NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt: ,,Ocena wlasciwosci prewencyjnych i leczniczych katelicydyny we wléknieniu pluc.
Badania in vivo i molekularne w mysim modelu alergicznego zewnatrzpochodnego zapalenia
pecherzykéw plucnych (AZPP)”

2.Czas trwania projektu 40 miesiecy
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): katelicydyna, Pantoea agglomerans, wtoknienie ptuc, AZPP
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 produktow leczniczych, $rodkéw 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 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Wraz ze starzeniem si¢ spoteczenstwa dramatycznie ro$nie liczba oséb cierpigcych z powodu wioknienie
ptuc. Niestety obecnie nie jest znany zaden skuteczny sposob jego leczenia a czas przezycia jest
dramatycznie niski. Do widknienia ptuc dochodzi w przebiegu wielu chorob uktadu oddechowego m.in. w
AZPP (alergiczne zewnatrzpochodne zapalenie pecherzykow ptucnych). Poniewaz u podstaw wldknienia
ptuc leza zaburzenia naprawy uszkodzonego nabtonka phluc zakladamy, ze usprawnienie procesu jego
regeneracji poprzez podanie katelicydyny (peptyd odpornosciowy) zapobiegnie, zahamuje lub odwroci
rozwoj hiekorzystnych zmian.

Celem projektu jest okreslenie mozliwosci wykorzystania podawanej wziewnie katelicydyny w prewenc;ji i
leczeniu widknienia phuc.

Badania zostang przeprowadzone w mysim modelu AZPP, w ktérym wtoknienie ptuc jest indukowane przez
powtarzajace si¢ inhalacje myszy szczepu C57BL/6J antygenem bakteryjnym Pantoea agglomerans. Badane
czynniki (katelicydyna, P.agglomerans) zostang wprowadzone do drog oddechowych myszy w formie
acrozolu za pomocg systemu do inhalacji. Dodatkowo w trakcie eksperymentow monitorowane beda U




myszy parametry oddechowe metoda pletyzmografii. Inhalacje i pletyzmografia s3 metodami
nieinwazyjnymi, niemniej jednak z uwagi na konieczno$¢ unieruchomienia zwierzat w trakcie ich
wykonywania oraz ze wzglgdu na bedace nastgpstwem inhalacji zmiany patologiczne w obrebie drog
oddechowych, najwyzszy poziom dotkliwos$ci zaplanowanych procedur okreslono jako umiarkowany.

Uzyskane wyniki pozwola na: potwierdzenie lub wykluczenie mozliwosci wykorzystania katelicydyny w
prewencji i/lub leczeniu widknienia phluc; ocen¢ potencjalu przeciwbakteryjnego i/lub regeneracyjnego
podawanej wziewnie katelicydyny w obrebie ptuc; analiz¢ wptywu podawanej wziewnie katelicydyny na
pluca i komponenty uktadu odporno$ciowego w warunkach fizjologicznych i patologicznych; poznanie
molekularnego mechanizmu dziatania Kkatelicydyny. Uzyskane wyniki przyczynig si¢ do stworzenia
skutecznej i bezpiecznej strategii zapobiegania i leczenia wtdknienia ptuc u ludzi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Badania zostang przeprowadzone na myszach szczepu C57BL/6J (predestynowane do widknienia). W
doswiadczeniu zostanie wykorzystanych 108 myszy (Samice w wieku 2.5-3 miesigce) podzielonych na 9
grup badanych.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdziliSmy istniejacy stan wiedzy w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PUBMED; Google Scholar

Wykorzystalismy nastepujace stowa kluczowe: antimicrobial peptides/ cathelicidin/ LL37/hypersensitivity
pneumonitis /pulmonary fibrosis /innate immunity /animals models of pulmonary fibrosis /treatment of
pulmonary fibrosis

