NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Wplyw wyciszenia kinazy MLK4 na uwrazliwienie komérek potréjnie ujemnego raka

piersi na chemioterapie.

2. Czas trwania projektu: 26 miesigcy
3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): MLK4, rak piersi, terapia nowotworéw, chemiooporno$¢
4, Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych):

A. Badania podstawowe

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Celem badan jest dostarczenie informacji na temat dynamiki wzrostu guzow pierwotnych komorek raka piersi
charakteryzujacych si¢ wysoka ekspresja kinazy serynowo-treoninowej MLK4, w obecnosci klinicznie
stosowanego leku przeciwnowotworowego - doksorubicyny. Rak piersi jest najczeSciej diagnozowanym
nowotworem ztosliwym u kobiet w Polsce i na §wiecie. Nowotwory piersi niewykazujace ekspresji receptoréw
steroidowych ani nadekspresji receptora HER-2 klasyfikowane sa jako raki potrdjnie ujemne. Guzy te cechuje
wysoka ztosliwos¢, agresywny przebieg kliniczny i wyjatkowo niekorzystne rokowanie. Z powodu braku punktu
uchwytu dla leczenia celowanego, chemioterapia nadal pozostaje jedyng powszechnie stosowang metoda leczenia
systemowego u pacjentdow z rakami potrdjnie ujemnymi, jednak pierwotna i nabyta opornos¢ komorek
nowotworowych na stosowane leki stanowi gldéwng przeszkode w uzyskaniu skutecznosci klinicznej. W naszych
badaniach zaobserwowalismy wysoki odsetek amplifikacji genu i nadekspresji mRNA kinazy MLK4 w guzach
pobranych od pacjentdw z raka piersi, a w szczegolnosci raka piersi o podtypie potrdjnie uyjemnym. Wyniki badan
in vitro uzyskane przez nasz zespo6t wskazuja na nieopisany do tej pory udziat kinazy MLK4 w nabywaniu opornosci
komorek raka piersi na chemioterapig, poprzez regulacje apoptozy 1 naprawy uszkodzen DNA. Do uwierzytelnienia
i weryfikacji wynikow in vitro niezbedne jest przeprowadzenie badan w modelu do$wiadczalnym in vivo. W tym
celu myszom zostang podane ludzkie komorki nowotworowe linii HCC1806, ktére doprowadza do rozwini¢cia
guzoéw nowotworowych u myszy. W doswiadczeniu bedzie poréwnywany proces wzrostu guza pierwotnego oraz
przerzutowania do innych cze$ci ciata miedzy grupami kontrolnymi grupami, w ktorych ekspresja kinazy MLK4

zostata wyciszona. Obydwie grupy beda obejmowaty podgrupy, w ktorych znajdg si¢ myszy, ktorym bedzie




podawana bedzie doksorubicyna lub sél fizjologiczna (podgrupa kontrolna). Oczekiwanym rezultatem bedzie
zrozumienie jaki wplyw ma kinaza MLK4 na rozwdj chemioopornosci raka piersi. Ponadto, wyniki badan
pozwola okresli¢ czy kinaza MLK4 moze sta¢ si¢ potencjalnym biomarkerem i/lub celem terapeutycznym w

terapii chemioopornych nowotworo6w piersi.

Rozwdj choroby nowotworowej i chemioterapia wigza si¢ z wystepowaniem objawow, ktore mogg by¢ zrodtem
dyskomfortu dla zwierzat. Wszystkie procedury opisane we wniosku zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do
minimum stres oraz dyskomfort zwierzat uzytych w dos§wiadczeniu. Planujemy jednak u§miercenie zwierzat zanim
choroba rozwinie si¢ do stadium, w ktorym zwierze doswiadczaloby cierpienia. Wyznaczone przez nas kryteria
stanu zaawansowania choroby (odwodnienie, utrata masy ciala powyzej 20%, nasilona martwica w miejscu podania
komoérek nowotworowych, objawy kliniczne rozsianej choroby nowotworowej, $rednica guza pierwotnego
przekraczajaca 15 mm) sg parametrami uznanymi dla danych modeli i stosowanymi przez inne grupy badawcze na

Swiecie.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI  ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

|Mysz domowa (RAG27) - 55

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'?

Podczas projektowania doswiadczenia sprawdzona zostata istniejgca wiedza na temat prowadzenia badan objetych
wnioskiem badawczym. Wykorzystano stowa kluczowe: MLK4, breast cancer, mouse model, xenografts,
chemoresistance, doxorubicin. Na podstawie przeszukania istniejacej literatury oraz baz danych (EBSCO,
PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect), stwierdzono ze brak jest danych umozliwiajacych zweryfikowanie
proponowanej hipotezy badawczej. DoSwiadczenia zostaly zaplanowane w mysl zasad zastgpienia, ograniczenia i
udoskonalenia. Po pierwsze przeprowadzilismy szereg dos§wiadczen in vitro w modelu linii komérkowych raka
piersi. Doswiadczenia objely: testy proliferacji, pomiar aktywacji apoptozy, pomiar uszkodzenia DNA i analizg
wybranych markerow metoda immunoblottingu. Wyniki doswiadczen in vitro wskazuja, iz kinaza MLK4 ma
istotny wplyw na proces rozwoju chemioopornosci raka piersi co daje podstawe do dalszych doswiadczen na

modelu mysim. Do$wiadczenia in vivo bgda miaty na celu poszerzenie wynikow uzyskanych metodami in vitro

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




oraz ocen¢ wpltywu kinazy MLK4 na chemiooporno$¢ guzéw utworzonych przez komorki nowotworowe in vivo.
Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najmniejszej mozliwej liczbie zwierzat w poszczegodlnych
grupach. Przewidziana liczba zwierzat jest niezbedna do przeprowadzenia prawidtowej interpretacji otrzymanych
wynikow, waznych statystycznie oraz bez konieczno$ci powtorzenia doswiadczen. Obliczenia zostaly wykonane
uzywajgc strony internetowej http://biomath.info//power/index.htm pozwalajgcej okresli¢ najmniejsza liczebnosc¢

dzieki ktorej mozna zweryfikowac hipoteze.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
O TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy 0O
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. do$wiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




