NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Ocena wplywu niedoboru NO oraz dysfunkcji sSrodbtonka naczyniowego na progresje
raka sutka oraz jego przerzutowos¢ u myszy w modelu 4T'1

2.Czas trwania projektu: 4 lata (wrzesien 2020)
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): eikozanoidy, L-NAME, rak sutka, NO
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, skuteczno$ci 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, 1 korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Opisane w procedurze czynnosci sg konieczne do realizacji czegsSci zadan projektu badawczego
Strategmed zatytutowanego: ,, Farmakoterapia srodbtonka naczyniowego i aktywacji ptytek krwi zalezna
od prostacykliny, tlenku azotu i tlenku wegla — nowa strategia W zapobieganiu przerzutowosci
nowotworowej” przyznanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR). Celem
zaplanowanego do$wiadczenia jest ocena wplywu zmniejszone] dostepnosci tlenku azotu (NO) na
szybko$¢ progresji raka sutka u myszy Balb/c oraz jego przerzutowosci do ptuc i watroby. W zwigzku z
faktem, iz NO moze wykazywac nie tylko dziatanie przeciwnowotworowe, ale takze moze sprzyjac

nowotworzeniu oraz przerzutowosci nowotworowej poprzez aktywacje COX-2 zostanie takze oceniony
profil zmian PGI, oraz PGE; w kazdym tygodniu rozwoju choroby. Dziatanie i rola NO w progresji raka
sutka na poszczegdlnych etapach jego rozwoju nie jest do konca poznana i wyjasniona. Poszerzenie
wiedzy na temat roli NO oraz mechanizmow, ktore sa regulowane przez ta czasteczke w chorobach
nowotworowych umozliwi w przysztosci opracowanie lepszych narzedzi diagnostycznych oraz
terapeutycznych tej jednej z najczesciej wystepujacych chorob cywilizacyjnych.

Niedobor tlenku azotu u myszy Balb/c zostanie wywotany poprzez podawanie w wodzie do pica
inhibitora NOS jakim jest L-NAME lub spozywanie paszy o obnizonej zawartosci NO (czynno$¢ 2). Po
tygodniu spozywania L-NAME lub paszy o niskiej zawarto§ci NO wybranym grupom zwierzat zostang
wszczepione komorki raka sutka linii 4T1 (czynno$¢ 3). W kazdym tygodniu rozwoju choroby myszy
beda umieszczane w klatkach metabolicznych w celu zebrania probek moczu (czynnos$¢ 4). Ponadto,
ocena progresji nowotworu u myszy zostanie przeprowadzona metoda nieinwazyjng (czynnos$¢ 5).
Zwierzeta po eksperymencie zostang usmiercone pod gleboka narkoza (czynnosc¢ 6).

Klasyfikacja doswiadczenia tabela nr 2 Poz. 2.2/2a, tabela nr 4 Poz. 4.4/4a

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W zaplanowanych doswiadczeniach wykorzystane zostang myszy szczepu Balb/c. Mechanizmy i
procesy fizjologiczne przebiegajgce w organizmie tych zwierzat mozemy poréwnywac z organizmem
ludzkim z uwagi na ogromne podobienstwo do genomu ludzkiego wynoszace 99%.

W celu wywotania raka sutka myszy zostang ortotopowo nastrzykniete komorkami nowotworowymi
linii 4T1 w okolice gruczotu sutkowego w ilosci 10 000 komoérek/mysz. Ten model do$wiadczalny
wykazuje wysokie podobienstwo do ludzkiego raka piersi oraz analogiczng kinetyke, z jaka dochodzi do
spontanicznego przerzutowania do innych tkanek (min.: ptuc, watroby i kosci). W modelu tym
zastosowana zostanie niewielka ilo§¢ komorek nowotworowych co zapewni wolny rozwdj nowotworu
oraz mozliwo$¢ badania wezesnych zmian zapoczatkowujacych proces metastazy.




Poniewaz, celem zaprojektowanego doswiadczenia jest ocena wptywu oraz roli endogennego NO na
rozwo6j raka piersi oraz zdolnos$ci do jego przerzutowania, u cze$¢ myszy komorki nowotworowe
zostang wstrzyknigte po wywotaniu deficytu NO, a co za tym idzie dysfunkcji srodblonka naczyniowego
w wyniku podawania L-NAME w wodzie do picia przez okres 1 tygodnia. W dalszym etapie
prowadzenia do§wiadczenia myszom bedzie podawana woda do picia z dodatkiem L-NAME w celu
utrzymania niedoboru NO oraz dysfunkc;ji srodbtonka.

