NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut  projektu Poszukiwanie genéw krytycznych dla oligo i azoospermii
u cztowieka — mysi model doswiadczalny typu knockout

2. Czas trwania projektu 08.05.2017-28.02.2022

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) meska nieplodnosé, azoospermia, plemniki
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie z ponizszych) B

5. A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkéw 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

Celem badan jest przeprowadzenie analizy genéw - mysich homologéw gendéw ludzkich,
odpowiedzialnych za zaburzenia procesu powstawania plemnikéw, skutkujgce obnizeniem ich liczby (do
catkowitego braku).

Najnowsze wyniki badan oraz informacje zebrane przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (WHO)
wymieniajg nieptodnos¢ jako chorobe spoteczng, ktéra dotyczy ok. 10-18% par. Szacuje sie, ze udziat
tzw. czynnika meskiego w nieptodnosci matzenskiej to obecnie 40-60%wszystkich przypadkéw. Oprocz
czestszego wystepowania aberracji chromosomowych u nieptodnych mezczyzn, niepowodzeniom rozrodu
towarzyszg czesto obnizone parametry nasienia. Jednym z nich jest liczba plemnikéw w ejakulacie, ktéra
moze byé obnizona (oligozoospermia), a nawet zredukowana do ich catkowitego braku (azoospermia).
Czestos¢ wystepowania azoospermii szacuje sie na ok. 1% ogolnej populacji mezczyzn, przy czym
odsetek ten wzrasta do wartosci 10-15% u mezczyzn nieptodnych. Wydaje sie to byé zatrwazajgce,
szczegolnie w Swietle faktu nizu demograficznego krajow rozwinietych, ktérych ten problem dotyczy.

U cziowieka oprécz standardowej analizy nasienia, w diagnostyce nieptodnosci analizuje sie poziom
hormonow, kariotyp oraz mikrodelecje w chromosomie Y lub mutacje w genie CFTR. Ponadto, w
przypadku azoospermii (braku plemnikéw) przeprowadza sie analize tkanek jadra. W przypadkach
ztozonych przyczyn obserwowanych zaburzen, taka diagnostyka okazuje sie niewystarczajgca. Dlatego
wazne jest, aby znalez¢é bardziej wiarygodny prognostyczno-diagnostyczny algorytm postepowania. W
tym celu podejmuje sie proby identyfikacji oraz charakterystyki genéw krytycznych dla powstawania
meskich komoérek rozrodczych. A to mogtyby by¢ wykorzystane jako markery molekularne w diagnostyce
meskiej nieptodnosci. Istotnym elementem badan nad meska nieptodnoscia sg badania in vivo z



wykorzystaniem mysiego modelu typu knockout - czyli modelu w ktérym wybrane geny zostajg sztucznie
wytgczone.

Wyselekcjonowane geny stanowi¢ bedg kolejng, intensywnie rozwijajaca sie czesé¢ badan nad meskg
spermatogenezg w ujeciu modelowym. Otrzymane wyniki pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie o
wystepowanie réznic fenotypowych u rodzenstwa z tg samg mutacjg oraz poznaé kolejne geny krytyczne
dla uwarunkowania liczby plemnikéw. Ponadto, znakomicie wpiszg sie w badania funkcjonalne
spermatogenezy prowadzone w laboratoriach na $wiecie i uzupetnig liste gendw scharakteryzowanych i
krytycznych dla spermatogenezy.

Planowany przebieg badan: po przebyciu kwarantanny w celu aklimatyzacji, zwierzeta poddane zostana:
1. Sprawdzeniu potencjatu rozrodczego samcéw z knockoutami genowymi poprzez krzyzowanie z
samicami typu dzikiego (bez knockoutéw), pokolenie FO - obserwacja ilosci i liczebnosci potencjalnych
miotéw. 2. Genotypowaniu potomstwa z pokolenia F1 - w kierunku potwierdzenia/wykluczenia
wystepowania badanego knockoutu genowego. 3. Eutanazji zwierzgt - myszy z pokolenia FO oraz F1:
uspienie zwierzgt CO, w komorze do tego przeznaczonej, w dawce do uspienia. Nie przewiduje sie
wczesniejszej eutanazji zwierzat, gdyz zastosowane knockouty genowe dotyczg wytacznie tkanki jgdra —
geny te ulegajg ekspresji wytgcznie w jadrze. Gdyby jednak taka potrzeba byta, to ze wzgledu na dobro
zwierzat poddane one zostang natychmiastowej eutanazji poprzez uspienie w komorze z CO,. Zwierzeta
nadmiarowe — tj. te z pokolenia F1, ktére w wyniku krzyzowania nie bedg posiadaty knockoutéw
genowych (samce i samice), bedg utrzymywane w o$rodku do ich naturalnej smierci (nie planuje sie ich
wykorzystania w innej procedurze). Nie jest mozliwe wydanie zwierzat do adopcji ze wzgledu na fakt, iz
jedno z ich rodzicow (ojciec) jest GMO. Nie przewiduje sie réwniez zadnej sytuacji mogacej wywotac
jakiekolwiek szkody bgdz dystres u wymienionych zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy C57BI/6J z knockoutami genowymi (pokolenie FO - 20 samcéw, pokolenie F1 - maks. 20 zwierzat)
oraz 50 myszy C57BIl/6J bez knockoutéw (30 samic oraz 20 samcow).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejgcy stan wiedzy w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach: PubMed, ScienceDirect, Knockout Mouse Project (KOMP) Repository, Mouse
Genome Informatics JAX, International Mouse Strain Resource (IMSR) oraz IMPC International Mouse
Phenotyping Consortium. Wykorzystano nastepujgce stowa kluczowe: mouse knockout model, male
spermatogenesis, murine spermatogenesis, azoospermia, oligozoospermia, gene mutation in
spermatogenesis oraz nazwy genéw badanych w projekcie.

