NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Wplyw Biatka Indukowanego Prolaktyng (ang. Prolactin Inducible Protein, PIP) na

proces apoptozy indukowany doksorubicyngq i cyklofosfamidem
2.Czas trwania projektu 01.06.2019 do 01.06.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) biatko indukowane prolaktyng, cyklofosfamid, doksorubicyna,

apoptoza.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie 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 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.

Nowotwory piersi sa najwiekszym problemem onkologicznym w krajach rozwinigtych, sa réwniez
narastajacym problemem w krajach rozwijajacych sig¢. W Polsce 16500 tys. kobiet zapada rocznie na
raka gruczotu piersiowego. Ze wzgledu na rosngcg liczbe zachorowan oraz coraz mtodszy wiek chorych,
problem raka gruczolu piersiowego staje si¢ problemem spotecznym i ekonomicznym. Dlatego
identyfikacja kluczowych czynnikow determinujgcych skuteczno$¢ leczenia oraz dazenie do
zapewnienia ich optymalnego wykorzystania — poprawiajacego jakos¢ i dtugos¢ zycia kobiet chorych na
ten nowotwor powinno stanowi¢ cel w walce z ta choroba. Jednym z podstawowych problemow
rzutujacych niekorzystnie na lecznicze efekty spowodowane podawaniem cytostatykow jest

lekoopornos$¢.




Wielolekooporno$¢ definiowana jest jako brak wrazliwosci na podawane leki, ktére nie wykazuja
strukturalnego podobienstwa, a ponadto majg zréznicowane molekularne punkty uchwytu. Nasze
ostatnie badania wskazuja, ze zwigckszona oporno$¢ pacjentek na leczenie standardowa terapig
adjuwantowg (doksorubicyna + cyklofosfamid) jest istotnie skorelowana z niskg ekspresja biatka PIP.
Wykorzystujac modele komorkowe wykazali$my nastepnie w testach in vitro, ze obecnos$¢ biatka PIP w
komorkach raka gruczotu piersiowego powoduje ich zmniejszong przezywalnos¢ i zwigkszong
wrazliwos¢ na apoptoze indukowang doksorubicyng lub cyklofosfamidem. W dalszych badaniach
przeprowadzonych na modelu myszy nu/nu wykazaliSmy, Ze guzy nowotworowe utworzone przez
przeszczepione komorki MDA-MB-231 z neoekspresja PIP (MDA-231/PIP) byty istotnie wigksze w
poréwnaniu z guzami utworzonymi przez kontrolne komoérki MDA-MB-231 (MDA-231/PURO). Co
wazne, po dozylnym podaniu doksorubicyny (3 mg/kg.m.c.- w dwoch dawkach podzielonych) myszom
nu/nu obarczonych guzami nowotworowymi utworzonymi przez komoérki MDA-231/PIP obserwowano
istotnie lepsza odpowiedz na leczenie w porownaniu z kontrolnymi koméorkami MDA-231/PURO. Przy
czym u myszy, ktorym podawano doksorubicyne, obserwowano zmniejszenie ekspresji markera
proliferacji Ki-67 w guzach utworzonych przez komoérki MDA-231/PIP w poréwnaniu z guzami
tworzonymi przez kontrolne komérki MDA-231/PURO. Efektu tego nie obserwowano u myszy, ktorym
podawano sdl fizjologiczng. Natomiast, wykorzystujac metode TUNEL, nie wykazano roéznic w liczbie
komorek apoptotycznych pomigdzy guzami MDA-231/PIP i MDA-231/PURO pochodzacymi od myszy,
ktorym podawano albo doksorubicyna, albo placebo. Dlatego, aby spostrzezenia te mogly znalezé
praktyczne zastosowanie w klinice raka gruczotu piersiowego konieczne sa dalsze badania, ktorych
celem bedzie wykazanie wplywu biatka PIP na apoptoz¢ komorek raka gruczolu piersiowego
indukowang doksorubicyng i cyklofosfamidem w testach in vivo z wykorzystaniem myszy
bezgrasiczych Balb/c (crl: NU(NCr)-Foxnl™). Zwierz¢ta poddane zostang leczeniu za pomocg
doksorubicyny i cyklofosfamidu. Jest to jedyny sposdb poznania takich wilasciwosci komorek
nowotworowych jak wzrost w postaci guza i tworzenie przerzutow, a takze okreslenie efektow i
monitorowanie terapii przeciwnowotworowej, poniewaz zadne modele in Vitro nie sg w stanie zastgpi¢

w takich badaniach zywego organizmu.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

106 osobnikow- mysz domowa (Mus musculus)- 6-7 tygodniowe myszy, samice, szczep Balb/c (Nude)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Planowane badania in vivo poprzedzone zostaly badaniami klinicznymi oraz badaniami in vitro, ktore
wykazaly pro-apoptotyczny charakter biatka PIP w leczeniu doksorubicyng i cyklofosfamidem.

