NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: ,,BADANIE PODATNOSCI NA EPILEPTOGENEZE U MYSZY Z NADPRODUKCJA LUB
WYCISZENIEM BIAtKA CD44”

2. Czas trwania projektu: 5 lat
3. Stowa kluczowe: CD44, astrocyty, epilepsja, epileptogeneza 4. Cel projektu (art. 3 ustawy): A —

badania podstawowe

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku

. Badania z zakresu medycyny sgdowej

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

mm g 0O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkdw spozywczych, pasz lub innych substancji lub produktéw, lub
badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

@

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego
H. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic 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 stéw, tekst musi by¢ zrozumiaty
dla niespecjalisty.

Celem naukowym doswiadczenia jest sprawdzenie podatnosci zwierzat transgenicznych, wykazujgcych i)
nadprodukcje lub ii) wyciszenie genu CD44 w astrocytach, na czynniki wywotujgce drgawki oraz do rozwiniecia w
ich efekcie epilepsji (badania podstawowe, uktad nerwowy). Btonowe biatko CD44 jest receptorem dla gtéwnego
sktadnika macierzy zewnatrzkomdrkowej w mozgu - hialuronianu, regulujgcym procesy plastycznosci
strukturalnej i funkcjonalnej. Ulega ono ekspresji w neuronach i gleju, a jego poziom znaczgco wzrasta w
,reaktywnych” astrocytach w procesach patologicznych zachodzgcych w mdzgu, m.in. w epilepsji. Jednakze,
pomimo wysokiego poziomu ekspresji CD44 w ,,reaktywnych” astrocytach, rola jaka odgrywa w tych komdrkach
w epileptogenezie jest praktycznie nieznana.

Punktem wyjscia w projekcie jest model mysi wykorzystujgcy system Cre/lox, w ktérym rekombinaza Cre,
dostarczana endo- lub egzogennie, rozpoznaje sekwencje loxP (otaczajgce docelowy fragment genomu) i wycina
znajdujacy sie miedzy nimi gen/fragment genu DNA. Tak powstaje regulowany w czasie i przestrzeni knockout
danego genu lub jego nadekspresja (w przypadku aktywacji przez Cre rekombinaze wprowadzonych dodatkowych
kopii genu).

Na pierwszym etapie u myszy transgenicznych indukowana bedzie nadprodukcja (CD44-OE) lub wyciszenie (CD44-
KO) biatka CD44. Nastepnie, po okresie rekonwalescencji, poréwnana zostanie aktywnos$¢ madzgdéw myszy
kontrolnych oraz myszy z modyfikacjg w genie CD44, CD44-OE oraz CD44-KO, po podaniu zwigzku wywotujgcego
drgawki — kwasu kainowego. Dodatkowo, mdzgi myszy usmierconych po zakonczeniu monitorowania aktywnosci
epileptycznej zostang poddane analizie morfologicznej w celu dokonania korelacji miedzy zmianami
elektrofizjologicznymi i strukturalnymi (na poziomie komdrkowym i subkomérkowym) w madzgach badanych
osobnikéw. Uzyskane wyniki mogg wnies¢ znaczacy wkiad w poszerzenie wiedzy na temat komérkowych i
molekularnych podstaw epileptogenezy.



6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W DOSWIADCZENIU

Liczba zwierzat: 90 osobnikéw na linie (2 linie) —w sumie 180
Gatunek: mysz, tto genetyczne C57BL/6J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych: PUBMED; Google Scholar; Web of Science (JCR).

Wykorzystatam stowa kluczowe: CD44/astrocyty/epilepsja/epileptogeneza Na

podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, iz ze wzgledu na widoczng
immunoreaktywnos¢ CD44 w hipokampie po indukcji status epilepticus (SE), biatko to jest Scisle
zaangazowane w proces epileptogenezy. W badaniach z zastosowaniem pilokarpiny (substancji podobnej
w dziataniu do kwasu kainowego) biatko CD44 wykazywato wysokg nadprodukcje w zakrecie zebatym
hipokampa w trakcie SE (Borges et al. 2004). Dodatkowo, badania nad urazowym uszkodzeniem mézgu,
bedacym czesto bezposrednig przyczyng epileptogenezy, pokazaty, iz CD44 jest: i) jednym z gendw
wykazujgcych wysoce podwyzszong ekspresje w patologicznych stanach pourazowych oraz ii) jednym z
potencjalnych celdw terapii po urazach mézgu (Lipponen et al. 2016).

