NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,,Poszukiwanie nowych celéw terapeutycznych antybiotyku p-laktamowego

ceftriaksonu — rola w znoszeniu glodu kokainowego i badanie mechanizmu tego zjawiska”
2.Czas trwania projektu: 4 miesiace
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): uzaleznienie, kokaina, AMPA, mGIluR1, ceftriakson

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): Kategoria A (badania

podstawowe)

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 produktow leczniczych, §rodkéw 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.

Uzaleznienie od substancji psychoaktywnych jest przewlekta choroba o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Zmiany neurobiologiczne towarzyszace tej chorobie mogg by¢ trwale, dlatego uzaleznienie od narkotykow jest
uwazane za chorobg "nawrotowa" — osoby pozostajgce w okresie abstynencji od stosowania narkotykow
charakteryzuje zwiekszone ryzyko powrotu do uzywania narkotykéw nawet po wielu latach ich niestosowania z
powodu odczuwania silnego glodu narkotykowego. Badania ostatnich lat z udzialem zwierzat wskazuja, iz
wystepowanie gltodu narkotykowego po odstawieniu kokainy jest zwigzane ze wzrostem m.in. ekspresji
podjednostki receptora glutaminianergicznego AMPA (GIuAl) w mozgu oraz ze antybiotyk PB-laktamowy
ceftriakson moze hamowa¢ nawr6t gtodu narkotykowego poprzez wptyw na uktad glutaminianergiczny. Ponadto
wykazano, ze receptor mGluR 1 ma zdolno$¢ negatywnej regulacji ekspresji GluAl.

Biorac pod uwage powyzsze, celem niniejszego badania jest oznaczenie poziomu podjednostek receptora AMPA
(GluA1l oraz GluA2) oraz mGluR1 w mozgu zwierzat wykazujacych cechy uzaleznienia od kokainy poddanych
proponowanej terapii zmniejszajacej gtod narkotykowy przy uzyciu antybiotyku ceftriaksonu.




Poczatkowe badania nad uzytecznos$cia ceftriaksonu w zmniejszaniu gtodu narkotykowego wskazywaty na wptyw
tego leku na ekspresjc GLT-1. Wydaje si¢ jednak, Zze ceftriakson moze mie¢ szersze dzialanie w obrgbie
receptoréw glutaminianergicznych jak AMPA czy mGIuR1. Prezentowane badanie moze wskaza¢ zupelnie nowy
mechanizm dzialania ceftriaksonu.

Do wygenerowania zwierzat wykazujacych cechy uzaleznienia zostanie warunkowana preferencja miejsca.
Metoda ta umozliwia zbadanie nagradzajacych wlasciwosci substancji uzalezniajacych oraz zbadanie wpltywu
lekoéw/zwigzkéw na nawrdt do natogu wywotanego srodowiskiem (kontekst) u szczurow.

Projekt doswiadczenia zaklada takze wykorzystanie techniki Western Blot do zbadania zmian ekspresji receptora
mGIuR1 oraz podjednostek receptora AMPA.

5.LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Eksperyment zostanie przeprowadzony na szczurach szczepu Wistar. [los¢ zwierzat niezbednych do wykonania
zaplanowanych doswiadczen to 40 szczuréw. Oszacowana liczba zwierzat jest zwigzana z projektem
doswiadczenia. Zwierzgta zostang poddane procedurze warunkowanej kokaing preferencji miejsca. Zaplanowano
wygenerowanie 4 grup doswiadczalnych zwierzat.

1) Grupa uzalezniona od kokainy, ktéra w trakcie odstawienia otrzymuje iniekcje ceftriaksonu, ktory moze
zahamowa¢ nawrdt natogu (zwierzeta otrzymuja iniekcje kokainy w trakcie warunkowania, w wyniku ktorego
nabywajg preferencje miejsca indukowang kokaing oraz otrzymujg iniekcje ceftriaksonu w trakcie odstawienia w
klatce bytowej; 12 osobnikow)

2) Grupa uzalezniona od kokainy, ktora w trakcie odstawienia otrzymuje iniekcje soli fizjologicznej (zwierzeta

otrzymuja iniekcje kokainy w trakcie warunkowania, w wyniku ktorego nabywaja preferencj¢ miejsca
indukowang kokaing oraz otrzymuja iniekcje soli fizjologicznej w trakcie odstawienia w klatce bytowej; 12
osobnikow)

