NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: ,,Ocena potencjalu wirulentnego glonow Prototheca spp., oportunistycznych
patogenow ludzi i zwierzat - badania in vivo”

2. Czas trwania projektu: 1 rok i 8 miesiecy

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Prototheca, prototekoza, chorobotwdérczosé, zakazenie,

model mysi
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A (PB11)

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 produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci 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 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.

Do rodzaju Prototheca (Trebouxiophyceae) naleza jednokomorkowe, pozbawione chlorofilu,
heterotroficzne glony, zdolne do wywolywania zakazen u cztowieka i zwierzat. Wigkszos$¢ aspektow
epidemiologicznych i1 biologicznych prototekoz pozostaje niejasna. Wérdéd niewiadomych sg wrota
zakazenia, ilo$¢ komoérek mikroorganizmu wystarczajaca do wywotania zakazenia bezobjawowego lub
zainicjowania procesu chorobowego, dynamika liczebnosci drobnoustroju w przebiegu zakazenia
(choroby) oraz znaczenie odpornosci gospodarza dla zatozenia 1 przebiegu zakazenia (choroby) glonami
Prototheca.

Celem naukowym projektu jest okreslenie zdolno$ci wybranych gatunkéow Prototheca do
wywotywania zakazenia (choroby) u myszy laboratoryjnych, zaréwno immunokompetentnych (tj.
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posiadajagcych w peni funkcjonalny i dojrzaly uktad immunologiczny), jak i wykazujgcych cechy
immunosupresji (tj. majacych uposledzony uktad immonologiczny). Kluczowe bedzie tutaj ustalenie,
ktore sposrod badanych gatunkow Prototheca niosg potencjal chorobotworczy oraz jaki wplyw na
wywolanie i przebieg zakazenia (choroby) maja droga zakazenia (metoda wszczepienia drobnoustroju),
ilo$¢ drobnoustroju (dawka infekcyjna) i odporno$¢ gospodarza.

Projekt zaklada przeprowadzenie serii dos§wiadczen, wedlug jednej, ustalonej sekwencji obejmujacej:
szczepienie (inokulacj¢) myszy szczepem okre§lonego gatunku Prototheca, w okreslonej ilosci (dawce)
i okreslong drogg (i), regularng obserwacje kliniczng przez okreslony czas (ii), uSmiercenie zwierzat (iii)
w celu analizy histopatologicznej i mikrobiologicznej.

Do badan wykorzystane zostang myszy 2 szczepow: immunokompetentne C57BL/6 i atymiczne
(pozbawione grasicy, nie wytwarzajace limfocytow T, o obnizonej odpornosci) C57BL/6 nude.

W czasie wstrzykiwania glonéw podskornie, dootrzewnowo lub dosutkowo zwierzeta moga odczuwac
krotkotrwaty, umiarkowany bol. U myszy zakazanych patogennymi gatunkami Prototheca
(w szczegblnosci zwierzat o obnizonej odpornosci) mogg ponadto rozwingé si¢ lokalne Iub uogoélnione
stany zapalne. W zaplanowanym do$wiadczeniu zwierzeta zostang usmiercone W celu pobrania organéw
do analizy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

Gatunek Wiek/stadium rozwoju Liczba

Mysz domowa osobniki doroste, 10 tyg. 324

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym
w bazach danych PUBMED i Google Scholar. Wykorzystano stowa kluczowe: Prototheca / pathogenicity /
virulence / animal model / infection / invasiveness (pol. Prototheca / patogenno$¢ / wirulencja / model zwierzecy
/ infekcja / inwazyjnos¢).

Na podstawie istniejacej literatury, stwierdzono, ze dane dotyczace eksperymentalnej prototekozy pochodza
Z trzech prac, z ktéorych dwie wykonano w latach 80. ub. w. We wszystkich trzech pracach uzywano réznych
gatunkoéw Prototheca, réznych strategii metodycznych, a w koncu réznych modeli zwierzgcych (myszy, szczury,
kroliki, $winki morskie). Ogolnie, wszystkie trzy prace wykazuja pewne niedostatki metodologiczne i trudno
jakakolwiek z nich traktowa¢ jako rzetelne i poglebione studium dotyczace modelu in vivo prototekozy.

Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze w kontekscie przegladu literatury, przedtozony
projekt mozna uzna¢ za pionierski, gdyz zaklada opracowanie mysiego modelu prototekozy, w sposob
kompleksowy, postugujac si¢ réznymi wariantami doswiadczalnymi i przy uwzglednieniu najwyzszych

1 Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8
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standardow metodologicznych (w zakresie doboru wariantdéw do$wiadczalnych, uzytych metod analitycznych,
uktadu kontrolnego, grup zwierzat, itp.). Brak jest natomiast danych méwiacych o tym, jaki wptyw na wywotanie
zakazenia 1 rozw¢j choroby majg droga podania czynnika zakaznego, czy liczba jego komorek (dawka
infekcyjna). Nie istnieje rowniez zaden konkretny model zwierzecej prototekozy.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na poszerzenie istniejacej wiedzy w kierunku okreslenia
zdolnosci wybranych gatunkow glonow Prototheca do wywolywania zakazenia (choroby) u myszy
laboratoryjnych, zaréwno immunokompetentnych, jak i wykazujacych cechy immunosupresji. Kluczowe bedzie
tutaj ustalenie, ktore sposrod badanych gatunkow Prototheca niosa potencjal chorobotworczy oraz jaki wptyw na
wywotlanie i przebieg zakazenia (choroby) maja droga zakazenia (metoda wszczepienia drobnoustroju), ilos¢
drobnoustroju (dawka infekcyjna) i odpornos¢ gospodarza. W tym kontek$cie, przedtozony projekt mozna uznaé
za pionierski, gdyz zaktada opracowanie mysiego modelu prototekozy, w sposdb kompleksowy, postugujac si¢
réoznymi wariantami do$wiadczalnymi i przy uwzglednieniu najwyzszych standardow metodologicznych (w
zakresie doboru wariantow doswiadczalnych, uzytych metod analitycznych, uktadu kontrolnego, grup zwierzat,

itp.).

W doswiadczeniu uwzgledniona zostanie zasada zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia (ang. 3R -
replacement, reduction, refinment).

Zasada zastgpienia

Jak podkreslono w uzasadnieniu wykorzystania zwierzat w doswiadczeniu, dla zbadania proceséw zachodzacych
w trakcie zakazenia na poziomie ustrojowym, tj. w kontekscie caloksztattu oddziatywan migdzykomorkowych,
ztozonos$ci reakcji metabolicznych i immunologicznych, modelu zwierzecego nie da si¢ wyeliminowaé. W
przypadku stosowania modelu zwierzgcego, mozliwe jest Sledzenie przebiegu zakazenia, procesu chorobowego i
cyklu rozwojowego patogenu w sposéb pelny, maksymalnie zobiektywizowany, bo przy uwzglednieniu
wszystkich uwarunkowan biologicznych organizmu (w tym proceséw w nim zachodzacych, a w szczegdlno$ci
odpowiedzi odpornosciowej). Tylko do$wiadczenia in Vvivo pozwalaja wiarygodnie oceni¢ potencjat zakazny i
chorobotworczy badanego drobnoustroju, ustali¢ jaki wptyw na wywotanie zakazenia i rozwdj choroby maja
droga podania czynnika zakaZnego, czy status immunologiczny zwierzecia. Ogromna zaleta prowadzenia
doswiadczen na zwierzetach, takze w kontekscie badan nad mechanizmami patogenezy chordb zakaznych, jest
mozliwo$¢ pobierania rozlegtego materiatu tkankowego i kierowanie go do dalszych analiz (histopatologicznych,
mikrobiologicznych).

Zasada ograniczenia

Préba zostala tak dobrana, by uzyska¢ wyniki o zadowalajacej mocy statystycznej przy wlaczeniu
mozliwie najmniejszej liczby zwierzat. Zaplanowany eksperyment ma charakter niemal catkowicie pionierski,
gdyz brak wynikéw podobnych badan w dostepnym pisSmiennictwie. Brak danych, ktére moglyby stanowi¢ probe
odniesienia dla naszych do$wiadczen, uniemozliwia rzetelne oszacowanie wielko$ci proby. Dostepne algorytmy
obliczeniowe nie uwzgledniaja badan naszego typu. Wobec braku jakichkolwiek przestankowych danych
koniecznych do wprowadzenia w takich algorytmach (w tym m.in. dot. obrazu odchylenia standardowego i
wielko$ci efektu immunologicznego), ich uzycie nie ma sensu.

