NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt Badanie roli inhibicji MMP-9 w plastycznosci synaptycznej w modelu in vivo

Czas trwania projektu 15.04.2017 - 31.07.2021

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) MMP-9, plastyczno$é¢ synaptyczna, przejSciowa

aktywnos¢ enzymatyczna, warunkowanie klasyczne
3.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 produktéw leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktow, lub badan ich jakos$ci, skuteczno$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 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem naszego projektu jest przeprowadzenie badan podstawowych, dazacych do pelnego
zrozumienia mechanizmu dziatania oraz funkcji metaloproteazy macierzy zewnatrzkomorkowej-9 (MMP-
9) w procesach fizjologicznej plastycznosci synaptycznej do jakiej dochodzi podczas procesu uczenia W
modelach in vivo. z wykorzystaniem specjalnie do tego celu skonstruowanego biosensora.

Wczesniejsze wyniki badan naszej grupy wskazuja, ze MMP-9 odgrywa kluczowsg role w regulacji
strukturalnej i1 funkcjonalnej plastycznosci synaptycznej, (ktora lezy u podstaw uczenia si¢ i pamigci)
poprzez wptyw na strukture i funkcj¢ kolcow dendrytycznych, tworzacych synapsy. Dodatkowo,
pokazaliSmy ze aktywnos¢ proteolityczna MMP-9 jest kontrolowana przez jej endogenny inhibitor oraz,
ze kontrola ta jest niezbedna do prawidtowych proceséw plastycznosci synaptyczne;.

W naszym laboratorium stworzyliSmy nietoksyczny, zakotwiczajacy si¢ w btonie komorkowej biatkowy
sensor aktywnosci proteolitycznej MMP-9. Sensor bazuje na zjawisku FRET (Forster Resonance Energy
Transfer) dlatego mozliwy jest pomiar kinetyki aktywnosci proteolitycznej MMP-9 z duza precyzja
czasowag I przestrzenng. Za pomocg tego sensora chcemy zbada¢ dynamike aktywnosci MMP-9 in vivo w
modelu plastycznos$ci synaptycznej.



Aby zrealizowaé cele badawcze planujemy wykorzysta¢ myszy szczepu C57Bl/6 typu dzikiego oraz
zwierzeta transgeniczne. U myszy indukowany bedzie proces uczenia si¢ z wykorzystaniem modelu
warunkowania klasycznego. Za pomocg planowanych procedur chcemy okreslic role aktywnosci
proteolitycznej MMP-9 w plastyczno$ci synaptycznej in Vivo.

Przypuszczamy, ze model uczenia si¢ doprowadzi do aktywacji MMP-9 w przypadku zwierzat
transgenicznych i/lub zwigkszenia ilosci aktywnego MMP-9 wydzielanego przez zwierzgta dzikie.
Zbadamy wtedy substraty ktore tnie MMP-9. Powigzanie wynikow badan behawioralnych
biochemicznych jak i obrazowania pozwoli nam lepiej zrozumie¢ mechanizmy fizjologicznej
plastycznosci neuronalnej i okreslenia roli $ciezki sygnatowej uruchamianej przez MMP-9 i jej substraty.

Procedury zawarte w naszym wniosku, w szczeg6lnosci zabiegi chirurgiczne przeprowadzane na
otwartym mozgu, moga prowadzi¢ do mechanicznych uszkodzen mézgu, pojawienia si¢ stanu zapalnego
w obrebie uktadu nerwowego czy powstawania infekcji ran pooperacyjnych. W rzadkich przypadkach
powikltania pojawiajace si¢ w trakcie operacji lub po jej zakonczeniu moga prowadzi¢ do zejscia
zwierzgcia. Ryzyko jakichkolwiek uszkodzen bedzie jednak minimalizowane w trakcie 1 po zakonczeniu
procedur przez stosowanie srodkéw farmakologicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W planowanym doswiadczeniu uwzgledniajac prawidlowosci statystyczne planujemy
wykorzysta¢ 50 myszy C57BI/6 dzikich, 50 myszy z nokautem genu MMP-9 oraz 50 myszy z
nadekspresja genu MMP-9.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1
UDOSKONALENIA

Opisywany powyzej projekt jest drugim etapem prowadzonych przez nas badan. W pierwszym wszystkie
testy prowadzone zostaty na liniach komérkowych, a nastepnie na neuronalnych hodowlach pierwotnych
(dane nie publikowane). Dopiero po uzyskaniu pozytywnych wynikdw i opracowaniu wszelkich
niezbednych narzgdzi zaczelismy planowac procedury z wykorzystaniem modeli zwierzecych.

Liczba zwierzat potrzebna do przeprowadzenia planowanych badan zostata ograniczona do niezbgdnego
minimum pozwalajacego na uzyskanie rzetelnych wynikéw. Ponadto nasz projekt ma na celu ustalenie
warunkoéw eksperymentéw z wykorzystaniem biosensora aktywnosci MMP-9 i w ten sposob nasze
pionierskie badania przyczynia si¢ do ograniczenia liczby zwierzat i pierwotnych hodowli neuronalnych w
kolejnych projektach. Dodatkowo, opracowany w naszym laboratorium konstrukt genetyczny kodujacy
biosensor w wektorze wirusowym nie wymaga tworzenia genetycznie modyfikowanej linii zwierzat,
poniewaz po drobnej modyfikacji mozna go wprowadzi¢ w dowolny narzad lub tkanke zwierzecia w
kazdym stadium rozwoju.

Aby w najwyzszym mozliwym stopniu ograniczy¢ dyskomfort oraz cierpienie zwierzat zwigzane z
prowadzonymi na nich zabiegach, podczas kazdej z procedur zwracaliémy uwage na zapewnienie im
wszelkich mozliwych udogodnien.



Powazny zabieg zwigzany z wprowadzeniem wektora wirusowego AAV z konstruktem genetycznym
prowadzony bedzie w pelnej narkozie wraz ze $rodkami znieczulajacymi (pod wptywem izofluranu
zwierzgta $pig, ale dalej moga odczuwac bol dlatego na czas operacji zostanie im podany Butomidor).

Po operacji zwierzeta zostang umieszczone w czystych klatkach i do momentu wybudzenia si¢, beda
ogrzewane za pomoca poduszki elektrycznej. Po zabiegu zwierze moze mie¢ stan zapalny i bole
pooperacyjne, dlatego na koniec operacji zwierzetom podany zostanie Tolfedine, ktory jest lekiem
przeciwzapalnym, przeciwgoraczkowym i przeciwbolowym. Podawanie tego leku moze zostaé
przedtuzone na kolejne 3 dni po operacji, zeby zwierze bezbolesnie dochodzito do siebie.

W celu wyeliminowania agresji pomiedzy osobnikami po operacji zwierzgta trzymane beda pojedynczo w
klatkach domowych.



