NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Rola biatka CD44 produkowanego w astrocytach w rozwoju zachowan depresyjnych
2.Czas trwania projektu: do 31.05.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): CD44, astrocyty, depresja

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A. Badania podstawowe

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

mm O O W >

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

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

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

Depresja to najczestsza choroba psychiczna na $wiecie. Wigcej niz polowa pacjentdw jest oporna na
standardowg terapi¢ (1). Coraz wiecej badan wskazuje na kluczowy udzial komorek glejowych -
astrocytow w patogenezie depresji. U pacjentéw z depresja obserwuje si¢ spadek liczby oraz zmieniong
morfologie astrocytow (2). Eksperymenty na szczurach pokazuja, iz zablokowanie jednej z istotnych
funkcji tych komorek, tj. wychwytu glutaminianiu w szczelinie synaptycznej, jest wystarczajace, aby
wywota¢ zachowania depresyjne (3). Biatko CD44 jest transbtonowym receptorem hialuronianu, ktory
stanowi glowny sktadnik macierzy zewnatrzkomoérkowej w mozgu. Jednak rola CD44 w astrocytach w
mozgu pozostaje nieznana.

Badania wykazaly, ze ekspresja CD44 jest zmniejszona w mozgu samobojcoéw (4). Poziom biatka CD44
jest takze zmniejszony w ptynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow z epizodem depresyjnym (5). Ponadto,
gen CD44 zidentyfikowano jako mozliwy gen ryzyka w zachowaniach samobodjczych (6). Badania z
uzyciem myszy CD44 , knock-out” (brak biatka CD44 we wszystkich komodrkach organizmu), wykazaty,
zwiekszong podatno$¢ na zachowania lgkowe wywotane stresem u tych myszy w pordéwnaniu ze



zwierzetami o niezmienionym genotypie (7). Uzyskane dane wskazujg na wazng rolg CD44 w regulacji
zachowan depresyjnych, ale nie precyzuja, ekspresja CD44 w ktorym typie komorek w mozgu (neuronach
czy gleju) jest odpowiedzialna za ten efekt.

Celem naukowym doswiadczenia jest poznanie roli astrocytarnego bialka CD44 w patogenezie
depresji. Szczegotlowym celem jest sprawdzenie, czy zwierzeta transgeniczne, wykazujace
wyciszenie genu CD44 w astrocytach w hipokampie, wykazuja zwi¢kszone zachowania depresyjne
(badania podstawowe, uklad nerwowy). Do badan postuzymy si¢ mysimi modelami transgenicznymi
osobnikow z wyciszeniem genu CD44 w astrocytach, wykorzystujac system Cre/lox, w ktéorym
rekombinaza Cre pod kontrola specyficznego dla astrocytow promotora GFAP (wprowadzona egzogennie
z uzyciem wektora wirusowego AAV), rozpoznaje sekwencje loxP (otaczajace docelowy fragment
genomu) i wycina znajdujacy si¢ miedzy nimi gen/fragment genu DNA. Tak powstaje regulowany w
czasie i przestrzeni knock-out danego genu.

Na pierwszym etapie u myszy transgenicznych indukowane bgdzie wyciszenie (CD44-KO) biatka CD44.
Nastepnie, po okresie rekonwalescencji, za pomoca testéw behawioralnych (test preferencji sacharozy,
test wymuszonego plywania, test typu ,,Dark Light Box”) oceniany bedzie poziom zachowan
depresyjnych. Dodatkowo, mo6zgi myszy u$mierconych, po zakofczeniu monitorowania poziomu
depresji, zostang poddane analizie morfologicznej w celu dokonania korelacji migdzy zmianami
behawioralnymi i strukturalnymi (na poziomie komérkowym i subkomorkowym) w mézgach badanych
osobnikow. Uzyskane wyniki mogg wnies¢ znaczacy wktad w poszerzenie wiedzy na temat komorkowych
i molekularnych podstaw depresji.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Liczba zwierzat: 24

Gatunek: mysz, tto genetyczne C57BL/6J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA®

Sprawdzilem istniejacg wiedz¢ w zakresie objetym tematem badawczym, w bazie danych PUBMED.

