NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Zastosowanie mezenchymalnych komorek zrebu pochodzacych z tkanki
thiszczowej oraz kardiomiocytéow pozyskanych na drodze roznicowania indukowanych

pluripotencjalnych komoérek macierzys_ty'chnw regeneracji uszkodzonego miegsnia sercowego”
2.Czas trwania projekfu: 5 lat.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): Adipose-derived Mesenchymal Stromal Cells / induced
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes / myocardial infarction in porcine model / intramyocardial

injection model in porcine
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): B

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 zwierzgt lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkeji prbduktc’)w leczniczych, srodkow spozywcezych, pasz lub innych substancji lub
produltéw, lub badan ich jakosei, skutecznodei fub bezpieczenstwa stosowania

(. 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 okreslié cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzydci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stoéw, tekst
musi byé zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem projektu jest zbadanie efektu zastosowania terapii komorkowej do regeneracji pozawatowego serca
$wini. Dotychezas atrakcyjne pod wzgledem terapeutycznym wydawaty sie komorki mezenchymalne zrgbu
izolowane z ludzkiej tjanki thuszczowej (ASC — ang. Adipose-tissue derived Mesenchymal Stromal Cells). Efektu
terapeutycznego komérek ASC upatrywano przede wszystkim w wydzielaniu czynnikow wzrostowych oraz
cytokin (substancji wplywajacych na dziatanie komoérki), ktore majg stymulowaé rézne procesy w organizmie

m.in. powstawanie nowych naczyfi, zmniejszenie wielkosci blizny pozawatowej, poprawg perfuzji migsnia




sercowego 1 w efekcie zwiekszenie frakeji wyrzutowej lewej komory serca.

Jednakze w ostatnich latach szczegdlna uwagg zwrc’)coho na wykorzystanie w terapii komérek zdolnych do
odtworzenia uszkodzonych kardiomiocytow. Ludzkie indukowane pluripotencjalne komérki macierzyste,
otrzymywane z tatwo dostgpnych -k@mérek somatycznych (np. _k_ofnérélg_krwi) wykazuja zdolno$é do wydajnego
réznicowania w kierunku lcafdiomioé:ytc’)w (hiPSCs-CM, ang,‘hiP_SC_s-‘derived cardiomyocytes). Dotychczasowe
badania przedkliniczne wykazalj-(, 7€ pddaﬁie hiPSCs-CM do. uszkodzonego zawalem migsnia sercowego
poprawia jego funkcjonowanie, niemniej dalsza optymalizacja fakiego podejécia terapeutycznego jest istotna ze
wzgledu ograniczona przezywalno§¢ hiPSCs-CM po podaniu. in vivo, co w konsekwencji zmniejsza mozliwosé

maksymalnego odtworzenia prawidlowo dziatajacej tkanki sercowej.

6.LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Swinia domowa (Sus scrofa domesticus), 30szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA!-

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono listnieja(cat Wiedzeg w zakresie objetym wnioskiem badawczym
w bazach danych: PUBMED; Google Scholar; ScienceDirect; Web of Science (JCR). Wykorzystano stowa
kluczowe: |
Mesenchymal stromal cells/ adipose tissue-derived stromal cells/ Myocardial infarction model in porcine/

intramyocardial injection model in porcine / human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes

Choroby ukiadu sercowo-naczyniowego stanowig glowng przyczyne zgonéw w panstwach rozwinigtych [1].
Wéréd nich szezegdlnie niebezpieczny dla pacjentéw jest zawal migénia sercowego, ktory moze prowadzi¢
do zaawansowane] kardiomiopatii niedokrwiennej. Pomimo rozwoju farmakologicznego leczenia przewlektej
niewydolnodei serca, w wielu przypadkach jedyng forme terapii tego schorzenia stanowi przeszczep serca.
Niemniej ze wzgledu na niedobér dawcéw istnieje ogromna potrzeba opracowania nowych metod
przywracajgcych prawidtowe funkcjonowanie migsnia sercowego [2]. W ostatnich latach szczegblng uwage

zwrécono w tym kontekgcie na wykorzystanie terapii komérkowej zakladajacej podanie do tkanki dotknigtej

