NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projekt Ocena rzeczywistego wplywu biatka RBP4 na zdolno$¢ do przerzutowania komoérek
mysiego raka sutka wszczepionych ortotopowo oraz bezposredni wptyw RBP4 na dysfunkcje srodbtonka
I proces przerzutowania w modelu
z dozylnym podaniem komorek mysiego raka sutka.

Czas trwania projektu: 1 rok
Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) przerzutowanie, dysfunkcja srodbtonka, RBP4

1. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig 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 sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu Iub 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 §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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stéw, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Biatko wigzace retinol typu 4 (RBP4) jest zaangazowane w rozwdj cukrzycy, chorob uktadu krazenia oraz
choroby nowotworowej gdzie moze bezposrednio przyczynia¢ sie¢ do zapalenia $rodbtonka naczyniowego.
Przeprowadzone przez nas badania in vivo z wykorzystaniem modelu mysich rakow: przerzutujacego 4T1 raz jego
nieprzerzutujacego odpowiednika — 67NR wskazaty, ze stezenie RBP4 byto dwukrotnie wyzsze w 0soczu myszy
zaszczepionych nowotworem 4T1 niz u myszy z nowotworem 67NR, a roznica ta prawdopodobnie wynika z
samego rodzaju nowotworu.

Celem projektu jest ocena wyselekcjonowanej przez nas nowej czasteczki o potencjalnym znaczeniu
diagnostycznym, jaka jest RBP4, oraz ocena jej wptywu na proces zapalny i przerzutowanie komorek mysiego raka
sutka poprzez doktadng charakterystyke procesow towarzyszacych rozwojowi raka sutka u myszy
doswiadczalnych. W tym celu planujemy wprowadzanie nowych modeli badawczych z rd6zng ekspresja RBP4:



67NR RBP4+ (z nadekspresja dla genu kodujacego RBP4) i 4T1 RBP4- (z wykasowanym genem dla RBP4).
Zestawienie i poréwnanie danych doswiadczalnych opracowanych na podstawie nowych modeli nowotworu
gruczotu sutka potwierdzi znaczenie wytypowanej przez nas czasteczki jako uniwersalnego markera swiadczacego
o stopniu uszkodzenia naczyn krwiono$nych srodbtonka w przebiegu choroby nowotworowe;j.
W kolejnym etapie zostanie opracowany dozylny model przerzutowania komorek mysiego raka sutka

z wykorzystaniem komorek transdukowanych biatkiem fluorescencyjnym bliskiej podczerwieni iRFP,
umozliwiajacy przyzyciowa obserwacj¢ ptuc zajetych przez nieprzerzutujacym 67NR-iRFP i przerzutujagcym
4T1-iRFP. Opracowanie takiego modelu umozliwi analize wydajnosci tworzenia niszy pre-metastatycznej, a takze
postuzy do dalszych badaniach majacych na celu sprawdzenie wptywu RBP4 na uszkodzenie srodblonka. Z kolei te
badania zweryfikuja udziat RBP4 w przebudowie i uszkodzeniu $cian §rodbtonka, co jest nieodtgcznym elementem
towarzyszacym progresji nowotworowe;.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

111 myszy
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Przygotowujac wniosek dokonano szerokiego rozeznania w zakresie objetym wnioskiem. W
przeszukiwanych przez nas bazach danych (PubMed, Research Gate, Web of Science, Google Sholar) znaleziono
informacje $wiadczace jedynie o podniesionym poziomie RBP4 u ludzi z choroba nowotworowa jednak nie o
korelacji pomigdzy rodzajem nowotworu ( przeczytujacy badz nieprzrerzutujacy) a stezeniem RBP4 w organizmie,
ktore jak pokazuja nasze badania jest znacznie wigksze u osobnika z nowotworem przerzutujagcym . Poniewaz
zwigzek RBP4 z procesem przerzutowania nie zostal dotychczas udowodniony zdecydowaliSmy si¢ na
wprowadzenie nowych modeli badawczych pozwalajacych na zweryfikowanie tej zaleznosci.

Poniewaz w zywym organizmie dysfunkcja $rodbtonka oraz proces przerzutowania zalezg od ztozonych
interakcji pomiedzy r6znymi komérkami, niezbedne jest wykorzystanie modelu zwierzgcego. Tylko w ten sposob
uda si¢ udowodni¢ ztozong zalezno$¢ procesu zapalnego od sekrecji RBP4.

W doswiadczeniach zaplanowano wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat umozliwiajacej uzyskanie
istotnych wynikow. Liczebno$¢ grup podczas etapu I zwigzana jest z matg ilo$cig materiatu, jaka mozna uzyskac z
myszy. W projekcie 1 zaplanowano szereg badan ex vivo wykorzystujacych rézne metody w celu doktadnego
scharakteryzowania procesu przerzutowania raka gruczotu sutkowego, jednak uzyskana ilo§¢ materialu z jedne;j
myszy jest niewystarczajagca na przeprowadzenie wszystkich zaplanowanych testow. Wczesniejsze badania
pozwolily na wyliczenie minimalnych iloSci materiatu pozwalajacych na uzyskanie wiarygodnych wynikow.
Oznacza to z pojedynczego osobnika mozna oznaczy¢ jedynie 4 markery osoczowe. Aby dzigki wybranym przez
nas markerom scharakteryzowa¢ odpowiedz zapalna i wykaza¢ zwigzek migdzy samym procesem zapalnym,
angiogeneza i RBP4 konieczna byta liczba 10 osobnikow w grupie. Ponadto ilo$¢ tkanki thuszczowej uzyskana od
jednego osobnika, ktora jest tkankg sekrecyjng RBP4 i naszym gtéwnym obiektem zainteresowania, jest niewielka
gdyz w trakcie progresji nowotworu dochodzi do wykorzystania zmagazynowanych w tkance substancji. Ilo$ci
biatka pozyskanego z tej tkanki sg tak male, ze starczaja zaledwie na 2 oznaczenia przy pomocy testow Elisa. Etap
2A jest eksperymentem pilotazowym. Liczba myszy zaplanowanych do tego etapu ma umozliwi¢ uzyskanie
optymalnego modelu do kolejnych badan. Obraz morfologiczny czy badanie aktywnosci ptytek krwi ma



potwierdzi¢ obraz uzyskany w wyniku obrazowania fluorescencyjnego, dlatego nie wymaga to tak duzej liczby
myszy jak w etapie 1. Z kolei w etapie 2B z pobranego materiatu zostang oznaczone markery wybrane w etapie 1,
stad mozna bylo zredukowa¢ liczbg osobnikow. Zwierzeta wykorzystywane do zaplanowanych do$wiadczen
utrzymywane beda w warunkach, zapewniajacych dobrostan zwierzat. Utrzymywane beda w pomieszczeniach
klimatyzowanych z stalym dostepem do wody i standardowej paszy dla gryzoni, z wzbogaceniami takimi jak
material gniazdowy czy domki. Ponadto bgda miaty zapewniony staty nadzor weterynaryjny, a ich stan zdrowia
bedzie codziennie monitorowany. Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie maksymalnie
ograniczy¢ liczbe zwierzat w badaniu oraz by zminimalizowaé bol. Wszystkie procedury przeprowadzane beda
przez wykwalifikowany personel. W razie zaobserwowania u zwierzat oznak bdlu, podawane bedg $rodki o
dziataniu przeciwbdlowym lub zwierze bedzie poddawane wczesniejszej eutanazji.



