NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ocena roli mechanizmu kompensacyjnego zaleznego od MNA/COX-2/ PGl, w mysim
modelu dysfunkcji srodbtonka naczyniowego wywotanego farmakologicznie niedoborem NO

2.Czas trwania projektu: 4 lata (marzec 2020)
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): eikozanoidy, L-NAME, prostacyklina, tromboksan, MNA
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 produkeji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny dos§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.

I Nieobor tlenku azotu (NO), jednego

z najwazniejszych $rodbtonkowych czynnikow naczyniorozkurczowych oraz przeciwptytkowych,
prowadzi do uposledzenia czynnos$ci $§rodbtonka naczyniowego, co z kolei jest przyczyna rozwoju wielu
chordb uktadu sercowo-naczyniowego i zwickszona $Smiertelno$cig wsrodd pacjentow. Wezesna diagnoza
niewydolno$ci zapobiegajaca progresji dysfunkcji srodblonka zmniejsza §miertelno$¢ wsrod pacjentow,

ze wzgledu na zredukowang liczbe wystgpowania epizodow sercowo-naczyniowych (np. zawal serca).
Dlatego tez, bardzo wazne jest prowadzenie badan, ktére pozwolg lepiej zrozumie¢ mechanizmy
uczestniczace w rozwoju i kompensacji dysfunkcji srodbtonka. Celem zaplanowanych doswiadczen jest
zbadanie czy egzogenny 1-metylonikotynamid (MNA) jest regulatorem aktywnos$ci cyklooksygenazy-2
(COX-2), enzymu posredniczacego w biosyntezie jednego z kluczowych mediatoréow lipidowych
0 dziataniu naczynioprotekcyjnym — prostacykliny (PGl,) oraz jak zmienia si¢ profil innych
eikozanoidoéw, aktywnos$¢ plytek krwi w sytuacji zahamowania syntezy NO.

Nadcis$nienie oraz uposledzenie czynnos$ci Srodblonka naczyniowego u myszy zostanie wywotane
poprzez podawanie w wodzie do pica inhibitora syntazy tlenku azotu jakim jest No-L-nitroarginina
(L-NAME) (czynno$¢ 2). W trakcie okresu podawania L-NAME myszy beda umieszczane w klatkach
metabolicznych w celu zebrania probek moczu (czynnos¢ 4). Zostang przeprowadzone takze pomiary
ci$nienia tetniczego krwi metodg tail-cuff (czynno$¢ 5). Badania przeprowadzone bgda w toku rozwoju
nadcis$nienia 1 dysfunkcji $rodbtonka, jak 1 podaniu zwigzkéw bedacych egzogennym Zrodlem MNA
i NO (MNACI, MNANO;, MNANOQO3, €2913) (czynnos¢ 3).

Klasyfikacja doswiadczenia tabela nr 2 Poz. 2.2/2a, tabela nr 4 Poz. 4.4/4a

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W zaplanowanych do$wiadczeniach wykorzystane zostang myszy szczepu C57BL/6. Szczep ten jest
podatny na wywotanie nadci$nienia tgtniczego poprzez podawanie L-NAME, przez co jest najczgsciej
stosowanym szczepem myszy w badaniach in vivo w tym modelu dysfunkcji $rodbtonka.




1 etap prowadzenia badan:

