NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,,Pax7 jako "przetqcznik" regulujgcy wczesne i zaawansowane etapy miogenicznego

roznicowania komorek pluripotencjalnych in vivo”
2.Czas trwania projektu: 01.10.2017 - 01.05.2022
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): miogeneza, Pax7, ESC, iPSC, potworniaki

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ 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 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 spozywcezych, 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

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.

Zarodkowe komorki macierzyste ssakow (ESC, embryonic stem cells) oraz indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste (iPSC, induced pluripotent stem cells), charakteryzuje
pluripotencja czyli zdolno$¢ do roznicowania we wszystkie komorki pochodzace z trzech listkow
zarodkowych oraz nieograniczony potencjat do odnowy swojej populacji. W prowadzonych badaniach
skupiamy si¢ na analizach réznicowania i potencjalnego zastosowania komorek macierzystych w
regeneracji migsni szkieletowych. Wiedza na temat regulacji uzyskiwania mioblastéw z komorek
pluripotencjalnych, takich jak ESC czy iPSC, jest jednak niewystarczajaca, co uniemozliwia ich
zastosowanie kliniczne. ESC oraz iPSC wszczepione pod skore myszy tworzg potworniaki - tagodne
nienowotworowe guzy, w ktorych komorki moga osigga¢ bardzo zaawansowane etapy formowania
tkanek tworzac np. wilokna migéniowe. Obiektem moich badan jest gen Pax7 kodujacy czynnik
transkrypcyjny kluczowy dla powstawania komorek prekursorowych migéni szkieletowych podczas
rozwoju zarodkowego oraz komorek macierzystych obecnych w dojrzatych migsniach szkieletowych —




komorek satelitowych. Celem mojego projektu jest stwierdzenie jaka funkcje pelni Pax7 podczas
wczesnych i zaawansowanych etapow miogenicznego réznicowanie ESC/iPSC in vivo az do stadium
,,dojrzatych” wiokien migsniowych, ktorych uzyskanie w warunkach in vitro jest niemozliwe. Pod skore
myszy wstrzykng punktowo ESC Iub iPSC linii Pax7+/+ lub Pax7-/-. Po okoto 30 dniach komorki
uformujg guzy o S$rednicy 1 cm, ktére nie powinny powodowac zadnych dolegliwosci u zwierzat.
Jedynie btedne rozproszenie komorek podczas wstrzykiwania moze spowodowac naciekanie narzadow
przez powstajacy guz. Myszy zostang u$miercone a guzy wyizolowane do dalszych analiz. Badanie
roznicowania ESC moze przyblizy¢ ich zastosowanie w medycynie regeneracyjnej oraz pozwoli
zrozumie¢ dlaczego metody roznicowania miogenicznego komorek pluripotencjalnych in vitro sg jak na
razie tak mato wydajne.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

160 samcoé6w myszy krzyzowki F1 (C57Bl/6 x 129sv).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA®

ZASADA ZASTAPIENIA:

Przed zaplanowaniem do$wiadczenia sprawdzitam aktualny stan wiedzy na temat rdznicowania
komorek pluripotencjalnych do etapu wldkien migsniowych. Wykorzystatem bazy PubMed,
GoogleScholar uzywajac stow kluczowych: pluripotent stem cells, ESC, iPSC, muscle fiber,
myogenesis, satellite cells, teratoma.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, Ze proponowane badania dotycza
aktualnych probleméw zwigzanych z pelnym zrozumieniem roéznicowania komorek macierzystych. W
literaturze istnieja sprzeczne doniesienia dotyczace funkcji czynnika Pax7 podczas roznicowania
komorek miogenicznych. W pracy Collins 1 wspotpracownikéw wykazano, ze nadekspresja Pax7
zwieksza proliferacj¢ hodowanych in vitro mioblastow. Natomiast inne dane dowodza, ze nadekspresja
Pax7 w mioblastach linii MM14 hamuje cykl komorkowy. Rowniez w przypadku anty-apoptotycznej
funkcji czynnika Pax7 zdania sg podzielone. Pax7 ma wiec wiele funkcji a wiedza na temat jego roli w
miogenezie 1 cyklu komérkowym nie jest jednoznaczna i1 w pelni zbadana. Ponadto wigkszos¢ analiz
ESC przeprowadza si¢ wykorzystujac modele roznicowania in vitro. Takie podej$cie nie odzwierciedla
zachowania si¢ komorek in vivo. Nawet najbardziej ztozony uklad in vitro nie jest w stanie w pelni
odwzorowac ztozonych interakcji panujacych w tkance. Roznicowanie ESC oraz iPSC in vitro pozwala
tylko na uzyskanie mioblastow oraz miotub. W 2015 roku opublikowano prace, w ktorej opisano
metode roznicowania ESC zapewniajaca uzyskanie wiokien migsniowych w hodowli in vitro. Metoda

