NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt ,,Rola biatka MCPIP1 w niealkoholowej sttuszczeniowej chorobie watroby”
2.Czas trwania projektu 27.03 2017 — 1.10.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): MCPIP1, watroba, stan zapalny, Zc3h12a, NAFLD

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): Badania podstawowe

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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§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.

Celem naukowym do$wiadczenia jest zbadanie czy biatko MCPIPI jest zaangazowane w rozwoj i
progresje niealkoholowej stluszczeniowej choroby watroby (NAFLD). Choroba ta jest jednym z
najczestszych schorzen watroby wsrdd osob z krajéw wysokorozwinigtych. Szacuje si¢, ze na tg chorobe
cierpi obecnie ponad miliard os6b na $wiecie. Przejawem NAFLD jest nadmierna akumulacja
triglicerydow w obrgbie hepatocytow, co u czgsci pacjentow prowadzi do rozwoju chronicznego stanu
zapalnego w watrobie, a nastgpnie zwtoknienia i marskosci watroby. Gen ZC3H12A, koduje biatko
MCPIP1, ktére jest negatywnym regulatorem stanu zapalnego. Mechanizm dziatania MCPIP1 opiera si¢
na wilasciwosciach RNazy i polega na degradacji mRNA cytokin prozapalnych. MCPIP1 jest takze
negatywnym regulatorem czynnikow transkrypcyjnych NF-xB i AP-1. Wykazano takze role tego biatka
w metabolizmie lipidéw. Badania naszego zespotu dowiodly iz MCPIP1 hamuje rdéznicowanie
preadipocytéw, poprzez degradacie mRNA C/EBPB, waznego regulatora adipogenezy.
Zaobserwowali$my takze indukcje MCPIP1 w komérkowym modelu NAFLD, jednakze aby zbada¢ role
tego biatka w sttuszczeniu watroby, najbardziej odpowiednie bytoby zastosowanie zwierzecych modeli
tej choroby. Dzigki przeprowadzeniu badan u myszy bedziemy mogli uzyskaé¢ petny obraz funkcji biatka
MCPIP1 w trakcie rozwoju tej choroby. Nie przewidujemy wystepowania skutkow ubocznych u myszy,
jednak dieta wysokotluszczowa doprowadzi do zwigkszenia ich masy ciala.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W projekcie wykorzystane zostang nastgpujace zwierzeta:
Gatunek: Mus musculus; Szczep: C57BL/6J; Linia: dzika i transgeniczna:
- linia dzika - myszy C57BL/6J — zwierzeta kontrolne;

- linia transgeniczna - myszy zawierajace sekwencje LoxP w genie Zc3h12a kodujacym biatko Mcpipl
(Zc3h12aL°XP’L°XP)'

- linia transgeniczna - myszy Alb-Cre™®"T zc3h12a-7/-ox

hepatocytach (rekombinaza Cre pod promotorem albuminy);

pozbawione ekspresji genu Zc3hl2a w

- linia transgeniczna - myszy LysM-Cre™"WT z¢3h12a-2®® hozbawione ekspresji genu Zc3h12a w

leukocytach linii mieloidalnej (rekombinaza Cre pod promotorem Lizozymu M).

Zwierzeta podzielono na nastgpujace grupy:

Nazwa Rodzaj grupy Szczep/typ myszy Liczba
Grupy zwierzgl
1 Kontrolna; myszy typu dzikiego karmione C57BL/6J 10
pasza kontrolng (AIN)
2 Doswiadczalna: myszy typu dzikiego C57BL/6J 10
karmione pasza wysokottuszczowa (HFD)
3 Kontrolna: myszy transgeniczne, pasza AIN | Zc3h12a-2/tox® 10
4 Doswiadczalna: myszy transgeniczne, pasza | Zc3h12a-2/-® 10
HFD
5 Kontrolna: myszy transgeniczne, pasza AIN | Alb-Cre™®"T zc3h12a-0"/-0xP 10
6 Dos$wiadczalna: myszy transgeniczne, pasza | Alb-Cre™®"T Zc3h12a 20X 10
HFD
7 Kontrolna: myszy transgeniczne, pasza AIN | LysM-Cre™"T 10
chhlzaLOXP/LOXP
8 Doswiadczalna: myszy transgeniczne, pasza LySM-CreTG/ wT 10
HFD Zc3h12aL0xP/LoxP




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Zastgpienie - Ze wzgledu na charakter do§wiadczenia ktére ma na celu pomiar rozwoju NAFLD nie ma
mozliwosci zastgpienia badaniami in vitro opisanych procedur. Zadna metoda laboratoryjna nie odda w
pelni tego procesu chorobotworczego, w ktorym biorg udzial, oprocz komoérek watroby (hepatocyty,
komorki gwiazdziste, komorki Kupfera, komoérki $rédbtonka, makrofagi watrobowe, komorki NK,
komorki progenitorowe) réwniez adipocyty czy leukocyty z krwi. Badania in vitro NAFLD, w ktorych
stymulowane kwasami tluszczowymi sg tylko hepatocyty, nie odzwierciedlajg prawidtowo mechanizméw
rozwoju sttuszczenia watroby. Dlatego tak wazne jest opracowywanie modeli in vivo, ktore pozwolg
lepiej zrozumie¢ procesy fizjologiczne jak i patofizjologiczne zachodzace w watrobie. Najlepszym
modelem w tym przypadku jest mysz, ktorej watroba zardowno w budowie jak i fizjologii odpowiada
ludzkiej watrobie. Wykorzystanie zwierzat bezkrggowych nie jest mozliwe, poniewaz ich organizm jest
znaczaco odmienny od organizmu ssakow. W zwigzku z tym, zastgpienie zwierzat kregowych w
ponizszym projekcie zwierzgtami bezkregowymi nie jest mozliwe.

Ograniczenie- Liczebno$¢ grup zostala zminimalizowana do 10 osobnikow na grupe poprzez
zmniejszenie zmiennosci w ich obrgbie. Wszystkie zwierzeta beda pochodzity z hodowli wsobnej
prowadzonej w Wydziale Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii UJ, dzigki czemu ograniczymy
zmienno$¢ genetyczng. Uzyta liczba zwierzat pozwoli nam na uzyskanie zdecydowanie bardziej
wiarygodnych wynikow.

Udoskonalenie- Zwierzgtom zostanie zapewniony odpowiedni czas na aklimatyzacjg, a takze stabilne
srodowisko (wilgotno$¢, temperatura, odpowiednia pasza). W trakcie trwania eksperymentu zwierz¢ta nie
powinny by¢ narazone na dodatkowy dystres, poniewaz wymiana paszy eksperymentalnej bedzie
wykonywana tak jak w przypadku normalnie wykorzystywanej paszy hodowlanej. W pojedynczej klatce
hodowanych bedzie 5 osobnikéw by unikng¢ dlugotrwatego dystresu zwigzanego z mozliwym
przegeszczeniem.

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




