NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu: WPLYW POLA ELEKTROMAGNETYCZNEGO O NISKIE] CZESTOTLIWOSCI
(50 HZ) NA REAKCIJE STRESOWE 1 PLASTYCZNOSC MOZGOWA U
SZCZUROW - EFEKT HORMEZY

1. Czas trwania projektu: 3 lata

2. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): pole elektromagnetyczne, hormeza, uktad wspotczulno-

nadnerczowy, stres, szczur
3. 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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $§rodkoéw 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Zagadnienie wptywu promieniowania elektromagnetycznego (PEM) na organizm cztowieka ze
wzgledu na powszechno$¢ jego wystgpowania w $rodowisku, budzi od dawna zainteresowanie
spoteczenstwa. PEM o czestotliwosci okoto 5S0Hz oprécz potencjalnie negatywnych oddzialywan na
organizmy zywe wykazujg takze dziatanie pozytywne, ktére znajduje coraz czesciej zastosowanie w
leczeniu réznych zespoldw chorobowych. Powszechnie uwaza si¢, ze mate dawki powoduja
proporcjonalnie mniejsze zagrozenia dla zdrowia niz dawki duze, badania naukowe pokazuja, ze sily

obronne organizmu dziatajg w taki sposob, ktory pozwala na wystapienie korzystnych dla organizmu




skutkow matych dawek. W ostatnich latach ukazato si¢ wiele prac omawiajacych efekty dziatania PEM
na organizmy zywe. Jednak uzyskiwane wyniki badan czesto nie koresponduja ze sobg lub wrecz sg
przeciwstawne.

Dlatego postanowiliSmy przeprowadzi¢ badania, ktére majg na celu wyjasnienie
przyczyn/mechanizmoéw niejednoznacznego oddzialywania pola elektromagnetycznego niskiej
czestotliwosci na organizmy. Stawiamy hipoteze, ze PEM wykazuje hormeze, tzn. dwukierunkowe
dziatanie (pozytywne — niwelujace wptyw innych czynnikdéw stresowych na organizm badz negatywne
- zwigkszajace wrazliwos¢ na kolejne uszkodzenia) uzaleznione od wielkosci indukcji magnetyczne;.

Badania planujemy przeprowadzi¢ na szczurze, ktory jest najbardziej odpowiednim gatunkiem
do badan uktadu nerwowego i wyniki uzyskane z takich badan pozwalaja nam wnioskowaé na temat
zmian w obrebie uktadu nerwowego u ludzi.

Poznanie mechanizmu dziatania PEM moze mie¢ olbrzymie znaczenie dla ustalenia optymalnych
standardow ochrony ludnosci przed szkodliwymi dawkami PEM. Ponadto wykazanie, ze pierwsze szkodliwe
efekty jego dziatania pojawiaja si¢ dopiero po przekroczeniu pewnej ,,dawki” tego pola, natomiast ponizej tej
wielko$ci moze ono mie¢ nawet dobroczynny wptyw na organizm otwiera nowe perspektywy wykorzystania

pola elektromagnetycznego w opracowywaniu nowych strategii profilaktycznych czy leczniczych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniach planowane jest wykorzystanie 250 szczurow stada Wistar-Crl: WI(Han), samcow w
wieku 3-5 miesiecy.
Zwierzeta beda pochodzity z hodowli wlasnej (numer w rejestrze hodowcow 023) z albinotycznego

stada nie krewniaczego.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA®

Zgodnie z ustawg z 21 stycznia 2005 roku ,,O doswiadczeniach na zwierzetach”, majac na uwadze
dobro zwierzat doswiadczenia zaplanowano w taki sposob, aby nie naraza¢ zwierzat na zbedny strach,

bol, cierpienie lub trwate uszkodzenia ich organizmow oraz aby maksymalnie wykorzysta¢ zebrany

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




materiat do celow naukowych, przestrzegajac regut zasady 3R

Przygotowujac projekt badawczy, zweryfikowano istniejagca wiedz¢ w zakresie oddzialywani pole
elektromagnetycznego na organizm zywe W bazach danych: PUBMED; Google Scholar;
ScienceDirect.

Wykorzystatam stowa kluczowe: electromagnetic field, 50 Hz, stress, sympathoadrenal system,
monoamine, noradrenaline, adrenaline, HPA axis, CRH, ACTH, corticosterone, al-AR, B2-AR,
HSP70, BDNF, TrkB, open field test, behaviour, hormesis.

