NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu - Rola oksygenazy hemowej-1 w réznicowaniu kardiomiocytoéw z indukowanych

pluripotencjalnych komorek macierzystych (HOx-Card)

2.Czas trwania projektu — 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) HO-1, hiPSCs, pluripotencja

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 produktéw leczniczych, srodkéw 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 ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic 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 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem zgltaszanego projektu jest zbadanie roli oksygenazy hemowej-1 (HO-1), enzymu rozktadajacego
hem o wlasciwosciach przeciwutleniajagcych 1 przeciwzapalnych w réznicowaniu ludzkich
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (hiPSCs, ang. Human induced pluripotent
stem cells) do kardiomiocytow. W celu uzyskania ludzkich iPSC pozbawionych ekspresji badanego
enzymu zostanie uzyta metoda edytowania genomu CRISPR/Cas9 (ang. Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats). Bardzo wazng cz¢scig doswiadczen wykorzystujacych komorki
1PSCs jest ich doktadna charakterystyka, zwlaszcza potwierdzajaca ich pluripotencje, czyli zdolnos¢ do
réznicowania do wszystkich typow komoérek dorostego organizmu. Standardowym testem okreslajacym
taki potencjat jest test tworzenia potworniakow po podskérnym podaniu do myszy z uposledzonym

ukladem immunologicznym. W zglaszanym projekcie proponuje si¢ zbadanie zdolnosci tworzenia




potworniakoéw przez komorki hiPSCs: 1. Kontrolnych - HO-1+/+
2. Pozbawionych genu HO-1 - HO-1-/-

3. hiPSCs HO-1-/- z przywrocong za pomoca wektoréw lentiwirusowych ekspresjg formy
enzymatycznie aktywnej HO-1 - HO-1-/- + HO-1wt oraz form:

4. Enzymatycznie nieaktywnej - HO-1-/- + HO-1inactivated
5. Cytoplazmatycznej - HO-1-/- + HO-1cytoplasm

6. Mitochondrialnej - HO-1-/- + HO-1mitochondrial

7. Jadrowej - HO-1-/- + HO-1NLS

8. Jaderkowej - HO-1-/- + HO-1nuclear

9. Skroconej HO-1-/- + HO-1truncated

10. Kontrola dla linii hiPSC transdukowanych - hiPSC HO-1-/- transdukowane plazmidem pLV bez
wstawki HO-1-/- + pLVempty.

Komérki bedg podawane podskornie do grzbietu myszy NOD-SCID (pozbawionych limfocytow T, B

oraz NK) — procedura 1, czynno$¢ 2.

Guzy pobrane po eutanazji (procedura 1, czynno$¢ 3) zostang poddane analizie histologicznej w celu

okreslenia czy wystepuja w nich tkanki pochodzace ze wszystkich trzech listkow zarodkowych.

Otrzymane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia mechanizmow regulujacych proces

roznicowania hiPSCs do kardiomiocytow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Ze wzgledu na specyfike proponowanego doswiadczenia proponuje si¢ uzycie min. 5 myszy na kazda
grup¢ w celu otrzymania miarodajnych wynikéw. Dodatkowo zaklada si¢ przeprowadzenie
doswiadczenia na 3 réznych liniach hiPSC, co w sumie daje 150 myszy z uposledzonym uktadem

immunologicznym (szczep NOD-SCID)




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych: PUBMED; Google Scholar; ScienceDirect; Web of Science (JCR).

Wykorzystano stowa kluczowe:
Human induced pluripotent stem cells/teratoma formation assay/heme oxygenase-1/pluripotency

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzono, ze test tworzenia potworniakow jest

najlepsza dostepng metodg potwierdzania pluripotencjalnego fenotypu hiPSCs.
Zastosowanie 3R:

Replacement (zastgpienie): projekt koncentruje si¢ na sprawdzeniu pluripotencjalnego fenotypu hiPSCs,
ktére beda wykorzystywane do badania roli HO-1 w rozwoju ludzkich kardiomiocytow. Wymaga to
przeprowadzenia badan na zwierzgtach, gdyz test tworzenia potworniakdw jest najbardziej doktadng
metoda badania zdolnosci hiPSCs do rdéznicowania w komodrki pochodzace z trzech listkow
zarodkowych. Wykonanie tego typu do$wiadczen jest mozliwe jedynie w uktadzie in vivo, poniewaz
doswiadczenia in vitro nie pozwalaja na doktadne odtworzenie warunkow umozliwiajacych formowanie

si¢ w pelni zroznicowanych i strukturalnie zorganizowanych tkanek.

Reduction (ograniczenie): liczba zwierzat zostala ograniczona do minimalnej liczby potrzebnej do

uzyskania statystycznie istotnych wynikow;

Refinement (udoskonalenie): wykorzystywane zwierzeta sg utrzymywane w warunkach SPF, w
wentylowanych klatkach, a metody badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby
ograniczaty do minimum albo eliminowaty b6l i cierpienie. Przenoszenie oraz czynno$ci badawcze sa
prowadzone przez wyspecjalizowany personel. Opisane procedury tworzenia potworniakéw sg ogdlnie
przyjete na Swiecie 1 jednocze$nie pozwalaja na rzetelne pordOwnanie otrzymanych wynikéw

opublikowanych przez r6zne jednostki badawcze.




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

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

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



