NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1.Tytut projektu:

Ocena wptywu dziatania kinazy sfingozyny typu 1 oraz 2 na farmakologiczng mobilizacje krwiotwdrczych
komérek macierzystych/progenitorowych.

2.Czas trwania projektu 25.06.2018-04.03.2019

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) krwiotwdrcze komorki macierzyste, mobilizacja, sfingozyno 1-

fosforan, kinaza sfingozyny.
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 produktow leczniczych, srodkow 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 ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetenciji

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.

Sfingozyno-1 fosforan (S1P) to bioaktywny sfingolipid produkowany w przestrzeni migdzykomorkowej w procesie
katalizowanym przez kinazg¢ sfingozyny (SphK). Scharakteryzowano dwie izoformy kinazy sfingozyny: typu 1
(SphK1) i typu 2 (SphK2). Pomimo wysokiego podobienstwa w sekwencji aminokwasowej tych dwoch izoform,
pochodzg one z dwdch odrgbnych gendw, posiadaja rézne drogi powstawania, tkankowo specyficznej ekspresji
oraz lokalizacji w obrgbie komorki, a takze r6zne wlasciwosci kinetyczne. Wykazano, ze wsrdd bioaktywnych
lipidow, S1P, razem z ceramido-1 fosforanem odgrywaja istotng rolg w retencji limfocytéw oraz jak odkryto
niedawno, rowniez krwiotwoérczych komorek macierzystych/progenitorowych (KKM/P). Nasz zespot wykazat, ze
myszy z niedoborem kinazy sfingozyny typu 1 (SphK1-KO) charakteryzuja si¢ uposledzeniem we wszczepieniu i
zasiedleniu niszy szpikowych przez KKM/P pochodzace z myszy typu dzikiego (WT). Do$wiadczenia te wskazuja na
wazna rolg S1P w tych procesach. Co ciekawe, badania myszy z niedoborem kinazy sfingozyny typu 2 (SphK2-KO)
wykazaty znacznie wyzszy poziom S1P w krwi obwodowej w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Z drugiej jednak




strony podanie inhibitora SphK1 dynamicznie obniza poziom endogennej S1P we krwi myszy. Uwzgledniajac
wszystkie te informacje, wysnuto hipotezg, ze wplyw SphK1 i 2 na regulacje poziomu S1P we krwi obwodowej jest
rézny, a przez to odmiennie bedg one wplywaty na zjawisko mobilizacji KKM/P czyli wyjscia tych komorek z niszy
szpikowej do krwi obwodowe;.

Dlatego celem obecnego projektu jest poréwnanie farmakologicznej mobilizacji KKM/P u myszy z niedoborem
SphK1 oraz SphK2. Uzyskane wyniki mogg rozszerzy¢ wiedze na temat retencji tych komorek w mikro§rodowisku
szpiku komorkowego oraz stanowi¢ baze dla dalszych, bardziej szczegdtowych eksperymentow.

Lepsza znajomos$¢ czynnikow (np. S1P) i zjawisk zwigzanych z migracjg KKM/P ze szpiku do krwi obwodowej po
podaniu czynnikow mobilizujacych, ma kluczowe znaczenie w optymalizacji wynikow klinicznych zwigzanych z
terapiami opartymi na KKM/P, wykorzystywanymi w walce z wieloma chorobami hematologicznymi.
Doswiadczenia zostang przeprowadzone na myszach typu knock-out z defektem kinazy sfingozyny typu 1 (SphK1-
KO) i 2 (SphK2-KO) oraz myszy WT - grupa kontrolna.

Zostanie dokonane oznaczenie parametrow hematologicznych myszy w stanie fizjologicznym. W 2 etapie badan
zostanie zaindukowana mobilizacja KKM/P u zwierzat doswiadczalnych za pomoca czynnikiem stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF) lub antagonistag CXCR4 (AMD3100). Po ich wstrzyknieciu, zostanie pobrana
krew z zyly gléwnej do analizy hematologicznej, cytometrycznej oraz testow klonogennych.

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 srodki farmakologiczne, uniedogodnieniem bgda natomiast drogi
podawania srodkow — podskdrnie i dootrzewnowe wstrzyknigcia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zaplanowano wykorzystanie zwierzat z gatunku Mus musculus w liczbie 72:

1. Szczep: C57BL/6J — 24 szt.
2. Szczep: B6N.129S6-Sphk1t™mRlP/) — 24s7t.
3. Szczep: B6N.12956-Sphk2t™RP/) — 24s7t.

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, stem cell trafficking, sphingosine kinase knock-out mice.

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



Plan przediozonego doswiadczenia obejmuje zagadnienia zwigzane z rozwojem wiedzy na temat bioaktywnego
lipidu jakim jest sfingozyno-1 fosforan. Jego chemotaktyczne wtasciwosci, zostaly scharakteryzowane przez nasz
zespoél, a obecny projekt ma na celu poszerzenie wiedzy w tym zakresie. Doswiadczenia przeprowadzone do tej
pory wykazaty odmienny wptyw SphK1 i SphK2 na poziom S1P we krwi obwodowej. Zaobserwowano takze wplyw
S1P na wszczepienie i zasiedlania KKM/P w organizmie.

Zastapienie

Model zwierzecy szczepow myszy SphK1 oraz SphK2 zostat wybrany do zaplanowanego do$wiadczenia ze wzgledu
na swoja uzyteczno$¢ w badaniach zwigzanych ze sfingozyno 1-fosforanem. Na etapie badan podstawowych jest
to najlepszy materiat do badan in vivo. Z uwagi na ztozonos¢ ukladu krwiotwdrczego, szeregu zjawisk oraz ilosci
czynnikdw majacych wplyw na farmakologiczng mobilizacje KKM/P z niszy szpikowej do krwi obwodowej,
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 narzgdzi pozwalajacych oszacowac liczebno$¢ grupy w doswiadczeniu planowane jest zbadanie
Iacznie 72 osobnikow uwzgledniajac przy tym dwukrotne powtorzenie eksperymentu (wymog statystyczny) w celu
wykluczenia mozliwosci bledu lub przypadkowego (losowego) otrzymania wynikdw. Jest to najmniejsza liczba
zwierzat jaka mozemy uzy¢ celem prawidlowego przeprowadzenia doswiadczenia.

Udoskonalenie

W celu zapewnienia jak najwyzszego dobrostanu zwierzat, wykonanie do$wiadczenia oraz opieka nad nimi
zostanie zapewniona przez personel majacy duze doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami. Zastosowane
indywidualnie wentylowane klatki o powierzchni ~500cm2 zapewniaja komfort przestrzenny zwierzgtom.

Nasz zespot posiada znaczne doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami, wigczajac w to szczep myszy SphK1-KO oraz
SphK2-KO, a wszystkie procedury zostaly zaplanowane na podstawie uzyskanej przez nas dotychczas wiedzy
wyniesionej z eksperymentow przeprowadzonych z przesztosci tak, aby ryzyko niepowodzenia i koniecznosci
powtarzania wnioskowanego doswiadczenia zostato zminimalizowane. W trakcie u§miercania zwierzat zostanie
wykorzystana ksylazyna/ketamina, aby jak najbardziej zredukowac stres i bol myszy.

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

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




