NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projektu: Wptyw przez-rdzeniowej stymulacji pradem statym (tsDCS) na charakterystyke
wytadowan czynnosciowych motoneuronéw rdzenia kregowego w mysim modelu stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS).

Czas trwania projektu: 1.12.2020 — 30.11.2025 (5 lat)

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): mysz, motoneuron, stwardnienie zanikowe boczne, in vivo,

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 sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat
gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub
innych substancji lub produktéw, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowac¢ u wykorzystywanych zwierzat, 1 korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki 1

dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS) jest smiertelng chorobg neurodegeneracyjng dotykajaca ponad
220.000 osoéb na calym $wiecie w roku 2015 i prognozowanym wzrostem wystepowania do 370.000
przypadkéw rocznie w roku 2040. W wyniku choroby obumierajag komorki nerwowe odpowiedzialne za
unerwienie mig¢sni przez co migsnie nie mogg si¢ kurczy¢. Badania wskazuja, ze obnizenie poziomu
generowania sygnalow przez motoneuronu jest jednym z kluczowych czynnikéw prowadzacych do jego
degeneracji. Celem badania bedzie przywrocenie zdolnosci do generowania sygnatow przez motoneuron

dzigki przytozeniu elektrod nad rdzeniem kreggowym i wprowadzeniu pola elektrycznego co moze mieé



pozytywny wplyw na spowolnienie procesu patologicznego. Badania przeprowadzimy na myszach Mus
musculus ze zmutowanym ludzkim genem SOD1 wykazujacych fenotyp zblizony do ludzkiej postaci ALS
na ktorych wykonamy zaréwno pojedyncze polaryzacje jak i 2-tygodniowy cykl polaryzacji. Efekty naszej
terapii sprawdzimy wykonujac rejestracje aktywnosci komoérek nerwowych przez naktucie ich ostrag
elektroda szklang w trakcie eksperymentu elektrofizjologicznego. Wszystkie procedury eksperymentalne
zostaly zaplanowane w oparciu o zasady 3R ze szczegdlnym uwzglednieniem zminimalizowania
cierpienia i dyskomfortu zwierzat eksperymentalnych. Przewidywane szkody: zwierzeta nie przezyja
procedur eksperymentu elektrofizjologicznego ze wzglgdu na konieczno$¢ wykonania rozleglej operacji
oraz fakt, ze po rejestracji komorka nerwowa zostaje zniszczona. Eksperyment konczy si¢ eutanazja
zwierzecia. Procedury dlugotrwatej polaryzacji moga skutkowaé zwigkszonym stresem zwierzecia.
Procedury nie spowoduja dlugotrwatego cierpienia zwierzecia. W wyniku projektu spodziewamy si¢
poglebi¢ obszar wiedzy na temat wptywu zewnetrznie aplikowanych pdl elektrycznych na progresj¢ ALS.
W przypadku gdy zastosowana interwencja okaze si¢ skuteczna w opdznieniu procesu chorobowego,

badania stworza solidne podstawy do stosowania tsDCS jako wsparcia w terapii ALS.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania bgda prowadzone na 300 samcach myszy domowej Mus musculus B6SJL modyfikowanych
genetycznie SOD1 G93A w okresie pre-symptomatycznym P45-P55 oraz analogicznych 150 myszach
domowych Mus musculus B6SJL w wieku od P45-P55. Myszy SOD1 G93A sg standardowym modelem
zwierzecym stwardnienia zanikowego bocznego (ALS). Szczegdtowy podzial na grupy badawcze 1

kontrolne opisany jest w petnej wersji wniosku
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada zastapienia

Zastosowanie eksperymentow elektrofizjologicznych u ludzi jest niemozliwe z powodu ich inwazyjnosci,

powodujacej nieodwracalne uszkodzenie uktadu nerwowo-mig¢$niowego. Natomiast badania na myszach

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



umozliwiajg przeprowadzanie eksperymentow inwazyjnych, w ktorych osigga si¢ wysoki poziom kontroli
parametrow eksperymentalnych.

