NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Odlegte skutki podania amfetaminy na neurotransmisj¢ dopaminergiczng
noradrenergiczng 1 serotoninergiczng

2.Czas trwania projektu: 1 rok

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) amfetamina, sensytyzacja, uktad dopaminergiczny, uktad

noradrnergiczny, wokalizacja ultradzwigkowa,
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 sagdowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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.

[PB3] badania podstawowe, Uktad nerwowy

Cecha charakterystyczng substancji uzalezniajacych 1 jednym z najwigkszych probleméw w leczeniu
uzaleznien jest to, ze juz pierwsza dawka narkotyku moze wywotaé trwaly efekt, taki jak np.
sensytyzacja (nasilenie odpowiedzi na kolejng dawke w poréwnaniu do odpowiedzi na pierwsza). Taka
trwato$§¢ zmian jest rowniez charakterystyczna dla powstawania uzaleznien, dlatego sensytyzacja jest
czesto wykorzystywana przy badaniu uzaleznien. Podtoze biochemiczne tych procesOw nie jest znane.
Nasze ostatnie badania sugeruja, ze juz pierwsza dawka amfetaminy (AMF) moze inicjowac
dlugotrwate zmiany w metabolizmie dopaminy, obejmujace m. in. spadek syntezy dopaminy. Celem

dalszych badan jest (i) sprawdzenie czy rzeczywiscie pojedyncze dawki AMF moga wywotaé




dlugotrwaty wplyw na metabolizm dopaminy oraz innych neuroprzekaznikow, (ii) czy nasilenie efektu
jest zalezne od ilosci AMF, (iii) czy roéznicom indywidualnym w odpowiedzi wokalizacji
ultradzwickowej (wskaznik pozytywnego stanu emocjonalnego) na AMF towarzyszy zréznicowanie
odpowiedzi biochemicznej. Na podstawie odpowiedzi na AMF w procedurze dwuiniekcyjnego
protokotu sensytyzacji szczury zostang podzielone na silnie (HC) 1 stabo (LC) odpowiadajgce na AMF
(wg mediany). Zostang utworzone 3 grupy badane, do kazdej z nich beda réwnomiernie przydzielone
szczury LC i HC. W mozgach szczurow dekapitowanych po réznym czasie od ostatniej dawki i po
réznej ilosci amfetaminy beda o0znaczone poziomy neuroprzekaznikow i ich metabolitow. Szeroki
wachlarz oznaczen umozliwiajacych analize korelacyjng, by¢ moze pozwoli na ujawnienie wzajemnych

powigzan mi¢dzy szlakami neurotransmisyjnymi i zaangazowanymi w odpowiedz na AMF strukturami.

Podanie zaplanowanych dawek amfetaminy wywotuje tylko przej$ciowe (okoto 2 godzin) pozytywne
pobudzenie, my chcemy zbadaé, czy wywotane amfetaming zmiany biochemiczne sg rowniez widoczne
po tygodniach. Szkody po stronie zwierzat to wielokrotne iniekcje i $mier¢. KorzysScig po stronie nauki
jest, ze badania te mogg si¢ przyczyni¢ do znalezienia obszarow mozgu oraz procesow biochemicznych
inicjujacych trwate zmiany lezace u podstaw rozwoju uzaleznien a tym samym przyblizy¢ znalezienie

skutecznego sposobu leczenia uzaleznien.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zaplanowano wykorzystanie 84 szczurdw.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Uzaleznienia sg ogromnym problemem ekonomicznym, zdrowotnym, czesta przyczyng $mierci U ludzi.
Te badania majg na celu wyjasnienie procesow inicjujgcych powstawanie uzaleznien i przyczynic si¢ do
wytworzenia skutecznej terapii, podczas, gdy szkodliwo$¢ dla zwierzat jest znikoma. Przygotowujac
projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w bazach
danych:

PUBMED, Medline , Google Scholar, Science Direct, Scopus. Wykorzystatam/em stowa kluczowe w
réznych zestawieniach:

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




amphetamine/sensitization/dopamine/noradrenaline/striatum, Caudate Putamen, nucleus accumbens,
ultrasonic vocalizations

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: amfetamina wywotuje przejsciowe
(do 3 godzin) zwigkszenie uwalniania dopaminy w brzusznym i grzbietowym prazkowiu, Wywotuje
wokalizacje ultradzwickows, co jest interpretowane jako wyraz nagradzajacego dziatania. Dane
dotyczace wplywu sensytyzacji behawioralnej na uwalnianie dopaminy sg sprzeczne.

