NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu ...Wptyw zwickszonej ekspresji oksygenazy hemowej-1 w komorkach

satelitarnych na patogeneze dystrofii migéniowej Duchenne’a w modelu mysim.
2. Czas trwania Projektu .24 MIBSIGCE. . ... .ovie ittt e e

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ........ dystrofia mig¢$niowa, oksygenaza hemowa-1,

komorki satelitarne

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia Kkategori¢ z ponizszych) ...A. Badania

podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawg 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 $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 doswiadczenia, 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.

Celem projektu jest zbadanie wptywu zwickszonej ekspresji oksygenazy hemowej-1 w komorkach
satelitarnych na patogeneze dystrofii miesniowej Duchenne'a (DMD) w modelu mysim.

Dystrofia migéniowa Duchenne’a (DMD — Duchenne muscular dystrophy) to nieuleczalna jak dotad
choroba genetyczna spowodowana brakiem funkcjonalnego biatka dystrofiny, spowodowanym mutacja
W jego genie, i objawia si¢ uszkodzeniem i degeneracja migsni szkieletowych. Komorki macierzyste
miesni szkieletowych tzw. komorki satelitarne odgrywaja kluczowsa role w regeneracji uszkodzonego
migsnia. Ich funkcjonowanie jest zaburzone w DMD. Dotychczasowe badania sugeruja protekcyjny
wpltyw oksygenazy hemowej-1 (HO-1, kodowanej przez gen Hmox1) na progresjc DMD u myszy.
Podwojne nokauty (Hmox1-/-mdx) wykazywaty ostabiong wydolnos¢ wysitkowa w poréwnaniu do
myszy mdx. Nasze badania dowodza obnizonej ekspresji Hmox1 w komoérkach satelitarnych i sugeruja
wptyw HO-1 na ich funkcje. W celu weryfikacji roli HO-1 w patogenezie DMD do badan uzyjemy




myszy mdx z indukowalng ekspresjg HO-1 w komorkach satelitarnych. Realizacja badan planowanych
we wniosku i uzyskane wyniki uzupetniag nasze wczesniejsze doswiadczenia i moga przyczynié si¢ do
lepszego zrozumienia patogenezy DMD, a tym samym maja potencjalne znaczenie praktyczne.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek zwierzat - Mysz domowa (Mus musculus)

Liczba zwierzat - 40, pte¢ zwierzat- samce

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

Zastosowanie zasad 3R:

Replace (zastapienie): zaplanowane badania nie moga zosta¢ przeprowadzone poza zywym
organizmem; W celu zbadania wptywu zwiekszonej ekspresji oksygenazy hemowej-1 w komorkach
satelitarnych na patogeneze dystrofii migsniowej Duchenne'a (DMD), konieczne jest uzycie modelu
zwierzecego. Myszy mdx, posiadajagce mutacje w genie dystrofiny, sg podstawowym modelem
patogenezy DMD, stosowanym rutynowo w tego typu badaniach. Aby odpowiedzie¢ na pytanie
dotyczace wplywu zwigkszonej ekspresji oksygenazy hemowej-1 w komorkach satelitarnych na
patogenez¢ DMD najlepszym rozwiazaniem jest uzycie szczepu myszy mdx z oflankowanym genem
oksygenazy hemowej-1 (HMOX1) wiaczonym do locus ROSA (KI - myszy knock-in) oraz poréwnanie
ich do odpowiednich kontroli. Zastosowanie systemu z indukowalng przez tamoksyfen ekspresja
rekombinazy Cre w komorkach satelitarnych (pod kontrola promotora Pax7) umozliwia
komorkowo-specyficzne zwiekszenie ekspresji oksygenazy hemowej-1 po podaniu tamoksyfenu.
Reduce (ograniczenie): liczba zwierzat zostata ograniczona do minimalnej liczby potrzebnej do
uzyskania statystycznie istotnych wynikéw. ktacznie do przeprowadzenia tego doswiadczenia
wykorzystamy 40 myszy (samcow). Planujemy wykorzysta¢ po 20 myszy na grupg — liczebnos¢ grup
ustalono w oparciu 0 nasze wczesniejsze doswiadczenie i szacunki statystyczne bioragc pod uwage
ewentualng koniecznos¢ wczesnego, humanitarnego zakonczenia procedury i usmiercenia myszy
zgodnie z punktem 10. wniosku oraz wydajnos¢ uzyskania nadekspresji HO-1 poprzez iniekcje
tamoksyfenem.

Taki rodzaj grup pozwoli na rzetelng weryfikacje wptywu zwigkszonej ekspresji HO-1 w komoérkach
satelitarnych na zdolnosci wysitkowe myszy dystroficznych i umozliwi przeprowadzenie dalszej,
kompleksowej analizy (analizy biochemiczne, histologiczne i immunohistochemiczne). Zaplanowano
analizy na kilku poziomach — na poziomie organizmu, tkanek oraz na poziomie molekularnym.
Kompleksowe podejscie do badan pozwala na maksymalizacje danych uzyskiwanych z kazdego
zwierzecia. Wszystkie myszy beda poddane testowi wysitkowemu na biezni i dokonujemy poréwnania
pomiedzy genotypami.

Refine (udoskonalenie): wykorzystywane zwierzeta s utrzymywane w warunkach SPF, w
wentylowanych klatkach, a metody badawcze zastosowane w procedurach zostaty wybrane tak, aby
ograniczaty do minimum albo eliminowaty boli cierpienie. Warunki zycia zwierzat doswiadczalnych,
przenoszenie oraz czynnosci badawcze sg prowadzone przez wyspecjalizowany personel. Badania beda
wykonywane metodami powszechnie stosowanymi w tej dziedzinie. Badania pobranego materiatu beda
wykonane nowoczesnymi metodami (analizy transkryptomu metoda sekwencjonowania nowej




| generacji, sortowanie komoérek pierwotnych, analizy cytometryczne).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna
= TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
. NIE



