NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ipatasertib jako modulator odpowiedzi immunologicznej w terapii glejaka

wielopostaciowego.

2.Czas trwania projektu: 20.03.2020-31.12.2023

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) glejak wielopostaciowy, AKT, inhibitor, immunoterapia.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie 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, $rodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakos$ci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska 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 dos§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.

Glejak wielopostaciowy (GBM) jest najczgstsza pierwotng zto$liwa postacig raka moézgu u dorostych.
Standardowe leczenie GBM obejmuje maksymalng resekcjg¢, oraz radioterapi¢ z uzupehliajacymi
terapiami ogoélnoustrojowymi. Pomimo t0 pacjenci maja zte rokowanie, a 5-letni wskaznik przezycia

wynosi zaledwie 3-5%. Dlatego trwaja prace nad opracowaniem nowych rezimow terapeutycznych.

Ostatnio  nastapit rozwdj immunoterapii przeciwnowotworowej z udzialem przeciwciat
ukierunkowanych na biatko programowalnej $mierci komoérki 1 oraz jego ligand (PD-1/PD-L1) co dato
obiecujace wyniki. W przypadku GBM niewielka grupa pacjentow odpowiada na leczenie
przeciwciatami anty-PD-1/PD-L1. Zaobserwowano, ze infiltracja cytotoksycznych limfocytow T do

guza czyni komoérki GBM bardziej wrazliwymi na terapi¢ przy pomocy inhibitorow PD1/PD-L1.




W oparciu 0 wczesniejsze obserwacje dokonane w badaniach komodrek T oraz modeli mysich
uzyskanych z wykorzystaniem komorek ludzkiego raka piersi i prostaty postawiliSmy hipotezg, iz
zastosowanie nowego zwigzku, ipatasertibu, bedzie stymulowaé przeciwnowotworowa odpowiedz

immunologiczng, cO moze stanowi¢ podstawe do opracowania nowego sposobu leczenia GBM.

Hipoteza bedzie weryfikowana przez zbadanie wplywu ipatasertibu na eliminacj¢ mysich komorek
nowotworowych wszczepionych myszom wraz z oceng jego przenikalno$ci przez barier¢ krew-mozg
oraz odpowiedzi uktadu immunologicznego. Dotychczas wykazaliémy, iz ipatasertib posiada silne
wilasciwoscei toksyczne w hodowli in vitro ludzkich oraz mysich komérek GBM. ZaobserwowaliSmy, ze
badany zwiazek hamuje w tych komorkach aktywno$¢ czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych

za ekspresj¢ gendw odpowiedzi immunologiczne;.

Planowane procedury moga wywola¢ u zwierzat objawy wynikajace z rozwoju nowotworu i
towarzyszacy temu dyskomfort, utrate wagi ciala, zaburzenia oddychania lub objawy neurologiczne
takie jak dlugotrwate drzenie konczyn. Ich wystapienie bedzie skutkowalo natychmiastowa eutanazja

zwierzecia. Za szkode nalezy uzna¢ réwniez Smieré zwierzgcia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (Mus musculus) szczepu wsobnego w hodowli krewniaczej C57BL/6J (Jackson
Laboratory, USA) — 112 osobnikéw

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Zasada zastapienia

Aktualnie dostepne metody in vitro pozwalaja na oceng aktywnos$ci biologicznej oraz badanie
mechanizmu dziatania zwigzkéw chemicznych na poziomie molekularnym. Nalezy podkresli¢, ze glejak
wielopostaciowy jest nowotworem, ktory charakteryzuje niezwykle wysoki stopien heterogennosci
genetycznej, prowadzacy do zwickszenia stopnia jego zto$liwosci. Niestety, zaden z aktualnie
dostepnych modeli in vitro, nie pozwala na pelne odzwierciedlenie warunkow in vivo, w tym ztozono$ci

organizmu na poziomie tkanek i narzadéw. Pomimo intensywnego rozwoju modeli przedklinicznych

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




nadal analiza proceséw ADME (podania, dystrybucji, metabolizmu, wydalania) oraz ztozonosci procesu
nowotworowego mozliwa jest tylko w modelu zwierzgcym. Nie jest mozliwe uzycie innego modelu,
ktéry mogltby odzwierciedli¢ niezwykle skomplikowane zalezno$ci czynnikoéw modulujacych rozwoj
procesu nowotworowego. W zwigzku z tym w badaniach przedklinicznych kandydatow na leki,

niezbgdne jest wykorzystanie zwierzat.

