NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanic mechanizmu naprawy uszkodzone] tkanki na modelu niedokrwiennej
koficzyny u myszy z wykorzystaniem ludzkich mezenchymalnych komdrek zrebu pochodzenia

thuszczowego.
2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): komorki mezenchymalue, niedokrwienna konezyna,

angiogeneza.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych): ... A ...

A, Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

(. Badania majgce na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywezych, pasz lub innych substangji lub
produktéw, lub badan ich jakosel, skutecznodei lub bezpieczefistwa stosowania

(3. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia fub doskoenalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslié cel naukowy lub edukacyjny do$wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowad u
wykorzystywanych zwierzat, i korzy$el, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Krytyczne niedokrwienie koficzyn jest zaawansowanym stadium choroby tetnic obwodowych, w kiore]
dochodzi do zwezenia oraz niedroznosci tetnic. U 25- 40% pacjentow z krytycznym niedokrwieniem
koficzyn dolnych wystepuje duze ryzyko amputacji koficzyny. Jedna z metod leczenia tej choroby jest
terapia wykorzystujgca komorki, ktore wydzielajg czynniki stymulujace powstawanie nowych naczyn
krwionosnych m.in. mezenchymalne komérki zrebu izolowane z tkanki ttuszezowej (ADSC).




Celem przedstawionego projektu jest wyjadnienie mechanizmu, naprawy uszkodzonego migénia myszy,
powstatego w wyniku podwiazania tetnicy udowej, przy udziale ludzkich mezenchymalnych komorek
zrebu pochodzenia thuszezowego (hADSC).

Komédrki hADSC wydzielaja szereg cytokin 1 czynnikoéw wzrostu, posiadaja wiasciwosci
immunoregulacyjne i proangiogenne. Dominujaca cytoking wydzielana przez te komorki jest
Interleukina 6 (IL-6). Uczestniczy ona w procesie przemiany (polaryzacji) makrofagéw (komorek
uktadu odpornosciowego) prozapalnych (M1) do przeciwzapalnych makrofagdw (M2) aktywujacych
procesy tworzenia nowych naczyn krwionosnych (angiogeneza). Makrofagi M2 biorg udzial w
hamowaniu reakcji zapalnej oraz inicjujg procesy naprawy tkanek.

Naszym zdaniem, naprawa uszkodzonej tkanki migdniowej przebiega wedhug nastegpujacego
mechanizmu. Wprowadzone komérki hADSC wydziclajg IL-6, Cytokina ta aktywuje makrofagi M2,
ktére sg odpowiedzialne za naprawe uszkodzonych tkanek jak réwniez powstawanie nowych naczyf
krwionosnych.

Aby potwierdzié to przypuszczenie zaplanowalismy kilka do$wiadczen. Jako model doswiadczalny
bedziemy wykorzystywaé myszy, ktérym w trakeie zabiegu chiturgicznego zamkniemy tetnicg udows i
w ten sposéb wywolamy niedokrwienie koficzyny. Nastgpnie do uszkodzonej konczyny podamy
komoérki mezenchymalne zrgbu pochodzenia thiszezowego hADSC.

Uzyskane przez nas wyniki moga stanowié podstawg do opracowania nowych, bardzie] skutecznych
metod feczenia krytycznego niedokrwienia koficzyn. Naszym zdaniem, szczegdlnie cenne mogg okazac
sie wyniki dotyczace przeksztalcenia makrofagéw M1 do makrofagbw M2 pod wplywem IL-6,
poniewaz mogg one zostaé roéwniez wykorzystane w  opracowaniu nowych  strategii
przeciwnowotworowych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu wykorzystana zostanie mysz domowa (Mus musculus);
szczep C37BL/ONCIL - 125 myszy,
szczep NOD.CB17-rkdescid/NerCrl — 10 myszy




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENTA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istnicjaca wiedzg¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych: PUBMED oraz Google Scholar. Na podstawie przeszukania istniejace;
literatury, stwierdzono ze brak jest dostepnych danych dotyczacych wptywu I1L-6 wydzielangj przez
komérki mezenchymalne zrebu pochodzenia thuszezowego na makrofagi M1 w kontekscie naprawy
uszkodzonych tanek. Uzyskane z proponowanego projektu wyniki mogg stanowi¢ podstawg do
opracowania nowych, bardziej skutecznych metod leczenia krytycznego niedokrwienia koficzyn jak
réwniez nowych strategii przeciwnowotworowych.

Przygotowujac doswiadczenie uwzgledniono zasade zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R):

1) Zaproponowane przez nas badania, ze wzgledu na ich ztozonos¢ oraz cele jakie chcemy osiagna¢, nie
mozna wykonaé na hodowlach tkankowych in vitro. Nie istniejg réwniez Zadne inne metody
alternatywne. Jedynie na modelu zwierzecym jesteSmy wstanie uzyska¢ stan niedokrwienia konezyny
podobny do stanu obserwowanego u chorych.

2) Do$wiadczenia zaplanowane w projekcie zostaty w taki sposéb zaprojektowane aby ograniczy¢ do
minimum liczbe zwierzat, przy jednoczesnym zachowaniu istotnosci statystycznej uzyskanych
wynikow. Przewidziane procedury bedg prowadzone w taki sposéb aby po ich zakoficzeniu uzyskac
maksymalna liczbe wynikéw. Specjalnie do przediozonego projektu zostaly opracowane nowe techniki
analizy immunohistochemicznej pozwalajace na oznaczenie kilku antygendw jednoczednie. Pobrany
materiat tkankowy, od usmierconych zwierzat po zakoficzeniu do§wiadczenia, zostanie w odpowiednich
warunkach zamrozony a nastepnie przechowywany w temp. -80%C. Dzieki temu, w razie koniecznosci
wykonania dodatkowych analiz zostanie ponownie uzyty, bez Kkoniecznodci przeprowadzenia
do$wiadczenia z uzyciem dodatkowych zwierzat.

3) Doswiadczenie, ktére planujemy przeprowadzié, zostato przez nas zaplanowane w taki sposéb, aby
do minimum ograniczyé bol i stres mysz. Myszy beda trzymane w indywidualnie wentylowanych
klatkach, w odpowiedniej dla nich temperaturze i wilgotnodci. Ich stan bedzie monitorowany przez
wykwalifikowany personel oraz otoczone beda opicka weterynaryjng (siedem dni w tygodniu). W
klatkach ze wzgledéw bezpieczefistwa (zapobieganie walki samcéw) przebywaé bedzie tylko jedno
zwierze. Klatki sa zbudowane z przeZroczystego poliweglanu, co umozliwi zwierzgtom kontakt
wzrokowy. Myszy beda miala catodobowy dostgp do $wiezej wody i specjalistycznej paszy. W celu
wzbogacenia $rodowiska w klatkach oprocz podstawowej, niepylacej, chionnej osikowej scidtki bedzie
réwniez $cidtka przeznaczona do budowy gniazd. W pomieszczeniu hodowlanym bedzie zachowany 12

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




godzinny cykl dobowy $wiatta (dzien/noc). Zwierzgta przez caly czas trwania procedury bedg

zabezpieczone Srodkami przeciwbdlowymi. W razie stwierdzenia nieodwracalnych zmian chorobowych

powodujacych u myszy np. zaburzenia w poruszaniu sig, przyjmowaniu jedzenia i picia doswiadczenie
zostanie przerwane a zwierze zostanie humanitarnie usmiercone.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna

[l TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
0 NIE




