NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Analiza poré6wnawcza zawartoSci rezerw energetycznych w komoérkach

rozrodczych roznych gatunkow ssakow.

2.Czas trwania projektu . 1.08.2016 - 31.12.20109.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) lipidy, oocyty, diapauza, zarodki.
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 sagdowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich
F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkow spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktow, lub badan ich jakosSci, skuteczno$ci 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
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Prezentowany projekt odnosi sie do fundamentalnej roli lipidow cytoplazmatycznych w
oocytach, korelacji miedzy zawartoscig lipidow w oocytach, a dtugoscig cyklu rozrodczego oraz roli
lipiddw w regulacji diapauzy zarodkowej u roznych gatunkow zwierzat udomowionych.

wyjasniona. Wiadomo jednak, ze usuniecie lipidow z zaptodnionego jaja nie wplywa na rozwdj zarodka
w czasie cigzy. PostawiliSmy wiec hipoteze, ze lipidy mogg stuzy¢ jako zrédto energii w czasie diapauzy
zarodka (ED). Zakiada sie, ze lipidy zawarte w oocycie sg niezbedne do przezycia kilkudniowego
zarodka (blastocysty), szczegdlnie w warunkach kiedy receptywnos¢ macicy jest opdzniona, a sam
zarodek musi zatrzymaé swoj rozwoj, czekajgc na odpowiedni sygnat do implantacji. Zjawisko to
nazywa sie diapauzg zarodkowa. Diapauza zarodkowa jest odwracalnym wstrzymaniem rozwoju
zarodka na etapie blastocysty w czasie oczekiwania na sygnat gotowosci macicy do przyjecia zarodka.
Opisano wystgpienie diapauzy u norek, myszy, krélikéw, bydta i ostatnio u owiec — gatunku
uznawanego za niewykazujgcy diapauzy. Diugosé diapauzy jest zmienna miedzy gatunkami i moze
wynosi¢ od kilku dni (mysz domowa) do wielu miesiecy u niektorych miesozernych (norka). llos¢
tluszczow zgromadzonych w oocytach jest réwniez zalezna od gatunku. W oparciu o dwa ostatnie
spostrzezenia sformutowaliSmy hipoteze, ze ilo$¢ lipidow zgromadzonych w oocycie, a nastepnie w
zarodku, jest skorelowana z dtugoscig cyklu rozrodczego dla danego gatunku oraz/lub z czasem
trwania diapauzy.

Przyjeto dwa gtéwne cele badan, realizowane w dwdch podzadaniach.




okreslenie zwigzku miedzy iloscig lipidow zmagazynowanych w komodrkach rozrodczych (oocytach)
ssakow, a dlugoscig cyklu rozrodczego dla danego gatunku. Nasze wstepne badania potwierdzaja, ze
oocyty zwierzat, u ktorych cykle rozrodcze sg krotkie (np. krélik, mysz, kot), powinny charakteryzowac
sie nizszg zawartoscig lipidow, niz oocyty gatunkéw u ktérych cykle sg stosunkowo dtugie (np. norka,
lis, pies).

Podzadanie Il - celem jest okreslenie zwigzku miedzy diapauzg zarodkowg, a zawarto$cig
lipidow w oocytach i okres$lenie roli lipidéw we wczesnym rozwoju zarodkowym. W drugim podzadaniu
weryfikowana bedzie mozliwo$¢ wystgpienia diapauzy zarodkowej w zarodkach gatunkow (krolik, owca,
lis, tchorz), u ktorych nie wystepuje to zjawisko w sposéb naturalny. Ponadto, podzadanie 2 ma za cel
weryfikacje czy istnieje mozliwosé indukcji diapauzy w zarodkach gatunkéw zwierzat u ktérych
naturalnie dochodzi do tego zjawiska (mysz, norka), w ukfadzie kiedy znajdujg sie one w macicy
zwierzat (krolik, owca, lis) u ktérych diapauza nie wystepuje w sposéb naturalny.

Projekt klasyfikowany jest do badan podstawowych z zakresu biologii zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania planuje sie wykona¢ na tgcznej liczbie 718 zwierzat, 9 gatunkow, w tym:
1. 92 krolicach i 8 krélikach
92 owcach
92 norkach i 8 samcach
92 lisicach
92 tchorzycach i 8 tchérzach
164 myszach i 26 samcach (myszy pochodzg z IGHZ PAN w Jastrzebcu, nr 30)
20 sukach
20 kotkach
20 kozach

A S i

W podzadaniu 1. ,Badanie zawartosci lipidéw w oocytach ré6znych gatunkéw ssakow.

