NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Rola Sirtuiny 1 (Sirtl) w farmakologii szlaku MNA/Sirt1
2.Czas trwania Projekiu .....3 TAAL......cviiiiee e

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ..... obrazowanie MR, obrazowanie dopplerowskie, sirtuina,
dysfunkcja §rodbtonka, farmakoterapia §rodbtonka

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) ..A - badanie podstawowe...

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 produktow leczniczych, srodkow 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 do§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.

Celem badan w projekcie jest: (1) ocena progresji dysfunkcji $rodblonka w mysim modelu
transgenicznym endothelial CDK5R1(EC-p25) (model myszy z nadekpresja biatka EC-p25 w
srédbtonku oddziatujacym z Sirt 1) przy uzyciu nieinwazyjnych metod obrazowania, w tym
obrazowania magnetyczno-rezonansowego (MR) i dopplerowskiego (USG-Doppler) oraz (2) zbadanie
skutkow farmakoterapii na rozwoj dysfunkcji srodblonka, przy uzyciu MNA o dzialaniu pro-
srodbtonkowym w tym na fenotyp $Sciany naczynia, przy wykorzystaniu modelu EC-p25. Dodatkowo cel
2 zostanie zrealizowany z udzialem 2 innych mysich modeli transgenicznych przebywajacych na diecie
wysokotluszczowej (endothelial/liver Sirt1KO) w celu doktadnej lokalizacji sirtuiny 1 na ktorg moze

potencjalnie odziatywaé¢ MNA.

Dodatkowo w celu sprawdzenia drogi aktywacji Sirt-1 planuje si¢ wykorzystanie RO 32 44794 jako




inhibitora dla syntazy prostacykliny u wszystkich 3 szczepéw myszy (EC-p25, endothelial/liver
SirtlKO) (Procedura 2).

W powyzszych procedurach wyniki zostang poroéwnane do wynikéw uzyskanych w grupie kontrolne;j
(C57BL/6) przebywajacej na standardowej diecie (AIN93G lub Altromin)

Przed eutanazja, przewiduje si¢ umieszczenie zwierzat w klatkach metabolicznych (analiza moczu).

Nastepnie zwierzeta zostang poddane eutanazji z pobraniem tkanek i narzadéw do badan ex vivo, badan
biochemicznych, w celu korelacji parametrow z wynikami obrazowania.

Przewiduje si¢ roéwniez ponowne wykonanie czynno$ci zwigzanej z obrazowaniem MR lub
dopplerowskim, co pozwoli na zredukowanie liczby zwierzat.

Eksperyment przyczyni si¢ do poszerzenia wiedzy na temat roli sirtuiny 1 w rozwoju dysfunkcji
srodbtonka oraz roli Sirt-1 w farmakologii szlaku MNA/Sirtl. Planowane do$wiadczenie nalezy do
badan podstawowych: sercowo naczyniowy uklad krazenia krwi 1 limfy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu planowane jest wykorzystanie :
a) myszy C57BI/6 n=120

b) myszy endothelial CDK5R1 (EC-p25) n=120
c) myszy Endothelial Sirt1IKO n=45

d) myszy Liver SirtlKO n=45

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Podczas planowania powyzszego doswiadczenia, dokonana zostatla analiza dotychczasowe] wiedzy

literaturowej 1 eksperymentow naukowych dotyczacych oceny fenotypu $rodbtonka naczyniowego w

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




mysich modelach in vivo w nastepujacych bazach danych: PUBMED, Google Scholar, Web of Science.

W poszukiwaniach wykorzystano nastepujace kluczowe stowa: obrazowanie MR, obrazowanie

dopplerowskie, sirtuina, dysfunkcja $§rodbtonka, farmakoterapia $§rodbtonka, dieta wysokotluszczowa.

Ostatnie badania pokazaty istotng role Sirt-1 w $rodbtonku, jak rowniez fakt, ze w aktywacji badz
inhibicji aktywnoSci sirtuin upatruje si¢ udziatu 1-metylnikotynamidu (MNA). Opublikowane badania
wykazaty rowniez, ze MNA posiada zdolno$¢ do hamowania rozwoju dysfunkcji §rédblonka, dziatajac
przeciwzapalnie 1 naczynioprotekcyjnie. W szczurzym modelu hipertriglicerydemii i cukrzycy
indukowanej odpowiednig dietg fruktozowa lub podaniem streptozotocyny MNA przywracat czynnos¢
srédbtonkowej, wykazywal réwniez dziatanie przeciwzakrzepowe, a w/w doniesienia byly zwigzane z

aktywnoscig srodbtonkowego uktadu COX-2/PGI2.

