NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu TDAGS8 jako wspolny gen ryzyka w chorobie zapalnej jelit i

stwardnieniu rozsianym.

2.Czas trwania projektu 01.02.2021-01.07.2024

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): TDAGS, stwardnienie rozsiane, choroby

autoimmunologiczne
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych)
A. Badania podstawowe.

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Stwardnienie rozsiane jest przewleka choroba o$rodkowego uktadu nerwowego charakteryzujaca sie
utratg ostonki mielinowej neurondéw oraz stanem zapalnym. W stwardnieniu rozsianym komoérki uktadu
immunologicznego przedostaja si¢ do osrodkowego uktadu nerwowego i atakuja ostonk¢ mielinowa co
prowadzi do utraty neuronow. Receptor TDAGS jest jednym z genéw niosacych ryzyko zachorowania
na stwardnienie rozsiane. Odkryto, ze brak receptora TDAG8 u myszy ma niekorzystny wplyw na
przebieg choroby w modelach zwierzecych. W zwigzku z tym, Ze receptor TDAGS jest relatywnie
niedawno odkrytym genem niewiele wiadomo o jego wystgpowaniu i funkcji w osrodkowym uktadzie

nerwowym i chorobach.

Obecny projekt ma dwa cele obejmujace badania na zwierzgtach. Pierwszy to zbadanie wystepowania
receptora TDAG8 w moézgowiu w normalnych oraz zapalnych warunkach. Drugi to zbadanie
wlasciwosci przedostawania si¢ szkodliwych komorek uktadu immunologicznego do osrodkowego
uktadu nerwowego. Z naszych wstgpnych badan na ludzkiej tkance wynika, ze ekspresja receptora
TDAGS8 znacznie wzrasta w okolicach lezji w moézgowiu 0s6b chorych na stwardnienie rozsiane.
Kolejnym krokiem jest zbadanie in vivo gesto$ci wystgpowania receptora TDAG8 w mozgowiu podczas
stanu zapalnego oraz odpowiedzenie na pytanie czy stan zapalny wptywa na ilos¢ komorek uktadu

odpornosciowego przedostajacych si¢ do osrodkowego ukladu nerwowego i szkdéd jakie tam




wyrzadzaja.

Proponowane badania pozwolg nam doktadniej zbada¢ funkcjonowanie receptora TDAG8 w
stwardnieniu rozsianym. Wywotamy stan zapalny u myszy by warunki fizjologiczne przypominaty te w
stwardnieniu rozsianym. Potencjalne odkrycia z obecnego projektu sa wazne poniewaz dostarcza
nowych danych odnosnie roli receptora TDAG8 w moézgowiu, w stwardnieniu rozsianym oraz

potencjalnie przyczynig si¢ do odkrycia nowych proceséw chorobowych stwardnienia rozsianego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostang wykorzystane 144 myszy szczepu C57BL/6.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasady zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R) zostang uwzglednione w do$wiadczeniu w
nastgpujacy sposob:

Ograniczenie: Do doswiadczenia zostang wykorzystane 144 doroste (3 miesieczne) myszy. Szes¢ lub dwanascie
myszy w kazdej z grup jest optymalng liczbg zwierzat potrzebng do osiggniecia celdw obliczong przy uzyciu
kalkulatora mocy testow na podstawie opublikowanych wynikéw badan in vitro oraz in vivo. Ilos¢ doswiadczen z
uzyciem zwierzat zostala rowniez ograniczona do niezbednego minimum poprzez zaplanowanie analiz
biochemicznych w taki sposob, by kazde pobrane moézgowie oraz krew zostaly uzyte do jak najwiekszej ilosci
oznaczen bialek 1 markeréw oraz analizy laboratoryjnej krwi. Innymi stowy, by cata pozyskana tkanka byta

wykorzystana do osiggniecia celow badania bez konieczno$ci powtarzania doswiadczenia.

Zastapienie: Zwierzeta, myszy C57BL/6 zostaly wybrane do przeprowadzenia tego doswiadczenia. Myszy te
zostaly wybrane ze wzgledu na wysokg reaktywno$¢ immunologiczng w poréwnaniu z innymi szczepami (Song
& Hwang, 2017). Szczep ten jest rowniez wykorzystywany do badan nad uktadem nerwowym w szczegolnosci w
modelach zwierzgcych stwardnienia rozsianego (Torkildsen, Brunborg, Myhr, & Bo, 2008; Constantinescu,
Farooqi, O’Brien, & Gran, 2011). Doswiadczenie to bazuje na wcze$niejszych badaniach in vivo, w ktérych
wykorzystane zostaly myszy z tego szczepu do badan nad receptorem TDAGS badz czynnoscig wstrzyknigcia
limfocytow (Tcymbarevich, 2018; Banks et al., 2012). Ponadto, ilo$¢ procedur na zwierzetach w tym
projekcie zostata zredukowana do dwoch dzigki zastgpieniu do$wiadczen na zwierzetach metodami

alternatywnymi, czyli uzyciem tkanki ludzkiej. Do wigkszo$ci badan w tym projekcie zostanie pozyskane ludzkie

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




mozgowie oraz proby krwi i ptynu mézgowo-rdzeniowego. Jedynymi procedurami, ktorych nie mozna zastgpié
tkanka ludzka jest indukcja stanu zapalnego oraz wstrzykniecie autoreaktywnych limfocytow i wlasnie do tych

celow zostang wykorzystane myszy.

Po zapoznaniu si¢ z literaturg $wiatowg w tym temacie i zastosowaniu frazy ,,TDAG8” w bazie badan
naukowych pubmed.com nie znalezli§my informacji o badaniach, ktére zajmowaty si¢ mierzeniem ekspresji
receptora TDAGS badz wlasciwosci infiltracyjnych autoreaktywnych limfocytéw pobranych od oséb chorych na

stwardnienie rozsiane.

Udoskonalenie: Zwierzgta beda miaty zapewniony najwyzszy standard warunkow utrzymania, tak jak zostaty
opisane w pkt. 6C powyzej. Tylko przeszkolony i do$wiadczony personel bedzie mial dostgp do zwierzat i
wykona procedure i u$mierci zwierzgta. Wybrana metoda do tego doswiadczenia, czyli wstrzykniecie
dootrzewnowe lipopolisacharydu bakteryjnego badz dozylne wstrzykniecie limfocytéw sa procedurami o
stosunkowo matej dotkliwosci. By ztagodzi¢ dotkliwo$¢ procedur, zostang one zakonczone po najkrotszym
mozliwym czasie. By poprawi¢ dobrostan zwierzat, myszy poddane dziataniu lipopolisacharydu beda
przetrzymywane w innym pomieszczeniu niz zwierzgta z grupy kontrolnej. By zminimalizowaé stres i
dyskomfort, usmiercenie zwierzat nastapi w innym miejscu niz to gdzie zwierzeta sg przechowywane przy uzyciu

szybkiej i bezbolesnej metody przedawkowania izofluranu.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 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.




