NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Terapia genowa ataksji rdzeniowo-moézdzkowych: przywracanie prawidtowego

metabolizmu cholesterolu poprzez mézgowa nadekspresje 24-hydroksylazy cholesterolowej (CYP46A1)
2.Czas trwania projektu 02.01.2019 - 31.11.2023

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ataksja rdzeniowo-mozdzkowa 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 cztowieka.

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, srodkéw 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.

Uposledzony metabolizm cholesterolu w moézgu jest dobrze udokumentowany dla wielu chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona, Alzheimera, Huntingtona, Niemann-Pick (typ C),
a takze dla zaburzen zwigzanych z wiekiem. Cholesterol jest wazny dla funkcjonowania neuronéw w
procesach przekaznictwa nerwowego. Nadmiar cholesterolu jest szkodliwy, jednakze czasami mozg nie
potrafi usunaé niepotrzebnego cholesterol z tkanki. Tylko przeksztatcenie cholesterolu w jego forme
uwodniong (24-hydroksycholesterol) przez enzym CYP46A1 jest przemiang cholesterolu, ktora sprawia,
ze moze on przenikng¢ z tkanki nerwowej do krwiobiegu poprzez barier¢ krew-mozg. Nasze wstepne
wyniki wskazuja, ze poziom enzymu CYP46A1, jak i uwodnionej wersji cholesterolu sg obnizone w
mozdzku mysiego, transgenicznego modelu, ataksji rdzeniowo moézdzkowej, a takze u pacjentow z ww.
ataksjg. Celem projektu jest potwierdzenie wptywu ztego metabolizmu cholesterolu w ataksjach
rdzeniowo-moézdzkowych oraz udowodnienie skutecznosci terapii genowej polegajacej na Sztucznym
zwigkszeniu poziomu enzymu CYP46Al1 w ataksjach rdzeniowo-moézdzkowych. Po stronie naszego




zespotu lezy wygenerowanie kolonii myszy mut/mut Ki91 i kolonii C57BL/6, a nastepnie
przeprowadzenie iniekcji domozgowych srodka, ktory obnizy poziom enzymu CYP46A1 oraz pokaze czy
moze to by¢ skladnik procesu chorobowego w ataksjach poprzez ocene po-iniekcyjnych zmiana
behawioralnych. Przewidziane w projekcie zabiegi operacyjne moga spowodowac bol charakterystyczny
dla gojenia si¢ przecigtej skory glowy. Jednak duze doswiadczenie eksperymentatoréw, jak i przewidziane
srodki znieczulajace pozwolg ograniczy¢ go do minimum. Moézg ze wzgledu na brak receptoréw
bolowych nie jest zroédtem bolu. Zachowanie sterylnosci w trakcie zabiegow jak 1 dalsza opieka
pooperacyjna minimalizuja ryzyko powiktan takich jak zakazenia. Zaplanowane analizy pozwolg oceni¢
zmiany poziomu enzymu CYP46A1 w mézgu i wptyw zmian tych pozioméw na przenikanie cholesterolu
przez barier¢ krew-modzg i wynikajacy z tego obraz chorobowy ataksji SCA3.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu uzyte zostang 144 myszy domowe (Mus musculus) obu pici.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Celem planowanych badan jest uzyskanie przekonujacych dowodow eksperymentalnych na zastosowanie
obiecujacej terapii genetycznej dla ataksji mézdzkowo-rdzeniowych typu 3 i 7. Terapia ta miataby
bazowac¢ na enzymie przeksztatcajacym cholesterol i utatwiajgcym jego usuwanie z mézgu. Dobdr mysich
modeli, jaki 1 zastosowanego terapeutyku to wypadkowa poprzednich doswiadczen prowadzonych przez
nasz zespot, jak i pozostatych cztonkow konsorcjum.

