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Umsokn um leyfi til afmarkadrar notkunar erfoabreyttra lifvera, annarra en orvera.
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. Kennitala umszkjanda:

190760-5379

3. Menntun og stada umsakjanda:

PhD, préfessor, laeknadeild Haskoéla slands.

4. Heimilisfang rannséknarstofu/athafnasvadis par sem hin afmarkaoa notkun 4 ad fara fram:

Dyrahald og 61l vinna vid erfdabreyttar mys verdur i dyraadstodu Haskola fslands i VRIII, sem er
undir eftirliti dyraleckna vid Tilraunast6d Haskolans i Meinafradi, Keldum, v/Vesturlandsveg, IS-
112 Reykjavik.

Umsottur leyfistimi er 3 ar

5. Hiamarksfjoldi starfsmanna a rannséknarstofunni (athafnasvaedinu og fjoldi peirra sem

beinlinis starfa vio erfoabreyttar lifverur:

Héamarksfjoldi starfsmanna i dyrahaldinu i VRIII par sem dyrin verda geymd og &1l vinna fer fram er
5 en venjulega er um 1-5 starfsmenn ad r&da sem sja um dyrahald.

6. bjalfun og hwefni starfsfolks:

Abyrgdarmadur hefur rimlega tveggja aratuga rannséknarreynslu i sameindaliffredi og erfdatekni
og umtalsverda reynslu af erfdabreyttum lifverum. Hann er liffreedingur med doktorsprof i
erfdafredi og vann ad doktorsverkefni undir leidsdgn Judith A. Lengyel professors vid
Kaliforniuhaskolann i Los Angeles arin 1986-1992. Verkefnid f6lst i skilgreiningu 4 hlutverki
tailless gensins i Drosophilu melanogaster en til pess var m.a. notast vid P-element genaferjur.
Ferjurnar voru m.a. notadar til ad tbua transgeniskar flugur sem sidan voru rannsakadar me0 tilliti
til svipgerdar og ymissa eiginleika. Arin 1993-1997 vann abyrgdarmadur sidan vid National Cancer
Institute (NCI) i Bandarikjunum vid rannsdknir 4 musum en paer rannsoknir félust m.a. i tilbuningi
erfoabreyttra misa af ymsum toga, badi knockout og transgeniskra musa.

Auk abyrg@armanns starfa ad verkefninu visinda- og teeknimenntad f6lk. Nokkrir starfsmenn
rannséknastofunnar munu vinna med erfdabreyttu mysnar en &tid undir leidségn abyrgdarmanns.
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Dyraleknar 4 Keldum hafa mikla reynslu af dyrahaldi og 61lu naudsynlegu eftirliti.

7. Eoli og umfang starfseminnar:

a) hvada lifverur 4 ad nota:

Mus musculus. Unnid verdur med innfluttar erfGabreyttar mys sem atbunar hafa verid af 68rum eda
af okkur i samstarfi vid rannséknahop Dr. Lionel Larue vid Institute Curie i Paris, Frakklandi. Um
er ad reda fimm stofna erfoabreyttra musa:

1) Skilyrt stokkbreyting (conditional mutations) i geninu sem taknar fyrir umritunarpeettinum
MITF**K,

2) Stofn sem ber “conditional” BRAF %% st5kkbreytinguna.

3) Stofn sem ber “conditional” KRAS®'?Y stokkbreytinguna.

4) TYR::CRE stofninn en hann ber erfdabreytingu par sem stjérnsvadi Tyrosinasa-gensins er sett
framan vid Cre recombinasa.

5) TYR::CRE-ERT2 en hann er eins og stofninn i lid 4 nema CRE ensimid er hér virkjanlegt med
Tamoxifen.

Med pvi ad ®xla sidastnefndu tveimur stofnunum vid hina prja ma framkalla ahrif stokkbreytinganna
a sérvirkan hatt { litfrumum musanna, par sem TYR genid er venjulega tjad. SiBdastnefndi stofninn
leyfir okkur ad gera petta 4 svadisbundinn hatt, einungis par sem Tamoxifen er gefid.

