NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wyprowadzenie linii myszy z mutacja w rejonie 3’UTR genu przy uzyciu metody
CRISPR-Cas9

2.Czas trwania projektu: 2 lata (10.10.2018-10.10.2020)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): translacja synaptyczna, miRNA, rozwoj synaps, kolce

dendrytyczne

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

A. Badania podstawowe

B. 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

m m o O

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow 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.

Celem projektu jest wyprowadzenie linii myszy transgenicznych z mutacjg w rejonie 3’UTR (rejon 3’
niepodlegajacy translacji) badanego genu. Wprowadzona mutacja ma za zadanie usung¢ miejsce wigzania
jednego z miRNA, ktdére znajduje sie w tym rejonie. Wstepne badania przeprowadzone na pierwotnych

hodowlach neuronalnych wskazujg, ze miRNA mogg regulowac synaptyczng translacje badanego genu.

Badane biatko odgrywa kluczowa role w plastycznosci synaptycznej, ktdra lezy u podtoza funkcjonowania mdzgu
Zaburzenia ekspresji synaptycznej badanego biatka sg zwigzane z rédznymi schorzeniami madzgu, takimi jak

padaczka, zaburzenia ze spektrum autyzmu, schizofrenia czy uzaleznienie od alkoholu i kokainy. Badane biatko




ulega lokalnej translacji na synapsie. Ekspresja oraz wydzielanie MMP-9 jest regulowane w odpowiedzi na

pobudzenie synaptyczne.

MikroRNA (miRNA) sg to mate, niekodujgce czgsteczki RNA, ktére wigzg sie do specyficznej sekwencji w
docelowym mMRNA, co prowadzi do zahamowania translacji biatka. MiRNA zlokalizowane w neuronach w
dendrytach wptywajg na rozwéj synaps i kolcow dendrytycznych oraz aktywnos¢ synapsy poprzez regulacje
lokalnej syntezy biatek. Ekspresja miR-132 jest indukowana po pobudzeniu neuronalnym. MiR-132 jest
zaangazowany Ww regulacje proceséw plastycznosci synaptycznej poprzez modulacje ksztattu kolcéw

dendrytycznych oraz transmisji synaptycznej.

Aby zweryfikowac¢ czy mRNA badanego genu jest istotnie regulowane przez badane miRNA w neuronach in vivo
oraz czy ta interakcja ma znaczenie fizjologiczne, panujemy stworzenie myszy transgenicznej. Przy uzyciu metody
CRISPR-Cas9 planujemy wprowadzi¢ mutacje w regionie 3’UTR badanego genu. Dzieki wprowadzonej mutacji
mozliwe bedzie kompleksowe zbadanie wptywu miRNA na regulacje ekspresji badanego genu i skutki fizjologiczne
tej interakcji. W dalszych doswiadczeniach planujemy skupi¢ sie szczegdlnie na funkcjonowaniu kory wzrokowej,
gdyz w tym regionie mdzgu ekspresja badanego genu jest bardzo zréznicowana w trakcie rozwoju myszy. Z
wykorzystaniem wyprowadzonej linii myszy wykonany bedzie szereg doswiadczen molekularnych (w szczegélnosci

badania synaptoneurosoméw), a takze testy behawioralne (nieuwzglednione w proponowanym wniosku).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

\18 myszy (Mus musculus) F1(C57BL/6/TarxCBA/Tar)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

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

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco
Wykorzystatam/em stowa kluczowe: (nazwa badanego genu), miR-132, matrix metallopeptidase , Gelactinase B

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

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




A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: jedno z miRNA wigze sie z rejonem
3’UTR badanego genu, przez co potencjalnie moze regulowac jego synaptyczng translacje a co za tym idzie
wptywacé na plastycznosé strukturalng kolcdw dendrytycznych. Mutacje w w badanym genie (w tym w jego
rejonie 3’"UTR) znajdowane sg u pacjentdw z rozmaitymi zaburzeniami psychiatrycznymi i neurologicznymi.

B. Brak jest danych dotyczacych: nie istnieje linia myszy transgeniczna, w ktérej wprowadzono analogiczng
mutacje. Nieznana jest rola badanego miRNA w regulacji translacji badanego genu na poziomie organizmu.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku : wyprowadzenie linii myszy, ktére
moga przyczynic¢ sie do poznania mechanizmdéw molekularnych wptywajacych na plastycznosc
synaptyczna.

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajgce na: zaburzenia ekspresji badanego genu zwigzane sg z
wystepowaniem takich chordb jak schizofrenia, choroba afektywna dwubiegunowa czy zaburzenia ze
spektrum autyzmu. Poznanie mechanizméw ekspresji badanego genu i ich zwigzku z plastycznoscig
synaptyczng moze przyczynic sie do lepszego zrozumienia patogenezy tych choréb.

Zastgpienie: Badania z zakresu fizjologii mdzgu nie s3 mozliwe na zwierzetach bezkregowych, poniewaz
wyksztatcany u nich uktad nerwowy (jesli obecny) jest zbyt prosty i nie daje odniesienia do ukfadu 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 opierajgcej sie o embrionalne komaérki macierzyste.
Modyfikacje wprowadzane sg ze znacznie wiekszg czestoscig oraz omijamy etap chimer. Zastosowanie
innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwieksza czesto$¢ wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza
liczbe myszy niezbednych do wyprowadzenia linii transgenicznej. Uzywamy hybryd F1(C57BL/6/TarxCBA/Tar),
ktore bardzo dobrze odpowiadajg na stymulacje hormonalng, dzieki czemu zmniejszymy liczbe niezbednych
dawczyn zarodkéw.

Udoskonalenie: Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie

wykonywany przez wytrenowany personel, dzieki czemu znacznie zwiekszona bedzie przezywalnosé zarodkdow.

Wszystkie myszy po operacjach otrzymujg kompleksowa ochrone przeciwbdlowa.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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