NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projekt: Charakterystyka wybranych receptoréw glutamatergicznych (jono- i
metabotropowych) w mechanizmach uzaleznienia od kokainy.

2. Czas trwania projektu: 7 miesigce
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow):
uzaleznienie kokainowe, nawr6t zachowan poszukiwawczych, glutamatergiczne receptory

jonotropowe, glutamatergiczne receptory metabotropowe
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 warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, $rodkéw spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktow, lub badan ich jakosSci, skutecznos$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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysSci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Mimo wielu lat badan nad znalezieniem skutecznej farmakoterapii uzaleznienia od kokainy, nie ma
skutecznego leczenia tej choroby. Obecnie strategie leczenia uzaleznienia kokainowego obejmuja
stosowanie substancji, ktére wplywaja na neurotransmisj¢ dopaminowa bezposrednio lub posrednio,
poprzez modulowanie aktywnosci innych neuroprzekaznikow. Dotychczasowe dane literaturowe
wskazujg na interakcje pomiedzy uktadem dopaminowym oraz obecnos$¢ receptoréw glutamatergicznych
(jonotropowych i metabotropowych) w strukturach dopaminowego szlaku mezokortykolimbicznego,
zwigzanego z uzalezniajacymi efektami kokainy, przemawia za mozliwoscia kontroli przez te receptory
efektow behawioralnych kokainy. Co wigcej, antagonisci receptorow NMDA, AMPA oraz
metabotropowych grupy I odgrywaja istotng role¢ w hamowaniu efektow nagradzajacych i nawrotu
zachowan poszukiwawczych kokainy czy innych substancji uzalezniajagcych. Wyniki tych do$wiadczen
behawioralnych wskazujg na kluczowa role uktadu glutamatergicznego w mechanizmach uzaleznienia od
kokainy. Dlatego tez wydaje si¢ konieczne dalsze prowadzenie przedklinicznych badan majacych na celu
oceng efektow zwigzanych ze zmianami w neurotransmisj glutamatergicznej na poziomie receptorOw oraz
lokalizacji tych zmian w komorce w zwierzgcych modelach uzaleznien.

Zaproponowane do wykonania do$wiadczenie na niewielkiej liczbie zwierzat, jest wyrazna
sugestia Recenzentow dotyczacg naszej pracy wystanej do recenzji w czasopis$mie z listy filadelfijskiej,
pozwoli uzupehi¢ i zweryfikowa¢ wiedze na temat wptyw nagradzajacych efektow kokainy oraz nawrotu
do natogu u szczurow w instrumentalnym modelu samopodawania na zmiang gestosci i ekspresje
receptorow glutamatergicznych. W prezentowanym projekcie badawczym zamierza si¢ stosowa¢ model
behawioralny (samopodawanie kokainy i wygaszenie/nawrot zachowan poszukiwawczych i bedzie to
dodatkowa grupa kontrolna do juz wczesniej uzyskanych wynikow.



6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

12 sztuk; szczur, samiec, szczep: Wistar Han (dostawca Charles River, Niemcy).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA  ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I
UDOSKONALENIA

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzono, Ze:

A. Stosowany w tym projekcie model behawioralny dozylnego samopodawania kokainy jest dobrze
opracowanym i sprawdzonym modelem zwierzecym (m.in. ogranicza niepotrzebny stres zwierzat). W
duzym stopniu odzwierciedla on zmiany obserwowane u pacjentow naduzywajacych kokaine.

B. Brak jest wystarczajacych danych neurochemicznych o roli glutamatergicznych receptoréw w wejsciu
w uzaleznienie od kokainy oraz nawrot zachowan poszukiwawczych. Badania uzyskane w
proponowanych do$wiadczeniach uzupetnia tg wiedze.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na dostarczenie informacji na temat wptywu
nawrotu do natogu u szczuréw oraz wykaza zmiany gestosci i ekspresji glutamatergicznych receptorow.
Uzyskane wyniki mogg sta¢ si¢ punktem do ustalenia strategii w farmakoterapii uzaleznienia
kokainowego.

Sposob realizacji zasady 3R

1. Udoskonalenie

Zwierzeta

- Wykorzystywane zwierzeta (szczury) sa utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku.

- Jednoplciowe grupy badawcze (samce) pozwola na uniknigcie rywalizacji samcOw o samicg oraz
zredukowanie ilo$ci zmiennych (takich jak ple¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

- Zastosowanie wlasciwej diety; zwierzeta beda karmione certyfikowang pasza bytowa.

