NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: , Terapia genowa oparta o wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV) w regeneracji

nerwu wzrokowego po udarze niedokrwiennym”
2.Czas trwania projektu 01.01.2021 r. — 01.01.2025 r.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): terapia genowa, niedokrwienna neuropatia wzrokowa,

czynnik NFAT, signalosomy przestrzeni okotojadrowej, wirusy zwigzane z adenowirusami

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych): A — badania podstawowe

([PB3] - uktad nerwowy oraz [PB9] - narzady zmystow (skora, oczy, uszy)).

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.

Udar to zesp6t objawow klinicznych spowodowany wylewem badz zatrzymaniem doplywu krwi do
moézgu. W 2017 roku, udar stanowil druga, po chorobach serca, przyczyne zgondéw na S$wiecie,
dotykajac okoto 6.2 miliona oséb. Projekt skupia si¢ na neuropatii nerwu wzrokowego o podtozu
niedokrwiennym, ktory jest mato poznanym rodzajem udaru istoty biatej, skutkujgcym u ludzi catkowitg
utratg zdolnosci widzenia w wyniku nieodwracalnego uszkodzenia komorek siatkéwki oka. Pomimo, ze
stan ten prowadzi zwykle do czg¢sciowej lub nawet catkowitej niepetnosprawnosci, molekularne podtoze
mechanizmoéw odpowiedzialnych za dysfunkcje i $mier¢ neuronéw nerwu wzrokowego pozostaja

nieznane. Pomimo intensywnych badan, wcigz nie wiadomo co jest powodem ich §mierci w przypadku




nawet krotkotrwatego epizodu niedokrwiennego oraz czemu tracg one zdolno$¢ do samoodnowy, nawet
jesli w petni zostaje przywrocony przeptyw krwi w mozgu. W kwestii tej badacze zgadzajg sie, ze
najbardziej prawdopodobng przyczyna tego zjawiska jest pozbawienie komorek nerwowych czynnikoéw
troficznych dostarczanych poprzez krwioobieg lub utrata wrazliwosci na stymulacje przez te czynniki.
Proponowane w projekcie badania skupiajg si¢ na roli, jaka w patogenezie udaru odgrywaja dwa biatka
wzajemnie ze soba oddziatujace: NFAT (nuclear factor of activated T-cells) oraz mAKAPa (A-kinase
anchoring protein a). Na podstawie danych z modeli in vitro i in vivo zaprojektowane zostang wirusy
dla terapii genowej, dzigki ktorej mozliwe bedzie zwickszenie wrazliwosci neurondw na czynniki
troficzne 1 wyzwolenie ich potencjalu regeneracyjny. Uzyskane wyniki pomoga pozna¢ molekularne
mechanizmy lezace u podstaw neuropatologii udaru oraz ujawni¢ przedkliniczny potencjat modulatoréw
sygnalizacji NFAT w rozwoju nowych metod leczenia tego schorzenia. Osiagnigcie celu wymaga

przeprowadzenia procedur chirurgicznych o kategorii terminalna/dotkliwa.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur wedrowny (Rattus norvegicus), stado niekrewniacze Sprague-Dawley — 80 osobnikoéw

Mysz domowa (Mus Musculus), szczep wsobny C57BL/6 — 100 osobnikoéw

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Zasada zastgpienia: Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitem istniejaca wiedz¢ w zakresie
objetym wnioskiem badawczym w bazach danych: Pubmed, Google Scholar, Science Direct, Web of
Science. Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury oraz w oparciu o wlasne wieloletnie
doswiadczenie w pracy nad ukladem nerwowym, stwierdzam, Ze nie jest mozliwe przeprowadzenie
zaplanowanych badan w modelu in vivo o nizszym niz gryzonie stopniu rozwoju ewolucyjnego, tym
bardziej zastgpienie badan symulacjami in silico czy wylacznie badaniami in vitro (ktére 1 tak
wymagataby wykorzystania zwierzat, gdyz s3a one obecnie jedynym zrodtem pozyskiwania

funkcjonalnych neurondéw pierwotnych). Gryzonie to zwierzgta o najnizszym stopniu rozwoju

