NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Wyprowadzenie linii podwéjnie transgenicznych $win dla genéw nGal x MCPIP
2.Czas trwania projektu : 01.10.2017-31.03.2019

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) transgeneza, krzyzowanie, PERV, MCPIP.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sagdowe;j

E. Badania zapewniajagce poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat
gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $rodkow spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska 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
spowodowa¢ 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 uzyskanie linii podwojnie transgenicznych §win o ekspresji genéw nGal x MCPIP
oraz weryfikacja hipotezy o roli bialkka MCPIP jako potencjalnego czynnika inaktywujacego
endogenne retrowirusy $winskie — PERV (z ang. Porcine Endogenous Retrovirus), ktore uznawane sg
jako czynnik ryzyka przy zastosowaniu ksenoprzeszczepow u ludzi (organdw i tkanek pochodzacych
od genetycznie zmodyfikowanych §win — np. serce, watroba, skora jako bioopatrunek, zastawki serca,
tkanka kostna). W oparciu o zatozong hipoteze oraz fakt posiadania transgenicznych $win z knock-out
genu o 1-3 galaktozylotransferazy (nGal) i §win transgenicznych dla genu MCPIP (ekspresja biatka
MCPIP-1 — regulator stanu zapalnego) planuje si¢ wyprowadzenie linii podwdjnie transgenicznych
$win dla genow nGAL x MCPIP. W przypadku potwierdzenia zaktadanej hipotezy, z uzyskanych
podwojnie transgenicznych osobnikow nGAL x MCPIP1 zostanie wyprowadzona linia zwierzat
modelowych. Podwdjnie transgeniczne $winie (nGAL X MCPIP1) bedg stanowity material wyj$ciowy
do dalszych badan biomedycznych. Projekt klasyfikowany jest do badan podstawowych z zakresu
biologii zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania planuje si¢ wykona¢ na tacznej liczbie 200 $win. Osobniki transgeniczne dla modyfikacji nGal i
MCPIP bedg krzyzowane w celu uzyskania osobnikéw podwojnie transgenicznych nGal x MCPIP.




1. W pierwszym etapie prac grupa transgenicznych §win dla genéw nGal i MCPIP, poddana

zostanie badaniom na obecno$¢ endogennych retrowirusow PERV. Po przeprowadzeniu badan

przesiewowych zostanie ustalona grupa $win, ktora stanowi¢ bedzie material wyjsciowy do
wyprowadzenia linii podwdjnie transgenicznych osobnikow nGal x MCPIP.

Wyselekcjonowane osobniki nGal pozytywne dla PERV beda kojarzone z osobnikami MCPIP.

3. Urodzone w wyniku kojarzen osobnikoéw nGal z osobnikami MCPIP potomstwo, poddane
zostanie badaniom molekularnym w celu wyselekcjonowania podwdjnie transgenicznych
osobnikéw pokolenia F1 nGal x MCPIP.

4. Podwojnie transgeniczne osobniki nGal x MCPIP zostang poddane badaniu przesiewowemu na
obecnos¢ endowirusow PERV, zgodnie z przyjetym modelem klasyfikacji dla PERV. Postuzy to
do sprawdzenia zatozen hipotezy o inaktywujacej roli biatka MCPIP w stosunku do endogennych
wirusow z grupy PERV.

5. W oparciu o wyselekcjonowane, wolne od PERV podwojnie transgeniczne osobniki, stworzona

zostanie grupa zwierzat zatozycieli linii nGal x MCPIP wolnych od PERV.
Konieczno$¢ wykorzystania zaktadanej  liczby zwierzat (200 szt.) wynika z wukladu
doswiadczenia, w ktorym uwzglednia si¢ stopien przekazywania nowo nabytej cechy na
poziomie nizszym niz 40% (10-40%).W wyniku do$wiadczenia planuje si¢ uzyska¢ 10-20
podwojnie transgenicznych $win, ktore stanowi¢ beda materiat wyjsciowy do wyhodowania linii
osobnikéw nGal x MCPIP.

n

1. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I
UDOSKONALENIA*

Whioskodawca uwzglednia i wdraza zasady 3R w zakresie ograniczenia, zastapienia i udoskonalenia.
W zakresie zasady ograniczenia:

