NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Badanie wplywu plytek krwi na funkcje wydzielnicze wysp trzustkowych
2.Czas trwania projektu 5 lat
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) cukrzyca, plytki krwi, komérki f, insulina

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m o O

. Badania w celu opracowania i produkcji produktéow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

o

. 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Sekrecja insuliny oraz rozwdj komorek B trzustki kontrolowane sa przez dostarczanie sktadnikow
odzywczych, centralny uktad nerwowy oraz wydzielane hormony. Ptytki krwi przechowujg w swoich
ziarenkach biatka, aminy 1 puryny, ktére wydzielaja pod wptywem aktywacji. Zaobserwowano, iz myszy
z defektami w funkcjonowaniu ptytek krwi wykazuja obnizong tolerancj¢ glukozy, dlatego tez postawiono
hipotezg, 1z obnizona reaktywno$¢ plytek krwi prowadzi do uposledzenia zdolno$ci wydzielniczych

komorek [ trzustki.

W celu okreslenia zaleznosci pomigdzy aktywacja plytek krwi a tolerancjg na glukoze, wykorzystane
zostang myszy z genetycznymi defektami w aktywacji i degranulacji ptytek: myszy z globalnym nokautem
genu Unc13d, Gp6 lub Nbeal2, a takze myszy z tkankowo specyficznym podwdjnym nokautem Gaq i




Gal3 w ptytkach krwi. Wykorzystanie wyzej wymienionych zwierzat, a takze modelu farmakologicznego
z uzyciem Clopidogrel’u, pozwoli na zbadanie mechanizmu poprzez ktory ptytki krwi reguluja sekrecje

insuliny, co w przyszto$ci moze przyczynic¢ si¢ do rozwoju terapii przeciwko cukrzycy.

W eksperymencie 1. zwierzeta beda karmione standardowa dieta laboratoryjng oraz dieta wzbogacong w
thuszcz. W trakcie trwania eksperymentu myszom bedzie podawany supernatant znad aktywowanych
ptytek myszy typu dzikiego lub aminy wydzielane przez plytki. Aby sprawdzi¢ czy podane substancje
zmienig metabolizm myszy, przeprowadzone zostang: test tolerancji glukozy, test wrazliwo$ci na insuling,
okreslanie poziomu insuliny oraz amin stymulowanych glukoza. Test tolerancji glukozy oraz okres$lanie
poziomu insuliny i amin stymulowanych glukoza beda poprzedzane catonocnym glodzeniem (16h).

Natomiast test wrazliwosci na insuling bedzie poprzedzony 6 h glodzeniem zwierzat.

W celu badania wptywu ptytek krwi na rozwdj cukrzycy przeprowadzone zostang eksperymenty 2 i 3, w
ktorym myszom zostanie podana streptozotocyna, jednorazowo (eksperyment 2) oraz wielokrotnie
(eksperyment 3), prowadzaca do rozwoju cukrzycy. Podczas trwania eksperymentu 2. i 3.

przeprowadzony zostanie test tolerancji glukozy oraz okreslanie poziomu insuliny stymulowanej glukoza.

Wybrane tkanki oraz krew beda pobierane po wczesniejszym usmierceniu zwierzat. Planowane

procedury wykorzystania zwierzat zaliczane sa do umiarkowanej kategorii dotkliwosci.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

‘Mysz domowa: 2240 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'*

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




Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedz¢ dotyczaca zagadnienia
przedstawionego we wniosku badawczym, w takich dostepnych bazach danych jak: PUBMED; Google

Scholar oraz ScienceDirect.

