NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: ,,Znaczenie czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z przej$ciem epitelialno-

mezenchymalnym i miogenezg w rozwoju mig¢saka prazkowanokomoérkowego — czegs¢ I”
2.Czas trwania projektu: 24 miesigce

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): mysi model (ang. mouse model); NOD-SCID; nowotwor

(ang. tumor); iPS; migsak prazkowanokomorkowy (ang. rhabdomyosarcoma)

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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, §rodkéw 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Migsak prazkowanokomorkowy (RMS) jest najczgstszym nowotworem tkanek migkkich u dzieci i mtodziezy.
Przyczyny rozwoju RMS nie sg do konca znane, ale wydaje si¢, ze jego rozwoj jest zwigzany z biedami
réznicowania komorek macierzystych. Pacjenci z zespotem Li-Fraumeni (LFS) sa szczegoélnie podatni na
wystgpienie RMS, co jest zwigzane z mutacjg w genie TP53. Przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) mozna
zdefiniowa¢ jako serie zmian morfogenetycznych, wplywajacych na zwigkszenie ruchliwos$ci, inwazyjnosci, oraz
zdolnosci do przerzutowania komorek nowotworowych. W naszych badaniach wysnulismy hipoteze, ze czynniki
transkrypcyjne zwigzane z EMT bezposrednio lub poprzez interakcj¢ z czynnikami miogennymi mogg odgrywac

kluczowa role w rozwoju RMS.

W naszym projekcie wykorzystamy indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste (iPS) pochodzace od




pacjentow z LFS oraz iPS pozbawione ekspresji genu TP53 stworzone przy pomocy modyfikacji genetycznej.
Komorki bedg réznicowane w kierunku linii miogennej i mezenchymalnej, aby okresli¢, ktory typ komorek jest
odpowiedzialny za rozwdj RMS. Ponadto otrzymamy ludzkie linie komorek iPS o zmniejszonej lub zwigkszone;j
ekspresji czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z EMT i z miogeneza w celu okreslenia wzajemnych
oddzialywan pomigdzy tymi czynnikami transkrypcyjnymi podczas nowotworzenia. . Po doktadnych testach in
vitro majacych na celu wybranie czynnikéw najbardziej znaczacych zostanie przeprowadzona druga czgs$¢ testow
in vivo, ludzkie komdrki mig$niowe i mezenchymalne komorki macierzyste otrzymane poprzez réznicowanie
komoérek iPS zostang wstrzyknigte podskornie i dozylnie myszom z obnizong odpornoscia, aby zbadac ich

zdolno$¢ do tworzenia guzow i przerzutow.

Nasze badania pozwola pozna¢ mechanizmy lezacych u podstaw RMS i w przyszto§ci moga stworzy¢ mozliwosé

opracowania narze¢dzi terapeutycznych, ktére moga by¢ stosowane w badaniach klinicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

54 — mysz domowa NOD-SCID

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych: PUBMED, Google Scholar, Science Direct, Web of Science (JCR). Wykorzystano stowa
kluczowe: mouse model, NOD-SCID, tumor, iPS, rhabdomyosarcoma. Na podstawie przeszukania istniejgce;j
literatury, stwierdzam, ze zaplanowane we wniosku procedury sa skonstruowane zgodnie ze standardami
opisywanymi w literaturze 1 powszechnie stosowanymi w o$rodkach naukowych na $wiecie. Nagromadzony
material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze badania z wykorzystaniem modeli zwierzgcych sa istotnym
elementem badan przedklinicznych majacych na celu opracowanie skutecznych metod terapeutycznych oraz ze
myszy sa gatunkiem zwierzat przyjetym powszechnie jako model we wstepnych badaniach wzrostu nowotworow
przed przejsciem do etapu badan klinicznych. Brak jest danych dotyczacych dokladnej roli rola czynnikow
transkrypcyjnych zwigzanych z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym i miogeneza w rozwoju i progresji

nowotworu migsaka prazkowanokomoérkowego (rhabdomyosarcoma) z wykorzystaniem modelu indukowanych

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




pluripotencjalnych komoérek macierzystych iPS. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na
rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku doktadnego poznania mechanizméw rozwoju i
przerzutowania migsaka prazkowanokomorkowego. W przysztosci zastosowanie uzyskanej wiedzy moze polegaé
na tym, ze przebadane podczas realizacji projektu geny maja szans¢ zosta¢ dobrymi kandydatami do dalszych

terapii.
Zastapienie

Aby osiggna¢ zamierzony cel nie mozna proponowanych badan przeprowadzi¢ przy uzyciu metod alternatywnych
np. tylko hodowli komérkowych Iub bezkrggowcoéw. Badania in vivo na ssakach sg niezbgdnym etapem
okreslenia efektywnosci i skuteczno$ci opracowywanej metody terapeutycznej przed przystgpieniem do badan
klinicznych z udzialem pacjentow. Wieloczynnikowo$¢ mechanizméw regulujacych procesy zyciowe oraz
ogromny wptyw mikrosrodowiska danego narzadu na zachowanie si¢ przeszczepionych komoérek, sprawia, iz
niemozliwe jest doktadne odtworzenie catego ukladu doswiadczalnego w warunkach in vitro. Zadne, nawet
najlepsze modele tkanek i organow nie zastapig warunkdéw panujacych in vivo, a takie sg potrzebne do okreslenia

potencjatu do przerzutowania komoérek nowotworowych.
Udoskonalenie

Osrodek w ktérym beda prowadzone badania posiada duze doswiadczenie w hodowli oraz w doswiadczeniach z
uzyciem myszy szczepu NOD-SCID, a takze we wszczepianiu komorek myszom z uposledzonym ukladem
odpornosciowym. Gwarantuje to minimalizacj¢ cierpienia i stresu zwierzat nie tylko w trakcie eksperymentow,
ale tez w codziennej hodowli. W celu udoskonalenia warunkéw bytowych zwierzat podczas prowadzenia
eksperymentu, oprocz zapewnienia podstawowych warunkoéw temperatury i wilgotnosci odpowiednich dla ich

gatunku, kazda z klatek dla zwierzat zostanie odpowiednio wzbogacona.
Ograniczenie

Liczba zwierzat planowanych do uzycia w do$wiadczeniu zostala zminimalizowana do ilosci koniecznej do
uzyskania wynikéw o odpowiedniej mocy statystycznej, zeby w sposob wiarygodny odpowiedzie¢ na zadane

pytania badawcze i wysnu¢ wiarygodne wnioski z przeprowadzonego do$wiadczenia.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na rozwo6j nowych strategii terapeutycznych w leczeniu
nowotworu migsaka pragzkowano komorkowego. Projekt moze mie¢ duzy potencjalny wplyw na rozwdj terapii

nowotworow w przysztosci w Polsce i1 na §wiecie.




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

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



