NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt: ,,Rola ukladu odpornosciowego i tkanki okolonaczyniowej w
patogenezie nadcis$nienia tetniczego — mechanizmy i mozliwosci terapeutyczne”

2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Limfocyty T pamigci, nadci$nienie tetnicze, mir214, kinaza
sfingozyny 1, okotonaczyniowy stan zapalny

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

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku

. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $srodkéw spozywcezych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

.Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia
kompetencji zawodowych
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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.

Gléwnym celem proponowanego projektu jest poznanie mechanizméw, poprzez ktére kinaza sfingozyny 1,
mikroRNA 214, IL15ra oraz limfocyty T pamieci wpltywaja na modulacje eksperymentalnego nadci$nienia
tetniczego. Ponadto projekt ma na celu ustalenie roli IL15, mir214 oraz kinazy sfingozyny w indukcji limfocytow
T pamigci pod wpltywem dziatania czynnikoOw pro-nadci$nieniowych, a takze ich roli w patomechanizmie
nadcis$nienia tgtniczego i okotonaczyniowego stanu zapalnego. Planowane jest rowniez podawanie przeciwcial
monoklonalnych w celu poznania roli cytokin w rozwoju pamigci immunologicznej, jak réwniez ich wptyw na
inne parametry uktadu immunologicznego bedacych nastepstwem nadci$nienia tgtniczego.

W badaniach przy uzyciu cytometrii przeplywowej zostanie oceniony udziat limfocytow T i B, komoérek NK,
makrofagdw w mediacji okolonaczyniowego stanu zapalnego towarzyszacego indukcji nadcis$nienia tetniczego.
Ponadto, zbadanych zostanie szereg markeréw pro-zapalnych na powierzchni rezydujacych w tkankach oraz
krazacych limfocytow T, jak rowniez wybrane cytokiny o charakterze pro- i przeciwzapalnym. Zbadany zostanie
poziom limfocytéw T pamigci na podstawie markerow (CCR7, CD62L, CD44, CD103, CD69). Duze i oporowe
naczynia krwiono$ne zostang przeanalizowane pod katem potencjalu skurczowego oraz rozkurczowego przy
uzyciu tazni narzgdowej. Przy uzyciu chemiluminescencji zbadany zostanie stres oksydacyjny w naczyniach
krwiono$nych. Natomiast ekspresja szeregu genow istotnych dla nadcis$nienia tetniczego i stanu zapalnego
0znaczona zostanie z wykorzystaniem metod biologii molekularnej (QPCR).

Wyniki uzyskane dzigki przeprowadzeniu zaplanowanych procedur pozwolg na okreslenie okotonaczyniowego
stanu zapalnego, stresu oksydacyjnego, dysfunkcji naczyn krwionosnych oraz poziomu cis$nienia tetniczego krwi
u myszy pozbawionych gendéw kodujacych IL15ra, CDS, mir214 oraz sphkl. Pozwoli to na poznanie nowych
immunologicznych mechanizmoéw nadci$nienie tetniczego, jak roéwniez nowych mozliwych aspektow
terapeutycznych np. poprzez modulacje poziomu cytokin prozapalnych.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu beda wykorzystane:
I.  myszy dzikie (szczepy C57BL6) — 92 szt.
I[l.  myszy CD8KO (B6.129S2-Cd8atm1Mak/J) — 12 szt.
Il myszy B6;129X1-1115ratm1Ama/J — 48 szt.
IV.  myszy B6129SF2/J (stanowiace kontrolg do myszy B6;129X1-1115ratm1Ama/J) — 48 szt.
V.  myszy Sphkl KO (B6N.129S6-Sphk1™""/J) — 12 szt.
VI myszy Mir214 KO - 12 szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejacg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazie Pubmed. Wykorzystatem stowa kluczowe takie jak ,,angiotensin II”, ,,mouse”, ,hypertension”, ,,Sphk1”,
,»mir214” 1L15”, IL15ra”, ,,T cell”, ,,CD8+ cell”, czy ,,memory T cell”. Na podstawie przeszukania istniejacej
literatury, stwierdzam, ze badania na mysim modelu nadci$nienia indukowanego angiotensyna II sa
standardowym modelem badania tej choroby zardwno w szczepach myszy dzikich jak i myszy typu knockout.
Brak jest natomiast danych na temat wplywu delecji IL-15ra na rozw6j nadcis$nienia tetniczego. Uzyskanie
danych

