NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projekt: Badanie heterogennosci i plastycznosci macierzystych komérek rakowych i ich roli w
progresji nowotwordéw gtowy i szyi.

1.Czas trwania projektu: 01.05.2017 — 01.05.2022 ........cceoiveireiieiieie e ese e

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): komoérki macierzyste, nowotworowe komorki macierzyste,

inwazja, metastaza

3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): A .............c........

. Badania podstawowe

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

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

m m o O W >

. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkdéw spozywcezych, pasz lub innych substancji lub

produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

®

. 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 okresli¢ 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.

Pkt 4A

Nowotwory ptaskonabtonkowe glowy i szyi (HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma) powoduja
wysoka $miertelno$¢ pacjentow z powodu rozwoju przerzutdOw i pojawienia si¢ trudnych do operowania i
opornych na leczenie nawrotow choroby. Nadal pozostaje niewyjasnione dlaczego niektore komorki w
nowotworze sg bardziej oporne na leczenie lub wykazujg zwigkszone wlasciwosci do inwazji i tworzenia
przerzutoéw. Model nowotworowych komorek macierzystych (CSC, cancer stem cells) sugeruje zroznicowanie
wsérod komorek nowotworowych gdzie mata populacja komoérek CSC moze po przetrwaniu chemioterapii i po
inwazji odtworzy¢ caly nowotwor. Jednakze brak narzedzi do wyznaczenia i §ledzenia losow prekursorow CSC
stanowi duzy problem w badaniach heterogennos$ci nowotwordw i scharakteryzowaniu potencjalnych terapii
skierowanych przeciwko CSC. W naszych badaniach proponujemy uzycie nowych systeméw reporterowych,
ktore pozwalaja nam wyznakowaé 1 $ledzic CSC (Oct4-GFP oraz SOREG6) oraz inwazyjne komorki
nowotworowe (Catulin-GFP) aby lepiej zrozumie¢ wiasciwosci biologiczne CSC oraz scharakteryzowaé




$ciezki sygnalowe, ktore regulujg fenotypowa plastycznos¢ CSC w HNSCC. W tym celu pod skoérg myszy
wstrzyknigte zostang ludzkie linie reporterowe Oct4-GFP, SORE6-Tomato oraz catulin-GFP (Proc.1, czynno$é¢
1), ktéore utworza nowotwor co pozwoli na wyizolowanie i scharakteryzowanie CSC oraz komodrek
inwazyjnych. W celu $ledzenia los6w wyznakowanych komorek macierzystych oraz komorek z nich sig¢
wywodzacych, genetycznie zmodyfikowane myszy zostang posmarowane Tamoksyfenem (Proc. 2 czynno$¢ 1)
co pozwoli na indukcje onkogennego Kras i utworzenie nowotworu. Zebrany materiat zostanie poddany dalszej
analizie.

Zwigrzgta nie poniosa znaczacych szkoéd w trakcie wykonywania procedur. W celu ograniczenia stresu i
cierpienia zwierzat, procedury i czynnosci zostaly zaplanowane tak, aby ich stopien dotkliwos$ci byt
umiarkowany (golenie skory grzbietu za pomocg trymera; podawanie tamosyfenu poprzez aplikacj¢ na skore
lub wstrzykiwanie linii reporterowych z krotkotrwatg anestezjg poprzez wziewny izofluran.

Zaproponowane badania pozwola na lepsze zrozumienie, jak zachowane w ewolucji czynniki transkrypcyjne
odpowiedzialne za utrzymanie embrionalnych komoérek macierzystych wplywaja na utrzymanie stanu
macierzystego i plastycznos$¢ CSC. Zrozumienie na poziomie molekularnym $ciezek sygnatowych i molekut,
ktore sa kluczowe w regulacji tych procesow bedzie miato w przysztosci istotne znaczenie w rozwoju
efektywnych terapii nowotworowych. Hodowla 2D nie odzwierciedla przestrzennej ztozono$ci nowotworow,
od ktoérej zalezy plastyczno$¢ i heterogenno$¢ nowotworowych komorek macierzystych. W hodowli 2D
niemozliwe jest zbadanie interakcji migdzy komorkami nowotworowymi a ich otoczeniem i charakteryzacja
heterogennych komorek nowotworowych. Dlatego w celu badania wyzej wymienionych procesow niezbedne
jest wykorzystanie modeli mysich.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostang wykorzystane myszy transgeniczne uzyskane w wyniku krzyzowania myszy
genetycznie zmodyfikowanych, zawierajacych systemy do tkankowo-specyficznej, warunkowej aktywacji
genow jak rowniez biatka reporterowe Tomato pod kontrola tkankowo-specyficznych promotoréow. Tto
genetyczne myszy to NOD scid gamma i C57BL6/CD1/FVBI, 3 rézne linie. Laczna liczba planowanych myszy
to 660.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejgcy stan wiedzy w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: MEDLINE (via Pubmed), Web of Science. Wykorzystano stlowa kluczowe:
CSC, oral stem cells, invasion, metastasis and mouse models.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzamy, ze izolacja i charakteryzacja nowotworowych
komorek macierzystych w celu odkrycia nowych celéw terapeutycznych jest utrudniona w systemie in vitro.
Ztozono$¢ i heterogenno$¢ nowotworéw moze by¢ tylko badana w modelu in vivo. Dlatego zrozumienie na

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




poziomie molekularnym $ciezek sygnatowych i molekul, ktére sg kluczowe w regulacji tych procesow bedzie
miato w przyszlosci istotne znaczenie w rozwoju efektywnych terapii nowotworowych.

Zasade 3R wprowadzimy do naszego projektu w nastepujacy sposob:

Zastapienie: Hodowla komodrek nowotworowych in vitro jest jedng z mozliwosci zastgpienia wykorzystania
zywych zwierzat w projekcie. Jednak z powodu stopnia zlozono$ci takie warunki sa niemozliwe do
odtworzenia w hodowli komorkowej in vitro. Czgs¢ eksperymentow pilotowych bedziemy jednak starali si¢
przeprowadzi¢ na modelu 3D jako hodowle komorek nowotworowych w sferach w matrigelu aby ograniczy¢
liczbe uzywanych do eksperymentow zwierzat.

Redukcja: Podjeto kilka krokow majacych na celu zminimalizowanie ilo$ci zwierzat bioragcych udzial w
projekcie. Hodowla bedzie prowadzona przez wykwalifikowang i do$wiadczong osobe w taki sposob aby
otrzymac potrzebna liczbe osobnikdéw o pozadanym genotypie w optymalny sposob.

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




