NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy z delecjami gendw RAGE oraz Diaphl stuzacych do

badania patogenezy neuropatii cukrzycowej
2.Czas trwania projektu 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) neuropatia cukrzycowa, cukrzyca, stan zapalny, Diaphl,

RAGE

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) Badania podstawowe

. 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 g O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywcezych, pasz lub innych substancji lub

produktéow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. Badania w celu ochrony $rodowiska 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¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Neuropatia cukrzycowa jest najczestszym powiklaniem cukrzycy, jej objawy polegajace na uszkodzeniu nerwow i
zmnigjszeniem zdolno$ci motorycznych wystepuja nawet u 25% chorych na cukrzyce. Liczbe 0sob cierpiagcych na
neuropati¢ cukrzycowa ocenia si¢ na 130 milionow. Jest to przyczyna zdecydowanej wigkszo$ci amputacji
konczyn niezwigzanych z nagtymi wypadkami.

Jak dotad, pomimo intensywnych badan, nie udalo si¢ stworzy¢ spdjnego obrazu przyczyn tej choroby. Obecnie
uwaza si¢, ze zmiany neurodegeneracyjne wynikajg z wielu naktadajacych si¢ procesow, takich jak zwigkszone
zapalenie, zwigkszony stres oksydacyjny, glikacja bialek i uposledzenie transportu aksonalnego i wskazuja na
Diaphl i RAGE jako potencjalne czynniki przyczyniajace si¢ do powstania neuropatii, a takze potencjalne cele w
leczeniu tego schorzenia. Diaphl bierze udziat w formowaniu cytoszkieletu, natomiast RAGE jest
transmembranowym receptorem przeciwcial.

Celem proponowanego doswiadczenia jest wyprowadzenie dwodch linii myszy z delecjami odpowiednio genu




Diaphl i RAGE. Proponowane do$wiadczenie obejmuje wylacznie wyprowadzenie dwoch linii
heterozygotycznych. Wnioski na kolejne do§wiadczenia z wykorzystaniem myszy z delecja RAGE i Diaphl oraz

wyprowadzenie myszy z podwojna mutacja zostang ztozone po udanym wyprowadzeniu linii.

5.LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus:
C57BL6/J/cmdb; samice — 18
F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) samice — 8

F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) samce — 2

Lacznie 28 myszy.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA?

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

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM
Wykorzystalam/em stowa kluczowe: Diaphl, RAGE, mouse models, diabetic neuropathy
Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: neuropatia cukrzycowa jest bardzo
powaznym problemem dotykajacym duza czes$¢ spoteczenstwa, a jej przyczyny na poziomie molekularnym wcigz
nie s okreslone. Linia z mutacja genu RAGE zostata wczesniej wyprowadzona w innym laboratorium, jednak
niedawna publikacja wykazala, ze ta linia wykazuje duplikacje w obrebie jednego z chromosomoéw, co
sprawia, ze duza cze$¢ badan wykorzystujacych ja przedstawia wyniki artefaktyczne, zwigzane z nadekspresja
kilku genéw, a nie delecjag RAGE (Bartling et al., 2019). Zgodnie z danymi dotyczacymi fenotypow myszy, myszy
heterozygotyczne wzgledem delecji genu Diaphl lub RAGE nie beda wykazywaly szkodliwego fenotypu.

B. Brak jest danych dotyczacych: nie istnieje linia z delecjg RAGE, ktora moglaby zosta¢ uzyta do
do$wiaczen, nie ma rowniez linii z delecja Diaphl w tle genetycznym umozliwiajacym pozniejsze skrzyzowanie z
wyprowadzong przez nas linig z delecjg RAGE.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

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




Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: wyprowadzenie linii myszy z delecjami
RAGE i Diaphl pozwoli na zbadanie poziomu ekspresji Diaph1, RAGE, biatek cytoszkieletowych oraz markeréow
stresu zapalnego i oksydacyjnego na poziomie tkanek w okreslonych punktach czasowych w przebiegu schorzenia,
natomiast w drugiej fazie przetestujemy naszg hipoteze w pierwotnych hodowlach komdrkowych obserwujac
zmiany w strukturze i funkcjonowaniu neurondw w przebiegu eksperymentu. Uwazamy, ze podwdjna rola Diaph1
- jako modulatora biatek cytoszkieletu i partnera wigzgcego RAGE, czyni te czasteczke szczegdlnie interesujacg w
badaniach nad zmianami neuronalnymi zwigzanymi z cukrzyca.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na:
Rozszyfrowanie dokfadnej roli przekazywania sygnatéw przez Diaphl w neuropatii cukrzycowej moze staé sie

kamieniem milowym w naszym podstawowym rozumieniu mechanizméw regulujgcych procesy
neurozwyrodnieniowe, pomagajac nam okresli¢ nieznane wczesniej molekularne powigzania miedzy ztozonymi
szlakami sygnatowymi zaangazowanymi w dysfunkcje neuronalng u pacjentéw z cukrzyca i stawiajac pierwszy krok
w kierunku skutecznej profilaktyki i zapobiegania tego i podobnych zaburzen neurodegeneracyjnych.

Zastapienie: Neuropatia cukrzycowa jest schorzeniem o zlozonej etiologii, w ktérym zasadnicza role odgrywa
poziom glukozy we krwi, stad niemozliwej jest badanie jego patofizjologii bez uzycia modelu zwierzecego.

Ograniczenie: Wedle naszej wiedzy jestesmy pierwszym i jedynym zespotem w Polsce wyprowadzajacym myszy
transgeniczne metodg CRISPR-Cas9. Metoda ta pozwala na znaczne zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat,
w stosunku to klasycznej inzynierii genetycznej opierajacej si¢ o embrionalne komoérki macierzyste.

Dzigki zastosowaniu tej metody modyfikacje genetyczne wprowadzane s3 ze znacznie wigksza czgstoscia oraz
dodatkowo pozwala ona na pomini¢cie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji
zwigksza czestos¢ wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczbe myszy niezbednych do
wyprowadzenia linii transgenicznej.

Udoskonalenie: Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie
wykonywany przez wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwigkszona begdzie przezywalnos¢ zarodkow.
Myszy begda utrzymywane w systemie IVC, co zwigksza ich dobrobyt. Wszystkie myszy po operacjach otrzymuja

kompleksowg ochrone przeciwbdolows.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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