NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,,Weryfikacja pluripotencji nowych linii mysich zarodkowych komorek

macierzystych”

2.Czas trwania projektu: 15.10.2019-15.10.2022.........cccoueieimerieiiiinesisee e

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): zarodkowe komoérki macierzyste pluripotencja,
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4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A........ccccoeverieeninnne

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku

. Badania z zakresu medycyny sagdowej

m O O W »

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich F.
Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkdéw spozywezych, 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
spowodowaé¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysSci, jakie przyniesic ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Mysie zarodkowe komorki macierzyste (komérki ES; ang. embryonic stem cells) sg to komarki uzyskiwane
z przedimplantacyjnych zarodkéw myszy w stadium blastocysty. Charakteryzujg sie one zdolnoscig do
samoodnowy oraz pluripotencjg, czyli zdolnoscig do réznicowania we wszystkie tkanki budujgce organizm.
Komorki ES sg uwazane za odpowiednik komdrek wezta zarodkowego blastocysty w hodowli in vitro. Wiele
linii komodrek ES, pomimo prawidtowej morfologii i ekspresji markeréw pluripotencji, nie posiada petnego
potencjatu rozwojowego. Najbardziej wiarygodng metodg pozwalajgcg wykazac czy dana linia rzeczywiscie
ma peten potencjat rozwojowy jest uzyskanie z jej udziatem zdrowych, ptodnych zwierzat. Po mikroiniekcji
do 8-komdrkowego zarodka komarki ES lokalizujg sie wytgcznie w epiblascie, czyli linii komdrkowej, z ktérej
powstanie nastepnie cate ciato zarodka. Po transplantacji takich zarodkéw do drdg rodnych biorczyn,
oprécz osobnikéw chimerowych, czyli zbudowanych zaréwno z komérek ES jak i komérek zarodka-
gospodarza, mozna z duzg wydajnoscig uzyska¢ zwierzeta ,czyste”, ztozone wytgcznie z komadrek
pochodzacych z wprowadzanych komadrek ES.




Celem doswiadczenia jest weryfikacja pluripotencji 14 nowych linii komarek ES, czyli zbadanie ich zdolnosci
do tworzenia osobnikéw chimerowych lub osobnikéw ,czystych”, zbudowanych wytgcznie z komédrek

potomnych ES.

W doswiadczeniach wykorzystane zostang zarodki myszy. Bedg one izolowane z uktadu rozrodczego samic,
stymulowanych hormonalnie i usmiercanych. Zastosowane hormony, indukujgce wzrost pecherzykéw
jajnikowych i owulacje, sg substancjami niedraznigcymi. Iniekcje hormondéw bedg wykonywane w dolnym
rejonie brzucha, w miejscu, ktére nie jest specjalnie uwrazliwione na bdl, zatem zrédtem bdlu bedzie
jedynie uktucie igtg. W celu uzyskania urodzonych zwierzat zarodki beda transplantowane do jajowoddéw
samic-biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce poddane wazektomii. Transfer zarodkdw u samic oraz
wazektomia u samcéw bedg wykonywane w znieczuleniu ogdlnym, a ewentualny bél pooperacyjny bedzie
usmierzany srodkami przeciwbdlowymi.

Przetestowanie nowych linii komérek ES pod katem pluripotencji umozliwi wykorzystanie tych komorek do
badania roli wybranych gendéw w trakcie rozwoju zarodkowego oraz mechanizméw odpowiedzialnych za
zdolnosci regulacyjne przedimplantacyjnych zarodkéw myszy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus, samice F1(C57BL6/Tar x CBA/Tar) — 105

