NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Analiza zaleznosci pomigdzy rozwojem choroby Gravesa-Basedowa a zmianami

w obrebie mikrobiomu i produkowanych przez niego metabolitow
2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): choroba Gravesa-Basedowa, orbitopatia tarczycowa,

metabolom, mikrobiom
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych): B

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 poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznos$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 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.

Choroba Gravesa-Basedowa (GD) to choroba autoimmunologiczna prowadzaca do nadczynnosci tarczycy, ktorej
czesto towarzyszy stan zapalny tkanek oczodotu objawiajacy sie wytrzeszczem oczu (orbitopatia). Zmiany oczne
sa przyczyna dyskomfortu, a nawet utraty wzroku u chorych. Medycyna wciaz nie dysponuje terapiami, ktore
ograniczatyby rozwoj choroby bez zaktocania rownowagi catego organizmu. Wczesne wykrywanie choroby jest
rowniez mato efektywne. Wyniki z badan nad innymi chorobami autoimmunologicznymi pozwalaja
przypuszcza¢, ze rozwojowi GD towarzyszy istotna zmiana w skladzie mikroorganizméw jelitowych
(mikrobiomu). Jednak niezbadany jest zwiazek pomigdzy rozwojem choroby a aktywnoscia metabolicznag
mikroorganizméw. Zaktadamy, ze rozwoj choroby moze skutkowaé nie tylko zmianami w proporcjach samych
mikroorganizmoéw tworzacych mikrobiom, ale powodowa¢ istotne zaburzenia w ich aktywno$ci metaboliczne;.

Objawia¢ sig to moze poprzez zaburzenia syntezy i wydzielania okre§lonych zwiazkow lub pojawianie sig




nowych klas metabolitow, ktore zwrotnie moga wptywaé na rozwdj autogresji i towarzyszacych jej objawow, np.
stanow zapalnych.

Celem projektu jest analiza sktadu metabolitow (metabolomu) produkownego przez mikrobiom w warunkach
zaindukowanej GD i poszukiwanie zaleznos$ci pomigdzy zaawansowaniem procesu chorobowego a zmianami w
sktadzie mikroorganizmow i produkowanych przez nie zwigzkéw. W badaniach zostanie uzyty mysi model GD.
Wyniki analizy sktadu mikrobiomu i metabolomu u zwierzat kontrolnych (brak procesu chorobowego) beda
punktem odniesienia i pozwola na analiz¢ pordownawcza z wynikami otrzymanymi dla grupy badanej (aktywny
proces chorobowy). Dotychczas takie badania nie byly prowadzone.

Potencjalne zyski z tego badania, to opracowanie (i) nowych metod wczesnego wykrywania GD opartych o
identyfikacj¢ okreslonych mikroorganizmoéw/metabolitow oraz (ii) terapii, opartych na modulacji mikroflory
jelitowej 1 produkowanego przez nie matabolomu (np. poprzez suplementacje okre§lonych grup bakterii, czy
podawanie okreslonych zwiazkow produkowanych przez bakterie).

Przewidywane szkody u zwierzat wykorzystywanych w do$wiadczeniu sa ograniczone do serii czterech iniekcji
polaczonych z miejscowym dzialaniem pradu o niskiej czgstotliwosci (czynnosci w znieczuleniu). Procedura
zakonczy si¢ usSmierceniem zwierzat i pobraniem tkanek do badan. Jak dotad nie opisano przypadkéw
przedwczesnej $Smierci zwierzat, czy oznak cierpienia wynikajacych z zastosowanej procedury i rozwijajacej si¢
choroby. Pojawiajaca si¢ u zwierzat orbitopatia moze przejawiaé si¢ obrzekiem tkanek migkkich, jednak nie
prowadzi do utraty wzroku. Stan zdrowia zwierzat bedzie stale monitorowany przez wykwalifikowany personel.
Osobniki wykazujace objawy cierpienia zostang natychmiast bezbole$nie usémiercone.

Charakter badania: translacyjny; kategoria: ,Badania translacyjne lub stosowane-zaburzenia uktadu

odpornosciowego u cztowieka”.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus) szczepu BALB/c, 20 samic

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Opracowujac projekt przeanalizowaliSmy piSmiennictwo dotyczace planowanego eksperymentu w bazach:
Pubmed oraz Google Scholar. Jako stowa kluczowe zastosowaliSmy: “Graves’ disease, thyroid eye disease, gut
microbiome, gut metabolome, fecal metabolome”. Na podstawie dostgpnego pismiennictwa stwierdzamy, ze w
literaturze $wiatowej brak jest badan, ktdre opisywalyby zmiany w skladzie mikroorganizméw jelitowych

(mikrobiomu) i ich metabolitow (metabolomu) towarzyszacych rozwojowi choroby Gravesa-Basedowa (GD) z

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




uzyciem modelu mysiego tej choroby.

