NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Rola CD73 (ekto-5'-nukleotydazy) w procesach promocji i progresji raka sutka oraz jego

ocena jako celu terapeutycznego
2.Czas trwania projektu: 4 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): rak sutka, CD73 (ekto-5’-nukleotydaza), knockout CD73,

przerzuty, kancerogeneza chemiczna
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 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Rak sutka, najczesciej wystepujacy nowotwor zto§liwy u kobiet, jest ciggle uznawany za wyzwanie
kliniczne ze wzgledu na jego czeste nawroty po terapii i wynikajgca z tego wysoka $miertelno$¢é. W przypadku
nowotworow ztosliwych nowym celem terapeutycznym, jest CD73 (ekto-5’-nukleotydaza), enzym generujacy
zewnatrzkomorkowa adenozyne. W modelach zwierzgcych, gdzie wzrost nowotworu jest indukowany poprzez
podanie syngeneicznych komoérek nowotworowych, wykazano, ze zaréwno knockout genu CD73 u gospodarza
jak i chemiczna inhibicja tego enzymu prowadzg do zahamowania wzrostu jak i rozsiewu roznego typu
nowotworow ztosliwych, takze raka sutka. Jednakze w przypadku raka sutka w badaniach klinicznych wyniKki
korelacji ekspresji CD73 z przezyciem i prognoza pacjentow okazaty si¢ kontrowersyjne, wskazujac, ze by¢ moze
rola CD73 zalezna jest w raku sutka od innych parametréw klinicznych, jak np. typ nowotworu, zaawansowanie.

Gléwnym celem projektu bedzie okreslenie roli CD73 w rozwoju raka sutka w zaleznos$ci od etapu rozwoju
(na poczatkowym etapie wzrostu guza oraz na etapie uzlosliwienia guza pierwotnego) oraz od typu nowotworu




(pod wzgledem histologicznym i molekularnym). Cel ten realizowany bedzie poprzez indukcje rozwoju raka
sutka za pomoca chemicznej kancerogenezy, co pozwoli na odzwierciedlenie podobnej réznorodnosci i Sciezki
powstawania raka sutka jak w przypadku nowotwordéw cztowieka. Uzyskane wyniki zostang poréwnane do
standardowego modelu uzyskanego przez iniekcje syngeneicznych komorek linii raka sutka, w celu okreSlenia
potencjalnych réznic mogacych prowadzi¢ do niezgodnosci obecnej w badaniach klinicznych.

Zostang zastosowane dwie grupy doswiadczalne: myszy C57BL/6, niemodyfikowane genetycznie oraz
myszy modyfikowane genetycznie, pozbawione ekspresji CD73 poprzez usunigcie funkcjonalnej kopii genu z
genomu (tzw. knockout) z ttem genetycznym CS57BL/6. Zmiany w roznych parametrach wzrostu guza,
korelowane bgda z ekspresja CD73 i typem raka sutka. Wykonana zostanie analiza wieloparametryczna,
guzy/gruczoty sutkowe zostang poddane analizie histopatologicznej, sekwencjonowaniu RNA oraz analizie
immunohistochemicznej. Beda takze analizowane: rozsiew komorek raka sutka we krwi, szpiku kostnym i
phucach oraz zmiany w uktadzie immunologicznym (guz, krew, $ledziona, ptuca), a takze zmiany w komodrkach
pnia raka sutka, potencjalnie waznych w procesach wznowy nowotworowe;.

Uzyskane wyniki rozszerzg nasza wiedze na temat roli CD73 w rozwoju raka piersi i wyjasnig czy CD73
moze by¢ celem terapeutycznym w raku sutka, co jest szczegdlnie wazne teraz, gdy terapia anty-CD73 wkracza
do badan klinicznych (NCT02503774) w przypadku innych nowotworow ztosliwych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

52 osobniki myszy C57BL/6 niemodyfikowane genetycznie oraz 52 osobniki myszy C57BL/6 z
knockoutem w genie cd73 (zwierzeta nie posiadaja CD73 w wyniku modyfikacji genetycznej).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada 3R zostata uwzgledniona w oparciu o zalecenia wydawane przez European Animal Research
Association (EARA), a takze na podstawie danych z literatury, odpowiednich dla tego typu badan.

Podczas przygotowywania niniejszego projektu przeszukano miedzy innymi bazy danych: PUBMED, Google
Scholar, Research Gate i Science Direct w zakresie tematyki objetej wnioskiem badawczym. Wykorzystano stowa
kluczowe: rak sutka, CD73 (ekto-5’-nukleotydaza), knockout CD73, przerzuty, kancerogeneza chemiczna.

