NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt: Wplyw diety matki na ryzyko uzaleznienia od kokainy u potomstwa — badania

przedkliniczne.

2.Czas trwania projektu: 4 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) dieta, uzaleznienie, kokaina, samopodawanie, testy kognitywne
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 sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkéw spozywcezych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, skuteczno$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 do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Nieprawidlowe odzywianie si¢, preferowanie przez konsumentéw pokarméw o duzej zawartosci thuszczu

1 weglowodandéw prowadzi czesto do nadwagi lub otytosci uznawanej obecnie za chorobe cywilizacyjng i stanowi
coraz wigkszy problemem zdrowotny. Z danych WHO wynika, ze w 2008 r. 1,5 biliona ludzi dorostych na caltym
swiecie (w wieku powyzej 20 lat) cierpiato na nadwage, z czego ok. 500 milionéow byto otylych. Niezdrowa dieta
w okresie reprodukcyjnym, a w szczegolnosci podczas okresu cigzy i laktacji moze wywiera¢ niekorzystny wptyw
na prawidlowy rozwdj potomstwa oraz zwigcksza¢ prawdopodobienstwo wystgpowania u niego chorob
psychicznych, czy podatno$¢ na uzaleznienia od substancji psychoaktywnych. W zwiazku z tym interesujace bedzie
zbadanie zjawiska wejscia w natog kokainowy u potomstwa matek przyjmujacych niezdrowa diet¢ w czasie cigzy
i laktacji. Rownoczesnie podjeta zostanie proba odpowiedzi na pytanie jak dieta matki wptywa na fenotyp
potomstwa, w tym predyspozycje do zachowan depresyjnych i lgkowych oraz na neuromolekularne podtoze tych
zaburzen.

W prezentowanym projekcie badawczym u mlodych szczuréw zamierza si¢ zastosowa¢ metody
behawioralne takie jak: model dozylnego samopodawania kokainy, testy oceniajagce zachowania depresyjne,




lgkowe, procesy uczenia si¢ i zachowania impulsywne. Planowane do$wiadczenia pozwola oceni¢ efekty
nagradzajace kokainy oraz nawrét do natogu w instrumentalnym modelu samopodawania u potomstwa matek, ktore
w okresie cigzy i laktacji pobieraty rozne od standardowej paszy hodowlanej rodzaje diet: wysokotluszczows,
wysokoweglowodanowg oraz diet¢ mieszang (o podwyzszonej zawarto$ci weglowodanow i tluszezy). Wyniki
uzyskane w testach behawioralnych zostang uzupetnione o procedury molekularne i neurochemiczne.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W projekcie planujemy wykorzysta¢ facznie 474 szczury Wistar Han (222 samce i 252 samice).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych: PUBMED, ScienceDirect, Web of Science (JCR) oraz Raport EMCDDA (Europejskie Centrum
Monitorowania Narkotykow i Narkomanii).

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzamy, ze:

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze: stosowany w tym projekcie model behawioralny
dozylnego samopodawania kokainy jest dobrze opracowanym i sprawdzonym modelem zwierzgcym. W duzym
stopniu odzwierciedla on zmiany obserwowane u pacjentow. Ponadto pozostale testy behawioralne
wykorzystywane w projektowanym do$wiadczeniu stanowig podstawe w badaniu zachowan prolekowych,
prodepresyjnych i oceniajacych zdolno$ci pamieciowe u zwierzat w badaniach przedklinicznych. Modele te zostaty
dobrze opisane oraz przebadane i ograniczaja w znaczymy stopniu niepotrzebny stres zwierzat przy mozliwosci
prowadzenia wiarygodnych i znaczgcych do§wiadczen.

B. Brak jest danych, o wykorzystaniu badanych rodzajow diet udzial w wej$ciu w uzaleznienie od kokainy oraz na
zachowania prodepresyjne, prolgkowe i impulsywne. Badania uzyskane w proponowanych do$wiadczeniach maja
uzupetnié tg wiedze.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku mechanizmow wspotwystepowania ztych
nawykow zywieniowych podczas cigzy oraz laktacji i uzaleznienia od kokainy oraz zmian behawioralnych

i molekularnych towarzyszacych tym zaburzeniom.

B. Wyniki proponowanych badan beda mie¢ charakter poznawczy, poniewaz dostarczg informacji o wptywie diety
wysokottuszczowej, wysokowegglowodanowej i mieszanej przyjmowanej przez matki na ryzyko wystapienia
zaburzen w funkcjonowaniu o$Srodkowego uktadu nerwowego u potomstwa. Obecnie nie ma dostepnej wiedzy

o wptywie diety matki na uzaleznieniem od kokainy o potomstwa. Uzyskane dane mogg sta¢ si¢ punktem

do ustalenia typow diety, ktore nalezy ograniczy¢ podczas cigzy i laktacji, aby zminimalizowaé wystepowanie
zaburzen u potomstwa.

! Przy wypetianiu wzorowaé sie na instrukcji wypelniania wniosku W1 punkt. 8




Sposob realizacji zasady 3R

1. Udoskonalenie

Zwierzeta

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

- Jednoplciowe grupy badawcze (samce/samice) pozwola na uniknigcie rywalizacji samcdéw o samice oraz
zredukowanie ilosci zmiennych (takich jak pte¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

- Zastosowanie wtasciwej diety; zwierzeta beda karmione certyfikowana pasza bytowa lub certyfikowana pasza
modyfikowang.

