NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Wptyw diapauzy zarodkowej na odziedziczalno§¢ mutacji mitochondrialnych w mysim modelu

otytosci.
2. Czas trwania projektu: 36 miesiecy
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): diapauza zarodkowa, mitochondria, otyto$¢, rozwéj zarodkowy

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

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 warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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 okresli¢c 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.

Oocyty stanowig zrédto genomu mitochondrialnego dla catego organizmu, zarowno w przypadku osobnikow ptci
meskiej jak i zenskiej. Najczestsze zaburzenia zwigzane z nieprawidtowym funkcjonowaniem mitochondriow
Stanowig problemy z sercem, otytos¢, cukrzyca. Dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze w komdrkach linii
rozrodczej zenskiej istniejg mechanizmy pozwalajace na ograniczone usuwanie mutacji mitochondrialnych.
Przypuszcza si¢, ze mechanizmy te dziataja w oparciu o proces tzw. autofagii, czyli “samo-zjadania” przez komorke
uszkodzonych struktur, w tym mitochondriéw (mitofagia). Wezeéniejsze badania skupiajace si¢ na diapauzie
zarodkowej (stanie uspienia zarodka w stadium blastocysty), potwierdzity, ze diapauzujace zarodki charakteryzuja si¢
intensywng autofagia. Dzigki temu zarodek moze przetrwa¢ brak sktadnikow odzywczych pochodzacych od matki
poprzez “konsumpcje” wiasnych niepotrzebnych/ uszkodzonych struktur komoérkowych, w tym mitochondriow.
Dtugoterminowe obserwacje potomstwa uzyskanego w wyniku indukcji diapauzy sugerujg, ze myszy, ktore w wieku
zarodkowym przeszty diapauze, z wigckszym prawdopodobienstwem implantuja si¢ do macicy i charakteryzuja si¢
wigksza dlugowiecznoscia. Moze to $wiadczy¢ o lepszej kondycji mitochondriow, ktéra jest powigzana z
implantowaniem si¢ zarodka oraz starzeniem organizmu. Bazujgc na powyzszym sformutowano hipoteze, ze
autofagia w czasie trwania diapauzy doprowadza do usuniecia uszkodzonych mitochondriow i tq drogg do
zmniejsza odziedziczalnos¢ mutacji mitochondrialnych zwigkszajgc Zywotnosé potomstwa. Na poziomie
komorkowym otyto$¢ jest zwigzana z zaburzeniem mitochondrialnego potencjatu redoks, morfologii mitochondriow i
liczby kopii mitochondrialnego DNA. Nieprawidtlowosci mitochondrialne powstate w wyniku otylosci przenoszone sa
na kolejne pokolenia, powodujac obnizenie zdrowia i ptodnosci potomstwa. W proponowanym projekcie planowane
jest uzycie mysiego modelu otytosci wywotanej dietg o zwiekszonej zawarto$ci thuszczu w celu wygenerowania
anomalii mitochondrialnych w oocytach myszy. Taki model postuzy do zbadania sformutowanej hipotezy.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Lacznie w doswiadczeniu zostanie wykorzystanych 562 myszy domowe (Mus musculus).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Zastapienie: Badanie ukierunkowane jest na problematyke rozwoju ssakéw musi by¢ prowadzone (ze wzgledu na
jego specyfike) wytacznie na ssaczych modelach zwierzecych. Gryzonie (mysz) sa w tych badaniach oraz w tych
planowanych w projekcie modelami najbardziej dogodnymi. Nie ma zadnych metod alternatywnych (np.
wykorzystanie linii komorkowych), ktére mozna by zastosowa¢ do badan nad zarodkami i odziedziczalno$cig wad
genetycznych zwigzanych z mitochondriami. Podczas przygotowywania projektu badawczego zostata sprawdzona
istniejaca wiedza w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google
Scholar; ScienceDirect oraz Web of Science (JCR). Uzyto stow kluczowych takich jak: diapauza zarodkowa,
zarodek, rozwdj zarodkowy, mitochondria, mtDNA, otylo$¢, oocyt, model zwierzecy, transfer zarodkow, in vitro.

