NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,,Interakcje 1 funkcje oksytocyny i kisspeptyny u szczurzyc z indukowang cukrzyca
typu 2”

2.Czas trwania projektu: 4.11.2019 r. — 3.11.2023 r.
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): oksytocyna, kisspeptyna, cukzyca typu 2, podwzgorze
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 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.

Otytos¢ i cukrzyca mogg prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania uktadu rozrodczego. Naukowcy
starajg si¢ wyjasni¢ procesy fizjologiczne lezace u podstaw otytosci i/lub cukrzycy typu 2, by moc w
przyszto$ci opracowac skuteczniejsze terapie majace na celu redukcje masy ciala, a tym samym ryzyka
wystgpienia chordb towarzyszacych otytosci. Jedng z potencjalnych broni w walce z otyloscig okazac
si¢ moze hormon — oksytocyna (OXT). Dotychczas wykazano, ze podawanie OXT redukuje mase tkanki
thuszczowej. Jednym z czynnikow pelnigcych kluczowa role w regulacji zdolno$ci rozrodczych
organizmu jest kisspeptyna (KP). Zar6wno w otytosci, jak i w niedozywieniu dochodzi do obnizenia
pozioméw KP w podwzgoérzu, co skutkowa¢ moze zmniejszeniem zdolno$ci reprodukcyjnych
organizmu. Wykazano réwniez, ze zaburzenia w produkcji KP wystepuja u zwierzat z zaindukowanag
cukrzycg. Ponadto, pokazano role KP nie tylko w mozgu, ale — podobnie jak OXT — w tkankach
zwigzanych z metabolizmem (trzustce, watrobie, tkance thuszczowej). Najnowsze badania pokazuja, ze
receptory dla KP obecne sa na neuronach uwalniajacych OXT zlokalizowanych w jadrze




przykomorowym podwzgoérza, a takze ze neurony KP i OXT kontaktujg si¢ z sobg. Dlatego oba peptydy
moga ,,wspOtpracowaé” w regulacji gospodarki energetycznej organizmu. Celem naukowym projektu
jest zatem zbadanie, w jaki sposob cukrzyca typu 2 wptywa na dwa wazne peptydy, jakimi sg OXT 1
KP, oraz interakcje pomigdzy nimi.

Przewidywane korzysci: realizacja tego projektu moze przyczyni¢ si¢ do wypetnienia luki w aktualnym

stanie wiedzy, dotyczacej rdznic ptciowych w odpowiedzi obu peptydow na cukrzyce typu 2. Ponadto,
projekt ten przyczyni si¢ do lepszego poznania zaleznosci pomi¢dzy gospodarka hormonalng a masa
ciata. Uzyskane wyniki mogg przyczyni¢ si¢ do edukacji spoteczenstwa w zakresie cukrzycy i jej
prewencji oraz pomdoc we wdrozeniu nowych metod leczenia cukrzycy i/lub chorob wspétistniejacych
(otytosé, zaburzenia ptodnosci).

W eksperymencie proponowane sg jedna grupa eksperymentalna (DM2) oraz jedna grupa kontrolna (K).
Po tygodniu aklimatyzacji zwierzgta z grupy eksperymentalnej beda otrzymywaé diete
wysokottuszczowa, za$§ samice z grupy K standardowg diet¢ laboratoryjnag. Po 16 tygodniach
otrzymywania odpowiednich diet, u zwierzat z grupy DM2 zostanie wywotana cukrzyca typu 2.
Nastepnie w kazdej z grup zostang wyodregbnione dwie podgrupy — samice, ktorym wszczepiona
zostanie pompa osmotyczna z OXT oraz kontrolne, ktorym zostanie wszczepiona pompa osmotyczna z
solg fizjologiczna.

