NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Okreslenie wplywu 6 preparatéw probiotycznych na zdolmosci kognitywne,
motoryczne i funkeje ukladu pokarmowego m myszy-modeli choroby Alzheimera, choroby

Parkinsona i stanu zapalnego jelita.
2.Czas trwania projektu: 18 miesigey

3.8towa kluczowe (maksymalnie 5 stéw). choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, model

transgeniczny, zapalenie jelit, probiotyki
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 sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktdw leczniczych, srodkéw spozywezych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczefistwa stosowania

(. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslié¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzyéci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
byé zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem planowanych badan jest okreslenie wptywu probiotykdw na zdolnosci poznawcze i motoryczne
myszy, bedacych transgenicznymi zwierzecymi modelami choroby Alzheimera i Parkinsona oraz na
funkcje jelita w indukowanym podaniem DSS (siarczan sodu dekstranu) stanie zapalnym.

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy u zwierzecych modeli choroby Alzheimera i choroby Parkinsona,
obserwujemy zaburzenia funkeji poznawczych takich jak pamigé, zdolnosci do rozpoznawania nowych
obiektow, stanu czuwania i uwagi. Przeprowadzone badania potwierdzity, iz wyniki uzyskane na myszach
mogg by¢ odnoszone do ludzi, a przebieg zaburzen jest skorelowany z przebiegiem choroby u ludzi.
Modele genetyczne byly takie wykorzystywane do badan flory jelitowej w wymienionych schorzeniach.



Eksperyment bedzie polegal na podawanin myszom przez 8 tygodni wybranych szczepéw bakterii
probiotycznych, a nastepnie analizie ich zachowania w testach specyficznych dla danego modelu
schorzenia i tak dla:
- modelu choroby Alzheimera bedg to: test otwartego pola, labirynt wodny Morrisa, test biernego
unikania, test w labiryncie T
- modelu choroby Parkinsona bgda to: test otwartego pola, test preta obrotowego Rotarod, analiza chodu
 w systemie CatWalk. |

Po zakoficzeniu testéw zwierzeta zostang poddane eutanazji celem pobrania materiatu do badan.
Wybrane preparaty probiotyczne zostana tez wykorzystane do okre$lenia ich wplywu na funkcje jelita w
indukowanym stanie zapalnym. Zaproponowany model stanu zapalnego jest ogélnie przyjgtym modelem
w tego typu badaniach. :
W ramach tej procedury zwierzgta beda otrzymywaty DSS w wodzie pitnej przez 8 dni, a nastgpnie przez
8 dni, sonda dozoladkowa, bakterie probiotyczne. Od zwierzat zostanie pobrana krew celem okreslenia
poziomu cytokin pro- i przeciwzapalnych. Nastepnie zwierzgta zostang poddane eutanazji celem pobrania |
jelita do oceny histopatologiczne;j.
Podczas wszystkich procedur eksperymentalnych zwierzgta beda poddawane czynnosciom majacym
tagodny lub umiarkowany wplyw na ich drobrostan. Badania prowadzone w ramach procedury 112 nie
spowoduja zadnych uszkodzer i nie beda powodowaly zaburzenia podstawowych funkeji fizjologicznych.
Badania objete procedura 3 beda prowadzity do powstania stanu zapalnego jelita i zaburzenia fizjologii
uktadu pokarmowego. Zaburzenia te bgda jednak miaty charakter umiarkowany, a ze wzglgdu na krétki
czas trwania eksperymentu nie doprowadza do powstania dlugotrwatego bélu czy dystresu. W wyniku
zaplanowanych badan oczekuje sig bardzo istotnych korzysci i postgpu w zapobieganiu powszechnie
wystepujacym schorzeniom, ktére ze wzglgdu na starzejace si¢ spoleczenistwu stajg powaznym
problemem spolecznym.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA e
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus), szczep B6;SIL-Tg(APPSWE) - 50 samcow

Mysz domowa (Mus musculus), szczep B6;C3-Tg(Prmp-SNCA*A53T)*3VlIe] — 50 samcow
Mysz domowa (Mus musculus), szczep C5TBL/6 Ly5 — 10 samcow

Mysz domowa (Mus musculus), szczep B6C3F1/] — 10 samcoéw

Mysz domowa (Mus musculus), szezep CSTBL/6NCrl — 210 samcow

~ 7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA!

