NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: ,,Rola kinazy mTOR w zapobieganiu skutkom neurodegeneracy jnym u

dorostych zwierzat z ptodowym zespotem alkoholowym (FAS)”
2. Czas trwania projektu 01.09.2019r. - 01.09. 2020r.

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) FAS, mTOR, autofagia, test labiryntu kotowego

Barnesa, odwrocone uczenie, szczury

4, Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisaé odpowiednia kategorie z ponizszych): A
A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich
F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, Srodkéw spozywezych, pasz lub innych

substancji lub produktéw, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci 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 DOSWIADCZENTA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.

Maksymalnie 250 stow, tekst musi byé zrozumialy dla niespecjalisty.

Etanol (EtOH) jest teratogenny i jego spozywanie w czasie ciazy obarczone jest
powaznymi konsekwenc jami. Najbardziej wrazliwy na dziatanie EtOH jest
rozwijajacy sie mozg. Alkohol powoduje utrate neuronéw (neuroapoptoze), co
prowadzi powaznych neurokognitywnych zaburzen u dzieci, ktorych matki spozywaty
EtOH w czasie ciazy. Zaburzenia te moga przybieraé rézng postaé, a najciezszym
7z nich jest ptodowy zespol alkoholowy (FAS), ktérego skutki moga byé widoczne
zaraz po urodzeniu, w okresie dorastania lub w zyciu dorostym. Szczegolnie
niebezpieczne jest spozywanie EtOH przez kobiety ciezarne w czasie 111 trymestru



cigzy, gdyz prowadzi do uszkodzenia czynnosci poznawczych, funkcji wykonawczych
oraz procesow nauki 1 pamieci. Odpowiednikiem III trymestru u szczuréw jest ich
pierwsze 10 dni zycia.

Mechanizm teratogennego dziatania EtOH nie jest dokltadnie poznany. Aby moéc
przeciwdziataé negatywnym skutkom prenatalnej ekspozycji na alkohol (PAE)
konieczne jest wyjasnienie podstawowych mechanizméw i opracowanie skutecznych
strategii terapeutycznych. Jednym z mechanizméw, stanowigcym ochrone dla
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) jest autofagia (proces samooczyszczania
komorkowego z uszkodzonych lub niepotrzebnych sktadnikéw), ktéra redukuje proces
neuroapoptozy. Ostatnie badania wykazatly, ze mTOR- kinaza serynowo—treoninowa
jest silnym inhibitorem autofagii, a przewlekte spozywanie EtOH nasila jej
aktywnosé. Oznacza to, iz podczas PAE procesy naprawcze OUN sa hamowane, czego
konsekwenc ja jest m. in. FAS.

Celem naszego projektu jest przebadanie wplywu rapamycyny— gtoéwnego inhibitora
mTOR na rozw6j FAS, wywolany podaniem EtOH szczurom miedzy 4 a 9 dniem zycia.
Skutecznosé dziatania rapamycyny bedzie oceniana w tescie pamieci (Barnes—maze)
u dorostych szczurow (65 dzien zycia).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W DOSWIADCZENIU

Szczury Wedrowne, stado Wistar, 15 dorostych, ciezarnych samic oraz ich potomstwo obu pici tj].
ok. 150 oseskow (Zaplanowana grupa doswiadczalna obejmuje 12 samic i 12 samcoéw- 6 grup x 24 = 144,

oseskow urodzonych od zakupionych matek)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzona zostala istniejaca wiedza w zakresie objetym wnioskiem

badawczym w bazach danych PubMed, Web of Science (JCR) oraz Science Direct.

Wykorzystano nastepujace stowa kluczowe:
FAS, autofagia, etanol, mTOR, test labiryntu kolowego Barnes’ a, szczur
Przegladajac istniejace piSmiennictwo dotyczace wptywu kinazy mTOR C1 na mechanizm teratogennego

i neurotoksycznego dzialania etanolu stwierdzono, ze

A. D) Zgromadzone dane na temat wplywu autofagii oraz kinazy mTOR C1 na zaburzenia pamieci

wywolane FAS sa niewystarczajace 1 uzasadniajq przeprowadzenie planowanych badan.

B. B) Uzyskanie danych 2z proponowanego projektu pozwoli na poszerzenie wiedzy
teoretycznej w zakresie mechanizmu dziatania kinazy mTOR Cl1 na =zaburzenia pamieci

wystepujace w zespole FAS.