Nie jest rowniez mozliwe zastapienie doswiadczen na zwierzetach metodami in vitro (hodowle
komorkowe, tkankowe) ze wzgledu na brak mozliwosci przeprowadzenia polaryzacji aktywnych sieci
neuronalnych 1 obserwowania procesu adaptacji komorek nerwowych do zmian pola elektrycznego.
Myszy sa modelowymi zwierzetami  wykorzystywanymi  obecniec w  do$wiadczeniach
elektrofizjologicznych. Struktura ich uktadu nerwowo-mig$niowego posiada bardzo zblizong organizacje
do cztowieka. Potaczenia neuronalne w obrgbie rdzenia krggowego maja ta samg strukture u ludzi i u
myszy. Poszczegdlne komorki uktadu nerwowego wspotdzialajg analogicznie u ludzi i u myszy.
Przyktadowo, monosynaptyczny odruch wywolany draznieniem witokien la w nerwie obwodowym
wywoluje doktadnie takie same reakcje na motoneuronach rdzenia kregowego u ludzi i myszy. Ponadto,
myszy SOD1 G93A sg standardowym modelem ALS (Julien i Kriz 2006), w zwigzku z czym wyniki
naszych badan w znacznym stopniu bedg mogty zosta¢ poréwnane 1 dyskutowane z literatura problemu.
Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, Zze zmiany adaptacyjne w uktadzie nerwowym myszy, nast¢puja
relatywnie szybko (Saxena i wsp. 2013), dlatego tez rezultaty naszych interwencji powinny by¢ widoczne
juz po paru tygodniach.

Nalezy takze podkres$li¢, ze badania przeprowadzane na pojedynczych motoneuronach umozliwiaja
bardzo szczegdtowe opisanie zmian lezacych u podtoza aktywnosci uktadu nerwowo-migsniowego (w
kontekscie pobudliwosci, porzadku rekrutacji jednostek motorycznych i przebiegu kolejnych faz ruchu) i

mechanizmow lezacych u podtoza zmian adaptacyjnych.

Zasada ograniczenia

Liczba zwierzat zostata ustalona przy wykorzystaniu programu G*Power wersja 3.1.9.2 (Franz Faul,
Universitat Kiel, Germany). Zalozone parametry analizy to: grupy A-C test RM ANOVA, ilos$¢ grup 3,
ilo$¢ pomiarow 5, sita efektu srednia; grupy D-F, G-I test ANOVA, ilos¢ grup: 3, sita efektu $rednia.
Zaproponowana liczebnos$¢ grup badawczych (6) 1 kontrolnych (3) obejmujaca tacznie 450 osobnikdw,
jest optymalna w kontek$cie minimalizacji liczby wykorzystanych zwierzat i zarazem mozliwoS$ci analizy
efektow zastosowania dwdch rodzajow polaryzacji (katodowej 1 anodowej) oraz przesledzenia efektow
polaryzacji w czasie: oceny wiasciwosci 1 aktywnos$ci motoneuronéw w trakcie dziatania pola

elektrycznego, po jego zakonczeniu i w nastepstwie powtarzanej przez 2 tygodnie polaryzacji. Dodatkowo



