NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt Rola oksygenazy hemowej-1 i czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w rozwoju i progresji
tetniaka aorty brzusznej oraz analiza wplywu statyn na oksygenaze hemowa-1 w aorcie i tetniaku aorty
brzusznej

2.Czas trwania projektu ....... I8 MICSIECY ..uuvieeeiieeiiieecteeecteeeteeeereeetaeeeaeeesreeessreeeeaneeas

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) HO-1, Nrf2, stres oksydacyjny, statyny, tetniak aorty

brzusznej

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

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.

Oksygenaza hemowa-1 (HO-1) jest enzymem antyoksydacyjnym, ktorego ekspresja zwigksza si¢ w komorkach $rédbtonka
naczyh krwiono$nych i komodrkach mig$nidwki gladkiej w odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz czynniki prozapalne.
Wiadomo tez, ze HO-1 wykazuje ochronne wiasciwosci w przebiegu chordb ukladu krazenia o podlozu miazdzycowym,
ktorych powiklaniem jest tetniak aorty brzusznej (TAB). Wzrost ekspresji HO-1 w $cianie naczynia moze by¢ efektem
aktywacji czynnika Nrf2. Poziom HO-1 moze by¢ regulowany przez leki stosowane u pacjentdow z chorobami uktadu
krazenia, np. statyny. Obecnie jedng z najcz¢sciej przyjmowanych statyn jest simwastatyna. Celem projektu jest poznanie roli
HO-1 w powstawaniu i rozwoju TAB oraz scharakteryzowanie zalezno$ci migdzy HO-1 a czynnikiem Nr2 w komorkach

$ciany aorty. Ocenimy rowniez wplyw statyn, lekow ktore moga nasila¢ ekspresj¢ HO-1 w naczyniach, na rozwoj tgtniaka.

Realizacja projektu i uzyskane wyniki pozwolg na poznanie roli HO-1 i Nrf2 w aorcie i TAB oraz analiz¢ wplywu

powszechnie stosowanej simwastatyny na aktywno$¢ HO-1 i Nrf2 w tkance aorty w czasie rozwoju TAB. Uzyskane wyniki,




oprécz znaczenia poznawczego moga by¢ istotne klinicznie, gdyz pokaza czy statyny moglyby by¢ potencjalnie przydatne w

terapii TAB.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do weryfikacji roli HO-1 i Nrf2 w aorcie i TAB oraz analizy wptywu powszechnie stosowanej simwastatyny na aktywnosc¢
HO-1 i Nrf2 w tkance aorty w czasie rozwoju TAB konieczne jest uzycie modelu zwierzgcego. Ciagla, podskorna, 28 dniowa
infuzja niewielkich dawek angiotensyny Il u myszy na diecie wysokotluszczowej jest powszechnie stosowang metoda do

wywotywania tetniaka aorty brzusznej i badania mechanizméw jego rozwoju.

W doswiadczeniu 1, aby zbadaé¢ role HO-1 w mechanizmie tworzenia tetniaka aorty brzusznej oraz oceni¢ wplyw
simwastatyny na aktywnos¢ HO-1 w tkance tetniaka, wykorzystamy myszy dzikie FVBxC57BL6, oraz z niedoborem HO-1
(szczep B6FVB- HO-1 -/-). Myszom na diecie wysokotluszczowej (tacznie 160 myszy), bedzie wszczepiona podskornie
pompa infuzyjna uwalniajgca przez 28 dni niewielkie dawki angiotensyny II w celu wywolania tetniaka aorty brzusznej i

oceny roli simwastatyny oraz HO-1 w tworzeniu tetniaka.

W doswiadczeniu 2, aby zbada¢ wpltyw czynnika transkrypcyjnego Nrf2, ktory reguluje aktywnos¢ HO-1, na proces
tworzenia tgtniaka aorty brzusznej oraz wpltyw statyn na modulacje aktywnosci Nrf2 w procesie tworzenia tetniaka aorty
brzusznej rowniez konieczne jest uzycie modelu zwierzgcego. Myszom na diecie wysokottuszczowej [dzikie C57BL6-Nrf2
+/+, oraz z niedoborem Nrf2 (szczep C57BL6-Nrf2 -/-)], bedzie wszczepiona podskornie pompa infuzyjna uwalniajaca przez
28 dni niewielkie dawki angiotensyny II w celu wywotania tetniaka aorty brzusznej i oceny statyn oraz HO-1 w tworzeniu

tetniaka (tacznie 160 myszy).

Planowane po 12 myszy na grup¢ badawczg i 8 myszy kontrolnych na grupe, to liczba konieczna do przeprowadzenia

rzetelnej statystyki.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA*!

