NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Rola wybranych mikrona w réznicowaniu pierwszych linii komérkowych w

przedimplantacyjnym zarodku myszy”

2.Czas trwania projektu ..... 15.01.2019-15.01.2022

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ... embryonic stem cells, microRNA, gene expression, mouse

embryo

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

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

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

m m O O

. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakos$ci, skutecznos$ci lub bezpieczenstwa stosowania

o

. 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.

Zarodek ssaka (w tym myszy) w swoim rozwoju przedimplantacyjnym wyksztatca dwie pozazarodkowe linie
komérkowe - trofektoderme i pierwotng endoderme. Sg one bardzo istotne dla przysztego rozwoju zarodka,
poniewaz trofektoderma umozliwia implantacje w macicy i buduje trzon tozyska, natomiast pierwotna endoderma
stanowi cze$¢ btony ptodowej, ktéra nazywa sie pecherzykiem zdéttkowym. Mechanizmy, ktdre regulujg
powstawanie trofektodermy i pierwotnej endodermy nie sg do korica poznane. Badania zawarte w projekcie majg
odpowiedzie¢ na pytanie czy w proces réznicowania linii TE i PE zaangazowane sg wybrane czgsteczki mikroRNA,
znane ze swojej funkcji regulacji ekspresji gendw w réznych procesach, m.in. w réznicowaniu komoérek.

W doswiadczeniach wykorzystane zostang przedimplantacyjne zarodki myszy od stadium zygoty do stadium
blastocysty, hodowane in vitro. Bedg one izolowane z ukfadu rozrodczego samic, stymulowanych hormonalnie,
taczonych z samcami a nastepnie usmiercanych. Zastosowane hormony, indukujgce wzrost pecherzykéw




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 bélu bedzie jedynie uktucie igtg.
Zaptodnione myszy beda usmiercane metoda dyslokacji kregdéw szyjnych. Jest to metoda pozwalajgca na szybkie
usmiercenie zwierzecia z jego natychmiastowgq utratg Swiadomosci. Nastepnie z myszy bedg wycinane jajowody i
macice, w celu wyizolowania zarodkéw. Od tego momentu zarodki bedg hodowane in vitro, w odpowiednich
uktadach eksperymentalnych, ktérych wyniki pozwolg na wyciaggniecie wnioskéw dotyczacych udziatu czasteczek
mikroRNA w rdznicowaniu trofektodermy i pierwotnej endodermy. Zastosowane zostang metody molekularne
okreslajace ekspresje gendw oraz mikroskopia konfokalna, dzieki ktorej bedzie mozna zobrazowaé tworzace sie
komorki kazdej badanej linii komdrkowe;j.

Wyniki proponowanego projektu pozwolg na lepsze poznanie procesu tworzenia pozazarodkowych linii
komérkowych podczas rozwoju przedimplantacyjnego zarodka myszy. Mechanizmy te mogg by¢ bardzo zblizone
u wszystkich ssakdéw, réwniez u cztowieka. Z tego wzgledu wykazanie udziatu czasteczek mikroRNA w tych
procesach moze mie¢ duze znaczenie, poniewaz ich ekspresja moze by¢ markerem okreslajgcym potencjat
rozwojowy zarodkow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

348 samic myszy 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. Na tej podstawie moge powiedzieé, ze czgsteczki mikroRNA funkcjonujg jako regulatory ekspresji okoto
60% gendw ssakdw, zwigzanych z wieloma procesami, m.in. réznicowaniem komdrek. Jednakze brak jest
szczeg6towych danych dotyczacych udziatu mikroRNA w réznicowaniu trofektodermy i pierwotnej endodermy w
przedimplantacyjnym zarodku myszy. Wykryto ekspresje 67 réznych czgsteczek mikroRNA wystepujacych na
réznych stadiach rozwoju, poczgwszy od zygoty az do stadium blastocysty. Sposrdd nich na uwage zastuguja
mikroRNA-93 i mikroRNA-125a.

MikroRNA-93, w przeciwienstwie do innych przedstawicieli tej rodziny, takich jak miR-17-5p, miR-20a, miR-93 i
miR-106a, lokalizuje sie specyficznie w komérkach PE i TE, co moze wskazywac na jego role w rdznicowaniu tych
linii komdrkowych.

Z kolei mikroRNA-125a jest jedng sposrod 8 czgsteczek mikroRNA, ktérych ekspresja wzrasta zardwno w
komdrkach ES réznicujgcych w linie trofektodermalng (komérki TS) jak rowniez w zarodkach przedimplantacyjnych

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




od stadium 8-komodrkowego do stadium blastocysty. Wobec tego mikroRNA-125a bedzie badane jako czasteczka,
ktéra moze brac udziat gtéwnie w réznicowaniu komaérek TE. Nie jest jednak wykluczony jej udziat w réznicowaniu
linii PE.

Zasada ZASTAPIENIA: Badanie przedimplantacyjnego rozwoju myszy, ktéry jest regulowany przez wiele
mechanizméw, jest mozliwe tylko z uzyciem zywych zarodkéw uzyskiwanych z drég rodnych samicy.

Nie istnieje obecnie metoda pozwalajgca na uzyskanie zarodkéw 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 kregowcdéw. Ponadto, procedury zwigzane z zarodkami
myszy oraz warunki ich hodowli in vitro sg znacznie lepiej opracowane dla myszy niz dla innych gatunkdéw ssakéw.
Dostepnych jest tez wiecej przeciwciat skierowanych przeciwko mysim biatkom, co czyni prace doswiadczalng na
zarodkach myszy bardziej efektywna.

Zasada OGRANICZENIA: Doswiadczenia zaplanowano tak, aby uzyskac 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 pecherzykéw jajnikowych oraz owulacji. Stymulacja hormonalna zapewnia
zwiekszong liczbe samic pokrytych przez samce oraz samych zarodkow (po stymulacji hormonalnej uzyskuje sie
od dwu- do trzykrotnie wiecej zarodkdéw w danym stadium niz od samic niestymulowanych). Ponadto, co
niezwykle wazne, stymulacja hormonalna umozliwia 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.

Zasada UDOSKONALENIA: Procedury (iniekcje dootrzewnowe hormondw oraz usmiercanie przez dyslokacje
kregow szyjnych) beda wykonywane przez osoby posiadajgce odpowiednie kwalifikacje i wieloletnie
doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Osoby te bedg rowniez kontrolowaty dobrostan zwierzat. Zwierzeta bedg
miaty zapewnione odpowiednie warunki bytowe. Do klatek bedg dodawane przedmioty wzbogacajace
Srodowisko, umozliwiajgce budowe gniazda oraz stuzgce do zabawy, np. tekturowe rolki. Iniekcje dootrzewnowe
hormondéw sg kwalifikowane jako tagodne pod wzgledem stopnia dotkliwosci, dlatego nie ma powodu do
stosowania znieczulenia przy ich wykonywaniu. Dodatkowy zastrzyk zwiekszytby jedynie stres zwierzecia.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

0 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. do$wiadczer na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.
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