NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Badanie mechanizméw uzaleznienia od morfiny u szczurow — znaczenie receptoréw dla

glukagonopodobnego peptydu-1 (GLP-1).

2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): morphine, addiction, linagliptin, CPP test
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 $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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Uzaleznienie lekowe jest przewlekta choroba dotykajaca wiele ludzi. Pomimo przeprowadzania licznych badan,
skuteczne metody farmakoterapii uzaleznien lekowych sa wciaz niepoznane, dlatego niezwykle wazne jest
poszukiwaniem nowych kierunkow farmakoterapii uzaleznien. W niniejszych badaniach bedzie oceniany wplyw
inhibitora dipeptydylopeptydazy-4 (DPP-4) — linagliptyny — w dziatanie uzalezniajace morfiny w badaniach
behawioralnych u zwierzat doswiadczalnych. Bedzie oceniana intensywno$¢ objawow odstawiennych oraz
dzialanie nagradzajacego morfiny w teScie warunkowej preferencji miejsca. Dane literaturowe potwierdzaja, ze
pobudzenie receptorow GLP-1, na ktore linagliptyna jako inhibitor DPP-4 ma posredni wptyw, zmniejsza ilos¢
pobieranego pokarmu, a takze ostabia dzialanie nagradzajace pokarmu, co $ci$le jest zwigzane z obecnos$cia
receptorow dla GLP-1 w strukturach ukladu mezolimbicznego, tj. w jadrze potlezacym (NAc) i w obszarze
brzusznym nakrywki (VTA). Jak wiadomo, uktad mezolimbiczny stanowi neuroanatomiczne podtoze uktadu
nagrody zwigzanego z zachowaniami motywacyjnymi i pobieraniem pokarmu oraz ma istotny wptyw na dziatanie
substancji uzalezniajgcych, dlatego mozna przypuszczaé, ze linagliptyna moze mie¢ wplyw na dzialanie
substancji uzalezniajacej. Ponadto wstepne doswiadczenia przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii
z Farmakodynamika w Uniwersytecie Medycznym w Lublinie potwierdzily wptyw linagliptyny w dziatanie
uzalezniajagce morfiny. Doswiadczenia opisane w niniejszym wniosku stanowig uzupehienie do planowanych




badan dotyczacych oceny znaczenia linagliptyny w mechanizmach uzaleznienia od morfiny u szczurow.

Po zakonczonych badaniach behawioralnych zwierzgta zostang poddane dekapitacji w celu pobrania struktur
mozgu $cisle zwigzanych z uzaleznieniem (kora przedczotowa, hipokamp, prazkowie). Pobranie tkanek jest
niezb¢dne do przeprowadzenia serii badan biochemicznych, molekularnych, histopatologicznych oraz
epigenetycznych, ktore znacznie poszerza uzyskane w badaniach behawioralnych wyniki.

Badania te sa nowatorskie i moga przyczyni¢ si¢ do poznania skutecznej farmakoterapii uzaleznien lekowych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniach zostang wykorzystane szczury (samce) szczepu Wistar. Liczba zwierzat wynosi 160

osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejaca wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych PubMed oraz Web of Science (JCR).

Wykorzystalam nastepujace stowa kluczowe:

morphine, addiction, conditioned place preference test, linagliptin

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze istniejg dane literaturowe, glownie dotyczace
badan in vitro, ktore wskazuja na mozliwos¢ wpltywu linagliptyny na dziatanie uzalezniajace substancji
psychoaktywnych, w tym uzalezniajacych. Sa dane literaturowe, wskazujace na rozmieszczenie receptorow
GLP-1, na ktére linagliptyna jako inhibitor DPP-4 ma posredni wptyw, w strukturach uktadu mezolimbicznego
[Merchenthaler i wsp., 1999]. Jednak nie ma zadnych doniesien dotyczacych wptywu linagliptyny oraz innych
inhibitorow DPP-4 na dzialanie uzalezniajace morfiny w testach behawioralnych, zarowno dotyczacych oceny
ostro$ci objawow odstawiennych, jak tez dziatania nagradzajacego morfiny.