! przy wypetnianiu wzorowac sig na instrukcji wypetniania wniasku W1 pun kt. 8




zawalem komérek zdolnych do odtworzenia uszkodzonych kardiomiocytéw badz tez zwigkszajacych jej
unaczynjenie. Wiekszos¢ badan w tym zakresie prowadzono dotychczas z wykotrzystaniem komérek izolowanych
ze szpiku kostnego w tym mezenchymalnych komorek stromalnych, wykorzystuje si¢ takze komorki ASC
izolowane z ttuszczu, niemniej ze wzgledu na ich brak zdolnodci do réznicowania w kierunku kardiomiocytow jak
i ograniczong przezywalno$é po podaniu in vivo, badania te nie doprowadzity

do opracowania skutecznej terapii zawatu serca i przewleldej niewydolnosci serca [3]. W przeciwienstwie do tych
populacji komérkowych, iPSCs wykazuja zdoinoéé do wydajnego réznicowania w kierunku kardiomiocytow.
Opublikowane dotychczas wyniki badafi przedklinicznych wykazaty poprawe funkcji objetego zawalem migénia
sercowego po implantacji hiPSCs-CM [4], niemniej dalsza optymalizacja takiego podejécia terapeutycznego jest
istotna ze wzgledu na ograniczong przezywalnodé hiPSCs-CM po podaniu in vivo, co w konsekwencji znmniejsza
mozliwoéé maksymalnego odtworzenia prawidtowo dzialajace] tkanki sercowej. Dodatkowo zastosowanie
tréjwymiarowego systemu mapowania elektroanatomicznego (oceny potencjatéw elektrycznych i kurczliwosc
réznicujgcych tkanke prawidiowa od blizny pozawatowej) NOGA XP pozwoli na oceng przestrzenna, elektryczng
i mechaniczng miokardium oraz mafoinwazyjne dostarczenie do serca komérek terapeutycznych, Wedhug nasze]
wicdzy badania z wykorzystaniem tego system Lo podania iPSC-CM nie byly dotychezas przeprowadzane.
Zastosowanie te] unikatowej technologii pozwoli na zdobycie umigjetnosei niezbednych w priyszios’ci do
stosowania podobnej strategii u pacjentow.

1. Cahill TJ, et al. Héart regeneration and repair after myocardial infarction: translational opportunities for nove!
therapeutics. Nat Rev Drug Discov. 2017 16, 699-717.

2. Laflamme MA, Murry CE. Heart regeneration. Nature, 2011 473, 326-335.

3. Langrzyk A, et al, Critical View on Mesenchymal Stromal Cells in Regenerative Medicine. Antioxid Redox
Signal, 2017

4, Gao, Ling, et al. "Large Cardiac Muscle Patches Engineered From Human Induced-Piuripotent Stem Cell-
Derived Cardiac Cells Improve Recovery From Myocardial Infarction in Swine." Circulation 137.16 (2018):
1712-1730.

1. Reduction-Ograniczenie: W projekcie liczba zwierzat zaplanowanych w doswiadczeniach jest uzasadniona ze

statystycznego punktu widzenia pozwalajgcege na uzyskanie wiarygodnych wynikow przeprowadzonego
eksperymentu. Uwzgledniona zostata moziiwa $miertelnodc zwierzat w wyniku indukceji zawatu a tym samym
minimalna liczba zwierzat niezbedna do przeprowadzenia poprawnych i wiarygodnych analiz statystycznych.
Dotychezasowe dos$wiadczenie zespofu, opanowanie techniki wywotywania zawatu w modelu $wifiskim oraz
podawania komérek ASC do migénia sercowego ma rowniez istotny wplyw na ograniczenie liczby
wykorzystanych zwierzat w projekcie. Dodatkowo analizy zaplanowano na kilku poziomach — na poziomie

organizmu, tkanek oraz na poziomie molekufarnym. Kompleksowe podejécie do badah pozwala




na maksymalizacje danych uzyskiwanych z kazdego zwierzgcia.