Wykorzystatem nastepujace slowa kluczowe: ,rat”, ,,CD44”,  knock out”, ,depressive behavior”,
,depression”, ,,astrocyte”. Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze zgromadzone
dane literaturowe uzasadniajg przeprowadzenie planowanych badan, poniewaz jak dotychczas nie

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



wykazano w sposob jednoznaczny czy zachowania depresyjne u myszy u ktorych wyciszona zostanie
ekspresja genu kodujacego CD44 zwigzane sg z zaburzeniem dziatania komorek glejowych czy neuronow.

ZASADA ZASTAPIENIA Opisywany powyzej projekt jest drugim etapem prowadzonych przez nas
badan. W pierwszym wszystkie testy prowadzone byly najpierw in vitro na hodowlach komorkowych.
Dopiero po uzyskaniu wynikéw pozwalajacych stwierdzi¢, ze zmiana ekspresji genu kodujacego biatko
CD44 w astrocytach powoduje zaburzenia dziatania sieci neuronalnej, zacz¢liSmy planowac procedury z
wykorzystaniem modeli zwierzecych. Dla zbadania molekularnych mechanizméw odpowiadajacych za
zlozone zachowania niezbedne jest uzycie do badan zwierzat, ktéra maja ztozony uktad nerwowy, zdolny
do wytworzenia reakcji na r6znego rodzaju bodzce (wzbogacone §rodowisko, uczenie). Typ i charakter
badan wykluczaja mozliwos$¢ zastosowania badan w warunkach in vitro z wykorzystaniem ustalonych
hodowli komoérek nerwowych, poniewaz brak im kontekstu tkankowego, nie prowadza do rozwoju
faktycznych struktur uktadu nerwowego ani zlozonych mierzalnych reakcji behawioralnych.
Eksperymenty, ktére chcemy przeprowadzi¢, =zostang wykonane na myszach szczepu
C57BL/6(CD4411/11), ktére rutynowo stosowane sa w badaniach nad lekami przeciwdepresyjnymi jak i
procesami zachodzacymi podczas powstawania depresji (1).

ZASADA OGRANICZENIA Planuje si¢ wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat potrzebnych do
otrzymania zatozonych w projekcie danych dotyczacych zmiennosci w wyzej wymienionych grupach
zwierzat. Zmniejszenie liczby zwierzat moze skutkowaé brakiem wystarczajacych danych do analizy
statystycznej, co moze zawazy¢ na powodzeniu catego doswiadczenia (ilo$ci zwierzat zostaty wyliczone
zgodnie z prawidlowos$ciami statystycznymi jak w punkcie 6).

Zastosowane testy behawioralne zaplanowane sg w zakresie, ktory pozwala na uzyskanie maksymalnej
ilosci znaczacych danych przy najmniejszej mozliwej ingerencji w zachowania myszy.

ZASADA UDOSKONALENIA Aby w najwyzszym mozliwym stopniu ograniczy¢ dyskomfort zwierzat
zwigzany z prowadzonymi na nich procedurami, podczas kazdej z nich zwracamy uwage na zapewnienie
im wszelkich mozliwych udogodnien. Wszystkie czynno$ci zwigzane z iniekcja wirusowego wektora do
moézgu przeprowadzane sg3 w pelnym znieczuleniu z wykorzystaniem Srodkoéw przeciwbdlowych 1
przeciwzapalnych. Dodatkowo w poczatkowym okresie rekonwalescencji myszy otrzymuja dodatkowe
dawki Srodkéw przeciwzapalnych oraz przeciwbolowych w celu ograniczenia dyskomfortu
towarzyszacego rekonwalescencji po zabiegu. Przed procedurami behawioralnymi zwierzeta
przyzwyczajane sa do pomieszczenia do chowu oraz do obecnosci 1 dotyku eksperymentatora w celu
zminimalizowania moggacego pojawic si¢ stresu. W trakcie do§wiadczenia zwierzeta utrzymywane beda
w Srodowisku standardowym.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.
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