NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt Utrzymanie hodowli modelowego gatunku tasiemca Hymenolepis diminuta oraz

jego wykorzystanie w badaniach molekularnych interakcji pasozyt-zywiciel
2.Czas trwania projektu 01.10.2016 - 01.10.2021 (60 miesiecy)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Hymnolepis diminuta, gatunek modelowy, proteomika,

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

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.

Hymenolepis diminuta jest najwazniejszym gatunkiem modelowym wykorzystywanym w badaniach nad
tasiemczycami, w tym w celu poszukiwaniu nowych lekow, metod diagnostycznych, badaniach
procesow biochemicznych, odpowiedzi immunologicznej 1 pozostalych wspotoddziatywan w uktadzie
pasozyt-zywiciel. W cyklu zyciowym H. diminiuta wystgpuje dwoch bardzo réznych zywicieli,
zywicielem posrednim jest owad (Tenebrio, Tribolium), a ostatecznym ssak (szczur, cztowiek).
Zywiciele zarazajg sie poprzez polkniecie onkosfery (owad) lub cysticerkoidu (ssak), ktére roznig sie
przystosowaniami do zarazenia. Cysticerkoid jest stadium decydujacymi o sukcesie inwazyjnym w
zywicielu ostatecznym, u ktorego nastgpuje roznicowanie do stadium dojrzalego. Dorosle tasiemce
wyksztatcily wiele adaptacji przystosowujacych je do przetrwania w Srodowisku zywiciela, co
zapewnito im sukces ewolucyjny. Zidentyfikowanie bialek zaangazowanych w adaptacje do
nieprzyjaznego srodowiska jakie panuje w uktadzie zywiciela jest kluczowe dla zrozumienia biologii
pasozyta, powiagzan w ukladzie pasozyt-zywiciel, adaptacji do trybu zycia, zachowania rOwnowagi oraz
odpornosci na czynniki enzymatyczne i immunologiczne. Informacje o proteomie, sekretomie i genomie
sa niezb¢dne do zrozumienia przetrwania pasozyta oraz rzucaja nowe §wiatlo na temat biologii inwazji 1

rozwoju, szczegolnie na poziomie molekularnym.

Celem badan jest przede wszystkim utrzymanie unikalnej hodowli modelowego gatunku tasiemca

Hymenolepis diminuta. Dzigki utrzymaniu tej hodowli mozliwe bedzie okreslenie kluczowych dla




pasozyta biatek 1 genow oraz wyselekcjonowanie tych o wilasciwosciach immunomodulujacych, a
mogacych w przysztosci by¢ zastosowane w immunomodulacji choréb autoimmunologicznych
cztowieka. Aby osiaggna¢ wyznaczony cel zostang zastosowane metody proteomiki zelowej potaczonej
ze spektrometria mas oraz sekwencjonowania nowej generacji. Przyktadowo, zastosowanie techniki
2DE Western Blot pozwala ustali¢, ktore ze zidentyfikowanych biatek sa odpowiedzialne za stymulacje¢
uktadu immunologicznego oraz czy biatka te sa obecne w organizmach dorostych tasiemcow H.
diminuta czy tez w wydzielanych przez nich produktach ekskrecyjno-sekrecyjnych. Umozliwia to
wybranie bialek kandydatow mogacych mie¢ zastosowanie w medycynie (diagnostyka, terapia,
immunomodulacja). Liczne badania wskazuja, ze biatka i inne produkty ,,wytwarzane” przez pasozyty,
w tym tasiemce, moga wplywaé pozytywnie na zarazonych nimi zywicieli. Z naszych obserwacji
wynika (dane niepublikowane), ze zwierzgta (szczury) zarazone pasozytami znacznie rzadzie] maja
problemy ze zdrowiem i zyja dtuzej niz te, u ktorych tasiemce nie wystepuja. Rzuca to catkiem nowe
$wiatlo na to jak powinni$my definiowa¢ niektore gatunki pasozytéw. W prowadzonych w ramach
utrzymywania hodowli badaniach, staramy si¢ wyjasnia¢ mechanizmy oddzialywania tasiemcoéw na
zywiciela. By¢ moze nie s3 one wcale naszymi wrogami, a wrecz przeciwnie s3 naszymi

sprzymierzencami.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczury Lewis (samce)

Liczba: 60

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Zastapienie: Ze wzgledu na cel badawczy nie mozna zastgpi¢ modelu zwierzecego metodami in vitro.

Wykorzystanie modelu zwierzgcego (szczurzego) jest jedynym sposobem na uzyskanie form dorostych
tasiemca Hymenolepis diminuta i przeprowadzenie niezbednych badan. W cyklu rozwojowym
Hymenolepis diminuta wystgpuje forma dorosta pasozytujace w jelicie gryzoni (lub cztowieka). Nie ma

mozliwo$ci zamknigcia cyklu rozwojowego pasozyta w warunkach in vitro.




