NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wyprowadzenie linii myszy z delecjg genu METTL15 przy pomocy
metody CRISPR/Cas9

2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) mitochondria, metylacja, choroby mitochondrialne,

mitorybosom

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 sadowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

mm O O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw 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 Iub 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 proponowanego do$wiadczenia jest wyprowadzenie linii myszy z miejscami LoxP dodanymi wokot
jednego z eksonéw genu METTL15. Linia nast¢pnie bedzie mogta zosta¢ skrzyzowana z dostgpnymi liniami
wyrazajacymi rekombinaz¢ CRE pod r6znymi promotorami, co pozwoli na czasowo i/lub tkankowo specyficzng
delecje genu METTL15.

Mitochondria sg bardzo ztozonymi organellami eukariotycznymi o wielu ré6znych funkcjach. Obejmuja one
homeostaz¢ wapnia, biosynteze hemu, a przede wszystkim produkcje ATP przez fosforylacje¢ oksydacyjna
(OxPhos). Rybosom mitochondrialny ssakéw (mitorybosom) transluje 13 niezbgdnych polipeptydow systemu
OxPhos. Mitorybosom sktada si¢ z 82 bialek kodowanych jadrowo i 2 rybosomalych. Modyfikacje
posttranskrypcyjne rRNA sg niezbedne do prawidtowej biogenezy mitorybosomu. U ssakow rRNA




mitochondrialnego zindentyfikowano dziesig¢ zmodyfikowanych miejsc. Do niedawna nieznany byl enzym
odpowiedzialny za modyfikacje N4-metylocytydyny w pozycji C839 w 12S rRNA. W zesztym roku

zidentyfikowano METTL15 jako enzym niezbedny do prawidlowej biofenezy mitorybosomu. Komorki z delecja
genu METTLI15 wykazuja zmniejszong translacje mitochondrialng. Poziomy matej podjednostki
mitorybosomalnej sa w tych komodrkach powaznie zmniejszone.

Zaburzenia mitochondrialne sg jedng z najczestszych przyczyn chorob genetycznych - wystepuja z czestoscia 1 na
5000 urodzen. Choroby mitochondrialne dotykaja mozg, watrobe, migsnie szkieletowe, serce i inne organy, czesto
prowadzac do niepelnosprawnosci i §mierci. Obecnie nie ma skutecznych terapii, leczenie jest w najlepszym
przypadku objawowe. Chociaz wczesniejsze prace doprowadzity do precyzyjnej diagnozy u wielu pacjentow,
podstawowy paradoks pozostaje bez odpowiedzi: zaburzenia mitochondrialne wptywaja na

fosforylacje oksydacyjna, ale wykazuja uderzajaca selektywnos¢ tkanek. Zamierzamy wyprowadzi¢ mysz, bedaca
warunkowym mutantem genu METTL15, ktéra po skrzyzowaniu z liniami wyrazajacymi rekombinaze CRE
pozwoli na delecje genu zardbwno konstytutywna, jak i narzadowa. Umozliwi to glebsze zrozumienie zarowno
fenotypowych, jak i molekularnych konsekwencji wadliwych modyfikacji rRNA na biogenezg¢ mitorybosomow,
szczegdlnie w kontekscie pojawiania si¢ zaburzen tkankowo-specyficznych. Eksperymenty na tym modelu
zwierzecym mogg zatem utorowac droge do leczenia choréb ludzkich zwigzanych z wadliwa biogeneza i
translacja mitorybosomow.

W do$wiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy, izolowane z uktadu rozrodczego samic, stymulowanych
hormonalnie i uSmiercanych. Zastosowane hormony, indukujace wzrost pecherzykow jajnikowych i owulacjeg, sg
substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki beda wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu, ktore nie jest
specjalnie uwrazliwione na bodl, zatem zréodtem bolu bedzie jedynie ukhlucie igla. W celu uzyskania zwierzat
transgenicznych zarodki bedg transplantowane do jajowodow samic biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce
poddane wazektomii. Przeszczepianie zarodkow u samic i wazektomia u samcow beda wykonywane w znieczuleniu
og6lnym, a ewentualny bol pooperacyjny bedzie usmierzany srodkami przeciwbolowymi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus:

- C57BL/6JR]j — 40 osobnikow

- SWISS — 17 osobnikéw

- F1(C57BL6/J /cmdb x BALB/ccmdb) — 5 osobnikow

Lacznie 62 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 istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

Pubmed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco, OMIM

Wykorzystalam/em stowa kluczowe: METTL15, mitoribosom, modifications rRNA, mitochondrial disease
Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: METTL15 jest nowoodkryta
metylotransferaza, ktoéra odpowiada za modyfikacje mitochondrialnego 12S rRNA. Od jej aktywnosci zalezy
prawidtowe sktadanie matej podjednostki mitorybosomu.

B. Brak jest danych dotyczacych: brak jest danych na temat dziatania METTL15 na poziomie organizmu,

nie istnieje adekwatny model zwierzecy.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwini¢cie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: wyprowadzenie linii myszy pozwalajacej
na tkankowo i czasowo specyficzne wylaczenie ekspresji genu pozwoli zrozumie¢ dziatanie enzymu w kontekscie
poszczegblnych tkanek. Pozwoli to na glebsze zrozumienie zaré6wno fenotypowych, jak i molekularnych
konsekwencji wadliwych modyfikacji rRNA na biogeneze mitorybosomow

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: Eksperymenty na tym modelu zwierzecym moga
zatem utorowac droge¢ do leczenia chorob ludzkich zwigzanych z wadliwa biogenezg i1 translacja
mitorybosomow.

Zastapienie: Ze wzgledu na zlozono$¢ patogenezy chorob mitochondrialnych, nie jest mozliwe zbadanie ich

przebiegu bez uzycia modelu zwierzgcego.

Ograniczenie: Wedle naszej wiedzy jeste$my pierwszym i jedynym zespotem w Polsce wyprowadzajagcym myszy
transgeniczne metoda CRISPR-Cas9. Metoda ta pozwala na znaczne zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat,
w stosunku to klasycznej inzynierii genetycznej opierajacej si¢ 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 bedg nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie
wykonywany przez wytrenowany personel, dzigki czemu znacznie zwigkszona bedzie przezywalno$¢ zarodkow.
myszy po operacjach otrzymujg kompleksowg ochrong przeciwbdlows. Myszy bedg utrzymywane w klatkach
wentylowanych indywidualnie (IVC), co zwigksza ich dobrobyt.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

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

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



