NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt Zmiana profilu metabolomicznego indukowanego czerniaka w trakcie terapii

kombretastatyng A4
2.Czas trwania projektu: 30.08.2018 — 30.08.2021

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): profil metabolomiczny, nowotworzenie, SPME, mysz,

kombretastatyna A4

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 sadowe;j

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkow 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.

Jednym z najwazniejszych wyzwan wspodlczesnej] medycyny jest poszukiwanie skutecznych
technik in vitro umozliwiajacych doktadne odwzorowanie wynikow in vivo czyli tzw. in vitro-in
vivo extrapolation (IVIVE). Celem niniejszego projektu jest poroéwnanie profilu
metabolomicznego komorek czerniaka linit BI6F10 in vitro oraz in vivo wraz z oceng ich
odpowiedzi na leczenie kombretastatyng A4 (CA4). Réwnoczes$nie badanie to pozwoli na
weryfikacje czy nowo stworzona platforma analityczna zlozona z mikroekstrakcji do fazy stalej
(ang. SPME) i spektrometrii mas (MS) pozwoli w przysztosci zmniejszy¢, a nawet catkowicie
wyeliminowa¢, wykorzystanie zwierzat w eksperymentach. SPME nie wymaga pobrania probek,

a mikrosondy (@ k. 200pum, gltebokos¢ wklucia 2-4 mm) minimalnie naruszajg strukturg tkanki.



Umozliwia to przeprowadzenie tzw. ,,chemicznej biopsji” od jednego osobnika wielokrotnie w
czasie badania.

Badania zostang przeprowadzone na 32 samcach myszy szczepu C57BL6/J/cmdb (wiek 8-
tygodni), podzielonych na cztery grupy (n=8):

— indukcja nowotworem (wszczepienie mysich komorek czerniaka linii B16F10) w dole

pachwinowym + leczenie CA4 (grupa 1),
— indukcja nowotworem (wszczepienie mysich komorek czerniaka linii B16F10) w dole
pachwinowym + podaz soli fizjologicznej (vehiculum - grupa 2),

— brak indukcji nowotworem + leczenie CA4 (grupa 3)

— brak indukcji nowotworem + podaz soli fizjologicznej (vehiculum — grupa kontrolna, 4).
Skrocony opis eksperymentu: Wszystkie zwierzeta poddane beda chemicznej biopsji (procedura
1-4, czynno$¢ 2). Po losowym przydzieleniu zwierzat do grup, 16 osobnikom (grupy 1 i 2)
wszczepione zostang komorki nowotworowe (procedura 1 i 2, czynno$¢ 3), w grupie 3
zwierzetom nie indukowanym nowotworem podany zostanie roztwdér CA4 (procedura 3,
czynnos¢ 4), natomiast u myszy z grupy kontrolnej (grupa 4) nie bedzie indukowany nowotwor i
bedzie podawana sol fizjologiczna (procedura 4, czynno$¢ 4). Wielko$¢ guza monitorowana
bedzie za pomocg suwmiarki. Kiedy guz (wg danych literaturowych [1]) po okoto 6 dniach
osiggnie wielkos¢ 4-5 mm zostanie wprowadzone leczenie (grupa 1 - procedura 1, czynnos¢ 4
oraz grupa 3 - procedura 3, czynnos$¢ 4) lub podaz soli fizjologicznej (grupa 2 - procedura 2,
czynno$¢ 4 oraz grupa 4 — procedura 4, czynno$¢ 4) Rownolegle zwierzeta beda poddawane
chemicznej biopsji (procedura 1-4, czynno$¢ 2) az do dnia usmiercenia (procedura 1-4, czynnos¢
5).

1. Mitrus, 1., Sochanik, A., Cichon, T., & Szala, S. (2009). Combination of combretastatin
A4 phosphate and doxorubicin-containing liposomes affects growth of B16-F10 tumors. Acta
Biochimica Polonica, 56(1), 161.Mitrus, I., Sochanik, A., Cichon, T., & Szala, S. (2009).
Combination of combretastatin A4 phosphate and doxorubicin-containing liposomes affects
growth of B16-F10 tumors. Acta Biochimica Polonica, 56(1), 161.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu wykorzystanych zostanie 32 myszy.



