NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie roli biatka HMGB-1 (high mobility group box protein-1) w mechanizmie

goraczki wywolanej aseptyczng nekroza tkanek
2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): gorgczka, stan zapalny, biatko HMGB-1, lipopolisacharyd,

Szczur
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, skuteczno$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $§rodowiska 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.

HMGB-1 jest obecnie jednym z najintensywniej badanych biatek, ktorego role w mechanizmach
immunologicznych odkryto stosunkowo niedawno. Wykazano, iz jest aktywnie wydzielane przez
komorki bioragce udzial w reakcji zapalnej i goraczkowej pod wpltywem stymulacji produktami
mikroorganizméw takimi jak lipopolisacharyd (LPS). Moze by¢ rowniez uwalniane biernie w wyniku
nekrozy 1 rozpadu komorek. Pelni wowczas role czasteczki sygnatowej informujacej o uszkodzeniu.
Uwolnione biatko HMGB-1 rozpoznawane jest przez receptory btonowe, co w konsekwencji prowadzi
do aktywacji kaskady sygnalowej prowadzacej do uruchomienia mechanizméw immunologicznych,
miedzy innymi syntezy pro-zapalnych cytokin. Mimo wynikow licznych badan, wcigz poszukiwany jest

model doswiadczalny odpowiedni do badania biologicznej roli HMBG-1 w procesach zapalnych.




Celem doswiadczen jest okreslenie roli biatka HMGB-1 w mechanizmie goraczki wywotanej aseptyczng
nekrozg tkanek, ktora towarzyszy miedzy innymi uszkodzeniom migsni lub zamknigtym ztamaniom
kos$ci oraz w uwrazliwieniu na czynniki o charakterze infekcyjnym, jakie jest jej nastepstwem.

W ramach do$wiadczen planowane jest zbadanie zmian osoczowego stezenia biatka HMGB-1 u szczura
w przebiegu goraczki po podskornej iniekcji terpentyny. Zbadany zostanie rowniez wptyw neutralizacji
tego bialka za pomocg przeciwcial anty-HMGB-1 na goragczkowy wzrost temperatury po podaniu
terpentyny oraz na przebieg goraczki endotoksynowej indukowanej lipopolisacharydem dwie doby po
iniekcji terpentyny.

Badania dostarcza informacji o duzym znaczeniu poznawczym i praktycznym. Pozwola odpowiedzie¢
na pytanie, czy biatko HMGB-1 stanowi czynnik zaangazowany w genez¢ goraczki aseptycznej a tym
samym, czy goraczka aseptyczna moze stanowi¢ poszukiwany model do$wiadczalny do badania
biologicznej roli HMGB-1. Wykaza ponadto, czy badane biatko moze by¢ markerem wewngtrznych
uszkodzen 0 aseptycznym przebiegu prowadzacych do uwrazliwienia organizmu na dzialanie

czynnikow infekcyjnych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniach planowane jest wykorzystanie 60 szczurow rasy WISTAR Cmd : (WI)WU, samcoéw

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejacg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PUBMED; Google Scholar; ScienceDirect;
Wykorzystatem stowa kluczowe: HMGB-1/ fever/ inflammation/ turpentine/ sterile abscess/

lipopolysaccharide/ biotelemetry/ rat/ peripheral blood mononuclear cells

A. Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze: opisywane we wniosku

doswiadczenia stanowig oryginalne eksperymenty i nie powielajg istniejacych wynikéw badan.

B. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: istniejg przestanki literaturowe

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




swiadczace o waznej roli, jakg biatko HMGB-1 odgrywa w procesach zapalnych. Ze wzgledu na
wlasciwosci potggujace odpowiedz immunologiczng, jak rowniez na fakt, iz moze by¢ uwalniane biernie
z komorek nekrotycznych, mozna przypuszczaé, ze stanowi wazny czynnik uczestniczacy w genezie
goragczkowego wzrostu temperatury towarzyszgcemu aseptycznym urazom. Hipoteza badawcza

postawiona we wniosku jest zatem zasadna.

C. Brak jest danych dotyczacych: zmian osoczowego st¢zenia biatka HMGB-1 w modelu goraczki
aseptycznej indukowanej podskorng iniekcjg terpentyny. Nie badano rowniez roli tego biatka w genezie

nadwrazliwo$ci na LPS indukowanej aseptyczng nekroza.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozwini¢cie istniejacego zasobu wiedzy o
biologicznej roli biatka HMGB-1 oraz praktyczne jej zastosowanie. Doswiadczenia dadzg odpowiedz na
pytanie, czy goraczka indukowana aseptyczng nekroza tkanek jest poszukiwanym modelem do badan
nad rolg biatka HMGB-1 w procesach zapalnych oraz czy bialko to winno by¢ rozpatrywane jako
marker wewngtrznych urazoéw, ktory przyczynia si¢ do rozwijania silniejszej reakcji goraczkowej w

odpowiedzi na czynniki infekcyjne.

