NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu ,Rola peptydu DAL-PEG-DK5 w zapobieganiu sepsy wywolanej
endotoksynq bakteryjng (LPS)”

2. Czas trwania projektu 1,5 roku
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5) sepsa, LPS, DAL-PEG-DKS5, model mysi
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.

Lipopolisacharyd (LPS) jest silnym induktorem zapalenia, ktéry stymuluje uktad odpornosciowy do produkcji
cytokin prozapalnych, proteaz, eikozanoidow oraz reaktywnych form tlenu i azotu. Nadmierne pobudzenie reakcji
zapalnej moze prowadzi¢ do sepsy, czyli tzw. szoku endotoksynowego. Sepsa charakteryzuje si¢ goraczka,
zaburzeniem pracy serca, ostrg niewydolnosciag oddechows, dysfunkcja wielu organéw, a czesto konczy si¢
$miercig. Istnieje dobrze poznany i szeroko stosowany model sepsy otrzewnowej u zwierzat uczulonych D-
galaktozaming. Model ten zaktada uwrazliwienie zwierzat na toksyczne dzialanie endotoksyny poprzez podanie
i.p. D-galaktozaminy (2-amino-2-deoxy-D-galaktozy). Opisywany model zwierzecy jest idealny do testowania
zwigzkow znoszacych dziatanie LPS, bowiem umozliwia zredukowanie stezenia podawanego i.p. LPS nawet o 3
rzedy wielkos$ci, a tym samym umozliwia obnizenie dawki stosowanych zwiagzkow blokujacych dziatanie LPS.

Badany peptyd jest koniugatem peptydu o dzialaniu antybakteryjnym (DKS5) z peptydem wplywajacym na
regeneracje¢ tkanek (DAL). Badania in vitro dowiodty, ze peptyd ma bardzo silne dziatanie antyzapalne zwigzane
z blokowaniem indukcji sygnatu przez receptor TLR4 i CD14. Do badan wykorzystamy zwierzeta C57BL/6.
Eksperyment podzielono na trzy czesci: (1) ,,Model oceny wptywu peptydu DAL-PEG-DKS5 przez dootrzewnowe




jego podanie” (2) ,,Model neutralizacji LPS przez peptyd DAL-PEG-DKS5 u myszy uczulonych D-galaktozaming
— ocena zywotnosci zwierzat” (3) ,,Model neutralizacji LPS przez peptyd DAL-PEG-DK5 u myszy uczulonych D-
galaktozaming — monitoring parametréw stanu zapalnego”. W pierwszym przypadku sprawdzimy wptyw peptydu
na stan zdrowia zwierzat. Procedura 2 ma na celu oceng wptywu DAL-PEG-DKS5 na rozwdj stanu septycznego
wywolanego podaniem LPS wraz z D-galaktozaming. W trzeciej cze$ci eksperymentu zostanie przeprowadzone
badanie, pozwalajace na oceng antyzapalnego wptywu peptydu w stosowanym modelu sepsy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy C57BL/6

108 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Replacement / Zastapenie

Przygotowujac opisane wczesniej procedury, sprawdzono istniejacg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych, m.in. EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA; ScienceDirect; Web of
Science (JCR) wykorzystujac stowa kluczowe: D-galactosamine — sensitized mouse model / the lethal efect of
LPS/ D-galactosamine lethality model / prevetion of endotoxin-induced sepsis / endotoxin DAL-PEG-DKS5 /
sepsis DAL-PEG-DKS5.

Niniejszy model jest jednym z mozliwych modeli in vivo stosowanych w badaniu sepsy. Inne modele bazuja na
iniekcji bakterii E. coli badZz na operacyjnej perforacji jelita zwierzat celem uwolnienia jego zawarto$ci do
otrzewnej. Ze wzgledu na fakt posiadania bogatej wiedzy na temat mechanizmu dzialania badanego peptydu
(dane wlasne nie publikowane), ktéry opiera si¢ na neutralizacji LPS uwazamy, ze zaproponowany model jako
najwlasciwszy. Dzigki jego zastosowaniu ocenimy jednoznacznie terapeutyczng rol¢ badanego peptydu DAL-
PEG-DKG5.

Reduction / Zmniejszenie

Wszystkie myszy wykorzystane w tym projekcie pochodzi¢ beda z chowu wsobnego, ktory w znaczacy sposob
zmniejsza ryzyko réznic osobniczych w eksperymencie. We wniosku w grupach doswiadczalnych w kazdej
procedurze uwzgledniono 36 sztuk zwierzat (po 6 sztuk na grupe) ze wzgledu na che¢ wykonania doswiadczenia
dwukrotnie.

Refinement / Ztagodzenie
Myszy bedg utrzymywane po 5 osobnikow w klatkach w pelni wyposazonych w jedzenie i wodg — staly dostep do

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




wody i1 paszy. Wszystkie zwierzgta beda mialy zapewniona przestrzen zyciowa o wystarczajacym poziomie
zroéznicowania. Dodatkowo, odpowiednie warunki bytowania zwierzat beda zapewnione dzigki odpowiednio
przeszkolonemu personelowi zwierzgtarni. Poniewaz planowana procedura zaliczana jest do kategorii dotkliwych,
stad planujemy staty (co godzing w ciggu pierwszych 12 godzin od iniekcji) monitoring stanu zwierzat przez
doswiadczony personel. W razie wystgpienia objawow skrajnego wyczerpania, zwierzeta zostang poddane
natychmiastowej anestezji, jak opisano wczesniej (procedura 1, czynnos¢ 3).




