NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Badanie roli biatka Pkd1 w regulacji metabolizmu tkanki thuszczowej

2.Czas trwania projektu 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) lipogeneza, PKD1, metabolizm, choroby metaboliczne
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 okreslic 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¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Otylos¢ oraz inne choroby metaboliczne, do ktérych zaliczane s3 m.in. kacheksja nowotworowa,
lipodystrofia, cukrzyca typu 2, oporno$¢ na insuling oraz otylos¢, to jedne z najczesciej wystepujacych
schorzen na $wiecie. Nadmierne nagromadzenie bialej tkanki tluszczowej w trakcie rozwoju otytosci
przyczynia si¢ do wystepowania takich zaburzen jak cukrzyca typu 2 czy opornos¢ na insuling. Z kolei
niedobor tkanki tluszczowej 1 podwyzszone wydatkowanie energii jest charakterystyczny dla takich
schorzen jak lipodystrofia czy kacheksja nowotworowa. Badania ostatnich lat wykazaty, ze zaburzenia
lipogenezy odgrywaja zasadniczg role w rozwoju choréb metabolicznych, jednak doktadny mechanizm
odpowiadajacy za regulacj¢ tego procesu nie jest jeszcze poznany. Lepsze zrozumienie jakie czynniki
wpltywaja na proces lipogenezy przyczyni si¢ do opracowania skutecznej terapii w leczeniu i
zapobieganiu chorobom metabolicznym. Wyniki uzyskane w naszej pracowni na modelach in vitro, tj.

przy uzyciu linii komérkowej adipocytow 3T3-L1 oraz T371, wykazaly, ze Kinaza biatkowa d 1 (Pkdl,




ang. protein kinase d 1) odgrywa kluczowa rol¢ w regulacji procesu lipogenezy w adipocytach.
Uzywajac modeli komdorkowych wykazalismy, ze delecja Pkdl w komorkach thuszczowych zwigksza
wydatkowanie energii i fragmentacj¢ mitochondriow. Natomiast konstytutywna nadekspresja biatka
Pkdl w komorkach 3T3-L1 zwigksza lipogenez¢ i akumulacj¢ lipidow w postaci triacylogliceroli
[Loffler et al. 2018]. Dlatego tez, w oparciu o dotychczas uzyskane przez nas wyniki, postawilismy
hipoteze, ze poprzez regulacje procesu lipogenezy, kinaza Pkd1 wptywa na przyrost tkanki thuszczowej 1
obnizenie wydatkowania energii. Jezeli postawiona hipoteza zostanie potwierdzona, aktywacja kinazy
Pkd1 moze sta¢ si¢ celem nowych terapii wykorzystywanych w leczeniu takich choréb metabolicznych

jak kacheksja nowotworowa czy lipodystrofia.

Glownym celem naszego projektu jest okreslenie komérkowych i molekularnych mechanizmow
odpowiadajacych za regulacje lipogenezy w tkance tluszczowej, a takze okreslenie dokladnej roli

kinazy Pkd1 w tym procesie.

W celu okreslenia zalezno$ci pomiedzy aktywacja $ciezki sygnatowej Pkdl a procesami
metabolicznymi w tkance tluszczowej, wykorzystane zostang myszy transgeniczne z podwyzszong
ekspresjg genu kodujacego Pkd1 w tkance thuszczowej biatej. Opisana powyzej modyfikacja genetyczna
nie powoduje szkodliwego fenotypu u myszy, co potwierdzono w Rudolf Virchow Center for
Experimental Biomedicine na Uniwersytecie w Wiirzburgu. W celu wywotania podwyzszonej ekspresji
indukowanej tamoksifenem zwierzgtom przez okres 10 dni bedzie podawany tamoksifen. Tak krotki
czas podawania tamoksifenu nie wywotuje szkodliwych efektow ubocznych u myszy. Zwierzeta beda
karmione przez okres 24 tygodni standardowa dietg laboratoryjna oraz dieta wzbogacona w thuszcz. W
trakcie trwania eksperymentu przeprowadzony zostanie test tolerancji glukozy, test wrazliwosci na
insuling, okres$lanie poziomu insuliny stymulowanej glukozg, badanie tempa metabolizmu z uzyciem
klatek metabolicznych, oraz okreslanie zmian stezenia glukozy, lipidow i biatek we krwi pod wpltywem
glodzenia. Tkanka tluszczowa biala i brunatna, wybrane migsnie szkieletowe oraz krew beda pobierane
po wczesniejszym usmierceniu zwierzat. Planowane procedury wykorzystania zwierzat zaliczane sa do
umiarkowanej kategorii dotkliwosci. Klasyfikacja doswiadczenia: PB10. Badania podstawowe. Uktad

