NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu Rola dlugiej fazy M pierwszego podziatlu zarodkowego myszy w poprawne;j

segregacji chromosomoéw zarodka

2. Czas trwania projektu 2 lata (1.03.2019-28.02.2021)

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) zygota, podzial komérkowy, punkt kontrolny na

wrzecionie, mysz, PIk1

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 sadowe;j

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

mm oo 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

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 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.

Czas migdzy rozpadem otoczki jadrowej a poczatkiem anafazy jest kluczowy dla utrzymania stabilnosci
genomowej komoérki. To wtedy tworzy si¢ wrzeciono podzialowe oraz potaczenia pomigdzy
chromosomami a mikrotubulami wrzeciona, procesy kluczowe dla prawidtowego rozdzielenia chromatyd
siostrzanych do komoérek potomnych.

Pierwszy podzial mitotyczny zarodka jest unikalny, poniewaz u wielu gatunkow zwierzat, w tym myszy i
prawdopodobnie czlowieka, trwa dtuzej niz kolejne podziaty. W zarodkach myszy pierwsza mitoza trwa
90-120 min, podczas gdy druga tylko 60-80 min. Dla poréwnania, w komorkach somatycznych dtugosé
fazy M waha si¢ od 30 do 60 minut, w zaleznos$ci od rodzaju komorki i dlugosci regulowanej przez punkt
kontrolny na wrzecionie prometafazy, tj. okresu, w ktérym tworzy si¢ wrzeciono i1 prawidlowe
przytaczenia chromosom-mikrotubula.



Nasze wczesniejsze badania wykazaly, ze zahamowanie punktu kontrolnego na wrzecionie za pomocg
inhibitora rewersyny lub nadekspresji kinazy Plkl moga skroci¢ czas trwania zygotycznej fazy M do
dhugosci obserwowanych w czasie drugiego podziatu zarodkowego. Niedawno pokazano takze, ze proces
tworzenia si¢ wrzeciona mitotycznego w zygotach przebiega w bardzo specyficzny sposob: poczatkowo
tworza si¢ dwa osobne wrzeciona dla zenskich i m¢skich chromosomoéw, wyréznicowujacych z zenskiego
i meskiego przedjadrza, ktore nastgpnie scalaja si¢ w jedno wrzeciono. W niniejszym projekcie chcemy
sprawdzi¢, czy dluzszy czas trwania fazy M w zygotach jest zwigzany z zapewnieniem im
wystarczajacej iloSci czasu do wytworzenia prawidlowego wrzeciona i w nastepstwie poprawnego
rozdzielenia chromatyd.

Korzysci dla nauki. Prawidlowy rozdziat chromatyd w czasie podzialow zarodkowych jest kluczowy dla
poprawnego rozwoju zarodka. Poznanie mechanizméw go warunkujagcych moze nam pomoéc zrozumieé
przyczyny powstawania aberracji chromosomowych w zarodkach ssakéw, w tym ludzi.

Przewidywane szkody u wykorzystanych zwierzat: Zwierzetom beda podawane dootrzewnowo
hormony wywotujace dojrzewanie oocytdw i owulacje. Sa to jednak substancje niedraznigce, a zastrzyk
zostanie wykonany w miejscu o malej wrazliwosci na bol.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

