NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Badanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje lipolizy w

chorobach metabolicznych
2.Czas trwania projektu 5 lat
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) lipoliza, MK5, MAPKG6, metabolizm

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m O O

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznos$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony §rodowiska 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Choroby metaboliczne, do ktorych zaliczane sg m.in. cukrzyca typu 2, oporno$¢ na insuling, otytos¢ oraz
choroby uktadu krazenia, to jedne z najczesciej wystepujacych schorzen cywilizacyjnych na Swiecie.
Szacuje si¢, ze obecnie w Polsce na cukrzyce typu 2 cierpi okoto 3 miliony os6b, natomiast otytos¢
wystepuje u ponad 10 milionéw ludzi. Badania ostatnich lat wykazaty, ze zaburzenia procesu lipolizy
odgrywaja znaczaca role w rozwoju choréb metabolicznych, jednak doktadny mechanizm odpowiadajacy
za regulacj¢ tego procesu nie jest jeszcze poznany. Lepsze zrozumienie jakie czynniki wptywaja na proces
lipolizy przyczyni si¢ do opracowania skutecznych terapii w leczeniu 1 zapobieganiu chorobom
metabolicznym. Wyniki uzyskane w naszej pracowni sugeruja, ze kinaza aktywowana mitogenami 6
(MAPK®6) oraz aktywowana MAP kinazami biatkowa kinaza 5 (MAPKAPKS, inaczej MKS),

bezposrednio aktywowana przez biatko MAPK6, moga odgrywa¢ kluczowa role w regulacji procesu




lipolizy w adipocytach. Dlatego tez, w oparciu o uzyskane przez nas wstepne wyniki, postawiliSmy
hipotezg, ze $ciezka sygnatlowa MAPK6/MKS, poprzez regulacje procesu lipolizy w tkankach

obwodowych, zaangazowana jest w patogenez¢ choréb metabolicznych.

Gléwnym celem naszego projektu jest okreslenie komorkowych i molekularnych mechanizmoéw
regulujacych proces lipolizy w chorobach metabolicznych. Szczegélowe cele to okreslenie roli
kinazy MAPK6 oraz MKS w rozwoju chorob metabolicznych oraz okreslenie molekularnych

mechanizmow poprzez ktory bialka te reguluja proces lipolizy w tkankach obwodowych.

W celu okreslenia zaleznosci pomiedzy aktywacjg Sciezki sygnalowej MAPK6/MKS a lipolizg w
tkankach obwodowych, wykorzystane zostang myszy z globalnym oraz tkankowo specyficznym
nokautem genu kodujacego kinazg MAPK6 lub MKS5 w tkance tluszczowej bialej i brazowej oraz
mig$niach szkieletowych, a takze myszy transgeniczne z podwyzszong ekspresja genu kodujacego MKS5
w wyzej wymienionych tkankach. Zadna z opisanych powyzej modyfikacji genetycznej nie powoduje
szkodliwego fenotypu u myszy, co potwierdzono w Rudolf Virchow Center for Experimental
Biomedicine na Uniwersytecie w Wiirzburgu. W celu zaindukowania nokautu w przypadku myszy z
nokautem indukowanym, zwierzetom przez okres 10 dni bedzie podawany tamoksifen. Tak krotki czas
podawania tamoksifenu nie wywoluje szkodliwych efektow ubocznych u myszy. W eksperymencie 1.
zwierzeta beda karmione przez okres 24 tygodni standardowg dieta laboratoryjng oraz dieta wzbogaconag
w thuszcz. W trakcie trwania eksperymentu 1. przeprowadzony zostanie test tolerancji glukozy, test
wrazliwosci na insuling, okre§lanie poziomu insuliny stymulowanej glukoza, badanie tempa
metabolizmu z uzyciem klatek metabolicznych, oraz okreslanie zmian stezenia glukozy, lipidow 1 biatek
we krwi pod wplywem glodzenia. W celu dalszej analizy procesu lipolizy przeprowadzony zostanie
eksperyment 2, w ktorym przez okres 14 dni we krwi myszy badane beda zmiany st¢zenia glukozy 1
lipidow pod wplywem agonisty receptora Ps-adrenergicznego CL-316243. Podczas trwania
eksperymentu 2. przeprowadzone zostanie réwniez badanie tempa metabolizmu z uzyciem klatek
metabolicznych oraz okreslanie stezenia glukozy, lipidéw 1 biatek we krwi pod wptywem glodzenia.
Tkanka tluszczowa biala i1 brunatna, wybrane mie¢$nie szkieletowe oraz krew beda pobierane po
wczesniejszym usmierceniu zwierzat zardéwno z eksperymentu nr 1, jak i nr 2. Planowane procedury
wykorzystania zwierzat zaliczane sg do umiarkowanej kategorii dotkliwosci. Najbardziej dotkliwymi
czynno$ciami w zaproponowanych doswiadczeniach s3: pobieranie krwi z ogona oraz glodzenie.