Mysnar verda notadar til ad profa ahrif MITF 4 myndun sortuzxla en mysnar i 2 og 3 eru pekkt
sortuzxlislikon en musin i 1 préfar ahrif MITF.

b)hvada genaferju/r 4 ad nota:

Genaferjurnar sem notadar voru til ad itbtia mysnar eru mismunandi i hverju tilfelli. { tilfelli skilyrtu
stofnanna priggja hefur LoxP-setum veri® komid fyrir i ofangreindum genum i erfdaefni misanna
med notkun homologous recombination taekninnar. { 61lum tilfellum eru LoxP-setin eina
utanadkomandi erfdaefnid auk valgensins neomycin. Ekkert annad utanadkomandi erfdaefni situr
eftir i erfdamengi pessara stofna. { tilfelli TYR::CRE og TYR::CRE-ERT?2 stofnanna er um ad rada
plasmid sem ber 6.1 kb af styrisvadi Tyrosinasa Gr mus fyrir framan annarsvegar CRE og hins vegar
CRE-ERT2 samrunaproteinid i plasmidgenaferju (Delmas og fl., Genesis 36:73-80, 2003). Mys
bessar hafa allar verid verid notadar af fj6lda ranns6knahopa um 4rabil 4n vandrada, nema
MITFR24R stokkbreytingin sem er ny og hefur ekki verid lyst 4dur.

c¢) hvert er medalrimmal rakta:

Engar rektanir eru fyrirhugadar 4 timabilinu enda hafa erfdabreyttu mysnar pegar verid ttbunar.
Erfdabreyttu mysnar sjalfar verda aldrei mjég margar i einu p6 peim verdi vidhaldid eins lengi og
peirra er porf til rannsokna.

d) hvada tekniferli er fyrirhugad a0 nota:

Adallega verdur notast vid @xlanir og sidan téku vefja til rannsdkna 4 tjaningu gena. Notast verdur
vid nutimalegar adferdir sameindaliffreedinnar eins og peer eru skilgreindar 4 hverjum tima.
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e) lysing 4 rikjandi vedurfari og hugsanlegar heettur sem stadsetning rannséknastofw/athafnasvadis

kann ad hafa i for med sér:

Allar rannsoknir sem fyrirhugad er ad gera verda gerdar innanhtss. Allt musahald fer fram i VRIII
og eru dyrin geymd par i fullkomnum einangrunarbirum (microisolator), vid kjoradstedur i ageetri
dyraast6du.

A. Upplysingar um eiginleika arfpega og arfgjafa eda (par sem vio d) médurlifveru:

a) Heiti og flokkun:

Mus musculus, hryggdyr.

b) skyldleiki lifveru eda lifvera:

Erfdabreyttu lifverurnar sem hér um redir eru erfdabreyttar mys. Unnid verdur med per innandyra
og peim &xlad innbyrdis og vid adra musastofna.

c) uppruni lifveru eda lifvera:

Musastofnarnir sem notadir verda koma fra vidurkenndri rannséknastofu Dr. Lionel Larue vid
Institute Curie i Paris, Frakklandi.

d) eexlunarkerfi (kynaexlun/kynlaus &xlun) arfgjafa:

Kynaxlun

e) stodugleiki modurlifveru eda arfgjafa m.t.t. erfaeinkenna sem skipta mali fyrir erfabreytinguna:

Stodugleikinn m.t.t. erfdacinkenna er mikill, a.m.k. i peim tilfellum sem pad hefur verid skodad
sérstaklega.

f) eiginleikar genaferju:

- nukleotidardd:

Genaferjurnar hafa pegar lokid hlutverki sinu og eru { erfdaefni musanna. [ tilfelli FLOX muisanna
eru LoxP og neomycin radirnar einu utanadkomandi radirnar. [ tilfelli TYR::CRE og TYR::CRE2
eru CRE radirnar til stadar i erfdaefni musanna, auk plasmi®rada ur genaferjunni sem notadar voru til
ad utbtia mysnar.

- fartidni (frequency of mobilization):

Litil sem engin. Erfdabreytingar pessar eru mjog stodugar. Ekki hefur ordid vart vid nein merki um
6stodugleika peirrar lina sem hér um radir.

- gen sem valda poli (t.d. syklalyfjapoli):
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Neomycin er til stadar i skilyrtu stokkbreytingunum premur og ampicillin er til stadar { TYR::CRE
og TYR::CRE2 musunum (en er sennilega ordid ovirkt vegna stokkbreytinga par sem morg ar eru
1idin sidan breytingarnar voru utbunar og ekkert val i gangi).

