NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: ,,Rola wybranych procesoéw patofizjologicznych w niewydolnosci serca z zachowana

frakcja wyrzutowa (HFpEF)”.
2. Czas trwania projektu: 36 miesiecy

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): HFpEF, modele zwierzgce, procesy patofizjologiczne,

biomarkery.
4. 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 sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkdéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, skutecznos$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

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

Celem projektu jest poszerzenie wiedzy na temat patofizjologii niewydolnosci serca z zachowang frakcja wyrzutowsa (feart
failure with perserved ejection fraction - HFpEF). Badania maja charakter translacyjny (kategoria B, podkategoria c -
zaburzenia uktadu sercowo-naczyniowego u cztowieka). HFpEF jest jednym z najwazniejszych problemoéw wspotczesnej
kardiologii, poniewaz nadal nie wypracowano skutecznego leku w tym schorzeniu. Obecnie funkcjonuje kilka mysich modeli

HFpEF, gdzie w wyniku zréznicowanych proceséw patologicznych dochodzi do rozwoju wspdlnego fenotypu HFpEF.

Aktualnie uwaza sig, ze dysfunkcja srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) peni centralng rolg w patofizjologii HFpEF.
Podczas dysfunkcji eNOS dochodzi do niedoboru tlenku azotu (NO) oraz do nadmiernej produkcji wolnych rodnikéw
tlenowych (ROS) i do aktywacji stanu zapalnego (SZ) w uktadzie sercowo-naczyniowym. Ponadto wiele innych procesow
patofizjologicznych tj.: aktywacja uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAA), infiltracja mig$nia sercowego przez

leukocyty (iL), zaawansowane koncowe produkty glikacji (AGEs), toksyny (Tx) mogg niezaleznie prowadzi¢ do rozwoju




HFpEF. Niestety wptyw innych czynnikow na rozwo6j HFpEF nie zostat zbadany.

W pracy tej zostang zbadane 4 klasyczne modele mysiego HFpEF, ktére odnosza si¢ to najczestszych procesow
patofizjologicznych u ludzi. Poréwnanie wplywu czynnikoéw sprawczych HFpEF tj.: ROS, SZ, RAA, iL, AGEs, Tx na
proponowane przez nas biomarkery HFpEF pozwoli nam zbada¢ jak silnie dany proces patofizjologiczny przyczynia si¢ do
rozwoju HFpEF. Dlatego chcieliby$my zbada¢ u myszy rozwijajacych HFpEF nastgpujace parametry: mechaniczna funkcja
serca, gestos¢ ptuc, zdolno$¢ do wykonywania wysitku fizycznego, molekularne biomarkery HFpEF w osoczu i w miokardium,
molekularne wyktadniki stresu oksydacyjnego oraz stanu zapalnego we krwi i w komoérkach miokardium, aktywno$é

mitochondriow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu wezmie udziat 81 myszy (Mus musculus).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA!

Zastapienie: Na chwile obecng nie istnieje model niewydolnosci serca, ktory mogiby w najblizszym czasie zastapi¢ model
zwierzgcy. Pierwszym problemem jest niemoznos$¢ utrzymania pracujacego ex vivo serca przez okres dtuzszy niz kilka dni.
W tak krotkim okresie nie moze rozwina¢ si¢ niewydolnosci serca, nawet jezeli symuluje si¢ zaburzenia hemodynamiczne.
Proces ten moze zaj$¢ tylko w zywym organizmie zwierzgcym. Drugi problem badan zwigzany z biochemig niewydolnego
serca polega na tym, ze chociaz dysponujemy tkankami ludzkimi uzyskanymi od biorcéw 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 pacjentdow, raz z powoddw etycznych, dwa — na 0got na wezesnym etapie rozwoju choroby pacjenci
nie sg zdiagnozowani. Zdefiniowany model zwierzecy taki jak wymienione w procedurach 4-7, pozwala na probe okreslenia
roli r6znych proceséw patofizjologicznych w rozwoju HFpEF. Przeglad pi$miennictwa w bazie PUBMED pokazal, ze nauka
obecnie nie dysponuje wystarczajacg wiedza na temat. Wyszukiwanie na podstawie stow kluczy (comparison) AND (hfpef
mice models) wykazato brak prac ktore poréwnuja modele HFpEF do siebie. Chcieliby$Smy podkreslié, ze tylko w taki sposob
mozna wykaza¢ najwazniejsze mechanizmy tej choroby. Wyszukiwanie w bazie danych PUBMED stow kluczy tj.:
((biomarkers) AND (translational)) AND (hfpef mice models) réwniez nie wykazato zadnych prac z zakresu poréwnania
biomarkeré6w pomig¢dzy modelami mysimi a HFpEF u ludzi. Wykazanie wspolnego biomarkera HFpEF dla myszy i ludzi jest

kluczowe w kontekscie translacji wynikow zwierzecych na wyniki leczenia HFpEF u ludzi.

