NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Czynniki zwigzane ze starzeniem i hipercholesterolemia w rozwoju miazdzycy
2.Czas trwania projektu 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) miazdzyca, starzenie, hipercholesterolemia, wirus

towarzyszacy adenowirusom (AAV), srodbtonek
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 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.

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sg najczestszg przyczyng zgondw na §wiecie. Starzenie istotnie
wplywa na zwigkszong zapadalnos$¢ 1 nasilenie stanow chorobowych u podtoza ktérych lezg zmiany
miazdzycowe. Glownym objawem miazdzycy jest zwigkszenie grubosci Sciany, stwardnienie tgtnic i
powstawanie blaszek miazdzycowych, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do zaburzen krazenia,
choroby wiencowej, zawatu serca czy udaru mozgu. Podstawowg role¢ w rozwoju miazdzycy przypisuje

si¢ postepujacej z wiekiem dysfunkcji srodbtonka naczyn oraz hipercholesterolemii.

Badanie czynnikoéw warunkujgcych rozwoj chordb uktadu sercowo-naczyniowego wymaga opracowania
odpowiedniego modelu zwierzecego — najczesciej myszy z hipercholesterolemig. Myszy wykorzystane

w eksperymencie stang si¢ hipercholesterolemiczne, dzigki pojedynczej iniekcji dozylnej wektora AAV




(ang. adeno-associated viral vectors) serotypu 8 wprowadzajacego do komorek watroby dodatkowe
kopie genu konwertazy probiatkowej typu 9 o aktywnosci subtylizyny/keksyny (Pcsk9) w potaczeniu z
dieta aterogenna. To podejscie pozwala uniknaé kosztownego i czasochtonnego krzyzowania
wstecznego, zapewniajac jednoczesnie powtarzalny i niezawodny wplyw na poziom cholesterolu w

surowicy i rozwoj blaszki miazdzycowe;.

W eksperymencie zostang wykorzystane myszy z nokautem genu Nrf2 w komodrkach srodbtonka (Cdh5-
Cre Nrf2-/-) oraz makrofagach (LysM-CreNrf2-/-). Brak tego genu prowadzi do utraty funkcji i
starzenia (senescencji) komoérek srodbtonka i makrofagdéw, co odzwierciedla uszkodzenia komorek,

ktore pojawiajg sie U ludzi z wiekiem.

Celem badan jest okreslenie mechanizméw regulujacych interakcje migedzykomoérkowe w obrebie
naczyn krwiono$nych oraz ich znaczenie w starzeniu i rozwoju blaszek miazdzycowych. Waznym
aspektem bedzie analiza wptywu niedoboru czynnika Nrf2 w komorkach $rédblonka i makrofagach na
procesy nasilajace ten stan chorobowy (zwapnienie, zwldknienie, unaczynienie t¢tnic). Wyniki
przeprowadzonych eksperymentow pozwolg nie tylko zidentyfikowa¢ wywotane starzeniem si¢
czynniki chorobotworcze, ale tez zaproponowa¢ mozliwe terapie przeciwdziatajace negatywnym im

skutkom.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zaplanowano wykorzystanie 264 myszy domowych.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzono, ze brak jest dostgpnych danych na temat
powstawania i postgpu zmian miazdzycowych na poziomie molekularnym u osobnikow mtodych i
starych z uszkodzonym $rodblonkiem i makrofagami. Uzyskane wyniki moga postuzy¢ do poszerzenia
wiedzy na temat choréb uktadu sercowo- naczyniowego i opracowania nowych terapii w walce z

miazdzyca i1 starzeniem naczyn krwiono$nych.




Przy wykonywaniu wszystkich procedur na zwierzgtach zawsze begdzie stosowana zasada 3R
(Replacement, Reduction, Refinement), odnoszaca si¢ do polepszenia bytu i humanitarnego traktowania

zwierzat:

Replacement (zastgpienie): zaplanowane badania nie moga zosta¢ przeprowadzone poza zywym
organizmem. Miazdzyca jest niezwykle ztozonym zespolem chorobowym i nie jest mozliwe zastapienie
doswiadczen na zwierzetach metodami in vitro (hodowle komorkowe, tkankowe). Ze wzgledu na
koniecznos$¢ analizy mechanizméw zachodzacych w organizmie Zzywym stworzono wiele zwierzecych
modeli miazdzycy. W zaproponowanym doswiadczeniu myszy sa modelowymi zwierzetami najczesciej
wykorzystywanymi do tego typu badan. Model mysi jest najlepiej udokumentowanym modelem
miazdzycy, dodatkowo stwierdzono, ze pod wplywem diety zblizonej sktadem do ludzkiej diety typu
zachodniego rozwijaja one zmiany miazdzycowe o podobnym przebiegu wzgledem ludzi. Nie jest takze
mozliwe zastgpienie myszy zwierzgtami o nizszym stopniu ewolucyjnym ze wzgledu na odmienng

budowe uktadu sercowo- naczyniowego.

Reduction (ograniczenie): Za liczebno$¢ grupy przyj¢to najmniejsza liczbe zwierzat, ktora pozwoli na
otrzymanie wynikow statystycznie istotnych (na poziomie 0=0,05). Dodatkowo, gdzie jest to mozliwe
grupy sa ze soba taczone, co zwigksza ich liczebno$¢; zaplanowano analizy na kilku poziomach — na
poziomie organizmu, tkanek oraz na poziomie molekularnym. Kompleksowe podejscie do badan
pozwala na maksymalizacj¢ danych uzyskiwanych z kazdego zwierzecia. W zaproponowanym
doswiadczeniu zaplanowan0 uzycie metod, ktore pozwalaja uniknaé czasochtonnego krzyzowania
myszy, dzigki czemu zmniejsza si¢ liczba wykorzystywanych do do$wiadczen zwierzat, zapewniajac

jednoczesnie powtarzalny wynik.

Refinement (udoskonalenie): wykorzystywane zwierz¢ta sg utrzymywane w warunkach SPF, w
wentylowanych klatkach zawierajacych wzbogacenia (klocki drewniane, bawetniane kokony na $cidice
osikowej odpylonej), a metody badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby
ograniczaty do minimum albo eliminowaty bol 1 cierpienie. Warunki zycia zwierzat dos§wiadczalnych,
przenoszenie oraz czynno$ci badawcze sg prowadzone przez wyspecjalizowany personel. Codzienna
kontrola stanu zwierzat pozwoli na szybkie zidentyfikowanie wszystkich chorych lub okaleczonych

zwierzat 1 podjecie odpowiednich dziatan. W do$wiadczeniu zaplanowano uzycie najnowszych technik

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




biologii molekularnej pozwalajacych na maksymalizacj¢ otrzymanych danych. Zaplanowano
kompleksowa analiz¢ obejmujacg komodrki i1 tkanki pochodzace z calego organizmu, aby w jak
najwigkszych stopniu wykorzysta¢ materiat badawczy. Uzyskane w ten sposdb informacje moga

postuzy¢ w przysztosci do opracowania nowych terapii przeciwdziatajacych postepowi miazdzycy.

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

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

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



