NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Wyjasnienie mechanizmu indukowanej lipidami insulinoopornosci watrobowe;j
2.Czas trwania projektu od 10/2020 do 03/2023

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) insulinoopornosé, dieta, watroba, plazmidy, lipidy
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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do$wiadczenia, 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¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Otylos¢, insulinooporno$¢ i1 cukrzyca typu 2 sg jednymi z gléownych przyczyn umieralno$ci w
krajach rozwinigtych. Wzrost zachorowan na otytos$¢ i1 cukrzyce typu 2 pomigdzy rokiem 2000 a 2050
okresla si¢ na 437% u mezczyzn 1 271% u kobiet, z taczng liczbg chorych w 2050 powyzej 700 miliondw.
Réznice wzgledem plci spowodowane sa odmienng gospodarka hormonalng u kobiet 1 m¢zczyzn oraz
innym rozkladem tkanki thuszczowej, ktora w przypadku me¢zczyzn akumuluje si¢ gtoéwnie w tkance
trzewnej oraz watrobie. Majac na uwadze obecne oraz projektowane ekonomiczne, spoteczne oraz
zdrowotne koszty epidemii cukrzycy typu 2 kluczowym aspektem jest identyfikacja biologicznych
mechanizmow prowadzacych do tej choroby. Poprzedni eksperyment (LKE 44/2018) zostal wykonany na
samicach szczepu C57BL6/J. Zwazywszy na kluczowe réznice w metabolizmie lipidéw oraz narazeniu
na cukrzyce typu 2 i jej komplikacje wystepujace pomigdzy kobietami a mezczyznami, zasadnym jest
przeprowadzenie proponowanych eksperymentoéw na samcach.

Celem proponowanych badan jest ustalenie, ktore z lipidow watrobowych odgrywaja najwazniejsza

role w indukcji insulinoopornosci u samcow myszy karmionych dieta bogatotluszczwa. Kluczowym




aspektem badan bedg procedury wyciszania gendw w watrobie z uzyciem metody hydrodynamicznej
(HGD) oraz infuzji kwasow thuszczowych i glukozy znakowanej stabilnym (nieradioaktywnym) izotopem
wegla 13C (Czynnos¢ 12). HDG jest standardowa procedura dostarczania materiatu generycznego do
watroby, ktora jako bezpieczna i efektywna jest z powodzeniem stosowana u gryzoni (mysz itp.) duzych
ssakow ($winie) oraz naczelnych. Obecnie trwajg prace nad zastosowaniem HDG w terapii ludzi.
Powyzsze procedury umozliwig ustalenie roli poszczegolnych grup lipidow w indukcji cukrzycy, co

pozwoli na identyfikacj¢ nowych celow terapii farmakologicznej I genetycznej u ludzi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Eksperyment zostanie przeprowadzony na 85 samcach myszy C57BL6/J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

W trakcie projektowania badan przeprowadzono doglebng analize stanu wiedzy o indukowanej dieta
insulinooporno$ci watrobowej oraz procedur eksperymentalych wykorzystywanych w tym obszarze
badawczym w oparciu o ogolnodostgpne bazy danych (PUBMED, ScienceDirect, Web of Science (JCR)
Google Schoolar). Zastosowano stowa kluczowe zwigzane z indukcjg insulinooporno$ci, hodowlami
komoérkowymi, infuzjami, hydrodynamicznym dostarczaniem genéw (HDG) oraz alternatywami dla
powyzszych procedur. Zgodnie z zasada 3R analiz¢ przeprowadzono w celu potencjalnego catkowitego
zastgpienia zwierzat hodowlami komoérkowymi, ograniczeniem liczby zwierzat poddanych
poszczegdlnym procedurom oraz zmniejszeniem stresu zwigzanego z danymi procedurami
eksperymentalnymi, w szczegdlnosci HDG oraz infuzja.

Zastapienie: Badania nad indukcjg insulinooporno$ci w hodowlach komodrkowych oparte sa o
immortalizowane lub nowotworowe linie komorek watrobowych (HEPG2; AML12). Najnowsze badania
z uzyciem technik wielkoskalowych (genomika, proteomika, metabolomika) udowodnity, ze linie
komorkowe posiadaja znaczaco odmienny od komodrek watrobowych profil molekularny, bardziej
zblizony do komoérek nowotworowych. Linie komorkowe nie posiadaja wielu cech zréznicowanych
hepatocytow jak 1 niskg ekspresje typowych genow prawidlowo funkcjonujacej tkanki watrobowej
(produkcja albumin, glukoneogeneza, sekrecja lipoprotein). Dodatkowo wzigto pod uwage
przeprowadzenie eksperymentow na pierwszorzedowych hepatocytach wyizolowanych z watroby myszy
z nadwyzek hodowlanych (pobranie jedynie tkanki watrobowej) oraz z do$wiadczenia, ktorym
zastosowano by jedynie karmienie dieta standardowa i1 bogatottuszczowa z pdzniejsza modyfikacja
komérek z uzyciem plazmidéow. Z tego podejscia zrezygnowano ze wzgledu na znaczaco nizsza
skuteczno$¢ transfekcji plazmidami w hodowlach komoérkowych w poréwnaniu z metodg HDG, co
uniemozliwito by obserwacje efektéw terapeutycznych (zwigkszenia insulinowrazliwo$ci) w wyniku
nieznacznego wyciszenia genow. Zastosowanie bardziej skutecznych kréotko dziatajacych SiRNA nie

