NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Analiza wplywu hydroksychlorochiny na morfologie oraz ekspresj¢ markerow

komorkowych w nabtonku wechowym myszy Mus musculus.
2. Czas trwania projektu: 01-07-2020 do 30-06-2024

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): uktad wechowy, COVID-19, hydroksychlorochina, infekcja

wirusowa
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 produktow leczniczych, §rodkéw 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Liczne doniesienia lekarzy 1 wstgpne dane doswiadczalne in vitro sugerujg iz chlorochina i jej pochodne
skutecznie tagodza objawy choroby COVID-19 wywotanej infekcja wirusa SARS-CoV-2. Wciagz jednak
brak wystarczajagcych danych epidemiologicznych oraz nie wiadomo jaki moglby by¢ doktadny
mechanizm dziatania chlorochiny. Z uwagi na ogromng skale trwajacej obecnie pandemii COVID-19,
sprawa ewentualnego pozytywnego wptywu chlorochiny na pacjentow z COVID-19 budzi ogromne
zainteresowanie spoteczne i zmobilizowata naukowcoOw do zainicjowania intensywnych badan wielu
aspektow tego problemu. Wigkszo$¢ badan nad chloroching i jej pochodnymi w odniesieniu do wirusa
SARS-Cov-2 koncentruje si¢ na symptomach oddechowych, jednak wiadomo Ze chorobie COVID-19
towarzysza takze inne objawy, m.in. neurologiczne. Ostatnie doniesienia, mi¢dzy innymi roOwniez nasze
badania, wskazujg iz nablonek wechowy moze by¢ potencjalnie u cztowieka miejscem przenikania
wirusa SARS-CoV-2 do uktadu nerwowego, a nawet mézgu Butowt i Bilinska, 2020a; ACS Chemical



Neurosci). Dlatego zaplanowaliSmy zbadanie wptywu hydroksychlorochiny na nablonek wechowy u
myszy laboratoryjnej. Procedur¢ zaplanowano minimalizujgc bol oraz cierpienie zwierzat, gdyz
wykonany zostanie tylko pojedynczy nastrzyk okoto 20-30 mikrolitroéw roztworu cienka, sterylng iglg
insulinowa trwajacy maksymalnie 1-2 sekundy. Celem doswiadczenia jest zbadanie wplywu znanego
leku anty-malarycznego oraz obecnie rozwazanego leku przeciwko wirusowi SARS-CoV-2 na cechy
morfologiczne i ekspresj¢ markeréw komérkowych w nablonku wechowym myszy laboratoryjnej (linia
C57BL/6J). Na jeden punkt pomiarowy zaplanowano wykorzystanie 5 myszy, co jest liczbg minimalng
lecz umozliwiajgca juz uzyskanie wiarygodnych wynikéw przy poziomie istotnosci 0,05. Sumarycznie
zostanie wykorzystanych 40 myszy. Liczba ta obejmuje 2 razy po 5 myszy kontrolnych (nastrzyk
wylgcznie PBS) oraz 2 razy po 5 myszy eksperymentalnych (nastrzyk roztworu hydroksychlorochiny w
PBS dla punktu czasowego 24 godziny oraz 72 godziny) w celu uzyskania materiatu do badan
mikroskopowych. Oraz takie same liczby myszy w celu pobrania materiatu do badan biochemicznych.
W sumie jest to 40 sztuk myszy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mus musculus, mysz laboratoryjna — 40 sztuk (samce), dominujgce tlo genetyczne C57BL/6, myszy

niemodyfikowane genetycznie.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

W planowanej procedurze zamierzamy uwzgledni¢ zachowanie zasady 3R. Zaleta naszej procedury jest
zastosowanie jedynie pojedynczej iniekcji za pomoca jednorazowej, sterylnej i1 cienkiej igly typu
,insulindwka”, co znacznie zmniejsza bol i cierpienie zwierzat. Liczba wykorzystanych myszy rowniez
jest ograniczona do minimum, gdyz przewiduje si¢ uzycie jedynie 5 myszy na punkt pomiarowy. W
naszym badaniu wykorzystamy zatem minimalng liczb¢ myszy umozliwiajaca uzyskanie miarodajnych
wynikow. Gdyby =zaszla konieczno$¢ analizy dodatkowego punktu pomiarowego lub stadium
wiekowego, wystgpimy w tej sprawie z nowym wnioskiem do LKE. Badan tych nie mozna
przeprowadzi¢ in vitro z uwagi na specyfike sieci neuronalnej oraz potgczen pomigdzy neuronami w
tejze sieci. Od wielu lat wiadomo, Zze neurony nie odtwarzaja prawidtowych potaczen synaptycznych

gdy sa hodowane in vitro, czesto nawet trudno odrézni¢ aksony od dendrytéw w takich hodowlach.

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




Dlatego lokalizacja i ekspresja wielu biatek in vitro, a co za tym idzie czasami tez i funkcje, nie sg
identyczne z sytuacjg in vivo. W zwigzku z tym dos$wiadczenia te nalezy przeprowadzi¢ w modelu
zwierzecym. Mysz jest najlepszym wyborem gdyz istnieja juz dostgpne komercyjnie mysie modele
transgeniczne w ktorych mozna bada¢ infekcje 1 wnikanie wirusa SARS-CoV-2 do organizmu. Dlatego
zbadanie wptywu hydroksychlorochiny u myszy zdrowej na jej nablonek wechowy moze by¢ niezwykle
przydatne w przysztych planowanych przez nas badaniach z infekcyjnym wirusem u tego samego
gatunku (mysz). Ponadto, mysz laboratoryjna jest ewolucyjnie i fizjologicznie znacznie bardziej
zblizona do czlowieka niz np. muszka owocowa Drosophila. Idealnie byloby przeprowadzic¢
proponowane doswiadczenie u matp naczelnych, ale jest to nierealistyczne z wielu istotnych powodow.
Dlatego mysz jest tutaj rozsadnym kompromisem. Jednocze$nie istotne jest iz niektore pochodne
chlorochiny (originalny lek antymalaryczny) sa znacznie mniej toksyczne dla zwierzat takich jak mysz
(McChesney EW, Am J Med. v.75 p.11-18). Dlatego zdecydowali$my si¢ na uzycie siarczanu
hydroksychlorochiny.

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 zaznaczyé wtaséciwe pole.




