NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu , Antybakteryjne witasciwosci i wydajno$¢ dzialania naturalnych substancji
pochodzenia roslinnego, izotiocyjanianow (ITC), wzgledem patogennych szczepoéw bakterii
Escherichia coli”

2. Czas trwania projektu 24 miesigce

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Escherichia coli, mitomycyna C, streptomycyna,
izotiocyjaniany (ITC)

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 sadowej

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 $srodowiska 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.

Celem naukowym, jaki planuje si¢ osiaggna¢ w wyniku przeprowadzenia do§wiadczenia jest sprawdzenie
efektywnosci zwalczania ostrego zakazenia enterokrwotocznymi E. coli O157:H7 EDL933W (EHEC)
za pomocg naturalnych substancji pochodzenia roslinnego- izotiocyjanianoéw (ITC).

W badaniach in vitro wykazano efektywno$¢ sulforafanu SFN (zw. alifatyczny) oraz izotiocyjanianu
fenetylu PEITC (zw. aromatyczny) w redukcji toksycznosci EHEC.

Pierwszy etap eksperymentu bedzie polegal na ustaleniu przebiegu i parametrow zakazenia po podaniu
dozotadkowym zwierzetom dawki infekcyjnej E. coli oraz dodatkowo dootrzewnowym podaniu
mitomycyny C (jako induktora ekspresji toksyny Shiga). Nastepnie zwierzeta beda infekowane E
coli H7 EDL933W (EHEC) oraz potraktowane SFN oraz PEITC lub ich mieszaning (SENxPEITC),
przez 3 dni co 12 h w celu wyznaczenia minimalnej dawki dziatajacej. Przed zakazeniem zwierzgta
otrzymaja streptomycyng w wodzie do picia w celu zniszczenie flory bakteryjnej. Na 8 h przed
zakazeniem nie beda otrzymywaly pozywienia, natomiast dwie godziny przed podaniem inokulum
odstawiona zostanie woda. Pokarm zostanie podany ad libidum ponownie po 2 godzinach od zakazenia.




Do przedstawionego eksperymentu dobrane zostang odpowiednie grupy kontrolne. Codziennie od
momentu rozpoczecia doswiadczenie odbywaé si¢ bedzie monitorowanie masy ciala zwierzat (waga
laboratoryjna, doktadnos¢ do 0,01g). W przypadku spadku masy ciata o ponad 20% od masy wyjsciowej
zwierzecia lub widocznego cierpienia, zostanie one humanitarnie u$miercone za pomoca CO2, a
nastepnie dyslokacji kregow szyjnych. W dniu trzecim od zakazenia zwierzat pobrana zostanie krew z
policzka w objetosci 100 ul do probowki zawierajacej heparyng. Z pelnej krwi zostanie oznaczona
morfologia. Po zwirowaniu i oddzieleniu surowicy zostang wykonane oznaczenia biochemiczne
(poziom kreatyniny, mocznika, biatka catkowitego, albuminy, ALT, AspAT)

Drogi podania: inokulum E. coli- dozotadkowo; ITC- dozotadkowo; mitomycyna C- dootrzewnowo;
streptomycyna-w wodzie pitnej

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa, 320 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

1) Zasada Zastapienia:

Przed zaplanowaniem eksperymentu sprawdzono dostgpna, istnicjacg juz wiedzg dotyczaca tematyki
poruszanej we wniosku. Informacji szukano w bazie danych takich jak: PUBMED, Google Scholar,
Science Direckt, Web of Science/ICR

Zastosowano stowa kluczowe: E,coli, mitomycyna C, streptomycyna, izotiocyjaniany (ITC)

Zastosowanie mysich modeli jest konieczne w celu przeprowadzenia oceny skutecznosci aktywnosci
izotiocyjanianow przeciw zakazeniom bakteriami EHEC. Dotychczasowo przeprowadzone testy na
ssakach w tym ludzkich liniach komorkowych (HeLa, Vero) sa niewystarczajace do prawidlowej oceny
efektywno$¢ ITC jako potencjalnych terapeutykow, ze wzgledu na ztozony mechanizm patogenezy
enterokrwotocznych E. coli. Wykorzystanie modelu zwierzecego jest niezbedne do analizy wplywu
metabolizmu badanych zwiazkéw na ich aktywnos¢ przeciwbakteryjng w uktadzie infekcyjnym in vivo.
Proponowane eksperymenty bedg oryginalne w zakresie zastosowania ITC przeciw zakazeniom EHEC.
Istnieje brak danych dotyczacych antybakteryjnych wlasciwosci izotiocyjanianow (ITC), wzgledem
patogennych wiasciwosci Escherichia coli potwierdzonych na modelu zwierzgcym.

2) Zasada Udoskonalenia:

W eksperymencie z udziatem myszy uwzglgdniono wszelkie warunki bytowe oraz dobrostan zwierzat,
w tym elementy wzbogacajace Srodowisko bytowania zwierzat (gryzaki, material do budowy gniazd i
legowisk). Myszy beda przebywaty w klatkach zbiorowych, indywidualnie wentylowanych, na regatach
IVC. Zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, z nieograniczonym
dostgpem do wody i pozywienia, (oprocz jednego dnia przed zakazeniem E.coli badZ podaniem 10%
sacharozy w PBS) z niezmiennym cyklem dostepnosci swiatta (12h/12h), w statej temperaturze 21T
oraz przy wilgotnosci powietrza 55%. Eksperyment zaplanowano w sposéb maksymalnie redukujacy

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




cierpienie zwierzat. Przed rozpoczeciem cksperymentu myszy beda oswajane. Eksperymentatorzy
posiadaja wieloletnie do$wiadczenie w pracy ze zwierzgtami laboratoryjnymi, dzigki temu wybrane
metody przeprowadzenia eksperymentu pozwolg zminimalizowaé i ztagodzi¢ bol i cierpienie oraz
postgpowac ze zwierzetami tak by zapewni¢ im jak najlepszy standard zycia. Po zakonczeniu
eksperymentu myszy bedg usmiercane zgodnie z opisanymi wytycznymi.

3) Zasada Ograniczenia:

W mysl zasady redukcji, w doswiadczeniu zredukowano liczbe zwierzat do wymaganego statystycznie
minimum 5 zwierzat w grupie. Liczbe t¢ oszacowano stosujgc narzedzia statystyczne do oceny
liczebnosci grup badawczych. W planowaniu doswiadczenia uwzgledniono liczebno$¢ grup
umozliwiajaca uzyskanie satysfakcjonujacych wynikéw z niskim odchyleniem standardowym.Wedtug
dostepnej obecnie wiedzy niemozliwe jest wykorzystanie w tym celu zwierzat o nizszym stopniu
rozwoju. Aby osiggna¢ skuteczno$¢ badan musze¢ by¢ one przeprowadzone i sprawdzone na modelu
Zwierzecym.

Powyzsze argumenty umacniajg zasadno$¢ wykorzystania zwierzat laboratoryjnych (myszy) w kierunku
badania efektywnosci zwalczania ostrego zakazenia E.coli za pomoca izotiocyjanianow ITC (SFN) i
(PEITC) oraz ich mieszaniny (SFNXPEITC)

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




