NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Mechanizmy regulujace wielko$¢ zarodka ssaka — chimerowe myszy
jako model. I. Kiedy podczas rozwoju chimerowego zarodka myszy powstalego z

polaczenia dwoch zarodkow dochodzi do regulacji jego wielkosci?

2.Czas trwania projektu 36 miesiecy
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) mysz, zarodek, chimera, wielko$¢ ciala, regulacja

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) 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 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, skutecznosci 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Mimo tego, ze w ostatnich dwoch dekadach badania mechanizmow regulujacych wielko$¢ ciata
przyciagaty uwage wielu badaczy, nasza wiedza na temat ich podtoza molekularnego jest ciggle bardzo
niekompletna. Co istotne, wigkszos$¢ informacji zdobytych na ten temat jest konsekwencjg prac
prowadzonych z wykorzystaniem organizméw modelowych innych niz ssaki, przede wszystkim
,,muszki owocowej”” Drosophila melanogaster. Dlatego celem tego projektu jest scharakteryzowanie
nowego modelu, w ktdrym mozna by bada¢ mechanizmy regulujace wielko$¢ zarodka ssakow.
Modelem tym begdg chimerowe zarodki myszy.

Zarodek chimerowy uzyskany po eksperymentalnym zlepieniu dwoch zarodkow ma poczatkowo
w przyblizeniu dwa razy wiecej komorek niz normalny zarodek pojedynczy, jednak po przeszczepieniu
takich zarodkow do drég rodnych samic zastgpczych, nigdy nie obserwowano narodzin nienormalnie
duzego potomstwa. Wykazano takze, ze nawet wtedy gdy zarodki chimerowe uzyska si¢ przez zlepienie
wigcej niz dwoch zarodkow, to jednak noworodki sa normalnego rozmiaru.




W ramach doswiadczen objetych wnioskiem bedziemy chcieli sprawdzi¢, w ktorym okresie
rozwoju zarodkowego chimer zachodzi regulacja ich wielkosci. Bedzie to pierwszy etap prac
wchodzacych w sktad szerszego projektu zmierzajacego do poznania mechanizméw molekularnych
regulujacych wielkos$¢ zarodka u ssakow.

W doswiadczeniach wykorzystamy zarodki przedimplantacyjne izolowane z pokrytych samic
myszy. Chimerowe zarodki eksperymentalne beda uzyskiwane przez agregacje dwéch zarodkoéw 8-
komorkowych i ich hodowlg in vitro przez 24 godz. Chimerowe blastocysty eksperymentalne i
kontrolne zarodki pojedyncze beda transplantowane do macic samic biorczyn w ciazy rzekomej —
krytych wazektomowanymi samcami.

Aby doktadnie okresli¢ czas zachodzenia regulacji samice biorczynie bgda zabijane i
poimplantacyjne zarodki chimerowe oraz pojedyncze niechimerowe zarodki kontrolne bgda izolowane
w 5,5, 6,51 7,5 dniach rozwoju. W zarodkach tych zostanie ustalona liczba komorek i pordéwnana
pomiedzy grupami doswiadczalng i kontrolng.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek/stado/

Wiek/stadium rozwoju Liczba
szczep

mysz 6-10 tygodni 317
F1(C57BL6/
Tar x
CBA/Tar)
(samice)

mysz 2-3 miesiace 10
F1(C57BL6/
Tar x
CBA/Tar)
(samce)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedzg¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych:

__EBSCO; X PUBMED; __ Google Scholar; _ AGRICOLA; __ ScienceDirect; _ Web of Science (JCR);
Wykorzysta}am/ em stowa kluczowe:

embryo/chimaera/development/size regulation/body size

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




Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze: informacje dotyczace mechanizmoéw
regulujacych wielko$¢ zarodka ssaka sa bardzo fragmentaryczne. Badania nad mechanizmami molekularnymi
tych mechanizméw prowadzone byty prawie wylacznie na bezkrggowcach, gtéwnie Drosophila melanogaster.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: badania dotyczace regulacji wielko$ci
chimerowych zarodkéw myszy przeprowadzone byly dawno temu, stosowane wtedy techniki nie pozwalaty na
bezposrednie okreslenie liczby komorek zarodka poimplantacyjnego w danym momencie rozwoju i uzyskane
wyniki sg zatem bardzo przyblizone. R6zne Zrodta podaja sprzeczne informacje nt. tego kiedy w rozwoju chimer
dochodzi do regulacji ich wielko$ci.

