NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie pochodzenia i plastycznosci komorek srodbtonka w obrebie niszy

hematopoetycznej.
2.Czas trwania projektu: 2 lata
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): bone marrow, vasculature, endothelial cells

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A. Badania podstawowe

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 $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¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Komorki srodblonka (EC) sa krytycznym skladnikiem niszy hematopoetycznej, niezbednej do
prawidtowego funkcjonowania hematopoetycznych komorek macierzystych (HSC) w szpiku kostnym.
Podtypy komorek $rodbtonka w szpiku kostnym sg wysoce wyspecjalizowane, maja r6zng morfologi¢ i
rézne profile ekspresji genéw. Prawidtowa funkcja EC jest fundamentalna dla utrzymania i regulacji

HSC i jest niezb¢dna w niszy hematopoetyczne;.

Funkcjonalng nisz¢ hematopoetyczng mozna utworzy¢ ektopowo - model ten zostal opracowany w celu
wspierania humanizowanej hematopoezy u myszy. Mezenchymalne komorki macierzyste ze szpiku
kostnego mozna wykorzysta¢ do wytworzenia syngenicznych kosteczek z jamg szpikowg spontanicznie

zajmowang przez komorki krwiotworcze. Ten ektopowy organoid kostny umozliwia wszczepienie




komoérek hematopoetycznych.

Celem projektu jest wigc zbadanie pochodzenia i1 plastycznosci komorek srodbtonka w obrebie niszy

hematopoetycznej.

Najpierw sprawdzone zostanie pochodzenie EC w utworzonej niszy. Formowanie si¢ kosteczki be¢dzie
monitorowane poprzez tomografie¢ komputerowa (CT). Wykorzystane bgda myszy VE-Cadherin-
Rainbow do wykrycia, czy EC zasiedlajace tworzacy si¢ organoid sg pochodzenia oligoklonalnego czy
poliklonalnego. Rekombinaza Cre zostanie aktywowana tamoxifenem 1 tydzien przed przeszczepieniem
MSC, a analiza zostanie przeprowadzona po 3 miesigcach. Obrazowanie takiej tkanki powinno pozwoli¢
na poréwnanie klonalnosci komorek $rodbtonka w réznych obszarach niszy w odniesieniu do
klonalno$ci sasiednich naczyn wlosowatych. Dodatkowo wykorzystane zostang myszy C57BL6/J,
ktorym przeszczepiony zostanie szpik kostny od myszy C57BL6/J-GFP. W tym modelu mozna

sprawdzi¢ obecnos¢ lub brak komoérek pochodzacych ze szpiku kostnego.

Nastepnie przeprowadzona zostanie analiza wydajnos$ci implantacji kosteczki ektopowej przez EC 1
porownanie skuteczno$ci wszczepiania roznych subpopulacji komorek srodbtonka. Pomoze to okresli¢

hierarchi¢ rozwojowa subpopulacji srodbtonka w szpiku kostnym.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa 56 osobnikoéw

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Podczas opracowywania planu do§wiadczen w przedstawionym projekcie dokonano przegladu aktualne;j
literatury specjalistycznej w dostepnych bazach danych (baza danych PubMed oraz Google Scholar,

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

Zasada zastapienia:

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




HSC i ich nisz¢ nalezy bada¢ za pomoca modeli in vivo. Chociaz testy in vitro pozwalaja analizowac
subfrakcje izolowanych komorek i manipulowa¢ nimi w szalce, nie wychwytuja ztozonosci srodowiska
szpiku kostnego i moga wprowadzaé artefakty niereprezentatywne dla aktywnosci komoérek in vivo.
Natomiast modele myszy transgenicznych, cho¢ sg powolne i nie sprzyjaja wysokoprzepustowym
badaniom przesiewowym, pozwalajag na badanie specyficznych komoérek w nienaruszonej niszy. Na
podstawie analizy dostepnych wynikow specjalistycznych oraz metodologii stosowanej w badaniach
mikrosrodowiska jakim jest szpik kostny stwierdza si¢ brak innych metod badawczych mogacych
zastgpi¢ wykorzystanie zwierzecia krggowego w projekcie dotyczacym badania pochodzenia i

plastycznosci komorek srodbtonka w obrebie niszy z poréwnywalng efektywnoscia.

