NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projektu: Ocena wykorzystania i zwiekszania potencjatu regeneracyjnego mezenchymalnych
komérek macierzystych uzyskiwanych w réznym okresie zycia z tkanki tluszczowej (AD-MSC;

Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells) do wspomagania leczenia ran.
Czas trwania projektu: 24 miesiace
Stowa kluczowe (maksymalnie 5 slow): komorki macierzyste, AD-MSC, gojenie ran

Cel projektu (art. 3 ustawy): A. Badania podstawowe

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 produktow leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Celem niniejszego badania jest analiza wybranych populacji mezenchymalnych komorek macierzystych
izolowanych z tkanki tluszczowe] (AD-MSC) pod katem zdolnosci do stymulacji gojenia si¢ ran w
modelu rany cietej u myszy. Okreslimy mozliwo$¢ integracji komdrek z tkankami w miejscu
uszkodzenia w celu ustalenia udziatu tych komérek w regeneracji tkanek w trakcie procesu gojenia rany.
Uzyskane wyniki powinny da¢ odpowiedz jak AD-MSC po wprowadzeniu do uktadu biologicznego
oddziatywaja na proces gojenia rany. Uzycie w proponowanych badaniach rowniez mezenchymalnych
komérek macierzystych izolowanych ze szpiku kostnego (BD-MSC) pozwoli na zweryfikowanie czy
AD-MSC sa pod wzgledem wlasciwosci regeneracyjnych podobne do BD-MSC. Oceniony zostanie

rowniez efekt zwigkszania potencjalu macierzystystosci wyizolowanych AD-MSC wywolany




wspothodowla tych komorek z endotelialnymi komoérkami progenitorowymi co moze by¢ wazne u 0sob,

ktorych wyizolowane komoérki macierzyste maja nizszy potencjat rozwojowy.

W pierwszym etapie badan zaplanowano wykonanie rany cietej zszywanej indukowanej na grzbiecie
myszy. Nast¢pnie myszy zostang podzielone na 7 grup doswiadczalnych, ktéorym podany zostanie
zastrzyk z zawiesing komorek macierzystych (komorki zostang wstrzyknigte bezposrednio do kieszeni

utworzonej po zszyciu brzegow rany):

B1 — B4 myszy nastrzykiwane w okolicy rany komérkami AD-MSC (izolowane z r6znego etapu
rozwoju osobniczego); BS5 - nastrzykiwane AD-MSC z kokultury z endotelialnymi komoérkami

progenitorowymi; C1- grupa kontrolna otrzymujaca placebo; D1 - nastrzykiwane BD-MSC.

W doswiadczeniu istnieje mozliwos$¢ wystapienia realnych szkod u wykorzystywanych zwierzat tj. bdl
zwigzany z wytworzeniem ran i nastrzykiwaniem (lecz bedzie on niwelowany poprzez podawanie
srodkoéw przeciwbolowych), oraz Smier¢ po zakonczeniu eksperymentu (zastosowane zostang

humanitarne metody usmiercania zwierzat).

Uzyskane wyniki moga przyczyni¢ sie do wydajniejszego stosowania komorek macierzystych w

leczeniu ran w kontekscie zarowno medycyny wojskowej jak i cywilne;j.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

315 sztuk, mysz domowa (Mus musculus) C57BL/6JCmd

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Zasada zastgpienia: Zastosowanie badan na modelu zwierzat bezkregowych jest ograniczone z powodu

roznic w budowie oraz funkcjonowanie tkanki nablonkowej u bezkregowcoéw, oraz ze wzgledu na

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




niewielkie rozmiary, co w istotny sposob utrudnitoby zaplanowang analize histologiczna. Ze wzgledu na
zaplanowane podanie AD-MSC i BD-MSC bezposrednio do kieszeni utworzonej z zszytej rany nie jest
mozliwe zastosowanie zastepczego modelu in vitro. Wybrany do stworzenia modelu rany szczep mysi
(C57BL/6) charakteryzuje si¢ niewielka zmiennoscia osobniczg, co pozwoli na unikniecie
wieloznacznos$ci podczas analizy danych. Dzieki zastosowaniu komérek MSC znakowanych
fluorescencyjnie mozliwa bedzie fatwa ocena integracji AD-MSC z komérkami regenerowanych tkanek

oraz $ledzenia loséw komorek w srodowisku rany.

Zasada ograniczenia: W celu ograniczenia liczby zwierzat niezbednej do wyciagniecia wnioskow
statystycznych miedzy grupami sprawdzono dostepna w tym zakresie literature. Wykorzystujac dane
uzyskane w podobnym doswiadczeniu wyliczono minimalng, zapewniajaca wlasciwg moc statystyczng
licze zwierzat w obrebie poszczegolnych grup badawcezych. Jako parametr mierzalny wykorzystany do
policzenia minimalnej wielkosci grupy wybraliSmy wspolczynnik gojenia wyrazony w procentach. W
tym celu uzyliSmy analizy mocy statystycznej (power analysis) przy zakladanych parametrach: moce
testu=80%, n > [(ty + t1-a/2)? * s?]/ (ul - n0)% ty - dla standardowego rozkladu normalnego wynosi
0,68; t1-0/2 — (przy zaktadanym bledzie a = 0,05) dla standardowego rozkladu normalnego wynosi 1,96.

Zasada udoskonalenia: Wszystkie procedury zawarte we wniosku zostaly zaplanowane tak, aby
ograniczy¢ do minimum stres oraz dyskomfort zwierzat, planowane jest rowniez uzycie Srodkoéw
przeciwbdlowych. Wszystkie procedury badawcze wykonywane bedg przez osoby majace duze
doswiadczenie w pracy ze zwierzetami 1 posiadajgce stosowne kwalifikacje oraz wyznaczenia.
Wykorzystane zwierzgta (myszy) utrzymywane bedg w warunkach srodowiskowych odpowiednich dla
ich gatunku, w $rodowisku wzbogaconym (m.in. tunele 1 kotki do $cierania zebow). Stan zdrowia

zwierzat monitorowany bedzie przez lekarza weterynarii.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
0 NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.







