NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu ,,Zbadanie charakteru pluripotencjalnego mysich komérek iPS in vivo”
2. Czas trwania projektu: 1.04.2017r. - 1.04.2018r.

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Induced pluripotent stem cells, NOD/SCID mice, teratoma

assay
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 §rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Gléwnym celem planowanego doswiadczenia jest weryfikacja charakteru pluripotencjalnego mysich
komérek iPS (z ang. induced pluripotent stem cells). Z hodowli komorek iPS uzyskanych w
laboratorium izolowane sg pecherzyki zewnatrzkomérkowe (EVs, ang. extracellular vesicles), czyli
kuliste struktury, w ktorych fragment cytoplazmy otoczony jest btong komdrkowa. Sktad molekularny
EVs (zawarto§¢ m.in. biatek, miRNA i mRNA) jest Scisle zalezny od komorek, z ktorych sa one
uwalniane, dlatego EVs z komorek iPS moga stanowi¢ szczegodlnie atrakcyjny z punktu widzenia
medycyny regeneracyjnej przedmiot badan.

W celu prowadzenia badan nad EVs pozyskanymi z komoérek iPS, niezbedne jest namnazanie tych
komorek w warunkach bezsurowiczych oraz bez obecnos$ci warstwy komorek odzywczych (tzw.
warunki serum-free, feeder-free), czyli w warunkach zmodyfikowanych wzgledem procedur
standardowych. Uzyskane w w/w hodowli komorki iPS zostaty juz szczegdlowo scharakteryzowane w
warunkach in vitro. Aby ostatecznie potwierdzi¢ pluripotencje komorek iPS konieczne jest
przeprowadzenie testu tworzenia potworniaka (teratomy) in vivo, ktory jest ogolnie przyjetym



funkcjonalnym testem oceny pluripotencjalnosci komorek iPS.

W ramach doswiadczenia planowana jest podskoérna iniekcja uprzednio namnozonych w hodowli in
vitro mysich komoérek iPS do myszy szczepu NOD/SCID. Po uptywie 14 tygodni od podania myszom
komorek iPS lub w przypadku, gdy dluzsza o$§ guza osiggnie 12 mm, myszy zostang u$miercone, a
wyizolowane guzy poddane analizie histopatologicznej.

Podobne do$wiadczenie zostato juz poprzednio wykonane, zgodnie z Uchwatg nr 24/2017 z dnia 19-01-
2017. W zwiazku ze wzrostem nowotwordw zto§liwych u myszy i brakiem rozwoju potworniaka,
Whnioskodawca zamierza powtdrzy¢ eksperyment zmniejszajac liczbg wszczepianych do myszy
komorek.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus), szczep NOD/SCID; 10 myszy (samce i samice)
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PUBMED; ScienceDirect i Web of Science (JCR). Wykorzystano stowa
kluczowe: Induced pluripotent stem cells/ NOD/SCID mice/ teratoma assay

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzono, ze test tworzenia potworniaka (teratomy)

in vivo u myszy NOD/SCID jest ogdlnie przyjetym funkcjonalnym testem pluripotencjalnosci komorek
iPS.

Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze do wiarygodnego potwierdzenia
charakteru pluripotencjalnego komorek iPS konieczne jest przeprowadzenie szeregu testow, zardwno
tych in vitro np. kontrolowanego réznicowania w komorki kazdego z trzech listkow zarodkowych, jak i
in vivo, jak test tworzenia potworniaka.

Uzyskanie danych z proponowanego do$wiadczenia pozwoli na potwierdzenie pluripotencji komodrek
iPS 1 kontynuowanie nowatorskich projektow badawczych z ich wykorzystaniem, w tym projektu
obejmujacego izolacje pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs) z nadsaczy hodowlanych i zbadanie
ich roli w regeneracji tkanek uszkodzonych w wyniku niedotlenienia (np. tkanki sercowej).

W planowanym doswiadczeniu uwzgledniono nastgpujace 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 zostala ograniczona do minimum
niezbednego dla osiggnigcia planowanego celu naukowego. Ograniczono utrate zwierzat poprzez
zaplanowanie zbadania podawanych myszom komorek pod katem obecnosci Mycoplasma sp., wybranie
odpowiedniej objetosci i drogi podania komorek i zastosowanie nie wywotujacego podraznien
tkankowych buforu do zawieszenia komorek. W celu ograniczenia liczby zwierzat odstapiono takze od
wprowadzenia dodatkowej grupy myszy przeszczepianych jedynie roztworem soli PBS (nos$nikiem
komorek), co nie jest niezbedne w celu wlasciwej interpretacji wynikéw doswiadczenia.

Udoskonalenia: Przebieg eksperymentu, w tym warunki utrzymania zwierzat oraz planowane procedury

1 metody badawcze zostaly tak zaplanowane, aby ograniczy¢ cierpienie i dystres zwierzat. Myszy beda
utrzymywane w pomieszczeniach 1 klatkach minimalizujacych ryzyko infekcji 1 zapewniajacych
optymalne warunki temperatury oraz wilgotnosci. Zwierzeta zostang poddane procedurze tagodnej i
zostang u$miercone W  sposob  humanitarny z  zastosowaniem  odpowiednich  $rodkow
farmakologicznych.



