NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projekt: Rola syntazy galaktozyloceramidu (UGTS8) i galaktozyloceramidu (GalCer) w

lekoopornosci komodrek raka gruczohlu piersiowego.
2.Czas trwania projektu: 01.06.2018 - 31.08. 2019
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): UGT8, GalCer, apoptoza, doksorubicyna

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): 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 produktéw leczniczych, srodkéw 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 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.

Weczesniejsze badania whasne wykazaty, ze enzym - syntaza galaktozyloceramidu (UGT8) poprzez
synteze galaktozyloceramidu (GalCer) moze mie¢ udzial w progresji raka gruczotu piersiowego do
bardziej ztosliwej postaci. Uzyskane wyniki sugeruja, ze obecno$¢ GalCer w komorkach rakowych
zwigzana jest z ich wieksza opornoscig na stres. Z kolei wyzsza oporno$¢ komorek raka gruczotu
piersiowego na stres komodrkowy jest prawdopodobnie wynikiem ich wigkszej opornosci na apoptoze, na
co wskazuja wyniki z indukcja apoptozy za pomocg doksorubicyny. Dlatego, w oparciu o te wyniki
proponujemy, ze GalCer moze mie¢ swoOj bezposredni udzial nie tylko w progresji raka gruczotu
piersiowego do bardziej ztosliwego fenotypu, ale roéwniez odgrywac istotng role w opornosci komorek
raka gruczotu piersiowego na chemioterapi¢. Aby jednak te spostrzezenia mogly znalez¢ praktyczne

zastosowanie w klinice raka gruczotu piersiowego konieczne sg dalsze badania, ktérych celem bedzie



wykazanie wpltywu UGTS 1 GalCer na apoptoze komodrek raka gruczolu piersiowego indukowanag
cytostatykami w testach in vivo z wykorzystaniem modelu zwierzecego. W planowanych badaniach
wykorzystane zostang komorki 4T1 mysiego raka sutka z nadekspresja mysiego enzymu UGTS8 (komorki
4T1.PURO/UGTS produkujace znaczne ilosci GalCer, ktore charakteryzuja si¢ zwigkszong opornoscig na
apoptoz¢ indukowang doksorubicyng w porownaniu z komérkami kontrolnymi (komoérki 4T1.PURO),
analogicznie jak to ma miejsce w przypadku ludzkich komoérek raka gruczotlu piersiowego. Komorki
4T1.PURO/UGTS i komorki 4T1.PURO przeszczepiane bedag myszom BALB/c, a nastgpnie zwierzeta
obarczone nowotworem leczone beda przez podawanie doksorubicyny. Ten model zwierzecy ze wzgledu
na czynny uktad odpornosciowy, wydaje si¢ by¢ lepszy od modelu bezgrasiczych myszy nu/nu z

przeszczepionymi komoérkami ludzkimi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

56-o0sobnikéw- mysz domowa (Mus musculus)- 8 tygodniowe myszy, samice, szczep Balb/c.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Doswiadczenie bedzie prowadzone zgodnie z tzw. zasadg 3R (Zastgpienia, Ograniczenia i Udoskonalenia)

Zastapienie: Planowane badania in vivo poprzedzone zostaly badaniami in vitro, ktore wykazaty anty-
apoptotyczny charakter UGT8 1 GalCer w leczeniu doksorubicyng. W badaniach konieczne jest uzycie
zwierzat poniewaz tylko w Zywym organizmie w petni mozna zbada¢ wplyw doksorubicyny na proces
nowotworowy komorek modelowych roznigcych si¢ poziomem ekspresji UGT8 1 GalCer, ktory zalezny
jest od wielu ztozonych interakcji pomiedzy komorkami nowotworowymi a komorkami §rédbtonka i
komorkami uktadu immunologicznego. Ponadto w badaniach in vitro nie ma mozliwosci odtworzenia
uktadu odzwierciedlajacego stan fizjologiczny obserwowany podczas rozwoju przerzutdw
nowotworowych w organizmie. Na tej podstawie, zgodnie z migdzynarodowymi normami badan
przesiewowych, wybierane s3g modele zwierzgce in Vivo stanowigce niezbgdne poprzedzenie

ewentualnych faz badan klinicznych.

