NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Rola cytokeratyny 14 w mechanizmie powstawaniu przerzutéw — badania na

mysim modelu raka jelita grubego
2.Czas trwania projektu: 26.03.2018-25.03.2023

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): wirus cytomegalii, rak jelita grubego, przerzuty,

cytokeratyna 14
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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.

Cel doswiadczenia: badania podstawowe

Rodzaj badan: onkologia, niezaleznie od badanego ukladu

Rak jelita grubego jest trzecim, wsrod mezczyzn, oraz drugim, wsrod kobiet, najczgsciej diagnozowanym typem
nowotworu w calej populacji ludzkiej. Udokumentowano takze, ze wirus cytomegalii CMV sprzyja powstawaniu
przerzutow u ludzi z choroba nowotworowa, W tym u pacjentow z rakiem jelita grubego. Doktadny mechanizm
powstawania przerzutow w raku jelita grubego, w ktorym posredniczy wirus CMV nigdy wczesniej nie zostat
okreslony. Wyniki naszych poprzednich do$wiadczen na myszach wskazaty, ze proces powstawania przerzutow
jest Scisle zwigzany z faktem infekcji wirusem CMV, powodujagcym wzrost ilosci biatka w komorkach
nowotworowych, zwanego cytokeratyng 14 (CK14). Cytokeratyny w postaci biatkowych witokien spetniaja funkcje
podporowa komorki. W komorkach nowotworowych czesto dochodzi do zmiany ilosci (ekspresji) réznych
rodzajow cytokeratyn, Wnioskowane doswiadczenie na myszach BALB/c ma na celu sprawdzenie, czy CK14 jest
odpowiedzialna za wzmozona przerzutowos¢ komorek nowotworowych do innych organow ciata, co w przysztosci
moze zosta¢ wykorzystane do opracowania nowych terapii onkologicznych.




Myszy przeznaczone do badan (n=32) zostang podzielone na 2 grupy. Jednej zostang wszczepione $roédskornie
komorki mysiego raka jelita grubego CT26 (kontrola), drugiej-komérki CT26 zmodyfikowane genetycznie tak, by
wytwarzac kilkakrotnie wigcej CK14. Rosnace guzy beda mierzone suwmiarkg w celu zaobserwowania roznic we
wzro$cie, a po osiggnieciu $rednicy 1cm, zostang wyciete w znieczuleniu ogdlnym i utrwalone do dalszych analiz.
Po 2 miesigcach od operacji, myszy zostang u§miercone poprzez przedawkowanie pentobarbitalu, a organy (mozg,
pluca, watroba) —pobrane w celu wykrycia przerzutow. Wszystkie dotkliwe czynnosci beda prowadzone w
znieczuleniu ogélnym, a po operacji bedzie zwierzetom podawany lek przeciwbolowy. Myszy beda pod Scista
obserwacja przez caty okres trwania doSwiadczenia 1 w razie zaobserwowania pogarszajacego si¢ samopoczucia
zwierzat (objawy: osowiato$¢, zaniedbana, nastroszona sier$¢, spadek wagi), bedg one natychmiast usypiane.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa BALB/c (32 szt.)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zastapienie:

Polegato na przeprowadzeniu wielu do§wiadczen in vitro (na szalkach w laboratoriom) z wykorzystaniem komorek
nowotworowych CT26, m.in. analizie ich zdolnosci do dzielenia si¢ oraz przemieszczania si¢ (inwazji i migracji)
pod wplywem mysiego wirusa CMV. Po zebraniu wynikéw wstepnych przeprowadzono doswiadczenie na
zwierzetach, ktore zrealizowano po wyczerpaniu mozliwo$ci zebrania nowych danych naukowych w uktadzie in
vitro.

Ograniczenie:

Nagromadzony dotychczas materiat badawczy z doswiadczen in vivo pozwolit na stwierdzenie, ze: u myszy
BALB/c, ktorym wszczepiono $rodskornie komorki CT26 zakazone MCMV, guzy pojawiajgce sie w miejscu
wszczepienia osiaggaja niewielkie rozmiary, natomiast w plucach pojawiaja si¢ liczne przerzuty o znacznej
powierzchni. U myszy, ktorym zostaty wszczepione komorki CT26 niezakazone MCMV, guzy osiagaja znaczne
rozmiary, a przerzuty sg mniej liczne. Dalsze analizy wycietych guzow i przerzutow do ptuc wykazaty, ze pod
wpltywem wirusa MCMV dochodzi do zwigkszenia ilosci CK14 w poréwnaniu z materiatem kontrolnym. Aby
potwierdzi¢ hipotez¢ méwiagca o zmianie ilosci cytokeratny odpowiedzialnej za zwigkszong zdolnos¢ komorek
nowotworowych do tworzenia przerzutow, niezbedne jest przeprowadzenie zaplanowanej procedury, w ktorej
bedzie wyeliminowany wplyw MCMYV, a myszom zostang podane zmodyfikowane komorki CT26 produkujace
zwiekszong ilo$¢ cytokeratyny 14. Uzyskanie w niniejszej procedurze podobnych wynikéw do rezultatow
osiaggnigtych w do$wiadczeniu z infekcja CMV ostatecznie pozwoli potwierdzi¢ mechanizm progresji raka jelita
grubego. Uprzednie do$wiadczenie pozwolito wytypowaé jedna ,sposrod wielu rodzajow cytokeratyn, ktorej rola
zostanie zbadana w niniejszej procedurze, a co pozwolito na ograniczenie liczby procedur badajacych wptyw innych
cytokeratyn (a wigc rowniez liczby zwierzat do§wiadczalnych). Wnioskowana procedura ogranicza liczbe myszy
do 32 szt., w celu zebrania wiarygodnych statystycznie danych na podstawie poprzedniej procedury in vivo.

Udoskonalenie:
Nasz zespol posiada znaczace doswiadczenie w pracy ze zwierzgtami, w tym z myszami BALB/c, a wszystkie
procedury zostaty zaplanowane na podstawie uzyskanej przez nas dotychczas wiedzy wyniesionej z eksperymentow

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




przeprowadzonych z przesztosci tak, by zminimalizowa¢ dotkliwo$¢ procedur. Myszy beda przebywaty w klatkach
z wzbogaceniami (papierowe tunele, materiat do robienia gniazd).

Zwierzetom zostang podane komorki w znieczuleniu wziewnym (izofluran), a guzy beda usuwane w znieczuleniu
ogolnym dootrzewnowym (ketamina i ksylazyna). Po operacji mysz bedg izolowane od myszy nieoperowanych
(tych, ktorym guzy nie urosng) w celu zapewnienia im spokoju. Przez 3 doby po operacji zwierzetom bedzie
podawany w wodzie do picia paracetamol w celu ograniczenia bélu pooperacyjnego.

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

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

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



