NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Rola apoptozy w plastycznosci przedimplantacyjnych zarodkéw myszy.
2.Czas trwania projektu: 3 1ata..........cccovevviiiiieie e
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): apoptoza, zarodek przedimplantacyjny, mysz, plastyczno$¢

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

. 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

m m O O W >

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

o

. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub

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 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.

Zarodek ssakow (w tym myszy) przez stosunkowo dtugi okres przed implantacjg zachowuje zdolnosci regulacyjne,
przejawiajgce sie umiejetnoscig adaptacji w odpowiedzi na zaburzenie jego rozwoju. W zaleznosci od charakteru
zaburzenia (nadmiar, brak lub zmiana pozycji komoérek) komérki zarodka wykorzystujg rézne strategie regulacji
aby sie dostosowac, zmieni¢ swdj los i kontynuowaé embriogeneze, ktéra moze zakonczy¢ sie urodzinami
normalnego zwierzecia. Mechanizmy lezgce u podstaw zdolnosci regulacyjnych wczesnych zarodkéw myszy nie
zostaty dotychczas wyjasnione. Niniejszy projekt ma na celu zbadanie, czy apoptoza jest zaangazowana w
regulacje plastycznosci zarodkéw myszy. W doswiadczeniach wykorzystane zostang przedimplantacyjne zarodki
myszy hodowane in vitro. Bedg one izolowane z uktadu rozrodczego samic, ktére wczesniej bedg stymulowane
hormonalnie (dwa zastrzyki dootrzewnowe w odstepie 48 godzin) i usmiercane metoda dyslokacji kregéw
szyjnych. Zastosowane hormony, indukujgce wzrost pecherzykdéw jajnikowych i owulacje, sg substancjami
niedraznigcymi. Oba zastrzyki bedg wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu, ktdre nie jest specjalnie
uwrazliwione na bdl, zatem zrédtem bdlu bedzie jedynie uktucie igta.




Wyniki proponowanego projektu pozwolg na okreslenie czy apoptoza jest czescig mechanizmu kontrolujgcego
losy komérek w zarodku myszy i odpowiedzialnego za regulacyjny charakter jego rozwoju Dzieki temu, ze
mechanizmy sterujgce rozwojem sg bardzo zblizone u wszystkich ssakéw, proponowane doswiadczenia mogg

poszerzy¢ naszg wiedze na temat plastycznosci zarodkéw ludzkich.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa Mus musculus: 133 samice F1(C57BL6/Tar x CBA/Tar)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem w bazie PubMed
(wykorzystatam stowa kluczowe: apoptosis, chimaera, embryo plasticity, regulative abilities, mouse). Na
podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze apoptoza, czyli fizjologiczna $mier¢ komoérki, w
niezaktdconym rozwoju ssakdw, w tym myszy i cztowieka, wystepuje w oocytach oraz w ostatnim stadium rozwoju
przedimplantacyjnego — blastocyscie. Mimo, ze stwierdzono obecnos¢ transkryptéw wiekszosci gendow
odpowiedzialnych za apoptoze np. kaspaz czy biatek z rodziny Bcl-2 w trakcie catego przedimplantacyjnego
rozwoju, apoptoza nie wystepuje w najwczesniejszych jego etapach. Brak jest danych dotyczacych wystepowania
apoptozy w przypadku zaburzenia rozwoju na skutek np. zmiany liczby komdrek w zarodku lub ich ploidii. Nasze
wstepne obserwacje wskazujg, ze w zarodkach chimerowych tworzonych poprzez wprowadzanie zarodkowych
komérek macierzystych do zarodkdw myszy, czes¢ blastomerdow zarodka ulega eliminacji, umozliwiajac
zachowanie odpowiednich proporcji komérek tworzgcych linie komdrkowe budujgce blastocyste i ostatecznie
prawidtowy rozwdj takich chimer. Nie wiadomo jednak czy eliminacja blastomeréw ma charakter apoptozy czy
nekrozy. Nie wiadomo réwniez, czy apoptoza jest indukowana wytgcznie przez komadrki macierzyste, ktére
wydzielajg geny pro-apoptotyczne, czy ma charakter bardziej uniwersalny jako mechanizm zapewniajgcy
plastycznosé przedimplantacyjnych zarodkdw myszy w przypadku zaktdcenia ich rozwoju.

