NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Badanie przeciwnadciSnieniowych wlasciwosci flawonoidow w rozwoju
nadci$nienia tetniczego indukowanego ciaza - badania in vivo

2. Czas trwania projektu 12.08.2019-01.02.2020
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): nadcisnienie w ciazy, model zwierzecy, flawonoidy.

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A - 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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, $rodkoéw 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 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¢ zrozumialty dla niespecjalisty.

Celem naukowym badan bedzie poznanie dziatania metyldopy (lek przeciwnadci$nieniowy u kobiet w
cigzy) w polaczeniu ze zwigzkami pochodzenia roslinnego z grupy flawonoidoéw z wyciagu z tarczycy
bajkalskiej u ciezarnych szczuréow z indukowanym nadci$nieniem.

Przewidywane szkody u zwierzat. Szkody dla zwierzat mogg wynikaé¢ z odczuwania dystresu w zwigzku
z podawaniem dozotadkowym badanych substancji oraz pomiarem cisnienia i tgtna. Stres z tym zwigzany
zostanie ograniczony przez wczesniejszy handling. Stosowane substancje nie wywotujg u zwierzat bolu,
leku, uszkodzenia tkanek, moga wptywac jedynie na zmniejszenie podwyzszonego ciesnina krwi i
indukcje fizjologicznego porodu. Zwierzeta zostang usmiercone w sposob nie wywotujacy cierpienia i
stresu (dekapitacja) w celu pobrania tkanek.

Zastosowana metoda badawcza/metodyka. Szczury - samice (n=100) ci¢zarne z utrwalonym
nadci$nieniem tetniczym (SHR) oraz ich odpowiedniki bez nadcisnienia (WKY) beda otrzymywaly w
trakcie cigzy (14 dni) 2x dziennie, 2 zwigzki flawonoidowe (wybrane z wczeéniej prowadzonych przez
nas badan in vitro) (100 mg/kg masy ciata ) lub ekstrakt (500 mg/kg masy ciata) z tarczycy batkanskiej
razem z metylodopa (200 mg/kg masy ciala), a nastgpnie zostanie przeprowadzony codzienny pomiar
ci$nienia tetniczego oraz tetna (trzy razy na dobe przy uzyciu aparatu do nieinwazyjnego posredniego
pomiaru ci$nienia — sfigmomanometru, sktadajacego si¢ z mankietu z komorg powietrzng na ogon oraz
elektronicznego systemu rejestrujacego). Po dekapitacji zostang pobrane tkanki (krew, aorta, serce,
tozysko) do dalszej analizy.

Wplyw spodziewanych rezultatow na rozwdéj nauki. Zostanie okreslone miejsce dziatania i
molekularny mechanizm wybranych flawonoidow oraz bezpieczenstwo ich stosowania w modelu
nadcis$nienia indukowanego cigzg u zwierzat (SHR). Dalekosieznym celem bedzie potencjalne
zastosowanie tych flawonoidow jako lekow przeciwnadcis$nieniowych do podawania podczas cigzy.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Lacznie planowane jest wykorzystanie 100 zwierzat (samic, szczur wedrowny Rattus norvegicus, stado
niekrewniacze), zakupionych w 3 partiach w odstgpie 1,5 miesigca W celu zapewnienia stosowania
zwierzat rownowiekowych podczas catego doswiadczenia. Zwierzgta beda pochodzi¢ z linii z utrwalonym
nadcis$nieniem (SHR/CIr; n=50) oraz w celach porownawczych bez nadci$nienia (WKY/Clr; n=50).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt eksperymentalny sprawdzono stan wiedzy w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PUBMED; MEDLINE, wykorzystujac stowa kluczowe: SHR, WKY,
pregnancy, rats, flavonoids, placenta, animal models of hypertension, methyldopa, antihypertensive
agents. Nie znaleziono podobnych badan obejmujacych eksperymenty zwigzane z wykonywaniem
przedstawianego projektu.

Zasada zastapienia:

Zgodnie z istniejgcym stanem wiedzy nie jest mozliwe zastgpienie planowanych badan in vivo z
wykorzystaniem zwierzat z nadci$nieniem w cigzy innym modelem nasladujacym ten stan np. modelem
komorkowym in vitro czy modelem informatycznym.

Zasada ograniczenia:

Wstepne badania wlasciwosci biologicznych flawonoidéw prowadzono w oparciu o model in vitro (linie
komorkowe HUVEC, JEG3, cytotrofoblasty) a dopiero w drugim etapie beda wykonane w oparciu o
przedstawiany we wniosku model in vivo (model zwierzecy - zwierzeta w cigzy). Wstepny etap badan in
vitro przeprowadzono na 25 grupach uwzgledniajacych rozne dawki flawonoidow (badanie
dawkozaleznosci, MTT) oraz 32 grupach potaczen zwigzkow. Na podstawie tych badan wytypowano
tylko 2 flawonoidy tj. chryzyne i bajkaleine. Dzigki temu liczbe grup zwierzat przewidzianych w badaniu
ograniczono do niezbednego minimum. Liczba zaplanowanych grup badawczych (10) i liczby
wykorzystywanych w nich zwierzat (po 10 w kazdej grupie) zostata ograniczona do poziomu niezb¢dnego
do osiggniecia celow wynikajacych z zastosowanych metod statystycznych przy uwzglednianiu
zmiennosci wystepujacej w populacji szczuréw 1 stosowaniu do wyznaczenia réznic migdzy grupami
(ANOVA, ewentualnie odpowiednie testy nieparametryczne, testy post-hoc, p<0,05).

Zasada udoskonalenia:

Badane zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, a metody badawcze
zastosowane w procedurach zostaty wybrane tak, aby ograniczaly do minimum bdl, cierpienie, dystres lub
mozliwos¢ trwatego uszkodzenia organizmu poza zatozonym farmakologicznym dziataniem badanych
substancji tj. obnizanie ci$nienia tetniczego krwi zwierzat. Nie ma informacji naukowych, mowigcych o
tym, ze substancje uzyte w badaniu mogg si¢ przyczynia¢ do zwigkszonego odczuwania bolu, cierpienia
I dystresu, poza stresem wywotanym podawaniem zwigzkow. Stosowana w zwierzgtarni zasada
wprowadzenia ,,chipa” (identyfikatora) kazdemu osobnikowi pozwala jednoznacznie weryfikowac nr
szczura i jego przynaleznos¢ do danej grupy badawczej. Pozwoli to tym samym sprawnie, zgodnie z
zatlozonym harmonogramem, codziennie przez 14 dni, bez zbednego stresu u zwierzecia podawaé
dozotadkowo badane zwiazki (metyldope, chryzyne i bajkaleing czy wyciag z tarczycy) w dawkach
wybranych na podstawie dostepnego pismiennictwa [Hai Nguyen Thanh i wsp. 2015, Moura i wsp. 2006,
Ozarowski 1 wsp. 2019, Waisundara i wsp. 2008] i w objetosciach nieprzekraczajacych 5 ml, jak i
przeprowadzaé sposob nieinwazyjny przy pomocy sfigmomanometru pomiary ci$nienia t¢tniczego oraz |
tetna u szczurow.

! Przy wypetnianiu wzorowad sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8
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8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
XNIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaéciwe pole.
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