NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: : Ocena roli modyfikacji epigenetycznych w aktywacji proinwazyjnego fenotypu
mikrogleju w mysim modelu glejaka

2.Czas trwania projektu: 02.01.2017- 31.12.2018
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): nowotwor mozgu, glejak, mikroglej, epigenetyka

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A
A. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku

. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m O O W

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Glejaki sg najczgsciej wystepujacymi nowotworami mozgu, a 70% przypadkow stanowi zto§liwa forma glejak
wielopostaciowy, z ktorym pacjenci przezywaja srednio 15 miesiecy od momentu diagnozy.

Glejaki wykazujg silng infiltracje (do 30% masy guza) komorek uktadu odpornosciowego, szczegdlnie mikrogleju
bedacego pierwszg linig obrony mézgu. Jednakze mikroglej w mikrosrodowisku guza nie wykazuje wlasciwos$ci
przeciwnowotworowych, a zostaje przeksztalcony w komoérki immunosupresyjne i wspierajace inwazje
nowotworu. Dotychczas wykazaliSmy, ze zmianom fenotypowym mikrogleju towarzysza zmiany w
modyfikacjach epigenetycznych, zwlaszcza modyfikacje histonow. Histony tworza biatkowy rdzen, wokot
ktorego nawinigte jest DNA, a ich modyfikacje graja zasadnicza role w regulacji ekspresji gendow. Wiadomo, ze
modyfikacje histondw uczestnicza w prozapalnej aktywacji mikrogleju, ale brak danych na temat ich roli w
aktywacji indukowanej przez glejaka.

Celem badania jest analiza modyfikacji histonéow w mikrogleju infiltrujacym glejaki, co pozwoli na doktadniejsze
poznanie procesow regulujgcych powstawanie fenotypu mikrogleju wspierajacego nowotworzenie. Procedury
wykorzystane w projekcie polegaja na indukcji glejaka w mozgu myszy poprzez wszczepienie linii komorkowej
glejaka mysiego. Uzyskany dzigki temu material, zostanie wykorzystany do analizy globalnych zmian w
modyfikacji histondw przy zastosowaniu nowoczesnej technologii ChIP-seq, ktoéra pozwoli na uzyskanie
maksymalnej ilosci danych. Procedury zostaly opracowane w taki sposob, aby ograniczy¢ bol i dyskomfort
zwierzat do minimum podczas procedury iniekcji komorek jak rowniez podczas procedury usmiercania. Zwierzeta
nie beda odczuwac¢ zmian spowodowanych przez nowotwor, poniewaz do$wiadczenie zakonczy si¢ przed
wystgpieniem fizycznych objawow choroby.

Uzytkownik: Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, Polska Akademia Nauk
Tytut wniosku: Ocena roli modyfikacji epigenetycznych w aktywacji proinwazyjnego fenotypu mikrogleju w mysim modelu glejaka




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

|Pr0jekt zaktada wykorzystanie 48 samcoéw mysich, szczep C57BL/6.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA*

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagcg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym w
bazach danych: PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect.

Wykorzystano nastepujace stowa kluczowe: glioma; microglia/macrophages; polarization; histone

modification; chromatin immunoprecipitation
Na podstawie nagromadzonej literatury, stwierdzano, ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze istnieja dane uzyskane na komorkach
hodowanych in vitro, wykazujace roznice modyfikacji histonow w linii komoérkowej uniesmiertelnionego
mikrogleju BV2 oraz makrofagach obwodowych po stymulacji prozapalnej, nie ma danych na temat
modyfikacji histonow w trakcie zaleznej od glejaka aktywacji mikrogleju.

B. Brak jest danych dotyczacych roli modyfikacji histonéw w aktywacji mikrogleju zwigzanej z progresja
glejaka i generalnie z procesem nowotworzenia.

Uzyskanie danych z opisywanego projektu pozwoli na:

A.Poszerzenie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w zakresie mechanizméw molekularnych

aktywacji komorek wspierajacych rozwoj guzow mozgu

B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy w dalszych badaniach nad kluczowymi czynnikami epigenetycznymi

regulujacymi aktywacje mikrogleju w mikrosrodowisku guza, co moze wskaza¢ nowe, potencjalne cele

terapeutyczne.

Zasada zastapienia

Ze wzgledu na zlozono$¢ badanego procesu, a w szczegélnosci wystepowanie Scistej interakcji pomigdzy
komorkami glejaka, a mikroglejem i innymi typami komodrek mikrosrodowiska powstajacego guza, badania z
wykorzystaniem zwierzat kregowych z prawidtowo dziatajacym uktadem odporno$ciowym sa niezbedne do
osiggnigcia celu do$wiadczenia. W zwiazku z tym, niemozliwym jest zastgpienie modeli zwierzgcych innym
materiatem.

Zasada redukcji Liczba zwierzat przewidzianych w tym projekcie zostata zredukowana do minimum
niezbednego do uzyskania znamiennosci statystycznej, co zostalo poparte odpowiednig analizg statystyczng.
Dodatkowo, dzigki zastosowaniu metody ChIP-seq, zmiany modyfikacji histonow zostang ocenione w skali
calego genomu, zamiast wybiorczego badania pojedynczych genow, a w zwigzku z tym uzyskana zostanie
maksymalna ilo$¢ informacji. Zasada udoskonalenia Zaplanowane procedury i czynno$ci w tym projekcie byty
juz wezesniej wykorzystywane w Laboratorium Biologii Molekularnej, co pozwolito na ich optymalizacje i
ograniczenie zwierzat do niezbednego minimum koniecznego do uzyskania rzetelnych wynikow. Zwierzeta
zostang us$miercone przed pojawieniem si¢ fizycznych objawdéw rozwijajacego si¢ guza, co zminimalizuje
odczuwany bdl i dystres. W trakcie trwania projektu zwierzeta bedg pod stata opiekg eksperymentatora i
weterynarza.

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



