NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt Udzial limfocytow T i monocytow w produkcji prozapalnej cytokiny TNF-alfa w

modelu zapalenia mi¢$nia sercowego
2.Czas trwania projektu 20.07.2017 — 31.12.2020

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) zapalenie migs$nia sercowego, TNF-alfa, limfocyty T, zapalne

komorki mieloidalne
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 produktow leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u

wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stéw, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Prozapalna cytokina TNF-alfa odgrywa wazng role w aktywacji srodbtonka, ktora umozliwia wniknigcie
komorek zapalnych do tkanki i powstania stanu zapalnego. Celem tego projektu jest zidentyfikowanie
udziatu limfocytow T oraz komorek mieloidalnych (monocytow) w powstawaniu zapalenia poprzez
produkcje prozapalnej cytokiny TNF-alfa w modelu eksperymentalnym autoimmunologicznego
zapalenia mig$nia sercowego (ang. experimental autoimmune myocarditis - EAM). Model ten polega na
immunizacji myszy (poprzez podskorng iniekcje, ktora wywoluje reakcje immunologiczng) peptydem
specyficznym dla migénia sercowego skutkujacym zapaleniem mig$nia sercowego. W tym modelu beda
uzyte specjalne transgeniczne myszy nie produkujagce TNF-alfa odpowiednio w linii limfoidalnej T lub
mieloidalnej. Celem doswiadczen jest oznaczenie i charakterystyka stopnia rozwoju stanu zapalnego w
sercu ktore pozwoli na okreslenie wptywu TNF-alfa produkowanego przez limfocyty T jak i przez
komorki mieloidalne na rozwoj choroby. Ponadto projekt zaktada badania interakcji komorek zapalnych
(izolowanych z serca w stanie zapalnym) z komoérkami $rodbtonka w modelu in vitro Zrozumienie
mechanizmoéw patofizjologicznych jest niezbedne do opracowania skutecznej terapii chroniacej przed
konsekwencjami zapalenia migsnia sercowego czyli pozapalnym zwidknieniem, ktére u ludzi prowadzi
do przedwczesnej $mierci.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W badaniach zostang uzyte nastepujace myszy na tle genetycznym BALB/c:

1) CD4-Cre x TNFa-fl/fl (n= 30), 2) LysM-Cre x TNFa-fl/fl (n= 30), 3) TNFa-fl/fl (n= 60), 4) BALB/c
(dzikie) (n=30)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

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

Wykorzystatlam/em stowa kluczowe:

Experimental autoimmune myocarditis/ TNF-alpha/ CD4 T cells/ inflammation/ CD4-Cre

LysM-Cre/ TNF-alpha-floxed mice/ cardiac microvascular endothelial cells

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: zablokowanie TNF-alfa (przy uzyciu
przeciwcial neutralizujacych), chroni przed rozwojem choroby w modelu EAM. Ponadto wykazano, ze
stosowanie Infliximabu (czyli przeciwciata neutralizujagcego dziatanie TNF-alpha, ktore jest w uzyciu klinicznym
przy leczeniu m.in. chordb o podtozu autoimmunologicznym) u pacjentow z niewydolnoscia serca nie przyniosto
oczekiwanych wynikow, a w niektorych przypadkach spowodowato pogorszenie si¢ ich stanu zdrowia.

B. Brak jest danych ktore jednoznacznie pozwolityby wskaza¢ ktoéry komponent uktadu immunologicznego
odpowiada za prozapalne dziatanie TNF-alpha w mig¢$niowce serca.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: stwierdzenie kiedy i ktore komorki produkujg
prozapalny TNF-alfa przyczyniajacy si¢ do rozwoju choroby. Wyniki te rzucg S$wiatlo na przyczyny
niepowodzenia terapii Infliximabunem u pacjentéw z chorobami serca i pozwolg okresli¢c warunki w ktorych
terapie przeciwcytokinowe moga by¢ potencjalnie niebezpieczne. Zaproponowane systemy Cre-loxP sg obecnie
najbardziej metodologicznie zaawansowanym systemem to tego typu badan, ktdore w sposob bardzo precyzyjny
wylaczaja produkcje TNF-alfa w wybranych typach komoérek. W naszej opinii przeprowadzenie tego typu
eksperymentow i opublikowanie danych pozwoli na precyzyjne okreslenie roli TNF-alfa w roznych fazach
choroby (ze wzgledu na roézng aktywno$¢ limfocytow T i monocytow w poszczegdlnych fazach choroby).
Pozwoli to na pelniejsze zrozumienie patofizjologii zapalenia migs$nia sercowego, ktore jest niezbedne do
zaprojektowania skutecznych terapii celowych.

Zastapienie: Uzycie mysiego modelu zwierzecego jest konieczne poniewaz nie istnieja alternatywne modele (np.
in vitro, czy in silico, lub modele oparte o zwierzeta bgdace na nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego)
pozwalajace uzyska¢ odpowiedz na zadane pytania badawcze. W naszej opinii potencjalne korzysci naukowe i
spoteczne wynikajgce z proponowanych badan w pelni uzasadniaja wykorzystanie w nich zwierzat
doswiadczalnych.

Ograniczenie: Proponowana liczba zwierzat jest minimalng liczba przy ktorej jesteSmy w stanie w sposob
wiarygodny odpowiedzie¢ na zadane pytania badawcze.

Udoskonalenie: Uzycie modelu EAM pozwala na zastapienie indukcji zapalenia mig§nia sercowego przy uzyciu
wirusow kardiotropowych, ktére powodujg znacznie dotkliwszy przebieg choroby i ktére sg patogenne takze dla
czlowieka.

Ponadto, uzycie systeméw Cre-loxP pozwala na zastgpienie modelu transplantacji szpiku kostnego, ktory wigze
si¢ z duzym stresem dla zwierzecia oraz ryzykiem $mierci w przypadku niewtasciwego postgpowania.

Uzycie myszy na tle genetycznym BALB/c pozwala na ograniczenie dotkliwosci ze wzgledu na rozwoj
umiarkowanej formy choroby.

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