A. Nagromadzony material badawczych (analiza metadanych) pozwala na stwierdzenie, ze zaburzenia
mitochondrialne powigzane z wystgpowaniem otyto$ci oraz dziedziczone sg w linii zenskiej.

B. Brak jest danych potwierdzajacych, ze diapauza zarodkowa moze mie¢ pozytywny wpltyw na odziedziczalno$c¢
zaburzen mitochondrialnych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na lepsze poznanie z podstawowych zjawisk
rozwojowych, jakim jest diapauza, wyniki uzyskane podczas realizacji tego projektu przyczynia si¢ do lepszego
poznania roli diapauzy w rozwoju zarodkowym i jej wplywu na uzyskiwane potomstwo z blastocyst, ktore
zostaty wprowadzone w stan diapauzy.

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku poznania wptywu diapauzy na rozwoj
zarodka, w szczegdlnosci w odniesieniu do wptywu na jako$¢ mitochondriow i odziedziczalno$¢ wad
mitochondrialnych.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajacej na poznaniu wplywu diapauzy zarodkowej na rozwdj zarodka z
wadami mitochondrialnymi wywotanymi otyto$cig samic umozliwi dalsze prace nad mozliwym wykorzystaniem
aplikacyjnym diapauzy zarodkowej oraz prace majace na celu wykorzystanie zjawiska jakim jest diapauza w
innych modelach badawczych.

Ograniczenie: Na podstawie naszych doswiadczen liczba zwierzat zostata ograniczona do absolutnego minimum.
Liczba 30 samcow wazektomowanych jest minimalng liczbg w czasie przewidywanego 3 letniego okresu
prowadzenia prac eksperymentalnych. Wynika to m.in. z tego, Ze starzeja si¢ one i po ok. roku ich zdolnos$¢ do
krycia ulega znacznemu ograniczeniu. Skuteczno$¢ embriotransferu szacowana jest na 60%, czyli z 80
planowanych do wykorzystania samic 48 bedzie cigzarnych. Do jednej samicy przeszczepiane jest 8-12 zarodkow,
co przy najlepszej skutecznosci transferu umozliwi¢ moze (teoretycznie) uzyskanie ok. 60% potomstwa, czyli
okoto 5-6 osobnikow. Dzieki wykorzystaniu szczepu o duzej plennosci mozliwe bedzie wykonanie dwoch
transferow zarodkow pozyskanych od trzech samic dawczyn w obrebie tej samej grupy. Liczba samic dawczyn w
grupach kontrolnych zostata ograniczona do absolutnego minimum. W przypadku samic dawczyn w grupach
kontrolnych nie przewiduje si¢ problemow z pozyskaniem zarodkow, dlatego tez liczba wykorzystanych zwierzat
mogla zosta¢ obnizona. Przedstawiona kalkulacja zostata oparta o wieloletnie do§wiadczenia oraz dane
literaturowe.

Udoskonalenie: Stosowane procedury sa standardowymi procedurami stosowanymi w embriologii
doswiadczalnej ssakow. Stosowane podczas czynnosci przenoszenia zarodkdw 1 wazektomii znieczulenie ogolne,

jak réwniez srodki przeciwbolowe oraz zapewnienie zwierzetom w trakcie i po operacji odpowiednich warunkow,

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




ograniczajg do minimum ich bdl, cierpienie i stres, bez zaktocenia przebiegu eksperymentu. USmiercanie zwierzat
dokonywane bedzie zgodnie z Dyrektywa poprzez dyslokacj¢ kregdw szyjnych przeprowadzong przez
doswiadczonego eksperymentatora. Martwe zwierzgta poddane zostang utylizacji zgodnie z obowigzujacymi
przepisami.

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

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




