NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu Ocena biodystrybucji mezenchymalnych oraz indukowanych pluripotencjalnych

komorek macierzystych po podaniu do plynu moézgowo-rdzeniowego szczura
2. Czas trwania projektu 60 miesigcy

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) biodystrybucja, transplantacja, mezenchymalne komérki

macierzyste, indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste, oSrodkowy uklad nerwowy

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia 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 poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzys$ci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Obecnie, gdy medycyna regeneracyjna oparta na wykorzystaniu komoérek macierzystych pozyskiwanych
z roznych zrédet coraz czesdciej jest stosowana w leczeniu ludzi, kluczowe jest doktadne poznanie
sposobu rozmieszczenia (biodystrybucji) przeszczepionych komorek oraz ustalenie miejsca ich
lokalizacji po przeszczepie. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na oceng
lokalizacji i sposobu rozmieszczenia podanych komorek, co jest kluczowe w poézniejszym
rozpatrywaniu bezpieczenstwa stosowania terapii komorkowej w leczeniu ludzi.

Opracowanie metody S$ledzenia losow przeszczepionych komoérek ma kluczowe znaczenie dla
ustalenia sposobu ich rozmieszczenia oraz czasu przezycia po transplantacji. Komorki zostana
podane do ptynu mézgowo-rdzeniowego, nastgpne zlokalizowane po przeszczepie w réznych punktach
czasowych. W celu oceny migracji i zasiedlania wybranych narzadéw zaplanowano badania z
zastosowaniem techniki rezonansu magnetycznego (procedura 1) oraz bioluminescencji (procedura 2),
polegajacej na wizualizacji przeszczepionych komoérek poprzez podanie substancji wzbudzajacej




$wiecenie przeszczepionych komorek a takze poprzez badania wykonane po$miertnie, po pobraniu
tkanek do analizy.

Dos$wiadczenie zostanie przeprowadzone in vivo i1 bgdzie polegaé na przeszczepianiu komorek w postaci
zawiesiny (w soli fizjologicznej) do ptynu moézgowo-rdzeniowego przez tzw. zbiornik wielki (cisterna
magna) zlokalizowany w kacie utworzonym przez moézdzek i rdzen przedtuzony. Nastgpnie zostanie
okreslony sposob ich rozmieszczenia i obecno$¢ zywych komoérek w réznym czasie od
przeprowadzonego przeszczepu: bezposrednio po podaniu komorek, po 24h, 7, 14 oraz 21 dniach.

Wszelkie doswiadczenia beda wykonywane w znieczuleniu ogélnym, a przeprowadzane czynnoSci
w ramach wyszczegolnionych procedur opracowano w sposéb jak najmniej inwazyjny i nie
powodujacy dlugotrwalego cierpienia i dystresu zwierzecia. Do istotnych szkod, jakie
zaplanowane doswiadczenia moga spowodowaé u wykorzystywanych zwierzat nalezg: bol w
miejscu wklucia (dolna cze$¢ tulowia przy podaniu dootrzewnowym, skora w okolicach glowy
przy podaniu komorek do zbiornika wielkiego, ogon przy podaniu dozylnym), odwodnienie
wynikajace z zastosowanej narkozy, depresja oddechowa, stres zwiazany z przeprowadzanym
eksperymentem, Smier¢ jako zakonczenie procedury i wylaczenie zwierzecia z
doswiadczenia/zakonczenie doSwiadczenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostanie wykorzystanych 180 samcow szczura Wistar Cmd:(WI)WU o masie
250-280g.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedzg¢ w zakresie objgtym wnioskiem
badawczym w bazach danych: PUBMED; Google Scholar; ScienceDirect. Wykorzystano stowa
kluczowe: biodistribution/mesenchymal stem cells/induced pluripotent stem cells/CNS/stem cells
transplantation/biosafety/preclinical trials Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, ustalono ze
wiedza w tym zakresie jest niewystarczajaca do uzyskania odpowiedzi na postawione w projekcie
pytanie o sposob biodystrybucji przeszczepianych komorek macierzystych pozyskiwanych z réznych
zrédet. W ramach prowadzonych badan przedklinicznych, okreslenie biodystrybucji jest jedna z
wymaganych analiz koniecznych do przeprowadzenia przed rozpoczgciem badan klinicznych z
udzialem ludzi.