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




wykazujgce znaczne podobienstwo w budowie 1 funkcjonowaniu narzagdu wzroku do oka ludzkiego.
Wiadomo rowniez, ze sposob dzialania nerwu wzrokowego, jego budowa i liczba komoérek RGC sg
zblizone u myszy i u czlowieka. Nagromadzony material badawczy pozwala stwierdzi¢, ze
wykorzystanie gryzoni do planowanych eksperymentéw jest wyborem optymalnym, pozwalajacym na
uzyskanie wynikow ktore beda mogly by¢ odniesione do potencjalnych zmian zachodzacych w
neuropatii u cztowieka. Brak jest obecnie wiarygodnych doniesien o wykorzystaniu modeli innych niz
zwierzece do badan nad udarem modzgu, co zapewne wiaze si¢ ze zlozonoscig samego procesu, jak i

niemozliwoscig odwzorowania zmian w mikro srodowisku udaru w warunkach in vitro.

Zasada ograniczenia: Przedstawione do$wiadczenia na myszach (procedury 2-11) zaplanowalem w
oparciu o wyniki uzyskane podczas mojego stazu podoktorskiego w Uniwersytecie Stanforda
(opublikowane w Journal of Neuroscience (J Neurosci. 2019 39(28):5466-5480), gdzie pracowatem na
identycznym mysim modelu badawczym, jak opisany w przedmiotowym wniosku. Dlatego tez, wyniki
te potraktowalem jako badania pilotazowe, na podstawie ktérych dokonalem estymacji liczebnos$ci
proby, ktora zapewni wiarygodno$¢ statystyczng zyskanych wynikow (blad maksymalny zostat
zatozony na poziomie 20%, wspotczynnik ufnosci a=0.95, odchylenie statystyczne szacowane na
podstawie badan pilotazowanych). Kolejng czynnos$cig majaca na celu ograniczenie zarowno liczby, jak
1 cierpienia zwierzat byt sam wybdr modelu badawczego. W modelu niedokrwiennej neuropatii
wzrokowej nie zachodzi konieczno$¢ otwierania czaszki ani wywolywania udaru mozgu (ktérego obszar
1 rozlegto$¢ sa trudne do kontroli), a powloki zwierzecia po zakonczonej procedurze sa, za wyjatkiem
niewielkiej blizny w oku, przywrdocone do stanu sprzed operacji. Dzigki temu, ze myszy posiadajg pare
oczu, mozliwe jest przeprowadzenie zar6wno procedury operacyjnej, jak 1 kontrolnej; w tym samym
czasie na tym samym zwierzeciu, co znaczaco minimalizuje liczebno$¢ proby. Nie bytoby to mozliwe w
przypadku wyboru innego modelu udaru istoty bialej/szarej mozgu. W przypadku badan na szczurach
(procedura 1), wymagana liczba zwierzat zostata zaplanowana w oparciu o badania wstepne
opublikowane w Journal of Neuroscience (jak powyzej), przyjmujgc zatozenia do estymacji
statystycznych jak dla eksperymentow na myszach. Poniewaz ptody szczurze postuza do izolacji dwoch
typow neuronalnych komoérek pierwotnych: neurondéw hipokampa oraz komoérek zwojowych siatkowki,
oba typy zostang wyizolowane z moézgowia tego samego zwierzgcia, co pozwoli na znaczne

ograniczenie liczby zwierzat doswiadczalnych.

Zasada udoskonalenia: Wykorzystywane zwierzeta bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich




dla ich gatunku, a metody badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczatly
do minimum bol, cierpienie i dystres. Dotyczy to w szczegdlnosci wykonywania wszystkich procedur na
zwierzeciu bedacym w stanie narkozy i1 stosowania miejscowych i ogélnie dziatajacych analgetykow.
Zaplanowane zostalo takze regularne sprawdzanie dobrostanu zwierzat oraz postepowanie na wypadek
wystapienia koniecznosci wczesniejszego zakonczenia procedury. Ponadto, wszystkie czynnosci, w tym
w szczegllnosci operacje chirurgiczne, beda przeprowadzaly osoby majace doswiadczenie w
wykonywaniu tego typu procedur. Usmiercenie zwierzgcia bedzie dokonane w sposéb ograniczajacy do
minimum cierpienie i dystres przy pomocy metod zalecanych dla poszczegolnych gatunkow zwierzat,

zgodnie z wytycznymi Dyrektywy 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r.

8. Projekt jest objety ocena re‘urospektywna}2
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

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




