NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu Rola deaminazy AMP i wplyw zahamowania jej aktywnosci na funkcjonowanie mitochondriow w
eksperymentalnym niedotlenieniu i niewydolnosci serca

2. Czas trwania projektu marzec 2019- marzec 2021

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): AMP-activated protein Kinase signal transduction; coronary atherosclerosis;
genetic polymorphisms; metabolism, AMP deaminase, hypoxia .

4.

5. 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 poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony §rodowiska 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 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.

Badania analizujgce zwigzek miedzy réznorodnos$cig genetyczng u ludzi, a chorobami serca wykazaty, ze pacjenci z
mutacja genu AMPD1 radza sobie lepiej z niewydolnoscia serca i chorobg niedokrwienng. Prowadzone dotychczas badania,
ktére probowaly ustali¢c mechanizm wykazaty, ze aktywnos$¢ enzymu deaminazy AMP jest zmniejszona w sercu, co powoduje
zwickszong produkcje adenozyny, ktora chroni serce przed uszkodzeniem. Ponadto stwierdzono, ze aktywowany jest inny
enzym: kinaza biatkowa regulowana przez AMP, jednak rola tej zmiany nie jest znana. Kinaza biatkowa regulowana przez
AMP kontroluje przemiany energii w sercu i innych narzadach. Kluczowym elementem przemian energetycznych jest funkcja
wewnatrzkomorkowych organelli nazywanych mitochondriami. Projekt ten zbada w jaki sposob funkcjonowanie
mitochondridow zmienia si¢ w sercu, gdy aktywno$¢ deaminazy AMP jest zmniejszona w niewydolnym sercu lub gdy
ograniczona jest dostepno$¢ tlenu. Badanie to bedzie prowadzone z zastosowaniem genetycznie zmodyfikowanych myszy,
ktorych serca sa szczegdlnie wrazliwe na uszkodzenie podczas ograniczonego zaopatrzenia w tlen (ApoE-/-LDLr-/-). U myszy

ApoE-/-LDLr-/-AMPD-/-CRE+ wprowadzono takze kolejna modyfikacje: usuniecie genu deaminazy AMP, podobnie do



sytuacji wystepujacej u ludzi z mutacja AMPDI1. Eksperymenty z tymi myszami ujawnia, czy mitochondria rzeczywiscie
funkcjonuja lepiej, jesli rozwinie si¢ choroba serca w sytuacji gdy nizsza jest aktywnos$¢ deaminazy AMP. Takie analizy nie s
mozliwe bezposrednio u ludzi. Druga cz¢s$¢ projektu przetestuje inhibitory deaminazy AMP, ktore niedawno staly si¢ dostgpne
i sg potencjalnymi kandydatami do stosowania jako leki w chorobach uktadu krazenia. Eksperymenty prowadzone beda z
zastosowaniem myszy ApoE-/-LDLr-/-oraz myszach z wrodzong niewydolno$cig serca (Tgaqg*44). Ten projekt dostarczy
nowych waznych informacji na temat mechanizmu choréb serca i sposobdéw ich zapobiegania. Wyniki tego projektu pomoga
znalez¢ nowe leki mozliwe do zastosowane w chorobach serca.

Poréwnanie zmian metabolizmu nukleotydow i funkcji mitochondriow wykonane bedzie w eksperymentalnym modelu
niedotlenionego serca u myszy ApoE-/-LDLr-/-AMPD-/-CRE+, ApoE-/-LDLr-/- oraz AMPD-/-CRE+. W drugim etapie
eksperymentow planuje sie wykonanie farmakologicznego modelu inhibicji deaminazy AMP u myszy ApoE-/-LDLr-/- i
Tgaq*44. Do kazdej z grup badanych, zaprojektowano odpowiednia grupe kontrolng ztozong z myszy typu dzikiego
C57BL/6. Badania zaplanowane w projekcie maja charakter badan translacyjnych, stanowia one oryginalne prace
badawcze majace na celu przede wszystkim zdobywanie nowej wiedzy w tematyce, z ktora zwiazany jest projekt.
Realizacja projektu moze znaczaco przyczyni¢ sie do poszerzenia wiedzy z zakresu patologii niewydolnosci serca.