Zasada ZASTAPIENIA: Badanie przedimplantacyjnego rozwoju myszy, ktéry jest regulowany przez wiele
mechanizméw, jest mozliwe tylko z uzyciem zywych zarodkdw uzyskiwanych z drég rodnych samicy. Nie istnieje
obecnie metoda pozwalajgca na uzyskanie zarodkéw gryzoni bez uzycia zwierzat. Mysz jest podstawowym
modelem zwierzecym w badaniach embriologicznych. Nie jest mozliwe zastgpienie modelu mysiego zwierzetami
0 nizszym rozwoju ewolucyjnym. Wiadomo, ze biologia rozwoju myszy jest duzo bardziej zblizona do ludzkiej niz
biologia rozwoju jakichkolwiek bezkregowcdw czy nizszych kregowcow. Ponadto, procedury zwigzane z zarodkami
myszy oraz warunki ich hodowli in vitro sg znacznie lepiej opracowane dla myszy niz dla innych gatunkéw ssakow.

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




Dostepnych jest tez wiecej przeciwciat skierowanych przeciwko mysim biatkom, co czyni prace doswiadczalng na
zarodkach myszy bardziej efektywna.

Zasada OGRANICZENIA: Doswiadczenia zaplanowano tak, aby uzyskaé wiarygodne, rzetelne wyniki przy uzyciu jak
najmniejszej liczby zwierzat. Do kazdego eksperymentu przewidziano liczbe zwierzat ograniczong do wymaganego
statystycznie minimum. Liczbe tg oszacowano za pomocg kalkulatora internetowego

(http://www.biomath.info). W celu ograniczenia liczby zwierzat poswieconych na przewidziane doswiadczenia

zastosowana zostanie hormonalna indukcja wzrostu pecherzykdw jajnikowych oraz owulacji. Stymulacja
hormonalna zapewnia zwiekszong liczbe samic pokrytych przez samce oraz samych zarodkdw (po stymulacji
hormonalnej uzyskuje sie od dwu- do trzykrotnie wiecej zarodkdw w danym stadium niz od samic
niestymulowanych). Ponadto, co niezwykle wazine, stymulacja hormonalna umozliwia takze synchronizacje
owulacji u wykorzystywanych w doswiadczeniu myszy oraz pozwala na uzyskanie zarodkéw w konkretnym stadium
rozwoju. Pozostate po izolacji uktadu rozrodczego tkanki usmierconych samic oraz myszy stymulowane
hormonalnie, ktére nie zostaty zaptodnione przez samce, bedg mogty by¢ wykorzystane do innych doswiadczen
(po uzyskaniu odpowiedniej zgody) oraz zaje¢ dydaktycznych.

Zasada UDOSKONALENIA: Procedury (iniekcje dootrzewnowe hormondéw) oraz usmiercanie przez dyslokacje
kregdéw szyjnych beda wykonywane przez osoby posiadajgce odpowiednie kwalifikacje i wieloletnie doswiadczenie
w pracy ze zwierzetami. Metoda dyslokacji kregéw szyjnych, wykonywana przez doswiadczony personel pozwala
na szybkie usmiercenie zwierzecia z jego natychmiastowg utratg Swiadomosci. Z tego wzgledu oraz z uwagi na
potencjalny szkodliwy wptyw srodkdw anestetycznych na rozwdéj zarodkéw izolowanych z drég rodnych samicy
odstgpiono od zastosowania znieczulenia. Zgon myszy bedzie kazdorazowo potwierdzany na podstawie zaniku
funkcji zyciowych: braku akcji serca, spontanicznego oddychania oraz reakcji na bodzZce. Osoby wykonujgce
procedury bedg kontrolowaty dobrostan zwierzat. Zwierzeta bedg miaty zapewnione odpowiednie warunki
bytowe. Do klatek bedg dodawane przedmioty wzbogacajgce Srodowisko, umozliwiajgce budowe gniazda oraz
stuzgce do zabawy, np. tekturowe rolki. W przypadku iniekcji dootrzewnowych hormonéw nie bedzie zastosowane
znieczulenie, poniewaz dodatkowy zastrzyk zwiekszytby jedynie stres zwierzecia.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

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

X NIE

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