NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Wplyw kwasu Kkynureninowego na ekspresje genow i bialek neurotrofin,
enzymow szlaku syntezy allopregnanolonu oraz enzymow systemu naprawy DNA
W oSrodkowym ukladzie nerwowym owcy

2. Czas trwania projektu: 6 miesiecy

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): kwas kynureninowy, neurotrofiny, allopregnanolon, naprawa
DNA, osrodkowy uktad nerwowy

4. Cel projektu (art. 3 ustawy): A. Badania podstawowe/uktad nerwowy

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Rosnaca ilo$¢ obserwacji wskazuje, ze deficyt kwasu kynureninowego (KYNA) w moézgu, zwlaszcza u zwierzat i
ludzi starszych, uwidacznia si¢ w r6znorodnej patologii funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Dotychczasowe badania nie wyjasniaja w pelni mechanizméw powstawania tych patologii i nie wskazujg
wszystkich mozliwych interakcji KYNA z innymi zwigzkami wytwarzanymi lokalnie.

Celem naukowym do$wiadczenia jest zbadanie nadrzednej, stymulacyjnej roli KYNA w regulacji ekspresji
genow 1 bialek neurotrofin, enzyméw szlaku syntezy neurosteroidow, a takze enzymoéw (oraz ich aktywnosci)
systemu naprawy uszkodzen DNA w strukturach mozgu, ktore integruja wazne funkcje neuroendokrynne oraz
procesy behawioralne, poznawcze i pamigciowe.

Badanie zostanie wykonane na modelu duzego zwierzecia — owcy, ktorej mozg wykazuje wiele podobienstw do
mozgu ludzkiego i mozliwe jest wykonanie infuzji badanej substancji bezposrednio do trzeciej komory (l11v).
Procedura zaktada wykonanie infuzji do Illv dwoch dawek roztworu KYNA oraz infuzji kontrolnej. Ponadto, w
tym samym okresie, beda pobierane probki krwi z zyly szyjnej do dodatkowych analiz hormonalnych. Po
zakonczeniu infuzji, owce zostang usmiercone W celu pobrania struktur OUN (podwzgérze, hipokamp, ciato
migdatowate, kora przednia, mozdzek) i przysadki.

Prawidtowo wykonane czynno$ci procedury nie powoduja dlugotrwatego bolu i cierpienia oraz zaburzen w
funkcjonowaniu zwierzat. Bol oraz stres, towarzyszace zabiegom chirurgicznej implantacji kaniuli do Illv
(miesigc przed infuzjg) i zatozeniu kateteru do zyly szyjnej (dzien przed) zostang ztagodzone do minimum
$rodkami farmakologicznymi.

Wykazanie korzystnych, stymulacyjnych i ochronnych, wiasciwosci KYNA w OUN moze przyczyni¢ si¢ do
wzmozenia badan nad wykorzystaniem tego zwiazku, jako srodka zapobiegawczego lub terapeutycznego w celu
poprawy komfortu Zycia osob, zwlaszcza starszych, cierpigcych na zaburzenia psychiczne 1 neurologiczne.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu beda wykorzystane owce (Ovis aries) rasy Polska dlugowelnista (n = 18) w wieku 1 roku
(wazace 52+2 kg), bedace w sezonie anestralnym (marzec-kwiecien). Zostang podzielone na 3 grupy:

1. Grupa kontrolna (n=6): infuzja do trzeciej komory moézgu (Illv) sztucznego ptynu moézgowo-rdzeniowego
(Ringera-Locke’a), 4 x 60 ul/30 min z przerwami 30-min. (lacznie 4 godziny); pobieranie probek krwi w
odstgpach 10-min; usmiercenie w celu pobrania tkanek.

2. Grupa KYNA-1 (n=6): infuzja do IIIv roztworu RL o mniejszym stezeniu KYNA, 4 x 5 png/60 ul/30 min,
z przerwami 30-min; pobieranie probek krwi w odstgpach 10-min; uSmiercenie w celu pobrania tkanek.

