NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Efekty behawioralne i molekularne u potomstwa matek karmionych

zmodyfikowang dietg — badania przedkliniczne.
2. Czas trwania projektu: 18 miesiecy

3. Stowa Kkluczowe (maksymalnie 5 stéw) uklad melanokortynowy, dieta matki, kokaina,

samopodawanie
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych): A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajgce poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow 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 ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic 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.

Koncepcji ,,rozwojowego pochodzenia zdrowia i choroby” (ang. The Developmental Origins of Health
and Disease) zaktada, ze dieta matki w okresie ptodowym jak i wczesnym poporodowym wpltywa na rozwoj
fizyczny i umystowy potomstwa oraz moze stanowi¢ czynnik indukujacy wiele choréb (np. otytos¢, nasilona
impulsywnos¢, depresje czy lek), czyli czynnikéw, ktére inicjujg rozwoj zaleznosci od substancji
psychoaktywnych. Z danych WHO wynika, ze w 2008 r. 1,5 biliona ludzi w wieku powyzej 20 lat cierpiato na
nadwage. Niezdrowa dieta w okresie reprodukcyjnym, a w szczegdlnosci podczas okresu cigzy i laktacji moze
wywiera¢ niekorzystny wptyw na prawidlowy rozwdj potomstwa oraz zwigksza¢é prawdopodobienstwo

wystepowania u niego chordb psychicznych, czy podatnos¢ na uzaleznienia.



Nasze dotychczasowe badania wskazuja, ze zmodyfikowana dieta matki moze w sposdb istotny
zwigksza¢ zachowania poszukiwawcze do kokainy po okresie odstawienia u potomstwa. Dlatego celem
planowanych badan podstawowych bedzie zbadanie neuromolekularnego podtoza obserwowanych zmian w
modelu dozylnego samopodawania kokainy oraz zwigkszenie wiedzy na temat fenotypu potomstwa w kontekscie
zachowan depresyjnych (anhedonia) oraz sprawnosci proceséw uwagi.

Poniewaz uktad melanokortynowy moézgu dziatajac poprzez receptory typu 4 kontroluje — miedzy innymi —
zachowania zywieniowe, pami¢¢, wzmochienie pozytywne i emocje, receptory te zostaly wybrane jako
potencjalny molekularny biomarker obserwowanych zmian behawioralnych oraz cel dla mozliwej terapii
uzaleznien od narkotykow.

Proponowane badania prowadzg do generowania nowej wiedzy na temat podioza molekularnego
uzaleznienia od kokainy oraz zrozumienia wptywu diety matki w czasie ciazy i laktacji na rozwdj psychiczny
potomstwa. Podjecie planowanych badan moze by¢ uzasadnione rowniez wzgledami spoteczno-ekonomicznymi,

poniewaz zaréwno narkomania, jak i otytos¢ generuja ogromne koszty spoteczne.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W projekcie planujemy wykorzystac tacznie 311 szczuréw Wistar Han (192 samcow i 119 samic).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

1. Udoskonalenie

Zwierzeta

- Wykorzystywane zwierzeta (szczury) sg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku.

- Jednoplciowe grupy badawcze (samce/samice) pozwola na uniknigcie rywalizacji samcow o samice oraz
zredukowanie ilosci zmiennych (takich jak pte¢) na mozliwy rozrzut otrzymanych wynikow.

- Zastosowanie wilasciwej diety; zwierzeta beda karmione certyfikowang pasza bytowa lub certyfikowang pasza
modyfikowana.

- Od pierwszego dnia procedury zwierzeta bedg przetrzymywane w klatkach o powierzchni 1815 ¢cm?/18 c¢cm
wysokosci (T4) po 5-6 osobnikow, natomiast w okresie rekonwalescencji oraz w Cczasie prowadzenia
do$wiadczen pojedynczo w ktadkach o wymiarach 825 cm?18 ¢m wysokosci (T3) na Scidtce niepalgcej z malg
zawartoscig Zywic.

- Staty kontakt i pomoc ze strony lekarza weterynarii pozwoli na zapewnienie odpowiednich warunkow bytowych
oraz szybkiej interwencji lekarskiej w razie choroby zwierzecia.

Pomieszczenie bytowe



- Zwierzgta bedg przebywaly w pomieszczeniu bytowym stuzgcym tylko do tego celu, w ktérym nie beda
- Pomieszczenie bytowe bedzie oddzielone od pozostaltych pomieszczen co pozwoli na redukcj¢ hatasu.

- Pomieszczenie bytowe jest wyposazone w staty system monitorowania temperatury i wilgotnos$ci.

- Codzienna kontrola stanu zwierzat oraz wymiana $ciotki (2 razy w tygodniu) pozwolg na szybkie
zidentyfikowanie wszystkich chorych lub okaleczonych zwierzat i podjecie odpowiednich dziatan oraz
zapewnienie higieny.

