NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Rola dopetniacza w odpowiedzi immunologicznej wywotanej podaniem bakteriofaga T4
lub HAP1 w modelu mysim

2.Czas trwania projektu 9.05.2018-31.08.2019
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) bakteriofagi, myszy, uktad dopetniacza
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

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 produktéw leczniczych, srodkéw 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 okreslic 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.

Narastajacy problem bakteryjnych zakazen lekoopornych sprawia, ze poszukiwanie alternatywnych
strategii terapeutycznych jest koniecznoscig. Terapia bakteriofagowa moze stanowi¢ alternatywne
rozwigzanie w walce z infekcjami bakteryjnymi. Rozwdj terapii fagowej bedzie uzalezniony od
zrozumienia ich interakcji z organizmami ssakow. Obecnie dane na ten temat sg zdecydowanie
niewystarczajace. Dotychczasowe badania pokazaty, ze bakteriofagi wywoluja odpowiedz
immunologiczna, w tym aktywacje dopelniacza u ssakow (Hodyra-Stefaniak K. i wsp., Sci Rep. 2015).

Badania zmierzajg do wyjasnienia, czy 1 w jaki sposob uktad dopetniacza bierze udziat w odpowiedzi
immunologicznej na bakteriofagi, czy bakteriofagi roznig si¢ mi¢dzy sobg wrazliwoscia na dziatanie
dopetniacza i jakie biatka fagowe decyduja o tych roznicach. Badania zostang prowadzone na myszach
pozbawionych sktadnika C3 dopelniacza oraz myszach kontrolnych, u ktérych dopetiacz funkcjonuje
normalnie. Myszom obu szczepow zostanie podany fag T4 lub HAPL. Fagi te sa bardzo blisko
spokrewnione i rdznig si¢ tylko obecnos$cig (T4) i1 brakiem (HAP1) zewngtrznego biatka strukturalnego o
nieustalonej jak dotad funkcji: Hoc. Hipoteza badawcza naszego eksperymentu jest nastepujgca: biatko
Hoc chroni bakteriofaga przed niszczacym dziataniem dopeiniacza. Hipoteza ta jest juz wstepnie
uzasadniona obserwacjami ex vivo, w ktorych bakteriofag T4 byt mniej podatny na inaktywacj¢ przez
uktad dopetiacza niz HAP1. Jesli zaobserwujemy réznice w cyrkulacji tych dwoch fagéw u myszy




zwyklych, przy jednoczesnym braku réznic u myszy pozbawionych funkcjonalnego dopeiniacza, to
hipoteza zostanie udowodniona.

Doswiadczenie obejmuje podawanie myszom preparatow zawierajacych bakteriofagi (dootrzewnowo)
oraz pobieranie krwi z zyty ogonowej. W celu ograniczenia odczuwanie bolu przy pobieraniu krwi zostang
zastosowane S$rodki przeciwbdlowe (miejscowo na ogon lidokaina). Wszystkie czynnos$ci zostaly
zaplanowane zgodnie z zasadami zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

24 myszy C57BL/6J oraz 24 myszy B6;129S4-C3tm1Crr/J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejagcga wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect.

Wykorzystatam stowa kluczowe: bacteriophage, complement, mouse.
Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na poszerzenie istniejacej wiedzy na temat
oddziatywan bakteriofagéw z uktadem odpornosciowym ssakow, w zakresie, ktory dotad nie byla wcale
zbadany. Postawiony problem badawczy nie byl badany w modelach laboratoryjnych, co pozwolitoby na
ustalenie, czy odpowiedz immunologiczna na bakteriofagi z udziatem uktadu dopetniacza zalezy od
sktadu biatkowego kapsydu faga. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na poszerzenie
istniejgcej wiedzy na temat oddziatywan bakteriofagow z uktadem odpornosciowym ssakow w zakresie,
ktéry byt dotad bardzo stabo zbadany.

Zasada zastgpienia — postawiony problem badawczy wymaga przeprowadzenia badan na modelu ssaczym.
Nie ma mozliwos$ci badania reakcji uktadu dopetniacza na liniach komdrkowych/tkankowych lub na
zwierz¢tach o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego.

Zasada ograniczenia — nie mozna odnalez¢ w literaturze fachowej danych pozwalajacych ustali¢ liczbg
zwierzat potrzebnych w eksperymencie, ale na podstawie wczesniejszych wynikéw uzyskanych dla
myszy C57BIl oraz testow statystycznych oszacowano minimalng liczb¢ zwierzat, ktora zapewni
znamienno$¢ statystyczng. W celu ograniczenia liczby myszy stosowanych w proponowanym
eksperymencie zdecydowano na podstawie wczesniejszych wynikow otrzymanych dla myszy C57BI nie
stosowa¢ dodatkowych grup kontrolnych: myszy B6;129S4-C3tm1Crr/J oraz myszy C57BIl nie

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




poddanych dziataniu fagow poniewaz wczesniejsze wyniki pokazaty, ze u myszy, ktorym nie podano
fagdbw nie mozna ani ich wykry¢ metodami laboratoryjnymi ani wykryé przeciwciat skierowanych
przeciwko fagom. Zamiast zastosowania dodatkowych myszy kontrolnych zostanie zastosowany
dodatkowy pobor krwi przed wilasciwym eksperymentem po to, aby stwierdzi¢ brak wczesniejszej
ekspozycji myszy uzytych w eksperymencie na dziatanie fagow ze §rodowiska (oznaczenie ilosci fagow
metoda RTD oraz przeciwciat skierowanych przeciwko fagom klasy IgG oraz IgM). Bedzie to stanowito
dodatkowga kontrolg wewnetrzng w eksperymencie wykonang przed wiasciwym eksperymentem.

Zasada udoskonalenia — wszystkie czynnosci zostaty tak zaplanowane, aby maksymalnie zniwelowac bol
1 stres zwierzat. Podczas pobierania krwi z zyly ogonowej (czynno$¢ nr 2) ogon zostanie miejsScowo
znieczulony lidokaing, aby zniwelowa¢ odczuwanie bolu. Co wigcej, aby zminimalizowa¢ dyskomfort
zwierzat zwigzany z czg¢stym pobieraniem krwi z zyly ogonowej koniecznym w tym do$wiadczeniu,
zwierzgtom przy kazdym pobraniu krwi nie bedzie nacinany ogon. Ogon zostanie nacigty raz a pozniej
bedziemy tylko delikatnie usuwali skrzep przy pomocy jalowego PBS. Zwierzeta beda obserwowane
przez caty czas do§wiadczenia i w razie wystapienia bolu beda im podawane srodki przeciwbolowe.

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

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