- Od pierwszego dnia procedury zwierzeta bedg przetrzymywane w klatkach o powierzchni 1815 cm?/18 c¢cm
wysokosci (T4) po 6 osobnikow, natomiast w okresie rekonwalescencji oraz w czasie prowadzenia do§wiadczen
pojedynczo w ktadkach o wymiarach 825 ¢cm?18 cm wysokosci (T3) na écidtce niepalacej z malg zawartoscia
Zywic.

- Staty kontakt i pomoc ze strony lekarza weterynarii pozwoli na zapewnienie odpowiednich warunkéw bytowych
oraz szybkiej interwencji lekarskiej w razie choroby zwierzecia.

Pomieszczenie bytowe

- Zwierzgta beda przebywaly w pomieszczeniu bytowym stuzacym tylko do tego celu, w ktorym nie beda
- Pomieszczenie bytowe bedzie oddzielone od pozostatych pomieszczen co pozwoli na redukcje hatasu.
Pomieszczenie bytowe 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.

Pomieszczenie eksperymentalne i przygotowan

- Czynnosci tj. iniekcje badanych substancji, anestezja, implantacja kateteru, beda wykonane w tzw. pokoju
przygotowan.

- Po zabiegu implantacji zwierzeta zostana przeniesione do pokoju bytowego, gdzie zostang umieszczone

w cichym i cieplym miejscu, w klatce z mozliwo$cia swobodnego ruchu az do catkowitego wybudzenia.

Metoda

- Zastosowane metody badawcze zostaty wybrane tak, aby ograniczy¢ do minimum albo eliminowac bol

1 cierpienie.

- Opracowane instrukcje postepowania ogranicza stres zwierzat.

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

- Przed operacjg zwierzeta zostang poddane anestezji z wykorzystaniem niewielkiej ilosci odpowiednich lekow.
Oczy poddanych anestezji szczurow zostang zabezpieczone przed wysuszeniem poprzez aplikacje sztucznych tez.
- Podawane zwierzgtom w trakcie doswiadczenia roztwory beda miaty temperaturg zblizong do temperatury
szczur6w co zapewni uniknigcie szoku temperaturowego i uczucia dyskomfortu.

- Badane substancje bedg rozpuszczane w soli fizjologicznej lub buforach nie indukujacych podraznienia tkanek.

- Na koncu kazdej procedury szczury zostang usmiercone przez zastosowanie odpowiedniej metody tj. srodka
farmakologicznego lub poprzez dekapitacje.

- Opiekun zostanie szczegélowo poinformowany przez eksperymentatora o ewentualnych objawach bdlu, stresu,




dyskomfortu zwierzat wymagajacych humanitarnego zakonczenia procedury.
- Eksperymentator zgtasza petna gotowo$¢ do przeprowadzenia zabiegu usmiercania w przypadkach naghych 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 ilo$ci wykorzystanych zwierzat pozwalaja takze inne czynnos$ci minimalizujace zmienno$¢

i zwiekszajace powtarzalno$¢ pomiarow takie jak: stabilna pasza; zrownowazone srodowisko; jednorodno$¢ grup
badanych pod wzgledem wieku, masy ciata oraz plci (samce/samice); rowny okres kwarantanny; ten sam/znany
eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur.

- Do$wiadczenia na szczurach daja bardziej spdjne i porownywalne wyniki.

- W celu ograniczenia liczby zwierzat testy: wymuszonego ptywania (Porsolta), aktywno$ci lokomotoryczne;j,
podniesionego labiryntu zostang przeprowadzone na tej samej grupie zwierzat. Natomiast test rozpoznawania
nowego obiektu oraz test na impulsywno$¢ na kolejnej grupie.

- W celu uzyskania szerszych danych oraz ograniczenia uSmiercenia jednej plci zwierzat z danego miotu do badan
wlaczone zostang zardwno samce, jak i samice.

- W celu ograniczenia liczby zwierzat wykorzystywanych w do$wiadczeniach, w przypadku niektorych procedur
pobrane zostang da takowo tkanki obwodowe, aby utworzy¢ bank tkanek.

- W celu uzyskania wiarygodnie istotnych statystycznie wynikéw kazda z grup do$wiadczalnych liczy¢ bedzie

8 lub 10 zwierzat (w zaleznosci od testu).

3. Zastapienie

- W celu zweryfikowania hipotezy badawczej nie mozna zastosowaé metody wykluczajacej wykorzystanie zwierzat
dos$wiadczalnych.

- Zastosowanie zwierzat w planowanym do$wiadczeniu pozwoli na poznanie wptywu badanych diet na caly
organizm, a w szczegolnosci na osrodkowy uktad nerwowy. Jest to niemozliwe przy zastosowaniu procedur

in vitro, czy in silico.

- Planowane badania naleza do grupy badan podstawowych majacych na celu poznanie mechanizmow wptywu diet
matczynych, stad tez nie ma mozliwos$ci zastapienia zwierzat metodami alternatywnymi (metody alternatywne
opierajg si¢ na juz poznanych mechanizmach).