Przed rozpoczgciem badania mechanizméw kompensacyjnych z zastosowaniem donorow MNA i NO
przeprowadzona zostanie doswiadczenie majace na celu okreslenie wpltywu ptci myszy oraz spozywanej
przez nie paszy na szybko$¢ w rozwoju i rdznice w warto$ci wywotanego nadci$nienia. Na podstawie
danych literaturowych, przeprowadzone na szczurach badania in vivo wskazaly Ze ciSnienie
U osobnikow zenskich wzrosto szybciej niz u osobnikoéw meskich po podawaniu L-NAME, jednak
osiggneto zblizang warto$¢ na koncowym etapie doswiadczenia [1]. Z drugiej strony, doswiadczenie
przeprowadzone z wykorzystaniem myszy z usunietym genem odpowiedzialnym za synteze
srodbtonkowego NO (eNOS-/-) wykazato, ze osobniki mgskie charakteryzowaly si¢ wyzszym
ci$nieniem tetniczym niz osobniki zenskie [2]. W zwigzku z faktem, iz nie jest mozliwe jednoznaczne
stwierdzenie, ktora pte¢ myszy bedzie wykazywata szybsza progresj¢ i wigksza warto$¢ nadci$nienia
w naszych warunkach eksperymentalnych konieczne jest przeprowadzenie tego ectapu badan.
Wsrod zebranych prac nie znaleziono informacji o wptywie ptci myszy C57BL/6 na rozwdj nadcisnienia
po zastosowaniu L-NAME. Podczas przeprowadzonego doswiadczenia myszy beda spozywaty pasze
Harlan Teklad TD99366 o obnizonej zawartos¢ NO, oraz NOjz'. Pasza Harlan Teklad TD99366
zaspokaja wszystkie potrzeby zywieniowe zwierzat i nie wywotuje zaburzen klinicznych.

Dodatkowo, sprawdzony zostanie wptyw paszy Altromin na stezenie NO w 0soczu i moczu w trakcie
karmienia myszy L-NAME. Ple¢ myszy przeznaczonych na zbadanie wplywu standardowej paszy
(Altromin) na mierzone parametry zostanie okre§lona na podstawie wynikow zebranych w trakcie
badania wptywu pici na niedobor NO, co pozwoli na zredukowanie liczby zwierzat uczestniczacych
w badaniach. W $wietle dalszych badan, bardzo istotne jest okreslenie typu paszy, gdyz moze ona
wplywa¢ na poglebienie dysfunkcji srodbtonka lub na jej kompensacje. Stosowanie nieodpowiedniej
diety wiaze si¢ z niekontrolowanym dostarczaniem NO w postaci NO3z". Anion ten w organizmie Zywym
ulega reakcjom redukcji prowadzgc do powstania NO,', a nastepnie NO [3].

Progresja rozwoju dysfunkcji §rodbtonka wywolana wzrostem ci$nienia zostanie zbadana w 2, 3 i 4
tygodniu podawania L-NAME. Myszy zostang poddane czynnoscia 2, 4, 5 oraz 6 procedury w kazdym
tygodniu prowadzonych badan. Eutanazja myszy po 2, 3 oraz 4 tygodniu podawania L-NAME na tym
etapie badan jest konieczna w celu oceny wptywu tego inhibitora NOS na aktywno$¢ ptytek krwi
W pelnej krwi oraz profil eikozanoidow w osoczu. Zebrane wyniki 1 ich szczegdtowa analiza pozwolg
ograniczy¢ liczbe zwierzat w kolejnym etapie prowadzenia badan, gdzie eutanazja myszy zostanie
wykonana tylko na koncu trwania doswiadczenia (maksymalnie 5 tydzien). Podzial myszy na grupy jest
podany w Tabeli ponizej. Lacznie w I etapie prowadzenia badan zostanie wykorzystanych 180 myszy
szczepu C57BL/6 — liczno$¢ kazdej z grup wynosi 10 myszy. Wsrdod badanych grup zwierzat
uwzglednione zostaly zaréwno grupy kontrolne myszy jak 1 zwierzeta otrzymujagce L-NAME.
Uwzglednienie w doswiadczeniu myszy kontrolnych jest koniczne ze wzgledu na uzyskanie
wiarygodnych wynikow i wyciagnigcie prawidlowych wnioskow.

[1] Y. Wang, et al., Chin Journal of Physiol., vol. 46, no. 2, pp. 91-94, 2003.
[2] A. A. Miller et al., Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol., vol. 289, no. 2, pp. L299-L366, 2005.
[3] E. Weitzberg et al., Nitric Oxide, vol. 2, no. 1, pp. 1-7, 1998.




