NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projekt .,,Wptyw paszy wysokottuszczowej na przejscie epitelialno-mezenchymalne”
2. Czas trwania projektu .......... 28 miesigCy
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) .NAFLD, watroba, MCPIP1, EMT...........

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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 zapewniajgce poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkow 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 $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby (NAFLD) jest jednym z najczestszych schorzen
watroby wsrod osob z krajow wysokorozwinietych. Wyniki otrzymane przez nasz zesp6t wskazuja, ze
biatko MCPIP1, bedace negatywnym regulatorem stanu zapalnego hamuje r6znicowanie
preadipocytow, poprzez degradacjc mMRNA C/EBPB, waznego regulatora adipogenezy.
Zaobserwowalismy takze indukcje MCPIP1 w komoérkowym modelu NAFLD. Co wigcCej,
wykazalismy, ze w czasie procesu nowotworzenia, poziom biatka MCPIP1 spada i ze biatko to moze
odgrywac kluczowa role w aktywacji badz regulacji procesu EMT.

Dlatego, celem projektu jest okreslenie przebiegu niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby
(NAFLD) na przejscie epitelialno-mezenchymalne i zbadanie znaczenia biatka MCPIP1 (ang.

Monocyte Chemotactic Protein-1 Induced Protein) w tych procesach.




Wykorzystana zostanie jedna grupa zwierzat: myszy szczepu C57BL/6J. Do indukcji NAFLD u myszy
wykorzystamy pasz¢ wysokottuszczowa podawang ad libitum przez okres 20 tygodni. Jest to
powszechnie stosowany model NAFLD, ktoéry odzwierciedla przebieg tej choroby u ludzi. Zwierzeta
kontrolne beda otrzymywac¢ diete kontrolng zawierajaca smalec lub nie.

Wykonanie badan in vivo u myszy pozwoli na zweryfikowanie hipotezy badawczej dotyczacej istotnej
funkcji biatka MCPIP1 w rozwoju NAFLD. Doprowadzimy do rozwoju NAFLD u myszy dzigki
zastosowaniu specjalistycznej paszy hodowlanej zawierajacej 60% kcal pochodzacych z ttuszczu. Dieta
tego typu pozwala na uzyskanie sttuszczenia watroby i odpowiada poczatkowym stadiom tej choroby
obserwowanym u ludzi. Ocenimy, czy rozwdj NAFLD zalezy od biatka Mcpipl ulegajacego ekspresji
w hepatocytach. Po usmierceniu zwierzat analizie poddamy watroby oraz materiat pobrany z watroby.
Uzyskany materiat zostanie poddany analizie histopatologicznej w celu zbadania poziomu MCPIP1,
markerow naczyn krwionosnych (CD31, CD144), markeréw naciekajacych makrofagow (F4/80) i
neutrofili (7/4). Izolacja RNA z ptuc, szpiku i watroby pozwoli oceni¢ poziom ekspresji genéw za
pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Biatko uzyskane z watroby zanalizujemy takze z przy
uzyciu macierzy biatkowych. Wykorzystujac metode Luminex, ktéra pozwala analizowac¢ do
kilkudziesi¢ciu cytokin w probcee, zanalizujemy takze mysie osocze a izolacja pierwotnych komorek z

watroby myszy pozwoli nam na kontynuowanie badan w warunkach in vitro.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

60 myszy, Mus musculus; Szczep: C57BL/6

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

Zastapienie - Ze wzgledu na charakter doswiadczenia ktore ma na celu pomiar proceséw in vivo

nie ma mozliwosci zastapienia badaniami in vitro opisanych procedur. Zadna metoda laboratoryjna nie
odda w pelni tego procesu, w ktorym biorg udzial, oprocz komoérek watroby (hepatocyty, komorki
gwiazdziste, komoérki Kupfera, komoérki srodbtonka, makrofagi watrobowe, komoérki NK, komorki
progenitorowe) rowniez adipocyty czy leukocyty z krwi. Badania in vitro, w ktorych usuwa si¢ z

pozywki hodowlanej np. surowicg nie odzwierciedlaja prawidlowo mechanizméw zachodzacych w




watrobie. Dlatego tak wazne jest opracowywanie modeli in vivo, ktére pozwola lepiej zrozumieé
procesy fizjologiczne jak i patofizjologiczne zachodzace w watrobie. Najlepszym modelem w tym
przypadku jest mysz, ktorej watroba zarowno w budowie jak i fizjologii odpowiada ludzkiej watrobie.
Z tego wzgledu nie jest mozliwe zastgpienie doswiadczen z uzyciem zwierzat laboratoryjnych
metodami in vitro. W przypadku uzycia zwierzat mniej rozwinigtych (bezkregowce, Danio rerio), nie
jest mozliwe podanie odpowiedniej diety i badanie procesu rozwoju NAFLD. Organizm zwierzat
bezkrggowych jest znaczaco odmienny od organizmu ssakow. W zwigzku z tym, zastagpienie zwierzat
kregowych w ponizszym projekcie zwierz¢tami bezkregowymi nie jest mozliwe.

Ograniczenie- Liczebnos¢ grup zostata zminimalizowana do 20 osobnikdéw na grupe poprzez
zmniejszenie zmiennosci w ich obrebie. Uzyta liczba zwierzat pozwoli nam na uzyskanie
zdecydowanie bardziej wiarygodnych wynikow.

Udoskonalenie- Zwierzetom zostanie zapewniony odpowiedni czas na aklimatyzacje, a takze stabilne
srodowisko (wilgotnos¢, temperatura, odpowiednia pasza). W trakcie trwania eksperymentu zwierzeta
nie powinny by¢ narazone na dodatkowy dystres. W pojedynczej klatce hodowanych bedzie 5

osobnikéw by unikna¢ diugotrwatego dystresu zwiazanego z mozliwym przegeszczeniem.

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