NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Wpltyw diety o zréznicowanym poziomie wielonienasyconych kwasow
thuszczowych — omega6/3 na metabolizm watroby myszy - analizy proteomiczne.

2. Czas trwania projektu: 09.2016— 09.2017
3. Stowa kluczowe: nutrigenomika, proteomika, omega-3, spektrometria mas, ekspresja genow
4. Cel projektu: Badania podstawowe

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i
dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiatly dla niespecjalisty.

Projekt zaklada przeprowadzenie analiz nutrigenomicznych — proteomicznych okreslajacych wptyw
diety suplementowanej réznym poziomem nienasyconych kwasow tluszczowych, w szczegolnosci
zawierajgcej zrdznicowany stosunek kwasow omega6/3 na metabolizm watroby. W projekcie
wykorzystany zostanie model mysi.

Glowny nurt badan bedzie dotyczyt analiz profili proteomicznych, z wykorzystaniem zaawansowanej
spektrometrii mas (MS Maldi TOF/TOF 1 MS ESI). Uzyskane wyniki pozwola na weryfikacje zmian w
proteomie watroby pod wplywem zréznicowanej diety, wytypowanie bialek funkcjonalnych oraz
okreslenie wzajemnych relacji miedzy nimi w oparciu o kompleksowa analiz¢ bioinformatyczna.
Punktem wyj$cia/hipoteza dla planowanych badan jest zatozenie, ze ekspresja gendw biorgcych udziat
w procesach metabolicznych zachodzacych w watrobie jest regulowana w istotnym stopniu na poziomie
translacji 1 post-translacyjnych modyfikacji bialek.

Celem glownym projektu jest:

- kompleksowa analiza profilu biatek ulegajacych ekspresji w watrobie myszy w odpowiedzi na
zréznicowana diete;

- okre$lenie wplywu nienasyconych kwaséw omega-3 i omega-6 na profil biatkowy watroby myszy;

- zdefiniowanie biatek funkcjonalnych powodujacych kompleksowe zmiany w profilach biatkowych
watroby i osocza krwi u myszy zywionych pasza uboga i wzbogacong w kwasy omega-3 i omega-6.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

\W doswiadczeniu zostanie uzytych 100 myszy.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA*

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

EBSCO, PUBMED, AGRICOLA, Web of Science (JCR).

lPrzy wypetnianiu wzorowad sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8



Wykorzystalem stowa kluczowe: nutrigenomika, proteomika, omega-3, spektrometria mas, ekspresja
genow

Na podstawie przeszukania istniejace;j literatury, stwierdzam, ze brakuje wcigz kompleksowej informacji
na temat systemowych zmian profili biatkowych w watrobie oraz regulacji ekspresji genow kodujacych
biatka o zmienionym poziomie . W planowanym do$wiadczeniu wykorzystane zostang zaawansowane
techniki spektrometri masowej do analizy proteomicznej, identyfikacji  specyficznych zmian
biatkowych. Dla wytypowanych biatek przeprowadzona bedzie rowniez weryfikacja poziomu ekspresji
specyficznych transkryptow metodg real-time PCR. Wyniki zostang opracowane bioinformatycznie dla
zobrazowania systemowych zalezno$ci miedzy biatkami i genami je kodujacymi.

Precyzyjne badania wymagaja wystandaryzowanych danych, pod wzgledem wieku, tta genetycznego,
oraz standaryzacji dotyczacej diety, dlatego tez mysz jako model zwierzgcy wydaje si¢ by¢ idealnym do
badan podstawowych, ktére moga by¢ rozwijane i weryfikowane w przysztosci na duzych modelach
zwierzgcych takich jak $winia.

Zastapienie: Dokladne poznanie podtoza zmian metabolizmu watroby oraz ich wplywu na funkcjonowanie orga-
nizmu wymaga zastosowania modelu in-vivo, poniewaz do§wiadczenia in-vitro z wykorzystaniem hepatocytow
daja wybiorczy ograniczony obraz wystepujacych zmian. Zastosowanie modelu mysiego jest w tym ukladzie naj-
bardziej optymalnym rozwigzaniem, .. Nalezy doda¢ , ze mysz jest typowym modelem zwierzgcym stosowanym
w badaniach podstawowych, jest tez punktem wyjs$cia dla badan na duzych modelach zwierzecych lepiej od-
zwierciedlajacych metabolizm cztowieka takich jak $winia, ktére moga by¢ planowane w przysztosci, i ktorych
zakres (liczba zwierzat) bedzie wynikat z uzyskanych wezesniej wynikéw na modelu mysim.

