NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Badanie wplywu Pseudomonas aeruginosa na funkcje komérek odpowiedzi

wrodzonej w srodowisku mukowiscydozy.
2.Czas trwania projektu 36 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) mukowiscydoza, Pseudomonas aeruginosa, neutrofile,

makrofagi
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem gtownym projektu jest okreslenie wptywu §rodowiska mukowiscydozy na zmiang funkcji mysich
neutrofili i makrofagow oraz okreslenie ich fenotypu w obecno$ci bakterii Pseudomonas aeruginosa
(PAR5) — gtéwnego patogenu towarzyszacemu mukowiscydozie. Imitacjg srodowiska mukowiscydozy
bedzie uzycie tzw. sztucznej plwociny (artificial sputum medium-ASM). Badania bedg uzupeinieniem
prowadzonego jednoczesnie projektu finansowanego przez NCN, w ktorym podjeta zostanie nowatorska
proba indukcji pamigci makrofagéw (niedawno odkryta witasciwo$¢ makrofagow, do tej pory
przypisywana tylko limfocytom) w leczeniu przewlektego ,,neutrofilowego” zapalenia z towarzyszacym
biofilmem bakteryjnym. Spodziewanym efektem obu projektow bedzie poszerzenie wiedzy dotyczacej

alternatywnych strategii leczenia tego typu schorzen. Bezposrednim efektem przedstawionego projektu




jest odpowiedz na pytanie czy i jak srodowisko mukowiscydozy (w obecnosci takich patogenow jak P.
aeruginosa) wplywa na fenotyp i aktywno$¢ wydzielniczg (sekretom) komorek odpowiedzi wrodzone;.
W pierwszym etapie badan zwierz¢ta bedg dawcami wymienionych komorek ukladu
immunologicznego. W drugim etapie zwierzgta postuzag do badania in vivo modelu oceny zmiany
fenotypu komorek uktadu immunologicznego pod wpltywem bakterii w srodowisku mukowiscydozy w
komorach powietrznych na grzbiecie zwierzgcia. W obu przypadkach procedury sg umiarkowane i beda
przeprowadzane w lekkiej narkozie wziewnej, co w znaczacy sposob ztagodzi stres i odczuwanie

ewentualnego dyskomfortu wywotanego uktuciem igla.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do wybranych doswiadczen planujemy uzy¢ myszy domowej szczepu C57BL/6 w ilosci 264 sztuki, co
podyktowane jest konieczno$cig wykonania merytorycznie poprawnych eksperymentéw, zawierajacych
grupy kontrolne, do ktorych bedzie mozna statystycznie porownac grupy obejmujace badane czynniki.

W innym przypadku takie wyniki nie mogtyby zosta¢ opublikowane.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada zastapienia:

Aby ocenia¢ zjawiska zachodzace w przebiegu odpowiedzi immunologicznej, a szczegdlnosSci
odpowiedzi wrodzonej niezbedne jest zastosowanie modeli zwierzgcych o zblizonym uktadzie
immunologicznym do czlowieka, a takim zwierzetami sg mysz. Nie istniejg takze stabilne linie
komorkowe neutrofili, a praca z takimi komdrkami jest jedng ze sktadowych planowanych badan, gdyz
czes¢ zwierzat bedzie dawcami tego typu komodrek ukladu immunologicznego. Uzycie
zaproponowanego mysiego modelu jest konieczne, poniewaz, na podstawie wiedzy dostepnej w bazach
danych (PUBMED), stwierdzamy, ze wcigz nie istniejg alternatywne modele pozwalajgce wiarygodnie
odpowiedzie¢ na zadane pytanie badawcze. W przypadku badan nad wplywem S$rodowiska

mukowiscydozy na zmian¢ funkcji neutrofili i makrofagdw oraz okreslenie ich fenotypu w obecnosci

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




bakterii testy in vitro sg niewystarczajace i nie ma mozliwosci zastgpienia zwierzat kr¢gowych innym
modelem badawczym. Mysi model polegajacy na indukowaniu miejscowego stanu zapalnego w
komorach powietrznych, jest najlepszym i o matej dotkliwos$ci, modelem odzwierciedlajagcym interakcje
pomiedzy ukladem immunologicznym, a bakteriami. Tym samym, badania ktére zamierzamy
przeprowadzi¢ umozliwig najbardziej doktadng ocen¢ wplywu bakterii na zmian¢ fenotypu komorek

odpowiedzi wrodzonej.

Zasada ograniczenia:

Przygotowujac projekt badawczy, zostata sprawdzona istniejagcg wiedza w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazie danych: PUBMED. Wykorzystano stowa kluczowe: Pseudomonas aeruginosa,
biofilm, neutrofile, makrofagi, polaryzacja komorek, trening makrofagdw, mukowiscydoza,
Staphylococcus aureus. Whnikliwe sprawdzenie wiedzy w danym temacie pozwolitlo na ograniczenie
liczby zwierzat do niezbgdnego minimum. Do merytorycznie poprawnego przeprowadzenia
eksperymentdéw oraz obliczen statystycznych otrzymanych wynikow niezbedne jest wilaczenia do badan
in vivo grup kontrolnych, w innym przypadku takie wyniki nie moglyby zosta¢ opublikowane. Liczba
powtorzen eksperymentdw takze zostanie zmniejszona do minimum potrzebnego do prawidtowych

obliczen statystycznych.

Zasada udoskonalenia:

Wykorzystywane zwierzeta bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, przy
zastosowaniu odpowiedniej diety (certyfikowane pasze bytowe) i wzbogaceniu $rodowiska. Staty
kontakt i pomoc ze strony lekarza weterynarii oraz codzienny monitoring ze strony opiekuna i
eksperymentatora pozwoli na zapewnienie odpowiedniego dobrostanu zwierzat. Zwierzgta beda
przebywaly w pomieszczeniach innych niz pomieszczenia przeznaczone do wykonywania czynnos$ci
takich jak szczepienie, eksperyment, usmiercanie, co znacznie ograniczy ich stres i dyskomfort.
Podawane zwierzgtom roztwory beda miaty temperaturg zblizong do temperatury myszy, co zapewni
uniknigcie szoku temperaturowego oraz uczucia dyskomfortu. Podawane zwierzetom roztwory beda
przygotowywane w warunkach jatowych. Odpowiednio dobrane grupy kontrolne zapewnig
wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow. Aby nie naraza¢ zwierzat na nadmierny stres i bol do badan
wybrano modele badawcze, ktorych dotkliwos¢ jest umiarkowana, ponadto beda one przeprowadzane w

lekkiej narkozie, co dodatkowo ztagodzi stres. Wszystkie procedury bedg przeprowadzane przez osoby




wykwalifikowane, posiadajagce odpowiednia wiedze i do§wiadczenie w pracy ze zwierzetami.

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

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



