NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Zastosowanie mezenchymalnych komoérek macierzystych we

wspomaganiu regeneracji mi¢$ni szkieletowych

2.Czas trwania projektu 04.07.2018 — 04.11.2020r.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) miogeneza, komorki macierzyste, réznicowanie,

regeneracja

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 sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkdéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich
F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych

substancji lub produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci 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 okre$li¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Regeneracja miegs$ni szkieletowych jest ztozonym procesem, podczas ktérego dochodzi do
degeneracji uszkodzonej tkanki, a nastgpnie jej rekonstrukcji. Za odbudowe uszkodzonej tkanki
odpowiedzialne s3 komorki satelitowe, czyli komorki macierzyste obecne w migéniach
dorostych organizmow. W wyniku urazu w tkance pojawiajg si¢ biatka, ktore aktywuja komorki
satelitowe, a te dzielg sie, r6znicuja i odbudowuja wldkna migéniowe. Jednakze w proces
regeneracji mig$ni zaangazowanych jest rowniez wiele innych typéw komorek, takich jak
komorki nerwowe (odbudowa potgczen nerwowo-migsniowych), komorki stanu zapalnego
(fagocytoza zniszczonych wtokien), komorki srodbtonka (odtworzenie naczyn krwionosnych).
Z tego powodu nie ma dostepnych alternatywnych metod badania procesu regeneracji migs$ni

szkieletowych. Celem naukowym badan jest opracowanie metod wspomagajacych regeneracje



tkanki miesniowej, ktéra jest zaburzona w przypadku rozleglych uszkodzen, chorob
mig$niowych (dystrofie), cukrzycy, czy tez choréb nowotworowych. Celem merytorycznym
projektu jest ocena zdolnos$ci indukowanych mezenchymalnch komoérek macierzystych (MSC)
do wspomagania regeneracji migs$ni szkieletowych. Z komorkami tymi wigze duze nadzieje
medycyna regeneracyjna, ze wzgledu na stosunkowo latwag metod¢ ich izolowania z tkanek

dorostych organizmoéw i1 hodowli in vitro.

W niniejszym projekcie stawiamy hipoteze, ze indukowane MSC przeszczepione do
uszkodzonych miesni beda bardziej efektywnie uczestniczy¢ w rekonstrukcji tkanki, co
doprowadzi do poprawy regeneracji mig¢sni i funkcjonalno$ci. Zatozono, ze komorki takie
bardziej wydajnie uczestniczylyby w naprawie uszkodzonej tkanki. Hipoteza bedzie
weryfikowana poprzez analiz¢ regeneracji mi¢$ni myszy, do ktorych przeszczepiono komorki

macierzyste.

Po transplantacji komoérek macierzystych niezwykle rzadko wystepuja powiklania u
operowanych zwierzat i zwigzane sg one z trudnoscig w poruszaniu si¢. Opisane komplikacje
wystepuja sporadycznie. Korzysci z przeprowadzonych doswiadczen polegaja na uzyskaniu
wiedzy na temat mozliwo$ci zastosowania komorek macierzystych w terapii uszkodzen mieéni,
a takze chorob migsniowych na przyktad dystrofii. Zaktadamy, ze przeszczepione komorki beda
wydajnie uczestniczyly w naprawie migsni. Jest to zatem etap niezbedny przy opracowywaniu

potencjalnych terapii komérkowych w przypadku chorob miesni.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W opisanym doswiadczeniu zaplanowatam wykorzystanie 144 myszy szczepu NOD.Cg-

Prkdc/scidIL2ry (NSG). Beda to 3-4 miesigczne samce.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA
| UDOSKONALENIA!

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




Przed zaplanowaniem doswiadczenia sprawdzono aktualny stan wiedzy i mozliwosci zastosowania
komoérek macierzystych we wspomaganiu regeneracji miesni szkieletowych. Wykorzystano bazy
PubMed i GoogleScholar uzywajgc stéw kluczowych: hypoxia, mesenchymal stem cells, muscle fiber,

muscle regeneration, myogenesis, myogenic differentiation, Notch signaling, satellite cells, stem cells.