Jednakze, na podstawie uzyskanych danych literaturowych stwierdza si¢, ze istnieje niewiele prac
opisujacych mechanizmy dziatania sirtuin w rozwoju dysfunkcji srodbtonka, a takze wplywu MNA na
dziatanie tego szlaku. Przypuszcza si¢, ze zastosowanie lekow ukierunkowanych na SIRT1 w

komorkach srédblonka moze stanowié obiecujaca terapie w leczeniu chordb zwigzanych z wiekiem.

Zaprojektowane badanie ma na celu zbadanie mechanizmu dziatania sirtuin w rozwoju dysfunkcji

sroédbtonka a takze wptywu MNA na dziatanie tego szlaku.

Ponadto, uzyskanie wynikéw z planowanego projektu badawczego pozwoli na poznawcze rozwinigcie
istniejgcej wiedzy w kierunku skutkéw dziatania lekéw pro-srodbtonkowych, co w konsekwencji
przyczyni¢ si¢ moze do przyspieszenia procesu przedklinicznego testowania lekow, a tym samym
przyspieszenia procesu prob  klinicznych. Uzyskane dane 2z przeprowadzonego badania
farmakologicznego u myszy przebywajacych na diecie wysokotluszczowej moga przyczyni¢ si¢ do

poznania zaangazowanych w rozwoj wczesnych zmian funkcji $rodbtonka w tym modelu

Samo wdrazanie obrazowania MR/USG-doppler w celu detekcji/oceny tkanki na modelach zwierzecych
jest juz realizacja zasady 3R. Dzieje si¢ tak poniewaz stosowane techniki obrazowania sg metodami
nieinwazyjnymi (ograniczenie cierpienia i stresu — zasada udoskonalenia/ztagodzenia) a ponadto
pozwala na pomiar kilkukrotny danego parametru/tkanki u jednego zwierzecia np. w miar¢ progresji
choroby, nie wymagajac usmiercenia zwierzgcia (zasada ograniczenia liczby zwierzat). Natomiast

zasada zastgpienia w tym przypadku jest realizowana przez wybranie gryzoni u ktorych mechanizmy




funkcjonowania 1 regulacji w ukladzie sercowo — naczyniowy sg zblizone do tych wystepujacych u
ludzi, przez co mysz domowa jest popularnym modelem wielu choréb uktadu sercowo — naczyniowego.
Dodatkowo udoskonalenie/ztagodzenie metody bedzie zrealizowane poprzez zastosowanie protokotu do
pomiaréw naczyn obwodowych. Pomiar FMD metoda obrazowania MR pozwolitby na oceng
srodbtonkowo-zaleznej odpowiedzi bez podania acetylocholiny - w sytuacji kiedy ocena srodbtonkowo-
zaleznej odpowiedzi naczynia na podanie acetylocholiny nie bedzie konieczna - co pozwala na
ograniczenie ingerencji w organizm mysi ograniczajac stres i stopien inwazyjno$ci czynnoSci
eksperymentalnej. Proba zastosowania nowszych gadolinowych s$rodkéw kontrastowych (w tym
liposomdéw gadolinowych), moze pozwoli¢ na uzyskanie poréwnywalnych danych bez konieczno$ci
stosowania $rodkoéw w potaczeniu z albuming, ktore (ze wzgledu na skutki uboczne) nie sg stosowane
juz u ludzi. Jednoczesny pomiar przepuszczalnosci $rodbtonka jak i jego funkcji pozwala na
zmniejszenie liczby pomiarow wykonywanych na jednym zwierzgciu, co w konsekwencji wigze si¢
réwniez ze zmniejszong liczba stosowanych zwierzat. Ocena progresji dysfunkcji srodbtonka w modelu
EC-25, pozwoli rowniez na wyboér najlepszego wieku myszy do przysztych eksperymentow
oceniajacych skuteczno$¢ farmakoterapii czy tez uszkodzenia funkcji $rédblonka wywotane
podawaniem lekow. Jest to kolejny wktad pozwalajacy na wykorzystanie myszy z dostateczng ale nie
najdotkliwszag formg dysfunkcji $rodblonka. Przeprowadzone po obrazowaniu MR/USG-Doppler
eksperymenty ex vivo na pobranych tkankach i narzadach, pozwalaja na maksymalne pozyskanie
danych mowigcych o stanie srodbtonka, co przyczyni si¢ do catkowitej reduke;ji ilosci koniecznych do

przeprowadzenia eksperymentow.

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 wtaéciwe pole.







