NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Analiza wptywu spontanicznej mutacji punktowej w domenie a-11 spektryny genu Spna2

(Sptanl) na sprawno$¢ motoryczng i T-zalezng odpowiedZz immunologiczna.

2.Czas trwania projektu .........cccceeveneee. 1.10.2018 — 1.03.2019......ccceiiiiiiiiieeeee

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ...... Spna2, Sptanl, alpha-I1 spectrin, mutation, disease, ........
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych)

A. Badania podstawowe

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 warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw 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 ksztalcenia 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 projektu jest opis zaburzen koordynacji ruchowej, ocena sprawno$ci motorycznej, obserwacja zdolnosci do
postgpOwW W procesie uczenia si¢ poruszania po nieznanym, ruchomym podlozu oraz ocena odpowiedzi
odpornosciowej T zaleznej, a takze pomiar proliferacji i wyrzutu interleukin in vitro u nowego szczepu myszy
Spna2mut, niosgcego mutacje w obrgbie powtorzen spektrynowych 9-12 tancucha alfa spektryny nieerytrocytarnej
genu Spna2 (Sptanl), przektadajaca si¢ na przezycie, rozplem i roznicowanie komorek uktadu odpornosciowego i
nerwowego. Projekt wynika z realizacji harmonogramu grantu NCN: UMO-2017/25/B/NZ3/03012.

Mutacje powodujace niedobdr ekspresji poszczegolnych tancuchow spektryn lub nieprawidlowe formowanie si¢
heterodimeréw of3 prowadza m. in. do zespotow niedokrwistosci hemolitycznej (dotyczacej fancuchow a-I lub b-I,
np. sferocytoza wrodzona, eliptocytoza dziedziczna), ataksji mézdzkowej typu 5 (b-I1l i a-11) i zespotu Westa —
niemowlecg encefalopatia padaczkowa (a-1l i b-I1). Nokaut tancucha a-11 spektryny w innych modelach




badawczych jest letalny juz na wczesnych etapach rozwoju, uniemozliwiajgc zbadanie roli tego biatka w trakcie
zycia osobniczego.

Model myszy Spna2mut daje unikalng i niepowtarzalng okazje poznania konsekwencji dominujgco-negatywnej
mutacji genu Spna2 w trakcie zycia osobniczego i jego wptywu na funkcjonowanie w peni uksztattowanego uktadu
nerwowego oraz uktadu odpornosciowego. Tym samym wyjasni¢ molekularne podloze zmian w wymienionych
uktadach, spowodowane przez zaburzenia w czgsteczce tancucha a-1l spektryny. Zaobserwowane w badaniach
wstepnych efekty wywotane mutacjg pojedynczego aminokwasu w tancuchu a-II spektryny daja mozliwo$¢
lepszego poznania roli niebadanego wczesniej regionu tej czasteczki na jej aktywno$¢ biologiczng poprzez
poszukiwanie nowych oddzialywan, co moze przetozy¢ sie¢ na 0gromny postep w zrozumieniu roli i mechanizméw
jaka w organizmie pelnia czasteczki spektryn, lepsze zrozumienie jednostek chorobowych, ktorych przyczyna sa
mutacje w obrebie tancucha a-11 spektryny.

Podejmowany temat jest nowatorski i unikalny w skali $wiatowe;j.

Procedura zwigzana z testem behawioralnym RotaRod jest metoda nieinwazyjna i nie wywotuje u zwierzecia
wigkszego stresu. Natomiast procedura immunizacji jest malo inwazyjna, a poziom stresu nie jest wigkszy niz
podczas uklucia iglg. Antygen w postaci bialka bedzie podawany w formie zawiesiny w adiuwancie - Sigma
Adjuvant System (S6322 Sigma). W celu dootrzewnowego podania antygenu, myszy beda na okoto 15
sekund/kazda wyjeta z klatki i zaszczepiona z uzyciem ogrzanej zawiesiny anytgenu w ilo$ci nie przekraczajacej
100 mikrolitrow, z uzyciem cienkiej igty.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W do$wiadczeniu uzytych zostanie 20 dojrzatych (3-miesigcznych) myszy:
- 10 osobnikéw heterozygotycznych myszy szczepu Spna2mut — grupa badana

- 10 osobnikow dzikich (homozygot dominujacych) myszy szczepu Spna2mut — grupa kontrolna

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych: PubMed, Google Scholar

Wykorzystano stowa kluczowe takie jak: Sptanl, Spna2, alpha-11 spectrin, mutation, disease

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam, ze: wiedza w tym zakresie jest niewystarczajgca
do tego by odpowiedzie¢ na postawiong w projekcie hipotezg oraz pytanie — czy i w jaki sposob spontaniczna
mutacja punktowa w obrgbie domeny a-Il spektryny genu Spna2 (Sptanl) wptywa na przezycie, rozplem i
réznicowanie komorek uktadu odpornosciowego i nerwowego.

Uwzglednienie zasady zastapienia

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




Wybrano do badan gatunek myszy, poniewaz dla tych zwierzat opracowane sg rutynowe i wystandaryzowane
testy behawioralne. Myszy sa takze standardowym organizmem w badaniach uktadu odpornosciowego,
nerwowego, jak rowniez nowotworow.

Catkowite zastgpienie uzycia modelu zwierzecego poprzez stosowanie modeli in vitro w proponowanym
projekcie jest niemozliwe.

Uwzglednienie zasady ograniczenia:

W celu zminimalizowania liczby zwierzat bioragcych udzial w doswiadczeniu i uwzglednienia zasady
ograniczenia, zarOwno szczepy myszy, jak rowniez eksperymenty zostaty dobrane i zaplanowane tak, aby te
same grupy zwierzat mogly wzia¢ udziat w obu badaniach.

Planuje si¢ wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat potrzebnych do otrzymania zatozonych w projekcie
danych dotyczacych zmienno$ci w 2 grupach zwierzat: kontrolnych i badanych dla myszy 3-miesi¢cznych
(2x(8+2) sztuk = 20). Zmniejszenie liczby zwierzat moze skutkowa¢ brakiem wystarczajacych danych do analizy
statystycznej, co moze zawazy¢ na powodzeniu catego do§wiadczenia.

Uwzglednienie zasady udoskonalenia:

Myszy wykorzystywane do zaplanowanych do$wiadczen utrzymywane beda w warunkach zapewniajacych
dobrostan. Zastosowane procedury charakteryzuja si¢ niska inwazyjnoScig oraz beda przeprowadzane z
maksymalnym ograniczeniem bolu, strachu i stresu, jaki mialby dotyczy¢ badanych zwierzat. Personel
sprawujacy opieke nad zwierzgtami oraz przeprowadzajacy doswiadczenia odznacza si¢ wysokimi
kwalifikacjami i kompetencjami, eliminujac prawdopodobienstwo btedow.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



