NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt Pochodzenie fibroblastow w pozapalnym zwidknieniu migsnia sercowego w modelu

EAM
2.Czas trwania projektu 20.07.2017 — 31.12.2020

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) zapalenie migénia sercowego, zwioknienie, fibroblasty,

systemy reporterowe
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 sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw 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 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.

Zapalenie miesnia sercowego jest najczestszg przyczyng zwidknienia w sercu czyli nadmiernego nagromadzenia
komorek takich jak fibroblasty i miofibroblasty. W dtuzszym okresie czasu zwidknienie prowadzi do niewydolnos¢
serca. Celem tego projektu jest zidentyfikowanie zrédta komérkowego fibroblastéw i miofibroblastéw oraz badanie
roli wybranych sciezek sygnatowych w pozapalnym zwtdknieniu miesnia sercowego w modelu eksperymentalnym
autoimmunologicznego zapalenia miesnia sercowego. Model ten polega na immunizacji myszy (poprzez
podskérng iniekcje, ktéra wywotuje reakcje immunologiczng) peptydem specyficznym dla miesnia sercowego
skutkujgcym zapaleniem miednia sercowego, a po ustgpieniu ostrej fazy zapalenia prowadzgcym do
postepujgcego zwtdknienia — podobnie jak w rozwoju choroby u ludzi. Niektére zwierzeta wykazujg ostabiong
funkcjonalnos$é serca w koncowej fazie choroby (jednakze nie skutkujg Smiercig zwierzecia, ani nawet znaczgcym
obnizeniem aktywnosci). Osiggniecie zatozonego celu bedzie mozliwe dzieki uzyciu specjalnych transgenicznych
myszy, tzw. myszy reporterowych oraz nokautdw genowych. Efekty badania majg na celu miedzy innymi
przyczyni¢ sie do okreslenia celéow komdrkowych oraz molekularnych dla nowych terapii ukierunkowanych na
leczenie kardiomiopatii zapalnej. Zrozumienie mechanizmoéw patofizjologicznych oraz wytypowanie wtasciwych
celow jest niezbedne do opracowania skutecznych terapii chronigcych przed konsekwencjami zapalenia miesnia
sercowego czyli pozapalnym zwtdknieniem, ktére u ludzi prowadzi do przedwczesnej Smierci.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

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

1) Coll-GFP x aSMA-RFP (n=40), 2) LysM-Cre x YFP-fl/fl (n=40), 3) Cdh-Cre x YFP-fl/fl (n=40), 4) YFP-fl/fl
(n=40), 5) BALB/c (dzikie) (n=130), 6) Coll-GFP x aSMA-RFP x LysM-Cre x YFP-fl/fl (n=40), 7) Coll-GFP x aSMA-
RFP x Cdh-Cre x YFP-fl/fl (n=40), 8) ATR1-/- (n=30), 9) Rock1+/- (n=30), 10) LysM-Cre x Tgfbr2-fl/fl (n=30)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

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

Wykorzystatam/em stowa kluczowe:

Experimental autoimmune myocarditis/ fibroblast origin/ cell fate/ myofibroblasts/cardiac remodelling

cell tracking/reporter mice/ angiotensin Il receptor type I/Rho kinase I/Transforming growth factor receptor type 2
Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze:

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: istniejg rozne hipotezy (takze wzajemnie sie
wykluczajace) na temat pochodzenia fibroblastéw i miofibroblastow w pozapalnym zwidknieniu w miesniu
sercowym.

B. Brak jest danych ktére jednoznacznie pozwolityby wskazac¢ zrédto tych komaérek ze wzgledu na dotychczasowg
niedostepnos¢ odpowiednich narzedzi metodologicznych (myszy reporterowych na tle genetycznym
umozliwiajgcym wywotanie zapalenia migsnia sercowego).

C. Dotychczasowe wyniki wskazujg, ze TGF-B jest prawdopodobnie kluczowym czynnikiem aktywujgcym
posrednio liczne sciezki sygnatowe (takie jak Wnt-, Rho kinazo-, angiotensyna ll-, interleukina 1 receptor-zalezne
i inne). Jednakze rola ATR1, ROCK1 oraz TGFbR2 w komdrkach zapalnych pozostaje nieznana.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: jednoznaczne odpowiedzenie na pytanie o
pochodzenie fibroblastéw i miofibroblastéw w pozapalnym zwidknieniu w migéniu sercowym. Zaproponowane
systemy Cre-loxP sg obecnie najbardziej metodologicznie zaawansowanym systemem to tego typu badan, ktére
nie zakiécajg w istotny sposéb patofizjologii rozwoju choroby. W naszej opinii przeprowadzenie tego typu
eksperymentow i opublikowanie danych pozwoli na uciecie spekulacji oraz pozwoli w przysztosci unikngé badan
nie majagcych zwigzku z patofizjologig proceséw pozapalnego zwtdknienia miednia sercowego. Uzyskane dane
pozwolg takze na zrozumienie mechanizméw molekularnych w patologicznym zwtdknieniu miesnia sercowego, co
niewatpliwie przyczyni sie do stworzenia nowatorskich metod zapobiegajgcych rozwojowi choréb serca.
Zastagpienie: Uzycie mysiego modelu zwierzecego jest konieczne poniewaz nie istniejg alternatywne modele (np.
in vitro, czy in silico, lub modele oparte o zwierzeta bedgce na nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego)
pozwalajgce uzyskaé¢ odpowiedz na zadane pytania badawcze. W naszej opinii potencjalne korzysci naukowe i
spoteczne wynikajgce z proponowanych badan w petni uzasadniajg wykorzystanie w nich zwierzat
dos$wiadczalnych.

Ograniczenie: Proponowana liczba zwierzat jest minimalng liczbg przy ktérej jesteSmy w stanie w sposéb
wiarygodny odpowiedzie¢ na zadane pytania badawcze.

Udoskonalenie: Uzycie modelu EAM pozwala na zastgpienie indukcji zapalenia miesnia sercowego przy uzyciu
wiruséw kardiotropowych, ktére powodujg znacznie dotkliwszy przebieg choroby i ktére sg patogenne takze dla
cztowieka.

Ponadto, uzycie systeméw Cre-loxP pozwala na zastgpienie modelu transplantacji szpiku kostnego, ktory wigze
sie z duzym stresem dla zwierzecia oraz ryzykiem smierci w przypadku niewfasciwego postepowania.

Uzycie myszy na tle genetycznym BALB/c pozwala na ograniczenie dotkliwo$ci ze wzgledu na rozwdj

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




umiarkowanej formy choroby.