Jednym z powszechnie uzywanych na $wiecie modeli w badaniach proceséw nowotworowych na
zwierzgtach sg modele umozliwiajace obserwacje rozwoju guza nowotworowego w organizmie myszy z
uwzglednieniem wszystkich aspektow dystrybucji badanego zwiazku, ktére sa niemozliwe do

odtworzenia w warunkach hodowli komérkowych lub innych znanych obecnie modelach badawczych.
Zasada ograniczenia

Po doglebnym zapoznaniu si¢ z dostgpng literatura dotyczaca przeprowadzania eksperymentow z
wykorzystaniem gryzoni liczba zwierzat wykorzystywanych w do$wiadczeniach zostata ograniczona do
poziomu niezbe¢dnego do uzyskania wynikow wiarygodnych statystycznie. W proponowanych
badaniach zamierza si¢ wykorzysta¢ mysie komorki linii glejaka poddane transfekcji plazmidem
niosgcym gen lucyferazy (Luc). W ten sposoéb bedzie mozliwa ocena lokalizacji guza oraz stopnia
metabolizmu  komoérek nowotworowych przy zastosowaniu nieinwazyjnego  obrazowania

bioluminescencyjnego.

Zastosowanie nieinwazyjnych metod obrazowania pozwali na znaczne zredukowanie (7 krotne) liczby
zwierzat w procedurze 2 planowanego eksperymentu. W klasycznym eksperymencie bez uzycia tego
rodzaju technik konieczne jest usmiercenie grupy zwierzat na kazdym etapie doswiadczenia. W modelu
zaproponowanym przez Whnioskodawce u$miercanie zwierzgt moze by¢ zastgpione wizualizacja
komorek transfekowanych lucyferaza za pomoca systemu do nieinwazyjnego obrazowania

bioluminescencji in vivo.

Kazda grupa eksperymentalna uwzglgdnia rdéwniez grupe kontrolng zwierzat, konieczna do
prawidlowego poréwania wynikow. Podsumowujac, proponowana liczba zwierzat jest niezbedna do

prawidlowej oceny statystycznej otrzymanych wynikow.
Zasada udoskonalenia

Ze wzgledu zréznicowanie genetyczne komoérek glejaka wielopostaciowego w celu uzyskania jak




najbardziej wiarygodnych wynikdéw badan w projekcie zaplanowano wykorzystanie dwoch modeli,
podskornego (heterotopowego) oraz moézgowego (ortotopowego) uzyskanych poprzez przeszczep
mysich komérek GBM linii GL261-Tom-Luc myszom C57BL/6J co pozwoli na lepsze zrozumienie
biologii tego nowotworu i procesdéw w nim zachodzacych w odpowiedzi na zastosowang terapi¢ w tym

uwzgledniajace funkcjonowanie uktadu immunologicznego.

Uzyskane w ten sposob informacje moga postuzyé w przysziosci do lepszego planowania badan

klinicznych z wykorzystaniem lekow immuno-onkologicznych.

Prezentowany projekt opiera si¢ na wykorzystaniu techniki nieinwazyjnego obrazowania, ktore nie
wymaga przeprowadzenia eutanazji zwierzat po kazdym dokonanym pomiarze. Ponadto w celu
zmniejszenia stresu odczuwanego przez zwierzeta, wykonanie czeSci czynno$ci zaplanowano przy
uzyciu znieczulenia. Myszy C57BL/6J beda utrzymywane w odpowiednich warunkach zapewniajacych
dobrostan zwierzat. Zaklada si¢ ograniczenie do minimum niekorzystnych skutkow oraz odczué
zwierzat w czasie procedury oraz utrzymywanie ich w jak najlepszych warunkach bytowych.

W klatkach bedzie znajdowac si¢ $cidtka rodlinna oraz wzbogacenia w celu ograniczenia stresu i ryzyka
agresji w grupie (klocki drewniane pehlniace role gryzakow, rurki, material na gniazda). W przypadku
zwierzat poddanych procedurom dotkliwym (podanie komérek GBM do mézgu) zwierzeta otrzymaja
przed zabiegiem i po zabiegu $rodki przeciwbolowe i przeciwzapalne. Ponadto, zwierzgta beda
obserwowane podczas calego eksperymentu przez eksperymentatora minimum dwa razy dziennie oraz

przez weterynarza i zespot ds. dobrostanu zwierzat.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
X _TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy <

[l TAK - napodstawie art. 53 ust. 3 ustawy
[1 NIE

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

Sformatowano: Wciecie: Z lewej: 0,5 cm, Bez punktorow
lub numeracji




