NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Regulacja roznicowania i plastycznosci fenotypowej komoérek miesni gtadkich naczyn
krwiono$nych w warunkach fizjologicznych oraz w dysfunkcji wywolanej stanem zapalnym: rola
desaturazy stearoilo-CoA.

2. Czas trwania projektu: 5 lat

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): desaturaza stearoilo-CoA, niewydolnos$¢ tetnicza, miazdzyca,
metabolizm komodrek migsni gladkich naczyn krwionos$nych, zespot metaboliczny

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

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku

. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajgce poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji
zawodowych
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5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢c cel naukowy lub edukacyjny do$wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, 1 korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Cel i opis doswiadczenia

Glownym celem projektu jest okreslenie roli deasturazy stearoilo-CoA (SCD)-1 i SCD4 w regulacji metabolizmu,
funkcji oraz powstawania zaburzen funkcjonowania komoérek migéni gladkich naczyn krwiono$nych przy
dlugotrwatym stanie zapalnym, rozwijajacej si¢ cukrzycy typu 2 oraz miazdzycy.

W celu okres$lenia zaleznosci pomiedzy rozwojem niewydolnosci te¢tniczej a ekspresja SCD w stanie fizjologicznym
i patologicznym, zostang wykonane badania przy uzyciu myszy domowej C57bl/6] oraz myszach zmienionych
genetycznie bez uposledzajacego fenotypu (tabela ponizej). Myszy beda karmione dieta bogata w ttuszcze. W trakcie
trwania eksperymentoéw zostanie przeprowadzone badanie echokardiograficzne serca oraz test tolerancji glukozy
(GTT). Do grup eksperymentalnych zostang przygotowane odpowiednie grupy kontrolne. W celu wykonania
zaplanowanych badan biochemicznych oraz histologicznych po u$mierceniu zwierzat zostang pobrane nastepujace
tkanki: aorta, serce, watroba, tkanka tluszczowa, mieénie szkicletowe, trzustka, $ledziona oraz krew.

Przewidywane szkody

Proponowane badania zostaty zaprojektowane w sposdb minimalizujacy stres zwierzat. Kontakt z cztlowiekiem zostat
ograniczony do koniecznego minimum. Dane literaturowe wskazuja, ze dieta bogata w tluszcze wywotuje niewielki
stres u zwierzat. Natomiast badania takie jak 1) echokardiografia (wykonana pod narkoza) oraz 2) GTT (ograniczenie
do 1 naklucia, a nastgpnie przemywanie skrzepu, w celu dokonania pomiaréw) zostaty zaprojektowane w sposob
minimalizujacy czas eksperymentu a zatem stres jakiego doznaja myszy. Aby zminimalizowa¢ szkody,
poszczegdlnym procedurom zostanie poddana tylko czg§¢ wnioskowanych zwierzat (karmienie dieta
wysokottuszczowa — 675 myszy, echokardiografia — 270 myszy, GTT — 270 myszy). Kosztem jest takze $mier¢
zwierzat, niezb¢dna do pobrania tkanek i wykonania badan.




W celu stworzenia przyjaznego srodowiska, zaréwno w klatkach bytowych jak i w czasie wykonywania procedur
zostanie zastosowane wzbogacenie srodowiska roznicujace teren dzieki ktoremu myszy beda mogty budowaé gniazdo,
eksplorowac¢ klatke. Po zakonczeniu do§wiadczenia myszy zostana humanitarnie usmiercone w celu pobrania tkanek
do dalszych badan.

Planowane doswiadczenia pozwolg na okreslenie roli enzymu SCD na regulacje fenotypu oraz metabolizmu komoérek
miesni gladkich naczyn krwiono$nych w kontekécie symptomow syndromu metabolicznego. Nieoceniona wartoscia
naukowa jest identyfikacja szklakéw sygnalizacyjnych regulowanych przez enzym SCD wplywajacych na
funkcjonowanie komérek miesni gltadkich naczyn krwiono$nych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek Liczba osobnikow

Mysz C67BI/6J 270
Mysz SCD1™"- 270
Mysz SCD4™- 270
Mysz ApoE™" 135
Mysz ApoE’;SCD1™"- 135
Mysz ApoE’;SCD4™"- 135

Suma 1215

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA*!

Majac na uwadze dobrostan zwierzat zastosowana zostanie zasada 3R. Ma to na celu mozliwie jak najwigksze
zredukowanie liczby uzytych zwierzat oraz zminimalizowanie ich cierpienia i dyskomfortu w trakcie trwania
proponowanych procedur do§wiadczalnych.

REPLACEMENT (Zastepowanie) — Ze wzgledu na cel badawczy nie jest mozliwe zupelne zastapienie modeli mysich
technikami in vitro (hodowle komérkowe czy tkankowe). Bardzo ztozony uklad in vivo, gdzie przebieg proceséw
metabolicznych / fizjologicznych warunkowany i regulowany jest praca wielu narzadow, nie jest mozliwy do
odzwierciedlenia przy uzyciu hodowli komorkowych. Niemniej jednak zasadno§¢ naukowa wszystkich
zaplanowanych analiz zostata potwierdzona przeprowadzonymi badaniami in vitro do projektu finansowanego z
funduszy Narodowego Centrum Nauki. Oczywiscie doswiadczenia ktore pozwalajg na uzycie uktadu in vitro lub ex
vivo w zastepstwie modeli zwierzecych w celu identyfikacji mechanizméw regulujacych fenotyp i metabolizm
komorek migsni gladkich naczyn krwionosnych beda kontynuowane.

