NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy z ,,humanizowanym’ genem Prm1 przy pomocy metody

CRISPR/Cas9
2.Czas trwania projektu 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): spermatogeneza, plemnik, glowka, kondensacja chormatyny,

protaminy

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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m o 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

o

. 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 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.

Celem przestawianego projektu jest wyprowadzenie linii myszy transgenicznych z mutacjami punktowymi w
genie Prm1, kodujgcym protamine 1 — biatko zastepujace histony podczas pdznych etapow spermatogenezy. Linia
myszy transgeniczna zostanie wyprowadzona przy pomocy metody CRISPR/Cas9.

W koncowych etapach spermatogenezy jadro plemnika ulega drastycznej reorganizacji i kondensacji. Protaminy
odgrywaja wazng rolg w zageszczaniu chromatyny, a zatem moze takze odgrywaé wazng role w ksztattowaniu jader.
Ksztalt plemnikow rézni sie znaczgco migdzy gatunkami ssakow, rowniez miedzy cztowiekiem a myszg — plemniki
cztowieka majg okragla gléwke, podczas gdy mysie sg haczykowate. Nie jest jasne skad wynika roznica w ksztatcie
pomiedzy plemnikami.

Sekwencja genu kodujacego protaming rdzni si¢ pomi¢dzy myszami a ludzmi. Postawiono hipoteze, ze roznice w
budowie biatka mysiego i ludzkiego majg bezposredni wptyw na ksztatt glowki plemnika. Aby potwierdzi¢ hipotezg




planujemy wyprowadzi¢ lini¢ myszy transgenicznych z genem protaminy zmutowanym tak, by sekwencja byta jak
najbardziej podobna do sekwencji ludzkiej.

Mimo wieloletnich badan, doktadny wptyw protaminy na ksztattowanie gtowki plemnika pozostaje niejasny.
Samce myszy z heterozygotyczng mutacja Prm1l majg ograniczona ptodnos$¢ — zaptodnienie spontaniczne nie
zachodzi, natomiast mozliwe jest zaptodnienie in vitro po usunigciu ostonki przejrzystej oocytu. Ksztatt
plemnikdéw jest czesto nieprawidtowy, lecz wigkszo$¢ nieprawidtowosci dotyczy ogonu plemnika, ksztalt gtowki
nie odbiega od normy czgsciej, niz w przypadku myszy dzikich. Co bardzo istotne, mutacje i polimorfizmy w
genie Prm1 zwigzane sa z me¢ska nieptodnoscia u ludzi. Interesujace jest, ze niektore z polimorfizmoéw wydaja si¢
by¢ zwiagzane z nieplodno$cia idiopatyczng, w ktorej parametry spermy nie odbiegaja od normy. Istnieja rowniez
doniesienia o kluczowym wptywie niektorych z mutacji genu Prml na rozwdj ludzkich zarodkow powstatych
podczas procedury ICSI. Stad zrozumienie doktadnej roli protaminy 1 w zaptodnieniu i pre-implantacyjnym
rozwoju zarodka jest niezwykle wazne.

Uwazamy, ze wyprowadzenie linii myszy z ,,humanizowanym” genem Prm1 jest istotne z kilku powodéw. Po
pierwsze, na podstawie wynikow badan spermy myszy bedziemy mogli sprawdzi¢ czy zaggszczenie jadrowe i
przebudowa podczas spermatogenezy sa wynikiem dzialania sit zewn¢trznych (przewazajacy poglad), czy tez sity
wewngtrzne, czyli dzialanie protaminy moze odgrywac istotng rolg. Po drugie, sprawdzimy czy subtelne zmiany
w sekwencji protaminy 1 moga mie¢ dramatyczny wptyw na wzor zageszczenia jadrowego. Po trzecie,
wyprowadzenie linii myszy z mutacjami punktowymi w genie Prm1 pozwoli na weryfikacj¢ uzytecznosci
wykorzystania fibroblastow wyrazajacych protaming jako modelu do badania reorganizacji DNA podczas
tworzenia gamet. Potwierdzenie zmiany ksztattu plemnikoéw oznaczatoby, ze dalsze do§wiadczenia dotyczace
mechanizméw lezacych u podstaw przemodelowania jadrowego podczas spermatogenezy mogtoby by¢
prowadzone na takim uproszczonych systemie komorkowym, co w przysztosci ograniczyloby koniecznosé
wykorzystywania modeli mysich.

W doswiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy, izolowane z uktadu rozrodczego samic, stymulowanych
hormonalnie i usmiercanych. Zastosowane hormony, indukujgce wzrost pecherzykdéw jajnikowych i owulacje, sg
substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki bedg wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu, ktére nie
jest specjalnie uwrazliwione na bdl, zatem zrédtem bdlu bedzie jedynie uktucie igtg. W celu uzyskania zwierzat
transgenicznych zarodki beda transplantowane do jajowoddw samic biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce
poddane wazektomii. Przeszczepianie zarodkdow u samic i wazektomia u samcow bedy wykonywane w
znieczuleniu ogdlnym, a ewentualny bél pooperacyjny bedzie usmierzany srodkami przeciwbdlowymi.

Samice-biorczynie nie beda usmiercane, po odchowaniu mtodych bedg hotelowane lub (jesli lekarz weterynarii
wyrazi zgode) wykorzystywane w innych doswiadczeniach. Wazektomowane samce bedg utrzymywane w
zwierzetarni do naturalnej $mierci lub zaobserwowania niepokojgcych objawéw; bedg wykorzystywane do krycia
samic-biorczyn w tym i kolejnych doswiadczeniach (procedury hodowlane). Samice-dawczynie, w celu izolacji
zarodkdéw, bedg usmiercane przez dyslokacje kregéw szyjnych.

6.LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

[Mus musculus, samice C57BL6/J/cmdb — 16 osobnikow




Mus musculus, samice F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) — 7 osobnikow
Mus musculus, samce F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) — 5 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I 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 stowa kluczowe: Protamine 1, Prm1, humanized Prm1 gene, spermatogenesis

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze: protaminy jako biatka biorace
udziat w kondensacji chromatyny jadra plemnikow sg kluczowe dla prawidtowego przebiegu spermatogenezy.
Bardzo prawdopodobnym jest ze od sekwencji aminokwasowej biatka Prm1 zalezy ksztalt jader mysich
plemnikow.

B. Brak jest danych dotyczacych: nie istnieje linia myszy eksprymujaca ,,humanizowana” protaming 1,
nie jest znany mechanizm regulacji ksztattu gtowki plemnika Uzyskanie danych z proponowanego projektu

pozwoli na:

Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: proponowany projekt pozwoli lepiej
zrozumie¢ mechanizm formowania si¢ gtowki plemnika ssaczego, w szczegdlnosci roli protaminy 1 w determinacji
jego ksztattu

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: zrozumienie mechanizméw formowania gtowki
plemnikdéw ssaczych moze w przysztosci pozwoli¢ na nowe podejscia do problemu meskiej
nieptodnosci wérod ludzi; dodatkowo, wyprowadzenie linii myszy z mutacjami punktowymi w genie Prm1
pozwoli na weryfikacje uzyteczno$ci wykorzystania fibroblastow wyrazajacych protamine jako modelu do
badania reorganizacji DNA podczas tworzenia gamet.

Zastapienie: Spermatogeneza jest skomplikowanym procesem, w ktory zaangazowane jest wiele typéw komorek,
nie jest mozliwe odwzorowanie jej in vitro, bez uzycia modelu zwierzecego; uzycie zwierzat jest niezbedne w celu
weryfikacji uzytecznosci uproszczonego modelu komérkowego, ktory w przysztosci moglby mie¢ zastosowanie w
celu badania kondensacji DNA

Ograniczenie: Metoda CRISPR-Cas9 pozwala na znaczne zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat, w
stosunku to klasycznej inzynierii genetycznej opierajacej sie o embrionalne komorki macierzyste. Dzigki
zastosowaniu tej metody modyfikacje genetyczne wprowadzane sg ze znacznie wigkszg czestoscig oraz dodatkowo
pozwala ona na pominigcie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwigksza
czestos¢ 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 beda utrzymywane w systemie IVC, co zwigksza ich dobrobyt. Wszystkie myszy po operacjach otrzymuja

kompleksowa ochrong przeciwbolowa.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna}2
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy 0O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

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



