NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projekt: Okreslenie roli aktywacji ukladu dopelniacza i jej hamowania w mechanizmie
regeneracji i w zaburzeniach funkcji siatkowki oka w modelu selektywnego,
przemijajacego uszkodzenia nablonka barwnikowego siatkowki.

2. Czas trwania projektu: 01.11.2017-30.10.2022

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): degeneracja siatkowki, neuroregeneracja, uklad
dopelniacza, zwyrodnienie siatkéwki zwiazane z wiekiem, okulistyka eksperymentalna.
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Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A.

Badania podstawowe - Narzady zmyslow (skéra, oczy, uszy)

Badania translacyjne lub stosowane

Badania wymagane przepisami lub w produkcji

Ochrona $rodowiska naturalnego w interesie zdrowia i dobrostanu ludzi i zwierzat

Badania majace na celu zachowanie gatunku

Ksztalcenie na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia
kompetencji zawodowych

Badania z zakresu medycyny sadowe;j

Utrzymanie kolonii stabilnych linii zwierzat zmienionych genetycznie, niewykorzystywanych do

TmMooOw»
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celéw innych procedur
|. Badania wymagane przepisami lub w produkcji

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowac u wykorzystywanych zwierzqt, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i
dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Choroby degeneracyjne siatkowki stanowig wazny problem spoteczny i ogromne wyzwanie dla
wspolczesnej medycyny. Zwyrodnienie siatkéwki dotyka okolo 25 milionéw ludzi na S$wiecie.
Przewiduje si¢, ze w ciggu najblizszych 25 lat liczba ta potroi si¢. Statystyki sg alarmujace, gdyz uwaza
si¢, ze okoto 2020 r. odsetek osob niewidomych z powodu chordéb degeneracyjnych siatkowki w
populacji europejskiej wyniesie 19,1%. Choroby te maja charakter progresywny, w ciggu kilku lat od
momentu rozpoznania prowadza do postepujacej Slepoty i trwatego inwalidztwa. Stanowi to olbrzymi
problem dla pacjentéw, ich opiekunow, systemu opieki zdrowotnej oraz catego spoteczenstwa. Sa to
schorzenia obecnie nieuleczalne ze wzgledu na brak terapii przyczynowej, gdyz uwarunkowane sg

wieloma czynnikami, w tym §rodowiskowymi i1 genetycznymi. Ustalenie przyczyny, czynnikow ryzyka



oraz patogenezy chorob degeneracyjnych siatkowki stwarza nadziej¢ na wytworzenie w przysztosci

skutecznych metod leczenia tych nieuleczalnych do tej pory schorzen.

Celem naukowym niniejszego projektu jest poznanie roli aktywacji uktadu dopetniacza w zaburzeniach
funkcji siatkowki oka w modelu selektywnego, przemijajacego uszkodzenia nabtonka barwnikowego
siatkowki oraz jego roli w mechanizmie ,,pouszkodzeniowej” neuroregeneracji siatkowki oka. Zadanie
to bedzie zrealizowane poprzez szczegdtowa oceng kinetyki zmian funkcjonalnych i morfologicznych w
obregbie uszkodzonej siatkowki oka u myszy z indukowanym zahamowaniem aktywnos$ci dopetniacza

poprzez podanie do Srodowiska siatkowki oka egzogennego inhibitora sktadnika C3 uktadu dopelniacza.

Planowane badania nalezag do badan podstawowych o umiarkowanym stopniu dotkliwosci, zostang
wykonane z wykorzystaniem zwierzat w obrgbie dwoch procedur. Przewidywane szkody podczas
planowanego doswiadczenia mogg wigzac si¢ z dystresem zwierzat (naktucie tkanek). Doswiadczenie
zostato zaplanowane w oparciu o zasad¢ 3R, ktore zmniejszajg prawdopodobienstwo wystapienia szkod

u zwierzat doswiadczalnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz; szczep C57BL/6: 96 osobnikoéw obu pici (48 samic i 48 samcow)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt doswiadczenia sprawdzilem istniejaca literatur¢ w zakresie objetym wnioskiem
projektowym w bibliograficznych bazach danych, tj. PubMed, Web of Science i EBSCO, nt. metod i
wynikow badan, w ktorych uwzgledniono zasade 3R. Do tego celu wykorzystalem stowa kluczowe:
animal models, in vivo studies, in vitro testing, retinal degeneration, retinal regeneration, acute retinal
injury, models of retinal damage, selective RPE injury, sodium iodate, complement, complement
activation, exogenous inhibitors of complement, apoptosis. Projekt do§wiadczenia byt takze omawiany
w ramach konsultacji specjalistycznej z samodzielnymi pracownikami naukowymi Zaktadu Patologii
Ogoblnej oraz Kliniki Okulistyki Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie w celu

dokonania merytorycznej oceny oraz zasadnos$ci projektowanego protokotu badan.

