NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Rola ceramidu w patogenezie depresji.

2.Czas trwania projektu 3 miesigce

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow):

Depresja, kwasna sfingomielinaza, ceramid, zwierzecy model depresji

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, 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.

Depresja jest chorobg psychiczng o zlozonej i nie do konca poznanej etiologii. Najnowsze badania
przedkliniczne i kliniczne wskazuja na znaczenie stresu oksydacyjnego oraz ceramidu w patogenezie
depresji. Hipoteza o znaczeniu ceramidu w patogenezie depresji zostata czgsciowo potwierdzona w
nielicznych badaniach klinicznych 1 przedklinicznych w  ktorych wykazano wudziat kwasnej
sfingomielinazy (enzymu zwigkszajacego stezenie ceramidu) w mechanizmie dzialania
wielopierScieniowych lekéw przeciwdepresyjnych oraz polimorfizm tego enzymu u depresyjnych
pacjentow. Nieznane sg zmiany innych szlakéw syntezy i metabolizmu ceramidu w zwierzecych
modelach depresji. Celem projektu jest ocena poziomu ceramidu w mozgu zwierzat pozbawionych
opuszek wechowych (model depresji nabytej).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU




24 szczury (2 grupy po 12 osobnikéw), samce szczepu Wistar Han (dostawca Charles River, Niemcy)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Sposob realizacji zasady 3R

1. Udoskonalenie

Zwierzeta

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

- Jednoplciowe grupy badawcze (samce) pozwola na unikni¢cie rywalizacji samcéw o samic¢ oraz
zredukowanie ilo$ci zmiennych (takich jak pte¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

- Zastosowanie wtasciwej diety; zwierzgta beda karmione certyfikowang pasza bytowa.

- Od pierwszego dnia procedury zwierzeta beda przetrzymywane w klatkach o powierzchni 1815 cm?/18
cm wysokosci (T4) po 5 osobnikow, natomiast w okresie rekonwalescencji oraz w czasie prowadzenia
doswiadczen pojedynczo w klatkach o wymiarach 825 cm?/18 cm (T3) na $cidlce niepalnej z matg
zawartoscig zywic.

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

Pomieszczenie bytowe

- Zwierzeta beda przebywaty w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu; w pomieszczeniu
nie beda wykonywane pozostate czynnosci (tj. iniekcje, eksperyment, u§miercanie).

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

- Codzienna kontrola stanu zwierzat oraz wymiana $ciotki (2 razy w tygodniu) pozwolg na szybkie
zidentyfikowanie wszystkich chorych lub okaleczonych zwierzat i podjecie odpowiednich dzialan oraz
zapewnienie higieny- Pomieszczenie odizolowane jest od cze$ci eksperymentalnej co pozwoli na
ograniczenie prawdopodobienstwa narazenia na czynniki stresogenne.

Pomieszczenia eksperymentalne i1 przygotowan do eksperymentow

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

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

Metoda

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

- Opracowane instrukcje postgpowania zapewnig ich regularny i powtarzalny sposdb wykonania co
ograniczy stres zwierzat.

- Wszystkie czynnosci beda wykonywane przez znanego zwierze¢tom 1 doswiadczonego
eksperymentatora lub osobe uczestniczaca.

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




- Przed operacja zwierzeta zostang poddane anestezji z wykorzystaniem $rodka pozwalajacego na
iniekcje niewielkiej ilosci ptynu. Oczy poddanych anestezji szczurOw zostang zabezpieczone przed
wysuszeniem poprzez aplikacje sztucznych tez.

- Podawane zwierzgtom w trakcie do$wiadczenia roztwory beda mialy temperatur¢ zblizong do
temperatury szczurOw

co zapewni uniknigcie szoku temperaturowego 1 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 gotowos¢ do przeprowadzenia zabiegu usmiercania w przypadkach
naglych przez zastosowanie humanitarnej procedury usmiercania.

2. Ograniczenie

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

- Na ograniczenie liczby wykorzystanych zwierzat pozwalaja takze inne czynno$ci minimalizujace
zmiennosc¢,

a zwigkszajace powtarzalno$¢ pomiaréw (stabilna pasza, zrbwnowazone srodowisko, jednorodnos¢ grup
badanych pod wzgledem wieku, masy ciata oraz pici (samce), rowny okres kwarantanny, ten sam/znany
eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur).

- Doswiadczenia na szczurach dajg bardziej spdjne 1 porownywalne wyniki.

- W celu uzyskania wiarygodnie istotnych statystycznie wynikoéw grupa do$wiadczalna liczy¢ bedzie 12
zwierzat.

3. Zastapienie

- 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
mig¢dzy 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 =zastgpienia zwierzat metodami
alternatywnymi (metody alternatywne opierajg si¢ na poznanych juz mechanizmach).




