NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Wptyw zwigzkéw wytwarzanych przez grzyby zasiedlajace jelita oraz grzyby stosowane w

przemysle spozywczym na zespo6t metaboliczny.”
2.Czas trwania projektu 01.10.2019 — 01.10.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Mykobiota, metabolity grzybow jelitowych, mikrobiota, mikroflora

jelitowa, zespo6t metaboliczny.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ 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 sagdowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, §rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $srodowiska 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
spowodowaé u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem projektu jest zbadanie wptywu zwigzkéw wytwarzanych przez grzyby zasiedlajace jelita i spozywcze na
rozw0j odpowiedzi zapalnej oraz glikemig¢ i otyto$¢ u szczurdw.

Mimo wzrostu zainteresowania wptywem mikrobioty jelitowej na organizm cztowieka wcigz niewiele wiadomo o
roli metabolitow grzybow w utrzymaniu homeostazy gospodarza. Grzyby symbiotyczne zasiedlajace jelita oraz
stosowane w przemysle spozywczym produkujg wiele substancji, takich jak wykorzystywane w tym projekcie 3-
1,3-glukan i 2-fenyletanol. Istniejg przestanki pozwalajgce podejrzewaé, ze metabolity te moga wywieraé wplyw
na organizm gospodarza dzigki swojej aktywnos$ci biologicznej. Niniejszy projekt obejmuje zbadanie wptywu
wymienionych substancji na elementy zespolu metabolicznego, ktory zwieksza ryzyko $mierci z powodow
sercowo-naczyniowych.

U zwierzat wyindukowane zostanie za pomoca dootrzewnowego podania lipopolisacharydu (LPS) E.coli
zapalenie. Zbadany zostanie wptyw diety zawierajacej beta-1,3-glukan i 2-fenyloetanol na st¢zenie mediatorow
zapalenia (czynnik martwicy nowotworu alfa = TNF-a, interleukiny 6 i 1B).




U kolejnych zwierzat wyindukowana zostanie cukrzyca typu 1 za pomoca dootrzewnowej iniekcji
streptozotocyny, a nast¢pnie badany bedzie wptyw diety zawierajacej 2-fenyloetanol na glikemig i stgzenie
insuliny we Krwi na czczo oraz masg ciata.

Badanie pomoze oceni¢ role metabolitow grzybow (B-1,3-glukanu i 2-fenyletanolu) w regulacji przemiany materii
oraz stanu zapalnego, co moze mie¢ istotne znaczenie dla rozwoju nowych metod prewencji i leczenia choréb
cywilizacyjnych takich jak cukrzyca czy otytos¢.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badanie zostanie przeprowadzone na 80 samcach szczuréow szczepu WKY.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejaca wiedzg na temat wplywu 2-fenyloetanolu i beta-1,3-
glukanu na elementy zespotu metabolicznego u szczuréw oraz u ludzi w nastepujacych bazach danych: Google
Schoolar, PUBMED, Web of Science; przy uzyciu nastepujgcych stow kluczowych: 2-phenylethanol, beta-1,3-
glucan, fungal metabolites, mycobiota, gut fungi.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze:

Zespot metaboliczny to zespot czynnikow, ktore sg ze soba powigzane i znaczaco zwigkszaja ryzyko $mierci z
powodow sercowo-naczyniowych. Do jego sktadowych naleza nadci$nienie tetnicze, otylo$¢ brzuszna,
hiperglikemia na czczo, a takze hipertriglicerydemia i obnizone stezenie HDL. Dodatkowym czynnikiem
zwigkszajacym ryzyko uszkodzenia srodblonka naczyniowego i powstania miazdzycy, a takze cukrzycy typu
drugiego jest stan zapalny, czesto stwierdzany u pacjentdw z zespotem metabolicznym. Podejrzewa sig, ze
metabolity grzyboéw zasiedlajacych jelita i spozywanych z pokarmem podobnie jak znacznie lepiej poznane
bakterie jelitowe mogg wywiera¢ korzystny wplyw na homeostaze cztowieka na przyktad modyfikujgc profil
lipidowy i glikemig, obnizajac ci$nienie tetnicze krwi lub hamujac reakcje zapalna.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze:

Metabolity grzybow moga wywiera¢ dziatanie hipolipemizujace, hipoglikemizujace, przeciwzapalne a by¢ moze
i hipotensyjne. Istniejg przestanki pozwalajace stwierdzi¢, ze beta-1,3-glukan bedacy jednym ze sktadnikow
$ciany komorkowej grzybow wykazuje dziatanie hipoglikemizujace i zmniejsza masg ciala u szczurow.

