NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badania toksycznosci RNA w neurodegeneracyjnych chorobach

poliglutaminowych na mysich modelach choroby Huntingtona
2.Czas trwania projektu: 01.11.2017 — 31.10.2022

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): choroba Huntingtona, toksyczno$¢ RNA, myszy knock-in,
polyQ, TRED

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): B. Badania translacyjne,
Zaburzenia uktadu nerwowego i zaburzenia psychiczne u czlowieka.

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, srodkoéw 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 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.

Dziedziczne choroby neurodegeneracyjne z grupy chorob poliglutaminowych (polyQ) takich jak
choroba Huntingtona (HD), charakteryzujg si¢ postepujagcymi objawami neurologicznymi, do ktoérych
nalezg uposledzenie funkcji motorycznych oraz intelektualnych. Obraz kliniczny HD jest nastepstwem
specyficznej mutacji polegajacej na wydtuzaniu sie ciggdw powtdrzen trojnukleotydowych w sekwencji
kodujacej genu huntingtyny. Deregulacja szklakéw komorkowych wywotana przez produkty ekspresji
zmutowanego genu prowadzi w konsekwencji do degeneracji komorek nerwowych. Pomimo faktu, iz
mutacja odpowiedzialna za wystgpowanie HD zostata zidentyfikowana ponad 20 lat temu, mechanizmy
lezace u podstaw rozwoju tej choroby wciaz stanowig istotny problem badawczy i sa tematem dyskusji
naukowcOw na calym $wiecie.

Celem projektu jest identyfikacja i charakterystyka mechanizméw toksycznosci RNA w
patogenezie choroby Huntingtona. Wykazanie znaczacej roli transkryptu w rozwoju HD moze mie¢ nie
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tylko znaczenie poznawcze, ale réwniez doprowadzi¢ do rewizji proponowanych strategii
terapeutycznych. W badaniach zostang wykorzystane mysie modele HD, Ktore zostaty zaprojektowane
tak aby umozliwi¢ rozréznienie na poziomie molekularnym patologicznej roli wydtuzonego transkryptu
od toksycznego odzialywania zmutowanego biatka podczas rozwoju choroby. Modele te zostang
poddane szczegétowej charakterystyce, ktora jest niezbednym etapem w perspektywicznym
wykorzystaniu tych zwierzat do przeprowadzenia eksperymentalnej terapii. Zadaniem projektu jest
poznanie mozliwie jak najszerszego spektrum cech molekularnych i1 fenotypowych zwierzecia i
okreslenie objawoéw modelowej choroby. Testowane bedg zarowno zmiany behawioralne za pomocsa
analizy funkcji motorycznych oraz zmiany molekularne w poszukiwaniu nowych mechanizméw i
markeréw toksyczno$ci w patogenezie HD. Zwierzgta uzyte w doswiadczeniu stanowig nowe modele
choroby Huntingtona, zatem trudno jest przewidzie¢ catoksztatt zaburzen jakie wprowadzony transgen
moze u niech wywola¢. Przewiduje si¢ wystapienie zmian fenotypowych charakterystycznych dla
analizowanej choroby u osobnikow wykazujacych ekspresje zmutowanego genu Htt zar6wno na
poziomie MRNA oraz biatka. Do takich objawow moga naleze¢: zaburzenia motoryczne, zaburzenia
psychosomatyczne, zmiana wagi ciata, Uzyte w do$wiadczeniu zwierzgta otoczone beda szczegdlng
opieka weterynaryjna.

Planowane badania wniosa nowe informacje dotyczace skali 1 stopnia zaangazowania
transkryptu w patogenez¢ choréb poliglutaminowych. Wiedza ta moze wplynaé na wybor optymalne;j
terapii, w ktorej prawdopodobnie nie wystarczy skuteczna inhibicja syntezy zmutowanego biatka, a
konieczna jest rowniez blokada toksycznych wiasciwosci transkryptu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu uzytych zostanie 118 myszy obojga pfci.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

ZASTAPIENIE: Przed podjeciem decyzji o wykorzystaniu zwierzat w planowanych do$wiadczeniach,
dokonano szczegotowego przegladu dostepnej literatury naukowej w zakresie patogenezy choroby
Huntingtona z uzyciem modeli komérkowych i zwierzecych. Wykorzystano do tego bazy danych jak:
PUBMED, EBSCO oraz Web of Science Przeanalizowano wszystkie mozliwosci wykorzystania
nizszych organizmow takich jak modele muszki owocowej, nicieni czy rybek z rodzaju danio. Sg one
wprawdzie stosowane do modelowania chorob cztowieka, jednak nie wykazuja ztozonych fenotypow
behawioralnych, co stanowi znaczne ograniczenie w ocenie rozwoju choroby czy stosowanej strategii
terapeutycznej. Dlatego tez zastosowanie ich w prezentowanym projekcie badawczym nie zapewnitoby
wiarygodnych i miarodajnych wynikow, udzielajacych jasnej odpowiedzi na postawione pytania. Aby w
pelni scharakteryzowa¢ patomechanizm choroby zaréwno w aspekcie toksycznego odziatywania biatka

