NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt Czy wiek organizmu wplywa na indukcje limfocytow T i B regulatorowych pod

wplywem witaminy D3 - badania wstgpne
2.Czas trwania projektu 0.1.11.2017-30.09.2018

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) limfocyty T i B regulatorowe, witamina D, kalcytriol,

starzenie si¢, uktad immunologiczny.
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, srodkdéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci 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.

Starzeniu si¢ organizmu towarzysza liczne zmiany funkcjonalne i fenotypowe w limfocytach T,
limfocytach B oraz monocytach/makrofagach; ponadto u 0s6b w podeszlym wieku odnotowuje si¢ zwigkszone
wystgpowanie chordb autoimmunologicznych, infekcyjnych i nowotworowych. Niedobor witaminy D jest
powszechnym zjawiskiem na catym $wiecie, ale bardziej powszechny i nasilony jest u oséb starszych. Pomimo
wielu badan wskazujacych na réznice w odpowiedzi immunologicznej wystepujace w starszym wieku, badania
doswiadczalne dotyczace aktywnosci biologicznej rdznych substancji z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych
wcigz prowadzone sg na zwierzetach miodych (np. myszach 6-8 tygodniowych). Na podstawie dostepnych
danych literaturowych oraz wlasnych wynikoéw badan, mozemy zaklada¢, ze witamina D wykazuje odmienny
efekt na komorki uktadu odpornosciowego i produkcje cytokin, w zaleznosci od wieku zwierzat.

Dysponujgc modelem doswiadczalnym, jakim sg myszy C57Bl/FoxP3-GFP wykazujace ekspresj¢ biatka
zielonej fluorescencji (GFP) pod kontrolg promotora genu Foxp3, chcieliby$my oceni¢ wplyw kalcytriolu na
limfocyty T i B regulatorowe u zdrowych, mtodych i starych myszy C57BI/FOxP3-GFP. Przy uzyciu cytometrii
przeptywowej analizowa¢ mozna u tych myszy intensywno$¢ fluorescencji GFP, ktora jest proporcjonalna do
poziomu transkrypcji Foxp3, umozliwiajac identyfikacje réznych populacji komorek Treg.



Wplyw witaminy D na limfocyty T regulatorowe (w modelach miodych zwierzat) jest dos¢ dobrze
poznany, natomiast analiza danych literaturowych w poszukiwaniu informacji o wpltywie witaminy D na
limfocyty Breg dostarczyta 1 publikacje z 2017 roku. Nie ma natomiast danych literaturowych dotyczacych
réznic w odpowiedzi immunologicznej mtodych i starych osobnikéw na traktowanie witaming D.

Zaplanowane badania pozwola odpowiedzie¢ na pytanie czy kalcytriol wplywa na réznicowanie sig¢
limfocytow B regulatorowych, a takze wyjasni¢ istnienie roznic we wptywie kalcytriolu na odpowiedz
immunologiczng w kierunku immunosupresji w zalezno$ci od wieku organizmu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