7. OPIS UWZGLEDNIENIA  ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I
UDOSKONALENIA

1. Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym w nastepujacych bazach danych: EBSCO; PUBMED; Science Direct; Springer;
Wiley Online Library; Web of Science.

2. Wykorzystano stowa kluczowe: solid phase microextraction, untargeted metabolomics,
metabolomic profiling, tumorgenesis, B16F10, C57bl/6, combretastatin A4, CA4, fosbretabulin.
3. Mimo, ze w literaturze wystepuja doniesienia dotyczace skutecznosci terapii kombretastatyny
A4 wobec indukowanego czerniaka linii B16F10 w modelu mysim z wykorzystaniem szczepu
C57bl/6 [1,2], w przeszukiwanej literaturze nie znaleziono badan dotyczacych zmian profilu
metabolomicznego w trakcie rozwoju choroby oraz leczenia.

4. Badania przeprowadzone do tej pory jednoznacznie dowodzg, ze metoda SPME dzigki swoim
unikatowym cechom moze by¢ stosowana z powodzeniem w badaniach farmakokinetycznych,
metabolomicznych i toksykologicznych u réznych gatunkéw zwierzat (psow, §win, ryb, szczurow
i myszy) [3-8] warunkach in vivo. W dostgpnej literaturze nie znaleziono jednak zadnych prac
dotyczacych porownania zmian profilu metabolomicznego tkanki nowotworowej w czasie
rozwoju choroby oraz skuteczno$ci zastosowanej terapii. Fakt ten nalezy tlumaczy¢ brakiem
odpowiednich narzedzi analitycznych, ktore umozliwityby wykonanie takich badan
biochemicznych in vivo z niskg inwazyjno$cia.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pomoze w zidentyfikowaniu szlakow
metabolomicznych aktywujacych badz dezaktywujacych si¢ w trakcie rozwoju choroby
nowotworowej, w ocenie skutecznosci farmakoterapii oraz porownaniu uzyskanych wynikow do
analogicznych wynikow z badan in vitro. Potwierdzenie wynikéw przeprowadzonych in vitro
(przedstawionych ponizej) w badaniach prowadzonych in vivo, jak rowniez zastosowanie metody
SPME jako metody alternatywnej do badan in vivo pozwoli ograniczy¢ liczbe zwierzat
doswiadczalnych wykorzystywanych w przysztych eksperymentach.

5. Zastosowanie w planowanych badaniach niskoinazyjnej metody mikroekstrakcji, nie
wymagajacej pobrania tradycyjnej probki umozliwia znaczne ograniczenie liczby zwierzat
wykorzystywanych w procedurze w poréwnaniu do metod standardowych wymagajacych
homogenizowania badanej probki. Ponadto mata inwazyjnos¢ mikrowtokien ekstrakcyjnych, nie

powodujaca uszkodzenia wigkszego niz rutynowa iniekcja miejsca indukcji nowotworem, dzieki



czemu pomiary in vivo w kolejnych punktach czasowych mogg by¢ przeprowadzane na tym

samym zwierzeciu, €O nie tylko niweluje konieczno$¢ usmiercania zwierzat, ale dodatkowo

eliminuje wplyw zmienno$ci migdzyosobniczej, przez co poprawia wiarygodno$¢ uzyskanych

wynikow.

6. Wykorzystanie w planowym eksperymencie nowoczesnego systemu anestezji wziewnej

poprawi komfort i zmniejszy stres zwierzat wykorzystywanych w procedurze. Kontakt

eksperymentatora ze zwierzgciem zostanie znacznie skrocony, a zwierzgta nie beda narazone na

stres zwigzany z wkluciem i podaniem anestetyku (najczesciej droga dootrzewnowa lub dozylng).
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