NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Makrofagi rezydujace w tkance w procesach przebudowy i regeneracji mig¢snia

sercowego. Rola oksygenazy hemowej-1.

2. Czas trwania projektu: 24 miesigce

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): oksygenaza hemowa-1, zawat serca, makrofagi tkankowe
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 $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 do§wiadczenia, 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.

W rozwinigtych krajach gléwna przyczyna $mierci sa choroby uktadu krazenia, z wiodaca pozycja choroby niedokrwiennej
serca (coronary artery disease, CAD). Istotnym elementem sprzyjajacym rozwojowi CAD sa nasilone procesy zapalne, ze
szczegolng rola monocytow i makrofagow. W planowanym doswiadczeniu pragniemy zbadaé role sercowych makrofagow
rezydujacych w tkance (tissue-resident macrophages, TRM) w procesach rozwoju i wygaszania odpowiedzi zapalnej po
uszkodzeniu serca oraz okreéli¢ ich znaczenie w procesach przebudowy i regeneracji migénia sercowego ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli oksygenazy hemowej-1 (HO-1), enzymu, ktory — miedzy innymi — petni istotng role w funkcjonowaniu
makrofagdéw, a jego zwickszona ekspresja zostata zauwazona podczas polaryzacji tych komorek do przeciwzapalnego,
naprawczego fenotypu (M2) z jednoczesnym zahamowaniem polaryzacji do fenotypu prozapalnego (M1). Celem
planowanych do$wiadczeniach jest okreslenie roli makrofagéw sercowych w zawale serca z uwzglednieniem roli HO-1.
Sadzimy, ze wyniki uzyskane w badaniach proponowanych w tym projekcie, pozwola lepiej zrozumie¢ funkcje populacji
sercowych makrofagéw tkankowych w procesach nastgpujacych po uszkodzeniu serca: rozwinigciu i wygaszaniu odpowiedzi

zapalnej, w przebudowie i regeneracji uszkodzonego mig¢snia sercowego. Poszerzanie wiedzy na temat patologii zawatu serca




jest nieodzowne dla opracowania nowych metod prewencji chorob serca, a takze regulowania odpowiedzi zapalnej w

leczeniu pacjentow cierpigcych na choroby serca.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy C57BL/6xFVB, 208 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Replacement (zastapienie): projekt koncentruje si¢ na komoérkach — makrofagach — obecnych w tkance migénia sercowego.
Wymaga to przeprowadzenia badan na zwierzetach, gdyz jedynie korzystanie z modeli in vivo umozliwi zbadanie
rzeczywistej funkcji i wlasciwosci tych komorek in situ. Wykonanie tego typu do$wiadczen jest niemozliwe w uktadzie in
vitro, poniewaz izolowane komorki, szczegolnie komérki o wyjatkowo ,,plastycznym” fenotypie, takie jak makrofagi moga
traci¢ istotne cechy w trakcie propagacji in vitro. Co wigcej, pragniemy skupi¢ si¢ nie tylko na makrofagach, ale takze ich
interakcjach z innymi komorkami obecnymi w migsniu sercowym, takimi jak komorki $rodblonka czy kardiomiocyty.
Planujemy wykorzysta¢ model zawatu serca indukowanego przez chirurgiczne podwiazanie te¢tnicy wiencowej. Jest to
uznany i powszechnie stosowany model choroby niedokrwiennej i zawatu serca. Procedura jest stosunkowo skomplikowana i
obcigza organizm, co niesie ryzyko pewnej $miertelnosci bedacej wynikiem samej procedury ($rednio 0-20% zwierzat).
Jednak zabieg zakonczony powodzeniem powigzany z odpowiednim zastosowaniem lekéw przeciwbolowych umozliwia
zwierzgtom normalnie funkcjonowanie. Badanie funkcji serca z wykorzystaniem ultrasonografu to bezinwazyjna i
bezbolesna metoda diagnostyczna. Dozylne podanie prawidlowo przygotowanych liposoméw zawierajacych klodronian
powoduje usunigcie makrofagow z tkanek zwierzgcia i nie stwarza bezposredniego zagrozenia dla zycia zwierzat. Jest to
dobrze opracowana metoda stosowana od wielu lat w laboratoriach (Epelman et al. Immunity, 2014). Zastosowanie inhibitora
CCR2 nie wptywa na dobrostan zwierzat (Lavine et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 2014). Dodatkowo w badaniu
wykorzystane zostang myszy transgeniczne z wyciszong ekspresja HO-1, co zastapi farmakologiczng inhibicje HO-1, ktora
ma ograniczong skutecznos$¢, wigze si¢ z wprowadzeniem dodatkowych procedur w do§wiadczeniu (m.in. kilkukrotnym
nastrzykiwaniem zwierzat). Materiat pobierany od zwierzat (serca, $ledziony oraz krew obwodowa) bedzie wykorzystany do
szeregu analiz (cytometria przeptywowa i oznaczenie liczebno$ci i fenotypu poszczegdlnych subpopolacji komodrek
prozapalnych, analizy histologiczne i immunohistochemicznej pozwalajgcej okresli¢ rozmiar blizny zawatowej, gestosé
naczyn krwiono$nych w migéniu sercowym, wielko§¢ przekroju naczyn, ilos¢ komorek apoptotycznych w migéniu
sercowym, przerost wtokien migsniowych, czy lokalizacj¢ makrofagdéw w okolicach blizny zawatowej. Tkanki bgda rowniez

udostepniane innym badaczom.

Reduction (ograniczenie): liczba zwierzat zostala ograniczona do minimalnej liczby potrzebnej do uzyskania statystycznie
istotnych wynikoéw; gdzie jest to mozliwe grupy sa ze soba taczone, co zwigksza ich liczebno$¢; zaplanowano analizy na

kilku poziomach — na poziomie organizmu, tkanek oraz na poziomie molekularnym. Kompleksowe podejscie do badan

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




pozwala na maksymalizacj¢ danych uzyskiwanych z kazdego zwierzgcia.

Refinement (udoskonalenie): wykorzystywane zwierzgta sa utrzymywane w warunkach SPF, w wentylowanych klatkach, a
metody badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo eliminowaty bol i
cierpienie. Wykorzystane zwierzeta bgda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla myszy, a metody badawcze
zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak aby ograniczy¢ do minimum bol i stres zwierzat. Przenoszenie oraz
czynnosci badawcze sa prowadzone przez wyspecjalizowany personel. Opisane procedury wywotania zawalu serca sa
ogolnie przyjete na $wiecie (patrz m.in. publikacje Meloni et al. Mol Ther., 2015; Avolio et al. Circ Res., 2015) i

jednoczesnie pozwalaja na rzetelne poréwnanie otrzymanych wynikow opublikowanych przez rézne jednostki badawcze.




