NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie roli szlaku WNT/Bkatenina w rozwoju i funkcjonowaniu mysich

astrocytow

2.Czas trwania projektu 15.04.2019- 14.03.2022 (3 lata)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) astrocyty; astrogeneza; szlak WNT/Bkatenina, LiCl
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, skutecznos$ci 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 zaplanowanych w niniejszym wniosku doswiadczen jest wyjasnienie roli szlaku
sygnalizacyjnego WNT/Bkatenina w rozwoju i funkcjonowaniu astrocytow. Szczegdélowym celem jest
ustalenie roli jaka pelni w tym procesie modulacja szlaku WNT/Bkatenina z zastosowaniem $rodkéw
farmakologicznych. Modulacja wspomnianego szlaku prowadzi¢ bedzie do zmian ekspresji roznych
gendéw M. in w astrocytach. Nie wptynie to jednak znaczgco to na rozwoj zwierzecia tj. innych narzagdow
oraz uktadow np. uktadu naczyniowego etc. Zatem eksperyment nie bedzie prowadzit do dyskomfortu
oraz stresu u zwierzat poddanych procedurom. Na podstawie dotychczasowych badan wplywu chlorku
litu podawanego mysza w karmie na funkcjonowanie myszy nie przewiduje¢ si¢ aby wystapity szkody i
pogorszenie stanu zdrowotnego myszy. Mozliwe jest, ze jedynymi szkodami/zmianami jakie moze

spowodowa¢ doswiadczenie beda zmiany w zachowaniu myszy. Myszy ze stabilizowanym szlakiem




WNT mogg charakteryzwoac si¢ obnizonym poziomem agresji oraz wycofanie socjalnym. Nie powinno
to jednak znaczaco wptyna¢ na dobrostan zwierzat.

W zwiazku z tym, ze modulacja szlaku WNT nastapi na réznych etapach rozwoju oczekuje, ze
ekspresja roznych genéw zostanie zmieniona na réznych etapach rozwoju. Dzigki temu dowiem si¢ jaka
role pelni bezposrednio szlak WNT/Bkatenina w astrocytach na wszystkich etapach rozwoju mysiego
mozgu. Ze wzgledu na molekularne 1 morfologiczne podobienstwo migdzy mysimy i ludzkimi
astrocytami mozna wnioskowacé, ze szlak ten bgdzie funkcjonowat podobnie w astrocytach u myszy jak i
ludzi. Zatem korzysci, jakie przyniesie moj projekt dla rozwoju nauki to zrozumieniu roli szlaku WNT
nie tylko u myszy ale szerzej u ssakow, w tym czlowieka. To z kolei moze przyblizy¢ nas do

opracowania terapii chorob zaleznych od dziatania astrocytow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus Musculus (336 osobnikow).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy oraz planujac opisane procedury przeszukalem istniejgcg literaturg w
zakresie objetym wnioskiem badawczym. W tym celu wykorzystatem dostepne artukuly naukowe w
bazach danych PUBMED oraz ScienceDirect.

Uzyte stowa kluczowe:
Astrocytes, WNT pathway, Lithium Chloride, mental disorders; psychiatric disorders,

Istniejgca literatura wskazuje ze w przebiegu chorob psychicznych i neurodegeneracyjnych obserwuje
si¢ patologiczne zmiany w astrocytach. Przykladem takich zaburzen jest zaobserwowana w chorobie
Alzheimera atrofia astrogleju, skutkujagca m. in zaburzeniem przekaznictwa synaptycznego i
homeostazy neurotransmiterow u chorych, a w konsekwencji $miercig neuronow. Wiele badan
wskazuje takze na wynikajagcy z zaburzen rdéznicowania 1 proliferacji astrocytow rozwojow
najczestszych nowotworéw uktadu nerwowego - gwiazdziakéw. Liczne badania wskazujg takze ich
nieprawidlowe dzialanie w takich chorobach psychicznych jak schizofrenia, depresji, ADHD czy

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




choroba dwubiegunowa. Jedenym z najdtuzej stosowanych w leczeniu chorob psychicznych lekiem sa
sole litu. Sole litu wykorzytuje si¢ w leczniu pacjentow u ktorych zostaly zdiagnozowane zaburzenia
afektywne dwubiegunowe czy nawracajacych zaburzeniach depresyjnych. Sole litu lecza epizody
maniakalne oraz zapobigaja ich nawracaniu oraz nawracaniu epizodow depresyjnych. Wiedza na tamat
jaka rolg sole litu pelnia na poziomie komoérkowych jest fragmentarczyna ale badania naukowe
wskazuja czynny udziat soli litu w stabilizacja szlaku WNT/Bkatenina poprzez kumulacje Bkatenina w
jadrza komorkowych. Zastosowanie soli litu (chlorku litu) w zaplanowanych procedurach pozwoli
zrozumie¢ mechanizm molekularny ktory odpowiada za leczenie chorych stosujacych sole litu. W
perspektywie, wiedza wynikajaca z moich badan moze poprowadzi¢ do lepszego zrozumienia etiologii
tych zaburzen i opracowania metod ich zapobiegania i leczenia.

