NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Strategie terapeutyczne dla choroby Huntingtona oraz ataksji rdzeniowo-

mozdzkowej typu 3
2.Czas trwania projektu 2.01.2019 - 1.01.2024

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) choroba Huntingtona, ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3,

poliQ, badania przedkliniczne

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, §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 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.

Medycyna translacyjna dostarcza istotnych informacji o patogenezie nieuleczanych choréb u ludzi,
umozliwiajagc opracowanie skutecznych strategii terapeutycznych. Pomimo faktu, iz mutacje
odpowiedzialne za wystgpowanie chorob poliglutaminowych (poliQ) zostaty zidentyfikowane ponad 20
lat temu, mechanizmy tej grupy chordb pozostajg nadal nie do konca poznane i1 nie ma opracowanych
metod ich leczenia. Wigkszo§¢ badaczy podejmujacych tematyke neurodegeneracyjnych choréb polyQ
zaktada, iz przyczyng rozwoju tych chorob jest obecno$¢ zmutowanego biatka zawierajagcego wydtuzony
cigg poliglutaminowy.

Do najczestszych chorob poliQ nalezg choroba Huntingtona (HD) oraz ataksja mézdzkowo-rdzeniowa
typu 3 (SCA3). Obydwie choroby s3 zwykle diagnozowane w 2-3 dekadzie zycia, powodujac m.in. silne
zmiany neurodegeneracyjne w okreslonych regionach moézgu, a ich konsekwencje prowadza do
przedwczesnej $mierci. Na dzien dzisiejszy nie ma dostgpnej terapii leczniczej dla Zadnej z tych chordb.




Niniejszy projekt taczy wyzwania wspodlczesnej medycyny molekularnej, koncentrujac si¢ na
dostarczaniu do mdzgu potencjalnego terapeutyku, celujacego w zmutowany gen lub jego transkrypt.
Testowa¢ bedziemy skutecznos¢ obiecujgcej strategii hamowania ekspresji genu za pomocg
terapuetykow interferencji RNA (RNAi). Ponadto wykorzystane beda unikalne i odpowiednie systemy
modelowe. W trakcie realizacji calego migdzynarodowego projektu w konsorcjum, czg$¢ partneréw
poprzez analizy w zakresie genetyki populacyjnej zidentyfikuje sekwencje o najwickszym potencjale
terapeutycznym w strategii celowania w regiony zawierajgce warianty SNP; podda ocenie skutecznosé¢
nowatorskich strategii terapeutycznych z wykorzystaniem antysensowych oligonekleotydow,
interferencji RNA i nowoczesnej metody edycji genomu CRISPR/CAS9 w modelach in vitro i in vivo;
opracuje potencjalne testy pozwalajace okresli¢ poziom biatek zmutowanych w moézgu; zastosuje nowe
nieinwazyjne metody MRI/NMR, stuzgce zobrazowaniu progresji choroby i oceny skutecznosci
terapeutycznej, jako potencjalne biomarkery.

Mysie modele wykorzystane w w/w projekcie maja r6zng progresje chorobowa, objawiajaca si¢ glownie
zaburzeniami motorycznymi i behawioralnymi. Ponadto, w obu modelach chorobowych zostanie
wykonana operacja chirurgiczna wprowadzania wlewu domézgowego danego leku za pomoca pompy
osmotycznej zatozonej na 4 tygodnie.

Mozliwa szkodliwos¢: zakazenia rany, ropienia, nickomfortowe poruszanie gtowa, gdy rurki od pompy
infuzyjnej beda za krotkie, pompa infuzyjna pod skorg moze powodowaé zachwiania roéwnowagi i
dyskomfort, rana na glowie moze delikatnie bole¢. Miejsce wklucia igly przy podaniu doogonowym
moze powodowac¢ nieznaczny bol. Test RotaRod, i sity chwytu moze powodowac stres. Wyciagnigcie
pompy infuzyjnej zwigzane jest z ponowng anestezja oraz ponownym naci¢ciem, ktéore znéw moze
powodowac bol i dyskomfort pooperacyjny.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu uzytych zostanie 280 myszy ptci meskie;.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Celem planowanych badan jest uzyskanie przekonywujacych dowodoéw eksperymentalnych na
najbardziej obiecujaca terapi¢ chordb poliglutaminowych. Pierwsza czes¢ tego projektu stanowi
eksperyment pilotazowy, ktorego celem jest wytypowanie najbardziej obiecujacego terapuetyka pod
wzgledem bezpieczenstwa jego zastosowania, biodystrybucji oraz efektywnos$ci terapeutycznej w
mozgu.

