NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: ,,.BIOPSJA BLASTOMEROW I POWSTANIE ZESPOLU METABOLICZNEGO: PROBA
OSZACOWANIA RYZYKA NA MODELU MYSIM” No rej. 2015/19/D/NZ4/03696

2. Czas trwania projektu: 1 listopad 2016 - 31 pazdziernik 2019
3. Slowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): Biopsja Blastomerow, Zespot Metaboliczne, Mysz

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

A. Badania podstawowe

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA (Nalezy okreslié 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)

Ponad 1% dzieci na $wiecie urodzito si¢ w wyniku stosowania technik wspomaganego rozrodu i liczba ta ciagle
ros$nie. Czesto, w celu wykrycia w zarodku — przed jego przeszczepienie do macicy - anomalii genetycznych,
stosowana jest przedimplantacyjna diagnostyka genetyczna zwigzana z konieczno$cig zastosowania inwazyjnej
procedury jakg jest Biopsja Blastomeréw (BB), polegajaca na usunigciu z bruzdkujacego zarodka pojedynczej
komorki (blastomeru), ktéra nastepnie poddana bedzie analizie genetycznej. Niewiele jest wiadomo odno$nie
bezpieczenstwa stosowania BB, zwtlaszcza jej konsekwencji w okresie postnatalnym. W celu okre$lenia, czy BB
zaburza rozwo0] zarodkowy prowadzac do pojawienia si¢ u potomstwa zespotu metabolicznego (MS), 8-
komoérkowe zarodki myszy poddawane bedg BB, a nastgpnie hodowane in vitro do stadium blastocysty. Kontrolg
beda : zarodki poddane BB, w ktorych usuniety blastomer zostanie z powrotem wprowadzony do zarodka;
zarodki hodowane in vitro; zarodki rozwijajace si¢ in vivo. Zarodki hodowane in vitro przeszczepiane bedg w
stadium blastocysty do samic w cigzy rzekomej. Urodzone potomstwo poddane zostanie podstawowym badaniom
klinicznym oraz ocenie ich parametrow fizjologicznych. Zwierzg¢ta zostang us$miercone, a ich narzady
przechowywane bedg w -80°C. W celu identyfikacji zburzen szlakow zwigzanych z MS, przeprowadzona bgdzie
analiza transkryptomu podwzgorza i watroby (pozostate narzady beda dostepne dla naukowcow z Polski i EU).
Wyniki badan poszerza znacznie, ograniczong do tej pory, wiedz¢ odnosnie konsekwencji stosowania BB i
wykazg czy istnieje/lub nie bezposredni zwigzek pomigdzy BB i MS. Wyniki badan beda spdjne z zatozeniami
H2020, ktoérymi s3: “to improve our understanding of the causes and mechanisms underlying health and disease”
oraz “to improve our ability to monitor health and prevent/manage disease”.



6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz: 175 zwierzat (110 samic i 65 samcow)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Zastapienie: Badanie ukierunkowane na problematyke rozwoju ssakéw musza by¢ prowadzone (ze wzgledu
na ich specyfike) wytacznie na ssaczych modelach zwierzgcych. Gryzonie (mysz) sa w tych badaniach oraz w
planowanych w tym projekcie modelami najbardziej dogodnymi. Nie ma zadnych metod alternatywnych (np.
wykorzystanie linii komorkowych), ktore mozna by zastosowa¢ do badan nad zarodkami i urodzonym
potomstwem.

Ograniczenie: Na podstawie naszych doswiadczen liczba zwierzat zostata ograniczona do absolutnego
minimum. Szczegdtowa kalkulacja liczby uzytych zwierzat podana zostala w punkcie 5.A.: 65 samcow i 110
samic. Liczba 15 samcow wasektomowanych jest minimalng liczba, ktdéra mozna uzyc do pokrycia 60 samic
biorczyn w czasie przewidywanego 2-2.5 letniego okresu prowadzenie prac eksperymentalnych. Wynika to
m.in. z tego, ze starzeja si¢ one i po ok. roku ich zdolno$¢ do krycia ulega znacznemu ograniczeniu. Z kolei
60 samic biorczyn bedzie podzielone na trzy grupy (po 20 samic), do ktorych przeszczepiane bgda zarodki z
grupy doswiadczalnej oraz dwoch grup kontrolnych. Do jednej samicy przeszczepiane jest max. 12 zarodkow
, o przy najlepszej skutecznosci transferu (70%) umozliwi¢ moze (teoretycznie) uzyskanie w kazdej grupie
ok. 160 implantacji. Ze wzgledu jednak na to, ze nie wszystkie cigze sg utrzymywane do konca oraz ze czes$¢
ptodow obumiera we wczesnym etapie rozwoju, spodziewaé si¢ mozna, ze — W praktyce — uzyskanych
zostanie w kazdej grupie nie wiecej niz  80-90 urodzonych osobnikow, z ktorych czgs¢ (zwlaszcza
pochodzacych z zarodkow poddanych manipulacjom) rodzi si¢ martwa lub jest zjadana przez matke zaraz po
porodzie. Przedstawiona kalkulacja opracowana zostata na podstawie wieloletnich doswiadczen (D
jednego z dwoch gtéwnych osrodkdéw w Polsce zajmujacych sie
embriologia eksperymentalng myszy. Istotnym ograniczeniem jest réwniez to, ze dwa testy fizjologiczne
(Procedura 111, czynno$¢ 1) przeprowadzone beda na probkach krwi pobranych od jednego osobnika. Nalezy
zwroci¢ rowniez uwagg, ze wewnetrzne narzady uzyte zostang do nie tylko projektow planowanych w (D
@ 2lc beda rowniez mogly by¢ udostepnione kolegom z innych placowek naukowych (Dyrektywa
2010/63 / UE Rozdz.1 - Art. 18 -wymiana / Wspdlne wykorzystanie narzadéw do tkanek), co w istotnych
sposob zmniejszy liczbe zwierzat uzytych w tych projektach .

Udoskonalenie: Stosowane procedury sa standardowymi procedurami stosowanymi w embriologii
doswiadczalnej ssakoéw. Stosowane podczas czynno$ci przenoszenia zarodkow i1 wasektomii znieczulenie
ogblne , a takze znieczulenie miejscowe zastosowane przy pobieraniu krwi z ogona , jak rowniez $rodki
przeciwbolowe oraz zapewnienie zwierzgtom po operacji odpowiednich warunkow, ograniczaja do minimum
ich bol, cierpienie i stres. USmiercanie zwierzat dokonywane bedzie zgodnie z Dyrektywa poprzez

dekapitacje. Martwe zwierzeta zostang oddane do utylizac;i (GGG
.
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