NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Udziat osteopontyny we wptywie kalcytriolu i takalcytolu na réznicowanie komérek Th17 u

mtodych i starych myszy obarczonych rakiem gruczotu mlekowego.

2.Czas trwania projektu 01.10.2020-30.09.2024

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) witamina D, rak piersi, osteopontyna, Th17, przerzutowanie, starzenie sie
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 produktow leczniczych, §rodkéw 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.

Pacjenci dotknieci chorobg nowotworowa z przerzutami majg ogdlnie zte rokowanie. Podczas wieloetapowego procesu
przerzutowania, komérki nowotworowe musza unikac¢ ataku ze strony uktadu odpornosciowego. Jednak rozwijajgcy sie
proces zapalny, jako reakcja uktadu odpornosciowego towarzyszgca nowotworowi, powszechnie uznawany jest za
sprzyjajacy rozwojowi nowotworu pierwotnego i jego przerzutowaniu. Jedng z cytokin wydzielanych przez komérki uktadu
odpornosciowego w przebiegu procesu zapalnego, jest interleukina 17 (IL-17). IL-17 wytwarzana gtéwnie przez komarki
Th17 (limfocyty T pomocnicze), jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym, gdy jej poziom wzrasta u pacjentek z
rakiem piersi.

Nasze wstepne dane dotyczace wptywu aktywnej postaci witaminy D3 (kalcytriolu) i jej metabolitu takalcytolu na komdrki
Th17 podczas progresji mysiego raka gruczotu sutkowego 4T1 wykazaty zwiekszong liczbe tych komdrek w sledzionie
miodych myszy, u ktérych zaobserwowano pro-przerzutowe i pro-angiogenne dziatanie kalcytriolu i jego analogu. Z drugiej
strony u starych myszy z usunietymi jajnikami (model post-menopauzalny) przejSciowemu efektowi anty-przerzutowemu
tych zwigzkéw towarzyszyto zmniejszenie wydzielania IL-17 przez komoérki Th17. Proces rdznicowania komérek Th17 jest
stymulowany przez osteopontyne (OPN), a OPN jest biatkiem, ktérego wydzielanie moze by¢ regulowane przez witamine D.



Dwa gtéwne tematy naszych badan skupig sie wiec na zbadaniu zaleznego od wieku wptywu podawania kalcytriolu i
takalcytolu na ekspresje receptoréw dla OPN i komoérki Th17/Treg (limfocyty Treg — regulatorowe) w czasie progresji
nowotworu. Analizy przeprowadzone z wykorzystaniem nowotwordéw o roznej zdolnosci do tworzenia przerzutow dadzg
odpowiedZ na temat udziatu komérek Th17/Treg w uprzednio obserwowanym pro- lub przeciw-przerzutowym dziataniu
pochodnych witaminy D (VDCs; kalcytriol i tacalcitol) w zaleznosci od wieku organizmu obarczonego nowotworem.
Ponadto, przeanalizujemy jak bardzo dziatanie VDCs rdézni sie¢ miedzy modelami siostrzanymi nowotworéw o rdinej
zdolnosci do tworzenia przerzutéw (4T1 — przerzuty odlegte, 168FARN — przerzuty do weztéw chtonnych, 67NR -
nieprzerzutujacy), a takze miedzy dwoma réznymi przerzutujacymi liniami komérkowymi (4T1 i E0O771). Przeanalizujemy
rowniez zalezny od wieku wptyw OPN na réznicowanie komdérek Th17 pod wptywem kalcytriolu lub takalcytolu przy uzyciu
modeli myszy knock-out (z nokautem receptora dla witaminy D,VDR: Vdr-/- i receptora dla OPN: Spp1-/-). Eksperymenty te,
wykonane w catosci ex vivo, odpowiedzg na pytanie dotyczace wptywu czynnikbw pochodzacych od komorek
nowotworowych na proces rdoznicowania limfocytéw Th17 po ekspozycji na VDCs i mogg wskazaé, jak wazny jest wptyw
witaminy D bezposrednio na komérki Th17 i na ile za posrednictwem komérek dendrytycznych.