Ukfad doswiadczenia i liczba zwierzat prezentowana w tabeli 1

Badana bedzie zawarto$¢ lipidéw w oocytach ssakow. Oocyty bedg pozyskiwane z jajnikbéw przez aspiracje lub
nacinanie pecherzykéw jajnikowych lub tez homogenizacje jajnikéw. Od krélic, owiec, myszy, norek, lisow i
tchérzy jajniki bedg pozyskiwane w trakcie realizacji podzadania 2, od kéz z ubojni, a od suk i kotek bedg
pozyskiwane okazjonalnie w gabinetach weterynaryjnych w trakcie zabiegu sterylizacji tj. bedg pobierane w
trakcie ustugi weterynaryjnej w rozumieniu ustawy z dnia 18 grudnia 2003 r. o zakfadach leczniczych dla zwierzat
(Dz. U.z 2004 r. Nr 11, poz. 95, z p6zn. zm.3). Z kazdego jajnika planuje sie pobra¢ mozliwie duzg ilo$¢ oocytow
(10 -40), do badan beda kwalifikowane najlepsze oocyty z ciatkiem kierunkowym i niezwyrodniatg cytoplazmg
komodrkowa i wiericem komorek ziarnistych. Przewiduje sie uzyskanie okoto 30 — 40 oocytéw do analizy
zawartosci lipidéw od kazdego gatunku, tgcznie 270 — 360 oocytow.

W podzadaniu 2. pt. ” Badanie mozliwosci wywotania diapauzy zarodkowej u ssakéw domowych”.

W podzadaniu 2 planuje sie wykorzystanie 658 zwierzeta, w tym 624 samice i 34 wazektomizowane samce.
Podzadanie bedzie podzielone na 6 doswiadczen (po 92 zwierzeta w doswiadczeniach 1-5 i 168 w
doswiadczeniu 6), kazde doswiadczenie obejmie 6 grup zwierzat — jedng kontrolng po 12 zwierzat i 5
doswiadczalnych po 16 zwierzat w grupach doswiadczen 1 — 5 i w doswiadczeniu 6: 24 myszy w grupie
kontrolnej i po 28 zwierzat w 5 grupach badawczych. Dodatkowo u krélikéw, norek i tchorzy wykorzystane bedg
po 2 wazektomizowane samce, a u myszy 4 wazektomizowane samce. Kazde doswiadczenie bedzie poswiecone




jednemu gatunkowi. Kazde doswiadczenie bedzie utozone w taki sam sposdb, z nastepujgcymi kolejno krokami:

a) Grupa kontrolna — dawczynie zarodkéw bedg poddane synchronizacji cyklu ptciowego i kryte ptodnymi
samcami tej samej rasy. Pie¢ dni po pokryciu dawczyniom w znieczuleniu ogélnym bedg chirurgicznie
usuwane jajniki, u myszy jajniki bedg usuwane po 84 godzinach i bedzie podawany co 24 godz.
progesteron w celu uzyskania diapauzy. Po okresie diapauzy, blastocysty w diapauzie bedg
uzyskiwane chirurgicznie od dawczyn w znieczuleniu ogélnym, u myszy posmiertnie. Uzyskane zarodki
beda poddawane ocenie morfologicznej i nastepnie cze$é z nich bedzie przenoszona chirurgicznie do
zsynchronizowanych biorczyh tego samego gatunku, a cze$é¢ z nich poddawana analizie zawartosci
lipidow (10 — 20 kazdego gatunku). Samice bedg badane w kierunku cigzy aparatem USG. Samice
ciezarne bedg utrzymywane do porodu i oceniana bedzie liczba urodzonych mtodych w stosunku do
wprowadzonych zarodkow.

