NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ocena funkcjonalnosci i bezpieczenstwa stosowania enkapsulowanego glutationu

w nowych nanokapsulkach chitozanowo-furcelleranowych
2.Czas trwania projektu: 12 miesiecy

3.Stlowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): glutation, chitozan, furcelleran, enkapsulacja, status

antyoksydacyjny
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A

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 produktéw leczniczych, §rodkdéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, skuteczno$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

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

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Glutation to tripeptyd, bedacy bardzo silnym antyoksydantem — zwalcza wolne rodniki, chronigc
organizm przed skutkami stresu oksydacyjnego. Jego niedobory, pojawiajace si¢ u oséb starszych, z
chorobami neurodegeneracyjnymi, nowotworowymi, czy u sportowcoOw, wymagaja uzupeklnienia z
zewnatrz. Wyniki badan wskazuja, ze glutation podany w formie doustnej, bardzo szybko ulega
rozktadowi 1 traci swoje korzystne wlasciwosci. Inng forma podania, szczegdlnie sportowcom, jest wlew
kroplowy, ale metoda ta jest na liscie zabronionych przez World Anti-Doping Agency.

Zamknigcie glutationu w biopolimerowej nanokapsulce (chitozan-furcelleran (CHI-FUR)), ktorej
warstwy beda wzbogacone w hydrolizat zelatynowy pozyskiwany ze skoér ryb (HGEL), moze pozwoli¢
ochroni¢ go przed dziataniem enzymow trawiennych, dzigki czemu dotrze do jelit w niezmienionej
formie. To pozwoli na zachowanie i1 wykorzystanie jego wlasciwosci, a wigc zwigkszenie
biodostepnosci. Zastosowanie nanokapsutek moze pozwoli¢ wigc na kontrolowane uwalnianie




sktadnikow aktywnie czynnych, poprzez stopniowa degradacj¢ warstw powlok. Proponowane
nanokapsutki s3 odpowiedzig na preferencje nie tylko Srodowiska farmaceutycznego, ale rowniez
konsumentow, gdyz sktadajg si¢ wylacznie ze sktadnikow pochodzenia naturalnego, co minimalizuje
wystepowanie dziatan niepozadanych 1 zwigksza skuteczno$¢ stosowanej substancji aktywnej.
Nanokapsutki na bazie polisacharydow sa obiecujacg alternatywa dla bezpiecznego i1 kontrolowanego
podawania substancji aktywnie czynnych. Potwierdzenie zalozonej funkcjonalno$ci stosowanych
nanokapsulek w organizmie zywym, pozwoli na skuteczne i bezpieczne uzupelnianie niedoborow
glutationu u o0so6b chorujagcych na choroby neurodegeneracyjne, choroby nowotworowe czy u
sportowcow, u ktorych najczesciej wystepuja niedobory tego sktadnika.

Naukowcy, bioracy udzial w projekcie badawczym finansowanym przez NCBIiR, ktérego ten
projekt doswiadczenia na zwierzetach jest czeScig, sa jedynymi na Swiecie zajmujacymi sie
wytwarzaniem nanokapsulek CHI-FUR. Nie przeprowadzono dotad zadnych badan nad ich
skuteczno$cia w warunkach in vivo.

Celem doswiadczenia z udzialem szczurow Wistar jest ocena funkcjonalnosci i bezpieczenstwa
stosowania nanokapsulek jako no$nikéw glutationu. Ocenie zostanie poddana aktywno$é
antyoksydacyjna glutationu dostarczonego z pozywieniem w postaci proszku (kontrola) oraz
nanokapsulek biopolimerowych CHI-FUR, a takze ich wptyw na prace watroby i nerek.

Doswiadczenie obejmuje 5 grup zwierzat, po 8 osobnikoéw w kazdej. I grupa bedzie otrzymywac diete
podstawowa AIN-93G (grupa kontrolna). Pozostale grupy beda otrzymywac diety eksperymentalne
(przygotowane na bazie diety AIN-93G) z 2% 1 4% dodatkiem glutationu w formie proszku (grupa II i
IIT) oraz enkapsulowanego w postaci nanokapsutek (grupy IV i V).