REDUCTION (Ograniczenie) — Starano si¢ ograniczy¢ liczbg zwierzat do absolutnego minimum wymaganego do
prawidtowej analizy statystycznej uzyskanych wynikow (z uwzglednieniem koniecznosci replikacji danych na
potrzeby publikacji). Z wykorzystaniem tych samych zwierzat przeprowadzone zostang réznorodne analizy (badania
przyzyciowe a nastgpnie pobranie tkanek do analiz: histologia, ekspresja bialek, analiza lipidow). W niniejszym
wniosku wnosi si¢ o liczebno§¢ zwierzat wynoszaca 15 zwierzat/ grupe eksperymentalng/ zaplanowang analize.

! Przy wypehianiu wzorowaé sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




Wyjatek stanowi jedna grupa ktorej aorty zostang przeznaczone na analiz¢ lipidow w tkance gdzie liczebnosé
Zwierzat wynoszacg 30 zwierzat/ grupe eksperymentalng. Powodem powigkszenia grupy jest ilo$¢ materiatu
potrzebna do wykonania pojedynczej analizy (dwie aorty na jedna analiz¢). Tym niemniej analiza ta pozwala na
uzyskanie duzej ilo§ci wynikéw (zawarto$¢ triacylogliceroli, diacylogliceroli, wolnych kwasow thuszczowych,
cholesterolu, ceramidow, sfingolipidow oraz sktadu poszczegolnych kwasow thuszczowych w tych lipidach), co
uzasadnia jej wykonanie.

Wielkos$¢ grupy zostata zaprojektowana w taki sposob, aby mozliwe bylo wyciagnigcie naukowo i matematycznie
(kryterium istotno$ci statystycznej) znaczacych wnioskéw. Zrezygnowano z przeprowadzenia badania
echokardiograficznego oraz testu tolerancki glukozy na wszystkich osobnikach w eksperymentach. Dlatego tez,
tylko czes¢ z wnioskowanej liczby myszy zostanie poddana echokardiografii (270 myszy) oraz testowi tolerancji
glukozy (270 myszy).

W tescie tolerancji glukozy zaplanowano punkty czasowe 15, 30, 60, 90, 120 minut. Z opublikowanych danych
wynika, ze poziom glukozy we krwi zwierzat karmionych dieta bogatotluszczowa utrzymuje si¢ na zblizonym
poziomie pomiedzy 30 a 60, dlatego tez odstgpiono od dodatkowego pobierania krwi po 45 minutach, pozostajac
przy punktach 30 minut (osiggniecie maksymalnego poziomu glukozy) oraz 60 minut (obserwowane pierwsze
spadki stezenia glukozy we krwi).

Czesto w tych samych badaniach / modelach badawczych wykonuje si¢ takze dootrzewnowy test tolerancji insuliny
(ITT), w ktorym pobiera si¢ probki krwi a nastgpnie za pomocg metody ELISA dokonuje si¢ pomiaru stezenia
insuliny. W proponowanych badaniach odstapiono od tego testu w celu nie poddawania zwierzgt nadmiernemu
cierpieniu.

Stan zapalny, jako jeden z symptomow zespotu metabolicznego, zostanie wywotany rownolegle z cukrzyca, przy
uzyciu diety bogato-tluszczowej. Czas trwania procedury wynika z okresu niezbednego do rozwinigcia si¢ kolejno
wystepujacych komplikacji stanu zapalnego i1 cukrzycy (insulinooporno$é¢, hiperglikemia, negatywny wplyw
wysokiego stezenia glukozy na naczynia krwiono$ne) oraz dlugotrwatego stanu zapalnego (rozwoj dysfunkcji
komoérek §rodbtonka oraz komorek migsni gtadkich naczyn krwiono$nych, patologiczna przebudowa $cian tetnic).
Zgodnie z danymi literaturowymi, u myszy karmionych dietg bogato-tluszczowg jako standardowego modelu
eksperymentalnego dla cukrzycy indukowanej otytoscig obserwujemy tzw. stan przedcukrzycowy w okresie 6-8
tygodnia karmienia, spadek adaptacji wysp trzustkowych okoto 12 tygodnia, natomiast petna cukrzyca typu
drugiego wywotana zostaje w 16-20 tygodniu trwania diety.

W zaplanowanych eksperymentach czas karmienia dieta wysokotluszczowa zostal skrocony do minimum
niezbednego do wywolania okre§lonych objawow metabolicznych. Wg literatury przeprowadza si¢ takze
dhugotrwatle (nawet ponad 50 tygodni) eksperymenty z karmieniem dietag wysokotluszczowa, niemniej jednaj przez
wzglad na zasade 3R, w proponowanych badaniach zdecydowano si¢ na najkrétszy czas diety po ktorym wystgpia
oczekiwane.

REFINEMENT (Udoskonalenie) — Wszystkie proponowane procedury eksperymentalne zaprojektowano tak aby
przysporzy¢ zwierzgtom jak najmniej cierpienia. Zwierzeta beda przenoszone w tubach (a nie za ogon) a kontakt z
czlowiekiem bedzie ograniczony do koniecznego minimum. Echokardiografia przeprowadzana bedzie w pelnej
narkozie. Kilkukrotne pobieranie krwi konieczne do wykonania testu tolerancji glukozy bedzie zwigzane z tylko
jednokrotnym naktuciem igla a nastgpnie przemywaniem skrzepu. Stanowi to mniejszy stres dla myszy niz
wielokrotne nakluwanie mysiego ogona.

Natomiast u$miercenie, przez przerwanie rdzenia kregowego zostanie poprzedzone uspieniem myszy z
wykorzystaniem CO2 co bardzo skraca czas utraty swiadomosci i wykonania czynnosci do 3-5 sekund.




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

O NIE

2 Wypeia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczeh na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wlasciwe pole.



