NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy pozwalajacych na warunkowa delecje genu

PTRH1
2.Czas trwania projektu: 2 lata (15.10.2020-15.10.2022)

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

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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, srodkoéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

o

. 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem proponowanego doswiadczenia jest wyprowadzenie linii myszy stuzacej do warunkowej delecji genu
PTRH1 (umieszczenie miejsc LoxP dookota jednego z eksonow genu). Warunkowa delecja oznacza, ze
wyprowadzona linia myszy bedzie eksprymowata gen bez zmian, natomiast po skrzyzowaniu z inng linig myszy
gen bedzie mogl zosta¢ usuniety w roznych tkankach lub stadiach rozwojowych.

Biatko PTRHI1 jest nowoodkrytym enzymem, ktory najprawdopodobniej dziata na terenie mitochondriow
usuwajac produkty uboczne wadliwej translacji. Delecja genu PTRH1 w hodowlach in vitro powoduje
akumulacje produktéw ubocznych. Nie wiadomo jaki jest wptyw mutacji PTRHI1 na funkcjonowanie organizmu.
Miejsca LoxP zostang dodane w obrgbie intronow, ich obecno$¢ nie bedzie miata wplywu na ekspresje genu, w
zwigzku z czym myszy PTRH1-2"L9® nie bedg przejawiaty szkodliwego fenotypu.

Zaburzenia mitochondrialne sg jedng z najczestszych przyczyn chorob genetycznych - wystepuja z czgstoscia 1 na




5000 urodzen. Choroby mitochondrialne dotykajg moézg, watrobeg, migénie szkieletowe, serce i inne organy, czesto
prowadzac do niepelnosprawnosci i $mierci. Obecnie nie ma skutecznych terapii, leczenie jest w najlepszym
przypadku objawowe. Za zaburzenia mitochondrialne odpowiedzialne sa nie tylko mutacje w genach genomu
mitochondrialnego, ale takze w genach jadrowych, gdyz genom mitochondrialny jest bardzo ograniczony i nie
koduje wszystkich biatek niezbgdnych dla funkcjonowania tego organellum. W przypadku podejrzenia u pacjenta
choroby mitochondrialnej wykonuje si¢ sekwencjonowanie genomu mitochondrialnego oraz wybranych genow
jadrowych. Dlatego tez dla prawidtowej diagnozy pacjentow, niezbgdne jest by wiedza na temat jadrowych
genow wptywajacych na nieprawidtowosci funkcjonowania mitochondriéw byta jak najpetniejsza. Mozliwe jest,
ze mutacje w kodowanym jadrowo genie PTRH1, sg odpowiedzialne za choroby mitochondrialne o nieznane;j
dotad etiologii, jednak ze wzgledu na ograniczong dostepno$¢ badan catogenomowych, nie zostaty jeszcze
opisane.

W do$wiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy, izolowane z uktadu rozrodczego samic, stymulowanych
hormonalnie i usmiercanych. Zastosowane hormony, indukujace wzrost pgcherzykow jajnikowych i owulacje, sa
substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki beda wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu, ktore nie
jest specjalnie uwrazliwione na bol, zatem zrédtem 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 samcoéw bedg wykonywane w
znieczuleniu ogdlnym, a ewentualny bol pooperacyjny bedzie u§mierzany $rodkami przeciwbolowymi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus:

Mysz C57BL/6JRj, samice 40 osobnikow
F1(C57BL6/JRj x CBA/R]j) — samice — 17 osobnikow
F1(C57BL6/JRj x CBA/R]j) — samce — 5 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

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

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




Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM
Wykorzystalam/em stlowa kluczowe: PTRH1, mitochondrial disease, peptydyl-tRNA hydrolase ,

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: PTRH1 jest nowoodkrytym
enzymem, ktorego delecja w hodowlach komorkowych in vitro powoduje akumulacje produktéw ubocznych
translacji w mitochondriach

B. Brak jest danych dotyczacych: brak jest danych na temat dziatania PTRH1 na poziomie organizmu, nie

istnieje adekwatny model zwierzecy.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwini¢cie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: wyprowadzenie linii myszy pozwalajacej
na tkankowo i czasowo specyficzne wylaczenie ekspresji genu pozwoli zrozumie¢ dziatanie enzymu w kontekscie
poszczegblnych tkanek. Pozwoli to na glebsze zrozumienie zaréwno fenotypowych, jak i1 molekularnych
konsekwencji akumulacji produktéw ubocznych translacji na terenie mitochondriéw.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: oOpisanie zaburzen zwiazanych z nieprawidlowym
dzialaniem genu PTRH1 pozwoli na poznanie objawow, ktorych mozemy si¢ spodziewac u pacjentow, a co za
tym idzie skuteczniejsza diagnostyke w przysztosci.

Zastapienie: Ze wzgledu na zlozono$¢ patogenezy chordb mitochondrialnych, nie jest mozliwe zbadanie ich

przebiegu bez uzycia modelu zwierzgcego.

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 wigkszg czestoscig oraz dodatkowo
pozwala ona na pominigcie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwigksza
czestos¢ wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczbg myszy niezbednych do wyprowadzenia linii
transgenicznej.

Udoskonalenie: Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie
wykonywany przez wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwigkszona bedzie przezywalnos$¢ zarodkow.
myszy po operacjach otrzymujg kompleksowg ochrong 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 zaznaczyé wtasciwe pole.




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