Po zakonczeniu do$wiadczenia ocenie zostang poddane wybrane parametry biochemiczne zwigzane z
statusem antyoksydacyjnym organizmu (w tym ekspresja genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne)
oraz pracg watroby i nerek.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Albinotyczny szczur wedrowny Wistar, czterdziesci (n=40) szczurow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA!

W czasie planowania eksperymentu, dokonano przegladu literatury dotyczacej wtasciwosci glutationu,

jego metabolizmu w organizmie, a takze wlasciwo$ci biopolimeréw 1 enkapsulacji, jako metody
wprowadzania czynnikéw biologicznie aktywnych do organizmu (bazy danych: PUBMED, Science
Direct, Google Scholar, Web of Science, EBSCO). Wykorzystano nastepujace stowa kluczowe:

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




glutation/ metabolizm glutationu/ suplementacja glutationem/ dodatek glutationu do diet szczurow/
biopolimery/  chitozan/  furcelleran/ enkapsulacja/ mikrokapsutki/ nanokapsutki/  dodatek
mikro/nanokapsutek do diet szczurow.

Na podstawie analizy literatury stwierdzono, iz dotychczas nie przeprowadzono zadnych badan, ktorych
celem byla ocena skuteczno$ci i bezpieczehstwa stosowania glutationu enkapsulowanego w

nanokapsutkach chitozanowo-furcelleranowych.

Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze glutation jest szeroko rozpowszechniony

w zywych systemach i bierze udziat w wielu kluczowych procesach komoérkowych. Jest bardzo silnym
antyoksydantem - zwalcza wolne rodniki, chronigc organizm przed skutkami stresu oksydacyjnego.
Jego niedobory, pojawiajace si¢ u o0sOb starszych, z chorobami neurodegeneracyjnymi,
nowotworowymi, z zespotem chronicznego zmeczenia, autyzmem, przewleklymi infekcjami, astma,
chorobami nerek 1 watroby czy u sportowcoéw, wymagaja uzupetnienia z zewnatrz. Dane literaturowe
wskazuja, ze glutation podany w formie doustnej, bardzo szybko ulega rozktadowi i traci swoje
korzystne wlasciwosci. Inng forma podania, szczegdlnie sportowcom, jest wlew kroplowy, ale metoda ta
jest na liscie zabronionych przez World Anti-Doping Agency. Enkapsulacja czynnikéw biologicznie
aktywnych, takich jak glutation, pozwala na ich kontrolowane dostarczanie do organizmu.
Biopolimerowa nanokapsutka, zbudowana z warstw chitozanu i furcelleranu (ktoére naturalnie wystepuja
W zywnosci), moze pozwoli¢ ochroni¢ glutation przed dzialaniem enzymow trawiennych, dzieki czemu
dotrze do jelit w niezmienionej formie. To pozwoli na zachowanie i wykorzystanie jego wlasciwosci, a
wiec zwiekszenie biodostepnosci. Zastosowanie nanokapsulek moze pozwoli¢ wigc na kontrolowane
uwalnianie sktadnikéw aktywnie czynnych, poprzez stopniowa, enzymatyczna degradacj¢ warstw
powtok.

Brak jest natomiast danych dotyczacych skuteczno$ci stosowania nanokapsulek z glutationem w

organizmie. Nie przeprowadzono dotad zadnych badan w warunkach in vivo, w ktérych oceniano by ich
wpltyw na aktywno$¢ antyoksydacyjng organizmu (w tym na ekspresj¢ genow zwigzanych z
aktywnos$cig enzymoéw przeciwutleniajacych) oraz bezpieczenstwo stosowania, a wiec wptyw na prace
nerek 1 watroby.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: potwierdzenie zatozonej funkcjonalnosci
zastosowanych nanokapsutek w organizmie zywym. To z kolei pozwoli na skuteczne i bezpieczne

uzupetnianie niedoboréw glutationu u oséb chorujacych na choroby neurodegeneracyjne, choroby
nowotworowe czy u sportowcoéw, u ktdrych najczesciej wystepuja niedobory tego sktadnika.