Uwzglednienie zasady zastapienia:

Uzycie zwierzat bezkregowych jest niemozliwe ze wzgledu na fakt ich malego podobienstwa
anatomicznego i fizjologicznego z czlowiekiem. Badania pilotazowe, ktore prowadziliSmy na
karaczanach amerykanskich sugeruja, ze PEM wywotuje reakcje stresowa. Niestety mechanizm
reakcji stresowej u tych zwierzat nie jest poréwnywalny do zmian zachodzacych u zwierzat
kregowych. Proponowane badania biomedyczne dotyczace reakcji stresowych muszg by¢
przeprowadzone na zwierz¢tach mozliwie blisko spokrewnionych z czlowiekiem, czyli na ssakach.
Stad do badan wybrano najbardziej adekwatne zwierz¢ modelowe czyli szczura. Ponadto postawione
hipotezy wymagaja weryfikacji badaniami prowadzonymi na zywym zwierzgciu (ekspozycja na pole
elektromagnetyczne), a nastgpnie zbadania zalezno$ci pomiedzy neurohormonami i hormonami
zaangazowanymi w reakcje stresowa i plastycznoscia mozgowa. Proces reakcji stresowej
przebiegajacy w zywym organizmie jest zlozonym mechanizmem wymagajacym wspotdziatania
uktadu nerwowego 1 endokrynnego, ktorych budowa i1 funkcja sg zblizone w organizmie szczura i
cztowieka. Tym samym, badanie mechanizméw regulujacych reakcje stresowe organizmu wymaga
podejscia integracyjnego, zaktadajacego oznaczenie wielu roznych parametréw biologicznych. Z tego
tez wzgledu doswiadczenia in vitro skupiajgce si¢ na molekularnym podtozu reakcji stresowej moga
stanowi¢ jedynie uzupetnienie badan in vivo i nie moga calkowicie zastgpi¢ badan z wykorzystaniem

modeli zwierzecych.

Uwzglednienie zasady ograniczenia:

We wniosku zaplanowali§my wykorzystanie 250 zwierzat, po 6 w grupach eksponowanych na PEM i
po 10 zwierzat w grupach poddanych testowi otwartego pola. W przypadku grup poddanych testowi

behawioralnemu zwigkszono liczbg zwierzat do 10 uwzgledniajac duzg zmienno$¢ odpowiedzi




behawioralnych pomiedzy osobnikami.

Planowana we wniosku liczba zwierzat stanowi minimalng ilo$¢ podyktowang wzglgdami
statystycznymi, na podstawie ktérej mozna weryfikowaé hipotezy do§wiadczalne. W do§wiadczeniach
ujeto grupy kontrolne wylacznie takie, jakie sg konieczne do interpretacji otrzymanych wynikow. W
celu ograniczenia liczby zwierzat zastosowany zostanie uktad doswiadczalny ograniczajacy
zmienno$¢ warunkéw. Uzyte zostang zwierzgta pochodzace z tej samej hodowli, w tym samym wieku,
plci i o zblizonej masie ciata.

Doswiadczenia zaprojektowano w ten sposob, by uzyska¢ mozliwie najwieksza ilos¢ wynikow.
Struktury mozgowe, krew oraz nadnercza zostang wykorzystane do maksymalnie najwickszej liczby
oznaczen z zastosowaniem technik biologii molekularnej. Do oznaczenia monoamin i neurohormon6éw
wykorzystamy metod¢ chromotograficzng. Przy uzyciu HPLC 1100 Agilent w kazdej z prob
oznaczymy 9 amin biogennych: NA - noradrenaling,
A — adrenaling, NT — normetanefryng, MHPG — metoksyhydroksyfenyloglikol, DOPAC — kwas
dihydroksyfenyloacetylowy 5SHIAA — kwas 5-hydroksyindolooctowy HVA — kwas homowanilinowy,
DA - dopaming, 5HT — serotoning, DOPA - 3,4-dihydroksy-L-fenyloalaning. Do oznaczenia
hormonéw osi HPA (CRH, ACTH 1 kortykosteronu) wykorzystamy test immunoenzymatyczny
ELISA, receptory adrenergiczne (al-AR, B2-AR), mMRNA CRH, ACTH, MR i GR oraz markery
plastycznosci mozgowej (HSP70, BDNF, TrkB) oznaczymy za pomocga RT-qPCR.

Ponadto zaproponowany test behawioralny (test otwartego pola) da nam szybka odpowiedz na
pytanie, jaka jest reakcja stresowa u szczurOw po ekspozycji na pole elektromagnetyczne o niskiej

czestotliwosci 50 Hz przez 1h/dziennie (ImT i 7 mT) lub 8h/dziennie (7mT) przez 7 dni.

Uwzglednienie zasady udoskonalenia:

Wszystkim zwierzgtom zostang zapewnione stale warunki bytowania. Zwierzgta umieszczone zostang
w zbiorczych klatkach. Do klatek wlozone zostang rolki po papierze toaletowym uprzednio
wysterylizowane parg wodna pod cis$nieniem w autoklawie. Podczas poszczegdlnych etapow
planowanych doswiadczen wykwalifikowani eksperymentatorzy, bgda dbali o dobrostan zwierzat.
Osoby wskazane we wniosku jako przeprowadzajace doswiadczenia posiadajg wieloletni staz pracy ze
zwierzgtami, doskonale znajg techniczne aspekty planowanych procedur i czynnosci do§wiadczalnych.

Zwierzgta beda znajdowaly si¢ pod opieka lekarza weterynarii.




Zaproponowane procedury, ekspozycja na PEM oraz test behawioralny, beda przeprowadzane ze

szczegblna dbatoscig o stan zwierzat tak aby do minimum ograniczy¢ dyskomfort.