ZASTAPIENIE: Przed podj¢ciem decyzji o wykorzystaniu zwierzat w planowanych do$wiadczeniach,
dokonano szczegdtowego przegladu dostgpnej literatury naukowej w zakresie patogenezy ataksji
rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 z uzyciem modeli komérkowych i zwierzecych. Wykorzystano do tego
bazy danych jak: PUBMED, EBSCO oraz Web of Science. Przeanalizowano wszystkie mozliwosci
wykorzystania organizméw 0 prostszej budowie jak S. cerevisiae, C. elegans, czy D. melanogaster, ktore
moglyby stanowi¢ alternatywe dla ssakow. Wspomniane modele muszki owocowej, nicieni czy rybek z
rodzaju danio sa wprawdzie stosowane do modelowania choréb cztowieka, jednak nie wykazuja
ztozonych objawow chorobowych podobnych do objawow u ludzi, co stanowi znaczne ograniczenie w
ocenie progresji 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 pehi scharakteryzowaé¢ zmiany poziomu enzymu CYP46A1 w ataksji rdzeniowo-mozdzkowe;j,
konieczne jest uzycie kregowcéOw o ztozonym uktadzie nerwowym, dla ktéorych dostepne sg
wyspecjalizowane testy behawioralne. Dotychczas nie zostaty opracowane modele zwierzece dla SCA3,
dlatego tez w tym przypadku wykorzystanie myszy, jako modelu jest uzasadnione. Przemawia za tym
poziom rozwoju centralnego uktadu nerwowego u myszy, ktéry pozwala na obserwacje patologii
wywotanych choroba neurodegeneracyjng i porownanie ich do tych obserwowanych u cztowieka (Morton
i Howland, 2013). W odniesieniu do obecnego stanu wiedzy i hipotezy przedstawionego projektu
stwierdzamy, 1z nie jest mozliwe zastapienie modelu gryzoni innym. Dane literaturowe wskazuja, ze

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




myszy laboratoryjne sg najczesciej wykorzystywanym obiektem do testowania zatozen zarowno odno$nie
patogenezy jak i testowania strategii terapeutycznych w chorobie Huntingtona oraz ataksji rdzeniowo-
mozdzkowej. Wydaja si¢ one by¢ rowniez wystarczajace, a zarazem niezbedne w prezentowanym
projekcie.

OGRANICZENIE: Wykorzystanie modelu Ki91 w projekcie jest podyktowane jednostka chorobowa,
ktora te modele dotyka. Bogate doswiadczenie eksperymentatorOw w pracy z tymi zwierzetami zostato
wykorzystane do zminimalizowania grup osobnikow.

Planujac eksperyment dgzono do zmniejszenia do niezb¢dnego minimum liczby zwierzat uzytych w
projekcie. Proponowane grupy badane reprezentujace oba mysie modele oraz dobrze przemyslane grupy
kontrolne zostaty zaplanowane tak, by jak najbardziej ograniczy¢ dodatkowe uzycie zwierzat typu WT
stanowigcych czgsto stosowane grupy kontrolne. Liczba zwierzat na grup¢ zostata okre§lona na podstawie
dostepnego pismiennictwa oraz bazujac na doswiadczeniu zdobytym podczas charakterystyki modelu
Ki91 tak, by mozna bylo przeprowadzi¢ racjonalne analizy statystyczne.

W dbatosci o zminimalizowanie stresu i bolu ponoszonego przez zwierzeta podczas zabiegdw
operacyjnych, wigzacego si¢ z powstaniem rany w centralnej czesci glowy czy iniekcji domézgowych,
myszy zostang znieczulone za pomocg mieszanki powietrza i izofluranu w komorze. Po uprzednim
sprawdzeniu glebokiej anestezji zwierzat testem refleksu tapki, zwierze zostanie przeniesione do aparatu
stereotaktycznego, gdzie dalej bedzie pod znieczuleniem ogdélnym w zmniejszonej dawce izofluranu
podanej przez stozek nosowy. Mysz przebywaé bedzie na cieplnej podktadce zabezpieczajacej ja przed
hipotermig. Powierzchnia okoto-zabiegowa zostanie przykryta folia, w celu zmniejszenia ryzyka
zakazenia. Glowa myszy zostanie pozbawiona siersci za pomocg kremu do depilacji. Po przemyciu
wodnym roztworem jodyny, zostanie wykonane nacigcie skory. W trakcie wszystkich wymienionych
powyzej zabiegéw 1 procedur, zwierzgta beda przebywaé w anestezji, co ograniczy do minimum
mozliwo$¢ odczuwania przez nie bolu lub stresu. Ponadto, w celu ograniczenia niepozadanych skutkow
planowanych zabiegoéw, oCzy zwierzat zostang zabezpieczone przed wysychaniem za pomoca soli
fizjologicznej badz lubrykantu. Pomimo zastosowania $rodkéw majacych na celu ograniczenie
niepozadanych skutkéw planowanych zabiegow, nie jest wykluczone ich wystapienie. Szkody, do ktorych
moze doj$¢: ogdlne ostabienie, apatie, reakcje uczuleniowa na zastosowane leki, zaczerwienie skory
glowy w okolicy rany, miejscowe zakazenie eliminowane przez mas¢ antybiotyczna, czy krwawienie
rany. Opieka pooperacyjna od momentu operacji, az do planowanego usmiercenia pozwoli
eksperymentatorom na zaobserwowania potencjalnych szkod i ewentualne podjecie decyzji o
przedwczesnym usmierceniu myszy.

