NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1.Tytut projektu: Antypasozytniczy wplyw glukuronozydéw Calendula officinalis na przebieg
inwazji Babesia microti u myszy szczepu BALB/c
2.Czas trwania projektu: 36 miesigcy (1.06.2019-31.05.2022)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Babesia microti, Calendula officinalis, parazytemia

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

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

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

mm g o W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

o

. 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doSwiadczenia, 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.

Babeszjoza, wywotywana przez B. microti, jest choroba odkleszczowa, szczegodlnie niebezpieczng dla 0sob z
obnizong odpornoscig. U 0s6b immunokompetentnych babeszjoza ma zazwyczaj przebieg mato specyficzny lub
bezobjawowy, ale przewlekly. W leczeniu objawowej babeszjozy stosuje si¢ atowakwon, azytromycyne,
klindamycyne i chining. Asymptomatyczne zarazenia B. microti sg szczeg6lnie niebezpieczne w krwiodawstwie i
transplantologii, gdzie istotne zagrozenie stanowia bezobjawowi dawcy. Wedtug Food and Drug Administration
(FDA) zarazenia B. microti sa jedng z najczestszych przyczyn zgonow zwigzanych z transfuzjg krwi lub preparatow
krwiopochodnych wraz z czynnikami zakaznymi.

Nagietek lekarski (Calendula officinalis) to gatunek ro$liny jednorocznej, nalezagcy do rodziny astrowatych
(Asteraceae). Wystepuje on powszechnie w wielu krajach na $wiecie i znany jest ze swoich wlasciwosci
leczniczych. O leczniczych wiasciwosciach nagietka w gldéwnej mierze decydujg saponiny znajdujace si¢ w
kwiatach i korzeniach tej ro§liny. Wyniki ostatnich badan wskazuja, Zze saponiny dziatajg przeciwpasozytniczo na
niektore nicienie. Ich dziatanie stwierdzono rowniez w przypadku pierwotniakow takich jak Plasmodium czy




Leishmania. Dotychczas prowadzone badania in vitro potwierdzity, ze saponiny triterpenowe izolowane z nagietka
lekarskiego dzialajg negatywnie na strukture blony komorkowej B. microti.

Jako model laboratoryjny w badaniach przebiegu zarazenia B. microti wykorzystuje si¢ samice myszy szczepu
BALB/c, ktory zaliczany jest do $rednio opornego. Szczyt parazytemii przypada na miedzy 8 a 10 dniem, wtedy
tez zwierzeta sa osowiale, obserwuje si¢ ich zmniejszong aktywnos$¢ oraz krwiomocz wynikajacy z rozpadu
zarazonych erytrocytdéw. Po tym czasie zaczyna dochodzi¢ do stopniowego samowyleczenia. Po kilku dniach
zwierzeta odzyskuja dobre samopoczucie, po okoto miesigcu parazytemia spada do ok. 1% zarazonych erytrocytow
- zwierzeta przechodza w faze chroniczng zarazenia i uznaje si¢ je za bezobjawowych nosicieli. Nasze wczesniejsze
badania molekularne potwierdzity u myszy BALB/c dlugotrwaly, bezobjawows faze chroniczng zarazenia B.
microti (do 180 dpz), ktora jest takze charakterystyczna dla zarazen u ludzi.

Celem proponowanych badan jest wykazanie antypasozytniczej aktywno$ci glukuronozydow poprzez oceng
ostabienia inwazyjnosci B. microti u myszy. Planujemy wykaza¢ czy rozny czas (12, 24, 36, 48 godz.) ekspozycji
in vitro zarazonych B. microti erytrocytow myszy na glukuronozydy C. officinalis wptynie na (1) poziom
parazytemii oraz (2) na dlugo$¢ bezobjawowej fazy chronicznej zarazenia B. microti. Pobrana krew od 7 zarazonych
myszy zostanie rozcienczona w roztworze konserwujacym CPDA-1 zgodnym z Farmakopea Europejska. Krew
bedzie inkubowana z glukuronozydami przez: 12, 24, 26 i 48 godz. w temperaturze 4 °C (warunki takie jak przy
przechowywaniu preparatow krwi i KKCz, uniknigcie hemolizy). W celu okreslenia in vivo wplywu
glukuronozydéw na zarazenie B. microti u myszy BALB/c oznaczona zostanie parazytemia na podstawie
obserwacji mikroskopowych rozmazow z kropli krwi ogonowej kazdej myszy z poszczegoélnych grup badawczych
(4 grupy po 7 os.) i kontrolnych (4 grupy po 7 0s.) poczatkowo co 2 dni (0-20 dpz), nast¢pnie co 5 dni (21-30 dpz)
i co 10 dni (31-60 dpz). W celu okreslenia in vivo wptywu glukuronozydow na dlugo$¢ bezobjawowej fazy
chronicznej zarazenia u myszy w zaleznosci od czasu inkubacji IRBC wykonany bg¢dzie PCR z zastosowaniem
starterow specyficznych dla fragmentu 18S rRNA B. microti. DNA izolowany bedzie z kropli krwi ogonowej
zwierzat z kazdej badanej grupy (A-D i Ak-Dk) w 10, 20, 30, 60, 120, 180 i 240 dpz. Specyficznos¢ reakcji zostanie
potwierdzona sekwencjonowaniem wybranych amplikonow.

