NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu ”Transmisja sygnalu zalezna od dystrofiny i utrofiny w regulacji transkryptomu
i komunikacji miedzy sasiadujacymi i odleglymi strukturami komérkowymi, komérkami i tkankami oraz
jego rola w patogenezie dystrofii mi¢sniowej Duchenne’a.”

2. Czas trwania projektu 1.12.2020 r. — 30.11.2025 r.

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) dystrofia miesniowa Duchenne’a; komorki satelitarne;

regeneracja; dystrofina.
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A. Badania podstawowe.

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.

Dystrofia migsniowa Duchenne'a (DMD) to choroba dotykajaca gtownie chtopcdéw 1 objawiajaca si¢
postepujaca niewydolnoscig migsni. DMD spowodowana jest brakiem funkcjonalnej dystrofiny,
kluczowego biatka mig$niowego [1, 2]. Z czasem rozleglo$¢ utraty wiokien mig$niowych jest tak duza,
ze pacjenci sg zmuszeni do korzystania z wozka inwalidzkiego, a nastgpnie z pomocy w oddychaniu.
Choroba ta jest nieuleczalna i prowadzi do przedwczesnego zgonu [3].

[1]. Mendell, J.R., and M. Lloyd-Puryear. (2013). Report of MDA muscle disease symposium on newborn screening for
Duchenne muscular dystrophy. Muscle & nerve. 48:21-26.

[2]. AnJ., Xie,Z., Jia,F., Wang,Z., Yuan,Y., Zhang,J. and Fang,J. (2020) Quantitative coordination evaluation for screening
children with Duchenne muscular dystrophy. Chaos, 303, 023116.

[3]. Bushby, K., R. Finkel, D.J. Birnkrant, L.E. Case, P.R. Clemens, L. Cripe, A. Kaul, K. Kinnett, C. McDonald,S.Pandya, J.
Poysky, F. Shapiro, J. Tomezsko, and C. Constantin. (2010) Diagnosis and management of Duchenne muscular dystrophy,
part 2: implementation of multidisciplinary care. Lancet neurology. 9:177-189.



Cele:

1) Przygotowanie mysiego modelu regeneracji mig¢$ni szkieletowych.
2) Ocena zdolnos$ci regeneracyjnych komorek migsni szkieletowych (komorek satelitarnych).

3) Okreslenie potencjatu zasiedlania si¢ komorek satelitarnych w czasie regeneracji migsni
szkieletowych.

4) Okreslenie funkcji dystrofiny / utrofiny (homolog dystrofiny) w komunikacji migdzy réznymi
strukturami komorkowymi we wtoknach miesniowych, réznymi komérkami i typami komorek,
a takze mig$niami sercem i mozgiem.

Planuje si¢ wykonywanie nastepujacych badan:

1) Uszkodzenie wiokienck migsniowych poprzez domigsniowe podanie noteksyny (NTX) lub
naswietlanie lewej nogi myszy bezpieczng dawka promieniowania X, lub wykonanie zabiegu
zamrozenia kawatka migs$nia szkieletowego.

2) Podskorne podanie substancji bromodeoksyurydyny (BrdU), dzigki czemu mozliwe bedzie
oszacowanie liczby komorek biorgcych udzial w regeneracji migéni.

3) Domigsniowe podanie czasteczek/wektorow, ktore spowoduja wyciszenie biatek dystrofiny /
utrofiny w organizmie myszy.

4) Domieg$niowa transplantacje komorek satelitarnych pochodzacych od myszy chorych na DMD
oraz od myszy zdrowych, do osobnikow z uszkodzonym migsniem szkieletowym.

Przewidywanymi szkodami u zwierzat jest dyskomfort podczas wykonywanych testoéw zwigzanych
Z anestezjg oraz bol wynikajacy z wykonanych zabiegow uszkodzenia wiokienek migsniowych, jak
rowniez jego wlasna Smier¢. Jednakze, przeprowadzenia badan in situ, moze znacznie wzbogaci¢ tzw.
wiedzg przedkliniczng 1 moze mie¢ implikacje praktyczne dla medycyny regeneracyjne;.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

Gatunek/stado/szczep Liczba
mysz domowa, C57BL/6J JAX 420
mysz domowa, szczep NOD-SCID 15
NOD.CB17-Prkdc®i¢/J
mysz domowa, 5
Dmdmdx-4Cv’
B6R0s.Cg-Dmdmdx-4Cv/J
mysz domowa, 5
STOCK Utrn'™mKed pmdmdx/]

W sumie: maksymalnie 445 zwierzat (samcow).



