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Czas trwania projektu 01.10.2020-01.12.2023

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stoéw) mysz, zarodek, rozwdj zarodkowy, zarodkowe komorki

macierzyste

3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) H

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

m m o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. 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 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.

Fakultet ,Zarodki i zarodkowe komérki macierzyste zwierzgt” bedzie prowadzony dla trzech 12-osobowych grup
(w sumie 36 0sdb rocznie) studentow studidw Il stopnia (magisterskich) oraz doktorantéw prowadzacych badania
powigzane z tematykg fakultetu. Sg to studenci szczegdlnie zainteresowani tematyka biologii rozwoju ssakow (jest
to m.in. przedmiot specjalizacyjny dla studentéw specjalnosci Biotechnologia medyczna). Fakultet ten jest tez
obowigzkowy dla studentéw, ktorzy chcg wykonywaé prace magisterskg w Zaktadzie Embriologii. Fakultet
,Zarodki i zarodkowe komadrki macierzyste zwierzgt” ma przede wszystkim cel dydaktyczny i daje studentom
korzysci poznawcze. Celem zajec jest szczegdtowe zapoznanie ich z podstawowymi procesami zachodzgcymi
podczas oogenezy, zaptodnienia i wczesnego, przedimplantacyjnego rozwoju ssakow, takimi jak: kontrola
podziatéw komérkowych podczas mejozy, regulacja ekspresji gendw w zarodku, przejscie od matczynej do
zarodkowej kontroli rozwoju, plastycznos¢ zarodkédw. Rozwdj zarodkowy jest skomplikowany i dynamiczny,
dlatego badanie mechanizméw, ktére go kontrolujg, jest mozliwe jedynie na zywych zarodkach. Na zajeciach
studenci uczg sie rowniez jak wyprowadzi¢ zarodkowe komérki macierzyste z blastocyst myszy. Wyprowadzanie
linii komdrek macierzystych z wczesnych zarodkdw ma na celu zapoznanie studentdw z procesem réznicowania




komodrek zarodka myszy oraz pokazanie, ze hodowane in vitro komérki pochodzenia zarodkowego lub ptodowego
moga by¢ wykorzystywane jako model do badania niektdrych aspektdow rozwoju zarodkowego. Ponadto fakultet
przynosi korzysci praktyczne. Podczas zaje¢ studenci uczg sie unikalnych i trudnych manualnie technik
embriologicznych, ktérych opanowanie jest niezbedne do prowadzenia doswiadczen na oocytach i wczesnych
zarodkach myszy. Pozwala to na lepszg ocene witasnych zdolno$ci manualnych i Swiadome podjecie decyzji na
temat mozliwosci wykonania pracy magisterskiej w Zaktadzie Embriologii. Umiejetnosci te mogg sie tez przydad
uczestnikom fakultetu na dalszych etapach kariery — czy to naukowej (np. doktoranci wykonujacy badania
wymagajgce zastosowania technik embriologicznych) czy zawodowej (nabyte umiejetnosci mogg pomdc im w
znalezieniu pracy np. w klinikach leczenia nieptodnosci).

W trakcie doswiadczen studenci nabywajg rowniez umiejetnosci niezbednych w pracy badawczej. Uczg sie jak
prowadzi¢ obserwacje, analizujg wyniki catej grupy, wyciggajg wnioski, sporzadzajg protokoty, a na koniec
przygotowujg prezentacje opisujgce i ilustrujgce wykonane doswiadczenia.

W doswiadczeniach wykorzystane zostang oocyty, zygoty oraz wczesne, kilku-kilkunastokomorkowe
przedimplantacyjne zarodki myszy hodowane in vitro. Studenci bedg izolowaé zarodki z juz usmierconych samic.
Wczesniejszg stymulacje hormonalng na drodze zastrzykdw dootrzewnowych oraz usmiercanie metoda dyslokacji
kregdw szyjnych przeprowadzg wyktadowcy. Zastosowane hormony, indukujgce wzrost pecherzykdw jajnikowych
i owulacje, sg substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki bedg wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu,
ktore nie jest specjalnie uwrazliwione na bdl, zatem Zrédtem bélu bedzie jedynie uktucie igta.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa Mus musculus
108 samic C57BI6-Tg(UBC-GFP+/-)30Scha oraz 1062 samice F1(C57BI6/Tar x CBA/Tar)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

Badanie oogenezy i przedimplantacyjnego rozwoju ssakéw, procesow niezwykle skomplikowanych, jest mozliwe
tylko z uzyciem zywych zarodkdéw uzyskiwanych z drég rodnych samicy. Nie istnieje obecnie metoda pozwalajgca
na ich uzyskanie bez uzycia zwierzat.

Zasada ZASTAPIENIA: Ze wzgledu na brak komercyjnie dostepnych programéw komputerowych z dziedziny
biologii rozwoju stuzgcych do celéw dydaktycznych nie jest mozliwe przeprowadzenie w/w zajeé przy uzyciu metod
alternatywnych, bez wykorzystania zwierzat. Gotowe preparaty oraz filmy, ktére dajg wiedze adekwatng i
wystarczajgcg na wczesniejszym poziomie edukacji (na studiach | stopnia), pokazujg jedynie przebieg rozwoju i nie
dajg mozliwosci zgtebienia mechanizmdw rozwojowych, co jest wymagane na dalszych etapach ksztatcenia na
kierunkach eksperymentalnych.

