NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytwt projektu Wplyw dobrowolnej aktywnos$ci fizycznej oraz wybranych mimetykéw
aktywnosci na ekspresje inflamasomu NLRP3 u myszy poddanych owiariektomii

Czas trwania projektu 33 miesigce

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) neurocinflamacja, inflamasom, owariektomia, aktywnos¢,
mimetyki ‘

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie z ponizszych) A

A, Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowana

C. Badania majgce na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostann zwierzat tub warunkdéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktdw leczniczych, Srodkoéw spozywezych, pasz lub innych substancji
Tub produktdw, lub badan ich jakosci, skutecznosci lob bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony érodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabylcia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjuy doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moZze ono
spowodowaé u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst mmsi byé zrozunmialy dla niespecjalisty.

Okres postmenopauzy u kobiet charakteryzuje sie znaczacym spadkiem poziomu krazacego
estrogenu, a ponadto wiaze si¢ ze zwickszonym ryzykiem wystapienia choréb orodkowego
uktadu nerwowego (OUN). Chorobom OUN towarzyszy przewlekly, niekontrolowany stan
zapalny w obrgbie mozgu - neuroinflamacja. Estrogen wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne
m.in. poprzez hamowanie procesu neuroinflamacji. Regularna aktywno$¢ fizyczna ma korzy stny
wplyw na funkcjonowanie calego organizmu. Ponadto coraz cze$ciej zwraca si¢ uwage na
znaczenie regularne) aktywno$ci fizyczne] w prewencji jak i terapii choréb OUN. Jednak,
wprowadzenie aktywnoéci fizyczne) nie zawsze jest mozliwe. Z tego wzgledu proponuje sig
wykorzystanie mimetykéw aktywnosci fizycznej, ktérych dziatanie na organizm ma wywotywaé
korzystne efekty podobne do tych, obserwowanych w wyniku regularnej aktywnosci fizycznej.
Celem projektu jest uzyskanie odpowiedzi czy i jak aktywno$¢ fizyezna lub podawanie
mimetykéw aktywnos$ci  fizycznej moze modulowaé zmiany, w c¢kspresji bialek




zaangazowanych w szlaki sygnalowe zwiazane z procesem neuroinflamacji, wywolane
niedoborem estrogenow.

Eksperyment bedzie prowadzony w warunkach in vifro oraz in vivo. Przeprowadzenie badan in
vitro pozwoli na przebadanie pigciu mimetykdw aktywnosci fizycznej pod katem wiasciwosci
przeciwzapalnych z jednoczesnym zminimalizowaniem iloéci wykorzystanych zwierzat. Jednak,
badanie wplywu deficytu estrogendw, akiywnosdci fizycznej oraz dziatania przeciwzapalnego
mimetykdéw aktywnosci na proces neuroinflamacji jest mozliwe jedynie w modelu in vivo, z
wykorzystaniem wybranego gatunku kregowcow.

Celem wyjasnienia tych mechanizméw, po zakonczeniu eksperymentu od zwierzat zostanie
pobrany mozg oraz surowica krwi. Wszystkie procedury, jakim zostang poddane myszy zaliczaja
si¢ do fagodnej lub umiarkowanej kategorii dotkliwosci. Badania te moga przyczynié sie do
rozwoju form terapii opartych na naturalnych mechanizmach ochronnych organizmu wérdd
kobiet w okresie postmenopauzy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W badaniach planujemy wykorzysta¢ 80 mysich noworodkéw oraz 104 10-miesigcznych samic
myszy domowej (Mus musculus) szczepu CS57BL/6. Na taka wielko$é proby sktada liczba
osobnikéw niezbedna do przeprowadzenia testéw statystycznych w kazdej z grup
eksperymentalnych i w grupach kontrolnych. Do eksperymentu planujemy wprowadzi¢ dwie
grupy z wykorzystaniem 80 noworodkow myszy taczunie do zatozenia pierwotnych hodowli
komoérek glejowych. Taka liczba zwierzat jest potrzebna do przeprowadzenia badan in vitro w
trzech powtdrzeniach biologicznych oraz uzyskania materiatu do przeprowadzenia testow
statystycznych w kazdej z grup. Ponadto, eksperyment obejmowaé bedzie docelowo 8 grup z
wykorzystaniem osobnikéw dorostych. Kazda grupa liczy¢ bedzie po 13 osobnikéw. Taka
liczebnos¢ grup stanowi rozsadny kompromis pomiedzy liczba zwierzgt wykorzystanych w
doswiadczeniu, a ryzykiem tego, Ze zbyt mata wielkos¢ proby uniemozliwi przeprowadzenie
analizy statystycznej i uzyskanie wiarygodnych wynikow.