wnioskodawcy uwzglednili najnizsza mozliwa liczbe zwierzat niezbedna do osiagnigcia okreslonych celow,
jednoczesnie majac na wzgledzie art.4 dyrektywy 2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéow naukowych, zgodnie z ktorym panstwa cztonkowskie zapewniaja
zredukowanie liczby zwierzat wykorzystywanych w projektach do minimum, bez uszczerbku dla celow
projektu. Szczegotowo zastosowanie zasady ograniczenia przedstawiono w pkt. 5 wniosku. Wnioskodawca
zaktada, ze do uzyskania na drodze naturalnego krzyzowania (a wigc w wyniku zastosowania metod
nieinwazyjnych), 10 -20 podwdjnie transgenicznych §win, niezbedne jest wyhodowanie okoto 180 prosiat,
poniewaz zaledwie 40% z nich moze wykaza¢ si¢ pozadana cechg genetyczng. Wnioskodawcy zaktadaja, ze
w przypadku gdy wsrdd planowanych 180 urodzonych transgenicznych prosiat nie uda si¢ uzyskac
odpowiedniej ilosci zwierzat podwdjnie transgenicznych, niezbedne bedzie wykorzystanie dodatkowej
liczby zwierzat z wlasciwym wczesniejszym aneksem do Komisji Etycznej. W przypadku zas$, gdy uzyska
si¢ pozadang ilo$¢ zwierzat w populacji mniejszej niz 180 doswiadczenie begdzie przerwane. W przypadku,
gdy uzyska sie ilo$¢ zwierzat podwojnie transgenicznych wiekszg niz planowana - zwierzeta te beda
pozostawione przy zyciu i wprowadzone do stada doswiadczalnego.

W zakresie zasady zastgpienia:

uwzgledniono mozliwo§¢ wykorzystania metod alternatywnych. Proponowane badania w zakresie
okreslonym metodyka wniosku zarowno w zakresie monitoringu zakazen i nosicielstwa wirusa PERV, jak i
weryfikacji transgenezy wymagaja jednak wykorzystania materialu biologicznego pochodzacego od
zwierzat tj. krwi lub komorek somatycznych np. leukocytow pochodzacych z krwi lub komorek
pochodzacych z tkanki tluszczowej. Nie ma wigc mozliwosci zastgpienia materialu biologicznego
pochodzacego od zwierzat syntetycznym. Swinia domowa jest jedynym gatunkiem zwierzat gospodarskich

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




wykorzystywanym w badaniach z zakresu ksenotransplantacji i medycyny transplantacyjnej ze wzgledu na
bardzo duze podobienstwo budowy i funkcjonalno$ci narzadéw i tkanek do cztowieka. W doswiadczeniu
zaplanowano procedury lagodne, o najnizszym stopniu inwazyjnosci. Zrezygnowano z bardziej
inwazyjnych metod uzyskiwania zwierzat transgenicznych. Vide zasady udoskonalenia.

W zakresie zasady udoskonalenia:

w trakcie przygotowywania projektu przeanalizowano szczegétowo mozliwo$¢ uzyskania pozadanej
populacji metodami nieinwazyjnymi i inwazyjnymi. Wnioskodawcy odrzucili metody inwazyjne np.
uzyskanie transgenicznego potomstwa przez wyptukiwanie i przenoszenie zarodkéw czy innymi metodami
biotechnologicznymi. Zaktada si¢, ze sukces badawczy uda si¢ uzyska¢ przy zastosowaniu metod
nieinwazyjnych. W projekcie zaklada si¢ wykorzystanie i zastosowanie metod hodowlanych,
odpowiedniego doboru par rodzicielskich, krycia lub inseminacji do uzyskania i wyhodowania prosiat.
Metody te nie byly opisywane we wniosku ze wzgledu na brak ich inwazyjnos$ci. Jedynymi czynno$ciami
inwazyjnymi projektu definiowanymi jako procedura jest weryfikacja nosicielstwa PERV rodzicéw (proc.
1.2) i weryfikacja transgenezy u prosiat (procl.2 i .1.3) obie z wykorzystaniem materialu pobranego od
zwierzat. Zwierzgtom zapewnia si¢ spokoj, zachowanie dobrostanu i pelny powrdt do zdrowia po
zakonczeniu procedury. W projekcie uwzgledniono procedury o najnizszym stopniu inwazyjnosci, przy
maksymalnym ograniczeniu stresu i bolesnosci zabiegu. Szczegdlowe sposoby przygotowania zwierzat i
opieki przedstawiono w proc. 1.1. Nie planuje si¢ uSmiercania zwierzat. Zatozeniem projektu jest bowiem
pozostawienie wszystkich zwierzat zywych, a tagodna inwazyjno$¢ procedur pozwala na wykorzystanie
zwierzat w kolejnych procedurach (innych do$wiadczeniach i projektach). Wnioskodawcy podkreslaja, ze w
mys$] wspomnianej juz dyrektywy 2010/63/UE 1 jej art. 1 pkt 2. po zakonczeniu doswiadczenia znaczna
czes¢ zwierzat (wszystkie nietransgeniczne) mogtaby powroci¢ do ich siedliska lub systemu hodowlanego,
na co nie pozwalajg jednak bardziej restrykcyjne polskie przepisy z zakresu ochrony zwierzat
doswiadczalnych i utrzymania ich dobrostanu (Ustawa o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych lub edukacyjnych Dz. U. 2015 poz 266, art.15 pkt.2).




