NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Badanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie plytek

miazdzycowych na modelu zwierzecym Mus musculus

2.Czas trwania projektu 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) miazdzyca, plytki miazdzycowe, PKD2
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 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 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.

Miazdzyca powoduje 50% wszystkich zgonéw w krajach Zachodnich. Choroba ta charakteryzuje si¢
akumulacjg czasteczek lipidow w Scianach naczyn tegtniczych oraz tzw. plytek miazdzycowych.
Powigkszajace si¢ plytki miazdzycowe zmniejszaja $wiatlo tetnic, a nastepnie prowadzac do
trombogenezy na ich powierzchni oraz niedokrwienia narzagdow wewngtrznych. Doktadne zrozumienie
jakie czynniki wplywajg na proces powstawania ptytek miazdzycowych, moze przyczyni¢ si¢ do

opracowania nowych terapii leczenia miazdzycy.

Do badan nad rozwojem miazdzycy powszechnie uzywa si¢ myszy modyfikowanych genetycznie, ktore
charakteryzuje podwyzszony poziom cholesterolu we krwi, takich jak myszy z nokautem receptora

lipoproteiny niskiej gegstosci lub nokautem apolipoproteiny E.




Wstepne badania pokazuja, ze inaktywacja, delecja oraz blokowanie aktywnosci przy pomocy
inhibitorow kinazy biatkowej D2 (PKD2) prowadzi do zmniejszonej absorbcji lipidow przez jelita,
oporno$ci na otyto$¢ i cukrzyce indukowana dieta wysokottuszczowa oraz podwyzszonego poziomu
apolipoproteiny A4 (ApoA4) w osoczu krwi. APOA4 posredniczy w transporcie zwrotnym cholesterolu
z komorek piankowych a przez to zapobiega rozwojowi plytki miazdzycowej. Aktywnos¢ PKD2
reguluje limfocyty T co moze wptywaé na rozw6j miazdzycy. Na podstawie tych wynikoéw stawiamy

hipoteze, iz inaktywacja PKD2 u myszy moze zapobiega¢ rozwojowi miazdzycy.

W celu przetestowania hipotezy wykorzystamy myszy z globalng mutacja genu PKD2 (PKD2ki/ki) oraz
z tkankowo-specyficzng delecja genu PKD2 w jelicie cienkim (PKD2 flox/flox Villin Cre), z
réwnoczesnym globalnym nokautem genu kodujacego receptor LDL lub globalnym nokautem genu
kodujacego apolipoproteing E. Réwnolegle myszom z nokautem receptora lipoproteiny niskiej gestosci
lub nokautem apolipoproteiny E bedziemy podawaé inhibitor kinaz PKD w celu zbadania, czy ten

inhibitor zahamuje powstawanie ptytek miazdzycowych.

Zaréwno globalny nokaut genu kodujacego receptor LDL, apolipoproteing E, jak i globalny knock-in
genu kodujacego PKD2, a takze tkankowo-specyficzny nokaut genu kodujacego PKD2 nie powoduje
szkodliwego fenotypu u myszy. Podawanie gryzoniom inhibitora rodziny PKD (CRT0066101) nie

powoduje skutkoéw ubocznych.

W celu wywotania powstawania ptytek miazdzycowych, a tym samym 1 indukcji miazdzycy, zwierzeta
beda karmione dieta wzbogacong w cholesterol przez 14 tygodni. W trakcie eksperymentu zaplanowano
do przeprowadzenia analizy takie jak: pomiaru tempa metabolizmu w klatkach metabolicznych, badanie
poziomu lipidow 1 biatek we krwi myszy pod wptywem krotkotrwalego glodzenia, pomiar glukozy we
krwi. Po uptywie 14 tygodni od rozpoczecia karmienia myszy dietg wzbogacong w ttuszcz, zwierzeta
zostang poddane eutanazji, natomiast ich krew 1 tkanki (aorta, serce) zostang pobrane w celu

przeprowadzenia dalszych analiz histologicznych, biochemicznych oraz proteomicznych.

Planowane procedury wykorzystania zwierzat zaliczane sg do umiarkowanej 1 dotkliwej kategorii
dotkliwosci. Klasyfikacja do§wiadczenia: PB10. Badania podstawowe. Uktad wewnatrzwydzielniczy

lub metabolizm.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU




Mysz domowa: 476 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac  projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedz¢ dotyczaca zagadnienia
przedstawionego we wniosku badawczym, w takich dostepnych bazach danych jak: PUBMED; Google

Scholar oraz ScienceDirect.

Wykorzystane zostaty takie stowa kluczowe jak: metabolism / atherosclerosis / atherosclerosis plaques

Ireverse cholesterol transport / PKD2/ LDLr /ApoE/ miazdzyca / ptytki miazdzycowe

Na podstawie dostepnej istniejacej literatury stwierdzam, ze brak jest danych naukowych dotyczacych

wptywu biatkowej kinazy D2 na rozwdj i powstawanie ptytek miazdzycowych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmow
regulujacych proces powstawania ptytek miazdzycowych, co moze w przyszitosci przyczyni¢ sie do
opracowania nowych terapii w leczeniu i zapobieganiu chorobom metabolicznym, bedacych

nastgpstwem miazdzycy.

(Reducing) W niniejszym wniosku wnosimy o liczebno$¢ zwierzat wynoszaca 34 zwierzat/grupe
eksperymentalng. Jest to minimalna ilo$¢ zwierzat pozwalajagca na uzyskanie odpowiedniej ilosci
materiatu do badan celem przeprowadzenia kompletnego zestawu zaplanowanych analiz oraz
statystycznej wiarygodnosci wynikow. Niemniej jednak, jezeli uzyskamy odpowiednig ilos¢ materiatu
do analiz badZ uzyskamy wystarczajaca ilos¢ danych eksperymentalnych przy uzyciu mniejszej liczby

myszy, to pozostate zwierzeta nie zostang przez nas wykorzystane.

(Refining) Podczas trwania doswiadczen zwierzeta beda poddawane szczegdtowej obserwacji. Jezeli
ktorakolwiek z procedur spowoduje niepokojace objawy u zwierzat, zostanie wezwany weterynarz aby

zbada¢ myszy, a eksperyment zostanie przerwany.

(Replacement) W projekcie dotyczacym choroby, jaka jest miazdzyca nie jesteSmy w stanie

zrezygnowac¢ z modelu zwierzecego. Powstawanie ptytek miazdzycowych, jest to proces, ktory zachodzi

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




w zywym organizmie pod wptywem wielu czynnikdéw, m.in.: predyspozycji genetycznych czy diety
bogatej w cholesterol. Nie jestesmy w stanie stworzy¢ takiego modelu in vitro, ktéry oddawat by w petni
proces powstawania plytek . Nie jesteSmy tez w stanie pracowa¢ na nizej uorganizowanych
organizmach, poniewaz nie oddajg one wystarczajaco procesu zachodzacego w organizmie ludzkim.
Jednakze, w zaplanowanym projekcie istnieje szereg doswiadczen/analiz, do ktoérych nie beda
wykorzystane zwierz¢ta. RoOwnocze$nie z badaniami na zwierzgtach prowadzone bedg analizy
biochemiczne oraz proteomiczne przy uzyciu stabilnych linii komoérek migséni gtadkich aorty D-AoSMC

oraz komorek srodbtonka naczyn krwiono$nych HUVEC.

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

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




