NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu: Zbadanie frekwencji limfocytow B regulatorowych produkujacych IL-35 (Breg35) u myszy w
cigzy prawidlowej i zagrozonej poronieniem.

1.Czas trwania projektu: 12 miesiecy
2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) : limfocyty B regulatorowe, interleukina 35, cigza, mysz

3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A-badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $§rodowiska 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.

Celem naukowym projektu jest poznanie mechanizmoéw, ktére sa odpowiedzialne za indukcje tolerancji
immunologicznej matki wobec antygenoéw ojcowskich i/lub ptodowych w przed- i postimplantacyjnym okresie
cigzy. Niepowodzenia cigzy, szczegolnie w jej poczatkowym okresie sg rosngcym problemem klinicznym u ludzi
i zwierzat. Problem spontanicznych poronien dotyka okoto 1% wszystkich kobiet (Dtirrat i wsp., 1990).
Przypuszcza si¢ jednak, ze czesto$¢ wystgpowania tego problemu jest znacznie wyzsza niz jest to klinicznie
rozpoznawane. Okoto 30-40 % przypadkéw niepowodzen ciazy przypada na okres przedimplantacyjny i
wiekszos$¢ przyczyn pozostaje nieznana (Jeve i Davies, 2014). Obecnie badania nad nawracajacymi poronieniami
sg jednym z najczeSciej dyskutowanych tematow. Najbardziej prawdopodobne jest, ze to wlasnie deregulacja
natury immunologiczno-endokrynnej (Saiti i wsp., 2011; Christiansen i wsp., 2013) odgrywa znaczaca role¢ w
utracie cigzy, dlatego podjecie niniejszych badan jest jak najbardziej zasadne. Stad tez zainteresowanie i rozwoj
badan nad terapiami mogacymi odwrocié proces poronien. Celem projektowanych badan jest zbadanie czestosci
wystgpowania limfocytow B regulatorowych produkujacych IL-35 (Breg35) w przedimplantacyjnym okresie
cigzy u myszy oraz w okresie ustabilizowanego kontaktu matka-ptod w cigzy prawidlowej, jak rowniez
patologicznej. Hipoteza badawcza projektu zaktada, ze komorki te uczestnicza w wytworzeniu tolerancji




immunologicznej w cigzy. Wykorzystanie zywych ssakow w tym projekcie jest nieodzowne, poniewaz nie ma do
tej pory opracowanego modelu cigzy in vitro, a takze nie ma opracowanych modeli informatycznych, ktore by
imitowatly skomplikowane mechanizmy rozwoju tolerancji immunologicznej w cigzy u ssakoéw. Wszystkie
zaplanowane procedury cechuje tagodna dotkliwos¢. Uzycie powszechnie uzywanych w badaniach
reprodukcyjnych dwoch modeli doswiadcezalnych tj. dla cigzy prawidtowej (krzyzowanie CBA/J x Balb/c) i cigzy
patologicznej- (krzyzowanie CBA/J x DBA/J - model poronny) umozliwia poréwnanie uzyskanych wynikow z
badaniami innych autoroéw i optymalizacje¢ protokotu doswiadczalnego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus) CBA/J @ - 80 osobnikow
Mysz domowa (Mus musculus) Balb/c &' - 10 osobnikow

Mysz domowa (Mus musculus) DBA/2J & - 10 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Zasada zastapienia:

