NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Badanie wplywu mutantow i szczepow dzikich Legionella pneumophila serogrupa

1 na infekcje tkanki ptucnej myszy
2. Czas trwania projektu: 4 lata
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Legionella pneumophila, legionelloza, myszy
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 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Bakterie nalezace do rodziny Legionellaceae stanowig naturalng mikroflore¢ srodowisk wodnych i
glebowych. W $rodowisku naturalnym bakterie Legionella namnazajg si¢ w komodrkach wolnozyjacych
ameb z rodzaju Acanthamoeba, Naegleria, Hartmanella. Po przedostaniu si¢ do systemow dystrybucji
wody, ktore sa zrodlem skazonego wodno-powietrznego aerozolu, staja si¢ waznym czynnikiem
etiologicznym nietypowego zapalenia ptuc u ludzi. Nabyta w toku ewolucji z pierwotniakami wyjatkowa
zdolno$¢ pateczek Legionella do infekcji makrofagéw, czyli komorek predysponowanych do zwalczania
drobnoustrojéw, prowadzi do rozwoju ostrego, wieloplatowego zapalenia pluc zwanego chorobg
legionistow. Badania epidemiologiczne wskazujg, ze bakterie Legionella sa odpowiedzialne za 2% do
8% przypadkow zapalenia pluc nabytego w S$rodowisku zamieszkania (community-acquired
pneumonia). Poziom $miertelnosci jest wysoki i sigga 30% u pacjentoéw leczonych na oddziatach




intensywnej terapii.

Celem projektu jest identyfikacja kluczowych markerow $ciany komorkowej bakterii
odpowiedzialnych za zwiekszong wirulencj¢ szczepow Legionella pneumophila. W ramach
doswiadczenia przeprowadzone zostanie obrazowanie za pomocg techniki MALDI-MSI tkanki ptucnej
myszy zainfekowanych szczepami dzikimi i defektywnymi w syntezie lipopolisacharydu, mutantami
L. pneumophila (9 szczepow). Badanie to pozwoli na okreslenie zmian zapalnych, jakie zachodza w
ptucach myszy podczas infekcji bakteriami Legionella. Uzyskane informacje zostang skorelowane z
opisem histologicznym (H+E), ktéry pozwoli na ocen¢ stanu zwyrodnienia tkanek zwierzat. Z
zakazonych bakteriami Legionella zwierzat zostanie pobrana krew, w ktorej zostanie oznaczony poziom
cytokin prozapalnych (IL-6, TNF-a oraz INF-v).

Badania te pozwolg na poznanie ztozonych mechanizméw modulacji struktury, funkcji i sposobu
oddzialywania sktadnikow powierzchniowych Legionella z komoérka gospodarza, co moze przyczynic
si¢ do opracowania skutecznych schematow leczenia choroby i1 ograniczenia wysokiej $miertelnosci
legionellozy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

mysz domowa (Mus musculus) szczep C57BL/6J — samce, 222 osobniki

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzona zostata istniejaca wiedza w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych PUBMED, ScienceDirect i Web of Science (JCR). Wykorzystano
nastepujace stowa kluczowe:

Legionella / Legionella pneumophila / legionellosis / lung infection / mice / rats / humans

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzono, ze:
A. Najczgstsza postacig kliniczna, jaka przybiera zakazenie paleczkami Legionella jest choroba phuc
zwana legionellozg.
B. Nadal nie wiadomo, dlaczego tylko jeden gatunek L. pneumophila serogrupa 1 odpowiada za
ponad 90% przypadkow legionellozy.

! Przy wypetnianiu wzorowa¢ si¢ na instrukcji wypehiania wniosku W1 punkt. 8




Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A. Poglebienie wiedzy teoretycznej w zakresie zlozonego mechanizmu patogenno$ci bakterii
L. pneumophila.

B. Ustalenie, czy struktura sktadnikéw powierzchniowych (gldwnie lipopolisacharydu)
L. pneumophila serogrupa 1 moze mie¢ wptyw na zwigkszong wirulencjg¢ poszczegdlnych
SZCZEPOW.

C. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na opracowaniu nowych strategii zapobiegania i
leczenia legionellozy.

Proponowane do$wiadczenie zostato zaplanowane z uwzglednieniem zasady 3R.

Zasada zastapienia:

Nie mozna zastosowa¢ metody badawczej zapewniajacej osiggnigcie celu niniejszego doswiadczenia bez
wykorzystania zwierzat do§wiadczalnych. W badaniach oceniajacych dzialanie zwigzkow na procesy
zapalne w organizmie Zzywym zastapienie zwierzat dos§wiadczalnych innym materiatem doswiadczalnym
jest niemozliwe. Myszy s3 najbardziej wilasciwym gatunkiem do wykonania zaplanowanych
doswiadczen, poniewaz wigkszo$¢ dotychczasowych badan nad zmianami zapalnymi w wyniku infekcji
bakteriami Legionella zostalo przeprowadzonych wiasnie z uzyciem myszy. Wykonanie kolejnych
badan z wykorzystaniem tego gatunku zwierzat do$wiadczalnych pozwali na rzetelne poréwnanie
otrzymanych wynikow z danymi opublikowanymi przez rézne jednostki badawcze

Zasada ograniczenia:

Liczba zwierzat zaplanowanych do do$wiadczen zostata ograniczona do niezbednego minimum 6
zwierzat w grupie) pozwalajacego na rzetelng analizg statystyczng otrzymanych wynikow. Podana we
wniosku liczba zwierzat zostala oszacowane na podstawie wstgpnych zalozen teoretycznych.
Rzeczywista liczba zwierzat wykorzystanych w do$wiadczeniu moze okazaé si¢ nizsza. Autor wniosku
zobowigzuje si¢ do uzycia najmniejszej koniecznej do przeprowadzenia zaplanowanych badan liczby
zwierzat doswiadczalnych.,

Zasada udoskonalenia:

Wykorzystywane zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla swojego gatunku.
Klatki zaopatrzone bgda w elementy wzbogacajace srodowisko dla gryzoni (domki plastikowe, kota
biegowe, rurki tekturowe, materiat gniazdowy). Przed rozpoczeciem doswiadczen podczas 7-dniowego
okresu adaptacji do warunkow laboratoryjnych stosowana bedzie procedura handlingu, w trakcie ktorej
zwierzeta przyzwyczajane beda do obecnosci eksperymentatora i jego dotyku, co pozwoli na
zminimalizowanie stresu zwierzat podczas dalszych etapéw procedury doswiadczalnej. Zwierzeta
wykazujgce objawy silnego cierpienia 1 bdélu zostang natychmiast poddane eutanazji w ramach
wczesnego 1 humanitarnego zakonczenia procedury. Wszystkie czynno$ci prowadzone beda przez
przeszkolonych wykonawcow, posiadajacych wieloletnie do$wiadczenie w pracy ze zwierzg¢tami.
Zwierzeta beda znajdowaty sie pod statg kontrolg lekarza weterynarii.




8. Projekt jest objety oceng retrospektywna}2
TAK — na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

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

2 Wypetnia wiasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczef na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wlasciwe pole.