Zasada zastapienia

Jedynym modelem stuzacym do dtugotrwatych obserwacji przeszczepianych komoérek nadal pozostaje
model zwierzecy. Wigkszos¢ badan nad terapia komodrkowa prowadzi si¢ obecnie na szczurach ze
wzgledu na duza liczbg istniejacych zwierzecych modeli chordb, w szczegdlnosci dotyczacych patologii

! Przy wypetnianiu wzorowa6 sie na instrukcji wypefniania wniosku W1 punkt. 8




uktadu nerwowego. Nie ma mozliwosci catkowitego zastapienia zywych zwierzat innym modelem
badawczym, poniewaz kluczowe w projekcie jest poznanie biodystrybucji podanych komorek i
$ledzenie ich loséw po przeszczepie. Obecnie, gdy medycyna regeneracyjna oparta na wykorzystaniu
komorek macierzystych pozyskiwanych z roznych zrodet coraz czgsciej jest stosowana w leczeniu ludzi,
istotne jest dokladne poznanie sposobu biodystrybucji przeszczepionych komoérek oraz okreslenie ich
tropizmu tkankowego. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na oceng migracji i
sposobu rozmieszczenia podanych komorek, co jest kluczowe w pozniejszym rozpatrywaniu ich
biologicznego bezpieczenstwa w leczeniu ludzi.

Zasada ograniczenia

Konstrukcja doswiadczenia ze starannie opracowana liczba grup eksperymentalnych a takze doktadne
opanowanie technik i metod do$wiadczalnych pozwala zredukowaé liczbg zwierzat niezbgdnych do
wykonania doswiadczen. Do  analizy  biodystrybucji z  wykorzystaniem  technik
immunohistochemicznych zostana wykorzystane te same zwierzgta, u ktorych wezesniej wykonywano
obrazowanie metoda MRI oraz bioluminescencji, co pozwala jednoczes$nie zredukowac liczbe grup
eksperymentalnych. Badania zostana przeprowadzone przez osoby odpowiednio przeszkolone, majace
doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami oraz znajace wszystkie metody, ktorymi nalezy si¢ postugiwac
przy wykonywaniu opisanych procedur i czynno$ci, co pozwala jednoczesnie zmniejszy¢ ryzyko
popeinianego btedu.

Zasada udoskonalenia

W trakcie eksperymentu zwierzeta beda przebywaly w klatkach hodowlanych z elementami
wzbogacajacymi $rodowisko, majac najbardziej optymalne warunki hodowli i staty dostgp do Swiezej
wody 1 paszy. W zaplanowanym eksperymencie uwzgledniono procedury ograniczajace cierpienie i
stres zwierzat. Wszelkie doswiadczenia bgda wykonywane w znieczuleniu ogolnym, a przeprowadzane
czynno$ci w ramach wyszczego6lnionych procedur opracowano w sposob jak najmniej inwazyjny i nie
powodujacy dlugotrwatego cierpienia i dystresu zwierzgcia. Po najbardziej inwazyjnej z zaplanowanych
czynnosci (podanie komoérek do cisterna magna), co wiaze si¢ z uszkodzeniem btony
szczytowo-potylicznej zaplanowano podanie antybiotyku i1 $rodkéw przeciwbdlowych. Skanowanie
metoda rezonansu magnetycznego potrwa okoto 1h i wykonane zostanie w pelnej anestezji z uzyciem
izofluranu. Badanie technika bioluminescencji potrwa okoto 30 minut i réwniez zostanie wykonane w
pelnej anestezji. Prowadzony bgdzie ciagly monitoring parametréw zyciowych w trakcie skanowania. W
przypadku wystapienia jakichkolwiek objawoéw wskazujacych na bol zwierzecia, zostanie ono
natychmiast wytaczone z procedury.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

« TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
« NIE

2 Wypetnia wta$ciwa lokalna komisja etyczna ds. do§wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wta$ciwe pole.




