NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Wplyw zahamowania pompy protonowej na odpowiedZz immunologiczng w modelu

nadwrazliwosci kontaktowej (CHS) u myszy”
2.Czas trwania projektu: 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) nadwrazliwos¢ kontaktowa, mikrobiota, flora jelitowa,

inhibitor pompy protonowej
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 $§rodowiska 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.

Zostaty przeszukane bazy danych w zasadach 3R
Klasyfikacja celu procedur: badania podstawowe z zakresu immunologii

Cel: W niniejszym projekcie pragniemy zaproponowaé przeprowadzenie badan ktéore maja na celu
okreslenie wyptywu dysbiozy mikrobioty jelit indukowanej za pomocg powszechnie stosowanych w
terapii choroby wrzodowej zotadka i dwunastnicy, inhibitoréw pompy protonowej na reakcje¢ zapalng w
mysim modelu alergicznego kontaktowego zapalenia skory, to jest reakcji nadwrazliwosci kontaktowej
(CHS), a takze zainicjowa¢ badania majace na celu zdefiniowanie mechanizmu obserwowanej

immunoregulacji.




Naturalna flora bakteryjna jelit reguluje odpowiedz immunologiczng w jelicie i na obwodzie. Badania
prowadzone w Katedrze wykazaty, ze modyfikacja sktadu jelitowej mikrobioty, poprzez
dwutygodniowa doustng aplikacje antybiotyku o szerokim spektrum dziatania, hamuje odpowiedz

immunologiczng na obwodzie w mysim modelu CHS.

W chwili obecnej brak jest informacji na temat wptywu dysbiozy indukowanej stosowaniem inhibitoréw
pompy protonowej na rozwoj i przebieg reakcji CHS, dlatego tez celowe wydaje si¢ by¢ podjecie badan
zmierzajacych do okreslenia wplywu dysbiozy inicjowanej IPP na funkcjonowanie odpowiedzi

immunologicznej mediowanej przez komorki.

W naszych badaniach postuzymy si¢ powszechnie stosowanym modelem reakcji CHS u myszy (model
aktywnego uczulenia). W celu zbadania wptywu IPP na reakcje¢ CHS, przez okres dwodch tygodni przed
aktywnym uczuleniem haptenem TNP-CI, a naste¢pnie przez cztery kolejne dni, az do pobrania materiatu
lub wywotania reakcji CHS begdziemy podawaé mysza C57BL/6] roztwor IPP poprzez iniekcje

dootrzewnowo.

Podanie IPP oraz indukcja CHS wiaze si¢ z niewielkim dyskomfortem i dystresem zwierzat,
wynikajacym z unieruchomienia w trakcie dootrzewnowego podania IPP, immunizacji a takze pomiarze
grubo$ci matzowiny usznej, wykonywanych w anestezji wziewnej (Izofluran 3-4%). Nieznaczny bol

moze by¢ rOwniez zwigzany z stanem zapalnym powstajacym w trakcie indukcji reakcji CHS.

Uzyskane wyniki poszerza wiedze na temat wplywu inhibitor6w pompy protonowej na odpowiedz
immunologiczna mediowang przez komorki. Uzyskane wyniki bedg miaty odniesienie do CHS ktora jest
mysim modelem alergicznego kontaktowego zapalenia skory. Co wigcej, z racji tego, ze reakcja CHS
jest reakcja prototypowa dla reakcji mediowanych przez limfocyty T uzyskane wyniki bedzie mozna

analizowa¢ pod katem zaangazowania w rozwdj 1 przebieg choréb o podlozu autoimmunologicznym.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania wykonywane beda z wykorzystaniem 360 osobnikow gatunku Mysz domowa szczep C57BL/6
J.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Zastosowanie 3R
Replacement (zastapienie):

Wykorzystanie zwierzat doswiadczalnych jest jedynym mozliwym sposobem oceny wplywu zmian
mikrobioty jamy ustnej wywolanych aplikacjg Eludrilu na blony §luzowe jamy ustnej 1 zgbdéw na
funkcjonowanie odpowiedzi immunologicznej w mysim modelu CHS. Do tej pory nie opracowano
metody zastepczej dla zwierzecego modelu reakcji CHS. Modele in vitro sa rowniez niedoskonate, gdyz
nie odwzorowuja zlozonych 1 wzajemnie powigzanych ukladow immunoregulacyjnych
odpowiedzialnych za rozwdj choroby. Dodatkowym elementem utrudniajacym zastgpienie tych badan
badaniami in vitro jest specyfika komorek uktadu immunologicznego, ktére réznicuja si¢ wieloetapowo
w odpowiedzi na Sygnaty zewngtrzne oraz tkankowo specyficzne co sprawia, ze tylko modele in vivo

pozwalaja nam w pelni oceni¢ ich role w obserwowanym procesie patologicznym.

