NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu :“Wplyw hodowli in vitro oraz reorganizacji wewnetrznej struktury zarodka

myszy na rozwaj i zachowanie potomstwa.”
2.Czas trwania projektu: 19 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): procedury wspomaganego rozrodu, ART, biopsja, dezagregacja, in

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

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajgce poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow 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, 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 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.

W procedurach wspomaganego rozrodu (ART) cztowieka czesto stosowanym zabiegiem jest biopsja blastomeru
(BB), ktora pozwala na genetyczng analize zarodka przed jego transferem do macicy pacjentki. Brakuje jednak
istotnych informacji dotyczacych bezpieczenstwa stosowania BB, stosowanej w praktyce klinicznej bez wlasciwej
oceny ryzyka, szczegdlnie w okresie postnatalnym. Ptod, a gtownie rozwijajacy sie¢ we wezesnym okresie cigzy
moézg sa wrazliwe na zaburzenia §rodowiskowe, ktore mogg by¢ rowniez skutkiem ART. Badania (Sampino i
wsp. Biol.Reprod. 2014) wykazaly, ze BB moze negatywnie wptywac na rozwdj postnatalny. Celem pracy jest
zbadanie czy sugerowany negatywny wplyw BB jest skutkiem usunigcia blastomeru, czy tez reorganizacji
wewngetrznej struktury zarodka. Grupami do$wiadczalnymi bedg myszy uzyskane z hodowanych in vitro do
stadium blastocysty: (1) 8-komoérkowych zarodkéw poddanych BB; (2) zarodkéw poddanych BB, do ktoérych

wprowadzony zostanie usuni¢ty uprzednio blastomer; (3) zarodkéw 16 -komérkowe poddanych dezagregacii i




ponownej reagregacji blastomerdéw. Kontrola bedg myszy uzyskane z niemanipulowanych zarodkéw hodowanych
in vitro oraz zarodkow rozwijajacych si¢ in vivo. Zarodki hodowane in vitro przeszczepiane beda do samic w
cigzy rzekomej. Potomstwo bedzie przedmiotem badan behawioralnych oraz klinicznych okres$lajacych m.in. jego
balans energetyczny. W tym celu pozyskane bedg od nich po$miertnie mézg oraz inne gléwne narzady. Tkanka
tluszczowa poddana bedzie testowi Elisa na zbadanie ilosci leptyny. Na mdzgach wykonana bedzie analiza
immunohistochemiczna w celu sprawdzenia czy lokalizacja i ilo§¢ receptoréw leptyny jest taka sama jak w
moézgach kontrolnych osobnikéw. Wyniki dostarcza informacji dotyczacych bezpieczenstwa stosowania metod
ART i mogg réwniez ukierunkowac przyszte badania umozliwiajace znalezienie mechanizméw odpowiedzialnych
za wystepowanie zaburzen neurorozwojowych i opracowanie nowych strategii terapeutycznych. Klasyfikacja

celu badan — Badania podstawowe, Rodzaj badan - Biologia i zachowanie zwierzat; Uktad nerwowy

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Liczba myszy: 200szt.

10 samcow C57BLxCBA/H poddanych zostanie wasektomii — uzyte zostang one do krycia samic

biorczyn zarodkéw 1 indukcji u nich ciazy rzekome;.

40 samic Swiss Albino (wiek 3 miesigce) uzytych zostanie jako biorczynie zarodkéw po skojarzeniu z

samcami wasektomowanymi.
75 samic C57BLxCBA/H uzyskanych po transferze zarodkow pigciu grup

75 samcow C57BLxCBA/H uzyskanych po transferze zarodkow pigciu grup

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

. Zastapienie: Badanie ukierunkowane na problematyke rozwoju ssakow musza by¢ prowadzone
(ze wzgledu na ich specyfike) wytacznie na ssaczych modelach zwierzecych. Gryzonie (mysz) s3 w tych
badaniach oraz w planowanych w tym projekcie modelami najbardziej dogodnymi. Nie ma Zadnych
metod alternatywnych (np. wykorzystanie linii komoérkowych), ktére mozna by zastosowaé do badan

nad zarodkami i urodzonym potomstwem. Nie ma roéwniez zadnych mozliwosci uzyskania rozwoju

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




poimplantacyjnego (w tym wytworzenia mézgu) poza organizmem matki, co w przypadku badan
bedacych przedmiotem projektu moze by¢ uzyskane jedynie poprzez transfer zarodkéw do macic

biorczyn.