Przygotowujac projekt badawczy zostala sprawdzona dotychczas istniejaca wiedza w zakresie objetym
wnioskiem badawczym, w bazach danych: EBSCO, PUBMED, Google Scholar, AGRICOLA, ScienceDirect,
Web of Science (JCR). Na podstawie analizy powyzej wymienionych baz danych stwierdzono, ze badania bedace
przedmiotem wniosku nie byly przeprowadzane wczes$niej przez inne zespoly badawcze. Uzyskane dane pozwola
na sprawdzenie jak uktad immunologiczny matki w kompartymencie obwodowym reaguje na pojawienie si¢ w jej
organizmie antygenow ojcowskich i zarodkowych zaréwno przed implantacja zarodka, jak i w pozniejszych
fazach cigzy. Niemozliwe jest zatem korzystanie z metod alternatywnych takich jak linie komoérkowe lub
bezkregowce w celu zastgpienia modelu mysiego, poniewaz w projekcie badane sg oddzialywania pomiedzy
narzadami uktadu rozrodczego i limfatycznego, ktorych efekt mozliwy jest do zaobserwowania jedynie w
przypadku zywego zwierzgcia. Ponadto doswiadczenie opiera si¢ na porownaniu reakcji uktadu
immunologicznego w stanie prawidlowej oraz patologicznej- zagrozonej poronieniem cigzy. Dobrze poznanym
modelem ww. cigzy jest krzyzowka szczepu CBA/JxDBA/2J (model cigzy poronnej) i krzyzoéwka szczepu
CBA/JxBalb/c (model prawidtowej ciazy). Krzyzéwka CBA/J x DBA/2J charakteryzuje si¢ wysokim
wskaznikiem resorpcji i $miertelnosci ptodow w poréwnaniu do modelu prawidlowej ciazy (CBA/J x Balb/c) u
myszy. Jest to obecnie jedyny dobrze poznany model zwierzecy mogacy zostaé uzyty w badaniach nad
niepowodzeniem cigzy. Proponowane badania, maja na celu rozszerzenie wiedzy na temat tolerancji
immunologicznej w cigzy. Wyniki przeprowadzonych badan mogg by¢ pomocne we wskazaniu kierunku
terapeutycznej interwencji na poziomie systemowym w przypadku niepowodzen cigzy u ludzi.

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




Zasada ograniczenia:

Liczba eksperymentow oraz zwierzat zostata tak zaplanowana, aby byla mozliwa prawidlowa analiza
statystyczna. Przyjmuje si¢, ze moc testu powinna by¢ przynajmniej na poziomie 0,8, a czgsto$¢ popehienia
btedu odrzucenia hipotezy zerowej o nie wigksza niz 0,05. W celu pordwnania powyzej wymienionych grup
zostanie wykorzystany test statystyczny — jednoczynnikowa ANOVA z wykorzystaniem testow post-hoc czyli
testow wielokrotnych poréwnan (np. test t-Studenta z poprawka Benferroniego). W przypadku danych, ktore nie
beda spetnialy zatozen, jakie stawia si¢ parametrycznej ANOVA, przeprowadzona zostanie  analiza
nieparametryczna. Wykorzystany zostanie wowczas test Kruskala-Wallisa oraz test Mana-Whitneya. W zwiazku
z tym, grupy badawcze beda liczy¢ 10 osobnikow z mozliwg redukcjg tej liczby w zalezno$ci od uzyskanych
wynikow w pierwszych prowadzonych testach. Biorac jednak pod uwagg fakt, ze w naturalnym kryciu wskaznik
zaplodnienia u myszy wynosi od 50% - 100%, liczba myszy uwzgledniona we wniosku jest skorelowana z tym
wskaznikiem. Dodatkowo wszystkie myszy, niezaleznie od obecnosci/nieobecnosci czopu inseminacyjnego (czop
inseminacyjny jest potwierdzeniem aktu krycia) muszg zosta¢ uzyte w dalszych etapach doswiadczenia, poniewaz
nieobecnos$¢ czopa nie wyklucza cigzy/aktu krycia. Zostang one wiec uSmiercone, a cigza lub jej brak, zostanie
potwierdzona post mortem (obecnos$¢ zarodkow w macicy w 3 dniu, obecnos$¢ ptodow w 14 dniu cigzy). Myszy
wykorzystywane do krycia musza by¢ dziewicami. Niedopuszczalne jest ponowne uzycie samic, ktore byly
pokryte samcem i nie posiadaly czopa inseminacyjnego, ze wzgledu na mozliwo$¢ wytworzenia si¢ tolerancji na
nasienie samca, ktora zaburza cele do§wiadczenia. Biorac pod uwage wysoka zmienno$¢ osobnicza w przypadku
badan reprodukcyjnych (obserwacje wiasne) oraz powyzej wymienione, zaktadana liczebno$¢ grupy statystycznej
wynosi minimum n=10 (dotyczy to samic w cigzy). Natomiast biorac pod uwage wskaznik ciazy i fakt, ze myszy
po kryciu nie moga by¢ ponownie wykorzystane w do§wiadczeniu, koficowa liczba myszy na grupe musi zostac
zwigkszona o te 50% myszy, ktore nie beda w cigzy, stad tez liczebnos¢ na grupg wyniesie n=20. W zwiazku z
powyzszym faktyczna/taczna liczba samic CBA/] zaplanowana do wykorzystania we wszystkich
doswiadczeniach w cigzy prawidtowej (3 i 14 dzien cigzy ) wynosi 40, podobnie tgczna liczba samic CBA/J w
cigzy poronnej (3 i 14 dzien ciagzy) réwniez wynosi 40. Od wszystkich pokrytych samic, przydzielonych do
odpowiednich grup do$wiadczalnych pobrana zostanie krew z zyly jarzmowej, a nastepnie zostang one poddane
eutanazji w celu pobrania $ledzion oraz weziow chtonnych do badan.

