NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Rola bialek ERp44, ERp57 i CHERP w regulacji oscylacji Ca2+ w

zaplodnionych oocytach myszy
2.Czas trwania projektu ...... 1 czerwca 2016 — 30 wrzesnia 2019.........cccoovieiiiiieiieee e
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) oscylacje wapniowe, oocyt, mysz, zaptodnienie

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 sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkéw 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 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.

Wywotane zaplodnieniem oscylacje Ca2+ sg kluczowe dla rozwoju zarodka: pozwalaja na
ukonczenie podziatu mejotycznego i aktywacje rozwoju zarodkowego. Niniejszy projekt ma na celu
zbadanie udziatu biatek retikulum endoplazmatycznego ERp44, ERp57 i CHERP w regulowaniu tych
oscylacji. Wiadomo, ze wybrane bialka biorg udzial w regulacji stezenia jonow Ca2+ w cytoplazmie
innych typow komorek. Jak wskazuja nasze dotychczasowe badania sa one eksprymowane w

oocytach, lecz ich rola w tworzeniu oscylacji Ca2+ nie jest jeszcze poznana.

W zaplanowanych doswiadczeniach wykorzystamy oocyty w profazie I podziatu mejotycznego,
w ktorych w obnizymy (za pomoca mikroiniekcji siRNA) lub podwyzszymy (za pomocag mikroiniekc;ji

egzogennego mRNA) poziom ekspresji badanych biatek. Nastepnie oocyty beda poddane dojrzewaniu




mejotycznemu in vitro, a po osiggnieciu stadium metafazy II podziatu mejotycznego (kiedy to normalnie
dochodzi do zaptodnienia) - inkubowane z fluorescencyjnym wskaznikiem Ca2+, zaptadniane in vitro
oraz filmowane poklatkowo w celu ustalenia wzoru oscylacji Ca2+. Dodatkowo zbadamy w nich takze

ilos¢ Ca2+ zgromadzonego w komaorce.

Oocyty w profazie I izolowane beda z jajnikéw 6-8 tygodniowych samic myszy krzyzowki F1
(C57BL/6/Tar x CBA/Tar) zastymulowanych hormonalnie, a nastepnie usmierconych przez dyslokacje

kregow szyjnych.

Uzyskane wyniki znaczaco poszerza naszg wiedz¢ na temat mechanizméw regulujacych
zaplodnienie i aktywacje rozwoju zarodkowego u ssakéw, w tym takze u cztowieka. W zwiazku z tym,

mogg si¢ takze przyczyni¢ do lepszego poznania przyczyn nieptodnosci.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

174 samice myszy pokolenia F1 krzyzowki dwoch szczepow wsobnych: C57BL/6/Tar oraz CBA/Tar —
w wieku 6-8 tygodni.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Celem doswiadczen jest uzyskanie informacji, ktore mozna by odnies¢ do gatunku ludzkiego.
Wiadomo, ze biologia rozwoju myszy jest duzo bardziej zblizona do ludzkiej niz biologia rozwoju
jakichkolwiek bezkregowcow (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.). W bardzo wielu schematach badawczych myszy sa stosowane jako dobry
model proceséw zachodzacych u ludzi. Zastgpienie myszy jednym z gatunkdéw bezkregowcdw, u
ktérych procesy zaptodnienia i rozwoju przebiegaja inaczej niz u krggowcdw, nie umozliwitoby

uogolnienia uzyskanych wynikéw na gatunek ludzki.

W celu ograniczenia liczby zwierzat poswigconych na badania zastosowana zostanie hormonalna

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




indukcja wzrostu oocytéw. Dzigki temu z jednej myszy mozna bedzie uzyska¢ wieksza liczbe oocytow
w okreslonym stadium wzrostu. Przewidziana jest minimalna liczba zwierzat konieczna do wykonania

analizy statystyczne;j.

Uzyskane przeze mnie wyniki pozwolag na rozwinigcie wiedzy na temat mechanizmow
regulujacych przebieg zaptodnienia. Dzigki temu, ze mechanizmy te s3 bardzo zblizone (a nawet w
wielu aspektach identyczne) u wszystkich ssakéw, proponowane doswiadczenia pozwolg poszerzy¢

nasza wiedz¢ na temat fizjologii zaptodnienia u ludzi, a tym samym — na temat przyczyn nieptodnosci.




