NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Opracowanie syngenicznego modelu raka nerki z modyfikacja PTEN
metoda CRISPR/Cas9

2.Czas trwania projektu: 24 miesigce

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) rak nerki, PTEN, guz nowotworowy, odpowiedz

immunologiczna, angiogeneza
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisaé odpowiednig kategorie z ponizszych) 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 produktow leczniczych, srodkow 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 ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetenciji

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.

Nowotworzenie jest skomplikowanym i1 wieloetapowym procesem, w ktorym w komorce gromadzg si¢
mutacje prowadzace do jej niekontrolowanego wzrostu. Najczesciej pojawiaja si¢ w genach
protoonkogenéw lub supresorow nowotworu. Jednym z nich jest PTEN, supresor, ktorego uszkodzenie
skutkuje ciaglta aktywacja PI3K, jednego z gléwnych regulatorow komédrkowych odpowiedzialnego m.
in. za metabolizm, proliferacje, apoptoze 1 migracje komorek. Mutacja PTEN w komorkach
nowotworowych promuje ich przezywanie i wzrost, a guzy takie charakteryzuja si¢ szybszym tempem
wzrostu, wigksza zdolno$cia do przerzutowania oraz gorszym rokowaniem. Wykazano takze, Ze

uszkodzenie PTEN hamuje reakcje obronne uktadu odporno$ciowego przez co obniza si¢ skutecznos¢




immunoterapii. W takich guza nast¢puje tez intensywna, ale wadliwa angiogeneza- zjawisko formowania
naczyn krwiono$nych. Jednocze$nie, eksperymentalne przywrocenie funkcjonalnego PTEN w komorkach
raka spowalnia wzrost guza, przywraca odpowiedz obronng organizmu i powoduje tagodniejszy przebieg
choroby. Dlatego gen ten oraz regulowane przez niego $ciezki sygnalizacyjne stanowig potencjalny cel
terapeutyczny; szczegélnie w guzach litych wywolujacych immunosupresje¢ lub opornych na
immunoterapi¢. Jednym z nich moze by¢ rak nerki (Renal Cell Carcinoma, RCC); nowotwor
charakteryzujacy si¢ silnym unaczynieniem i hamowaniem aktywno$ci uktadu odpornosciowego.
Obecnie wprowadzane jest do praktyki klinicznej leczenie tego nowotworu za pomocg immunoterapii-
majgcej przywraca¢ obronng aktywno$¢ uktadu odporno$ciowego chorego. Jednak nawet w ponad 30%
przypadkow raka nerki, aktywnos¢ PTEN jest zaburzona, co moze znaczaco ograniczy¢ skuteczno$¢
immunoterapii. Celem projektu jest okreslenie jak brak funkcjonalnego PTEN wplywa na przebieg raka
nerki- w tym odpowiedZ immunologiczng i unaczynienie guza, co moze wskaza¢ nowe cele dla terapii

tego nowotworu lub strategie zwigkszania skutecznos$ci aktualnie stosowanych lekow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy szczepu BALB/c (84 osobniki)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

W celu ograniczenia liczby wykorzystywanych zwierzat, poczatkowe etapy realizacji projektu beda
wykonywane w modelu in vitro. Z wykorzystaniem linii z dzikim lub zmutowanym genem pten wykonane
zostang testy $wiadczace 0 agresywno$ci nowotworu oraz zostanie pordwnana ekspresja genow tych 2
linii komorkowych. Pozwoli to wstepnie oceni¢ wptyw wytaczenia PTEN na charakterystyke komorek
nowotworowych. Jednak catkowite zastgpienie modelu zwierzecego nie jest mozliwe; aby okresli¢ wplyw
inaktywacji PTEN na formowanie mikrosrodowiska nowotworu, przebieg odpowiedzi immunologicznej
1 angiogenezy, niezbedne jest przeprowadzenie badan w zywym organizmie. Wybrany model raka nerki

jest powszechnie stosowany w badaniach podstawowych; przebieg choroby po implantacji komorek

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




rakowych jest dobrze poznany. Pozwala to na ograniczenie trwania do$wiadczenia (4 tygodnie), a
rozwijajacy si¢ guz nie prowadzi do znaczgcego pogorszenia dobrostanu zwierzat (osigga do 1 cm
wielkosci, nie obserwuje si¢ spadku wagi zwierzat powyzej 20%). Komoérki nowotworowe sg podawane
podskoérnie, co nie wymaga obcigzajacych zwierze zabiegdw (np. wszczepianie komoérek bezposrednio do
nerek), ale pozwala na badania wszystkich zjawisk zachodzacych w czasie rozwoju choroby

nowotworowe;j.

Wybrany do badan model jest zatem odpowiedni dla otrzymania warto$ciowych wynikow, a takze dobrze
opisany, dlatego istnieje niewielkie ryzyko wystapienia w czasie do§wiadczen cierpienia u zwierzat.
Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na doktadne scharakteryzowanie roli genu PTEN
w rozwoju raka nerki. Z czasem, moze to przyczynic¢ si¢ do wprowadzenia nowych strategii leczenia raka

takze u ludzi.




