NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Badanie wplywu wyciszenia ekspresji kinazy MLLK4 na potencjal komérek

nowotworowych raka piersi do tworzenia przerzutow
2.Czas trwania projektu 1 rok
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): kinaza MLK4, rak piersi, przerzutowanie

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

adania podstawowe

w >

adania translacyjne lub stosowane

o |0

adania z zakresu medycyny sagdowej

B
B
Badania majace na celu zachowanie gatunku
B
B

E. Badania zapewniajace poprawe¢ dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich
E. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkoéw 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 ksztatcenia 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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi
by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem badan jest dostarczenie informacji na temat zdolnoséci do tworzenia ognisk przerzutowych komorek raka
piersi charakteryzujacych si¢ wysoka ekspresjg kinazy serynowo-treoninowej MLK4. Nowotwor piersi jest
heterogenng choroba, zaréwno pod wzgledem molekularnym jak i klinicznym. Biorac pod uwage ztozonosé
genomu raka piersi, istotne jest aby pozna¢ zalezno$ci pomigdzy zmianami genetycznymi a obserwowanym
fenotypem komorek nowotworowych piersi. Zrozumienie molekularnych podlozy rozwoju komorek
nowotworowych jest niezbednym krokiem w celu identyfikacji nowych terapii przeciwnowotworowych. Jedng z
przyczyn powstawania i rozwoju komorek nowotworowych jest proces amplifikacji genu, ktoérego wynikiem jest
zwigkszona ilo$¢ biatka w komorce. Zwigkszona ekspresja biatka czegsto prowadzi do rozregulowania waznych
procesow komorkowych, a tym samym rozwoju nowotworu. Hipoteza badawcza zaktada, iz komorki, ktore cechuja
si¢ zwigkszonym poziomem kinazy MLK4 be¢da wykazywaly wigkszy potencjat do tworzenia ognisk
przerzutowych. Do poszerzenia wynikow uzyskanych metodami in vitro niezbgdne jest przeprowadzenie badan
modelu doswiadczalnym in vivo, ktorego zaletg jest nieodbiegajaca od warunkéw naturalnych zdolno$é do
tworzenia ognisk przerzutowych, gldwnie w plucach i weztach chtonnych. Zaplanowane doswiadczenia zostang




przeprowadzone z uzyciem ludzkiej linii komorkowej raka piersi HCC1806, ktora zostanie podane
dozylnie myszom z niedoborem odpornosci (RAG2”), a nastepnic zwierzgtom zostanie podana
doksycyklina w celu indukowania wyciszenia kinazy MLK4. Podanie myszom komorek HCC1806
doprowadzi do rozwini¢cia ognisk przerzutowych u myszy. Linie komérkowe HCC1806 posiadajg indukowanym
systemem wyciszenia ekspresji genu kinazy MLK4. Kontrolnie zostang réwniez wprowadzone komorki HCC1806
typu dzikiego. W doswiadczeniu bedzie porownywany proces przerzutowania do innych czgsci ciata migdzy
grupami kontrolnymi, a grupami w ktorych ekspresja kinazy MLK4 zostala wyciszona. Oczekiwanym rezultatem
bedzie zrozumienie jaki wplyw ma kinaza MLK4 na process metastazy raka piersi. Ponadto, wyniki badan pozwola
okresli¢ czy kinaza MLLK4 moze sta¢ si¢ celem terapeutycznym w terapii przeciwnowotworowe;.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

‘W do$wiadczeniach uzytych zostanie 20 myszy RAG2™"".

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

Podczas projektowania do§wiadczenia sprawdzona zostata istniejaca wiedza na temat prowadzenia badan
objetych wnioskiem badawczym. Wykorzystano stowa kluczowe: MLK4, breast cancer, mouse model,
xenografts, migration, metastasis. Na podstawie przeszukania istniejacej literatury oraz baz danych
(EBSCO, PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect), stwierdzono zZe brak jest danych umozliwiajacych
zweryfikowanie proponowanej hipotezy badawczej.

