NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projekt: Ocena hipotensyjnego i naczynioprotekcyjnego dzialania zwigzkow
zwiekszajacych biodostepnos¢ tlenku azotu w szczurzym modelu nadciSnienia
tetniczego krwi

1.Czas trwania projektu: 02.01.2017- 31.12.2017

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): dysfunkcja srodblonka, nadci$nienie, szczury, azotan (I111)

sodu, epikatechiny
3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) Badania podstawowe

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

Dysfunkcja $rodbtonka powigzana z uposledzeniem biodostgpnosci tlenku azotu (NO) stanowi
pierwotng przyczyne rozwoju wielu chorob sercowo-naczyniowych, w tym nadci$nienia tetniczego. Z
analizy danych dotyczacych mechanizmow patofizjologicznych dysfunkcji sroédblonka wynika, ze
podawanie kombinacji prekursorow tlenku azotu oraz antyoksydantdéw moze poprawi¢ biodostepnosé
NO, zahamowa¢ jego degradacje, a tym samym ograniczy¢ uposledzenie syntezy NO i poprawic
czynno$¢ srodbtonka naczyn krwiono$nych.

Celem projektu bedzie ocena addytywnego dziatania zwigzkow zwickszajacych biodostepnosé

NO: azotanu (IIl) sodu oraz epikatechin w szczurzym modelu nadci$nienia tetniczego krwi ze
szczegOlnym uwzglednieniem ich wiasciwosci hipotensyjnych i naczynioprotekcyjnych.



Wybér azotanu (I11) sodu, jako prekursora NO, zostal podyktowany rezultatami badania
pilotazowego, w ktorym wykazano jego wigksza efektywnos¢ w stosunku do azotanow (V) oraz L-
argininy. Z kolei na podstawie danych literaturowych wytypowano epikatechiny w postaci ekstraktu z
ziaren kakao, ktore wykazuja nie tylko dzialanie antoksydacyjne, ale rdwniez posiadaja wyrazny
potencjal naczynioprotekcyjny w konteks$cie roznych schorzen przebiegajacych z dysfunkcja
srddbtonka.

Zwierzeta zostang podzielone na grupy doswiadczalne, pozwalajace na okreslenie potencjatu
terapeutycznego preparatu kombinowanego. Efektywnos$¢ oraz addytywno$¢ dziatania kombinacji
zostanie oceniona na podstawie natychmiastowe] odpowiedzi (podanie ,,na ostro”) oraz terapii
dhlugotrwatej. W ramach cksperymentow zostanie wykonany szereg analiz oceniajagcych czynnosé
srodbtonka (parametry hemodynamiczne, biochemiczne i funkcjonalne) oraz status oksydacyjny.
Zastosowanie szerokiego spektrum analiz daje mozliwos$¢ peinej weryfikacji efektow oraz okreslenia
potencjalnych mechanizméw dziatania kombinacji badanych zwigzkow

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

1 szczur szczepu TGR(m-REN2)27
1 szczur szczepu SHRSP

20 szczuréw szczepu TGR(m-REN2)27 lub SHRSP

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Na podstawie obszernego przegladu literatury, stwierdzono, ze przedmiot niniejszego wniosku tj.
addytywnos$¢ w dzialaniu kombinacji prekursoréw tlenku azotu oraz antyoksydantéw (w tym przypadku
NaNO, oraz epikatechin) jest stabo poznany i posiada duzy potencjat aplikacyjny. Scharakteryzowanie
wlasciwosci naczynioprotekcyjnych substancji naturalnie wystepujacych w przyrodzie, jak réwniez
zdefiniowanie mechanizméow, wedlug ktorych dziatajg na patologicznie zmieniony $rodbtonek, wydaje
si¢ fundamentalne dla projektowania bardziej skutecznej profilaktyki i terapii.

Szczury sg jednym z podstawowych gatunkow zwierzat modelowych, powszechnie stosowanych w
badaniach mechanizmoéw i odpowiedzi organizmu na aplikowane substancje bioaktywne o potencjale
prozdrowotnym. Badania z wykorzystaniem modeli zwierzgecych stanowig istotny element badan

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




przedklinicznych, ktorych nie sag w stanie zastagpi¢ badania in vitro. Stopien skomplikowania procesow
metabolicznych przebiegajacych w organizmie uniemozliwia wykonanie tego typu eksperymentéw na
liniach komorkowych i hodowlanych, ktéore m.in. nie s3 w stanie uwzglgdni¢ komunikacji
mi¢dzykomorkowej 1 miedzynarzadowe;.

Dawki substancji aplikowanych zwierzetom (w mg/kg m.c./dobg) zostaly ustalone na podstawie danych
literaturowych oraz rezultatow wczes$niejszych badan wiasnych, co zaklada maksymalny efekt
terapeutyczny przy jednoczesnym braku skutkéw ubocznych np. wybrane stezenia NaNO; pozwalaja
uzyska¢ tagodny lub umiarkowany efekt hipotensyjny bez narazanie na zaburzenia pracy serca. Masa
ciata zwierzat bedzie regularnie monitorowana, co umozliwi precyzyjne dawkowanie substancji.

Czynnosci zaplanowane w doswiadczeniu, wedlug aktualnego stanu wiedzy, s mozliwie najmniej
dotkliwe dla zwierzat. W przypadku pojawienia si¢ alternatywnych procedur (zadowalajacych pod
wzgledem naukowym) o mniejszej dotkliwosci dla zwierzat, zastapig one procedury zaplanowane w
badaniu, z zastrzezeniem, ze nie bedzie to miato wptywu na jako$¢ wynikow.

Zastosowanie czujnikéw telemetrycznych oraz wielokrotne aplikowanie substancji u jednego osobnika
w eksperymencie z podaniem ,na ostro” pozwala na ograniczenie liczby zwierzat do niezbednego
minimum przy zachowaniu ilosci powtorzen umozliwiajacej opracowanie statystyczne i uzyskanie
wiarygodnych wynikéw. Dodatkowa zaleta stosowania czujnikéw telemetrycznych jest mozliwosé
gromadzenia danych bez zbgdnej ingerencji cztowieka 1 ograniczenie czynnika stresu do koniecznego
minimum.

Zaplanowana w procedurze 3 liczba zwierzat zostata ograniczona do warto$ci minimalnej zapewniajacej
uzyskanie rzetelnych wynikow. Ponadto, doswiadczenie zostato tak zaprojektowane, aby umozliwié
wykonanie uzupehiajgcych sie analiz z uzyciem tego samego materialu badawczego (np. 0socze, aorta)
oraz uzyskanie komplementarnych danych. Przeznaczenie 6 osobnikow w grupie do badan daje
pewnos¢, ze uzyskane wyniki beda mogty by¢ poddane testom 1 interpretacji statystyczne;.

W celu udoskonalenia warunkow bytowych zwierzat podczas prowadzenia eksperymentu, oprocz
zapewnienia podstawowych warunkow temperatury 1 wilgotnosci odpowiednich dla ich gatunku, kazda
z klatek dla zwierzat zostanie uzupelniona o drewniane gryzaki do S$cierania z¢bow oraz domki
wypoczynkowe.

Rezultaty niniejszego projektu, oprocz aspektu poznawczego, moga przyczyni¢ si¢ takze do
opracowania nowych strategii w prewencji i leczeniu patologii $roédbtonka naczyniowego W
nadci$nieniu tetniczym krwi.



