NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,,Wplyw inhibitorow PRMT na proces przerzutowania migsaka prazkowano

komoérkowego™.
2.Czas trwania projektu: 5 lat
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow):rhabdomyosarcoma, PRMT, PRMT inhibitors, SAH, AMI-1

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 sadowej

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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Migsak prazkowanokomoérkowy (Rhabdomyosarcoma, RMS) jest jednym z najczescie] wystepujacych
nowotworow ztos§liwych tkanek migkkich wieku dziecigcego. Do tej pory opisano wiele mechanizméw
odpowiedzialnych za proces powstawania nowotworu, jednym z nich sg nieprawidtowo$ci we wzorach
metylacji. Metylacja DNA uznawana jest za najtrwalszag modyfikacje epigenetyczna, ktora odgrywa
kluczowa role w regulacji ekspresji genéw oraz réznicowaniu komorek. Grupa enzyméw PRMT (ang.
Protein ArginineMethyltransferases) reguluje aktywacj¢/inaktywacje ekspresji genéw. Nieprawidlowe
stezeniec PRMT moze przyczyni¢ si¢ do powstania wielu standw patologicznych, w tym chorob
nowotworowych. Mimo licznych publikacji dotyczacych blokowania aktywnosci PRMT w komorkach
nowotworowych do chwili obecnejnie zostal dokladnie zbadany jego wpltyw na biologi¢ migsaka
prazkowanokomorkowego.Celem naukowym niniejszego doswiadczenia bedzie blizsze poznanie
roliblokowania aktywnosci PRMT w procesie nowotworzenia i ekspansjitegonowotworu.Dzigki
zastosowaniu w modelu mysim komercyjnie dostepnychinhibitorowPRMT: AMI-1 oraz SAH(zgodnie z
procedurq 1 czynnos¢ 4 i procedurqg 2 czynnos¢ 4),oceniony zostanie wplywzablokowaniaaktywnos$ci




PRMT na wzrost guza.Planowane badania nalezg do badan podstawowych, zaliczane sg do kategorii
dotkliwych. Procedury zostang wykonane z wykorzystaniem 30 osobnikoéw ptci meskiej myszy SCID-
Beige. Zwierzgta zostang podzielone na 3 grupy: I — myszy leczone AMI-1, 1l — myszy leczone SAH, Il
— grupa kontrolna. W miejscu wszczepienia komoérek nowotworowych moze pojawié si¢ obrzek i
wysieki, ponadto mogg pojawi¢ si¢ trudnosci lokomotoryczne oraz trudnosci w oddawaniu moczu i
kalu. Wierzymy, ze wuzyskane wyniki poszerza istniejaca wiedze dotyczaca przerzutowania
nowotworowego jak rowniez pozwolg na opracowanie nowych strategii terapeutycznych.

Przewidywane szkody w trakcie prowadzenia do§wiadczenia moga wigzac¢ si¢ z bolem oraz dystresem
zwierzat. Bol 1 dystres badanych zwierzat bedzie ograniczony poprzez podanie S$rodkow
przeciwbolowych (Butorfanol w dawce 1-2 mg/km m.c.). Wszystkie czynno$ci w poszczegdlnych
procedurach zostaly zaplanowane z jak najmniejszg inwazyjnoscig oraz przedstawiony zostat
szczegotowy opis zasad: zastgpienia, ograniczenia, udoskonalenia, ktore w najwickszej doktadnosci
eliminuja prawdopodobienstwo wystapienia szkod.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy SCID-Beige (CB17/lcr-Prkdc®'®/IcrCrl): 30 osobnikow (samce)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: PubMed, Web of Science, EBSCO. Do tego celu wykorzystalem stowa
kluczowe: rhabdomyosarcoma, metastasis, PRMT, PRMT inhibitors, AMI-lI, SAH. W trakcie

przygotowania doswiadczenia zastosowano si¢ do zasad 3R (Replacement, Reduction, Refinement).

Replacement (zastapienie/zastepowanie):

Pierwsza faza doswiadczenia przeprowadzona zostata w warunkach in vitro, na ustalonych ludzkich
liniach komorkowych migsaka prazkowanokomoérkowego Rh30 i1 RD. Jednak uzyskane wyniki
wymagaja dalszego potwierdzenia na poziomie catego organizmu. Stad tez konieczno$¢ zastosowania
odpowiedniego modelu zwierzecego. Na podstawie przeszukiwania istniejacej literatury, stwierdzitem,

ze niniejszy projekt badawczy najlepiej bedzie wykona¢ na myszach SCID-Beige. Myszy SCID-Beige

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




sa koizogeniczna linia szczepu C.B-17 (CB17/lcr-Prkdc®C'®/IcrCrl), wykorzystywana przede wszystkim
w badaniach zwigzanych z nowotworzeniem. Charakteryzujg si¢ wrodzonym defektem odpornosci. Ich
wykorzystanie w moim projekcie umozliwi pomyslne przeszczepienie ludzkich komorek migsaka
prazkowanokomoérkowego bez konieczno$ci narazania zwierzat innego szczepu np.. BALB/c na
dodatkowe naswietlanie promieniami gamma w dawce 350cGy. Aby dodatkowo zminimalizowaé
wspotczynnik zmiennosci do doswiadczenia zostang wykorzystane zwierzeta w tym samym wieku, tej

samej pici 1 zblizonej masie ciata.

Reduction (zmniejszenie/ograniczenie:

Do okreslenia liczebnosci proby wykorzystatem narzedzie multimedialne ze strony: www.biomath.info.
pozwalajace  wyliczy¢  niezbgdng, najmniejsza liczbg  osobnikdw  przy  najwigkszym
prawdopodobienstwie uzyskania wiarygodnych wynikéw. Uzycie mniejszej liczby zwierzat mogtyby

spowodowac niepowodzenie calego doswiadczenia i konieczno$é jego powtorzenia.

Refinement (udoskonalenie):

Przez caly okres trwania eksperymentu prowadzony begdzie zeszyt, w ktorym zapisywane beda
obserwacje wygladu i zachowan zwierzat. W przypadku stwierdzenia nietypowego zachowania,
podejrzenia odczuwania bolu, cierpienia lub dystresu po konsultacji z lekarzem weterynarii
niezwlocznie zastosowane zostang odpowiednie $rodki farmakologiczne: Butorfanol (1-2mg/kg m.c).
Jezeli rozrost nowotworowy uniemozliwi funkcjonowanie czynnosci fizjologicznych takich jak
oddawanie kalu 1 moczu badz poruszanie si¢ zwierzecia o wlasnych sitach, do$wiadczenie zostanie
przerwane, a zwierzeta w zostang usmiercone sposob humanitarny. Podczas catego eksperymentu
zwierzetom zapewniony bedzie najlepszy standard zycia. Zwierzgta bedg mialy zapewniony staty dostep
do urozmaicen wzbogacajacych srodowisko bytowe t.j drewniane klocki do $cierania z¢gbow i tunele z
celulozy. Opieke nad nimi beda sprawowac wylacznie osoby do tego celu specjalnie przeszkolone,
posiadajagce odpowiednie certyfikaty. Zwierzeta przed wykonaniem kazdej procedury, zostang poddane
handlingowi. Aby wykluczy¢ dodatkowy stres u zwierzat liczba personelu zostanie ograniczona do

niezb¢dnego minimum.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
0 NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.