W czasie trwania catego doswiadczenia uwzglednione zostang zasady 3R, tj. zastapienia, ograniczenia i
udoskonalenia. Szkody wynikajace z eksperymentu: cierpienie i/lub dystres zwierzat, jakimi sg iniekcje

dootrzewnowe, czy umieszczanie implantdw z hormonem, a takze $mier¢ zwierzat (eutanazja). Szkoda
dla zwierzat moga by¢ roéwniez mozliwe nastgpstwa wywotania cukrzycy — hyperglikemia przy
jednoczesnej hypoinsulinemii. W zaawansowanych przypadkach choroby stany te moga zagrazaé¢ zyciu
zwierzat. Ponadto, podczas stosowania diety wysokottuszczowej u zwierzat moga wystapi¢ biegunki.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

80 dojrzatych piciowo samic szczura wedrownego (Rattus norvegicus) Wistar, stado niekrewniacze

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Podczas przygotowania niniejszego projektu sprawdzono dotychczas istniejgce osiggnigcia 1 wiedze z
zakresu wplywu podawania oksytocyny na takie stany metaboliczne jak otylo$¢ oraz cukrzyca typu 2.
Ponadto, zrobiono przeglad dostepne;j literatury fachowej pod katem wptywu podawania oksytocyny na
kisspeptyn¢ oraz interakcji pomigdzy tymi peptydami. Korzystano z ogdlnodostepnych baz danych
literaturowych takich jak: PubMed, Google Scholar czy Web of Science. Na podstawie dokonanej

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




analizy literatury uzyskano pewnos¢, ze badania proponowane w niniejszym projekcie sg innowacyjne,
moga mie¢ wplyw na rozwo6j nauki i uzyskanie wiedzy w danym zakresie tematycznym oraz, ze istnieja
przestanki §wiadczgce o powodzeniu niniejszego projektu.

W doswiadczeniu zastosowano si¢ do zasad zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia.

Zasada ograniczenia

Z uwagi na fakt, ze zmienno$¢ osobnicza w cukrzycy typu 2 jest duza (ok. 20% osobnikoéw nigdy jej nie
rozwija), zaplanowano minimalng liczb¢ zwierzat w doswiadczeniu, pozwalajaca na prawidiowe
przeprowadzenie analizy statystycznej uzyskanych wynikéw. Wykorzystanie proponowanej liczby
zwierzat w cukrzycach doswiadczalnych jest poparte rowniez dostgpng literaturg naukowg w tym
zakresie. Ponadto, tkanki pobrane w toku do§wiadczenia postuzg takze do innych projektéw naukowych,
w ktoérych zostang przeanalizowane oraz stanowi¢ beda material dydaktyczny dla studentow.

W ramach zasady udoskonalenia podjete zostang wszelkie kroki, ktore radykalnie minimalizujg bol,
cierpienie, dystres lub trwale urazy, jakich moga doswiadcza¢ zwierzgta, Stad tez stosowane beda
odpowiednie anestetyki. Ponadto czynnos¢ handling pomoze zapobiec stresowi przez przyuczenie
zwierzat do brania ich na rece w trakcie wykonywania dalszych procedur, takich jak m.in. pobieranie
krwi z koncowki ogona. Zapewnione zostang zwierzgtom wilasciwe warunki utrzymania i wzbogacenie
srodowiska (drewniane klocki).

Planowana jest dieta zawierajaca 50% ttuszczu. Wysoka zawarto$¢ thuszczu w diecie jest niezbedna, by
u zwierzat w niniejszym modelu cukrzycy typu 2 wywota¢ zmiany jak najbardziej odzwierciedlajace te
zachodzace w chorobie u ludzi. U ludzi konsumpcja diety bogatej w thuszcze i cukry (tzw. diety
zachodniej) sprzyja powstawaniu otylosci, co prowadzi do insulinoopornos$ci i nietolerancji glukozy
(tzw. stan przedcukrzycowy). Z biegiem lat nieprawidtowosci te (w tym cytotoksycznos¢ kwasow
thuszczowych) prowadza do uszkodzenia trzustki, co skutkuje rozwojem choroby. W literaturze istnieje
konsensus, iz aby poprawnie wywota¢ cukrzyce typu 2 w niniejszym modelu, nalezy u szczuréw
wywota¢ stan przedcukrzycowy (podobny jak u ludzi) i nastgpnie w pewnym stopniu uszkodzi¢ trzustke
niewielkimi dawkami streptozotocyny, by odzwierciedli¢ uszkodzenie trzustki wystepujace u ludzi w
poznym stadium cukrzycy typu 2. W wypadku, gdy zawarto$¢ tluszczu w diecie bylaby nizsza, nie
udatoby si¢ wywota¢ u zwierzat stanu przedcukrzycowego (tacznie z otyloScig), za$ po iniekcji
streptozotocyny rozwinetaby si¢ cukrzyca typu 1.

