NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu : Wptyw drgawek w szczurzym modelu drgawek wywotanych dootrzewnowg iniekcja
PTZ, na zmiany poziomu biatka MBD3 (methyl-CpG binding domain 3) i mikro RNA

2.Czas trwania Projekiu ....48 MICSIGCY ... cuerirrirerieererierteste ettt n e
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ..MBD3, miRNA, epilepsy, epileptogenesis, PTZ test...

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 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Padaczka jest chorobg neurologiczng ktéra dotyka ok 50 milionéw ludzi na catym $wiecie. 30% z nich cierpi na
padaczke lekooporng. W ostatnich latach poszukuje sie czynnikdéw (biomarkeréow) ktére mogtyby by¢ stosowane
we weczesniejszej diagnostyce choroby, przynoszac wieksze korzysci terapeutyczne i ograniczajgc dziatania
niepozgdane. Doswiadczenia przeprowadzane z uzyciem zwierzecego modelu padaczki skroniowej wywotanej
elektryczng stymulacjg ciata migdatowatego, w celu poszukiwania biomarkeréw padaczki we krwi i osoczu
wykazaty, ze poziom licznych miRNA ulega zmianie po stymulacji elektrycznej ciata migdatowatego, podczas
rozwoju padaczki, oraz po wystgpieniu spontanicznych drgawek, czyli diagnozie padaczki. W zaplanowanym
doswiadczeniu chcemy sprawdzié, czy zmiany miRNA u zwierzat ze zdiagnozowang padaczka sg efektem choroby
niezaleznym od doswiadczanych przez zwierzat drgawek, czy tez sg efektem samych spontanicznych drgawek.
Rozrdznienie to jest bardzo istotne, poniewaz poszukujgc biomarkeréw padaczki, chcemy unikng¢ tych miRNA,
ktorych zmiany poziomdw sg przejSciowe i generowane jedynie przez okazjonalnie pojawiajgce sie drgawki.




Z literatury wiemy réwniez, ze istniejg dane wskazujgce na potencjalng role mechanizmoéw epigenetycznych w
padaczce, niemniej ich rola nie jest dobrze poznana. Wiadomo, ze w modelach doswiadczalnych i u pacjentéw z
padaczky dochodzi do zmian w $ciezkach metabolicznych zaangazowanych w regulacje metylacji DNA oraz na
poziomie metylacji DNA. Z naszych badan wynika, ze biatko MBD3 (methyl-CpG binding domain 3), ktére bierze
udziat w metylacji DNA, wzrasta w okreslonych rejonach mézgu zwierzat padaczkowych. Wynik ten wskazuje na
udziat badanego biatka w epileptogenezie lub padaczce. W doswiadczeniu kolejnym, niezaleznym celem bedzie
sprawdzenie, czy poziom biatka MBD3, wzrasta rowniez w wyniku drgawek wywotanych u zwierzat zdrowych. Ma
to na celu rozréznienie wptywu choroby od wptywu drgawek na poziom MBD3 w mdzgu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

szczur laboratoryjny (Rattus norvegicus) Sprague-Dawley — 176 osobniki

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujgc projekt badawczy, sprawdzono istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych: Google Scholar, Web of Science, PubMed.

Wykorzystano stowa kluczowe: MBD3, miRNA, epilepsy, epileptogenesis, PTZ test.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze: Leczenie choroby czy tez innego rodzaju schorzen
powinno przynosi¢ maksymalne korzysci terapeutyczne przy minimalnych dziataniach niepozadanych. Aby
osiggnac ten cel w przypadku padaczki, badacze poszukujg biomarkeréw ktére mogg postuzyé do przewidywania
odpowiedzi na leczenie choroby. Jednym z takich biomarkeréw mogg by¢ miRNA izolowane z krwi. Z doniesien
literaturowych wiemy réwniez, ze w procesie rozwoju padaczki biorg udziat mechanizmy epigenetyczne, zwigzane
z metylacjg DNA. Badane przez nas biatko MBD3 bierze udziat w odczytywaniu wzoru metylacji DNA. Stwierdzono,
ze ulega ono ekspresji w trakcie rozwoju osobniczego, natomiast nie jest znana jego funkcja w patologii mézgu.

