NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie roli czynnika transkrypcyjnego TCF7L2 w rozwoju mysich astrocytéow

przy uzyciu techniki edytowania genomu opartej na systemie Cre-loxP zaleznej od tamoksifenu
2.Czas trwania projektu 15.01.2019- 31.12.2023 (5 lat)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) astrocyty; astrogeneza; czynniki transkrypcyjne, TCF7L2
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 sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow 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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, 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.

Celem naukowym zaplanowanych przeze mnie dos$wiadczen jest wyjasnienie roli jednego z
najwazniejszych w rozwoju organizmu szlaku sygnalizacyjnego - WNT/Bkatenina w funkcjonowaniu
astrocytow. Szczegdtowym celem jest ustalenie roli efektora tego szlaku - czynnika transkrypcyjnego
TCF7L2. Wylaczenie wspomnianego czynnika bedzie prowadzi¢ do zmian ekspresji gendw w
astrocytach. W zwigzku z tym, ze w zaplanowanych do$wiadczeniach wylgczenie Tcf712 nastapi
wylgcznie w astrocytach, pozostate komoérki organizmu nie zostang zmodyfikowane. Nie wptynie to na
rozwQj zwierzecia tj. innych narzagdoéw oraz uktadéw np. uktadu naczyniowego etc. Zatem eksperyment
nie bedzie prowadzil do dyskomfortu oraz stresu u zmodyfikowanych zwierzat. Jedynym organem na
ktory wplyw bedzie mie¢ wspomniana modyfikacja bedzie mdézg. Mozliwe jest, ze zmienione astrocyty,

bedg wpltywaé na neurony inaczej niz u myszy kontrolnych. Nie powinno jednak prowadzi¢ to do




systemowe]j zmiany funkcjonowania mozgu a wigc skutkowaé stresem lub dyskomfortem uzytych w
doswiadczeniu zwierzat.

W zwigzku z tym, ze planuj¢ wylaczy¢ Tcf712 na roznych etapach rozwoju oczekuje, ze
ekspresja roznych gen6w zostanie zmieniona na réznych etapach rozwojuDowiem si¢ dzieki temu jaka
role czynnik ten, a posrednio caly szlak WNT/Bkateninam, petniom w astrocytach na wszystkich
etapach rozwoju mysiego moézgu. Ze wzgledu na molekularne i morfologiczne podobienstwo miedzy
mysimy i ludzkimi astrocytami mozna wnioskowaé, ze rola biatka TCF7L2 w astrocytach u myszy
bedzie podobna do roli TCF7L2 u ludzi. Zatem korzysci, jakie przyniesie moj projekt dla rozwoju nauki
to zrozumieniu podstaw procesu astrogenezy nie tylko u myszy ale szerzej u ssakow, w tym cztowieka.

To z kolei moze przyblizy¢ nas do opracowania terapii choréb zaleznych od dziatania astrocytow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus Musculus (804 osobniki).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy oraz planujac opisane procedury przeszukalem istniejaca
literatur¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym. W tym celu wykorzystatem dostepne artykuty
naukowe w bazach danych PUBMED oraz ScienceDirect.

Uzyte stowa kluczowe: Astrocytes, TCF7L2; TCF7L2 knockout; mental disorders; astrocytes
psychiatric disorders, astrocyte differentiation.

Na podstawie istniejagcej literatury mozna stwierdzi¢, ze w przebiegu chordb
neurodegeneracyjnych i1 psychicznych obserwuje si¢ patologiczne zmiany w astrocytach. Przykladem
takich zaburzen jest zaobserwowana w chorobie Alzheimera atrofia astrogleju, skutkujagca m. in
zaburzeniem przekaznictwa synaptycznego 1 homeostazy neurotransmiterow u chorych, a w
konsekwencji $§miercig neuronow. Wiele badan wskazuje takze na wynikajacy z zaburzen réznicowania

1 proliferacji astrocytow rozwojow najczgstszych nowotwordw ukladu nerwowego - gwiazdziakow. W

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




perspektywie, wiedza wynikajaca z moich badan moze poprowadzi¢ do lepszego zrozumienia etiologii
tych zaburzen i opracowania metod ich zapobiegania i leczenia.

