NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu:

OPTYMALIZACJA MODELU MYSIEGO ZWLOKNIENIA WATROBY
WYWOLANEGO TETRACHLOROMETANEM ORAZ WYBOR ZWIAZKU
REFERENCYJNEGO

2. Czas trwania projektu:
23 miesigce (4 luty 2019 — 31 grudzien 2020)
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow):
Chitotriozydaza, CHIT1, Wldknienie watroby, Model mysi CCla,
4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych):

B. Badania translacyjne lub stosowane — choroby uktadu trawiennego u ludzi

. Badania podstawowe
. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku

. Badania z zakresu medycyny sagdowej

m o O o >

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich F.
Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkdw spozywczych, pasz lub innych substancji
lub produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska 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
spowodowac¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.

Maksymalnie 250 stoéw, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Nieodzownym elementem procesu weryfikacji dziatania nowych terapii s3 modele zwierzece.

Celem opisanych doswiadczen jest uzyskanie zwierzgcego modelu zwloknienia watroby



wywotanego dootrzewnowym podaniem tetrachlorometanu (CCls). Pomimo tego, ze model ten
zostal dobrze opisany w literaturze naukowej, niezb¢dne jest jego zweryfikowanie w danym
srodowisku ze wzgledu na istotny wptyw czynnikow takich jak srodowisko zwierzetarni, dieta,
pora roku oraz cyklu dzien/noc na powtarzalno$¢ modelu. Model ten bedzie wykorzystywany w
przysztosci do badan nowych inhibitoréw chitotriozydazy (CHIT1) w terapiach choréb watroby
u ludzi. W pierwszej kolejnosci ustalona zostanie dawka CCls — podana dootrzewnowo — oraz
czas rozwoju witoknienia po jej podaniu. Nastepnie w wybranych warunkach z pierwszego
doswiadczenia (na podstawie analizy zmian w ekspresji oraz aktywnos$ci enzymatycznej CHIT1)
sprawdzone zostanie dzialanie 3 zwigzkéw referencyjnych, testowanych w obecnej chwili w
badaniach klinicznych (pod katem skuteczno$ci w leczeniu chorob zwioknieniowych watroby).
Ze wzgledu na catkowicie odmienny sposob ich dziatania, wybrany zwiazek stanie si¢
zwigzkiem odniesienia dla przysztych badan z uzyciem inhibitoréw CHIT1. Ze wzgledu na
mozliwo$¢ oceny dziatania CCls oraz zwigzku referencyjnego jedynie w izolowanej watrobie,
konieczne jest przeprowadzenie badan wstgpnych, gdyz nie wiadomo jak w warunkach tutejszej
zwierzetarni rozwinie si¢ widknienie u zwierzat. Do§wiadczenie bedzie miato zatem charakter

pilotazowy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

\W badaniach zaplanowano wykorzystanie 264 myszy szczepu BALB/c.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD
ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I

UDOSKONALENIA

Podczas przygotowywania tego projektu badawczego, sprawdzono istniejaca wiedze w
powigzanej tematyce w bazach danych (PUBMED, Google Scholar), w celu sprawdzenia

istniejacej wiedzy w powiazanej tematyce.




Uzyto nastgpujacych stow kluczowych: Chronic liver disease; CCls induced liver fibrosis; Liver
fibrosis therapy; Chitinases in liver disease; Chitinases in fibrosis; Animal models of liver

diseases.

Wioknienie watroby jest jednym z etapow gojenia si¢ uszkodzonej tkanki, do ktorego dochodzi
w wyniku réznych procesow chorobowych. Widknienie charakteryzuje si¢ nadmierng produkcja
1 odkladaniem komponentow macierzy pozakomorkowej (extracellular matrix, ECM), a
szczegolnie kolagenu. Czynniki, ktére powoduja uszkodzenie hepatocytow, prowadza do
aktywacji komorek Kupffera, ktére z kolei wydzielajg szereg czynnikow, odpowiedzialnych za
aktywacj¢ komorek gwiazdzistych (hepatic stellate cells, HSC), a co za tym idzie, zwigkszong
produkcje¢ ECM. Nieleczone wtoknienie watroby prowadzi do marsko$ci watroby, a takze do
raka watrobowokomoérkowego (hepatocellular carcinoma, HCC). Szacuje si¢, ze $miertelnos¢
spowodowana marskoscig watroby oraz HCC, ktore rozwingly si¢ w wyniku zwioknienia wynosi

okoto 1,5 miliona przypadkéw na §wiecie w skali roku.