W tym celu testowane bedg dwa opisane innowacyjne terapeutyki siRNA A2M i shRNA AAV-PHP.eB
celujace w wydtuzone ciagi CAG w modelach mysich SCA3 oraz HD. Ponadto, zastosowanie trzech
roznych stezen proponowanych terapuetykéw pozwoli wytypowaé dawke najbardziej efektywnag i
adekwatng w odniesieniu do analizowanych choréb.

ZASTAPIENIE: Przed podjeciem decyzji o wykorzystaniu zwierzat w planowanych doswiadczeniach,
dokonano szczegotowego przegladu dostepnej literatury naukowej w zakresie patogenezy choroby

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




Huntingtona oraz ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 z uzyciem modeli komorkowych i zwierzecych.
Wykorzystano do tego bazy danych jak: PUBMED, EBSCO oraz Web of Science. Przeanalizowano
wszystkie mozliwo$ci wykorzystania nizszych organizméw jak S. cerevisiae, C. elegans, czy D.
melanogaster, ktore moglyby stanowi¢ alternatywe dla ssakow. Wspomniane modele muszki owocowe;j,
nicieni czy rybek z rodzaju danio sg wprawdzie stosowane do modelowania choréb cztowieka, jednak
nie wykazuja zlozonych fenotypdéw behawioralnych, co stanowi znaczne ograniczenie w ocenie
progresji choroby czy stosowanej strategii terapeutycznej . Dlatego tez zastosowanie ich w
prezentowanym projekcie badawczym nie zapewniloby wiarygodnych i miarodajnych wynikow,
udzielajacych jasnej odpowiedzi na postawione pytania.

Aby w pelni scharakteryzowa¢ patomechanizm choroby Huntingtona i ataksji rdzeniowo-moézdzkowe;j,
konieczne jest uzycie kregowcéw o ztozonym ukladzie nerwowym, dla ktéorych dostepne s3
wyspecjalizowane testy behawioralne. Pomimo, iz znane sg juz opracowane duze modele zwierzgce HD
jak $winie czy owce, planujemy zastosowa¢ mniejsze zwierzeta, ktore umozliwig powodzenie
eksperymentu. W odniesieniu do obecnego stanu wiedzy i hipotezy przedstawionego projektu
stwierdzamy, iz nie jest mozliwe zastapienie modelu gryzoni innym. Dane literaturowe wskazuja, ze
myszy laboratoryjne sga najcze$ciej wykorzystywanym obiektem do testowania zatozen zaréwno
odno$nie patogenezy jak i testowania strategii terapeutycznych w chorobie Huntingtona oraz ataksji
rdzeniowo-moézdzkowej. Wydajag si¢ one by¢é rowniez wystarczajace, a zarazem niezbedne w
prezentowanym projekcie. Obydwa modele sa3 modelami biallelicznymi, niezbednymi do testowania
strategii allelo-selektywnych.

OGRANICZENIE: Wykorzystanie modeli Hul28/21 oraz Ki91l w projekcie jest podyktowane
jednostkami chorobowymi, ktérych te modele dotycza. Bogate doswiadczenie eksperymentatorow w
pracy z tymi zwierzetami zostalo wykorzystane do zminimalizowania grup osobnikow.

Planujac eksperyment dazono do zmniejszenia do niezb¢dnego minimum liczby zwierzat uzytych w
projekcie. Proponowane grupy badane reprezentujace oba mysie modele oraz dobrze przemys$lane grupy
kontrolne zostaty zaplanowane tak, by jak najbardziej ograniczy¢ dodatkowe uzycie zwierzat typu WT
stanowigcych czesto stosowane grupy kontrolne. Liczba zwierzat na grupe zostala okreslona na
podstawie dostepnego pismiennictwa oraz bazujac na doswiadczeniu zdobytym podczas charakterystyki
modelu Ki91 tak, by mozna bylo przeprowadzi¢ racjonalne analizy statystyczne.