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




pozwolitoby na obserwacje dlugofalowych efektow wyciszenia, wymaganych do modyfikacji
metabolizmu lipidow. Hodowle komorkowe nie pozwolityby takze na obserwacje poprawy
insulinowrazliwo$ci na poziomie catego organizmu w wyniku modyfikacji pojedynczego genu
metabolizmu lipidow w watrobie, takze ze wzgledu na wplyw szeregu czynnikéw humoralnych
(wystepujacych we krwi), ktore nie mogg by¢ w pelni symulowane w warunkach hodowli komorkowych.
Dlatego tez stwierdzam, ze nie jest mozliwe w pelni zastapienie hodowlami komodrkowymi
proponowanych badan.

Redukcja: W imi¢ zasady redukcji, zastosowano szereg Srodkow umozliwiajgcych zmniejszenie
liczebnosci zwierzat. Planowane jest wykonanie badan na samcach myszy C57BL6/] (JACKSON),
szczegolnie podatnych na indukcje insulinoopornosci w wyniku karmienia dietg bogatottuszczowa. Linia
myszy C57BL6/J jest utrzymywana w sposob zapobiegajacy dryfowi genetycznemu, w wyniku ktorego
szereg szczepow myszy — w tym takze innych hodowli C57BL6 - rozdziela si¢ fenotypowo na osobniki
wykazujace odmienng wrazliwo$¢ na diet¢ bogatotluszczowsa. Uzycie innego szczepu myszy wymagatoby
znacznego powigkszenia grup eksperymentalnych w celu selekcji zwierzat insulinoopornych przed
przystapieniem do gltéwnego eksperymentu. Natomiast skuteczna indukcja insulinoopornosci w
szczepach o innym profilu genetycznym oprocz karmienia dietg bogatottuszczowa wymaga zastosowania
niskich dawek streptozotocyny ($rodka uszkadzajacego komorki B trzustki) zwigzanych z prowadzeniem
dodatkowej procedury. Dlatego tez uwazam, ze zastosowanie myszy C57BL6/J umozliwia wprowadzenie
do eksperymentu najnizszej liczby zwierzat i uzyskanie wynikoéw najbardziej zblizonych do tych
obserwowanych w u ludzi.

Liczebno$¢ grup eksperymentalnych zostata ustalona w oparciu o wyniki z poprzednich eksperymentéw
przeprowadzonych u myszy szczepu C57BL/6 karmionych dieta bogatottuszczowg oraz przeglad
najnowszych danych z innych zespoléw badawczych (literatura) wykorzystujacych myszy szczepu
CS57BL6J do badan nad insulinoopornoscig. Do analizy mocy oraz liczebnosci grup wykorzystano dane
zmiennosci parametru HOMA-IR (wskaznik insulinoopornosci), watrobowej zawartosci diacyloglicerolu
i ceramidu (lipidy watrobowe) oraz forsforylacji kinazy AKT (biatko szlaku insulinowego). Analiza
liczebnosci wykazata, iz optymalna liczebno$¢ grup eksperymentalnych dla p<0.05 i mocy 90% wynosi
6 dla parametru HOMA-IR, 8 dla lipidow watrobowych oraz 10 dla analizy WB. Analiza literatury
wykazala, 1z wielkos$¢ grupy eksperymentalnej wahata si¢ od 6 do 20 osobnikéw w grupie w przypadku
badan wykorzystujacych indukowang dietg insulinoopornos¢.

Zmniejszenie liczby zwierzat wykorzystanych w eksperymencie umozliwi takze przeprowadzenie testow
tolerancji glukozy (OGTT) oraz insuliny (ITT) na tych samych osobnikach. Testy zostang
przeprowadzone w tygodniowym odstgpie czasu, co umozliwi redukcje stresu i powrot zwierzat do
parametrow wyjsciowych. Wszystkie czynnosci na grupie zwierzat z OGTT i ITT maja charakter tagodny,
co nie pogorszy znaczaco ich dobrostanu. Jednoczesne zwigkszenie liczebnosci grup eksperymentalnych
o dodatkowe 10% zapewni uzyskanie wiarygodnych wynikéw w przypadku zdarzen losowych takich jak
nicudana lub niepetna infuzja lub niekorzystny przebieg HGD.

