NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Okreslenie roli miRNA w przeciwdziataniu demineralizacji 1 zmniejszeniu

wytrzymato$ci kosci u myszy z osteoporozg indukowang diklofenakiem”

2.Czas trwania projektu 15.06.2020 r. — 14.06.2022 r.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) myszy, diklofenak, mineralizacja, miRNA, lizosomy
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

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, $§rodkow 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.

Obecnie na rynku farmaceutycznym ogoélnie dostgpne sa niesteroidowe leki przeciwzapalne,
stosowane do leczenia standw zapalnych, do u$mierzania bolu czy obnizania gorgczki. Obserwacje
wskazujg rowniez na wplyw tego leku na procesy kostnienia, a co za tym idzie, wzrost ryzyka ztaman,
obnizong mineralizacja ko$ci oraz rozwdj osteoporozy. WykazaliSmy takie dziatanie diklofenaku
realizujac pierwsze zadanie projektu badawczego.

Zgodnie z harmonogramem badan, kolejnym celem projektu jest podawanie mikropecherzykéw
(lizosomow) zawierajacych syntetyczne miRNA myszom z osteoporoza indukowang diklofenakiem, co
ma stymulowa¢ mineralizacje 1 wytrzymatos¢ kosci, przeciwdzialajagc rozwojowi osteoporozy. Badania te
pozwola na poznanie mechanizméw patogenezy tych powiktan oraz umozliwiag wykazanie czy istnieje
terapeutyczny wptyw mikropecherzykow z miRNA. Podawane bedg trzy rodzaje miRNA: miR-29a, miR-
15a oraz miRNA o losowej sekwencji (miR neg.). Podawanie miRNA ma na celu ustalenie, czy wptywa
ono na mineralizacj¢ 1 wytrzymato$¢ kosci u zwierzat z osteoporoza indukowang diklofenakiem. Jezeli




tak, to czy istniejg réznice pomiedzy efektywnoscig poszczegolnych rodzajow miRNA.

Whniosek zaktada przeprowadzenie szeregu doswiadczen majacych na celu weryfikacje
postawionej tezy o przeciwdziataniu negatywnym skutkom zazywania lekow (diklofenaku) na procesy
mineralizacji ko$ci poprzez zastosowanie miRNA podawanego w lizosomach. W doswiadczeniu planuje
si¢ 4 tygodniowe podawanie samicom myszy szczepu C57BL/6 diklofenaku. W trakcie doswiadczenia 4-
krotnie, co siedem dni poczawszy od pierwszego dnia podawane be¢dzie miRNA umieszczone w
lizosomach. Nast¢pnie przeprowadzone zostang analizy okreslajace strukture 1 wtasciwos$ci mechaniczne
kosci. We krwi oznaczone zostang zwiazki, pozwalajace na ocene stopnia uszkodzenia kosci.

W zwigzku z zastosowaniem niskich dawek wybranych lekéw oraz relatywnie krotkiego czasu
trwania doswiadczenia (wszystkie procedury sa tagodne) nie przewiduje si¢ szkod, jakie moze
spowodowac eksperyment u zwierzat. Przewidywane szkody podczas proponowanego do$wiadczenia
mogg wigzac si¢ z dystresem zwierzat podczas podawania leku, jednak wszystkie procedury zostaty
zaplanowane z jak najmniejsza mozliwa inwazyjnos$cig. Do dodatkowych szkdd, ktore doznajg zwierzeta
zaliczamy rowniez $mier¢.

Doswiadczenie to moze by¢ zakwalifikowane do badan podstawowych, jednakze uzyskane wyniki
mogg przyczyni¢ si¢ do nowego spojrzenia na terapi¢ i przeciwdzialanie skutkom zazywania lekow
przeciwzapalnych (korzysci naukowe do§wiadczenia).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do doswiadczen wybrano samice Myszy Domowej Mus Musculus Szczep C57BL/6 , jako gatunek

najczesciej stosowany do tego rodzaju badan. Planuje si¢ wykorzystanie 96 zwierzat.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Projekt dos$wiadczenia uwzglednia zasade 3R (zastgpienia, ograniczenia 1 udoskonalenia) i pozwala na

zastgpienie i ograniczenie liczby oraz zminimalizowanie cierpienia zwierzat wykorzystywanych w

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




doswiadczeniach.
ZASADA ZASTAPIENIA

Konieczno$¢ wykorzystania zwierzat laboratoryjnych w tych dos$wiadczeniach podyktowana jest
niemozliwoscig odtworzenia warunkow do$wiadczenia (badania kos$ci) in vitro przy uzyciu izolowanych

komorek, czy tez linii komérkowych.
ZASADA OGRANICZENIA

Przygotowujac niniejszy projekt badawczy zapoznano si¢ z istniejagca wiedza w zakresie objetym
wnioskiem badawczym w bazach danych: Google Scholar, ScienceDirect oraz PUBMED. Przy
wyszukiwaniu informacji wykorzystano stowa kluczowe takie jak: mouse, diclofenac, bone, osteoporosis,

lysosomes, miRNA (odpowiednio: mysz, diklofenak, ko$¢, osteoporoza, lizosomy, miRNA).