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




ta ma jednak swoje ograniczenia, gdyz uzyskane przez badaczy widkna migsniowe nie byty unerwione.
Powstanie potaczen nerwowo-mig$niowych jest warunkiem petnej ,,dojrzatosci” i funkcjonalnosci
wldokien migsniowych. Miotuby tworza bowiem widkna mig$niowe dopiero gdy ulegng unerwieniu.
Utkanie nerwowe, gwarantujace powstanie wtokien miesniowych, towarzyszy miotubom powstajacym
w migsniach szkieletowych, jak réwniez w potworniakach. = W badaniach nad komodrkami
macierzystymi potworniaki postrzegane sg jako "ztoty standard" do oceny pluripotencji in vivo, gdyz
skomplikowane mikrosrodowisko wewnatrz guza (niemozliwe do uzyskania w warunkach in vitro) jest
odzwierciedleniem warunkéw panujacych w rozwijajacym si¢ zarodku. Ponadto, obecno$¢ w
oddzielnych niszach guza komorek na réznych etapach réznicowania zapewnia wyjatkowa mozliwo$¢
badania w jednym "uktadzie" szerokiego spektrum efektow.

Poza roznicowaniem komoérek w potworniakach, jedynym dostepnym modelem badawczym,
umozliwiajacym eksperymentalne uzyskanie tkanek na koncowych etapach réznicowania, np. wtokna
miegsni szkieletowych, jest uzyskiwanie zwierzat chimerowych. Jednakze uzyskiwanie chimer wiaze si¢
ze znacznie wieksza liczba zwierzat potrzebnych do przeprowadzenia eksperymentu oraz znacznie
dotkliwszymi/cigzszymi procedurami przez ktdére muszg przej$¢ w porownaniu do zaproponowanych
przeze mnie procedur z wykorzystaniem potworniakow. Dlatego uwazam za zasadne zastgpienie
uzyskiwania myszy chimerowych, mniej obciazajacym dla zwierzat, modelem potworniakow. Wybrany
przeze mnie model petnego réznicowania ESC oraz iPSC az do stadium, ,,dojrzatych” widkien
mie$niowych z calg pewnoscig umozliwi uzyskanie i analiz¢ mioblastow, miotub oraz co najwazniejsze
unerwionych wtokien mig$niowych i towarzyszacych im komorek satelitowych. Z tego powodu do
okreslenia potencjatu ESC oraz iPSC do réznicowania we widkna migsniowe postanowilismy
zastosowac model in vivo.

ZASADA OGRANICZENIA:

Eksperyment jest zaplanowany w ten sposob, aby uzyte byto jak najmniej zwierzat przy zachowaniu
liczebnos$ci grupy umozliwiajgcej otrzymanie wynikow istotnych statystycznie.

ZASADA UDOSKONALENIA:

Doswiadczenia bedg wykonywane przez osoby z wieloletnim doswiadczeniem w pracy ze zwierzetami,
ktore beda dbaly o ich dobrostan. W trakcie zabiegu zastosowane zostang $rodki znieczulajace i
przeciwbolowe, co pozwoli na ograniczenie bolu i cierpienia zwierzat.

Zaplanowane doswiadczenie byto poprzedzone doswiadczeniami in vitro oraz in vivo w uszkodzonym
miegsniu szkieletowym. Uzyskanie danych z nowego projektu pozwoli na petniejsze zdefiniowanie roli
Pax7 1 innych regulatorow miogenezy, podczas zaawansowanych etapow réznicowania miogenicznego
komorek ESC oraz iPSC w mioblasty 1 widkna migsniowe. Dodatkowo uzyskane wyniki badan moga
przyczyni¢ si¢ do bardziej swiadomego wykorzystania komorek macierzystych w terapiach rozleglych
uszkodzen czy tez dysfunkcji mig$ni wywotanych przez choroby o podlozu genetycznym, np. dystrofii.