11 etap prowadzenia badan:

Na podstawie wynikow z I etapu badan zostanie wybrana pte¢ myszy C57BL/6, ktéra w dalszym etapie
zostanie wykorzystana do zbadania wptywu donorow MNA oraz MNA i NO na mechanizm
kompensacyjny MNA/COX-2/PGl,. Ponadto, na podstawie badan w I etapiec zostanie ustalony czas
przez ktory myszy powinny by¢ karmione L-NAME w celu osiggnigcia nadcis$nienia tetniczego
(maksymalnie 5 tygodni). Po wywotaniu nadci$nienia tgtniczego cze$¢ myszy bedzie karmiona MNACI,
MNANO;, MNANO3;, ¢2913 oraz mieszaning danej substancji i L-NAME, a nast¢pnie u§miercona na
koncu trwania doswiadczenia. W II etapie badan myszy zostang podzielone na nastepujace grupy:

. kontrolne - spozywajace tg samg pasz¢ i wod¢ co myszy w grupach badanych, bez Zzadnych
dodatkow przez okres trwania do§wiadczenia (maksymalnie 5 tygodni)

. kontrola pozytywna - otrzymujace substancj¢ badang w wodzie do picia - MNACI, MNANO,,
MNANO;3, 2913 (maksymalnie 1 tydzien)

. badane - otrzymujace mieszaning L-NAME z danym zwigzkiem w wodzie do picia. Na poczatku
myszy beda otrzymywaé tylko L-NAME (kontrola negatywna, maksymalnie 4 tygodnie), a po
wywolaniu nadci$nienia myszy beda dalej otrzymywaé przez tydzien mieszaning L-NAME i badanej
substancji (1 tydzien) (czynnos$¢ 3).

Stworzenie grup kontrolnych jest konieczne w celu uzyskania wiarygodnych wynikéw 1 wysunigcia
prawidtowych wnioskéw o wptywie MNA na COX-2, synteze eikozanoidéw oraz zmian w aktywnos$ci
ptytek krwi w warunkach ograniczonej syntezy NO. W tym etapie prowadzenia badan planowane jest
wykorzystanie 100 osobnikow myszy C57BL/6 (10 myszy/grupe).

Calkowita liczba myszy C57BL/6 planowanych do przeprowadzenia catego badania wynosi 280.
Szczegodtowe zestawienie wszystkich grup myszy oraz ich podzial znajduje si¢ w ponizszej Tabeli.

Wszystkie grupy myszy beda umieszczane raz w tygodniu w klatkach metabolicznych w celu zebrania

probek moczu, dwa razy w tygodniu myszy bedg poddawana pomiarowi ci$nienia tetniczego (czynnosci
415).

Podana liczba mysz (280) potrzebnych do wykonania do§wiadczenia jest minimalng ilo$cig osobnikoéw
potrzebng do uzyskania rzetelnych wynikéw oraz niezbedna do przeprowadzenia wiarygodnej analizy
statystycznej.




