NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wyprowadzenie serii linii myszy majacych na celu zbadanie roli genu InhfA w

rozwoju zarodkowym ssakow.
2.Czas trwania projektu 3 lata

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) InhBA, zarodek mysi, rozwdj przedimplantacyjny, myszy

transgeniczne

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A. Badania podstawowe

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego
H. Badania w celu ksztatcenia 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Przedimplantacyjny zarodek myszy i innych ssakéw, w tym cztowieka, charakteryzuje sie rozwojem regulacyjnym.
Oznaczato, ze los poczatkowo niezréznicowanych komarek, czyli kierunek ich réznicowania albo w epiblast bedacy
prekursorem ciata zarodka albo w linie pozazarodkowe budujgce tozysko i btony ptodowe zalezy od wzajemnych
interakcji pomiedzy komdrkami w zarodku. Komunikacja ta polega na wysytaniu informacji w postaci wydzielanych
biatek, ktore taczac sie ze swoimi receptorami na powierzchni sgsiednich komaérek kierujg je na okreslong droge
réznicowania. Ten typ embriogenezy umozliwia zarodkowi ssakéw kontynuowanie prawidtowego rozwoju az do
urodzenia nawet w obliczu bardzo ciezkich zaburzen, takich jak np. nadmiar, brak czy zmiana pozycji budujacych
go komoérek. Pomimo wielu dowoddéw na regulacyjny charakter rozwoju zarodkéw ssakéw, mechanizmy
odpowiedzialne za ten fenomen nie sg do kornca poznane. Jednym z genéw potencjalnie zaangazowanych w
regulacje rozwoju zarodka myszy (i innych ssakow) moze by¢ InhBA kodujgca biatko nalezgce do rodziny TGF
(transforming growth factor). Celem proponowanego projektu jest wyprowadzenie linii myszy transgenicznych, z




ktorych po kilku rundach krzyzowan mozna bedzie uzyskac zarodki zawierajgce zygotyczny, matczyno-zygotyczny
lub wyfacznie matczyny knockout genu InhBA. Wyprowadzone linie heterozygotyczne:

InhBAKO, InhBALoxP oraz InhBACre nie bedg wykazywaty zadnych anomalii rozwojowych. Uzyskanie tych linii
umozliwi wyjasnienie czy produkt genu InhBA odgrywa role w tworzeniu i segregacji linii komérkowych w zarodku
ssaka, gwarantujgc powstanie prawidtowej blastocysty zdolnej do implantacji w macicy matki. Dodatkowo, bedzie
mozna ustali¢ czy role w tych procesach odgrywa gen pochodzenia matczynego czy zygotycznego.

W doswiadczeniach wykorzystane zostang zygoty myszy, izolowane z uktadu rozrodczego samic, stymulowanych
hormonalnie i usmiercanych. Zastosowane hormony, indukujgce wzrost pecherzykdéw jajnikowych i owulacje, sg
substancjami niedraznigcymi. Oba zastrzyki bedg wykonywane w dolnym rejonie brzucha, w miejscu, ktdre nie jest
specjalnie uwrazliwione na bdl, zatem Zzréddtem bodlu bedzie jedynie uktucie igtg. W celu uzyskania zwierzat
transgenicznych zarodki bedg transplantowane do jajowoddw samic biorczyn, pokrytych uprzednio przez samce
poddane wazektomii. Przeszczepianie zarodkdéw u samic i wazektomia u samcéw beda wykonywane w
znieczuleniu ogdlnym, a ewentualny bdl pooperacyjny bedzie usmierzany srodkami przeciwbdélowymi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus, samice C57BL6/J/cmdb — 57 osobnikow
Mus musculus, samice F1(C57BL6/Tar x CBA/Tar) — 61 osobnikow
Mus musculus, samce F1(C57BL6/Tar x CBA/Tar) — 5 osobnikéw

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

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




Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam/sprawdzitem istniejgcg wiedze w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych: PUBMED; Google Scholar; ScienceDirect

Wykorzystatam/em stowa kluczowe:
InhBA/mouse/knockout/preimplantation/embryo

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze: pomimo obecnos$ci produktu
genu InhBA w przedimplantacyjnym zarodku jego znaczenie w tym wczesnym okresie
embriogenezy nie jest znane.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:

produkt genu InhBA jest obecny w oocycie, a nastepnie jego poziom spada podczas
bruzdkowania. Po aktywacji genomu zarodkowego obserwuje sie stopniowy wzrost poziomu
biatka kodowanego przez ten gen. W blastocyscie jest ono obecne w wezle zarodkowym (z
ktorego powstang wszystkie tkanki zarodka), a w okresie okotoimplantacyjnym w
trofektodermie, odpowiedzialnej za wytworzenie tozyska (Albano et al., 1993; Lu et al., 1993).

Ponadto zaobserwowano, ze przedimplantacyjne zarodki gryzoni i bydta rozwijajg sie lepiej in
vitro, gdy hoduje sie je w obecnosci biatka kodowanego przez InhBA (Lu et al., 1990; Orimo et
al., 1996; Yoshioka et al., 1998). Dodatkowo wykazano, ze zarodkowe komérki macierzyste
(komorki ES), wydzielajgc produkt genu InhBA hamujg réznicowanie komérek zarodkowych w
epiblast, a promujg ich réznicowanie w trofektoderme (Xiang et al., 2017).

