NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ocena zmian zachodzacych w guzie nowotworowym w wyniku podania wektorow
hamujacych ekspresje cytokin supresorowych — wptyw na reaktywnos$¢ uktadu odporno$ciowego.

2.Czas trwania projektu 01.05.2018-31.12.2019

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): TGF-B, I1L-10, IL-10R, mikrosrodowisko nowotworowe,
shRNA

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 produktow 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 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.

Gléwnym celem zaplanowanych dos$wiadczen jest ocena zmian zachodzacych w guzie nowotworowym po
miejscowym zahamowaniu ekspresji cytokin supresorowych takich jak TGF-f oraz IL-10. Cytokiny te, wystepujace
w duzych stezeniach w mikrosrodowisku nowotworu, warunkuja supresje uktadu odpornosciowego, prowadzaca
do dalszego wzrostu guza. Strategie immunoterapii nowotworu, majace na celu pobudzenie uktadu
odpornosciowego do walki z nowotworem czesto sg nieskuteczne, ze wzgledu na obecno$é¢ czynnikow
supresorowych. Doswiadczenia sg zaplanowane w ramach kontynuacji wczeéniejszych badan, w ktorych oceniano
dwa sposoby blokowania tych cytokin. Po zastosowaniu terapii z zastosowaniem przeciwcial neutralizujacych IL-
10 lub wektorow hamujacych ekspresje 1L-10 lub TGF- B w potaczeniu ze szczepionkami na bazie komorek
dendrytycznych obserwowano znaczne zahamowanie wzrostu guzoéw oraz indukcje silnej odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Dlatego zaplanowano dodatkowe do$wiadczenia, majace na celu okreslenie zmian
zachodzacych w guzach nowotworowych po wyciszeniu ekspresji TGF-f, IL-10 i receptora dla IL-10 oraz wptywu
na aktywacj¢ lokalnej i systemowej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Okre$lona zostanie liczebnosc
subpopulacji komorek supresorowych i efektorowych naciekajacych guzy nowotworowe (MDSC, Treg, TAM M1,




TAM M2, NK, NKT, Th, Tc), ich aktywnos$¢ supresorowa, a takze profil produkcji cytokin w oraz ekspresji genow
warunkujacych supresje. Badania rozszerza wiedze¢ na temat roli TGF-B i IL-10 w immunosupresji zachodzacej w
mikro$rodowisku nowotworu, a takze umozliwig zaprojektowanie nowych schematéw immunoterapii. Cele
procedur zaplanowane w niniejszym projekcie zaklasyfikowane sa do badan podstawowych, a same procedury
zaliczane sg do procedur o umiarkowanej kategorii dotkliwosci. Klasyfikacja celu procedury: Badania
podstawowe — onkologia, niezalezna od badanego ukladu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniach zostanie wykorzystane 120 myszy (mus musculus) szczepu C57BL/6 (6-8
tygodniowe samice).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejacq wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym
w bazach: PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Web Od Science (JCR).

Wykorzystano nastepujace stowa kluczowe: TGF-B, IL-10, IL-10R, tumor microenvironment, sh TGF-, shIL-
10, shiL-10R, colon carcinoma microenvironment, MC38 microenvironment.

Na podstawie istniejacej literatury stwierdzono, ze badania zaplanowane w ramach niniejszego projektu sa
nowatorskie 1 do tej pory nie zostaly opisane. Dotychczas opisano wykorzystanie wektorow lentiwirusowych do
wyciszenia ekspresji cytokin takich jak TGF- oraz IL-10 lub receptora dla IL-10 w komérkach nowotworowych
in vitro, jednak wyciszenie ekspresji tych bialek w mikro§rodowisku guza, obejmujagcym nie tylko komorki
nowotworowe, ale rowniez naciekajace komorki uktadu odporno$ciowego nie zostalo jeszcze opisane.

Brak jest danych w zakresie wptywu zahamowania ekspresji TGF-f3, IL-10 oraz IL-10R na aktywacje odpowiedzi
nieswoistej 1 swoiste] w mikrosrodowisku nowotworowym, a takze na aktywno$¢ komorek supresorowych
naciekajacych guzy.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na zaprojektowanie nowych schematow terapii
kombinowanych z wykorzystaniem wektoréw hamujacych ekspresje¢ wybranych cytokin w celu modulacji
mikrosrodowiska nowotworowego w potaczeniu z cytostatykami, szczepionkami komoérkowymi czy innymi
strategiami immunoterapeutycznymi.

Zgodnie z zasada 3R, przed przystgpieniem do doswiadczen in vivo przeprowadzono badania in vitro majace na
celu okreslenie wptywu wyciszenia ekspresji TGF-f, IL-10 lub IL-10R na aktywno$¢ komorek nowotworowych
oraz komoérek odpornosciowych, takich jak komoérki dendrytyczne czy mieloidalne komorki supresorowe. Badania
te mogly jednak jedynie w sposob ograniczony umozliwi¢ poznanie wptywu badanych czynnikoéw na wybrane
komponenty mikrosrodowiska nowotworowego. Dlatego tez, badania zaplanowane w ramach projektu zaktadaja
wykorzystanie zwierzat do$wiadczalnych, poniewaz jedynie tak ztozony uktad, jakim jest zywy organizm
zwierzgcia umozliwia pelng ocene immunomodulujacego wptywu zahamowania ekspresji TGF-p, IL-10 lub IL-
10R. Doswiadczenia in vivo zostaty zaplanowany w taki sposob, aby maksymalnie zredukowac¢ liczbe zwierzat w

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




eksperymencie. Zaplanowana liczba myszy w grupie to minimalna liczba potrzebna do uzyskania miarodajnych
wynikow i wykonania analizy statystycznej, a przy tym zapewnia brak potrzeby powtarzania do$wiadczenia w
kolejnych eksperymentach. Wykonujac doswiadczenie cierpienie zwierzat bgdzie maksymalnie eliminowanie
poprzez podawanie lekéw przeciwbdlowych, a w celu polepszenia warunkéw bytowych myszy zostana
zastosowane elementy wzbogacajace srodowisko.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
1 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.