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




Mozliwosci zastgpienia myszy innymi zwierzetami sg rowniez bardzo ograniczone, poniewaz warsztat pracy
embriologa ssakéw rézni sie diametralnie od warsztatu badacza rozwoju innych zwierzat kregowych czy
bezkregowych. W zagadnieniach poruszanych na fakultecie skupiamy sie na rozwoju zarodkowym myszy,

poniewaz jest ona podstawowym modelem zwierzecym w badaniach embriologicznych. Wiadomo, ze biologia
rozwoju myszy jest duzo bardziej zblizona do ludzkiej niz biologia rozwoju jakichkolwiek bezkregowcéw czy
nizszych kregowcéw (Miiller, W., Hassel, M., Grealy, M. (2015). The Human. W: Development and Reproduction
in Humans and Animal Model Species, strony: 169-213. Springer-Verlag Berlin Heidelberg.).

Ponadto, procedury pracy z oocytami i zarodkami myszy sg znacznie lepiej opracowane dla myszy niz dla innych
gatunkéw ssakow. Dostepnych jest tez wiecej przeciwciat skierowanych przeciwko mysim biatkom, co czyni prace
doswiadczalng na oocytach i zarodkach myszy bardziej efektywna.

Zasada OGRANICZENIA: Zajecia zaplanowano tak, aby przy uzyciu jak najmniejszej liczby zwierzat kazdy ze
studentow mégt samodzielnie wykonac cate doswiadczenie, a jednoczesnie zestawione ze sobg wyniki catej grupy
pozwalaty na wyciaggniecie rzetelnych i wiarygodnych wnioskdw. Realizowane tematy dobrane s3 tak, aby stopien
trudnosci przeprowadzanych manipulacji wzrastat stopniowo, co zapobiega stratom w materiale i sprzyja
oszczednemu wykorzystaniu zwierzat.

W celu ograniczenia liczby zwierzat poswieconych na przewidziane zajecia zastosowana zostanie hormonalna
indukcja wzrostu pecherzykéw jajnikowych oraz owulacji. Stymulacja hormonalna zapewnia zwiekszong liczbe
samic pokrytych przez samce oraz samych zarodkéw (po stymulacji hormonalnej uzyskuje sie od dwu- do
trzykrotnie wiecej zarodkéw w danym stadium niz z samic niestymulowanych). Ponadto, co niezwykle wazne,
umozliwia takze synchronizacje owulacji u wykorzystywanych w doswiadczeniu myszy oraz pozwala na doktadne
ustalenie momentu sekcji myszy (tak by uzyskaé zarodki w konkretnym stadium rozwoju).

Pozostate po izolacji uktadu rozrodczego tkanki usmierconych samic sg dodatkowo wykorzystywane do innych
zaje¢ dydaktycznych prowadzonych na wydziale (np. Metody badania ultrastruktury komoérek) oraz np. do
doswiadczen wykorzystujgcych izolacje miesni z koriczyn.

Zasada UDOSKONALENIA:

Procedury (iniekcje dootrzewnowe hormondéw) oraz usmiercanie przez dyslokacje kregdw szyjnych nie beda
wykonywane przez studentdw, ale przez osoby prowadzgce zajecia, ktore posiadajg odpowiednie kwalifikacje i
wieloletnie doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Metoda dyslokacji kregéw szyjnych, wykonywana przez
doswiadczony personel pozwala na szybkie usmiercenie zwierzecia z jego natychmiastowg utratg swiadomosci. Z
tego wzgledu oraz z uwagi na potencjalny szkodliwy wptyw srodkéw anestetycznych na rozwdj zarodkéw
izolowanych z drég rodnych samicy odstgpiono od zastosowania uprzedniej sedacji. Zgon myszy bedzie
kazdorazowo potwierdzany na podstawie zaniku funkcji zyciowych: braku akcji serca, spontanicznego oddychania
oraz reakcji na bodzce. Osoby wykonujgce bedg réwniez kontrolowaty dobrostan zwierzat. Zwierzeta bedg miaty
zapewnione odpowiednie warunki bytowe. Do klatek, w ktorych bedg przebywaé, bedg dodawane przedmioty
wzbogacajgce Srodowisko, umozliwiajgce budowe gniazda oraz stuzgce do zabawy, np. tekturowe rolki.

Hormony stosowane do iniekcji sg substancjami niedraznigcymi, a zastrzyki s3 dokonywane w dolnym rejonie
brzucha, w miejscu, ktdre nie jest specjalnie uwrazliwione na bél, zatem zrédtem bélu jest jedynie uktucie igtg i
procedura jest kwalifikowana jako ,tagodna”. Kolejny zastrzyk stanowitby dodatkowy stres dla zwierzecia.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

2 Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.
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