NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Fotoimmunoterapia - nowa strategia leczenia glejaka wielopostaciowego.
2.Czas trwania projektu: dwa lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) glejak wielopostaciowy, EGFR, affibody,

fotoimmunoterapia.
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 produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci 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 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.

Glejak wielopostaciowy (GBM) nalezy do najbardziej ztosliwych, pierwotnych guzéw mézgu. Badania
dowodza, ze mutacje genu kodujacego receptor naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR), odpowiadaja
za oporno$¢ nowotworu na chemioterapi¢ oraz radioterapie. Alternatywa moze by¢ fotoimmunoterapia
wykorzystujaca $wiattoczute zwigzki przylaczone do czasteczek selektywnie akumulujgcych si¢ w
tkance nowotworowej. Najczg$ciej stosowane sg przeciwciata monoklonalne (mAb) wykazujace
wysokie powinowactwo do receptorow na komodrkach nowotworowych. Wykorzystanie mADb jest jednak
ograniczone przez barier¢ krew-mozg tj. fizjologiczng bariere oddzielajacag mozg od uktadu krazenia i
zapobiegajaca przenikaniu szkodliwych substancji w glab uktadu nerwowego. W projekcie, beda
wykorzystane mniejsze biatka, tzw. affibody, tatwiej docierajace w glab guza i szybciej wydalane z

organizmu. Proponowany koniugat oparty na czgsteczkach affibody ukierunkowanych na EGFR i




polaczonych z fotouczulaczem IR700DX bedzie wybidrczo toksyczny dla komoérek GBM.
Cele projektu:

1. Porownanie dystrybucji podanego dozylnie koniugatu Affiegrr-IR700DX na zwierzgcym
(mysim) modelu guza zlokalizowanego pod skorg i w moézgu (model ortotopowy). Zwierzetom
wszczepiane beda ludzkie linie komorkowe GBM (komercyjnie dostepne oraz wyprowadzone z tkanki
guza pobranej od pacjenta) a takze mysie komorki GBM wykazujace r6zng ekspresje receptora EGFR.
W  eksperymentach zostanie uzyta technika nieinwazyjnego obrazowania fluorescencyjnego i

luminescencyjnego in vivo.

2. Badanie wptywu fotoimmunoterapii na eliminacj¢ komérek GBM z wykorzystaniem w/w modeli
zwierzecych. OdpowiedZ na terapi¢ bedzie monitorowana in vivo za pomoca obrazowania optycznego

oraz po pobraniu guzow ex vivo metodami biologii molekularnej.

3. Ocena odpowiedzi uktadu immunologicznego na fotoimmunoterapi¢ z wykorzystaniem mysiego
modelu GBM.

Konieczne do wykonania procedury moga wigzaé si¢ z pewnym stresem Zwierzecia, ktory w niektérych
przypadkach moze prowadzi¢ do wystgpienia utraty wagi ciata, zaburzenia rytmu oddychania lub
objawow neurologicznych takich jak dlugotrwate drzenie koficzyn. Wystapienie tego rodzaju

pogorszenia dobrostanu zwierzat bedzie skutkowato natychmiastowa eutanazja zwierzecia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz (Mus musculus) NOD scid gamma/ Atymiczna mysz nude (NCr) — 153 osobniki
Mysz (Mus musculus) C57BL/6-albino — 84 osobniki




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada zastapienia

Aktualnie dostepne metody in vitro pozwalajg na ocen¢ aktywnos$ci biologicznej oraz badanie
mechanizmu dziatania zwigzkéw chemicznych na poziomie molekularnym. Nalezy podkresli¢, ze glejak
wielopostaciowy jest nowotworem, ktory charakteryzuje niezwykle wysoki stopien heterogennos$ci
genetycznej, prowadzacy do zwigkszenia stopnia jego ztosliwosci. Dlatego Wnioskodawcy zamierzaja
w projekcie wykorzysta¢ zaré6wno hodowle komorek adheretnych (2D) jak réwniez hodowle
komorkowe 3D (neurosfery), ktore lepiej odzwierciedlaja odpowiedZ na zastosowane leczenie bowiem
objetos¢ neurosfery moze osiggngé rozmiary ogniska przerzutowego in vivo. Bardzo istotnym celem
projektu jest poréwnanie wynikow uzyskanych w modelach hodowli komorkowych 2D, 3D oraz
modelem in vivo z wykorzystaniem pierwotnych linii komorkowych wyprowadzonych z fragmentu guza
pobranego $rodoperacyjnie. Pozwoli to bowiem na lepsze zrozumienie proceséw zachodzacych w
zréznicowanej morfologicznie i funkcjonalnie populacji komorek nowotworowych tkanki pacjenta.
Niestety, zaden z aktualnie dostgpnych modeli in vitro, w tym hodowli komoérkowych 3D, nie pozwala
na pelne odzwierciedlenie warunkow in vivo, w tym ztozono$ci organizmu na poziomie tkanek i
narzadéw. Pomimo intensywnego rozwoju modeli przedklinicznych nadal analiza procesow ADME
(podania, dystrybucji, metabolizmu, wydalania) oraz ztozono$ci procesu nowotworowego mozliwa jest
tylko w modelu zwierzecym. W zwiagzku z tym w badaniach przedklinicznych kandydatow na leki,

niezbedne jest wykorzystanie zwierzat.