Mimo krytycznego znaczenia astrocytow, w porOwnaniu z mechanizmami regulujgcymi
procesy neurogenezy i oligodendrogenezy, mechanizmy koordynujace ich réoznicowanie sg bardzo stabo
poznane. Dopiero w ostatnich kilku latach podjeto intensywne badania zmierzajace do identyfikacji
czynnikéw transkrypeyjnych kontrolujgcych kolejne stadia rozwoju astrocytéw. Analiza dostepnych baz
danych o ekspresji gené6w w astrocytach oraz wlasne badania wstgpne pozwolity mi na postawienie
hipotezy, ze w astrogenez¢ zaangazowane sg czynniki transkrypcyjne z rodziny LEF1/TCF do ktorych
nalezy czynnik TCF7L2. Celem niniejszego projektu jest weryfikacja tej hipotezy

Dostepna literatura wskazuje na Tcf712 jako gen ryzka cierpigcych na takie choroby
psychiczne jak depresja czy schizofrenia. Niemniej jednak wiedza na temat udzialu zarowno szlaku
WNT/Bkatenina oraz wspomnianego genu jest fragmentaryczna. Moje wstepne wyniki oraz dostepne
dane literaturowe wskazuja, ze proces astrogenezy takze moze by¢ regulowany i koordynowany przez
wspomniany czynnik transkrypcyjny. Przeprowadzone profilowania transkryptomu ludzkich astrocytow
wykazaly, ze poziom ekspresji Tcf712 rosnie po urodzeniu. W przeprowadzonych przez siebie badaniach
wykazatem, ze na etapie specyfikacji komorek neuroepitlialnych poziom biatka TCF7L2 rosnie oraz
utrzymuje si¢ na wzglednie wysokim poziomi w dojrzatych astrocytach. Zaobserwowalem rowniez, ze
myszy pozbawione Tcf712 we wszystkich komdrkach organizmu (tzw. catkowity nokaut) maja znacznie
nizszy poziom gtownego markera astrocytow - biatka GFAP oraz nizsza intensywnos$¢ jego barwienia
immunohistochemicznego w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Wyniki te sugerujg znaczne zaburzenia
W procesie roznicowania astrocytoéw u myszy pozbawionych Tcf712. Zatem mozliwe jest, Zze odpowiedni
poziom czynnika TCF7L2 na réznych etapach astrogenezy jest konieczny aby proces ten mogt
przebiegac¢ prawidtowo

Majac na uwadze dobrostan zwierzat bedziemy stosowali zasad¢ 3 R. Ma to na celu mozliwie jak
najwigksze zredukowanie liczby uzytych zwierzat oraz zminimalizowanie ich cierpienia i dyskomfortu
w trakcie trwania proponowanych procedur doswiadczalnych. Ze wzgledu na cel badawczy nie mozna
zastgpi¢ modeli zwierzgcych metodami in vitro takimi jak hodowle komodrkowe czy tkankowe. Mato
uzytecznym jest wykorzystanie ustalonych linii komoérek astrocytarnych ze wzgledu na brak kontekstu
tkankowego. Astrocyty m.in. reguluja poziom neuroprzekaznikdéw w synapsach neuronalnych, w
hodowlach nie jest to mozliwe. Ponadto, rozwoj astrocytow nie jest mozliwe u zwierzat bezkregowych

dlatego, ze wyksztatcony u nich uktad nerwowy jest zbyt prosty 1 nie ma odniesienia do uktadu zwierzat




kregowych. Przeprowadzone z wykorzystaniem takich modeli eksperymenty miatyby bardzo malg
wartoSc poznawcza 1 stabe, jesli w ogole, przelozenie na rozwdj mozgu i astrocytow u ssakow.
Zaplanowane w badaniach myszy jako modelu zwierzgcego jest optymalnym rozwigzaniem m. in ze
wzgledu na molekularne ale takze i anatomiczne podobienstwo migdzy mysimy i ludzkimi astrocytami.
TCF7L2 wystepuje zaréwno w komorkach neuroepitelialnych ludzkich oraz mysich. Podobnie,
roznicujace astrocyty oraz dojrzate komorki réwniez charakteryzuja si¢ ekspresja Tcf712. Rezultaty
przeprowadzonych badan pozwola z wicksza pewnoscia przetozy¢é wnioski ptynace z doswiadczen na
myszach na mechanizmy molekularne i biochemi¢ moézgu ludzkiego.

Wykorzystanie techniki edytowania genomu opartej na systemie Cre-loxP zaleznej od
tamoksifenu jest jedng z najcze$ciej wykorzystywanych obecnie technik manipulacji genetycznej.
Pozwala ona na przeprowadzenie doktadnie tej samej procedury tj. wstrzyknigcia tamoksifenu myszom
kontrolnym i eksperymentalnym w obrebie tego samego miotu. Pozwala to na ograniczenie do minimum
zmiennno$ci technicznej migdzy grupa eksperymentalng a kontrolg. Technika ta, pozwala ponaddto na
uzyskanie myszy z tkankowo-specyficznym nokautem genu Tcf712 jednocze$nie obnizajac do minimum
prawdopodobienstwo letalnego fenotypu.

Wszystkie osoby wykonujace procedurg iniekcji tamoksifenu zostang uprzednio przeszkolone z
przeprowadzania zastrzyku przez osoby posiadajagce w tym zakresie stosowne doswiadczenie

praktyczne.

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

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




