NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt Zbadanie roli kadheryny N i1 E w rdéznicowaniu si¢ komodrek gonad myszy

transgenicznych

2.Czas trwania projektu: 24 miesigce

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) kadheryna, komorki Sertoliego, rozwéj gonad
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

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 produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. 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 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.

Planowane doswiadczenie ma na celu opisanie réznicowania si¢ komorek Sertoliego po wylaczeniu
ekspresji genu kodujacego kadheryne E oraz réznicowania si¢ komorek linii plciowej po wylaczeniu
genu kodujacego kadheryne N. Poprzednie badania wskazaty na istotng role w tym procesie bialek
adhezji komorkowych, a wigc czasteczek zapewniajacych kontakt sasiadujacych komorek oraz ich
segregacje podczas rozwoju narzadow. Owocne okazaly sie takze moje dotychczasowe badania
polegajace na znokautowaniu genu kadheryny E w komorkach linii ptciowej oraz kadheryny N w
komorkach Sertoliego. Dla wyjasnienia mechanizmoéw ksztattowania si¢ struktury gonad kluczowym
okazuje si¢ zbadanie udziatu biatek adhezji komorkowej w procesie ptciowego roznicowania si¢ gonad.
Metoda umozliwiajaca poznanie tego procesu jest zbadanie struktury rozwijajacych si¢ gonadach po

wylaczeniu ekspresji genow kodujacych poszczegélne biatka adhezji. Wylaczenie ekspresji tych biatek



powoduje jednak $mier¢ zarodkow na wczesnym etapie rozwoju, uniemozliwiajac zbadanie roli tych
biatek w rozwoju gonad. Niemiej jednak pomocna okazuje si¢ tu metoda tkankowo specyficznego
nokautu, ktéra polega na wylaczeniu ekspresji danego genu jedynie w okreslonej tkance, np. w
roéznicujacych sie komorkach Sertoliego w gonadach meskich. Do tej pory metode t¢ mozemy
skutecznie stosowac jedynie u myszy i wymaga ona uzycia osobnikow transgenicznych. Doswiadczenie
bedzie polegalo na krzyzowaniu miedzy sobg szczepow transgenicznych myszy w celu pozyskania
osobnikdw z wylgczeniem okreslonych gendéw w rozwijajacych si¢ gonadach. Nastgpnie zbadana
zostanie struktura gonad takich osobnikéw. Doswiadczenie pokaze jakie biatka adhezji komorkowej sa
zaangazowane w proces plciowego roznicowania si¢ gonad. Zachwianie tego procesu prowadzi do
zaburzen rozwoju piciowego u ludzi, takich jak hermafrodytyzm lub dysgenezja gonad. Dotychczas
udato si¢ pozna¢ jedynie czgs¢ genow doprowadzajacych do tego typu zaburzen, a w wielu przypadkach
przyczyny zaburzen rozwoju ptciowego pozostaja nieznane. Planowane badania mogg przyczyni¢ si¢ do

zidentyfikowania przyczyn tego typu zaburzen u ludzi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W badaniu wykorzystane zostang transgeniczne osobniki myszy domowej (Mus musculus) 4 szczepow.
W czasie realizacji projektu poszczegoélne szczepy beda rozmnazane i1 krzyzowane ze soba, tak Zze w

sumie zostanie wykorzystanych okoto 470 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Mysz Mus musculus jest gatunkiem umozliwiajacym skuteczne przeprowadzenie badania polegajacego
na skuteczne wylaczenie ekspresji danego genu w okreslonej tkance (system cre/loxP). Wylaczenie
ekspresji genu in vivo jest jedyng metodg zbadania udziatu adhezji komorkowej w rozwoju gonad.
Poprzednie badania majace na celu zablokowanie biatek adhezji komoérkowej za pomoca przeciwciat
rozpuszczanych w pozywce z hodowanymi gonadami w warunkach in vitro nie przyniosty

spodziewanego efektu; problemem okazata si¢ dyfuzja przeciwcial do wnetrza narzadow. Liczbe

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



osobnikéw wykorzystywanych w realizacji projektu dobrano tak, by uzyskane wyniki byty wiarygodne,
oraz tak by liczba ta byta zminimalizowania do niezb¢dnego poziomu. Osobniki beda przetrzymywane
w pomieszczeniach hodowlanych przystosowanych do hodowli myszy. Pomieszczenia te sg zaopatrzone
w nowoczesne urzadzenia konieczne do hodowli myszy i utrzymywane w nich s3 wymagane warunki.
Dostepna liczba klatek jest odpowiednia dla planowanej liczby hodowanych osobnikow. Podczas
realizacji projektu uSmiercane b¢da samice ci¢zarne, w celu pobrania rozwijajgcych si¢ gonad z ptodow.
Dla zmniejszenia cierpienia osobniki beda usmiercane przez momentalng dyslokacje kregéw szyjnych.
Wszystkie osobniki wykorzystywane w doswiadczeniu beda osobnikami transgenicznymi, tak wiec nie
beda mogly opusci¢ zwierzetarni po eksperymencie. Dojrzate samce po rozrodzie beda usmiercane w
celu zbadania wptywu obecno$ci transgenu na strukture jader. Ponadto zwierzeta te nie beda mogty by¢
wykorzystane do innych badan, gdyz nie da si¢ przewidzie¢ czy obecnos$¢ transgenu w sposob

nieprzewidziany nie zaburzy struktury lub funkcji innych narzadow.



