NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projekt: IDENTYFIKACJA POPULACJI NEURONOW KLUCZOWYCH DLA
ROZWINIECIA OTYLOSCI U MYSZY Z DYSFUNKCJA GENU DICER.”

Czas trwania projektu: 3 lata

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): miRNA, otytos¢, AgRP/NPY, neuropeptydomika
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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich F.
Badania w celu opracowania i produkeji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, pasz lub innych substancji
lub produktow, lub badan ich jakos$ci, 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 dos§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.

Otylos¢, jako zjawisko globalne, jest jedng z czotowych przyczyn $miertelnosci i zapadalno$ci na inne,
wspottowarzyszace jej choroby. Jej etiologia ma najczgsciej charakter wieloczynnikowy, co utrudnia leczenie
1 wymaga systemowego podejScia. Poznanie jednego z mozliwych kierunkéw rozwoju otylosci daje
perspektywe na stworzenie celowanych rozwigzan terapeutycznych.

Opisywany projekt badawczy koncentruje si¢ na roli neuronalnych microRNA w ksztaltowaniu procesu
otylo$ci Sg to mate, niekodujace czasteczki RNA ktore biorg udzial w procesie regulacji translacji. Od ich
obecnosci 1 dziatania zalezy balans na przyktad mi¢dzy czynnikami stymulujacymi i hamujacymi pobor
pokarmu oraz regulujgcymi funkcje metaboliczne. Przewodnim celem opisywanego projektu jest poznanie i
opisanie mechanizmu zaleznej od microRNA otylosci: identyfikacja odpowiedzialnej za powstanie fenotypu
grupy neuronow, kluczowego genu oraz profilu neuropeptydéw potencjalnie regulowanych przez czasteczki
microRNA.

Realizacja tego projektu pozwolitaby nam zrozumie¢ aspekty zwigzane z regulacja czynnikéw
determinujgcych otylo$¢ na poziomie neuronalnych microRNA.

W trakcie przeprowadzanych doswiadczen zwierzeta moga do§wiadczy¢ stresu zwigzanego z dootrzewnowsg
iniekcja zardwno czynnika wywolujacego rekombinacj¢ w modelu myszy CreERT2, jak i $rodkow
usypiajacych czy przeciwbdlowych. Ponadto cze$¢ zwierzat poddana bedzie zabiegom operacyjnym (iniekcji
rAAVs do jadra tukowatego w mozgu). Proces rekonwalescencji przebiega¢ bedzie w pojedynczych klatkach
co réwniez moze wptyngé na poczucie dyskomfortu u badanych zwierzat.

Przeprowadzenie opisywanych do$wiadczen pozwoli nam w pierwszej kolejnosci ustali¢ optymalny wzorzec
eksperymentalny niezbedny do rozwinigcia i uszczegblowienia badan nad otytoscia. Realizacja projektu ma
potencjat na usystematyzowanie wiedzy na temat roli neuronalnych microRNA w rozwoju otylosci, udziatu
okreslonej grupy struktur w moézgu, neurondéw i gendw, ktdre wydaja si¢ by¢ kluczowe w tym procesie.



6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Sumaryczna liczba myszy (wszystkich 7 linii; grupa eksperymentalna oraz kontrolna): 2520 myszy

Liczba myszy z podziatem na poszczegolne linie (grupa eksperymentalna oraz kontrolna): linia
transgeniczna AgRP-Cre::Cas9: 360 myszy

linia transgeniczna Vglut2-Cre::Cas9: 360 myszy linia transgeniczna
Dicer::AgRP-CaMKCreERT2: 360 myszy linia transgeniczna
GadTo::DicerCaMKCreERT2: 360 myszy linia transgeniczna Vglut2-
GFP::DicerCaMKCreERT2: 360 myszy linia transgeniczna
GadTo::NPY-GFP::DierCaMKCreERT2: 360 myszy linia transgeniczna
NPY-GFP::DicerCaMKCreERT2: 360 myszy

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA
| UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych: PUBMED; Google Schoolar; Web of Science
Wykorzystatam stowa kluczowe (i ich kombinacje): miRNA, otyto$¢, AgRP/NPY, neuropeptydomika

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury , stwierdzam, ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na sformutowanie, ze czasteczki microRNA biorg czynny
udziat w regulacji metabolizmu. Ponadto wiadomo, ze neurony AgRP/NPY stymulujg pobdr pokarmu poprzez
syntezg 1 wydzielanie peptydow o charakterze oreksygenicznym. To z kolei w okreslonej konfiguracji
molekularnych mechanizméw prowadzi¢ moze do rozwoju otytosci.