Na podstawie przeglgdu istniejgcej literatury oraz danych dotyczgcych zwierzat laboratoryjnych,
stwierdzono, ze mysi model doswiadczalny typu knockout jest najlepszym wyborem przy badaniu
zaburzen meskiego uktadu rozrodczego u cztowieka pod kgtem genetycznym.

A. A Nagromadzony materiat badawczy pozwala stwierdzié, ze mysi model doswiadczalny jest
z powodzeniem wykorzystywany w badaniach genow potencjalnie zwigzanych z ludzkg



spermatogeneza.

B. B. Brak jest danych dotyczacych funkcji genéw sugerowanych w niniejszym projekcie, stricte
pod katem obnizonej (braku) liczby plemnikbw u mezczyzn, bedacej jedng z przyczyn
nieptodnosci.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na poznanie funkcji kolejnych czterech
kandydujgcych gendéw jako kluczowych dla liczby plemnikéw w ejakulacie, stanowigcych podstawowy
warunek ptodnosci cztowieka.

A. A. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku badania przyczyn
nieptodnosci meskiej, znakomicie wpisze sie w nurt Swiatowych badah nad nieptodnoscig oraz
uzupetni liste genoéw juz poznanych i istotnych dla procesu powstawania meskich komorek
rozrodczych.

B. B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy bedzie polegaé¢ na stworzeniu panelu genéw krytycznych dla
azoospermii/oligozoospermii, co pozwoli na przygotowanie testu genetycznego poprawiajgcego
diagnostyke nieptodnosci meskie;j.

C.

ZASTAPIENIE: Myszy stanowig gatunek o mozliwie najnizszym stopniu rozwoju, ktory moze
odzwierciedla¢ funkcjonowanie ludzkich genéw (wysoka homologia). Ponadto, zastosowanie mysiego
modelu typu knockout pozwala na pominiecie badan na naczelnych. Jedynie badania in vivo oraz post
mortem na tkankach pozwolg na otrzymanie odpowiedzi na zadane pytanie o funkcje wybranych genéw
(dotad nieopisanych) w determinacji liczby plemnikéw u cziowieka. Nalezy wspomnie¢, ze myszy,
stanowig popularny i szeroko stosowany gatunek do badan funkcji genéw w chorobach cztowieka.

OGRANICZENIE: Liczba wykorzystanych zwierzgt zostata ograniczona do minimalnego poziomu
umozliwiajgcego poprawng interpretacje wynikéw zaréwno metodami badawczymi, jak réwniez pod katem
powtarzalnosci wynikOw. Wszystkie czynnosci wobec zwierzat bedg wykonywane przez przeszkolone
osoby z wieloletnim doswiadczeniem w pracy ze zwierzetami. Zwierzeta uzyte do projektu pochodzi¢ beda
z certyfikowanych hodowli.

DOSKONALENIE: Zwierzeta bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, w
pomieszczeniach zwierzetarni. Metody badawcze zostaty tak dobrane, aby ograniczaty do
minimum/eliminowaty bdl i cierpienie — kategoria dotkliwosci procedur nie przekracza kategorii tagodne;.
Zastosowana metodyka obejmuje techniki doskonale opracowane, stad odczuwanie stresu czy
dyskomfortu przez myszy zredukowane bedzie do minimum. Zaplanowane czynnosci doswiadczalne
obejmuja: obserwacje ilosci i liczebnosci potencjalnych miotéw wynikajgcych z krzyzowania samcéw z
knockoutem z samicami bez knockoutow (pokolenie FO); potwierdzenie/wykluczenie wystepowania
badanego knockoutu genowego (genotypowane) u potomstwa z pokolenia F1; eutanazje zwierzat
poprzez uspienie zwierzagt CO, w komorze do tego przeznaczonej, w dawce do uspienia. Nie przewiduje
sie wczesniejszej eutanazji zwierzat, gdyz zastosowane knockouty genowe dotyczg wylgcznie tkanki
jadra. Gdyby jednak taka sytuacja miata miejsce, to ze wzgledu na dobro zwierzat, poddane one zostang
natychmiastowej eutanazji poprzez uspienie w komorze z CO,.



