NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Regulacja dostepnos$ci chromatyny w niedotlenionym mikrosrodowisku glejaka.”
2.Czas trwania projektu 3 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) glejak wielopostaciowy, chromatyna, hipoksja, mikroglej,

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

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.

Niedotlenienie (hipoksja) jest bardzo czesta przyczyng agresywnos$ci glejaka wielopostaciowego.
Obecnie nie ma skutecznej terapii przeciwko temu guzowi moézgu i pacjenci przezywajg Srednio 15
miesigcy od momentu diagnozy. Wczesniejsze prace z naszego laboratorium pokazaly, iz komorki
uktadu odpornosciowego takie jak mikroglej, znaczaco wspieraja rozwoj glejaka poprzez wyciszanie
stanu zapalnego w guzie. Moze si¢ to dzia¢ na wskutek zmian epigenetycznych, czyli modyfikacji DNA
1 zwigzanych z nim bialek (razem znanych jako chromatyna), zar6wno w mikrogleju jak 1 w komorkach
nowotworowych. Modyfikacje epigenetyczne chromatyny powodujg jej rozluznianie, badz zacie$nianie,
co prowadzi do okreslonych zmian w regionach chromatyny, a co za tym idzie, nast¢gpuje aktywacja
gendw jedynie Z niezacie$snionych regionow DNA. Ostatnie prace pokazaty, ze hipoksja ma silny wptyw

na zmiany w dostepno$ci chromatyny. Jednakze, nie jest to jasne jaka jest rola hipoksji w ksztattowaniu




oddziatywania pomi¢dzy komodrkami glejaka 1 mikrogleju ze wzgledu na zmiany chromatyny w tych
komorkach. W naszym projekcie zbadamy dostepno$¢ chromatyny w komoérkach nowotworowych oraz
komorkach uktadu odpornosciowego w glejaku wielopostaciowym narazonych na stres hipoksji przy
uzyciu pionierskiej metody Pi-ATAC (Protein-indexed Assay of Transposase Accessible Chromatin

with sequencing).

W projekcie skupiamy si¢ na poéznym Stadium rozwoju nowotworu, aby odzwierciedli¢ charakterystyke
glejaka ludzkiego z obecng nekroza i hipoksjg. Duze guzy mogg wywolta¢ szkode u zwierzat w postaci
fizycznych objawow np. spadku wagi (zaobserwowanych we wczesniejszym doswiadczeniu W naszym
laboratorium przy niektorych 28-dniowych guzach). Planujemy zakonczy¢ doswiadczenie przed
mozliwym wystgpieniem objawdw fizycznych (25-dniowe guzy), aby zminimalizowac¢ bdl i dystres
zwierzat. W przypadku ewentualnego zaobserwowania fizycznych oznak rozwoju guza, zastosujemy

humanitarny punkt koncowy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Projekt zaktada wykorzystanie 56 myszy C57BL/6J w wieku 12-16 tygodni.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

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

badawczym, w bazach danych: PUBMED oraz Google Scholar.
Wykorzystatam stowa kluczowe:

Hypoxia, cancer, glioma, glioblastoma, ATAC-seq, Pi-ATAC, chromatin accessibility, microglia,

microenvironment

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




Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: hipoksja jest kluczowym
czynnikiem stymulujacymi wzrost glejakéw oraz, jak pokazano dla innych rodzajach guzéw, ma wptyw

na wlasciwosci 1 dostgpnos¢ chromatyny.

B. Brak jest danych dotyczacych: dostgpnosci chromatyny w mikrogleju i makrofagach
wystepujacych w niedotlenionych obszarach guza moézgu oraz jak wlasciwosci chromatyny zmieniane
pod wptywem hipoksji w komoérkach nowotworowych i mikrogleju/makrofagach mézgu mogg wptynaé

na funkcje tych komorek i ich oddziatywanie podczas rozwoju glejaka.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w Kkierunku: poznania nowych
mechanizmoéw kluczowych dla rozwoju i progresji glejaka, w tym roli hipoksji w regulowaniu

dostepnosci chromatyny w poszczegdlnych komorkach w mikrosrodowisku glejaka.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: przygotowaniu rzetelnej publikacji naukowej,
szukaniu nowych markeréw §wiadczacych o oddzialywaniu nowotwor-mikroglej pod wpltywem hipoksji
oraz dazeniu do nowych hipoksja-zaleznych rozwigzan terapeutycznych w walce z immunosupresyjnym

mikrosrodowiskiem glejaka.
Zasada zastapienia

W badaniach in vitro na komorkach glejaka zaréwno my jak i inni wykazali$my, ze hipoksja zmienia
wlasciwos$ci histonow, a co za tym idzie, dostgpno$¢ chromatyny. Tym samym przeprowadziliSmy
badania wstepne, wykorzystujac modele nie-zwierzgce. Nie mniej jednak, ze wzgledu na zlozonos¢
badanego procesu, a w szczegdlnosci na wystepowanie $cistej interakcji pomiedzy komorkami glejaka, a
mikroglejem i innymi typami komorek mikrosrodowiska rozwijajacego si¢ guza, badania z
wykorzystaniem zwierzat kregowych z prawidtowo dzialajacym uktadem odpornosciowym sa
niezbedne do osiggniecia celu doswiadczenia. Wybrany przez nas syngeneiczny model doswiadczalny
glejaka mysiego jest powszechnie wykorzystywany do badan nad rozwojem glejakow i ich
mikrosrodowiskiem. Ze wzgledu na zlozono$¢ badanego procesu, a w szczegdlno$ci wystgpowanie
Scistej interakcji pomiedzy komodrkami glejaka a innymi typami komodrek mikrosrodowiska

powstajacego guza w warunkach hipoksji, badania z wykorzystaniem zwierzat kr¢gowych sg niezbedne




do osiagniecia celu do§wiadczenia, tj. stworzenia warunkow naturalnych dla rozwoju guza i okreslenia

roli hipoksji w oddzialywaniu pomiedzy mikroglejem i glejakiem.
Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja wykorzystanie najmniejszej mozliwej liczby zwierzat w
poszczegblnych grupach pozwalajacych na rzetelne przeprowadzenie planowanych doswiadczen i
osiggniecia celow projektu. Przewidziana liczba zwierzat jest niezbedna do przeprowadzenia

prawidlowej analizy statystycznej otrzymanych wynikow.
Zasada udoskonalenia

Wszystkie procedury opisane we wniosku zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum stres
oraz dyskomfort zwierzat uzytych w do$wiadczeniu. Przez caty okres trwania eksperymentu codziennie
bedzie kontrolowany stan zdrowia zwierzat oraz ich masa ciata, w celu wykrycia wszelkich oznak
dystresu lub cierpienia. W przypadku wystgpienia takich objawoéw (spadek masy ciata, zaburzenia
poruszania si¢, atypowe zachowanie, nie przyjmowanie pokarmu) zwierz¢ bedzie wyeliminowane z

dalszych czynnosci oraz bedzie poddanie humanitarnemu u$mierceniu.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaéciwe pole.