B. Brak jest danych dotyczacych mozliwosci wykorzystania innego (niz mysi lub szczurzy) modelu do
przeprowadzenia proponowanych przez mnie badan w kontekscie otylosci i neuronalnej regulacji
metabolizmu. Nie ma, jak dotad, prac, ktore opisywatyby microRNA- zalezng regulacje otylo$ci z naciskiem
na rolg podwzgoérzowych neuronow AgRP/NPY, przy jednoczesnym opisie profilu neuropeptydow, ktére
moga by¢ zaangazowane w ten proces.

Uzyskanie danych z proponowanego modelu pozwoli na:

A. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejagcej wiedzy w kierunku scharakteryzowania roli
neuronéw AgRP/NPY w rozwinigciu microRNA-zaleznej otyloSci.
B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy w formutowaniu mozliwych, przysztych kierunkow terapeutycznych

wskazujac mechanizm dziatania microRNA-zaleznej regulacji otytosci.

Gloéwnym celem opisywanego projektu jest poznanie i opisanie mechanizmu zaleznej od microRNA otylosci:
identyfikacja odpowiedzialnej za powstanie fenotypu grupy neuronéw, kluczowego genu oraz profilu
neuropeptydow potencjalnie regulowanych przez czgsteczki microRNA.

Zachowujac wprowadzona w 1959 roku, przez W. Russela i R. Burcha zasade 3R uzasadniam podjete we
whniosku wybory dotyczace tematyki, modelu, procedur:



ZASTAPIENIE

Ze wzgledu na cel badawczy, koniecznos¢ obserwowania ztozonych zjawisk metabolicznych/fizjologicznych
(uwzgledniajacych wspotdziatanie wielu narzadow, gruczolow i tkanek) nie mozna zastapi¢ proponowanego
modelu mysiego zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego, ani tez metodami in vitro (hodowle
tkankowe, komoérkowe).

OGRANICZENIE

Spelniajac  “zasade ograniczenia” zredukowana do koniecznego minimum zostala liczba zwierzat
planowanych do wykorzystania w eksperymencie. Wielkos¢ grupy pozwoli na wiarygodng analize
statystyczng i weryfikacje postawionego problemu badawczego.

UDOSKONALENIE

Nadrzednym celem jest ograniczenie cierpienia i stresu zwierzat, zwigzanego z przeprowadzanymi
procedurami. Czynniki, ktore mogg by¢ dla zwierzat, mozliwym do zredukowania, zrédtem dyskomfortu, to
zabieg operacyjny oraz odseparowanie od stada. Udoskonaleniem w tej materii bedzie podawanie
odpowiednich, zgodnych z powszechnie przyjetymi normami weterynaryjnymi, §rodkéw usypiajacych
(Ketamina/Medetomidyna), przeciwzapalnych i u$mierzajgcych bol $réd- i pooperacyjny (Butomidor,
Tolfine). Ponadto zwierzgta farmakologiczne wyprowadzane z narkozy (Revertor) przetrzymywane beda do
czasu catkowitego wybudzenia na ptytce grzejnej. Nastepnie odktadane beda do klatek o wzbogaconym
srodowisku, umozliwiajagcym budowanie gniazda (chusteczki, skompresowane baweiane ptatki/wateczki) i
zabawe (drewniane koleczki). Dodatkowo klatki, w ktorych zwierzeta beda przetrzymywane majg
transparentne $cianki, co umozliwi kontakt wzrokowy z innymi osobnikami. Kolejnym dziataniem
zmniejszajacym stres zwierzat bedzie przestrzeganie ograniczonej, do eksperymentatora i opiekuna, liczby
0s6b pracujacej z badanymi zwierzetami.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna

NIE