z proponowanego projektu pozwoli na rozwini¢cie poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku mechanizméw
rozwoju nadci$nienia indukowanego angiotensyng II w kontekscie roli komoérek pamieci uktadu
immunologicznego. Jak rowniez brak jest danych dotyczacych roli mir214, IL15ra oraz sphkl w tworzeniu
limfocytow T pamigci zaleznej od czynnikéw pro-nadci$nieniowych.

Mysi model nadcisnienia indukowanego angiotensyng II Iub noradrenaling jest uznanym i powszechnie
stosowanym modelem badawczym tej choroby. W odroznieniu od np. hodowli komérkowych in vitro pozwala
on na zbadanie jednoczesnie wielu organéw dotknigtych dysfunkcja spowodowang czynnikiem
nadci$nieniowym

per se i wysokim ci$nieniem (nerki, naczynia krwionosne, okolonaczyniowa tkanka tluszczowa), a takze
zaleznosci obserwowanych zmian w roznych tkankach wzgledem siebie. Ponadto, ze wzgledu na idee badania
limfocytoéw T infiltrujacych okotonaczyniowe tkanki thuszczowe i inne organy docelowe nie jest mozliwe uzycie
komercyjnych linii komérkowych badz zastgpienie zwierzat kontrolowanym uktadem in vitro.

Badania prowadzone w naszym laboratorium wskazuja, ze obserwacja dyskretnych, jednak statystycznie
znaczacych zmian, na poziomie 15mmHg, w ci$nieniu skurczowym krwi pomigdzy np. myszami dzikimi

a myszami typu knockout wymaga uzycia okoto 10-20 myszy w kazdej grupie badawczej. Dwu lub trzykrotne
powtorzenie danego doswiadczenia jest niezbgdne do wyciagniecia miarodajnych wnioskow nt. obserwowanych
zmian. Ograniczona ilo$¢ badanych organow oraz fakt, Zze poszczegdlne organy mysie stuza do przeprowadzenia
czesto wielu eksperymentéw (badanie poziomu RNA, biatka, poziomu produkcji wolnych rodnikdéw, naciekow
zapalnych czy funkcji naczyniowej ex vivo) powoduje, ze dana procedura moze by¢ przeprowadzona
wielokrotnie, aby mozna przeprowadzi¢ wszystkie niezbedne eksperymenty.

Réwniez z uwagi na fakt, ze zaproponowane w eksperymentach myszy pozbawione limfocytow CD8 oraz
receptora dla IL15 wyprowadzone zostaly z rdéznych szczepéw myszy nie jesteSmy w stanie zastosowac jednej
wspolnej kontroli w zaplanowanych eksperymentach.

Zwierzgta beda przebywaly w zwierzetarni o standardzie SPF (ang. specific pathogen free), co zapewnia
odpowiednie warunki hodowli zwierzat. Pomiar ci$nienia t¢tniczego, a takze dootrzewnowe podanie
rekombinowanych biatek powoduja niewielki dystres u zwierzat, a dawki uzytych substancji sa zgodne z
danymi literaturowymi potwierdzajagcymi zasadno$¢ przeprowadzenia takich dos$wiadczen. Wszczepieniu
minipomp osmotycznych towarzysza odpowiednie $rodki znieczulajgce jak i przeciwbdlowe. Doswiadczenie
naszego zespolu w przeprowadzaniu tej czynno$ci, jak i odpowiednio dobrany czas i dawka substancji
indukujacej nadci$nienie dodatkowo skracaja czas operacji, a co za tym idzie cierpienie zwierzat do minimum.

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