na liczbe zwierzat konieczng do wykonania zatozen projektu wptywa mozliwos$¢ rejestracji tylko z
jednego motoneuronu w czesci doswiadczen (grupy A, B, C, J, K, L) oraz $rednia liczba stabilnych
zapisow wewnatrzkomorkowych, ktore przecigtnie uzyskuje si¢ w eksperymentach dotyczacych zmian
adaptacyjnych w motoneuronach u myszy (1-2 na zwierze¢). Samce myszy SOD1 wykazuja fenotyp
zblizony do ludzkiej postaci ALS. Nalezy zaznaczy¢, ze rejestracje wewnatrzkomorkowe z
motoneuronéw myszy, sg bardzo skomplikowang procedura badawczg, obarczong bardzo wysokim
ryzykiem niepowodzenia i praktykowang z powodzeniem jedynie w kilku miejscach na $wiecie.
Wykonawcy projektu maja wieloletnie doswiadczenie w wykonywaniu tego typu eksperymentow,
jednakze wtasnie to doswiadczenie dyktuje konieczno$¢ zaplanowania podanej liczby zwierzat w celu
realizacji planu badawczego. Nie ma mozliwosci wykonania kilku zadan badawczych na jednym
zwierzeciu ze wzgledu na mozliwe interakcje stosowanych technik eksperymentalnych oraz spodziewane
przetrwale efektu polaryzacji zarowno tej aplikowanej przez rdzeniowo jak i przezskornie. Jakakolwiek
proba zmniejszenia ilosci zwierzat przez manipulacje tymi zatozeniami bytaby niewtasciwa zaréwno z
metodologicznego jak i etycznego punktu widzenia. Niewystarczajaca ilo§¢ danych badz zastosowanie
niewlasciwych analiz skutkowataby niewystarczajaca sitg testow statystycznych, przez co uzyskane
wyniki byly by niewiarygodne, proste do podwazenia i w rezultacie caty projekt wymagalby powtorzenia.
W rezultacie kolejna grupa zwierzat musiala by zosta¢ u$miercona w powtdérnych badaniach co

zdecydowanie sprzeciwia si¢ zatozeniom 3R

Zasada udoskonalenia

Zostang podjete wszystkie mozliwe dziatania majace na celu minimalizacj¢ dyskomfortu lub cierpienia
zwierzat wykorzystywanych w eksperymencie. Zwierzgta beda utrzymywane w odpowiednich dla nich
warunkach odpowiadajacym normom utrzymywania zwierzat w osrodku uzytkownika i1 zapewniajgcych
ich dobrostan. Kazdy kontakt ze zwierzeciem bedzie odbywat si¢ w atmosferze opanowania, ciszy i
spokoju ze strony 0sob prowadzacych do§wiadczenie. Procedury zastosowane w do§wiadczeniach maja
kategorie dotkliwosci — umiarkowang oraz terminalng 1 s3 wykonywane w glebokim znieczuleniu, w
zwigzku z tym zwierzeta doswiadczalne nie beda odczuwaé bolu oraz dyskomfortu. Giebokos¢
znieczulenia jest kontrolowana na podstawie oceny reakcji odruchowych (mrugania), a kontrola odruchéw
prowadzona bedzie co 10 min. Dodatkowo, przed dootrzewnowym podaniem mieszaniny anestetycznej,
miejsce podania zostanie znieczulone miejscowo przez iniekcje lidokainy. We wszystkich grupach

eksperymentalnych przeprowadzonych na myszach B6SJL.SOD1-G93A zostang wykonanie w wieku 45-



55 dni, czyli w okresie presymptomatycznym. Oznacza, to ze zwierzeta nie bedg wykazywac symptomow
choroby co jednak nie uniemozliwia osiggnigcia celu badawczego, poniewaz polega on na analizie
efektow polaryzacji w oparciu o analiz¢ charakterystyki wytadowan czynnos$ciowych motoneuronu. W
grupach eksperymentalnych, w ktérych stosuje si¢ dlugotrwata polaryzacje przezskorna (D,E,G,H,)
zdecydowano si¢ zastosowaé bezpieczng 1 malo inwazyjng metode anestezji gazowej. Umozliwi to
wykonanie polaryzacji bez koniecznosci unieruchamiania zwierzecia lub wszczepiania elektrod
polaryzujacych pod skore co spowodowatoby istotnie wigkszy dyskomfort i cierpienie. Nalezy nadmienic,
ze zardwno metody unieruchomienia jak i wszczepienia elektrod byty stosowane w innych jednostkach
naukowych (Ahmed 2013). Niezwlocznie po zakonczeniu kazdej z procedur, zwierzeta zostang

usmiercone przez przedawkowanie barbiturandw.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?

e TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
e TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
« NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.