Drugim sposobem wywotania niedoboru NO u myszy bedzie podawanie paszy Harlan Teklad TD99366
0 obnizonej zawartos¢ NO, oraz NOjs. Pasza Harlan Teklad TD99366 zaspokaja wszystkie potrzeby
zywieniowe zwierzat i nie wywotuje zaburzen klinicznych.

Wsrod badanych grup zwierzat uwzglednione zostaty zarowno grupy kontrolne myszy jak i zwierzeta ze
wstrzyknigtymi komorkami raka sutka linii 4T1. Jednym z celéw zaplanowanego badania jest ocena
kinetyki zmian rozwoju procesu karcerogenezy i przerzutowosci dlatego tez, konicznym jest utworzenie
osobnych grup kontrolnych 1 analogicznych grup myszy ze wszczepionymi komoérkami
nowotworowymi na réznym etapie rozwoju guza (1, 2, 3 4 lub 5 tydzien).

W kazdym tygodniu trwania do$wiadczenia zostang u$miercone myszy z grup kontrolnych oraz ze
wszczepionymi  komoérkami nowotworowymi w celu oceny progresji nowotworu oraz jego
przerzutowosci do innych narzadow, a takze oceny opisanych parametrow biochemicznych w
poszczegblnych tygodniach rozwoju choroby (1, 2, 3, 4 lub 5 tydzien). Uwzglednienie w doswiadczeniu
myszy kontrolnych jest konieczne ze wzgledu na uzyskanie wiarygodnych wynikoéw 1 wyciagniecie
prawidtowych wnioskow na temat roli NO oraz wybranych eikozanoidow w nowotworzeniu i
przerzutowaniu.




Calkowita liczba myszy Balbc/c planowanych do przeprowadzenia calego badania wynosi 392.
Szczegdtowe zestawienie wszystkich grup myszy oraz ich podziat znajduje si¢ w ponizszej Tabeli.

Wszystkie grupy myszy beda umieszczane raz w tygodniu w klatkach metabolicznych w celu zebrania
probek moczu.

Podana liczba mysz (392) potrzebnych do wykonania do§wiadczenia jest minimalng ilo$cig osobnikoéw
potrzebng do uzyskania rzetelnych wynikow oraz niezbedna do przeprowadzenia wiarygodnej analizy
statystycznej.

. Ilos¢
Grupa (licznosé Opis o,
pa ( ) P osobnikow
kontrola 1 (10) czysta woda, pasza AIN 93, usmiercenie w 0, 1, 2, 3 i 4 lub 5 tygodniu 10x5=50
kontrola 2 (10) wgda z L-NAME _(IOOmg/kg/dzwn), pasza AIN 93, usmiercenie w 0, 1, 2, 10x5=50
34 lub 5 tygodniu
kontrola 3 (10) czysta \.NOda' pasza Harlan TD99366, usmierceniew 0, 1,2,3i4 lub 5 10x5=50
tygodniu
woda z L-NAME (100mg/kg/dzien), pasza Harlan TD99366, u$miercenie _
kontrola 4 (10) W0, 1,234 lub5 tygodniu 10x5=50
AT11(12) czysta woda, pasza AIN 93, wszczepienie komorek 4T1, umiercenie w 1, 12x4=48

2, 314 lub 5 tygodniu progresji nowotworu
woda z L-NAME (100mg/kg/dzien), pasza AIN 93, wszczepienie komorek
4T12 (12) 4T1 po 1 tygodniu podawania L-NAME, usmierceniew 1, 2,3i4 lub 5 12x4=48
tygodniu progresji nowotworu

czysta woda, pasza Harlan TD99366, wszczepienie komorek 4T1,
usmiercenie w 1, 2, 3 14 lub 5 tygodniu progresji nowotworu
woda z L-NAME (100mg/kg/dzien), pasza Harlan TD99366, wszczepienie
4T14(12) komorek 4T1 po 1 tygodniu podawania L-NAME, u$miercenie w 1, 2,3 i 12x4=48
4 lub 5 tygodniu progresji nowotworu

