NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Optymalizacja metody CRISPR/Cas9 do otrzymywania zwierzat

transgenicznych typu knock-in we wsobnym szczepie C57BL/6
2.Czas trwania projektu 5 lat (20.01.2019-20.01.2024)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) CRISPR/Cas9, rekombinacja homologiczna, szczep wsobny,

C57BL/6

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 sagdowej

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

m m o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow 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.

Technologia CRISPR/Cas9 zrewolucjonizowata podejscie do otrzymywania transgenicznych modeli zwierzecych.
W 2014 roku rozpoczglismy starania o wdrozenie technologii CRISPR w wyprowadzaniu myszy transgenicznych.
Metoda okazata si¢ niezwykle skuteczna w naszych rekach i w ciagu ostatnich dwéch lat uzyskalismy kilkanascie
réznych linii myszy z mutacjami w locus (mutacje typu insercja-delecja, mutacje punktowe, znaczniki). Obejmuje
to cztery rozne linie knock-in wyrazajace biatka wzmocnione biatkiem fluorescencyjnym (EGFP). Jest to
niezwykle obiecujace, gdyz dotaczanie wigkszych znacznikow in locus wielu laboratoriom sprawia trudnosci.

Doswiadczenia przeprowadzone podczas wdrazania podej$cia CRISPR w naszym laboratorium ujawnity, ze
odsetek udanych zdarzen homologicznej rekombinacji prowadzacej do generowania pozadanych mutacji typu
knock-in jest znacznie nizszy we wsobnym szczepie C57BL/6 niz w myszach bedacych mieszancami
miedzyszczepowymi. Jest to zgodne z doswiadczeniem innych laboratoriéw stosujacych metodologi¢ CRISPR, z




ktorymi si¢ skontaktowalis§my. Celem projektu jest zwigkszenie wydajnosci integracji homologicznej w szczepie
C57BL/6, ktory jest najpowszechniej stosowanym modelem mysim.

Jestesmy przekonani, ze nasze podejscia pozwoli na zwigkszenie wspdtczynnika rekombinacji homologicznej w
celu wygenerowania modeli myszy typu knock-in w linii C57BL / 6 z wystarczajaca wydajnoscia i rozsadna
szybkoscig.

Do przeprowadzenia do§wiadczen niezbedne sa 3 procedury :

1. Wazektomia u samcow, ktore beda nastepnie uzyte do pokry¢ samic-biorczy

2. Podanie egzogennych hormonow gonadotropowych w iniekcji dootrzewnowej w celu wywotania
owulacji u samic-dawczyn, skojarzenie ich z samcami i uzyskanie zygot, ktore zostang nastgpnie
nastrzyknigte mieszaning CRISPR i hodowane do osiggni¢cia stadium dwukomorkowego.

3. Transfer zarodkéw poddanych CRISPR do jajowodow samic-biorczyn w ciazy rzekomej (tylko dla
najbardziej obiecujacych uktadow).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus:
C57BL/6 — Samice — 366
F1(C57BL/6/Tar x CBA/Tar) — Samice — 234

F1(C57BL/6/Tar x CBA/Tar) — Samce — 10

Lacznie 610 myszy.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA*

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejacq wiedze w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych:

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco

Wykorzystalam/em stowa kluczowe: CRISPR/Cas9, C57BL/6, mixed background, homologous recombination,
knock-in, GFP

! 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: wprowadzanie mutacji metoda typu
knock-in jest bardzo wydajne u myszy majgcych mieszane tlo genetyczne, jednak wydajnos$¢ ta drastycznie spada
u myszy szczepoéw wsobnych. Badania biomedyczne przeprowadzane na myszach szczepow wsobnych wymagaja
mniejszej liczby myszy niz te wykonywane na myszach bedacych mieszancami, ze wzgledu na jednolitos¢
genetyczna.

B. Brak jest danych dotyczacych: Nie opisano dotad powodu, dla ktérego rekombinacja homologiczna u
myszy szczepow wsobnych przebiega z wiele nizsza wydajno$cig niz u myszy bedacych mieszancami
miedzyszczepowymi. Nie istniejg powszechnie zaaprobowane protokoty gwarantujace zwickszenie wydajno$ci
rekombinacji u myszy szczepu C57BL/6.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku: otrzymamy informacje jakie

czynniki mogg zwiekszac czestos¢ rekombinacji homologicznej u myszy szczepéw wsobnych.

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: zoptymalizowanie protokotu otrzymywania zwierzat
transgenicznych typu knock-in we wsobnym szczepie C57BL/6 pozwoli w przysztosci znaczaco
zmnigjszy¢ liczbg zwierzat, ktdére musza zostac¢ uzyte do wyprowadzania nowych modeli myszy
transgenicznych

Zastapienie: wstepne eksperymenty zostaty lub zostang przeprowadzone przy pomocy linii komérkowych, pozwoli
to na ograniczenie liczby mozliwych uktadow.Ze wzglgdu na specyfike szczepéw wsobnych niezbedne jest
optymalizacja procedury wlasnie przy pomocy modelu, na ktérym docelowo ma by¢ stosowany.

Ograniczenie: Wedle naszej wiedzy jestesmy pierwszym i jedynym zespotem w Polsce wyprowadzajagcym
myszy transgeniczne metodg CRISPR-Cas9. Metoda ta pozwala na znaczne zmniejszenie liczby wykorzystanych
zwierzat, w stosunku to klasycznej inzynierii genetycznej opierajacej sie¢ o embrionalne komorki macierzyste.
Kluczowym celem projektu jest docelowe zmniejszenie liczby zarodkow niezbednych do wyprowadzenia myszy
knock-in w szczepie wsobnym C57BL/6. Obecnie wydajnos¢ wprowadzania duzych znacznikow do myszy
szczepow wsobnych, a alternatywnymi podej$ciami jest klasyczna inzynieria genetyczna lub wyprowadzanie linii
myszy w mieszanym tle genetycznym, a nastepnie wsteczne krzyzowanie myszy przez co najmniej 6 pokolen z
myszami docelowego szczepu wsobnego. Obydwa te podej$cia wymagajg uzycia bardzo duzej liczby myszy dla
wyprowadzenia pojedynczej linii. Optymalizacja metody CRISPR/Cas9 wydaje si¢ wigc optymalnym podejsciem
do zredukowania liczby wykorzystywanych myszy.

Udoskonalenie: Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie
wykonywany przez wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwickszona bedzie przezywalnos¢ zarodkow.
Wszystkie myszy po operacjach otrzymuja kompleksowg ochrone przeciwbdlowa. Zastosowane beda
innowacyjne mieszaniny reakcyjne, co mamy nadzieje przyczyni si¢ do udoskonalenia metody.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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