NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Ocena wplywu tanszinonu ITA i ar-turmeronu na zachowania lekowe, depresyjne i

procesy pamieciowe w zwierzecych modelach doswiadczalnych

2.Czas trwania projektu: 2,5 roku

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): tanszinin 1A, ar-turmeron, pami¢c¢, Iek, depresja
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig 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 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.

Danshen (Salvia miltiorrhiza Bunge) jest stosowany od wiekéw w tradycyjnej medycynie chinskiej
W terapii chordb sercowo-naczyniowych. Dominujagcym bioaktywnym sktadnikiem Danshen, jest
tanshinon 1A (TAN I1A), ktory od wielu lat jest przedmiotem badan w zakresie terapii uktadu sercowo-
naczyniowego 1 niedokrwienia mozgu. Wykazano, iz zwigzek ten dziala przeciwmiazdzycowo,
kardioprotekcyjnie 1 neuroprotekcyjnie w hodowlach komoérkowych 1 zwierzgcych modelach
doswiadczalnych [Adams et al., 2013; Lee et al., 1991]. Z kolei ar-tumeron, jest zwigzkiem
wystepujacym w kurkumie. Brak jest danych literaturowych dotyczacych aktywnosci biologicznej
w zakresie wptywu obu zwigzkéw na procesy kognitywne, lekowe czy depresyjne.

Dostepne badanie behawioralne wykazaly aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa ar-turmeronu i TAN IIA
[Buenafe et al., 2013, Orellana-Paucar, 2013]. Jednakze, wiele zwiazkow o dziataniu antyepileptycznym
wykazuje inne dziatania osrodkowe, np. lamotrygina stosowana jest w terapii profilaktycznej w chorobie
dwubiegunowej; gabapentyna dziala przeciwlegkowo 1 wykazuje wlasciwosci neuroprotekcyjne.
Niestety, wigkszo$¢ lekéw przeciwpadaczkowych uposledza funkcje poznawcze [Serrano, Kanner,
2015]. Dlatego, celem planowanych badan bedzie ocena wptywu TAN IIA i ar-turmeronu na procesy




lokomotoryczne, pamigciowe oraz zachowania Ieckowe 1 depresyjne, zaréwno po podaniu
jednorazowym, jak i chronicznym — przez 14 dni.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwinigcie wiedzy teoretycznej w zakresie aktywnos$ci biologicznej TANIIA oraz ar-turmeronu

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na opracowywaniu nowych terapii zaburzen Iekowych,
kognitywnych 1 pamieciowych.

Badania prowadzone beda we wspolpracy z Luxemburg Centre for Systems Biomedicine (LCSB).W
osrodku tym prowadzone sa badania dotyczace aktywnosci przeciwdrgawkowej TAN IIA 1 ar-
turmeronu z wykorzystaniem Danio rerio i myszy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W do$wiadczeniach zostang wykorzystane myszy samce szczepu Swiss. Liczba zwierzat wynosi 600 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Badania prowadzone beda z zachowaniem ZASADY 3R
Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych PubMed oraz Web of Science (JCR).

Wykorzystalam nastepujace stowa kluczowe:
Tanshinone IIA, ar-turmerone, memory, anxiety, depression

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy ze wzgledu na brak danych literaturowych nie pozwala stwierdzic,
jaki jest wplyw wybranych zwigzkdéw na objawy zachowania lgkowe, depresyjne oraz procesy pamigciowe
oceniane w zwierzecych modelach doswiadczalnych.

B. Jedyne opublikowane badania dotycza prokognitywnego dziatania TAN IIA na zaburzenia pamigci

w zwierzecych modelach choroby Alzheimera.

