NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projekt pt. Zastosowanie preparatu z mikropecherzykow (MVs) wydzielanych przez
mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z galarety Whartona (MSCs) w kontrolowaniu
alergicznego zapalenia ptuc indukowanego ekstraktem roztocza kurzu domowego (HDM)

2. Czas trwania projektu 01.02.2020 r.-01.03.2021.

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): zapalenie alergiczne, astma, mezenchymalne komorki
macierzyste, mikropgcheryki wydzielnicze, remodeling, roztocze kurzu domowego.

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych).

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane e/ Zaburzenia ukladu oddechowego u czlowiek

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, srodkoéw 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Zapalenie alergiczne lezace u podtoza astmy stanowi istotny problem kliniczny. Nalezy podkreslic,
ze obecnie dostgpne strategie terapeutyczne dziatajg jedynie objawowo i nie usuwajg przyczyny
choroby. Ponadto, nieleczona lub stabo kontrolowana astma prowadzi do powstania
nieodwracalnych zmian w phlucach (tzw. remodeling), W znaczacy sposob zaburzajacych ich
funkcje. Dlatego, poszukuje si¢ nowych, innowacyjnych sposobow ograniczenia zapalenia oraz
remodelingu, ktére przynosityby w peini satysfakcjonujace efekty terapeutyczne. Szczegdlnie
obiecujace wydaje si¢ wykorzystanie terapii komorkowych opartych o komoérki macierzyste lub
preparaty oparte na ich elementach. Mezenchymalne komoérki macierzyste (MSCs), sa uznawane
za jedng z najbardziej obiecujacych 1 bezpiecznych populacji komérkowych stosowanych
klinicznie. Nalezy nadmieni¢ jednak, ze MSCs podobnie jak inne populacje komoérkowe zdolne sg
do wydzielania szeregu czynnikow o zdolnych do ograniczania procesu zapalnego. Do czynnikow
takich zalicza si¢ rowniez pecherzyki wydzielnicze. Dlatego w celu oceny potencjatu
terapeutycznego pecherzykow wydzielniczych pochodzacych z MSCs, planujemy wykorzystac¢



model mysi zapalenia alergicznego ptuc, ktéry jest najbardziej zblizony do astmy u ludzi. W
planowanym eksperymencie badawczym, mikropecherzyki pochodzace z MSCs bedg podawane
myszom z zapaleniem alergicznym o roznej charakterystyce. Proponowany przez nas model
badawczy umozliwi odniesienie wynikow do sytuacji klinicznej, a zatem wyciagnigcie wnioskow
umozliwiajacych rozpoczecie przygotowan do prob klinicznych. Do$wiadczenie bedzie
przeprowadzone w sposob maksymalnie komfortowy dla zwierzat, a jedyne zagrozenia mogg
wynika¢ z ograniczenia wydolno$ci oddechowej w wyniku stanu zapalnego ptuc, co wystepuje
niezwykle rzadko. Zaplanowane badania poglebig wiedze na temat mechanizméw lezgcych
u podtoza astmy, otworza rowniez nowe mozliwosci terapeutyczne w astmie alergicznej.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

C57BL/6cmdb, pte¢ zenska, szczep wsobny, w wieku od 6 do 8 tygodni (85 myszy)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA  ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA |
UDOSKONALENIA

Przygotowujgc projekt badawczy, sprawdzitem istniejacg Wiedzg w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:

EBSCO; PUBMED; ScienceDirect; Web of Science (JCR) oraz SCOPUS

Wykorzystatem stowa kluczowe:

Allergic inflammation/ models of asthma/ MSCs derived microvehicles / lung remodeling / lung
inflammation / lung regeneration / lung immune modulation /