Ograniczenie: Starano si¢ w sposob maksymalny ograniczy¢ liczbe zwierzat poprzez skalkulowanie ich liczby z uzyciem
metod statystycznych. Do prognozowania wielkos$ci grup wykorzystano zmienno$¢ parametru echokardiograficznego E/e’
(wykazuje najwigkszg zmienno$¢ sposrdéd wszystkich parametrow w doswiadczeniu), ktory jest wskaznikiem funkcji

rozkurczowej serca, gdzie zmiennosci wewnatrzgrupowe mierzone odchyleniem standardowym ksztattuja si¢ w granicach

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




10%. Ze wzgledu na konstrukcje doswiadczenia (4 modele HFpEF i 3 grupy kontrolne), zaktadamy ze do oceny istotnosci
statystycznej migdzy grupami zostanie wykorzystana jedno- i wieloczynnikowa analiza wariancji. Przy zatozeniu
wykorzystania 7 grup do$§wiadczalnych, oczekiwanej roznicy $rednich migdzy grupami wynoszacej ~20%, mocy testu na
poziomie co najmniej 0,80 oraz poziomie istotnosci réznic miedzy $rednimi a=0.05, grupy nie powinny by¢ mniejsze niz 12
zwierzat (SigmaPlot 11.0). Ze wzgledu na bezpieczenstwo doswiadczenia (ryzyko wzrostu zmienno$ci wewnatrzgrupowej,
badz tez wykluczenia zwierzgcia z doswiadczenia) oraz grupowe rozmieszczenie myszy w klatkach (po 4 zwierzeta w klatce)
zwigkszono liczebnos¢ do 16 zwierzat w kazdej grupie, w ktorej bedzie wykonywana interwencja w celu wytworzenia HFpEF
(4 grupy po 16 myszy - tacznie 64 myszy). Grupy kontrolne beda mniej liczne ze wzglgdu na mniejsza zmienno$é

wewnatrzgrupowa. Liczebnosc w kazdej grupie kontrolne Z1€ wynosia 8 zwierzat U 0O & MySzy — myszy).
atrzgrupowg. Liczebnos$¢ w kazdej grupie k Inej bedzie wynosita 8 zwierzat (3 grupy po 8 myszy — 24 myszy)

Doskonalenie: Zamiast indukcji nadci$nienia tetniczego metodami chirurgicznymi polegajacymi na torakotomii i podwigzaniu
aorty piersiowej lub jednostronnej nefrektomii, zdecydowano si¢ na modele ograniczajace odczuwanie bolu czy stresu przez
zwierzeta. Modele takie jak opisane w procedurze 4 i 7 sg zupehie nieinwazyjnymi modelami HFpEF. Model DOCA opisany
w procedurze nr 5 przewiduje podskérne wszczepienie pelety (tabletki) w celu rownomiernego uwalniania substancji aktywne;j.
Dzigki takiemu podejéciu unikniemy codziennych dootrzewnowych iniekcji tej substancji. Model opisany w procedurze nr 6
przewiduje cykliczne podania dootrzewnowych iniekcji doksorubicyny przez 5 kolejnych tygodni i jest modelem HFpEF
wtornym do cyklicznie podawanej chemioterapii. Wszystkie ww modele skutkuja rozwinigciem si¢ niewydolno$¢ serca
o identycznym morfologicznym fenotypie HFpEF i odnosza si¢ do roznych procesow patofizjologicznych, ktore maja miejsce
u ludzi. Dzieki zastosowaniu ww modeli ograniczymy wszelkie procedury inwazyjne jedynie do podskérnych implantacji pelet
oraz do iniekcji dootrzewnowych, ktore sa typowymi zabiegami podczas doswiadczen na myszach. Do oceny niewydolno$ci
zastosowane zostanie USG ze specjalnie dedykowang glowica do badania matych gryzoni. Badanie bedzie wykonywane przez
osobg, ktora przeszia szkolenie w osrodku, w ktorym od wiele lat utrzymywane sg zwierz¢ta do badania energetyki
mitochondriow. Pomimo niemoznosci uzyskania niektorych danych uznano, ze dla poprawy komfortu zwierzat zachowany
zostanie chow grupowy. Wszystkie metody badawcze zastosowane w procedurach zostaty wybrane tak, aby ograniczaty do
minimum albo eliminowaty bol, cierpienie, dystres oraz mozliwo$¢ trwatego uszkodzenia organizmu zwierzat. Aparatura
badawcza wykorzystana w projekcie stanowi obecnie w Polsce najnowocze$niejsze stanowisko do przeprowadzania
doswiadczen w zakresie kardiologii eksperymentalnej. Wniosek ten oparty jest o wnikliwag analize pi$miennictwa i wszelkich

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

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

2Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