Uwzglednienie zasady ograniczenia zawiera si¢ w zminimalizowaniu liczby zwierzat na grupe
dos$wiadczalng (n=12). Proponowana liczba zwierzat pozwoli na osiggniecie istotnych statystycznie
wynikéw. Liczbe zwierzat w grupie dobrano z wykorzystaniem dos$wiadczenia z poprzednich
przeprowadzanych eksperymentdw oraz wiedzy literaturowej zdobytej podczas przygotowan projektu
badawczego. Dodatkowo wykorzystanie 12 zwierzat na grupe podyktowane jest spelnieniem wymagan
dotyczacych tego typu eksperymentow — badanie skutkéw ubocznych lekow, iloscia potrzebnych kosci
do badan etc. Ponadto wnioskodawcy podejma wszelkie starania, aby wykorzysta¢ maksymalnie tkanki
pochodzace od zwierzat w proponowanych eksperymentach, tj. tkanki, ktére nie beda analizowane w
ramach proponowanych eksperymentow, beda wykorzystane do celow dydaktycznych (Ewiczenia z
fizjologii zwierzat, biochemii, patofizjologii). Na podstawie przeanalizowanej literatury, stwierdzono, iz
proponowany projekt ma charakter innowacyjny (docelowo wyniki uzyskane w trakcie realizacji
opisanego doswiadczenia zostang wykorzystane do opracowania. Oszacowanie negatywnego wptywu
diklofenaku bedzie stanowito podstawe do dalszych badan ktore zakonczy¢ si¢ majg wytworzeniem
mikropecherzykéw (lizosomow) zawierajacych syntetyczne miRNA stymulujagce mineralizacje i
zwigkszajace wytrzymalo$¢ kosci. Ponadto w zasadg ograniczenia wpisuje si¢ rowniez fakt zredukowania
liczby rodzajow miRNA. Do badan in vitro przeprowadzonych przed czgécig in vivo, wstepnie (na
podstawie literatury) wytypowano 10 rodzajow miRNA. Jednakze analizy z wykorzystaniem linii
komoérkowej pozwolity na ograniczenie rodzajow miRNA w doswiadczeniu in vivo do 2 (miR29a,

miR15a).




ZASADA UDOSKONALENIA

Podczas trwania eksperymentéw zwierzeta utrzymywane bedg w pomieszczeniach dostosowanych do
wymagan tych gatunku gryzoni (odpowiednia temperatura, wymiana powietrza, wilgotnos$¢, natezenie
hatasu), zostanie obliczona i dostosowana do wielko$ci zwierzat powierzchnia klatek, zwierzeta beda
miaty zapewnione urozmaicenia (zgodnie z Ustawg). Zwierzeta beda otrzymywaly pasze oraz wode ad
libitum. Dodatkowo zastosowany bedzie ,handling” polegajacy na oswajaniu zwierzat z
eksperymentatorami, w celu zmniejszenia odczuwania stresu. Zwierzeta utrzymywane bedg na trocinach
majacych zapewni¢ im suche, czyste i wygodnie miejsce bytowania, ponadto w klatkach umieszczone
zostang skrawki papieru by umozliwi¢ budowe gniazd, a takze papierowe tuby i drewniane klocki stuzace
do zabawy i schronienia. Ponadto zasada udoskonalenia zastosowana zostala do uzycia niskiej dawki
wybranych lekéw, co redukuje dotkliwos$¢ tej metody i minimalizuje mozliwo$¢ uszkodzenia innych
organow, wywotania bolesnych zmian, a pozwalajacej otrzymac¢ wiarygodne wyniki. Ponadto jesli u
ktéregos ze zwierzat wystapia objawy dyskomfortu lub bolu zwierze zostanie usmiercone w humanitarny
sposob. W procedurach zawartych we wniosku inwazyjno$¢ czynno$ci zostata ograniczone do minimum
(tylko iniekcje), a wszystkie zaplanowane w eksperymencie procedury naleza do kategorii tagodnej. Ma

to na celu ztagodzenie cierpienia zwierzat uzytych do doswiadczen.

Zdobyte podczas doswiadczen wyniki pozwolg wzbogaci¢ wiedz¢ na temat wplywu diklofenaku, co z
kolei zostanie wykorzystane do wytworzenia w komodrkach mezenchymalnych myszy lizosomow

zawierajacych syntetyczne miRNA stymulujace mineralizacj¢ 1 wytrzymatos¢ kosci.

8. Projekt jest objety ocena 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.




