NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Ocena zastosowania indukowanych komorek pluripotencjalnych w leczeniu choroby
Parkinsona przy wykorzystaniu nowego mysiego modelu tej choroby indukowanego syntetyczng

neuromelaning i 6-hydroksydopaming.
2.Czas trwania projektu: 01.08.2018 — 20.02.2020

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) choroba Parkinsona, indukowane komorki pluripotencjalne,

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

Planowanym dziataniem naukowym jest podanie mieszaniny dwoch rodzajow syntetycznej
neuromelaniny (neuromelanina 1 i neuromelanina 2) oraz 6-hydroksydopaminy (6-OHDA) do
prazkowia myszom domowym szczepu NOD-SCID. Nastepnie zostang wykonane testy behawioralne w
celu oceny wyindukowania choroby Parkinsona oraz pobrane zostang moézgi w celu oceny
histopatologicznej oraz molekularnej z zastosowaniem techniki real-time PCR wplywu
mikrosrodowiska na zachowanie oraz motoryke myszy. Za pomoca sond molekularnych zbadany
zostanie  poziom  ekspresji cytokin prozapalnych.  Wykonane  zostang  barwienia

immunohistofluorescencyjne pod katem markerow neuronéow dopaminergicznych i innych komorek




znajdujacych si¢ w mikrosrodowisku otaczajagcym neurony dopaminergiczne. Ponadto zostang
wykonane barwienia mitochondridow przy uzyciu specyficznych barwnikow mitochondrialnych w celu
oceny ilosci mitochondriow u myszy zdrowych oraz myszy u ktérych podjeto probe wyindukowania
choroby. Zostang rowniez wykonane mikrofotografie z wuzyciem transmisyjnego mikroskopu

elektronowego (TEM) w celu oceny morfologii mitochondriow.

Choroby neurodegeneracyjne w tym choroba Parkinsona (PD) stajg si¢ coraz bardziej istotnym
problemem rozwijajgcego si¢ cywilizacyjnie spoteczenstwa. Niemniej jednak etiologia powstawania PD
wciaz nie jest poznana. W wigkszosci przypadkéw ma ona postac¢ idiopatyczng i ujawnia si¢ dopiero u
0sob starszych. Ponadto badania s utrudnione ze wzgledu na brak odpowiedniego modelu zwierzecego,
ktéry w fizjologiczny sposdb nasladowalby przebieg choroby. Dlatego gléwnym celem niniejszego
projektu jest stworzenie najbardziej optymalnego modelu do badan mechanizméw odpowiedzialnych za
powstawanie i rozwdj PD a takze ocena potencjalu terapeutycznego komorek iPS. Potencjat
terapeutyczny komorek iPS  zostanie zwigkszony dzigki zastosowaniu immunomodulacji

mikro$rodowiska poprzez uzycie dwoch rodzajow siRNA podczas podawania komorek.

W wyniku podjetych zadan badawczych spodziewamy si¢ potwierdzenia hipotezy o roli
prozapalnej syntetycznej neuromelaniny oraz otrzymania wiarygodnego, fizjologicznego modelu
choroby Parkinsona, ktory bedzie mogt zosta¢ wykorzystany w dalszych badaniach nad potencjatem

terapeutycznym indukowanych komorek pluripotencjalnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

310 zwierzat; mysz domowa NOD.CB17-Prkdcscid/J




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zgodnie z najswiezszymi doniesieniami literaturowymi dostgpnymi w $wiatowych bazach danych:
PUBMED, Google Scholar, Science Direct stwierdzono, ze zaplanowane we wniosku procedury sa
skonstruowane zgodnie ze standardami opisywanymi w literaturze i powszechnie stosowanymi w

osrodkach naukowych na $wiecie.
Zastapienie

Aby osiagnaé zamierzony cel nie mozna proponowanych badan przeprowadzi¢ przy uzyciu metod
alternatywnych np. tylko hodowli komoérkowych lub bezkregowcoOw. Badania in vivo na ssakach sg
niezbednym etapem okreslenia efektywnosci 1 skutecznos$ci opracowywanej metody terapeutycznej
przed przystapieniem do badan klinicznych z udzialem pacjentow. Wieloczynnikowo$¢ mechanizmow
regulujacych procesy zyciowe oraz ogromny wptyw mikrosrodowiska danego narzadu na zachowanie
si¢ przeszczepionych komorek, sprawia, iz niemozliwe jest dokladne odtworzenie catego uktadu
do$wiadczalnego w warunkach in vitro. Zadne, nawet najlepsze modele tkanek i organéw nie zastapia
warunkoéw panujacych in vivo, a takie sg potrzebne do okreslenia potencjatu terapeutycznego

indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych.
Udoskonalenie

Nasze laboratorium oraz zwierzgtarnia posiadaja duze doswiadczenie w hodowli oraz w
doswiadczeniach z uzyciem myszy szczepu NOD-SCID, a takze we wszczepianiu komorek myszom z
uposledzonym uktadem odpornosciowym. Gwarantuje to minimalizacj¢ cierpienia i stresu zwierzat nie
tylko w trakcie eksperymentow ale tez w codziennej hodowli. Sposrod metod, ktore beda stosowane
przy realizacji tego projektu operacje stereotaktyczne charakteryzujg si¢ znaczng inwazyjnoscig. Aby
zwierzeta nie odczuwaly bolu operacje te beda wykonywane w glebokiej narkozie oraz stosowana

bedzie maksymalna ilos¢ srodkow przeciwbolowych.
Ograniczenie

Liczba zwierzat uzytych w doswiadczeniu zostala zminimalizowana do ilo$ci koniecznej do uzyskania

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




wynikow o odpowiedniej mocy statystycznej. Uwzgledniono takze grupy pilotazowe, ustalenie
optymalnych parametréw do$wiadczenia oraz ewentualno$¢ nieplanowanego zmniejszenia grup

doswiadczalnych w wyniku potencjalnej $miertelnosci zwierzat w trakcie doswiadczenia.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozwdj nowych strategii terapeutycznych w
leczeniu choréb neurodegeneracyjnych. Projekt bedzie miat duzy wplyw na rozwdj medycyny
regeneracyjnej w Polsce 1 na $wiecie. Projekt pozwoli rowniez na opracowanie leku na bazie komorek

macierzystych, dzieki ktoremu bedzie mozna regenerowaé rowniez inne narzady i tkanki.

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