Ponadto, w procesie przygotowywania wniosku o finansowanie projektu powotany zostal ekspert do
wyliczen statystycznych (analiza G-power) w konsorcjum migdzynarodowym. Co wigcej, w projekcie
wszystkie eksperymenty na mysich modelach zostaty zaprojektowane zgodnie z wytycznymi ARRIVE,
by ulepsza¢ dobrostan zwierzat. Wszystkie aspekty sa zgodne z regulacjami Komisji Unii Europejskiej 1
ocenione pozytywnie przez mi¢dzynarodowy panel ekspertow.

UDOSKONALENIE: Spetiajac zasade udoskonalenia, nasze doswiadczenia zostaly 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 i1 zgryzania. Zastosowanie tego typu urozmaicen Srodowiska poszerzy zakres czynnosci,
jakie mogg wykonywac¢ zwierzeta redukujac stres. Posiadamy juz doswiadczenie oraz zaawansowany
warsztat badawczy, ktory zostal opracowany podczas charakterystyki mysiego modelu SCA3,
wygenerowanego w naszym Zaktadzie. Czynnos$ci w procedurach zostaty zaplanowane tak, aby
zmniejszaty do minimum lub eliminowaty bol, cierpienie oraz dystres. Byly one takze z powodzeniem
stosowane u myszy laboratoryjnych wykorzystywanych w tego typu analizach przez inne zespotly
badawcze. Planowane w projekcie testy behawioralno-motoryczne, zabiegi oraz ogdlne obserwacje
zwierzat stanowig dobrze scharakteryzowane, jak réwniez tatwo wykonywalne czynno$ci w pracy ze




zwierzetami. Posiadane doswiadczenie cztonkow zespotu badawczego, umozliwi przeprowadzenie
wymienionych czynnos$ci sprawnie i szybko, przez co zwierzeta objete procedurami nie beda narazone
na stres czy bol. Pojedyncza iniekcja do zyly ogonowej rowniez bedzie wykonana pod znieczuleniem,
cho¢ mozna wykonac ja bez, w celu zminimalizowania stresu zwierzat.

Wykorzystanie wektora AAV-PHP-eB eliminuje konieczno$¢ wstrzykiwania domoézgowego danego
terapeutyka, co znacznie redukuje dystres zwierzat.

Dodatkowo, wykorzystanie modeli Hu128/21 oraz Ki91 wprowadza kolejny element udoskonalenia,
czyli redukcje wykorzystywania zwierzat ze dotkliwym fenotypem, takich jak: R6/2 oraz N171-82Q.
Podczas aplikacji wlewu dokomorowego mysz zostanie pozbawiona sier§ci za pomocg kremu
depilujacego lub golarki, a nie ostrza skalpela czy brzytwy. Rana zostanie zaszyta ni¢mi
rozpuszczalnymi. Na rane¢ zostanie nalozony antybiotyk, by nie wdato si¢ zadne zakazenie. Mysz bedzie
przebywaé na macie grzewczej, by zapobiec hipotermii i bedzie kontrolowana temperatura za pomoca
rektlanego termometru. W trakcie operacji na oczy zostanie natozony lubrykant oraz podana zostanie
analgezja (w postaci podskornej iniekcji niesterydowego leku przeciwzapalnego Meloxicam), by czas
pooperacyjny byt bezbolesny. Po wybudzeniu mysz bedzie miata dost¢p do jedzenia i picia na ptytce na
potozonej na $cidlce, by nie musiata wstawac oraz klatka umieszczona begdzie na regale grzewczym.

Do testu sity chwytu zostanie wykorzystany specjalistyczny sprzet, a nie jak mozna rdwniez badaé ten
parametr na odwréconej pokrywie klatki i liczac czas, po ktérym mysz spadnie. To samo dotyczy testu
otwartego pola, w ktérym wykorzystamy specjalistyczny ActiMot, skracajac czas 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 i trenowane, aczkolwiek w formie
udoskonalenia protokot zostanie skrocony do trzech podejs¢ po 3-6 minut.

WoprowadziliSmy do zakresu badan nowoczesny sprz¢t oceny kognitywnej — IntelliCage. Zamierzamy
nim przebada¢ nasze grupy badane z naciskiem na warto$¢ pordwnawczg do grupy typu dzikiego. Ma to
na celu opisanie obu modeli z nowej perspektywy behawioralnej, ktérej 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 pozniej mozna bedzie uzywaé, jako
biomarkera w ocenie efektywnosci terapii badz jakiejkolwiek ingerencji w te modele.

8. Projekt jest objety oceng 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 zaznaczy¢ wtasciwe pole.