. Ograniczenie: Na podstawie naszych doswiadczen liczba zwierzat zostata ograniczona do absolutnego
minimum. Szczegdtowa kalkulacja liczby uzytych zwierzat podana zostala w punkcie 5.A.: 75 samcow i1 75
samic. Liczba 10 samcow wasektomowanych jest minimalng liczba, ktérag mozna uzy¢ do pokrycia samic
biorczyn w czasie przewidywanego okresu prowadzenia prac eksperymentalnych. Wynika to m.in. z tego, ze
starzejg si¢ one i po okoto roku ich zdolno$¢ do krycia ulega znacznemu ograniczeniu. Z kolei 40 samic biorczyn
bedzie podzielonych na 5 grup do$wiadczalnych, do ktorych przeszczepiane beda zarodki .Do jednej samicy
przeszczepianych jest max. 12 zarodkéw, co przy najlepszej skutecznosci transferu (70%) umozliwi¢ moze
(teoretycznie) uzyskanie w kazdej grupie ok. 80 implantacji. Ze wzgledu jednak na to, ze nie wszystkie cigze
koncza si¢ porodem oraz czgs¢ plodow obumiera we wezesnym etapie rozwoju, spodziewac si¢ mozna, ze — w
praktyce — uzyskanych zostanie w kazdej grupie nie wigcej niz 40/50 urodzonych osobnikow, z ktorych czgsé
(zwlaszcza pochodzacych z zarodkéw poddanych manipulacjom) rodzi si¢ martwa lub jest zjadana przez matke
zaraz po porodzie. Przedstawiona kalkulacja opracowana zostata na podstawie naszych wieloletnich doswiadczen
w zakresie rozwoju i rozrodu myszy oraz embriologii eksperymentalnej tego gatunku Nalezy zwrdci¢ rowniez
uwage, ze narzady wewngtrzne uzyte zostang nie tylko do planowanych projektow, ale beda roéwniez
udostepnione kolegom z innych placowek naukowych (Dyrektywa 2010/63/UE Rozdz.1 - Art. 18 -
wymiana/wspélne wykorzystanie narzadéw oraz tkanek), co w istotny sposob zmniejszy liczbe zwierzat uzytych
w tych projektach. «  Udoskonalenie: Stosowane procedury s3 standardowymi procedurami
uzywanymi w embriologii do$wiadczalnej ssakow. Stosowane podczas czynnos$ci przenoszenia
zarodkéw 1 wasektomii znieczulenie ogdlne, a takze $rodki przeciwbolowe oraz zapewnienie
zwierzetom po operacji odpowiednich warunkéw, ograniczaja do minimum ich bol, cierpienie i stres.
Us$miercanie zwierzat dokonywane bgdzie zgodnie z Dyrektywa poprzez dyslokacje kregow szyjnych
(dawczynie zarodkow). Po zakonczeniu badan zwierzeta zostang poddane eutanazji (dyslokacja kregow

szyjnych). Martwe zwierzeta zostang oddane do utylizacji.

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejagcga wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych:
PUBMED oraz Web of Science (JCR)

Wykorzystatam stowa kluczowe:




procedury wspomaganego rozrodu/ bezpieczenstwo ART/ ART i behawior/biopsja blastomerdéw/

dezagregacja zarodkow/ hodowla in vitro/ zaburzenia neurorozwojowe.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam, ze brak jest jednoznacznych danych
dotyczacych wptywu biopsji blastomeréw (BB) na rozwoj postnatalny i zachowanie urodzonych
osobnikOw oraz ze nie ma informacji czy sugerowany negatywny wplyw biopsji jest skutkiem usunigcia

blastomeru, czy tez reorganizacji wewnetrznej struktury zarodka.

Uzyskanie danych z przedstawionego projektu pozwoli na: (1) poznanie wptywu BB na postnatalny
rozw0j oraz zachowanie potomstwa uzyskanego po BB; (2) dostarczenie informacji dotyczacych
bezpieczenstwa stosowania metod ART, ktére moga ukierunkowaé przyszte badania umozliwiajace
znalezienie mechanizmoéw odpowiedzialnych za wystepowanie zaburzen neurorozwojowych; (3)

opracowanie nowych strategii terapeutycznych.