Zgodnie z zasada ,,Reducement” zredukowali§my liczbe myszy w badaniu do 20, czyli u 10 zwierzat bedzie
wywotywana choroba, natomiast u pozostatych 10 osobnikdéw proces chorobowy nie bedzie inicjowany i grupa ta
stanowi¢ bedzie grupg kontrolng, wzgledem ktorej porownamy otrzymane analizy mikrobiomu i metabolomu.
Tak niska liczebno$¢ grup osobnikow mozliwa jest dzigki wykorzystaniu modelu choroby Gravesa-Basedowa
opracowanego w Wielkiej Brytanii, ktory gwarantuje wysoka wydajnos$¢ i powtarzalno$¢ procesu immunizacji.
Badania prowadzone beda na osobnikach plci zenskiej, poniewaz choroby autoimmunologiczne tarczycy czgsciej
wystepuja u kobiet oraz wykazano, ze wydajno$¢ immunizacji prowadzaca do rozwoju choroby w grupie mysich
samic jest na poziomie >80%, co oznacza, ze na 10 immunizowanych osobnikow w co najmniej 8 przypadkach
dojdzie do wywotania GD. W innych dostepnych modelach, obserwuje si¢ niepetny rozwoj objawow GD i nizsza
wydajno$¢ immunizacji. Obnizenie liczby osobnikow w badanych grupach (ponizej liczby 10 w grupie) moze
skutkowa¢ brakiem mozliwosci wykonania analizy statystycznej. Zaden o$rodek na $wiecie nie dysponuje
gotowym zebranym juz materiatem badawczym, ktérego moglibySmy uzy¢ w proponowanym projekcie.

Zgodnie z zasada ,,Replacement”, poszukiwali$my metod pozwalajacych uniknaé¢ wykorzystania zwierzat w
planowanych badaniach. Stwierdzili$my, ze odtworzenie modelu ludzkiej nadczynno$ci tarczycy z orbitopatia, w
ktorej patologiczne procesy dotycza jednoczes$nie roznych tkanek (tarczycy i tkanki okotoocznej) jest mozliwe
tylko u zwierzat doswiadczalnych (w przypadku tego projektu — myszy szczepu BALB/c). Proponowany w
projekcie model gwarantuje uzyskanie wszystkich typowych dla rozwoju GD objawoéw patologicznych
obserwowanych u pacjentéw. Zaden osrodek na $wiecie nie dysponuje gotowym zebranym juz materiatem
badawczym, czyli mysim katem zbieranym w punktach czasowych, ktérego mogliby$my uzy¢ w proponowanym
projekcie. Nie ma roéwniez mozliwosci przeprowadzenia planowanego do$wiadczenia poza granicami Polski.
Zgodnie z nasza najlepsza wiedza, zaden inny osrodek obecnie nie prowadzi badan o charakterze podstawowym z
uzyciem modelu GD, w trakcie ktorych moglibySmy pobrac¢ badan do naszych analiz.

Zgodnie z zasada ,,Refinement”, aby zapewni¢ dobrostan i zmniejszy¢ ewentualne cierpienie, zapewnimy
myszom:

-przebywanie w trakcie do§wiadczenia po 4-5 osobnikow w klatce ze wzbogaconym §rodowiskiem,;

-regularny handling, czyli zwierzgta przeznaczone do doswiadczenia beda (i) codziennie delikatnie wyjmowane z
klatek i ktadzione na ubraniu osoby, ktora pdzniej bedzie przeprowadzata doswiadczenie, jak réwniez (ii) krotko
trzymane w uchwycie pozwalajacym ogoli¢ sier§¢ w miejscu przysziej iniekcji i dziatania pradu o niskiej
czestotliwosci (w wyniku dziatania impulsu pradu elektrycznego w btonie komorkowej powstaja przejsciowo
nanopory, przez ktore przedostaja si¢ do wnetrza komorek wstrzykiwane domig$niowo substancje). Zwierzgta
beda tez przyzwyczajane do szumu golarki.

-wykonywanie poszczegdlnych procedur zawsze przez osobg wczesniej uczestniczaca w handlingu;

-stata kontrolg stanu zwierzat (obserwacja zachowania i objawdw fizjologicznych) przez wykwalifikowany




personel;

-ograniczony czas trwania wszystkich czynnosci do§wiadczalnych do niezbgdnego minimum.

Czas zycia zwierzat z indukowana nadczynnoScia tarczycy zostanie skroécony wzgledem planowanego, jezeli
zaobserwujemy u nich cierpienie zblizajace si¢ do niedopuszczalnego poziomu. Co istotne, wczesniejsze badania
wykazaly jednoznacznie, ze indukowanie choroby Gravesa-Basedowa i towarzyszacej orbitopatii u myszy
szczepu BALB/c nie powoduje przedwczesnej $mierci zwierzat, czy wyraznych oznak cierpienia wynikajacych z
rozwijajacej si¢ choroby. Stan zapalny w tkankach okotoocznych bedzie prowadzil do wytrzeszczu oczu o
ré6znym nasileniu, jednak proces ten nie doprowadzi to do utraty wzroku u zwierzat.

Osoby uczestniczace w doswiadczeniu stale podnosza swoje kompetencje w ramach samoksztalcenia,
uczestnictwa w  konferencjach PolLASA i projektach naukowych zwiazanych =z chorobami
autoimmunologicznymi.

Przewidujemy, ze planowane przez nas do$wiadczenia przyniosa istotne korzysci dla medycyny, poprzez
zrozumienie roli mikrobiomu jelitowego i ich metabolitbw w rozwoju nadczynnosci tarczycy GD 1 w dalszej
perspektywie moga pomoc w opracowaniu nowych metod diagnostycznych oraz terapii dla pacjentow z

autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna’
[l TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

[l TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

DX NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




