NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Porownanie poziomu neurotransmiteréw u myszy dzikich i w modelu
wyciszenia transportera SAT1 przy wykorzystaniu metody jednoczesnej mikrodializy

jelita oraz mézgu u zwierzqt swobodnie poruszajqcych sie
2.Czas trwania projektu 17 miesigcy
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) mikrodializa jelita, mézgu, SAT1, GABA,

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

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 warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkoéw 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.

O$ jelitowo-mozgowa jest systemem sygnalizacji biochemicznej pomigdzy przewodem pokarmowym a
uktadem nerwowym. Niektore badania kliniczne sugeruja zalezno$¢ wystepowania niektorych rodzin
bakterii w jelicie z rozwojem choroby Parkinosna i Alzheimera. Proby wyjasnienia mechanizmu
dziatania drobnoustrojéw na uklad nerwowy sg niejednoznaczne i obejmujg dziatanie peptydow

syntetyzowanych przez bakterie, ktore moga wptywac na dziatanie uktadu nerwowego.

Mikrodializa jelita jest technika umozliwiajacg pobranie reprezentatywnych, wyselekcjonowanych ze
wzgledu na wielko$¢ czasteczki probek z wybranej czesci przewodu pokarmowego. Uzyskane w ten

sposob dializaty mozna podda¢ analizie chromatograficznej i oznaczy¢ stezenie zwigzkow np.




neurotransmiterow (glutamina, GABA, tryptofanu). Jednoczesne przeprowadzenie mikrodializy jelita
oraz moézgu u myszy umozliwiloby symultaniczng obserwacj¢ zmian stezen zwigzkow

matoczasteczkowych w obu sktadowych osi jelitowo-mozgowe;.

W wielu schorzeniach zwigzanych z zaburzeniami neurotransmisji uwagg zwraca si¢ na nieprawidtowa
stymulacje receptora GABA-ergicznego. Waznym czynnikiem, ktory moze wptywacé na pracg tego
uktadu jest neuronalny transporter SAT1, dostarczajacy glutaming bedacg substratem do syntezy m.in.
GABA. Bialko to potencjalnie moze odgrywac istotng role w patogenezie wielu choréb, w tym
przewleklej encefalopatii watrobowej czy depresji. Przeprowadzenie mikrodializy na grupie myszy ze
wyciszonym biatkiem SAT1 (model depresji) wykaze wptyw deficytu tego transportera na poziom
aminokwasow zarowno w mozgu jak i jelicie zwierzat. Zapewni to nowatorskie podejscie do badan nad

osig jelitowo-modzgowa w schorzeniach takich jak np. depresja.

Szkody dla zwierzecia, ktore wynikaja z jednoczesnej mikrodializy mézgu 1 jelita to bol spowodowany
zastrzykami 1 interwencjg chirurgiczng, bol wywolany rang pooperacyjna i obecnoscia szwow,

dyskomfort spowodowany obecno$cia wezykow pod skorg zwierzecia i $mierc jako szkoda ostateczna.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

12 myszy C57BI/6J, samcow oraz 12 Myszy C57BL/6J samcow (szczep TgH(fISAT1)xTgH(Cre-ERT)
(SAT1-KO)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac przedktadany projekt sprawdzono stan istniejgcej wiedzy w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych PUBMED, SCOPUS i Google Scholar wykorzystujac stowa kluczowe:

Gut/colon microdialysis, brain/cortex microdialysis, Gut-brain axis, SAT1, animal models.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam zZe: o$ jelitowo-moézgowa, jako system

sygnalizacji biochemicznej pomigdzy przewodem pokarmowym a uktadem nerwowym jest laczony z

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




rozwojem wielu zaburzen neurodegeneracyjnych, od choroby Parkinsona (PD) i choroby Alzheimera
(AD), po stwardnienie rozsiane ale i depresje czy otylo$¢. Cho¢ dostepne sg badania kliniczne
sugerujace zalezno$¢ wystepowania niektorych rodzin bakterii w jelicie z rozwojem PD i AD to dotycza
one niewielkich grup badanych i opieraly si¢ na pobieraniu probek katu. Proby wyjasnienia mechanizmu
dziatania drobnoustrojow na uktad nerwowy nie sg jednoznaczne i obejmujg dziatanie neuroaktywnych
peptydow syntetyzowanych przez bakterie, metabolitoéw, ktore moga obejmowaé neuroprzekazniki i
neuromodulatory, a takze przez mediatory zapalne uwalniane lokalnie lub w watrobie, ktore moga

posredniczy¢ w neuro-zapaleniu.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu zapewni nowatorskie podejscie do badan nad osig
jelitowo-mézgowa w schorzeniach takich jak depresja i otylo§¢ oraz wykaze wpltyw deficytu
transportera SAT1 na profil aminokwaséw w jelicie 1 korze czolowej myszy w dwoéch punktach

czasowych.

