NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt: Ocena zmian ekspresji i aktywnosci NNMT w modelu 4T1 raka sutka u myszy
2.Czas trwania projektu: 5 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) NNMT, nowotwory, przerzutowo$¢ nowotworowa,
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 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 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Aktywno$¢ N-metylotransferazy nikotynamidu (NNMT), katalizujacej metylacje nikotynamidu, ma
wplyw na wiele procesow komorkowych — od wigzania grup metylowych, poprzez wplyw na synteze
NAD+, po metabolizm energetyczny. Istnieja doniesienia o regulacji ekspresji NNMT w komorkach
nowotworowych cztowieka jednak mechanizm regulacji ekspresji NNMT do tej pory nie zostat dobrze

poznany.

Celem projektu jest ocena roli zmian ekspresji i aktywnos$ci N-metylotransferazy nikotynamidu
(NNMT) w rozwoju raka gruczotu sutkowego, ktére moga mie¢ wplyw na rozwdj guza pierwotnego
oraz na mechanizmy prowadzace do metastazy. Doswiadczenie ma charakter poznawczy i jego celem
jest poszerzenie wiedzy na temat wplywu tego enzymu podczas rozwoju nowotworu w warunkach in

vivo, a uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe do kolejnych badan nad rozwojem nowych terapii




przeciwnowotworowych.

Do realizacji badan zostang wykorzystane myszy szczepu BALB/c nastrzykiwane komorkami
nowotworowymi ortotropowo do gruczolu sutkowego (czynno$¢ 2). Model ten wykazuje wysokie
podobienstwo z ludzkim rakiem piersi oraz analogiczng kinetyke, z jaka dochodzi do spontanicznego
przerzutowania. Warto doda¢, ze w modelu wykorzystana zostanie niewielka ilo$¢ komorek
nowotworowych (10.000 komoérek/mysz) co zapewnia wolny rozwdj nowotworu oraz mozliwos¢

badania wczesnych zmian zapoczatkowujacych proces metastazy.

W ramach projektu planowane sa kompleksowe badania majace na celu zbadanie wptywu NNMT na
proces karcenogenezy, a obejmujace badanie zmian ekspresji enzymu w réznych tkankach oraz badania
aktywno$ci enzymu w warunkach ex vivo, poprzez inkubacj¢ tkanek z substratem enzymu -
nikotynamidem. Ponadto, celem oceny roli enzymu w zmianach biochemicznych, oznaczone zostang
wybrane metabolity réznych szlakow metabolicznych zwigzanych metylacja, biosynteza poliamin

ochrong antyoksydacjng, inne.

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 odniesieniu do patogenezy choréb czltowieka, jednym z najwazniejszych wyzwan
wspotczesnej biomedycyny jest lepsze zrozumienie mechanizmow choréb, zwlaszcza gdy wiedza ta jest
znikoma. Pomimo tego, ze dotychczas opublikowano wiele prac wskazujacych na zwigkszenie ekspresji
1 aktywnosci NNMT w réznych nowotworach, jego rola w procesie karcenogenezy nie jest do konca
znana. Ponadto, niewiadomym pozostaje rowniez wptyw zwiekszonej ekspresji oraz aktywnosci NNMT
w procesie przerzutowosci nowotworowej. Dotychczas NNMT badana byta w wielu réznych liniach
komoérek nowotworowych (Ulanovaskaya et al., 2013, Yu et al., 2015), a takze m.in. w rozwoju i
patogenezie raka przewodu pokarmowego (Chen et al., 2016), niedrobnokomoérkowego raka ptuc
(Sartini et al., 2015), czy raka trzustki (Xu et al., 2016), jednakze nie badano jego roli w rozwoju i

przerzutowosci raka piersi.




Myszy szczepu BALB/c sg wielofunkcyjnym modelem powszechnie wykorzystywanym w
badaniach nad nowotworami, podatnym na wystepowanie spontanicznych nowotwordw gruczolu
sutkowego. Model ten jest najczeéciej wykorzystywany ze wzgledu na swoj rozmiar, szybki wzrost
zyciowy oraz tatwo$¢ w utrzymaniu. Wykorzystujagc model zwierzecy mozliwe jest rowniez badanie

kinetyki zachodzacych zmian w rozwoju raka gruczotu sutkowego.

Bioragc pod uwage powyzsze zaleznosci, mozna podejrzewaé, ze zmiany biochemiczne
zachodzace w komorkach organizméw myszy BALB/c maja odzwierciedlenie w organizmie ludzkim.
Celem niniejszego projektu jest analiza zmian ekspresji i aktywnosci NNMT u myszy zdrowych oraz

myszy z wszczepionymi ortotopowo komoérkami nowotworu gruczotu sutkowego (model 4T1).