b) Grupa doswiadczalna — dawczynie zarodkéw bedg poddane synchronizacji cyklu pitciowego i kryte
ptodnymi samcami tej samej rasy ptciowego. U owiec, krolikow, norek, lisow i tchorzy pieé dni po
pokryciu od dawczyn w znieczuleniu ogdélnym wyptukiwane bedg chirurgicznie zarodki w stadium
blastocysty, od myszy bedg pobierane posmiertnie. Uzyskane zarodki bedg poddawane ocenie
morfologicznej i nastepnie cze$¢ z nich bedzie przenoszona chirurgicznie do zsynchronizowanych
biorczyn innego gatunku, dodatkowo norki, myszy, krélice i tchérzyce beda kryte nieptodnymi samcami.
Jednoczesnie biorczyniom czasowym, podczas chirurgicznego zabiegu przenoszenia zarodkéw bedag
usuwane jajniki i bedg otrzymywaty co 24 godziny progesteron dla uzyskania diapauzy. Po okresie
diapauzy, zarodki bedg ponownie wyptukiwane i poddawane ocenie morfologicznej. Cze$¢ uzyskanych
zarodkow bedzie przenoszona chirurgicznie do zsynchronizowanych biorczyn wiasciwego gatunku
(tego samego co dawczynie blastocyst), a czes¢ bedzie poddana ocenie zawartosci lipidow. Po
transferze zarodkéw samice (biorczynie) bedg badane w kierunku cigzy aparatem USG. Samice
ciezarne bedg utrzymywane do porodu i do odsadzenia mtodych. Oceniana bedzie liczba urodzonych
miodych w stosunku do wprowadzonych zarodkow.

Koniecznos¢ wykorzystania tak duzej liczby zwierzat wynika z ukfadu doswiadczenia, w ktérym uwzglednia sie
bardzo szerokie badania miedzy wieloma gatunkami, (tgcznie 39 grup badawczych, 9 w podzadaniu | i 30 w
podzadaniu Il. Konieczno$¢ wykorzystania wielu dawczyn zarodkéw wynika ze stosowanego powszechnie
schematu, wedtug ktérego na kazdg biorczynie zarodkédw uwzglednia sie 2 dawczynie zarodkéw. Schemat ten
ma szczegoblne zastosowanie w przypadku przenoszenia zarodkéw w stadium rozwojowym blastocysty. Bardzo
duze, wieloletnie do$dwiadczenie wlasne wykonawcéw i bogate dane literaturowe méwig o stosunkowo niewielkim
uzysku blastocyst siegajgcym maksymalnie 25 - 30% podczas zabiegu uzyskiwanie zarodkow w tym stadium
rozwojowym. Stgd w doswiadczeniu uwzgledniono srednio 2 dawczynie na kazdg biorczynie. Za minimalng liczbe
biorczyn w kazdej grupie przyjeto 4. Jest to minimalna liczba biorczy pozwalajgca na wykonanie wiarygodnych
analiz statystycznych i uzyskanie wiarygodnych wynikow.

Przewiduje sie uzyskanie srednio 10 zarodkéw od jednej dawczyni u krolikow, norek, liséw, owiec i tchérzy oraz 5
— 10 od myszy (stad odpowiednio 2 razy wigksza liczba myszy niz pozostatych 5 gatunkéw). tacznie od
wszystkich dawczyn zarodkéw planuje sie uzyskaé okoto 2900 zarodkoéw, z ktérych 180 - 360 bedzie poddanych
in vivo i przenoszone do biorczyh. Uzyskane zarodki bedg przenoszone do czasowych obcogatunkowych
biorczyh (po 15 — 25 do kazdej biorczyni) i po okresie diapauzy bedg ponownie wyptukane. Przewiduje sie
uzyskanie maksimum 30% przenoszonych zarodkow, czyli okoto 5 — 8 od kazdej czasowej biorczyni. Zarodki te
bedg przenoszone do biorczyh witasnego gatunku, srednio okoto 6 — 10 blastocyst kazdej biorczyni, wedtug
przyjetego i opisanego schematu. Cigza bedzie diagnozowana badaniem USG. Ciezarne samice beda
obserwowane do porodu i odsadzenia miodych. Wszystkie urodzone i odsadzone zwierzeta bedg wprowadzone
do systemu hodowlanego. Zwierzeta, na ktérych prowadzono badania bedg w miare mozliwosci réowniez
wprowadzane do systemu hodowlanego lub wykorzystane w kolejnych procedurach.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1
UDOSKONALENIA?

