NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Wptyw metabolitéw bakteryjnych na przebieg reakcji zapalnej w mysim modelu

tuszezycy
2. Czas trwania projektu: 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) tuszczyca, mikrobiota jelitowa, metabolity mikrobioty

jelitowej, leukocyty

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 produktéw leczniczych, $rodkéw spozywezych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, 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 stéw, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Klasyfikacja celu procedur: badania podstawowe z zakresu immunologii

Cel: W niniejszym projekcie chcielibySmy zbadaé wyptyw doustnego traktowania metabolitem
bakteryjnym na reakcje¢ zapalng w mysim modelu tuszczycy indukowanym Imikwimodem (Imiquimod

5%; IMQ), a takze zdefiniowa¢ mechanizm obserwowanej modulacji odpowiedzi immunologiczne;j.

W tym celu przez okres dwoch tygodni przed indukcjg tuszezycy a nastepnie w trakcie wywotywania
choroby, myszy otrzymaja metabolit bakteryjny w wodzie do picia lub samg wode. W dniu zero,
zostanie dokonany pomiar grubosci matzowiny usznej u wszystkich myszy po czym rozpocznie si¢
proces wywotywania tuszczycy u potowy myszy otrzymujacych metabolit bakteryjny w wodzie do picia

oraz u polowy zwierzat pojonych sama woda. W celu wywolania tuszezycy przez pigé kolejnych dni,




wskazane dwie grupy myszy beds traktowane na uszy kremem IMQ (5%). Myszy w grupach
kontrolnych (pojone woda z metabolitem bakteryjnym lub sama wodg) beda traktowane przez pigé
kolejnych dni na uszy kremem na bazie lanoliny. W dniu 6 dokonany bedzie pomiar przyrostu grubosci
matzowiny usznej we wszystkich grupach. Nastepnie zwierzeta zostana u$miercone w celu izolacji

tkanek do dalszych badan.

Indukcja tuszezy wiaze si¢ z niewielkim dyskomfortem i dystresem zwierzat, wynikajagcym
zunieruchomienia w trakcie aplikacji kremu a takze pomiarze grubosci matzowiny usznej,
wykonywanych w anestezji wziewnej (Izofluran 3-4%). Nieznaczny b6l moze by¢ réwniez zwigzany ze

stanem zapalnym powstajacym w trakcie indukcji tuszezycy.

Obecnie dostgpne badania wskazuja, ze osoby cierpiace na tuszczyce majg nieprawidtowg kompozycje
jelitowej mikrobioty. Nie wiadomo jednak, jak poszczegdlne mikroorganizmy lub produkty ich

metabolizmu wptywajg na przebieg stanu zapalnego w mysim modelu tuszczycy indukowanym IMQ.

Uzyskane wyniki poszerza wiedze dotyczaca wptywu mikrobioty jelitowej na reakcje zapalng na
obwodzie. Pozwola nam zdefiniowaé¢ wptyw metabolitow bakteryjnych na intensywno$¢ reakcji
zapalnej w mysim modelu tuszczycy oraz zdefiniuja mechanizmy modulujgce aktywnos$é komoérek

uktadu immunologicznego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

Badania wykonywane beda z wykorzystaniem 540 osobnikéw gatunku Mysz domowa szczep BALB/c.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'!

ﬁastosowanie 3R

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



Replacement (zastgpienie):

Wykorzystanie zwierzat doswiadczalnych jest jedyﬁym mozliwym sposobem oceny wptywu metabolitu
bakteryjnego, na funkcje komérek uktadu odpornosciowego w mysim modelu tuszezycy indukowanym
IMQ. Zaden inny model zwierzecy nie odwzorowuje doktadniej zmian charakterystycznych dla
tuszezycy u  cztowieka. Modele in vitro s3 rowniez niedoskonate, gdyz nie odwzorowuja
ztozonych i wzajemnie powigzanych uktadow immunoregulacyjnych odpowiedzialnych za rozwoj
choroby. Dodatkowym elementem utrudniajacym zastgpienie tych badan, badaniami in vitro jest
specyfika komdrek ukifadu immunologicznego, ktére réznicujg si¢ wieloetapowo w odpowiedzi na
sygnaty zewnetrzne oraz tkankowo specyficzne, sprawiajace, ze tylko modele in vivo pozwalajg nam

W pelni oceni¢ ich role w obserwowanym procesie patologicznym.

Mikrobiota jelitowa jest ztozonym, polfaczonym wzajemnymi  zaleznosciami i do kofca
niezdefiniowanym ukfadem. Jego dominujgcg czesé stanowig mikroorganizmy beztlenowe co Sprawia,
ze okreslenie ich immunoregulacyjnych wiasciwosci poza ukfadem in vivo jest trudne. Powigzanie
mikroorganizmdw jelitowych siecia zaleznosci sprawia, ze wprowadzenie Jakiejkolwiek substancji
Z zewnatrz, moze prowadzi¢ do zmiany profilu mikrobioty jelitowej, co bedzie miato przetozenie na
uzyskane wyniki. Zatem badania nad immunoregulacyjnymi wiasciwodciami mikrobioty jelitowe;j

w uktadzie in vivo, nie moga by¢ zastapione w zaden inny sposob.

