NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Proteom makrofagéw po ekspozycji na bakterie P. aeruginosa i S. aureus

wyizolowane od pacjentow z mukowiscydoza

2.Czas trwania projektu 7 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) mukowiscydoza, biofilm, proteom, makrofag, pamigc

immunologiczna
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 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.

Mukowiscydoza jest chorobg, w ktorej obecnos$¢ tworzacych biofilm mikroorganizmow przyczynia si¢
do niekontrolowanej zapalnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego — w konsekwencji komorki takie jak
neutrofile 1 makrofagi powoduja wyniszczenie tkanek. Istnieja dowody na to, ze wspoOlistniejace
zakazenia r6znymi gatunkami drobnoustrojow koreluja z cigzka postacia choroby, ale nieznane sa
mechanizmy, za pomoca ktérych spolecznosci mikroorganizméw wpltywaja na profil bialkowy i
wydzielniczy komorek uktadu immunologicznego. Niniejszy projekt pozwoli na poszerzenie stanu
wiedzy w tym zakresie 1 odpowiedz na pytania: jak Srodowisko biofilmu wptywa na fenotyp

makrofagdéw oraz czy hiperzapalny profil sekrecji tych komorek moze zosta¢ skorygowany? Ostatnie




zagadnienie opiera si¢ na stosunkowo niedawno odkrytemu zjawisko pamigci odpornosci wrodzonej —
komorki takie jak makrofagi moga zosta¢ ,,wytrenowane”, aby lepiej radzi¢ sobie z zakazeniami.
Proponowane badania pozwola na sprawdzenie, ktore czynniki ulegaja zwickszonej ekspresji pod
wplywem okreslonych komponentéw biofilmu oraz skorelowanie ich z typowymi profilami sekrecji M1
i M2.

Do przeprowadzenia badan niezbedne jest wykorzystanie modelu zwierzgcego opartego o
dootrzewnowe podanie roztworu tioglikolanu — jest to standardowa i dobrze opisana procedura o
umiarkowanej dotkliwos$ci pozwalajaca na uzyskanie z wysoka wydajnoscig duzej ilosci komorek
uktadu odpornosciowego o duzej plastycznosci. Komoérki zostang nastepnie poddane dziataniu zabitych
komorek bakterii 1 grzybow wyizolowanych od chorych na mukowiscydoze, sktadnikami $cian
komorkowych tych mikroorganizméw albo mieszankami powyzszych komponentéw. Oceniany bedzie:
1) poziom wybranych czasteczek sygnatowych (cytokin) 2) poziom biatek wewnatrzkomoérkowych —

poprzez analiz¢ proteomiczng.

Realizacja powyzszych zadan przyczyni si¢ do poszerzenia stanu wiedzy na temat wptywu mikrobiomu
na uktad odporno$ciowy w mukowiscydozie oraz moze przyczynié si¢ do opracowania nowych strategii

terapeutycznych z wykorzystaniem treningu makrofagow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa — 74 sztuki

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, przeprowadzono analize danych literaturowych w zakresie objetym
wnioskiem badawczym. Istnieja powigzania pomigdzy cigzkoscia choroby w przypadku
mukowiscydozy, a wystgpowaniem produkujacych biofilm szczepow, zwlaszcza z gatunku
Pseudomonas aeruginosa. Powigzano takze wystgpowanie mieszanych biofilmow z gorsza prognoza u

chorych na mukowiscydozg, przeprowadzono takze eksperymenty pokazujace rdéznice w transkryptomie

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




komorek uktadu odpornosciowego pod wplywem niektérych mieszanych biofilméw. Brak jednak w
literaturze danych na temat zmian proteomu i sekretomu makrofagéw w zaleznosci od dziatania
pojedynczych komponentoéw mikrobiologicznych oraz ich kombinacji. Proponowany projekt pozwoli na
uzupetnienie stanu wiedzy w tym zakresie i moze w konsekwencji przyczyni¢ si¢ do opracowania w

przysztosci nowych strategii terapeutycznych opartych na treningu makrofagow.
Zasada zastgpienia:

Nie jest mozliwe zastosowanie alternatywnych modeli in vitro do zbadania fenotypu makrofagow.
Plastyczno$¢ fenotypowa linii makrofagowych jest ograniczona, a uzycie modelu zwierzecego jest
niezbedne do odpowiedzi na zadane pytania badawcze. Konieczne jest uzycie zwierzat o ukladzie
odporno$ciowym zblizonym do ludzkiego, mysz domowa spetnia za$ to kryterium. Wykorzystanie
modelu z dootrzewnowym podaniem tioglikolanu opiera si¢ na procedurze o mozliwie niskiej
dotkliwo$ci pozwalajacej uzyska¢ komorki uktadu odpornosciowego, ktore mozna poddawac nastepnie

treningowi w warunkach in vitro.
Zasada ograniczenia:

W  projekcie zaplanowano wykorzystanie mozliwie najmniejszej liczby zwierzat. Liczba grup
eksperymentalnych, liczba zwierzat na do$wiadczenie oraz liczba powtorzen zostala ograniczona do
minimum niezbednego do uzyskania wiarygodnych wynikow 1 zostala oparta zarowno na podstawie

wczesniejszych doswiadczen jak 1 na podstawie analizy danych literaturowych.

Zasada udoskonalenia:

Zwierzetom zostang zapewnione odpowiednie warunki bytowe, karmione beda odpowiednimi
certyfikowanymi paszami bytowymi, a ich srodowisko bytowe bedzie wzbogacone. Dobrostan zwierzat
bedzie monitorowany przez opiekuna i eksperymentatora, a stan zdrowia kontrolowany przez lekarza
weterynarii. Wybrane modele badawcze cechuja si¢ umiarkowana dotkliwo$cia, a dyskomfort i stres
zwierzat bedzie ograniczany do minimum poprzez zastosowanie lekkiej narkozy przed dootrzewnowym
podaniem roztworu tioglikolanu. Wszystkie procedury przeprowadzane beda przez odpowiednio
wykwalifikowany personel o odpowiedniej wiedzy i doswiadczeniu w pracy ze zwierzetami

laboratoryjnymi.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.



