NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Wplyw BBR i TMS na komérki macierzyste roznych populacji i ich potencjal

regeneracyjny”
2.Czas trwania projektu 2 lata: 01.04.2019-01.04.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) BBR, TMS, bromodeoksyurydyna, komérki macierzyste

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

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 produktéw leczniczych, srodkdéw 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.

Ostatnio opublikowane dane $wiadcza, ze mysie doroste tkanki zawieraja populacje rozwojowo
weczesnych, tak zwanych bardzo matych podobnych do embrionalnych komérek macierzystych VSELS (ang. Very
Small Embryonic Like Stem Cells). Poniewaz jest to bardzo nieliczna populacja, caty czas trwaja poszukiwania
nad czynnikami pod wptywem ktorych dojdzie do ich namnazania. Wstgpne dane wskazuja m.in., ze populacja
mysich szpikowych komoérek VSELs moze namnaza¢ si¢ w odpowiedzi na dziatanie niektéorych hormondéw
ptciowych (Mierzejewska et al., 2015).

W tym wniosku uwage skupia si¢ na roli dwoch zwiazkéw: Berberine (BBR) i (Z)3,4,54'-
transtetramethoxystilbene (TMS) w krwiotworczym roznicowaniu komoérek VSELs. TMS jest analogiem
resveratrolu. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze resveratrol, ktory jest naturalng substancja wystgpujaca m.in. w
duzej ilosci w skorce winogron, ma wplyw na wydtuzenie dtugosci zycia u myszy na wysokokalorycznej diecie.
Poniewaz dlugowiecznos$¢ jest wigzana ze wzrostem liczby krazacych we krwi komérek VSELs, TMS jako
efektywny odpowiednik/analog resveratrolu jest dobrym kandydatem na sprawdzenie jego wptywu na ekspansje¢
komorek macierzystych. BBR natomiast, ma podobne dziatanie do metforminy, ktéra jak wykazaliSmy
bezposrednio stymuluje ekspansje komdrek macierzystych w szpiku kostnym. Dlatego tez, tak wazne jest dla nas




wykonanie badan oceniajgcych wptyw zwiazkow BBR i TMS na komodrki macierzyste i ich zdolnosci do
réznicowania.

Procedury zostang wykonane z wykorzystaniem 30 osobnikow pici zenskiej myszy szczepu C57BL/6.
Pobrany material - szpik kostny oraz krew obwodowa, postuzy do zbadania potencjalnego wptywu BBR i TMS
na ekspansje komorek macierzystych oraz potencjal klonogenny komérek jednojadrzastych szpiku kostnego i
krwi obwodowej. Dodatkowo, podanie myszom bromodeoksyurydyny pozwoli oceni¢ potencjat proliferacyjny
populacji komoérek macierzystych myszy mobilizowanych w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo
pobrane zostang jajniki od zwierzat, aby dokona¢ oceny histologicznej tkanek, natomiast z komorek uzyskanych z
krwi obwodowej oraz szpiku kostnego wysiane zostang testy klonogenne, ktorych celem jest sprawdzenie
potencjatu proliferacyjnego komorek in vitro.

W ostatnim etapie do$wiadczenia zwierzeta beda poddawane eutanazji. USmiercenie zwierzat zostanie
przeprowadzone w wyniku dyslokacji kregéw szyjnych, przez specjalnie do tego celu przeszkolong osobe.

Wierzymy, ze uzyskane wyniki poszerza istniejacg wiedzg¢ dotyczacg wptywu BBR i TMS na ekspansje
oraz roznicowanie komorek macierzystych.

Planowane badania nalezag do badan podstawowych, zaliczane sg do kategorii tagodnych. Zwierzeta
uczestniczace w badaniu moga by¢ narazone na krotkotrwaty, umiarkowany bol i dystres. W miejscu
wstrzyknigcia danej substancji moze (lecz nie powinien) pojawi¢ si¢ obrzgk.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus) C57BL/6 - 30 osobnikoéw (samice)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych: PubMed, Web of Science, EBSCO. Do tego celu wykorzystano stowa kluczowe: BBR, TMS,
metformina, komorki macierzyste, dlugowiecznosc.

Na podstawie literatury odszukanej w bazach danych stwierdzitam, ze badane substancje: BBR i TMS moga
pozytywnie wptywac na mobilizacj¢ réoznych populacji komorek macierzystych a takze potencjat regeneracyjny,
co uzasadnia ich wykorzystanie w tym do$wiadczeniu.

W trakcie przygotowania doswiadczenia zastosowano si¢ do zasad 3R (Replacement, Reduction, Refinement).

Replacement (zastapienie/zastepowanie):

Populacja komorek VSELs (komorek o wlasciwosciach pluripotencjalnych) zostata wykryta zaréwno u ludzi jak i
u myszy. Komorki te posiadajg uSpiong nature i nie zostat do tej pory stworzony model namnazania ich in vitro.

Z tego tez powodu nie istnieje ustalona linia komoérkowa dzieki ktorej mozna byloby przeprowadzi¢ testy z
wykorzystaniem proponowanych w projekcie czynnikoéw (BBR, TMS). W zwiazku z tym zaplanowano oceng
wptywu BBR 1 TMS na mobilizacje¢/ekspansje populacji komérek VSELs oraz innych populacji komorek
macierzystych w modelu mysim in vivo, ktéry z powodzeniem byt wykorzystywany we wczes$niejszych pracach

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




naszego zespotu. Przeprowadzajac badania in vivo bedziemy mogli wytypowaé najbardziej obiecujace czynniki
aby, zastapi¢ badaniami in vitro, czes¢ doswiadczen in vivo, aby w przysztosci ograniczy¢ rowniez liczbe zwierzat
uzytych w do§wiadczeniu, niz pierwotnie zaplanowana.

Reduction (zmniejszenie/ograniczenie):

Do okreslenia liczebnosci proby wykorzystatam narzedzie multimedialne ze strony: www.biomath.info.
pozwalajace wyliczy¢ niezbedna, najmniejsza liczba osobnikow przy najwigkszym prawdopodobienstwie
uzyskania wiarygodnych wynikéw. Uzycie mniejszej liczby zwierzat moglyby spowodowaé niepowodzenie
catego doswiadczenia i konieczno$¢ jego powtorzenia. Liczbg zwierzat w grupie ograniczono do ilosci niezbedne;j
do uzyskania wiarygodnych wynikéw z uwzglednieniem zmiennos$ci osobniczej oraz zréznicowania oznaczanych
parametréw - zaplanowano minimalng liczbe zwierzat, ktéra umozliwi analize statystyczng.

Refinement (udoskonalenie):

Zgodnie z zasada udoskonalenia, staramy si¢, aby zredukowac stres i bol u zwierzat. Iniekcje bgda robione tylko
wtedy, gdy bedzie to konieczne (BrdU, BBR i TMS) — sg ograniczone do minimum. W przypadku stwierdzenia
nietypowego zachowania, podejrzenia odczuwania bolu lub cierpienia po konsultacji z lekarzem weterynarii
niezwlocznie zastosowane zostang odpowiednie $rodki farmakologiczne (Butorfanol).

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

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