Podczas realizacji badan wykorzystane zostang unikatowe techniki badawcze, ktore pozwolg na
ocen¢ zmiany roli, ekspresji i aktywno§ci NNMT w rozwoju guza pierwotnego i przerzutowosci
nowotworowej. Do pomiaru ekspresji NNMT w narzadach postuzy metoda Western Blot oraz barwienie
immunohistochemiczne. Aktywno$¢ enzymu NNMT zostanie zmierzona przy wykorzystaniu metody
chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometria mas (LC/MS), natomiast stan energetyczny
zostanie zmierzony wykorzystujac chromatgrafie cieczowa HPLC. Do badan nad zmianami
metabolicznymi wykorzystana zostanie metabolomika celowana, ktdra pozwala na ilo§ciowe oznaczenie
wybranych metabolitow réznych szlakow biochemicznych jednocze$nie. Wybrane do analizy metabolity
nalezg do szlakow biochemicznych bezposrednio lub posrednio zwigzane z aktywnosciag NNMT (,,cykl
aktywnego metylu”, synteza poliamin, stan redoks komorki (synteza NAD/NADH), czy ochrona
antyoksydacyjna — GSH, GSSG).

Ponadto, w celu scharakteryzowania zmian kinetycznych w rozwoju patogenezy oraz wczesnych
zmian prowadzacych do przerzutowania eksperyment zaplanowano z uwzglednieniem odpowiednich
punktow czasowych (1, 2, 3, 4 1 5 tygodni od wszczepienia komorek nowotworowych), co pozwoli na
wglad w zaro6wno wczesne stadium choroby bezposrednio poprzedzajace metastazg oraz pdzniejsze
zmiany odzwierciedlajagce zmiany po procesie przerzutowania. Z uwagi na dynamiczny charakter
prowadzonego badania zmian biochemicznych zachodzacych w trakcie procesu kancerogenezy, nie jest
mozliwe zastgpienie zywych organizméw hodowlami linii komoérkowych. Dodatkowo, specyfika

projektu wymaga, aby ocena powyzszych parametrow, byla prowadzona w odniesieniu do komorek 1




tkanek pobranych od zwierzat zdrowych, dlatego tez w doswiadczeniu niezb¢dne jest utworzenie grup

kontrolnych na kazdym etapie doswiadczenia.
Przewidziano przeprowadzenie nast¢pujacych badan:
. Badanie masy guza pierwotnego w rozwoju raka gruczotlu sutkowego
. Badanie ekspresji NNMT technikg Western Blot oraz aktywnosci NNMT metoda HPLC

. Badanie histologiczne i immunohistochemiczne — ekspresja i lokalizacja biatka NNMT w

narzadach, okreslenie progresji rozwoju nowotworu , ilo$ci przerzutéw do pluc i watroby,
. Badanie morfologiczne krwi,

. Badanie biochemiczne w Kkrwi oraz o0soczu-ocena stanu zapalnego oraz markeréw

uszkodzenia

. Badanie zmian metabolicznych- metabolomika celowana
. Oznaczenie metabolitow tlenku azotu — azotany (l11) oraz azotany (V),
. Stymulowana produkcja NO w aorcie i1 ptucach

. Oznaczenie metabolitow nikotynamidu —NA, MNA, Met-2PY, Met-4PY,
. Badanie stanu energetycznego komoérek (ATP/ADP; NADH/NAD)

. Oznaczenie ilo$ciowe wybranych metabolitow szlakéw biochemicznych: SAH, SAM,

homocysteina, metionina i inne.

Uktad grup doswiadczalnych wraz z liczbg zaplanowanych do wykorzystania zwierzat

przedstawiono w ponizszej tabeli.




Grupa kontrolna
Ekspresja,
Gatunek myszy [ty(c;:ozc?rsmie] Nall\(ltl\:;lz:zi:\z Metabolomika | HINOI098T Pm:zrkz‘zga':}? W
energetyczny
1 10 10 10 10
2 10 10 10 10
BALB/c 3 10 10 10 10
4 10 10 10 10
5 10 10 10 10
Grupa myszy z przeszczepionymi ortotopowo komérkami nowotworowymi
Ekspresja,
AN oz | it |, 081 | P O
energetyczny
1 10 10 10 10
2 10 10 10 10
BALB/c 3 10 10 10 10
4 10 10 10 10
5 10 10 10 10
Suma 400

W doswiadczeniu przewidziano wykorzystanie 400 myszy, co pozwala na przydziat 10 zwierzat
do kazdej grupy badanej. Jest to najmniejsza liczba zwierzat, pozwalajaca na otrzymanie rzetelnych
wynikow badan oraz zapewnienie im odpowiedniej istotno$ci statystycznej. W celu otrzymania
wiarygodnych statystycznie wynikéw konieczne jest wykorzystanie co najmniej 10 myszy w kazdej z
grup, zatem poszczegéOlne grupy zwierzat dla kazdego doswiadczenia beda liczy¢ po 10 osobnikéw
(n=10). Dla grup o n=10, przy odchyleniu standardowym na poziomie 25% w grupie, przy mocy
badania na poziomie 80% (beta=0.2), roznica $redniej dla grup na poziomie 25% bedzie istotna

statystycznie na poziomie alfa=0.05.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Na podstawie przegladu literatury (bazy danych Pubmed, Google Scholar, Science Direct, Web of
Science, Ebsco), stwierdzono, ze przedmiot niniejszego wniosku nie zostal dotychczas opisany, a
posiada duzy potencjal aplikacyjny. Badania z wykorzystaniem modeli zwierzecych sg istotnym

elementem badan przedklinicznych majacych na celu opracowanie skutecznych metod terapeutycznych.