Whnioskodawca posiada znaczng wiedzg i wtasne doswiadczenie dotyczgce opisywanej problematyki.
Roéwniez dane literaturowe, ktorych zrédtem byty bazy danych takie jak: PUBMED, ScienceDirect i Web of
Science potwierdzajg zasadno$¢ podejmowanych badan. Z danych literaturowych wynika, ze oocyty réznych
ze usuniecie lipidow z zaptodnionego jaja nie wptywa na rozwdj zarodka w czasie cigzy (Nagashima i wsp.
Nature 1995; 374(6521):416; Diez i wsp. Theriogenology 2001; 55(4):923-36). PostawiliSmy wiec hipoteze, ze
lipidy mogg stuzy¢ jako zrodio energii w czasie diapauzy zarodka (ED). ED jest odwracalnym wstrzymaniem
rozwoju zarodka na etapie blastocysty w oczekiwaniu na sygnat gotowosci macicy do przyjecia zarodka. Od
dawna uwaza sie, ze ED ewoluowala zbieznie u réznych gatunkéw (Conaway CH. Biol. Reprod 1971; 4: 239-
247; Sandell M. Q. Rev. Biol. 1990; 65: 23-42; Mead RA. J. Exp. Zool. 1993; 266: 629— 641). Z perspektywy
ewolucji poglad, ze elastycznos¢ rozwoju oferowana przez ED moze by¢ ograniczona jedynie do niewielu
gatunkow jest jednak dyskusyjny. Blastocysta, ktéra ma ograniczong zdolnos¢ adaptacji w reakcji na
wyzwania $rodowiska, bytaby ewolucyjnie uposledzona. Stad tez, zatozenie, ze tylko niektére gatunki ssakow
mogg z powodzeniem odklada¢ moment implantacji bytloby krétkowzroczne, w Swietle obecnej wiedzy.
Whnioskodawca opisat ostatnio wystgpienie ED u owiec — gatunku uznawanego za niewykazujgcy ED (Ptak i
wsp. PLoS One 2012; 7:e33027). Zaobserwowano réwniez wystgpienie diapauzy u krélikéw i bydia, po
przeniesieniu blastocyst do macicy niereceptywnych myszy (Ptak i wsp. Reprod Biol Endocrinol. 2013;11:92).
Ditugos¢ ED jest zmienna miedzy gatunkami i moze wynosic¢ od kilku dni (mysz domowa) do wielu miesiecy u
niektorych miesozernych (norka amerykanska — Mead RA. Exp. Zool. 1993; 266: 629-641; Fenelon i wsp. Int
J Dev Biol. 2014; 58(2-4):163-74). llos¢ ttuszczéw zgromadzonych w oocytach jest rowniez zalezna od
gatunku. W oparciu o dwa ostatnie spostrzezenia sformutowalismy hipoteze, ze ilos¢ lipidow zgromadzonych
w oocycie, a nastepnie w zarodku, jest skorelowana z dtugoscig cyklu rozrodczego dla danego gatunku
oraz/lub z czasem trwania ED.

Typ i charakter badan wykluczajg mozliwos¢ zastosowania badan w warunkach in vivo, nie ma wiec
mozliwosci zastosowania zasady zastgpienia. Znajduje natomiast zastosowanie zasada ograniczenia. W
projekcie uwzgledniono najmniejszg mozliwg liczbe zwierzgt w doswiadczeniu, ktéra gwarantuje osiggniecie
przewidzianych celéw. Ze wzgledu na niewielkg liczebnos$¢ populacji zastosowane beda odpowiednie
narzedzia matematyczne pozwalajgce na uzyskanie wiarygodnych wynikéw przy niskich liczebnosciach grupy,
czyli dla grup typu Small Data. Planuje sie¢ wykorzystanie jednego lub kilku pakietow obliczeniowych np. SAS,
GNU R, S Plus, Statistica, SPSS lub Stata.c. Analizy te bedg prowadzone przez zawodowych statystykow,
specjalnie zatrudnionych w projekcie. Zasady 3R odnoszg sie do wszystkich zadan, szczegélnie znaczenie
majg w zadaniu 1, w ktérym caty materiat pozyskany przyzyciowo zbedzie pochodzit z tkanek uzyskanych przy
okazji innych procedur lub spoza procedur. W podzadaniu tym Zzadne ze 180 planowanych zwierzgt, dawczyn
oocytéw nie bedzie wykorzystane celowo dla tego podzadania. Wszystkie badania z wyjatkiem myszy bedg
prowadzone przyzyciowo. W projekcie nie planuje sie eutanazji zwierzat hodowlanych po zakonczeniu
dos$wiadczenia.

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