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




Projekt doswiadczenia zostal zaplanowany w oparciu o zasade 3R. Zgodnie z zasada zastapienia
(ang. Replacement), w celu okreslenia cytotoksycznosci roéznych dawek jodanu sodu, zostaly
przeprowadzone badania przedwstepne z wykorzystaniem linii komorek nablonka barwnikowego
ARPE-19. Zastosowanie modelu komoérkowego umozliwito wybor odpowiedniej dawki jodanu sodu do
indukcji uszkodzenia w okreslonym zakresie 1 nasileniu. Jednakze uzyskane wyniki wymagaja dalszego
potwierdzenia na poziomie catego organizmu. Stad tez konieczno$¢ zastosowania odpowiedniego
modelu zwierzecego. Na podstawie przeszukiwania istniejacej literatury stwierdzilem, ze niniejszy
projekt badawczy najlepiej bedzie wykona¢ na myszach CS57BL/6. Myszy szczepu C57BL/6 0
umaszczeniu czarnym to wielofunkcyjny model powszechnie wykorzystywany w badaniach zwigzanych
z eksperymentalng degeneracja siatkowki oka. Siatkowki myszy C57BL/6 zawieraja duza ilo$¢
pigmentu w nablonku barwnikowym, co jest szczegdlnie uzasadnione w przypadku indukcji
uszkodzenia siatkdwki na okreslonym poziomie jego nasilenia za pomocg okreslonej dawki substancji
uszkadzajacej. W tym przypadku inne czynniki uszkodzenia pochodzace ze srodowiska zewngtrznego,
jak $wiatlo dzienne, nie majg istotnego wplywu na stan siatkowki u badanych myszy 1 nie wystepuje
zjawisko sumacji czynnikéw uszkadzajacych. Zastosowanie tych myszy w naszym do$wiadczeniu
umozliwi kontrolowang indukcje uszkodzenia siatkowki z nastepcza detekcja siatkowkowej regeneracji
pod wplywem endogennych mechanizméw ochronnych i naprawczych. Procedury mniej inwazyjne jak
réwniez uzycie mniejszej liczby zwierzat moglyby spowodowac niepowodzenie calego doswiadczenia i

koniecznos¢ jego powtorzenia.

Aby dodatkowo zminimalizowaé wspotczynnik zmiennosci do do$wiadczenia zostang wykorzystane
zwierz¢ta w tym samym wieku 1 o zblizonej masie ciala. Do okreslenia liczebnosci proby
wykorzystatem narzedzie multimedialne ze strony: www.biomath.info pozwalajace wyliczy¢ niezbedna,
najmniejsza liczbe osobnikéw przy najwigkszym prawdopodobienstwie uzyskania wiarygodnych
wynikow (zasada ograniczenia, ang. Reduction). Uzycie mniejszej liczby zwierzat mogloby

spowodowac¢ niepowodzenie catego doswiadczenia 1 koniecznos$¢ jego powtorzenia.

Zgodnie z zasada udoskonalenia (ang. Refinement), w trakcie realizacji procedur badawczych
stosowane beda przyzyciowe, nieinwazyjne metody, pozwalajace na ocen¢ morfologii (OCT) oraz
funkcji bioelektrycznej (ERG) siatkowki oka. Rowniez zgodnie z zasada udoskonalenia (ang.
Refinement) utrzymanie zwierzat nastagpi w warunkach $§rodowiskowych odpowiednich do ich gatunku

1 potrzeb oraz zastosowane bedg metody ograniczajgce do minimum albo eliminujgce bol 1 dystres. Ze



wzgledu na planowany czas trwania do$§wiadczenia oraz konieczno$¢ catkowitego unieruchomienia
zwierzat podczas kazdego badania przewiduje si¢ koniecznos¢ zastosowania krétkotrwale dziatajacych
srodkow przeciwbodlowych i znieczulajacych, a takze nawilzajacych gatke oczng i stanowiacych osltone
antybiotykowa. Nie przewiduje si¢ koniecznosci wczesniejszego humanitarnego zakonczenia
eksperymentu. Niemniej jednak przez caty okres trwania eksperymentu prowadzony bedzie zeszyt, w
ktorym zapisywane be¢da obserwacje wygladu 1 zachowan zwierzat. W przypadku stwierdzenia
nietypowego zachowania, podejrzenia odczuwania boélu, cierpienia lub dystresu po konsultacji z

lekarzem weterynarii niezwlocznie zastosowane zostang odpowiednie §rodki farmakologiczne.

Podczas catego eksperymentu zwierzetom zapewniony bedzie najlepszy standard zycia. Zwierzeta beda
miaty zapewniony staty dostep do urozmaicen wzbogacajacych srodowisko bytowe, tj. drewniane klocki
do $cierania z¢gbow 1 tunele z celulozy. Opieke nad nimi bgda sprawowaé wylacznie osoby do tego celu
specjalnie przeszkolone, posiadajace odpowiednie certyfikaty. Aby wykluczy¢ dodatkowy stres u

zwierzat liczba personelu zostanie ograniczona do niezbednego minimum.