Przygotowujac projekt badawczy zastosowatam zasade 3R:

REPLACEMENT - zastgpienie dosSwiadczen na zwierzetach metodami in vitro (hodowle komorkowe,
tkankowe), zastgpienie zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego,; - Ze wzgledu na zaplanowane testy
behawioralne, a takze pobieranie struktur moézgowych, niemozliwe jest zbadanie wptywu linagliptyny w
dziatanie uzalezniajagce morfiny za pomoca techniki in vitro. Niewskazane jest takze, zastgpienie szczurow
zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego, z tego wzgledu, ze do$wiadczenia te nie dostarcza
wynikow tak wiarygodnych jak te, ktore przeprowadzone sa na szczurach i ktére bedzie mozna odnies¢ do
problemoéw klinicznych obserwowanych u ludzi. Badania te mogg si¢ przyczyni¢ si¢ do okreslenia nowego
wskazania klinicznego inhibitorow DPP-4, w tym linagliptyny.

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




REDUCTION - zmniejszenie liczby zwierzqt poprzez lepsze wykorzystanie metod statystycznych. W badaniach
zaplanowano najmniejszg liczbg¢ zwierzat (n=10), pozwalajaca na uzyskanie wiarygodnych wynikéw
behawioralnych, stwarzajacych mozliwos¢ analizy statystycznej.

REFINMENT — zmiana procedury eksperymentalnej na przysparzajgcqg zwierzetom mniej cierpien —
Zaplanowane modele eksperymentalne w miar¢ mozliwos$ci ograniczajg cierpienie zwierzat. W niniejszym
projekcie nie ma mozliwosci unikni¢cia wielokrotnych iniekcji. Pobranie struktur moézgowych w wyniku
dekapitacji znacznie poszerzy wiedzg nt. potencjalnych mechanizméw zachodzacych w moézgu pod wplywem
linagliptyny i substancji uzalezniajacych.

Uzyskane wyniki badan pozwola na:
e rozwinigcie dotychczasowej wiedzy teoretycznej dotyczacej wpltywu linagliptyny na rozwdj uzaleznienia
fizycznego od morfiny
e poszerzenie wiedzy nt. wplywu linagliptyny na ekspresj¢ objawdéw odstawiennych w fizycznym
uzaleznieniu od morfiny

e poznanie wptywu linagliptyny na rozwoj i ekspresje dziatania nagradzajacego morfiny
e udokumentowanie nowego wskazania klinicznego inhibitorow DPP-4, w tym linagliptyny

e wskazanie nowego kierunku leczenia uzaleznienia od morfiny.

Merchenthaler 1., Lane M., Shughrue P. Distribution of pre-pro-glucagon and glucagon-like peptide-1 receptor
messenger RNAs in the rat central nervous system. J Comp Neurol. 1999;403(2):261-280.

Zwierzgta zostang usmiercone poprzez dekapitacje. Jest to jedyna metoda, dzieki ktorej mozliwe jest pobranie tkanki
moézgowe] do dalszych badan. Badania molekularne i histopatologiczne dostarcza dodatkowych informacji nt. zmian
zachodzacych w moézgu zwierzat poddanych dziataniu morfiny i badanych substancji, a wigc znacznie poszerza wyniki
eksperymentow behawioralnych. Powyzsza procedura nalezy do dopuszczonych metod eutanazji gryzoni:

Close B. i wsp.: Recommendations for euthanasia of experimental euthanasia: Part 1. DGXI of the European commission.
Lab. Anim. 1996, 30:293-316.

Close B. i wsp.: Recommendations for euthanasia of experimental euthanasia: Part 2. DGXI of the European commission.
Lab. Anim. 1997, 31:1-32.




