NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Badanie funkcji czynnikéow transkrypcyjnych LEF1 i TCF7L2 w rozwoju

wzgorza u myszy przy uzyciu techniki edytowania genomu opartej na systemie CRISPR/Cas9
2.Czas trwania projektu: 01.08.2016 — 01.08.2021 (5 lat)

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): mézg; wzgorze; embriogeneza; czynniki transkrypcyjne
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, 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 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 doswiadczenia jest poznanie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za rozwdj
wzgorza. Szczegblowym celem jest ustalenie, jaka rolg w tym procesie odgrywa czynnik
transkrypcyjny TCF7L2. Wzgdrze stanowi niezwykle istotng czgs¢ mozgu, odpowiedzialng za wstepna
oceng, modulacje, 1 przesylanie wigkszosci bodzcow zmystowych do kory mézgowej. Wzgodrze uwaza
si¢ za miejsce, gdzie powstaje $wiadomos$é, a jego zaburzenia rozwojowe wigzane sg z rozwojem
schizofrenii. Niestety, stabo poznane sg mechanizmy molekularne odpowiedzialne za prawidtowy
rozw@] wzgorza. Poznanie tych mechanizmoéw pomogloby w lepszym zrozumieniu dziatania moézgu.
Mogloby takze wskaza¢ nowe cele terapeutyczne w zaburzeniach psychicznych.

Projekt jest kontynuacja badan, ktore doprowadzily do =zidentyfikowania potencjalnie

kluczowych regulatoréw dojrzewania neuronéw wzgorzowych. Doswiadczenia zakladajg zastosowanie




nowoczesnej techniki inzynierii genetycznej do edycji genomu. Modyfikacje beda wywolywane
bezposrednio i specyficznie w mozgu w rozwijajacych sie mysich embrionach i myszach dorostych.
Pozwoli to uzyskac¢ zwierzgta pozbawione w obrebie wzgorza wytypowanych biatek. Nastgpnie zostanie
przeprowadzona analiza wptywu tych modyfikacji na rozne aspekty anatomii i biochemii moézgu.
Projekt zostal tak skonstruowany, zeby mozliwie ograniczy¢ dystres i dyskomfort zwierzat oraz
wyeliminowa¢ bol. Dotyczy to gléwnie procedur obejmujacych podanie do moézgu sekwencji DNA
modyfikujacych genom, ktore wykonane zostanga przez przeszkolong do tego osobe. Zwierzeta
otrzymaja W czasie procedury stosowne znieczulenie, $rodki przeciwbolowe i $rodki zapobiegajace
zakazeniu, zostang im takze zapewnione warunki dla spokojnej rekonwalescencji po zabiegu.

Dotychczasowe obserwacje pokazuja, ze stosowana procedura nie wywotuje trwalego stresu u zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu wykorzystane zostang osobniki myszy domowej (Mus musculus) linii wyrazajacej
okreslone, nietoksyczne biatka, ktérych obecno§¢ w komorkach umozliwia aktywacje
wykorzystywanego systemu modyfikacji genetycznych, a przez to po6zniejsza oceng tych modyfikacji na
badane aspekty rozwoju mozgu (904 osobniki).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Badanie rozwoju wzgdérza nie jest mozliwe na zwierzetach bezkregowych, poniewaz
wyksztalcany u nich uktad nerwowy (jesli obecny) jest zbyt prosty i nie daje odniesienia do uktadu
zwierzat kregowych - przeprowadzone na takim modelu badania nie miatyby Zadnego faktycznego
przetozenia na rozwdj moézgowia u ssakow. Nie jest tez mozliwe wykorzystanie ustalonych linii
komorek nerwowych, poniewaz brak im kontekstu tkankowego, nie prowadza do rozwoju faktycznych
struktur uktadu nerwowego 1 nie pozwalajg na ocen¢ np. mikroanatomii potgczen nerwowych miedzy
poszczegdlnymi, zdefiniowanymi funkcjonalnie rejonami mézgu. Tym niemniej optymalizacja dziatania

wykorzystywanego systemu inzynierii genetycznej odbedzie si¢ z wykorzystaniem hodowli komorek

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




szczurzych i mysich in vitro, tak aby doswiadczenia na zwierzetach odbyly sie jedynie po uprzedniej
weryfikacji skutecznosci metody na poziomie molekularnym.

W projekcie wykorzystana zostanie jedna z najnowszych technik przyzyciowej manipulacji
genetycznej. Pozwala ona na ograniczenie zmiennosci miedzy grupa doswiadczalng a kontrolg do
minimum. Jednoczesnie technika ta znaczaco utatwia uzyskiwanie myszy transgenicznych z nokautami
badanych gendéw. To z kolei pozwala z wigkszag pewnoscig weryfikowa¢ hipotezy badawcze na
podstawie uzyskiwanych danych, jak i ograniczy¢ niezbedng liczbg zwierzat dla kazdego z planowanych
eksperymentow.

Zwierzeta poddane procedurom chirurgicznym otrzymaja stosowne znieczulenie, $rodki
przeciwbolowe 1 $rodki zapobiegajace zakazeniu. Wszystkie inwazyjne interwencje operacyjne zostana
przeprowadzone z mozliwie najwigkszym ograniczeniem dystresu, dyskomfortu i bolu jakie odczuwaé
moze badane zwierze. Podczas operacji uwzglednione zostang takze takie czynniki, jak m.in. warunki
cieplne optymalne dla danego gatunku, czy zapewnienie myszom spokojnego otoczenia do

rekonwalescencji.




