NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1.Tytut projektu: ,,”
2.Czas trwania projektu: 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): nadci$nienie te¢tnicze, mir-214, kinaza sfingozyny 1,

angiotensyna Il

4.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 produktéw leczniczych, srodkéw 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 okreslic 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.

Celem projektu jest poznanie mechanizmoéw, poprzez ktore kinaza sfingozyny 1 (Sphk1) oraz mikroRNA mir214
wplywaja na funkcj¢ naczyniowg oraz cisnienie tetnicze krwi, a takze zbadanie terapeutycznych mozliwosci
modulacji aktywnos$ci szlaku Sphkl in vivo. W szczegdlnosci, projekt ma na celu ustalenie funkcji Sphkl w
komorkach migsniowki gladkiej oraz $rodbtonka naczyn krwionosnych in vivo, co pozwoli na zbadanie
autokrynnych wiasciwosci Sphkl, oraz wptywu aktywno$ci Sphkl na funkcje $roédblonkowej syntazy tlenku
azotu (eNOS) oraz produkcje anionorodnika ponadtlenkowego w mysim modelu nadcis$nienia indukowanego
angiotensyna II. Projekt skupi si¢ takze na potencjalnie terapeutycznym, przeciwnadci$nieniowym zastosowaniu
farmakologicznych modulatoréw szlaku Sphkl oraz immunologicznych mechanizmach nadci$nienia
indukowanego angiotensyng II, w ktorych mir214 moze odgrywaé kluczowa rolge. Co ciekawe, jednym z
przyktadow skutecznej modulacji aktywnosci szlaku fosforany sfingozyny (S1P), jest dopuszczony niedawno do

terapii stwardnienia rozsianego fingolimod. Lek ten bedacy agonista receptorow dla S1P blokuje wyjscie




limfocytow T z wezléw chlonnych do tkanek obwodowych. Jako, ze stan zapalny okotonaczyniowej tkanki
tluszczowej jest jedna z cech nadcis$nienia, zasadnym jest zbadanie efektow modulacji szlaku Sphkl w
proponowanym mysim modelu nadci$nienia tetniczego. Poznanie mechanizmoéw dziatania catego szlaku Sphkl
jak i mir214 w modelu nadcisnienia in vivo, moze przyczyni¢ si¢ do powstania nowych terapii farmakologicznych

skoncentrowanych na r6znych poziomach aktywnosci fosforanu sfingozyny lub mir214.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

. myszy dzikie (szczepy C57BL/6J, C57BL/6N, S129/C57) — 500 szt.

. myszy Sphk1” (B6N.129S6-Sphk1tm1RIp/J) — 90 szt.

. Sphk1f/f- myszy z genem Sphk1 pomig¢dzy 2 miejscami loxP — 90 szt.

. EC-Sphk1™ - myszy z delecja Sphkl w komoérkach §rodblonka - 90 szt.

. VSMC-Sphk1™- myszy z delecja Sphkl w komoérkach miesniowki gladkiej - 90 szt.

. myszy Mir214™ - 60 szt.

. myszy S129/C57 bedace szczepem wyjsciowym/kontrolnym dla myszy Mir214” - 60 szt.
. myszy Ragl™ - 30 szt.

. myszy MHC-11"" - 30 szt.
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7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazie Pubmed. Wykorzystalem stowa kluczowe takie jak ,angiotensin II”, ,,mouse”,
,hypertension”, ,,Sphk1”, [ S1P”, PF-543”, _JTE-013”, ,mir214” czy ,Slprl”. Na podstawie
przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam, ze badania na mysim modelu nadci$nienia
indukowanego angiotensyng Il sg standardowym modelem badania tej choroby zaré6wno w szczepach
myszy dzikich jak i myszy typu knockout (np. globalny knockout Sphk1 - Sphk1™). Podobnie, dozylny
transfer wybranych subpopulacji leukocytarnych oraz farmakologiczne modulatory szlaku Sphkl byty
testowane w modelach nadcisnienia tgtniczego (np. SEW2871) i ptucnego (JTE-013, PF-543, limfocyty
T 1 B). Brak jest natomiast danych na temat tkankowo specyficznych delecji Sphkl i ich wptywu na

rozwo0j nadcisnienia. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozwini¢cie poznawcze

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




istniejacej wiedzy w kierunku mechanizméw rozwoju nadci$nienia indukowanego angiotensyng I w

kontekscie roli szlakéw mir-214 oraz kinazy sfingozyny 1.

Mysi model nadcisnienia indukowanego angiotensyng II lub noradrenaling jest uznanym i powszechnie
stosowanym modelem badawczym tej choroby. W odréznieniu od np. hodowli komodrkowych in vitro
pozwala on na zbadanie jednocze$nie wielu organéw dotknietych dysfunkcja spowodowang czynnikiem
nadci$nieniowym per se i wysokim cisnieniem (nerki, naczynia krwiono$ne, okotonaczyniowa tkanka

tluszczowa), a takze zaleznos$ci obserwowanych zmian w roznych tkankach wzgledem siebie.

Badania prowadzone w naszym laboratorium wskazuja, ze obserwacja dyskretnych, jednak statystycznie
znaczacych zmian, na poziomie 15mmHg, w ci$nieniu skurczowym krwi pomigdzy np. myszami
dzikimi a myszami typu knockout wymaga uzycia okoto 10-20 myszy w kazdej grupie badawczej. Dwu
lub trzykrotne powtorzenie danego doswiadczenia jest niezbedne do wyciagnigcia miarodajnych
wnioskOw nt. obserwowanych zmian. Ograniczona ilo$¢ badanych organdéw oraz fakt, ze poszczeg6lne
organy mysie stluza do przeprowadzenia czesto wielu eksperymentéw (badanie poziomu RNA, biatka,
poziomu produkcji wolnych rodnikéw, naciekow zapalnych czy funkcji naczyniowej ex vivo) powoduje,
ze dana procedura moze by¢ przeprowadzona wielokrotnie, aby mozna przeprowadzi¢ wszystkie

niezbedne eksperymenty.

Zwierzeta beda przebywaly w zwierzgtarni wysokim standardzie SPF, co zapewnia odpowiednie
warunki hodowli zwierzat. Pomiar ci$nienia t¢tniczego, podawanie lekow obnizajacych cisnienie,
dozylny transfer komorek jak i1 podawanie modulatoréw szlaku Sphklpowoduja niewielki dystres u
zwierzat, a dawki uzytych substancji sg zgodne z danymi literaturowymi potwierdzajacymi zasadno$¢
przeprowadzenia takich do§wiadczen. Wszczepieniu minipomp osmotycznych towarzysza odpowiednie
srodki znieczulajace jak i1 przeciwbolowe. Doswiadczenie naszego zespotu w przeprowadzaniu tej
czynnosci, jak 1 odpowiednio dobrany czas i dawka substancji indukujacej nadcisnienie dodatkowo

skracaja czas operacji, a co za tym idzie cierpienie zwierzat do minimum.




