NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projekt : Wplyw agonisty i antagonisty receptora TLR4 oraz agonisty receptora
TLR3 na rozwoj ostrego, doswiadczalnego zapalenia trzustki u szczuréw wywolanego

taurocholanem sodu
2. Czas trwania projektu: 2016-2018
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) receptory TLR- zapalenie- trzustka- szczury

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) - Badania
podstawowe (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 warunkoéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkdw spozywczych, pasz lub innych substancji
lub produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Z badan doswiadczalnych przeprowadzonych na modelach zwierzecych wynika, ze we wczesnej
fazie ostrego zapalenia trzustki dochodzi do wzrostu ekspresji receptorow Toll-like ( TLR),
gtownie TLR4 i TLR3, co pobudza uktad odpornosciowy i nasila odpowiedz zapalng objawiajgca
si¢ klinicznie zmianami narzadowymi. Natomiast w fazie pdznej, gdzie dochodzi do obniZenia
ekspresji  receptorow TLR nastgpuje hamowanie ukladu odporno$ciowego objawiajace sie
powiktaniami infekcyjnymi, co skutkuje wysoka §miertelnoscig .

Zaprojektowane doswiadczenie ma cel naukowy.

Celem projektu badawczego jest przeprowadzenie do§wiadczen, ktére pozwolityby na okreslenie
ewentualnego dziatania ochronnego zastosowanych substancji to jest agonisty i antagonisty
receptor6w TLR4 oraz agonisty receptoréw TLR3 w stosunku do uszkodzonej trzustki. W
doswiadczeniu substancjg uszkadzajaca trzustke i wywotujaca stan zapalny jest taurocholan sodu
podawany bezposrednio do przewodu zotciowo-trzustkowego. Doswiadczenie opiera si¢ na



wystandaryzowanym modelu prowadzagcym w sposob powtarzalny do powstania  ostrego
zapalenia trzustki poréwnywalnego ze stanem chorobowym ludzi. Substancje o proponowanym
dzialaniu leczacym ( agonista, antagonista receptorow TLR4 i agonista receptoréw TLR3) beda
podawane jednorazowo, dootrzewnowo 2 godziny przed uszkodzeniem trzustki. Nastgpnie 24
godziny po uszkodzeniu (grupy A) lub 48 godzin (grupy B) zwierzeta beda poddawane eutanazji i
pobierana bedzie krew oraz tkanka trzustki do oznaczen biochemicznych (aktywno$¢ lipazy,
amylazy, st¢zenie TNF-alfa, IL-1, 11-6) i histo-patologicznych. Taki sam podzial na grupy A i B
bedzie dotyczyl kontroli, w ktorej zwierzeta beda dostawaty do przewodu zoétciowo-trzustkowego
0.9% NaCL. Mamy nadziej¢, ze przeprowadzone doswiadczenie poglebi wiedze¢ na temat
mechanizmow uszkodzenia trzustki - choroby, ktérej patomechanizm wcigz pozostaje niejasny 1
ktora charakteryzuje si¢ wysoka $miertelnoscig pacjentéw. Ponadto sagdzimy, ze uzyskane wyniki
potwierdzg sugesti¢ ochronnego dzialania badanych substancji w ostrym zapaleniu trzustki 1
beda mogly by¢ szansg leczenia farmakologicznego pacjentdw z choroba tego narzadu. Z drugiej
jednak strony mamy $wiadomos$¢, ze proponowane do$wiadczenie moze spowodowaé szkody u
zwierzat objawiajace si¢ dolegliwosciami bolowymi. Dlatego tez w trakcie wykonywania
doswiadczenia podjete beda wszystkie mozliwe dziatania, ktére zminimalizowatyby tego
rodzaju odczucia u zwierzat ( postgpowanie premedykacyjne, indukcja i podtrzymanie anestezji
oraz opieka przeciwbdlowa po operacji i1 w dniach nast¢gpnych). Ponadto w celu zmniejszenia
utraty ciepta podczas zabiegu stosowane beda lampy grzewcze i ptynoterapia (5 % glukoza, 0.9%
NaCL podgrzane do temperatury ciala szczuréw). Po wybudzeniu zwierz¢ta bedg przebywaé w
osobnym, bezpiecznym miejscu. Zespot wykonujacy doswiadczenia ma praktyke i umiejetnosci w
wykonywaniu badan na zwierze¢tach.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Planowane do$wiadczenia beda przeprowadzane na szczurach, samcach, szczepu Wistar o
poczatkowe] masie ciata 200-220 g. Ogoélna liczba zwierzat uzyta w doswiadczeniu bedzie
wynosi¢ 128 osobnikdéw podzielonych na 16 grup doswiadczalnych ( 2 grupy kontrolne 1 14 grup
badanych po 8 zwierzat w kazdej grupie). Badane grupy zwierzat beda roznity sie¢ czasem
zakonczenia do§wiadczenia, ktory bedzie rownoznaczny z czasem eutanazji szczurdw: to jest: w
grupach A doswiadczenie bedzie zakonczone po 24 godzinach a w grupach B po 48 godzinach od

momentu podania odpowiednio: 0.9% NaCL lub taurocholanu sodu.

