NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu:

,,Charakterystyka biochemiczna i behawioralna myszy z knock-outem transportera glutaminy SAT1”
2.Czas trwania projektu: 1 lipca 2019 r. — 31 grudnia 2020 r.
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): transporter glutaminy SAT1, Slc38al, pamig¢, padaczka

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie z ponizszych): A. Badania podstawowe

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

Myszy transgeniczne TgH(fISAT1)xTgH(Cre-ERT) (SAT1-KO) charakteryzuja si¢ catkowitym brakiem
(knock-outem) genu kodujacego transporter glutaminy SATI (Slc38al), ktory w modzgu wystepuje
gtéwnie na neuronach hamujacych (GABAergicznych) w moézgu. Szczep powstal w laboratorium Prof.
Farrukha A. Chaudhry (Institute of Basic Medical Sciences, University of Oslo) i zostat sprowadzony do
Zwierzgtarni IMDiIK PAN w 2017r., w ramach wspdlnego projektu badawczego NCBIR ,,Hepentrans”.
Szczep ten zostal jak dotad opisany w literaturze naukowej jeden raz, przez grupe autora myszy SATI1-
KO (Qureshi et al., 2019, Cereb Cortex): wyniki wskazuja na zaburzenia neurotransmisji
GABAEergicznej. Badania prowadzone przez Prof. Chaudhry w Norwegii oraz — po uzyskaniu zgody
Komisji — w Zaktadzie Neurotoksykologii beda pierwszymi na §wiecie badaniami z uzyciem tego
modelu zwierzecego. Celem proponowanych badan jest wigc scharakteryzowanie szczepu pod
wzgledem behawioralnym i1 biochemicznym. Z obserwacji prowadzonych podczas hodowli wynika, ze
myszy nie odbiegaja wygladem, zachowaniem, stanem zdrowia od myszy szczepu C57Bl, z ktorego si¢
wywodza. Zaklada si¢ jednak, ze biatko SATI, jako zaangazowane w cykl wymiany prekursorow
neuroprzekaznikbw miedzy neuronami a astrocytami, moze wpltywa¢ na neuroprzekaznictwo W
osrodkowym uktadzie nerwowym i petic¢ rolg¢ w mechanizmach uczenia si¢/pamigci. Aby wyjasnié role




biatka SAT1 w wymienionych procesach, proponuje si¢ przeprowadzenie nastepujacych testow
behawioralnych: basen Morrisa oraz labirynt krzyzowy podwyzszony. Ponadto, proponuje si¢
przeprowadzenie do$§wiadczenia majacego na celu zbadanie, czy niedobor biatka SATI wplywa na
przebieg epileptogenezy, gdyz zaklada si¢, ze niedobdr transportera SATI, skutkujagcy obnizeniem
przekaznictwa hamujacego (GABAergicznego) (Qureshi et al., 2019), a wigc uwrazliwiaé¢ zwierzgta na
czynnik indukujacy drgawki. Od zwierzat pobrane zostang rowniez tkanki (moézg, krew, watroba,
migsnie) do oznaczen biochemicznych wybranych parametrow zwigzanych z synteza i transportem
neuroprzekaznikdéw: glutaminianu i GABA.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa, szczep transgeniczny TgH(fISAT1)xTgH(Cre-ERT) (SAT1-KO), 88 sztuk, 20 — 24
tygodni, samce i samice

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac przedktadany projekt badawczy, sprawdzono stan istniejacej wiedzy w zakresie objetym
wnioskiem w bazach danych PUBMED, EBSCO, SCOPUS i Google Scholar, wykorzystujac stowa
kluczowe i frazy: glutamine transporter SAT1, Slc38al, mice knock-out, GABAergic neurones,
glutamine-glutamate cycle, pilocarpine mouse model, behavioural tests, Morris water maze, elevated
plus maze.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze:

