NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Wplyw tkankowo specyficznych miRNA na termogeneze w brazowej tkance thuszczowej u

myszy
2.Czas trwania projektu 1.06.2019 — 31.09.2019

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) termogeneza, miRNA, brazowa tkanka tluszczowa, chidd,

agonista receptora f3-adrenergicznego

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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 dos$wiadczenia jest identyfikacja tkankowo specyficznych miRNA odpowiadajacych za regulacje
termogenezy niezwigzanej z pracg migsni w bragzowej tkance tluszczowej. Termogeneza jest istotnym
zjawiskiem dla utrzymania wydajnos$ci procesow przezyciowych w warunkach obnizonej temperatury otoczenia.
MIiRNA naleza do grupy niekodujacych, krotkich czasteczek rybonukleinowych, ktorych zadaniem jest
zablokowanie syntezy biatek. Ich funkcja regulacyjna w organizmie zostala potwierdzona wielokrotnie, rowniez
W naszej pracowni.

W celu identyfikacji istotnych miRNA dla procesu termogenezy postuzymy si¢ dzikimi myszami oraz
transgeniczng linig myszy, u ktorych mozemy indukowa¢ usuniecie MiIRNA w tkance tlhuszczowej. Istotne
bedzie takze ustalenie dynamiki samego procesu termogenezy, w celu wyodrebnienia charakterystycznych
punktow czasowych, z ktorych dane bedziemy prezentowac. Indukowanie termogenezy zaleznej od BAT
nastepuje zawsze na skutek aktywacji specyficznych receptoréw. Aktywacja moze by¢ spowodowana niskg
temperaturg lub dziataniem specyficznego agonisty. W badaniu planujemy zadziata¢ na receptory na obydwa




sposoby, ze wzgledu na ewentualne réznice w odpowiedzi metabolicznej organizmu na roézne stymulanty,
mogace wynika¢ z rdznic w temperaturze otoczenia. Zgodnie z danymi literaturowymi aktywacja termogenezy
na obydwa sposoby nie prowadzi do dtugotrwatego dystresu i cierpienia zwierzat.

W doswiadczeniach zarowno zwierzeta dzikie, jak i transgeniczne zostang poddane aktywacji w celu wywotania
termogenezy. Od momentu aktywacji poddamy je obserwacji metabolicznej w klatkach metabolicznych oraz z
wykorzystaniem kamery termowizyjnej i termometru rektalnego, w celu okre$lenia dynamiki procesu i
zaobserwowania roznic pomi¢dzy zwierzetami zmienionymi genetycznie i myszami kontrolnymi. Nastepnie
kolejne (nowe) grupy zwierzat dzikich i transgenicznych zostang poddane aktywacji termogenicznej i ostatecznie
poddane eutanazji w wyodrgbnionych juz uprzednio punktach czasowych. Pozwoli to na dalsza analize
metaboliczng metodami biologii molekularnej, ustalenie zmian w profilu miRNA w brazowej tkance ttuszczowej
oraz ustalenie mechanizmu dziatania zmienionych miRNA, zaangazowanych w termoregulacje.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Liczba: 192

Gatunek: mysz C57BI/6J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejacg wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych Pubmed, ScienceDirect, Web of Science (JCR)

Wykorzystatlem stowa kluczowe: non-shivering thermogenesis, brown adipose tissue, B3-adrenergic receptor
agonist, temperature measurement, miRNA and thermogenesis, metabolism during cold exposure, metabolism
and thermogenesis

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze zarbwno podawanie agonisty jak i niska
temperatura nasilajg termogeneze poprzez aktywacje receptorow [3-adrenergicznych. Konsekwencje tej
aktywacji pod katem metabolizmu moga by¢ jednak odmienne ze wzgledu na warunki termoneutralne (w
przypadku dziatania agonisty) lub brak termoneutralno$ci (niska temperatura). Stwierdza si¢ rowniez udziat
miRNA w roéznicowaniu si¢ komodrek brazowej tkanki thuszczowe;.

B. Brak jest danych na temat tego jak konkretnie zmienia si¢ ogoélny profil miRNA w trakcie procesu
termogenezy oraz jak ewentualne zmiany w tym profilu (jesli wystepuja) wpltywaja na funkcjonowanie tego
procesu.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy na temat regulacji termogenezy niezwigzanej z pracg
mie$ni przez miRNA oraz rdéznic na poziomie metabolicznym w termogenezie uruchamianej w warunkach

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




termoneutralnych oraz braku termoneutralnos$ci.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace np. na dziataniach majacych na celu zwalczanie nadwagi i
otylo$ci z uwagi na $cisty zwigzek miedzy procesem termogenezy i konieczno$cig wydatkowania do tego
procesu kwasow thuszczowych, pochodzacych z magazynu lipidow w tkance thuszczowe;.

Majac na uwadze dobrostan zwierzat bezwzglednie bedziemy stosowali zasade 3 R, wprowadzong w 1959 roku
przez Williama Russela i Rexa Burcha, przede wszystkim, w celu mozliwego ograniczenia liczby uzywanych
zwierzat czy ograniczenia materiatu badawczego.

ZASTAPIENIE

Ze wzgledu na cel badawczy nie mozna zastgpi¢ modeli zwierzecych metodami in vitro takimi jak hodowle
komoérkowe czy tkankowe. W przypadku hodowli niezbgdne jest zachowanie $cisle okreslonych warunkow dla
rozwoju komorek. Aby w ogole aktywowac proces termogenezy konieczna jest manipulacja tymi warunkami
(np. niska temperatura otoczenia), zas zeby komoérka przetrwata oczekiwany wzrost temperatury (w warunkach
termoneutralnych, np. po podaniu agonisty) musi ona skutecznie oddawac ciepto do otoczenia, co moze by¢
utrudnione w warunkach hodowli komorkowej czy tkankowej. Takze dynamika procesow metabolicznych
(biochemicznych) jest zazwyczaj wypadkowa dziatania wielu tkanek anizeli tylko tej jednej, na ktorej badacz
skupia uwage.

OGRANICZENIE

Do osiagniecia celu badawczego zredukowalismy liczbe zwierzat do minimum, ktore jest wymagane w analizach
statystycznych majacych na celu uzyskanie odpowiedzi na postawiony problem badawczy.

UDOSKONALENIE

Wszystkie procedury eksperymentalne sg tak zaplanowane aby przysparzaly zwierzetom mniej cierpien. Do
klatek standardowych dodawane sa przedmioty wzbogacajace S$rodowisko (klocki do S$cierania zebow,
bawehiane kokony do budowy gniazda, tunele z celulozy). Zwierzgta majg zapewniony cykl catodobowy (12h
swiatta, 12h ciemnos$ci). Przez znaczng czg$¢ czasu zwierzgta przebywaja z dala od personelu co zmniejsza
poczucia stresu. Zwierzeta usypiane sg przez wziewne podanie izofluranu i nastepujace po tym szybkie
przerwanie rdzenia.

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

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




