NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: "Zbadanie wplywu mikropecherzykéw z komorek macierzystych iPS na

efektywnos¢ hematopoetyczng in vivo ludzkich komérek CD34+ izolowanych z Kkrwi

pepowinowej"

2.Czas trwania projektu 01.10.2016-01.10.2017

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): rekonstytucja szpiku, komoérki macierzyste krwiotworcze
krwi pepowinowej, hematopoeza, indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (iPS),

mikropgcherzyki zewnatrzkomorkowe (EVS)

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 produktéw leczniczych, srodkéw 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, 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.

Celem doswiadczenia bedzie analiza wplywu mikropgcherzykow zewnatrzkomérkowych (ang.
extracellular vesiscles, EVs) wydzielanych przez ludzkie indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste (ang. human induced pluripotent stem cells; hiPS) na efektywnos$¢ terapeutyczng in vivo
ludzkich komorek macierzystych hematopoetycznych (KMH) izolowanych z krwi pepowinowej,

posiadajacych ekspresje markera CD34+.

Planuje si¢ procedurg przeszczepu KMH uprzednio namnozonych w hodowli in vitro i inkubowanych




bez (komorki kontrolne) lub w obecnosci mikropecherzykéw. Tak przygotowane komorki zostang
podane dozylnie (do naczyn zatoki oczodolowej) u naswietlonych subletalnie myszy szczepu
NOD/SCID. W okreslonych punktach czasowych planuje si¢ pobieranie tkanek (krew obwodowa, szpik
kostny, §ledziona) z myszy z kazdej z grup, w celu okreslenia wptywu podania komoérek CD34+ po ich
inkubacji z hiPS-EVs na kinetyke i efektywno$¢ zasiedlania przez nie nisz hematopoetycznych oraz

rekonstytucji uktadu krwionos$nego.

Przeprowadzenie eksperymentu objetego niniejszym wnioskiem pozwoli na poszerzenie wiedzy
w zakresie aktywno$ci parakrynnej hiPS-EVSs oraz ich potencjalnego wplywu na zwigkszenie
potencjatu hematopoetycznego komorek z krwi pgpowinowej. Badania te sg nowatorskie i istotne nie
tylko dla rozwoju nauki w obrebie biologii komorki, ale przede wszystkim dla mozliwosci
aplikacyjnego zastosowania komoérek macierzystych krwi pepowinowej, jako atrakcyjnej alternatywy

dla bardziej inwazyjnych przeszczepow szpiku kostnego, w szczegdlnosci w uktadzie allogenicznym.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus) szczepu NOD/SCID, samice, 8-0 tygodniowe, 158 sztuk.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

_X_EBSCO; X PUBMED; _X Google Scholar; _ AGRICOLA; X__ScienceDirect; X Web of
Science (JCR);

Wykorzystano stowa kluczowe:
bone marrow reconstitution/ extracellular vesicles/ induced pluripotent stem cells/ hematopoiesis/
NOD/SCID mice

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




Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdza si¢ ze:
zgodnie z naszym stanem wiedzy do tej pory nie przeprowadzono analogicznego eksperymentu
majacego na celu analiz¢ wptywu hiPS-EVs na potencjal funkcjonalny hematopoetycznych komoérek

macierzystych izolowanych z krwi pgpowinowe;.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:
mikropecherzyki izolowane z komorek iPS moga wykazywac¢ potencjat do wplywania na wiasciwosci

funkcjonalne komorek, jednak ich efekt wymaga potwierdzenia w mysim modelu in vivo.

B. Brak jest danych dotyczacych:
wplywu mikropecherzykow z ludzkich komoérek iPS na potencjal hematopoetyczny komorek z krwi

pepowinowej w modelach zwierzecych in vivo.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:
poszerzenie wiedzy w zakresie aktywnosci parakrynnej hiPS-EVs i1 ich wplywu na zwigkszenie

potencjatu terapeutycznego komorek z krwi pgpowinowe;.

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku:
biologii komoérek macierzystych hematopoetycznych, a takze aktywnosci parakrynnej komorek iPS
oraz ich mikropecherzykéw w kontekscie zwigkszenia wiasciwosci funkcjonalnych komorek

izolowanych z krwi pepowinowe;j.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na
mozliwos$ci aplikacyjnego zastosowania hiPS-EVs do zwigkszenia mozliwosci wykorzystania krwi

pepowinowej, jako atrakcyjnej alternatywy dla inwazyjnych przeszczepdw szpiku kostnego.

W planowanym doswiadczeniu uwzgledniono nastepujace zasady:

- zastgpienia- Osiggnigcie planowanego celu naukowego jest niemozliwe bez wykorzystania zwierzat

laboratoryjnych, a eksperyment zostal zaprojektowany zgodnie z przyjetymi standardami




zweryfikowanymi na podstawie danych literaturowych.

- ograniczenia- Liczba zwierzat wykorzystywanych w eksperymencie zostata ograniczona do minimum

niezbednego dla wiarygodnej interpretacji wynikoéw w celu osiggniecia planowanego celu naukowego.

- udoskonalenia- Przebieg eksperymentu, w tym warunki utrzymania zwierzat oraz planowane
procedury i metody badawcze zostaty tak zaplanowane, aby ograniczy¢ cierpienie i dystres zwierzat.
Myszy beda utrzymywane w pomieszczeniach 1 klatkach minimalizujacych ryzyko infekcji i
zapewniajacych optymalne warunki temperatury oraz wilgotnosci. Zwierzgta poddane procedurom
beda poddawane znieczuleniu w celu znaczacego ograniczenia ich stresu i cierpienia. Zostang takze

u$miercone w sposob humanitarny z zastosowaniem odpowiednich srodkow farmakologicznych.




