NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Badanie wtasciwosci pro regeneracyjnych bionanomateriatow oraz ich
sktadnikéw na modelach zwierzecych.

2.Czas trwania projektu 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) regeneration, bionanomaterials, mice, spinal cord, rheumatoid

arthritis
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 sadowej

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

Celem eksperymentow bedzie ocena wiasciwosci pro-regeneracyjnych wybranych substancji czynnych oraz
bionanomateriatow opracowanych w ramach projektu BIONANOVA (umowa nr
TECHMATSTRATEG2/410747/11/NCBR/2019). Eksperymenty bedg polegaty na wstepnej selekcji materiatow i
substancji czynnych w prostych i mato inwazyjnych modelach uszkodzenia matzowiny usznej (procedura 1) oraz
skory grzbietowej (procedura 2). Szacujemy przetestowanie 45 bionanomaterialdw, substancji czynnych badz ich
mieszanin (Faza 1). Po wstepnym wyselekcjonowaniu zwigzkéw o najwyzszej aktywnosci, ich pro-regeneracyjne
wilasciwosci  zostang potwierdzone przez powtdrzenie eksperymentow (Faza 2), po czym zostanie
przeprowadzona optymalizacja dawek (Faza 3). Dawki stosowane w eksperymentach wstepnych zostang
wyznaczone w oparciu o wstgpne wyniki badan na liniach komoérkowych oraz, o ile to mozliwe, dane literaturowe
i bedg stanowily mozliwie wysoka dawke, ktoéra nie bedzie powodowata efektéw toksycznych u myszy.
Optymalizacja dawki bedzie polegata na takim zwigkszeniu lub zmniejszeniu dawki, aby zmaksymalizowac¢ efekt
pro-regeneracyjny przy jednoczesnym zminimalizowaniu ewentualnych efektow ubocznych oraz ilo$ci uzywanej
substancji czynnej lub bionanomateriatu.



Tak wyselekcjonowane zwigzki zostang nastepnie przebadane pod katem ich wptywu na regeneracj¢ nerwow oraz
stawow. Wpltyw wyselekcjonowanych czynnikoéw na tkanke nerwowa zostanie zbadany na modelu uszkodzenia
nerwu kulszowego (procedura 3) bedacego przyktadem nerwu obwodowego oraz na modelu hemisekcji rdzenia
kregowego (procedura 4) bedacego czescia centralnego uktadu nerwowego. Wplyw wytypowanych materialow na
regeneracje stawow zostanie zbadany najpierw na modelu przej$ciowego zapalenia stawoéw indukowanego przy
pomocy mieszaniny przeciwciat (procedura 5), a nastgpnie na bardziej dotkliwym dla zwierzat modelu
przewleklego zapalenia stawow (procedura 6) (Faza 4).

Ocena efektywnosci w modelach uszkodzen matzowiny usznej (procedura 1) oraz skory (procedura 2) bedzie
wigzata si¢ z pomiarem powierzchni ran, natomiast modele uszkodzenia stawow czy nerwow (procedury 3-6)
beda oparte o testy behawioralne polegajace na badaniu zdolnosci ruchowej zwierzat w grupach badawczych i
kontrolnych. We wszystkich modelach istotna bedzie takze analiza histologiczna uszkodzonych i
zregenerowanych tkanek.

Finalnym etapem badan bedzie powtorzenie eksperymentow w celu pobrania tkanek z roznych punktoéw
czasowych, dostosowanych do zastosowanego modelu uszkodzenia (procedury la-6a), co pozwoli na
monitorowanie przebiegu procesow regeneracyjnych (Faza 5).

Celem naukowym projektu sg badania podstawowe (PB11) kategoria obejmujgca wiele uktadow..

LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus szczep BALB/c 2103 sztuk

Mus musculus szczep DBA1 429 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!?
Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

PUBMED; Google Scholar

Wykorzystalem slowa kluczowe:

Mouse wound models/regeneration/spinal cord wound model/rheumatoid arthritis/sciatic nerve wound model
Przygotowujac projekt badawczy sugerowano si¢ nastepujacq wiedzg literaturowa:

1. Robert, J., Pike, B. R., Dell, D. M. O., Lyeth, B. G., & Jenkins, L. W. (n.d.). The Rotarod Test: An Evaluation of Its Effectiveness in Assessing
Motor Deficits Following Traumatic Brain Injury.

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




2. Nevins, M. E., Nash, S. A., & Beardsley, P. M. (1993). Psychopharmacology Quantitative grip strength assessment as a means of evaluating
muscle relaxation in mice, 92-96.

3. Dusart, I., & Schwab, M. E. (1993). Secondary Cell Death and the Inflammatory Reaction After Dorsal Hemisection of the Rat Spinal Cord,
6(October), 712-724.

4.  Xu, X. M., Zhang, S., Li, H., Aebischer, P., & Bunge, M. B. (1999). Regrowth of axons into the distal spinal cord through a Schwann-cell-seeded
mini-channel implanted into hemisected adult rat spinal cord, 11(July 1998), 1723-1740.

5. Harrison, M., Brien, A. O., Adams, L., Cowin, G., Ruitenberg, M. J., Sengul, G., & Watson, C. (2013). Neurolmage Vertebral landmarks for the
identification of spinal cord segments in the mouse. Neurolmage, 68, 22-29. https: //doi.org/10.1016/j.neuroimage.2012.11.048

6. Chu, C.R,, Szczodry, M., & Bruno, S. (2010). Animal Models for Cartilage Regeneration and Repair, 16(1).

7. Caplazi, P., Baca, M., Barck, K., Carano, R. A. D., &Devoss, J. (2015). Mouse Models of Rheumatoid Arthritis, 52(5), 819-826. https:
//doi.org/10.1177/0300985815588612

8. Kostyk, S. K., Popovich, P. G., Stokes, B. T., Wei, P., &Jakeman, L. B. (2008). Robust axonal growth and a blunted macrophage response are
associated with impaired functional recovery after spinal cord injury in the MRL/MpJ mouse. Neuroscience, 156(3), 498-514. https:
//doi.org/10.1016/j.neuroscience.2008.08.013

9. Thuret, S., Thallmair, M., Horky, L. L., & Gage, F. H. (2012). Enhanced functional recovery in MRL/MpJ mice after spinal cord dorsal
hemisection. PLoS ONE, 7(2), €30904. https: //doi.org/10.1371/journal.pone.0030904

10. Baptista, A. F., Gomes, J. R. de S., Oliveira, J. T., Santos, S. M. G., Vannier-Santos, M. A., & Martinez, A. M. B. (2007). A new approach to
assess function after sciatic nerve lesion in the mouse—Adaptation of the sciatic static index. Journal of Neuroscience Methods, 161(2), 259—264.
https: //doi.org/10.1016/j.jneumeth.2006.11.016

11. Brand, D. D., Latham, K. A., &Rosloniec, E. F. (2007). Collagen-induced arthritis, 2(5), 1269-1275. https: //doi.org/10.1038/nprot.2007.173

12. Khachigian, L. M. (2006). Collagen antibody-induced arthritis, 1(5), 2512—2516. https:/doi.org/10.1038/nprot.2006.393

13. Dell, R. B., Holeran, S., &Ramakrishnan, R. (2003). Sample Size Determination. llar Journal, 43(4).
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na opracowanie nowych zwigzkow i biomateriatow
prowadzacych do zwickszenia efektywnosci leczenia powaznych uszkodzen ciata w warunkach in vivo, oraz
pozwoli na okreslenie mechanizmu dziatania badanych zwigzkow oraz poszerzenia wiedzy w zakresie medycyny

regeneracyjnej.
Uwzglednienie zasad ograniczenia, zastapienia i udoskonalenia:
Zasada ograniczenia:

Dostepna literatura sugeruje, ze w tego typu eksperymentach liczebnosci grup moga by¢ okreslane tylko na
podstawie doswiadczenia eksperymentatora. Zazwyczaj zaleca si¢ stosowania 10 do 20 osobnikéw na grupe.
Z naszych poprzednich badan wynika, ze przeprowadzenie 3 kolejnych powtorzen eksperymentoéw na grupach 6-
cio osobniczych jest wystarczajace, aby wstgpnie oszacowacé aktywnos$¢ badanego zwiagzku (Sass, Piotr, et al.
"Epigenetic inhibitor zebularine activates ear pinna wound closure in the mouse." EBioMedicine 46 (2019): 317-
329.). Z tego wzgledu szacowana liczba zwierzat wykorzystywanych w do$wiadczenia dotyczacych procesow
regeneracyjnych zostata zredukowano do minimalnej, pozwalajgcej wyliczy¢ istotnosci statystyczne otrzymanych
wynikoéw: dla badan w modelach uszkodzenia malzowiny usznej oraz skory grzbietowej jest to 6 osobnikow, dla

modeli o wysokim stopniu dotkliwosci 9 osobnikow.

Zasada zastapienia:


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0030904
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2006.11.016

Ze wzgledu na ztozono$¢ procesu regeneracji, nie jest mozliwe jego pelne zbadanie przy wykorzystaniu metod in
vitro. Istnieja wprawdzie modele badania uszkodzen tkanek ex vivo, ale w tych modelach nie moga by¢
uwzglednione kluczowe dla regeneracji aspekty: angiogenezy, odbudowy nerwdw obwodowych, uktadu
odpornosciowego i wydzielniczego. Jest to szczegolnie istotne przy badaniu ztozonych struktur, jakimi sg stawy
lub tez tkanek majacy kluczowe znaczenie dla sprawnos$ci catego organizmu jak rdzen kregowy. Dodatkowo
modele in vitro nie odwzoruja procesow, jakim podlegaja badane zwigzki w zywym organizmie jak np. procesy
wchlaniania, transportu czy metabolizmu. Jednoczes$nie badane substancje, w zamys$le projektu, maja by¢
potencjalnymi lekami do stosowania u ludzi, wigc konieczne jest przeprowadzenie serii do$wiadczen na

zwierzgtach.
Zasada udoskonalenia:

Na podstawie dostepnej literatury stwierdzam, ze modele uszkodzen tkanek, jakich uzycie jest planowane, sa
wykorzystywane i dopracowywane od lat przez liczne zespoly badawcze. Wynikiem tych prac, sa procedury
wykonywania zabiegu, ktére minimalizujg szkodliwos¢ dla zdrowia i dobrostanu zwierzat. Metody pomiarowe,
ktore postuza do oceny efektywnosci badanych zwigzkow sa réwniez efektem pracy licznych zespotéw na
przestrzeni wielu lat, co zaowocowalo prostymi, ale mato inwazyjnymi metodami mierzenia efektow naprawy
uszkodzonych tkanek. Dodatkowo w grupach poddawanych procedurom dotkliwym podane zostang s$rodki
przeciwbolowe, aby jak najbardziej zmniejszy¢ dyskomfort zwierzecia. Myszy po operacji nerwu kulszowego
beda otrzymywac buprenorfing do 2 razy dziennie przez 3 dni po zabiegu, natomiast myszy po operacji rdzenia
kregowego beda otrzymywaty buprenorfing 2 razy dziennie przez 5 dni po zabiegu. Zwierzeta z zapaleniem
stawow beda otrzymywaty buprenorfing, ktorej podawanie bedzie kontynuowane dopoki odstawienie srodka nie

bedzie powodowato nawrotu bolu.

Wszystkie zaplanowane doswiadczenia zostana przeprowadzone w Trojmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni
Doswiadczalnej, ktora jest renomowanym osrodkiem w regionie, dysponuje wysokiej klasy infrastrukturg oraz

wykwalifikowanym personelem posiadajacym wieloletnie do§wiadczenie.

Wszystkie doswiadczenia zostaty zaprojektowane z mysla o dobrostanie zwierzat, aby maksymalnie ograniczy¢
cierpienie i stres.

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

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