Proponowane w doswiadczeniu mikropompy osmotyczne pozwalaja na kontrolowane podawanie
hormonu (przez okres 14 dni) bez konieczno$ci powtarzania iniekcji, co wigzatoby si¢ z dodatkowym
dystresem dla zwierzat. Podawanie hormondéw ta droga jest metoda mato inwazyjng, nowoczesng i
bezpieczng, a takze tatwo kontrolowalng. Rekonwalescencja po tego typu zabiegu jest szybka, za$ sam
zabieg obarczony jest minimalnym ryzykiem komplikacji. Ponadto, $rodki do anestezji zostang
odpowiednio dobrane, tak by zwierzg¢ta nie przebudzity si¢ w trakcie zabiegu.

Zabieg perfuzji gwarantuje dobre utrwalenie tkanek i narzadow, zwlaszcza mozgow, co trudno byloby
osiggnaé poprzez zanurzenie pobranego organu w formalinie (z uwagi na jego wielkos¢ oraz fakt, ze
tkanka mozgowa bardzo szybko degraduje). Wnioskodawca wraz z zespolem posiadajag doswiadczenie




w tego typu zabiegach. Dawki anestetykow sg dobrane w taki sposéb, ze dotychczas nie zdarzyto sig, by
w czasie perfuzji ktéres ze zwierzat si¢ przebudzito.

Iniekcji dootrzewnowych nie da si¢ zastapi¢, gdyz taka jest preferowana droga podania streptozotocyny,
jednakze wnioskodawca wraz z zespotem doloza wszelkich staran, by jak najskuteczniej zmniejszy¢
dystres odczuwany przez zwierzeta. Do zastrzykdéw zostang zastosowane najciensze mozliwe igly (tzw.
insulindowki), co pozwoli na zmniejszenie dystresu.

Pobieranie wymazow z pochwy jest standardowa metoda okreslania fazy cyklu ptciowego u szczurzyc.
Metoda pobierania przy uzyciu pipety pasteurowki jest jednorazowa, krotkotrwala oraz bezpieczna dla
zwierzecia. Z doswiadczenia zespotu oraz informacji zawartych w literaturze wynika, ze metoda ta
pozwala na doktadniejszg ocene¢ fazy cyklu ptciowego (z uwagi na wigkszg ilo$¢ pobranego materiatu),
przez co minimalizuje ryzyko popetienia btedu.

Zasada zastapienia

Dokonano analizy i wyboru dostepnych modeli eksperymentalnych pod katem ich utylitarnosci w
niniejszym doswiadczeniu. Przy obecnym stanie wiedzy niemozliwym jest zastgpienie zwierzat w
niniejszych badaniach innymi, alternatywnymi metodami (modelowanie in silico, metody in vitro).
Proponowane badania skupiajg si¢ na interakcjach pomi¢dzy hormonami, ktorych ekspresja nastepuje w
réznych tkankach organizmu (moézg, watroba, trzustka, tkanka tluszczowa). W tym wypadku wybor
nawet najnowoczesniejszych metod in vitro (np. kultury organotypowe czy tzw. ,,organ-on-a-chip”) nie
pozwoli na uzyskanie modelu, w ktorym udatoby si¢ zbada¢ wiele zaleznosci hormonalnych. Kultura in
Vvitro ztozona z dwoch — trzech typow komorek nie odzwierciedla interakcji zachodzacych w catym
zywym organizmie na réznych poziomach (anatomicznym, hormonalnym, molekularnym), na co
pozwala przeprowadzenie eksperymentu z wykorzystaniem zwierzat.

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

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