Ograniczenie: Do osiagniecia celu badawczego liczba zwierzat zostala ograniczona do minimum, ktore
pozwala na uzyskanie rzetelnych wynikéw 1 uzyskania wystarczajacej ilosci materiatu do analiz. Liczba
zwierzat wynika z wczesniej prowadzonych do$wiadczen, niskiej dawki zarazenia (brak objawow
klinicznych u zwierzecia), danych literaturowych oraz podstawowych analiz statystycznych. 60
szczuréw/2 szczepy pasozyta = 30; 30/5 lat = 6. Nalezy bra¢ pod uwage zejScie zwierzat z innych
przyczyn oraz niepowodzenie w zarazeniu pasozytem. Zatem niezbedna do badan liczba zwierzat jest

ograniczona do mozliwego minimum.

X — minimalna liczba zwierzat niezbednych do utrzymania dwoch szczepow tasiemca Hymenolepis

diminuta przez okres 5 lat

X=X1+X2

X1 - liczba szczuréw niezbednych do utrzymania szczepu ludzkiego

H1 (Prawdopodobienstwo sukcesu zarazenia szczura szczepem ludzkim) = (1 (szczur) x 0,5
(prawdopodobienstwo  zjedzenia stadiow inwazyjnych podanych =z pokarmem)) x 0,75

(prawdopodobienstwo sukcesu inwazji przy podaniu dawki 5 stadiow inwazyjnych) = 0,375 szczura

Aby uzyska¢ minimalne prawdopodobienstwo osiggni¢cia sukcesu nalezy w.w. warto§¢ pomnozy¢ o

wskaznik 2,670 (szczura) gdyz:
0,375 x 2,670 = 1/1 prawdopodobienstwa osiggni¢cia sukcesu zdarzenia H1
Poniewaz nie ma mozliwosci zarazenia 2,670 szczura warto$¢ te nalezy zaokragli¢ do liczby 3

Dla utrzymania hodowli w kazdym roku niezebne jest zatem zarazenie co najmniej 3 szczurdéw dla

osiggniecia sukcesu zdarzenia H1
Poniewaz zlozony wniosek dotyczy okresu 5 lat to:

X1 =HIx5

czyli

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




X1 =3 x 5 = 15 szczurow nie biorgc pod uwage nieprzewidzianych okoliczno$ci typu zwickszona

$Smiertelno$¢ zwierzat z powodu choroby.

X2 — liczba szczurow niezbednych do utrzymania szczepu wsobnego

H2 (Prawdopodobienstwo sukcesu zarazenia szczura szczepem ludzkim) = (1 (szczur) x 0,5
(prawdopodobienstwo  zjedzenia stadium inwazyjnego podanego =z pokarmem)) x 0,25

(prawdopodobienstwo sukcesu inwazji przy podaniu dawki 1 stadium inwazyjnego) = 0,125 szczura

Aby uzyska¢ minimalne prawdopodobienstwo osiggni¢cia sukcesu nalezy w.w. warto§¢ pomnozy¢ o

wskaznik 8,00 szczura
0,125 x 8 = 1/1 prawdopodobienstwa osiggni¢cia sukcesu zdarzenia H1

Dla utrzymania hodowli w kazdym roku niezgbne jest zatem zarazenie co najmniej 8 szczuréw dla

osiggniecia sukcesu zdarzenia H2

Poniewaz zlozony wniosek dotyczy okresu 5 lat to:
X2=H2x5

czyli

X2 = 8 x 5 = 40 szczurow nie biorgc pod uwage nieprzewidzianych okoliczno$ci typu zwickszona

$miertelno$¢ zwierzat z powodu choroby.

Zatem catkowita liczba zwierzat niezbednych do utrzymania obu szczepoéw tasiemca przez okres 5 lat

wynosi X = X1 + X2
czyli
X=15+40=55

Biorac pod uwage mozliwo$¢ zaistnienia nieprzewidywalnych i niemozliwych do ujgcia statystycznego
okolicznos$ci (zwigkszona §miertelno$¢ z powodu choroby, mniejsze wspotczynniki sukcesu zarazenia i

inwazji) liczbe te nalezy uzupemic o 5 dodatkowych sztuk zwierzat, ktore zostang zarazone wytacznie w




razie zaistnienia ww. zdarzen losowych. Ostateczna liczba zwierzat wynosi 55+5 = 60

Udoskonalenie: wszystkie procedury eksperymentalne sa tak zaplanowane, aby zminimalizowaé
niepotrzebny bol, cierpienie, dystres u zwierzat a takze aby powodowa¢ $mier¢ jak najmniejszej liczby

zwierzat.




