NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Mechanizm degradacji glikozoaminoglikanéw pod wplywem resweratrolu w

mysim modelu neuronopatycznej choroby z grupy mukopolisacharydoz
2.Czas trwania projektu: 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): choroba Sanfilippo, resweratrol, autofagia, myszy

MPSIIIB, glikozoaminoglikany
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) B

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, 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.

Mukopolisacharydozy (MPS) naleza do rzadkich chor6b uwarunkowanych genetycznie, gdzie w
wyniku mutacji kodujacej enzym odpowiadajacy za rozklad zwigzkéw z grupy mukopolisacharydoz
(glikozoaminoglikanow, GAG), dochodzi do ich nagromadzenia w komorce. Akumulacja
glikozoaminoglikanéw w komorkach prowadzi do uposledzenia prawidtowego ich funkcjonowania w
nastepstwie narzadow, a w wyniku tego catego organizmu doprowadzajac do destrukcyjnych objawow.
Wiele objawow jest wspolnych (pogrubienie rysow twarzy, powigkszenia organow) dla poszczegolnych
typow 1 podtypéw MPS (11 typoéw 1 podtypoéw), najbardziej jednak dotkliwe sg te, ktoére dotycza
réwniez osrodkowego uktadu nerwowego, w tym MPSIIIB.

Najczgsciej stosowang terapia MPS jest enzymatyczna terapia zastgpcza, polegajaca na zastosowaniu
aktywnej formy brakujacego enzymu. Podaz brakujacego enzymu nie jest jednak wystarczajagca w
przypadku typow MPS, ktérych objawy wyrazane sa w o$rodkowym ukladnie nerwowym, poniewaz
enzym nie przekracza bariery krew-mozg (jest za duza czagsteczkg). Dlatego badania nad




alternatywnymi podejsciami terapeutycznymi dla tego typu MPS sg wysoce pozadane. Jedng z takich
alternatywnych strategii jest indukcja procesu degradujacego GAG bezposrednio, nazywany jest
autofagia. Jednym z najnowszych odkry¢ jest to, ze GAG mogg by¢ réwniez czasteczkami, ktore mogag
by¢ degradowane za pomocg procesu autofagii. Resweratrol, ze wzgledu na plejotropowy mechanizm
indukcji autofagii, a takze przekroczenie bariery krew-mozg i bezpieczenstwo jego stosowania, jest
prawdziwym kandydatem na lek w neuronopatycznych postaciach MPS.

Badania wstepne wykazaty, ze resweratrol stymuluje degradacje nagromadzonych GAG, na komoérkach
skory pobranych od pacjentow z MPS. Jednak ze wzgledu na mnogo$¢ i réoznorodnos¢ procesow
zachodzacych in vivo, ktérych nie sposob odtworzy¢ w warunkach in vitro, konieczne jest okreslenie
wplywu resweratrolu na zwierzecy model MPS.

Celem tego projektu jest zatem zbadanie wplywu resweratrolu na:

1) behawior myszy z genetycznie uwarunkowana mukopolisacharydoza typu IIIB,
2) stan fizjologiczny myszy,
3) poziomy GAG bedacych przyczyna choroby (analizy post mortem).

W pierwszym etapie eksperymentu na podstawie wynikéw genotypowania myszy podzielone zostang
na grupy doswiadczalne. Kolejno zostanie ustalona dawka resweratrolu najlepiej degradujaca GAG,
dzigki czemu zostanie zbadana ona szerzej w nastgpnym etapie, gdzie sprawdzone zostanie zostanie
dlugoterminowy wplyw resweratrolu. Badania prowadzone beda na mysim modelu
mukopolisacharydozy neuropatycznej, ktérym podawany bedzie resweratrol lub woda (grupa
kontrolna). Testy behawioralne obejma ocen¢ zachowania myszy w nowym otoczeniu, oceng
koordynacji ruchowej, pomiar nasilenia leku, pomiar zdolno$ci do zapamigtywania oraz okreslenie
aktywnos$ci lokomotorycznej myszy. Okreslony zostanie stopien degradacji GAG oraz poziom
markerow degradacji lizosomalnej w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego.

