NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Badanie wptywu szlaku mTOR na pamig¢é¢, uczenie si¢ 1 zachowanie

spoteczne danio prggowanego z wykorzystaniem analizy behawioralne;.
2. Czas trwania projektu: 26/04/2017-25/04/2021

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) danio pregowany/rozwoj

embrionalny/autyzm/uktad nerwowy/mTOR
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 warunkow 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 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Glownym celem proponowanych badan podstawowych jest analiza wpltywu szlaku
mTOR na zachowania spoleczne oraz na procesy uczenia si¢ 1 pami¢ci u danio pregowanego.
Funkcja biatka mTOR w neuronach jest cz¢§ciowo poznana. Wiadomo, Ze biatko to uczestniczy
w procesach proliferacji, migracji i réznicowania neurondw, a jego brak lub nadmierna aktywacja
prowadza do stanow patologicznych. Myszy bez biatka mTOR umierajg we wczesnym rozwoju
zarodkowym.. Z kolei mutacje w genach kodujacych biatka TSC1 lub TSC2, ktére tworza
kompleks hamujacy aktywno$¢ biatka mTOR, prowadza do stwardnienia guzowatego u
cztowieka. W chorobie tej dochodzi do nadmiernej aktywacji szlaku mTOR, a gléownymi

objawami sg epilepsja, autyzm oraz niepelnosprawnos¢ umystowa. W jaki sposob dochodzi do



rozwoju tych symptomow (link miedzy nadmierng aktywnoscia mTORa a danymi fenotypami na
poziomie zachowania) jest nieznane. Dlatego tez chcielibySmy poczatkowo sprawdzié, czy nasze
modele nasladuja te symptomy, a nast¢pnie wykona¢ analiz¢ behawioru i zinterpretowaé wyniki

w kontekscie (czeSciowo) otrzymanych juz przez nas fenotypow molekularnych i komérkowych.

Dane uzyskane dzigki temu projektowi beda zrodlem cennych informacji dla zrozumienia
mechanizméw rozwoju neurondOw kontrolowanych przez biatlko mTOR na poziomie
behawioralnym. Wiedza zdobyta z analizy poréwnawczej pomi¢dzy mechanizmami u ryby danio
pregowanego i u czlowieka otworzy nowe kierunki badan obejmujace danio prggowanego jako
model stwardnienia guzowatego lub nawet autyzmu u ludzi, przyczyniajac si¢ do rozwoju

diagnostyki 1 metod leczenia tych chordb.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

7470 larw z gatunku Danio pregowany (lac. Danio rerio)
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA |
UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejagcg wiedze¢ w zakresie objetym

whnioskiem badawczym w bazach danych: PUBMED, ScienceDirect, Web of Science (JCR).

3R: zamiana na inny model (replacement)

Nasze wcze$niejsze badania opieraja si¢ o model danio pregowanego, gdyz wyciszenie genu
mTOR jest letalne w innych modelach krggowcoéw (mysz, szczur). Z tego tez powodu
chcielibySmy kontynuowa¢ nasze badania na tym samym modelu. Testy lokomotoryczne
wykonujemy na larwach do 5 dnia po zaptodnieniu, poniewaz motoryka rozwija si¢ szybko w
larwach ryby. Na podstawie analizy istniejacej literatury wynika, Ze procesy uczenia si¢ 1 pamigci
[Andersson et al. 2015] oraz zachowania spoleczne [Dreosti et al. 2015] ksztattuja si¢ pézniej w
rozwoju larwalnym danio pregowanego, dlatego tez testy behawioralne musza zosta¢ wykonane
na starszych rybach. Z tego powodu zamiana na inne, mtodsze larwy (do 5 dnia po zaptodnieniu)

jest niestety niemozliwa.

3R: minimalizacja liczby zwierzat (reduction)



Ryby beda genotypowane na wczesniejszym stadium rozwoju (4 dni po zaptodnieniu, z
uzyciem anestezji MS-222), co bedzie skutkowalo mniejsza ich liczba (pewniejsze pokrycie
genotypow). Mendlowski rozklad genotypow wynosi % typow dzikich i homozygot oraz 'z
heterozygot. Gdyby do eksperymentu brac larwy losowo, bez wczesniejszego genotypowania,
pokrycie genotypow w eksperymencie nie byloby roéwnomierne. Dodatkowo, z naszych
doswiadczeh wynika, ze ryby homozygotyczne TSC2"24#242 g5 r7adkie (5-10%). Przyzyciowe
genotypowanie na wczesniejszym stadium rozwoju pozwoli uwzglednic réwnomierny rozktad
genotypow (réwne n dla wszystkich genotypdw), co pozwoli na redukcje liczby zwierzat uzytych

w doswiadczeniu.
3R: minimalizacja dyskomfortu zwierzat (refinement)

Ryby be¢da hodowane razem do momentu osiggnigcia wieku potrzebnego do danej
procedury. Beda karmione codziennie, woda bedzie zmieniana codziennie. Procedury beda
przeprowadzane na osobnych rybach, minimalizujac dyskomfort. Kazda procedura konczy sie¢
znieczuleniem ryby (80 mg/l MS-222) oraz eutanazja poprzez przedawkowanie s$rodka
znieczulajacego (200-300 mg/l MS-222).

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozszerzenie wiedzy na temat
udziatu szlaku mTOR w regulacji zachowan spotecznych (w kontek$cie autyzmu) oraz uczenia
si¢ 1 pamigci (w kontekscie poprawnego funkcjonowania ukltadu nerwowego oraz

niepetnosprawnosci intelektualnej).



