NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu:

Rola sygnatowania purynergicznego w procesach mobilizacji krwiotworczych komoérek
macierzystych

3.Czas trwania projektu: 01.09.2019- 31.09.2022

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) krwiotwdrcze komarki macierzyste, mobilizacja sygnatowanie
purynergiczne

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Materiat stosowany w leczeniu choréb ukladu krwiotworczego (ostrej biataczki limfoblastycznej, ostrej biataczki
szpikowej czy zaburzenia odpornosci) stanowi zawiesina komérkowa pobrana od dawcy z krwi obwodowej po
farmakologicznej mobilizacji. Skuteczno$¢ transplantacji zalezy od liczby przeszczepionych krwiotwdérczych
komorek macierzystych (KKM). W zwiazku z tym znajomos¢ czynnikéw i zjawisk zwigzanych z retencja tych
komoérek ma kluczowe znaczenie w optymalizacji wynikow klinicznych zwigzanych z terapiami opartymi na KKM.
Celem projektu jest okre$lenie roli sygnalowania purynergicznego na zjawisko retencji KKM ze szczeg6lnym
uwzglednieniem farmakologicznej mobilizacji tych komoérek ze szpiku do krwi obwodowe;.

Doktadne poznanie proceséw, czynnikow oraz zjawisk bioracych udzial w migracji KKM ze szpiku do krwi
obwodowej pozwoli na pelniejsze i bardziej wydajne wykorzystanie metod transplantacji KKM.




W trakcie badan zostanie dokonane oznaczenie parametréw hematologicznych myszy w stanie fizjologicznym. W
2-gim etapie badan zostanie zaindukowana mobilizacja KKM u zwierzat do§wiadczalnych za pomoca czynnikéw
mobilizujacych. W trakcie eksperymentéw zostanie pobrana krew z zyly glownej do analizy hematologicznej,
cytometrycznej, testow klonogennych oraz juz po $mierci myszy zostang pobrane z niej tkanki na analizy
Western blot, Real-time PCR oraz testy ELISA.

Powyzszy opis obejmuje badania biologiczne o charakterze podstawowym obejmujace zagadnienia
hematologiczne. Wzorujac si¢ na dostepnej literaturze oraz wlasnym doswiadczeniu, organizm zwierzat nie
reaguje negatywnie na wykorzystane w badaniu $rodki farmakologiczne, uniedogodnieniem bedg natomiast
drogi podawania srodkow-podskdrnie i dootrzewnowe wstrzykniecia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zaplanowano wykorzystanie zwierzat z gatunku Mus musculus w liczbie 162:

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono obecny stan wiedzy na temat realizowany w przedstawionym
doswiadczeniu w nastgpujacych bazach danych: Google Scholar, PUBMED, ScienceDirect, Web of Science,
wykorzystujac stowa kluczowe: hematopietic stem/progenitor cells, mobilization, G-CSF mobilization, AMD3100
mobilization.

Plan przedtozonego doswiadczenia obejmuje zagadnienia zwigzane z rozwojem wiedzy na temat
farmakologicznej mobilizacji krwiotworczych komoérek macierzystych (KKM) przy udziale sygnalowania
purynergicznego. Badania przeprowadzone przez nasz zespot wykazaly wplyw sygnatowania purynergicznego na
zjawisko mobilizacji komorek, jednak niezbedne sg dalsze badania w celu uszczegdtowienia uzyskanych wynikow,
badajac znaczenie poszczeg6lnych nukleotydow zewnatrzkomorkowych.