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




Udoskonalenie: Myszy wykorzystywane do zaplanowanych doswiadczen utrzymywane bedg w
warunkach zapewniajacych dobrostan zwierzat. Zapewnione zostanie wzbogacenie srodowiska w postaci
tuneli i klockow dla gryzoni z drewna oraz odpowiedni wymiar wentylowanej klatki zgodnie z
rozporzadzeniem ministra rolnictwa i rozwoju wsi z dnia 14 grudnia 2016 roku. Liczba myszy na klatke

nie bedzie przekraczaé 5-sztuk

Ograniczenie: Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie maksymalnie ograniczy¢ liczbe
zwierzat w badaniu oraz by zminimalizowa¢ bdl, cierpienie i stres wykorzystywanych zwierzat. Myszy
szczepu Balb/c, w optymalnych dla tych zwierzat warunkach hodowli, stanowig stabilny model badawczy
I W tym wzgledzie liczebnos$¢ grup, na ktore sklada sie 8 sztuk, jest wystarczajgca do otrzymania
statystycznie istotnych wynikdéw eksperymentu, z uwzglednieniem mozliwosci wystgpienia artefaktow
i/lub upadku zwierzat. Zastosowany zostanie nieparametryczny test statystyczny do okreslenia istotnych
réznic we wzroscie guza, ktory jest zwykle stosowany dla grupy o niskiej liczebnosci lub w przypadku
gdy rozktad zmiennych jest ro6zny od rozktadu normalnego ( Anova two-way Bonferroni posttest).

W przypadku zaobserwowania znacznego pogorszenia stanu zdrowia zwierzat zostanie
zastosowane wczesne, humanitarne zakonczenie procedury. Ponadto u myszy z wyraznym guzem
nowotworowym lub po zaobserwowaniu potencjalnych przerzutdow stosowany bedzie preparat
przeciwbolowy (buprenorfina), a procedura bedzie prowadzona do wielkosci guzow nie przekraczajacej
2000 mm?,

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA,; Science Direct;
Web of Science (JCR); Thomson Innovation

Wykorzystatem stowa kluczowe 1 ich kombinacje: UGTS, galactosylceramide, mice, doxorubicin

therapy, apoptosis, caspase-3.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze: wyniki badan uzyskanych w trakcie
realizacji projektu pozwola na zdobycie wiedzy na temat wykorzystania UGTS8 1 GalCer w terapii raka
gruczotu piersiowego. Oryginalne wykorzystanie komorek 4T1.PURO/UGTS z neoekspresja UGT8
pozwoli na potwierdzenie hipotezy badawczej dotyczacej mozliwosci wykorzystania UGTS jako celu
terapii przeciwnowotworowej, ktorego zahamowanie powinno zwigksza¢ wrazliwo$¢ komorek

nowotworowych na standardowa chemioterapie.



A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: wyniki uzyskane w badaniach in
vitro wskazuja, iz ekspresja UGT8 w komoérkach raka gruczotu piersiowego zmniejszata ich wrazliwo$é
na cytotoksyczne dziatanie doksorubicyny, co najprawdopodobniej wigze si¢ z ich obnizong podatnos$cia

na apoptoze indukowang tym cytostatykiem.

B. Brak jest danych, lub tez dane s3 malo wiarygodne lub nie s3 sprawdzone w zakresie: brak jest
danych dotyczacych roli UGT8 w opornosci komoérek nowotworowych na leczenie z wykorzystaniem
doksorubicyny, prowadzonych in vivo, z wykorzystaniem modeli zwierz¢cych. Jedynym wyjatkiem sa
badania z wykorzystaniem komérek MDA-MB-231 raka gruczotu piersiowego z zahamowang ekspresja
UGTS, ktore przeszczepiano myszom Crl:NU-Foxnl™ w celu okreSlenia jej roli w progresji tego

nowotworu (Owczarek i wsp., 2013).

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: jednoznaczne okreslenie funkcji UGT8 w
biologii raka gruczotu piersiowego i jego roli we wrazliwo$ci/oporno$ci komorek raka gruczotu

piersiowego na leczenie doksorubicyna.

A/ Rozwinig¢cie teoretyczne/poznawcze lub ugruntowanie istniejacej wiedzy w kierunku
spersonalizowanej metody leczenia nowotworow raka gruczolu piersiowego w tym nowotworéw

opornych na leczenie standardowg terapig adjuwantowa.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na upowszechnieniu wykorzystania UGT8 do
konstrukcji testow diagnostycznych i predykcji raka gruczot piersiowego. Na otrzymaniu inhibitora
UGT8 w celu zahamowania jego aktywnosci 1 tym samym zwigkszenia wrazliwosci komorek raka
gruczotu piersiowego z ekspresja UGT8 na leczenie doksorubicyng 1 innymi cytostatykami

8. Projekt jest objety oceng 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.



