NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ocena wplywu obnizenia poziomu cyrkularnych RNA na zahamowanie wzrostu i

rozwoju glejaka wielopostaciowego
2.Czas trwania projektu: 1.10.2019-30.09.2024

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): koliste RNA, glejak wielopostaciowy, progresja i rozwdj

nowotworu.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia 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 produktow leczniczych, $srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

H.Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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.

Glejaki wielopostaciowe (glioblastoma multiforme, GBM) sa nie tylko najczestszymi, ale rowniez najbardziej
zto$liwymi nowotworami Centralnego Uktadu Nerwowego (CUN). Srednia zycia pacjentéw wynosi od 12 do 14
miesiecy od momentu rozpoznania. Ostatnio pojawity si¢ doniesienia o istnieniu kolistych RNA (circRNA) -
klasie czasteczek RNA o niezdefiniowanej dotychczas roli w rozwoju i progresji guzow mozgu, ktére moglyby
by¢ zardwno markerami, jak i celami terapeutycznymi w leczeniu glejaka.

Celem do$wiadczenia jest ocena wplywu obnizenia poziomu wybranych circRNA: hsa-circGBM1 oraz hsa-
circGBM2 na zahamowanie wzrostu i rozwoju guza moézgu. Stanowi ono kontynuacj¢ naszych wczesniejszych
badan z wykorzystaniem materiatu biologicznego pochodzacego od pacjentdw ze zdiagnozowanym glejakiem
wielopostaciowym, gdzie obserwujemy znaczaco wyzszy poziom wspomnianych wyzej circRNA. Badanie
funkcji wskazuje na potencjalny udziat tych dwoch czasteczek (hsa-circGBML1 oraz hsa-circGBM2) w procesach
kluczowych dla rozwoju nowotworu,) w dostgpnych komercyjnie liniach komérkowych glejaka, jak rowniez tych
pochodzacych bezposrednio z tkanki pacjentow cierpiacych na glejaka.

W celu ograniczenia funkcji potencjalnie patogennych circRNA w komorkach nowotworowych zamierzamy
obnizy¢ ich poziom w liniach komérkowych (w modelu in vitro), a nastepnie oceni¢ wptyw takiego dziatania na




tworzenie i rozw0j guza w modelu zwierzgcym (in vivo).

Doswiadczenie rozpocznie si¢ od oswajania zwierzgcia z eksperymentatorem, nastgpnie myszom zostang
wszczepione podskornie komorki nowotworowe z ,,prawidtowym dla nowotworu” poziomem patogennych hsa-
circGBM1 oraz hsa-circGBM2. Grupom badanym zostang wszczepione komorki nowotworowe z obnizonym
poziomem tych czasteczek RNA. Nastgpnie, za pomoca suwmiarki, beda mierzone rozmiary guzdéw
uformowanych przez wszczepione komorki nowotworowe. Doswiadczenie zakonczy si¢ eutanazja zwierzat i
pobraniem materiatu (tj. guzéw nowotworowych oraz wybranych narzadéw) do dalszych analiz.

Efektem pozadanym i oczekiwanym zaplanowanego doswiadczenia bgdzie zahamowanie wzrostu nowotworu, a
w zwigzku z tym - redukcja masy i wielkosci guza w stosunku do grupy kontrolnej. Badania przedstawione we
wniosku maja charakter pilotazowy, jednak uzyskanie pozytywnych wynikow moze przyczyni¢ si¢ do
zaproponowania nowych markeréw diagnostycznych, jak rowniez strategii terapeutycznych glejaka
wielopostaciowego. Do$wiadczenie dostarczy cennych informacji nawet w przypadku zaobserwowania braku
wyraznych efektow obnizenia poziomu circRNA, poniewaz wskaze kierunki i mozliwos$ci projektowania nowych
podejs¢ eksperymentalnych.

Przewidywanymi szkodami u zwierzat wlaczonych do do$wiadczenia jest dyskomfort podczas wykonywanych
czynno$ci (wszczepienie komorek nowotworowych czy pomiar guza za pomoca suwmiarki). Czynnosci te nie
naruszg jednak w sposob istotny dobrostanu zwierzat. Szkoda dla zwierzat jest rowniez ich eutanazja ($Smierc)
majaca miejsce na koncu do§wiadczenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa Mus musculus, stado niekrewniacze SCID Crl:SHO-Prkdcs®“Hr", wiek 4 tygodnie — samce, 60

osobnikow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!?

