NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu... Rola estrogenu w regulacji biatka Arc oraz zachowan zwigzanych z uzaleznieniem od

alkoholu

2.Czas trwania projektu ........ 04.04.2019-04.04.2024

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ARC, nadekspresja ARC, zachowanie, uzaleznienie, estrogen
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A- badania podstawowe

. Badania podstawowe
. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sadowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

mm o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, lub badan ich jakos$ci, skuteczno$ci 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.

Celem niniejszego projektu jest poglebienie wiedzy na temat molekularnego podtoza zachowan
zwigzanych z uzaleznieniem od alkoholu. W szczeg6lno$ci skupimy si¢ na roli biatka Arc, oraz roli

hormonow piciowych w regulacji poszukiwania i picia alkoholu.

Korzysci: Poznanie molekularnego podtoza uzaleznienia moze pomdc w stworzeniu nowych strategii

leczenia tej choroby oraz pogltebi naszg wiedze na temat dziatania mozgu.

Nasze badania przeprowadzone zostang na myszach w automatycznych klatkach IntelliCage, w ktorych

spontaniczne zachowanie zwierzat moze by¢ analizowane w warunkach niskiego stresu, bez interakcji z




eksperymentatorem. Myszom podawany bedzie alkohol etylowy (4-12%, przy ciagltym i
nieograniczonym dostgpie do wody i pokarmu).

Szkody: U cze¢sci zwierzat (ok. 20%) swobodny dostep do alkoholu doprowadzi do zwyczajowego picia.
Cze$¢ samic przejdzie zabieg owariektomii. Zabieg ten przezywa 95% zwierzat. Zabieg ten doprowadzi
do obnizenia poziomu hormondw pltciowych jaki zachodzi w czasie menopauzy. Nalezy jednak doda¢ ze
operacje beda przeprowadzone przez osoby doswiadczone w pracy ze zwierzetami, z dbatoscig o
zachowanie warunkow sterylnych i zapewnienie wystarczajacej anestezji, wraz z podaniem Srodkéw

przeciwbolowych i przeciwzapalnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W pierwszym doswiadczeniu planujemy wykorzysta¢ 45 myszy z mutacja Arc_K268/269R oraz 45
myszy typu dzikiego linii Tg(Arc KR), pochodzace od tych samych rodzicow.

W doswiadczeniu drugim planujemy wykorzysta¢ 100 myszy C57BL/6J.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA*

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzilam istniejacga wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazie danych PUBMED. Wykorzystatam nastgpujace stowa kluczowe:
ARC, nadekspresja ARC, zachowanie, uzaleznienie, estrogen,

A. Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze biatko Arc bierze udzialt w
uczeniu si¢, plastycznosci mozgu oraz w regulacji uktadu glutaminianergicznego poprzez
kontrol¢ endocytozy receptorow AMPA. Ekspresja biatka Arc jest regulowana zarowno przez
substancje uzalezniajace, jak 1 kontekst kojarzony z podawaniem takich substancji. Rowniez
estrogen reguluje procesy molekularne zwigzane z plastycznoscig mézgu (w tym funkcje
receptorow AMPA), strukturg 1 funkcje komorek nerwowych jak 1 proces uczenia si¢. Ponadto
nasze badania wskazuja, ze myszy Arc KO (z delecjg genu arc) pija tyle samo alkoholu, co
myszy typu dzikiego, ale sg bardziej wytrwale w poszukiwaniu alkoholu podczas odstawienia.
Oraz poziom biatka Arc zwigksza si¢ w jadrze podstawno- bocznym (BLA) 1 jadrze srodkowym
ciala migdalowatego (CeA) u myszy typu dzikiego w czasie odstawieniu po dlugotrwatym
treningu picia alkoholu.