Przy ostatecznym wyborze wielkosci grup kierowaliSmy si¢ danymi pochodzacymi z innych prac dotyczacych
mysiego modelu infekcyjnego. W pracach tych, wielko$¢ grup wynosi 6 (por. m.in. Hoppe i wsp. Characterization
of a murine model of melioidosis: comparison of different strains of mice. Infect Immun., 1999, 67:2891-900;
MacCallum. Mouse model of invasive fungal infection. Methods Mol Biol., 2013, 1031:145-53).
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Podobnie, w nielicznych, przyczynkowych pracach dotyczacych badan prototekozy na myszach, grupy badanych
zwierzat liczyly 5-6 osobnikow (por. Chang i wsp.., Treatment with gentamicin on a murine model of protothecal
mastitis. Mycopathologia, 2013, 175:241-48; Horiuchi i wsp., Epithelioid cell granulomas experimentally induced
by Prototheca in the skin of mice: a light microscopic study. Hiroshima J Med Sci., 1995, 44:21-7; de Camargo i
wsp., Experimental protothecosis in laboratory animals. Sabouraudia, 1980, 18:237-40).

W koncu, kierujac si¢ zasada 3R, podjgto zalozenie, aby liczba zwierzat wiaczonych do badania byla jak

najmniejsza. Grupy 6-osobnikowe to najmniejsze grupy zwierzat, ktore umozliwiaja poréwnania w ujeciu
statystycznym. Minimalna liczebno$¢ grup zostala wigc ustalona na 6 osobnikow. W zaplanowanym
eksperymencie ograniczono roéwniez liczb¢ wariantow eksperymentalnych. Testowane bedg 4 sposrod 14
opisanych obecnie gatunkow (w tym 3 z 5 znanych gatunkoéw patogennych i jeden kontrolny gatunek
niepatogenny). Podobnie, do dwoch ograniczono liczbe testowanych dawek infekcyjnych.

Zasada udoskonalenia

Doswiadczenie zostalo tak zaplanowane, by zapewni¢ zwierzgtom mozliwie najwiekszy komfort oraz, na ile to
mozliwe, zminimalizowa¢ doznania potencjalnie nieprzyjemne. Dla osiggnigcia tego celu warunki hodowli
zostang dostosowane do potrzeb zwierzat. Opicke nad zwierzetami bedzie sprawowat doswiadczony personel.
Stan zwierzat bedzie regularnie monitorowany przez lekarza weterynarii. Zwierzeta przed wstrzyknigciem glonow
beda przebywaly w statych warunkach, by umozliwi¢ aklimatyzacje. Starano sig, aby zaproponowane procedury
byly mozliwie najmniej dotkliwe dla zwierzat, minimalizujac lub znoszac calkowicie bol, cierpienie, dystres lub
mozliwo$¢ trwatego uszkodzenia organizmu zwierzecia (zastosowane beda srodki farmakologiczne takie jak: leki
przeciwbolowe, anestetyki). Jako metode usmiercania zwierzat wybrano, kierujac si¢ ,,zasada udoskonalenia”,
dyslokacje rdzenia kregowego. Rowniez majac na wzgledzie ,,zasad¢ udoskonalenia” w trakcie pracy ze
zwierzetami, przewidziano warunki utrzymywania zwierzat w doswiadczeniu jako spelniajgce najwyzsze normy
jakosciowe — sanitarne i weterynaryjne. Zastosowane beda klatki z regulowang doba $wietlng (12 godzin $wiatla i
12 godzin ciemno$ci), temperaturg 20-24 st. C oraz wilgotnoscig 55% (+/-10%). Zwierze¢ta beda utrzymywane w
indywidualnie wentylowanych klatkach specjalistycznych. Zastosowane beda klatki typu 3H o powierzchni 904
cm? (dla kazdej, 6-osobnikowej grupy myszy), ktore bedg indywidualnie wentylowane. We wszystkich klatkach
znajda si¢ wzbogacenia Srodowiska w postaci plastikowych czerwonych transparentnych domkéw, a takze
wlokno drewniane, baweliane wateczki i papierowe rurki do budowania gniazd i zabawy dla zwierzat
laboratoryjnych.

Projekt objety ocena retrospektywng na podstawie art. 53, ust. 3 ustawy.
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