NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy z mutacjg w genie - przy pomocy
metody CRISPR/Cas9

2.Czas trwania projektu 15.10.2019-15.10.2021 (2 lata)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Mozgowe porazenie dziecigce, spastycznos¢, mielinizacja,

mutacja non-stop

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 sagdowej

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

m m g 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 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 projektu jest wyprowadzenie linii myszy niosagcych mutacje¢ heterygotyczna mutacjg typu non-stop w genie
zwigzanym z prawidtowa adhezja komorek, analogiczng do tej znalezionej niezaleznie u 3 réznych pacjentow.
Linia zostanie wyprowadzona przy uzyciu metody CRISPR-Cas9. Pacjenci wykazujg podobny obraz kliniczny na
ktory sktadajg sie:

- objawy przypominajace mozgowe porazenie dziecigee, jednak bez wystgpowania zmian niedotlenieniowych

- duza spastycznos¢

- nieprawidtowy rozw6j lokomotoryczny




- obraz MRI wskazujacy na op6zniong mielinizacje
- brak zaburzen metabolicznych, ktére mogltyby powodowaé¢ zmiany o charakterze neurodegeneracyjnym.

W do$wiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy. Beda one izolowane z uktadu rozrodczego samic,
stymulowanych hormonalnie i uSmiercanych. Zastosowane hormony, indukujace wzrost pecherzykow
jajnikowych i owulacje, sa substancjami niedraznigcymi. Iniekcje hormondéw beda wykonywane w dolnym
rejonie brzucha, w miejscu, ktore nie jest specjalnie uwrazliwione na bol, zatem zrodtem bolu bedzie jedynie
uktucie igltg. W celu uzyskania zwierzat transgenicznych zarodki bgda transplantowane do jajowodoéw samic
biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce poddane wazektomii. Przeszczepianie zarodkow u samic i
wazektomia u samcoOw bgda wykonywane w znieczuleniu ogélnym, a ewentualny bdl pooperacyjny bedzie
u$mierzany srodkami przeciwbolowymi.

Mozemy jedynie przewidywac fenotyp wyprowadzanej linii. Przypuszczamy, ze myszy moga wykazywac objawy
podobne do pacjentow, w szczegolnosci zaburzenia lokomotoryczne. Zaktadamy, ze fenotyp bedzie znacznie mnie;j
powazny niz w przypadku linii myszy z catkowitg delecja badanego genu, ze wzgledu na fakt, ze w wyprowadzanej
linii weigz w pelni funkcjonalna bedzie jedna kopia genu. Wstepnie, bazujac na fenotypie pacjentOw oceniamy, ze
myszy beda wykazywac szkodliwy fenotyp na poziomie nie wyzszym niz umiarkowany.

Do wyprowadzenia linii myszy transgenicznych i wstepnej oceny ich fenotypu niezbedne sg 4 procedury:
1. Wazektomia u samcow, ktore beda nastepnie uzyte do pokry¢ samic-biorczyn.

2. Podanie egzogennych hormonow gonadotropowych w iniekcji dootrzewnowej w celu wywolania owulacji u
samic-dawczyn, skojarzenie ich z samcami i uzyskanie zygot, ktore zostang nastepnie nastrzykniete mieszaning
CRISPR i hodowane do osiagnigcia stadium dwukomorkowego.

3. Transfer zarodkéw poddanych CRISPR do jajowodow samic-biorczyn w ciazy rzekomej.

4. Hodowla myszy mogacych wykazywa¢ szkodliwy fenotyp, w celu okreslenia jego stopnia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus, samice C57BL6/J /cmdb — 16

Mus musculus, samice F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) — 6

Mus musculus, samce F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) -2

Mus musculus, C57BL6/J /cmdb (heteryzygotyczne wzgledem badanego genu) — 14
Lacznie 38 myszy




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

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

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




Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM
Wykorzystalam/em stowa kluczowe: (nazwa badanego genu), demyelination, spasticity, Na
podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: mutacja typu non-stop w badanym
genie duzym prawdopodobienstwem jest przyczyng fenotypu przypominajgcego moézgowe porazenie dzieciece;
mutacje znaleziono niezaleznie u 3 réznych pacjentéw prezentujgcych podobny obraz kliniczny;

B. Brak jest danych dotyczacych: nie istnieje linia myszy z mutacja typu non-stop w badanym genie
powodujacaca powstanie biatka o wydtuzonej dtugosci; nie sa znane molekularne konsekwencje tego typu
mutacji; nieznany jest wptyw wydtuzonej formy biatka na opdznienie mielinizacji.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:
Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku:
- potwierdzenie, ze mutacja w badanym genie jest odpowiedzialna za objawy obserwowane u pacjentow

- potwierdzenie, ze mutacja w badanym genie powoduje opdznienie mielinizacji neurondw i zbadanie
kinetyki zmian

- zrozumienie molekularnych podstaw mechanizmu istnienia efektu negatywno dominujgcego w
przypadku powstania wydtuzonej formy biatka

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: wyodrebnienie nowej podjednostki chorobowej obejmujacej
chorych z objawami médzgowego porazenia dzieciecego, bez zmian niedotlenieniowych; w przysztosci
potencjalne wskazanie nowej strategii terapeutyczne;j

Zastapienie: badanie zjawisk zwigzanych z mineralizacja w konteksécie ludzkich chorob mozliwe jest jedynie u
organizmow, u ktorych przebieg tego procesu jest analogiczny jak u ludzi, a wigc w tym przypadku u zuchwowcow.
Nie jest wiec mozliwe wykonanie tego typu do$wiadczen na nizszy eukariontach. Nie sg tez dostgpne metody in

vitro umozliwiajace odwzorowanie proceséw mielinizacji w ludzkim mézgu bez udziatu zwierzat.

Ograniczenie: 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 komodrki macierzyste.

Dzicki zastosowaniu tej metody modyfikacje genetyczne wprowadzane sg ze znacznie wigksza czgstoscig oraz
dodatkowo pozwala ona na pominig¢cie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji
zwigksza czesto§¢ wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczbe myszy niezbednych do
wyprowadzenia linii transgenicznej. Linia myszy bedzie utrzymywana w stanie heterozygotycznym (klatki
rozrodcze WT x heterozygota).




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




Myszy bedg utrzymywane w systemie IVC, co zwigksza ich dobrobyt. Wszystkie myszy po operacjach otrzymujg
kompleksowa ochrong przeciwbolowa.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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

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



