NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Ocena dzialania przeciwnowotworowego 3’-hydroksy-3,4,5,4-

tetrametoksystylbenu (DMU-214) w spersonalizowanym modelu raka jajnika”
2.Czas trwania projektu 01.02.2019 — 01.02.2022

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) metylowe analogi resweratrolu, DMU-214, CYP1A1, wt

p53, hipoksja
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 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem doswiadczenia jest ocena dziatania przeciwnowotworowego DMU-214 (3'-hydroksy-3,4,5,4'-
tetrametoksystylbenu), metabolitu  metylowego analogu resweratrolu DMU-212 (3,4,5,4-
tetrametoksystylbenu), wobec komorek raka surowiczego jajnika pochodzacych od pacjentek. Pomimo,
ze czgsto$¢ wystgpowania raka jajnika jest mniejsza w porownaniu do innych nowotworéw u kobiet,
wspolczynnik $miertelnosci jest bardzo wysoki z powodu szybkiego postepu choroby oraz opornosci
wielolekowej pojawiajacej si¢ juz na wczesnym etapie leczenia. W zaawansowanym stadium choroby,
konieczne jest, oprocz resekcji fragmentu guza, wprowadzenie chemioterapii. Paklitaksel oraz
karboplatyna, standardowo stosowane w leczeniu raka jajnika, indukujg zré6znicowang odpowiedz wsrod
pacjentek, a terapie celowane molekularnie sg bardzo rzadko uzywane. Dlatego bardzo waznym jest
rozwijanie modelu spersonalizowanego leczenia raka jajnika w oparciu o jego charakterystyke
molekularng oraz genetyczng, ktora pozwolitaby przewidzie¢ odpowiedZ pacjenta na zastosowang
terapi¢. Proponowane do$wiadczenie jest kontynuacjg naszych wczesniejszych badan w modelu in vitro,
ktore wykazaly, ze silne dziatanie przeciwnowotworowe DMU-214 w dwoch dostepnych komercyjnie




ustalonych liniach komérkowych raka jajnika o nazwie A-2780 i SKOV-3 uwarunkowane jest m.in.
profilem ekspresji biatka p53 oraz CYP1AIl, jednego z enzymow nalezacych do rodziny cytochromu
P450 CYPL. Dlatego tez postawiliSmy hipoteze, ze oznaczanie poziomu biatka p53 1 CYPIAL u
pacjentek z rakiem jajnika moze by¢ czynnikiem prognostycznym skutecznosci dziatania DMU-214.
Scharakteryzowane pod katem molekularnym (z okreslonym poziomem ekspresji m.in. wt p53 oraz
CYP1A1) trzy linie komoérkowe (wyprowadzone od trzech pacjentek) w pierwszym etapie badan (czeSci
eksperymentalnej in vitro) hodowane byty w modelu 3D, co miato na celu znacznie bardziej wiarygodne
odwzorowanie warunkow panujacych w organizmie w stosunku do tradycyjnego, najczgsciej
stosowanego w eksperymentach in vitro modelu 2D. Hodowle trojwymiarowe wykazujg duzo wigksze
podobienstwo do tkanki pod wzgledem kontaktow miedzykomorkowych, S$ciezek sygnalowych,
ekspresji genow oraz dystrybucji sktadnikow odzywczych i1 tlenu. Dlatego tez, analiza dziatania
przeciwnowotworowego DMU-214 zostata przeprowadzona w modelu 3D utworzonym z komorek
pochodzacych od pacjentek z rakiem jajnika. Wyniki naszych badan otrzymanych w czg$ci
eksperymentalnej in vitro wykazaty silne dziatanie anty-proliferacyjne DMU-214 zalezne od ekspresji
niezmutowanego biatka p53 (ang. wild type p53). Zasadnym jest zatem, ze w koncowym etapie
realizacji projektu wnioskodawca zamierza zweryfikowa¢ aktywno$¢ biologiczng zwigzku w
eksperymencie in vivo z wykorzystaniem myszy immunoniekompetentnych SCID, ktéorym zostang
wszczepione komoérki nowotworowe pochodzace od tych samych pacjentek.