A. Nieliczny nagromadzony materiat badawczy nt. SAT1 pozwala na stwierdzenie, ze rola SATI w
funkcjach osrodkowego uktadu nerwowego jest bardzo stabo poznana. Szczep ten zostat jak dotad
opisany w literaturze naukowej jeden raz, przez grup¢ autora myszy SATI1-KO (Qureshi et al., 2019,
Cereb Cortex): wyniki wskazuja na zaburzenia neurotransmisji GABAergicznej, co potencjalnie czyni
ten model uzytecznym do badania podtoza molekularnego padaczki

B. Brak jest danych dotyczacych uzycia proponowanego modelu w badaniu epilepsji: nie
przeprowadzono dotychczas zadnych tego typu badan na myszach z knock-outem SAT1, a model ten
dostepny jest jedynie w dwoch laboratoriach badawczych na $wiecie: w Oslo u Prof. Chaudhry oraz w
Warszawie, w Zaktadzie Neurotoksykologii.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejgcej] wiedzy w kierunku poznania roli SATI w
neuroprzekaznictwie i/lub w procesach zwigzanych z uczeniem si¢ 1 pamigcia

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na wykazaniu, ze SAT1 bierze udzial w mechanizmie
inicjowania/przebiegu stanu padaczkowego, przyczyni si¢ w znacznym stopniu do rozumienia
patomechanizmu padaczki, ktéra, ze wzgledu na zlozong etiologi¢, postepujacy charakter zmian

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




neurodegeneracyjnych oraz nierzadka lekooporno$¢, wcigz stanowi wyzwanie dla medycyny.

Planujac doswiadczenia, kierowano si¢ zasadg 3R (ang. replacement, reduction, refinement), dbajac o
polepszenie bytu i humanitarne traktowanie zwierzat do§wiadczalnych.

Replacement (zastgpienie)

Myszy z knock-outem SAT1 sg modelem unikalnym. Nie istnieje zaden model zastepczy, pozwalajacy
na ocen¢ wptywu deficytu SATI in vivo. Modele in vitro nie odwzorujg ztozonych funkcji wyzszych, tj.
poznawczych.

Reduction (redukcja)

Wobec braku odpowiednich modeli nie-zwierzecych postanowiono zrealizowa¢ plan badawczy z
wykorzystaniem najmniejszej z mozliwych liczby zwierzat, ktora zapewni osiagniecie celu badawczego
1 statystycznego. Przewidziano zastosowanie czulych i wiarygodnych testow behawioralnych, w celu
zminimalizowania rozrzutu w probach badawczych, co zmniejsza liczb¢ zwierzat niezbednych do
uzyskania wymaganej liczby powtdérzen. Doswiadczenia zaplanowano na obu plciach zwierzat, co jest
dopuszczalne w badaniach z uzyciem cennych zwierzat knock-outowych — zmniejsza to liczbg
hodowanych zwierzat o potowe. Ta sama grupa zwierzat zostanie wykorzystana w dwoch testach. Od
zwierzat planowanych do wykorzystania pobrane zostang nie tylko moézg, ale takze krew, mig$nie,
watroba, aby maksymalnie rozszerzy¢ zakres parametrow biochemicznych do analizy. Ponadto, tkanki
pobrane z kazdego zwierzecia bedg bankowane w zamrazarce niskotemperaturowej, co pozwoli na ich
wielokrotne uzycie.

Refinement (udoskonalenie)

Wykorzystywane zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, a metody
badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo
eliminowaty bol, cierpienie, dystres lub mozliwo$¢ trwatego uszkodzenia organizmu tych zwierzat.
Doswiadczenia behawioralne sg dla zwierzat catkowicie bezpieczne 1 nie generujg nadmiernego stresu —
zwierzgta szybko ucza si¢ odnajdywania platformy, wigc pozostaja w wodzie do kilkunastu sekund.
Dotozono wszelkich staran, aby maksymalnie ograniczy¢ cierpienia w trakcie wykonywanych
doswiadczen pilokarpinowych (procedura 2): zminimalizowano czas trwania procedury dotkliwej do 3 -
3.5 godzin (po uplywie tego czasu wszystkie zwierzeta zostang humanitarnie u§miercone), stan zwierzat
bedzie monitorowany na kazdym etapie doswiadczenia, aby ewentualnie przerwac cierpienie i dokona¢
eutanazji.

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




