzalnos¢ pomiaréw takie jak: stabilna pasza, jednorodno$¢ grup badanych pod
wzgledem wieku, masy ciata oraz plci (samce); rowny okres kwarantanny; ten sam/znany
eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur.



- W celu uzyskania wiarygodnych, istotnych statystycznie wynikéw kazda z grup doswiadczalnych liczy¢ bedzie
10 zwierzat.

Czynnosci w obrebie jednej procedury zostana wykonane jednoczesnie lub maksymalnie w dwoch turach dla
wszystkich badanych grup co pozwoli na ograniczenie ilosci grup kontrolnych.

Warunki eksperymentu sa tatwe do odtworzenia, wigc niniejsza praca bedzie mogta stanowi¢ odniesienie
literaturowe dla innych badaczy, co pozwoli innym na ograniczenie ilosci wykorzystanych zwierzat.

3. Zastgpienie

W celu zweryfikowania hipotezy badawczej nie mozna zastosowa¢ metody wykluczajacej wykorzystanie
zwierzat doswiadczalnych.

Zastosowanie zwierzat w planowanym doswiadczeniu pozwoli na poznanie dziatania badanych substancji na
caty organizm i bedace podstawa jego funkcjonowania tkanki, a takze wzajemne interakcje miedzy nimi.
Jest to niemozliwe przy zastosowaniu procedur in vitro, czy in silico.

Planowane badania nalezg do grupy badan podstawowych majacych na celu poznanie dziatania badanych
lekow i nie ma mozliwos$ci zastgpienia zwierzat metodami alternatywnymi.

Pomimo nieudostepniania w klatkach wzbogaconego $rodowiska, ktére mogloby negatywnie wptywaé na
przebieg doswiadczenia, badacze dotoza najwyzszych staran, aby ograniczy¢ stres jaki odczuwajg zwierzeta.
Kazda z procedur bedzie poprzedzona intensywnym procesem handlingu tj. oswojenia zwierzat z
eksperymentatorem, aby nie odczuwaty stresu podczas kontaktu z nim.