Powszechnie wiadomo, ze zaréwno p53, jak i CYP1Al sg zaangazowane w proces generowania
reaktywnych form tlenu (RFT). Dlatego zaktada sig¢, ze st¢zenie tlenu odgrywa rolg rowniez w dziataniu
anty-proliferacyjnym DMU-214. Tkanka nowotworowa charakteryzuje si¢ zmniejszonym st¢zeniem
tlenu wynoszacym od okoto 5%, do nawet 0,05%, a utrzymujacy si¢ stan hipoksji stanowi czynnik
limitujacy efektywno$¢ zardwno radio-, jak i chemioterapii, ktérych mechanizm dziatania jest zwigzany
z generowaniem RFT. Dane literaturowe wskazuja, ze $ciezki sygnalizacyjne p53 oraz CYPIAL,
wchodza w interakcje z czynnikiem hipoksji HIF-1a. Modulacja procesow odpowiedzialnych zarowno
za opornos¢, jak i $mier¢ komorek nowotworowych, w ktérych posrednicza p53 oraz HIF-1a jest bardzo
zlozona z uwagi na ich synergistyczne badz antagonistyczne dziatanie. Dlatego tez, analiza mechanizmu
dziatania DMU-214 w hipoksji wystepujacej] w guzie pozwoli na glgbsze zrozumienie wzajemnego
oddzialywania pomigdzy tymi czynnikami transkrypcyjnymi. Ponadto, pozwoli na rozszerzenie wiedzy
na temat udziatu hipoksji w opornosci komoérek nowotworowych na potencjalne chemioterapeutyki.
Sciezki sygnalowe aktywowane w komorkach raka jajnika, ktore odpowiadaja za zjawisko opornosci
indukowanej przez hipoksj¢ nie s3a wystarczajaco poznane. Planowane w projekcie analizy
biochemiczne 1 molekularne, obejmujgce m.in. mikromacierze ekspresyjne mogg przyczyni¢ si¢ do
identyfikacji nowych markeréw hipoksji oraz opornosci komorek raka jajnika na DMU-214.
Przewidywanymi szkodami u zwierzat wlaczonych do doswiadczenia jest dyskomfort podczas
wykonywanych czynnosci (anestazja, wszczepianie komorek nowotworowych, iniekcja vehiculum lub
zwigzku badanego).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do do$wiadczenia zostanie wiaczone 60 osobnikow, 6 grup po 10 zwierzat (samice) gatunku Mysz
domowa (Mus musculus), stado niekrewniacze SCID Crl:SHO-Prkdc*®“Hr™, w wieku 8 tygodni w
momencie zakupu.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

W dostepnym pismiennictwie PubMed, MEDLINE, BioMed Central, Google Scholar, Scopus,
EMBASE, ScienceDirect, Current Contents wykorzystujac kilka réznych strategii wyszukiwania nie
znaleziono informacji, ktorych uzyskanie jest celem tego projektu (uzyte stowa kluczowe: methylated
resveratrol analogues, DMU-214, xenograft, in vivo visulalisation, MRI, primary ovarian cancer cell
lines with the expression CYP1AL and wt p53).

1. Zasada zastapienia

Pomimo, Ze przy uzyciu metod in vitro mozliwe jest badanie interakcji zwigzkéw chemicznych z
procesami zachodzacymi w zywych komorkach na poziomie molekularnym, to analiza wzajemnych
odziatywan i zaleznos$ci pomigdzy dziesigtkami typow komorek prawidlowych wchodzacych w sktad
zywego organizmu a komoérkami nowotworowymi mozliwa jest obecnie tylko w modelu zwierzgcym.
Ponadto mysi model ludzkich ksenograftow umozliwia obserwacje rozwoju ludzkiego guza
nowotworowego w organizmie myszy z uwzglednieniem wszystkich aspektow dystrybucji badanego
zwigzku, ktore sg niemozliwe do odtworzenia w warunkach hodowli komoérkowych lub innych znanych
obecnie modelach badawczych.

2. Zasada ograniczenia

Badania beda obejmowaty 60 osobnikow, sze$¢ grup po 10 osobnikow, co stanowi minimalng liczbe
zwierzat w grupie potrzebng do prawidtowej oceny statystycznej otrzymanych wynikoéw biorac pod
uwagg $rednig 1 odchylenie standardowe prob.

Zastosowanie nieinwazyjnych metod obrazowania (MRI) pozwala na znaczne zredukowanie (3 krotne)
liczby zwierzat w eksperymencie. W klasycznym eksperymencie bez uzycia rezonansu magnetycznego,
konieczne jest usmiercenie grupy myszy w kazdym etapie, punkcie czasowym doswiadczenia (3 badania
MRI). W modelu zaproponowanym przez wnioskodawce jest to zastagpione wizualizacja nieinwazyjna,
wymagajaca jedynie chwilowego znieczulenia myszy, ktore- po zakonczonym badaniu- s3 ponownie
wlaczane do trwajacego dos§wiadczenia.

3. Zasada udoskonalenia

W proponowanych badaniach zamierza si¢ wykorzysta¢ gatunek Mysz domowa, Mus Musculus; stado
niekrewniacze SCID Crl:SHO-Prkdc*Hr", ktore charakteryzuje si¢ brakiem sieréci. Wykorzystanie
tego modelu eksperymentalnego pozwala na szybkie podskérne wszczepienie myszom komorek
nowotworowych, co skraca narazenie zwierzat na dystres zwigzany z ich unieruchomieniem oraz
naktuciem skory.

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




8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
1 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.



