NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wplyw BPA na przebieg dojrzewania in vitro i homeostaze jonéw Ca®* w oocytach

myszy
2.Czas trwania projektu 3 lata (15.10.2020-14.10.2023)
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) bisfenol A, oocyt, mejoza, zapltodnienie, wapn

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

m m O O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow 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 ksztatcenia 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, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Bisfenol A (BPA) znajduje si¢ w rdéznego typu produktach wykonanych z plastiku. Wyniki
dotychczasowych badan wskazuja, ze ekspozycja na BPA sprzyja rozwojowi wielu chordb, w tym
problemow z ptodnoscia. W zwiazku z tym stosowanie BPA w produktach plastikowych zostalo zakazane
w niektorych krajach, a w Unii Europejskiej w 2011 roku wprowadzono zakaz stosowania

BPA do produkcji butelek dla niemowlat i dzieci. Nie zakazano jednak catkowicie stosowania zwigzku w
produkcji tworzyw sztucznych czy chocby opakowan do zywnos$ci. Zatem kwestia wplywu BPA na

funkcjonowania organizmu zwierzat i ludzi jest wcigz wazna 1 aktualna.




BPA wptywa na funkcjonowanie organizmu, poniewaz jest zwigzkiem zaktocajacym gospodarke
hormonalng. W naszych doswiadczeniach chcemy zbada¢ niepoznany jeszcze aspekt wptywu BPA na
ptodnos¢, czyli wptyw BPA na zdolno$¢ oocytow do uzyskania stadium, w ktérym moze zajs$¢
zaptodnienie oraz do generowania poprawnej odpowiedzi na zaptodnienic (tj. oscylacji
cytoplazmatycznego stezenia wolnych jonéw Ca?"). Ponadto planujemy przyblizyé mechanizm (role
blonowego receptora estrogenu zwigzanego z biatkami G, GPR30, oraz $ciezki sygnatowej kinazy MAP),
w jaki BPA oddzialywuje na oocyt. Badania przeprowadzimy na oocytach myszy, czyli modelowego

gatunku w biologii rozwoju.

Korzysci dla rozwoju nauki: Brak jest danych na temat wplywu BPA na przebieg dojrzewania oocytow,
w szczegolnosci na rozwoj ich zdolnosci do generowania oscylacji cytoplazmatycznego stezenia wolnych
jonéw Ca®" w odpowiedzi na zaptodnienie. Wywotane zaptodnieniem oscylacje Ca?* sg kluczowe dla
rozwoju zarodka: pozwalaja na ukonczenie podziatu mejotycznego 1 aktywacje rozwoju zarodkowego.
Dlatego tez potwierdzenie wplywu BPA na przebieg oscylacji Ca®" oraz poznanie mechanizmu tego

wplywu ma ogromne znaczenie nie tylko dla biologii, ale 1 medycyny reprodukcyjne;j.

Przewidywane szkody u wykorzystanych zwierzat: Zwierzgtom bedzie podawany dootrzewnowo
hormon wywotujacy wzrost pecherzykoéw jajnikowych. Jest to jednak substancja niedraznigca, a zastrzyk
zostanie wykonany w miejscu o matej wrazliwosci na bol. Oocyty wykorzystywane w do§wiadczeniach
beda izolowane z jajnikéw stymulowanych hormonalnie samic, usmiercanych metoda dyslokacji kregdw

szyjnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

101 samic myszy F1 (C57BL/6/Tar x CBA/Tar)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

! Przy wypelnianiu wzorowa¢ si¢ na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8



Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem w bazie
danych PubMed (stowa kluczowe: bisphenol A, oocyte, fertilization, in vitro maturation, calcium,
GPR30, MAPK) i nie znalaztam danych na temat podj¢ty w projekcie. Istniejace dane pozwalajg jednak

stwierdzi¢, ze BPA obniza na jako$¢ oocytow ssakoéw (doniesienia na temat podwyzszania przez BPA




