NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Reola Kkatuliny w regulacji oddzialywan miedzy komérka a macierza
zewnatrzkomorkowa w procesie inwazji i metastazy w nowotworach plaskonablonkowych glowy i

Szyi.
2.Czas trwania projektu 1.03.2020 - 28.02.25
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stdw) inwazja, metastaza, migracja, katulina, Rho

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) badania podstawowe

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane
. Badania majace na celu zachowanie gatunku
. Badania z zakresu medycyny sagdowej

. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

m m O O

. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

o

. 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 doswiadczenia, 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.

Przejscie choroby ze stanu pierwotnego guza do opornego na leczenie stanu z przerzutami jest najczestsza
przyczyna zgonu pacjentdéw z choroba nowotworowa. Nowotwory ptaskonabtonkowe glowy i szyi (HNSCC, head
and neck squamous cell carcinoma) stanowig szosty najczesciej wystepujacy rodzaj nowotwordéw na §wiecie o
bardzo niskiej przezywalno$ci. Proces przerzutowania wymaga utraty oddzialywan miedzykomoérkowych, nabycia
przez komoérki mobilnosci i duzej reorganizacji srodowiska wokot nowotworu. Wyniki naszych badan wskazuja na
role biatka a-katuliny w procesie inwazji HNSCC poprzez zwigkszenie mobilnosci komorek nowotworowych.
Cenne dane na temat migracji i inwazji komorek ztosliwych oraz roli mikro$rodowiska tkankowego pochodzg z
eksperymentow wspot-hodowli, aczkolwiek dane te mogg nie mie¢ zastosowania w sytuacji in vivo, poniewaz nie
wszystkie istotne czynniki $rodowiskowe i komorki sa brane pod uwage. Hodowla 2D nie odzwierciedla
przestrzennej ztozono$ci nowotwordow, od ktorej zalezy plastyczno$é i inwazyjnos¢ komoérek nowotworowych.
Dlatego w celu badania wyzej wymienionych procesow niezbedne jest wykorzystanie modeli mysich. W zwigzku
z tym opracowalismy model mysi z tkankowo zalezng ablacja a-katuliny w celu zbadania jej roli w inwazji SCC.




Planujemy badac¢ proces inwazji raka ptaskonabtonkowego zaleznie od obecnosci katuliny, generujac mysi model
SCC przy uzyciu 4NQO (jeden z czynnikéw obecnych w dymie papierosowym) na tle myszy z usunigtg a-katuling
specyficznie w nabtonku jamy ustnej. Uzywajac tego modelu planujemy rowniez scharakteryzowaé szlaki
sygnalowe zmienione po ablacji a-katuliny, izolujac komorki z nowotwordéw zaindukowanych przez podawanie
4ANQO i wykonanie analizy transkryptomu (RNAseq). Znajomos$¢ podstawowych mechanizméw regulujgcych
migracj¢ 1 inwazje komorek nowotworowych powinna pomdc w identyfikacji celow terapeutycznych, ktore maja
wplyw na inwazj¢ nowotworow i przerzuty.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Catkowita liczba zwierzat planowana do uzycia w projekcie 132.

Gatunek: Mysz domowa (Mus musculus)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA*

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejacy stan wiedzy w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych: MEDLINE (via Pubmed), Web of Science. Wykorzystano stowa kluczowe: inwazja, metastaza,
katulina, Rho, migracja i modele mysie.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzamy, ze badanie proceséw inwazji i metastazy jest
utrudnione w systemie in vitro. Plastyczno$¢ i inwazyjno$¢ komorek nowotworowych zalezy w duzej mierze od
przestrzennego rozmieszczenia wszystkich komponentoéw, ktore majg wplyw na rozwdj nowotworu i jego przerzuty
do dalszych organow. Sg to miedzy innymi komoérki stromalne, naczynia krwiono$ne i limfatyczne, definiujace
strukture 3D widkna macierzy zewnatrzkomodrkowej. Niestety hodowla 2D nie oddaje przestrzennej ztozono$ci
nowotworow, interakcji miedzy komoérkami nowotworowymi i ich otoczeniem i nie pozwala na charakteryzacje
heterogennych komodrek nowotworowych. Dlatego uzycie genetycznie modyfikowanych modeli mysich z
wylaczeniem poszczegdlnych gendw waznych w procesie inwazji, w ktorych mozemy zaindukowaé proces
nowotworzenia przy uzyciu czynnika 4NQO 1 $ledzi¢ rozwdj nowotworu zwigksza nasze mozliwo$ci na
charakteryzacje¢ tych opornych na leczenie komoérek i poznawanie nowych celow terapeutycznych. W naszych
badaniach bedziemy krzyzowa¢ myszy tak, aby otrzymac transgeniczne linie zawierajace biatko reporterowe YFP
pod tkankowo-specyficznym promotorem K14CreER, co pozwoli wykorzysta¢ aktywne sortowanie komorek
nowotworowych za pomoca cytometrii przeptywowej (FACS).

Zasade 3R wprowadzimy do naszego projektu w nastepujacy sposob:

Zastapienie: Hodowla komorek nowotworowych in vitro jest jedng z mozliwos$ci zastapienia wykorzystania zywych
zwierzat w projekcie. Jednak z powodu stopnia ztozonosci takie warunki sg niemozliwe do odtworzenia w hodowli
komodrkowej in vitro. Czg$¢ eksperymentow pilotowych bedziemy jednak starali si¢ przeprowadzi¢ na modelu 3D
jako hodowlg komorek nowotworowych w sferach w matrigelu aby ograniczy¢ liczbg¢ uzywanych do
eksperymentow zwierzat.

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




Redukcja: Podjeto kilka krokow majacych na celu zminimalizowanie ilo$ci zwierzat biorgcych udziat w projekcie.
Hodowla bedzie prowadzona przez wykwalifikowang i dos§wiadczong osobe w taki sposob aby otrzymac potrzebna
liczbe osobnikéw o pozadanym genotypie w optymalny sposob.

Doskonalenie: Wykorzystane przez nas procedury nie powoduja dotkliwego bdlu u myszy. Osoby biorace udzial w
projekcie przeszty odpowiednie szkolenie z zakresu opieki nad zwierzetami i przeprowadzania procedur, co wigcej
posiadajg one co najmniej roczny staz pracy ze zwierzetami laboratoryjnymi.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