A. Nasze wczesniejsze badania pozwalajg na stwierdzenie, ze: Nasze doswiadczenia przeprowadzane na
zwierzecym modelu padaczki skroniowej wywotanej elektryczng stymulacjg ciata migdatowatego przeprowadzone
w celu poszukiwania biomarkeréw padaczki wykazaty, ze poziom okreslonych miRNA ulega zmianie po stymulacji
elektrycznej ciata migdatowatego, a takze oscyluje po wystgpieniu drgawki. Natomiast poziom biatka MBD3
wzrasta w korze s$rodwechowej, gruszkowatej oraz ciele migdatowatym, w zwierzecym modelu padaczki
skroniowej. Stwierdzono, ze biatko MBD3 wigze sie do innych regionéw DNA w mdzgu zwierzat epileptycznych w
porownaniu do kontrolnych.

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




B. Brak jest danych dotyczacych: roli mechanizméw epigenetycznych w epileptogenezie i epilepsji oraz
biomarkerdw krwi ktére mogtyby by¢ wykorzystywane we wczesnej diagnozie padaczki badz drgawek.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: okreslenie podstawowego poziomu biatka MBD3 oraz
wybranych miRNA w okreslonych rejonach mdézgu. Uzyskane dane pozwolg réowniez na zweryfikowanie czy w
zwierzecym modelu drgawki zachodzg zmiany w poziomie aktywnos$ci biatka MBD3 oraz czy zmiany w wybranych
miRNA sg zalezne od drgawek i mogg by¢ potencjalnymi biomarkerami drgawki.

A/ Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku: Nasze badania sg czescig nauk
podstawowych z zakresu neurobiologii, badan ukfadu nerwowego i mogg w przysztosci zostaé uzyte w
opracowywaniu terapii epilepsji bazujgcej na biomarkerach padaczki. Przypuszczamy, ze jednym z nich moze by¢
biatko MBD3, ktdre bierze udziat w odczytywaniu metylacji DNA oraz okreslone miRNA, ktére ulegajg zmianie po
wystgpieniu padaczki oraz oscylujg wokoét drgawek.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na:. zbadaniu zmian w poziomie biatka MBD3 i wybranych miRNA
jako potencjalnych markeréw drgawki, po wywotaniu drgawki (iniekcjg dootrzewnowg PTZ) oraz okreslenie ich
podstawowego poziomu w okreslonych rejonach mézgu.

Zasada zastgpienia: Z uzyciem zwierzat zostang przeprowadzone tylko te doswiadczenia ktérych nie da sie
wykonaé metoda in vitro, poniewaz ich celem jest m.in. zbadanie funkcji mézgu. Tkanka zwierzat (mdzg oraz krew)
uczestniczacych w doswiadczeniu zostanie zbadania w celu oceny zmian w poziomie aktywnosci promotora biatka
MBD3 oraz zmian w poziomie okreslonych miRNA.

Zasada ograniczenia: Na poczatku doswiadczenia przeprowadzimy optymalizacje dawki PTZ potrzebnej do
wywotania drgawek u zwierzat. Dzieki niej ograniczymy smiertelno$¢ zwierzat w procedurze gtéwnej. Natomiast
liczba zwierzat biorgcych udziat w dos$wiadczeniu zostata ograniczona do liczby, ktéra pozwoli nam na uzyskanie
istotnych naukowo wynikéw.

Zasada udoskonalenia: Podczas doswiadczenia zwierzeta trzymane we wzbogaconym Srodowisku oraz zostang
oswojone przez okres 2-3 tygodni do pomieszczenia w ktérym bedg przechowywane, w ktérym bedzie
wykonywane test PTZ oraz z osobami przeprowadzajagcymi doswiadczenie. Nieopublikowane przez nas dane
wykazaty, ze zwierzeta przebywajgce we wzbogaconych warunkach lepiej znoszg przeprowadzane procedury, o
czym moze Swiadczy¢ brak reakcji stresowych oraz utraty wagi. Aby uniknac¢ zwiekszonego poziomu stresu
zwierzeta z ktérych bedzie pobierana krew do badan zostang umieszczone pod anestezjg na czas pobierania krwi.




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

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