Na podstawie przeszukania istniejace;j literatury, stwierdzam, ze nadal brakuje skutecznych metod
pozwalajacych na pozbawiong dziatan niepozadanych kontrole¢ zapalenia alergicznego u osob z
astmg, w szczeg6lnosci u oséb z tzw. astmg neutrofilowa oporng na dzialanie wziewnych 1
systemowych steroidow. Stwierdzitem rowniez, ze brak jest danych na temat wplywu
mikropecherzykow wydzielanych przez mezenchymalne komorki macierzyste na procesy
remodelingu, a wigc powstawania nieodwracalnych zmian w ptucach zmniejszajacych wymiang
gazowa. Dlatego poszukuje si¢ metod umozliwiajagcych zmniejszenie stosowanych dawek
steroidow oraz skuteczniejsza kontrolg zapalenia alergicznego w ptucach. Dostgpne dane wskazuja
natomiast, ze komorki MSC posiadajg aktywnosci przeciwzapalne i regeneracyjne, a pecherzyki
przez nie wydzielane moga posiadac¢ potencjat terapeutyczny. Dlatego wyniki uzyskane podczas
realizacji przedstawionego projektu pozwolg na przedkliniczng ocen¢ przydatnosci terapeutycznej
preparatow pochodzgcych od komorek macierzystych w kontrolowaniu zapalenia alergicznego.
Pozytywny wynik zaplanowanego eksperymentu pozwoli rozpocza¢ badania kliniczne
testowanych rozwigzan.

Bezposrednie odniesienie do zasad 3R:



Udoskonalenie (ang. Refinning). Badanie jest nieinwazyjne, a podawanie ekstraktu HDM
odbywac¢ si¢ przez nosowo pod anestezja co w znaczacy sposob obnizy stres zwierzgcia. W
odrdéznieniu od innych stosowanych modeli nie jest konieczne przeprowadzanie iniekcji a tym
samym eliminuje si¢ odczuwanie bolu u zwierzat. Wszystkie osoby uczestniczace w
doswiadczeniu braty udziat w szkoleniu organizowanym przez PolLASA dotyczacym prowadzenia
do$wiadczen na zwierzetach laboratoryjnych. Kazdy ma odpowiednie przygotowanie teoretyczne
i praktyczne do przeprowadzenia badania. Doswiadczenie bedzie prowadzone w jednym
Z najnowoczesniejszych w Europie osrodkow, spetniajgcym kryteria GLP (ang. Good Laboratory
Practice). Pozwoli to na zapewnienie zwierz¢tom mozliwie komfortowych warunkow i zapewni
wysoka jakos$¢ przeprowadzonych badan.

Ograniczenia (ang. Reducing). W naszym do$wiadczeniu wykorzystamy zwierzeta z gatunku
C57BL/6cmdb. Beda to zwierzeta tej samej plci, bedace w tym samym wieku. Niezwykle istotne
jest zachowanie statusu higienicznego, a mianowicie wolny od okre$lonych swoistych dla gatunku
mikroorganizmow i pasozytow (SPF, ang. Specific Pathogen Free). Podawane dawki ekstraktu
HDM powoduja nieznaczne zaburzenia oddechowe, a ostre niewydolnosci oddechowe wlasciwie
nie wystepuja. Dzigki temu mozemy ograniczy¢ liczbe zwierzat do absolutnego minimum
potrzebnego do przeprowadzenia wszystkich niezbednych analiz i uzyskania wiarygodnych
wynikéw do$wiadczenia.

Zastapienia (ang. Replacing): Doswiadczenie zostato poprzedzone badaniami in vitro oraz jak juz
wspomniano powyzej analiza dostgpnej literatury w temacie zastosowania mezenchymalnych
komoérek macierzystych oraz ich produktow w terapii zapalenia alergicznego lezacego u podtoza
astmy. Zastosowanie modelu mysiego jest ostatnim etapem przed rozpoczg¢ciem badan
klinicznych. Niemozliwe jest niestety rozpoczecie badan klinicznych bez wcze$niejszego
potwierdzenia skutecznosci proponowanych rozwigzan w warunkach in vivo.



