NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ""Analiza behawioralna myszy pozbawionych pojedynczych bialek waznych
dla prawidlowego funkcjonowania synaps w centralnym i obwodowym ukladzie

nerwowym”.
2. Czas trwania projektu: Pie¢ lat.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Synapsa; Choroby neurologiczne; Zaburzenia

lokomocji; Myszy transgeniczne; Badania behawioralne
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ 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, $rodkéw spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.

Maksymalnie 250 stéw, tekst musi by¢ zrozumiatly dla niespecjalisty.

Synapsa jest wyspecjalizowang strukturg umozliwiajaca przesytanie bodzcow pomiedzy

komoérkami nerwowymi w osrodkowym uktadzie nerwowym (CUN) lub pomiedzy neuronami
motorycznymi, a witoknami migsniowymi (NMJ - ang. neuromuscular junction) w obwodowym
uktadzie nerwowym (OUN). Pomimo roznej lokalizacji synapsy nerwowo-nerwowe oraz nerwowo-

migsniowe posiadaja podobng organizacj¢ maszynerii molekularnej, co umozliwia kompleksowe
badanie nowoodkrytych bialek synaptycznych w tych dwoch modelach.

Zaburzenia funkcjonowania synaps sa charakterystyczne dla wielu cigzkich chorob takich jak

schizofrenia, padaczka, autyzm (CUN) czy dystrofie migsniowe (OUN). Dodatkowo warto podkreslié,




ze ponad potowa chordéb nerwowo-mig$niowych nie ma poznanej etiologii, a mechanizmy molekularne
odpowiedzialne za procesy prawidtowego funkcjonowania synaps wcigz sg stabo poznane.

Celem tego projektu jest poznanie funkcji nowoodkrytych biatek lokalizujacych si¢ na
synapsach w CUN i OUN. Nasze badania zostang przeprowadzone na myszach jako organizmie
modelowym, ktorego synapsy sg zblizone zard6wno pod wzgledem budowy i funkcjonowania do synaps
cztowieka. W do$wiadczeniu w celu analizy funkcji poszczegoélnych biatek uzyte zostang myszy
transgeniczne, ktore pozbawione sg obecnosci badanych biatek na synapsach nerwowo-nerwowych lub
nerwowo-migsniowych. Zbadany zostanie wpltyw braku poszczegdlnych bialek synaptycznych na
zachowanie organizmu w kontekscie potencjalnych zaburzen neurologicznych, psychicznych oraz
prawidtowej lokomocji. W ramach projektu planuje si¢ przeprowadzenie badan behawioralnych, ktore
w lagodnym stopniu mogg wywotac¢ reakcj¢ stresowa zwierzecia .Wszystkie procedury zaliczajg si¢ do
umiarkowanej kategorii dotkliwosci.

Wyniki uzyskane podczas realizacji tego projektu moga w znaczacy sposdéb poméc w
zrozumieniu molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za schorzenia neurologiczne oraz
zaburzenia zachowania, dodatkowo bedace podstawa nieprawidtowej lokomocji. Proponowane badania
moga przyczyni¢ si¢ do identyfikacji nowych celow terapeutycznych i by¢ uzyteczne dla rdéznych
dziedzin biologii i medycyny.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Planowane doswiadczenia zaktadaja wykorzystanie 720 samcoéw myszy z hodowli Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA |
UDOSKONALENIA

Zasada 3R zostala wprowadzona w oparciu o wytyczne European Animal Research Association, oraz
na podstawie danych z literatury, odpowiednich dla tego typu badan.

Podczas przygotowywania niniejszego projektu przeszukano miedzy innymi baz¢ danych PubMed w
zakresie tematyki objetej wnioskiem badawczym. Wykorzystano stowa kluczowe: Angiomotins,
Sh3BP2, ArhGef5, Tks5, neurons, muscles, synapses in the brain, neuromuscular junction, mice,
behavioral tests.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze dotychczas nie zostaty przeprowadzone
badania, ktore proponujemy w ramach zaplanowanego projektu badawczego.
A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze badane przez nas biatka moga miec




istotny wplyw na prawidlowe funkcjonowanie i rozwdj synaps nerwowo-nerwowych oraz synaps
nerwowo-mie¢$niowych.

B. Brak jest danych dotyczacych funkcji badanych bialek na synapsach oraz zaburzen zachowania
organizmu zwigzanych z brakiem ich ekspresji.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku funkcjonowania synaps w
centralnym i obwodowym ukladzie nerwowym. Wykonanie zaplanowanego projektu badawczego
moze przyczyni¢ si¢ do poznania podioza molekularnego wielu chordb neurologicznych, dystrofii
mig$niowych oraz zaburzen zachowania zwigzanych z nieprawidtowym funkcjonowaniem synaps.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na identyfikacji nowych celow terapeutycznych wielu
chordb o nieznanej dotychczas etiologii.

ZASTAPIENIE:

Typ i charakter badan wykluczaja mozliwo$¢ zastosowania badan w warunkach in vitro z
wykorzystaniem ustalonych linii komoérek nerwowych i mig§niowych, poniewaz nie prowadza one do
rozwoju faktycznych struktur uktadu nerwowego, a problem badania zachowania i lokomocji wymaga
badania organizmu systemowo, co mozna osiggna¢ jedynie w badaniach in vivo. Do proponowanych
badan potrzebny jest organizm modelowy, ktory jak najwierniej odzwierciedla synapsy osrodkowego i
obwodowego ukladu nerwowego u cztowieka. Najbardziej zblizona zaréwno morfologicznie jak i
molekularnie do synaps czlowieka jest synapsa nerwowo-mig$niowa u myszy, ktéra znaczaco rozni si¢
od tych u bezkregowcow.

OGRANICZENIE:

Wielkos$¢ grup eksperymentalnych zostata ustalona w oparciu o wczesniejsze do§wiadczenie pracy z
myszami oraz na podstawie wytycznych statystycznych. W naszych do$wiadczeniach planujemy
wykorzysta¢ jak najmniejszg liczbe zwierzat, zatem ze wzgledu na tagodna kategorie inwazyjnos$ci
czynno$ci 1 oraz 2 Procedury 1, a takze czynno$ci 1, 2 oraz 3 Procedury 2 uzyjemy tych samych
osobnikow do dwoch (Procedura 1) lub trzech (Procedura 2) réznych testow. Zaplanowane
eksperymenty wykonamy na jak najmniejszej liczbie zwierzat, ale wystarczajacej aby uzyskac istotne
statystycznie wyniki.

UDOSKONALENIE:

W testach behawioralnych uzyjemy procedur, czynno$ci ktére zapewnia jak najwickszy komfort i
bezpieczenstwo dla zwierzecia. Do klatek domowych zwierzat dodawane beda przedmiot
wzbogacajace srodowisko, umozliwiajace budowe gniazda 1 zabawg. Automatyczny zapis wynikow
testow Otwartego Pola oraz testu Uniesionego Labiryntu Krzyzowego ograniczy kontakt badacza ze
zwierzeciem, a co za tym idzie zminimalizuje stres myszy. Z uwagi na zachowanie dobrej ogdlnej
kondycji 1 stanu zdrowia zwierzecia uwzglednimy przynajmniej 7 dniowg przerwe pomigdzy
przeprowadzonymi testami. Wszystkie do§wiadczenia beda przeprowadzone przez doswiadczonych
badaczy z jak najwigksza dbatoscig o komfort zwierzat.







