NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Szlaki sygnalowe receptora EBI2/oksysteroli w patofizjologii, terapii

oraz diagnostyce stwardnienia rozsianego.
2.Czas trwania projektu 01.04.2020-31.03.2024
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): EBI2, stwardnienie rozsiane, bariera krew-mozg
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych)
A. Badania podstawowe.

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, 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.

Projekt ma na celu zbadanie czy receptor EBI2 i ligand, ktory go aktywuje (oksysterol 7a,25HC) sa
wytwarzane przez komoérki budujace naczynia krwiono$nie w mozgu. Zbadamy czy receptor badz jego
ligand s zaangazowane w przechodzenie komoérek immunologicznych z krwi do moézgu. Nasze
dotychczasowe badania pokazaly, ze receptor EBI2 wystgpuje na powierzchni blony komodrkowej
komorek mozgowych (astrocytow), ktore rowniez tworzag naczynia krwionosne w mozgu. Odkrylismy
rowniez, ze receptor EBI2 petni wazng funkcje w obronie immunologicznej mozgu, przemieszczaniu si¢
komorek, budowy mieliny i wielu innych. Co wazniejsze, badania zrobione przez nas i inne grupy
badawcze sugeruja, ze receptor EBI2 oraz oksysterole sa zaangazowane w procesy chorobowe
stwardnienia rozsianego. Dla przykladu, w badaniach odkryto, ze receptora EBI2 jest wiece] w
miejscach mézgu u osob ze stwardnieniem rozsianym, gdzie doszto do utraty ostonki thuszczowej na
neuronach. Inne badania pokazaty, ze wigcej receptora wystepuje w limfocytach, ktore niszcza ostonke
ttuszczowa w stwardnieniu rozsianym u pacjentow przyjmujacych lek o nazwie natalizumab.
Proponowane badania pozwolg nam doktadniej zbada¢ funkcjonowanie receptora EBI2 oraz oksysteroli
w procesach chorobowych stwardnienia rozsianego. Potencjalne odkrycia z obecnego projektu sg wazne
poniewaz dostarczag nowych danych odnosnie roli receptora EBI2 w mézgu, w stwardnieniu rozsianym
oraz potencjalnie przyczynia si¢ do odkrycia nowych procesow chorobowych, markeréw

diagnostycznych oraz nowych terapii stwardnienia rozsianego.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostang wykorzystane 36 myszy szczepu C57BL/6.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Zasady zastgpienia, ograniczenia i1 udoskonalenia (3R) zostang uwzglednione w doswiadczeniu w

nastgpujacy sposob:

Ograniczenie: do do$wiadczenia zostang wykorzystane 36 doroste (3 miesieczne) myszy. Z tych 36
myszy, 12 bedzie w grupie kontrolnej i begdzie miato jednorazowo wstrzykniety roztwor soli
fizjologicznej. Pozostate 24 myszy beda w grupie eksperymentalnej, w ktorej lipopolisacharyd
bakteryjny zostanie podany dootrzewnowo. Doswiadczenie zostanie zakonczone i myszy zostang
usmiercone poprzez przedawkowanie izofluranu po 12 lub 24 godzinach po wstrzyknieciu
lipopolisacharydu. Dwanascie myszy w kazdej z grup jest minimalng liczbg zwierzat potrzebng do
osiggnigcia celu obliczong przy uzyciu kalkulatora mocy testow na podstawie opublikowanych wynikéw
badan in vitro na komoérkach. Ilo$¢ doswiadczen z uzyciem zwierzat zostata réwniez ograniczona do
niezbednego minimum poprzez zaplanowanie analizy biochemicznej w taki sposob, by kazdy pobrany
mozg zostal uzyty do jak najwigkszej ilosci oznaczen biatek (pro-zapalnych cytokin, ilosci receptora
EBI2, ilosci enzymow 1 oksysteroli). Innymi stowy, by cata pozyskana tkanka byta wykorzystana do

osiggniecia celow badania bez koniecznosci powtarzania.