- Pomieszczenie odizolowane jest od czgsci eksperymentalnej co pozwoli na ograniczenie prawdopodobienstwa
narazenia na czynniki stresogenne.

Pomieszczenie eksperymentalne i przygotowan

- Czynnosci tj. iniekcje badanych substancji, anestezja, implantacja kateteru, beda wykonane w tzw. pokoju
przygotowan.

- Po zabiegu implantacji zwierzeta zostang przeniesione do pokoju bytowego, gdzie zostang umieszczone w
cichym i cieptym miejscu, w klatce z mozliwoscig swobodnego ruchu az do catkowitego wybudzenia.

Metoda

- Zastosowane metody badawcze zostaly wybrane tak, aby ograniczy¢ do minimum albo eliminowac bol i
cierpienie.

- Opracowane instrukcje postepowania ogranicza stres zwierzat.

- Wszystkie czynnosci bedg wykonywane przez znanego zwierzetom i do§wiadczonego eksperymentatora lub
osobe uczestniczaca.

- Przed operacja zwierzeta zostang poddane anestezji z wykorzystaniem niewielkiej ilosci odpowiednich lekow. -
- Oczy poddanych anestezji szczuré6w zostang zabezpieczone przed wysuszeniem poprzez aplikacje sztucznych
fez.

- Podawane zwierzetom w trakcie doswiadczenia roztwory beda mialy temperature zblizong do temperatury
Szczuréw co zapewni uniknigcie szoku temperaturowego i uczucia dyskomfortu.

- Badane substancje beda rozpuszczane w soli fizjologicznej lub buforach nie indukujgcych podraznienia tkanek.

- Po operacji zwierzeta otrzymaja srodek przeciwbolowy.

- Na koncu kazdej procedury szczury zostang usmiercone przez zastosowanie odpowiedniej metody tj. srodka
farmakologicznego lub poprzez dekapitacje.

- Opiekun zostanie szczegdtowo poinformowany przez eksperymentatora o ewentualnych objawach bdlu, stresu,
dyskomfortu zwierzat wymagajacych humanitarnego zakonczenia procedury.

- Eksperymentator zglasza pelng gotowos¢ do przeprowadzenia zabiegu u$miercania w przypadkach nagtych
przez zastosowanie humanitarnej procedury usmiercania.

2. Ograniczenie

- Do do$wiadczen wybrano szczury samce Wistar Han (Charles-River Laboratories — Niemcy) z uwagi

na opracowany i stosowany model do§wiadczalny.

- Na ograniczenie ilosci wykorzystanych zwierzat pozwalaja takze inne czynno$ci minimalizujagce zmienno$¢

i zwigkszajace powtarzalno$¢ pomiarow takie jak: stabilna pasza; zrownowazone srodowisko; jednorodno$é grup
badanych pod wzgledem wieku, masy ciata oraz ptci (samce/samice); rowny okres kwarantanny; ten sam/znany
eksperymentator, zachowanie rezimu czasowego procedur.

- Doswiadczenia na szczurach dajg bardziej spdjne i poréwnywalne wyniki.



- W celu ograniczenia liczby zwierzat testy: test obcigzenia glukozg oraz test preferencji sacharozy zostang

wykonane na tej samej grupie zwierzat. Dodatkowo testy te zostang wykonane w dwoch punktach czasowych co

pozwoli stwierdzi¢ potencjalne zmiany w zaleznos$ci od wieku potomstwa.

- W celu uzyskania szerszych danych oraz ograniczenia usmiercenia jednej plci zwierzat z danego miotu do badan

wlgczone zostang zaré6wno samce, jak i samice.

- W celu ograniczenia liczby zwierzat wykorzystywanych w doswiadczeniach, w przypadku niektorych procedur

pobrane zostang dodatkowo tkanki obwodowe, aby utworzy¢ bank tkanek.

- W celu uzyskania wiarygodnie istotnych statystycznie wynikow kazda z grup doswiadczalnych liczy¢ bedzie
6-12 zwierzat (w zaleznosci od testu).

3. Zastapienie

- W celu zweryfikowania hipotezy badawczej nie mozna zastosowa¢ metody wykluczajacej wykorzystanie
zwierzat do§wiadczalnych.

- Zastosowanie zwierzat w planowanym do$wiadczeniu pozwoli na poznanie wpltywu badanych diet na caly
organizm, a w szczegdlnosci na osrodkowy uktad nerwowy. Jest to niemozliwe przy zastosowaniu procedur

in vitro, czy in silico.

- Planowane badania naleza do grupy badan podstawowych majacych na celu poznanie mechanizméw wptywu
diet matczynych, stad tez nie ma mozliwosci zastgpienia zwierzat metodami alternatywnymi (metody
alternatywne opieraja si¢ na juz poznanych mechanizmach).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna!
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

1 Wypetnia wtaséciwa lokalna komisja etyczna ds. dodwiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.