Udoskonalenie: Zgodnie z zasada udoskonalenia procedury eksperymentalne zostaly odpowiednio
zmodyfikowane w celu zmniejszenia cierpienia i stresu zwierzat z jednoczesnym zapewnieniem
pozyskania danych o wysokiej jako$ci. Dotyczy to w szczeg6lnosci procedury hydrodynamicznego
dostarczania genoéw do tkanki watrobowej (HGD) oraz infuzji do zyly ogonowej. Pomimo dobrej
tolerancji HGD u zwierzat swiadomych, cechujacej si¢ szybkim powrotem zwierzat do typowych
zachowan (apetyt, aktywnos$¢, brak oznak stresu w ok. 10 minucie po HDG) oraz braku efektow
dlugofalowych, procedure planujemy obecnie przeprowadzi¢ w narkozie izofluranowej. Z naszych




uprzednich doswiadczen z HDG wynika, iz okres 20 minut jest wystarczajacy do prawidlowego
przeprowadzenia procedury oraz powrotu zwierzgecia do aktywnosci. W najnowszych publikacjach
procedura HDG u myszy wykonywana jest zgodnie z proponowanym schematem postepowania takze pod
narkozg izofluranowg. Procedura HDG pod narkozg izofluranowa cechuje si¢ umiarkowanym stopniem
inwazyjnos$ci a odsunigcie jej w czasie od glownego eksperymentu zapewni zmniejszenie negatywnych
efektow anestezji na metabolizm glukozy, insuliny i kwasow tluszczowych. Dodatkowo w celach
prewencyjnych (analgezja) przez pierwsze 24h zostanie podany karprofen (NLPZ) w wodzie pitnej w
dawce 0.05mg/ml.

Infuzja zwigzkéw znakowanych stabilnym (nieradioaktywnym) izotopem wegla jest szeroko stosowana
w badaniach in-vivo (takze u ludzi). Umozliwia ona precyzyjne badanie metabolizmu zwigzkow takich
jak kwasy tluszczowe 1 glukoza. W proponowanych badaniach wykorzystana zostanie infuzja kwasow
tluszczowych oraz glukozy poprzez zyle ogonowa u zwierzat przystosowanych do przebywania w
jednostce ECU (enviromental conditioning unit).  Poprzednia wersja eksperymentu zaktadata
dootrzewnowe podanie insuliny oraz pentobarbitalu zwierzetom przebywajacym w jednostce ECU. W
przypadku zastosowania ECU zwierzeta wymagaja czeSciowego unieruchomienia przez okres infuzji (2h)
a stopniowa aklimatyzacja do wymaganych warunkéw przeprowadzana jest w ciggu kilku tygodni
poprzedzajacych eksperyment. W ramach udoskonalenia procedury infuzji i eutanazji zardwno insulina
jak 1 pentobarbital zostang podane poprzez lini¢ infuzyjng w celu zminimalizowania dyskomfortu
zwigzanego z iniekcja dootrzewnowa pentobarbitalu oraz podwojnego uklucia igla. Wziewne srodki
znieczulajace takie jak izofluran oraz niektére podawane w formie iniekcji (ketamina/ksylazyna)
wywotuja znaczace zmiany w metabolizmie glukozy i insuliny przy dlugotrwatej anestezji, co wpltywa na
jakos¢ otrzymanych wynikow. Negatywny efekt anestezji na metabolizm glukozy obserwowany jest dla
wszystkich $rodkow anestezjologicznych, jednakze znaczaco zalezy on od rodzaju zwiazku. Przeglad
najnowszej literatury pozwolit na identyfikacje pentobrbitalu jako zwigzku o najmniejszym wplywie na
metabolizm glukozy, insuliny i kwasoéw tluszczowych, pod wptywem ktoérego zwierzgta cechujg sig
zblizong odpowiedzig na insuling 1 glukozg (krzywe OGTT 1 IPTT) oraz wykazuja nieznaczne zmiany w
HOMA-IR. Pentobarbital zostanie wykorzystany jako §rodek do eutanazji przy podaniu dozylnym
poprzez lini¢ infuzyjna, co zminimalizuje do zera dyskomfort wywolany iniekcja tego zwiazku do jamy
otrzewnowej.
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Inne procedury takie jak znakowanie/kolczykowanie 1 implantacja linii infuzyjnej zostang
przeprowadzone w szybko indukowalnej, lekkiej narkozie izofluranowej, co znakomicie zredukuje stres
zwigzany z chwytaniem 1 kolczykowaniem uszu a jednocze$nie nie wptynie na uzyskane wyniki ze
wzgledu na znaczng odleglo$¢ czasowa pomigdzy procedurami a gtbwnym eksperymentem.




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

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