Mus musculus, samce F1(C57BL6/Tar x CBA/Tar) — 10
Razem: 115 myszy

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA |
UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem w bazie
PubMed (wykorzystatam stowa kluczowe: embryonic stem cells, chimaera, embryo, mouse, pluripotency).
Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze uzyskane nowe linie komérek ES powinny
by¢ kazdorazowo przetestowane pod katem pluripotencji. Wiadomo, ze wiele linii komédrek ES, pomimo
prawidtowej morfologii i ekspresji markerédw pluripotencji, nie posiada petnego potencjatu rozwojowego.
Wiaze sie to prawdopodobnie z istnieniem szeregu aberracji chromosomowych, ktére zachodzg np. na
skutek dtugotrwatej hodowli in vitro czy wielokrotnego pasazowania. Jedynym wiarygodnym testem
pozwalajgcym udowodnié pluripotencje komadrek ES jest uzyskanie z ich udziatem zwierzat chimerowych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: wykorzystanie pluripotencjalnych linii komdrek
ES w badaniach dotyczacych funkcji réinych gendw w rozwoju zarodkowym oraz mechanizmoéw
odpowiedzialnych za regulacyjny charakter rozwoju ssakéw.




Zasada ZASTAPIENIA: Utworzenie chimer wymaga wprowadzenia komodrek ES do przedimplantacyjnych
mysich zarodkéw uzyskiwanych z drég rodnych samicy. Nie istnieje obecnie metoda pozwalajgca na
uzyskanie zarodkdw bez uzycia zwierzat. Przed przystgpieniem do etapu doswiadczen wymagajacego
uzycia zwierzat przetestowalismy nowe linie komodrek ES innymi dostepnymi metodami. Okreslilismy ich
kariotyp, obecnos¢ markerow pluripotencji oraz zbadaliSmy zdolno$é do rézinicowania w komorki
pochodzace z trzech listkdw zarodkowych w tzw. kulach zarodkowych. Tylko te linie komdrek ES, ktére
przeszty pozytywnie testy na pluripotencije in vitro (14 z 20), bedg badane w testach in vivo.

Zasada OGRANICZENIA: Doswiadczenia zaplanowano tak, aby uzyskac rzetelne wyniki przy uzyciu jak
najmniejszej liczby zwierzat. W celu ograniczenia liczby zwierzat poswieconych na przewidziane
doswiadczenia zastosowana zostanie hormonalna indukcja wzrostu pecherzykdw 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 zarodkdw w danym
stadium niz od samic niestymulowanych). Ponadto, co niezwykle wazne, stymulacja hormonalna umozliwia
synchronizacje owulacji u wykorzystywanych w doswiadczeniu myszy oraz pozwala na uzyskanie zarodkéw
w konkretnym stadium rozwoju. Pozostate po izolacji uktadu rozrodczego tkanki usmierconych samic oraz
myszy stymulowane hormonalnie, ktére nie zostaty zaptodnione przez samce, bedg mogty byé
wykorzystane do innych doswiadczen.

Zasada UDOSKONALENIA: Procedury (iniekcje dootrzewnowe hormondw, transplantacja zarodkow oraz
wazektomia) oraz usmiercanie przez dyslokacje kregdw szyjnych bedg wykonywane przez osoby
posiadajgce odpowiednie kwalifikacje i wieloletnie doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Osoby te bedg
rowniez kontrolowaty dobrostan zwierzat. Zwierzeta beda miaty zapewnione odpowiednie warunki
bytowe. Do klatek bedg dodawane przedmioty wzbogacajgce srodowisko, umozliwiajgce budowe gniazda
oraz stuzace do zabawy, np. tekturowe rolki. Iniekcje dootrzewnowe hormondéw i usmiercenie sg
kwalifikowane jako tagodne lub umiarkowane pod wzgledem stopnia dotkliwosci, dlatego nie ma powodu
do stosowania znieczulenia przy ich wykonywaniu. Dodatkowy zastrzyk zwiekszytby jedynie stres
zwierzecia. Wazektomia przeprowadzona bedzie najmniej inwazyjng metoda, czyli przez moszne. W
przypadku zwierzat przeznaczonych na transplantacje lub wazektomie, zastosowanie $rodka usypiajacego
i przeciwbdlowego/przeciwzapalnego oraz znieczulajgcego w miejscu pola operacyjnego zapewni
przeprowadzenie zabiegu jak najmniej bolesnie, minimalizujac stres, ktéremu beda poddawane.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna
* TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3

ustawy
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