Procedury stosowane w przedstawionym wniosku sa proste do przeprowadzenia i niosa minimalne
ryzyko $miertelnosci wynikajacej z samej procedury. Model tuszczycy jest stosunkowo prosty i dobrze
opracowany oraz jest powszechnie stosowany w laboratoriach na catym $wiecie (Leslie van der Fits, J.
Immunol. 2009). Stosowny w proponowanych przez nas badaniach metabolit, znajduje si¢ w jelitach
i krwioobiegu, zaréwno zwierzat jaki i ludzi. Liczne badania wskazujg na jego protekcyjne dziatanie

w wielu uktadach sugerujac, ze pojenie myszy roztworem zwierajacym tg substancje nie bedzie niosto

ze sobg dystresu.

Reduction (ograniczenie):

Nasze wezesniejsze wieloletnie doswiadczenia oceniajace stan zapalny w skérze uszu wskazuja,

ze grupa badana powinna zawieraé co najmniej 10 osobnikdow (przy wykorzystaniu myszy wilde type).




Eproponowana liczba myszy w grupie umozliwia wiarygodng analize statystyczng uzyskanych
wynikdw, polegajaca na sprawdzeniu rozkladu wynikéw w  populacji, co determinuje wybor
odpowiedniego testu statystycznego. Prawidtowo przeprowadzona analiza statystyczna wynikéw

gwarantuje stusznosé i poprawnosé wyciagnigtych wnioskéw badawczych.

Dodatkowo by upewnic¢ sie, ze uzyskane wyniki sg powtarzalne oraz sprostaé wymaganiom czasopism

naukowych, przeprowadzone doswiadczenia muszg zosta¢ powtdrzone 3-krotnie.

Po zakonczeniu doswiadczen od myszy bedzie pobierany materiat biologiczny (m.in. tkanki) do dalszej
analizy metodami in vitro. Wielokierunkowe (in vivo oraz in vitro) podejscie do badan pozwala na

uzyskanie maksymalnej ilosci danych z kazdego zwierzecia.

Refinement (udoskonalenie):

Prowadzona hodowla w warunkach sterylnych w indywidulanie wentylowanych klatkach umozliwia
ograniczenie wystapienia i rozprzestrzeniania zakazen, ktore mogg negatywnie wptywaé na dobrostan
zwierzat. Uzyskane w ten sposob wyniki szczegolnie w kontekscie badan nad mikrobiota jelitowa,

charakteryzuja sie duza wiarygodnoscia oraz wartoscia poznawczg.

W celu zminimalizowania dyskomfortu zwierzgt, zwigzanego z chwilowym unieruchomieniem
zwierzecia w  trakcie  przeprowadzania niektorych czynnosci w  procedurach, w momencie
przytrzymywania go w dloni, od chwili odstawienia miodych od matki wprowadzona jest rutynowa

procedura ,,handlingu”.

W celu ograniczenia dyskomfortu zwierzat, w trakcie wykonywania czynno$ci, w ktérych zwierze
narazone jest na dluzsze unieruchomienie moggce powodowac dystres, stosowane jest znieczulenie
wziewne — Izofluran w dawce 3-4%. Wdychanie par Izofluranu powoduje zapadnigcie zwierzecia
w glgboki sen. Dodatkowo stosowane znieczulenie umozliwia przeprowadzenie procedur w Sposob jak

najbardziej precyzyijny.

Na podstawie wczesniej przeprowadzonych doswiadczen skrociliSmy czas potrzebny do stwierdzenia

wptywu mikrobioty jelitowe] na reakcje¢ immunologiczng na obwodzie z 3 do 2 tygodni, tym samym

udoskonalili$my metode.

L
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W celu wykluczenia negatywnego wptywu badanej substancji na myszy, w trakcie doswiadczen
bedziemy ocenia¢ przyrost masy ciata oraz w ilosci przyjmowanego pozywienia i wypijanych ptynéw
pomigdzy grupami (woda vs. woda z badang substancjg). Dodatkowo bedziemy obserwowaé

zachowanie zwierzat.

Opieka nad zwierzetami w procedurach, jak i same procedury badawcze beda wykonywane przez

wyspecjalizowany personel posiadajacy udokumentowane kwalifikacje.

Stan zdrowia zwierzat bedzie codziennie monitorowany pod katem oceny rzeczywistej dotkliwosci

procedur. Wszelkie objawy dystresu b¢da konsultowane z Zespotem ds. Dobrostanu Zwierzat.

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

? Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. dodwiadczen na zwierzgtach. Nalezy zaznaczyé wiasciwe pole.