2-fenyloetanol jest metabolizowany w ustroju miedzy innymi do estru — kofeinianu 2-fenyloetylu (CAPE), ktory
jest obecnie intensywnie badany in vitro i w modelach zwierzecych. Przeprowadzone badania sugeruja, ze CAPE
moze dziata¢ przeciwzapalnie i obniza¢ ci$nienie tetnicze. Pozwala to podejrzewaé, ze sam 2-fenyloetanol
rowniez moze cechowac si¢ podobna bioaktywnoscia.

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




B. Brak jest danych dotyczacych:

Wplywu beta-1,3-glukanu na stan zapalny. Przeglad pismiennictwa wskazuje rowniez na to, ze brak jest badan
dotyczacych wptywu 2-fenyloetanolu na ktorekolwiek z elementéw zespotu metabolicznego.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:
A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku:

Wplywu metabolitow grzybow jelitowych i spozywczych (beta-1,3-glukanu i 2-fenyloetanolu) na nasilenie stanu
zapalnego oraz glikemig i otyto$¢ (elementy zespotu metabolicznego).

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na:

Rozwoju nowych mozliwosci terapeutycznych w zespole metabolicznym, poprzez wplyw na mechanizm
dziatania i sktad substancji produkowanych przez mykobiote jelitowa.

Replacement — Zastapienie:

Wybrany model szczura jest modelem najlepszym dla wyzej opisanych badan. Badane zjawiska sg wypadkowa
wspoéldziatania wielu narzadow, tkanek oraz hormonéw dlatego tez niemozliwe jest zastosowanie metod
alternatywnych tj. hodowle komoérkowe, tkankowe. Rowniez istota samych obserwacji, jak metabolizm
podawanych zwiazkow, powstawanie metabolitow wtdrnych oraz dzialanie przeciwzapalne i hipoglikemizujace
badanych substancji, wymaga badan na zywym zwierzgciu. Nie jest mozliwe roOwniez zastapienie opisanego
modelu zwierzetami o nizszym rozwoju ewolucyjnym ze wzgledu na réznice: anatomiczne przewodu
pokarmowego oraz fizjologiczne w reakcjach na podawane substancje, ktorych efekty dziatania u innych grup
organizmow niz ssaki nie moga by¢ w pelni odnoszone do uzyskiwanych u ludzi. Ponadto optymalna jest
wielko$¢ zwierzat 1 mozliwo$¢ pobrania wystarczajacej ilosci krwi. Szczur wedrowny jest najczesciej uzywanym
zwierzeciem laboratoryjnym w badaniach z zakresu gastroenterologii eksperymentalnej oraz w badaniach badan
zwigzanych z flora jelit oraz jej metabolitami i ich wptywem na homeostaze gospodarza, dlatego uzyskane wyniki
bedzie mozna tatwo zweryfikowaé, odnies¢ do innych badan i wyciagna¢ jak najpelniejsze wnioski. Nalezy
podkresli¢, ze uzyskane wyniki moga shuzy¢ dalszym badaniom klinicznym u pacjentow, u ktérych rozwineto sie
ostre zapalenie, cukrzyca lub zesp6t metaboliczny.

Model wywotania ostrego zapalenia poprzez dootrzewnowe podanie roztworu LPS (lipopolisacharyd bakterii E.
coli), zostat opracowany na podstawie innych prac uzywajacych takiego modelu: Ramirez K., Quesada D.,
Fornaguera J., 2018: A protocol to perform systemic lipopolysacharide (LPS) challenge in rats. J. Dental sc., 21-1
(January-April): 53-66.