Zasada ograniczenia:

Dotozono wszelkich staran, aby mozliwie maksymalnie ograniczy¢ liczbe zwierzat rozwazanych w
planach poszczegdlnych etapéw eksperymentalnych. Majac na uwadze cel eksperymentu dobrano
odpowiednie szczepy myszy z uwzglednieniem homogennosci uktadu doswiadczalnego, a wiec
zblizonych wiekiem, masg ciala oraz picia pojedynczych osobnikdéw, pozwalajaca na uzyskanie
zatlozonego progu istotnosci statystycznej. Przebieg do$wiadczen zostal opracowany w oparciu o

wczesniejsze wyniki oraz proby z zastosowaniem analogicznych analiz 1 procedur.

Zasada udoskonalenia:

Odpowiedni dobodr cztonkéw zespotu ma na celu ograniczy¢ bol, stres i dyskomfort odczuwany przez
zwierzeta podczas trwania procedur laboratoryjnych. Nowoczesne zaplecze laboratoryjne oraz starannie
dobrana metodologia, wraz z wieloletnim doswiadczeniem zespotu badawczego maja za zadanie skroci¢
czas trwania poszczegdlnych etapow doswiadczalnych z wykorzystaniem myszy. Pomieszczenia stuzace
do hodowli zostaly wyposazone w klatki indywidualnie wentylowane oraz z dbalo$cig o dobrostan i
zapewniajgc utrzymanie nalezytego komfortu grupy badawczej poprzez dostosowanie do hodowli w

standardzie SPF (ang. Specyfic Patogen Free).

W  trakcie planowania procedur analizy plastycznosci EC 1 ich interakcji z przedziatami




mezenchymalnymi i hematopoetycznymi postanowiono m.in. wdrozy¢ model kosteczek syngenicznych.
Proponowany protokél nie opiera si¢ na osteo-przewodzacym materiale rusztowania, wstgpnym
réznicowaniu in vitro ani implantacji chirurgicznej. Wstrzyknigcie podskorne zmniejsza zachorowalno$é
na zabiegi chirurgiczne i jest efektywne czasowo. Latwo dostgpna podskorna lokalizacja kosteczek
stuchowych pozwala na seryjne monitorowanie zagniezdzenia krwiotworczego przez aspiracje
kosteczek. Technologia modelu kosteczek syngenicznych zmniejsza wigc stres odczuwany przez
zwierzeta 1 umozliwia uzyskanie zadowalajacych wynikéw przy ograniczonej liczbie prob i mniejszej
ilo$ci materiatu, a tym samym zwierzat laboratoryjnych (zasada udoskonalenia i ograniczenia). Ponadto
cz¢sto niezbedne w badaniach niszy kondycjonowanie biorcéw prowadzi do uszkodzenia 1 przebudowy
mikrosrodowiska szpiku kostnego. Wykorzystanie odpowiednich do namierzania HSC in vivo szczepdéw
myszy pozwala unikngé napromieniowania zwierzat i pozwala na zbadanie interakcji pomiedzy HSC a
ich nisza w warunkach homeostatycznych. Natomiast zastosowana technologia obrazowania z
wykorzystaniem mikrotomografii komputerowej CT dodatkowo skraca czas badania, zapewnia wysoka
rozdzielczo$§¢ uzyskiwanych obrazéw, stwarza mozliwos¢ tréjwymiarowych rekonstrukcji oraz

pozbawiona jest dyskomfortu u badanych organizmoéow

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

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




