NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Mechanizm epigenetycznej inaktywacji supresora nowotworéw - receptora SIGIRR
2.Czas trwania projektu: 3 lata
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): rak jelita grubego, SIGIRR, model AOM/DSS, xenograft

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ 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 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.

Rak jelita grubego nalezy do najczesciej diagnozowancyh nowotworéw ztosliwych przewodu pokarmowego. W
Europie rocznie diagnozuje sie 450.000 nowych zachorowan, w tym 12.000 w Polsce. Rozwdj raka jelita grubego
jest ztozonym wieloetapowym procesem, dlatego wazne jest szczegdtowe poznanie mechanizmu jego
powstawania, przebiegu i przerzutowania. Najnowsze badania wskazujg, ze inaktywacja gendéw supresorowych
(hamujacych procesy wzrostu i réoznicowania sie komorek) jest kluczowg zmiang, ktéra zachodzi na drodze do
powstania nowotworu jelita grubego. Rodzina receptoréw TLR/IL-1R (ang. Toll-like receptors and IL-1 receptor)
jest czescig wrodzonego uktadu odpornosci i petni wazng role w rozpoznawaniu patogendéw oraz wywotywaniu
reakcji zapalnej. Z drugiej strony nadmierna, niekontrolowana i nieprawidtowo ukierunkowana odpowiedz
immunologiczna wigze sie z rozwojem wielu chordb zapalnych i nowotworowych - dlatego wazne jest poznanie
mechanizmow jej regulacji. Przyktadem negatywnego regulatora odpowiedzi immunologicznej jest receptor
SIGIRR (ang. single immunoglobulin IL-1 receptor related molecule), ktéry dziata jako negatywny regulator
przekazu sygnatu od receptoréw TLR/IL-1R oraz jak supresor nowotworéw w mysim modelu raka jelita grubego.
Nasze najnowsze odkrycia dodatkowo pokazaty, ze biatko SIGIRR ulega inaktywacji w przebiegu raka jelita
grubego, poprzez zwiekszong ekspresje nowej izoformy biatka SIGIRR - SIGIRR®®, Krétsza forma SIGIRR*®
blokuje dziatanie receptora SIGIRR, co prowadzi do nasilonego przekazu sygnatu od receptoréw TLR/IL-1R,
czego efektem jest z kolei zwiekszona liczba guzéw w jelicie grubym.

Opierajgc sie na powyzszych wynikach wysuwam hipoteze, iz podczas rozwoju raka jelita grubego, biatko
SIGIRR ulega inaktywacji poprzez oddziatywanie z krotsza formg SIGIRR“®®, ktéra dodatkowo moze mieé
charakter onkogenny, promujgcy rozwdéj nowotworu. Celem mojego projektu jest zbadanie mechanizmu regulacji




ekspresji_izoformy SIGIRR"®®

SIGIRR™".

Wyniki uzyskane w proponowanym projekcie mogg mie¢ wazne znaczenie w poznaniu jednego z mechanizmow
nowotworzenia. Dodatkowo, moje dotychczasowe wyniki wskazujg rowniez na korelacja pomiedzy ekspresjg
biatka SIGIRR**® a zaawansowaniem i nasileniem choroby nowotworowej. Uzyskane rezultaty mogg mie¢ zatem
wazne kliniczne implikacje zwigzane z wykorzystaniem receptora SIGIRR jako biomarkera w diagnostyce,
prognozowaniu i przewidywaniu skutecznosci terapii przeciwnowotworowe;j.

W moich badaniach wykorzystam nastepujgce zwierzece modele badawcze: myszy transgeniczne (SIGIRRWT [
SIGIRR**®) w mysim modelu raka jelita grubego AOM/DSS (procedura nr 1) oraz mysi model xenograft (ocena
roli mikrosrodowiska w rozwoju nowotworu, zbadanie wplywu krétszej formy SIGIRRA®® i jego mutantéw na tempo
wzrostu i metabolizm nowotworu) (procedura nr 2).

oraz zbadanie mechanizmu promowania rozwoju nowotworu przez forme

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Catkowita liczba wnioskowanych zwierzat (myszy) wynosi: 873.