Uzyskane wyniki moga poméc w zastosowaniu nowych lekéw u pacjentéw z niewydolnoscia serca.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Ocena rozwoju niewydolno$ci serca oraz jej wptywu na zmiany metabolizmu nukleotydow na jej przebieg zostanie
zbadana in vivo z uzyciem myszy genetycznie zmodyfikowanych ApoE-/-LDLr-/-AMPD-/-CRE+, ApoE-/-LDLr-/-,
AMPD-/-CRE+ i Tgaq*44. Grupy kontrolne bedg stanowi¢ myszy nieobcigzone modyfikacjg, zastosowane zostang myszy
typu dzikiego C57BL/6, poniewaz to stado jest powszechnie wykorzystywane do modyfikacji genetycznych. Lacznie
uzytych zostanie 168 myszy.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

Zastapienie: Na chwile obecng nie istnieje model rozwoju niedotlenienia i niewydolnosci serca, ktory mogtby w
najblizszym czasie zastapi¢ model zwierzgey. Pierwszym problemem jest niemozno$¢ utrzymania pracujacego serca
przez okres dtuzszy niz kilka dni. W tak krotkim okresie serce z nie moze rozwina¢ niewydolnosci nawet jezeli
symuluje si¢ zaburzenia hemodynamiczne. Proces ten moze zajs¢ tylko w zywym organizmie zwierzecym. Drugi
Problem badan zwigzany z biochemia niewydolnego i niedotlenionego serca polega na tym, ze chociaz dysponujemy
tkankami ludzkimi uzyskanymi od biorcéOw po przeszczepach, to w ten sposob uzyskana tkanka nie dostarcza
informacji o drodze na jakiej doszto do rozwoju niewydolnosci. Niestety nie ma mozliwosci pobrania takich probek
od pacjentow, raz z powodoéw etycznych, dwa — na ogo6t na wczesnym etapie rozwoju choroby pacjenci nie s3

zdiagnozowani. Zdefiniowany model zwierzecy taki jak myszy ApoE-/-LDLr-/-AMPD-/-CRE+, ApoE-/-LDLr-/-,



AMPD-/-CRE+ i Tgog*44, pozwala na probe okreslenia roli nukleotydéw, przemian energetycznych i funkcji
mitochondriow we wszystkich fazach rozwoju niedotlenienia i niewydolnosci serca. Przeglad pismiennictwa z
wykorzystaniem stéw kluczowych ,heart failure” AND ,,nucleotides” OR ,.heart failure” AND mitochondria OR
AMPD w bazie PUBMED pokazal, ze nauka obecnie nie dysponuje wiedzg na temat przemian nukleotydow w sercu

rozwijajagcym niewydolnos$¢.

Ograniczenie: Starano si¢ w sposdb maksymalny ograniczy¢ liczbe zwierzat poprzez skalkulowanie ich liczby z

uzyciem metod statystycznych, co opisano szczegdtowo w czesci poswicconej Uzasadnieniu Wykorzystania Zwierzat.

Doskonalenie: Zamiast indukcji niewydolnosci metodami farmakologicznymi lub chirurgicznymi, co jest wyborem
tanszym, zdecydowano si¢ na model znacznie drozszy, oparty o zwierzeta rozwijajace spontanicznie niewydolnosé
serca, w sposob bardzo podobny tego obserwowanego u czlowieka lub pod wptywem oddychania powietrzem o
obnizonej zawartos$ci tlenu. Do oceny niewydolno$ci zastosowane zostanie EKG ze skonstruowang myszom elektoda
oraz USG ze specjalnie dedykowang glowica do badania matych gryzoni. Badanie bgdzie wykonywane przez osobg,
ktéra przeszta szkolenie w osrodku, w ktérym od wiele lat utrzymywane sa zwierzgta do badania energetyki
mitochondriéow. Pomimo niemozno$ci uzyskania niektorych danych uznano, ze dla poprawy komfortu zwierzat
zachowany zostanie chow grupowy. Wszystkie metody badawcze zastosowane w procedurach zostaty wybrane tak,
aby ograniczaty do minimum albo eliminowaly bol, cierpienie, dystres oraz mozliwos¢ trwatego uszkodzenia
organizmu zwierzat. Aparatura badawcza wykorzystana w projekcie to obecnie jeden z najnowoczesniejszych w
Polsce system chromatografii cieczowej sprzezony ze spektrometrem masowym i analizator metabolizmu
energetycznego komorek i mitochondriow Seahorse. Wniosek ten oparty jest o wnikliwa analiz¢ pismiennictwa i

wszelkich innych zrodet informacji, jak rowniez o wieloletnie doswiadczenie zespotu badawczego.

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



