NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. 1 Tytut projektu .Rola mobilnosci biatka PSD-95 w hipokampie w regulacji modyfikacji $ladu

pamigciowego
2. 2. Czas trwania projektu .25.03.2019 — 25.03.2024..........c.cccvevveervennenn.
3. 3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) hipokamp, PSD-95, uczenie, §lad pamigciowy

4, 4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) ...............

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

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

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

Mmoo @ >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Cel: Celem doswiadczenia jest poznanie molekularnych podstaw przebudowy Sladu pamieciowego.
Analizowana bedzie rola biatka, ktore tworzy rusztowanie synaps (PSD-95), w tworzeniu pamigci

przestrzennej.

Korzys$ci: Poznawanie molekularnego podtoza uczenia si¢ i zmian $ladu pamigciowego moze w
przysztosci przyczyni¢ si¢ do powstania nowych terapii zaburzen zwigzanych z pamigcia jak np. zespot
stresu pourazowego. W naszych doswiadczeniach skupiamy si¢ na powstawaniu i1 przebudowie pamieci
przestrzennej, ktora dotyczy albo lokalizacji nagrody w przestrzeni albo miejsca w ktorym zwierze
doswiadcza bodzca awersyjnego. Chcemy, przy uzyciu nowoczesnych technik zbada¢ jak zmieniajg si¢

synapsy w hipokampie myszy ktéra przebudowuje $lad pamigciowy, a takze sprobowaé wptyna¢ na



zachowanie zwierzat przez blokade¢ lub utrudnienie zmian w synapsach. Zrobimy to modyfikujac biatko
PSD-95. Wyniki naszych eksperymentow przyniosa wiele nowych informacji na temat powstawania i

modyfikacji pamigci.

Szkody: Procedury przedstawione we wniosku sq umiarkowanie dotkliwe. Czg$¢ zwierzat zostanie
poddana operacjom wstrzyknigcia wektoréw wirusowych do mézgu i moze nie przezy¢ zabiegu, zdarzenie
to dotyczy ok. 2% myszy. W trakcie operacji zwierzeta otrzymaja nalezyta opieke, znieczulenie a takze
srodki przeciwbolowe 1 przeciwbakteryjne. Dodatkowo podniesienie, obnizenie lub zablokowanie

mobilizacji biatka PSD-95 w hipokampie moze spowodowac¢ zaburzenia pamig¢ci oraz uczenia si¢ myszy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniach zaplanowano wykorzystanie 392 myszy mus musculus C57BL/6Jcmdb

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzilam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazie danych PUBMED. Wykorzystatam nastgpujace stowa kluczowe:

wygaszanie pamigci strachu, PSD-95, mobilno$¢ biatka PSD-95, warunkowanie zalezne od kontekstu,
przestrzenne uczenie si¢ nagrody, hipokamp, CAl

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, Ze zgromadzone dane literaturowe
uzasadniajg przeprowadzenie planowanych badan.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: Badania sladu pamigciowego 1
jego przebudowy dostarczaja podstawowych informacji na temat funkcjonowania mozgu a takze moga
by¢ podstawg tworzenia nowych terapii takich zaburzen jak zesp6t stresu pourazowego. Biatko PSD-95
jest jednym z biatek budujacych szkielet synaps pobudzajacych, a jego rola in vitro jest bardzo szeroko
zbadana, zwlaszcza w kontekscie kotwiczenia receptoréw AMPA (Compans 2016). Wiadomo, ze
zablokowanie mobilnosci PSD-95 in vitro powoduje zmiang plastycznos$ci synaptycznej (Steiner 2008).
Rowniez nasze wstepne wyniki, uzyskane w hodowlach komoérkowych wskazuja, ze obecno$¢ biatka
PSD-95, ktore nie moze zostac¢ usunigte z synapsy (forma PSD-95S73A) moze blokowac plastycznosé
synaptycznag, co jest zgodne z wynikami in vitro z innych grup badawczych (Steiner 2008). Dodatkowo
wyniki naszej grupy z wykorzystaniem myszy o ograniczonej plastycznosci synaptycznej (Radwanska
2011) wskazuja, ze zahamowanie plastyczno$ci w mozgu moze mie¢ wptyw na zaburzenie przebudowy
$ladu pamigciowego. Wiadomo réwniez, ze obecnos¢ biatka PSD-95 konieczna jest do utworzenia



dlugotrwatego $ladu pamigciowego (Fitzgerald 2015) oraz ze hipokamp odpowiada za tworzenie si¢
pamigci przestrzennej rowniez u ludzi (Chun 1999). Dodatkowo niedawno odkryto, ze biatko PSD-95
jest bardzo mobilne w synapsach pobudzajacych réwniez in vivo (Wegner 2018)