Ponadto, w procesie przygotowywania wniosku o finansowanie projektu powotany zostat ekspert do
wyliczen statystycznych (analiza G-power) w konsorcjum miedzynarodowym. Co wigcej, w projekcie
wszystkie eksperymenty na mysich modelach zostaly zaprojektowane zgodnie z wytycznymi ARRIVE,
by ulepsza¢ dobrostan zwierzat. Wszystkie aspekty sg zgodne z regulacjami Komisji Unii Europejskie;j i
ocenione pozytywnie przez mi¢dzynarodowy panel ekspertow.

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 i zgryzania. Zastosowanie tego typu urozmaicen S$rodowiska I poszerzenia zakresu
czynnosci, jakie mogg wykonywac zwierzegta pozwoli na redukcje stresu. Posiadamy juz doswiadczenie
oraz zaawansowany warsztat badawczy, ktory zostal opracowany podczas charakterystyki mysiego
modelu SCA3, wygenerowanego w naszym Zaktadzie (Switonski et al., 2015). Czynnos$ci w procedurach
zostaty zaplanowane tak, aby zmniejszaty do minimum lub eliminowaty bdl, cierpienie oraz dystres. Tego




typu procedury byty takze z powodzeniem stosowane u myszy laboratoryjnych wykorzystywanych w
podobnych analizach przez inne zespoty badawcze (Molero et al., 2016, Menalled et al., 2012). Planowane
w projekcie testy behawioralno-motoryczne, zabiegi oraz ogdlne obserwacje zwierzat wyszczegdlnione
w czynno$ciach od 1 do 4, procedury pierwszej, stanowig dobrze scharakteryzowane, jak roéwniez tatwo
wykonywalne czynnosci w pracy ze zwierzetami. Posiadane doswiadczenie cztonkow zespotu
badawczego, umozliwi przeprowadzenie wymienionych czynnos$ci sprawnie i szybko, przez co zwierzgta
objete procedurami nie b¢dg narazone na stres czy bol.

Dodatkowo, wykorzystanie modelu 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.
Narang zostanie natozony antybiotyk, by nie wdato si¢ zadne zakazenie. Mysz bedzie przebywac na macie
grzewczej, by zapobiec hipotermii i bedzie kontrolowana temperatura za pomoca rektlanego termometru.
W trakcie operacji na oczy zostanie nalozony lubrykant oraz podana zostanie analgezja (w postaci
podskornej iniekcji niesterydowego leku przeciwzapalnego Meloxicam), by czas pooperacyjny byt
bezbolesny. Po wybudzeniu mysz bedzie miata dostep do jedzenia i picia na ptytce na potozonej na
$cidlce, by nie musiata wstawac oraz klatka umieszczona bedzie na regale grzewczym.

Do testu rotarod myszy beda uprzednio przyzwyczajane i trenowane, aczkolwiek w formie udoskonalenia
protokot zostanie skrocony do trzech podej$s¢ po 3-6 minut. Do testu pretow statycznych, na bazie
dotychczasowego doswiadczenia, stworzona zostanie konstrukcja wiasna, najbardziej optymalna do tego
typu testu. Projekt zawiera test IntelliCage, ktory bedzie proba wprowadzenia nowego testu dla myszy,
ktéry potencjalnie moze okazac si¢ mniej stresujacy dla myszy, gdyz jest to system typu ,,Home cage”.
Nie mamy narazie wiedzy na temat tego czy test bedzie przydatny dla modeli chordb poliglutaminowych,
ale podejmujemy wysitki w celu wszelkich redukcji stresu u zwierzat w przysztych projektach. Umozliwi
to odkrycie innych statystycznie réznych parametréw behawioralnych, ktoére pdzniej mozna bedzie
uzywac, jako biomarkera w ocenie efektywnosci terapii badz jakiejkolwiek ingerencji w te modele.
Wszystkie testy behawioralne poprzedzone zostang jednodniowym treningiem, ktdrego rezultaty w beda
brane pod uwage w dalszych analizach.

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

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




