NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu . Wyprowadzenie linii myszy z mutacjg w genie GPR39 przy pomocy
metody CRISPR/Cas9

2.Czas trwania projektu 20.02.2019-20.02.2022

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) padaczka, drgawki, GPR39, receptor, cynk

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A — badania podstawowe

A
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Badania podstawowe

Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

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

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

produktoéw, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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 proponowanego do$wiadczenia jest wyprowadzenie linii myszy z delecja genu GPR39.

Padaczka nalezy do najczgstszych chordob neurologicznych. Najnowsze dane wskazuja, ze choruje na nig
ponad 65 milionow 0so6b na §wiecie, a liczbe nowych zachorowan szacuje si¢ na 2,4 miliona/rok. Okoto 30%
chorych cierpi na padaczke lekooporna, na ktora nie dziataja zadne z dostgpnych lekow. Stad opracowanie nowych
lekow przeciwpadaczkowych jest niezwykle istotng kwestiag w kontekscie zdrowia publicznego.

Receptor GPR39 nalezy do nadrodziny receptorow zwigzanych z biatkami G, ktére stanowig cel dla
ponad jednej trzeciej sposrod stosowanych obecnie lekow. Wyniki badan in vitro wskazuja, ze receptor ten moze
mie¢ kluczowe znaczenie dla utrzymania rownowagi pomiedzy pobudzajacym uktadem glutaminianergicznym a
hamujacym uktadem GABA-ergicznym, do zachwiania ktoérej dochodzi w chorobach os$rodkowego uktadu
nerwowego, m.in. w padaczce.

Podstawowym celem projektu jest stworzenie modelu do testowania nowych potencjalnych lekow

przeciwdrgawkowych. W proponowanym wniosku prosimy o zgode na wyprowadzenie linii myszy z mutacja w
genie GPR39 w mieszanym tle genetyczny. Po skutecznym wyprowadzeniu tej linii poprosimy o zgod¢ na

przeprowadzenie doswiadczenia w celu okreslenia podatnos$ci na drgawki ostre wywotlane bodzcem elektrycznym
u myszy z tg mutacjg oraz wpltywu tej mutacji na przebieg epileptogenezy.

Wyprowadzenie linii GPR39 KO, a w dalszej kolejnosci przeprowadzenie planowanych dos§wiadczen, przyczyni
si¢ wyjasnienia roli GPR39 w zaburzeniach drgawkowych oraz moze doprowadzi¢ do wskazania nowe;j strategii
terapeutycznej.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus, samice F1(C57BL/6/TarxCBA/Tar) — 16
Mus musculus, samce F1(C57BL/6/TarxCBA/Tar) — 2

tacznie 18 myszy.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam/sprawdzitem istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco

Wykorzystalam/em stowa kluczowe: GPR39 knockout, seizures, epilepsy, genetic background animal models
epilepsy, genetic background knockout epilepsy

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




Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A.Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: receptor GPR39 jest jednym z najbardziej
obiecujacych celow dla lekow przeciwpadaczkowych nowej generacji. Linia GPR39 KO jest kluczowa dla
zbadania efektu terapeutycznego selektywnych agonistow tego receptora. Tlo genetyczne myszy ma newralgiczne
znaczenie dla eksperymentéw padaczkowych.

B. Brak jest danych dotyczacych: nie jest dostepna linia myszy GPR39 KO umozliwiajaca przeprowadzenie
ostrego testu drgawkowego, ktory jest niezbedny do potencjalnej implementacji nowych lekow. Nie jest znany
wpltyw zwigzku TC-G 1008 na hamowanie wystgpowania drgawek w organizmach ssaczych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: poznanie doktadnej roli receptora
GPR39 w przebiegu epileptogenezy.

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: rozwoju zwigzkdéw z grupy agonistow/antagonistow
GPR39 jako kandydatow na leki przeciwdrgawkowe/przeciwpadaczkowe

Proponowane doswiadczenie zostaly zaplanowane z uwzglednieniem zasady 3R.

Zastapienie:

Nie mozna zastosowa¢ metody badawczej zapewniajacej osiagniecie celu niniejszego do$wiadczenia bez
wykorzystania zwierzat do§wiadczalnych. W badaniach oceniajacych wptyw mutacji w genie na osrodkowy uktad
nerwowy, w tym na prog drgawkowy, zastgpienie zwierzat doswiadczalnych innym materialem do§wiadczalnym
(np. hodowla komoérkowa lub tkankowa) jest niemozliwe. Dostepna literatura wskazuje, ze myszy sa najbardziej
wlasciwym gatunkiem do takich doswiadczen. Badania z zakresu fizjologii mézgu nie sa mozliwe na zwierzetach
bezkregowych, poniewaz wyksztatcany u nich uktad nerwowy (jesli obecny) jest zbyt prosty i nie daje odniesienia
do uktadu zwierzat kregowych.

Ograniczenie:

Wedle naszej wiedzy jesteSmy pierwszym i jedynym zespotem w Polsce wyprowadzajgcym myszy transgeniczne
metodg CRISPR-Cas9. Metoda ta pozwala na znaczne zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat, w stosunku
to klasycznej inzynierii genetycznej opierajacej si¢ o embrionalne komorki macierzyste. Modyfikacje
wprowadzane sg ze znacznie wigksza czgstoscig oraz omijamy etap chimer. Zastosowanie innowacyjnej
mieszaniny do iniekcji zwigksza czgstos¢ wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczbe myszy
niezbgdnych do wyprowadzenia linii transgenicznej. Uzywamy hybryd F1(C57BL/6/TarxCBA/Tar), ktore bardzo
dobrze odpowiadaja na stymulacje hormonalng, dzigki czemu zmniejszymy liczbg niezbednych dawczyn
zarodkow.

Udoskonalenie:

Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie wykonywany przez
wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwigkszona bedzie przezywalnos¢ zarodkow. Wszystkie myszy po
operacjach otrzymuja kompleksowa ochrone przeciwbdolows. Zastosowane beda innowacyjne mieszaniny
reakcyjne wykazujace wysokg skuteczno$¢ wprowadzania mutacji. Uzyte zostang myszy w optymalnym dla
przysztych eksperymentow tle genetycznym.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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

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