Planujac do$wiadczenie i przygotowujac projekt badawczy, doktadnie sprawdzilem istniejaca wiedz¢ w zakresie
objetym wnioskiem badawczym, w bazach danych: EBSCO, PUBMED, AGRICOLA, Web of Science (JCR).
Istniejaca wiedza zgromadzona w bazach danych nie obejmuje ztozonosci problemu jakim jest kompleksowa
zmiana metabolizmu watroby w ujeciu proteomicznym. Ponadto, dla doktadnosci porownan niezbedna jest stan-
daryzacja systemow utrzymania i diety. W poréwnaniach in-silico weryfikacja wynikoéw zmian metabolicznych
oraz zwigzanych z tym zmian ekspresji genow i bialek jest bardzo trudna, poniewaz wyniki pochodzac z ré6znych
doswiadczen zawsze obciazone sa bledem wynikajacym z wptywu zréznicowanego $rodowiska. Dlatego tez, dla
podniesienia wiarygodnosci badan wymagane sg wystandaryzowane dane, zarowno pod wzgledem wieku, tla
genetycznego, jak i diety.

Ograniczenie: Zatozony plan badan byl opracowywany z uwzglednieniem maksymalnego ograniczenia liczby
zwierzat w doswiadczeniu, jednocze$nie uwzgledniajac minimalng liczb¢ zwierzat w grupie niezbedng dla
wiarygodnego statystycznie wnioskowania a tym samym do potwierdzenia zatozonej hipotezy badawczej .
Minimalng liczebno$¢ grupy oszacowano na podstawie danych literaturowych zaktadajgc przewidywane wartosci
dotyczace $rednich poziomdw nasyconych i nienasyconych kwasow thuszczowych w watrobie.

Wielkos¢ proby (30szt) oszacowano wg wzoru n = Zy.,, * p(1-p)/ d, gdzie: Z Standardowa zmiennos¢ przy 5%
bledzie typu 1; p - oczekiwana proporcja wartosci obserwacji w populacji, d doktadnos$¢ szacowania na poziomie
0.05 https://www.dssresearch.com/KnowledgeCenter/toolkitcalculators/samplesizecalculators.aspx.

Prezentowany projekt zaklada gtownie badania proteomu watroby, jednakze w trakcie do$wiadczenia zostanie
pobrany materiat obejmujacy inne tkanki i organy, ktére beda wykorzystywane w dalszych analizach molekular-
nych transkryptomicznych i proteomicznych w przyszlych projektach. Tak wigc przedstawione do§wiadczenie na
zwierzegtach laboratoryjnych ograniczy konieczno$¢ zaktadania podobnych do$wiadczen na zwierzetach laborato-
ryjnych w przysztosci.



Udoskonalenie: W ramach do$wiadczenia nie przewiduje si¢ stosowania inwazyjnych zabiegéw, ktdre moglyby
wptywac¢ na dobrostan zwierzat, ponadto zastosowane zostang elementy urozmaiconego srodowiska. Prezentowa-
ne badania majg charakter badan nutrigenomicznych okreslajacych szerokie spektrum oddzialywan zywienia na
,»globalng” ekspresje genow/ biatek w watrobie. Dotychczas prowadzone badania ze wzglgdu na mozliwosci ana-
lityczne obejmowaty w wigkszosci przypadkow jedynie wybidrcze analizy okreslonych biatek bez analizy tta
genetycznego — odzwierciedlonego w szeroko ujetych profilach proteomicznych. W planowanym doswiadczeniu
przewidziane sa wiclkoskalowe analizy proteomiczne. Zastosowane zostang najnowsze wysokoczule systemy
analiz spektrometrii masowej (Maldi Tof/Tof i Ion Trap). Potaczenie nowoczesnych technologii analitycznych z
kompleksowa analiza bioinformatyczna umozliwi bardziej precyzyjne opisanie systemowych zalezno$ci miedzy
biatkami oraz genami je kodujacymi. Nalezy podkresli¢ ,ze w prezentowanych badaniach jednym z waznych
celéw jest okreslenie poziomu zmian potranslacyjnych bialek, tego typu analizy dotychczas rowniez mialy ogra-
niczona skale. Mozliwo$¢ realizacji zatozonych badan wynika z faktu stworzenia w IGHZ PAN nowoczesnego
Laboratorium Proteomiki, wyposazonego w wysokoczute systemy spektrometrow mass Nano LC MALDI-TOF
MS/MS (ultrafleXtreme BrukerTM) i UHPLC ESI MS (amaZon speed ETD -BrukerTM).

Utworzenie, transformacja i przechowywanie bazy danych jest istotnym etapem planowanego projektu, poniewaz
tak pozyskana cenna baza danych begdzie stanowié¢ obszerne zrodlo wiedzy nie tylko w obecnym projekcie ale w
dalszych badaniach, w przysztych projektach naukowych zaré6wno krajowych jaki i w ramach projektow europej-
skich.