Zasada zastapienia Pomimo, ze przy uzyciu metod in vitro mozliwe jest badanie funkcji potencjalnych
biomarkeréw czy czasteczek terapeutycznych na poziomie molekularnym, to analiza wzajemnych odziatywan i
zalezno$ci pomiedzy dziesigtkami typow komorek prawidlowych wchodzacych w sklad zywego organizmu a
komoérkami nowotworowymi mozliwa jest obecnie ciagle tylko w modelu zwierzecym. Fakt ten znajduje
potwierdzenie w przypadku wigkszosci nowotwordw, ale szczegélnie wazny jest dla badania glejaka
wielopostaciowego- nowotworu o niezwyklej heterogennosci histologicznej i molekularnej. Ponadto mysi model
ludzkich ksenograftow umozliwia obserwacjg¢ rozwoju ludzkiego guza nowotworowego w organizmie myszy z
uwzglednieniem wszystkich aspektow wplywu calego organizmu na tworzenie guza nowotworowego. Sa one
ciagle niemozliwe do odtworzenia w warunkach hodowli komérkowych lub innych znanych obecnie modelach
badawczych. W progresji nowotworu znaczaca rol¢ odgrywa tzw. mikro$rodowisko: komoérki zrgbu oraz inne
jego elementy, takie jak np. naczynia krwiono$ne. Procesy rozwoju nowotworu regulowane sa przez
wieloetapowe i kompleksowe mechanizmy zwigzane z oddziatywaniami mi¢dzy komoérkami nowotworowymi a
zdrowymi tkankami organizmu. Stosowane przez nas standardowe adherentne linie komérkowe sa modelami
dwuwymiarowymi, ktore nie odzwierciedlaja ani mikrosrodowiska tkanki ani, ze wzgledu na jednorodny typ
komorek- oddziatywan pomiedzy komorkami roznego typu. Wprowadzone przez nas w ostatnim czasie
trojwymiarowe modele kultur komoérkowych (3D) wykazuja wigksze podobienistwo do tkanek pod wzgledem
ekspresji genéw, oddzialywan migdzykomoérkowych oraz dystrybucji sygnatow i metabolitow, jednak i w tym
modelu nie jesteSmy w stanie uwzgledni¢ np. roli naczyn krwionosnych w rozwoju guza nowotworowego.

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




Zasadnym jest wigc zastosowanie ich w modelu in vivo, aby odtworzy¢ warunki towarzyszace rozwojowi guza w
organizmie.

Zasada ograniczenia

Doswiadczenie bedzie obejmowato 60 osobnikow, szes¢ grup po 10 osobnikow, co stanowi minimalng liczbe
zwierzat w grupie potrzebng do prawidtowej oceny statystycznej otrzymanych wynikow, bioragc pod uwage
$rednig i odchylenie standardowe prob. Liczebnos$¢ grup uwzglednia specyfike eksperymentu i mozliwo$¢ réznej
odpowiedzi osobniczej na wszczepione komorki guza. Jak wskazuja dane - wyniki eksperymentéow z podobna
liczebnoscia osobnikow w grupie pozwolity kontynuowa¢ pozniej badania na etapie klinicznym.

Zastosowanie nieinwazyjnych metod pomiaréw rozmiaru guzow (za pomoca suwmiarki) to kolejny czynnik,
ktory pozwala na znaczne zredukowanie liczby zwierzat w eksperymencie

Zasada udoskonalenia

W proponowanych badaniach zamierza si¢ wykorzysta¢ gatunek Mysz domowa, Mus Musculus; stado
niekrewniacze SCID Crl:SHO-Prkdc™“Hr™, ktére charakteryzuje si¢ brakiem sieréci. Wykorzystanie tego modelu
eksperymentalnego pozwala na latwe przeprowadzenie czynnosci tj.: podskorne wszczepienie myszom komoérek
nowotworowych. Wprowadzana jest niewielka ilo§¢ komorek, co nie powoduje bolu ani zbyt duzego dystresu
zwierzat — nie roézni si¢ znaczaco od standardowej iniekcji podskornej. Ponadto wszczepienie komorek guza pod
skore utatwi pomiar jego wzrostu, a takze umozliwi monitorowanie jego wzrostu bez konieczno$ci usmiercania
zwierzat. W celu sprawdzenia wptywu danego czynnika na rozwdj guzoéw przeprowadza si¢ zazwyczaj eutanazj¢
badanych grup zwierzat w okreslonych punktach czasowych — dotyczy to np. guzoéw rozwijajacych si¢ wewnatrz
organizmu. W eksperymencie zaproponowanym przez wnioskodawce jest to zastgpione wielokrotnym
nieinwazyjnym pomiarem, wymagajacym jedynie chwilowego unieruchomienia i wykonaniu analizy rozmiaru
guzow rozwijajacych si¢ u myszy, ktore- po zakonczonym badaniu- sa ponownie wiaczane do trwajacego
doswiadczenia. Dystres zwigzany jest wigc z chwilowym unieruchomieniem zwierzgcia oraz przylozeniem
suwmiarki do guza. Waznym aspektem jest czas przeprowadzenia procedur. Jest on ograniczony na tyle, ze u
zwierzat nie rozwijaja si¢ nastgpstwa choroby nowotworowej - bol, zmiana behawioru, znaczacy dyskomfort.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?
[l TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE “«

2 Wypetnia wiaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczeri na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.
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