W tym celu myszy zostang zaszczepione w/w komadrkami (w przypadku myszy starych wczesniej zostanie wykonany zabieg
usuniecia jajnikéw dla odzwierciedlenia stanu menopauzy), nastepnie bedg traktowane kalcytriolem i takalcytolem
(doustnie, 8 podar), obserwowane przez 24 dni od momentu wszczepienia nowotworu, po czym zostang poddane eutanazji
(procedura 1 myszy mtode, procedura 4 i 7 myszy stare poddane owariektomii). U czesci myszy zostanie wykonane
obrazowanie naczyn krwionosnych w guzach 2 metodami (Procedury 2 i 3 - mtode oraz 5 i 6 — stare poddane owariektomii)
W drugiej czesci badan, w/w myszy knock-out po pobraniu krwi w znieczuleniu zostang poddane eutanazji (procedura 8).
Dalsze analizy bedg wykonywane na komadrkach/tkankach pobranych od zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa szczepu BALB/c — 375 szt.; szczepu C57BL/6 — 165 szt.; szczepu B6.129S6(Cg)-
Sppl™BIh/J — 40 szt.; szczepu B6.129S4-Vdrt™Medsg — 40 szt.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Immunomodulacyjne wtasciwosci witaminy Ds sprawiaja, ze jej (lub jej analogéw) potencjalne zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej wymaga szczegétowej analizy dotyczacej jej wptywu na komérki mikrosrodowiska nowotworowego.

Przygotowujgc projekt badawczy, sprawdzony zostat stan istniejgcej wiedzy w zakresie objetym wnioskiem badawczym
w bazach danych PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Web of Science (przyktadowe stowa kluczowe: vitamin D, breast
cancer, osteopontin, Th1l7, metastasis, angiogenesis, aging). Zaproponowane badania sg pionierskie, zas przez swdj
poznawczy charakter przyczynig sie do dyskusji na temat bezpieczefstwa stosowania witaminy D3 w rakach piersi o réznym
stadium zaawansowania. Jedyng publikacjg wskazujagcg na potencjalng role komérek Thl7 w niekorzystnym
(proprzerzutowym i proangiogennym) oddziatywaniu witaminy D lub jej analogéw na myszy mtode i stare jest nasza wtasna
praca. Inni autorzy badali wptyw witaminy D na poszczegdlne komadrki uktadu odpornosciowego, w tym komaorki Th17 u
myszy z rozwinietymi innymi schorzeniami, jak np. choroby autoimmunologiczne.

Hipoteza badawcza, ktérg planujemy zweryfikowa¢ zostata ugruntowana na bazie wiasnych doswiadczen
przeprowadzonych na materiale biologicznym (tkanka nowotworowa, $ledziona, wezty chtonne, krew) zgromadzonym od
zwierzat wykorzystywanych w ramach wczesniejszych badan prowadzonych pod nieco innym kierunkiem. Wyniki tych
badan opublikowano dotad w 4 publikacjach naukowych, a pigta znajduje sie w ocenie w redakcji czasopisma. Ztozonos¢
interakcji zachodzgcych pomiedzy komdrkami uktadu odpornosciowego (w tym przypadku limfocytami T CD4+, w tym ze
szczegdlnym uwzglednieniem limfocytéw Th17 oraz Treg), a komdrkami nowotworowymi nie moze byé w petni
odwzorowana w warunkach in vitro, wymaga wiec zastosowania w badaniach immunokompetentnych modeli zwierzecych.

