NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
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1.Tytut projekt ,,Regulacja komoérek macierzystych wlosa w czasie jego cyklu regeneracyjnego.’
2.Czas trwania projektu: 01.04.2017 — 01.04.2022 ....coooeeieeieiieieeeeeeieeeee e
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): komorki macierzyste, BMP, WNT, .........ccccccevenenn.

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): A ..............cccc....

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji
lub produktow, lub badan ich jakos$ci, skutecznos$ci 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
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Komorki macierzyste wiosa (hfSCs, ang. hair follicle stem cells), zlokalizowane w uwypukleniu
kazdego mieszka wlosowego, zaangazowane sg W proce regeneracji wloséw oraz gojenia si¢ ran, a
ich nieprawidlowe funkcjonowanie moze spowodowac¢ m.in. tysienie lub prowadzi¢ do powstawania
nowotworow skory.

Skora myszy i znajdujace si¢ w niej mieszki wlosowe ulegajace samoodnawianiu, stanowig idealny
model do badania mechanizmow regulacji proliferacji oraz réoznicowania komadrek macierzystych w
ich niszy. Nasze poprzednie badania pozwolity wykaza¢, ze aktywnos¢ hfSC w mieszkach
wlosowych kontrolowana jest przez dwie wspotzawodniczace Sciezki sygnatowe: BMP (ang. Bone
Morphogenetic Protein) i WNT (ang. Wingless-type MMTV integration site family). Nadrzednym
celem proponowanych przez nas badan jest zrozumienie w jaki sposob cykl regeneracji wlosa jest
regulowany przez obie te Sciezki na poziomie molekularnym. W tym celu bedziemy specyficznie
hamowac¢ badz aktywowa¢ wybrane komponenty $ciezek sygnatowych BMP i WNT w skorze myszy
genetycznie zmodyfikowanych. Do warunkowej kontroli ekspresji genow bedzie dochodzito tylko w
komorkach macierzystych wtosa i komdrkach warstwy podstawnej naskorka a uzyskane fenotypy
beda nieszkodliwe. Aby ograniczy¢ stres i cierpienie zwierzat, procedury i czynnos$ci zostaly
zaplanowane tak, aby ich stopien dotkliwosci byt umiarkowany (golenie skory grzbietu za pomoca
trymera; podawanie roznych substancji w karmie lub poprzez aplikacje na skor¢ bez koniecznos$ci




glebokiego usypiania czy iniekcji, nie dluzej jak 14 dni).

Celem naszego projektu sa badania podstawowe a uzyskane przez nas wyniki mogg przyczynié si¢
do lepszego zrozumienia procesu regeneracji skory, jak rowniez patogenezy wielu chordb skory czy
nowotworow skory. Moga one rowniez mie¢ znaczenie dla opracowania nowych terapii z
zastosowaniem komarek macierzystych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostang wykorzystane myszy genetycznie zmodyfikowane, zawierajace Systemy
do tkankowo-specyficznej, warunkowej dezaktywacji lub aktywacji wybranych genéw szlakéw
sygnatowych BMP/WNT, jak rowniez biatka reporterowe GFP (ang. green fluorescent protein) lub
YFP (ang. yellow fluorescent protein) pod kontrolg tkankowo-specyficznych promotorow K14 lub
K15. Tto genetyczne myszy to FVB1/CD1 lub C57BL6/CD1/FVBI1, 8 roznych linii genetycznie
zmodyfikowanych. Laczna liczba planowanych myszy w dwodch zadaniach badawczych to 774
samce.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejacy stan wiedzy w zakresie objgtym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: MEDLINE (via Pubmed), Web of Science. Wykorzystano stowa
kluczowe: BMP/WNT signaling, hair follicle stem cells and mouse model. Na podstawie informacji
zawartych w istniejacej literaturze stwierdzamy, ze funkcja $ciezek sygnalizacyjnych BMP i WNT w
cyklu regeneracyjnym wiosa zostata zidentyfikowana, jednakze rola poszczegdlne komponentéw
molekularnych tych $ciezek nie zostata doktadni scharakteryzowana w uktadzie in vivo. Skora myszy
i znajdujace si¢ w niej mieszki wlosowe z rezerwuarem komorek macierzystych stanowi najbardziej
optymalny model do przeprowadzenia tych badan. Z powodu wysokiego stopnia ztozonosci budowy
mieszkow wilosowych ssakdéw i warunkéw panujacych w niszy komdérek macierzystych, nie jest
mozliwe zastgpienie zywych organizmow hodowla komorkowa in vitro.

Zasade 3R wprowadzimy do naszego projektu w nastepujacy sposob:

Zastapienie: Hodowla komorek in vitro jest jedna z mozliwosci zastapienia wykorzystania zywych
zwierzat w projekcie. Z powodu stopnia zlozonos$ci budowy i warunkéw panujgcych w niszy
komorek macierzystych w mieszkach wtosowych, nie jest mozliwe zastgpienie zywych organizmow
hodowlg komodrkowa in vitro. Organizmy bezkregowe o mniejszym stopniu czutosci i §wiadomosci
takze nie odzwierciedlaja realnych przemian biochemicznych zachodzacych w skorze ssakow. Aby
ograniczy¢ stres i1 cierpienie zwierzat wykorzystanych w eksperymencie, procedury i czynnosci
zostaly dobrane tak, aby ich stopien dotkliwosci byt jak najmniejszy (podawanie - w karmie lub poprzez
aplikacje¢ na skorg bez konieczno$ci usypiania czy iniekcji - substancji indukujacych aktywacje lub
dezaktywacje ekspresji wybranych genéw).

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




Redukcja: Podjeto kilka krokéw majgcych na celu zminimalizowanie ilo$ci zwierzat wykorzystanych
w projekcie. Hodowla bedzie prowadzona przez wykwalifikowang i doswiadczong osobe w taki
sposOb aby otrzymac potrzebng liczbe osobnikow o pozadanym genotypie w optymalny sposob.
Procedurom zostang poddane samce, samice b¢da wykorzystywane do rozrodu. Planujemy rowniez
pobiera¢ tkanki oraz narzady od zwierzat uzytych w eksperymencie do innych badan prowadzonych
przez nasz zespot. Planowana liczba zwierzat jest wystarczajaca aby dostarczy¢ wiarygodnych
wynikow, ktore pozwola na rzetelng analizg statystyczng. Zmniejszenie liczby zwierzat w grupach wigze
si¢ z ryzykiem otrzymania zbyt matej ilos¢ materialu biologicznego tj. komodrek macierzystych wtosa,
ktore stanowig zaledwie niewielki ulamek wszystkich komorek skory, co nie pozwoliloby na
przeprowadzenie rzetelnej analizy wynikow.

Doskonalenie: Wykorzystane przez nas procedury nie powoduja dotkliwego bolu u myszy. Osoby
biorgce udzial w projekcie przeszty odpowiednie szkolenie z zakresu opieki nad zwierzetami i
przeprowadzania procedur, posiadajag one rowniez co najmniej dwuletni staz pracy ze zwierz¢tami
laboratoryjnymi.