Hysilsvid genaferjanna pegar pa&r eru komnar i transgeniskar mys er takmarkad vid mys eingéngu.

h) 6nnur lifedlisfredileg einkenni sem mali skipta vardandi stédugleiki peirra:

Engin kunn.

i) nattiruleg bisvadi og landfradileg dreifing:

Mys eru til vida um heim og par 4 medal 4 Islandi.

j) vixlverkun og ahrif 4 adrar lifverur { umhverfinu (par med taldar liklegar samkeppnislifverur eda
hyslar:

Engin kunn.

k) hattalag og einkenni lifvera ef breytingar verda a lokudu rymi par sem hin afmarkada notkun fer

fram, eda ef beim er sleppt it { umhverfio:

Ekki eru pekkt nein sérstok ahrif vid breytingum a adstedum onnur en pau ad mys almennt talad
pola kulda betur en aukinn hita. Raektun musa fer fram vid stofuhita i par til gerdum
einangrunarburum (microisolator cages fra Lab Products Inc). Einangrunarbirin eru i dyrahusi i
VRIII og er hita og rakastigi styrt a sjalfvirkan hatt i rymi pessu. Mysnar eru af innraektudum
(inbred) stofni musa og pvi oliklegar til ad spjara sig i islenskri nattGru. EkKi er gert rad fyrir neinum
hattalags eda einkennisbreytingum ef mysnar sleppa 1t i umhverfid.

1) hlidarafurdir sem verda til samfara fyrirhugadri afurd erfdabreyttu lifveranna:

Engar sem vitad er.

m) yfirlit yfir hugsanlegar afleidingar pess ad erfOabreyttar lifverur sleppi it { umhverfid:

Ekki er vitad um neinar hugsanlegar afleidingar pess ad erfdabreyttar mys sleppi Gt { umhverfid. Peir
musastofnar sem um er ad r@da eru innrektadir og pvi ekki liklegt ad peir muni spjara sig i islenskri
nattaru ef peir slyppu ut.

B. Eiginleikar erfoabreyttu lifverunnar(anna:

a) lysing & erfdabreytingum svo og adferd vid ad koma genaferju-innskoti fyrir i arfpega eda su

adferd sem notud er til ad na fram erfOabreytingum:
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BRAF og KRAS mysnar og TYR::CRE og TYR::CRE2 mysnar voru titbtinar af 6drum og faum vid
per fra Institut Curie i Paris. MITFX?*R stskkbreytingin var ttbtin i samstarfi vid Lionel Larue vid
Institute Curie en hann utbjé einnig til TYR-CRE mysnar.

Allir ofangreindir musastofnar hafa verid utbunir med st6dludum vidurkenndum adferdum.

b) tilgangur erfdabreytingarinnar eda hlutverk nyja erfoaefnisins:

Allar erfSaefnisbreytingar sem framkvamdar eru i rannsoknarstofunni eru vegna visindavinnu eda
kennslu. Hlutverk hins nyja erfdaefnis er ad hafa liffreedileg ahrif i viSkomandi frumu/dyri til
rannsokna.

c) edli og uppruni genaferju:

Ekkert verdur unnid med genaferjurnar, adeins mysnar sem utbinar voru med adstod ferjanna.

d) bygging eda fjoldi kjarnsyra ur genaferju eda arfgjafa sem verdur eftir { erfGabreyttu lifverunni:

Mysnar sem bera skilyrtu stokkbreytingarnar bera einungis LoxP-setin og Neomycin valgenid sem
utanadkomandi erfdaefni. TYR::CRE og TYR::CRE2 mysnar bera erfdaefni tir plasmid-genaferju,
auk CRE-gensins.

e)stodugleiki svipfarseinkenna (traits) erfoabreyttu lifverunnar:

Svipfarseinkennin eru ad jafnadi mjog stédug vegna innlimunar 4 litning.

f) fartidni innfelldu genaferjunnar og/eda hafileiki til genaflutnings:

Genaferjurnar eru ekki timgunarhafar utan videigandi hysils.

g) magn og tjaningarhradi nyja erfGaefnisins:

Magn og tjaningarhradi erfdaefnis er mismunandi og r&dst af edli tilraunar hverju sinni. Um mjog
takmarkada reektun musastofna er ad reda.

h) virkni hins tjada préteins:

f verkefninu er #tlunin ad skoda hlutverk, starfsemi MITF umritunarpattarins i myndun sortuzxla.
Notast verdur vid tvo sortuzexlismodel til ad framkalla sortuzexli og MITF stokkbreytt 4 skilyrtan
hétt, annadhvort { 6llum litfrumum (med TYR::CRE sem tjair CRE ensimid i 61lum litfrumum en
CRE leyfir endurrodun milli tveggja LoxP-seta og getur pvi fjarlegt allt erfdaetni 4 milli peirra og
pannig framkallad stokkbreytingu sérstaklega i vidkomandi frumum, eda med TYR::CRE-ERT2 sem
virkjar CRE einungis par sem Tamoxifen er einnig gefid (t.d. med pvi ad bera 4 hud).

