NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Modulacja poziomu pobudzen synaptycznych motoneurondéw rdzenia kregowego
w nastepstwie przezrdzeniowej stymulacji prgdem statym (tsDCS) w mysim modelu stwardnienia

zanikowego bocznego (ALS)

2. Czas trwania Projektu ....5 Tat........cocoiiiiiiie

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): mysz, motoneuron, stwardnienie zanikowe boczne, in
VIVO, .o,

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) ...A - badania
podstawowe........

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska 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 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.

ALS jest $miertelna choroba neurodegeneracyjng dotykajaca ponad 220.000 oséb na catym $wiecie w
roku 2015 1 prognozowanym wzrostem wystgpowania do 370.000 przypadkéw rocznie w roku 2040.
Najnowsze doniesienia wskazuja, ze obnizenie poziomu pobudliwo$ci synaptycznej motoneuronu jest
istotnym czynnikiem warunkujacym jego degeneracj¢ w przebiegu choroby. Dlatego tez zwigkszenie
poziomu tej pobudliwo$ci moze mie¢ pozytywny wplyw na spowolnienie procesu patologicznego. W
projekcie planujemy to uzyska¢ poprzez wykorzystanie nowoczesnej metody neuromodulacyjnej
przezrdzeniowej stymulacji pragdem statym (tsDCS). Badania przeprowadzimy na genetycznie
zmodyfikowanych myszach ze zmutowanym ludzkim genem SODI1 wykazujacych fenotyp silnie
zblizony do ludzkiej postaci ALS. Eksperymenty wykorzystujace metody elektrofizjologiczne,
histochemiczne 1 testy funkcjonalne postuza do okreslenia wptywu naszej interwencji na progresje
choroby. Procedury eksperymentalne zostaly zaplanowane w oparciu o zasady 3R ze szczegdlnym
uwzglednieniem zminimalizowania cierpienia i1 dyskomfortu zwierzat uzytych w eksperymentach.
Przewidywane szkody u zwierzat obejmujg stres zwigzany z podaniem dawki znieczulenia ogdlnego



przed rozpoczeciem doswiadczen elektrofizjologicznych, stres zwigzany ze znieczuleniem gazowym
stosowanym przed polaryzacja, oraz stres zwigzany z testami funkcjonalnymi. Elektrofizjologiczna
cze$¢ projektu bedzie wykonana na myszach w znieczuleniu ogdlnym, zakonczonych eutanazjg bez
wybudzenia z narkozy. Testy funkcjonalne begda wykonywane do osiagnigcia przez zwierzgta
humanitarnego punktu koncowego, po ktorego osiggnieciu myszy beda usypiane przez przedawkowanie
srodka znieczulajagcego. Zadna z procedur nie spowoduje dlugotrwalego cierpienia zwierzecia.
Wszystkie procedury zostaly zaplanowane z jak najmniejszg inwazyjnoscig, a we wniosku zostat
przedstawiony szczegdtowy opis zasad: zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia oraz humanitarnych
punktow koncowych. W wyniku tego projektu spodziewamy si¢ znaczaco poglebi¢ nasza wiedze na
temat wptywu tsDCS na progresje ALS.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania bedg prowadzone na 480 myszach modyfikowanych genetycznie B6SJL.SOD1-G93A obojga
pici w okresie pre-symptomatycznym P45-P55, 90 analogicznych samcach myszy B6SJL.SOD1-G93A
w wieku od P30 do osiggnigcia humanitarnego punktu koncowego, oraz 60 myszach
niemodyfikowanych genetycznie B6SJL obojga plci w wieku P45-55 dni. Lacznie projekt zaktada
wykorzystanie 630 zwierzat. Myszy SOD1 G93A s3 standardowym modelem zwierzgcym stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS). Szczegotowy podzial na grupy badawcze i kontrolne opisany jest w petnej
wersji wniosku

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

Zasada zastapienia

1.  Zastosowanie eksperymentow elektrofizjologicznych u ludzi jest niemozliwe z powodu ich
inwazyjnosci, powodujacej nieodwracalne uszkodzenie uktadu nerwowo-migsniowego. Nie jest
réwniez mozliwe zastgpienie doswiadczen na zwierz¢tach metodami in vitro (hodowle
komorkowe, tkankowe) ze wzgledu na brak mozliwos$ci przeprowadzenia polaryzacji aktywnych
sieci neuronalnych i obserwowania procesu adaptacji komoérek nerwowych do zmian pola
elektrycznego.

2.  Zastgpienie myszy zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego byloby
nieuzasadnione ze wzgledow metodycznych (posiadajg inng strukture uktadu nerwowego i
unerwienia motorycznego), w zwigzku z czym bylyby catkowicie nieprzydatne w przypadku
ekstrapolacji uzyskanych wynikow na ludzi. W zwigzku z tym badania przeprowadzone na
przyktad na bezkregowcach nie miatyby odniesienia do zjawisk obserwowanych u cztowieka.