Myszy z delecjg genu InhBA rodza sie, ale umierajg kréotko po urodzeniu z powodu defektow w
rozwoju twarzoczaszki. Sugeruje sie, ze brak fenotypu zwigzanego z delecjg badanego genu w
okresie przedimplantacyjnym moze wynika¢ m.in. z wptywu egzogennego biatka, ktdre jest
wydzielane réwniez przez komérki jajnika, jajowodu oraz nabtonka macicy. Ewentualny fenotyp
moze by¢ takze maskowany dzieki obecnosci biatka matczynego. Wiadomo bowiem, ze poczatkowo
synteza biatek zalezna jest od matczynego mRNA i biatek, nagromadzonych w oocycie w trakcie
oogenezy. Aktywacja genomu zarodkowego rozpoczyna sie pod koniec stadium
jednokomodrkowego, a do jego masowej aktywacji dochodzi w zarodku 2-komdérkowym. Towarzyszy
temu degradacja wiekszosci matczynego mRNA (Sha et al., 2019). Obecno$¢ matczynego biatka
moze znacznie opdzni¢ pojawienie sie zmutowanego fenotypu w zarodkach z nokautem
zygotycznym. Dlatego tak wazne jest zbadanie roli gendw zaréwno matczynych, jak i zygotycznych
w rozwoju zarodka, szczegdlnie na etapach przed implantacja.

B. Brak jest danych dotyczacych znaczenia Inh6A w przedimplantacyjnym okresie rozwoju zarodka
myszy.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ wyprowadzenie linii myszy zawierajgcych knockout oraz knockout warunkowy InhBA pozwoli
na uzyskanie zarodkdw zawierajgcych zygotyczny, matczyno-zygotyczny oraz wytgcznie matczyny
knockout genu i poznanie roli tego genu w przedimplantacyjnym okresie rozwoju myszy. B/
Zastosowanie uzyskanej wiedzy pozwoli na poszerzenie wiedzy na temat mechanizméw
odpowiedzialnych za niezwykte zdolnosci regulacyjne przedimplantacyjnych zarodkéw myszy oraz

INnnych ssakow.




Zasada ZASTAPIENIA: Badanie przedimplantacyjnego rozwoju myszy, ktdry jest regulowany przez wiele
mechanizméw, jest mozliwe tylko z uzyciem zywych zarodkéw uzyskiwanych z drég rodnych samicy. Nie istnieje
obecnie metoda pozwalajgca na uzyskanie zarodkdw bez uzycia zwierzat. Mysz jest podstawowym modelem
zwierzecym w badaniach embriologicznych. Myszy pozbawione zygotycznego InhBA sg komercyjnie dostepne, ale
aby mozna byto poréwnac rozwdj myszy z zygotycznym, matczyno-zygotycznym oraz wytgcznie matczynym
knockoutem Inh6A muszg by¢ one wyprowadzone w tym samym szczepie myszy.

Zasada OGRANICZENIA:

Wedle naszej wiedzy jesteSmy pierwszym i jedynym zespotem w Polsce wyprowadzajgcym myszy transgeniczne
metodg CRISPR-Cas9. Metoda ta pozwala na znaczne zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat, w stosunku to
klasycznej inzynierii genetycznej opierajacej sie o embrionalne komérki macierzyste. Dzieki zastosowaniu tej
metody modyfikacje genetyczne wprowadzane sg ze znacznie wiekszg czestoscig oraz dodatkowo pozwala ona na
pominiecie etapu tworzenia chimer. Zastosowanie innowacyjnej mieszaniny do iniekcji zwieksza czestosc¢
wprowadzanych modyfikacji, a tym samym zmniejsza liczbe myszy niezbednych do wyprowadzenia linii
transgenicznej. Ponadto, stymulacja hormonalna samic zapewnia zwiekszong liczbe samic pokrytych przez samce
oraz samych zygot (po stymulacji hormonalnej uzyskuje sie od dwu- do trzykrotnie wiecej zygot niz od samic
niestymulowanych).

Zasada UDOSKONALENIA: Procedury (iniekcje dootrzewnowe hormondéw, transplantacja zarodkéw oraz
wazektomia) oraz usmiercanie przez dyslokacje kregéw szyjnych bedg wykonywane przez osoby posiadajgce
odpowiednie kwalifikacje i wieloletnie doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Osoby te bedg réwniez
kontrolowaty dobrostan zwierzat. Iniekcje dootrzewnowe hormondow s3 kwalifikowane jako fagodne 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 znang metoda, czyli przez moszne. W przypadku zwierzat przeznaczonych na transplantacje lub
wazektomie, zastosowanie $rodka usypiajgcego i przeciwbdlowego/przeciwzapalnego oraz znieczulajgcego w
miejscu pola operacyjnego zapewni przeprowadzenie zabiegu jak najmniej bolesnie, minimalizujgc stres, ktoremu
beda poddawane.

Zarodki beda nastrzykiwane przy uzyciu wysokiej klasy mikroiniektora, a zabieg bedzie wykonywany przez
wytrenowany personel, dzieki czemu znacznie zwiekszona bedzie przezywalno$¢ zarodkdw.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

O TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
ONIE

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