Uwzgledniajac zasade zastgpienia zdecydowano o wykorzystaniu albinotycznych szczuréw
wedrownych Wistar. Gryzonie te sa obecnie najlepszym, wiarygodnym i powszechnie stosowanym w
badaniach zywieniowych modelem zwierzecym. Gryzonie sg zwierz¢tami o najnizszym stopniu
rozwoju, ktorych wykorzystanie pozwoli zweryfikowaé postawione hipotezy badawcze i osiggnac
zalozone cele doswiadczenia. Planowane badania, ze wzgledu na konieczno$¢ wyjasnienia
skomplikowanych, wspotzaleznych mechanizmow 1 proceséw biochemicznych zachodzacych w




organizmie Zzywym, nie mogg by¢ przeprowadzone w warunkach in vitro.

Liczba zwierzat planowanych do uzycia w do$wiadczeniu zostala okreslona na podstawie znajomosci
odchylenia standardowego wybranych parametrow, ktore zostato oszacowane na podstawie poprzednich
doswiadczen wlasnych oraz danych literaturowych. Wykorzystanie takiej liczby zwierzat ma na celu
zminimalizowanie wptywu zmienno$ci mig¢dzyosobniczej na wyniki planowanego badania, a takze
uzyskanie wiarygodnych wynikow eksperymentu oraz rzetelnego sprawdzenia postawionej hipotezy
badawczej (zasada ograniczenia).

Kierujac si¢ zasadq udoskonalenia doswiadczenie zostanie przeprowadzone przez wykwalifikowanych
naukowcow, posiadajacych kilkuletnie do$wiadczenie w pracy z zwierzgtami oraz odpowiednie
kwalifikacje 1 uprawnienia. Zwierzeta po przetransportowaniu do zwierzetarni zostang poddane
tygodniowej aklimatyzacji, w celu zminimalizowania stresu oraz oswojenia si¢ z osobami biorgcymi
udziat w do$wiadczeniu (noszenie, gltaskanie oraz przenoszenie zwierzat z klatki do klatki).

Zwierzeta bede przebywacé po trzy/dwa osobniki w klatce, w optymalnych dla szczuréw warunkach
swietlnych, temperaturowych itp. W klatkach zastosowane zostang elementy wzbogacajace srodowisko,
tj. klocek drewniany/materiat gniazdowy, a takze tunele, ktére stuza aktywizacji zwierzat. Co wigcej, w
klatkach zostang umieszczone domki/platformy, ktére dodatkowo zapewniajg schronienie, przez co
zmniejszaja lek 1 mozliwe agresywne zachowania szczurow. Elementy wzbogacajace bedg wymieniane
kazdorazowo podczas wymieniania $ciotki lub w momencie gdy ulegng zniszczeniu. Zwierz¢ta beda
miaty nieograniczony dostgp do wody i1 pozywienia, ktore beda wymieniane kazdego dnia, o stalej
porze.

Us$miercanie zwierzat laboratoryjnych przez przedawkowanie $rodka znieczulajacego Izofluran wraz z
podaniem $rodka przeciwbdlowego Butorfanol jest minimalizujgca stres metoda, ogoélnie znang i
dopuszczong do stosowania przez ustawodawce. Pozwala ona na prawidlowe pobranie materiatu
biologicznego. Na podstawie wczesniejszej praktyki wybrano ta metod¢ u$miercania. W celu
ograniczenia stresu zwierzgcia planuje si¢ zastosowanie nastepujacych metod tagodzacych: usmiercanie
zwierzat pojedynczo, w osobnym, przeznaczonym do tego celu pomieszczeniu. Zaobserwowanie
jakiegokolwiek objawu wskazujacego na wystgpienie u danego osobnika znacznego stresu, bolu lub
zblizajacej si¢ Smierci przed osiggni¢ciem zatozonego harmonogramem koncem do§wiadczenia, bedzie
wskazaniem do wczesnego, humanitarnego zakonczenia procedury. Zwierzeta, przez caly czas trwania
doswiadczenia beda mialy zapewniong opieke weterynaryjna. Szczury, sprzg¢t oraz wyposazenie
zwierzetarni bedzie pod codziennym nadzorem oséb przeprowadzajacych doswiadczenie.

W przekonaniu eksperymentatoréw to wszystko sprawia, iz wszystkie zwierzeta w eksperymencie beda
miaty zapewniony odpowiedni dobrostan przez caty okres trwania badania.




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

2 Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. doéwiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtaséciwe pole.