wewnatrzwydzielniczy lub metabolizm.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa: 80 osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejagcg wiedz¢ dotyczaca zagadnienia
przedstawionego we wniosku badawczym, w takich dostgpnych bazach danych jak: PUBMED; Google
Scholar oraz ScienceDirect.

Wykorzystane zostaly takie stowa kluczowe jak: metabolic disorders / obesity / lipotoxicity / cancer

cachexia / lipid metabolism / lipogenesis / Pkd1/ lipid accumulation.

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

dotyczacych roli Pkd1 w regulacji lipogenezy w chorobach metabolicznych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizméw
regulujacych proces lipogenezy w zaburzeniach metabolicznych, co moze w przysztosci przyczynic 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 przeprowadzenia kompletnego zestawu zaplanowanych analiz oraz statystycznej wiarygodnosci
wynikoéw. Niemniej jednak, jezeli uzyskamy odpowiednig ilo§¢ materiatu do analiz badz uzyskamy
wystarczajgcg ilos¢ danych eksperymentalnych przy uzyciu mniejszej liczby myszy, to pozostale

zwierzeta nie zostang przez nas wykorzystane.

W zaplanowanym projekcie istnieje szereg doswiadczen/analiz, do ktorych nie beda wykorzystane
zwierzgta. Dotychczas przeprowadziliSmy szereg do§wiadczen na modelach in vitro, tj. na stabilnych
liniach komérkowych adipocytow 3T3-L1 oraz T371. Uzyskane wyniki wykazaty, ze kinaza Pkdl

odgrywa kluczowg role w regulacji procesu lipolizy oraz lipogenezy w adipocytach. Wyniki naszych

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




badan in vitro zostaty opublikowane [Loffler et al., 2018].

Jednakze badania z wykorzystaniem linii komorkowych nie odzwierciedlajg petnego tta metabolicznego
organizmu oraz interakcji miedzy réznymi rodzajami komorek w tkankach i narzadach, niezb¢dnego dla
prawidlowego przebiegu procesOw fizjologicznych i biochemicznych. Co wigcej, linie komorkowe
charakteryzuja si¢ odmiennym profilem genowym oraz biatkowym od tkanek. Z tego wzgledu uzyskane
w doswiadczeniach in vitro wyniki moga okaza¢ si¢ specyficzne wylacznie dla testowanej linii
komorkowej 1 nie bedg opisywac trafnie badanych przez nas zaburzen metabolicznych. Poniewaz celem
naszych badan jest zbadanie roli Pkdl 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.

Podczas trwania doswiadczen zwierzgta beda poddawane szczegotowej obserwacji. Jezeli ktorakolwiek
z procedur spowoduje niepokojace objawy u zwierzat, zostanie wezwany weterynarz aby zbada¢ myszy,
a eksperyment zostanie przerwany. W takim przypadku myszy zostang u$miercone przez dyslokacje
kregéw szyjnych (przerwanie rdzenia krggowego). Kryteria podjecia decyzji o wczesniejszym

zakonczeniu do§wiadczenia i humanitarnym u$mierceniu myszy zostaly przedstawione w tabeli ponize;j.

Loffler, M. C., Mayer, A. E., Trujillo Viera, J., Loza Valdes, A., El-Merahbi, R., Ade, C. P., Karwen, T.,
Schmitz, W., Slotta, A., Erk, M., Janaki-Raman, S., Matesanz, N., Torres, J. L., Marcos, M., Sabio, G.,
Eilers, M., Schulze, A., & Sumara, G. (2018). Protein kinase D1 deletion in adipocytes enhances energy
dissipation and protects against adiposity. The EMBO Journal, 37(22), 1-19

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

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




