NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Ocena fizjologicznej zdolnoSci proliferacji i samo odnawiania pneumocytéw I1
rzedu oraz oskrzelowo-pecherzykowych komorek macierzystych w réznych stadiach wywolanego

uszkodzenia pluc”
2.Czas trwania projektu 01.10.2018 r. —01.10.2022 r.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) regeneracja, komorki macierzyste, pneumocyty II rzedu,

oskrzelowo-pecherzykowe komoérki macierzyste ptuc, bleomycyna

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 sadowe;j

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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Wyniki tych badan mogltyby potwierdzi¢ zatozenie, ze uszkodzenie ptluc jest czynnikiem stymulujacym
pneumocyty Il rzedu oraz oskrzelowo-pecherzykowe komorki macierzyste ptuc do zwigkszenia ich fizjologicznej
zdolno$ci namnazania i réznicowania si¢ w komorki innego typu. Otrzymanie wynikow potwierdzajacych te
hipotezg bezposrednio przyczyni si¢ do podjgcia proby pozaustrojowego namnazania komoérek macierzystych

ptuc mogacych w przysztosci by¢ wykorzystywane do zwigkszenia potencjatu regeneracyjnego tego narzadu.

Celem naszych badan jest ocena fizjologicznej zdolnosci przeksztatcania sie w inne komorki i samo odnawiania
pneumocytow II rzedu (AT2) oraz oskrzelowo-pecherzykowych komoérek macierzystych (BASC) powstatych w

odpowiedzi na uszkodzenie pluc w réznych etapach tego uszkodzenia. Do tego celu niezbgdne jest wyizolowanie




komorek AT2 oraz BASC z odpowiednio przygotowanych ptuc, a nastgpnie zatozenie hodowli organoidow, czyli

hodowli struktur imitujgcych prymitywna tkanke ptuc, ktore po 21 dniach zostang zebrane i poddane analizie.

Zwierzeta, ktorym zostanie podany czynnik uszkadzajacy pluca, nie spowoduje cierpienia zwierzat w czasie
prowadzonego eksperymentu. Czynnik uszkadzajacy ptuca bedzie powodowal eliminacje czes$ci komorek w
phucach. Bedzie to proces zajmujacy ok. 2-3 tygodni. Proces ten nie bedzie powodowat zadnego boélu ani

dyskomfortu. Pomimo tego zwierzgta bedg regularnie monitorowane, aby zapewni¢ im maksimum dobrostanu.

Zaplanowane dos$wiadczenie jest bardzo wazne, gdyz w sposob istotny dotyka problemu regeneracji ptuc
koniecznych w roéznego rodzaju stanach patologicznych. AT2, jak roéwniez BASC stanowig bardzo mato liczne
populacje komorek pluc (5-10% ogdtu komodrek ptuc), ktore bezposrednio odpowiadaja za regeneracje tego
narzadu. Opisywane komorki sa wrazliwe na uszkodzenia, co jest powodem powolnej i czgsto niewystarczajacej
regeneracji pluc. W zwiazku z tym pojawia si¢ konieczno$¢ opracowania skutecznej metody ich izolacji z
uszkodzonych ptuc, namnazania i ich réznicowania pozaustrojowego (in vitro), a nastepnie wszczepienia do

uszkodzonego narzadu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do doswiadczenia zaplanowano wykorzystanie tacznie 108 myszy szczepu C57BL/6J.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono obecny stan wiedzy na temat realizowany w
przedstawionym doswiadczeniu w nastgpujacych bazach danych: Google Scholar, PUBMED,
ScienceDirect, Web of Science, wykorzystujac stowa kluczowe: alveolar type 2 cells, bronchoalveolar
stem cells, bleomycin, lung self-renewal. Przedtozony plan do$wiadczenia obejmuje problematyke
fizjologicznej zdolnosci proliferacji 1 samo odnawiania pneumocytéw II rzedu oraz oskrzelowo-
pecherzykowych komoérek macierzystych (BASC, ang. bronchioalveolar stem cell) powstalych w

odpowiedzi na uszkodzenie ptuc na réznych etapach tego uszkodzenia.

Model szczepu myszy C57BL/6J zostal wybrany do zaplanowanego doswiadczenia ze wzgledu na swa
uzyteczno$¢ w badaniach zwigzanych z zaburzeniami pracy pluc oraz rozwojem schorzen tego narzadu.

Szereg publikacji wskazuje, iz model mysi jest kompatybilny z modelem ludzkim pod wzgledem

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




mechanizmow rozwoju przewleklej obturacyjnej choroby ptuc (COPD).

Zaplanowane doswiadczenie zaktada réwniez uzycia hodowli organoidow in vitro 1 ustalenie
doktadnego/powtarzalnego protokotu, ktéry w przysztosci pozwoli¢ moze na zwigkszeniu ilosci badan
prowadzonych w warunkach in vitro, a tym samym zmniejszenie ilosci do§wiadczen wymagajacych

uktadu in vivo.

Zgodnie z zasady zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia podjeliSmy starania, aby uzyta liczba
zwierzat do tego doswiadczenia byla optymalna. Niestety z uwagi na zlozono$¢ uktadu jakim jest
srodowisko ptuc, niemozliwe jest odtworzenie tych warunkéw i przeprowadzenia tego doswiadczenia in
vitro. Ilo§¢ zwierzat w grupach dostosowaliémy do stosowanych w tego typu badaniach modelow

statystycznych oraz do tzw. ,,dobrej praktyki laboratoryjne;j”.

W celu zapewnienia jak najwyzszego dobrostanu zwierzat, wykonanie doswiadczenia oraz opieka nad
nimi zostanie zapewniona przez personel majacy duze doswiadczenie w pracy ze zwierzg¢tami.
Zastosowane indywidualnie wentylowane klatki o powierzchni ~500cm2 zapewniaja komfort

przestrzenny zwierzetom.

W doswiadczeniu planowane jest zbadanie tacznie 108 osobnikow uwzgledniajac przy tym trzykrotne
powtorzenie eksperymentu (dobry zwyczaj naukowy) w celu wykluczenia mozliwosci btedu lub

przypadkowego (losowego) otrzymania wynikow.

Nasz zespol posiada znaczace doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami, wlaczajagc w to szczep myszy
C57BL/6J, a wszystkie procedury zostaty zaplanowane na podstawie uzyskanej przez nas dotychczas
wiedzy wyniesionej z eksperymentdw przeprowadzonych z przesziosdci tak, aby ryzyko niepowodzenia i

koniecznos$ci powtarzania wnioskowanego doswiadczenia zostato zminimalizowane.

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

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