Uwzglednienie zasady zastgpienia: Uzycie zwierzat bezkregowych w opisywanych doswiadczeniach

jest niemozliwe ze wzgledu na fakt, iz ich temperatura ciata jest zmienna 1 zalezy od temperatury
Otoczenia oraz zewngtrznych zrodet ciepta. Istnieje rowniez male podobienstwo anatomiczne i
fizjologicznym z czlowiekiem. W zwigzku z powyzszym uzyskane wyniki nie moglyby by¢

rozpatrywane w ujeciu aplikacyjnym.

Proces goraczkowy przebiegajacy w zywym organizmie jest ztozonym mechanizmem wymagajacym
wspoéltdziatania uktadu nerwowego, endokrynowego i immunologicznego. Tym samym, badanie
goraczki wymaga podejécia integracyjnego, zakladajacego oznaczenie wielu réznych parametrow
biologicznych. Z tego tez wzglgdu doswiadczenia in vitro skupiajace si¢ na molekularnym podtozu
reakcji gorgczkowej moga stanowi¢ jedynie uzupelnienie i nie moga catkowicie zastapi¢ badan z

wykorzystaniem modeli zwierzgcych.

Uwzglednienie zasady ograniczenia: Planowana we wniosku liczba zwierzat stanowi minimalng ilo$¢

podyktowang wzgledami statystycznym, na podstawie ktorej mozna weryfikowa¢ hipotezy
doswiadczalne. W dos$wiadczeniach ujeto grupy kontrolne, wylacznie takie, jakie sa konieczne do

interpretacji otrzymanych wynikéw. W celu ograniczenia liczby zwierzat zastosowany zostanie uktad




doswiadczalny ograniczajagcy zmienno$¢ warunkoéw. Uzyte zostang zwierzeta pochodzace z tej samej
hodowli, w tym samym wieku, plci i o zblizonej masie ciala. Zapewnione zostang stale warunki
bytowania. Uzywany w doswiadczeniach system biotelemetryczny pozwala na prowadzenie pomiaru
temperatury w sposob bezstresowy, bez obecnosci eksperymentatora. Dostarcza réwniez bardzo
doktadnych i powtarzalnych informacji obarczonych niewielkg warto$cig btedu standardowego

wewnatrz badanych grup do§wiadczalnych.

Uwzglednienie zasady udoskonalenia: Procedury chirurgiczne wykonane zostang w znieczuleniu

og6lnym. Pomieszczenie operacyjne oraz wszystkie materialy 1 narzedzia zostana odpowiednio
przygotowane i wysterylizowane. Uzyte zostang poduszki grzejne zapobiegajace wychlodzeniu ciata,
powieki oczu zostang sklejone wazeling w celu ochrony przed wyschnigciem. Rana pooperacyjna
zabezpieczona zostanie mascig z antybiotykiem. Dobrostan zwierzat w okresie rekonwalescencji bedzie
monitorowany do czasu pelnego wyzdrowienia. Wszystkie iniekcje ujete w procedurach wykonane
zostang przez doswiadczonych eksperymentatorow przy uzyciu odpowiednich jednorazowych igiet i
strzykawek. Na czas wykonania iniekcji zwierzeta zawinigte zostang w re¢cznik, celem ograniczenia
stresu. Jesli procedura doswiadczalna nie wymaga inaczej, zwierzgta umieszczone zostang w zbiorczych
klatkach. Do klatek wtozone zostang zabawki (rolki po papierze toaletowym uprzednio wysterylizowane

parg wodng pod cisnieniem). Zwierzgta bedg znajdowaly si¢ rowniez pod opieka lekarza weterynarii.

Doswiadczenia zaprojektowano w ten sposdb, by uzyska¢ mozliwie najwigksza ilo§¢ wynikow z
pobranego materiatu biologicznego. Po wykonaniu zabiegu usmiercenia krew zwierzat zostanie pobrana
1 odwirowana w celu pozyskania osocza do testow ELISA. Zawiesina komorek zostanie uzupelniona
buforem PBS, komoérki mononuklearne krwi obwodowej zostang z niej wyizolowane metoda wirowania
w gradiencie gestosci a nastepnie uzyte do oznaczenia ekspresji mRNA wybranych cytokin metoda
RealTime-PCR. Narzady ($ledziona, watroba) zostang zamrozone w celu wykonania oznaczen
biochemicznych. Probka krwi pobranej od zwierzecia poddana zostanie rowniez badaniu
hematologicznemu. Czeg$¢ doswiadczen, majacych na celu okreslenie molekularnego podtoza badanych

procesdw wykonana zostanie metodami in vitro z wykorzystaniem hodowli komorkowych.




