NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Eksperymentalna terapia dla choroby Huntingtona z wykorzystaniem
»sztucznych mikroRNA”.

2.Czas trwania projektu 03.12.2018 - 30.12.2022

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stoéw) choroba Huntingtona, badania przedkliniczne, sztuczne
mikroRNA, YAC128

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 produktow 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.

Choroby genetyczne czlowieka wcigz stanowig wyzwanie dla naukowcow opracowujacych podejscia
terapeutyczne. Choroba Huntingtona (HD) jest doskonatym przyktadem na to, Zze pomimo poznania
podtoza genetycznego choroby (ponad 20 lat temu) 1 wielu lat badah prowadzonych na catym $wiecie
jest ona nadal nieuleczalna, a pacjentom oferuje si¢ jedynie mozliwos$¢ tagodzenia objawdéw. Giowna
przyczyna choroby jest obecno$¢ toksycznego biatka, zawierajacego nadmiernie wydluzony ciag
poliglutaminowy. Istnieje pozytywna korelacja miedzy dlugo$cig ciggu a nasileniem objawow
chorobowych, ktore pojawiajg si¢ zwykle w 4-5 dekadzie zycia i prowadzg do $mierci pacjenta.

W zwiazku z tym planujemy zbada¢ skuteczno$¢ nowych, potencjalnych terapeutykow dla HD w
modelu mysim. W tym celu wykorzystamy technologie interferencji RNA oraz wektorowe czgsteczki
typu sh-miRNA, znane rowniez jako ,,sztuczne mikroRNA” do wyciszenia ekspresji toksycznego biatka
huntingtyny. Nasza strategia badawcza zostata opublikowana w 2013 roku oraz zgloszona do ochrony




patentowej (patent USA, nr US9970004B2). Po ponad 5 latach testow czgsteczek tego typu na modelach
komoérkowych planujemy rozpoczaé kolejny etap badan na modelu zwierzgcym. Powodzenie tych
eksperymentéw rozpocznie dluga droge rozwoju terapeutyku w kierunku badan klinicznych.
Zaktadamy, ze dostarczone do moézgu myszy ,.sztuczne miRNA” beda efektywnie i specyficznie
redukowaty poziom toksycznego biatka huntingtyny, co wptynie na zahamowanie/cofanie si¢ postepu
choroby bez wywotywania szk6d. Mysi model HD wykorzystany w projekcie charakteryzuje sig¢
nieznacznymi zaburzeniami motorycznymi i behawioralnymi. Testy behawioralne moga wywotaé
niewielki stres u badanych zwierzat. Ponadto myszy beda poddane operacji iniekcji stereotaktycznej
wektorow AAV do moézgu. W zwigzku z tym po operacji zwierzeta mogg odczuwaé niewielki dystres
spowodowany rang.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu uzytych zostanie 100 osobnikow Myszy domowej (Mus musculus) ptci meskie;.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

ZASTAPIENIE: Przed podjeciem decyzji o wykorzystaniu zwierzat w planowanych doswiadczeniach,
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 organizmoéw jak S. cerevisiae, C. elegans, czy D. melanogaster, ktore moglyby stanowi¢
alternatywe dla ssakow. Wspomniane modele muszki owocowej, nicieni czy rybek z rodzaju danio sg
wprawdzie stosowane do modelowania chordb czlowieka, jednak nie wykazujg ztozonych fenotypow
behawioralnych, co stanowi znaczne ograniczenie w ocenie progresji choroby czy stosowanej strategii
terapeutycznej. Dlatego tez zastosowanie ich w prezentowanym projekcie badawczym nie zapewnitoby
wiarygodnych 1 miarodajnych wynikow, udzielajacych jasnej odpowiedzi na postawione pytania. Model
mysi jest wigc niezbednym etapem na drodze rozwoju terapeutyku w kierunku badan klinicznych.

Aby w pelni oceni¢ skutecznos¢ 1 bezpieczenstwo stosowania potencjalnej czasteczki terapeutycznej dla
choroby neurodegeneracyjnej konieczne jest uzycie krggowcdéw o zlozonym uktadzie nerwowym, dla
ktorych dostepne sa wyspecjalizowane testy behawioralne. Pomimo, iz znane s3 juz duze modele
zwierzece HD jak makaki, $winie czy owce, w pierwszym etapie planujemy zastosowa¢ model mysi. 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 sa
najczgéciej wykorzystywanym obiektem do testowania strategii terapeutycznych w chorobie
Huntingtona.

OGRANICZENIE: Wykorzystanie modelu YAC128 w projekcie jest podyktowane duza wiedzg na
temat przebiegu choroby Huntingtona w tym modelu zwierzegcym. Byt on stosowany w wielu

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




eksperymentach, w tym podczas opracowywania podejs¢ terapeutycznych z wykorzystaniem wektorow
AAV i technologii RNAI. Bogate doswiadczenie eksperymentatorow w pracy z tymi zwierzetami
zostalo wykorzystane do optymalizacji czasoOw analizy i dawek, co wptyneto na zminimalizowanie grup
osobnikow.

