
NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOŚWIADCZENIA  

1.Tytuł projektu: Badanie pochodzenia i plastyczności komórek śródbłonka w obrębie niszy 

hematopoetycznej. 

2.Czas trwania projektu: 2 lata 

3.Słowa kluczowe (maksymalnie  5 słów): bone marrow, vasculature, endothelial cells 

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisać odpowiednią kategorię z poniższych): A. Badania podstawowe 

A. Badania podstawowe  

B. Badania translacyjne lub stosowane  

C. Badania mające na celu zachowanie gatunku  

D. Badania z zakresu medycyny sądowej  

E. Badania zapewniające poprawę dobrostanu zwierząt lub warunków chowu lub hodowli zwierząt gospodarskich 

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktów leczniczych, środków spożywczych, pasz lub innych substancji lub 

produktów, lub badań ich jakości, skuteczności lub bezpieczeństwa stosowania 

G. Badania w celu ochrony środowiska naturalnego 

H. Badania w celu kształcenia na poziomie szkolnictwa wyższego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia 

kompetencji zawodowych 

 

5. OPIS PLANOWANEGO DOŚWIADCZENIA 

Należy określić cel  naukowy lub edukacyjny doświadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie może ono spowodować u 

wykorzystywanych zwierząt, i korzyści, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 słów, tekst 

musi być zrozumiały dla niespecjalisty.  

Komórki śródbłonka (EC) są krytycznym składnikiem niszy hematopoetycznej, niezbędnej do 

prawidłowego funkcjonowania hematopoetycznych komórek macierzystych (HSC) w szpiku kostnym. 

Podtypy komórek śródbłonka w szpiku kostnym są wysoce wyspecjalizowane, mają różną morfologię i 

różne profile ekspresji genów. Prawidłowa funkcja EC jest fundamentalna dla utrzymania i regulacji 

HSC i jest niezbędna w niszy hematopoetycznej.  

Funkcjonalną niszę hematopoetyczną można utworzyć ektopowo - model ten został opracowany w celu 

wspierania humanizowanej hematopoezy u myszy. Mezenchymalne komórki macierzyste ze szpiku 

kostnego można wykorzystać do wytworzenia syngenicznych kosteczek z jamą szpikową spontanicznie 

zajmowaną przez komórki krwiotwórcze. Ten ektopowy organoid kostny umożliwia wszczepienie 



komórek hematopoetycznych.  

Celem projektu jest więc zbadanie pochodzenia i plastyczności komórek śródbłonka w obrębie niszy 

hematopoetycznej. 

Najpierw sprawdzone zostanie pochodzenie EC w utworzonej niszy. Formowanie się kosteczki będzie 

monitorowane poprzez tomografię komputerową (CT). Wykorzystane będą myszy VE-Cadherin-

Rainbow do wykrycia, czy EC zasiedlające tworzący się organoid są pochodzenia oligoklonalnego czy 

poliklonalnego. Rekombinaza Cre zostanie aktywowana tamoxifenem 1 tydzień przed przeszczepieniem 

MSC, a analiza zostanie przeprowadzona po 3 miesiącach. Obrazowanie takiej tkanki powinno pozwolić 

na porównanie klonalności komórek śródbłonka w różnych obszarach niszy w odniesieniu do 

klonalności sąsiednich naczyń włosowatych. Dodatkowo wykorzystane zostaną myszy C57BL6/J, 

którym przeszczepiony zostanie szpik kostny od myszy C57BL6/J-GFP. W tym modelu można 

sprawdzić obecność lub brak komórek pochodzących ze szpiku kostnego.  

Następnie przeprowadzona zostanie analiza wydajności implantacji kosteczki ektopowej przez EC i 

porównanie skuteczności wszczepiania różnych subpopulacji komórek śródbłonka. Pomoże to określić 

hierarchię rozwojową subpopulacji śródbłonka w szpiku kostnym. 

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZĄT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W 

DOŚWIADCZENIU 

Mysz domowa 56 osobników 

 

7. OPIS UWZGLĘDNIENIA ZASAD ZASTĄPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA1 

Podczas opracowywania planu doświadczeń w przedstawionym projekcie dokonano przeglądu aktualnej 

literatury specjalistycznej w dostępnych bazach danych (baza danych PubMed oraz Google Scholar, 

szukane hasła: bone marrow niche, bone marrow vasculature, endothelial cells, endothelium niche). 

