NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Badanie wptywu yolkiny na nadwrazliwo$¢ kontaktowa u myszy.
2. Czas trwania projektu: 6 miesiecy w roku 2018 roku

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): yolkina, oksazolon, nadwrazliwo$¢ kontaktowa, odpowiedz

komorkowa
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych):

A. Badania podstawowe

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 do$wiadczenia jest okre$lenie wplywu yolkiny, biatka izolowanego z jaja kurzego, na odpowiedz
immunologiczng typu komorkowego u myszy, w tescie nadwrazliwo$ci kontaktowej na oksazolon.

Myszy zostang uczulone przez naskérne podanie antygenu — oksazolonu (na skoére brzucha), po uptywie
5 dni reakcja zostanie wywotana przez ponowne naskorne nalozenie oksazolonu (na skor¢ matzowin
usznych). Po uptywie 24 godzin oraz ponownie po uptywie 48 godzin wynik testu bedzie odczytany
poprzez pomiar grubosci (obrzeku) malzowin usznych oraz analizg¢ liczby krazacych leukocytow i
komorek w drenujacych weztach chtonnych (tkanki pobrane post mortem). Przez 4 kolejne dni przed
podaniem uczulajgcej dawki oksazolonu myszy beda otrzymywac dootrzewnowo badane biatko (yolking)
w jednej z trzech dawek: 0,1; 1 oraz 10 mg/kg m.c. Yolkina bedzie rozpuszczona w 0,9% NaCl. Planuje
si¢ utworzenie, poza wymienionymi trzema grupami badanymi, dwoch grup kontrolnych: grupy ,,tha”
(myszy nie uczulone) oraz kontroli dodatniej (myszy uczulone, otrzymujace dootrzewnowo 0,9 % NaCl).
W kazdej grupie planuje si¢ uzycie 5 myszy (razem 25 zwierzat w calym doswiadczeniu)

Zaplanowane do$wiadczenie jest fragmentem szeroko zakrojonych, wieloosrodkowych badan,
dotyczacych wplywu 1 zastosowania yolkiny w prewencji 1 terapii réznego rodzaju choréb (w tym
autoimmunologicznych) u ludzi. Uzyskane wyniki bgda uzupetnieniem dotychczasowych wynikow badan
in vivo dotyczacych wptywu yolkiny na humoralng odpowiedZ immunologiczng. Zaplanowany test ma
wigc na celu poszerzenie danych na temat wpltywu yolkiny na humoralng odpowiedz immunologiczng
danymi o jego dziataniu na odpowiedz komorkowa.

Whyniki planowanego doswiadczenia maja duze znaczenie poznawcze, zostang zamieszczone w
przygotowywanej publikacji naukowej.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU




myszy BALB/c, 25 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam/sprawdzitem istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych: PUBMED i Web of Science (JCR)

Wykorzystatam/em stowa kluczowe: yolkin/mice/cellular immune response/in vivo/

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam, ze: brak wynikow badan dotyczacych
wpltywu yolkiny na odpowiedZ immunologiczng in vivo u myszy

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: istnieje duze prawdopodobienstwo
wykazania wplywu (stymulacja) yolkiny na odpowiedz immunologiczng typu komérkowego (w
jednym z testow badania takiej odpowiedzi w uktadach in vivo, tutaj zaproponowanym modelu

nadwrazliwos$ci kontaktowej u myszy)

B. Brak jest danych dotyczacych: wplywu yolkiny podanej zwierzetom do$wiadczalnym na odpowiedz
immunologiczng

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: ustalenie wptywu yolkiny na rozwoj
odpowiedzi immunologicznej typu komoérkowego w uktadzie in vivo, co z kolei umozliwi:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku poszerzenia wiedzy nad rolg
yolkiny w rozwoju zarodka

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na zastosowaniu yolkiny w prewencji i/lub terapii
pacjentdw z wrodzonymi niedoborami immunologicznymi oraz wtérnym uposledzeniem odpornosci
(np. w immunosupresji po zastosowaniu cytostatykow)

Uwzglednienie zasady Replacement (zastapienie):