77 samic myszy (Mus musculus): 60 samic F1 (C57BL/6/Tar x CBA/Tar ) i 17 samic Tar:SwissH2BGFP
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem w bazie
danych PubMed (stowa kluczowe: zygote, embryo, M-phase, SAC, spindle) i nie znalaztam danych
pozwalajacych odpowiedzie¢ na stawiane przeze mnie pytanie. Jednoczesnie, istniejace dane literaturowe
jednoznacznie wskazujg na roznice w sposobie regulacji czasu trwania fazy M oraz tworzenia si¢
wrzeciona podzialowego w pierwszym 1 kolejnych podziatach zarodka. W czasie pierwszej zarodkowe;
fazy M w odmienny sposob (w poréwnaniu do kolejnych cykli zarodkowych i cykli mitotycznych w
typowych komorkach somatycznych) regulowana jest degradacja waznych dla cyklu komoérkowego
biatek: cykliny B1 i A2. Wydaje si¢ tez, ze w pierwszym podziale zarodkowym, oprocz punktu
kontrolnego na wrzecionie istnieje dodatkowy mechanizm wptywajacy na czas trwania fazy M. Niedawno
pokazano takze, ze proces tworzenia si¢ wrzeciona mitotycznego w zygotach przebiega w bardzo
specyficzny sposob: poczatkowo tworza si¢ dwa osobne wrzeciona dla zenskich 1 mgskich chromosomow,
wyroznicowujacych z zenskiego 1 meskiego przedjadrza, ktore nastgpnie scalaja si¢ w jedno wrzeciono.
Dane te uzasadniaja cel proponowanego badania. Warto tez podkresli¢, ze prawidtowy rozdziat chromatyd
w czasie podzialdow zarodkowych jest kluczowy dla poprawnego rozwoju zarodka. Poznanie
mechanizmow go warunkujagcych moze nam pomoc zrozumie¢ przyczyny powstawania aberracji
chromosomowych w zarodkach ssakow, w tym ludzi



Zasada zastapienia

Ze wzgledu na charakter badanych procesow (mechanizmy warunkujace prawidtowy rozwdj zarodka) nie
jest mozliwe przeprowadzenie doswiadczen bez udzialu zwierzat, a z wykorzystaniem metod
alternatywnych. Mysz jest podstawowym modelem zwierzegcym w badaniach embriologicznych.
Wiadomo, ze biologia rozwoju myszy jest duzo bardziej zblizona do ludzkiej niz biologia rozwoju
jakichkolwiek bezkrggowcow czy nizszych kregowcoOw. Zastgpienie myszy jednym z gatunkow
bezkrggowcow czy nizszych kregowcow, u ktérych procesy zaptodnienia i rozwoju przebiegaja inaczej
niz u ssakow, nie umozliwiloby uogoélnienia uzyskanych wynikéw na gatunek ludzki. Ponadto, procedury
pracy z zarodkami sg znacznie lepiej opracowane dla myszy niz dla innych gatunkow ssakow. Latwiej tez
uzyskane wyniki przeanalizowa¢ w kontek$cie istniejacych juz badan, czy rozwing¢ w nastepnych
projektach.

Zasada ograniczenia

W celu ograniczenia liczby wykorzystanych myszy zostanie zastosowana indukcja hormonalna wzrostu
pecherzykow jajnikowych oraz owulacji. Pozwoli to na otrzymanie wigkszej liczby oocytéw/zarodkdéw
od jednej samicy (liczba uzyskanych oocytow/zarodkow jest ok. 2-3-krotnie wigksza niz w przypadku
samic niestymulowanych). Ponadto stymulacja hormonalna pozwala na synchronizacj¢ owulacji u
wykorzystywanych w doswiadczeniu myszy, dzieki czemu uzyskuje si¢ zarodki na pozadanym etapie
rozwoju. 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 wspotpracy z obshuga zwierzetarni, bgdzie kontrolowaé ich dobrostan. Zwierzeta
wykorzystywane w doswiadczeniach beda miaty zapewnione odpowiednie warunki bytowe. W klatkach
beda znajdowaty si¢ wzbogacenia takie jak wetlna drzewna, tekturowe rurki 1 domki, ktore postuzag do
budowy gniazda i1 zabawy. Z racji tego, ze opisane we wniosku iniekcje dootrzewnowe hormondéw oraz
usmiercanie zwierzat sa kwalifikowane jako lagodne lub umiarkowane pod wzgledem stopnia
dotkliwosci, nie bedzie stosowane znieczulenie przy ich wykonywaniu. Dodatkowy zastrzyk
przeciwbolowy spowodowalby jedynie dodatkowy stres zwierzecia.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywnag
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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