Gatunek Wiek/stagium Liczba
rozwoju

SIGIRR WT 8-12 tygodni 9
SIGIRR KO 8-12 tygodni 9
SIGIRR Tg" ! 8-12 tygodni 9
SIGIRR Tg Eerabe! 8-12 tygodni 9
SIGIRR TgFaee! 8-12 tygodni 9
SIGIRR WT/SIGIRR Tg"/ ™' 8-12 tygodni 93
SIGIRR WT/SIGIRR Tg E8Fao! 8-12 tygodni 93
SIGIRR WT/SIGIRR Tg°"™ " 8-12 tygodni 93
SIGIRR KO/SIGIRR Tg" ! 8-12 tygodni 93
SIGIRR KO/SIGIRR TgF8"abr! 8-12 tygodni 93
SIGIRR KO/SIGIRR Tg" ! 8-12 tygodni 93
NOD/SCID (NOD.CB17-Prkdc*¥/J) | 8-12 tygodni 270

Catkowita liczba wnioskowanych zwierzat| 873




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujgc projekt badawczy, sprawdzitam/sprawdzitem istniejgcg wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych:
__EBSCO; XPUBMED; XGoogle Scholar; _ AGRICOLA; __ScienceDirect; _Web of Science (JCR);

Wykorzystatam/em stowa kluczowe:
SIGIRR"*®/ AOM/DSS/ colorectal cancer
SIGIRR*®¥/ xenograft

Na podstawie przeszukania istnie@cej literatury, stwierdzam ze: nie istnieje literatura opisujgca role nowe;j
izoformy biatka SIGIRR - SIGIRR**® zaréwno w mysim modelu raka jelita grubego (model AOM/DSS) jak i w
modelu xenogfrat.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: proponowane badania majg nowatorski
charakter.

B. Brak jest danych dotyczacych: odnosnie roli nowej izoformy biatka SIGIRR - SIGIRR
modelu raka jelita grubego (model AOM/DSS) jak i w modelu xenogfrat.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: poznaniu jednego z mechanizméw nowotworzenia w
przypadku raka jelita grubego.

AE8 Zzarowno w mysim

A/ Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze istniejgcej wiedzy w kierunku poznania mechanizmoéw nowotworzenia.
B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajgce na wykorzystaniu receptora SIGIRR jako biomarkera w
diagnostyce, prognozowaniu i przewidywaniu skutecznosci terapii przeciwnowotworowe;j.

ZASTAPIENIE

Celem projektu jest zbadanie wptywu nowej izoformy biatka SIGIRR - SIGIRR na proces powstawania i
przebieg raka jelita grubego. Tak postawionie pytanie wymaga catego organizmu i wszystkich elementéw
zwigzanych z procesem nowotworzenia (np. rézne rodzaje zaangazowanych komoérek: epitelium czy komorki
uktadu odporno$ciowego). W naszych badaniach przeprowadzimy procedury okreslajace wptyw biatka SIGIRR"®®
na mikrosrodowisko i biologie guza w raku jelita grubego. W tym celu zmutowane z uzyciem techniki CRISPR,
komorki HT-29 zostang wszczepione podskornie myszom (model xenograft). Guzy zostang zbadane technikg
Western Blot (aktywacja NFkB i mTOR) i technikami immunohistochemicznymi (proliferacja komaérek i apoptoza).
Dodatkowo rola krotszej formy receptora SIGIRR*® zostanie zbadana z wykorzystaniem myszy transgenicznych
(SIGIRR"" i SIGIRR""®) w mysim modelu raka AOM/DSS.

AE8

OGRANICZENIE

W metodach doswiadczalnych zostang wykorzystane grupy zwierzat z odpowiednig liczebnoscia wymagang do
analizy testéw statystycznych, ktéra zostata ograniczona do poziomu niezbednego do osiggniecia wynikéw
istotnych statytycznie.

UDOSKONALENIE

Zarowno w przypadku modelu xenograft jak i mysim modelu AOM/DSS, zaplanowane procedury wykonywane na
zwierzetach wigzg sie jedynie z krotkotrwatym, umiarkowanym odzczuwaniem bélu, a objawy nie sg procesem
dtugotrwatym i stopniowo zanikajg. W naszych badaniach nie wystepuje trwate uszkodzenie organizmu zwierzat,
a badania prowadzimy najdtuzej do 60 dnia. Zwierzeta wykorzystywane w doswiadczeniach bedg utrzymywane w
warunkach odpowiednich dla ich gatunku, a metody badawcze zastosowane w procedurach zostaty wybrane tak,
aby w jak najwiekszym stopniu ograniczy¢ bél, cierpienie i dystres.

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