Model wywotania cukrzycy poprzez dootrzewnowe podanie streptozotocyny jest powszechnie wykorzystywany i
zostal opracowany na podstawie innych prac: Mostafavinia A, Amini A, Ghorishi SK, Pouriran R, Bayat M. The
effects of dosage and the routes of administrations of streptozotocin and alloxan on induction rate of typel
diabetes mellitus and mortality rate in rats. Lab Anim Res. 2016;32(3):160-165. doi:10.5625/lar.2016.32.3.160.

Co wazne Zespot badawczy Zaktadu Fizjologii i Patofizjologii Eksperymentalnej WUM ma wieloletnie
doswiadczenie w pracy ze szczurami, co gwarantuje bezpieczenstwo dla zwierzat w czasie anestezji, zabiegow,




pobrania krwi i pomiarow glikemii i pozostatych czynnosci.
Reduction - Ograniczenie:

Oszacowana liczba zwierzat w grupie w obydwu cze$ciach do$wiadczenia begdzie wynosita dziesie¢ (n = 10).
Liczba zwierzat zostala okreslona na podstawie nastgpujacych zaktadanych parametrow. Planowana liczba
zwierzat w grupie zostala okreslona w ten sposob aby uzyska¢ moc testu 0,8 przy zatozeniu btedu o = 0,05.

Dla Procedury 1 (wptyw na stan zapalny) ro6znica stezenia IL-6 pomiedzy badanymi grupami 62 pg/ml, $rednia
dla catej populacji 270 pg/ml, wspolne odchylenie standardowe 50 pg/ml. Na podstawie wynikéw uzyskanych w:
Biesmans, Steven et al. (2016). Systematic Analysis of the Cytokine and Anhedonia Response to Peripheral
Lipopolysaccharide Administration in Rats. BioMed Research International. 2016. 1-14. 10.1155/2016/9085273.

Dla Procedury 2 (wptyw na glikemi¢ i masg ciata) roznica stezenia glukozy we krwi pomigdzy badanymi grupami
25 mg/dl, érednia dla catej populacji 500 mg/dl, wspolne odchylenie standardowe 20 mg/dl. Na podstawie
wynikow: Wei, M., Ong, L., Smith, M. T., Ross, F. B., Schmid, K., Hoey, A. J., ... & Brown, L. The
streptozotocin-diabetic rat as a model of the chronic complications of human diabetes. Heart Lung & Circulation,.
2003; 12(1), 44-50.

W powyzszych wyliczeniach uzyto kalkulatora http://clincalc.com/stats/samplesize.aspx.

Nalezy podkresli¢, ze wykonywane zabiegi w minimalnym stopniu stwarzajg ryzyko zgonu zwierzecia. Jeszcze
wieksze ograniczenie liczebnosci grup moze skutkowaé, w przypadku $mierci pojedynczych zwierzat, utrata
istotnosci statystycznej w opisanych badaniach, a tym samym niewazno$cia uzyskanych wynikow.

Refinement - Udoskonalenie:
Badane metabolity grzyboéw beda podawane doustnie, z pozywieniem.

Po iniekcji roztworu LPS zwierzeta beda dogladane co 2 godziny. Zwierzeta zostang znieczulone i usSmiercone
niezwtocznie po 6h od iniekcji. Jezeli zostanie zaobserwowane oznaki bolu u zwierzat, zostang one znieczulone
wezesniej. Krew od zwierzat zostanie pobrana dopiero po upewnieniu si¢, ze zwierzg jest w petni znieczulone.

Szczury z wyindukowang cukrzyca bgda poddane codziennej ocenie stanu klinicznego, zwlaszcza stanu
nawodnienia. Zwierzeta w czasie zabiegdw beda poddane znieczuleniu ogdlnemu. Zostanie zastosowana
analgezja wyprzedzajaca i pooperacyjna w przypadku procedur nieterminalnych.

W klatkach bytowych zwierzat zostang umieszczone tekturowe rurki.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
{ TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
0 NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