C. C) Potwierdzenie oraz zbadanie wpiywu kinazy mTOR Cl oraz autofagii na zaburzenia
pamieci wywolane FAS moze przyczynié sie do wynalezienia nowych grup lekow, ktore moga

byé wykorzystane w leczeniu zaburzen kognitywnych u dzieci z zespolem FAS.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

[JZbadanie roli kinazy mTOR w procesach autofagii biorgcych udziat w powstaniu
zespotu FAS

e [IWykazanie roli kinazy mTOR Cl1 w zaburzeniach pamieci u dorostych szczurow z
rozwinigtym zespotem FAS

e [JWykazanie nowych mechanizméw (nie zwigzanych z mTOR) w powstawaniu zespotu FAS.
[l Wykazanie nowego kierunku terapiizaburzen neurotoksycznych wywotanych EtOH

Przygotowujac projekt badawczy zastosowalam zasade 3R:

REPLACEMENT - zastapienie doswiadczeri na zwierzetach metodami in vitro (hodowle komoérkowe,

tkankowe), zastapienie zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego;

Ze wzgledu na zaplanowane testy behawioralne niemozliwe jest zbadanie wptywu enzymu kinazy
serynowo-treoninowejl (mTOR1) na neurotoksyczne dziatanie etanolu, rozwdj FAS oraz zaburzenia
pamigci (szczegolnie widocznych w hipokampie) za pomoca techniki in vitro. Niewskazane jest takze
zastgpienie szczurow wedrownych zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego, z tego
wzgledu, ze doswiadczenia te nie dostarczg wynikow tak wiarygodnych jak te, ktore przeprowadzone sg
na szczurach i ktore bgdzie mozna odnie$¢ do probleméw klinicznych obserwowanych u ludzi. Badania
te moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowej terapii poalkoholowych objawoéw uszkodzen ptodu u dzieci.

REDUCTION — zmniejszenie liczby zwierzat poprzez lepsze wykorzystanie metod statystycznych;

W badaniach zaplanowano najmniejszag liczb¢ zwierzat (potomstwo 15 ciezarnych matek
szczurzych) pozwalajaca na uzyskanie wiarygodnych wynikow behawioralnych, stwarzajgcych
mozliwos¢ analizy statystycznej. Jest to liczba zwierzat w grupie, ustalona zgodnie z wymogami
stawianymi przez zasade 3R, ktora jednoczesnie pozwala na uzyskanie wiarygodnych, powtarzalnych,
dajacych si¢ opracowac statystycznie wynikow (analiza wariancji jedno-i dwuskladnikowa ANOVA
oraz testu post-hoc Tukey’a). Przyjeto, ze liczebnos¢ jednego miotu szczura wedrownego to 6 -12
osobnikow, w zwiazku z tym, aby uzyska¢ liczbe oseskow niezbgdna do przeprowadzenia
doswiadczenia (5 grup x 24 (12 samic i 12 samcow w grupie) =120) potrzebnych jest 15 cigzarnych
samic.

Przy okresleniu ilosci zwierzat oraz grup bioracych udziat w eksperymentach wykorzystano
informacje zawarte na stronie: http://biomath.info/power/index.htm. Minimalizacja liczby



zwierzat w grupie doswiadczalnej byta mozliwa rowniez dzigki ograniczeniu zmiennosci wsrod
zwierzat poprzez staty mikroklimat w Zwierzgtarni podczas doswiadczenia, jednorodnos¢ wieku,
ptci oraz masy ciata wsrod wszystkich osobnikow

REFINEMENT - zmiana procedury eksperymentalnej na przysparzajaca zwierzetom mnie]j

cierpien;

Zaplanowane modele eksperymentalne majg na celu ograniczenie cierpienia zwierzat.
Z tego wzgledu uzywane testy znajduja sie w kategorii umiarkowanych. W przypadku
wystapienia objawow niepozadanych w trakcie doswiadczenia takich jak: zaburzenia
oddechowe po nieprawidtowym podaniu i.g. (objawiajace si¢ miedzy innymi $wiszczacym
oddechem gryzoni, lub sptyconym oddechem) lub zaburzenia ruchowe po nieprawidtowym
podaniu i.p. (objawiajace sie miedzy innymi przykurczami koficzyn lub og6élnym spowolnieniem
ruchowym, ) ktére mogtyby powodowaé cierpienie zwierzat, podjete zostang czynnosci zgodnie
z zasadami wczesniejszego, humanitarnego zakonczenia procedury. W celu zapobiegania
wystgpienia dodatkowych dziatan niepozadanych oraz nieprzewidzianych efektow, dawki
wszystkich zastosowanych substancji zostaty wybrane po doktadnym przegladzie literatury. W
niniejszym projekcie nie ma mozliwosci uniknigcia wielokrotnych iniekcji, ktore poszerza
wiedzg nt. potencjalnych mechanizméw odpowiedzialnych za zaburzenia kognitywne powstate u
dzieci po spozywaniu etanolu przez ciezarne matki. Zwierzeta przebywacé beda w odpowiednich
warunkach, zgodnych z wytycznymi dla tego typu doswiadczen, zatem zapewnione beda jak
najlepsze warunki zycia zwierzat, jak rowniez zgodne z wymogami usmiercanie. Srodowisko, w
ktorym beda przebywaty zwierzeta zostanie wzbogacone o tunele oraz klocki drewniane w celu
poprawy dobrostanu zwierzat.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng
TAK — na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

NIE



