NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wyprowadzenie linii myszy wyrazajacych rekombinaze Cre pod

promotorem genu CDJJl|§

2.Czas trwania projektu: 2 lata ()

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) mitochondria, choroby mitochondrialne, wadliwa translacja

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A. Badania podstawowe
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5.

. 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

. 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

. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych

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 proponowanego do$wiadczenia jest wyprowadzenie linii myszy wyrazajacej rekombinaz¢ CRE pod
promotorem genu, bedacego markerem komorek majacych wlasciwosci miogeniczne, czyli rdznicuja w mioblasty
(komorki migéniowe) oraz tworzg wielojadrowe miotuby w warunkach hodowli in vitro. Linia to nastgpnie bgdzie
krzyzowana dostepna juz z linig reporterowa LoxP/Tomato. Ostatecznie otrzymamy linig, w ktorej komorki
posiadajace na swojej powierzchni badane biatko markerowe i ich komorki potomne beda wyrazaty biatko
czerwonej fluorescencji.

Starzenie si¢ organizmu, rozlegle uszkodzenia tkanki badz choroby takie jak dystrofie migsniowe (np. dystrofia
mig¢$niowa Duchenne’a; DMD) mogg prowadzi¢ do ograniczenia lub wyczerpania populacji komoérek
macierzystych obecnych w mig¢éniach szkieletowych, co skutkuje nieprawidlowym funkcjonowaniem migéni
szkieletowych, a w skrajnych przypadkach (np.DMD) moze prowadzi¢ do $mierci pacjenta. Z tego powodu
prowadzi si¢ badania nad r6znymi strategiami wspierania regenerujacych migsni szkieletowych. Jedng z nich sg
terapie komorkowe, czyli zabieg przeszczepienia komorek mogacych wzig¢ udziat w odnawianiu uszkodzone;j




tkanki. Wazne jest, aby takie egzogennie dostarczone komorki posiadaty zdolno$¢ do réznicowania w kierunku
mioblastow, fuzji, tworzenia miotub, a ostatecznie widkien migsniowych. Oczywiscie komorkami pierwszego

wyboru w takich testach byly same mioblasty, jednak badania pokazaty, ze niski odsetek tych komorek
przezywa sam przeszczep, a te obecne w uszkodzonym migéniu szkieletowym maja ograniczony potencjat
do jego zasiedlania i podzialow.

Wyprowadzona linia myszy bedzie stuzyta do analizy pochodzenia rozwojowego komdrek wyrazajacych badany
marker, ich doktadnej charakterystyce, roli jaka odgrywaja podczas regeneracji migsni szkieletowych oraz
potencjalnych wlasciwo$ciach terapeutycznych po ich przeszczepieniu do uszkodzonych miegsni szkieletowych.
Rekombinaza Cre zostanie wprowadzona do genomu ponizej sekwencji genu, przez potaczenie sekwencjg IRES.
Dzi¢ki temu translacja biatek bedzie przebiegac¢ niezaleznie, i produkcja biatka markerowego nie bedzie
zaburzona. W zwigzku z tym myszy nie bedg wykazywaly szkodliwego fenotypu.

W do$wiadczeniach wykorzystane zostana zygoty myszy, izolowane z uktadu rozrodczego samic, stymulowanych
hormonalnie i uSmiercanych. Zastosowane hormony, indukujace wzrost pecherzykdéw jajnikowych i owulacje, sa
substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki beda wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu, ktore nie
jest specjalnie uwrazliwione na bol, zatem zrdédlem bolu bedzie jedynie uktucie igla. W celu uzyskania zwierzat
transgenicznych zarodki beda transplantowane do jajowoddéw samic biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce
poddane wazektomii. Przeszczepianie zarodkow u samic i wazektomia u samcow beda wykonywane w
znieczuleniu ogdlnym, a ewentualny bol pooperacyjny bedzie u§mierzany srodkami przeciwbolowymi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus:

C57BL/6JRj — samice - 40 osobnikdéw
F1(C57BL6/JRj x CBA/J) — samice — 17 osobnikow

F1(C57BL6/JRj x CBA/J) — samce — 5 osobnikow
Lacznie 62 myszy

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

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

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM

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



Wykorzystatam/em stowa kluczowe: COJJJj COJJ-Cre, melanoma cell adhesion molecule, skeletal mouse
regeneration

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze: badane komorki potencjalnie mogg
by¢ wykorzystane jako komorki ,,naprawcze” migéni szkieletowych;

B. Brak jest danych dotyczacych: nie jest znana rola badanych komorek w regeneracji mi¢$ni
szkieletowych, nie wiadomo jakie jest pochodzenie badanych komoérek obecnych w mig$niach szkieletowych, nie
istnieje linia analogiczna linia myszy.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwinig¢cie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: wyprowadzenie linii myszy, w ktorej
badane komérki beda wyznakowane fluorescencyjnie docelowo pozwoli na przesledzenie pochodzenia
rozwojowego badanych komorek oraz ich udzialu w odtwarzaniu uszkodzonej tkanki.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: jesli potwierdza si¢ zatozenia projektu, bgdziemy mogli
zaobserwowac poprawe¢ w regeneracji migs$ni szkieletowych w skutek transplantacji badanych komoérek mogg one
zosta¢ w przysztosci wykorzystane w terapii uszkodzonych migsni szkieletowych, ktore utracity swoja zdolnosé
do regeneracji i wspomoc ich leczenie i poprawe funkcji.

Zastapienie: Przedstawiony projekt dotyczy badania linii rozwojowych komodrek migsni szkieletowych, w
zwigzku z czym nie jest mozliwe przeprowadzenie go bez uzycia modelu zwierzecego.

Ograniczenie: Wedle naszej wiedzy jeste§my 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 si¢ o embrionalne komorki macierzyste. Dzigki
zastosowaniu tej metody modyfikacje genetyczne wprowadzane sg ze znacznie wigksza czestoscia oraz dodatkowo
pozwala ona na pominigcie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwicksza
czestos¢ wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczb¢ myszy niezb¢dnych do wyprowadzenia linii
transgenicznej.

Udoskonalenie: Zarodki bedg nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie
wykonywany przez wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwigkszona bgdzie przezywalnos$¢ zarodkow.
myszy po operacjach otrzymujg kompleksowa ochrone przeciwbolowa. Myszy beda utrzymywane w systemie [IVC
(klatki wentylowane indywidualnie), co zwigksza ich dobrobyt.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtaéciwe pole.
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