NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: ,,Zalezno$¢ miedzy syntezg NAD, metylacja nikotynamidu a sirtuinami w

srédbtonku naczyniowym”

2.Czas trwania projektu: 3 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy, dysfunkcja

srodbtonka, sirtuina 1, N-metylotransferaza nikotynamidu
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych)

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 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.

Srédblonek naczyniowy jest najbardziej wewnetrzna warstwa wyscielajaca naczynia krwionosne, a utrzymanie $rodblonka
we wlhasciwej funkcji jest kluczowe dla zdrowia catego uktadu sercowo-naczyniowego. Jednym z czynnikow wptywajacych
na $rodbtonek jest dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy (NAD), wazna czasteczka biorgca udzial w reakcjach
bioenergetycznych. Jest rowniez wykorzystywana przez sirtuiny aktywujgce mechanizmy przeciwzapalne. NAD,
produkowany z mononukleotydu nikotynamidu (NMN) i rybozydu nikotynamidu (NR), w toku zuzycia jest rozktadany do
nikotynamidu, ktoéry jest ponownie wykorzystywany do syntezy NAD, lub w polaczeniu z reszta metylowa tworzy 1-
metylnikotynamid (MNA) w reakcji katalizowanej przez N-metylotransferazg nikotynamidu (NNMT). Przez dlugi czas rola
MNA byta nieznana, niedawno stwierdzono zalezno$¢ migdzy NNMT, MNA i sirtuinami, gdzie MNA uwalniany przez

NNMT wptywat korzystnie na aktywno$c¢ i stabilno$¢ sirtuin.




Niniejszy projekt skupia si¢ na zaleznosciach migdzy synteza NAD, aktywnoscia NNMT i wptywem sirtuin na $roédbtonek
naczyniowy. Zgodnie z hipoteza, rownowaga i zalezno$¢ miedzy produkcja NAD z NMN lub NR a metylacja nikotynamidu
sa konieczne to zachowania aktywnos$ci sirtuiny 1, uruchamiajacej mechanizmy przeciwzapalne w przebiegu dysfunkcji
srodbtonka.

Do zbadania w/w zalezno$ci niezbedne s3 mysie modele niedoboru NAD, ktore traktowane beda substratami NAD oraz
inhibitorami NAD, NNMT i SIRT1. Przeprowadzona bedzie analiza znacznikéw dysfunkcji §rodbtonka w aorcie i osoczu,
pomiar rozkurczu aorty zalezny od $rodbtonka, a takze zalezny od NNMT efekt na aktywnos$¢ sirtuin. Badania, wymagajace
pobrania probek biologicznych beda miaty charakter terminalny. Projekt pozwoli na zbadanie mechanizmoéw dziatania NMN
i NR na $rodblonek, co moze mie¢ w przysztosci zastosowanie w terapii chorob uktadu sercowo-naczyniowego za pomoca

fatwo przyswajalnych substratoéw NAD.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus): 300 myszy.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt dokonano przegladu pi$miennictwa w temetyce wniosku, korzystajac z bazy danych Pubmed,
wpisujac stowa kluczowe: ,,nicotinamide riboside”, ,nicotinamide mononucleotide” i ,,cardiovascular system”. Uzyskane
dane wskazaty na korzystny wptyw NMN na naczynia mézgowe w mysich modelach starzejacych si¢ zwierzat. Podawanie
NR zwickszalo przezywalno$¢ szczuréw po indukcji sepsy. Badania na makrofagach suplementowanych NR wykazaty
zmniejszong produkcje wolnych rodnikéw przez te komorki. NR i NMN efektywnie zwigkszaty stezenie NAD u ludzi i
myszy. Brak jest danych dotyczacych efektow diugotrwalej suplementacji NMN i NR na $rédbtonek naczyniowy i
specyficzne dla niego parametry; tlenku azotu, endotelialnej syntazy tlenku azotu, trombomoduliny (CD141) oraz
prostacykliny (PGI2), stanowigcych czynniki przeciwzapalne i przeciwzakrzepowe, wptywajace na homeostaz¢ uktadu
sercowo-naczyniowego. Nieznany jest poziom aktywnosci i ekspresji N-metylotransferazy nikotynamidu (NNMT) u zwierzat

przyjmujacych NMN lub NR, jak rowniez aktywnos¢ SIRT1.

Zasada zastapienia: Badania z wykorzystaniem mysich modeli sg istotnym elementem umozliwiajacym zrozumienie
mechanizmow dysfunkcji §rodbtonka, stanowigcej podtoze wiekszosci chorob uktadu sercowo-naczyniowego. Wybrany mysi
model jest najlepiej nasladujgcym choroby uktadu krazenia typowe dla populacji ludzkiej, dzieki czemu stanowig podtoze do
tworzenia wielu zmodyfikowanych genetycznie modeli miazdzycy, dyslipidemii i nadci$nienia. Badania na modelu

zwierzecym stanowi niezbgdny wstep do opracowania skuteczniejszych metod leczenia chorob uktadu krazenia, u podstawy

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




ktorych lezy dysfunkcja $rodbtonka. Pozwola one na oszacowanie biodostgpnosci i skutecznosci testowanych substratow

NAD w ztozonym systemie fizjologicznym, ktory nie moze by¢ w petni zastgpiony przez hodowle komoérkowe.

Zasada ograniczenia: planujgc eksperyment, liczbe i dotkliwo$¢ procedur starano si¢ ograniczy¢ do niezbednego minimum
w celu zmniejszenia stresu zwierzat. Zrezygnowano z pomiaréw przezyciowych, pobierania krwi w trakcie eksperymentow i
pomp implantowanych, ograniczajac podawanie inhibitorow NNMT i SIRT1 do ostatniego tygodnia przed u$mierceniem.
Glowne pomiary zmiennych bgda przeprowadzane po u$mierceniu zwierzat, ex vivo. Liczebno$¢ grup zostata ograniczona do
warto$ci minimalnej, ktéra powinna jednak przynie$¢ wyniki istotne statystyczne. Dawki podawanych substancji zostaty

oszacowane na podstawie danych literaturowych.

Zasada udoskonalenia: zwierzeta beda przetrzymywane w klatkach o odpowiednio duzej ilo$ci przestrzeni, stale
wentylowanych filtrowanym powietrzem, wyposazonych w elementy redukujace stres (kryjowki, gryzaki), ze statym
dostepem do wody i karmy. Wykorzystane bgeda wyltacznie samice ze wzgledu na agresj¢ samcow wzgledem siebie, co
stanowitoby dodatkowe zrodto stresu. Procedury stosowane w projekcie sa mato ucigzliwe dla zwierzat i dotycza glownie
koncowego etapu eksperymentu. Projekt bedzie oparty o wieloparametryczne pomiary wykorzystujace liczne techniki i
zroznicowang metodyke: mikroskopie fluorescencyjng i konfokalng (obrazowanie $rédbtonka naczyniowego), Western-Blot
(analiza ekspresji enzymow szlaku syntezy NAD), chromatografi¢ potaczong ze spektroskopig masowa LC/MS/MS (pomiar

stezenia metabolitow NAD), miograf do badania czynnos$ci srodbtonka w izolowanych naczyniach, pomiary ELISA.

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

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




