NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Obrazowanie OCM w ocenie zdolnosci oocytow i zarodkow myszy do rozwoju

przedimplantacyjnego
2.Czas trwania projektu: 3 lata (1 sierpnia 2018- 31 lipca 2021)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): optyczna mikroskopia koherencyjna, oocyt, zarodek,

MYysz, rozwoj przedimplantacyjny ...........cccoooiiiiiiiiiii
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, srodkow 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.

Nieptodnos¢ dotyka ok. 15% par w wieku rozrodczym, a jednym z najpopularniejszych obecnie
sposobow jej leczenia jest zaptodnienie in vitro (IVF). Oprdcz znaczenia klinicznego, IVF odgrywa tez
istotng role w praktyce weterynaryjnej: wspomaga rozrod zwierzat gospodarskich i zagrozonych
wyginieciem. Aby zwiekszy¢ efektywnos¢ procedury IVF stosuje sie rozne metody oceny potencjatu
rozwojowego zarodkow, wspomagajgce wybor tych, ktére po przeniesieniu do macicy bedg miaty
najwieksze szanse na peten rozwdj. Celem niniejszego badan przedstawionych w niniejszym wniosku
jest sprawdzenie, czy do oceny jakosci zarodkow ssakéw mozna wykorzysta¢ optyczng
mikroskopie koherencyjng (OCM - optical  coherence  microscopy), nowatorskg metode
przyzyciowej wizualizacji wnetrza komorek. Oocyty i zarodki myszy bedg poddawane obrazowaniu
OCM w celu ustalenia réznych parametrow morfologicznych (np. rozmieszczenia cystern
endoplazmatycznego retikulum i mitochondridw, struktury i lokalizacji wrzeciona podziatowego, liczby
i struktury jgder komodrkowych, dynamiki tworzenia sie i migracji jader interfazowych w zygocie),




ktére mogag by¢é wyznacznikami ich potencjatu rozwojowego. Nastepnie analizowany bedzie zwigzek
miedzy badanymi parametrami, a zdolnoscig oocytow/zarodkéw do rozwoju przedimplantacyjnego.

We wczesniejszych badaniach wykazaliSmy, ze dzieki zoptymalizowanym protokotom skanowania
OCM i analizy obrazu, mozemy wykorzysta¢c ruch cytoplazmy w komorce do znaczgcego
zredukowania szumu optycznego i uzyskania obrazéw 3D wysokiej jakosci (Karnowski i wsp. (2017)
Sci Rep 7: 4165). Jednak wedtug naszej wiedzy, technika OCM nie byta do tej pory wykorzystywana
do oceny potencjatu rozwojowego oocytow/zarodkow ssakdéw, cho¢ niewatpliwie moze ona
dostarczy¢ wielu przydatnych informacji. Na uwage zastugujg takze wybrane przez nas parametry,
ktére bedg podlegaé ocenie poprzez pomiar OCM — wiele z nich nie byto dotychczas doktadnie
przebadanych pod katem przydatnoscijako wyznacznik jakosci zarodka.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

117 samic myszy F1 (C57BL/6/Tar x CBA/Tar)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujgc projekt badawczy sprawdzitam istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazie danych PubMed (stowa kluczowe: optical coherence microscopy, oocyte, embryo)
i nie znalaztam danych dotyczacych wykorzystania techniki OCM do oceny potencjatu rozwojowego
oocytow i zarodkéw myszy. JednoczesSnie moje wczesniejsze doswiadczenia z wykorzystaniem tej
metody (Karnowski i wsp., 2017, Sci Rep 7: 4165) pozwalajg zatozy¢, ze technika OCM moze
dostarczy¢ wielu cennych informacji o jakosci oocytéw i zarodkéw. Projekt ten zostat tez pozytywnie
zaopiniowany przez niezalezne grono ekspertéw i rekomendowany do finansowania w programie Opus
14 NCN.

Zasada zastgpienia

Ze wzgledu na charakter badanych proceséw (badanie mechanizméw warunkujgcych prawidtowy
rozwéj zarodka) nie jest mozliwe przeprowadzenie doswiadczen bez udzialu zwierzat, a z
wykorzystaniem metod alternatywnych (np. linii komérkowych). Mysz jest podstawowym modelem
zwierzecym w badaniach embriologicznych. Wiadomo, ze biologia rozwoju myszy jest duzo bardziej
zblizona do ludzkiej niz biologia rozwoju jakichkolwiek bezkregowcow czy nizszych kregowcéw (Mdller,
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.). Zastgpienie myszy
jednym z gatunkow bezkregowcow czy nizszych kregowcdw, u ktdrych procesy zaptodnienia i rozwoju

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




przebiegajg inaczej niz u ssakéw, nie umozliwitoby uogdlnienia uzyskanych wynikéw na gatunek ludzki.
Ponadto, procedury pracy z oocytami, w tym zaptodnienie in vitro czy obrazowanie poklatkowe, sg
znacznie lepiej opracowane dla myszy niz dla innych gatunkéw ssakoéw. Latwiej tez uzyskane wyniki
przeanalizowa¢ w kontekscie istniejgcych juz badan, czy rozwingé w nastepnych projektach.

Zasada ograniczenia

W celu ograniczenia liczby wykorzystanych myszy zostanie zastosowana indukcja hormonalna wzrostu
pecherzykow jajnikowych oraz owulacji. Pozwoli to na otrzymanie wiekszej liczby oocytéw lub
zarodkow od jednej samicy (liczba uzyskanych oocytow/zarodkéw jest ok. 2-3-krotnie wieksza niz w
przypadku samic niestymulowanych). Ponadto stymulacja hormonalna pozwala na synchronizacje
owulacji u wykorzystywanych w doswiadczeniu myszy, dzieki czemu uzyskuje sie zarodki na
pozadanym etapie rozwoju. We wniosku przewidziana jest minimalna liczba zwierzat konieczna do
analizy statystycznej uzyskanych wynikéw.

Zasada udoskonalenia

Badania bedg prowadzone przez osobe z wieloletnim doswiadczeniem w pracy ze zwierzetami, ktéra
na biezgco, w scistej wspodtpracy z obstugg zwierzetarni, bedzie kontrolowaé ich dobrostan. Zwierzeta
wykorzystywane w doswiadczeniach bedg miaty zapewnione odpowiednie warunki bytowe. W klatkach
beda znajdowaty sie wzbogacenia takie jak wetna drzewna, tekturowe rurki i domki, ktére postuzg do
budowy gniazda i zabawy. Z racji tego, ze opisane we wniosku iniekcje dootrzewnowe hormonow oraz
udmiercanie zwierzgt sg kwalifilkowane jako tagodne lub umiarkowane pod wzgledem stopnia
dotkliwosci, nie bedzie stosowane znieczulenie przy ich wykonywaniu. Dodatkowy zastrzyk
przeciwbdlowy spowodowatby jedynie dodatkowy stres zwierzecia.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
0 NIE

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




