NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA
1. Tytut projektu: Wplyw zwiekszonej ekspresji kinazy MLK4 na rozwoj raka piersi.
2.Czas trwania projektu: 01.09.2016 - 01.09.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): MLK4, rak piersi, terapia nowotworow
4.Cel projektu (art. 3 ustawy):
A. Badania podstawowe
5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Celem badan jest dostarczenie informacji na temat dynamiki wzrostu guzéw pierwotnych i zdolnosci do
tworzenia ognisk przerzutowych komorek raka piersi charakteryzujacych sie wysoka ekspresja kinazy
serynowo-treoninowej MLK4. Jedng z przyczyn powstawania i rozwoju komorek nowotworowych jest
proces amplifikacji genu, ktéorego wynikiem jest zwigkszona ilo$¢ biatka w komoérce. Zwiekszona
ekspresja biatka czgsto prowadzi do rozregulowania waznych proceséw komorkowych, a tym samym
rozwoju nowotworu. Hipoteza badawcza zaktada, iz komorki, ktore cechuja si¢ zwigkszonym poziomem
kinazy MLK4 beda wykazywaly szybszy wzrost guza pierwotnego oraz wigkszy potencjal do
przerzutowania. Do weryfikacji hipotezy niezbg¢dne jest przeprowadzenie badan modelu doswiadczalnym
in vivo, ktorego zaletg jest nicodbiegajaca od warunkéw naturalnych dynamika wzrostu guza i zdolno$é
do tworzenia ognisk przerzutowych. W tym celu myszom zostang podane komoérki nowotworowe (47T1-
luc, 4T1 i EMT6). Modele wykorzystujace powyzsze linie komorkowe pozwalaja na analize¢ procesu
Wzrostu guza w organizmie zwierzecym z prawidlowo funkcjonujagcym uktadem immunologicznym.
Wszczepione ortotopowo (dosutkowo) komoérki sg przydatnym modelem do badan nad zdolnoscig do
tworzenia przerzutow, ktére wykazuja preferencje identyczne z ludzkim nowotworem piersi, a wigc w
phucach, watrobie, mézgu i kosciach. W doswiadczeniu bedzie poréwnywany proces wzrostu guza
pierwotnego oraz przerzutowania do innych czesci ciata migedzy grupami kontrolnymi, a grupami w
ktorych ekspresja kinazy MLK4 zostata zmieniona. Oczekiwanym rezultatem bedzie zrozumienie jaki
wplyw ma wysoka ekspresja kinazy MLK4 na rozwo6j raka piersi. Ponadto, wyniki badan pozwola
okresli¢ czy kinaza MLLK4 moze sta¢ sie celem terapeutycznym w terapii przeciwnowotworowe;.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU
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Kazda z grup doswiadczalnych bedzie liczy¢ 9 sztuk. Tak zaplanowana optymalna liczba zwierzat w
doswiadczeniu wynika z wymagan statystycznych 1 powinna pozwoli¢ nam na wyciagnigcie
wiarygodnych wnioskow na temat badanej hipotezy. Obliczenia zostaly wykonane uzywajac strony
internetowej http://biomath.info//power/index.htm pozwalajgcej okresli¢ najmniejszg liczebnosé dzieki
ktérej mozna zweryfikowac hipoteze.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA1

Podczas projektowania do§wiadczenia sprawdzona zostala istniejgca wiedza na temat prowadzenia badan
objetych wnioskiem badawczym. Wykorzystano stowa kluczowe: MLK4, breast cancer, mouse model.
Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzono ze brak jest danych umozliwiajacych
zweryfikowanie proponowanej hipotezy badawczej.

Doswiadczenia zostaly zaplanowane w mys$l zasad zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia. PO
pierwsze, zostanie przeprowadzony szereg do$§wiadczen in vitro na modelu linii komérkowych 4T1-luc,


http://biomath.info/power/index.htm

4T1 i EMT6 posiadajacych indukowany system regulacji ekspresji kinazy MLK4. Do$wiadczenie te
obejmg testy klonogenne, testy migracyjne i proliferacyjne w warunkach in vitro. W ten sposob zostanie
ocenione w jaki sposob zmiana ekspresji kinazy MLK4 w powyzszych liniach komérkowych ma wptyw
na proces onkogenezy. Tylko wtedy jesli wyniki doswiadczen in vitro beda dawaty podstawe do dalszych
badan, linie komoérkowe 4T 1-luc, 4T1, EMT6 zostang uzyte do badan na modelu mysim.

Ponadto, jako pierwszy zostanie przeprowadzony eksperyment wykorzystujacy linie komorkowe 4T1-luc.
Zaleta tej linii komorkowej jest mozliwos$¢ przyzyciowego obrazowania luminescencji aparatem IVIS
Spectrum. Ponadto, przeprowadzenie doswiadczenia przy uzyciu IVIS umozliwia wizualizacje wynikow
na biezaco, a wigc mozliwos$¢ szybszego zakonczenia doswiadczenia co bezposrednio wpltywa na
dobrostan zwierzat. Tylko w przypadku, gdy wyniki uzyskane przy uzyciu komoérek 4T1-luc beda
niesatysfakcjonujace (np. immunogennos$¢ lucyferazy lub zanik guzéw), doswiadczenie zostanie
powtdrzone z wykorzystaniem komoérek 4T1 lub EMT6.

Rozwd¢j choroby nowotworowej wigze si¢ z wystgpowaniem objawow, ktore moga by¢ zrodiem
dyskomfortu dla zwierzat. Planujemy jednak us$miercenie zwierzat zanim choroba rozwinie si¢ do
stadium, w ktorym zwierze do$wiadczaloby cierpienia. Wyznaczone przez nas kryteria stanu
zaawansowania choroby (w mysim modelu raka piersi jest to odwodnienie, utrata masy ciata powyzej
20%, nasilona martwica w miejscu podania komorek nowotworowych, objawy kliniczne rozsianej
choroby nowotworowej, Srednica guza pierwotnego przekraczajgca 15mm) sg parametrami uznanymi dla
danych modeli i stosowanymi przez inne grupy badawcze na §wiecie.



