NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy bedacej warunkowym modelem zespotu

szpikowotrzustkowego Pearsona
2.Czas trwania projektu 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Zespot szpikowo-trzustkowy, choroby mitochonrialne,
CRISPR/Cas9

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) B. Badania translacyjne lub

stosowane

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, srodkow 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 okresli¢ 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.

Mitochondria sg glownym zrédtem trifosforanu adenozyny (ATP), czasteczki, ktora jest syntetyzowana przez
mitochondrialny tancuch oddechowy. ATP jest gtdbwnym substratem energetycznym wymaganym dla wszystkich
aktywnych proceséw zachodzacych w komorce, a jego niedobor prowadzi do dysfunkcji komorkowej i

ostatecznie $mierci komorki.

Nieprawidtowe zaopatrzenie komorek w energi¢ jest wspolng cechg wszystkich zaburzen mitochondrialnych,
grupy powaznych chorob ludzi, dla ktérych obecnie nie jest dostepne skuteczne leczenie. Zaburzenia
mitochondrialne dotykaja 1 na 5000 osdb, wptywajac na uktad nerwowy i mig¢énie szkieletowe, powodujac
powazne objawy chorobowy i czgsto przedwczesng Smier¢.




Zespot szpikowo-trzustkowy Pearsona jest rzadka choroba mitochondrialng spowodowang delecjami w obregbie
mitochondrialnego DNA (mtDNA) i klonalnej ekspansji jego zmutowanej wersji. Delecje pojawiaja si¢ podczas
dojrzewania oocytu lub na wezesnych etapach rozwoju zarodka i obejmujg geny kodujace tRNA mitochondrialne.

W chorobie tej wystepuje heteroplazmia — w obrebie jednej komodrki wystepuja zarowno prawidtowe, jak i
zmutowane czasteczki mtDNA, a ich stosunek jest zmienny. Wadliwe kopie mtDNA sa nieaktywne translacyjnie,
a translacja mitochondrialna opiera si¢ na pozostatych kopiach mtDNA. Cigzko$¢ symptomow pacjentow jest
wprost skorelowana ze stosunkiem zmutowanej frakcji mtDNA do prawidtowych kopii.

W poczatkowym etapie choroby ujawniajacym si¢ w niedtugim czasie po narodzinach jedynym dostepnym
leczeniem sg czeste transfuzje i przeszczep hematopoetycznych komorek macierzystych. Mimo wprowadzanego
leczenia rokowania sg niepomyslne i wigkszos$¢ pacjentow umiera w wieku niemowlecym. U pacjentow, ktorzy
przezyja wiek niemowlgcy, progresywnie pojawiajg si¢ kolejne objawy — zaburzenia funkcjonowania gatek
ocznych, bloki w obrgbie mig$nia sercowego, mioklonie, napady drgawek, ghuchota i otepienie.

Rozsgdnym podejsciem terapeutycznym wydaje si¢ by¢ proba eliminacji zmutowananego mitochondrialnego
DNA, by w ten sposéb zwigkszy¢ frakcje prawidtowych kopii. W niniejszym projekcie prosimy o zgodg na
wyprowadzenie nowej linii myszy bedacej modelem dla zespotlu Pearosna, ktory pozwoli nam przetestowac nowe
podejscia terapeutyczne majace na celu zmniejszenie frakcji zmutowanego mtDNA. Ostatnie postepy
technologiczne powinny umozliwi¢ nam wprowadzenie ukierunkowanych manipulacji w mtDNA i zmniejszenia
ilosci zmutowanego mtDNA ponizej progu krytycznego dla klinicznej manifestacji choroby.

Mitochonrialne DNA nie poddaje si¢ manipulacjom przy pomocy klasycznej metodologii CRISPR-Cas9. Do
zaindukowania mutacji zostanie wigc uzyta specyficzna nukleaza, ktorej sekwencja wprowadzona zostanie w
locus ROSA26 przy pomocy systemu CRISPR-Cas9. Wyprowadzenie modelu obejmuje wigc nastgpujace etapy:
Ekspresja nukleazy bedzie warunkowa i indukowalna przy pomocy systemu Tet-ON, a wi¢c myszy
jakiekolwiek objawy chorobowe moga wykazywac dopiero po podaniu tetracykliny. Ten system ekspresyjny
zostat z sukcesem przetestowany przy pomocy linii komdérkowych.

Proponowany wniosek obejmuje wytacznie wyprowadzenie linii mysi, ktéra nie bedzie wykazywala zadnych
objawéw chorobowych, gdyz ekspresja nukleazy bedzie nieaktywna, a kaseta insercyjna wprowadzona begdzie w
klasycznie wykorzystywane locus.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus:

- C57BL6/J samice — 36
- F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) samice — 54
- F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) samce — 20

Lacznie: 110 myszy




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'

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



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

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM

Wykorzystalam/em stlowa kluczowe: Pearsons syndrome, mouse model, mitochondrial disease, heteroplasmy

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: zespot Pearsona jest powodowany
przez specyficzne mutacje w obrebie DNA mitochondrialnego; jego objawy sg bardzo powazne i czgsto powoduja
$mier¢ w niemowlectwie.

B. Brak jest danych dotyczacych: nie istnieje zwierzecy model zespotu Pearsona; wprowadzenie mutacji do
genomu mitochondrialnego nie jest mozliwe przy zastosowaniu klasycznej metodologii CRISPR-Cas, niezbgdne
jest wykorzystanie do tego specyficznych nukleaz wprowadzanych w neutralnej loci w obrebie genomu

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: wyprowadzenie warunkowego modelu
zespolu Persona pozwoli na doktadne opisanie wptywu ocecnosci zmutowanej frakcji mtDNA na funcjonowanie
poszczegdlnych tkanek organizmu

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: Wyprowadzenie modelu zwierzecego zespotu Pearsona pozwoli
na zbadanie nowych podej$¢ terapeutycznych polegajacych na probie zmniejszenia frakcji zmutowanego mtDNA.

Zastapienie: Dzialanie systemu zostato potwierdzone przy pomocy linii komorkowych, jednak przeprowadzenie
docelowego eksperymentu bez uzycia modelu zwierzgcego nie jest mozliwe ze wzgledu na rozleglos¢ fenotypow
zwigzanych z chorobami mitochondrialnymi. W przebiegu choréb mitochondrialnych najbardziej narazone sa
tkanki o duzym zapotrzebowaniu energetycznym. Nie jest mozliwe oddanie tego zjawiska przy uzyciu wytacznie
linii komérkowych.

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 opierajgcej si¢ o embrionalne komorki macierzyste. Dzigki
zastosowaniu tej metody modyfikacje genetyczne wprowadzane sg ze znacznie wiekszg czestoscig oraz dodatkowo
pozwala ona na pominigcie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwigksza
czestos¢é wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczb¢ 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 bedg utrzymywane w systemie [VC, co zwigksza ich dobrobyt. Wszystkie myszy po operacjach otrzymuja
kompleksowa ochrone¢ przeciwbdolows.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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

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



