NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Kinaza sfingozyny 1 jako modulator funkcji naczyniowej -

mechanizmy i mozliwosci terapeutyczne”

2.Czas trwania projektu: 3 lata
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Sphk1, angiotensyna II, nadci$nienie tetnicze

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Nadci$nienie tetnicze jest jedng z gtownych przyczyn $miertelnosci na $wiecie. Celem projektu jest poznanie
mechanizméw, poprzez ktore kinaza sfingozyny 1 (Sphkl) wptywa na funkcje naczyniowa oraz ci$nienie t¢tnicze
krwi. W szczegolnosci, projekt ma na celu ustalenie funkcji Sphkl specyficznie w komoérkach migsniowki
gladkiej oraz srodblonka naczyn krwionosnych in vivo, co pozwoli na zbadanie autokrynnych wtasciwosci Sphkl,
oraz wptywu aktywnosci Sphk1 na kurczliwo$¢ i funkcje rozkurczowa tetnic oraz produkcje wolnych rodnikow w
mysim modelu nadci$nienia indukowanego angiotensyna II. Co ciekawe, jednym z przyktadéw skutecznego
zastosowania wiedzy nt. aktywnos$ci produktu Sphk1-fosforany sfingozyny (S1P), jest dopuszczony niedawno do
terapii stwardnienia rozsianego fingolimod. Lek ten bedgcy agonistg receptoréw dla S1P blokuje wyjscie
limfocytow T z weztéw chtonnych do tkanek obwodowych, jednak istnieja doniesienia, ze efektem ubocznym

terapii fingolimodem jest wzrost ci$nienia tetniczego krwi u pacjentow. Poznanie autokrynnych mechanizméw




dziatania catego szlaku Sphkl w modelu nadcisnienia in vivo, moze przyczyni¢ si¢ do powstania nowych terapii
farmakologicznych skoncentrowanych na réznych poziomach aktywnosci fosforanu sfingozyny w naczyniach

krwiono$nych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

1. mysz domowa (szczep C57BL/6J) — 20 szt.

2. Sphk1™ (tto genetyczne szczepu C57BL/6J)- 40 szt.
3. B6.Cg-Tg(Tagln-cre)1Her/J — 10 szt.

4. C57BL/6-Tg(Cdh5-cre/ERT2)1Rha — 10 szt.

5. VSMC-Sphk1™ - 40 szt.

6. EC-Sphk1”- - 40 szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazie MEDLINE-Pubmed. Wykorzystano stowa kluczowe takie jak ,,angiotensin II”,
»mouse”, ,hypertension”, ,,Sphk1”. Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzono, ze
badania na mysim modelu nadci$nienia indukowanego angiotensyna Il sg standardowym modelem
badania tej choroby zar6wno w szczepach myszy dzikich jak 1 myszy typu knockout. Brak jest natomiast
danych na temat wplywu, specyficznego dla tkanek naczyniowych, usuniecia genu Sphkl na rozwdj
nadci$nienia tetniczego. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozwinigcie
poznawcze istniejace] wiedzy w kierunku mechanizméw rozwoju nadci$nienia indukowanego
angiotensyng II w kontekscie roli komoérek Sphk1 oraz fosforanu sfingozyny, bedacego produktem jej
aktywnosci. Proponowany wniosek uwzglednia zasady zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia w

nastepujacy sposob:

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




Zastapienie

Mysi model nadcis$nienia indukowanego angiotensyng II jest uznanym i powszechnie stosowanym
modelem badawczym tej choroby. W odréznieniu od np. hodowli komoérkowych in vitro pozwala on na
zbadanie jednocze$nie wielu organéw dotknigtych dysfunkcja spowodowang czynnikiem
nadci$nieniowym per se 1 wysokim cisnieniem (nerki, naczynia krwionosne, okotonaczyniowa tkanka
tluszczowa, serce), a takze zalezno$ci obserwowanych zmian w réznych tkankach wzgledem siebie.
Ponadto, ze wzgledu na idee funkcjonalnych badan naczyn krwiono$nych ex vivo (np. miografia
cisnieniowa) nie jest mozliwe uzycie komercyjnych linii komoérkowych badz zastgpienie zwierzat

kontrolowanym uktadem in vitro.
Ograniczenie

Badania prowadzone w naszym laboratorium wskazuja, ze obserwacja dyskretnych, jednak statystycznie
znaczacych zmian, na poziomie 15mmHg, w ci$nieniu skurczowym krwi pomiedzy np. myszami
dzikimi a myszami typu knockout wymaga uzycia okoto 10 myszy w kazdej grupie badawczej. Dwu lub
trzykrotne powtorzenie danego do§wiadczenia jest niezbedne do wyciggnigcia miarodajnych wnioskow
nt. obserwowanych zmian. Ograniczona ilo$¢ badanych organdw oraz fakt, ze poszczegoélne organy
mysie sluza do przeprowadzenia czgsto wielu eksperymentéw (badanie poziomu RNA, biatka, poziomu
produkcji wolnych rodnikow, naciekéw zapalnych czy funkcji naczyniowej ex vivo) powoduje, ze dana
procedura moze by¢ przeprowadzona wielokrotnie, aby mozna przeprowadzi¢ wszystkie niezbedne

eksperymenty.

Roéwniez z uwagi na fakt, Ze zaproponowane w eksperymentach myszy pozbawione genu Sphkl
wyprowadzone zostaly z réznych szczepéw myszy nie jesteSmy w stanie zastosowac jednej wspolnej
kontroli w zaplanowanych eksperymentach. Z tego wzgledu planowane jest zbadanie odpowiedzi na
angiotensyne II takze myszy szczepu dzikiego, myszy hemizygotycznych pod wzgledem rekombinazy

Cre a w szczegolnosci myszy homozygotycznych pod wzgledem miejsc loxP flankujacych gen Sphkl.
Udoskonalenie

Zwierzeta beda przebywaly w zwierzetarni, ktora zapewnia odpowiednie warunki hodowli zwierzat.
Pomiar ci$nienia tetniczego powoduje niewielki dystres u zwierzat, a dawki uzytych substancji sg

zgodne z danymi literaturowymi potwierdzajacymi zasadno$¢ przeprowadzenia takich doswiadczen.




Wszczepieniu  minipomp osmotycznych towarzysza odpowiednie $rodki znieczulajace jak 1
przeciwbolowe. Doswiadczenie naszego zespotu w przeprowadzaniu tej czynnosci, jak i odpowiednio
dobrany czas i dawka substancji indukujacej nadci$nienie dodatkowo skracaja czas operacji, a co za tym

idzie cierpienie zwierzat do minimum.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




