NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Addytywny wplyw ekstraktow z jemioty i umiarkowanej hipertermii catego ciata na

uktad immunologiczny szczura.

2.Czas trwania projektu 01.02.2020-31.01.2025 (5 lat)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) immunomodulacja, szczur, hipertermia, Iscador Qu, jemiota
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.

Immunomodulacja to wzmacnianie lub ostabianie funkcjonowania uktadu odpornosciowego. W
chorobach onkologicznych na skutek min. dzialalno$ci guza charakterystyczne jest ostabienie
funkcjonowania uktadu immunologicznego (immunosupresja). Stan taki jest niekorzystny dla pacjenta i
przyczynia si¢ do rozwoju choroby nowotworowej. Z tego powodu niezbedne jest prowadzenie badan

zmierzajacych do immunostymulacji, czyli pobudzenia uktadu immunologicznego.

Literatura naukowa dowodzi, ze jest to mozliwe dzigki stosowaniu odpowiednich preparatéw lub
procedur medycznych. Jednym z takich preparatow jest wodny roztwor ekstraktow z jemioty, ktéry ze
wzgledu na niedostateczng liczbe dowodow naukowych wzbudza wiele kontrowersji w §rodowisku

medycznym. Podobnie jest z zabiegami hipertermii calego ciata. Chociaz dostepna literatura wskazuje, ze




ma ona dziatanie immunomodulujace tylko cze$¢ srodowiska medycznego wykorzystuje tg terapie w

leczeniu.

Celem naukowym niniejszego projektu jest okreslenie addytywnego wpltywu wspomnianych
immunomodulatoréw na funkcjonowanie uktadu immunologicznego szczura. Badania maja charakter
badan podstawowych uktadu odpornosciowego. Wiadomo, ze zarowno ekstrakty z jemioty jak i
umiarkowana hipertermia catego ciata zmieniajg profil cytokinowy komérek immunokompetentnych oraz
nowotworowych w badaniach in vitro. Ponad to, zmianie ulega ekspresja genow zaangazowanych w

odpowiedz immunologiczng.

Pierwszym etapem prac bedzie ustalenie pirogennej dawki wodnego ekstraktu z jemioty
(procedura 5), ktdra nastepnie zostanie poddana szczegdétowym badaniom. W kolejnym kroku okre$lony
zostanie potencjal immunomodulujacy ekstraktu z jemioty (procedura 4) oraz zmiany zachodzace w
ukladzie immunologicznym w wyniku przeprowadzenia umiarkowanej hipertermii calego ciata
(procedura 3). Addytywny wplyw obu czynnikow zostanie okreslony na podstawie procedury 1.
Poréwnanie badanych grup do grupy kontrolnej (procedura 2), pozwoli na okreslenie
immunomodulujacego efektu ekstraktow z jemioty, umiarkowanej hipertermii calego ciata oraz

addytywnego wptywu obu tych czynnikow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczury Wistar Cmd : (WI)WU - 152 osobniki, samcow w wieku 8-10 tygodni.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

A. Zastgpienie:

Zaproponowany plan doswiadczenia obejmuje badania podstawowe nad funkcjonowaniem ukladu

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




immunologicznego, tym samym nie pozwala na wykorzystanie zwierzat nizszych niz ssaki, u ktorych to
uktad odpornosciowy jest najwyzej rozwinie¢ty. Ponadto wprowadzenie do procedur czynnosci
zwigzanych z zabiegiem umiarkowanej hipertermii catego ciala wymaga wykorzystania zwierzat
statocieplnych, ktorych temperatura ciata jest wzglednie niezalezna od temperatury otoczenia. Oba badane
czynniki (Iscador Qu i umiarkowana hipertermia catego ciata) uchodza za immunomodulatory. Autor
wniosku przeprowadzit badania in vitro na ustalonych liniach komérkowych uktadu odpornosciowego co
nadaje sens zaproponowanym we wniosku badaniom. Wyniki uzyskane w badaniach in vitro wskazuja,
iz istnieje zalezno$¢ pomiedzy temperaturg, Iscadorem Qu a funkcjonowaniem uktadu odpornosciowego
— przynajmniej na poziomie pojedynczych linii komérkowych. Niestety wyniki badan in vitro nie sg w
stanie da¢ jednoznacznej odpowiedzi na pytanie postawione w celu doswiadczenia, stad konieczno$¢
przeprowadzenia badan w warunkach in vivo. Zaré6wno umiarkowana hipertermia catego ciata jak i
Iscador Qu s3 stosowane przypadku immunoterapii, gltéwnie jako eksperymentalne metody
komplementarne przy leczeniu onkologicznym. Nie istniejg zadne wyniki badan, ktére determinowatyby
jaki jest addytywny wptyw obu tych czynnikéw na funkcje uktadu odpornosciowego. Wykorzystanie w
doswiadczeniu szczurdéw dostarczy wynikéw, ktore moga by¢ z duzym prawdopodobienstwem odnoszone

do fizjologii cztowieka.
B. Ograniczenie:

Aby efektywnie zastosowa¢ si¢ do zasady ograniczenia w zaproponowanym wniosku, autor
przeprowadzit symulacje statystyczng pozwalajaca okres§li¢ najmniejszg liczbe zwierzat niezbedng do
przeprowadzenia doswiadczenia dostarczajacego rzetelnych wynikéw. Zaproponowane grupy czasowe:
4, 8, 24 i 48 godzin stymulacji wynikaja z przeprowadzonych badan in vitro. Wedlug naszych
niepublikowanych dotychczas badan na liniach komorkowych przeprowadzonych w szerokim spektrum
czasowym, w tych jednostkach czasowych wystepuje wyrazna zmiana aktywno$ci komorek
immunokompetentych. Chcac ograniczy¢ bol po zabiegu chirurgicznym przewidzianym w ramach obu
procedur, zwierzetom podany zostanie dootrzewnowo lek przeciwbolowy. Zastosowanie sytemu
biotelemetrii pozwoli na uzyskanie wynikoéw nie tylko na temat zmiany temperatury ciata zwierzat po
podaniu ekstraktu z jemioty, ale jednoczes$nie dostarczy informacji o ich aktywnosci lokomotoryczne;.
Ten sposdb pomiaru temperatury ciata ogranicza u zwierzat stres zwigzany z kazdorazowym pomiarem
temperatury ciata z wykorzystaniem klasycznego termometru. Ponadto zaimplantowane nadajniki beda

dostarczaty informacji na temat przebiegu zmian temperatury podczas zabiegu umiarkowanej hipertermii




catego ciata, dzigki temu mozliwe bedzie bezpieczne przeprowadzenie czynnosci w oparciu o rzeczywiste

dane.
C. Udoskonalenie:

Uwzgledniajac zasade udoskonalenia, w niniejszym wniosku zaplanowano utrzymanie zwierzat w
warunkach jakie definiuje ustawa. Wszystkie zwierzeta beda przebywalty w grupowo w klatkach (chyba,
ze procedura przewiduje inaczej), spelniajacych wymogi formalne opisane w przepisach prawa.
Zapewniony im bedzie staty dostep do karmy bytowej oraz wody pitnej, a bezpylowa §cidtka zostanie
wzbogacona o wyatoklawowane rolki papierowe. Ponadto wszystkie czynno$ci inne niz handling
przeprowadzane bgda w osobnym pomieszczeniu, aby nie naraza¢ zwierzat na niepotrzebny stres.
Procedury chirurgiczne wykonane zostang w znieczuleniu og6élnym. Pomieszczenie operacyjne oraz
wszystkie materiaty i narz¢dzia zostang odpowiednio przygotowane i wysterylizowane. Na czas zabiegu
uzyte zostang poduszki grzejne zapobiegajace wychtodzeniu ciata, powieki szczurOw zostang sklejone
wazeling w celu ochrony przed wyschnigciem. Rana pooperacyjna zabezpieczona zostanie mascig z
antybiotykiem. Uzyskane probki materialu biologicznego, krew, tkanka watrobowa, $ledziona zostang
maksymalnie wykorzystane w badaniach biochemicznych, molekularnych czy hematologicznych.
Korzystajac z testow dot-blot przeprowadzona zostanie analiza jako$ciowa biatek zaangazowanych w
szlak aktywacyjny NF-kB oraz profil cytokinowy. Technika ta pozwoli na przeprowadzenie szerokiego
screeningu w obrgbie biatek zaangazowanych w funkcjonowanie uktadu immunologicznego. Pozwoli
ukierunkowac to dalsze, bardziej szczegdlowe analizy. Po wykonaniu zabiegu u$miercenia, krew od
zwierzat zostanie pobrana i odwirowana w celu pozyskania osocza do testow ELISA. Zawiesina komoérek
zostanie uzupeilniona buforem PBS, komoérki mononuklearne krwi obwodowej zostang z niej
wyizolowane metodg wirowania w gradiencie gestosci, a nastepnie uzyte do oznaczenia ekspresji mMRNA
wybranych cytokin metodg RealTime-PCR. Probka krwi pobranej od zwierzat poddana zostanie rowniez

badaniu morfologicznemu.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

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