W naszych doswiadczeniach chcemy rowniez, oceni¢ rol¢ mikrobioty jamy ustnej zmienionej
Eludrilem. Mikrobiota jamy ustnej jest do konca niezdefiniowanym, zlozonym i polaczonym
wzajemnymi zalezno$ciami uktadem, ktorego istotng czgs$¢ stanowia mikroorganizmy ktore nie zostaty
do tej pory sklasyfikowane. Uniemozliwia to zatem, jakiekolwiek badanie immunoregulacyjnych

wiasciwos$ci mikrobioty jamy ustanej poza uktadami in vivo.

Procedury stosowane w przedstawionym wniosku sg proste do przeprowadzenia 1 niosg minimalne
ryzyko $miertelno$ci wynikajacej z samej procedury. Model CHS jest stosunkowo prosty i dobrze
opracowany oraz jest powszechnie stosowany w laboratoriach na catym $wiecie (Rose et al. Exp.

Dermatol 2012; Zemelka-Wiacek et al. J Immunol Methods, 2013)
Reduction (ograniczenie):

Nasze wczesniejsze wieloletnie doswiadczenia, w model nadwrazliwosci kontaktowej, wskazuja, ze

grupa badana powinna zawiera¢ co najmniej 10 osobnikéw (przy wykorzystaniu myszy wilde type).

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




Zaproponowana liczba mysz w grupie umozliwia wiarygodng analiz¢ statystyczng uzyskanych
wynikow, polegajaca na sprawdzeniu rozktadu wynikow w populacji, co determinuje wybor
odpowiedniego testu statystycznego. Prawidlowo przeprowadzona analiza statystyczna wynikoéw

gwarantuje stuszno$¢ i poprawnos¢ wyciggnietych wnioskow badawczych.

Dodatkowo by upewni¢ si¢, ze uzyskane wyniki sg powtarzalne odtwarzalne oraz sprosta¢ wymaganiom

czasopism naukowych, przeprowadzone do§wiadczenia muszg zosta¢ powtorzone 3-Krotnie.

Po zakonczeniu doswiadczen od myszy bedzie pobierany materiat biologiczny (m.in. tkanki) do dalszej
analizy metodami in vitro. Wielokierunkowe (in vivo oraz in vitro) podejscie do badan pozwala na

uzyskanie maksymalnej ilo$ci danych z kazdego zwierzgcia.

Refinement (udoskonalenie):

Prowadzona hodowla w warunkach sterylnych w indywidulanie wentylowanych klatkach umozliwia
ograniczenie wystapienia i rozprzestrzeniania zakazen, ktére moga negatywnie wplywac¢ na dobrostan
zwierzat. Uzyskane w ten sposob wyniki szczegolnie w konteks$cie badan nad mikrobiota jelitowa,

charakteryzujg si¢ duza wiarygodnoscig oraz warto$cig poznawczg.

W celu zminimalizowania dyskomfortu zwierzat, zwigzanego z chwilowym unieruchomieniem
zwierzgcia w trakcie przeprowadzania niektorych czynno§ci w procedurach, w momencie
przytrzymywania go w dloni, od chwili odstawienia mtodych od matki wprowadzona jest rutynowa

procedura ,,handlingu”.

W celu ograniczenia dyskomfortu zwierzat, w trakcie wykonywania czynnosci, w ktorych zwierze
narazone jest na dluzsze unieruchomienie mogace powodowac dystres, stosowane jest znieczulenie
wziewne — lzofluran w dawce 3-4%. Wdychanie par Izofluranu powoduje zapadnigcie zwierzgcia w
gleboki sen. Dodatkowo stosowane znieczulenie umozliwia przeprowadzenie procedur w sposob jak

najbardziej precyzyjny.

W trakcie prowadzonych przez nas doswiadczen, bedziemy wazy¢ myszy, w celu stwierdzenia
ewentualnych r6zni¢ w przyroscie masy ciala oraz w ilosci przyjmowanego pozywienia 1 wypijanych

ptyndw pomiedzy grupami, co mogloby $wiadczy¢ o dystresie. Dodatkowo bedziemy analizowaé




zmiany w zachowaniu zwierzat.

Opieka nad zwierz¢tami w procedurach, jak i same procedury badawcze beda wykonywane przez

wyspecjalizowany personel posiadajacy udokumentowane kwalifikacje.

Stan zdrowia zwierzat bedzie codziennie monitorowany pod katem oceny rzeczywistej dotkliwosci

procedur. Wszelkie objawy dystresu bedg konsultowane z Zespotem ds. Dobrostanu Zwierzat.

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

2 . ;. .. s . P . . , s .
Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ witasciwe pole.