Rak piersi jest u kobiet najczegsciej wystepujacym nowotworem ztosliwym, dotykajacym coraz wigkszy
odsetek spoleczenstwa. W celu usprawnienia metodyki badan i zwigkszenia mozliwo$ci monitorowania
stanu chorych, projektowania lekéw oraz usprawnienia badania lekow w fazie klinicznej istnieje
koniecznos$¢ doktadnego zbadania kinetyki zmian zachodzacych w progresji rozwoju nowotworu piersi.
Wykorzystanie modelu zwierzecego daje jedyna mozliwos¢ skutecznego badania rozwoju
kancerogenezy oraz procesu przerzutowania. Zaproponowany model 4T1 raka sutka u myszy wykazuje
wysokie podobienstwo z ludzkim rakiem piersi oraz analogiczng kinetyke, z jaka dochodzi do

spontanicznego przerzutowania do innych tkanej, tj. phuc, mozgu, watroby i kosci.

Z tego wzgledu konieczne jest uzycie zwierzat doswiadczalnych, aby zapewni¢ wiarygodnos$¢ badania i
monitorowanie rozwoju procesu kancerogenezy, czego nie zastgpig hodowlane linie komorkowe.
Ponadto, podanie komoérek w dawce 10 tys. komoérek/mysz pozwala na mniej agresywne rozwinigcie
choroby i1 obserwowanie zmian zachodzacych w trakcie procesu kancerogenezy oraz daje mozliwos¢

obserwacji wczesnych zmian moggcych prowadzi¢ do metastazy.

Planowane badania sa nowatorskie 1 zakladajg zastosowanie unikatowej aparatury pozwalajacej na
wysokorozdzielczy, doktadny pomiar masy badanych metabolitow. Nowatorskie jest rowniez badanie
zmian metabolitow technika metabolomiki celowanej pozwalajacej na oznaczanie wszystkich
wybranych metabolitow w jednej probce. Umozliwia to ograniczenie konieczno$ci posiadania duzej
objetosci probek, ktore w standardowej technice nalezato przebada¢ pod wzgledem kazdego
interesujgcego metabolitu oddzielnie. Znacznie zmniejsza to ilo$¢ niezbednych zwierzat oraz

eksperymentow na nich wykonywanych.

Liczebno$¢ grup zostata ograniczona do najmniejszej ilosci osobnikdéw, pozwalajacej jednak uzyskaé

wyniki istotne statystycznie. Ponadto, od zwierzat pobrane zostang wszystkie narzady i tkanki — serce,

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




ptuca, nerki, watroba, $ledziona, guz, jelita, mozg, tkanka thuszczowa, aorta, do badan wykonywanych w
osrodku uzytkownika. Planowane badania zaktadajg dodatkowo wykorzystanie jak najmniejszej ilosci
zwierzat do wykonania jak najwigkszej ilosci badan. Przykladowo, zaplanowano wykorzystanie jednej
grupy myszy do badania zaréwno ekspresji enzymu, jak i jego aktywnosci, a dodatkowo stanu

energetycznego komorek.

Badane myszy beda przechowywane w warunkach, ktore zapewniajg im staty dostep wody oraz
pokarmu koniecznego do utrzymania zdrowia 1 witalno$ci. Nie bedg réwniez odczuwaty dyskomfortu
zwigzanego ze S$rodowiskiem. Beda mialy zapewniong wystarczajaca przestrzen oraz wiasciwe
wyposazenie oraz mozliwo$¢ kontaktow socjalnych z innymi osobnikami w klatce. W celu
udoskonalenia warunkéw bytowych zwierzat podczas prowadzenia eksperymentu kazda z klatek dla
zwierzat zostanie uzupelniona o drewniane tunele do zabawy oraz drewniane gryzaki do $cierania
z¢bow myszy, ktore po czesci odzwierciedlajg warunki panujgce w przyrodzie. W przypadku
zachorowania, bolu, zranienia zapewniona bedzie wiasciwa opieka, mozliwie szybka diagnoza oraz
skuteczne leczenie. Dotozone zostang wszelkie starania, aby odczucie strachu 1 stresu wyeliminowa¢ do
minimum. Opisane w powyzszych punktach procedury dobrane zostaly tak, aby zwierzeta
doswiadczalne odczuwaty jak najmniejszy dyskomfort. Jezeli w toku prowadzenia badania zostang
znalezione metody, ktore nie wptywajac na wynik badania, pozwolg jednoczesnie w wigkszym stopniu

ograniczy¢ udziat zwierzat laboratoryjnych w doswiadczeniu, zastapig obecne procedury.