TAB powstaje najczgsciej w ostabionym miejscu $Sciany aorty. Oslabienie to jest czgsto wynikiem zmian miazdzycowych
(Sakalihasan et al. 2005) i/lub nadci$nienia tetniczego (Kristensen et al. 2015). W modelach mysich kilkunastodniowe
podawanie Ang Il prowadzi do rozwoju TAB (Cheng et al. 2014). Te wiasciwosci Ang I wykorzystamy w do$wiadczeniach

na mysim modelu TAB.

Zaplanowane badania pozwola na rzetelng ocen¢ udziatu HO-1 oraz szlaku sygnatlowego Nrf2 w patogenezie tetniaka aorty

brzusznej oraz pozwola oceni¢ rol¢ simwastatyny w modulacji aktywnosci HO-1 i Nrf2 w tkance aorty i t¢tniaku aorty

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




brzusznej.

Materiat od zwierzat (aorta oraz krew obwodowa) bedzie wykorzystany do szeregu analiz, takich jak analizy cytometryczne
poszczegodlnych subpopolacji komoérek prozapalnych, analizy histologicznej i immunohistochemicznej pozwalajacej okresli¢
komorkowa lokalizacje HO-1 i Nrf2 w tkance aorty, oraz analizy ekspresji genéw i biatek uczestniczacych rozwoju tetniaka

aorty brzusznej. Tkanki beda rowniez udostgpniane innym badaczom.

Dostepne metody badan in vitro z wykorzystaniem aortalnych komoérek srodbtonka i migsniowki gladkiej aorty daja jedynie
czgéciowy informacje o wplywie badanych czynnikow na aktywnos$¢ oksygenazy hemowej-1. Jednoczesnie jak dotad nie
mozliwe jest wywotanie w komorkach aorty zmian przypominajacych te w komorkach tetniaka. Ponadto, niedostgpne sg linie
komorkowe komorek tetniaka aorty brzusznej, a hodowla pierwotna wymaga odpowiednio dobranych dawcow i jest koszto-
oraz czasochtonna przy niewielkiej szansie powodzenia hodowli. Dlatego w badaniach nad patogeneza tctniakow aorty
brzusznej powszechnie wykorzystuje si¢ modele zwierzece [Kurobe et al. (2013), Cheng et al. (2014)]. Wybrany model
doswiadczenia wykorzystuje myszy na diecie wysokottuszczowej, ktorym przez podskédrnie wszezepiona infuzyjna pompe
osmotyczng podawana bedzie angiotensyna II. Zastosowanie pompy infuzyjnej ogranicza dyskomfort zwierzat w trakcie
wywolywania tetniaka. Pompa infuzyjna pozwala na precyzyjne kontrolowanie dawki podawanego leku i dzigki niej nie ma
potrzeby kilkunastodniowego nastrzykiwania zwierzat. Ponadto metoda ta w krotkim czasie (ok. 28 dni) pozwala wywotac
tetniaka aorty brzusznej, co skraca czas doswiadczenia. Tak krotki czas wywolywania tetniaka pozwala takze na
wprowadzenie do modelu zwiazkéw o potencjalnie terapeutycznym dziataniu (np. statyn). Poniewaz t¢tniak aorty brzusznej
czgséciej wystepuje u mezezyzn, oraz u 0sob starszych powyzej 60 roku zycia, u ktérych §ciana naczynia krwiono$nego jest

ostabiona, w zaplanowanych do$wiadczeniach wykorzystamy samce myszy 7-8 miesigcznych.

Wykorzystane zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla myszy, a metody badawcze zastosowane w
procedurach zostaty wybrane tak aby ograniczy¢ do minimum bdl i stres zwierzat. Dodatkowo w badaniu wykorzystane
zostang myszy transgeniczne z wyciszong ekspresja HO-1 lub Nrf2, co zastapi farmakologiczng inhibicje HO-1 lub Nrf2,
ktora ma ograniczong skuteczno$¢, wiaze si¢ z wprowadzeniem dodatkowych procedur w do$wiadczeniu (m.in..
kilkukrotnym nastrzykiwaniem zwierzat). Zatem wykorzystanie myszy z niedoborem HO-1 lub Nrf2 pozwoli na uzyskanie

wiarygodnych wynikoéw przy minimalnej liczbie zwierzat w do§wiadczeniu.

Opisane procedury wywotania TAB sg ogélnie przyjete na $wiecie (patrz m.in. publikacje Kurobe, et al. (2013), Cheng et al.
2014) i jednocze$nie pozwalajg na rzetelne pordéwnanie otrzymanych wynikéw opublikowanych przez rozne jednostki

badawcze.