Maksymalny czas trwania gtodzenia to 24 h, w tym czasie zwierzgta moga czu¢ lekki dyskomfort, jednak




jest to za krotki czas, aby myszy zaczely odczuwaé powazne fizyczne dolegliwosci z powodu braku
pozywienia. Pobieranie krwi z ogona réwniez moze powodowac¢ dyskomfort u myszy, jednak ze wzgledu
na pobieranie bardzo matych objetosci (do 20 pl) ta procedura rowniez zalicza si¢ do umiarkowane;j
kategorii  dotkliwo$ci.  Klasyfikacja doswiadczenia: PB10. Badania podstawowe. Uktad

wewnatrzwydzielniczy lub metabolizm.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

‘Mysz domowa: 2480 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedzg dotyczaca zagadnienia przedstawionego
we wniosku badawczym, w takich dostepnych bazach danych jak: PUBMED; Google Scholar oraz

ScienceDirect.

Wykorzystane zostaly takie stowa kluczowe jak: metabolic disorders / insulin resistance / obesity /
diabetes / lipotoxicity / lipolysis / lipid metabolism / MAPK6 / MAPKAPKS / MK5 / ERK3 / B3
adrenergic receptor / CL-316243.

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

roli sciezki sygnatowej MAPK6/MKS w regulacji lipolizy w chorobach metabolicznych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmow regulujacych
proces lipolizy w zaburzeniach metabolicznych, co moze w przysztosci przyczyni¢ si¢ do opracowania

nowych terapii w leczeniu i zapobieganiu chorobom metabolicznym.

W niniejszym wniosku wnosimy o liczebno$¢ zwierzat wynoszaca 20 zwierzat/grupe eksperymentalng.

Jest to minimalna ilo$¢ zwierzat pozwalajaca na uzyskanie odpowiedniej ilosci materiatu do badan celem

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




przeprowadzenia kompletnego zestawu zaplanowanych analiz oraz statystycznej wiarygodnosci
wynikow. Niemniej jednak, jezeli uzyskamy odpowiednig ilo$¢ materiatu do analiz badz uzyskamy
wystarczajacg ilos¢ danych eksperymentalnych przy uzyciu mniejszej liczby myszy, to pozostale

zwierzeta nie zostang przez nas wykorzystane.

W zaplanowanym projekcie istnieje szereg do$wiadczen/analiz, do ktorych nie beda wykorzystane
zwierzgta. Z wykorzystaniem modeli in vitro, tj. stabilnych linii komérkowych adipocytow (3T3-L1 oraz
SGBS) i mioblastow (C2C12), prowadzone beda badania funkcjonalne, testy aktywnos$ci enzymow, jak

réwniez analiza biochemiczna oraz proteomiczna.

Jednakze badania z wykorzystaniem linii komérkowych nie odzwierciedlaja petnego tta metabolicznego
organizmu oraz interakcji miedzy ré6znymi rodzajami komoérek w tkankach i narzadach, niezbednego dla
prawidlowego przebiegu procesow fizjologicznych 1 biochemicznych. Co wigcej, linie komdrkowe
charakteryzuja si¢ odmiennym profilem genowym oraz biatkowym od tkanek. Z tego wzgledu uzyskane
w doswiadczeniach in vitro wyniki moga okazaé¢ si¢ specyficzne wylacznie dla testowanej linii
komorkowej i nie beda opisywac trafnie badanych przez nas zaburzen metabolicznych. Poniewaz celem
naszych badan jest zbadanie roli MAPK6 oraz MKS5S w rozwoju choréb metabolicznych wykorzystanie
zwierzat laboratoryjnych wydaje si¢ konieczne. W celu minimalizacji stresu u wykorzystanych zwierzat,

przewiduje si¢ odpowiedni czas rekonwalescencji po poszczegolnych testach metabolicznych.

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

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. dosdwiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




