NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Badanie przyczyn embrioletalno$ci zwigzanej z genem -

2.Czas trwania projektu 01.02.2019- 20.01.2022
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): rozwdj zarodkowy, embrioletalno$¢, implantacja, chimery

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

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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

mm o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktéow leczniczych, srodkéw spozywcezych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego
H. Badania w celu ksztalcenia 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.

Celem projektu jest identyfikacja podtoza embrioletalno$ci myszy z mutacjg w badanym genie.

Gen ten koduje biatko cytoplazmatycznym petnigce istotng role w degradacji RNA. Dotychczas biatko to
badane bylto tylko w liniach komérek ludzkich.

Jako pierwszy zespdt stworzyliSmy linie myszy transgenicznych z mutacjg w badanym genie.
Okreslilismy, ze zarodki z homozygotyczng mutacjg obumierajg w momencie implantacji w drogach
rodnych. Doswiadczenie ma na celu okreslenie, czy przyczyng obumierania zarodkow sg jedynie tkanki
odpowiadajgce za implantacje, czy smier¢ wszystkich komorek zarodka na tym etapie rozwoju.

W tym celu stworzymy zarodki chimerowe: zarodek niosgcy mutacje zostanie otoczony dwoma
zarodkami tetraploidalnymi bez mutaciji, ktérych komorki w dalszym rozwoju bedg wspottworzyé jedynie
tkanki pozazarodkowe (uczestniczgce w tworzeniu bton ptodowych i implantacji), kompensujgc brak




badanego genu w tych tkankach. Urodzenie sie, bgdz nie, myszy z homozygotyczng mutacjg, da nam
odpowiedz na pytanie o role tego genu w implantacji zarodka.

Do przeprowadzenia doswiadczenia konieczne beda trzy procedury:

1. wykonanie dwéch iniekcji dootrzewnowych hormondéw w odstepie 48h w celu stymulacji owulaciji i
uzyskania mozliwie duzej liczby zarodkéw od jednej samicy

2. operacyjny transfer stworzonych zarodkéw chimerowych do drég rodnych samic-biorczyn

3. utrzymanie myszy z mutacjg homozygotyczng (o nieznanym i potencjalnie szkodliwym fenotypie)
mogacych urodzi¢ sie w przebiegu dodwiadczenia, w celu obserwacji fenotypu i nastepnie usmiercenie
w celu pobrania tkanek i analiz histopatologicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus:
- mieszance migdzyszczepowe (mutacja heterozygotyczna) (C57BL/6/TarxCBA/Tar) — 12 samic
- F1(C57BL/6/TarxCBA/Tar) — 40 samic

- mieszance migdzyszczepowe (mutacja homozygotyczna) (C57BL/6/TarxCBA/Tar) — 8 myszy

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejacq wiedze w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych:

PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco

Wykorzystalam/em stowa kluczowe: (nazwa badanego genu), mice, phenotype, embryolethality

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze: JesteSmy jedynym zespotem, ktory
wyprowadzil lini¢ myszy transgenicznych z mutacjg w badanym genie i jako jedyny podjat probe okreslenia roli
tego genu w organizmie myszy.

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




Brak jest danych dotyczacych fenotypu myszy z homozygotyczna mutacja w badanym genie, ich zdolnosci do
tworzenia zarodkow chimerowych oraz mozliwos$ci uzyskania dorostych myszy z ta mutacja.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

a. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w Kkierunku: Znany jest molekularny mechanizm
dziatania badanego biatka i jego rola w komorce. Jednak wiedza ta nie moze by¢ przetozona bezposrednio na
caty organizm. Wyprowadzenie transgenicznej linii myszy z ta mutacja pozwolito nam na stwierdzenie, ze biatko
to jest niezbgdne do rozwoju zarodkowego myszy. Dalsze doswiadczenia majg na celu okreslenie zrodlia tej
embrioletalno$ci i opisanie mechanizmu jaki stoi za nieprawidlowym rozwojem zarodka pozbawionego tego
genu.

b. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajacej na: Jesli kompensacja tkanek pozazarodkowych doprowadzi do
urodzenia myszy mutacjg homozygotyczna, umozliwi nam to w przysztosci uzyskiwanie kolejnych myszy z ta
mutacja i badanie jej wplywu na dorosty organizm zwierzecia, z pomini¢ciem limitujacego etapu $mierci
zarodka.

Zastapienie: Badanie skutkow mutacji na modelach linii komérkowych nie moze mie¢ przelozenia na rolg biatka
w skali calego organizmu. Rozwdj zarodkowy moze by¢ badany jedynie przy uzyciu zywych organizmow.
Wymagane jest do tego stosowanie modeli zwierzecych, jak wyprowadzona przez nas linia myszy transgenicznych
z mutacja w badanym genie.

Ograniczenie: W do$wiadczeniu planujemy wykorzysta¢ minimalng liczbe myszy konieczng do uzyskania
wiarygodnego statystycznie wyniku. Do pokrycia myszy-biorczyn wykorzystane zostang dostepne juz samce
wazektomowane.

Udoskonalenie: Caty personel wykonujacy doswiadczenie ma wieloletnie do§wiadczenie w pracy embriologiczne;j.
Stosowane metody sg sprawdzonymi technikami powszechnie stosowanymi do uzyskiwania zarodkéw oraz
tworzenia myszy chimerowych. Dodatkowo uzywane przez nas mieszance mi¢dzyszczepowe charakteryzujg si¢
bardzo wysoka liczbg mozliwych do uzyskania zarodkow.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

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

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




