NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wplyw suplementacji hormonu wzrostu na rozwdj myszy z mutacjg w

genie [l - badanic pilotazowe

2.Czas trwania projektu 1.03.2019-1.03.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) poliadenylacja mRNA, przysadka, hormon wzrostu,

polimerazy, suplementacja

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A. Badania podstawowe

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sadowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywcezych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

o

. 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 okresli¢ 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.

Celem proponowanego doswiadczenia jest sprawdzenie jak suplementacja egzogennego hormonu
wzrostu wptywa na stan myszy z delecjg badanego genu, bedgcego niekanoniczng polimerazg poli(A).
Myszy te sg bardzo istotnym modelem badawczym, gdyz analogiczne mutacje zostaty zidentyfikowane
u czesci pacjentow cierpigcych na rzadkg chorobe genetyczng — wrodzong tamliwosc kosci.

Myszy homozygotyczne wzgledem mutacji przejawiajg szkodliwy fenotyp, ktéry zgodnie wytycznymi
zaklasyfikowano jako tagodny. Najwazniejszymi cechami ich fenotypu sg kartowato$¢ (okoto 30%
Izejsze niz myszy typu dzikiego) oraz osteopenia nieprowadzgca do ztaman kosci i zaburzenia postawy
niezaburzajgce zdolnosci motorycznych. Myszy te nie wykazujg objawow cierpienia.




Os przysadka-podwzgodrze jest centralnym regulatorem homeostazy hormonalnej organizmu. Z
doswiadczen przeprowadzonych w naszym laboratorium wynika, ze mRNA kodujgce jeden z tych
hormonéw jest poliadenylowane przez biatko badane przez nas biatko. W zwigzku z tym w przypadku
delecji badanego genu transkrypt moze byé niestabilny, a co za tym idzie, jego produkcja moze by¢
zmniejszona. Prawdopodobnie konsekwencjg tego jest znacznie obnizony poziom hormonu wzrostu,
ktéry moze mie¢ wptyw na funkcjonowanie organizmu.

Podstawowym pytanie, na jakie ma odpowiedzie¢ planowane doswiadczenie brzmi: czy podanie
egzogennego hormonu wzrostu myszom z delecjg badanego genu moze, choé czesciowo, odwrdci¢ ich
fenotyp. Szczegolnie interesujgce jest czy gestos¢ kosci myszy ulegnie zwiekszeniu. Gdyby nasza
hipoteza okazata sie by¢ prawdziwa, pacjenci chorujgcy na wrodzong famliwos¢ kosci zwigzang z
mutacjami w badanym genie mogliby by¢ leczeni przy pomocy suplementacji hormonu wzrostu.

Proponowane badanie jest badaniem pilotazowym majgcym na celu ustalenie podawanej dawki
hormonu wzrostu oraz sprawdzenie czy nasza hipoteza dotyczgca odwrécenia efektu mutacji w wyniku
podawania egzogennego hormonu wzrostu jest prawdziwa.

Myszom z delecjg badanego genu podawany bedzie podskornie hormon wzrostu. Suplementacja
bedzie prowadzona przez 5 tygodni poczgwszy od 7 dnia zycia myszy. Przez caty okres eksperymentu
myszy bedg wazone i mierzone. Po zakonczeniu suplementacji myszy bedg uémiercane w celu
pobranie tkanek.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

‘Mus musculus (mieszance migdzyszczepowe C57BL/6/TarxCBA/Tar) — 28 samcow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych:

PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Ebsco

Wykorzystalam/em stowa kluczowe: (nazwa badanego genu), ncPAP, non-canonical poly(A), GH,
GHRH, hormones, polyadenylation, Osteogenesis imperfecta

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

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




Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze: badany gen jest niekanoniczng
polimeraza poli(A), ktérej wplyw na funkcjonowanie organizmu nie zostal opisany, dostepne sa jedynie
dane fragmentaryczne. U grupy pacjentow cierpigcych na wrodzong famliwos$¢ kosci odnaleziono
mutacje w badanym genie.

Brak jest danych dotyczacych: patogenezy badanej mutacji w przebiegu wrodzonej tamliwosci kosci,
roli badanego genu w regulacji ekspresji hormondw peptydowych produkowanych przez przysadke i
podzwgorze, proby terapii pacjentow z wrodzong tamliwoscig kosci, niemajacych mutacji w genach
kolagenu przy pomocy hormonu wzrostu.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Rozwinig¢cie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: proponowane do§wiadczenie
pozwoli sprawdzi¢ czy egzogenny hormon wzrostu moze odwrdci¢ fenotyp myszy z mutacjg w

badanym genie, a tym samym zwigkszy¢ ich rozmiary oraz gesto$¢ kosci.

Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajacej na: okreslenie wplywu hormonu wzrostu na stan kosci u
myszy z badang mutacja moze pozwoli¢ na wprowadzenie nowej terapii dla pacjentow chorujacych na

wrodzong tamliwo$¢ ko$ci, zwigzanego z mutacja z t3 sama mutacja

Zastapienie:

Badane bialko jest polimeraza majacg wpltyw na poziom ekspresji hormonow produkowanych przez przysadke i
podwzgorze, a wigc majacych wplyw na funkcjonowanie catego organizmu. Nie jest mozliwe zbadanie jej
dziatania bez uzycia modelu zwierzgcego. Hormon wzrostu ma efekt plejotropowy na organizm, wiec niemozliwe
jest doglebne zbadanie jego suplementacji w liniach komorkowych.

Udoskonalenie:

Myszami bedzie opiekowat si¢ wykwalifikowany personel, myszy beda $cisle obserwowane. Ze wzgledu na
kartowato$¢ myszy, ich okres przebywania z matka zostanie wydtuzony do okoto 4-5 tygodni, a po odstawieniu
od matki standardowa karma zostanie suplementowana dodatkiem mleka dla zwierzat) przez okres okoto 2
tygodni. Myszy beda nastrzykiwane przy pomocy wysokiej klasy strzykawek umozliwiajacych podanie
minimalnej obj¢tosci leku. Uzyty zostanie hormon zarejestrowany jako lek, co gwarantuje jego wysoka jakosc.

Ograniczenie:

Dobrano minimalna liczbe myszy w grupie pozwalajaca na zaobserwowanie réznic pomigdzy grupami.
Odstapiono od nastrzykiwania grupy kontrolnej placebo, ze wzgledu na ich dobrostan. Doswiadczenie bedzie
wykonywane w dwoch turach — jesli pierwsza dawka hormonu okaze si¢ by¢ optymalna, odstgpimy od
wykonywania drugiej tury.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
ad TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

ad TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X' NIE

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