B. Brak jest danych dotyczacych: jak ewentualne zahamowanie mobilnosci PSD-95 (przez uzywana
przez nas mutacj¢ S73A) wptywa na przebudowg pamigci (nadekspresja biatka PSD-95 z ta mutacja nie
byta stosowana in vivo) i jaka jest szczegotowa rola poziomu biatka PSD-95 w przebudowie §ladu
pamieciowego w hipokampie w oknie ok. 24 h od rozpoczecia uczenia si¢. Do tej pory wykorzystywano
raczej globalne strategie manipulacji poziomem PSD-95 (Winkler 2018, Fitzgerald 2015), a
proponowane przez nas badania dotyczg lokalnych zmian, ktore sg tatwiejsze do pdzniejsze;j
interpretacji.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku lepszego poznania
molekularnych mechanizméw rzadzacych przebudowa oraz powstawaniem pamieci dotyczace;j
kontekstu przestrzennego zardéwno w uczeniu apetytywnym jak i w uczeniu strachu

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na mozliwym rozwoju terapii zaburzen zwigzanych z
pamiecig kontekstu przestrzennego takich jak zespot stresu pourazowego czy uzaleznienia od substancji

psychoaktywnych

ZASADA ZASTAPIENIA: W celu zbadania komérkowych mechanizméw odpowiadajacych za tak
ztozone procesy przebudowa §ladu pamigciowego zaleznego od kontekstu i zwigzanego z hipokampem
jest uzycie zwierzat, ktora maja ztozony uktad nerwowy zawierajacy hipokamp. W celu zastgpienia
zwierzat naczelnych, wykorzystane zostang myszy, jako mate kregowce charakteryzujace si¢ ztozonym
uktadem nerwowym. Ze wzgledu na do§wiadczenie w pracy z myszami 0s6b zaangazowanych w ten
projekt bedzie mozliwe ograniczenie dystresu zwierzat do niezbednego minimum.

OGRANICZENIE: Liczba zwierzat na grupe zostala obliczona w oparciu o wczesniejsze doswiadczenia,
za pomocg kalkulatora internetowego (http://www.biomath.info/power/prt.ntm) dla testu t, na podstawie
wytycznych statystycznych oraz poréwnana do liczebnosci grup podanych w literaturze. Biorgc pod
uwage otrzymane do tej pory wyniki behawioralne, réznice w $rednich miedzy grupami i odchylenia
standardowe, a takze umieralnos¢ zwierzat w wyniku operacji oraz niepowodzenia operacji (brak ekspresji
wektora wirusowego, nieprawidlowe trafienie zwigzane z abnormalng budowa mozgu danego osobnika)
planujemy wykona¢ eksperymenty na jak najmniejszej liczbie zwierzat, ale wystarczajaca, by moc
wyciagna¢ jednoznaczne wnioski z prowadzonych badan. Dodatkowo w procedurze 3 zdecydowano, na
podstawie przegladu literatury oraz wczesniejszych wynikow na wybranie tylko dwoch punktow
czasowych pobrania tkanek co ogranicza znacznie liczbe wykorzystanych zwierzat.

UDOSKONALENIE: Wszystkie doswiadczenia beda wykonywane i/lub nadzorowane przez
doswiadczonych badaczy, ktorzy 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 i zabawe (tunele z celulozy, klocki z drewna
do S$cierania zgbdw, bawelniane reczniki czy bawelniane kokony). Zwierzeta poddane procedurom
chirurgicznym otrzymaja stosowne znieczulenie, srodki przeciwbolowe i srodki zapobiegajace zakazeniu.
Wszystkie inwazyjne interwencje operacyjne zostang przeprowadzone z mozliwie najwiekszym
ograniczeniem dystresu, dyskomfortu i bolu jakie odczuwa¢ moze badane zwierzg¢. 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
X NIE



