NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: OCENA WPLYWU SUPLEMENTACJI WITAMINA D3 NA POLARYZACJE FENOTYPU
MAKROFAGOW I FIBROBLASTOW W MODELU MYSIEGO RAKA GRUCZOELU SUTKOWEGO

2.Czas trwania projektu 01.10.2018 — 30.09.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): tumor associated macrophages, cancer associated

macrophages, vitamin D, calcitriol, breast cancer metastasis
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A

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, srodkoéw 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 stéw, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem naszych badan jest ocena fibroblastow (CAFs) i makrofagow (TAMs) towarzyszacych przerzutujagcym (47T1;
E0771.LMB) 1 nieprzerzutujacym (67NR), dobrze scharakteryzowanym nowotworom gruczotu sutkowego
rosngcym u myszy narazonych na normalng (1000 j.m.), niskg (100j.m.) i wysoka (5000 j.m.) podaz w diecie
witaminy D3. Eksperymenty zostaly zaplanowane tak, aby oceni¢, czy poziom witaminy D3 w organizmie w
momencie wszczepienia nowotworu ma wplyw na jego mikrosrodowisko, oraz jakie sg skutki dodatkowego
doustnego podawania kalcytriolu (od momentu gdy guzy sa juz wyczuwalne) w zaleznosci od aktualnego poziomu
witaminy D3 w organizmie. Ukierunkowanie pro- lub przeciw-nowotworowe CAFs i TAMS, jako skutek wysokich
stezen lub niedoboru witaminy D bedzie korelowane z wlasciwosciami komorek nowotworowych, ktore
determinujg sktad i funkcjonowanie swojego mikrosrodowiska. Przebieg do§wiadczenia: Myszy karmione beda
w/w paszami. W trakcie trwania eksperymentu pobierana bgdzie krew w celu oceny poziomu witaminy D, nast¢pnie
komorki nowotworowe beda wszczepienne do podscidtki thuszczowej gruczotu sutkowego. Dodatkowo myszy w
grupach z normalng i niskg zawarto$cig witaminy D w paszy otrzymajg doustnie Kkalcytriol. Myszy beda




obserwowane codziennie, 3x w tygodniu wazone i mierzone beda rozwijajgce si¢ guzy nowotworowe. Okoto 21
dnia po wszczepieniu nowotworu oceniona zostanie angiogeneza w guzach. W koncowym etapie rozwoju
nowotworu pobierane beda krew, tkanka nowotworowa, gruczot sutkowy i ptuca do dalszych analiz wykonywanych
przy uzyciu technik takich jak real-time PCR, cytometria przeptywowa, ELISA, immunohistochemia.
Zaproponowane badania sg pionierskie, za§ przez swoj poznawczy charakter przyczynia si¢ do dyskusji na temat
bezpieczenstwa suplementacji witaminy D3 w zaawansowanym stadium inwazyjnego raka piersi, biorgc pod uwage
nasze dotychczasowe wyniki wskazujace na zwigkszony potencjal przerzutowy komorek 4T1 podczas jej
podawania w modelu in vivo.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

180 samic myszy BALB/c oraz 120 samic myszy C57BL/6

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Immunomodulacyjne wlasciwosci witaminy D3 sprawiaja, ze jej potencjalne zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej wymaga szczegotowej analizy dotyczacej jej wptywu na komodrki mikrosrodowiska
nowotworowego.

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzony zostal stan istniejacej wiedzy w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w bazach danych PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Web of Science (przyktadowe stowa
kluczowe: tumor associated macrophages, cancer associated fibroblasts, tumor microenvironment, breast cancer
metastasis, vitamin D, calcitriol, immunosuppression). Zaproponowane badania sa pionierskie, za§ przez swoj
poznawczy charakter przyczynia si¢ do dyskusji na temat bezpieczenstwa suplementacji witaminy D3 w
zaawansowanym stadium inwazyjnego raka piersi.

Hipoteza badawcza, ktora planujemy zweryfikowa¢ zostala ugruntowana na bazie doswiadczen
przeprowadzonych na materiale biologicznym (gtownie tkanka nowotworowa) zgromadzonym od zwierzat
wykorzystywanych w ramach wczesniejszych badan (zgoda nr 40/2014) prowadzonych pod innym kierunkiem.
Ponadto przeprowadziliSmy badania in vitro na liniach komérkowych makrofagow i fibroblastow, ktore
potwierdzily wstepnie nasze zalozenia. Jednakze zlozonos$¢ interakcji zachodzacych pomigdzy komorkami zrebu
guza a komérkami nowotworowymi nie moze by¢ w pelni odwzorowana w warunkach in vitro, wymaga wiec
zastosowania w badaniach immunokompetentnych modeli zwierzecych.

W dos$wiadczeniach zaplanowano szereg badan ex vivo, ktore wykonywane bedg na fibroblastach i makrofagach
izolowanych z tkanki prawidlowej badz nowotworowej. Przewidziana liczebno$¢ grup zwigzana jest z mata ilo$cia
materialu jakg mozna uzyskac¢ od jednej myszy, stad tez 12 myszy na grupg pozwoli na wykonanie 6 izolacji w
kierunku makrofagéw oraz 6 izolacji w kierunku fibroblastow. Co wiecej, zatozona liczebnos$¢ grup pozwoli na
pojedyncze wykorzystanie 6 myszy z grupy w zaplanowanej analizie USG perfuzji guza oraz 6 kolejnych do
obrazowania guza za pomocg sond anty-EGFR, dzi¢ki czemu mozliwe bedzie zmniejszenie obcigzenia dla uzytych
zwierzat doswiadczalnych. Wyniki naszych dotychczasowych doswiadczen in vivo (zgoda nr 40/2014; Anisiewicz
A. etal. Int. J. Oncol. 52, 103-126, 2018), pozwalaja stwierdzi¢, ze przewidziane minimalne liczebnosci zwierzat

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




przypadajacych na kazda grupe sa wystarczajgce do wiarygodnego oszacowania parametrow bedgcych
przedmiotem badah w niniejszym eksperymencie.

Myszy wykorzystywane do zaplanowanych do$wiadczen utrzymywane beda w warunkach zapewniajacych
dobrostan zwierzat. Utrzymywane bgda w pomieszczeniach klimatyzowanych z statym dostepem do wody i paszy,
ze wzbogaceniami takimi jak material gniazdowy czy domki. Ponadto beda mialy zapewniony staty nadzor
weterynaryjny, a ich stan zdrowia bedzie codziennie monitorowany. Zaplanowane procedury zaprojektowano tak,
by ograniczy¢ bol, cierpienie i dystres wykorzystywanych zwierzat. W przypadku zaobserwowania znacznego
pogorszenia stanu zdrowia zwierzat zostanie zastosowane wczesne, humanitarne zakonczenie procedury. Takze
myszy z wyraznym guzem nowotworowym (powyzej 2000 mm3) poddane zostang eutanazji. Wszystkie procedury
przeprowadzane beda przez wykwalifikowany personel, takze z wykorzystaniem nowoczesnej aparatury, np.
umozliwiajacej kontrolowane dozowanie izofluranu. Ponadto, zaplanowano caty szereg wielokierunkowych analiz
tkanek pobranych po zakonczeniu eksperymentu od zwierzat, aby uzyska¢ mozliwie najszersza wiedz¢ na temat
odpowiedzi organizmu.

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

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