Laczna liczba myszy w calym doswiadczeniu: 184

1. grupa mysich noworodkéw wykorzystana do izolacji astrocytow (n=40);

2. grupa mysich noworodkéw wykorzystana do izolacji mikrogleju (n=40),

3. grupa 10-miesigcznych myszy poddanych obustronnej owariektomii i utrzymywanych w
hodowli przez 2 tygodnie (n=13);

4. grupa 10-miesiecznych myszy poddanych operacji placebo 1 utrzymywanych w hodowli
przez 2 tygodnie (n=13);

5. grupa 10-miesiecznych myszy poddanych obustronnej owariektomii i utrzymywanych w
hodowli przez 7 tygodni (n=13),

6. grupa 10-miesiecznych myszy poddana owariektomii i poddanych dobrowolne;
aktywnosci fizycznej przez 6 tygodni (n=13);

7. grupa 10-miesigcznych myszy poddana owariektomii, ktérym beda podawane mimetyki
aktywnosci fizycznej przez 6 tygodni (n=13),




8. grupa 10-miesigcznych myszy poddanych operacji placebo i utrzymywanych w hodowli
przez 7 tygodni (n=13);

9. grupa 10-miesiecznych myszy poddana operacji placebo poddanych dobrowolnej
aktywnoéci fizycznej przez 6 tygodni (n=13);

10. grupa 10-miesiecznych myszy poddana operacji placebo, ktérym beda podawane
mimetyki aktywnosci fizycznej przez 6 tygodni (n=13).

7.  OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I
UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, Wnioskodawca sprawdzit aktualny stan wiedzy w zakresie,
ktéry obejmuje cel naukowy. badania w bazach danych naukowych PUBMED oraz Google
Scholar.

Wykorzystano nastepujace stowa kluczowe: ovariectomy, menopause, model of menopause,
neuroinflammation, NLRP3 inflammasome, physical activity, exercise mimetics.

Na podstawie przeszukania istnisjgcej literatury stwierdzono, ze:

Owariektomia wywotyje zmiany w procesie neurcinflamacji u gryzoni, jednak nie wiadomo, czy
i jak aktywno$¢ fizyczna lub stosowanie jej mimetykow moze modulowad te zmiany. Brak jest
danych na temat oceny zmian w ekspresji bialek zaangazowanych w szlaki sygnatowe
inflamasomu NLRP3 i aktywacje szlaku NF-kB w korze czotowej samic myszy poddanych
owariektomii. Ponadto, nie wiadomo jak aktywno$¢ fizyczna i jej mimetyki wplywajg na
ekspresje bialek zaangazowanych we wspomniane wyzej szlaki sygnalowe w warunkach
deficytu estrogendw.

Autorzy proponowanego doswiadczenia planuja wykorzysta¢ pierwotne hodowle komdrek
glejowych stymulowane lipopolisacharydem (LPS). Stymulacja komorek glejowych LPS jest
uznana metoda uzyskania modelu neurcinflamacji in vitro. Model ten pozwoli na oceng pod
katem przeciwzapalnym pigciu substancji uznawanych w literaturze za mimetyki aktywnosci
fizycznej z wykorzystaniem jak najmniejszej ilodci zwierzat. Jest to etap eliminacji, w ktorym
wybrana substangja, o najkorzystniejszym dziataniu przeciwzapalnym w komoérkach glejowych
stymulowanych LPS, bedzie podawana zwierzetom poddanym owariektomii.

Jednak, uzyskanie odpowiedzi na gléwna hipoteze badawcza jest mozliwe tylko przy
wykorzystaniu zwierzat laboratoryjnych. Nie ma bowiem mozliwosci odwzorowania
skomplikowanego procesu neuroinflamacji zachodzacego w warunkach deficytu estrogenow
czy pod wplywem stosowania aktywnosci fizycznej na hodowlach komorkowych, izolowanych
modelach perfundowanych organéw lub z wykorzystaniem symulacji komputerowe;.

