NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projekt: Funkcja biatka PML i ciatek jadrowych PML w zakrgcie zgbatym hipokampa dorostych myszy
z nadekspresja badz wyciszeniem (knock-out) genu PML.

2.Czas trwania projektu: 3 lata
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): PML, nadekspresja, knock-out, Cas9, mysz
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych): A

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

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow 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.

Biatko PML jest istotnym regulatorem neurogenezy w zyciu zarodkowym zwierzat. Wiadomo réwniez, ze biatko
PML ulega ekspresji w mozgu dorostej myszy tworzac charakterystyczne sferyczne ciatka jadrowe, zwane ciatkami
PML. Mimo tego, rola PML w ukladzie nerwowym doroslych zwierzat nie zostala jak dotad dobrze poznana.
Opisane w literaturze wyniki badan oparte sg na do§wiadczeniach przeprowadzonych na myszach z konstytutywng
forma (tj. obecng od poczatku zycia) genu PML, a jako ze biatko PML jest jednym z kluczowych regulatorow
rozwoju mézgu w stadium embrionalnym, i jego brak jest przyczyna zaburzen prawidtowej neurogenezy, takie
zwierzgta nie sg odpowiednim modelem do zrozumienia roli biatka PML w dojrzatym uktadzie nerwowym. Z
powyzszych powodow glownym celem projektu jest zbadanie funkcji biatka PML i ciatek jadrowych PML w
zakrecie zgbatym hopokampa dorostych myszy. W naszym projekcie skupiamy si¢ przede wszystkim na zmianach
plastycznosci neuronalnej wywotanej wprowadzanymi modyfikacjami genu PML. Takie podej$cie badawcze
pozwoli na uzyskanie wiarygodnych wynikow. Korzysci wynikajace z przeprowadzonych do$wiadczen
to wyjasnienie roli biatka PML w zakrecie zebatym hipokampa. Spodziewamy si¢, ze PML moze mie¢




istotny wptyw w procesie uczenia si¢ 1 pamieci bedgcym waznym i ztozonym mechanizmem niezbgdnym
do prawidlowego funkcjonowania uktadu nerwowego.

W projekcie istnieje ryzyko wystgpienia szkod u wykorzystywanych zwierzat, ktore gtdéwnie zwigzane sa
z powiktaniami pooperacyjnymi domozgowego wstrzykiwania wirusow AAV. Zdarza si¢, ze myszy zle
reaguja na stosowane anestetyki co taczy si¢ z problemami zwigzanymi z wybudzeniem (wielogodzinne
wybudzanie) si¢ po operacji, problemy z prawidtowym oddychaniem, brak koordynacji ruchowej/paraliz
mie$ni badz bardzo dtugim czasem rekonwalescencji uniemozliwiajacy samodzielne przyjmowanie wody
1 pokarmu. W przypadku braku skutecznosci w podejmowanych probach ratowania zwierzecia
(dodatkowe podawanie s$rodkow przeciwbolowych/przeciwzapalnych/antybiotykow) myszy beda

poddawane wczesniejszej eutanazji przy uzyciu izofluranu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy C57BL6/J grupa doswiadczalna + myszy C57BL6/J grupa kontrolna: 300 myszy (obie picie)
Myszy transgeniczne: C57BL/6N CRISPRC&YCreERT2 + C57BL /6N CRISPRC®%Cre: 300 myszy (obie plcie)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Biatko PML jest istotnym regulatorem neurogenezy w zyciu zarodkowym zwierzat. Wiadomo réwniez, ze biatko
PML ulega ekspresji w mozgu dorostej myszy tworzac charakterystyczne sferyczne ciatka jadrowe, zwane ciatkami
PML. Mimo tego, rola PML w ukladzie nerwowym doroslych zwierzat nie zostala jak dotad dobrze poznana.
Opisane w literaturze wyniki badan oparte sa na do§wiadczeniach przeprowadzonych na myszach z konstytutywna
forma (tj. obecng od poczatku zycia) genu PML, a jako ze biatko PML jest jednym z kluczowych regulatorow
rozwoju mézgu w stadium embrionalnym, i jego brak jest przyczyna zaburzen prawidtowej neurogenezy, takie
zwierzeta nie s3 odpowiednim modelem do zrozumienia roli biatka PML w dojrzalym ukladzie nerwowym. Z
powyzszych powodow gtdwnym celem projektu jest poznanie i opisanie funkcji biatka PML i ciatek jadrowych
PML w zakrecie zebatym hipokampa u dorostych myszy z nadekspresja badz wyciszeniem tego genu.

Zachowujac wprowadzona w 1959 roku, przez W. Russela i R. Burcha zasad¢ 3R uzasadniam podjete we
wniosku wybory dotyczace tematyki, modelu, procedur:

UDOSKONALENIE (ang. refinement) - Nadrzgdnym celem jest ograniczenie cierpienia i stresu zwierzat,
Zwigzanego z przeprowadzanymi procedurami. Czynniki, ktore moga by¢ dla zwierzat, mozliwym do
zredukowania, zrodtem dyskomfortu, to zabieg operacyjny oraz odseparowanie od stada. Udoskonaleniem w tej

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




materii bedzie podawanie odpowiednich, zgodnych z powszechnie przyj¢tymi normami weterynaryjnymi,
srodkow usypiajacych (Ketamina/Medetomidyna), przeciwzapalnych i usmierzajacych bol §rod- i pooperacyjny
(Butomidor, Tolfine). Ponadto zwierzgta farmakologiczne wyprowadzane z narkozy (Revertor) przetrzymywane
beda do czasu catkowitego wybudzenia na ptytce grzejnej. Nastepnie odktadane beda do klatek o wzbogaconym
srodowisku, umozliwiajgcym budowanie gniazda (chusteczki, skompresowane bawelniane ptatki/wateczki) i
zabawe (drewniane koteczki). Dodatkowo klatki, w ktorych zwierzeta beda przetrzymywane maja transparentne
$cianki, co umozliwi kontakt wzrokowy z innymi osobnikami. Kolejnym dzialaniem zmniejszajacym stres
zwierzat bedzie przestrzeganie ograniczonej, do eksperymentatora i opiekuna, liczby osob pracujacej z badanymi
zwierzetami.

ZASTAPIENIE (ang. replacement) — W celu uzyskania rzetelnych wynikow niezbedne jest przeprowadzenie
eksperymentu in vivo, poniewaz badania na hodowlach in vitro nie s w stanie odzwierciedli¢ zachodzacych zmian
podczas procesdw uczenia si¢. Model zwierzecy jest niezbedny do zaobserwowania zmian behawioralnych po
przeprowadzonych modyfikacjach jakimi sa: nadekspresja badz wyciszenie genu dla biatkka PML. Przed
rozpoczeciem doswiadczen in vivo, stosowane wektory wirusowe zawsze wezesniej sprawdzane sg na hodowlach
komoérkowych lub hodowlach neuronalnych in vitro.

OGRANICZENIE (ang. reduction) — Spetniajac “zasad¢ ograniczenia” zredukowana do koniecznego minimum
zostata liczba zwierzat planowanych do wykorzystania w eksperymencie. Wielko$¢ grupy pozwoli na wiarygodna
analize statystyczng i weryfikacje postawionego problemu badawczego. Po zakonczeniu doswiadczenia zwierzeta
zostang poddane humanitarnej procedurze eutanazji redukujacej stres i uczucie bolu.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
X NIE

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