Regeneracja miesni szkieletowych przebiega dzieki obecnosci zwigzanych z witdknami miesniowymi
unipotentnych komoérek macierzystych, nazywanych komorkami satelitowymi. W uszkodzonych
miesniach komorki satelitowe sg aktywowane, to znaczy wznawiajg swoj cykl komoérkowy pod wptywem
czynnikdw produkowanych przez komorki stanu zapalnego, komorki srodbtonka naczyn, a takze
uwalnianych prze uszkodzone wtékna i macierz zewngtrzkomorkowg. Aktywowane komoérki satelitowe
dzielg sie i réznicujg w mioblasty, ktére fuzjg tworzg miotuby, a nastepnie widkna miesniowe. W ten
sposob uszkodzona tkanka zostaje zrekonstruowana. W przypadku nieprawidtowej regeneracji tkanki
miesniowej, ktéra ma miejsce w przypadku dystrofii, rozlegtych uszkodzen, cukrzycy, choréb
nowotworowych, a takze ktéra towarzyszy procesowi starzenia, miesien zastepowany jest przez tkanke
taczng. Jednym ze sposobdw wspomagania regeneracji miesni jest terapia komoérkowa z
zastosowaniem komoérek macierzystych. Do komorek takich nalezg miedzy innymi mezenchymailne
komorki macierzyste. Komérki te mogg by¢ stosunkowo tatwo uzyskiwane z dorostych organizmow i
hodowane w warunkach in vitro, z ich zastosowaniem w medycynie regeneracyjnej wigzane sg zatem

duze nadzieje.

Zaburzenia regeneracji miesni szkieletowych majg miejsce w przebiegu wielu chordb takich jak
cukrzyca, liczne nowotwory, miopatie w tym dystrofie oraz rozlegte uszkodzenia tkanki. Przeszczepianie
komorek macierzystych jest jedng z potencjalnych form terapii. Mezenchymalne komorki macierzyste
mogg wspomagacé regeneracje tkanek na dwa sposoby, po pierwsze dziatajgc parakrynnie, po drugie
uczestniczgc w rekonstrukcji tkanek. Celem niniejszego projektu jest ocena mozliwosci zastosowania
indukowanych mezenchymalnych komoérek macierzystych we wspomaganiu regeneracji uszkodzonych
miesni szkieletowych. Ze wzgledu na ztozonos$¢ regeneracji tkanki miesniowej, udziatu w tym procesie
komoérek miedniowych, nerwowych, stanu zapalnego, szeregu cytokin, czynnikow wzrostu, biatek
macierzy zewngtrzkomérkowej nie ma modelu in vitro pozwalajgcego na ocene, czy analizowane
komorki macierzyste majg zdolnos¢é do uczestniczenia w rekonstrukcji tkanki. Jest to zatem etap
niezbedny przy opracowywaniu potencjalnych terapii komaérkowych w przypadku szeregu choréb, w tym
dystrofii miesniowej. Zastosowana metoda uszkadzania miesni pozwala na odtworzenie procesow
towarzyszgcych regeneracji miesnia m.in. uszkodzenia naczyn krwionosnych, nerwéw, niedotlenienia i
naptywu komorek stanu zapalnego. Planowane badania wymagajg wiec uszkadzania miesni oraz
usmiercania zwierzat i pobierania komérek. Nie ma alternatywnego modelu umozliwiajgcego badanie
tego zlozonego procesu. Zatem nie mozna zastosowa¢ metody badawczej zapewniajgcej osiggniecie

okreslonych celéw bez wykorzystania zwierzat (zasada zastgpienia).



Wszystkie dodwiadczenia zostaty zaplanowane tak aby zminimalizowac liczbe wykorzystanych zwierzat.
Wszystkie doswiadczenia majgce na celu zweryfikowanie potencjatu miogenicznego komoérek, metod
indukcji tego réznicowania zostaty prowadzone in vitro. Pozwolito to na zminimalizowanie liczby zwierzat
wykorzystanych w doswiadczeniach. Zatem liczba wykorzystywanych w nich zwierzat zostata

ograniczona do poziomu niezbednego do osiggniecia okreslonych celéw (zasada ograniczenia).

Doswiadczenia bedg wykonywane przez osoby z wieloletnim doswiadczeniem w pracy ze zwierzetami,
ktére bedg dbaty o ich dobrostan. W trakcie zabiegu zastosowane zostang srodki znieczulajgce i
przeciwbdlowe co pozwoli na ograniczenie bolu i cierpienia zwierzat. Wykorzystywane zwierzeta bedg
utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku. Wszystkie planowane metody badawcze
zostaty wybrane tak, aby ograniczaty do minimum bdl, cierpienie, dystres lub mozliwos¢ trwatego

uszkodzenia organizmu zwierzgt (zasada udoskonalenia).

8. Projekt jest objety oceng re‘urospektywna}2
X NIE



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

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy

zaznaczy¢ wtasciwe pole.



