NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projekt .,,Regulacja procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego i opornosci na

stosowane terapie przeciwnowotworowe przez biatko MCPIP1”
2. Czas trwania projektu .......... 54 miesiace
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) ..HCC, MCPIP1, inicjacja, opornos¢, EMT...........

4. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) ....A. Badania
podstawowe ...(Onkologia)........

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajgce poprawg dobrostanu zwierzat lub warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow 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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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 projektu jest kompleksowa ocena roli biatka MCPIP1 (ang. Monocyte Chemotactic Protein-1
Induced Protein) w procesie inicjacji i rozwoju nowotworéw watroby (ang. hepatocellular carcinoma,
HCC) oraz przejscia epitelialno-mezenchymalnego (ang. Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT).
Nasze badania pozwolg wyjasni¢, czy biatko MCPIP1 ma znaczenie w odpowiedzi na stosowane

leczenie w chorobie nowotworowej i nabywaniu opornosci na terapie.

Wyniki otrzymane przez nasz zespot wskazuja, ze biatko MCPIP1 w sposob bezposredni, dzigki
aktywnosci RNazy, badZ posredni poprzez regulacje wydzielania cytokin i czynnikow wzrostu, reguluje

proces EMT, wplywa na nabywanie cech komorek macierzystych, reguluje funkcje mikrosrodowiska



guza i w konsekwencji powoduje nabywanie opornosci na terapie. W naszych badaniach w celu indukcji
nowotworu watroby in vivo wykorzystamy model transgenicznych myszy pozbawionych ekspresji genu
Zc3hl2a, kodujacego MCPIP1 w komorkach watroby - hepatocytach. W naszych badaniach
wykorzystamy transgeniczne myszy Mcpiplhep-/- i sprawdzimy wptyw braku MCPIP1 w hepatocytach
na ekspresje gendéw i poziom biatek. Wykonamy analizy histologiczne, aby oceni¢ rozwdj EMT na
poziomie molekularnym. W kolejnym kroku sprawdzimy, jak brak MCPIP1 w hepatocytach u
Mcpiplhep-/- wptywa na rozw6j chemicznie indukowanego nowotworu watroby (ang. hepatocellular
carcinoma, HCC) i rozwdj opornosci na stosowane leczenie. Uzyskane guzy nowotworowe zostang
poddane analizie histopatologicznej w celu zbadania poziomu MCPIP1, markerow naczyn
krwionosnych (CD31, CD144), markeréw naciekajgcych makrofagow (F4/80) i neutrofili (7/4). Izolacja
RNA z ptuc, szpiku i watroby pozwoli oceni¢ potencjat do przerzutowania komoérek ccRCC za pomoca
reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Biatko uzyskane z guzow zanalizujemy takze z przy uzyciu
macierzy biatkowych. Wykorzystujac metod¢ Luminex, ktéra pozwala analizowaé do Kilkudziesieciu
cytokin w probce, zanalizujemy takze mysie osocze a izolacja pierwotnych komorek z watroby myszy

pozwoli nam na kontynuowanie badan w warunkach in vitro.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

210 myszy, Mus musculus; Szczep: C57BL/6

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA
Zastapienie - Ze wzgledu na charakter doswiadczenia ktore ma na celu pomiar proceséw in vivo

nie ma mozliwosci zastapienia badaniami in vitro opisanych procedur. Zadna metoda laboratoryjna nie
odda w pehi tego procesu, w ktérym biora udzial, oprocz komorek watroby (hepatocyty, komorki
gwiazdziste, komorki Kupfera, komorki srodbtonka, makrofagi watrobowe, komorki NK, komorki
progenitorowe) rowniez adipocyty czy leukocyty z krwi. Badania in vitro, w ktorych usuwa si¢ z
pozywki hodowlanej np. surowice nie odzwierciedlaja prawidtowo mechanizméw zachodzacych w
watrobie. Dlatego tak wazne jest opracowywanie modeli in vivo, ktére pozwola lepiej zrozumieé¢

procesy fizjologiczne jak i patofizjologiczne zachodzace w watrobie. Najlepszym modelem w tym



przypadku jest mysz, ktorej watroba zarowno w budowie jak i fizjologii odpowiada ludzkiej watrobie.
Ponadto badania in vitro nad komoérkami nowotworowymi trudno odnies¢ do faktycznych
fizjologicznych mechanizméw biologii komorek nowotworowych. Z tego wzgledu nie jest mozliwe
zastapienie doswiadczen z uzyciem zwierzat laboratoryjnych metodami in vitro. W przypadku uzycia
zwierzat mniej rozwinietych (bezkregowce, Danio rerio), nie jest mozliwe podanie komorek
nowotworowych i odpowiednie badanie procesu angiogenezy. Organizm zwierzat bezkrggowych jest
znaczaco odmienny od organizmu ssakéw. W zwiazku z tym, zastapienie zwierzat krggowych w

ponizszym projekcie zwierzgtami bezkregowymi nie jest mozliwe.

Ograniczenie- Liczebnos¢ grup zostata zminimalizowana do 15 osobnikow na grupe poprzez
zmniejszenie zmiennosci w ich obrebie. Wszystkie zwierzeta beda pochodzity z hodowli wsobnej
prowadzonej w Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ, dzigki czemu ograniczymy
zmiennos¢ genetyczng. Uzyta liczba zwierzat pozwoli nam na uzyskanie zdecydowanie bardziej

wiarygodnych wynikow.

Udoskonalenie- Zwierzetom zostanie zapewniony odpowiedni czas na aklimatyzacje, a takze stabilne
srodowisko (wilgotnos¢, temperatura, odpowiednia pasza). W trakcie trwania eksperymentu zwierzeta
nie powinny by¢ narazone na dodatkowy dystres. W pojedynczej klatce hodowanych bedzie 5

osobnikéw by unikng¢ diugotrwatego dystresu zwigzanego z mozliwym przegeszczeniem.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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