Nasze wcze$niejsze badania in vitro jednoznacznie wskazuja, ze glukuronozydy z nagietka lekarskiego (Calendula
officinalis) dzieki swoim wlasciwosciom permabilizujacym powodujg zmniejszenie odsetka zarazonych pasozytem
erytrocytow w hodowlach komorkowych. Spodziewamy si¢ zatem, ze w wyniku dzialania glukuranozydéw
znaczgco obnizy si¢ parazytemia w przebiegu zarazenia B. microti u myszy BALB/c, a spadek ten bedzie
skorelowany z czasem inkubacji zarazonych erytrocytow z glukuranozydami. Dodatkowo w wyniku dziatania
glukuranozydow skroceniu ulegnie bezobjawowa faza chroniczna u myszy BALB/c, a czas jej trwania bedzie
zalezny od czasu inkubacji zarazonych erytrocytow z glukuranozydami. Proponowane badania sg pierwszymi w
zakresie wykorzystania saponin triterpenowych jako substancji alternatywnych dla obecnie stosowanych lekow w
walce z B.a microti, jak rowniez w przysztosci mogg znalezé zastosowanie w badaniach dotyczacych
bezpieczenstwa w krwiodawstwie.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

‘Do badan zostanie wykorzystane 63 samice myszy szczepu BALB/c w wieku 6-12 tygodni.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Celem proponowanych badan jest wykazanie antypasozytniczej aktywnosci glukuronozydéw poprzez oceng
ostabienia inwazyjnosci B. microti u myszy. Planujemy wykazac czy rozny czas (12, 24, 36, 48 godz.) ekspozycji
in vitro zarazonych B. microti erytrocytow myszy na glukuronozydy C. officinalis wptynie na (1) poziom
parazytemii oraz (2) na dlugo$¢ bezobjawowej fazy chronicznej zarazenia B. microti. Przygotowujac projekt
badawczy sprawdzitam czy tego typu badania nie byty dotychczas prowadzone. W tym celu sprawdzitam istniejaca
wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w bazach danych: PUBMED, Google Scholar i Science Direct.
Wykorzystatam stowa kluczowe: Babesia/ Babesia microti/ saponin/ Calendula officinalis/ BALB/c. Na podstawie
przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze brak jest danych literaturowych dotyczacych antypasozytniczej
aktywnosci glukuronozydéw w przebiegu zarazenia B. microti u myszy BALB/c. Wskazuje to jednoznacznie, ze
proponowany projekt ma charakter nowatorski, a tego typu badania nie byty dotychczas prowadzone. Zastgpienie:
Ze wzgledu na specyfike Babesia microti niemozliwe jest odpowiedZ na postawione pytania badawcze bez
wykorzystania modelu zwierzgcego. Badany pasozyt lokalizuje si¢ w erytrocytach gatunkéw zywicielskich
(gryzonie, cztowiek) tym samym zawezajac nasze mozliwosci do myszy szczepu BALB/c, u ktérych przebieg
inwazji B. microti jest dobrze poznany, a zwierzgta dobrze znosza zarazenie. Charakter projektu nie pozwala na
wykorzystane zwierzat nizszego rzg¢du.

Ograniczenie: W badaniu wykorzystamy najmniejsza liczbe zwierzat gwarantujaca uzyskanie wiarygodnych
wynikéw. Liczba osobnikow w grupach zostala wyliczona przy uzyciu kalkulatora statystycznego:
http://www.biomath.info/power/prt.htm.

Udoskonalenie: Myszy beda utrzymywane w warunkach zapewniajacych dobrostan zwierzat. Zaplanowane
procedury zaprojektowano tak, by mozliwie maksymalnie ograniczy¢ bol, cierpienie i stres zwierzat. Wszystkie
procedury zostang przeprowadzone przez kompetentny personel z doswiadczeniem w pracy ze zwierzgtami.
Proponowane badania s3 pierwszymi w zakresie wykorzystania saponin triterpenowych jako substancji
alternatywnych dla obecnie stosowanych lekéw w walce z Babesia microti, jak rowniez w przyszto$ci mogg znalezé
zastosowanie w badaniach dotyczacych bezpieczenstwa w krwiodawstwie.

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

X NIE

1 Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8
2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