poziomu aneuploidii w oocytach myszy i ludzi). Nasze wstepne doswiadczenia przeprowadzone na
oocytach uzyskanych z niestymulowanych hormonalnie (tzn. niepoddanych procedurom
doswiadczalnym) myszy wskazuja, ze BPA wptywa takze na homeostaze Ca?>" w oocytach, w tym na
przebieg oscylacji Ca?* wywotanych zaptodnieniem. Ponadto, istnieja dane wskazujace na oddziatywanie
BPA z receptorem GPR30, ekspresj¢ GPR30 w oocytach, regulacj¢ przez GPR30 $ciezki kinazy MAP i
regulacje przez $ciezke kinazy MAP dojrzewania mejotycznego oocytdw i generowania oscylacji Ca?*.
Poniewaz wptyw BPA na funkcjonowanie organizmu zwierzat i ludzi to obecnie bardzo aktualny temat
badawczy, chcieliby$my (i) zbada¢ wptyw BPA na przebieg dojrzewania i homeostaze Ca%" w oocytach
myszy; (il) przyblizy¢ mechanizm oddziatywania BPA na oocyt, skupiajac si¢ na zweryfikowaniu

hipotezy, ze jest w to zaangazowany receptor GPR30 i sciezka kinazy MAP.

Zasada zastapienia

Ze wzgledu na charakter badanych proceséw (wplyw BPA na dojrzewanie mejotyczne i homeostaze Ca?*
w oocytach) nie jest mozliwe przeprowadzenie do§wiadczen bez udzialu zwierzat, a z wykorzystaniem
metod alternatywnych (np. linii komérkowych). Mysz jest podstawowym modelem zwierzgcym w
badaniach embriologicznych. Wiadomo, ze biologia rozwoju myszy jest duzo bardziej zblizona do
ludzkiej niz biologia rozwoju jakichkolwiek bezkregowcoOw czy nizszych kregowcodw. Zastgpienie myszy
jednym z gatunkow bezkregowcoOw czy nizszych kregowcdédw, u ktorych procesy dojrzewania
mejotycznego czy zaplodnienia sg regulowane inaczej niz u ssakow, nie umozliwiloby uogolnienia
uzyskanych wynikdw na gatunek ludzki. Ponadto, procedury pracy z oocytami sa znacznie lepiej
opracowane dla myszy niz dla innych gatunkéw ssakow. Latwiej tez uzyskane wyniki przeanalizowa¢ w

kontekscie istniejgcych juz badan, czy rozwinag¢ w nastepnych projektach.

Zasada ograniczenia

W celu ograniczenia liczby wykorzystanych myszy zostanie zastosowana indukcja hormonalna wzrostu
pecherzykéw jajnikowych. Pozwoli to na otrzymanie wigkszej liczby oocytéw od jednej samicy (liczba
uzyskanych oocytéw jest ok. 2-krotnie wigksza niz w przypadku samic niestymulowanych). Co wigcej,
stymulacja hormonalna pozwala na uzyskanie bardziej jednorodnej puli oocytéw, co zmniejsza
zr6Zznicowanie wewnatrz poszczegdlnych grup 1 pozwala zmniejszy¢ liczbg oocytow/zwierzat
potrzebnych do przeprowadzenia analizy statystycznej. We wniosku przewidziana jest minimalna liczba
zwierzat konieczna do analizy statystycznej uzyskanych wynikow.




Zasada udoskonalenia

Badania beda prowadzone przez osobe z wieloletnim do§wiadczeniem w pracy ze zwierzetami, ktora na
biezaco, w $cistej wspoOtpracy z obstuga zwierzetarni, bedzie kontrolowa¢ ich dobrostan. Zwierzeta
wykorzystywane w doswiadczeniach beda miaty zapewnione odpowiednie warunki bytowe. W klatkach
beda znajdowaly si¢ wzbogacenia takie jak welna drzewna, tekturowe rurki i domki, ktére postuzg do
budowy gniazda i zabawy. Iniekcje dootrzewnowe hormondéw oraz u$miercanie zwierzat nie beda
poprzedzone zastosowaniem znieczulenia. Dodatkowy zastrzyk przeciwbolowy spowodowatby jedynie
dodatkowy stres zwierzecia. Metoda dyslokacji kregow szyjnych, wykonywana przez do$wiadczona osobe,
pozwala na szybkie usmiercenie zwierzecia z jego natychmiastowa utrata $wiadomos$ci. Zgon myszy bedzie

kazdorazowo potwierdzany na podstawie zaniku funkcji zyciowych: braku akcji serca, spontanicznego oddychania

oraz reakcji na bodzce.

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

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

2 Wypelnia wlasciwa lokalna komisja etyczna ds. do§wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.