Badania te pozwola na doktadne okreslenie wptywu resweratrolu na organizm myszy zdrowych (WT)
oraz myszy z mukopolisacharydozg typu IIIB (MPSIIIB) zar6wno na poziomie behawioralnym,
obwodowym jak i molekularnym, co moze w przysztosci skutkowac powstaniem efektywnej terapii na
te rzadka chorobe. Na korzy$¢ resweratrolu, jako potencjalnego leku przemawia fakt, ze jest to
substancja nie wywierajaca zadnych skutkéw ubocznych na zwierzeta, jak i na ludzi (bezpieczenstwo
zostato potwierdzone na III fazach prob klinicznych na chorobge Alzheimera). Mimo wielu badan
przeprowadzonych z uzyciem resweratrolu jako potencjalnego leku to nie zostal zbadany wcze$niej na
Mukopolisacharydozach, w zwigzku z czym pierwsza czescia eksperymentu bedzie weryfikacja dawki
podawanego resweratrolu.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

72 osobnikow myszy zdrowych (NAGLU +/+) oraz 72 osobnikow myszy chorych (NAGLU -/-)
MPSIIIB

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Zasada 3R zostata uwzgledniona w oparciu o zalecenia wydawane przez European Animal Research
Association (EARA), a takze na podstawie danych z literatury, odpowiednich dla tego typu badan.

Podczas przygotowywania niniejszego projektu przeszukano miedzy innymi bazy danych: PUBMED,
Google Scholar, Research Gate 1 Science Direct w zakresie tematyki objetej wnioskiem badawczym.
Wykorzystano stowa kluczowe: myszy MPSIIIB, choroba Sanfilippo, resweratrol, zaburzenia
neurologiczne, neurodegeneracja.

REDUCTION: Planuje si¢ zastosowa¢ najmniejsza mozliwag liczebno$¢ zwierzat zapewniajaca
minimalng ilo$¢ wynikéw wymagang do przeprowadzenia wiarygodnej analizy statystycznej, ale z
wzigciem pod uwage ewentualnych przykrych wydarzen zmniejszajacych liczbe osobnikéw w danej
grupie ($Smier¢ z niewiadomego powodu lub znaczne pogorszenie stanu zdrowia wymagajace
usmiercenia zwierzgcia). Liczbe zwierzat oszacowano w sposob mozliwie redukujacy ich ilos¢ do
wymaganego statystycznie minimum dla kazdej z procedur. Ponadto, w do$wiadczeniu zamierza si¢
pobra¢ jak najwigksza ilo$¢ narzadéw i tkanek (krew obwodowa, grasice, $ledzione, mézgowie,
watrobe¢) w celu wykonania oznaczen kompleksowych. W planowanych badaniach stosowane beda
nowoczesne metody badawcze w jednostce wyposazone] w odpowiednig infrastrukture (zaréwno
metody immunohistochemiczne jak i analizy poziomow bialek tj. Western blotting, testy ELISA)

REFINEMENT: Aby ograniczy¢ dystres zwierzat podczas wykonywania wyzej wymienionych
czynnosci uwzglednia si¢ staranne przeprowadzenie handlingu, majacego na celu przyzwyczajenie
zwierzat do osoby eksperymentatora oraz oswojenie z procedura. Czas trwania poszczeg6lnych etapow
do$wiadczenia zostal skrocony do niezbgdnego minimum. Dodatkowo, w celu ograniczenia
dyskomfortu zwierzat podczas u$miercania, bezposrednio przed iniekcja letalnej dawki narkozy
pentobarbitalowej (Morbital) mysz zostanie dodatkowo znieczulona za pomocg narkozy wziewnej
izofluranowej. Przy pobieraniu krwi stosuje si¢ réwniez mieszanke ketaminy z kselazyng w celu
krotkotrwatego znieczulenia zwierzegcia, co ogranicza dyskomfort podczas pobierania.

REPLACEMENT: Pozytywny wplyw resweratrolu na redukcje poziomu toksycznych tancuchow

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




cukrowych GAG, co jest przyczyna choroby Sanfilippo (MPSIIIB) zostal potwierdzony w badaniach
wstepnych przeprowadzonych na liniach komdrkowych. Uzyskanie bardzo obiecujacych wynikéw, na
ktére zwrocono szczegdlng uwage podczas oceny wniosku grantowego w konkursie Preludium
organizowanym przez Narodowe Centrum Nauki, stanowi podstaw¢ planowanych badan na modelu
mysim opisywanej choroby, co wynika z naturalnej kolejnosci badan przed powstaniem nowego leku
(badania in vitro -> badania in vivo -> proby kliniczne). Niniejszy projekt zaktada kompleksowa ocene
wplywu resweratrolu na organizm myszy z genetycznie warunkowang MPSIIIB przy zastosowaniu
mozliwie jak najmniejszej liczby osobnikow. Badania z wykorzystaniem resweratrolu w mysim modelu
MPSIIIB nie byly jak dotad prowadzone, stanowi¢ wiec beda bardzo cenne zrodlo informacji dla
przysztych badan prowadzonych w podobnej tematyce oraz moga prowadzi¢ do powstania efektywnej

terapii choroby Sanfilippo.

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

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




