NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt Ocena wplywu badanych zwigzkow na uklad immunologiczny i wzrost czerniaka
B16F10 u myszy

2.Czas trwania projektu 1.08.2016 — 1.09.2017

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) czerniak, immunoterapia, biatka: BTLA, HVEM

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A. Badania podstawowe
5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Czerniak jest to nowotwor ztosliwy wystepujacy najczesciej w skorze, ktorego wspodtczynnik
zachorowalno$ci w ostatnich latach wykazuje sktonnos¢ do cigglego wzrostu.

Zgloszony przez nas projekt zakwalifikowaé nalezy to badan podstawowych a ich celem jest
sprawdzenie czy zaprojektowane i zsyntetyzowane przez nas zwigzki stymulujg uktad odpornosciowy
do walki z komorkami czerniaka poprzez aktywacje cytotoksycznych limfocytow T. Na powierzchni
limfocytow T znajduje si¢ biatko BTLA, ktore w wyniku tworzenia kompleksu z innym biatkiem
HVEM, znajdujagcym si¢ na powierzchni komorek czerniaka, hamuje odpowiedZz immunologiczng.
Nasze zwigzki majg za zadanie hamowac¢ tworzenie kompleksu biatek BTLA-HVEM. Przeprowadzone
metodami chemicznymi i biochemicznymi badania wskazuja, Zze zsyntezowane przez nas peptydy
oddzialuja z biatkiem BTLA w warunkach in vitro, nie wiadomo jednak czy zadzialaja one w
warunkach in vivo, co chcielibysmy sprawdzi¢ na modelu myszy z indukowanym czerniakiem. Zwigzki,
antygen nrl oraz antygen nr2, blokujac potaczenie pomigdzy BTLA i HVEM, powinny aktywowac
limfocyty T do walki z komorkami czerniaka.

Zaprojektowane przez nas zwigzki oparte sg o strukture biatka HVEM, dlatego chcieliby$my sprawdzi¢
rébwniez czy w organizmach myszy zostang wyprodukowane przeciwciata, ktore beda wigzaty sie z
biatkiem HVEM znajdujacym si¢ na komorkach nowotworowych, jednocze$nie blokujac potaczenie
HVEM-BTLA. Hipoteza ta zostanie sprawdzona na myszach z grup 1,2,4,5,6 w ktorych osoczu szukali
bedziemy przeciwcial anty-HVEM. Jest to druga $ciezka, ktora moze zosta¢ wykorzystana w terapii
leczenia czerniaka wpisujaca si¢ w nurt poszukiwan nowych mozliwo$ci immunoterapii tego
nowotworu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU



W doswiadczeniach wykorzystanych zostanie 60 myszy szczepu C57BL/6. W kazdej grupie
znajdowalo si¢ bedzie 10 myszy, gdyz taka liczba osobnikow powinna odda¢ prawdziwos¢ procesu
masowego a nie pojedynczego przypadku, co stanowi prawidlowos$¢ statystyczng.

e Grupa 1 - 10 myszom zostang podane komoérki nowotworowe czerniaka w 1. dniu
doswiadczenia. Tego samego dnia zwierzeta te otrzymaja antygen nr 1. Po 3., po 6., po 9. i po
12. dniach od podania komorek nowotworowych odbedzie si¢ kolejne podanie antygenu nr 1. Po
21 dniach zwierzgta poddane zostang calkowitemu skrwawieniu i zbadana zostanie masa
pobranego guza.

e Grupa 2 - 10 myszom zostang podane komorki nowotworowe czerniaka w 1. dniu
doswiadczenia. Tego samego dnia zwierzgta te otrzymajg antygen nr 2. Po 3., po 6., po 9. i po
12. dniach od podania komoérek nowotworowych odbedzie si¢ ponowne podanie antygenu nr 2.
Po 21 dniach zwierzeta poddane zostang catkowitemu skrwawieniu i zbadana zostanie masa
pobranego guza.

e Grupa 3 - 10 zwierzat — grupa kontrolna, ktérym zostang podane jedynie komodrki nowotworowe
czerniaka w 1. dniu do$wiadczenia. Podobnie jak w grupie 1 i 2 zwierzeta poddane zostang
catkowitemu skrwawieniu i zbadana zostanie masa guza.

e Grupa 4 - 10 myszy poddanych zostanie immunizacji antygenem nr 1 w 1. i w 9. dniu
doswiadczenia. Po 21 dniach zwierz¢ta poddane zostang catkowitemu skrwawieniu w celu
sprawdzenia czy wyprodukowaly one przeciwciata.

e Grupa 5 - 10 myszy poddanych zostanie immunizacji antygenem nr 2 w 1. i w 9. dniu
do$wiadczenia. Po 21 dniach zwierzgta poddane zostang catkowitemu skrwawieniu w celu
sprawdzenia czy wyprodukowaly one przeciwciata.

e Grupa 6 - 10 myszy — grupa kontrolna, ktérej nie zostanie podany antygen ani komorki
nowotworowe czerniaka. Zwierzeta te poddane zostang skrwawieniu w celu sprawdzenia
obecnosci przeciwciat wystepujacych u zdrowych 1 u immunizowanych antygenem 1 1 2 zwierzat
(grupa4ib).