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



Myszy SODI G93A s3g standardowym modelem ALS, w zwigzku z czym wyniki naszych
badan w znacznym stopniu beda mogtly zosta¢ porownane i dyskutowane z literaturg problemu.
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Zasada ograniczenia

1. Liczba zwierzat zostata ustalona przy wykorzystaniu programu G*Power wersja 3.1.9.2 (Franz

Faul, Universitat Kiel, Germany). Zatozone parametry analizy to: grupy A-C test RM ANOVA,
ilo$¢ grup 3, ilo$¢ pomiardéw 5, sita efektu srednia; grupy D-F, G-, J-L, M-O test ANOVA, ilos¢
grup: 3, sita efektu §rednia. Zaproponowana liczebnos¢ grup badawczych (10) i kontrolnych (5)
obejmujaca lacznie 630 osobnikoéw, jest optymalna w kontek$cie minimalizacji liczby
wykorzystanych zwierzat i zarazem mozliwos$ci analizy efektow zastosowania dwoch rodzajow
polaryzacji (katodowej i anodowej) oraz przesledzenia efektow polaryzacji w czasie: oceny
wlasciwosci 1 aktywnos$ci motoneurondw w trakcie dziatania pola elektrycznego, po jego
zakonczeniu i w nastgpstwie powtarzanej przez 2 tygodnie polaryzacji.

Na liczbe zwierzat konieczng do wykonania zatozen projektu wptywa mozliwos$¢ rejestracji
tylko z jednego motoneuronu w czesci doswiadczen (grupy A, B, C, J, K, L) oraz $rednia liczba
stabilnych zapisow wewnatrzkomorkowych, ktore przecigtnie uzyskuje si¢ w eksperymentach
dotyczacych zmian adaptacyjnych w motoneuronach u myszy (1-2 na zwierzg).

Nalezy zaznaczy¢, ze dla procedur 1-8 zaplanowano wykorzystanie zarowno samcow jak i samic
myszy SOD1, dzigki czemu hodowla nie bgdzie musiata by¢ rozszerzona w celu zapewnienia
odpowiedniej ilosci zwierzat jednej ptci. Zard6wno samce jak i samice myszy SOD1 wykazuja
fenotyp zblizony do ludzkiej postaci ALS.

Zastosowanie samcOow myszy w procedurach 9 1 10 wynika z faktu, iz test rotarod jest bardziej
skuteczny u samcOw niz u samic, w zwigzku z tym zastosowanie samcOw umozliwi szybsze i
pelniejsze okreslenie deficytéw funkcjonalnych co dalej przetozy si¢ na ograniczenie ilo$ci
zwierzat w tych procedurach.

Nalezy zaznaczy¢, ze rejestracje wewnatrzkomorkowe z motoneuronéw myszy, sa bardzo
skomplikowang procedurg badawcza, obarczong bardzo wysokim ryzykiem niepowodzenia 1
praktykowang z powodzeniem jedynie w kilku miejscach na §wiecie. Wykonawcy projektu maja
wieloletnie do$wiadczenie w wykonywaniu tego typu eksperymentow, jednakze wlasnie to
doswiadczenie dyktuje konieczno$¢ zaplanowania podanej liczby zwierzat w celu realizacji
planu badawczego. Nie ma mozliwosci wykonania kilku zadan badawczych w jednym
zwierzeciu ze wzgledu na mozliwe interakcje stosowanych technik eksperymentalnych oraz
spodziewane przetrwale efektu polaryzacji zaréwno tej aplikowanej przez rdzeniowo jak 1
przezskornie.



Zasada udoskonalenia

Zostang podjete wszystkie mozliwe dziatania majace na celu minimalizacj¢ dyskomfortu lub cierpienia
zwierzat wykorzystywanych w eksperymencie.
1. We wszystkich grupach eksperymentalnych za wyjatkiem grup M-O eksperymenty zostang

wykonanie w wieku P45-55 dni, czyli w okresie presymptomatycznym. Oznacza, to ze
zwierzgta nie beda wykazywaé symptomow choroby co jednak nie uniemozliwia osiggnigcia
celu badawczego, poniewaz polega on na analizie efektow polaryzacji w oparciu o analiz¢ cech
EPSP oraz anatomig¢ kontaktéw synaptycznych

W grupach eksperymentalnych w ktoérych stosuje si¢ dtugotrwata polaryzacje przezskorng (D, E,
G, H, J, K, M, N) zdecydowano si¢ zastosowa¢ bezpieczng i mato inwazyjng metod¢ anestezji
gazowej. Umozliwi to wykonanie polaryzacji bez konieczno$ci unieruchamiania zwierzgcia lub
wszczepiania elektrod polaryzujacych pod skorg co spowodowatoby istotnie wigkszy dyskomfort
1 cierpienie. Nalezy nadmieni¢, ze zarowno metody unieruchomienia jak i wszczepienia elektrod
byly stosowane w innych jednostkach naukowych (Ahmed 2013).

W grupie testow funkcjonalnych zdecydowano si¢ na zastosowanie testow rotarod ktére zgodnie
z literaturg tematu sg najskuteczniejsze dla okreslenia zmian w fenotypie zwierzat w przebiegu
ALS. Test rotarod jest bezpieczny dla zwierzat 1 nie wywotuje trwatego uszczerbku na zdrowiu.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.



