NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Rola akwaporyn w procesie kawitacji zarodkow myszy
2.Czas trwania projektu 4 lata (15.12.2020 — 14.12.2024)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) mysz, blastocysta, kawitacja, akwaporyna, jama

blastocysty

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

mm 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 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Blastocysta jest tym stadium rozwojowym, w ktorym zarodek implantuje si¢ w macicy matki by
kontynuowac¢ swoj rozw¢j, dlatego bardzo wazne jest poznanie mechanizméw, ktore odpowiadaja za jej
prawidlowe utworzenie. Kluczowym procesem prowadzacym do powstania blastocysty jest kawitacja,
czyli utworzenie wypelnionej ptynem jamy wewnatrz zarodka. Pojawienie si¢ jamy blastocysty, jej wzrost
1 utrzymanie jest mozliwe dzigki kilku wspoldziatajacym mechanizmom. Jednym z nich jest naptyw wody
do wnetrza zarodka, co najpewniej odbywa si¢ poprzez biatka z rodziny akwaporyn. Celem naszego
projektu jest okreslenie, czy 1 ktére akwaporyny petnig role na poszczegdlnych etapach procesu kawitacji.

Korzysci dla rozwoju nauki: dane literaturowe dotyczace ekspresji i roli akwaporyn w rozwoju
przedimplantacyjnym zarodkow myszy s3 czasem sprzeczne i dos¢ wyrywkowe. W stadium blastocysty
eksprymowane sg cztery akwaporyny: 3, 7, 819, ale ich rola na poszczeg6lnych etapach procesu kawitacji
nie zostala do tej pory poznana. Ponadto, brakuje badan wigzacych aktywnos$¢ akwaporyn z dynamika
procesu tworzenia si¢ jamy, co bedzie jednym z celow naszych doswiadczen. Badania przeprowadzimy




na zarodkach myszy, ktora jest modelowym organizmem w biologii rozwoju, dzigki czemu nasze badania
nie tylko poszerza nasza wiedzg na temat mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie blastocysty,
ale moga mie¢ tez znaczenie praktyczne poprzez optymalizacj¢ warunkéw hodowli zarodkéw czy
protokotéw zaptodnienia in vitro.

Przewidywane szkody u wykorzystanych zwierzat: W doswiadczeniach wykorzystane zostang
przedimplantacyjne zarodki myszy hodowane in vitro. Aby je uzyskaé, samicom myszy beda podawane
dootrzewnowo, w odstegpie 48 godzin, dwa hormony wywotujace dojrzewanie oocytow i owulacje. Sa to
substancje niedraznigce, a zastrzyki b¢da wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu o malej
wrazliwo$ci na bol. Zarodki do do§wiadczen bedg izolowane z uktadu rozrodczego samic usmiercanych
metoda dyslokacji kregdw szyjnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

258 samic myszy F1 (C57Bl/Tar x CBA/Tar)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

Przygotowujgc projekt badawczy, sprawdziliSmy istniejacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem w bazie
danych PubMed. WykorzystaliSmy stowa kluczowe: mouse, blastocyst, cavitation, aquaporin, pulsations.
Dotychczas uzyskane dane dotyczgce interesujgcych nas zagadnien sg wybiorcze i czesto sprzeczne.
Na obecng chwile ustalono, ze w stadium blastocysty ekspresji ulegajg cztery akwaporyny: 3, 7, 8 i 9.
Nie zbadano jednak w sposob dogtebny ich roli zaréwno w tworzeniu jamy, jak i wptywu na dynamike
kawitacji na jej pozniejszych etapach, co skfonito nas do skupienia sie na okresleniu znaczenia tych biatek
w sposob doktadny i kompleksowy. Badanie mechanizmoéw powstawania jamy jest szczegdlnie waznym
zagadnieniem, poniewaz kawitacja jest kluczowym etapem w rozwoju zarodka warunkujgcym jego
prawidtowg implantacje.

Zasada zastapienia

Ze wzgledu na charakter badanych proceséw (mechanizmy warunkujgce prawidtowg morfogeneze
blastocysty) nie jest mozliwe przeprowadzenie doswiadczen bez udziatu zwierzat, a z wykorzystaniem
metod alternatywnych (np. linii komérkowych). Mysz jest podstawowym modelem zwierzecym w
badaniach embriologicznych. Wiadomo, ze biologia rozwoju myszy jest duzo bardziej zblizona do ludzkiej
niz biologia rozwoju jakichkolwiek bezkregowcdéw czy nizszych kregowcow (Muller et al., 2015; The
Human, w: Development and Reproduction in Humans and Animal Model Species, s. 169-213. Springer-
Verlag Berlin Heidelberg). Zastgpienie myszy zwierzetami o nizszym rozwoju ewolucyjnym, np.
bezkregowcami, u ktérych procesy embriogenezy przebiegajg w zupetnie inny sposéb, uniemozliwitoby
wiec przetozenie uzyskanych wynikow na gatunek ludzki. Ponadto, procedury pracy z zarodkami sg

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



znacznie lepiej opracowane dla myszy niz dla innych gatunkéw ssakéw. Latwiej tez uzyskane wyniki
przeanalizowa¢ w kontekscie istniejacych juz badan, czy rozwingé w nastepnych projektach.

Zasada ograniczenia

W celu ograniczenia liczby wykorzystanych myszy zostanie zastosowana indukcja hormonalna wzrostu
pecherzykow jajnikowych oraz owulacji. Pozwoli to na otrzymanie wiekszej liczby zarodkéw od jedne;j,
pokrytej przez samca samicy (liczba uzyskanych zarodkow jest ok. 2-3-krotnie wieksza niz w przypadku
samic niestymulowanych). Ponadto stymulacja hormonalna pozwala na synchronizacje owulacji u
wykorzystywanych w doswiadczeniu myszy, dzieki czemu uzyskuje sie zarodki na pozadanym etapie
rozwoju. We wniosku przewidziana jest minimalna liczba zwierzat konieczna do analizy statystycznej
uzyskanych wynikéw.

Zasada udoskonalenia

Procedury beda wykonywane przez wykwalifikowane osoby z wieloletnim doswiadczeniem w pracy ze
zwierzetami. Dobrostan zwierzgt bedzie na biezgco kontrolowany we wspotpracy z obstugg zwierzetarni
i weterynarzem. Zwierzeta wykorzystywane w doswiadczeniach bedg miaty zapewnione odpowiednie
warunki bytowe. W klatkach bedg znajdowaty sie wzbogacenia, takie jak wetna drzewna, tekturowe rurki
i/lub domki, ktére postuzg do budowy gniazda i zabawy. Zastosowane w procedurach hormony sg
substancjami niedraznigcymi, a zastrzyki dootrzewnowe bedg podawane w dolnym rejonie brzucha, w
miejscu, ktére nie jest specjalnie uwrazliwione na bdl. Dlatego odstgpiono od zastosowania znieczulenia,
gdyz zastrzyk przeciwbélowy spowodowatby jedynie dodatkowy stres zwierzecia. Metoda dyslokacii
kregow szyjnych, wykonywana przez doswiadczony personel, pozwala na szybkie usmiercenie
zwierzecia z jego natychmiastowg utratg Swiadomosci. Zgon myszy bedzie kazdorazowo potwierdzany
na podstawie zaniku funkcji zyciowych: braku akcji serca, spontanicznego oddychania oraz reakcji na
bodzce.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
O TAK - napodstawie art. 53 ust. 1 ustawy O

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

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