Doswiadczenie jest tylko niewielka, cho¢ niezbedna, czescig projektu dotyczacego immunotropowego
dzialania yolkiny, ktorego wigksza cze$¢ zostata juz wykonana kilka lat temu. Ma na celu uzupetnienie
wiadomosci na temat wplywu biatka na humoralng odpowiedz immunologiczng danymi o jego
dziataniu na odpowiedz komorkowa. Wyniki takie mozna uzyskac jedynie w tescie in vivo, gdyz tylko
w Zywym organizmie mozna odzwierciedli¢ wielokierunkowe dziatanie wielu roznych sktadowych
uktadu immunologicznego, ktore uczestniczag w rozwoju badanej odpowiedzi immunologicznej typu
komorkowego (udziat r6znorodnych komorek prezentujacych antygen, limfocytow B 1 T — elementow
odpowiedzi wrodzonej i nabytej). Wiedzy, ktora pozwola uzyska¢ wyniki tego testu nie mozna uzyskac
metodami alternatywnymi (modelowanie komputerowe, badania in vitro na ustalonych liniach
komoérkowych czy komorkach i tkankach ludzkich oraz izolowanych od zwierzat, uzytych wylacznie
jako zrédto takich tkanek). Cze$¢ badan wstepnych oraz uzupetniajacych wigkszego projektu badania
aktywnosci yolkiny przeprowadzono juz lub prowadzi si¢ w uktadach in vitro, bez uzycia zywych
zwierzat.

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




Uwzglednienie zasady Reduction (ograniczenie):

Zaproponowany test kontaktowej nadwrazliwos$ci na oksazolon u myszy jest adekwatnym modelem
badawczym, okreslajacym aktywno$¢ badanego zwigzku w modulacji komorkowej odpowiedzi
immunologicznej ustroju, stosunkowo mato inwazyjnym dla zwierzat i krotko trwajacym. Jest
powszechnie znany od ponad 40 lat, uznany i do dzi$ czesto stosowany w badaniach odpowiedzi

immunologicznej [Asherson GL, Zembala M: Contact sensitivity in the mouse. 1V. The role of lymphocytes and
macrophages in passive transfer and the mechanism of their interaction. J. Exp. Med. 1970; 132: 1-15; Jung Y, Kim JC,
Park NJ, et al: Eupatilin, an activator of PPARa, inhibits the development of oxazolone-induced atopic dermatitis symptoms

in Balb/c mice. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2018; 496: 508-514]. Liczba zwierzat uzytych w tescie (po 5
osobnikéw w grupie) zostata ustalona jako minimalna dla uzyskania wiarygodnosci statystycznej testu
(wedhug [Watroba J. (2013): Praktyczne aspekty szacowania liczebnosci proby w badaniach empirycznych. zrédto:
statsoft.pl/czytelnia.html]). Ustalajac taka liczbe zwierzat w poszczegolnych grupach badawczych
bazowali$my takze na naszych poprzednich doswiadczeniach (do§¢ duza powtarzalnos$¢ uzyskiwanych
wynikow w obrebie danej grupy, dobra ogoélna kondycja i brak upadkow zwierzat podczas trwania
testu) oraz danych literaturowych. W planowanym tescie zostanie uzyskana wigksza liczba danych
(liczebno$¢ komodrek immunologicznie kompetentnych w tkankach izolowanych post mortem od
zwierzat uczestniczacych wezesniej w tescie). Zwierzgta uzyte w tescie nie moga by¢ ponownie
wykorzystane w badaniach immunologicznych ze wzgledu na zmiany w aktywacji uktadu
immunologicznego pod wplywem zastosowanego antygenu.

Uwzglednienie zasady Refinement (udoskonalenie):

W tescie tylko czgs¢ procedur (dootrzewnowe podanie badanego zwigzku) cechuje wicksza
inwazyjnos$¢ (koniecznos$¢ uktucia i wstrzykniecia ptynu powodujaca bol/dystres), pozostate procedury
(naskorna aplikacja antygenu, pomiar obrzeku matzowin usznych za pomoca mechanicznej suwmiarki)
cechujg si¢ mniejszg inwazyjnoscig. Niezwlocznie po zakonczeniu pomiaréw zwierzeta beda
usmiercone poprzez dyslokacje kregéw szyjnych, a tkanki do dalszych analiz pobrane post mortem.
Przed rozpoczegciem procedury doswiadczalnej zwierzgta przejda okres aklimatyzacji do warunkow w
zwierzetarni 1 kontaktu z eksperymentatorami (handling). Warunki utrzymywania zwierzat w
zwierzetarni spetniajg wszystkie wymagane standardy (wilgotno$¢, temperatura, wymiana powietrza,
klatki, utrzymywanie zwierzat po kilka w klatce, wzbogacanie srodowiska, stala kontrola
weterynaryjna), co znaczaco korzystnie wptywa na dobrostan zwierzat. Wszyscy eksperymentatorzy
prowadzacy planowane badania maja co najmniej kilkunastoletnie do§wiadczenie w pracy ze
zwierzetami, wielokrotnie takze przeprowadzali planowany test nadwrazliwo$ci kontaktowej, CO
gwarantuje sprawng prac¢ ze zwierzgtami oraz uzyskanie wiarygodnych wynikow testu.

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

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




