NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projekt Charakterystyka tumorogennosci i zdolnosci do przerzutowania komorek mysiego raka
sutka wszczepionych ortotopowo oraz opracowanie modelu do§wiadczalnego przerzutowania komorek
mysiego raka sutka i prostaty u myszy z wyidukowang dysfunkcja §rodbtonka.

1. Czas trwania projektu 2 lata

2. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) przerzutowanie, dysfunkcja srodbtonka

3. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A Badania
podstawowe

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 warunkow 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 §rodowiska 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 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.

Przerzuty nowotworowe sg jedng z gtownych przyczyn zgonow osob z chorobg nowotworowg. Do tej pory,
gléwng przeszkoda w badaniach na przerzutami byta staba dostepnos¢ nowych mysich modeli raka sutka, ktory
odzwierciedlajg proces przerzutowania u ludzi. Celem projektu jest doktadna charakterystyka procesu
przerzutowania przy uzyciu nowych linii nowotworowych. Prace badawcze beda obejmowacé doktadng
charakterystyke procesow towarzyszacych rozwojowi raka sutka u myszy doswiadczalnych, zwigzanych przede
wszystkim z aktywno$cig ptytek krwi, czynnoscig $rodblonka naczyniowego oraz systemows odpowiedzig
zapalna organizmu. Na réznych etapach rozwoju nowotworu pobierane bedg krew oraz inne narzady, ktore
nastepnie bedg analizowane przy uzyciu réoznych technik takich jak Real Time PCR czy ELISA. Zestawienie i

poréwnanie danych do$wiadczalnych opracowanych na podstawie odmiennych modeli pozwoli na wytypowanie



uniwersalnych swoistych markeréw §wiadczacych o stopniu uszkodzenia srodbtonka i aktywacji ptytek krwi. W
kolejnym etapie zostanie opracowany dozylny model przerzutowania komoérek mysiego raka sutka oraz raka
prostaty, poddanych transdukcji u myszy z wyindukowang dysfunkcja $rodbtonka phluc. Opracowanie takiego
modelu umozliwi oceng wptywu dysfunkcji srodbtonka ptuc na wydajno$é tworzenia niszy pre-metastatycznej, a

w konsekwencji przerzutowania nowotworow.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

359 myszy

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Gléwna przeszkoda w badaniach nad przerzutami nowotworowymi jest staba dostepnos¢ modeli, ktore rzetelnie
odzwierciedlaja proces przerzutowy wystgpujacy U ludzi. Aby odnalezé unikalne markery przerzutowania
wspolne dla réoznych rodzajow linii raka sutka, konieczna jest charakterystyka potencjatu przerzutowego nowych
nie opisanych jak dotad w literaturze mysich linii komorkowych raka gruczotu sutkowego - Eph4 1424, Eph4
1424.1, Eph4 1424.2 oraz EQ771 i EQ771.LMB, a nastgpnie poroéwnanie ich zdolnosci do przerzutowania
Z opisanym juz w literaturze modelem 4T1 i 67NR. Badania przeprowadzone in vitro przez Wnioskodawce i jego
Wspotkonsorcjantow majace na celu molekularng i funkcjonalng charakterystyke panelu mysich linii raka sutka
wskazaly ich duze zréznicowanie. Poniewaz w zywym organizmie procesy przerzutowania oraz dysfunkcja
srodblonka zaleza réwniez od ztozonych interakcji pomigdzy komoérkami s$rodblonka, komoérkami uktadu
immunologicznego 1 plytkami krwi niemozliwe jest odtworzenie in vitro uktadu dos$wiadczalnego
odzwierciedlajacego stan fizjologiczny obserwowany podczas rozwoju przerzutow nhowotworowych
w organizmie. Dlatego tez wykorzystanie modelu zwierzgcego jest kluczowe dla ustalenia unikalnych markerow
przerzutowania.

W doswiadczeniach zaplanowano wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat umozliwiajacej uzyskanie istotnych
wynikoéw. Liczebno$¢ grup podczas etapu I zwigzana jest z matg iloscig materiatu jakg mozna uzyskac¢ z myszy.
W projekcie zaplanowano szereg badan ex vivo wykorzystujacych roézne metody w celu doktadnego
scharakteryzowania procesu przerzutowania raka gruczolu sutkowego, jednak uzyskana ilo$¢ materiatu z jedne;j
myszy jest nie wystarczajgca na przeprowadzenie wszystkich zaplanowanych testow jakimi sg np. PCR oraz
analizy histopatologiczna czy Western blotting. Etap drugi jest eksperymentem pilotazowym. Liczba myszy

zaplanowanych do tego etapu ma umozliwi¢ uzyskanie optymalnego modelu do kolejnych badan.



Zwierzeta wykorzystywane do zaplanowanych dos§wiadczen utrzymywane beda w warunkach, zapewniajacych
dobrostan zwierzat. Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie maksymalnie ograniczy¢ liczbe

zwierzat w badaniu oraz by zminimalizowac¢ bol, cierpienie i dystres wykorzystywanych zwierzat.