Obecnie nie istnieje zadna terapia, ktéra bylaby w stanie spowolni¢ lub odwroci¢ rozwoj
zwloknienia watroby u ludzi, dlatego poszukiwanie nowych lekow oraz celéw terapeutycznych
jest niezwykle wazne. Literatura naukowa wskazuje na zwigkszenie aktywnosci chitynolitycznej
u pacjentow ze zwltoknieniem watroby. Poréwnanie aktywnosci chitynolitycznej w komorkach
Kupffera pobranych od pacjentéw cierpigcych na niealkoholowe stluszczeniowe zapalenie
watroby (nonalcoholic steatohepatitis, NASH) oraz od zdrowych pacjentéw wskazuje na
znaczne zwigkszenie ekspresji genu CHIT1 u pacjentéw z NASH. Co wigcej, zwigkszona
ekspresja CHIT1 pozytywnie koreluje ze wzrostem ekspresji a-SMA oraz TNF-a, ktore sa
odpowiedzialne za aktywacj¢ komoérek gwiazdzistych. Co wigcej, wzrost aktywnosci
chitynolitycznej jest obserwowany u pacjentow z idiopatycznym zwtoknieniem pluc, a takze w
modelach zwierzgcych zwtoknienia ptuc. Dane te sugeruja, ze zwigkszona produkcja CHIT1
moze odgrywaé¢ wazng role w rozwoju chordb zwtdknieniowych, a w tym zwtoknienia watroby,
co daje olbrzymi potencjat terapeutyczny dla niskoczasteczkowych inhibitoréw chitynaz.




Uzyskane dane z proponowanego projektu beda wykorzystane w przysztych badaniach — w
testowaniu nowych inhibitorow chitynaz jako potencjalnych lekéw w terapii zwtdknienia

watroby u ludzi.

Zaplanowane doswiadczenia beda stuzyly do optymalizacji zwierzecego modelu zwldknienia
watroby wywolanego CCls pod katem badania aktywno$ci CHIT1 oraz do wyboru najlepszego
zwigzku referencyjnego, ktory bedzie uzyty podczas testowania niskoczgsteczkowych
inhibitorow chitynaz, ktore celujg w nowe, wezesniej niezbadane mechanizmy choroby. Metody
badan in vitro wykazuja szereg ograniczen, ktore powoduja, ze wyniki czesto nie odpowiadaja
zjawiskom obserwowanym w warunkach in vivo. Glownym ograniczeniem metod in vitro jest
brak mozliwosci oszacowania wptywu uktadu odpornosciowego na wszystkie aspekty rozwoju,
przebiegu, a takze regresji choroby. Dlatego tez, uzycie modelu zwierzecego jest niezbedne do

osiggnigcia postawionego celu.
Zasada ograniczenia

Planowane badania, mimo swojego pilotazowego charakteru, uwzgledniaja ich wykonanie przy
uzyciu mozliwie najmniejszej liczby zwierzat w poszczegdlnych grupach. Przewidziana liczba
zwierzat we wlasciwym do$wiadczeniu jest niezbgdna do osiagniecia wystarczajacej sity
statystycznej oraz do przeprowadzenia prawidlowej analizy statystycznej otrzymanych
wynikow. Poniewaz oceny skutecznos$ci indukcji widknienia watroby mozna dokona¢ jedynie
post mortem, mniejsza liczba zwierzat mogtaby nie wykazaé statystycznej znamiennos$ci i
ponowne proby doswiadczalne wymagatyby niepotrzebnego zaangazowania jeszcze wigkszej

liczby zwierzat.
Zasada udoskonalenia

Wszystkie procedury opisane we wniosku zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum
stres oraz dyskomfort zwierzat uzytych w doswiadczeniu. Wszystkie doswiadczenia
wykonywane bedg przez odpowiednio przeszkolony personel, posiadajacy odpowiednie
umieje¢tnosci w tym zakresie. Co wigcej, potencjalne zwiazki referencyjne wybrane zostaty na
podstawie ekstensywnego przeszukania literatury naukowej i danych o braku dodatkowej




toksycznos$ci u myszy, a sam model, w swojej pierwotnej postaci jest powszechnie uzywany w

badaniach nad zwldknieniem watroby, nie powodujacym nadmiernego bélu i dyskomfortu.

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

X NIE

! Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaéciwe pole.



