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A. Badania podstawowe

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Projekt dotyczy badan podstawowych. Celem naukowym do$wiadczenia jest weryfikacja hipotezy, ze
podawanie kwasu all-trans retinowego (atRA) moze powodowaé przeksztatcanie komorek tkanki
tluszczowej okolonaczyniowej (PVAT) z biatej (WAT) w brazowa tkanke¢ tluszczowa (BAT) i tym
samym modulowac profil adipokin - czgsteczek wydzielanych z tej tkanki. Dodatkowo zbadane zostang

mechanizmy, przez ktore adipokiny wydzielane z PVAT moga wptywa¢ na funkcjonowanie srédbtonka.

Miazdzyca postrzegana jest jako proces zapalny w blonie naczyn tetniczych, zapoczatkowany i
rozwijajacy si¢ pod wptywem hipercholesterolemii. Dzigki zwierzecemu modelowi miazdzycy - myszy
apo E-KO (apoE-knockout), u ktoérych nie syntetyzowana jest apolipoproteina E, badanie mechanizméw
patogenezy tej choroby stato si¢ tatwiejsze. PVAT wydziela adipocytokiny o wielokierunkowym
dziataniu, ktéore odgrywaja istotng role w funkcjonowaniu naczyn krwionosnych. Aktywacja BAT

wydaje si¢ by¢ obiecujacym srodkiem terapeutycznym w chorobach sercowo-naczyniowych.

Do badan zostang wykorzystane myszy ApoE i zwierzgta kontrolne. Zwierzgta z obu grup zostang

podzielone dodatkowo na takie, u ktorych wykonywana bedzie procedura 1 lub procedura 2.




W okresie aklimatyzacji wykonywana zostanie czynno$¢ 1. Czynnos¢ 2 bedzie wykonywana codziennie
przez okres 9 tygodni. Czynno$¢ 3 bedzie wykonywana codziennie po okresie aklimatyzacji przez 8
tygodni. Czynno$¢ 4 wykonana zostanie dwa razy: po okresie aklimatyzacji oraz po 8 tygodniach
podawania atRA. Po 9 tygodniach zwierzeta zostang usmiercone — czynno$¢ 5. Odpowiednie tkanki
zostang wypreparowane. Wykonane zostanie barwienie histochemiczne aorty oraz histoimmunologiczne
PVAT. Ponadto wykonana zostanie inkubacja PVAT w medium hodowlanym, gdzie oznaczone zostanie
stezenie peptydow. Wykonana zostanie hodowla komorek srodblonka, w ktorych oznaczone zostanie
stezenie, jak rowniez poziom mRNA peptydow. W medium hodowlanym oznaczone zostanie st¢zenie

peptydow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do$wiadczenie przeprowadzone zostanie na dwudziestu czterech 8-tygodnowych myszach ApoE
(B6.129P2-ApoEtm1Unc/J) oraz dwudziestu czterech C57BL/6J. Po okresie adaptacyjnym 7 dni, myszy

zostang podzielone losowo na cztery grupy:

1. grupa kontrolna- myszy C57BL/6J (n=12),

2. grupa kontrolna- myszy C57BL/6J + atRA (n = 12),
3. myszy apo E-KO (n=12),

4. myszy apo E-KO + atRA (n = 12).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy ,,Potencjalny wptyw kwasu retinowego na funkcje srodbtonka poprzez
zmiane fenotypu adipocytdéw i profilu adipokin wydzielanych z tkanki thuszczowej okotonaczyniowej w
mysim modelu miazdzycy”, sprawdzitam istniejagce publikacje w zakresie objetym wnioskiem
badawczym. Stwierdzitam, ze brak jest danych w zakresie przedstawionego projektu badawczego

korzystajac z baz danych: PubMed, EBSCO, Web of Science, Agricola, Health Source - Consumer

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




Edition przy wykorzystaniu stéw kluczowych: retinoic acid, adipokines, perivascular adipose tissue,

atherosclerosis.

Zasadniczym problemem badawczym podejmowanym w niniejszym projekcie bedzie okreslenie czy
podawanie kwasu all-trans retinowego (atRA) spowoduje przeksztatcenie adipocytow biatej tkanki
tluszczowej PVAT w brazowa tkanke thuszczowa oraz zmieni profil wydzielanych przez nig adipokin w
mysim modelu miazdzycy. Ponadto, zbadanie wplywu oraz mechanizmu dzialania substancji
wydzielanych przez PVAT na funkcjonowanie $rodbtonka u myszy Apo E-/-. Po wykryciu wielu
substancji wydzielanych przez adipocyty, PVAT uznawana jest za jeden z elementow uczestniczacych
W patogenezie szeregu chorob sercowo-naczyniowych zwigzanych z otyloscig. Regulowanie profilu
adipokin wydzielanych z PVAT moze postuzy¢ do opracowania strategii terapeutycznych.
Doktadniejsze zrozumienie dzialania atRA na PVAT jest wazne z punktu widzenia ich ewentualnego

wykorzystania w leczeniu czy profilaktyce miazdzycy.

Osiagnigcie powyzszego celu nie jest mozliwe bez wykorzystania zwierzat. Wybrano gatunek o
mozliwie najnizszym poziomie rozwoju. Zasad¢ redukcji realizuje si¢ poprzez wykorzystanie takiej
liczby zwierzat, ktora jest niezbedna do weryfikacji hipotezy, ze podawanie atRA moze powodowac
przeksztatcanie adipocytow PVAT z biatej tkanki tluszczowej w brazowa tkanke tluszczowg i tym
samym modulowa¢ profil adipokin wydzielanych z tej tkanki. Dodatkowo zweryfikowane zostang
mechanizmy, przez ktére adipokiny wydzielane z PVAT moga wplywac na funkcjonowanie srédbtonka
w mysim modelu miazdzycy. Ponadto pobrane i zamrozone zostang dodatkowe tkanki, ktore w

przysztosci postuza do dalszych analiz.

W celu poprawy dobrostanu zwierzat zastosowano: odpowiednie warunki bytowe dla myszy, handling,
wzbogacenia $rodowiska. Do do$§wiadczenia zamiast metalowych sondy dozoladkowe wykorzystane
zostang plastikowe, ktore minimalizuja ryzyko uszkodzenia organizmu oraz zapewniaja proste
rozwigzanie do podawania badanej substancji. Migkkie, zaprojektowane koncowki w ksztatcie kulki
pozwalaja zmniejszy¢ ryzyko przypadkowego umieszczenia w tchawicy 1 perforacji przetyku. Ponadto
wszystkie procedury bgeda wykonywane przez doswiadczony i przeszkolony zespot, ktory przygotuje
zwierzgta do technik eksperymentalnych, prawidlowo zaplanuje u$miercanie oraz w odpowiednich

przypadkach zastosuje protokot wezesniejszego humanitarnego u§miercenia.