OGRANICZENIE

Liczba wykorzystywanych zwierzat w planowanych badaniach zostata ograniczona do minimum
pozwalajgcego na zrealizowanie zamierzonych celéw. W badaniach wykorzystamy tacznie 80
noworodkéw oraz 104 osobnikéw dorostych. Zostanie Wykorzystanych 80 osobnikow
nowonarodzonych do zatozenia pierwotnych hodowli mikrogleju i astrocytow. Taka liczba
zwierzat powinna wystarczy¢ do przeprowadzenia badan in vitro w trzech powtérzeniach
biologicznych oraz uzyskania materialu do przeprowadzenia testéw statystycznych w kazdej z




grup (procedura 1, 2). Na taka wielko§¢ proby sklada sig¢ liczba osobnikéw niezbedna do
przeprowadzenia testow statystycznych w kazdej z grup eksperymentalnych 1 w grupach
kontrolnych. Eksperyment obejmowaé bedzie docelowo 8 grup eksperymentalnych (4 grupy
zwierzat poddanych owariektomii i 4 grupy zwierzat poddanych operacji placebo), kazda grupa
liczy¢ bedzie po 13 osobnikéw. Celem naszych badan bedzie okreSlenie wplywu wysitku
fizycznego lub podawania mimetykéw aktywnosci fizyczne] na indukowane owariektomia
zmiany w ekspresjii biatek zaangazowanych w szlaki sygnatowe inflamasomu NLRP3 i
aktywacje szlaku NF-kB oraz ocena markeréw prozapalnych (badania homogenatow struktur
mozgu).

UDOSKONALENIE

Do$wiadczenia zaplanowano z zastosowaniem metod, kidre pozwalaja na uzyskanie wysokie
jakosci wynikébw przy jednoczesnym ograniczeniu dystresu zwierzat. Zwierzeta
wykorzystywane w do$wiadczeniach beda dobrane stosownie do zaplanowanych
eksperymentdw oraz bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku zgodnie z
przyjetymi zasadami obowiazujacej dyrektywy 2010/63/EU. Do planowanych doswiadczen
wybrano mysz, ktére wykazuja naturalng, dobrze udokumentowang, sklonno$¢ do
podejmowania dobrowolnej aktywno$ci fizycznej. Zwierzeta beda biegaly w kotach
obrotowych, ktore pozwalaja na kontrole aktywnosci fizycznej zwierzat. Zalety tej procedury
jest fakt, iz nie bedzie wiazala si¢ ze stresem charakterystycznym dla popularnie stosowane;
metody treningu zwierzat do$wiadczalnych z uzyciem bodZca elektrycznego. Ponadto,
planowany sposob podawania zwierzgtom mimetykéw aktywnosci fizycznej, wraz z wodg pitng,
eliminuje pojawienie si¢ bolu, cierpienia oraz dystresu zwigzanego z podaniem substancji
dootrzewnowo lub dozotadkowo.

Jedng z planowanych interwencji jest przeprowadzenie owariektomii lub operacji placebo, ktéra
bedzie wykonywana w znieczuleniu ogélny. Po operacji zwierzeta beda otrzymywaé $rodki
przeciwbdlowe i beda obserwowane pod katem wystgpienia objaw6w niepozadanych. Jesli
jednak w trakcie trwania badaf u zwierzat zostang zaobserwowane objawy cierpienia i
przedluzonego dystresu (np. zwierzeta nie bedg jadty 1 pily) lub jakiekolwiek niepozadane
zmiany fizyczne (np. zachowania sugerujace odczuwanie bolu, stan zapalny), to wykonywane
czynnoéci zostang przerwane, a procedury humanitarnie zakoficzone. Wszelkie czynnosci
zwiazane z humanitarnym u§mierceniem beda wykonywane zgodunie z przyjetymi zasadami
obowiazujacej dyrektywy 2010/63/EU.

W przypadku pojawienia si¢ alternatywnych modeli (zadowalajacych pod wzgledem

naukowym), zastapia one modele zaplanowane w badaniu, z zastrzezeniem, Ze nie bedzie to
miato wplywu na wiarygodno$¢ uzyskanych dotychczas wynikow.

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

O™