B. Brak jest danych dotyczacych: doktadnego momentu, kiedy w rozwoju chimer dochodzi do regulacji
wielkosci.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: okre$lenie tego, kiedy w rozwoju zarodkoéw
chimerowych dochodzi do regulacji ich wielkosci.

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku zastosowania chimer myszy jako modelu
badan, w ktorych dazy¢ si¢ bedzie do poznania mechanizméw komoérkowych i molekularnych, ktére reguluja
rozw0j zarodka ssaka.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na lepszym zrozumieniu bardzo stabo dotad poznanych
mechanizméw kontrolujacych wzrost ciala ptodu w czasie rozwoju organizmu modelowego ssaka — myszy.
Znaczenie tej wiedzy bedzie nie tylko czysto poznawcze, gdyz bierze si¢ takze z tego ze zaburzenia procesOw
kontrolujacych wzrost organizmu mogg by¢ przyczyng wad rozwojowych, a takze nowotworow. Zatem poznanie
podtoza tych procesow moze by¢ istotne dla opracowania stosownych terapii oraz procedur diagnostycznych i
zapobiegawczych.

Zasada ZASTAPIENIA: Badanie przedimplantacyjnego rozwoju, ktory jest regulowany przez wiele
mechanizméw, jest mozliwe tylko z uzyciem zywych zarodkow uzyskiwanych z drog rodnych samicy. Nie
istnieje obecnie metoda pozwalajaca na ich uzyskanie bez uzycia zwierzat. USmiercanie samicy myszy jest mniej
dotkliwe niz uzyskiwanie uktadu rozrodczego droga operacyjna, co wiazaloby si¢ z konieczno$cia usypiania,
usmierzania bolu pooperacyjnego oraz utrzymywania przy zyciu okaleczonego zwierzecia. Usuniecie uktadu
rozrodczego wigze si¢ z brakiem estrogendéw, co powoduje m.in. znaczne zaburzenia dotyczace gospodarki
lipidowej i wapniowej, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia komfortu zycia zwierzecia.

Zasada OGRANICZENIA: Doswiadczenia zaplanowano tak, aby uzyska¢ rzetelne wyniki przy uzyciu jak
najmniejszej liczby zwierzat. W celu ograniczenia liczby zwierzat poswieconych na przewidziane doswiadczenia
zastosowana zostanie hormonalna indukcja wzrostu pecherzykow jajnikowych oraz owulacji. Stymulacja
hormonalna zapewnia zwigkszong liczbg samic pokrytych przez samce oraz samych zarodkoéw (po stymulacji
hormonalnej uzyskuje si¢ od dwu- do trzykrotnie wigcej zarodkow 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 zarodkow w konkretnym stadium
rozwoju. Pozostate po izolacji uktadu rozrodczego tkanki us$mierconych samic oraz myszy stymulowane
hormonalnie, ktore nie zostaly zaptodnione przez samce, bedg mogly by¢ wykorzystane do innych doswiadczen.

Zasada UDOSKONALENIA: Procedury (iniekcje dootrzewnowe hormondw, transplantacja zarodkéw oraz
wazektomia) oraz usmiercanie przez dyslokacje kregow szyjnych beda wykonywane przez osoby posiadajace
odpowiednie kwalifikacje i wieloletnie do$wiadczenie w pracy ze zwierzetami. Osoby te begda roéwniez
kontrolowaly dobrostan zwierzat. Zwierzeta beda miaty zapewnione odpowiednie warunki bytowe. Do klatek
beda dodawane przedmioty wzbogacajace srodowisko, umozliwiajace budowe gniazda oraz shuzace do zabawy,
np. tekturowe rolki. Iniekcje dootrzewnowe hormonéw i usmiercenie sg kwalifikowane jako tagodne lub
umiarkowane pod wzgledem stopnia dotkliwo$ci, dlatego nie ma powodu do stosowania znieczulenia przy ich
wykonywaniu. Dodatkowy zastrzyk zwickszytby jedynie stres zwierzecia. Wazektomia przeprowadzona bedzie
najmniej inwazyjng metoda, czyli przez moszng. W przypadku zwierzat przeznaczonych na transplantacj¢ lub
wazektomie, zastosowanie $rodka usypiajacego i1 przeciwbolowego/przeciwzapalnego oraz znieczulajgcego w
miejscu pola operacyjnego zapewni przeprowadzenie zabiegu jak najmniej bole$nie, minimalizujac stres, ktoremu
bedg poddawane.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