Glowna przeszkoda w badaniach nad przerzutami nowotworowymi jest staba dostgpno$é modeli, ktore rzetelnie
odzwierciedlaja proces przerzutowy wystepujacy u ludzi. Powszechnie wykorzystuje si¢ mysig lini¢ komorek
raka sutka 4T1. Jest to jeden z niewielu modeli raka, ktory efektywnie przerzutuje. Aby ustanowic alternatywe dla
modelu 4T1 oraz odnalez¢ unikalne markery wspoélne dla réznych rodzajoéw linii raka sutka, zdecydowalismy si¢
scharakteryzowac potencjat przerzutowy nowych nie opisanych jak dotad w literaturze mysich linii komérkowych
raka gruczotu sutkowego - Ephd 1424, Eph4 1424.1, Eph4 1424.2 oraz EQ771 i EO771.LMB, a nastgpnie
porownaé ich zdolnosci do przerzutowania z opisanym juz w literaturze modelem 4T1 i 67NR. Badania
przeprowadzone in vitro przez Wnioskodawce i jego Wspotkonsorcjantéw majace na celu molekularng i
funkcjonalng charakterystyke panelu mysich linii raka sutka wskazaty ich duze zréznicowanie. Utrzymywana
aktywnos$¢ plytek moze promowaé wzrost guza i migracje komorek nowotworowych, dlatego linie te badane byty
pod katem zdolno$ci do agregacji oraz aktywacji ptytek. Wykazano, iz linie przerzutujgce majg wigkszy potencjat
zardbwno do agregacji jak i aktywacji ptytek krwi in vitro. Agregaty ptytek krwi z komérkami nowotworowymi
tworzone sg za posrednictwem mig¢dzy innymi biatek wystepujacych na ich powierzchni takich jak GPIb-1X-V,
GPIIb/1la oraz P-selektyny, dlatego tez oceniono potencjatl przerzutujacy in vitro komorek poprzez dokonanie
analizy integryn i glikoprotein powierzchniowych. Oddziatywania aktywowanych ptytek krwi z komodrkami
nowotworowymi sprzyjaja adhezji tych ostatnich do komorek srodbtonka naczyniowego w tkance docelowej ich
wedrowki, ktéra poprzedza ekstrawazacje i ostateczng inwazje do kolonizowanych tkanek. Sprawdzona zostala
réwniez zdolno$¢ adhezji do kolagenu i fibronektyny — bialek macierzy zewnatrzkomérkowej. Badanie to
wykazato, ze linie przerzutujace maja nieznacznie wigksze zdolnosci do adhezji. Wykazano réwniez
zréznicowane tempo migracji tych komoérek. Tak wiec wykazano, Ze linie te znacznie r6znig si¢ miedzy soba pod
wzglgdem molekularnym oraz funkcjonalnym in vitro, jednakze w zywym organizmie procesy przerzutowania
oraz dysfunkcja §rodblonka zaleza rowniez od ztozonych interakcji pomiedzy komorkami srédbtonka, komoérkami
uktadu immunologicznego i ptytkami krwi, €O uniemozliwia odtworzenie in vitro uktadu doswiadczalnego
odzwierciedlajagcego stan fizjologiczny obserwowany podczas rozwoju przerzutOow nowotworowych w
organizmie. Dlatego tez wykorzystanie modelu zwierzecego jest kluczowe dla ustalenia unikalnych markerow
przerzutowania.

Kolejne badania przeprowadzone uprzednio przez Wnioskodawce i jego Wspotkonsorcjantow, a takze opisane w
literaturze np. [1], wskazuja, Ze procesowi przerzutowania nowotworéw towarzyszy rozwoj uktadowego stanu
zapalnego i dysfunkcji komorek srodbtonka naczyniowego w aorcie myszy BALB/c obarczonych mysim rakiem
sutka 4T1-luc2-tdTomato. To z kolei moze si¢ przyczyni¢ do wzmozonej przepuszczalnosci naczyn
krwiono$nych, podwyzszonej aktywno$ci plytek krwi oraz zwigkszonych wlasciwosciach proadhezyjnych
komorek $rodblonka. Aktywnos$¢ komodrek srodblonka naczyniowego jest jednym z kluczowych czynnikow
zaangazowanych we wzrost i przerzutowanie nowotworow. Jego rola wigze si¢ migdzy innymi z procesami
tworzenia mikrosrodowiska guza nowotworowego, w tym angiogenezy, migracji komoérek w naczyniu
krwiono$nym czy ze sprzyjaniem tworzenia niszy premetastatycznej, co prowadzi¢ moze do podwyzszonej
wydajnosci procesu przerzutowania. Poniewaz w zywym organizmie dysfunkcja §rodbtonka zalezy od ztozonych
interakcji pomiedzy réznymi komodrkami, wykorzystanie modelu zwierzecego jest istotne do badania wpltywu
dysfunkcji srodbtonka naczyn na wydajnos$¢ procesu przerzutowania.

W do$wiadczeniach zaplanowano wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat umozliwiajacej uzyskanie istotnych
wynikoéw. Liczebno$¢ grup podczas etapu I zwigzana jest z matg iloscig materiatu jakg mozna uzyskac¢ z myszy.
W projekcie zaplanowano szereg badan ex vivo wykorzystujacych réozne metody w celu dokladnego
scharakteryzowania procesu przerzutowania raka gruczolu sutkowego, jednak uzyskana ilos¢ materiatu z jednej
myszy jest nie wystarczajaca na przeprowadzenie wszystkich zaplanowanych testéw jakimi sg np. PCR oraz



analizy histopatologiczna czy Western blotting. Etap drugi jest eksperymentem pilotazowym. Liczba myszy
zaplanowanych do tego etapu ma umozliwi¢ uzyskanie optymalnego modelu do kolejnych badan.

Zwierzeta wykorzystywane do zaplanowanych do$§wiadczen utrzymywane beda w warunkach, zapewniajacych
dobrostan zwierzat. Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie maksymalnie ograniczy¢ liczbe
zwierzat w badaniu oraz by zminimalizowa¢ bol, cierpienie i dystres wykorzystywanych zwierzat. W razie
zaobserwowania u zwierzat oznak bolu, podawane beda $rodki o dziataniu przeciwbolowym lub zwierze bedzie

poddawane wcze$niejszej eutanazji.