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




jak 1 transkryptu, konieczne jest uzycie kregowcow o zlozonym ukladzie nerwowym, dla ktorych
dostepne sg wyspecjalizowane testy behawioralne. W odniesieniu do obecnego stanu wiedzy 1 hipotezy
przedstawionego projektu stwierdzamy, iz nie jest mozliwe zastgpienie modelu gryzoni innym. Dane
literaturowe wskazuja, ze myszy laboratoryjne sg najczesciej wykorzystywanym obiektem do testowania
zalozen zardwno odno$nie patogenezy jak i testowania nowych metod leczenia w chorobie Huntingtona.

OGRANICZENIE: Tworzone nowe mysie modele choroby Huntingtona umozliwiaja odseparowanie
patomechanizmu wywotanego przez zmutowane biatko od tego generowanego przez zmutowany
transkrypt, co byloby niemozliwe z uzyciem istniejacych modeli mysich. Po wnikliwej analizie
wszystkich znanych mysich modeli HD doszliSmy do wniosku, iz najlepszym rozwigzaniem
umozliwiajgcym weryfikacje podjetej w projekcie hipotezy jest zaplanowanie i stworzenie nowych,
bardziej adekwatnych modeli. Umozliwig one peing charakterystyke udziatu transkryptu i biatka w
patogenezie choroby. Planujac eksperyment dgzono do zmniejszenia do niezbednego minimum liczby
zwierzat uzytych w badaniach. Proponowane grupy badawcze prezentujace oba finalne stworzone mysie
modele oraz przemyS$lane grupy kontrolne, zostaly zaplanowane tak by jak najbardziej ograniczy¢
dodatkowe uzycie zwierzat typu WT stanowigcych czgsto stosowane grupy kontrolne. Ponadto grupe
kontrolng WT C57BL/6 =zasili potomstwo pozyskane na etapie propagowania linii heterozygot
wyjsciowego modelu zwierzat genetycznie modyfikowanych. Dodatkowo myszy zaplanowane do
scharakteryzowania pod katem behawioralnym i molekularnym poéznego fenotypu choroby we
wszystkich grupach badawczych, zasilg rowniez wczesniejsze etapy analizy progresji choroby w ocenie
behawioralnej. Pozwala to znacznie ograniczy¢ liczbg zwierzat uzytych W poszczegélnych punktach
czasowych doswiadczen. Liczba zwierzat na grupe zostata okre§lona na podstawie dostgpnego
pisSmiennictwa oraz bazujac na doswiadczeniu zdobytym podczas charakterystyki poprzedniego modelu
tak by mozna bylo przeprowadzi¢ racjonalne analizy statystyczne.

UDOSKONALENIE: Spelniajac zasad¢ udoskonalenia, nasze doswiadczenie zostato zaplanowane tak,
by maksymalnie ograniczy¢ dyskomfort zwierzat. Podczas realizacji zaplanowanych procedur myszy
beda utrzymywane w warunkach laboratoryjnych odpowiednich dla tego gatunku. W klatkach
zastosowane zostang elementy wzbogacajace srodowisko bytowania jak: papierowe tulejki, material do
gniazdowania 1 zgryzania. Zastosowanie tego typu urozmaicen srodowiska poszerzy zakres czynnosci,
jakie mogg wykonywac¢ zwierzeta redukujac stres. Posiadamy juz doswiadczenie oraz zaawansowany
warsztat badawczy, ktéry zostal opracowany podczas charakterystyki mysiego modelu SCA3,
stworzonego réwniez na zlecenie naszego Zaktadu. Czynnos$ci w procedurach zostaty zaplanowane tak,
aby zmniejszaly do minimum Iub eliminowaly bol, cierpienie oraz dystres. Byly one takze z
powodzeniem stosowane u myszy laboratoryjnych wykorzystywanych w tego typu analizach przez inne
zespoty badawcze. Planowane w projekcie testy behawioralno-motoryczne oraz ogdlne obserwacje
zwierzat stanowig lagodne, dobrze scharakteryzowane jak rowniez tatwo wykonywalne czynnosci w
pracy ze zwierzgtami. Posiadane doswiadczenie cztonkow zespotu badawczego, umozliwi
przeprowadzenie wymienionych czynno$ci sprawnie i szybko, przez co zwierzeta objete procedurami
nie beda narazone na stres czy bol.




