NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu "Identyfikacja genoéw i szlakow sygnatowych regulujacych proliferacje i réznicowanie

komorek macierzystych kanatu centralnego rdzenia krggowego szczura".
2.Czas trwania projektu 01.02.2020 - 31.01.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) szczur, komorki macierzyste, ekspresja gendw

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 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

W rdzeniu kregowym zwierzat 1 cztowieka wystepuje nisza komdrek macierzystych, mogacych
stanowi¢ zrodto endogennych komorek w terapii uszkodzen rdzenia krggowego, jednak w tym celu
konieczne jest zrozumienie mechanizméw zaangazowanych w roznicowanie tych komorek oraz

identyfikacja regulujacych je $ciezek sygnatowych.

Celem badan bedzie zidentyfikowanie gendw potencjalnie zwigzanych ze szlakami sygnatowymi
regulujgcymi roznicowanie neurondw z komodrek macierzystych, ktore mogly by by¢ nastepnie
modulowane, aby zmieni¢ profil réznicowania tych komorek w kierunku neurondéw serotoninowych w

celu restytucji utraconych funkcji ruchowych.

Poniewaz wykazaliSmy ze komoérki macierzyste pnia mézgu 11-dniowych embrionow szczurzych




réznicujg w kierunku neuronéw serotoninowych w warunkach in vitro w obecno$ci odpowiednich
czynnikéw troficznych oraz przezywajg po transplantacji do uszkodzonego rdzenia kregowego obecnie
proponujemy zbadanie podobienstw i réznic w profilu ekspresji gendéw w tych komodrkach oraz w
komorkach macierzystych pochodzacych z kanalu centralnego doroslego szczura, co umozliwi
wytypowanie potencjalnych $ciezek sygnatowych, ktérych modulowanie umozliwi przekierowanie

réznicowania komoérek macierzystych kanatu centralnego w kierunku neuronéw serotoninowych.

Tkanka pnia mozgu niezbe¢dna do zatozenia hodowli zostanie wyizolowana z embriondéw pobranych
od samic w 11 dniu po zaptodnieniu. Komorki kanatu centralnego dorostych szczuréw zostang
wyznakowane poprzez dokomorowe podanie barwnika DiL. Planowana procedura nie spowoduje urazu
struktur mozgowia oraz znacznego dyskomfortu badanych zwierzat. Cztery dni po nastrzyknigciu
dokomorowym rdzenie krggowe zostang pobrane, w celu wysortowania wyznakowanych komorek.
Komoérki te nastgpnie zostang wysiane na podtoze hodowlane, w celu uzyskania neurosfer.
Wyizolowane z nich RNA poddane bedzie sekwencjonowaniu w celu wytypowania genéw zwigzanych

z réznicowaniem komoérek macierzystych kanatu centralnego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badanie bedzie przeprowadzone z uzyciem 30 samic szczurow wedrownych szczepu wsobnego WAG
(Wistar Albino Glaxo).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam/sprawdzilem istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym

whnioskiem badawczym, w bazach danych:

__EBSCO; X PUBMED; _ Google Scholar; _ AGRICOLA; _ ScienceDirect; _ Web of Science
(ICR); _

Wykorzystatam/em stowa kluczowe: paraplegic rat, embryonic brain stem stem cells, itraspinal grafting,

spinal cord central canal stem cells, ependymal stem cells, NGS, global gene expression analysis

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




(szczur paraplegiczny, embrionalne komorki macierzyste pnia mozgu, transplantacja dordzeniowa,
komorki macierzyste kanatu centralnego, ependymalne komoérki macierzyste, NGS, globalna analiza

ekspresji genow).
Na podstawie przegladu istniejgcej literatury, stwierdzam ze:
- zaplanowane doswiadczenie nie jest powtdrzeniem wykonanych wcze$niej badan

- w literaturze tematu bark jest informacji na temat réznic/podobienstw w globalnej ekspresji genéw w
neurosferach wyprowadzonych z embrionalnych komoérek macierzystych pnia moézgu i komorek

macierzystych kanatlu centralnego dorostego szczura.

- Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze brak jest danych dotyczacych
roéznic/podobienstw w globalnej ekspresji genow w neurosferach wyprowadzonych z embrionalnych

komorek macierzystych pnia mozgu i komorek macierzystych kanatu centralnego dorostego szczura.

A/ Rozwinigcie teoretyczne 1 poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku uzyskania informacji na temat
szlakéw sygnatowych odpowiedzialnych za réznicowanie i1 proliferacje komorek macierzystych kanatu

centralnego dorostego szczura.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy moze przyczynic si¢ do opracowania nowych strategii naprawczych,
ktorych celem ma by¢ wspomaganie restytucji funkcji lokomocyjnych utraconych w wyniku urazu

rdzenia krggowego u ssakow.

Zasada ZASTAPIENIA: Ze wzgledu na charakter badanych procesow nie jest mozliwe
przeprowadzenie czg¢sci doswiadczen bez udzialu zwierzat z wykorzystaniem metod alternatywnych (np.

linii komorkowych).

Zasada OGRANICZENIA: Badanie zaplanowano tak, aby uzyska¢ rzetelne i wiarygodne wyniki przy
uzyciu jak najmniejszej liczby zwierzat. W celu ograniczenia liczby zwierzat badania zaplanowano tak

by gwarantowaty otrzymanie odpowiedzi na najbardziej istotne pytania dotyczace badanego zjawiska.
Zasada UDOSKONALENIA:

Badania beda prowadzone przez osoby z wieloletnim do$§wiadczeniem w pracy ze zwierzetami,

posiadajacych odpowiednie przeszkolenie 1 kwalifikacje (nastrzyknigcia domozgowe sa od wielu lat




stosowane w naszej pracowni m.in. w celu podania wektoréw wirusowych). Uzyte w procedurze
zwierzeta beda miaty zapewnione odpowiednie warunki bytowe (odpowiednia temperatura i wilgotnos¢,
oraz staly dostgp do wody i pozywienia). Do klatek, w ktorych beda przebywaé dodane zostang
przedmioty wzbogacajace srodowisko, umozliwiajace budowe gniazda oraz stluzace do zabawy, np.
tekturowe rolki. Na kazdym etapie procedur stres i dyskomfort, ktéry ewentualnie mogg odczuwaé

zwierzeta, zostang ograniczone do minimum.

Proponowana we wniosku procedura dokomorowego podania barwnika DiL jest juz z powodzeniem
stosowana w celu znakowania komorek ependymalnych (wyscietajacych) osrodkowego uktadu
nerwowego w tym takze kanatu centralnego rdzenia krggowego i zostata opisana w literaturze
naukowej. Zastosowany barwnik w uzytym w procedurze stezeniu nie wykazuje cytotoksycznosci.
Procedura nie powoduje znacznego uszkodzenia struktur moézgowia prowadzacego do trwatych urazow
skutkujacych dhugotrwatym dyskomfortem badanych zwierzat. BOl i cierpienie zwierzat zostanie
zredukowany poprzez zastosowanie silnego opioidowego s$rodka przeciwbolowego (Butomidor) oraz
srodka przeciwzapalnego i1 przeciwbdlowego (Tolfedine), a takze zminimalizowanie czasu utrzymania
zwierzat do minimum niezb¢dnego do wyznakowania si¢ komoérek wyscielajacych kanatu centralnego
(4 dni co zgodnie z podang literaturg jest czasem wystarczajagcym do wyznakowania opisywanych

komorek).

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

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