2. Replacement-Zastapienie: przedkiadany projekt koncentruje sie na sprawdzeniu potencjalu terapeutycznego

ASC oraz kardiomiocytéw uzyskanych z hiPSCs. Wymaga to przeprowadzenia badail na zwierzetach,
gdyz jedynie korzystanie z modeli in vivo umozliwi zbadanie przezywalnosci tych komérek po podaniu
do uszkodzonego miesnia sercowego oraz ich zdolnoé¢ do poprawy funkcji serca. Wykonanie tego typu
do$wiadczen jest mozliwe jedynie w uktadzie i vivo, poniewaz do§wiadczenia in vitro nie pozwalajg na doktadne
odtworzenie warunkéw charakterystycznych dla uszkodzonej zawalem tkanki sercowej, a jest toniezbgdne
dla prawidlowej oceny potencjalu terapeutycznego badanych komérek. Majac na uwadze doniesienia naukowe
w zakresic kardiologii wykazujace, iz model $wini domowe] jest najbardziej zblizony do ludzkiego organizmu
pod wzgledem anatomii ukfadu sercowo-naczyniowego, jego zastosowanie pozwoli na optymalne
przeprowadzenie badan zwigzanych z niedokrwieniem mieggnia sercowego. Jednoczednie jest to najbardziej
rozpowszechniony model niedokrwiennego uszkodzenia serca u duzych zwierzat. Obecnie nie stworzono modelu
in silico lub ex vivo, ktéry w odpowiednim stopniu mogiby odwzorowaé wplyw niedokrwienia miesnia sercowego
na parametry tkanki serca. Nie istnieje réwhiez inna mozliwosé skutecznego zbadania dziatania komérek ludzkich

w ukladzie in vive odzwierciedlajacym warunki zawalu serca, jak tylko poptzez podanie ich zwierzgtom.

3. Refinement- Udoskonalenie: Dodwiadczenia na modelu  $winskim zaplanowano w  taki sposob,

aby zmniejszy¢ do minimum liczbg wykorzystanych zw1erza,t Wszystkie procedury bedg przeprowadzane przez
sprawdzony i dobrze przeszkolony personel z wykorzystamem nowoczesnych metod badawczych
tj. tréjwymiarowy system mapowania clektroanatomicznego NOGA XP z mozliwoscia wprowadzenia do serca
komorek terapeutycznych za pomocg cewnika do iniekcji. Zastosowanie tego systemu pozwoli na kontrolowang
iniekcje komdrek zwigkszajac szanse na efektywno§¢ terapii poprzez ograniczenie utraty materialu biologicznego.
Procedury zostaly zaplanowane w taki sposéb, aby minimalizowaé i tagodzié bél oraz clerpienie podczas ich
wykonywania. Zwierzeta bgda przetrzymywane w rusztowyeh, bezéciotkowych kojeach dla zwierzat duzych w
zwierzetarni Kardio-Med Silesia. W pomieszczeniach dla $wif nie bedg znajdowad sie zwierzgta zadnego innego
gatunku i nie bedzie mozliwosci przedostania sie zapach6w innych zwietzat,

Dla zapewnienia potrzeb spolecznych zwierzat planuje sie przetrzymywanie 2 osobnikéw/ kojec. W kojcach
dla zwierzat dostgpne bedg gumowe zabawki, pitki, w celu urozmaicenia otoczenia. Zwierzeta bedg miaty staty
dostep do wody, bez ograniczef co do {lodci. Standardowa pasza bedzie podawana ad libifim. W dzien procedur
zabiegowych zwierzgta pozostana na czczo.

Wedlug potrzeb miejsca bytowania zwierzat beda myte i odkazane w celu utrzymania odpowiednich
warunkdw zoohigienicznych, Wszelkie procedury diagnostyczne oraz leczenic wykonywane beda w osobnym

pomieszczeniu, poza zasiggiem wzroku pozostatych zwierzat. Wykwalifikowany personel techniczny zapewni




codzienng kontrole stanu zdrowia zwierzat i utrzymanie ich dobrostanu. W zaleznosci od potrzeb stan zdrowia
zwierzat bedzie kontrolowany przez lekarza weterynarii. Dla zwierzat chorych przewidziane jest odrebne
pomieszczenie kwarantanny, a dla zwierzat po zabiegach w pefnym znieczuleniu wydzielone jest pomieszczenie

z kojcami i wyposazeniem umozliwiajacym monitoring parametrdw Zyciowych.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna®
TAK - napodstawie art. 53 ust. 1 ustawy
TAK - napodstawie art. 53 ust, 3 ustawy
NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokatna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach, Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.







