NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Wykorzystanie pecherzykow zewnatrzkomorkowych izolowanych z komoérek
macierzystych jako nosnikow hybrydowych nukleaz w celu edycji genomu in vivo

2.Czas trwania projektu: 29 miesiecy.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): CRISPR/Cas9, pecherzyki zewnatrzkomorkowe, komorki

macierzyste, edycja genomdw, in vivo.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A.

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Zaplanowane doswiadczenie ma na celu sprawdzenie skuteczno$ci dziatania systemu CRISPR/Cas9
(ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9 nuclease) przenoszonego za
pomocg pecherzykow zewnatrzkomorkowych (ang. Extracellular Vesicles; EVs) izolowanych z

komorek macierzystych, w systemie in vivo, celem wylgczenia ekspresji wybranych genow.

Zaproponowana w do$wiadczeniu nowa metoda dostarczania hybrydowych nukleaz in vivo, stanowi
alternatywe¢ dla istniejacych systemow, opartych na wektorach wirusowych, ktére niosa ryzyko
mutagenezy insercyjnej, jak roéwniez dla systemow opartych na liposomach, ktorych skuteczno$é in vivo

jest czesto niezadowalajaca.




Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (EVs) powstaja w wyniku naturalnego procesu ztuszczania si¢ blony
komorkowej i s3 waznymi mediatorami w komunikacji mi¢edzykomodrkowej. Dzigki zawartym w nich
biologicznie aktywnym czasteczkom, takim jak mRNA, mikroRNA oraz biatka, moga wptywaé na
zmiany fenotypu oraz funkcjonowania komoérek docelowych, co czyni je atrakcyjnymi narzedziami do

przenoszenia substancji terapeutycznych.

W opisywanym doswiadczeniu planuje si¢ przeszczepienie EVs pochodzacych ze zmodyfikowanych
genetycznie komorek macierzystych (ang. induced pluripotent stem cells; iPSCs), zawierajacych
komponenty systemu CRISPR/Cas9, nakierowane na gen markerowy GFP (ang. Green Fluorescent
Protein) oraz natywne geny Fas i Pcsk9, ktorych nadmierna ekspresja u ludzi prowadzi do takich chorob
jak: niealkoholowe sttuszczenie watroby oraz hipercholesterolemia. Testowane bedzie uzyskanie
podwdjnej (gen GFP i Fas oraz GFP i Pcsk9) oraz potrojnej (gen GFP, Fas i Pcsk9) modyfikacji

genetycznej in vivo, co sprawdzane bedzie w tkankach myszy post-mortem.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus) szczepu NOD/SCID-GFP, wiek: 8 tygodni, 48 sztuk.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

_X_EBSCO; X PUBMED; _X Google Scholar; _ AGRICOLA; X__ScienceDirect; _X Web of
Science (JCR);

Wykorzystano stowa kluczowe:
Designer nucleases/ CRISPR/Cas9/ extracellular vesicles/ induced pluripotent stem cells/ NOD/SCID

mice/ in vivo genome editing

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




Na podstawie przeszukania istniejace;j literatury, stwierdza si¢ ze:

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy do tej pory nie przeprowadzono analogicznego eksperymentu
majacego na celu weryfikacje skutecznosci modyfikacji genetycznych in vivo z uzyciem systemu
CRISPR/Cas9 przenoszonego za pomocg pecherzykow zewnatrzkomoérkowych pochodzacych z

komorek macierzystych.

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:

System CRISPR/Cas9 stanowi skuteczne narze¢dzie do precyzyjnej edycji genowej in vitro. Dostarczenie
komponentow systemu CRISPR/Cas9 in vivo wymaga najczesciej zastosowania wektoroOw wirusowych,
ktére moga by¢ mutagenne i wywolywac zagrazajace zyciu efekty uboczne.

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe izolowane z komorek nowotworowych, moga przenosi¢ elementy
CRISPR/Cas9 i dostarcza¢ je do nowotworow in vivo (W modelu mysim). Wiadomo jednak, ze
pecherzyki zewnatrzkomorkowe pochodzace z komodrek nowotworowych, zawieraja szereg zwigzkow
aktywnych biologicznie (RNA, Biatka, lipidy), ktéore moga prowadzi¢ do zwigkszenia stopnia
ztosliwosci innych komorek nowotworowych, dlatego ich uzycie w terapiach genowych nie jest

wskazane.

B. Brak jest danych dotyczacych:
Skutecznosci  dostarczania  systemu CRISPR/Cas9 in  vivo, z wuzyciem pecherzykow
zewnatrzkomorkowych pozyskanych ze zmodyfikowanych genetycznie komorek macierzystych, w tym

z indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:
Opracowanie nowej metody skutecznego dostarczania elementoéw CRISPR/Cas9 in vivo, z

wykorzystaniem pecherzykow zewnatrzkomorkowych pochodzacych z komorek macierzystych.
A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku:
Rozwoju nowych, bezpiecznych metod inzynierii genetycznej, pozwalajacych na zastgpienie wektorow

wirusowych, zwlaszcza w systemach in vivo.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na:




Mozliwosci wykorzystania opracowanej technologii do leczenia ludzkich choréb genetycznych w

przysztosci.

W planowanym doswiadczeniu uwzgledniono nastepujace zasady:

- zastgpienia- Osiggni¢cie planowanego celu naukowego jest niemozliwe bez wykorzystania zwierzat
laboratoryjnych, a eksperyment zostal zaprojektowany zgodnie z przyjetymi standardami

zweryfikowanymi na podstawie danych literaturowych.

- ograniczenia- Liczba zwierzat wykorzystywanych w eksperymencie zostata ograniczona do minimum

niezbednego dla wiarygodnej interpretacji wynikow w celu osiggniecia planowanego celu naukowego.

- udoskonalenia- Przebieg eksperymentu, w tym warunki utrzymania zwierzgt oraz planowane
procedury i metody badawcze zostaty tak zaplanowane, aby ograniczy¢ cierpienie i dystres zwierzat.
Myszy beda utrzymywane w pomieszczeniach 1 klatkach minimalizujacych ryzyko infekcji
I zapewniajacych optymalne warunki temperatury oraz wilgotno$ci. Zwierzeta poddane procedurom
beda poddawane znieczuleniu w celu znaczacego ograniczenia ich stresu i cierpienia. Zostang takze

u$miercone w sposob humanitarny z zastosowaniem odpowiednich srodkow farmakologicznych.

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

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




