NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu
Wptyw selektywnej delecji podjednostki gamma 2 receptora GABA A w neuronach dopaminergicznych

na zachowania zwigzane z impulsywnoscig
2.Czas trwania Projekiu: 48 MISIECY.....uciiiieieeie i e sttt e e sre e nns
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): dopamina, impulsywnos¢, receptory GABA,

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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 zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw 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 do§wiadczenia, 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 doswiadczenia jest pokazanie wptywu zaburzenia hamowania aktywnosci neurondéw
dopaminowych w brzusznym $rédmédzgowiu na zachowania impulsywne. W doswiadczeniach

DATCreERT2) "\ ktérym u dorostych

wykorzystamy szczep genetycznie modyfikowanych myszy (Gabrag2
zwierzat indukowana jest wybidorczo w neuronach dopaminowych delecja jednego z gendw waznych
dla powstawania receptoréw odpowiedzialnych za hamowanie aktywnosci neuronéw. U zwierzat z
mutacjg zbadamy dwa rodzaje zachowan impulsywnych: niezdolnos¢ powstrzymania sie od reakcji na
bodziec (test Go/NoGo) oraz niezdolnos$¢ oczekiwania na odsunietg w czasie nagrode. Jesli mutacja

nasili zachowania impulsywne, wskaze to na neuronalny mechanizm, ktéry moze odpowiadac za rozwdj




psychopatologii zwigzanych z zaburzong kontrolg impulséw.

Zaplanowane doswiadczenia nalezg do kategorii dotkliwosci fagodnej i umiarkowanej. Mutacja nie
powoduje zauwazalnego uposledzenia zwierzat. W jednej z procedur zaplanowane jest ograniczenie
dostepu do pozywienia, tak aby zmniejszyé wage o 10-15%. Podobne ograniczenie we wczesniejszych

doswiadczeniach nie powodowato zauwazalnego pogorszenia zdrowia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W planowanych doswiadczeniach wykorzystanych zostanie maksymalnie 112 myszy (Mus musculus L.),

DATCreERT2 DATCreERT2

samic i samcéw szczepu Gabrag2 . U zwierzat Gabrag2 mutacja jest indukowana za
pomocg podan tamoksifenu. Przed indukcjg mutacja jest nieaktywne i nie ma wptywu na rozwdj
zwierzgt. Wstepne wyniki pokazujg, ze indukcja mutacji prowadzi do zmian w zachowaniu

objawiajacych sie zwiekszong aktywnoscig ruchowa.

Wielkos¢ grup zwierzat jest wystarczajgca aby zaobserwowac z 75% pewnoscig zmiany w zachowaniu
zblizone do obserwowanych we wczesniejszych doswiadczeniach. Podane we wniosku liczby zwierzat
sg wartosciami maksymalnymi i przewidujg ewentualng konieczno$é powtdrzenia doswiadczen, w

ktorych zaobserwowane zostang znamienne efekty mutacji.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Plan doswiadczen przygotowany zostat wspdlnie z dr. Davidem Engblomem z Uniwersytetu w Linkdping
i oparty jest gtéwnie o wczesniejsze wyniki wtasnych doswiadczen. Zaobserwowalismy, ze u zwierzat z

funkcjonalnie przeciwstawng mutacjg, usunieciem genu kluczowego dla powstawania receptoréw

DATCreERT2

glutaminianu typu NMDA (NR1 ), nastepuje spowolnienie reakcji na bodzce i wydtuzenie czasu

podejmowania decyzji. Spodziewamy sie, ze zaplanowane w projekcie doswiadczenia pokazg odwrotny

DATCreERT2

fenotyp u myszy Gabrag2 , co pozwoli jednoznacznie wskaza¢ mechanizm wptywajacy na

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




impulsywnos¢.

Literatura dotyczgca neuronalnego podtoza impulsywnosci jest bardzo obszerna. Doniesienia opisujgce
aktywnos¢ moézgu podczas podejmowania impulsywnych decyzji potwierdzajg zaangazowanie uktadu
dopaminowego. Dobrze opisany jest rowniez wptyw lekow dziatajgcych na receptory dopaminy na
impulsywno$¢ u ludzi i w modelach zwierzecych, W kontekscie opublikowanych juz badan,
zaplanowane doswiadczenia sg probg pokazania fizjologicznego mechanizmu, poprzez ktéry uktad

dopaminowy odpowiada za zwiekszenie lub zmniejszenie impulsywnosci.

ZASTOSOWANIE ZASADY 3R
1. Udoskonalenie.

Osoby Warunki bytowania zwierzat beda Sscisle kontrolowane. Zwierzeta bedg przebywaé¢ w
klimatyzowanych pomieszczeniach. Kontakt ze zwierzetami bedg miaty wytacznie osoby prowadzace
doswiadczenie. Samce bedg umieszczone w klatkach w grupach po 3 lub 4 zwierzeta, nie beda
izolowane. Samice bedg przebywaé przez pierwszy tydzien w podobnych warunkach, po czym zostang
potgczone w jedng grupe w klatce Intellicage, ktéra ma wzbogacone srodowisko. Stan klatek bedzie
kontrolowany codziennie, ale o ile bedzie to mozliwe $ciétka bedzie zmieniana nie czesciej niz raz w
tygodniu; czeste zmiany Sciétki sg dla zwierzat stresujgce i w przypadku samcéw powodujg walki o

dominacje.

2. Ograniczenie.

Badania nad drugg kohortg zwierzat (potowa zwierzat przewidzianych w procedurach 1 i 2)
przeprowadzone zostang pod warunkiem zaistnienia koniecznosci potwierdzenia wynikéw z pierwszej
kohorty. Jesli pierwszy etap badan da jednoznacznie negatywne wyniki lub wskaze na zmiany w

zachowaniu uniemozliwiajgce interpretacje wynikow, drugi etap nie zostanie przeprowadzony.

W procedurach doswiadczen przewidziana jest rejestracja wszystkich zachowan zwierzat, co eliminuje




ewentualng koniecznos¢ powtdrzenia doswiadczen w celu obserwacji parametréw zachowan innych
niz poczatkowo uwzglednionych w planach doswiadczenia. Polega to na rejestracji wszystkich zdarzen
(sygnatow wysytanych przez fotokomorki, czujniki temperatury, czytniki RFID itp), bez usredniania lub
sumowania albo innych wstepnych analiz na poziomie procedury. Zaplanowane licznosci grup zwierzat
w zaplanowanych doswiadczeniach sg oparte o wyliczenia mozliwosci zaobserwowania statystycznie

znamiennych zmian w zachowaniu.

3. Zastgpienie.

Zastgpienie zwierzat Fto-fl;Adora2a-Cre.B6Crl z selektywng mutacjg genu Fto nie jest mozliwe. Metody

in silico nie pozwalaja na modelowanie ztozonych zachowan.




