NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Naczynia limfatyczne i krwiono$ne w patologii serca w zespole metabolicznym —
potencjalne cele terapeutyczne.

2. Czas trwania projektu: 24 miesigce

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): nadci$nienie, serce, cukrzyca, zespot metaboliczny

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 sadowej

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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, 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.

Celem proponowanych eksperymentow jest zbadanie zmian zachodzacych w sercu myszy cierpiagcych na zesp6t
metaboliczny bedacy skutkiem mutacji w genie kodujgcym receptor dla leptyny (myszy transgeniczne BKS.Cg-Dock7m+/+
Leprdb/J). Myszy te cierpig na otyto$¢, cukrzyce i hiperlipidemie co niekorzystnie wptywa na ich uktad sercowo-naczyniowy
— obserwuje si¢ u nich obrzgk oraz degeneracj¢ naczyn limfatycznych i wiencowych. Dodatkowo, aby poglebi¢ patologiczny
obraz serca u myszy indukowaé¢ bedziemy nadci$nienie, ktére czgsto towarzyszy chorobom metabolicznym, za pomoca
angiotensyny II. W rozwoju naczyn, ale takze w ich patogenezie, ogromna rol¢ odgrywaja makrofagi, ktore w sercu dziela si¢
na kilka populacji o réznym potencjale limfangio- lub angiogennym. Dlatego w naszym do$wiadczeniu bedziemy badaé
obecno$¢ makrofagéw w patologicznie zmienionym sercu. U czeséci badanych myszy wyindukowane zostanie nadcisnienie za
pomocg angiotensyny II. Funkcja serca myszy monitorowana bedzie z wykorzystaniem ultrasonografii wysokich
czestotliwosci. Monitorowana bedzie rdéwniez zmiana masy ciata myszy, a w materiale biologicznym, pobranym na koncu
eksperymentu z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej okreslone zostang populacje monocytow w krwi obwodowej i
$ledzionie oraz populacje makrofagéw w migéniu sercowym, co pozwoli okresli¢ zmiany w liczebnosci badanych populacji i
skorelowac¢ je ze zmianami parametréw funkcji serca. Zdobyta wiedza na temat znaczenia komorek zapalnych: makrofagow i
monocytow w rozwoju niewydolno$ci serca w zespole metabolicznym u osobnikow cierpiacych na cukrzycy i nadci$nienie,
moze by¢ w przysztos$ci wykorzystana do opracowania nowoczesnych terapii biologicznych tych schorzen, ktorych czgstosé

w dzisiejszym spoteczenstwie ciggle wzrasta.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

myszy C57BLKS/J, 45 osobnikow
myszy BKS.Cg-Dock7™"* Lepr®/J, 45 osobnikoéw

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Wyniki uzyskane na zwierzgtach beda podstawa do zaplanowania badan u ludzi i do opracowania badan klinicznych.
Weczedniejsze badania, w ktdrych sprawdzono role makrofagéw w rozwoju serca w zarodku myszy wykazaty, ze komorki te
maja ogromny wplyw na rozwdj naczyn wiencowych i limfatycznych w tworzacym si¢ sercu. Wykazano, ze makrofagi
tkankowe w sercu dzielg si¢ na kilka subpopulacji i w zalezno$ci od ich profilu transkrypcyjnego moga produkowaé czynniki
modulujgce angiogenezg i limfangiogeneze. W literaturze znajdujemy wiele doniesien o zaangazowaniu makrofagow w
procesy patologiczne — na przyktad ich wplyw na tworzenie si¢ naczyn w guzach nowotworowych. Na tej podstawie
uwazamy, ze makrofagi mogg by¢ réwniez zaangazowane w patogenez¢ zmian w sercu u chorych cierpigcych na zespot
metaboliczny. Identyfikacja czynnika lub czynnikéw produkowanych przez makrofagi (np.: czynnikow wzrostowych,
transkrypcyjnych czy miRNA) moze w przysztosci zaowocowaé opracowaniem nowoczesnej terapii, ktdra zatrzyma

niekorzystne zmiany w sercach chorych cierpiacych na cukrzyce czy nadci$nienie.

Podczas przygotowania wniosku uwzgledniono zasade 3R: zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia.

Zastgpienie (replacement): Zaplanowane badania nie mogg zostaé przeprowadzone poza zywym organizmem. Projekt
koncentruje sie¢ bowiem na komorkach — makrofagach — obecnych w tkance mieénia sercowego. Wymaga to
przeprowadzenia badan na zwierzetach, gdyz jedynie korzystanie z modeli in vivo umozliwi zbadanie rzeczywistej funkcji i
wiasciwosci tych komorek in situ. Wykonanie tego typu doswiadczen jest niemozliwe w uktadzie in vitro, poniewaz
izolowane komorki, szczegdlnie komorki o wyjatkowo ,,plastycznym” fenotypie, takie jak makrofagi, mogg traci¢ istotne
cechy w trakcie propagacji in vitro. Co wigcej, pragniemy skupi¢ si¢ na zmianach populacji makrofagéw i innych komorek
zapalnych w wyniku rozwoju cukrzycy, nadci$nienia tetniczego i zespolu metabolicznego, co mozliwe jest jedynie w

uktadzie in vivo.

Ograniczenie (restriction): Badanie funkcji serca z wykorzystaniem ultrasonografu to bezinwazyjna i bezbolesna metoda
diagnostyczna. Zastosowanie pompy infuzyjnej ogranicza dyskomfort zwierzat w trakcie wywotywania nadci$nienia
tetniczego. Pompa infuzyjna pozwala na precyzyjne kontrolowanie dawki podawanego leku i dzigki niej nie ma potrzeby
kilkunastodniowego nastrzykiwania zwierzat. Liczba zwierzat zostata ograniczona do minimalnej liczby potrzebnej do
uzyskania statystycznie istotnych wynikow; gdzie jest to mozliwe grupy sa ze soba laczone, co zwigksza ich liczebnosc;
zaplanowano analizy na kilku poziomach — na poziomie organizmu, tkanek oraz na poziomie molekularnym. Kompleksowe

podejscie do badan pozwala na maksymalizacje danych uzyskiwanych z kazdego zwierzgcia.

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




Udoskonalenie (refinment): Wykorzystywane zwierzgta sg utrzymywane w warunkach SPF, w wentylowanych klatkach, a
metody badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo eliminowaty bol i

cierpienie. Warunki zycia zwierzat doswiadczalnych, przenoszenie oraz czynnos$ci badawcze s3 prowadzone przez

wyspecjalizowany personel.