Wykorzystane zostaty takie stowa kluczowe jak: diabetes / B-cell failure / platelets / glucose tolerance /
amines / serotonin / tyramine / B-phenyletylamine / GP6 / Nbeal2 / Unc13d / Gaq / Gal3 / insulin

secretion / Clopidogrel.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze brak jest danych naukowych

dotyczacych roli ptytek krwi w regulacji funkcji wydzielniczej trzustki.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmow
regulujacych proces sekrecji insuliny w odpowiedzi na glukozg, rozwdj nietolerancji glukozy oraz
cukrzycy. Na podstawie wynikow zaplanowanych eksperymentow bedzie mozna lepiej zrozumied
zalezno$ci pomiedzy poziomem reaktywnosci ptytek krwi a wrazliwo$cig tkanek obwodowych na
insuling oraz funkcjonowaniem komoérek  w stanie fizjologicznym i w cukrzycy typu 2. Co wigcej,
badania te przyczynig si¢ do zidentyfikowania potencjalnych efektéw ubocznych Cropidogrel’u jako
leku powszechnie uzywanego klinicznie w odniesieniu do réznych aspektow zespotu metabolicznego i

cukrzycy.

W niniejszym wniosku wnosimy o liczebno$¢ zwierzat wynoszaca 20 zwierzat/grupe eksperymentalng.
Jest to minimalna i1lo$¢ zwierzat pozwalajaca na uzyskanie odpowiedniej ilo§ci materiatu do badan celem
przeprowadzenia kompletnego zestawu zaplanowanych analiz oraz statystycznej wiarygodnos$ci
wynikow. Niemniej jednak, jezeli uzyskamy odpowiednig ilo§¢ materiatu do analiz badZz uzyskamy
wystarczajacg ilo$¢ danych eksperymentalnych przy uzyciu mniejszej liczby myszy, to pozostate

zwierzeta nie zostang przez nas wykorzystane.

W zaplanowanym projekcie istnieje szereg doswiadczen/analiz, do ktorych nie beda wykorzystane
zwierzeta. Dotychczas przeprowadziliSmy szereg do§wiadczen na modelach in vitro, tj. na stabilnych
liniach komorek B trzustki: MIN6 oraz INS1. Uzyskane wyniki wykazaty, ze supernatant znad
aktywowanych ptytek powoduje wzrost sekrecji insuliny przez komorki INS1 oraz MIN6 [dane
nieopublikowane]. Poza tym, rownocze$nie z badaniami na zwierz¢tach kontynuowane beda dalsze

badania z uzyciem modeli in vitro.




Jednakze nalezy zwroci¢ uwage, ze badania z wykorzystaniem linii komoérkowych nie odzwierciedlajg
pelnego tla metabolicznego organizmu oraz interakcji miedzy réznymi rodzajami komorek w tkankach 1
narzadach, niezb¢dnego dla prawidlowego przebiegu procesow fizjologicznych i biochemicznych. Co
wigcej, linie komorkowe charakteryzuja si¢ odmiennym profilem genowym oraz biatkowym od tkanek. Z
tego wzgledu uzyskane w doswiadczeniach in vitro wyniki mogg okazac si¢ specyficzne wytacznie dla
testowanej linii komérkowej i nie beda opisywac trafnie badanych przez nas zaburzen metabolicznych.
Poniewaz celem naszych badan jest zbadanie interakcji pomigdzy plytkami krwi a trzustkg wykorzystanie
zwierzat laboratoryjnych wydaje si¢ konieczne. W celu minimalizacji stresu u wykorzystanych zwierzat,

przewiduje si¢ odpowiedni czas rekonwalescencji po poszczegolnych testach metabolicznych.

Opisane przez nas modele myszy charakteryzuja si¢ obnizong krzepliwoscia krwi, co jednak nie powinno
wplynag¢ negatywnie na ich codzienne funkcjonowanie. Dodatkowo zwierzeta beda codziennie
monitorowane pod katem szybkiego wykrycia ewentualnych osobniczych zadrapan/zranien, ktore
moglyby powodowaé ewentualny dystres. Dlatego tez myszy, u ktoérych rany zostang wykryte, beda
niezwlocznie wylaczone z eksperymentu. Co wigcej, jezeli ktérakolwiek z planowanych procedur
spowoduje niepokojace objawy u zwierzat, zostanie wezwany weterynarz aby zbada¢ myszy, a

eksperyment zostanie przerwany.

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

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. dodwiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