W zaplanowanym do$wiadczeniu zastosowano liczbe zwierzat optymalng dla wykonania
procedury polegajacej na przeprowadzeniu zabiegu chirurgicznego celem podania do przewodu
zotciowo-trzustkowego taurocholanu sodu. Zaproponowana ilo$¢ jest odpowiednia dla uzyskania z
otrzymanych wynikéw badan wiarygodnych prawidlowosci statystycznych. Jednym z badanych

parametrow bedzie pomiar st¢zenia mediatorOw zapalenia, ktore pojawiajg si¢ w réoznym czasie




od momentu uszkodzenia trzustki. W zwigzku z tym, zeby zbada¢ pojawiajace si¢ rdznice
stezen mediatorow doswiadczenie zostalo zaprojektowane w ten sposob, ze kazda grupa
doswiadczalna zostatla podzielona na 2 grupy: A i B roznigce si¢ czasem zakonczenia

do$wiadczenia.

Podzial grup doswiadczalnych, rodzaj podawanych substancji i sposob ich podawania oraz
procedury i ilos¢ wykorzystanych w procedurze zwierzat przedstawiono w Tabeli nr 1. i1 na

Wykresie nr 1.




Tabela 1. Podziat grup doswiadczalnych. (rec. - receptor)

Nr grupy | Podawane substancje | Sposob podawania | Procedury Liczba zwierzat w
procedurze
kontrola |0.9% NaCl do przewodu umiarkowana 8
1A (usypianie po 24 h) |trzustkowego
IB 0.9% NaCL 8
(usypianie po 48 h) |do przewodu umiarkowana
trzustkowego
ImA taurocholan sodu do przewodu dotkliwa 8
(usypianie po 24 h) | trzustkowego
1B taurocholan sodu do przewodu dotkliwa 8
(usypianie po 48 h) | trzustkowego
A agonista rec. TLR4 | dootrzewnowo tagodna 8
(usypianie po 24 h)
1B agonista rec. TLR4 | dootrzewnowo tagodna 8
(usypianie po 48 h)
VA agonista rec.TLR4 | dootrzewnowo tagodna 8
+
taurocholan sodu do przewodu
(usypianie po 24 h) | trzustkowego
dotkliwa
IVB agonista rec. TLR4 | dootrzewnowo tagodna 8
+
taurocholan sodu do przewodu
(usypianie po 48 h) |trzustkowego dotkliwa
VA antagonista rec. do przewodu tagodna 8
TLR4 trzustkowego
(usypianie po 24 h)
VB antagonista rec. do przewodu tagodna 8
TLR4 trzustkowego
(usypianie po 48 h)
VIA antagonista rec. dootrzewnowo tagodna 8
TLR4
+
taurocholan sodu do przewodu
(usypianie po 24 h) | trzustkowego dotkliwa
VIB antagonista TLR4 dootrzewnowo fagodna 8




+
taurocholan sodu
(usypianie po 48 h) |do przewodu
trzustkowego dotkliwa
VIIA agonista rec. TLR3 |dootrzewnowo tagodna 8
(usypianie po 24 h)
VII B agonista rec. TLR3 |dootrzewnowo tagodna 8
(usypianie po 48 h)
VIIIA |agonistarec.TLR3 |dootrzewnowo tagodna 8
+
taurocholan sodu do przewodu
(usypianie po 24 h) | trzustkowego dotkliwa
VIII B |agonistarec. TLR3 |dootrzewnowo fagodna 8
+
taurocholan sodu do przewodu
(usypianie po 48 h) | trzustkowego dotkliwa

Razem 128 zwierzat
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzilam istniejaca wiedz¢ w zakresie  objetym

wnioskiem badawczym w bazie danych PUBMED. Wykorzystatam nastepujace stowa kluczowe:
- zapalenie trzustki - antagonista receptora TLR4 - szczury

