NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: “Opracowanie nowej metody znakowania aktywnos$ci enzymatycznej
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej typu 9 (MMP9) w mozgu gryzoni”

2. Czas trwania projektu: 3 lata

3. Stowa kluczowe: ekspresja MMP-9, neuroplastycznosé, STSH-1, PNIPAM-SMNPs,
obrazowanie fluorescencyjne

4. Cel projektu (art. 3 ustawy): A

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 warunkow 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 $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia
kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Zmiany w sile polgczen miedzy komorkami nerwowymi zachodzace w wyniku osobniczego uczenia si¢ i
zapamigtywania nazywane sg neuroplastycznoscia. Istnieje wiele dowodow wskazujacych na to, ze enzym
metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej typu 9 (ang. matrix metalloproteinases 9, MMP9) moze pehic
wazng role w tym procesie. Obecnie jedng z najwigkszych przeszkdd stojacych na drodze poznania roli MMP9

w regulacji zmian neuroplastycznych jest brak specyficznych znacznikdéw fluorescencyjnych, ktore po zwigzaniu
si¢ z enzymem w miejscu jego dziatania, emitowatyby sygnal fluorescencyjny o sile odzwierciedlajacej
aktywnos$¢ enzymatyczng. Dlatego tez celem niniejszego doswiadczenia jest zbadanie zaprojektowanego przez
nas znacznika fluorescencyjnego (STSH-1), pod katem jego selektywnosci do aktywnosci MMP9 w mozgu
gryzoni. Dzigki temu, przy obecnym braku skutecznych zwiazkéw znakujacych aktywnos¢ MMP9, nasze
badanie pozwola na lepsze i doktadniejsze poznanie roli tego enzymu w neuroplastycznosci.

W doswiadczeniu zwierzgtom podany zostanie dootrzewnowo STSH-1 potaczony z nanoczasteczkami
magnetycznymi. Nastepnie zwierz¢ta zostang wprowadzone 1 utrzymane w stanie anestezji, podczas ktorej do
glowy zwierzecia zostanie przytozone zmienne pole magnetyczne w celu zatrzymania STSH-1 w mozgu.

W ostatniej fazie eksperymentu badane zwierz¢ zostanie u§miercone za pomocg perfuzji, a nastgpnie zostanie
pobrana tkanka mozgowej, ktora ostatecznie bedzie analizowana za pomocg mikroskopu konfokalnego.

W zwiazku z tym, ze gléwna cze$¢ eksperymentu oraz usmiercenie zwierzat bedzie wykonane podczas ich
anestezji, przewiduje si¢, ze jedyny stres u zwierzat zwigzany bedzie zwigzany z wykonaniem iniekcji
dootrzewnowej. Ponadto, uzyte w doswiadczeniu wartosci pola magnetycznego oraz czas ekspozycji sg zbyt
male by mogly wywotaé fizyczny bol czy uszkodzenie tkanek.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu planuje si¢ uzy¢ 48 zwierzat (24 myszy oraz 24 szczurdow), podzielonych na cztery grupy
badane, po 12 osobnikéw kazda:

- genetycznie zmodyfikowane szczury Wistar z nadekspresjg MMP9 (Grupa 1),

- szczury Wistar typu dzikiego (Grupa 2),

- genetycznie zmodyfikowane myszy C57Bl/6 z delecja MMP9 (Grupa 3),

- myszy C57Bl/6J typu dzikiego (Grupa 4)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Powyzszy projekt badawczy zostal przygotowany w oparciu o aktualng wiedzg literaturowa, zgromadzona
w bazie danych PubMed. W gromadzeniu danych literaturowych wykorzystano nastgpujace stowa kluczowe:
ekspresja  MMP-9, neuroplastycznos¢, STSH-1, PNIPAM-SMNPs, sieciowanie UV 1 obrazowanie
fluorescencyjne. Na tej podstawie stwierdzono, ze pomimo wielu dowodow $swiadczacych o udziale MMP9
w neuroplastyczno$ci, dotychczas brak jest selektywnych metod znakowania aktywnoS$ci tego enzymu in situ.
W niniejszym do$wiadczeniu planuje si¢ uzy¢ selektywny znacznik fluorescencyjny MMP9, w celu wizualizacji
poziomu aktywnos$ci enzymu. Pozwoli to na poglgbienie wiedzy na temat udziatu tego enzymu w procesach
neuroplastycznych.

Ze wzgledu na to, ze tematem badan sa zmiany neuroplastyczne, ktore zachodzg u zwierzat z wysoko
rozwinigtym uktadem nerwowym, do eksperymentu wybrano myszy i szczury. Ponadto, wybdr dwoch gatunkow
zwierzat kierowany jest koniecznoscig posiadania osobnikéw o réznym profilu ekspresji MMP9. W zwigzku

z tym, ze nie mamy dostepu do szczurdéw z delecja MMP9, ani myszy z nadekspresja tego enzymu, grupy badane
zostaly poszerzone o zwierzgta drugiego gatunku z pozadang aktywnos$cig MMP9.

Jednoczesnie procedury i metody badawcze dobrano tak, aby zminimalizowa¢ stopien dyskomfortu i cierpienia
wykorzystanych zwierzat. Mianowicie planuje sie:

* zmniejszy¢ do minimum liczbe zwierzat koniecznych do przeprowadzenia do§wiadczenia i uzyskania istotnych
statystycznie, wiarygodnych wynikéw, poprzez wykonywanie roznych oznaczen i pomiarOw na pobranych post
mortem dwoch potkulach mozgows;

» prowadzi¢ do$wiadczenie przez pracownika z wieloletnim stazem i bogatym dos$wiadczeniem w pracy ze
zwierzgtami, oraz posiadajgcego odpowiednie kwalifikacje

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

. NIE