36 myszy C57BI/FoxP3-GFP; 30 myszy BALB/FoxP3-GFP

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:  EBSCO; _PUBMED; _ Google Scholar; __ ScienceDirect;  Web of Science
(JCR); Wykorzystatam stowa kluczowe: CALCITRIOL/VITAMIN D/REGULATORY T
CELLS/REGULATORY B CELLS/AGING/IMMUNOSUPRESSION/ELDERLY. Na podstawie przeszukania
istniejacej literatury, stwierdzam ze: Pomimo wielu badan wskazujacych na réznice w odpowiedzi
immunologicznej wystepujace w starszym wieku, wcigz badania do$wiadczalne dotyczace aktywnosci
biologicznej réznych substancji z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych prowadzone sg na zwierzgtach
miodych np. myszach 6-8 tygodniowych. Na podstawie dostgpnych danych literaturowych oraz wiasnych
wynikéw badan, mozemy zaklada¢, ze kalcytriol wykazuje odmienny wptyw na komorki uktadu
odpornosciowego i produkcje cytokin, w zaleznosci od wieku zwierzat. Prowadzi to m.in. do nasilenia
przerzutowania raka sutka u myszy mtodych i obnizenia liczby przerzutéw u myszy starych. Wptyw witaminy D
na limfocyty T regulatorowe (w modelach mtodych zwierzat) jest do$¢ dobrze poznany, natomiast analiza danych
literaturowych w poszukiwaniu informacji o wptywie witaminy D na limfocyty Breg dostarczyta 1 publikacje z
2017 roku (Xie Z, Chen J, Zheng C, et al. 1,25-dihydroxyvitamin D3 induced dendritic cells suppress experimental autoimmune encephalomyelitis by
increasing proportions of the regulatory lymphocytes and reducing Thl, Th17 cells. Immunology. July 2017:0—2.) Autorzy stwierdzili m.in., 7e
kalcytriol zwigksza proporcje regulatorowych komorek B w obwodowych narzadach limfatycznych, co powoduje
zahamowanie rozwoju eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych u
myszy mitodych. Nie ma natomiast danych literaturowych dotyczacych réznic w odpowiedzi immunologicznej
mtodych i starych osobnikéw na traktowanie witaming D.

Dysponujgc modelem doswiadczalnym, jakim sg myszy C57Bl/FoxP3-GFP wykazujace ekspresj¢ biatka
zielonej fluorescencji (GFP) pod kontrolg promotora genu Foxp3, chcielibySmy oceni¢ wplyw kalcytriolu na
limfocyty T i1 B regulatorowe u zdrowych, mtodych i starych myszy C57Bl/FoxP3-GFP. Przy uzyciu cytometrii
przeplywowej analizowa¢ mozna u tych myszy intensywno$¢ fluorescencji GFP, ktora jest proporcjonalna do
poziomu transkrypcji Foxp3, umozliwiajac identyfikacj¢ réznych populacji komoérek Treg. W innym przypadku,
analiza komorek Treg wymaga permeabilizacji komorek, co czgsto =zakloca ekspresje czasteczek
powierzchniowych.

Zaplanowane badania pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie czy kalcytriol wplywa na réznicowanie sig¢
limfocytow B regulatorowych, a takze wyja$ni¢ istnienie réznic we wplywie kalcytriolu na odpowiedz
immunologiczng w kierunku immunosupresji w zaleznosci od wieku organizmu. Poniewaz niedobor witaminy D

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




w wieku starszym jest powszechny, jednoczesnie wigzany jest z mozliwo$cig rozwoju wielu chordb, w tym
nowotworowych, uwazamy, ze uzyskane wyniki pozwola stworzy¢ podstawe do dalszych badan nad odpowiedzig
immunologiczna, rowniez w chorobie nowotworowej, w kontek$cie bezpieczenstwa suplementowania witaminy
D u osob starszych i w mtodym wieku, chorych na nowotwory. Zaplanowano pobranie i zabezpieczenie
wszystkich tkanek limfatycznych, krwi i tkanki tluszczowej, tak aby uzyska¢ mozliwie najszerszy obraz
odpowiedzi immunologicznej myszy. Jednocze$nie wykorzystanie modelu myszy transgenicznych pozwala
ograniczy¢ liczbg zwierzat w eksperymencie, gdyz dzigki fluorescencji komoérek Treg FoxP3 pozytywnych,
wieksza liczba analiz mozliwa jest do przeprowadzenia na 1 probce tkanki. Jednoczes$nie pracujemy nad
wyhodowaniem szczepu myszy BALB/c z genem GFP wprowadzonym pod promotorem genu FoxP3. Uzyskanie
takiego szczepu myszy umozliwi szersze badania odpowiedzi immunologicznej u myszy z chorobg
nowotworowa, poniewaz wigkszo$¢ stosowanych w badaniach mysich linii nowotworowych wywodzi si¢ ze
szczepu myszy BALB/c.