Antygen nr 1 i 2 — fragmenty biatka HVEM, otrzymane na drodze chemicznej syntezy na
automatycznym syntezatorze peptydow i oczyszczone przy wykorzystaniu chromatografii cieczowej na
fazach odwroconych. Przewidywana czysto$¢ uzyskanego na drodze chemicznej peptydu wynosita
bedzie 100%.



7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Ograniczenie: W badaniach oszacowano liczbe zwierzat w taki sposob aby zredukowa¢ maksymalnie
ich 1lo$¢ do wymaganego statystycznie minimum w kazdej procedurze. Liczba dziesigciu myszy na
kazda grupe stanowi minimalng ilos¢ myszy do osiagnigcia zaktadanego celu. Potwierdzeniem takiego
zalozenia jest stosowana w badaniach toksycznosci Metoda Litchfielda-Wilcoxona, ktéra zostala
przyjeta z pewnymi modyfikacjami przez OECD jako procedura 401. Procedura ta wymaga stosowania
co najmniej 10 gryzoni dla kazdego poziomu dawkowania jednej substancji. Przyjmujac w naszych
badaniach jako minimum jeden poziom dawkowania w kazdej grupic to test ten wymaga uzycia
przynajmniej 10 zwierzat w kazdej grupie. Takze 10 zwierzat w grupie kontrolne;.

Dodatkowo, uzycie myszy w grupie 1 i 2 pozwoli na uzyskanie informacji nie tylko dotyczacych
wielko$ci powstatego guza a takze na temat powstajacych przeciwcial anty-HVEM, co spowoduje
ograniczenie stosowania dodatkowych dwoch grup myszy. W pracach stosowane bedg nowoczesne i
sprawdzone metody badawcze. Praca begdzie przebiegata ze sprawdzonym i dobrze przeszkolonym
personelem pracujagcym ze zwierze¢tami.

Zastapienie: Do badan zostaly wybrane myszy, gdyz s3 to zwierzgta o najnizszym mozliwym poziomie
rozwoju posiadajace uklad immunologiczny oraz ktérym jednoczesnie mozna przeszczepi¢ komorki
czerniaka.

Brak jest informacji na temat istniejacej wiedzy w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
dostepnych bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA; ScienceDirect; Web of
Science (JCR). Podczas poszukiwan w ww. bazach wykorzystane zostaty stowa kluczowe: czerniak,
immunizacja myszy, komorki nowotworowe, antygeny, biatka BTLA 1 HVEM, inhibitory, stymulatory.
Brak jest danych dotyczacych dziatania wybranych przez nas antygendéw na uktad immunologiczny
zwierzat.

Dane, uzyskane z przeprowadzonych na myszach doswiadczeniach pozwolg na oceng wpltywu
wybranych antygen6éw na uklad immunologiczny myszy zdrowych oraz z indukowanym czerniakiem.
Moze si¢ to przyczyni¢ do znalezienia zwigzkéw stymulujacych limfocyty T do walki z komorkami
nowotworowymi lub do znalezienie szczepionki przeciwko czerniakowi. Badania nasze stanowiag ostatni
etap testowania zwigzkéw. Dotychczas zostaly przeprowadzone alternatywne metody badan in silico
oraz in vitro w zakresie oddzialywania biatka BTLA z biatkiem HVEM (testy powinowactwa, testy
ELISA, testy kalorymetryczne). Do badania hamowania oddziatywan biatek BTLA i HVEM niezbgdne
jest wykorzystanie zywych zwierzat, posiadajacych uklad immunologiczny oraz mozliwos¢
jednoczesnego podania komorek nowotworowych czerniaka. Brak jest alternatywnych mozliwoS$ci
badan odpowiedzi ukladu immunologicznego na obecnos¢ komorek czerniaka po podaniu
antygenow.

Udoskonalenie: W badaniach zastosowane zostang zwierzeta, ktore prowadzg bezstresowe zycie 1 beda
oswojone. Myszy beda zyly w bardzo dobrych warunkach zgodnych z wymogami. Beda miaty

zapewniony dostep do pozywienia i1 picia. W badaniach wykorzystane bgda procedury i czynnosci o

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



najmniejszej dotkliwosci dla zwierzat. Celem ztagodzenia cierpienia zwierzat po pobraniu krwi
zastosowana be¢dzie metoda u§miercenia myszy poprzez przerwanie im rdzenia kregowego.



