NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Badanie funkcji niekanonicznej polimerazy poli(A) FAM46C w procesie erytropoezy
2.Czas trwania projektu: 01/07/2018 — 01/22/2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): FAM46C, erytropoeza, polimeraza poli(A)

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): A

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajgce popraw¢ dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich
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. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkdw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony §rodowiska 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, 1 korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Powstawanie czerwonych krwinek (RBC), czyli proces erytropoezy, polega na réznicowaniu macierzystych
komorek pnia do wyspecjalizowanych erytrocytow. Dokladne poznanie molekularnych mechanizmow
kierujacych przebiegiem tego procesu, jest kluczowe do zrozumienia takich chordéb jak anemia czy
czerwienica. Przeprowadzane w ostatnich latach badania pozwolily zidentyfikowa¢ gen FAM46C, o
dotychczas nieopisanej funkcji, jako istotny dla regulacji procesu erytropoezy u myszy. Gen ten koduje
enzym o aktywnosci polimerazy poli(A), ktorej rola polega na wydtuzaniu 3’koncowych ogonow poli(A)
w mRNA, co determinuje jego stabilnos¢ oraz tempo translacji.

Celem projektu jest zbadanie roli niekanonicznej polimerazy poli(A) FAM46C w procesie erytropoezy.
W celu zbadania roli i molekularnych podstaw aktywnosci enzymu FAM46C podczas dojrzewania
czerwonych krwinek wykorzystamy watroby ptodowe. Do§wiadczenia przeprowadzimy z wykorzystaniem
tkanek wyizolowanych z ptodéw znajdujacych si¢ w réznym stadiach rozwojowych E12 — E15 (12-15 dzien
cigzy), poniewaz ptodowa watroba w tym przedziale czasowym jest organem erytropoetycznym, co czyni
ja najlepszym modelem do badania tego procesu. Komorki pozyskane z organdow ptodow znajdujacych sig




na roéznych etapach rozwoju, pozwola nam na zbadanie zaburzen dynamiki erytropoezy w mutancie
FAM46C KO oraz zbadanie molekularnych funkcji jakie pelni ta niekanoniczna poli(A) polimeraza.
Planujemy przeprowadzi¢ szereg analiz biochemicznych i molekularnych m.in. test réznicowania i
proliferacji komodrek macierzystych pnia, analizy cytometryczne w oparciu o powierzchniowe markery
komorkowe takie jak CD71 oraz Terl19, ktéore pozwolg nam na zbadanie liczebnosci subpopulacji
komorek, a jednoczesnie pozwolg nam na zbadanie dynamiki erytropoezy, jak réwniez analizy RNAseq czy
qPCR oraz analizy majace na celu znalezienie biatek oddziatujacych z FAM46C.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus , samice w wieku 1-6 miecigcy.

Szczepy:

F1 (C57BL/6/TarxCBA/Tar) — 21 osobnikow

F1 (C57BL/6/TarxCBA/Tar) FAM46C (wt/-) — 37 osobniki
F1 (C57BL/6/TarxCBA/Tar) FAM46C-GFP — 17 osobnikow
F1 (C57BL/6/TarxCBA/Tar) FAM46C-Flag — 5 osobniki

Suma osobnikow 80.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzitem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych:

PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco
Wykorzystatam/em stowa kluczowe: erythropoiesis, FAM46C, poliadenylation
Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: erytropoeza to proces
wieloetapowy, ktory jest $cisle kontrolowany. Nieprawidtowy proces erytropoezy prowadzi do
rozwoju choréb takich jak: anemia czy czerwienica. W mutantach FAM46C KO zaobserwowano
nieprawidlowos$ci zwigzane z krwinkami czerwonymi, w zwiazku z czym

! Przy wypeianiu wzorowac si¢ na instrukcji wypeiania wniosku W1 punkt. 8




najprawdopodobniej biatko FAM46C zaangazowane jest w proces erytropoezy. Brak jest danych
dotyczacych: molekularnych mechanizmow zwigzanych z aktywnoscig polimerazy FAM46C w
procesie erytropoezy.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: ustalenie roli genu FAM46C
W procesie erytropoezy

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajacej na: poznaniu potencjalnej funkcji jaka petni i
mechanizmu dziatania polimerazy FAM46C w procesie erytropoezy u ludzi.

Zastgpienie: Nie jest mozliwe przeprowadzenie proponowanego doswiadczenia bez uzycia zwierzat. W
badaniach genetycznych mechanizméw funkcjonowania ludzkiego organizmu i chordb cztowieka model
zwierzgcy jest zawsze najlepszym przyblizeniem, najcenniejszym narzedziem, pozwalajacym poznaé
przyczyny 1 przebieg badanego procesu. Tak jest rowniez w przypadku erytropoezy, gdzie modele
komorkowe nie pozwalajg na $ledzenie kazdego z etapow tego procesu jeden po drugim. Dlatego tez w
celu zbadania roli i molekularnych podstaw aktywnos$ci enzymu FAM46C podczas dojrzewania
czerwonych krwinek wykorzystamy watroby plodowe. Doswiadczenia przeprowadzimy z
wykorzystaniem tkanek wyizolowanych z ptodow znajdujacych si¢ w roznym stadiach rozwojowych E12
— E15 (12-15 dzien cigzy), poniewaz ptodowa watroba w tym przedziale czasowym jest organem
erytropoetycznym, co czyni ja najlepszym modelem do badania tego procesu. Komorki pozyskane z
organow plodow znajdujacych si¢ na réznych etapach rozwoju, pozwolg nam na zbadanie zaburzen
dynamiki erytropoezy w mutancie FAM46C KO oraz zbadanie molekularnych funkcji jakie pelni ta
niekanoniczna poli(A) polimeraza.

Ograniczenie: dzigki przeprowadzeniu stymulacji hormonalnej samic-matek zwiekszymy liczebno$¢
miotow, co z kolei wprost prowadzi do zmniejszenia niezbednej liczby uzytych dorostych myszy.
Dodatkowo, stymulacja hormonalna umozliwia precyzyjne okreslenie dnia cigzy i standaryzacje momentu
przeprowadzanej izolacji erytroblastow, co w przypadku badania stadiow rozwojowych znacznie zwigksza
wiarygodno$¢ wynikoéw 1 pozwoli na uniknigcie koniecznosci powtarzania doswiadczenia.

Udoskonalenie: wszystkie procedury wykonywane sa przez wykwalifikowany personel, dawki hormonow
zostaly tak dobrane, by myszy jak najlepiej odpowiadaty na stymulacje hormonalng.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

2 Wypehia wlasciwa lokalna komisja etyczna ds. dos§wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé whasciwe pole.
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