Po przeszukaniu baz danych dotyczacych metod alternatywnych ograniczajacych liczbg zwierzat badz
catkowicie je wykluczajacych, postanowiono zrealizowa¢ plan badawczy z wykorzystaniem
najmniejszej z mozliwych liczby zwierzat, ktora zapewni osiggnigcie celu badawczego 1 statystycznego,

ze szczegolng dbatoscia o stosowanie zasad 3R.

Planujac do$wiadczenia, kierowano si¢ zasada 3R (ang. replacement, reduction, refinement), dbajac

0 polepszenie bytu i humanitarne traktowanie zwierzat doswiadczalnych.
Replacement (zastapienie)

Na etapie planowania projektu badawczego przeszukano bazy danych pod katem metod alternatywnych,
ograniczajacych liczbe zwierzat, badz catkowicie je wykluczajacych. Badanie dzialania osi jelitowo-
moézgowe] nie pozwala na wykorzystanie organizméw prostszych lub ograniczenie si¢ wytacznie do
hodowli komérkowych. Badanie mechanizméw 1 potencjalnych terapii depresji u czlowieka niesie ze
soba koniecznos$¢ uzycia gryzoni jako organizméw modelowych. Ponadto najwyzszy stopief ztozonosci
uktadu nerwowego wyklucza zastosowanie hodowli komorek pierwotnych, czy tym bardziej linii

komorkowych.
Reduction (redukcja)

Wobec braku odpowiednich modeli nie-zwierzgcych postanowiono zrealizowa¢ plan badawczy




z wykorzystaniem najmniejszej z mozliwych liczby zwierzat, ktéra zapewni osiggniecie celu
badawczego 1 statystycznego. Przewidziano zastosowanie czulych i wiarygodnych technik do badania
stezen aminokwasoéw (HPLC) oraz wysokiej klasy aparatury do mikrodializy, w celu zminimalizowania
rozrzutu w probach badawczych, co zmniejsza liczbe zwierzat niezbednych do uzyskania wymaganej
liczby powtorzen. Doswiadczenia zaplanowano na jednorodnej (wiek, masa ciata) grupie samcow
myszy, co zminimalizuje rozrzut badanych parametréw. Wedtug przeprowadzonej analizy statystycznej
mniejsza niz proponowana liczba zwierzat nie pozwolitaby na uzyskanie wiarygodnych statystycznie

wynikow.

Mikrodializaty pobrane z kazdego zwierzgcia beda gromadzone w zamrazarce niskotemperaturowej, co

pozwoli na ich wielokrotne uzycie.

W przypadku nie zastosowania opracowywanej przeze mnie procedury jednoczesnej mikrodializy jelita
1 mézgu myszy w okresie 4 dni, aby uzyska¢ ten sam zestaw wynikdéw trzeba by wykorzysta¢ 4 razy
wiecej zwierzat (oddzielna grupa do mikrodializy jelita, oddzielna grupa do mikrodializy mozgu, obie
grupy mikrodializowane 1 dnia po operacji (mikrodializy na myszach u$pionych sg z reguty terminalne),

nowe grupy mikrodializowane po zastosowaniu $rodka farmakologiczego po 4 dniach).
Refinement (udoskonalenie)

Wykorzystywane zwierzeta bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, a metody
badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo
eliminowaty bol, cierpienie, dystres lub mozliwo$¢ trwalego uszkodzenia organizmu tych zwierzat.
Zwierzeta poddane ingerencji chirurgicznej beda otrzymywaly Srodki przeciwbolowe, natomiast stan
zwierzat bedzie monitorowany na kazdym etapie doswiadczenia, aby ewentualnie przerwac cierpienie
I dokona¢ eutanazji. Zwierzeta beda mialy zapewnione urozmaicone $rodowisko, co zapobiegnie
odczuwaniu przez nie nudy, stereotypiom i pozwoli zlagodzi¢ ewentualny stres. Planowane jest
zastosowanie $ciotki o roznej grubosci wiordow, klockéw drewnianych, plastikowych domkéw dla
myszy, drabinek, ptatkdéw kosmetycznych stuzacych jako substrat do budowania gniazd. Zwierzeta beda
monitorowane pod katem oceny parametrow okreslajacych samopoczucie i stan zdrowia. Sciotka

bedzie regularnie wymieniana (co 2-3 dni lub cze$ciej w razie potrzeby).




