NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt: Zbadanie wptywu zahamowania aktywacji limfocytow T regulatorowych na dziatanie

immunoterapii przewlektej biataczki limfocytowe;j
2.Czas trwania projektu: 3 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) CLL, TCL1, Tregs, przewlekta biataczka limfocytowa, PD-
L1, IDO

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 produktow leczniczych, srodkoéw 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.

W rozwoju przewlekltej biataczki limfocytowej (PBL), poza komérkami nowotworowymi, wazng role
odgrywaja komorki tworzace tzw. mikrosrodowisko. Komoérki mikrosrodowiska dostarczajg czynniki
wzrostu oraz hamujg przeciwnowotworowe dzialanie ukladu odpornosciowego. Planowane
doswiadczenia skupiajg si¢ wokot komorek odpowiedzialnych za hamowanie przeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej: limfocytow regulatorowych (Tregs). W badaniach wykorzystane zostang
komorki  biataczkowe TCL1. Komorki TCL1 wstrzykiwane myszom, namnazajg si¢ prowadzac do
rozwoju choroby. Wraz z rozwojem biataczki, gtdéwnie w $ledzionie, ksztaltuje si¢ mikrosrodowisko 0O
cechach zblizonych do tych, ktore obserwowane sg u ludzi chorych na PBL. Celem projektu jest

zbadanie znaczenia Tregs w rozwoju biataczki oraz ich wptywu na dziatanie stosowanych terapii. U




myszy rozwinie si¢ biataczka oraz bedg przeprowadzane wielokrotne zastrzyki substancji o
potencjalnym dziataniu leczniczym. Na koniec doswiadczen zwierzeta bedg uSmiercane. Zbadanie roli
Tregs w przebiegu PBL moze mie¢ znaczenie dla lepszego zrozumienia rozwoju i przebiegu PBL, co
przyszto$ci moze przyczynic¢ si¢ do opracowania bardziej skutecznych terapii tej choroby. Cho¢ PBL
jest chorobg przewlekty, cz¢s$¢ pacjentdéw rozwija oporng na leczenie agresywng posta¢. Wazne jest wiec

poszukiwanie nowych sposobow leczenia PBL.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa: 558

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych:
_X_PUBMED; x__ScienceDirect; _x_Web of Science (JCR); __
Wykorzystatam stowa kluczowe:

przewlekta biataczka limfocytowa, limfocyty regulatorowe, TCL1, PD-L1, IDO

Na podstawie dostepnej literatury mozna powiedzie¢, ze model TCL1 jest jednym z najlepiej
odwzorowujacych rozwd) przewlektej biataczki limfocytowej (PBL) u ludzi. Cho¢ w wielu
nowotworach litych rola limfocytow regulatorowych (Tregs) zostata juz zbadana, to w wypadku PBL
wcigz nie jest jasne w jaki sposob Tregs wplywaja na progresj¢ choroby i1 na zahamowanie
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej. Wiadomo jednak, ze wzrost odsetka Tregs u
chorych jest negatywnym czynnikiem prognostycznym. Stad niezwykle wazne jest poznanie
mechanizmoéw zwigzanych z Tregs, odpowiedzialnych za tworzenie mikro$rodowiska biataczki w
modelu TCL1 i wykorzystanie tej wiedzy w immunoterapii PBL. W projekcie tym nie jest mozliwe
wykorzystanie modeli in vitro, gdyz badane sa zloZzone interakcje miedzy roéznymi populacjami
komorek, w tym komorek uktadu odpornosciowego. Ponadto komorki TCL1, podobnie jak komorki

biataczkowe izolowane od chorych na PBL, jak réwniez limfocyty regulatorowe, nie moga by¢

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




hodowane w warunkach in vitro, gdyz juz po 24 godzinach w znacznym stopniu ulegajg apoptozie.
2. Redukcja liczby wykorzystanych zwierzat

W oparciu o literatur¢ naukowa oraz wieloletnie do§wiadczenie eksperymentatorow, zastosowano

obliczenia statystyczne, umozliwiajace wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat.
3. Udoskonalenie

Zastosowany w badaniach model przeszczepiania komorek biataczkowych, izolowanych z myszy Ep-
TCLI1 jest na te chwile najlepiej obrazujacym mikrosrodowisko PBL. Na podstawie doswiadczen
eksperymentatoréw, zdobytych w instytutach specjalizujacych si¢ w badaniu przebiegu PBL z
wykorzystaniem modelu TCLI1 oraz zgodnie z dostepng literaturg wyznaczono maksymalny odsetek:
80% komorek biataczkowych we krwi (wsrdod wszystkich biatych krwinek) jako wskazanie do
usmiercenia zwierzat. U zwierzat, u ktorych odsetek komorek biataczkowych jest mniejszy niz 80% nie
zaobserwowano zmian (utrata masy, zaprzestanie spozywania pokarmu, zmierzwienie siersci, apati¢),
ktére wskazywatyby na silniejsze niz umiarkowane pogorszenie dobrostanu zwierzat. Ponadto, uwaza
si¢, ze dopiero powyzej 50% komorek biataczkowych we krwi mozna uzna¢ chorobe PBL za rozwinigta.
Zwierzeta beda utrzymywane w warunkach zapewniajacych optymalng temperature, wilgotno$¢
powietrza oraz dostep do pokarmu. Zastosowane W procedurach 1,2,3 i 4 zwigzki chemiczne uzyte beda
w dawkach, ktore wedtug literatury nie wykazuja dziatania toksycznego. Podanie toksyny myszom
transgenicznym DEREG umozliwi selektywne 1 bardzo wydajne usunigcie Tregs, co stanowi
szczegOlnie wazne narzedzie w badaniach nad rolg tych komorek. Ponadto, wszystkie zwierzeta beda
monitorowane przynajmniej dwa razy w tygodniu, tak, aby nie dopusci¢ do zbyt intensywnego rozwoju
choroby. Analiza krwi za pomoca cytometrii przeptywowej, umozliwi iloSciowa ocen¢ zaawansowania
choroby. Na podstawie doswiadczenia w pracy z modelem PBL punkt, w ktérym odsetek komorek
biataczkowych osiggnie 80% leukocytow krwi, uznano za graniczny, powyzej ktorego dobrostan
zwierzat mogltby ulec pogorszeniu. Stad tez 80% komorek TCL1 we krwi bedzie stanowit o zakonczeniu
doswiadczenia 1 u$mierceniu zwierzat. Dane uzyskane w projekcie przyczynig si¢ do rozwinigcia
istniejacej wiedzy dotyczacej biologii nowotwordw, zwlaszcza przewleklej biataczki limfocytowe;.
Zgodnie z wiedzg eksperymentatorow zaplanowane badania maja charakter nowatorski, a w literaturze

nie sg dostepne wyniki z zaplanowanych do$wiadczen.




