NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: , Uzyskanie linii myszy transgenicznych: C57BL/6-GCSFR-flox,
C57BL/6(Hoxb5-mCherry)-Neol-GFP, C57BL/6-GCSF-ZsGreen za pomoca
metody CRISPR-Cas9 do badania funkcji hematopoetycznych komérek

macierzystych”

2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): C57BL/6(Hoxb5-mCherry)-Neol-GFP, C57BL/6-GCSF-
ZsGreen, C57BL/6-GCSFR-flox, komoérki macierzyste, hematopoeza

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) ...............

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. 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 do§wiadczenia, 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.

Wszystkie komorki krwi w naszym organizmie pochodza z hematopoetycznych (krwiotwoérczych)
komorek macierzystych (ang. hematopoietic stem cells - HSCs). HSCs rezyduja w szpiku kostnym — to

one odpowiadajg za skutecznos$¢ przeszczepoéw szpiku u ludzi.

Ostatnie badania wskazuja, ze nie wszystkie komorki HSC sa takie same. Wérdéd komoérek HSC sa
frakcje komorek, ktore preferencyjnie réznicuja od jednego z typéw komorek krwi — do komorek

mieloidalnych. Ponadto, ta zidentyfikowana frakcja ulega z wiekiem ekspansji. Dlatego tez podejrzewa




si¢, ze moze ona przyczyniac si¢ do rozwoju ostrych biataczek mieloidalnych zwigzanych ze starzeniem
sie.

Aby moéc badaé tg rzadka frakcje komoérek nalezy stworzy¢ odpowiednie narzedzie eksperymentalne.
Zidentyfikowane zostaly dwa geny, ktore wyrdzniaja opisywang frakcj¢ komorek mieloidalnych:
neogenina -1 (Neo-1) oraz granulocytowy czynnik wzrostu (GCSF) jak i jego receptor (GCSFR). W
oparciu o te geny postanowiono stworzy¢ 3 nowe linie myszy: C57BL/6(Hoxb5-mCherry)-Neol-GFP,
C57BL/6-GCSF-ZsGreen, C57BL/6-GCSFR-flox. Dwie linie myszy, tzw. reporterowe, bedg si¢
charakteryzowaly ekspresja biatka fluorescyjnego w komorkach w ktorych zachodzi ekspresja
neogeniny-1 lub GCSF. W przypadku trzeciej linii wprowadzone zostang do genu GCSFR sekwencje,
ktére w pozniejszych eksperymentach pozwolg na specyficzne indukowane wylaczenie genu w danym

typie komorek.

Stworzenie powyzszych narzedzi pozwoli na obrazowanie wybranej frakcji komorek HSC w szpiku

kostnym oraz na badanie roli GCSFR dla ich funkcjonowania.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

411 myszy domowych

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przedstawiany projekt zostal przygotowany w oparciu o zasad¢ 3R aby ograniczy¢ badania na

zwierzetach do niezbednego minimum.

Zasada zastapienia:

Obecnie nie ma metod badawczych, ktére zastapilyby funkcjonalne badania nad komorkami HSC z

wykorzystaniem myszy.

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono w literaturze (baza danych PubMed oraz Google Scholar,

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




hasta: neogenin, csfr3, gcsfr) czy zaproponowane szczepy myszy nie zostalty juz wczesniej stworzone,

lub czy nie istnieja podobne szczepy, ktore potencjalnie moglyby by¢ wykorzystane w doswiadczeniach.

Wedlug najlepszej wiedzy nie istniejg myszy reporterowe dla genu neo-1. Nie istniejg tez myszy Neo-1-
CreER, ktore moglyby by¢ wykorzystane jako reporterowe po skrzyzowaniu ich z myszami typu loxP-

STOP-loxP-reporter.

Jackson Laboratory udostgpnia myszy typu knock-out dla genu gscfr (Csf3rtmlLink, # 017838).
Natomiast wylaczenie genu gesfr w tym modelu jest konstytutywne we wszystkich komorkach.
Prowadzi to do mniejszego niz oczekiwany odsetka narodzonych homozygot i braku granulocytéw od
pierwszych dni zycia myszy, oraz powoduje zaburzenie hematopoezy i uposledzenie odpornosci. Linia
ta nie moze by¢ uzywana do badania funkcji komoérek HSC. Dlatego potrzeba stworzy¢ nowe lini¢
transgeniczne: C57BL/6(Hoxb5-mCherry)-Neol-GFP, C57BL/6-GCSF-ZsGreen, C57BL/6-GCSFR-
flox.

Zasada ograniczenia:

Planowane jest, ze stworzone nowe linie myszy transgenicznych begda dostepne dla innych grup

badawczych.

Zastosowana metodologia tworzenia nowych linii myszy oparta na technologii CRISPR/Cas9 jest
istotnym udoskonaleniem metod tradycyjnych, opartych o embrionale komorki macierzyste i myszy
chimeryczne: jest skuteczniejsza, szybsza i nie wymaga dlugoterminowej hodowli wsobnej dla
uzyskania czystego tla genetycznego (modyfikacje s3a prowadzone bezposrednio na podiozu
genetycznym C57BL6). W do$wiadczeniu tym planowana jest mozliwie jak najmniejsza ilos¢ myszy
potrzebna do stworzenia trzech nowych linii: C57BL/6-GCSFR-flox, C57BL/6(Hoxb5-mCherry)-
Neol-GFP, C57BL/6-GCSF-ZsGreen. Biorgc pod uwage, ze okoto 75% wyizolowanych zarodkow
przezywa po mikroiniekcji, z tego 20% zarodkow podanych do jajowodoéw da poczatek nowym
myszom, natomiast tylko 5% myszy urodzonych bedzie posiada¢ oczekiwang modyfikacj¢ genetyczng.
Dlatego tez w oparciu o artykuly naukowe, wiedz¢ i do§wiadczenie planowana liczba 411 zwierzat jest

niezbedna, a zarazem minimalng ilo$cig potrzebng aby uzyska¢ myszy nowych linii transgenicznych.

Zasada udoskonalenia:

Proponowany model C57BL/6-GCSFR-flox to istotne udoskonalenie obecnie dostgpnego modelu — po




skrzyzowaniu z myszami, ktore majg ckspresje rekombinazy CreER pod kontrolg tkankowo
specyficznego promotora, bgdzie mozna wylaczy¢é gen gesfr w sposob indukowalny w wybranej
populacji. To pozwoli unikng¢ ostrego fenotypu obserwowanego u dostepnych myszy Csf3rtm1Link,
oraz umozliwi prowadzenie duzo bardziej precyzyjnych badan. Myszy przebywaja w $Srodowisku

wzbogaconym o gryzaki i materiat gniazdowy.

Cztonkowie zespotu majg doswiadczenie w wykorzystywaniu CRISPR/Cas9 do modyfikacji zygot, a

takze w izolacji zygot i ich transferu do jajowodu, co takze pozwoli ograniczy¢ liczbe zwierzat.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

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




