NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Ocena skutecznosci opatrunku hydrozelowego zawierajacego bialtka wydzielnicze z

ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych na proces gojenia ran na modelu myszy”
2.Czas trwania projektu ........ccocevvvrervrnenenn 19.06.2019-31.12.2019.......c.cccvviiiiiricriec

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ......mezenchymalne komorki macierzyste MSC, in vivo model

gojenia ran, medium kondycjonowane
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ 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 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Glownym celem projektu jest opracowanie opatrunku hydrozelowego zawierajagcego mieszaning bialek
(gtéwnie czynniki wzrostu oraz cytokiny) produkowang przez ludzkie mezenchymalne komorki
macierzyste pochodzace z tkanki ttuszczowej (atMSC). Badania obejmuja utworzenie linii komérkowe;j
atMSC, a nastgpnie charakterystyke fenotypu i profilu wydzielniczego powstatej linii. Kolejnym etapem
jest charakterystyka aktywnos$ci biologicznej wyizolowanych czynnikéw in vitro przy uzyciu komoérek
zaangazowanych w procesie gojenia si¢ rany, takich jak komorki $srodbtonka naczyn, fibroblasty i
keratynocyty, zar6wno przed jak 1 po inkorporacji czynnikéw aktywnych do biomaterialu. Ostatni etap
projektu obejmuje badania majace na celu wstepng oceng aktywnosci opracowywanego opatrunku w

warunkach in vivo w mysim modelu trudno gojacych ran.



Aktywno$¢ regeneracyjna supernatantow zawierajagcych czynniki bioaktywne z otrzymanych linii
komorkowych atMSC zostata szczegotowo potwierdzona w modelu trudno gojacej rany in vitro, gdzie
zaobserwowano kilkukrotne zwigkszenie zywotnosci komorek $rodblonka naczyn, fibroblastow i
keratynocytow w odniesieniu do kontroli (komoérki hodowane w medium bez serum przy jednoczesnym
zredukowaniu stezenia O2 do 1%). Ponadto, proangiogenenny potencjal supernatantow zostat réwniez
potwierdzony in vitro, gdzie dodatek supernatantow stymulowal tworzenie pseudonaczyn na Matrigelu

przez ludzkie komorki srodbtonka.

Czynniki bioaktywne produkowane przez atMSC zostaty wyizolowane z supernatantow przez 10-krotne
zageszczenie na kolumnach Amicon (3kDa) i umieszczone w zelu hialuronowym celem przeprowadzenia
procedury in vivo. Aby zweryfikowa¢ potencjal regeneracyjny czynnikoéw bioaktywnych wydzielanych
przez komorki atMSC in vivo postuzymy si¢ modelem mysim trudno gojacych si¢ ran. Zaproponowany
model trudno gojacych si¢ ran in vivo z wykorzystaniem modelu myszy diabetycznych zostat opisany w
literaturze 6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa szczepu NOD/ShiLtJ -30 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; ScienceDirect; Web of Science (JCR).

Wykorzystano stowa kluczowe: human mesenchymal stem cells, MSC-conditioned medium, in vivo
model of chronic wound, in vitro model of chronic wound

Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:

- biatka wydzielane przez ludzkie komorki macierzyste (hMSC) wplywajg korzystnie na proces
mikrowaskularyzacji ran oraz proliferacji keratynocytéw i fibroblastow [6, 7]

- istniejg przyklady testowania produktow biatkowych wydzielanych przez ludzkie mezenchymalne
komorki macierzyste lub ludzkich rekombinowanych czynnikow wzrostu u myszy [4, 5, 8, 9]

-pierwotne komorki MSC wraz ze wzrostem pasazy tracg swoje wilasciwosci parakrynne [10], dlatego

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




zastosowanie stabilnej linii komérkowej do produkcji aktywnych bialek moze stanowi¢ lepszg alternatywe
B. Brak jest danych dotyczacych:

- wptywu bialek wydzielanych przez hMSC na pobudzenie odpowiedzi immunologicznej Th2 zwigzanej
z zabliZnianiem ran

- wplywu biatek z hMSC na pobudzenie ekspresji czasteczek YM1, Relm-a, arginazy na makrofagach
obecnych w skorze

-wptywu biatek wydzielanych przez stabilng ludzka lini¢ komorkowa MSC na proces gojenia
chronicznych ran in vivo

Planuje si¢ wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat potrzebnych do otrzymania zatozonej w projekcie
sity wnioskowania statystycznego, przy zalozeniu niskiej zmienno$ci miedzyosobniczej w odpowiedzi na
zastosowane bodzce. Doswiadczenie bedzie przeprowadzane z wykorzystaniem 10 osobnikéw w grupie.
Jest to wedlug naszej wiedzy i w oparciu o dane literaturowe liczba minimalna, lecz wystarczajaca do
planowanego zadania [11]

Zastapienie uzycia modelu zwierzecego poprzez stosowanie modeli in vitro w proponowanym projekcie
jest niemozliwe przy obecnym stanie wiedzy. Proponowane do$wiadczenie zostalo poprzedzone
badaniami in vitro, ktérych wyniki wskazuja na korzystne pobudzenie aktywnosci proliferacyjnej
komorek nabtonkowych eksponowanych biatka wydzielane przez komoérki macierzyste. Te wyniki musza
by¢ jednak potwierdzone in vivo co do skuteczno$ci.

W doswiadczeniu zastosowano zasad¢ udoskonalenia poprzez monitorowanie poziomu glukozy u
zwierzat przed procedura, a takze poprzez podawanie insuliny w trakcie procedury w celu ochrony
zwierzat przed upadkami.

Myszy wykorzystywane do zaplanowanych doswiadczen utrzymywane beda w warunkach
zapewniajacych dobrostan, zastosuje si¢ elementy wzbogacajace Srodowisko bytowania myszy, w
szczegoOlnosci klocki drewniane . Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie ograniczy¢
bdl 1 cierpienie poprzez stosowanie lekéw przeciwbolowych przez dwa dni po wykonaniu biopsji skory.
W przypadku wystgpienia nieprzewidywalnych na tym etapie doswiadczenia, niekorzystnych dla
dobrostanu zwierzat konsekwencji wykonania ran skornych (np. widocznych objawow zakazen
bakteryjnych ran, wydzieliny ropnej z miejsca uszkodzenia skory) lub w efekcie zastosowania zelu
hialuronowego zawierajacego lub nie zawierajacego substancji bioaktywnych, do$wiadczenie bedzie
przerwane, a myszy poddane eutanazji.
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8. Projekt jest objety oceng 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.