3. Grupa KYNA-2 (n=6): infuzja do IIlv roztworu RL o wigkszym stezeniu KYNA, 4 x 25 pug/60 pl/30 min,
z przerwami 30-min; pobieranie probek krwi w odstgpach 10-min; usmiercenie w celu pobrania tkanek.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zastapienie

Owca, stanowi doskonaty model w badaniach aktywno$ci struktur neuronalnych osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN) oraz w badaniach z zakresu neuroendokrynologii i endokrynologii. Wielko$¢ oraz rozmieszczenie
poszczegblnych struktur mozgowia, a zwlaszcza tatwos¢ dostepu do nich przy pomocy precyzyjnej aparatury,
umozliwiaja prowadzenie kompleksowych prac poznawczych in vivo, dotyczacych aktywnosci tych struktur i
wzajemnych interakcji migdzy produkowanymi przez nie substancjami aktywnymi. Ze wzgledu na charakter
badan, dotyczacy fizjologii organizmu oraz z uwagi na szybka $mier¢ tkanki mézgowej poza organizmem, nie
mozliwe jest zastosowanie zadnego zastepczego modelu in vitro. Ztozonos¢ proceséw regulacyjnych na poziomie
OUN w okreslonym stanie fizjologicznym zwierzgcia, zwlaszcza przy nie znajomosci wszystkich zachodzacych
w nich mechanizméw, nie pozwala z kolei na stosowanie metod modelowych in silico. W dostepnych bazach
literaturowych (PUBMED, MEDLINE, SCOPUS, AGRICOLA, EBSCO, Google Scholar, ScienceDirect, Web of
Science) nie znaleziono rowniez publikacji na temat metod alternatywnych.

Ograniczenie

Liczba zwierzat zostala dobrana tak, aby zapewni¢ odpowiednig liczebno$¢ poszczegolnych grup
eksperymentalnych w celu przeprowadzenia rzetelnej oceny statystycznej wynikow uzyskanych w
doswiadczeniu. Ograniczenie liczebnosci zwierzat do minimum wynika réwniez z duzego doswiadczenia
wlasnego i wyszkolenia zespotu wykonujacego poszczegodlne czynnosci w procedurze. Do ograniczenia liczby
zwierzat przyczynia si¢ takze wytypowanie dwoch testowanych dawek KYNA, ktore zostaty dobrane na
podstawie danych literaturowych.

Inng sposobnoscig ograniczenia liczby zwierzat jest potraktowanie tych badan, jako pilotujacych w innych
aspektach dziatania KYNA. Obok badan zaplanowanych w doswiadczeniu pod wyzej wskazanym tytutem,

! Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8
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uzyskany material biologiczny (tkanki médzgu, przysadka i krew) zostanie wykorzystany do zbadania aktywnoS$ci
takze innych systemow na poziomie OUN, o charakterze ochronnym (mikrogleju) oraz regulacyjnym (na osi
podwzgorze-przysadka)

Udoskonalenie

Wszelkie czynnos$ci wykonywane sg w taki sposob, aby jak najbardziej zniwelowaé¢ dyskomfort, a zwlaszcza
ewentualny bol i cierpienie zwierzat. Konstrukcja indywidualnych kojcow zapewnia staty kontakt wzrokowy,
wechowy, a takze dotykowy z osobnikami tego samego gatunku. Zwierzeta z duzym wyprzedzeniem sg
przyzwyczajane do warunkow eksperymentalnych (przebywanie w klatkach i pomieszczeniu doswiadczalnym)
oraz 0s6b wykonujacych czynno$ci danej procedury. Wieloletnia praktyka badawcza pracownikow Instytutu
sprzyja nie tylko rozwijaniu i doskonaleniu metod do$wiadczalnych, ale gwarantuje takze dbalos¢ o dobrostan
zwierzat wykorzystywanych w tego typu doswiadczeniach. Ponadto zwierzeta maja zagwarantowanag stala,
catodobowg opieke sanitarng i weterynaryjna.

Waznym elementem udoskonalenia jest wzbogacenie srodowiska, ktore u owiec polega przede wszystkim na
dostarczaniu codziennie $wiezej $ciotki w postaci stomy. Zastosowanie poidel automatycznych w kojcach
grupowych 1 indywidualnych stymuluje u zwierzat wyuczenie nowego zachowania. Dodatkowym zrodiem
bodzcéw jest codzienny kontakt zwierzat doswiadczalnych z cztowiekiem — widok opiekuna, kierownika badan
oraz osob, ktore beda wykonywaly poszczegodlne czynnosci w procedurze. W chowie owiec nie stosuje sig¢
specyficznych ,,zabawek”.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.
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