NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Przywrocenie odpowiedzi przeciwnowotworowej w glejakach poprzez blokowanie
dziatania osteopontyny/Sppl z uzyciem peptydow i dostarczonych za pomocg nanonosnikéw czasteczek

SiRNA/shRNA.
2.Czas trwania projektu: 01.03.2019 — 01.03.2023.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): NOWOTWOR MOZGU, GLEJAK, TERAPIA,
DENDRYMERY

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) ,,B”

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, 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 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.

W glejakach zlosliwych - najczestszych pierwotnych guzach moézgu, dochodzi do wytworzenia lokalnej
i systemowej immunosupresji przy udziale makrofagow moézgowych (mikrogleju) i obwodowych.
Komorki te okreslane jako GAM (ang. glioma-associated microglia/macrophages) stanowig cz¢sto do
30% masy guza. Przemiany indukowane przez glejaki w komérkach GAM s3g odwracalne i1 poprzez
odpowiednig modulacje funkcji tych kluczowych dla odpowiedzi odpornosciowej komorek, mozna
przywréci¢ odpowiedz przeciwko nowotworowi. Jednym z kluczowych czynnikow ksztattujacych
proinwazyjny fenotyp GAM jest osteopontyna/Sppl (ang. secreted phosphoprotein 1). Dane kliniczne

wskazuja, ze poziom SPP1 w guzach i1 surowicy pacjentow z glejakiem koreluje ze stopniem




zto$liwosci.

Celem projektu jest zbadanie wpltywu wyciszenia ekspresji Sppl przy uzyciu nanonos$nikow —
dendrymeréw lub zablokowania jej oddzialywania poprzez peptyd interferujacy, na wielkos¢ guza oraz
profil odpowiedzi komorek uktadu odporno$ciowego nowotworu. Badania te przyczynig si¢ do poznania
nowych mechanizméw kluczowych dla rozwoju i1 progresji glejaka, w tym roli przekaznictwa przez
integryny. Zwigkszone wydzielanie osteopontyny poza glejakiem cechuje takze wiele innych ztosliwych
nowotworow, przez co uzyskane wyniki mogg mie¢ szersze znaczenie dla zrozumienia patobiologii tych

zazwyczaj nieuleczalnych chorob.

W ramach realizacji projektu do manipulacji aktywnoscig osteopontyny in vivo planujemy uzyé
nowatorskich nanono$nikow — dendrymeréw (polimery o rozgatezionej strukturze) oraz siRNA (krotkie
interferujace RNA) 1 peptydu blokujacego dzialanie osteopontyny. Jako model glejaka zostang
wykorzystane komorki glejaka mysiego oraz ludzkiego ktdre zostang zaimplantowane do mozgu myszy.
Wielkos¢ guza po zastosowaniu badanych czasteczek bedzie oceniana przyzyciowo z zastosowaniem
rezonansu magnetycznego oraz aparatury ,In Vivo Xtreme” oraz mikroskopowo na skrawkach

histologicznych.

Doswiadczenie zostanie zakonczone przed pojawieniem si¢ dyskomfortu i bolu u zwierzat wywotanego

przez nowotwor.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz bezgrasicza Athymic Nude-Foxnlnu — 144 sztuk

Mysz wild type C57BL6 - 276 sztuk

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam/sprawdzilem istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym
wnioskiem badawczym, w bazach danych: PUBMED oraz SCOPUS.




Wykorzystatam/em stowa kluczowe:
cancer/glioma/therapy/peptide/nanocarrier/dendrimer/siRNA/shRNA
osteopontin/glioblastoma/microglia/microenvironment

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: biatko osteopontyny/SPP1 jest

czynnikiem stymulujagcymi wzrost glejakow.

B. Brak jest danych dotyczacych: zastosowania peptydow blokujacych biatko SPP1 oraz nanono$nikow
czasteczek siRNA/ shRNA wyciszajacych ekspresj¢ SPP1 w terapii glejakow.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku: poznania nowych mechanizmow

kluczowych dla rozwoju i progresji glejaka, w tym roli przekaznictwa przez receptory integrynowe.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na: przygotowaniu rzetelnej publikacji naukowej,
potwierdzenie skuteczno$ci dziatania proponowanej strategii terapeutycznej umozliwi rozpoczecie prac
nad lekiem opartym na nanonos$nikach czgsteczek siRNA/ shRNA wyciszajacych ekspresje SPP1 w

mikrosrodowisku glejaka.
Zasada zastapienia

Myszy stanowia uznany model do badan in vivo tego typu zwiazkow zgodny z wytycznymi
Europejskiej Agencji Lekéw (EMA) oraz Agencji ds. Zywnosci i Lekow (FDA). Wybrany model
doswiadczalny glejakow jest uznanym modelem badawczym powszechnie wykorzystywanym w
badaniach nad lekami o dziataniu przeciwnowotworowym w os$rodkowym uktadzie nerwowym. Ze
wzgledu na ztozono$¢ badanego procesu, a w szczegdlnosci wystepowanie Scislej interakcji pomiedzy
komoérkami glejaka a innymi typami komodrek mikrosrodowiska powstajacego guza, badania z
wykorzystaniem zwierzat krggowych sa niezbedne do osiggnigcia celu doswiadczenia, tj. okreslenia
aktywnosci przeciwnowotworowe] badanych zwigzkow. W badaniach in vitro nie mozna sprawdzié¢

interakcji organizmu, nowotworu i terapii przeciwnowotworowej, takich jak metabolizm badanych

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




zwiagzkow, skutki uboczne terapii, roli ukladu immunologicznego, dynamiki wzrostu nowotworu oraz

powstawania przerzutow.
Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja wykorzystanie najmniejszej mozliwej liczby zwierzat w
poszczeg6lnych grupach. Przewidziana liczba zwierzat jest niezbedna do przeprowadzenia prawidtowe;j

analizy statystycznej otrzymanych wynikow.
Zasada udoskonalenia

Wszystkie procedury opisane we wniosku zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum stres
oraz dyskomfort zwierzat uzytych w doswiadczeniu. Do badan in vivo wybierane sg jedynie te zwigzki,
ktére w testach in vitro dziataja w niskich stezeniach oraz charakteryzuja si¢ dobrym profilem
farmakokinetycznym, czyli sa bezpieczne dla zwierzat. Przez caly okres trwania eksperymentu
codziennie begdzie kontrolowany stan zdrowia zwierzat oraz ich masa ciala, w celu wykrycia wszelkich
oznak dystresu lub cierpienia. W przypadku wystapienia takich objawdéw (spadek masy ciala, zaburzenia
poruszania si¢, atypowe zachowanie, nie przyjmowanie pokarmu) zwierz¢ bedzie wyeliminowane z

dalszych czynnosci oraz bedzie poddanie humanitarnemu u$mierceniu.

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




