NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Opracowanie nowych strategii przyspieszajacych procesy wszczepiania sie

krwiotworczych komorek macierzystych
2.Czas trwania projektu 31.06.2018 — 31.07.2020

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) krwiotworcze komorki macierzyste, tratwy lipidowe,

ksenotransplantacje, mobilizacja krwi
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 produktow leczniczych, $rodkéw 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 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.

Przeszczep krwiotworczych komoérek macierzystych/progenitorowych (KKM/P) jest szeroko stosowang i ratujaca
zycie procedurg kliniczng w hematologii. Jedno z najwigkszych wyzwan w transplantologii KKM/P jest zwigzane
ze zjawiskiem opodznienia wszczepiania si¢ KKM/P lub jego brakiem. Stanowi to szczegdlny problem w
sytuacjach kiedy liczba KKM/P w materiale przeszczepowym jest niska (w przypadku komorek pobranych od
dawcow stabo mobilizujacych sie lub w przeszczepieniach KKM/P izolowanych z krwi pgpowinowe;).
Przeszczep szpiku kostnego ma na celu odbudowanie uktadu krwiotworczego pacjenta, u ktorego ulegl on
uszkodzeniu na skutek procesu patologicznego. Jest to zabieg ratujacy zycie pacjenta. Jednak opdznione
wszczepienie si¢ KKM, a nawet jego brak stanowi nadal bardzo wazny problem kliniczny, zwlaszcza w
sytuacjach gdy liczba KKM w materiale przeszczepowym jest niska. Zaproponowane badania majg na celu
opracowanie metod przyspieszajacych lub utatwiajacych wszczepianie si¢ KKM w $rodowisko szpiku kostnego
biorcy i tym samym przyczynig si¢ do poprawy wynikow transplantacji krwiotworczych.



W badaniu wykorzystane zostang myszy: C57Bl/6, dla ktorych beda przeszczepiane krwiotworcze komorki
macierzyste/progenitorowe z trzech réznych zrédet. Wykorzystane zostang rowniez szczepy NOD/Shi-scid/IL-
2Rynull (NOG) i B6.129P2-Nos2tm1Lau/J, ktore pozbawione sg funkcjonalnych limfocytow T i B oraz komorek
NK(ang. Natural Killer), co znacznie obniza ich mozliwo$ci reakcji immunologicznej prowadzacej do odrzucenia
przeszczepionych KKM/P.

Planowane do$wiadczenia opisane zostaly w projekcie badawczym i uzyskaty pozytywna opini¢ recenzentow w
toku procedury przyznawania grantu OPUS 12 NCN. UMO-2016/23/B/NZ3/03157 - 2W10/3C97/17

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek Wiek/stadium rozwoju Liczba Pochodzenie * hodol\\tc\:&v\;?éissttzvico'w
Gatunek:I Mus Warszawski Uniwersytet
musculus _ Medyczny, Centralne
Szczep: 3-17 tygodni 48 Laboratorium Zwierzat 037
C57BL/6)J Dos$wiadczalnych
Gatunek: Mus
musculus
Szczep: . AnimaLab Szymon
NOD/Shi- 3-17 tygodni 216 Wyrwicki 09
scid/IL-2Rynull
(NOG)
Gatunek: Mus
musculus
Szczep:: 3-17 tygodni 72 AnimaLab Szymon 09
B6.129P2- y
Nos2tmiLau/J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Model mysi zaklada wykorzystanie szczepow: C57BI/6, NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) i B6.129P2-
Nos2tmlLau/l. Zostaly wybrane do =zaplanowanego doswiadczenia ze wzgledu na pozbawienie ich
funkcjonalnych limfocytow T i B oraz komérek NK(ang. Natural Killer), co znacznie obniza ich mozliwo$ci
reakcji immunologicznej prowadzacej do odrzucenia i zniszczenia przez uktad immunologiczny przeszczepionych
KKM/P pochodzgcych od innych gatunkow.

Zastapienie

Przeprowadzone zostanie badanie in vitro z uzyciem linii komérkowych, oraz badania ex vivo z uzyciem
pobranych krwiotworczych komorek macierzystych/progenitorowych. Uzyte zostang komercyjne linie
komorkowe: ostrej biataczki szpikowej i limfocytow T, zakupione w ATCC. Ustalony zostanie doktadny i

! Nalezy poda¢ hodowce lub dostawce zwierzat

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



powtarzalny protokot, do wykorzystanego modelu doswiadczalnego in vitro i ex vivo, ktory w przyszto$ci
pozwoli¢ moze na zwigkszeniu ilosci badan prowadzonych w warunkach in vitro, a tym samym zmniejszenie
ilodci doswiadczen wymagajacych uktadu in vivo. Przeprowadzajgc badania ex vivo bedziemy mogli wytypowaé
najbardziej obiecujace czynniki aby, zastgpi¢ badaniami ex vivo, cze¢$¢ doswiadczen in vivo, aby w przysztosci
ograniczy¢ réwniez liczbe zwierzat uzytych w do§wiadczeniu, niz pierwotnie zaplanowana.

Redukcja

Zgodnie z zasadg zastapienia i ograniczenia podjeli$my starania, aby uzyta liczba zwierzat do tego do§wiadczenia
byta optymalna, korzystajac z narzedzi statystycznych, aby oszacowac grupy zwierzat wykorzystne do
doswiadczen. Niestety z uwagi na zlozonos¢ uktadu jakim sa nisze szpiku kostnego i komorki krwiotworcze
niemozliwe jest odtworzenie tych warunkow i przeprowadzenia tego do$wiadczenia in vitro, z braku
odpowiedniego modelu. Ilo§¢ zwierzat w grupach dostosowalismy do stosowanych w tego typu badaniach
modelow statystycznych oraz do tzw. ,,dobrej praktyki laboratoryjne;j”.

Udoskonalenie

W celu zapewnienia jak najwyzszego dobrostanu zwierzat, wykonanie do§wiadczenia oraz opieka nad nimi
zostanie zapewniona przez personel majacy duze dos§wiadczenie w pracy ze zwierzgtami. Zastosowane
indywidualnie wentylowane klatki o powierzchni ~500cm? zapewniajg komfort przestrzenny zwierzgtom.
Zwierzeta utrzymywane zostang grupowo. Przeprowadzony zostanie handling majacy na celu zminimalizowanie
stresu zwigzanego z podjgciem zwierzeca z klatki i przyzwyczajenie go do chwytu wykonywanego podczas
procedury podania substancji. Nasz zesp6t posiada znaczace doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami ze szczepem
myszy C57Bl/6, oraz z myszami z niedoborami odpornosci w tym ze szczepem NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG)
i szczepem B6.129P2-Nos2tm1Lau/J, co potwierdzajg liczne publikacje naukowe zatgczone w celu
doswiadczenia. Wszystkie procedury zostaty zaplanowane na podstawie uzyskanej przez nas dotychczas wiedzy
wyniesionej z eksperymentow przeprowadzonych w przesziosci, aby ryzyko niepowodzenia i konieczno$ci
powtarzania wnioskowanego do$wiadczenia zostato zminimalizowane.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna®
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
0 NIE

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