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




W  celu lepszego zrozumienia molekularnego podloza rozwoju alkoholizmu u ludzi
przeprowadzilismy takze analiz¢ baz danych zawierajacych informacje¢ na temat polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow (Single Nucleotide Polymorphism —SNPs). Sposrod zidentyfikowanych
472 SNP korelujacych z uzaleznieniem od alkoholu szczegoélnie ciekawe wydaly nam si¢
polimorfizmy w receptorze 1 estrogenu (Estrogen Receptorl gene ESR1: rs6902771) i trzy w
podjednostce 02 GABA (GABRA2: 15279836, rs279845, rs279871). Ich zwigzek z aktywnoscig
biatka Arc potwierdziliSmy w hodowli komérkowej. Podanie agonisty receptorow dla estrogenu w
pierwotnej hodowli neuronéw hipokampalnych powoduje wzrost ekspresji biatka Arc. Co ciekawe
zwigzek estrogenu z rozwojem uzaleznienia od kokainy byl wczesniej badanych, lecz w kontekscie
uzaleznienia od alkoholu jest stabo poznany.

B. W przeszukanym materiale nie znalaztam informacji dotyczacych funkcji biatka Arc oraz
estrogenu w regulacji rozwoju uzaleznienia od alkoholu. Literatura na temat wptywu estrogenu
na ekspresj¢ biatka Arc w mozgu takze nie istnieje.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwinigcie istniejacej wiedzy na temat molekularnego podtoza uzaleznienia od alkoholu.

B. Rozwinigcie istniejacej wiedzy na temat wplywu estrogenu ma zachowania zwigzane z
uzaleznieniem, oraz na procesy molekularne w komorkach mézgu.

ZASADA ZASTAPIENIA: W celu zbadania komorkowych mechanizméw odpowiadajacych za tak
ztozone procesy jak uzaleznienie od alkoholu niezbg¢dne jest uzycie zwierzat, ktéra maja zlozony uktad
nerwowy. W celu zastgpienia zwierzat naczelnych, wykorzystane zostang myszy, jako mate krggowce
charakteryzujace si¢ ztozonym uktadem nerwowym. Ze wzgledu na doswiadczenie w pracy z myszami
0sOb zaangazowanych w ten projekt bedzie mozliwe ograniczenie dystresu zwierzat do niezbgdnego
minimum.

OGRANICZENIE: Liczba zwierzat na grup¢ zostata obliczona w oparciu o wczesniejsze doswiadczenia,
za pomocyg kalkulatora internetowego (http://www.biomath.info/power/prt.htm) dla testu t, na podstawie
wytycznych statystycznych oraz poroéwnana do liczebno$ci grup podanych w literaturze. Biorac pod
uwage otrzymane do tej pory wyniki behawioralne, roznice w $rednich miedzy grupami 1 odchylenia
standardowe, a takze umieralno$¢ zwierzat w wyniku operacji planujemy wykona¢ eksperymenty na jak
najmniejszej liczbie zwierzat, ale wystarczajacg, by modc wyciggnaé jednoznaczne wnioski z
prowadzonych badan.

UDOSKONALENIE: Wszystkie doswiadczenia beda wykonywane 1/lub nadzorowane przez
doswiadczonych badaczy, ktérzy beda regularnie kontrolowa¢ dobrostan zwierzat, tak by ograniczy¢ ich
cierpienie na wszystkich etapach. Do klatek domowych zwierzat dodawane beda przedmioty
wzbogacajace srodowisko, umozliwiajace budowe gniazda 1 zabawe (tunele z celulozy, klocki z drewna
do Scierania zgbow, bawelniane reczniki czy bawelniane kokony). Zwierzeta poddane procedurom
chirurgicznym otrzymaja stosowne znieczulenie, $rodki przeciwbolowe i srodki zapobiegajace zakazeniu.
Wszystkie inwazyjne interwencje operacyjne zostang przeprowadzone z mozliwie najwigkszym
ograniczeniem dystresu, dyskomfortu i bdlu jakie odczuwaé moze badane zwierz¢. Podczas operacji



uwzglednione zostang takze takie czynniki, jak m.in. warunki cieplne optymalne dla danego gatunku, czy
zapewnienie myszom spokojnego otoczenia do rekonwalescencji.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

O TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczer na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.



