NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu ,Rola biatka MCPIP-1 w regulacji wrazliwosci/tolerancji na
endotoksyne bakteryjng (LPS)”

2. Czastrwania projektu 2 lata
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow)
tolerancja na endotoksyne, LPS, MCPIP-1, model mysi
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 zapewniajgce poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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 ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia
kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.



Lipopolisacharyd, endotoksyna (LPS) jest silnym induktorem reakcji uktadu immunologicznego, ktora
jest niezbedna do skutecznej eliminacji bakterii gram ujemnych z organizmu gospodarza. Niestety
nadmierne pobudzenie reakcji zapalnej moze prowadzi¢ do stanu septycznego, ktory moze skonczy¢ sie
smiercig (West i Heagy, 2002). Wykazano, ze istnieje mechanizm zabezpieczajacy przed nadmierna
reaktywnosciag uktadu immunologicznego na LPS, a jest on wywotany wczesniejsza ekspozycja
organizmu na niskie dawki endotoksyny. W ten sposob wysokie dawki LPS nie wywotuja tak
drastycznych uszkodzen, a zjawisko to nazwano tolerancja na endotoksyng¢ (ang. endotoxin tolerance).
Podobnie jak sepsa, tak i tolerancja na LPS sg procesami, ktorych molekularne podstawy nie zostaly
w pelni poznane. W zwigzku z powyzszym celem tego doswiadczenia sa badania podstawowe, ktore
potwierdzg dane doswiadczalne uzyskane w badaniach in vitro, wskazujace na istotng role biatka
MCPIP-1 w procesie wrazliwosci/tolerancji na LPS. Do badan wykorzystamy zwierzeta pozbawione
ekspresji biatka MCPIP-1 selektywnie w fagocytach (MCPIP1-Flox-M-lys-CRE - oznaczone w tekscie
jako k/o0). Kontrole bedg stanowity zwierzeta pozbawione kasety CRE (MCPIP1-Flox - oznaczone jako
WT). W pierwszym etapie badan poréwnamy podatnos¢ zwierzat posiadajacych biatko MCPIP-1 i tych
pozbawionych jego obecnosci na dziatanie endotoksyny. W drugiej czesci eksperymentu sprawdzimy,
czy biatko MCPIP-1 odgrywa role w indukcji niewrazliwosci na LPS wywotang poprzedzajaca dawka
tego samego antygenu, czyli LPS. Ocenimy Kliniczne parametry zdrowia zwierzat oraz zmiany na
poziomie molekularnym. Badania te, pozwola zidentyfikowac rolg MCPIP-1 w reakcji organizmu na
LPS i uzupetni¢ obraz zmian molekularnych determinujacych podatnos¢ osobnicza na ten antygen.

West, M.A., and Heagy, W. (2002). Endotoxin tolerance: A review. Crit. Care Med. 30, S64-S73.
Koziel, J. et al. (2014). Citrullination alters immunomodulatory function of LL-37 essential for prevention of
endotoxin-induced sepsis. ]. Immunol. 192(11):5363-72.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy MCPIP1-Flox (WT)
Myszy MCPIP1-Flox-M-lys-CRE (MCPIP-1 k/o0)

144 sztuki
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Replacement/Zastapienie

Przygotowujac opisane wczesniej procedury, sprawdzono istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych, m.in. EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA,; ScienceDirect; Web of
Science (JCR) wykorzystujac stowa kluczowe: endotoxin tolerance / induction of LPS tolerance / endotoxin
tolerance MCPIP-1 / induction of LPS tolerance MCPIP-1 / endotoxin tolerance murine MCPIP-1.

Woprowadzenie do badan nad wrazliwoscig na LPS, badz indukcja procesu tolerancji na ten antygen, modelu
zwierzecego jest niezbedne w celu ostatecznej weryfikacji roli poszczegolnych komponentéw molekularnych.
Nie jest mozliwe zastapienie zwierzat laboratoryjnych przez inne alternatywne metody w tym projekcie,
przyktadowo badania in vitro. Badania in vitro moga stanowic¢ jedynie przestanke do prowadzenia prac na
zwierzetach, a w przypadku pozytywnych wynikéw badan in vivo moga postuzyé do szczegdtowej analizy np.
przekazu sygnatu komorkowego.

Reduction/ Zmniejszenie

Wszystkie myszy wykorzystane w tym projekcie pochodzi¢ beda z chowu wsobnego, ktoéry w znaczacy sposob
zmniejsza ryzyko roznic osobniczych w eksperymencie. To powoduje, ze wykorzystanie 10 myszy (k/o MCPIP-
1) oraz 6 myszy (WT) jest wystarczajace do przeprowadzenia doswiadczenia. We wniosku w grupach
doswiadczalnych w kazdej procedurze uwzgledniono odpowiednio 30 myszy k/o MCPIP-1 oraz 18 myszy WT ze
wzgledu na che¢ wykonania doswiadczenia trzykrotnie, co pozwoli na uzyskanie wiarygodnych wynikow badan
in vivo. Wysoka liczba zwierzat typu MCPIP-1 k/o (10 zwierzat na grupe) jest niezbedna ze wzgledu na
udokumentowang (w badaniach pilotowych charakteryzujacych model zwierzecy) zmiennosé spadku ekspresji
MCPIP-1, ktora determinuje ekspresja genu Cre (zwierzeta wykorzystywane w badaniach to heterozygoty Cre).

Refinement/Zlagodzenie

Myszy beda utrzymywane po 5 osobnikow w klatkach w peini wyposazonych w jedzenie i wodg. Wszystkie
zwierzeta beda miaty zapewniona przestrzen zyciowg 0 wystarczajacym poziomie zréznicowania. Dodatkowo,
odpowiednie warunki bytowania zwierzat beda zapewnione dzieki odpowiednio przeszkolonemu personelowi
zwierzetarni. Poniewaz planowana procedura zaliczana jest do kategorii dotkliwych, stad planujemy staty (co 2
godziny) monitoring stanu zwierzat przez doswiadczony personel. W razie wystapienia objawow skrajnego
wyczerpania, zwierzeta zostana poddane natychmiastowej anestezji, jak opisano wczesniej (procedura 1,
czynnos¢ 3).




