NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projektu:

Zbadanie wplywu mikrosrodowiska nowotworu na odpowiedz przeciwnowotworowa oraz
skutecznos¢ wybranych immunoterapii.

1.Czas trwania projektu cztery lata

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) immunometabolizm, metabolity, odpowiedz

przeciwnowotworowa, immunoterapia, punkty kontrolne ukladu odpornosciowego
3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig 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 produktéw leczniczych, srodkdéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, 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 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 stéw, tekst musi
by¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Celem projektu jest zbadanie, jak mikrosrodowisko nowotworu wptywa na aktywno$¢ komorek ukladu
odporno$ciowego. Ocenimy jak poszczegdlne metabolity uwalniane przez komodrki nowotworowe
wplywaja na terapi¢ przeciwnowotworowa celujaca w punkty kontrolne odpowiedzi immunologicznej
(np. PD-L1). Ucieczka komoérek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego stanowi jeden z
najwazniejszych mechanizmdéw umozliwiajacych rozwdj 1 progresje¢ nowotworow. Dzigki odkryciu tzw.
punktow kontroli odpowiedzi immunologicznej udato si¢ zdefiniowa¢ nowe cele dla immunoterapii

ukierunkowanej molekularnie. Ligandy PD-L1 i PD-L2 wiazg receptor PD-1 na limfocytach T i hamuja




ich aktywno$¢. Poprzez ten mechanizm, dochodzi do zablokowania odpowiedz immunologiczne;j.
Fizjologiczne PD-1 zmniejsza aktywnos¢ limfocytow T w tkankach obwodowych, aby ograniczy¢ ich
uszkodzenie podczas odpowiedzi odpornosciowej. Uzyskane wyniki pozwolg przede wszystkim okresli¢
sktad metabolomu mikrosrodowiska nowotworu. Pozwoli to na sprawdzenie, jakie metabolity reguluja
odpowiedz odpornosciowa oraz czy wptywaja na skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej opartej na
komorkach CAR-T (anty-PD-L1). Wyniki otrzymane w projekcie przyczynig si¢ do lepszego zrozumienia
zjawisk zwigzanych z udzialem uktadu odpornosciowego jak i rozwoju terapii majacych na celu
pobudzenie przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornosciowej. Jedna z koncepcji tego projektu jest
zwigkszenie potencjatu przeciwnowotworowego CAR-T. Dlatego wcigz istnieje pilna potrzeba
udoskonalania obecnych i opracowania nowych strategii leczenia. Badania przeprowadzimy na myszach
typu dzikiego oraz myszach z niedoborem odpornosci. W zwigzku z tym bedziemy badac zaleznoS$ci
mie¢dzy uktadem odporno$ciowy myszy, a guzem nowotworowym (jego metabolomem) oraz stopien
aktywacji komoérek immunologicznych oraz ich wptyw na tempo wzrostu guza. Nie sposoéb odwzorowaé
ten uktad eksperymentalny bez wykorzystania calego organizmu. Wszystkie procedury zostaly
zaplanowane tak aby ograniczy¢ do minimum stres oraz dyskomfort zwierzat. Procedury wszczepienia
sondy oraz podanie komodrek nowotworowych bedzie poprzedzone znieczuleniem myszy, co rowniez
moze wywotaé stres zwigzany z chwytem myszy oraz chwilowy bol zwigzany z ukuciem igla.
Przewidywanej dotkliwosci procedur w ramach projektu zwigzana bedzie z rozwojem choroby
nowotworowej, co wigze si¢ z tym, ze zwierzeta bedg mogly odczuwaé bol, stres. W celu ograniczenia
szkod po stronie zwierzat stosowane bgda odpowiednie elementy wzbogacajace srodowisko, takiej jak
domki dla myszy i materialy gniazdowe oraz w trakcie doswiadczen stosowany bedzie podwyzszony

monitoring zdrowia myszy. Po zakonczeniu procedury myszy zostang usmiercone.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa

Catkowita liczba myszy: 540




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Zasada zastapienia

W  niniejszym projekcie chcemy oceni¢ wplyw mikrosrodowiska nowotworu na odpowiedz
przeciwnowotworowg. Ponadto zbadamy wptyw wybranych metabolitow na efektywno§¢ nowoczesnej
immunoterapii adoptywnej CAR-T. Terapia ta, oparta na genetycznej modyfikacji limfocytow T za
pomocg chimerycznych receptoréw antygenowych (CAR), znalazla wspoéicze$nie zastosowanie w
leczeniu ostrych biataczek limfoblastycznych i limfocytowych oraz chtoniakow ztosliwych B-
komorkowych, jednak na §wiecie trwajg obecnie badania kliniczne majace na celu oceng skutecznos$ci
terapii CAR-T w guzach litych, takich jak rak ptuc, rak piersi, glejak wielopostaciowy czy rak trzustki.
Inng, obiecujaca strategia przeciwnowotworowg jest zastosowanie inhibitorow punktow kontrolnych
uktadu odpornosciowego. Skutecznos$¢ dzialania przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko
punktom kontrolnym hamujacym odpowiedz immunologiczng zostala potwierdzona w leczeniu takich
nowotworow jak czerniak zto§liwy, niedrobnokomorkowy rak pluca, rak jelita grubego i pecherza
moczowego, neuroendokrynny rak skoéry czy chioniak Hodgkina. Niestety, znaczna czg$¢ chorych nie
reaguje na terapi¢, dlatego wcigz poszukiwane sg metody prowadzace do udoskonalenia obecnych i
opracowania nowych strategii leczenia. W zwigzku z tym bedziemy badaé zalezno$ci migdzy uktadem
odpornosciowy myszy, a guzem nowotworowym oraz stopien aktywacji komoérek immunologicznych
oraz ich wpltyw na tempo wzrostu guza. Nie sposob odwzorowac tego uktadu eksperymentalnego bez
wykorzystania catego organizmu.

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: Google Scholar, Web of Science (JCR) oraz PubMed wykorzystujac
nastepujace stowa kluczowe: CAR T cells therapy, immunotherapy, metabolites, immune-metabolism, immune

cells, tumor microenvironment, immune checkpoints, T cells, monoclonal antibodies, tumor therapy, antitumour

immune response

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzam, ze nie ma obecnie sposobu na wierne
odwzorowanie mikrosrodowiska guza nowotworowego w interakcji z komorkami uktadu

odporno$ciowego.

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




Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegbdlnych grupach (liczebno$¢ ustalona zostata z wykorzystaniem narzedzi statystycznych). Do
kazdej procedury, oddzielnie zaplanowano grupy kontrolne ktére musza by¢ uwzglednione, poniewaz
parametry mierzone (np. rozrost nowotworu) charakteryzuja si¢ bardzo duza zmiennosciag pomiedzy
eksperymentami. Zaplanowane procedury eksperymentalne zostaty tak zaplanowane, aby ograniczy bol,

strach oraz cierpienie.
Zasada udoskonalenia

Wszystkie procedury zostaly zaplanowane tak aby ograniczy¢ do minimum stres oraz dyskomfort
zwierzat. Eksperymenty przeprowadzane beda przez doswiadczonych pracownikow posiadajacych
odpowiednie kwalifikacje i wiedze¢ ze szczegblnym nastawieniem na zminimalizowanie dystresu u
zwierzat. Objetosci podawanych iniekcji mieszczg si¢ w granicach rekomendowanych i dopuszczonych
wg. prawa. Wykorzystywane zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku.
Myszy szczepu BALB/c 1 C57BL/6J oraz NSG beda przebywaty w klatkami indywidualnie
wentylowanymi i zostang im zapewnione optymalne warunki bytowania. W tym celu stosowane beda
odpowiednie elementy wzbogacajace srodowisko, takiej jak domki dla myszy i materialy gniazdowe.

Ponadto, w trakcie doswiadczen stosowany bedzie podwyzszony monitoring zdrowia myszy.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
X 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 wiaéciwe pole.