1 przy wypetnianiu wzorowaé sig na instrukeji wypetniania wniosku W1 punkt. 8



Przygotowujgc projekt badawczy, wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym sprawdzono w
bazach danych:

PUBMED; ScienceDirect; Web of Science (JCR)

Wykorzystano stlowa kluczowe:

probiotics and Alzheimer, probiotics and Parkinson, probiotics and DSS, probiotics and gut inflamation
Analiza bibliograficzna wykazata, iz brak jest danych eksperymentalnych o zblizonym profilu.

Zasada zastapienia: badanie wplywu czynnikéw (probiotyki), kitére indukuja ztozone zmiany
metaboliczne w calym organizmie, w tym moézgowiu i zachowaniu mozliwe jest jedynie w modelu in vivo, 2
wykorzystaniem wybranego gatunku lub modelu transgenicznego. Tylko taki model uwzglednia caly zlozony
mechanizm wzajemnych oddziatywan tkanek i narzadéw obwodowych oraz mézgu i umozliwia oceng zmian
behawioralnych i fizjologicznych zwierzat poddanych dzialaniu bakterii probiotycznych. Osiagniecie celu w
proponowanym projekcie badawczym nie jest mozliwe przez zastgpienie modelu in vivo innymi narzedziami
badawczymi.

Zasada ograniczenia: liczba wykorzystywanych zwicrzat w planowanych badaniach zostata ograniczona
do minimum pozwalajacego na zrealizowane zamierzonych celéw. Staraliémy si¢ tak dobraé grupy kontrolne, aby
uzyskane na ich podstawie wyniki potwierdzity dane pochodzace od grup eksperymentalnych bez konieczno$ci
wykorzystywania zbyt duzej liczby zwierzat.

Chronologiczna organizacja testéw behawioralnych w taki spos6b, aby nie interferowaty wzajemnie ze soba
co pozwolito na nie tworzenie osobnych grup do poszczegélnych testéw, a tym samym na redukcje liczby
wykorzystanych zwierzat.

Zasada udoskonalenia: nalezy podkresli¢, ze proponowane przez nas procedury charakteryzujg sie tagodnym
stopniem dotkliwosci (procedura 2) lub umiarkowanym (procedura 1 i 3). Najsilniejszy dystres jakiego do$wiadcza
zwierzeta w catym przebiegu eksperymentu to pobieranie krwi w trakeie procedury 3 oraz podanie probiotykéw
sonda dozoladkows. Pozostale czynnosci beda przebiegal bez istotnego niekorzystnego oddziatywania na
dobrostan lub og6lny stan zwierzat. Uczestniczenie w testach behawioralnych moze wiazaé sie z wzrostem poziomu
stresu, ale zwigzanego przede wszystkim z znalezieniem si¢ w nowym otoczeniu, poniewaz testy zostaty dobrane
tak aby nie byty nadmiernie stresujace dla zwierzat. Taki dobdr testéw ma dwie istotne zalety: jest korzystny dla
samopoczucia i dobrostanu zwierzat, poniewaz nie wywotuje silnego stresu, a uzyskane wyniki cechuja sie wigksza
wiarygodnoscig. Zwierzeta utrzymywanie w zwierzetarni Centrum objete sa stala opieka weterynaryjng i w
przypadku koniecznosci zostana poddane humanitarnemu zakoficzeniu procedury (lista objawéw w punkcie 10).
Zwierzgta podczas trwania eksperymentu beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, z
uwzglednieniem parametréw hodowlanych takich jak temperatura, wilgotnosé powietrza, o$wietlenie i
wzbogacenia srodowiska poprzez wprowadzanie dodatkowych elementdw jak drewniane klocki czy rurki
papierowe (procedura 3). W procedurze 1 i 2 odstapiono od wzbogacenia $rodowiska celem udoskonalenia testow
behawioralnych, ktére moglyby zosta¢ zaburzone przez elementy wzbogacajace $rodowisko. Tym samym uzyskane
wyniki bytyby niewiarygodne, a wykorzystane zwierzgta zostatyby po§wigcone dla mato wartosciowych danych.

8. Projekt jest objety ocenag retrospektywna?

 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. do§wiadczeri na zwierzetach. Nalezy zaznaczyt wiasciwe pole.



J TAK - napodstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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