Planujac eksperyment dazono do zmniejszenia do niezbednego minimum liczby zwierzat uzytych w
projekcie. Proponowane grupy badane oraz dobrze przemyslane grupy kontrolne zostaty zaplanowane
tak, by jak najbardziej ograniczy¢ dodatkowe uzycie zwierzat typu WT stanowiacych czesto stosowane
grupy kontrolne. Liczba zwierzat na grup¢ zostala okreslona na podstawie dostepnego piSmiennictwa
oraz bazujac na doswiadczeniu zdobytym podczas charakterystyki innego modelu mysiego, tak by
mozna bylo przeprowadzi¢ racjonalne analizy statystyczne. Zwierzgta wykorzystane w analizach
behawioralnych bedg jednoczesnie analizowane w testach molekularnych.

UDOSKONALENIE: Spehiajac zasade udoskonalenia, nasze doswiadczenia zostaty 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, materiat do
gniazdowania 1 zgryzania. Zastosowanie tego typu urozmaicen srodowiska poszerzy zakres czynnosci,
jakie moga wykonywaé zwierzeta redukujac stres. Jako zespdt posiadamy juz doswiadczenie oraz
zaawansowany warsztat badawczy, ktory zostat opracowany podczas charakterystyki innego mysiego
modelu choroby neurodegeneracyjnej, wygenerowanego w Zaktadzie. Czynnosci w procedurach zostaty
zaplanowane tak, aby zmniejszaty do minimum lub eliminowatly bol, cierpienie oraz dystres. Byty one
takze z powodzeniem stosowane u myszy laboratoryjnych wykorzystywanych w tego typu analizach
przez inne zespoly badawcze. Planowane w projekcie testy behawioralno-motoryczne, zabiegi oraz
ogoblne obserwacje zwierzat wyszczegdlnione w czynnos$ciach 1-4 we wszystkich procedurach, stanowia
dobrze scharakteryzowane, jak réwniez tatwo wykonywalne czynno$ci w pracy ze zwierzg¢tami.
Posiadane doswiadczenie cztonkéw zespotu badawczego, umozliwi przeprowadzenie wymienionych
czynnos$ci sprawnie 1 szybko, przez co zwierzeta objete procedurami nie beda narazone na stres czy bol.
Najnowoczes$niejsze aparaty do testow behawioralnych zapewnig uzyskanie duzej iloSci danych,
pozwalajacych na uzyskanie warto$ciowych wynikow badan. Wykorzystanie wektora AAV eliminuje
koniecznos¢ wielokrotnego podawania syntetycznych czasteczek terapeutycznych, co znacznie redukuje
dystres zwierzat.

Dodatkowo, wykorzystanie tagodnego modelu HD YACI128 wprowadza kolejny element
udoskonalenia, czyli redukcje wykorzystywania zwierzat z dotkliwym fenotypem, takich jak: R6/2 oraz
N171-82Q. Podczas iniekcji mysz zostanie pozbawiona siersci za pomoca kremu depilujacego lub
golarki, a nie ostrza skalpela czy brzytwy. Rana zostanie zaszyta ni¢mi rozpuszczalnymi. Na rang
zostanie natozony antybiotyk, by nie wdalo si¢ Zadne zakaZzenie. Mysz bedzie przebywaé na macie
grzewczej, by zapobiec hipotermii i bedzie kontrolowana temperatura za pomoca rektalnego
termometru. W trakcie operacji na oczy zostanie nalozony lubrykant oraz podana zostanie analgezja (w
postaci niesterydowego leku przeciwzapalnego Meloxicam), by czas pooperacyjny byt bezbolesny. Po
wybudzeniu mysz bedzie miala dostgp do jedzenia i picia na plytce na potozonej na $cidtce, by nie
musiata wstawac¢ oraz klatka umieszczona bedzie na regale grzewczym.

Do testu otwartego pola wykorzystamy specjalistyczny system ActiMot, skracajac czas eksperymentu i
umozliwiajac zebranie bardziej precyzyjnych danych, co z kolei wykluczy wielokrotne powtarzanie tego
samego testu, by otrzymac statystycznie znaczace dane.




Do testu rotarod myszy beda uprzednio przyzwyczajane 1 trenowane, aczkolwiek w formie
udoskonalenia protokot zostanie skrocony do trzech podejs¢ po 3-6 minut. Zamiast testu Porsolta
wprowadzilismy do zakresu badan nowoczesny sprzet oceny kognitywistycznej — IntelliCage.
Zamierzamy nim przebada¢ nasze grupy badane z naciskiem na warto$¢ pordwnawcza do grupy typu
dzikiego. Ma to na celu opisanie obu modeli z nowej perspektywy behawioralnej, ktorej do tej pory nikt
nie opisal. IntelliCage jest dla myszy bezstresowy, gdyz jest to system typu ,,Home cage”. Umozliwi to
odkrycie innych statystycznie réznych parametrow behawioralnych, ktore pézniej mozna bedzie uzywac
jako biomarkera w ocenie efektywnosci terapii badz jakiejkolwiek ingerencji w te modele.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