B. Brak jest danych dotyczacych wykorzystania transgenicznego modelu mysiego z modyfikacjami w obrebie
genu CD44 do badania zmian zachodzacych w hipokampie w trakcie SE. Brak jest réwniez badan, ktére
pokazywatyby w jaki sposdb biatko CD44 wptywa na podatnos¢ na epileptogeneze.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku scharakteryzowania roli biatka CD44 w
procesie epileptogenezy.

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy, ktéra w przysztosci moze pomdc w formutowaniu nowych kierunkéw
terapeutycznych odnoszacych sie do epilepsji oraz jednostek jej towarzyszgcych.

Zachowujgc wprowadzong w 1959r. przez W. Russela i R. Burcha zasade 3R uzasadniam podjete we wniosku
wybory dotyczgce tematyki, modelu i procedur:

ZASTAPIENIE

Ze wzgledu na ztozonos¢ procesu epileptogenezy, jako zaburzenia funkcji dziatania catego mdzgu, nie jest mozliwe
zastgpienie proponowanego modelu mysiego zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego, ani tez
modelami in vitro (hodowle tkankowe/komadrkowe).

OGRANICZENIE

W celu spetnienia ,zasady ograniczenia”, liczba zwierzat planowanych do wykorzystania w eksperymencie zostata
zredukowana do koniecznego minimum. Na grupe eksperymentalng przewidziano 15 zwierzat. Jest to liczba
okreslona przez statystyczne minimum (10) powiekszona o dodatkowe zwierzeta (5) po uwzglednieniu
zwiekszonej $miertelnosci zwigzanej z zabiegami operacyjnymi, podaniem kwasu kainowego (40-50%) oraz
implantacji elektrod (10%) w gtebokiej narkozie. Wybrana wielko$¢ grupy pozwoli na wiarygodng analize
statystyczng i weryfikacje postawionego problemu badawczego. W przypadku uzyskania nizszej Smiertelnosci w

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



grupie okreslonej przez minimum statystyczne, dodatkowe zwierzeta nie bedg wykorzystane w procedurach.
Dodatkowo, w celu uzyskania jak najwiekszej liczby informacji przy uzyciu tej samej liczby zwierzat, po zakoriczeniu
wszystkich procedur tkanka zwierzat bedzie pobrana do analizy immunohistochemicznej. UDOSKONALENIE
Nadrzednym celem jest ograniczenie cierpienia i stresu zwierzat, zwigzanego z przeprowadzanymi procedurami.
Czynniki, ktore moga by¢ dla zwierzat, mozliwym do zredukowania, zréodtem dyskomfortu, to zabieg operacyjny
oraz odseparowanie od stada. Udoskonaleniem w tej materii bedzie podawanie, zgodnych z powszechnie
przyjetymi normami weterynaryjnymi, srodkéw usypiajgcych (Ketamina/Medetomidyna), przeciwzapalnych i
usmierzajgcych bdl $réd- i pooperacyjny (Butomidor, Tolfine). Ponadto, zwierzeta farmakologicznie
wyprowadzane z narkozy (Revertor) przetrzymywane beda do czasu catkowitego wybudzenia na ptytce grzejne;j.
Nastepnie, na czas rekonwalescencji, odktadane beda do klatek o wzbogaconym srodowisku, umozliwiajgcym
budowanie gniazda (chusteczki, skompresowane bawetniane ptatki/wateczki) i zabawe (drewniane koteczki).
Dodatkowo klatki, w ktorych zwierzeta bedg przetrzymywane majg transparentne Scianki, co umozliwi kontakt
wzrokowy z innymi osobnikami. Kolejnym dziataniem zmniejszajgcym stres zwierzat bedzie przestrzeganie
ograniczonej, do eksperymentatora i opiekuna, liczby oséb pracujacej z badanymi zwierzetami.

Przy wyborze modelu sposobu podawania kwasu kainowego zdecydowano sie na bezposrednie dohipokampalne
iniekcje stereotaktyczne w petnej narkozie, co ogranicza dziatanie konwulsantu do docelowej struktury i jest
zwigzane ze zmniejszeniem cierpienia, efektéw ubocznych oraz znacznie ogranicza smiertelnos¢ zwierzat.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywnga?
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy 0O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

O NIE

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