3) Grupa nie otrzymujgca kokainy w czasie warunkowania, a otrzymujgca ceftriakson w czasie odstawienia
(zwierzeta otrzymujg iniekcje soli fizjologicznej w trakcie warunkowania oraz iniekcje ceftriaksonu w trakcie
odstawienia w klatce bytowej; 8 osobnikow)

4) Grupa nie otrzymujaca kokainy w czasie warunkowania, a otrzymujaca iniekcje soli fizjologicznej w czasie
odstawienia (zwierzeta otrzymujg iniekcje soli fizjologicznej w trakcie warunkowania oraz iniekcje soli

fizjologicznej w trakcie odstawienia w klatce bytowej; 8 osobnikow)

Liczba zwierzat w eksperymencie wynika z konieczno$ci pozyskania odpowiedniej ilosci materialu do
przeprowadzenia zaplanowanych analiz. W przypadku badan biochemicznych najmniejsza wymagana ze wzgledu
na statystyke ilos¢ zwierzat na grupe to 6-8 osobnikow. Badania behawioralne wymagaja wigkszych grup
badanych. Z uwagi na fakt, iz w wyniku warunkowania kokaina nie wszystkie zwierzgta nabywaja preferencji




miejsca niezbedna jest zwigkszona do 12 osobnikow liczba zwierzat w zaplanowanym badaniu w grupach, w
ktérych podawana jest kokaina w trakcie warunkowanej preferencji miejsca (grupa 1 i 2). Zwierzeta, ktore nie
beda wykazywaly preferencji miejsca zostang poddane eutanazji przez podanie $miertelnej dawki pentobarbitalu,
a nastgpnie zamrozone i przekazane do utylizacji termicznej

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

W trakcie przygotowania projektu badawczego sprawdzono skrupulatnie istniejacg wiedze w zakresie objetym
wnioskiem badawczym w bazach danych PUBMED, EMBASE, Google Scholar.

Wykorzystano stowa kluczowe: cocaine addiction/ceftriaxone/GluA1l/GluA2/AMPA/mGIuR1/relapse

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzono, ze prawdopodobnie receptor AMPA oraz mGluR1
moga odgrywac role w przeciwnawrotowej aktywnosci ceftriaksonu.

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze ekspresja podjednostek GluAl oraz GluA2
receptora AMPA ulega zmianie pod wptywem podawania i odstawienia kokainy u zwierzat uprzednio od niej
uzaleznionych. Ponadto wykazano, ze receptor mGluR 1 ma zdolnos$¢ negatywnej regulacji ekspresji GluAl.

B. Wykazano, ze podawanie ceftriaksonu moze znosi¢ objawy glodu narkotykowego u zwierzat i hamowac
nawrét pobierania kokainy, co jest zwigzane z jego zdolnosciag do zwickszania ekspresji GLT-1 w jadrze
potlezacym przegrody. Jednakze, ostatnie badania dowiodly, ze podniesienie jedynie ekspresji GLT-1 (przy
uzyciu wektora wirusowego) nie hamuje nawrotu. Wydaje si¢ zatem, ze ceftriakson posiada inne mechanizmy
dziatania, dzigki ktorym przeciwdziata nawrotowi natogu.

Prezentowane badanie moze wskaza¢ zupeinie nowy mechanizm dzialania ceftriaksonu i przyczyni¢ sie do
wskazania nowych kierunkéw poszukiwan substancji o podobnym mechanizmie dziatania do ceftriaksonu,
pozbawionych jednakze dziatania przeciwbakteryjnego.

Planowane badania mogg zosta¢ przeprowadzone jedynie in vivo. Alternatywne metody (hodowle tkankowe) nie
maja zastosowania. Jedynie wykorzystanie zwierzat do$wiadczalnych moze dos$¢ precyzyjnie odzwierciedli¢
proces nawrotu zachowan poszukiwawczych. Procedury wybrane w planowanym doswiadczeniu, wedlug
aktualnego stanu wiedzy, sg ogoélnie stosowanymi i sg mozliwie najmniej dotkliwe dla zwierzat.

Szacowana w projekcie ilos¢ zwierzat jest liczbg niezbedng do analizy statystycznej wynikow projektu.

Zwierzeta po badaniach behawioralnych zostang wykorzystane do analiz biochemicznych co pozwoli zredukowac
ich liczbe oraz okresli¢ korelacjg fenotypu z wynikami analiz.

Zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku. Metody badawcze zastosowane W
procedurach zostalty wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo eliminowaly boél, cierpienie, stres Iub
mozliwo$¢ trwatego uszkodzenia organizmu tych zwierzat.

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