Ilos¢

Szczep (ptec Grupa (liczno$é Opis .
P (piec) pa ( ) P osobnikow
C57BL/6 (&) kontrola (10) czysta woda, pasza Harlan TD99366, u$miercenie w 2, 3 i 4 tygodniu 10x3=30
C57BL/6 () L-NAME (10) W,Od.a z L-NAME ((?,43mm01/.kg/d21en), pasza Harlan TD99366, 10x3=30
usmiercenie w 2, 3 i 4 tygodniu
C57BL/6 (Q) kontrola (10) czysta woda, pasza Harlan TD99366, u$miercenie w 2, 3 i 4 tygodniu 10x3=30
C57BL/6 (2) L-NAME (10) W,Od.a z L-NAME (Q,43mmol/.kg/d21en), pasza Harlan TD99366, 10x3=30
usmiercenie w 2, 3 14 tygodniu
C57BL/6 (3 lub 9) kontrola (10) czysta woda, pasza Altromin, u§miercenie w 2, 3 i 4 tygodniu 10x3=30
C57BL/6 (3 lub 9) L-NAME (10) woda Z_ L-NAME. (0.43mmol/kg/dzien), pasza Altromin, uSmiercenie 10x3=30
w 2, 3i 4 tygodniu
C57BL/6 () lub ©) kontrola (10) czysta woda, pasza Harlan TD99?’a66, u$miercenie w maks. 5 10
tygodniu
C57BL/6 (3 lub Q) L-NAME (10) woda z L-NAME’(0243mn.101/kg/d21en), pasza Harlan TD99366, 10
us$miercenie w maks. 5 tygodniu
C57BL/6 (< lub ©) MNACI (10) woda z MNACI ('0.73 mrn.ol/kg/dzwn), pasza Harlan TD99366, 10
us$miercenie w maks. 5 tygodniu
C57BL/6 (< Iub ©) MNANO, (10) woda z MNAN02'(0:73 m@ol/kg/d21en), paszaIHarlan TD99366, 10
us$miercenie w maks. 5 tygodniu
C57BL/6 (< Iub ©) MNANOS; (10) woda z MNAN03’(0:73 mr.nol/kg/dzwn), pasza.Harlan TD99366, 10
us$miercenie w maks. 5 tygodniu
C57BL/6 (< lub ©) c2913 (10) woda z c2913 (0,.73 mmgl/kg/dmen), pasza Harlan TD99366, 10
us$miercenie w maks. 5 tygodniu
przez maks. 4 tygodnie woda z L-NAME (0.43mmol/kg/dzien),
i - + i ief - . ien)+
C57BL/6 (2 lub ©) L-NAME+MNACI nastepnie przez 1 tydzien .wcr)da z L-NAME (0 43mmol/k’g/(%zmn) . 10
(10) MNACI (0.73 mmol/kg/dzien), pasza Harlan TD99366, usmiercenie
maks. w 5 tygodniu
przez maks. 4 tygodnie woda z L-NAME (0.43mmol/kg/dzien),
o L-NAME+MNANO, nastgpnie przez 1 tydzien woda z L-NAME (0.43mmol/kg/dzien)+
CS7BLIG (< Iub ) (10) MNA NO, (0.73 mmol/kg/dzien), pasza Harlan TD99366, 10
us$miercenie maks. w 5 tygodniu
przez maks. 4 tygodnie woda z L-NAME (0.43mmol/kg/dzien),
o L-NAME+MNANO; nastgpnie przez 1 tydzien woda z L-NAME (0.43mmol/kg/dzien)+
7BL lub ¢ 1
5 /6 (J lub ) (10) MNA NOj; (0.73 mmol/kg/dzien), pasza Harlan TD99366, 0
us$miercenie maks. w 5 tygodniu
przez maks. 4 tygodnie woda z L-NAME (0.43mmol/kg/dzien),
C57BL/6 (3 lub ©) | L-NAME+c2913 (10) nastgpnie przez 1 tydzien woda z L-NAME 10

(0.43mmol/kg/dzien)+c2913 (0.73 mmol/kg/dzien), pasza Harlan
TD99366, usmiercenie maks. w 5 tygodniu

suma

280




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

W celu przygotowania przedstawionego projektu badawczego zostal sprawdzony obecny stan wiedzy
obj¢tej niniejszym wnioskiem korzystajac z baz danych takich jak ScienceDirect, PubMed, EBSCO,
GoogleScholar. Wsrdd stow kluczowych uzytych do wyszukania danych literaturowych znajdowaty si¢
miedzy innymi: eicosanoids, prostacyclin, NO-deficiency, L-NAME, MNA. Na podstawie przegladu
literaturowego, mozna stwierdzi¢, ze badania objgte ponizszym wnioskiem nie zostaly wczesniej
przeprowadzone. Do chwili obecnej, brak jest informacji na temat kompensacyjnej roli szlaku
MNA/COX-2/PGl, oraz zmian w aktywnos$ci ptytek krwi i profilu eikozanoidow w warunkach
niedoboru NO wywotanej L-NAME. Dodatkowo, nowatorskim aspektem badania jest analiza ilosciowa
eikozanoidéw oraz zbadanie aktywnosci ptytek krwi w badaniu ex vivo na podstawie zmian w syntezie
TXB,, co jest bardzo istotnym zagadnieniem, gdyz stwarza mozliwos¢ lepszego zrozumienia roli tych
przekaznikow w rozwoju dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego w warunkach niedoboru NO
oraz kompensacji jego uposledzenia pod wpltywem egzogennego MNA. Wczesna diagnoza uposledzenia
oraz prewencja rozwoju dysfunkcji §rodbtonka naczyniowego zmniejsza §miertelno§¢ wsrdd pacjentéw
z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego [4].

