NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Celowana inhibicja bialek STAT jako nowa strategia terapeutyczna w leczeniu

choréb ukladu sercowo-naczyniowego.
2.Czas trwania projektu: 10.06.2019 —9.06.2024.
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): nadci$nienie, miazdzyca, inhibicja, zapalenia, STATTIC.

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

A-Badania-podstawowe-

B. Badania translacyjne lub stosowane

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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¢
zrozumialy dla niespecjalisty.

Choroby ukfadu sercowo-naczyniowego, takie jak miazdzyca, stanowig gtdéwna przyczyng¢ $mierci w
panstwach wysoko rozwinietych. Progresja miazdzycy wigze si¢ z uszkodzeniem naczyn krwiono$nych i
rozwojem stanu zapalnego. W procesie tym kluczowa role odgrywaja czynniki regulujace stan zapalny,
do ktorych naleza m.in. bialka z rodziny aktywatorow transkrypcji 1 przekaznikow sygnatow (STAT).
Szczegdlnie waznymi sa biatka STATI1, STAT2, STAT3, ktére zostaly opisane jako potencjalne
modulatory stanu zapalnego w komorkach odpornosciowych oraz komorkach budujacych naczynia
krwiono$ne. Ostatnie doniesienia sugeruja, ze inhibicja szlaku sygnalizacyjnego bialek STAT zachodzaca
wewnatrz ztogow miazdzycowych pozwolitaby na zmniejszenie stanu zapalnego, a co za tym idzie, biatka
te statyby si¢ obiecujacym celem potencjalnych strategii terapeutycznych. Wieloletnie badania pozwolily
na zidentyfikowanie wielu potencjalnych inhibitorow stanu zapalnego w miazdzycy.

Celem naszego projektu jest sprawdzenie dziatania inhibitorow biatek STAT. Eksperymenty in silico, in
vitro oraz ex vivo prowadzone na przestrzeni ostatnich 5 lat pozwolily nam na zbadanie 1
wyselekcjonowanie najbardziej efektywnego inhibitora- STATTIC. Zastosowanie modeli zwierzecych, w
tym mysich modeli miazdzycowych pozwoli nam na szersze zbadanie efektywnos$ci inhibitorow STAT.
Zabiegi na mysich modelach miazdzycowych zostang przeprowadzone w znieczuleniu og6lnym, jednak
moga one wywotywaé niepozadane skutki takie jak: ogolne oslabienie, zawroty gltowy, reakcje




uczuleniowa, zaczerwienie skory w okolicy rany czy krwawieniem z rany. Opieka pooperacyjna od
momentu operacji az do planowanego usmiercenia pozwoli eksperymentatorom na zaobserwowanie
wyzej wymienionych szkod, ktére mogg by¢ zZrodlem cierpienia i ewentualne podjecie decyzji o
przedwczesnym usmierceniu myszy. Oczekuje si¢, ze wyniki uzyskane w badaniach pozwola na lepsze
poznanie mechanizmdw rozwoju miazdzycy oraz na zaproponowanie potencjalnej strategii terapeutycznej
chorob uktadu krazenia jakim jest zastosowanie inhibitorow biatek STAT.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa- 70 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

ZASTAPIENIE:

Przed podjeciem decyzji o wykorzystaniu zwierzat w planowanych doswiadczeniach, dokonano
szczegotowego przegladu dostepnej literatury naukowej dotyczacej inhibicji szlaku sygnatowego biatek
STAT w terapii chorob uktadu sercowo-naczyniowego z zastosowaniem modeli komoérkowych i
zwierzecych. Wykorzystano do tego bazy danych jak: PUBMED, EBSCO oraz Web of Science.
Przeanalizowano wszystkie mozliwo$ci wykorzystania nizszych organizméw jak S. cerevisiae, C.
elegans, czy D. melanogaster, ktore mogtyby stanowi¢ alternatywe dla ssakow. Przed przystgpieniem do
badan na zwierzgtach, inhibitory biatek STAT zostaty sprawdzone w badaniach in silico, in vitro i ex vivo.
Zwiazki zablokowaly migracje komorek, adhezj¢ leukocytow do komorek srodblonka naczyniowego,
ktore s3 kluczowymi elementami rozwoju miazdzycy Przeprowadzone eksperymenty pokazaty, ze
zastosowanie inhibitorow pan-STAT jest obiecujgca strategia leczenia chorob uktadu sercowo-
naczyniowego (Plens-Gataska et al., 2018). Dzieki powyzszym badaniom liczba zwierzat biorgcych udziat
w badaniu mogta zosta¢ mocno zredukowana. Jednakze powstawanie ztogow miazdzycowych wewnatrz
$cian naczyn krwiono$nych i rozw¢j miazdzycy sa skomplikowanymi procesami zaleznymi od wielu
czynnikéw 1 wpltywajacymi na rézne rodzaje komorek. Na powstawanie zlogow wpltyw maja takie
czynniki jak ci$nienie i przeptyw krwi w miejscu ich powstawania, co jest niemozliwe do odtworzenia w
badaniach z wykorzystaniem linii komoérkowych. Stad istnieje duza konieczno$¢ zastosowania badan in
vivo dla dalszego poznania i zrozumienia dziatania biatek STAT w miazdzycy, ich wptywu na rozwoj
choroby. Tego rodzaju badania pozwolg na zaproponowanie potencjalnych strategii terapeutycznych
chordb uktadu sercowo-naczyniowego.

