NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu: Wplyw hamowania jadrowego czynnika transkrypcyjnego kB oraz blokady interakcji
RANK-L/RANK na wybrane komorki immunokompetentne w przebiegu doswiadczalnej astmy

alergicznej.
1.Czas trwania projektu .. 01.04.2017 — 30.06.2018..........cccoeiiiiriiieieienee e

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) astma, immunologia, limfocyty T, NF-kB, RANK-L

3.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 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.

Cel badan: Badania podstawowe

Rodzaj badan podstawowych: kategoria obejmujaca wiele uktadow (k)

Opis badan: Stale poszukuje si¢ nowych lekow do terapii astmy, a szczegélnie postaci opornych na leczenie
glikokortykosteroidami. Bardzo dobrze rokujacymi kandydatami na tego typu leki sa substancje hamujace aktywacje
jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-kB) za posrednictwem blokady kinazy inhibitora NF-xB tj. BMS-
345541, badz przeciwdziatania translokacji NF-kB do jadra komoérkowego tj. DHMEQ. Proponowane badania naswietla
kwesti¢ udzialu limfocytow T w wywolaniu przeciwastmatycznego dziatania zwigzanego z hamowaniem aktywacji NF-kB
za posrednictwem w/w mechanizméw. Ta czg§¢ projektu ma gltéwnie charakter poznawczy, ale rowniez pewien potencjat
aplikacyjny, gdyz ujawnianie mechanizmoéw, za posrednictwem ktorych wywierane sg efekty lecznicze pokazuje nowe
mozliwosci terapeutyczne w leczeniu astmy. Druga czg$¢ projektu dotyczy oceny wplywu blokady interakcji RANK-

L/RANK (ligand RANK/receptor aktywujacy NF-kB) na wybrane komodrki immunokompetentne w przebiegu




doswiadczalnej astmy alergicznej. Ta cze$¢ projektu ma charakter nowatorski, gdyz beda to pierwsze badania nad oceng
blokady oddzialywania miedzy RANK-L a RANK jako potencjalnego celu terapeutycznego w leczeniu astmy.
Zweryfikowanie hipotezy odpowie na pytanie, czy substancja blokujaca ta interakcje bedzie mogla stanowic prototyp

nowego leku przeciastmatycznego.

Badania zostang przeprowadzone na 6-tygodniowych myszach Balb/c. W celu wywotania modelu astmy alergicznej
zwierzgta bedg immunizowane owalbuming [uczulenie: 2 iniekcje dootrzewnowe (czynno$¢ 1); dawki prowokacyjne: 5
podan donosowych (czynno$¢ 2)]; pierwsza grupa kontrolna otrzyma placebo (czynno$¢ 1 i 2). Na 2 dni przed pierwsza
dawka prowokacyjna owalbuminy beda podawane badane substancje co 24 godz. przez 7 dni droga iniekcji dootrzewnowej
(czynno$¢ 3). Wszystkie iniekcje beda wykonane w znieczuleniu wziewnym. Po eutanazji (czynno$¢ 5) zwierzat pobrane

zostang wezty chlonne $rodpiersiowe i ptuca do badania histopatologicznego i cytometrycznego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zaplanowano wykorzystanie 192 sztuk 6-tygodniowych myszy BALB/c pici zeniskiej

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejacq wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA,; ScienceDirect; Web of Science (JCR);
HighWire; Springer; Wiley Online Library; DeGruetyr (Versita)

Wykorzystalem stlowa kluczowe: asthma, NF-xB, IKK, BMS-345541, DHMEQ, RANK-L, OPG, regulatory ceels, effector
cells, 1L-10, Th2 cells, Th17 cells

Na podstawie przegladu istniejgcej literatury, stwierdzam ze:

Zasada zastapienia: Planowane badania stanowig alternatywe dla badan na cztowieku lub zwierzetach towarzyszacych i
gospodarczych. Mysi model astmy powiela wiele cech astmy wystepujacej u ludzi, w tym nadreaktywnos¢ i zapalenie drog
oddechowych. Ponadto, ze wzgledu na duza liczb¢ osobnikéw potrzebnych do przeprowadzenia doswiadczenia, mysz jest
optymalnym zwierzgciem laboratoryjnym ze wzgledu na rozmiar, niska ceng, fatwos¢ w postgpowaniu i duzy wspolczynnik

reprodukc;ji.

Zasada ograniczenia: Dotychczasowy stan wiedzy na temat tego typu badan pozwala na stwierdzenie, ze wybor metod
badawczych jest adekwatny do osiagnigcia zamierzonego celu i umozliwia otrzymanie wiarygodnych ze statystycznego
punku widzenia wynikow. Nalezy wyjasni¢, ze warunkiem przyjecia do druku pracy naukowej prezentujgcej wyniki tego
typu badan do czasopisma o zasiggu Swiatowym (tj. z indeksowanego w bazie JCR) jest ich uzyskanie w co najmniej dwodch
niezaleznych eksperymentach (powtarzalno$¢ wynikow), z ktérych kazdy obejmuje minimum 4 zwierzgta. W Swietle tego w

niniejszym projekcie zastosowano takag wiasnie liczbe zwierzat, tak wiec liczba tak jest ograniczona do minimum i dalsze

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




ograniczenia liczebnoéci osobnikow w grupie uniemozliwiloby otrzymanie wiarygodnych wynikow. W efekcie
doprowadziloby do niepowodzenia doswiadczenia (niska wiarygodnos$¢ uzyskanych wynikow; brak szans na opublikowanie

wynikdw w czasopismie o zasiggu §wiatowym), a tym samym narazitoby zwierzeta na niepotrzebne i bezzasadne ich uzycie.

Zasada udoskonalenia: Cze$¢ projektu dotyczaca hamowania NF-kB ma przede wszystkim charakter poznawczy, ale
réwniez pewien potencjat aplikacyjny, gdyz ujawnianie mechanizméw, za posrednictwem ktérych wywierane sg efekty
lecznicze czesto pokazuje/otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne. Druga cze$¢ projektu dot. blokady interakcji RANK-
L/RANK ma charakter w pelni nowatorski, gdyz wedlug wiedzy autora bylyby to pierwsze badania nad oceng blokady
oddziatywania miedzy RANK-L a RANK jako potencjalnego celu terapeutycznego w leczeniu astmy. Zweryfikowanie
hipotezy w tym zakresie nie tylko odpowie na pytanie, czy blokada tej interakcji moze przynosi¢ korzysci terapeutyczne w
leczeniu astmy alergicznej, ale dodatkowo rzuci $wiatlo na kwesti¢ udziatu szlaku osteoprotegeryna/RANK-L/RANK w
patogenezie tej choroby. Wykorzystywane w doswiadczeniu zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla
ich gatunku, a metody badawcze zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum albo
catkowicie eliminowaty cierpienie i stres. Ponadto proponowana w doswiadczeniu metoda analityczna jaka jest cytometria
przeptywowa jest jedna z najnowocze$niejszych metod pozwalajaca oceni¢ zarowno jako$ciowo, jak i ilosciowo
wilasciwos$ci fizyczne i biologiczne komoérek oraz niektérych ich komponentow. Metoda ta jest szeroko wykorzystywana

przez wiodace osrodki naukowe jak rowniez medyczne na calym §wiecie.