- zapalenie trzustki - agonista receptora TLR4 - szczury

- zapalenie trzustki - agonista receptora TLR3 - szczury

Na podstawie przeszukanej literatury stwierdzam, ze badania na zwierzetach we wczesnej fazie
ostrego zapalenia trzustki wykazaty wzrost ekspresji receptorow TLR, co powoduje nasilong
odpowiedz zapalng. Natomiast w fazie poznej dochodzi do obnizenia ekspresji receptoréw TLR
1 hamowania uktadu odpornosciowego prowadzac do powiktan infekcyjnych i duzej $miertelnosci .
Wsrod receptoréw TLR na szczegodlng uwage zastuguja receptory TLR4 i TLR3. W przeszukanym
materiale nie znalaztam informacji dotyczacych wpltywu agonistow i antagonistow powyzszych
receptorow na stan uszkodzonego narzadu. W zwigzku z tym okreslenie roli tych substancji w

do$wiadczalnym modelu zapalenia trzustki wydaje si¢ by¢ interesujace.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu poglebi wiedze na temat mechanizmow
uszkodzenia trzustki ( pozwoli okresli¢c wptyw agonistow i antagonistow receptoréw TLR4, TLR3

na stezenia cytokin zapalnych oraz na stan uszkodzonej trzustki 1 ewentualng poprawe



parametrow zapalnych). Ponadto badane substancje by¢ moze beda szansg dodatkowej terapii

farmakologicznej u pacjentéw ze stanem zapalnym trzustki.
1 zasada ( zastgpienie)

W prezentowanych doswiadczeniach nie mozna stosowa¢ metody badawcze] zapewniajacej
osiggnigcie zaplanowanych celow bez wykorzystania zwierzat. Metody alternatywne sprawdzane
w bazach danych (PUBMED) opierajace si¢ na hodowlach komoérkowych nie sg liczne , ale nawet
wowczas konieczna jest ich weryfikacja in vivo. Z danych literaturowych wynika, ze szczury sg
glownym gatunkiem zwierzat stosowanym w modelu do$wiadczalnego zapalenia trzustki
polegajacym na bezposrednim podaniu taurocholanu sodu (substancja indukujaca zapalenie) do
przewodoéw zotciowych. Uzycie tego modelu prowadzi w sposob powtarzalny do uzyskania
oczekiwanych zmian zapalnych. Nalezy podkresli¢, ze eksperymentalne modele ostrego zapalenia
trzustki okazaly si¢ uzyteczne i nadal s3 podstawowym narzedziem umozliwiajagcym badanie

patogenezy tego schorzenia i nowych koncepcji terapeutycznych.
2 zasada ( redukcja)

W prezentowanym badaniu zastosowano 128 zwierzat. Liczba ta zostala ograniczona do
niezbednego minimum koniecznego do osiggnigcia  wyznaczonych celow  (uzyskanie
wiarygodnych wynikow do opracowan statystycznych). Badanie opiera si¢ na sprawdzonej
metodzie pozwalajacej uzyskaé w sposob powtarzalny stan zapalny narzadu . W realizacji

doswiadczenia uczestniczg osoby przeszkolone i majace doswiadczenie w pracy ze zwierzetami.
3 zasada ( doskonalenie)

Zwierzgta od momentu dostarczenia przez hodowceg przez okres aklimatyzacji 1 wykonywania
doswiadczen przebywa¢ bgeda w bardzo dobrych warunkach- nowoczesnych pomieszczeniach
Osrodka Medycyny Doswiadczalnej, ktéry spelnia wszystkie wymagane warunki dotyczace
zwierzat laboratoryjnych (zgodne z wytycznymi dla danego gatunku). Przygotowanie personelu
zajmujacego si¢ zwierzgtami jest odpowiednie. Wszystkie zwierzegta przechodza aklimatyzacje 1
handling. W dos$wiadczeniu stosowany jest powtarzalny model pozwalajacy na uzyskanie
zatozonego celu. Poniewaz model opiera si¢ przeprowadzeniu operacji celem podania induktora
zapalenia  (taurocholan sodu) zastosowano pelne postgpowanie premedykacyjne, indukcje i
podtrzymanie znieczulenia oraz dziatanie pooperacyjne (leki przeciwbdlowe w dawkach
powtarzanych, ptynoterapia: 0.9% NaCL, 5% glukoza podgrzane do temperatury ciala zwierzat,
zapewniono rowniez bezpieczne miejsce do wybudzenia). Zwierzgta po zabiegu operacyjnym

beda przebywaty w klatkach pojedynczo (grupy A) a nastgpnie bedg taczone (grupy B). Po



zakonczeniu doswiadczenia szczury beda poddawane planowemu u$§miercaniu,



