NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Ocena profilu transkrypcyjnego i epigenetycznego makrofagow
wspierajacych rozwodj glejaka  wielopostaciowego w dwoéch modelach

eksperymentalnych

2.Czas trwania projektu: 5 lat
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) glejak ztosliwy, mikroglej/ makrofagi, epigenetyka
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A. badania podstawowe

. Badania podstawowe

. Badania translacyjne lub stosowane

. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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

mm oo 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

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 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 ztosliwe sa najczescie] wystepujacymi guzami mozgu, w przypadku ktorych nie ma skutecznej
terapii, a pacjenci przezywaja Srednio 15 miesigcy do momentu diagnozy. Obiecujacym celem
terapeutycznym sa komorki uktadu odpornosciowego infiltrujgce guz (mikroglej/makrofagi), ktore w
mikro-srodowisku glejaka tracg zdolno$¢ do wywotania stanu zapalnego i wspieraja rozwoj guza, zamiast
mu przeciwdziataé. Dotychczas w badaniach in vitro wykazaliSmy, ze traktowanie mikrogleju
czynnikami produkowanymi przez komorki glejaka trwale hamuje transkrypcje gendéw odpowiedzi
zapalnej, prowadzi do zmian epigenetycznych, w tym modyfikacji histonéw w obszarach regulatorowych

tych gendéw odpowiedzi zapalnej, co wskazuje na rol¢ modyfikacji histondéw w wyciszaniu odpowiedzi

uktadu odpornosciowego.




Histony stanowig biatkowy rdzen, wokot ktérego owinigte jest DNA, a ich modyfikacje reguluja
odczytywanie informacji genetycznej. Modyfikacje histonow powodujg rozluznianie, bgdz zacie$nianie
wigzania histon-DNA, co prowadzi do podwyzszenia, bagdz obnizenia ekspresji genow.

Celem projektu jest poznanie epigenetycznych mechanizmow regulujacych przeprogramowanie
mikrogleju/makrofagéw w mikrosrodowisku glejaka u myszy.

Sa to pionierskie badania, wykorzystujace nowoczesng metodologie sekwencjonowania DNA i
bioinformatyke. Badania nad mechanizmami epigenetycznymi, ktore reguluja ,,przejecie kontroli” nad
komoérkami uktadu odpornosciowego przez glejaka, pomoga nam zidentyfikowaé nowe cele terapeutyczne
tj. czynniki biorgce udziat w zahamowaniu naturalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej. W przysztosci,
nasze wyniki mogg przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych mozliwosci leczenia glejaka, polegajacych na re-
aktywacji komorek uktadu odpornosciowego moézgu za pomoca zdefiniowanych inhibitoréw
epigenetycznych..

W projekcie skupiamy si¢ na wezesnym stadium rozwoju nowotworu, wigc doswiadczenie zakonczy si¢
przed wystapieniem fizycznych objawdw choroby. Pozwoli to zminimalizowaé bdl i dystres zwierzat,
spowodowany rozwojem nowotworu. Nie mnigj jednak, w przypadku zaobserwowania fizycznych oznak

rozwoju guza, zaplanowano zastosowanie humanitarnego punktu koncowego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Projekt zaktada wykorzystanie 120 dorostych samcéw myszy C57BL/6J oraz 120 dorostych samcow
myszy NU/J.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych: PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect.

Wykorzystano nastgpujace stowa kluczowe: glioma; microglia/macrophages; polarization; histone
modification; ChIP-seq, RNA-seq

Na podstawie nagromadzonej literatury, stwierdzono, ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze metodologia ChlP-seq zostata

juz zastosowana do badan epigenetycznych nad mikroglejem pozyskiwanym z modelu mysiego, jednak

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




byty to badania dotyczace roli mechanizméw epigenetycznych w rozwoju mikrogleju i nie dotyczyly
one procesu nowotworzenia. Pojawito si¢ doniesienie o zmianach w obszarach otwartej chromatyny w
mikrogleju pozyskanym z mysiego modelu glejaka, co wskazuje na prawdopodobne zmiany w
modyfikacjach histonéw tych komorek, jako ze modyfikacje histonow biorg udziat w regulacji
otwartosci chromatyny.

B.  Brak jest danych dotyczacych zmian w modyfikacjach histonéw w mikrogleju infiltrujacym
guza oraz ich roli w nabywaniu przez mikroglej immunosupresyjnego fenotypu, wspierajacego proces
nowotworzenia.

Uzyskanie danych z opisywanego projektu pozwoli na:

A.  Poszerzenie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w zakresie mechanizmow
molekularnych aktywacji komorek wspierajgcych rozwoj guzow mozgu.

B.  Zastosowanie uzyskanej wiedzy w dalszych badaniach nad kluczowymi czynnikami
epigenetycznymi regulujagcymi aktywacje mikrogleju w mikrosrodowisku guza, co moze pozwoli¢ na

zidentyfikowanie nowych celi terapeutycznych.

Zasada zastapienia:

W badaniach in vitro wykazaliSmy, ze traktowanie mikrogleju czynnikami pochodzenia
nowotworowego powoduje zmiany na poziomie modyfikacji histonow w obszarach genéw odpowiedzi
zapalnej. Tym samym przeprowadzilismy badania wstgpne, wykorzystujac modele nie-zwierzece. Ze
wzgledu na zlozono$¢ badanego procesu, a w szczegolnosci na wystepowanie Scistej interakcji pomiedzy
komorkami glejaka, a mikroglejem 1 innymi typami komorek uktadu odpornosciowego, badania z
wykorzystaniem zwierzat kregowych z prawidlowo dzialajacym ukladem odpornosciowym s3

niezbedne do osiggnigcia celu doswiadczenia.

Zasada Ograniczenia:

W celu ograniczenia liczby zwierzat, przeprowadziliSmy optymalizacje¢ procedury ChIP-seq na
komorkach z hodowli, co pozwolilo nam 10-krotnie zmniejszy¢ ilo$¢ materialu wejsciowego w
poréwnaniu do klasycznego protokotu. Dodatkowo, sekwencjonowanie nowej generacji pozwala na
pozyskanie informacji w skali catego genomu, a nie tylko wybiorczych genéw, co pozwala zwigkszy¢
ilo$¢ danych uzyskanych w przeliczeniu na jedno zwierze oraz ograniczy¢ ilo§¢ powtorzen, a co za tym

1dzie zmniejszy¢ liczbe zwierzat, na dany punkt statystyczny.




Zasada Udoskonalenia:

Zastosowane procedury moga powodowac¢ umiarkowany stopien bolu i dystresu. Stan zwierzat jest
monitorowany poprzez sprawdzanie masy ciala, stanu sier$ci, aktywno$ci ruchowej oraz oznak boélu 1
dystresu. Po implantacji zwierzeta wykazuja oznaki bolu (mruzenie oczu, stroszenie siersci, zmniejszona
aktywnos$¢) do kilku godzin po operacji, po tym czasie oznaki tego typu nie wystepuja az do momentu
zakonczenia procedury. Zwierzeta zostang usmiercone przed pojawieniem si¢ fizycznych objawow
rozwijajacego si¢ guza. Przyjete zostang nastepujace kryteria zastosowania humanitarnego punktu
koncowego: spadek masy ciata >20%, oznaki bolu 1 dystresu (zmniejszenie aktywno$ci ruchowej,

stroszenie siersci, mruzenie oczu) .

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

X NIE

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