Zasada zastąpienia: 

                                                           
1 Przy wypełnianiu wzorować się na instrukcji wypełniania wniosku W1 punkt. 8  



HSC i ich niszę należy badać za pomocą modeli in vivo. Chociaż testy in vitro pozwalają analizować 

subfrakcje izolowanych komórek i manipulować nimi w szalce, nie wychwytują złożoności środowiska 

szpiku kostnego i mogą wprowadzać artefakty niereprezentatywne dla aktywności komórek in vivo. 

Natomiast modele myszy transgenicznych, choć są powolne i nie sprzyjają wysokoprzepustowym 

badaniom przesiewowym, pozwalają na badanie specyficznych komórek w nienaruszonej niszy. Na 

podstawie analizy dostępnych wyników specjalistycznych oraz metodologii stosowanej w badaniach 

mikrośrodowiska jakim jest szpik kostny stwierdza się brak innych metod badawczych mogących 

zastąpić wykorzystanie zwierzęcia kręgowego w projekcie dotyczącym badania pochodzenia i 

plastyczności komórek śródbłonka w obrębie niszy z porównywalną efektywnością.  

Zasada ograniczenia: 

Dołożono wszelkich starań, aby możliwie maksymalnie ograniczyć liczbę zwierząt rozważanych w 

planach poszczególnych etapów eksperymentalnych. Mając na uwadze cel eksperymentu dobrano 

odpowiednie szczepy myszy z uwzględnieniem homogenności układu doświadczalnego, a więc 

zbliżonych wiekiem, masą ciała oraz płcią pojedynczych osobników, pozwalającą na uzyskanie 

założonego progu istotności statystycznej. Przebieg doświadczeń został opracowany w oparciu o 

wcześniejsze wyniki oraz próby z zastosowaniem analogicznych analiz i procedur.  

Zasada udoskonalenia: 

Odpowiedni dobór członków zespołu ma na celu ograniczyć ból, stres i dyskomfort odczuwany przez 

zwierzęta podczas trwania procedur laboratoryjnych. Nowoczesne zaplecze laboratoryjne oraz starannie 

dobrana metodologia, wraz z wieloletnim doświadczeniem zespołu badawczego mają za zadanie skrócić 

czas trwania poszczególnych etapów doświadczalnych z wykorzystaniem myszy. Pomieszczenia służące 

do hodowli zostały wyposażone w klatki indywidualnie wentylowane oraz z dbałością o dobrostan i 

zapewniając utrzymanie należytego komfortu grupy badawczej poprzez dostosowanie do hodowli w 

standardzie SPF (ang. Specyfic Patogen Free). 

 

W trakcie planowania procedur analizy plastyczności EC i ich interakcji z przedziałami 



mezenchymalnymi i hematopoetycznymi postanowiono m.in. wdrożyć model kosteczek syngenicznych. 

Proponowany protokół nie opiera się na osteo-przewodzącym materiale rusztowania, wstępnym 

różnicowaniu in vitro ani implantacji chirurgicznej. Wstrzyknięcie podskórne zmniejsza zachorowalność 

na zabiegi chirurgiczne i jest efektywne czasowo. Łatwo dostępna podskórna lokalizacja kosteczek 

słuchowych pozwala na seryjne monitorowanie zagnieżdżenia krwiotwórczego przez aspiracje 

kosteczek. Technologia modelu kosteczek syngenicznych zmniejsza więc stres odczuwany przez 

zwierzęta i umożliwia uzyskanie zadowalających wyników przy ograniczonej liczbie prób i mniejszej 

ilości materiału, a tym samym zwierząt laboratoryjnych (zasada udoskonalenia i ograniczenia). Ponadto 

często niezbędne w badaniach niszy kondycjonowanie biorców prowadzi do uszkodzenia i przebudowy 

mikrośrodowiska szpiku kostnego. Wykorzystanie odpowiednich do namierzania HSC in vivo szczepów 

myszy pozwala uniknąć napromieniowania zwierząt i pozwala na zbadanie interakcji pomiędzy HSC a 

ich niszą w warunkach homeostatycznych. Natomiast zastosowana technologia obrazowania z 

wykorzystaniem mikrotomografii komputerowej CT dodatkowo skraca czas badania, zapewnia wysoką 

rozdzielczość uzyskiwanych obrazów, stwarza możliwość trójwymiarowych rekonstrukcji oraz 

pozbawiona jest dyskomfortu u badanych organizmów 

. 

 

8. Projekt jest objęty oceną retrospektywną2 

      X   TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy 

 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy 

 NIE 

 

                                                           
2 Wypełnia właściwa lokalna komisja etyczna ds. doświadczeń na zwierzętach. Należy zaznaczyć właściwe pole. 