Rak piersi jest najczgstszym nowotworem u kobiet. Na $wiecie zapadalnos¢ wynosi 1.4 miliona kobiet
rocznie, w tym 14000 w Polsce. Jedng z przyczyn powstawania 1 rozwoju komoérek nowotworowych jest
proces amplifikacji genu, ktorego wynikiem jest zwigkszona ilos¢ biatka w komorce. Zwigkszona
ekspresja biatka czesto prowadzi do rozregulowania waznych procesow komodrkowych, a tym samym
rozwoju nowotworu. Wedtug najnowszych danych amplifikacja genu kodujacego kinazg¢ MLK4 (ang.
Mixed-Lineage Kinase) zostata zaobserwowana w okoto 23% przypadkow raka piersi. Kinazy serynowo-
treoninowe z rodziny MLK posrednicza w przekazywaniu sygnatow zwigzanych z r6znymi procesami
komorkowymi. Kinaza MLK4 jest najmniej poznang kinaza w tej rodzinie, a jej udzial w procesach
onkogenezy wcigz pozostaje nicjasny. Nasze dane wskazujg na role MLK4 w procesach migracji oraz
inwazji w modelu linii komérkowych raka piersi z indukowanym doksycykling wyciszeniem MLK4.
Ponadto, analiza immunohistochemiczna skrawkow guzoéw od pacjentow, wykazata obecnos¢ komorek
nowotworowych o wysokiej ekspresji MLK4 w naczyniach krwiono$nych. Dane te potwierdzajg role
MLK4 1 szlakéw sygnalizacyjnych kontrolowanych przez t¢ kinazg w inwazyjnosci komorek raka piersi.

Doswiadczenia zostaly zaplanowane w mysl zasad zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia.

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




Zasada zastapienia

Po pierwsze zostal juz przeprowadzony szereg doswiadczen in vitro w modelu linii komorkowych
HCC1806. Doswiadczenia objety testy klonogenne, testy migracyjne, inwazyjne i proliferacyjne w
warunkach in vitro oraz testy w hodowli trojwymiarowej. Wyniki do§wiadczen in vitro wskazujg, iz
kinaza MLK4 ma istotny wptyw na proces onkogenezy co daje podstawe do dalszych doswiadczen na
modelu mysim. Hodowle dwuwymiarowe oraz do$wiadczenia in vitro prowadzg do uzyskania
niezbednych informacji z zakresu biologii komorek nowotworowych. Majg one jednak ograniczenia i nie
zawsze odzwierciedlajg naturalne warunki panujgce w komoérkach nowotworowych wzrastajgcych in vivo.
Odtworzenie skomplikowanych interakcji pomigdzy komorkami nowotworowymi guza a organizmem
gospodarza stanowi wyzwanie dla hodowli dwuwymiarowych. A zatem, istotne jest aby zweryfikowaé
wyniki uzyskane w doswiadczeniach in vitro w modelu zblizonym do warunkow panujacych w
organizmie ludzkim. Doswiadczenia in vivo bedg mialy na celu poszerzenie wynikow uzyskanych
metodami in vitro oraz ocen¢ wplywu kinazy MLK4 na proces przerzutowania. Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najmniejszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczeg6lnych grupach. Przewidziana liczba zwierzat jest niezbedna do przeprowadzenia prawidtowej
interpretacji otrzymanych wynikow, waznych statystycznie oraz bez konieczno$ci powtorzenia
doswiadczen.

Uzasadnienie liczby zwierzat:

Kazda z grup doswiadczalnych zwierzat bedzie liczy¢ 10 sztuk.

Obliczenia zostaly wykonane uzywajac strony internetowej http://biomath.info/ pozwalajacej okresli¢
najmniejsza liczebnos$¢ dzigki ktdrej mozna zweryfikowac hipoteze.

Ponizej zostaly wypunktowane zalozenia statystyczne uzyte do okreslenia liczby myszy potrzebnych do
eksperymentu:

- test statystyczny — test t-Studenta dla prob niezaleznych (two-tailed unpaired t-test)
- 0=0,05 i 1-$=0,8

- srednie  wielkosci  (20-25 ognisk przerzutowych/mysz w grupie kontrolnej; 10-16 ognisk
przerzutowych/mysz w grupie do$wiadczalnej) oraz SD (+/- 3).

Przy takich zatozeniach otrzymano wynik 10 myszy w kazdej grupie.

Tak zaplanowana liczba zwierzat w do§wiadczeniu wynika z wymagan statystycznych i powinna pozwoli¢
nam na wyciagni¢cie wiarygodnych wnioskdw na temat badanej hipotezy.

Zasada udoskonalenia

Rozw¢j choroby nowotworowe] wigze si¢ z wystgpowaniem objawow, ktoére mogg by¢ zrodiem
dyskomfortu dla zwierzat. Wszystkie procedury opisane we wniosku zostaty zaplanowane tak, aby
ograniczy¢ do minimum stres oraz dyskomfort zwierzat uzytych w doswiadczeniu. Planujemy jednak
usmiercenie zwierzat zanim choroba rozwinie si¢ do stadium, w ktorym zwierze do$wiadczaloby




cierpienia. Wyznaczone przez nas kryteria stanu zaawansowania choroby (odwodnienie, utrata masy ciata
powyzej 20%, objawy kliniczne rozsianej choroby nowotworowej) sg parametrami uznanymi dla danych
modeli 1 stosowanymi przez inne grupy badawcze na swiecie.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.