Ponadto w 14 dniu cigzy ptody zalicza si¢ do zwierzat dlatego koncowa liczba myszy wykorzystana w
dos$wiadczaniu zostala powigkszona o szacunkowg ilo$¢ ptodow (jedna samica po kryciu DBA/2J posiada $rednio
6-7 ptodow, natomiast po kryciu Balb/c okoto 9 (Ahmed A i wsp. 2010 doi:10.1371/journal.pone.0013663)).

Chcac uwzgledni¢ faktyczna liczbe zwierzat usmierconych nalezy liczbe t¢ odpowiednio zwigkszy¢ o ptody:
0 z 14 dnia ciazy prawidtowej - 10 samic w cigzy x 9 ptodow =90 ptodéw (szacowana liczba)
0 z 14 dnia ciazy poronnej — 10 samic w cigzy x 7 ptodow=70 ptodow (szacowana liczba)

W powyzszych obliczeniach uwzgledniano liczbg samic jako 10, a nie 20, poniewaz uwzgledniono 50% sukces
reprodukcyjny, ktory skutkuje tym, ze jedynie okoto 10 samic na 20 biorgcych udzial w do§wiadczeniu (w danej
grupie) bedzie w cigzy.

Samce po zakonczonym okresie krycia samic zostang poddane eutanazji w celu pobrania $ledzion, z ktérych
wyizolowane zostang splenocyty. Komorki te postuza do zmiareczkowania przeciwcial oraz ustawienia
kompensacji w jednym z do$wiadczen w ramach projektu: Wieloparametryczna charakterystyka kontroli




homeostazy nabtonka uktadu rozrodczego przez komorki T gamma-delta z uwzglgdnieniem wysokorozdzielczej
mikroskopii przyzyciowej (nr zgody 58/2015), w ktorym jestem wykonawca.

Podsumowujac ostatecznie planuje si¢ u§miercic:

0 40 samic w 3 dniu ciazy (20 cigza poronna i 20 prawidlowa)

0 40 samic w 14 dniu cigzy ( z czego tylko 20 bedzie ostatecznie w cigzy poronnej i prawidlowej)
0 160 ptodéw — szacowana liczba (ptody samic w cigzy poronnej-70 i prawidtowej-90)

0 10 samcow DBA/2J

0 10 samcow Balb/c

Zaplanowana liczebno$¢ samcOw powigzana jest z koniecznoscig regeneracji po kryciu samicy - niemozliwe jest
wykorzystanie tego samego samca kolejnego dnia. Dlatego tez, bioragc pod uwage wczesniejsze obserwacje oraz
doswiadczenie wnioskodawcy w podobnego typu badaniach, liczba samcow zostata zaplanowana na 10 z kazdego
szczepu, co wydaje si¢ by¢ liczbg optymalna.

Zasada udoskonalenia:

Myszy wykorzystywane w badaniach bedg przetrzymywane w odpowiednich warunkach zgodnych z wymogami,
w bezstresowym S$rodowisku, z ciggltym dostepem do pokarmu oraz wody. Ponadto wykorzystywane beda
wzbogacenia srodowiska w postaci $ciolki oraz sterylnych drewnianych domkow. Czynnosci w ramach
procedury, ktorym poddane zostang zwierzeta zostaly wybrane w taki sposob, aby jak najmniej przyczynialy sie
do odczuwania dyskomfortu oraz stresu przez zwierzg. Zaklasyfikowane zostaly one do tagodnych, jezeli chodzi
o kategorie dotkliwosci. Wykonywane begda one przez odpowiednio przeszkolone osoby z wcze$niejszym
doswiadczeniem w pracy ze zwierzetami laboratoryjnymi.




