NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projekt: Tworzenie zwierzat transgenicznych poprzez transformacj¢ komorek rozrodczych
in vivo wektorem transpozonowym, za pomoca dwoch réznych metod 1) elektroporacji lub 2)

roztworu hipotonicznego.

2. Czas trwania projektu: 5 lat.

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): zwierzeta transgeniczne; wektor transpozonowy;

komorki rozrodcze; synapsa; choroby neurologiczne.

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A.

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

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

m m o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. 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.

Za podstawowe czynnosci naszego organizmu takie jak uczenie si¢, oddychanie czy lokomocj¢
odpowiedzialne sg synapsy zarowno centralnego jak 1 obwodowego uktadu nerwowego.
Nieprawidlowosci w formowaniu, rozwoju oraz stabilizacji synaps moga prowadzi¢ do wielu schorzen
takich jak padaczka, choroba Alzheimera czy dystrofii migsniowych. Celem badan naszej pracowni jest
odkrycie nowych biatek synaptycznych, ktore moga mie¢ znaczacy wptyw na rozwoj i funkcje synaps
zardwno w centralnym jak 1 obwodowym uktadzie nerwowym. W tym celu stworzyliSmy transgeniczne

myszy umozliwiajagce nam zaréwno globalng jak i1 tkankowo specyficzng delecje gendw.




Aktualnie badane przez nas zwierzeta, zostaly stworzone standardowa metodg tworzenia linii
transgenicznych, opierajaca si¢ na mikroiniekcji do przedjadrza (ang. pronuclear microinjection) wstawki
genetycznej. Metoda ta posiada jednak wady takie jak losowa integracja wstawki do chromosomu
gospodarza mogaca prowadzi¢ do tzw. mozaiki czyli réznego stopnia ekspresji transgenu w komorkach,
co moze skutkowac¢ fatszywie pozytywnymi lub negatywnymi wynikami. W proponowanym wniosku
chcemy stworzy¢ zwierzeta transgeniczne za pomocg alternatywnej metody polegajacej na uzyciu
wektoréw transpozonowych, ktore zostang zintegrowane do komorek rozrodczych samcow myszy przy
uzyciu dwoch roznych metod 1) elektroporacji lub 2) roztworu hipotonicznego. Celem tych doswiadczen
jest uzyskanie stabilnego poziomu ekspresji transgenu we wszystkich komoérkach, dzieki czemu wyniki

badan bedg bardziej doktadne i wiarygodne.

Proponowane badania maja charakter badan podstawowych oraz moga przyczyni¢ si¢ do stworzenia
lepszej linii transgenicznej, ktora bedzie mogla by¢ wykorzystana na skalg globalng 1 tym samym by¢

uzyteczna dla r6znych dziedzin biologii i medycyny.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Planowane dos§wiadczenia zaktadaja wykorzystanie 200 myszy.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA*

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych:

__EBSCO; __PUBMED; __Google Scholar;  AGRICOLA; __ScienceDirect; _Web of Science (JCR)

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







Wykorzystatem stowa kluczowe:

Angiomotins / Yap / Sh3BP2 / ArhGef5 / Tks5 / Homer / neurons / muscles / synapses in the brain /

neuromuscular junctions / mice / transgenesis /

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze dotychczas nie zostaty przeprowadzone

badania, ktore proponujemy w ramach zaplanowanego projektu badawczego.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze badane przez nas biatka moga
mie¢ istotny wptyw na prawidtowe funkcjonowanie i rozwéj synaps nerwowo-nerwowych oraz synaps

nerwowo-mig$niowych.

B. Brak jest danych dotyczacych funkcji badanych biatek oraz wptywu braku ich ekspresji na
synapsy.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku funkcjonowania synaps w
centralnym 1 obwodowym uktadzie nerwowym. Wykonanie zaplanowanego projektu badawczego moze
przyczyni¢ si¢ do poznania podloza molekularnego wielu choréb neurologicznych czy dystrofii

mig$niowych zwigzanych z nieprawidlowym funkcjonowaniem synaps.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na identyfikacji nowych celow terapeutycznych wielu

chorob o nieznanej dotychczas etiologii.

Zastgpienie: Jedng z metod za pomoca ktorej mozna zastgpi¢ wykorzystanie zwierzat kregowych sg
badania in vitro na sztucznych liniach komoérkowych, jednakze ten prosty model nie odzwierciedla w petni
proceséOw zachodzacych na synapsach in vivo. Do proponowanych badan potrzebny jest organizm
modelowy, ktory jak najwierniej odzwierciedla synapsy nerwowo-migsniowe u czlowieka. Najbardziej
zblizona zardwno morfologicznie jak 1 molekularnie do synaps czlowieka jest synapsa
nerwowomigsniowa u myszy, ktéra znaczaco rozni si¢ od tych u bezkregowcow.




Ograniczenie: Wielko$¢ grup eksperymentalnych zostala ustalona w oparciu o wczesniejsze
doswiadczenie pracy z myszami oraz na podstawie wytycznych statystycznych. W naszych
doswiadczeniach planujemy wykorzysta¢ jak najmniejsza liczbe zwierzat, jednakze wystarczajaca aby

uzyskac istotne statystycznie wyniki.

Udoskonalenie: W proponowanych do$wiadczeniach uzyjemy procedur, czynnosci ktére zapewnia jak
najwickszy komfort i bezpieczenstwo zwierzecia. Do klatek domowych zwierzat dodawane bedg
przedmioty wzbogacajace Srodowisko, umozliwiajace budowe gniazda 1 zabawg. Wszystkie
doswiadczenia begda przeprowadzone przez doswiadczonych badaczy z jak najwigcksza dbatoscig o

komfort zwierzat.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy 0O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
x NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