7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada Zastapienia: Zaplanowane badania majace na celu poznanie mechanizmu dzialania dystrofii mi¢sniowe;j
Duchenne’a nie sa mozliwe do wykonania na fantomach lub in vitro, dlatego tez zaplanowane zostato
przeprowadzenie takich do§wiadczen na myszach. Wybrane szczepy myszy, zarowno NOD-SCID jak i C57BL/6J
JAX doskonale znoszg warunki doswiadczenia i stanowig dokonaty model doswiadczalny do badan. Dodatkowo,
wszystkie wstepne badania mozliwe do wykonania w warunkach in vitro zostang przeprowadzone na liniach
komoérkowych.

Zasada Ograniczenia: Liczba zwierzat wykorzystywanych w procedurach zostata ograniczona do poziomu
niezbednego do uzyskania wynikéw wiarygodnych statystycznie. Na ograniczenie ilosci wykorzystanych zwierzat
pozwalaja takze czynno$ci minimalizujace zmienno$¢ i zwickszajace powtarzalno§¢ pomiarow takie jak: stabilna
pasza; zrownowazone srodowisko; jednorodnos$¢ grup badanych pod wzgledem wieku, masy ciata; rowny okres
kwarantanny; ten sam (znany) eksperymentator, czy zachowanie rezimu czasowego procedur. Powyzsze czynniki
pozwalaja na wykorzystanie mozliwie najmniejszej liczby zwierzat, na ktérych mozna wykona¢ takie
doswiadczenie i praktycznie jedynych, ktére mozliwe sg do utrzymania w takiej zwierzetarni jak zwierzgtarnia
CZT. Minimalna liczba zwierzat zostata okreslona na postawie literatury, wczesniejszych doswiadczen z tego
typu ekserymentami oraz przy pomocy zaawansowanych narzedzi statystycznych (m.in. test t-Studenta, ANOVA
). Dalsza minimalizacja grup spowodowalaby, iz badania stalyby si¢ statystycznie mato istotne [1].Oszacowana
na tej podstawie liczba zwierzat w grupie powinna wystarczy¢ do uzyskania statystycznie istotnych wynikow
i pozwoli¢ na weryfikacje postawionych hipotez badawczych.

Zasada Udoskonalania: Pomieszczenie i wyposazenie, w ktorym beda przebywaé zwierzeta spetniaja
kryteria  zapewniajagce = wlasciwe dla danego gatunku  warunki utrzymania  zgodnie
Z ROZPORZADZENIEM MINISTRA ROLNICTWA I ROZWOJU WSI z dnia 14 grudnia 2016 r. w
sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien spelnia¢ osrodek, oraz minimalnych wymagan w
zakresie opieki nad zwierzgtami utrzymywanymi w osrodku (Dz.U. Warszawa, dnia 23 grudnia 2016 r.
poz. 2139). Szczepy myszy transgenicznych bedg utrzymywane w odpowiednich warunkach
zapewniajacych dobrostan zwierzat (zaklada si¢ ograniczenie do minimum niekorzystnych skutkow oraz
odczu¢ zwierzat w czasie procedury oraz utrzymywanie ich w jak najlepszych warunkach
bytowych).Warunki bytowania zwierzat przed procedurg beda $ci$le kontrolowane. Zwierzeta beda
przebywa¢ w klimatyzowanych pomieszczeniach. Kontakt ze zwierz¢tami beda miaty wylacznie osoby
prowadzace doswiadczenie. Ponadto, zwierzegta beda obserwowane podczas catego eksperymentu przez
lekarza weterynarii i zespot ds. dobrostanu zwierzat. Stan myszy oraz klatek bedzie kontrolowany
codziennie. W klatkach hodowlanych wprowadzone zostato wzbogacone srodowisko. Kazdy kontakt ze
zwierz¢ciem bedzie odbywal si¢ w atmosferze opanowania i spokoju, z oswojeniem zwierzecia przez
rozpoczeciem jakiejkolwiek czynno$ci, z jak najlepszym wykorzystaniem umiejetnosci technicznych
oraz empatig ze strony osob prowadzacych doswiadczenie.

Literatura:

[1] H.N.Erb, ILAR NEWS, 1990, 31 (1), p.11-16.

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



8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
X 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 wtaséciwe pole.