Jednym z powszechnie uzywanych na $wiecie modeli w badaniach procesOw nowotworowych na
zwierzetach sg ksenografty. Ksenograft to przeszczep tkanek migdzy réznymi gatunkami zwierzat.
Model ten umozliwia obserwacje rozwoju ludzkiego guza nowotworowego w organizmie myszy z
uwzglednieniem wszystkich aspektow dystrybucji badanego zwiazku, ktore sa niemozliwe do
odtworzenia w warunkach hodowli komorkowych lub innych znanych obecnie modelach badawczych.
Ze wzgledu na wspomniane zréznicowanie genetyczne komorek glejaka wielopostaciowego w celu
uzyskania jak najbardziej wiarygodnych wynikow badan w projekcie zaplanowano wykorzystanie
dwoch modeli mysich ksenograftow, podskornego (heterotopowego) oraz mézgowego (ortotopowego)

uzyskanych poprzez przeszczep ludzkich komérek GBM co pozwoli na lepsze zrozumienie biologii tego

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




nowotworu i procesOw w nim zachodzacych w odpowiedzi na zastosowang terapi¢. Dodatkowo
planowane jest uzycie modelu syngenicznego uzyskanego poprzez wszczepienie ortotopowo komorek
nowotworowych linii GL-261-Luc myszom C57BL/6-albino. Model ten, w przeciwienstwie do modelu
ortotopowego w myszach nude (NCr)/NOD scid gamma (NSG) z wykorzystaniem ludzkich komoérek

nowotworowych, pozwoli na ocen¢ odpowiedzi uktadu immunologicznego na proponowang terapie.

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

klinicznych.
Zasada ograniczenia

Po doglebnym zapoznaniu si¢ z dostgpng literatura dotyczaca przeprowadzania eksperymentow z
wykorzystaniem gryzoni liczba zwierzat zaplanowanych w doswiadczeniach zostata ograniczona do
poziomu niezbgdnego do uzyskania wynikéw wiarygodnych statystycznie. W proponowanych
badaniach zamierza si¢ wykorzysta¢ obrazowanie luminescencyjne, wykorzystujace komorki z
wprowadzonym genem lucyferazy, czyli biatka uczestniczacego w reakcji, ktorej towarzyszy emisja
$wiatla. W ten sposob bedzie mozliwa ocena lokalizacji guza oraz stopnia metabolizmu komorek

nowotworowych.

Zastosowanie nieinwazyjnych metod obrazowania pozwala na znaczne zredukowanie (4-8 krotne)
liczby zwierzat w eksperymencie. W klasycznym eksperymencie bez uzycia tego rodzaju technik
konieczne jest u$miercenie grupy zwierzat na kazdym etapie doswiadczenia. W modelu
zaproponowanym przez Wnioskodawce usmiercanie zwierzat bedzie zastapione wizualizacja komorek
transfekowanych lucyferaza za pomoca systemu do obrazowania bioluminescencji in vivo. Ponadto,
zastosowanie przez Wnioskodawce obrazowania fluorescencyjnego pozwoli $ledzi¢ w czasie
rzeczywistym farmakokinetyke badanego zwigzku (Affiegrr-IR700DX) bez koniecznosci eutanazji

zwierzat na poszczegolnych etapach doswiadczenia.

Pomimo zastosowania powyzszych zatozen liczba zwierzat zaplanowana do uzycia w proponowanym
projekcie wynosi 237 osobnikoéw. Trzeba wzig¢ pod uwage, ze implantacja komodrek nowotworowych
nie zawsze prowadzi do rozwoju guza, dlatego niektore osobniki mogg zosta¢ wyeliminowane z badan.
Kazda grupia eksperymentalna uwzglednia rowniez grupe kontrolng zwierzat, konieczng do
prawidtowego poréwania wynikow. Podsumowujac, proponowana liczba zwierzat jest niezbgdna do

prawidtowej oceny statystycznej otrzymanych wynikow.




Zasada udoskonalenia

Prezentowany projekt opiera si¢ na wykorzystaniu szeregu technik nieinwazyjnego obrazowania, ktore
nie wymagaja przeprowadzenia eutanazji zwierzat po kazdym dokonanym pomiarze. Myszy NOD scid
gamma/ oraz NCr, a takze C57BL/6-albino beda utrzymywane w odpowiednich warunkach
zapewniajacych dobrostan zwierzat (zaktada si¢ ograniczenie do minimum niekorzystnych skutkow oraz
odczu¢ zwierzat w czasie procedury oraz utrzymywanie ich w jak najlepszych warunkach bytowych).

W klatkach bedzie znajdowac si¢ $cidtka roslinna oraz wzbogacenia w celu ograniczenia stresu i ryzyka
agresji w grupie (klocki drewniane pelnigce rolg gryzakow, rurki, material na gniazda). W przypadku
zwierzat poddanych procedurom dotkliwym (podanie komorek GBM do moézgu) zwierzeta otrzymaja
przed zabiegiem i po zabiegu $rodki przeciwbdlowe i przeciwzapalne. Ponadto, zwierzeta beda

obserwowane podczas catego eksperymentu przez weterynarza i zespot ds. dobrostanu zwierzat.

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

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




