NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ocena wptywu biatka ykl-40 na przerzutowanie w modelu z dozylnym podaniem

komorek raka gruczotu piersiowego.
2.Czas trwania projektu 1,5 roku
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) przerzutowanie, dysfunkcja srodbtonka, YKL-40

4.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 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 doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Chitynaza 3-podobna 1 (CH3L1), znana réowniez jako YKL-40, jest $cisle zaangazowana w
rozw0j chorob ukladu krazenia oraz choréb nowotworowych, m.in. poprzez wpltyw na zapalenie
srédbtonka, wydzielanie cytokin zapalanych oraz innych biatek uczestniczacych w procesie

angiogenezy towarzyszgcej wzrostowi guza nowotworowego.

Celem projektu jest ocena czy biatko YKL-40 wspomaga réwniez proces przerzutowania. Dane zawarte
w piSmiennictwie pokazuja, ze bardzo czgsto poziom YKL-40 jest podwyzszony u pacjentdw z
przerzutami w poréwnaniu do pacjentdéw z choroba miejscowo zaawansowang, a takze wysokie st¢zenie

Y KL-40 wiaze si¢ z ztymi rokowaniami.

Badania zostang przeprowadzone z wykorzystaniem komorek ludzkiego raka gruczotu piersiowego




MDA-MB-231 luc-RFP, ludzkiego glejaka U87 oraz e komorki U87 KO (ang knock down) ktore nie
beda produkowac biatka YKL-40.

W dniu 0 planowane jest podanie myszom komorek U87 lub U887 KOKO podskornie. Nastgpnie w
wybranym punkcie czasowym, ktory zostanie ustalony na podstawie wcze$niejszych badan, myszom do
zyty ogonowej bocznej zostang podane komorki nowotworowe MDA-MB-231 luc-RFP. Wczesniejsze
zaszczepienie myszy komorkami U87 lub U87KO (produkujgcych lub nieprodukujacych biatko YKL) a
nast¢pnie podanie tym samym myszom komoérek MDA-MB-231luc-RFP, i ocena ich ilosci w plucach,
pozwoli na ocen¢ zaleznos$ci wydajnosci procesu przerzutowania od produkceji YKL-40. Po 2 tygodniach
od wszczepienia komorek myszy zostang poddane eutanazji, pobrana zostanie krew i pluca do dalszych
analiz. Wyniki intesywnosci fluorescencji odzwierciedlajace ilo§¢ komorek MDA-MB-231 w ptucach,
dla myszy zaczepionych U87, ktérym dozylnie podane zostaly komorki MDA-MB-231 luc-RFP
poréwnywane beda wynikami dla myszy zaszczepionych U§7KOKO ktorym dozylnie podane zostaty
komorki MDA-MB-231 luc-RFP.

W drugim modelu w dniu 0 planowane jest podanie myszom komorek U87 lub U87KO podskoérnie w
prawy bok przy jednoczesnym podaniu z lewej strony komorek MDA-MB-231 luc-RFP. Taki model
pozwoli na ocen¢ wptywy YKL-40 na proces EMT. Ponadto ocenie zostanie poddane tgpo wzrostu guza
MDA-MB-231luc-RFP u myszy zaczepionych rowniez komorkami U87 i U87KO. Poréownujac wyniki
z modelu dozylnego oraz podskérnego mozna bedzie réwniez okresli¢, na ktory etap przerzutowania

wplywa YKL-40.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

53 - mysz domowa (mus musculus)




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac wniosek dokonano szerokiego rozeznania w zakresie objetym wnioskiem. W
przeszukiwanych przez nas bazach danych (PubMed, Research Gate, Web of Science, Google Sholar)
znaleziono informacje $wiadczace jedynie o podniesionym poziomie YKL-40 u ludzi z choroba
nowotworowg. Nie ma jednak ukazanej korelacji pomiedzy liczbg przerzutow a stezeniem YKL-40 w
organizmie, ktore, jak pokazuja nasze badania, jest znacznie wigksze u osobnika z nowotworem.
Pi§miennictwo rowniez nie odpowiada na pytanie, czy biatko YKL-40 w sposéb bezposredni oddziatuje
na komodrki nowotworowe, czy jest zaledwie mediatorem posredniczacym w procesie przerzutowania
poprzez uszkadzanie $rodblonka na wczesnym etapie progresji nowotworowej. Poniewaz w zywym
organizmie dysfunkcja $rodbtonka oraz proces przerzutowania zalezg od ztozonych interakcji pomiedzy
réznymi komorkami, niezbedne jest wykorzystanie modelu zwierzgcego. Jedynie 0,01 % komorek
opuszcza miejsce guza pierwotnego. Po wniknigciu do krwiobiegu komorki nowotworowe s3, bowiem
narazone na dziatanie komorek uktadu odpornosciowego gospodarza . Uwaza sig, ze tylko okoto 0,1%
komoérek nowotworowych, ktére dostaly sie do krazenia jest w stanie przezy¢ i da¢ poczatek
ewentualnym przerzutom. Z tego powodu wprowadzono model podskérny oraz dozylny w modelu
zwierzecym. Uzyskane dane pozwola nie tylko okresli¢ czy YKL-40 wspomaga proces przerzutowania,
ale rowniez okresli¢, na ktorym etapie przerzutowania YKL-40 dziata, co jest mozliwe do ustalenia
tylko w Zywym organizmie. Ponadto uzyskane dane z proponowanego projektu beda wykorzystane w
przysztych badaniach — w testowaniu nowych inhibitorow chitynaz jako potencjalnych lekéw w terapii
przeciwnowotworowej u ludzi. Metody badan in vitro wykazujg szereg ograniczen, ktore powoduja, ze
wyniki czesto nie odpowiadaja zjawiskom obserwowanym w warunkach in vivo. Glownym
ograniczeniem metod in vitro jest brak mozliwo$ci oszacowania wptywu ukladu odpornosciowego na
wszystkie aspekty rozwoju, przebiegu, a takze regresji choroby. Dlatego tez, uzycie modelu zwierzecego
jest niezbedne do osiggnigcia postawionego celu.

W doswiadczeniach zaplanowano wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat umozliwiajacej
uzyskanie istotnych wynikéw. Liczba ta zostata ustalona na podstawie wzoru, biorgc pod uwage roznice,
jakie obserwowali$my in vitro i spodziewamy si¢ zaobserwowaé podczas analizy fluorescencji ptuc z
komorkami MDA-MB-231 luc-RFP.

Zwierzeta wykorzystywane do zaplanowanych doswiadczen utrzymywane beda w warunkach,

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




zapewniajacych dobrostan zwierzat. Utrzymywane beda w pomieszczeniach klimatyzowanych ze statym
dostepem do wody i standardowej paszy dla gryzoni, ze wzbogaceniami takimi jak materiat gniazdowy
czy domki. Ponadto, beda mialy zapewniony stalty nadzér weterynaryjny, a ich stan zdrowia bgdzie
codziennie monitorowany. Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie maksymalnie
ograniczy¢ liczbe zwierzat w badaniu oraz by zminimalizowa¢ bol. Wszystkie procedury
przeprowadzane beda przez wykwalifikowany personel. W razie zaobserwowania u zwierzat oznak
bolu, podawane beda srodki o dziataniu przeciwbolowym lub zwierze bedzie poddawane wczes$niejszej
eutanazji. Co wigcej, sam model, w swojej pierwotnej postaci jest powszechnie uzywany w badaniach

nad przerzutowaniem komorek nowotworowych niepowodujacym nadmiernego bolu i dyskomfortu.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
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 zaznaczyé wtaséciwe pole.