Mimo krytycznego znaczenia astrocytow, w poréwnaniu z mechanizmami regulujacymi procesy
neurogenezy 1 oligodendrogenezy, szlaki sygnalizacyjne regulujace zardwno ich roéznicowanie jak i
funkcjonowanie sg bardzo stabo poznane. Dopiero w ostatnich kilku latach podjeto intensywne badania
zmierzajace do identyfikacji szlakow syngalizacyjnych kontrolujacych kolejne stadia rozwoju
astrocytow. Dostepna dane literaturowe jak i moje wstepne wyniki pozwolily mi na postawienie
hipotezy, ze jednym z kluczowych szlakoéw sygnalizacyjnych kontrolujacych funkcjonowanie
astrocytow jest szlak WNT/Bkatenina. Celem niniejszego projektu jest weryfikacja tej hipotezy

Dostepna literatura wskazuje, ze zaburzenia szlaku WNT/Bkatenina wystepuja w choroby psychiczne
jak depresja czy schizofrenia oraz nowotworowych moézgu. Niemniej jednak wiedza na temat tego jaki
jest udziala szlaku WNT/Bkatenina jest fragmentaryczna. Moje wstepne wyniki oraz dostgpne dane
literaturowe wskazuja, ze proces astrogenezy jest regulowany i koordynowany przez szlak
WNT/Bkatenina. Przeprowadzone profilowania transkryptomu astrocytow wykazaly, ze efektory szlaku
WNT/Bkatenina takie jak czynnikie tranksrypucyjne TCF7L2, TCF7L1 oraz LEF1 sa aktywne w
ludzkich i mysich astrocytach. W przeprowadzonych przez siebie badaniach wykazatem, ze na etapie
specyfikacji komoérek neuroepitlialnych szlak ten jest aktywny a poziom jego efektréw znacznie ro$nie.
Zaobserwowatem rowniez, ze myszy pozbawione Tcf712 we wszystkich komorkach organizmu (tzw.
catkowity nokaut) maja znacznie nizszy poziom gldwnego markera astrocytow - biatka GFAP oraz
nizsza intensywnos¢ jego barwienia immunohistochemicznego w poréwnaniu do myszy kontrolnych.
Wyniki te sugeruja znaczne zaburzenia w procesie roznicowania astrocytow u myszy z zaburzonych
szlakiem WNT/Bkatenina. Zatem mozliwe jest, ze odpowiednia modulacja szlaku WNT/Bkatenina w
astrocytach jest konieczna dla prawdiowej funkcji mozgu.

Majac na uwadze dobrostan zwierzat bedziemy stosowali zasad¢ 3 R. Ma to na celu mozliwie jak
najwigksze zredukowanie liczby uzytych zwierzat oraz zminimalizowanie ich cierpienia i dyskomfortu
w trakcie trwania proponowanych procedur do§wiadczalnych. Ze wzgledu na cel badawczy nie mozna
zastgpi¢ modeli zwierzecych metodami in vitro takimi jak hodowle komorkowe czy tkankowe. Mato
uzytecznym jest wykorzystanie ustalonych linii komorek astrocytarnych ze wzgledu na brak kontekstu
tkankowego. Astrocyty m.in. reguluja poziom neuroprzekaznikow w synapsach neuronalnych, w
hodowlach nie jest to mozliwe. Ponadto, rozwoj astrocytéw nie jest mozliwe u zwierzat bezkregowych
dlatego, ze wyksztatcony u nich uktad nerwowy jest zbyt prosty i nie ma odniesienia do uktadu
zwierzat kregowych. Przeprowadzone z wykorzystaniem takich modeli eksperymenty miatyby bardzo
matg wartoSc poznawczg 1 stabe, jesli w ogole, przetozenie na rozwo6j médzgu 1 astrocytow u ssakow.




Zaplanowane w badaniach myszy jako modelu zwierzecego jest optymalnym rozwigzaniem m. in ze
wzgledu na molekularne ale takze i anatomiczne podobienstwo miedzy mysimy i ludzkimi astrocytami.
Aktywny szlak WNT wystepuje zarowno w komorkach neuroepitelialnych ludzkich oraz mysich.
Podobnie, roznicujace astrocyty oraz dojrzate komorki roéwniez charakteryzuja si¢ aktywnym szlakiem
WNT. Rezultaty przeprowadzonych badan pozwola z wigksza pewnoscia przetozy¢ wnioski ptynace z
doswiadczen na myszach na mechanizmy molekularne i biochemi¢ mézgu ludzkiego.

Wszystkie osoby wykonujace procedure maja juz odpowiednie przeszkolenie oraz posiadaja wiasciwe
wyznaczenia.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?
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 wtaséciwe pole.




