NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy z delecjg genu Tent2 przy pomocy metody
CRISPR/Cas9

2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) niekanoniczna polimeraza poli(A), TENT2, GLD2, infekcja

wirusowa

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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

m m O O W >

. 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 ksztatcenia 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 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 doswiadczenia jest wyprowadzenie linii myszy z delecja (usunigciem) genu TENT2
(GLD2). Gen ten koduje enzym odpowiedzialny za dodawanie ogonéw poli(A) do mMRNA w obszarze cytoplazmy
(polimeraze poli(A)), dzigki czemu ,,u$pione” transkrypty stajg si¢ aktywne translacyjnie.

Najnowsze dane z bezposrednich sekwencjonowan RNA wskazuja, Ze tego typu enzymy moga odgrywa¢é
istotng role w rozwoju infekcji wirusowej wiruséw, w tym SARS-COV2. Odkryto, ze dlugos¢ ogonow
poli(A) wirusowych czasteczek RNA zwigksza sie w trakcie infekcji z 30 na 60 nukleotydéw — tego typu
zmiany nie moga by¢ losowe. Wydhluzenie ogona poli(A) wigze si¢ ze zwigkszeniem stabilno§ci mRNA, a co za
tym idzie, z wicksza produkcja biatek wirusowych. Co istotne, genom wirusa SARS-Cov2 nie koduje zadnego
biatka, ktore mogloby wydtuzac¢ ogon poli(A).. Oznacza to, Ze wirus najprawdopodobniej korzysta z




enzymoéw gospodarza (chorego). Stawiamy hipoteze, Ze czasowe zablokowanie aktywnos$ci enzyméw
dodajacych ogon poli(A) moze spowodowaé mniejsza aktywnos¢ wirusa, a co za tym idzie tagodniejszg
infekcje.

Znanych jest 5 ssaczych niekanonicznych polimeraz poli(A), z czego jedna (TENT5D) eksprymowana jest
wylacznie w jadrach, z zwigzku z czym pozostaja 4 enzymy, ktére moga modulowac¢ poziom infekcji wirusowe;.
Dysponujemy juz liniami myszy z delecjami w genach TENT5A-TENT5C, w przedstawianym projekcie prosimy
o zgodg¢ na wyprowadzenie linii z mutacjg w genie TENT2. Po wyprowadzeniu linii myszy, ze zwierzat
wyizolujemy makrofagi, ktére nastepnie zakazane beda mysim koronawirusem i monitorowany bedzie poziom
zakazenia, a w celu oceny dlugosci ogondéw poli(A) przeprowadzone zostanie bezposrednie sekwencjonowanie
RNA. Nie przewidujemy, zeby wyprowadzona linia myszy wykazywata szkodliwy fenotyp.

W do$wiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy, izolowane z uktadu rozrodczego samic, stymulowanych
hormonalnie i u§miercanych. 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 zrodtem bolu bedzie jedynie uktucie igta. W celu uzyskania zwierzat
transgenicznych zarodki beda transplantowane do jajowoddéw samic biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce
poddane wazektomii. Przeszczepianie zarodkéw u samic i wazektomia u samcoéw beda wykonywane w
znieczuleniu ogdlnym, a ewentualny bol pooperacyjny bedzie usmierzany srodkami przeciwbolowymi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

|Mus musculus, samice - C57BL6/J/Tar x CBA/Tar — 12 osobnikéw

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

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

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM
Wykorzystalam/em stlowa kluczowe: poly(A) polymerases, TENT2, viral infection, genomic viral RNA

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: regulacja dtugosci ogona poli(A) jest
jednym ze sposobow postranskrypcyjnej regulacji genow. Diuzszy ogon poli(A) koreluje ze zwigkszona
stabilnoscig mRNA, a co za tym idzie wyzszg ekspresjg bialek. Po infekcji przez wirusy RNA o dodatniej
polaryzacji, w tym SARS-COV?2 dtugos¢ ogona poli(A) RNA wirusowego jest znacznie zwigkszana. Genom

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




wirusowy nie koduje zadnego biatka o potencjalnej aktywnosci cytoplazmatycznej poli(A) polimerazy.
Potencjalnymi enzymami odpowiedzialnymi za wydtuzanie ogona poli(A) RNA wirusa, a wigc za modulacje
poziomu infekcji wirusowej sa cytoplazmatyczne polimerazy poli(A) gospodarza, w tym TENT2.

B. Brak jest danych dotyczacych: nie istniejg bezposrednie doniesienia na temat roli polimerazy TENT2 w
przebiegu infekcji wirusowej

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku: Biorac po uwage, ze dysponujemy liniami
z delecjami genéw TENTSA-D, wyprowadzenie linii z delecja genu TENT2 pozwoli na zbadanie wptywu
wszystkich niekanonicznym polimeraz poli(A) na przebieg infekcji wirusowej przez wirusy z rodziny
Coronaviridae.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: zrozumienie mechanizmu wydtuzania ogona poli(A)
RNA wirusa podczas infekcji, a w szczegdlno$ci identyfikacja biatek gospodarza bioragcych w tym
udzial, pozwoli w przyszlo$ci na opracowanie inhibitorow, mogacych by¢ lekami przeciwwirusowymi.

Zastapienie: Przebieg infekcji wirusowej moze by¢ wiarygodnie zbadany jedynie przy uzyciu zwierzat lub
wyprowadzonych z nich pierwotnych linii komérkowych.

Ograniczenie: Wyprowadzenie linii myszy z mutacjg w genie TENT2 pozwoli zmniejszy¢ liczbe uzytych zwierzat
w poroéwnaniu do kazdorazowego wyciszania genu w liniach pierwotnych. Wedle naszej wiedzy jesteSmy
pierwszym i jedynym zespotem w Polsce wyprowadzajacym 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. Dzieki zastosowaniu tej metody modyfikacje
genetyczne wprowadzane sa ze znacznie wieksza czestos$cig oraz dodatkowo pozwala ona na pominigcie etapu
tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwigksza czesto§¢ wprowadzanych
modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczbe myszy niezb¢dnych do wyprowadzenia linii transgenicznej.

Udoskonalenie: Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie
wykonywany przez wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwickszona bedzie przezywalno$¢ zarodkow.

myszy po operacjach otrzymuja kompleksowg ochrone przeciwbolowa.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczer na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.
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