REDUCTION: Planuje si¢ zastosowa¢ najmniejsza mozliwg liczebno$¢ zwierzat zapewniajacg minimalng ilosé
wynikow wymagang do przeprowadzenia wiarygodnej analizy statystycznej, ale z wzigciem pod uwage
ewentualnych przykrych wydarzen zmniejszajacych liczbg osobnikow w danej grupie ($mier¢ z niewiadomego
powodu lub znaczne pogorszenie stanu zdrowia wymagajace u$miercenia zwierzecia). Liczbe zwierzat
oszacowano w sposob mozliwie redukujacy ich ilos¢ do wymaganego statystycznie minimum dla kazdej z

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




procedur. Ponadto, w do$wiadczeniu zamierza si¢ pobra¢ jak najwicksza ilo$¢ narzadow i tkanek (krew
obwodowa, krew szpikowa, guz/gruczol sutkowy, $ledziona, pluca) w celu wykonania oznaczen
wieloparametrycznych. W planowanych badaniach stosowane beda nowoczesne metody badawcze w jednostce
wyposazonej w odpowiednig infrastrukture.

REFINEMENT: Aby ograniczy¢ dystres zwierzat podczas wykonywania wyzej wymienionych czynno$ci
uwzglednia si¢ staranne przeprowadzenie handlingu majacego na celu aklimatyzacje zwierzat do osoby
eksperymentatora oraz oswojenie z procedurg oraz ograniczenie liczby procedur do niezb¢dnego minimum, a przy
procedurach bardziej inwazyjnych (podanie dozotadkowe) wykonywanie procedur w tygodniowych odstgpach.
Czas trwania poszczegolnych etapow doswiadczenia zostat skrécony do niezbednego minimum. Dodatkowo, w
celu ograniczenia dyskomfortu zwierzat podczas usmiercania, mysz zostanie znieczulona za pomocag mieszanki
ketaminy z ksylazyna a po skrwawieniu zwierzecia w celu pobrania jak najwigkszej ilosci krwi obwodoweyj,
zwierze¢ zostanie usmiercone poprzez dyslokacje kregow szyjnych.

REPLACEMENT: Ze wzgledu na probe okreslenia roli celu terapeutycznego, jakim jest CD73 w raku sutka,
gdzie jego rola, w przeciwienstwie do np. nowotworow uktadu pokarmowego, jest kontrowersyjna, oraz
okreslenie jego roli w procesach przerzutowania i wznowy raka sutka, do przeprowadzenia badan niezb¢dne
bedzie wykorzystanie zwierzat laboratoryjnych. Badania na liniach komérkowych oraz materiale klinicznym nie
umozliwia pelnej oceny zmian W procesach zaréwno promocji jak i progresji nowotworu. Materiat kliniczny
obejmuje jedynie okres od momentu, gdy guz jest juz wyczuwalny, natomiast linie komérkowe nie pozwalaja na
oceng wieloparametrycznych zmian zachodzacych w zZywym organizmie jak np. zmiany W umiejscowieniu
komorek pnia raka sutka w obrebie guza pierwotnego, zmiany w unaczynieniu guzow pierwotnych, zmiany w
ekspresji specyficznych markerow molekularnych rozwoju choroby nowotworowej w obrebie mikrosrodowiska
gruczotu sutkowego czy guza a takze w przypadku samych komorek raka sutka (zmiany ekspresji gendéw
zwiazanych z uzlosliwieniem komorek), zmiany w iloSciach krazacych komorek nowotworowych w krwi
obwodowej i szpiku kostnym a takze przerzutdéw w ptucach, oraz zmiany w uktadzie immunologicznym.
Podsumowujac, uzyskane wyniki moga si¢ przyczyni¢ do rozszerzenia naszej wiedzy, co do roli CD73 w rozwoju
raka piersi (jest to wazne, poniewaz aktywno$¢ tego enzymu wzrasta m.in. w stanie zapalnym towarzyszacym
rozwojowi choroby nowotworowej, a takze, poniewaz jednym z blokeréw receptorow dla adenozyny
produkowanej przez CD73 jest m.in. powszechna uzywka, jaka jest kofeina). Dodatkowo mogg wyjasni¢, czy
CD73 moze by¢ celem terapeutycznym w raku sutka, co jest szczegdlnie wazne teraz, gdy terapia anty-CD73
wkracza do badan klinicznych (NCT02503774) w przypadku innych nowotworow ztosliwych.

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.







