NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy eksprymujacych rekombinaz¢ CRE pod promotorem genu
Nefh

2.Czas trwania projektu 1.06.2020 — 1.06.2022
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) bodzce bolowe, neurofilamenty, gen reporterowy, CRE

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

. Badania podstawowe

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

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

mm O O W >

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

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego
H. 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 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.

Obwodowe neurony somatosensoryczne klasycznie klasyfikowane sg na podstawie predkosci, z jaka przewodza
impulsy nerwowe. Zgodnie z dogmatem sygnat bolowy przekazywany jest znacznie wolniej niz dotyk. Szybkie
przewodnictwo neuronalne jest mozliwe dzigki silnie zmielinizowanym neuronom o duzej $rednicy (AP). Funkcje
sensoryczne, ktore nie wymagaja szybkiego transferu informacji, takie jak temperatura i swedzenie, sg
sygnalizowane przez cienkomielinizowane (Ad) lub niemielinowane (C) neurony. Rodzi to jednak watpliwosci —
dlaczego odczuwanie bolu miatoby by¢ mniej istotne niz odczuwanie zimna czy ciepta?

Niedawno zidentyfikowana zostata nowa klasa neuronow, ktére reaguja na bodzce bolowe, a ich predkosé
przewodzenia jest rowna neuronom dotykowym. Badania nad szybkim przewodzeniem bolu sg bardzo istotne
zwlaszcza pod katem zrozumienia niewyjasnionych dotad mechanizméw bolu neuropatycznego, potencjalnie
otwiera tez drogg¢ ku nowym celom terapeutycznym.




W przedstawionym projekcie prosimy o zgode na wyprowadzenie linii myszy wyrazajaca rekombinaze CRE pod
promotorem genu Nefh. Wyprowadzenie myszy Nefh-CRE jest czgécig projektu majacego na celu
scharakteryzowanie réznych populacji mielinowanych nocyceptorow (,,wiodkien bolu™). Gen Neth koduje biatko
neurofilamentowe i jest eksprymowany wylacznie w mielinizowanych neuronach czuciowych.

Po wyprowadzeniu myszy Nefh-CRE bedga skrzyzowane z rozmaitymi dostepnymi liniami LoxP, miedzy innymi:

- liniami reporterowymi wyrazajgcymi biatka fluorescencyjne — dzieki temu wyznakowana zostanie
wytgcznie populacja komdrek wyrazajacych gen Neft, a wiec mielinowanych nocyceptoréw

- myszami z warunkowq delecjg niektérych gendw — badany gen zostanie usuniety wytgcznie w
komérkach eksprymujacych Nefh

W tym momencie prosimy wytgcznie o zgode na wyprowadzenie linii Nefh-CRE, o zgode na nastepne
doswiadczenia bedziemy wystepowaé dopiero po skutecznym otrzymaniu jej.

W doswiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy, izolowane z uktadu rozrodczego samic, stymulowanych
hormonalnie i uSmiercanych. Zastosowane hormony, indukujgce wzrost pecherzykéw jajnikowych i owulacje, sg
substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki bedg wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu, ktére nie
jest specjalnie uwrazliwione na bdl, zatem Zrédtem bdlu bedzie jedynie uktucie igta. W celu uzyskania zwierzat
transgenicznych zarodki beda transplantowane do jajowoddw samic biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce
poddane wazektomii. Przeszczepianie zarodkdow u samic i wazektomia u samcéw bedg wykonywane w
znieczuleniu ogdlnym, a ewentualny bdl pooperacyjny bedzie usmierzany srodkami przeciwbélowymi.

Samice-biorczynie nie bedg usmiercane, po odchowaniu mtodych beda hotelowane lub (jesli lekarz weterynarii
wyrazi zgode) wykorzystywane w innych doswiadczeniach. Wazektomowane samce bedy utrzymywane w
zwierzetarni do naturalnej Smierci lub zaobserwowania niepokojacych objawdéw; beda wykorzystywane do krycia
samic-biorczyn w tym i kolejnych doswiadczeniach (procedury hodowlane). Samice-dawczynie, w celu izolacji
zarodkow, beda usmiercane przez dyslokacje kregéw szyjnych.

6.LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus, samice C57BL6/J/cmdb — 16 osobnikow
Mus musculus, samice F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) — 7 osobnikow
Mus musculus, samce F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) — 5 osobnikéow




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'

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



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: Nefh, Nefh-CRE, nociceptor, pain, velocity

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: zidentyfikowano grupe receptorow,
ktore przewodzg bodziec bolowy duzo szybciej niz dotad sadzono. Nefh jest genem kodujacym biatko bgdace
ciezka podjednostka neurofilamentow, jest specyficznie eksprymowane w interesujacej nas populacji receptorow.

B. Brak jest danych dotyczacych: nie istnieje linia myszy indukowalnie eksprymujgca rekombinazg Cre
pod kontrolg endogennego promotora dla genu Nefh

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: Wyprowadzenie linii mysiej Nefh-CRE
pozwoli na przeprowadzenie szeregu eksperymentow majacych na celu scharakteryzowanie nowoodkrytej
populacji nocyceptorow odpowiedzialnych za szybkie przewodzenie bodzcow bolowych.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na:
Zrozumienie dziatania receptoréw szybko przewodzgcych bodzce bdlowe moze w przysztosci pozwoli¢ na

opisanie mechanizmu dziatania dotychczas niewyjasnionego bélu neuropatycznego oraz zaproponowanie
nowych podejs¢ terapeutycznych.

Zastgpienie: Ze wzgledu na specyfike dziatania uktadu nerwowego u ssakow, nie jest mozliwe odejscie od

uzycia modelu zwierzgcego.

Ograniczenie: Metoda CRISPR-Cas9 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 sg ze znacznie wigkszg czgstoscig oraz
dodatkowo pozwala ona na pominigcie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do
iniekcji zwigksza czestos¢ wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczb¢ myszy niezbednych do
wyprowadzenia linii transgeniczne;j.

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




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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

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