Zastapienie: Zwierzgta, myszy C57BL/6, o najnizszym mozliwym poziomie rozwoju zostaty wybrane
do przeprowadzenia tego doswiadczenia. Myszy te zostaly wybrane ze wzgledu na  wysoka
reaktywno$¢ immunologiczng w porOwnaniu z innymi szczepami. Szczep ten jest rowniez
wykorzystywany do badan nad ukladem nerwowym w szczeg6lnosci w modelach zwierzgcych
stwardnienia. Do$wiadczenie to bazuje na badaniach in vitro na komorkach mézgowych pozyskanych z
myszy z tego szczepu. Kontynuacja badan w warunkach in vivo z uzyciem tego samego szczepu myszy
ma wigc uzasadnienie merytoryczne i1 nie zakluci interpretacji wynikéw. Z naszych i1 innych
opublikowanych badan in vitro na komodrkach wynika, Ze lipopolisacharyd powoduje silng indukcje

mRNA enzymow biorgcych udziat w syntezie ligandu receptora EBI2. Kolejnym krokiem jest zbadanie

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




in vivo czy lipopolisacharyd powoduje indukcje tych enzymoéw i receptora bezposrednio w barierze
krew-mozg i to do$wiadczenie ma na celu odpowiedzenie na to pytanie. Po zapoznaniu si¢ z literaturg
$wiatowg w tym temacie i zastosowaniu frazy ,,EBI2” w bazie badan naukowych pubmed.com nie
znalezli$my informacji o badaniach, ktére zajmowatly si¢ mierzeniem ekspresji receptora EBI2 oraz
enzymoOw syntetyzujacych ligand receptora w barierze krew-mézg w normalnych i1 zapalnych

warunkach.

Ponadto, ilo$¢ doswiadczen/procedur na zwierzetach w tym projekcie zostata zredukowana do jednego
dzigki zastgpieniu doswiadczen na zwierzetach metodami alternatywnymi, czyli uzyciem tkanki
ludzkiej. Do wigkszo$ci badan w tym projekcie zostanie pozyskana ludzka tkanka mézgowa oraz proby
krwi i ptynu moézgowo-rdzeniowego. Jedynym doswiadczeniem, ktorego nie mozna zastapi¢ tkanka

ludzka jest indukcja stanu zapalnego i wiasnie do tego celu zostang wykorzystane myszy.

Udoskonalenie: Zwierzgta bedg miaty zapewniony najwyzszy standard warunkow utrzymania. Tylko
przeszkolony i doswiadczony personel z renomowanego osrodka Trojmiejskiej Akademickiej
Zwierzetarni Do$wiadczalnej (TAZD) bedzie miat dostep do zwierzat i wykona procedure i usmiercenia
zwierzat. Wybrana metoda do tego doswiadczenia, czyli podanie dootrzewnowe lipopolisacharydu
bakteryjnego jest procedurg o umiarkowanej dotkliwosci, ktora umozliwia indukcj¢ stanu zapalnego,
zblizong do stanu zapalnego wystepujacego przy infekcji bakteryjnej. By ztagodzi¢ dotkliwosé
procedury, doswiadczenie zostanie zakonczone po najkrdtszym czasie od wystgpienia stanu zapalnego
majacego wptyw na bariere krew-mozg, czyli po 12 oraz po 24 godzinach od podania lipopolisacharydu.
By poprawi¢ dobrostan zwierzat, myszy poddane dziataniu lipopolisacharydu bgda przetrzymywane w
innym pomieszczeniu niz zwierzeta z grupy kontrolnej. By zminimalizowaé stres i dyskomfort,
usmiercenie zwierzat nastagpi w innym miejscu niz to gdzie zwierzeta sg przechowywane przy uzyciu

szybkiej i bezbolesnej metody przedawkowania izofluranu.

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

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




