NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Wptyw biopsji blastomerow na rozwdj tozyska (model mysz) [GA No
KNOW/IGHZ/RPB/WEW/2016/03]

2. Czas trwania projektu : 1 wrzesien 2016 - 31 sierpien 2017
3. Slowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): Biopsja blastomerow, ryzyko epigenetyczne, tozysko
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) : A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace 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 okresli¢ 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)

Przedimplantacyjna diagnostyka genetyczna (PGD —Preimplantation Genetic Diagnosis) jest testem
pozwalajacym wykry¢ w zarodkach, przed ich transferem do macicy, anomalie genetyczne. PGD wymaga
zastosowania inwazyjnej procedury, jaka jest biopsja blastomeru (BB) polegajgca na pobraniu jednej komorki z
bruzdkujacego zarodka i poddaniu jej analizie genetycznej. Chociaz wiadomo, ze cigze powstale w wyniku
zastosowania metod wspomaganego rozrodu (ART — Assisted Reproductive Technologies) sa zwigzane z
ryzykiem zdrowotnym zarowno dla matki, jak i ptodu, niewiele wiadomo o wptywie BB na rozwdj tozyska.
Gltowny celem projektu jest zbadanie, na modelu mysim , czy BB jest odpowiedzialna za nieprawidtowe zmiany
epigenetyczne w tozysku, co skutkowa¢ moze niepomySlnym przebiegiem cigzy. Celem weryfikacji, czy BB
moze zaktoca¢ rozwoj tozyska, 8-komorkowe zarodki poddane zostang BB, a nastgpnie hodowane bgda in vitro
(grupa doswiadczalna). Utworzone beda rowniez trzy grupy kontrolne ztozone z: (1) zarodkow poddanych BB,
a nastgpnie rekonstruowanych poprzez wprowadzenie usunigtego blastomeru z powrotem do zarodka; (2)
zarodkéw hodowanych in vitro, bez zastosowania jakichkolwiek mikromanipulacji; (3) zarodkéw rozwijajacych
sie in vivo. Zarodki hodowane in vitro beda przenoszone, po osiagnieciu przez nie stadium blastocysty, do samic
biorczyn. W 18.5 dniu ciazy samice bedg usmiercane przez dyslokacje kregdw szyjnych i pobierane beda z nich
ptody oraz tozyska. Plody i tozyska beda wazone, a nastgpnie zamrazane w cieklym azocie w celu analizy
epigenetycznej przy zastosowaniu testu ELISA i Real Time PCR (gPCR).



6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz: 50 zwierzat (45 samic i 5 samcow)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA

Zastapienie: Badanie ukierunkowane na problematyke rozwoju ssakéw musza by¢ prowadzone (ze wzgledu
na ich specyfike) wylacznie 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.
uzycie linii komérkowych) do badan nad zarodkami, tozyskami i ptodami ssakow. Nie ma rowniez
mozliwosci uzyskania rozwoju poimplantacyjnego (w tym wytworzenia lozyska) poza organizmem
matki., co uzyskane by¢ moze , w przypadku badan begdacych przedmiotem projektu, jedynie poprzez
transfer zarodkow do macic samic biorczyn.

Ograniczenie: Na podstawie naszych doswiadczen liczba zwierzat zostata ograniczona do absolutnego
minimum. Szczegdélowa kalkulacja liczby uzytych zwierzat podana zostata w punkcie 5.A.: 5 samcoéw i 45
samic. Podana liczba samcow wasektomowanych jest minimalna liczbg samcéow, ktora pokryc moze w ciagu
kilku miesiecy (okres prac eksperymentalnych w czasie realizacji projektu) 45 samic biorczyn. Z kolei liczba
samic biorczyn skalkulowana zostala na podstawie wieloletnich doswiadczen (D D
G icncgo z dwoch gtownych osrodkéw w Polsce zajmujacych si¢ embriologia
eksperymentalng myszy. Do jednej samicy biorczyni przeszczepianych jest najwyzej 12 zarodkow. Przy
najlepszej wydajnosci transferu (70%) i zalozeniu, ze wszystkie samice utrzymaja cigze, daje to maksymalnie
ok. 380 ptodéw. W praktyce jednak liczba ta jest znacznie nizsza, zwlaszcza jesli przeszczepiane sa zarodki
poddane uprzednio zabiegom mikromanipulacyjnym. Spodziewaé si¢ mozna, ze uda si¢ uzyskaé
maksymalnie ok. 200 ptodoéw. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze tkanki ptodowe i tozyska uzyte zostana do nie tylko
projektu planowanych w (G 2lc bcda rowniez udostgpniane kolegami z innych projektow
(Dyrektywa 2010/63 / UE Rozdz..1 - Art. 18 -wymiana / wspdlne wykorzystanie narzadow oraz tkanek), co
w istotnych sposéb zmniejszy liczbg zwierzat uzytych w projekcie.

Udoskonalenie: Stosowane procedury sg standardowymi procedurami stosowanymi w embriologii
doswiadczalnej ssakoéw. Stosowane podczas czynno$ci przenoszenia zarodkow i1 wasektomii znieczulenie
ogolne , a takze $rodki przeciwbolowe oraz zapewnienie zwierzetom po operacji odpowiednich warunkow,
ograniczaja do minimum ich bol, cierpienie i stres. US$miercanie zwierzat dokonywane bgdzie zgodnie z
Dyrektywa poprzez dyslokacje kregdw szyjnych. Po zakonczeniu badan zwierzeta zostang poddane eutanazji

(dyslokacja kregow szyjnych). Martwe zwierzeta zostang oddane do utylizacji (D
(G
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