Badania nad inhibitorami biatek STAT prowadzone w naszej grupie badawczej wykazaly ze zwigzki te
mogg zosta¢ uzyte do inhibicji: migracji komorek srodbtonka (EC), adhezji leukocytéw do komoérek EC,
uposledzenia kurczliwo$ci naczyn (procesy wywotane stanem zapalnym towarzyszacym rozwojowi
miazdzycy) (Plens-Gataska et al., 2018; Johnson et al., 2013). Przeprowadzone badania pozwolg na
zminimalizowanie ilo$ci zwierzat biorgcych udziat w badaniu, przy zachowaniu wielko$ci grup

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




zapewniajacej istotnos¢ statystyczng.

Pomimo, Ze istniejg modele miazdzycowe na nizszych kr¢gowcach (danio pregowany; Danio Rerio; duza
cze$¢ szlaku bialek STAT nie zostata poznana w tym modelu zwierzecym. (Hou et al., 2002[13]). Dlatego
tez zastosowanie ich w prezentowanym projekcie badawczym nie zapewnitoby wiarygodnych i
miarodajnych wynikéw, udzielajacych jasnej odpowiedzi na postawione pytania. Eksperymenty
prowadzone bedg do momentu osiggni¢cia poziomu istotno$ci statystycznej- pozwoli to na ograniczenie
ilo$ci zwierzat bioracych udzial w eksperymencie.

OGRANICZENIE

Planujac eksperyment dazono do zmniejszenia do niezbg¢dnego minimum liczby zwierzat uzytych w
projekcie. Proponowane grupy badane reprezentujace oba mysie modele oraz dobrze przemyslane grupy
kontrolne zostaly zaplanowane tak, by jak najbardziej ograniczy¢ dodatkowe wykorzystanie zwierzat typu
WT stanowigcych czesto stosowane grupy kontrolne. Liczba zwierzat na grupg zostata okreslona na
podstawie wyliczen statystycznych (analiza G-power) tak, by mozna bylo przeprowadzi¢ racjonalne
analizy statystyczne, bez narazania na Stres zbyt duzej liczby osobnikow. Pozwolito to na stworzenie
mozliwie jak najmniejszej grupy zwierzat przy zachowaniu istotnosci statystycznej badan.

Ze wzgledu na fakt, iz niektore przewidziane w projekcie zabiegi przeprowadzane zostang na organizmie
zywym w znieczuleniu ogdlnym, moga one wywotywac niepozadane skutki takie jak: ogélne ostabienie,
zawroty glowy, apatie, reakcje uczuleniowg na zastosowane leki, zaczerwienie skory glowy w okolicy
rany, zakazenie mogace objawia¢ si¢ powstaniem ropienia i podwyzszong temperaturg ciala, czy
krwawieniem rany. Opieka pooperacyjna od momentu operacji az do planowanego usmiercenia pozwoli
eksperymentatorom na zaobserwowanie wyzej wymienionych szkod, ktére mogg by¢ zrédtem cierpienia
i ewentualne podjecie decyzji o przedwcezesnym usmierceniu myszy.

UDOSKONALENIE:

Spetiajac zasade¢ udoskonalenia, nasze doswiadczenia zostaly zaplanowane tak, by maksymalnie
ograniczy¢ dyskomfort zwierzat. Podczas realizacji zaplanowanych procedur myszy beda utrzymywane
w warunkach laboratoryjnych odpowiednich dla tego gatunku. W klatkach zastosowane zostang elementy
wzbogacajace $rodowisko bytowania jak: papierowe tulejki, materiat do gniazdowania 1 zgryzania.
Zastosowanie tego typu urozmaicen Srodowiska poszerzy zakres czynnosci, jakie moga wykonywaé
zwierzeta redukujac stres.

Wybrane do do$wiadczen mysie modele miazdzycowe sa od wielu lat wykorzystywane w badaniach
dzigki czemu zostaly zoptymalizowane co obecnie pozwala na zminimalizowanie stresu i dyskomfortu
myszy podczas wykonywanych procedur. Posiadane do$wiadczenie czlonkow zespolu badawczego,
umozliwi przeprowadzenie wymienionych czynno$ci sprawnie i szybko, przez co zwierzeta objete
procedurami nie bedg narazone na stres czy bol.

Podczas aplikacji pompy osmotycznej mysz zostanie pozbawiona siersci za pomocg kremu depilujacego
lub golarki, a nie ostrza skalpela czy brzytwy. Rana zostanie zaszyta ni¢mi rozpuszczalnymi. Mysz bedzie
przebywac¢ na macie grzewczej, by zapobiec hipotermii i bedzie kontrolowana temperatura za pomoca
rektlanego termometru. W trakcie operacji na oczy zostanie natozony lubrykant oraz podana zostanie
analgezja (w postaci podskornej iniekcji niesterydowego leku przeciwzapalnego buprenorfina), by czas
pooperacyjny byt bezbolesny. Po wybudzeniu mysz begdzie miata dostep do jedzenia i picia na ptytce na
polozonej na Scidlce, by nie musiata wstawac oraz klatka umieszczona bedzie na regale grzewczym.




Pobrania krwi przeprowadzimy metodg ktéra pozwala na zmniejszenie dyskomfortu, a wybor punktow
czasowych (3 pobrania w ciggu 8 tygodni) umozliwia monitoring repopulacji przy ograniczeniu do
minimum liczby pobran.

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

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