Wykorzystanie modelu zwierzecego jest konieczne w celu oceny roli szlaku MNA/COX-2/PGl,
w dysfunkcji  $rédblonka w tak szerokim zakresie badan. W celu zredukowania ilosci
wykorzystywanych myszy doswiadczenie zostato podzielona na dwa etapy. W I etapie prowadzonych
badan zbadany zostanie wptyw pici myszy CS57BL/6 oraz rodzaju spozywanej przez nie paszy
na szybkos¢ wzrostu ci$nienia te¢tniczego krwi oraz rozwoju dysfunkcji $rodblonka po podaniu
L-NAME w wodzie do picia, co pozwoli na zmniejszenie liczby zwierzat co najmniej o potowe
w dalszej czgsci badan. Liczebno$¢ grup zostata ograniczona do najmniejszej ilosci osobnikow,
pozwalajacej jednak uzyska¢ wyniki istotne statystycznie.

Ponadto, w probkach osocza, moczu oraz narzagdéw pobranych od jednej mysz mozliwe jest miedzy
innymi:

. zmierzenie wszystkich eikozanoidéw stanowigcych przedmiot badan (ponad 20 zwigzkow),
ktore pozwola na weryfikacje hipotezy czy egzogenny MNA aktywuje szlak MNA/COX-2/PGl,
w warunkach niedoboru NO;

. zmierzenie stezenia metabolitbw NO $wiadczacych o jego biosyntezie oraz dysfunkcji
srodbtonka naczyniowego;

. zmierzenie MNA 1 jego metabolitéw w celu korelacji zmian w jego st¢zeniu ze zmianami
w profilu eikozanoidow;

. pomiar aktywacji ptytek krwi w oryginalnym eseju w pelnej krwi ex vivo

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




Myszy przeznaczone do badan beda przebywa¢ w warunkach, ktore zapewniajg im staty dostep wody
oraz paszy ad libitum. Dieta spozywana przez myszy zaspokaja wszystkie potrzeby zywieniowe tych
zwierzat oraz zapewnia utrzymanie ich w zdrowiu i pelnej witalnos$ci. Ponadto, myszy beda miaty
zapewniong wystarczajacg przestrzen w klatkach bytowych, wlasciwe wyposazenie oraz mozliwosé
kontaktéw socjalnych z innymi osobnikami w klatce. Dodatkowo, w celu udoskonalenia warunkéw
bytowych zwierzat podczas trwania badan w kazdej z klatek bytowych oraz metabolicznych
umieszczone zostang takie elementy wzbogacenia jak drewniane tunele do zabawy, drewniane gryzaki
do S$cierania zebow myszy odzwierciedlajgce warunki panujagce w przyrodzie a takze domki.
W przypadku zachorowania, zranienia lub innego czynnika wywotujace bol, zapewniona bedzie
wlasciwa opieka weterynaryjna, szybka diagnoza oraz skuteczne leczenie. Opisane w procedurze
czynno$ci znajduja si¢ W ,,Lagodnej” kategorii dotkliwos$ci, dlatego tez zwierzeta dos§wiadczalne begda
odczuwaly niski dyskomfort w trakcie prowadzenia badan. Dotozone takze zostang wszelkie starania,
aby odczucie strachu i stresu wyeliminowa¢ do minimum.

[4] S. Chtopicki, Kardiol. po Dyplomie, vol. 4, no. 3, pp. 2-11, 2005.