1. Doskonalanie

Zwierzeta

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

- Jednoplciowe grupy badawcze (samce) pozwola na uniknigcie rywalizacji samcow o samice oraz zredukowanie
ilo§ci zmiennych (takich jak pte¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

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

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




-Staty kontakt i pomoc ze strony lekarza weterynarii pozwoli na zapewnienie odpowiednich warunkéw bytowych.
Pomieszczenie bytowe
- Zwierzgta beda przebywaly w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu, w ktérym nie beda

wykonywane czynnosci takie jak: iniekcje, eksperyment, usmiercanie.

- Pomieszczenie bytowe bedzie oddzielone od pozostatych pomieszczen co pozwoli na redukcj¢ hatasu. Bedzie to
pomieszczenie wyposazone w staly system monitorowania temperatury i wilgotnosci, a takze zapewniajace cykl
$wietlny (12h ciemnosci i 12 h $wiatta).

Pomieszczenie ekspervmentalne i przygotowan

- Czynnosci takie jak iniekcje badanych substancji, beda wykonane w pokoju przygotowan a wilasciwe testy w
pokoju eksperymentalnym .

Metoda

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

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

- Wszystkie czynnosci beda wykonywane przez znanego zwierzgtom i do§wiadczonego eksperymentatora.

- Podawane zwierzetom w trakcie do§wiadczenia roztwory bgda miaty temperature zblizona do temperatury ciata

gryzonia co zapewni unikniecie szoku temperaturowego i uczucia dyskomfortu.

- Badane substancje beda rozpuszczane w soli fizjologicznej / 1% roztworze tween 80 / wodzie do iniekcji.

- Na koncu kazdej procedury zwierzgta zostang uSmiercone przez zastosowanie odpowiedniej metody, tj.
inhalacja st¢zeniem CO2 ( stezenie powyzej 70%, metoda stopniowego napetniania) w ciggu 5 minut.

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

- Eksperymentator zglasza pelng gotowos$¢ do przeprowadzenia zabiegu u$miercania w przypadkach naglych
przez zastosowanie humanitarnej procedury usmiercania.

2. Ograniczenie

- Liczba wykorzystanych zwierzat zostala ograniczona do poziomu niezbednego do osiagnigcia celéw, takich jak
we weczesniejszych badaniach z wykorzystaniem postulowanych do wykonania procedur w ktérych grupy
badawcze liczyly adekwatng do liczebno$ci wskazanej w przedktadanym wniosku.

- Zastosowany model badawczy zostal odpowiednio dobrany (myszy Swiss). Zapewnia to powtarzalnos¢
pomiaréw 1 minimalizuje zmienno$¢ pozwalajac na ograniczenie iloSci wykorzystywanych zwierzat do
niezbgdnego minimum.

- Na ograniczenie ilosci wykorzystanych zwierzat pozwalajg takze inne czynno$ci minimalizujgce zmienno$¢

i zwigkszajace powtarzalno$¢ pomiarow takie jak: stabilna pasza; zrownowazone srodowisko; jednorodnos¢ grup
badanych pod wzglgdem wieku, masy ciata oraz pici (samce); réwny okres kwarantanny; ten sam/znany
eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur.

- Precyzyjna i przemyslana grupa kontrolna z uzyciem nosnika (0.9 % NaCl / 1% roztwor tween 80) poprawia
jakos$¢ 1 doktadnos$¢ wynikow, co pozwala na zmniejszenie ilo§ci wykorzystanych zwierzat.

3. Zastapienie

- W celu zweryfikowania hipotezy badawczej nie mozna zastosowa¢ metody w ktorej nie jest konieczne
wykorzystanie zwierzat. W badaniach behawioralnych nie jest mozliwe zastapienie zwierzat krggowych innym
materialem.




- Zastosowanie zwierzat w planowanym do$wiadczeniu pozwoli na poznanie dzialania 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, m. in. hodowli tkankowych.

- Planowane badania naleza do grupy badan podstawowych, majacych na celu poznanie efektow dziatania
badanych zwigzkow, stad tez nie ma mozliwo$ci zastgpienia zwierzat metodami alternatywnymi.