W badaniach konieczne jest uzycie zwierzat poniewaz tylko w Zywym organizmie w pelni mozna
zbada¢ wptyw doksorubicyny i cyklofosfamidu na proces nowotworowy komorek modelowych
r6znigcych si¢ poziomem ekspresji PIP, ktory zalezny jest od wielu ztozonych interakcji pomiedzy
komoérkami nowotworowymi a komodrkami $rédblonka i komorkami uktadu immunologicznego.
Ponadto w badaniach in vitro nie ma mozliwosci odtworzenia uktadu odzwierciedlajacego stan
fizjologiczny obserwowany podczas rozwoju przerzutOw nowotworowych w organizmie. Na tej
podstawie, zgodnie z migdzynarodowymi normami badan przesiewowych, wybierane sg modele
zwierzece in Vivo stanowigce niezbedne poprzedzenie ewentualnych badan klinicznych. Myszy
wykorzystywane do zaplanowanych do$wiadczen utrzymywane bgda w warunkach zapewniajacych
dobrostan zwierzat. Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie maksymalnie ograniczy¢
liczbe zwierzat w badaniu oraz by zminimalizowac bdl, cierpienie i dystres wykorzystywanych zwierzat.
W przypadku zaobserwowania znacznego pogorszenia stanu zdrowia zwierzat zostanie zastosowane
wczesne, humanitarne zakonczenie procedury. Ponadto u myszy z wyraznym guzem nowotworowym
stosowany bedzie preparat przeciwbolowy zgodnie z zaleceniem lekarza weterynarii.

W badaniu zaplanowano wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat, takiej ktora umozliwi uzyskanie
istotnych wynikow (istotnych statystycznie).
Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym, w bazach danych:

EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA; Science Direct; Web of Science (JCR); Thomson

Innovation

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




Wykorzystalam slowa kluczowe i ich kombinacje: Prolactin Induced Protein, PIP, mouse,

doxorubicin, cyclophosphamide, therapy, apoptosis, caspase-3.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze: wyniki badan uzyskane w trakcie
realizacji projektu pozwola na zdobycie wiedzy na temat roli bialtka indukowanego prolaktyng w
biologii raka gruczotu piersiowego. Oryginalne wykorzystanie modeli komorkowych MDA-MB-231 z
ektopowa ekspresja tego biatka oraz linii T47D ze stabilnie wyhamowang jego ekspresja pozwolg na
potwierdzenie hipotezy badawczej o pro-apoptotycznym dziataniu biatka PIP w predykcji standardowa

terapig adjuwantowg (doksorubicyna + cyklofosfamid).

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: wyniki uzyskane na materiale
klinicznym i ustalonych in vitro liniach komoérkowych wskazujg iz ekspresja biatka PIP w komorkach
raka gruczotu piersiowego zwigksza ich wrazliwo$¢ na cytotoksyczne dziatanie doksorubicyny i
cyklofosfamidu, co najprawdopodobniej wigze si¢ z ich podwyzszong podatnoscig na apoptoze

indukowang tym cytostatykami.

B. Brak jest danych, lub tez dane s malo wiarygodne lub nie sa sprawdzone w zakresie: brak jest
danych dotyczacych roli bialka PIP w oporno$ci komoérek nowotworowych na leczenie z
wykorzystaniem doksorubicyny i cyklofosfamidu, ktére prowadzono in vivo z wykorzystaniem modeli
zwierzecych. Jedynym wyjatkiem sg badania z wykorzystaniem komorek MDA-MB-453 raka gruczotu
piersiowego z zahamowang ekspresja PIP, ktore przeszczepiano myszom NOD/SCID w celu
sprawdzenia wptywu aktywacji kinaz ERK1/2 na poziom ekspresji PIP (Naderi A. et al., 2012).

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: jednoznaczne okreslenie funkcji tego
biatka w biologii raka gruczotu piersiowego i jego roli we wrazliwosci/opornos¢ komorek raka gruczotu

piersiowego na leczenie doksorubicyng i cyklofosfamidem.

A/ Rozwiniecie teoretyczne/poznawcze lub ugruntowanie istniejacej wiedzy w Kierunku
spersonalizowanej metody leczenia nowotwordw raka gruczolu piersiowego w tym nowotworow

opornych na leczenie standardowg terapig adjuwantowa.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

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



