NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Wplyw beta-laktoglobuliny mleka krowiego i owalbuminy jaja kurzego na

aktywnos$¢ komorek regulatorowych T i komorek dendrytycznych

2. Czas trwania projektu 3 lata

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) allergia, mleko, komorki dendrytyczne i regulatorowe
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) Badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majgce 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 produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony §rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub

doskonalenia kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Celem planowanego doswiadczenia jest zbadanie mechanizmu oddzialywania alergenow pokarmowych
na komorki dendrytyczne 1 komorki regulatorowe T. Obie populacje sa kluczowe w indukcji odpowiedzi
immunologicznej do alergenow, szczegolnie w indukcji tolerancji pokarmowej. Doswiadczenie zaktada
uzycie 140 myszy szczepu wsobnego Balb/C, ktory jest dobrze opisanym modelem do badan
immunologicznych. Myszy Balb/C tatwo indukuja duzg ilo$¢ specyficznych do alergenu przeciwciat w
tym rowniez IgE — gtownego wskaznika IgE zaleznej alergii pokarmowej. Badania zaktadaja wstepng
oceng immunogennos$ci 7 niezaleznych alergenow pokarmowych: standard b-laktoglobuliny,
owalbuminy, mieszanina alfa-kazeiny i b-laktoglobuliny, migso kurczaka, jajko, mleko, jogurt.
Dtlugoletnie badania, poparte przegladem literatury, pozwalajag nam zminimalizowa¢ grupy badawcze

tego etapu do 5 sztuk (zasada 3R), by wyodrebni¢ dwa najbardziej immunogenne biatka. W kolejnym



etapie indukujemy komorki dendrytyczne i regulatorowe, ktéore po wysortowaniu z populacji
limfocytow, zostang przetransferowane do nieszczepionych myszy Balb/C. Myszy te otrzymywac beda
dozotadkowo antygen. Poréwnanie odpowiedzi immunologicznej myszy przed i po transferze komoérek
pozwoli okresli¢ role komoérek dendrytycznych i regulatorowych w modulowaniu odpowiedzi
immunologicznej. Bedzie to krok w kierunku poznania mozliwosci indukcji tolerancji pokarmowe;.
Zastosowane procedury minimalizujg stres i dyskomfort zwierzat. Eksperyment zakonczony jest
usmierceniem zwierzat i pozyskaniem tkanek do dalszych eksperymentow oraz do dodatkowych badan

wstepnych.

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, 1 korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i
dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

P1- Etap 1, 40 szt. myszy szczepu wsobnego Balb/C, samice 4-6 tyg
P2 — Etap 2, 80szt. myszy szczepu wsobnego Balb/C, samice 10-12 tygodni
P3 — Etap 3, 20 szt. myszy szczepu wsobnego Balb/C, samice 8-10 tyg

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Zasada ograniczenia — liczbg zwierzat zaplanowang do do$wiadczenia ograniczono do minimum na
tyle by mie¢ podstawe do weryfikacji postawionych hipotez oraz przeprowadzenia analiz
statystycznych. Zasady dobrej praktyki laboratoryjnej oraz wczesniej opublikowane nasze wyniki
uzyskane zaré6wno na modelu myszy Balb/C jak 1 C57 BL/6J wykazaty, iz dwukrotnie powtdrzony
eksperyment biologiczny na grupie osobnikow liczacej 5 sztuk, pozwala na osiggnigcie istotnos$ci
statystycznej w analizach iloSciowych charakteryzujacych zaréwno odpowiedz humoralng
(specyficzne przeciwciala) jak 1 odpowiedZ immunologiczng na poziomie komoérkowym (profil
komorek T, cytokiny, zdolno$¢ komorek do podzialu pod wplywem alergenu). Analizy z

zastosowaniem testow: ANOVA z wykorzystaniem post- testow Tukey'a wykazaly istotnosci na



poziomie p<0.05, p<0.001. W pierwszym etapie doswiadczenia bazujagc na dotychczasowych
doswiadczeniach, mozliwe bedzie poréwnanie 7 alergendw, tworzac grupy po 5 sztuk na jeden
alergen. Przeprowadzenie zaplanowanych analiz indywidualnie z kazdej myszy pozwoli uzyskac

odpowiednie dane do analizy statystycznej.

Zasada zastapienia — przeprowadzone i opublikowane badania wykazaty, iz szczep Myszy Balb/C jest

najlepszym i zatwierdzonym modelem badan o charakterze immunologicznym.

Zasada udoskonalenia — wszystkie zastosowane metody radykalnie minimalizuja bol, cierpienie i stres

jakich moga do$wiadczaé zwierzeta, i rownie znaczaco poprawiaj g ich dobrostan

Tkanki nie wykorzystane w planowanych projekcie (jelito grube i §lepe) bedg elementem dodatkowych
badan prowadzonych w Zaktadzie Immunologii i Mikrobiologii Zywnos$ci (wplyw podawanych biatek

na mikroflorg jelita grubego oraz lokalng odpowiedz immunologiczng).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng
. . TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
. . TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
. . NIE