C. Heilbrigoissjonarmio

a) ofnemis- og eiturverkun 6lifveenlegra lifvera og/eda efnaskiptaafurda peirra:
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ber erfdabreyttu lifverur sem radgert er ad vinna med { pessu verkefni eru ekki pekktar ad pvi ad
valda ofnemisverkun i ménnum umfram pad sem venjulegar mys gera.

b) hattur sem tengjast afurdum:

Engar pekktar.

c)“ samanburdur 4 erféabreytfum lifverum og arfgjafa, arfpega eda (par sem vid & ) modurlifveru

m.t.t. meinvirkni:

EkKi er gert rad fyrir ad erfoabreyttar lifverur verdi meira meinvirkar en médurlifveran.

d) sé lifvera meinvirk monnum med heilbrigt 6naemiskerfi purfa eftirtaldar upplysingar ad koma
fram:

* sjikdémur sem hin veldur:

Lifveran er ekki meinvirk ménnum, fyrir utan stéku bit og st6ku tilfelli um ofnemi gegn musum.

* smitleidir:

* skammtur sem veldur smiti:

* hysilsvid:

* lifsmoguleikar lifveru utan mennsks hysils:

* tilvist genaferju eda dreifingarleidir:
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* mynstur syklalyfjapols:

* |iffredilegur stodugleiki:

* ofnemisvirkni:

* tiltzek leeknismedferd:

a) paettir sem hafa ahrif 4 lifslikur, fjolgun og dreifingu erfdabreyttu lifveranna i umhverfinu

Erfdabreyttu mysnar eru af innreektudum stofnum (C57BL/6] og 129/Sv) sem hafa takmarkada getu
utan rannséknarstofuumhverfis. Vinna med pessar erfdabreyttar lifverur midar ad pvi ad takmarka
Gitbreidslu peirra vid rannsoknarstofuna eingdngu. Fra pvi hausti®d 2006 pegar vid hoéfum vinnu med
mys 4 Islandi, hefur engin mus sloppid fra okkur. Erfoabreytt dyr eru tilraunadyr sem ekki hafa
adlagast lifi utan tilraunaumhverfis.

b) tilteek tackni vid ad finna, greina og hafa eftirlit med erfoabreyttu lifverunni

Til greiningar m4 nota PCR med primerum sem greina neomycin og CRE genin.

9.

¢) tiltekar adferdir vid ad hreinsa svadi ef erfoabreyttar lifverur berast ut { umhverfi

U

Settar hafa verid upp gildrur til ad veida mys og takmarka pannig utbreidslu peirra transgenisku
musa sem mogulega sleppa ut i umhverfid.

d) pekkt og fyrirsjdanleg busvadi erfoabreyttu lifverunnar

Mys finnast vida a [slandi utan rannsoknarstofuumhverfis.
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Ef erfdabreyttar mys dreifdust Ut ir umhverfi rannsoknarstofunnar veeri pad liklegast til ad gerast i
néanasta umhverfi VRIII eda Laknagards. Per fiu mys sem hugsanlega na a0 sleppa ur vandlega
einangrudum burum og dyraadstddu i VRIII eru 6vanar lifi utan tilraunastofunnar og pvi dliklegt ad
beer nai ad spjara sig. Ef erfdabreytt mus nar hins vegar ad fjolga sér utan rannsoknastofunnar er
ekki liklegt ad afkvaemi hennar £jélgi sér mikid par sem erfdabreytingin getur haft neikvaed ahrif &
moguleika hennar og um innreektadan stofn er ad razda med takmarkada getu til ad lifa utan
rannsoknastofunnar. Liklegt er pvi ad valid verdi gegn erfdabreytingunni og hun tapist pvi smam
saman.

f) veentanlegur gangur { og afleidingar vixlverkana milli erfdabreyttu lifveranna og lifvera sem kynnu
ad verda fyrir dhrifum ef erfdabreyttar lifverur berast fyrir slysni Gt { umhverfid:

Vixlverkanir milli erfdabreyttra lifvera og lifvera i umhverfinu verda engar eda hverfandi litlar og
liffredilegar afleidingar 6merkjanlegar.

g) pekkt ég fyrirsjaanleg ahrif 4 dyr og plontur svo sem meinvirkni, smitneemi, eiturverkun,
smithaetta, ofneemisvirkni og myndun kélonia:

Engin.

h) tiltackar adferdir vid ad hreinsa sveedi ef erfdabreyttar lifverur berast at { umhverfid:

Notast ma vid hefdbundna meindyraeydingu i nagrenni vid bann stad par sem lifveran barst ut i
umhverfid.

a) tegund, magn og hugsanlegar hattur af Grgangi sem 4 rztur ad rekja til notkunar lifvera:

Lifreenum leifum musa er brennt hja Kolku 4 Sudurnesjum.

¢) teknilegt fyrirkomulag vid medferd trgangs, par med talin séfnun trgangs i vikvaformi, og

aBferdir til ad gera hann 6virkan:

Lifrenar leifar mésa eru geymdar i frysti par til irgangur er fjarleegdur en pad er gert reglulega.

Saur og sagi er fargad med brennslu vikulega.

d) endanlegt form og forgunarstadur utgangs sem gerdur hefur verid dvirkur:

Lifreenum leifum musa er brennt hja Kélku aSudurnesjum.

11. Slysavarnir og viobragdsaztlanir

a) rot hettu og skilyrdi sem kynnu ad skapa heettu:

——
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Eins og gert hefur verid grein fyrir 4 68rum stodum i umsokn pa er umhverfishetta af pessu verkefni
takmorkud. Rot haettu og skilyrdi sem skapa haettu veeru fyrst og fremst ef starfsmenn fylgja ekki
settum vinnureglum eda ef slys yrdi 4 hiisnedi vegna eldsvoda, jardskjalfta eda pess hattar.

Rannsoknarstofan er stadsett i husnedi Haskola Islands sem setur reglur vardandi slysa- og
oryggisradstafanir. Dyrahald er undir eftirliti dyraleekna.

b) forvararradstafanir, t.d. vardandi dryggisbinad, vidvorunarkerfi, einangrunaradferdir og

radstafanir 4samt tiltakum hjalparGrredum:

Rannsoknarstofan fylgir { pessum atridum peim reglum sem gilda um kennslu- og
ranns6knarhtsnaedi Haskola Islands.

¢) pzr upplysingar sem starfsfolk faer { hendur:

Dagsetning: Sendist til
~ g % Umbhverfisstofnunar, Sudurlandsbraut 24
Undirskeift: 14 5-201Y / /7 108 Reykjavik

Eingdngu starfsfolk med videigandi menntun og reynslu kemur til med ad vinna med erfdabreyttar
mys undir eftirliti umszkjenda. Skyldleseefni starfsmanna rannsoknarstofunnar er eftirfarandi:

Safety in the Molecular Biology Laboratory. Daniel H. Farkas. Kafli ur bokinni Molecular Biology
and Pathology sem ritstyrt var af sama hofundi. Academic Press, 1993.

Leidbeiningar fyrir nyja starfsmenn. Atridi sem farid er yfir med starfsmanni pegar hefur storf.
Log um erfdabreyttar lifverur, 1996/18.

Reglur um verndun starfsmanna gegn heettu 4 heilsutjoni af voldum liffreedilegra skadvalda 4
vinnustédum. nr. 554/1996.

d) naudsynlegar upplysingar sem veita parf hlutadeigandi yfirvéldum til pess ad pau geti hannad og
komid upp vidhlitandi 6ryggisaetlunum til nota fyrir utan rannséknarstofuna/ athafnasveediod:

Byggingarstjora Haskoéla fslands er kunnugt um edli starfseminnar i husinu. Hann hefur yfirumsjon
med dryggisaztlunum stofnunarinnar. Alltaf er vakt hiisvardar fyrir byggingar Haskolans.
Vidkomandi mun gera abyrgdarmanni vidvart eda 68rum haskélakennara eda visindamanni lifefna-
og sameindaliffreedistofu vidvart ef slys gerist par sem hetta er 4 roskun a vorslu eda medferd
erfOabreyttra lifvera. Vidkomandi beri abyrgd 4 videigandi vidbrogdum hverju sinni. Hann myndi
einnig vera tengilidur rannsoknastofunnar vid husverdi haskolans, brunalid eda alra pa adila sem hlut
attu a0 mali.