- Od pierwszego dnia procedury zwierzeta beda przetrzymywane w klatkach o powierzchni 1815 cm®/18
cm wysokosci (T4) po 5 osobnikdéw, natomiast w okresie rekonwalescencji oraz w czasie prowadzenia
do$wiadczen pojedynczo w ktadkach o wymiarach 825 ¢cm?/18 cm wysokosci (T3) na $ciotce niepalnej z
malg zawarto$cig zywic.

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

Pomieszczenie bytowe

- Zwierzgta beda przebywaty w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu; w pomieszczeniu
nie bedg wykonywane pozostate czynnosci (tj. iniekcje, eksperyment, usmiercanie).

- Pomieszczenie bytowe bedzie oddzielone od pozostatych pomieszczen co pozwoli na redukcje hatasu.
Pomieszczenie to jest wyposazone w staty system monitorowania temperatury i wilgotnosci.

- Codzienna kontrola stanu zwierzat oraz wymiana $ciotki (2 razy w tygodniu) pozwola na szybkie
zidentyfikowanie wszystkich chorych lub okaleczonych zwierzat i podjgcie odpowiednich dziatan oraz
zapewnienie higieny.

- Pomieszczenie odizolowane jest od czgsci eksperymentalnej co pozwoli na ograniczenie
prawdopodobienstwa narazenia na czynniki stresogenne.

Pomieszczenia eksperymentalne i przygotowan do eksperymentow

- Zaplanowane czynnos$ci (tj. iniekcje badanych substancji, anestezja, implantacja kateteru) beda
wykonane w tzw. pokoju przygotowan.

- Po zabiegu implantacji zwierzeta zostang umieszczone w cichym i cieptym miejscu, w klatce z
mozliwoscig swobodnego ruchu az do catkowitego wybudzenia.

Metoda




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

- Opracowane instrukcje postgpowania zapewnia ich regularny i powtarzalny sposoéb wykonania co
ograniczy stres zwierzat.

- Wszystkie czynnosci bedag wykonywane przez znanego zwierzgtom i doswiadczonego eksperymentatora
lub osobe uczestniczaca.

- Przed operacja zwierzeta zostang poddane anestezji z wykorzystaniem $rodka pozwalajacego na iniekcje
niewielkiej ilo$ci ptynu. Oczy poddanych anestezji szczurdw zostang zabezpieczone przed wysuszeniem
poprzez aplikacj¢ sztucznych tez.

- Podawane zwierzgtom w trakcie doswiadczenia roztwory beda mialy temperaturg¢ zblizona do
temperatury szczuréw co zapewni uniknigcie szoku temperaturowego i uczucia dyskomfortu.

- Badane substancje beda rozpuszczane w soli fizjologicznej lub buforach nie indukujacych podraznienia
tkanek (np. monitorowanie pH roztworu).

- Na koncu kazdej procedury szczury zostang usmiercone przez zastosowanie odpowiedniej metody

- Opiekun zostanie szczegdtowo poinformowany przez eksperymentatora o ewentualnych objawach bolu,
stresu, dyskomfortu zwierzat wymagajacych humanitarnego zakonczenia procedury.

- Eksperymentator zglasza pelng gotowo$¢ do przeprowadzenia zabiegu u$miercania w przypadkach
nagltych przez zastosowanie humanitarnej procedury u$miercania.

2. Ograniczenie

- Do doswiadczen wybrano szczury samce Wistar Han (Charles-River Laboratories — Niemcy) z uwagi na
opracowany i stosowany model doswiadczalny.

- Na ograniczenie liczby wykorzystanych zwierzat pozwalaja takze inne czynno$ci minimalizujace
zmienno$¢, a zwigkszajace powtarzalnos¢ pomiarow (stabilna pasza, zrownowazone S$rodowisko,
jednorodno$¢ grup badanych pod wzgledem wieku, masy ciata oraz pici (samce), rowny okres
kwarantanny, ten sam/znany eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur).

- Doswiadczenia na szczurach daja bardziej spdjne i poréwnywalne wyniki.

- W celu uzyskania wiarygodnie istotnych statystycznie wynikow grupa doswiadczalna liczy¢ bedzie 12
Zwierzat.

3. Zastapienie

- W celu zweryfikowania hipotezy badawcze] nie mozna zastosowa¢ metody wykluczajacej
wykorzystanie zwierzat doswiadczalnych.

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

- Planowane badania naleza do grupy badan podstawowych majacych na celu poznanie mechanizmow
dziatania badanych zwigzkow, stad tez nie ma mozliwosci zastapienia zwierzat metodami alternatywnymi.