Badanie farmakologicznej mobilizacji krwiotworczych komoérek macierzystych jest istotne poniewaz, allo- lub
autoprzeszczepy KKM sa metodami stosowanymi w leczeniu chorob ukladu krwiotwdrczego. Zawiesina
komorkowa tworzaca materiat przeszczepowy, pozyskiwana jest z krwi obwodowej dawcy po farmakologicznej
mobilizacji czynnikiem stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF) lub antagonista CXCR4-AMD3100.
Skutecznos$¢ samego przeszczepu zalezy od wielu parametrow, w tym liczby przeszczepionych KKM. W zwiagzku z
tym znajomos$¢ czynnikéw i zjawisk zwigzanych z migracja KKM ze szpiku do krwi obwodowej i procesie
wszczepienia komoérek do niszy szpikowej, ma kluczowe znaczenie w optymalizacji wynikow klinicznych
zwigzanych z terapiami komorkowymi. Dane uzyskane w planowanym doSwiadczeniu dostarcza kluczowych
informacji na temat roli zewnatrzkomoérkowych nukleotydow i sygnatowania purynergicznego w procesie
mobilizacji krwiotworczych komorek macierzystych.

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




Metodyka doswiadczenia zostala oparta na publikacjach traktujagcych o tematyce odnoszacej si¢ do retenc;i,
mobilizacji krwiotworczych komorek macierzystych, znajdujacych sie¢ w renomowanych czasopismach.
Zastapienie

Model zwierzecy szczepow myszy zostal wybrany do zaplanowanego dos$wiadczenia ze wzgledu na swoja
uzyteczno$¢ w badaniach zwigzanych z sygnatowaniem purynergicznym. Na etapie badan podstawowych jest to
najlepszy material do badan in vivo. Z uwagi na ztozono$¢ uktadu krwiotworczego, szeregu zjawisk oraz ilosci
czynnikdéw majacych wplyw na farmakologiczna mobilizacje KKM z niszy szpikowej do krwi obwodowe;j,
niemozliwe jest przy obecnej wiedzy i technologii przeprowadzenie analizy metodami in vitro, z udziatem linii
komorkowych, hodowli tkankowych lub in vivo przy pomocy zwierzat bezkregowych.

Ograniczenie

Korzystajac z narzedzi pozwalajacych oszacowaé liczebnos¢ grupy w doswiadczeniu planowane jest zbadanie
tacznie 216 osobnikow uwzgledniajac przy tym dwukrotne powtorzenie eksperymentu (wymog statystyczny) w
celu wykluczenia mozliwosci bledu. Jest to najmniejsza liczba zwierzat jaka mozemy uzy¢ celem prawidlowego
przeprowadzenia do$§wiadczenia. Ilos¢ zwierzat w grupach dostosowaliSmy do stosowanych w tego typu
badaniach modeléw statystycznych oraz do tzw. ,,dobrej praktyki laboratoryjne;j.

Udoskonalenie

W celu zapewnienia jak najwyzszego dobrostanu zwierzat, wykonanie do§wiadczenia oraz opieka nad nimi
zostanie zapewniona przez personel majgcy duze do§wiadczenie w pracy ze zwierzgtami. Zastosowane
indywidualnie wentylowane klatki o powierzchni ~500cm2 zapewniaja komfort przestrzenny zwierzetom. Nasz
zespol posiada znaczne do$wiadczenie w pracy ze zwierzetami, a wszystkie procedury zostaty zaplanowane na
podstawie uzyskanej przez nas dotychczas wiedzy wyniesionej z eksperymentow przeprowadzonych z przesztosci
tak, aby ryzyko niepowodzenia 1 konieczno$ci powtarzania wnioskowanego doswiadczenia zostato
zminimalizowane. W trakcie u$miercania zwierzat zostanie wykorzystana ksylazyna/ketamina, aby jak
najbardziej zredukowac stres i bol myszy. Zwierzeta utrzymywane zostang grupowo do 5 osobnikow na klatke. W
klatkach zostang wprowadzone urozmaicenia poprawiajace komfort zwierzat. Przeprowadzony zostanie handling
majacy na celu zminimalizowanie stresu zwigzanego z podjeciem zwierzeca z klatki i przyzwyczajenie go do
chwytu wykonywanego podczas procedury podania substancji.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna}2
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

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

X NIE

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