4T13(12) 12x4=48

suma 392




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

W celu przygotowania przedstawionego projektu badawczego zostal sprawdzony obecny stan wiedzy
objetej niniejszym wnioskiem korzystajac z baz danych takich jak ScienceDirect, PubMed, EBSCO,
GoogleScholar. Wsrod stow kluczowych uzytych do wyszukania danych literaturowych znajdowaty sig
miedzy innymi: eicosanoids, cancer, nitric oxide, L-NAME. Na podstawie przegladu literaturowego,
mozna stwierdzi¢, ze badania objete ponizszym wnioskiem nie zostaly wczesniej przeprowadzone. Do
chwili obecnej, brak jest jednoznacznych informacji na temat mechanizmoéw zaleznych od NO
zaangazowanych w rozwoj raka sutka i1 jego przerzutowanie do innych narzadow. Nowatorskim
aspektem badania jest zbadanie jak deficyt NO wplywa na progresj¢ nowotworu oraz jak zmienia si¢
aktywnos$¢ ptytek krwi 1 profil eikozanoidow powstajacych na drodze dzialania COXs, a w
szczegolnosci PGI, oraz PGE; na réznych etapach rozwoju raka sutka. Poszerzenie wiedzy na temat roli
NO oraz mechanizméw, ktore sa regulowane przez ta czasteczke w chorobach nowotworowych
umozliwi w przysztosci opracowanie lepszych narzedzi diagnostycznych oraz terapeutycznych tej jedne;j
z najczesciej wystepujacych choréb cywilizacyjnych.

Wykorzystanie modelu zwierzecego jest konieczne w celu pelnej i wiarygodnej oceny roli NO w
kancerogenezie raka sutka. W celu przeprowadzenia do$wiadczenia wykorzystane zostang myszy
szczepu Balb/c. Mechanizmy i procesy fizjologiczne przebiegajace w organizmie tych zwierzat mozemy
porownywaé z organizmem ludzkim z uwagi na ogromne podobienstwo do genomu ludzkiego
wynoszace 99%.

Liczebno$¢ grup zostata ograniczona do najmniejszej ilosci osobnikdéw, pozwalajacej jednak uzyskaé
wyniki istotne statystycznie.

Ponadto, w zebranych prébkach osocza, moczu oraz narzgdéw pobranych od jednej mysz mozliwa jest
mig¢dzy innymi ocena:

. zmian w syntezie NO na podstawie pomiaru stgzenia jego metabolitow - NO,, NO3”

. zmian w profilu wybranych eikozanoidéw — metabolitow kwasu arachidonowego powstajacych
pod wptywem dziatania cyklooksygenaz (COX-1 oraz COX-2) takich jak TXB; oraz 6-keto-PGF,
(metabolit PGI,), PGE,, PGD; i ich metabolitow w moczu

. zmian w syntezie srddbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF)
. aktywnosci COX-1 oraz COX-2 oraz wybranych syntaz prostaglandynowych
. makroskopowa 1 mikroskopowa przerzutow w ptucach oraz watrobie

Powyzsze pomiary zostang przeprowadzone z zastosowaniem nowoczesne] aparatury zapewniajacej
doskonata czutos¢, rozdzielczos¢ 1 doktadnosé analiz.

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




Myszy przeznaczone do badan bedg przebywaé w warunkach, ktore zapewniajg im staty dostep wody
oraz paszy ad libitum. Dieta spozywana przez myszy zaspokaja wszystkie potrzeby zywieniowe tych
zwierzat oraz zapewnia utrzymanie ich w zdrowiu i pelnej witalnosci. Ponadto, myszy beda miatly
zapewniong wystarczajacg przestrzen w klatkach bytowych, wlasciwe wyposazenie oraz mozliwosé
kontaktéw socjalnych z innymi osobnikami w klatce. Dodatkowo, w celu udoskonalenia warunkéw
bytowych zwierzat podczas trwania badan w kazdej z klatek bytowych oraz metabolicznych
umieszczone zostang takie elementy wzbogacenia jak drewniane tunele do zabawy, drewniane gryzaki
do Scierania zebow myszy odzwierciedlajagce warunki panujagce w przyrodzie a takze domki. W
przypadku zachorowania, zranienia lub innego czynnika wywotujace bol, zapewniona bedzie wiasciwa
opieka weterynaryjna, szybka diagnoza oraz skuteczne leczenie. Dolozone takze zostang wszelkie
starania, aby odczucie strachu i stresu wyeliminowa¢ do minimum.