B. Brak jest danych dotyczacych przedmiotu tego badania, czyli: odleglych neurobiologicznych
skutkéw pojedynczych lub wielokrotnych podan amfetaminy, nie udato si¢ znalez¢ badan dotyczacych
odpowiedzi na pytanie, czy obserwowane ws$rdd uzaleznionych trwate zmiany moga by¢ wywotane
inicjacja przez pojedyncze dawki amfetaminy przemian w obrgbie uktadéw dopaminergicznego

I noradrenergicznego.

W 2017r. 324 000 zgondéw bylo zwigzanych z uzaleznieniami od amfetamin. Nie dysponujemy
skutecznymi metodami leczenia tego schorzenia, opracowanie farmakoterapii jest palaca potrzeba.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: by¢ moze znalezienie punktu inicjacji
trwatych zmian wywotywanych przez substancje uzalezniajace, powigzanie nasilenia zmian u szczurow
wrazliwych 1 niewrazliwych na efekty amfetaminy. Znalezienie miejsca (obszar mozgu) i1 uktadoéw
neuroprzekaznikowych (noradrenergiczny

i dopaminergiczny) moze si¢ przyczyni¢ do opracowania celowanej farmakoterapii.

Celem doswiadczenia jest zestawienie odczu¢ szczura zwigzanych z dzialaniem  substancji
uzalezniajacej (odpowiedz emocjonalna) ocenianych na podstawie dzwigkéw emitowanych przez
szczury w pasmie ultradzwigkowym (wokalizacja ultradzwigckowa USV) ze zmianami neurotransmisji

w obrgbie ukladu noradrenergicznego i1 dopaminergicznego (pomiar tkankowych poziomow
noradrenaliny, dopaminy, ich metabolitow i enzyméw zaangazowanych w metabolizm). Pomiar USV
jest uwazany za odpowiednik wywiadu z pacjentem. Takie pomiary nie sa wigc mozliwe do
zrealizowania na modelach tkankowych lub komoérkowych. Liczba zwierzat w doswiadczeniu zostata
ograniczona do minimum gwarantujacego rzetelng oceng statystyczng. W celu ograniczenia stresu
separacyjnego zwierzeta ustawione beda w sposob zapewniajacy kontakt wzrokowy, shuchowy i
wechowy oraz zostang zastosowane wzbogacenia w postaci drewnianych klockéw oraz tuneli dla
gryzoni, gryzakoéow lub innych elementow wzbogacajacych srodowisko. Ponadto stosowana bedzie
sciotka bezpytowa (zapewniajaca optymalne warunki zdrowotne), karma Labofeed B (dostarczajgca
sktadniki odzywcze). Caly personel pracujacy ze zwierzetami (w tym osoby dbajace o czystos¢ klatek)
jest przeszkolony co do sposobéw minimalizowania stresu zwierzat. Procedury przeprowadzane na
zwierz¢tach nie s3 bolesne, w trakcie habituacji zwierzeta beda przyzwyczajane do chwytu
umozliwiajacego sprawne wykonanie iniekcji, by zniwelowa¢ ewentualny stres. Dodatkowo od
momentu rozpocze¢cia habituacji, az do samego konca procedury zwierzgta beda miaty codzienny
kontakt z eksperymentatorami (gtaskanie, wazenie, chwytanie), dzigki czemu bardzo szybko zostang
zauwazone ewentualne nieprawidtowosci (np. choroba) i mozliwa bedzie szybka reakcja.

Obserwowane u ludzi negatywne, szkodliwe dla zdrowia, destrukcyjne w sferze spotecznej i psychiczne;j
dziatanie narkotykéw dotyczy dtugotrwatego brania, stosowania duzych dawek 1 przedawkowywania.

Z tym nie mamy do czynienia w przedstawionym projekcie do$wiadczenia, gdzie begdzie stosowane
krotkotrwate podawanie umiarkowanych dawek. Podczas doswiadczenia bedzie rejestrowana



emitowana przez szczury wokalizacja ultradzwickowa, ktora pozwala na ocene¢ stanu emocjonalnego
zwierzat. Jak wskazujg nasze wieloletnie doswiadczenia z uzyciem tego narze¢dzia, krotkotrwate
podawaniem umiarkowanych dawek amfetaminy, wywotuje u szczuréw pozytywne emocje.
Dos$wiadczenie, ktorego celem jest migdzy innymi uzyskanie tkanki mozgowej do oznaczen
biochemicznych i immunohistochemicznych konczy si¢ niestety $mierciag zwierzat. Ale podczas
doswiadczenia stres i bol (iniekcja dootrzewnowa) zostat sprowadzony do bardzo niskiego poziomu.
Natomiast zyski po stronie chorych ludzi moga by¢ bardzo duze.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



