NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1. Tytut projektu: Wptyw antybiotykoterapii na przebieg reakcji zapalnej w mysim modelu tuszczycy
2. Czas trwania projektu: 5 lat
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) antybiotyki, tuszczyca, mikrobiota jelitowa, leukocyty

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorig z ponizszych) A — badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majgce na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sagdowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywezych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, lub badan ich jako$ci, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowacé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzyéci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stéw, 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 ktére maja na celu
okreslenie wyptywu czgsciowej eliminacji naturalnej mikrobioty jelitowej przy pomocy antybiotyku na
reakejg zapalng w mysim modelu tuszczycy indukowanym Imikwimodem (IMQ, Imiquimod 5%),

a takze zdefiniowanie mechanizmu obserwowanej immunoregulacii.

W tym celu przez okres dwoéch tygodni przed indukeja tuszczycy, a nastgpnie w trakcie indukcji
choroby az do testu, myszy otrzymaja antybiotyk o szerokim spektrum dziatania w wodzie do picia lub

samg wod¢. W dniu zero, zostanie dokonany pomiar grubosci matzowiny usznej u wszystkich myszy po




czym rozpocznie si¢ proces wywotywania tuszczycy u potowy myszy otrzymujacych antybiotyk o
szerokim spektrum dziatania w wodzie do picia oraz u potowy zwierzat pojonych sama woda. W celu
wywotania tuszczycy przez pig¢ kolejnych dni wskazane dwie grupy myszy beda traktowane na uszy
kremem IMQ (5%). Myszy w grupach kontrolnych (pojone wodg z antybiotykiem o szerokim spektrum
dziatania lub samg woda) bedg traktowane przez pie¢ kolejnych dni na uszy kremem na bazie lanoliny.
W dniu 6 dokonany bedzie pomiar przyrostu grubosci matzowiny usznej we wszystkich grupach.

Nastepnie zwierzgta zostang usmiercone w celu izolacji tkanek do dalszych badan.

Indukcja tuszczy wigze si¢ z niewielkim dyskomfortem i dystresem zwierzat, wynikajacym z
unieruchomienia w trakcie aplikacji kremu a takze pomiarze grubosci matzowiny usznej,
wykonywanych w anestezji wziewnej (Izofluran 3-4%). Nieznaczny b6l moze by¢ réwniez zwigzany z

stanem zapalnym powstajagcym w trakcie indukcji tuszczycy.

W chwili obecnej doniesienia na temat wptywu czgéciowej eliminacji mikrobioty bakteryjnej jelit na
reakcj¢ zapalng w mysim modelu tuszczycy sa nieliczne, a mechanizmy immunoregulacyjne bedgce

wynikiem modyfikacji naturalnej mikrobioty jelit sa stabo zdefiniowane.

Uzyskane wyniki poszerza wiedzg dotyczaca wptywu mikrobioty jelitowej na reakcj¢ zapalng na
obwodzie. Pozwolg nam zdefiniowaé wptyw czesciowej eliminaciji mikrobioty bakteryjnej jelit na
intensywno$¢ reakcji zapalnej w modelu tuszczycy oraz scharakteryzuja mechanizmy poprzez, ktére

mikrobiota jelitowa moduluje aktywnos¢ komérek uktadu immunologicznego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania wykonywane bgda z wykorzystaniem 1230 osobnikéw gatunku Mysz domowa szczep Balb/c.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA!

Zastosowanie 3R
Replacement (zastapienie):

Wykorzystanie zwierzat doswiadczalnych jest jedynym mozliwym sposobem oceny wptywu zmian
mikrobioty jelitowej wywotanych aplikacja antybiotyku o szerokim spektrum dziatania, na reakcje
zapalng w mysim modelu tuszczycy indukowanym IMQ. Do tej pory nie stworzono innego modelu
zwierzgeego, ktéry doktadniej imitowalby zmiany obserwowane u chorego na tuszczyce. Modele in
vifro sa rowniez niedoskonate gdyz nie odwzorowujg ztozonych i wzajemnie powigzanych uktadéw
immunoregulacyjnych odpowiedzialnych za rozwdj choroby. Tylko w modelu in vivo jestesmy w stanie
oceni¢ role poszczeg(’)lnycfl frakeji leukocytow w obserwowanym procesie patologicznym. W naszych
doswiadczeniach chcemy oceni¢ wptyw czesciowej deplecji naturalnej mikrobioty jelit na przebieg
tuszczycy . Mikrobiota jelitowa jest do konca niezdefiniowanym, ztozonym i potaczonym wzajemnymi
zalezno$ciami uktadem, ktérego wiekszg czes$é stanowia mikroorganizmy beztlenowe. Uniemozliwia to
zatem, prowadzenie jakiekolwiek badan nad immunoregulacyjnymi wilasciwosciami mikrobioty

jelitowej poza uktadami in vivo.