Na podstawie analizy istniejacej literatury, stwierdziliSmy Ze z uwagi na postgpujacy proces starzenia si¢
spoteczenstwa wioknienie ptuc jest coraz czgstsza patologia. Niestety, jest to zaburzenie Zle rokujace:
obecnie nie jest znany zaden skuteczny sposob jego leczenia a czas przezycia jest dramatycznie niski (3-5
lat). Do wtoknienia pluc dochodzi w przebiegu wielu choréb uktadu oddechowego a jedna z najczgstszych
jego przyczyn jest alergiczne zewnatrzpochodne zapalenie pecherzykoéw ptucnych (AZPP). Poniewaz u
podstaw wldknienia pluc lezg zaburzenia naprawy uszkodzonego nabtonka oddechowego zaktadamy, ze
usprawnienie procesu jego regeneracji poprzez podanie naturalnego stymulatora tego procesu katelicydyny
(peptyd odpornosciowy) zapobiegnie, zahamuje lub odwroci rozwdéj niekorzystnych zmian. Stuszno$é takiej
koncepcji potwierdzaja wyniki badan, ktore wykazaly zmniejszenie stg¢zenia endogennej katelicydyny we
wloknieniu pluc oraz po ekspozycji na pyl organiczny (m.in. antygen P. agglomerans). Pomimo tych
doniesien nikt do tej pory nie podjat si¢ weryfikacji tej hipotezy. Nalezy podkresli¢, ze bedzie to pierwsza
proba uzycia katelicydyny w prewencji i leczeniu widknienia pluc oraz pierwsza proba jej wziewnej
aplikacji. Uzyskane wyniki przyczyniag si¢ do stworzenia skutecznej 1 bezpiecznej strategii
zapobiegania/leczenia witdknienia ptuc u ludzi.

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




Realizacja zasady ograniczenia

. Liczbe zwierzat w poszczegdlnych grupach badanych ograniczono do wymaganego uzyskaniem
wiarygodnych wynikéw minimum statystycznego.

. Zbieranie jak najwigkszej ilosci informacji z punktu widzenia zatozonego celu: analiza parametrow
oddechowych, szczegdtowa analiza histopatologiczna, immunologiczna, biochemiczna i molekularna.

. Wykorzystanie w doswiadczeniu sprawdzonego modelu badawczego - mysi model widknienia pluc w
przebiegu AZPP.

. Wykorzystanie  najnowoczesniejszej  aparatury  naukowo-badawczej (wieza  inhalacyjna,
pletyzmograf).

. Praca ze sprawdzonym i dobrze przeszkolonym personelem.

Realizacja zasady zastapienia

. Ztozono$¢ procesu widknienia ptuc jak rowniez brak danych literaturowych o wptywie podawania
egzogenne] katelicydyny na uktad oddechowy w warunkach fizjologicznych oraz toczacego si¢ stanu
zapalnego czy rozwijajacego si¢ wioknienia uniemozliwia wykorzystanie metod alternatywnych (badania in
vitro, analizy in silico czy tez ,organ on chips”) wymuszajac konieczno$¢ prowadzenia badan na
zwierzetach.

. Wybor do doswiadczenia myszy szczepu CS57BL/6]J uwarunkowany jest przede wszystkim
wczesniejszymi wynikami badan, w ktorych uzyskano wyraZzne oznaki widknienia u myszy szczepu
C57BL/6J inhalowanych antygenem P. agglomerans co umozliwito stworzenie nowego zwierzgcego modelu
AZPP, ktoéry zostanie wykorzystany w prezentowanym projekcie.

Realizacja zasady doskonalenia

. Kompetentny 1 dobrze wyszkolony personel gwarantujacy wtasciwg opieke nad zwierzetami w
trakcie eksperymentu jak rowniez wykonania wszystkich zaplanowanych procedur zgodnie z zasadami etyki
I dobrej praktyki laboratoryjnej.

. Doswiadczenia zostang przeprowadzone w mato inwazyjnym modelu wtdknienia ptuc (w poréwnaniu
z innymi powszechnie stosowanymi modelami np. z wykorzystaniem podawanej dotchawiczo bleomycyny).
Najwyzszy poziom dotkliwosci zaplanowanych procedur ustalano jako ,,umiarkowany” co zwigzane jest z
ograniczeniem swobody ruchu zwierzat jak réwniez z bedacymi nastepstwem inhalacji zmianami
patologicznymi w obrgbie phuc.

. Wykorzystanie w procedurach technik (nieinwazyjna pletyzmografia, wazenie) pozwalajacych na
bezbolesny i1 bezstresowy pomiar zaplanowanych parametrow.

. Humanitarne zakonczenie procedur metoda dyslokacji krg¢géw szyjnych z przerwaniem rdzenia
kregowego lub dekapitacji (z uwagi na charakter prowadzonych badan niemozliwym jest wykorzystanie
wziewnych metod eutanazji).