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



https://www.jax.org/strain/006133

W celu udoskonalenia i ograniczenia, w doswiadczeniach zaplanowano szereg badan ex vivo, ktére wykonywane beda
na komoarkach izolowanych z tkanek prawidtowych i nowotworowych. Przewidziana liczebnos$¢ grup zwigzana jest z mata
iloscig komorek jakie mozna uzyskac od jednej myszy (np. okoto 0,5 min komdrek CD4+ z ptuca zdrowej myszy), co zostato
szczegotowo omowione w innej czesci wniosku. Co wiecej, zatozona liczebnos¢ grup pozwoli na pojedyncze wykorzystanie 6
myszy z grupy w zaplanowanej analizie USG perfuzji guza oraz 6 kolejnych do obrazowania guza za pomocg sond anty-EGFR,
dzieki czemu mozliwe bedzie zmniejszenie obcigzenia kazdym z tych badan dla uzytych zwierzat doswiadczalnych. Wyniki
naszych dotychczasowych doswiadczen in vivo, pozwalaja stwierdzi¢, ze przewidziane minimalne liczebnosci zwierzat
przypadajacych na kazda grupe sg wystarczajgce do wiarygodnego oszacowania parametréw bedacych przedmiotem badan
w niniejszym eksperymencie. Zaplanowano takze zakup urzadzenia do automatycznych analiz western blot, co znacznie
ograniczyto ilos¢ komérek potrzebnych do tego typu analiz.

Myszy wykorzystywane do zaplanowanych doswiadczen utrzymywane bedg w warunkach zapewniajgcych dobrostan
zwierzat. Utrzymywane bedg w pomieszczeniach klimatyzowanych ze statym dostepem do wody i paszy, ze wzbogaceniami
takimi jak materiat gniazdowy, domki dla schronienia, tunele, trapezy do wspinania sie. Ponadto beda miaty zapewniony
staty nadzér weterynaryjny, a ich stan zdrowia bedzie codziennie monitorowany. Zaplanowane procedury zaprojektowano
tak, by ograniczy¢ bdl, cierpienie i dystres wykorzystywanych zwierzat. Skrécono do minimum czas obserwacji zwierzat, aby
nie narazac ich na cierpienie wynikajace z nadmiernego rozwoju przerzutéw, zwtaszcza w ptucach. W przypadku czynnosci
mogacych wywotaé bdl, zaplanowano uzycie srodkow przeciwbdlowych. W przypadku zaobserwowania pogorszenia stanu
zdrowia zwierzat (z powodu rozwoju nowotworu lub z powodu wieku myszy) zostanie zastosowane wczesne, humanitarne
zakoriczenie procedury. Takze myszy z wyraznym guzem nowotworowym (powyzej 1000 mm3) poddane zostang eutanazji.
Wszystkie procedury przeprowadzane beda przez wykwalifikowany personel, takie z wykorzystaniem nowoczesnej
aparatury, np. umozliwiajacej kontrolowane dozowanie izofluranu. Ponadto, zaplanowano caty szereg wielokierunkowych
analiz tkanek pobranych po zakonczeniu eksperymentu od zwierzat, aby uzyska¢ mozliwie najszerszg wiedze na temat
odpowiedzi organizmu na podawanie kalcyriolu i takalcytolu w zaleznosci od rodzaju rozwijajacej sie choroby
nowotworowej (przerzutujgce, nieprzerzutujgce) (opisane szczegétowo w innej czesci wniosku).

Planuje sie przeprowadzenie tych eksperymentéw w kilku etapach, w grupach po 5 myszy, tak aby procedury izolacji
komorek z tkanek byty mozliwe do wykonania w sposdb optymalny. Taki sposéb prowadzenia eksperymentéw umozliwi
takze wykorzystanie tylko niezbednej liczby zwierzat.

Ponadto, duzg czes$¢ badan zaplanowano ex vivo na komarkach pobranych od zwierzat modyfikowanych genetycznie
(jedyng czynnoscig, oprdcz eutanazji, bedzie pobranie krwi od tych zwierzat). Te badania beda rozwinieciem badan in vivo i
pozwolg na zagtebienie sie w konkretne mechanizmy dziatania badanych pochodnych witaminy D: kalcytriolu i takalcytolu u
myszy obarczonych rakiem gruczotu mlekowego.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywng?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.