Procedury stosowane w przedstawionym wniosku sg proste do przeprowadzenia i niosg minimalne
ryzyko $miertelnosci wynikajacej z samej procedury. Model tuszczycy jest stosunkowo prosty i dobrze
opracowany oraz jest powszechnie stosowany w laboratoriach na catym $wiecie (Leslie van der Fits, J.

Immunol. 2009).
Reduction (ograniczenie):

Nasze wczesniejsze wieloletnie doswiadczenia oceniajgce stan zapalny w skdrze uszu wskazuja, ze

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

Zaproponowana liczba myszy w grupie umozliwia wiarygodng analize statystyczng uzyskanych
wynikéw, polegajaca na sprawdzeniu rozkladu wynikéw w populacji, co determinuje wybor
odpowiedniego testu statystycznego. Prawidlowo przeprowadzona analiza statystyczna wynikéw

gwarantuje stusznos¢ i poprawnos¢ wyciggnigtych wnioskow badawczych.

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




Dodatkowo by upewni¢ sie, ze uzyskane wyniki sg odtwarzalne oraz sprostaé wymaganiom czasopism

naukowych, przeprowadzone do$wiadczenia muszg zosta¢ powtdrzone 3-krotnie.

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

uzyskanie maksymalnej ilogci danych z kazdego zwierzecia.

Refinement (udoskonalenie):

Prowadzona hodowla w warunkach sterylnych w indywidulanie wentylowanych klatkach umozliwia
ograniczenie wystapienia  rozprzestrzeniania zakazefi, ktére moga negatywnie wplywaé na dobrostan
zwierzat. Uzyskane w ten sposdb wyniki szczegdlnie w kontek$cie badan nad florg jelitowa,

charakteryzujg si¢ duza wiarygodnoscig oraz wartoscig poznawcza.

W celu zminimalizowania dyskomfortu zwierzat, zwigzanego z chwilowym unieruchomieniem
zwierzgcia w  trakcie przeprowadzania niektérych czynno$ci w procedurach, w momencie
przytrzymywania go w dioni, od chwili odstawienia miodych od matki wprowadzona jest rutynowa

procedura ,,handlingu”.

W celu ograniczenia dyskomfortu zwierzat, w trakcie wykonywania czynnosci, w ktérych zwierze
narazone jest na dluzsze unieruchomienie mogace powodowac dystres, stosowane jest znieczulenie
wziewne — Izofluran w dawce 3-4%. Wdychanie par Izofluranu powoduje zapadniecie zwierzecia w
gieboki sen. Dodatkowo stosowane znieczulenie umozliwia przeprowadzenie procedur w sposéb jak

najbardziej precyzyjny.

Na podstawie wczesniej przeprowadzonych do$wiadczeri czas podawania antybiotyku przed
immunizacjg zostat skrécony z 3 do 2 tygodni, tym samym udoskonalilismy metodg i ograniczylismy

czas ekspozycji na potencjalne negatywne dziatanie antybiotyku na organizm myszy.

W trakcie prowadzonych wezeéniej doswiadezen z podawaniem antybiotyku w wodzie do picia nie
zaobserwowalismy réznic w przyroscie masy ciata oraz w ilosci przyjmowanego pozywienia i
wypijanych ptynéw pomiedzy grupami (woda vs. woda z antybiotykiem). Dodatkowo nie

zaobserwowaliSmy zmian w zachowaniu zwierzat. Na podstawie powyzszych obserwacji mozemy




wnioskowaé, iz antybiotyk podawany w wodzie do picia nie wptywa na pogorszenie dobrostanu

zwierzat bioracych udziat w doswiadczeniu.

Opieka nad zwierzetami 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 beda konsultowane z Zespotem ds. Dobrostanu Zwierzat.

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

% Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doéwiadczeri na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.




