NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu: Nowe strategie wspomagajace odpowiedz ukladu odpornosciowego na
nowotwory.

Czas trwania projektu: 3 lata (1/08/2019 — 31/07/2022)

Stowa kluczowe: mikrosrodowisko guza, metabolity, nowotwory, uklad

odpornosciowy
Cel projektu (art. 3 ustawy): A. Badania podstawowe

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, srodkow spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci 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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowaé u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i
dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiatly dla niespecjalisty.

Pomimo zauwazalnego postepu w dziedzinie immunoterapii, mikrosrodowisko guza jest
powaznym  czynnikiem  immunosupresyjnym,  ograniczajgcym  skuteczno$¢  lekow
immunoterapeutycznych. Komorki nowotworowe wytwarzaja bowiem 1 uwalniaja do
mikrosrodowiska nadmiar toksycznych odpadow metabolicznych, ktére hamuja funkcje komorek
uktadu odpornosciowego, co wykryliSmy w badaniach in vitro.

Celem obecnie proponowanych badan in vivo jest ocena wptywu 3 zwiazkow wzmacniajacych
cytotoksyczne funkcje komorek uktadu odpornosciowego w mysim modelu czerniaka, glejaka,
nowotworu sutka 1 nowotworu jelita. W doswiadczeniach przesiewowych in vitro
wyselekcjonowalismy 3 niskoczasteczkowe zwiazki immunomodulujgce, zdolne do przywrocenia
aktywnosci komorek uktadu odpornosciowego, uprzednio zahamowanej przy uzyciu metabolitow,



wydzielanych przez nowotwory. Bezpieczenstwo stosowania u ludzi dwéch z badanych
zwigzkow zostato juz potwierdzone przez FDA (USA), na mocy paragrafu 503B (lista zwigzkow
z marca 2019). Dotad jednak, ich wptyw na aktywnos$¢ komodrek uktadu odpornosciowego nie
zostat opisany. W projekcie oszacujemy czy zwiazki te (stosowane pojedynczo oraz w kombinacji
po 2 zwiazki) moga stanowi¢ skuteczng strategi¢ przeciwnowotworowg. Istotna jest ocena
potencjatu terapeutycznego zwiazkéw w rdznych typach nowotwordw, dlatego tez do badan in
vivo wybrano 4 rézne mysie linie nowotworowe. Badania w zZywym organizmie s3 w tym
przypadku niezbedne, gdyz same badania in vitro nie odzwierciedlajg warunkow
mikrosrodowiska nowotworu, ktére ma ogromny wplyw na efektywno$¢ terapii
przeciwnowotworowych. W pierwszym etapie projektu zoptymalizowane zostanie dawkowanie 3
zwigzkow immunomodulujacych (stosowanych pojedynczo oraz w parach) dla myszy
immunokompetentnych BALB/c i C57BL/6 (procedura I). Nastgpnie planowane jest sprawdzenie
wptywu 3 zwiazkéw immunomodulujacych, w wybranym stezeniu, na wzrost mysiego
nowotworu sutka (linia komoérkowa 4T1) i jelita (linia komoérkowa CT26) w szczepie myszy
BALB/c (procedura II) oraz na wzrost mysiego czerniaka (linia komoérkowa B16F10) i glejaka
(linia komorkowa GL261) w szczepie myszy C57BL/6 (procedura III). Oceniony bedzie wzrost
nowotworu (pomiar guza) oraz masa i przezywalno$¢ zwierzat. Powyzsze mysie linie
nowotworowe uzywane sg wszechstronnie w Zaktadzie Immunologii WUM, do badan interakcji
z uktadem odporno$ciowym w mysich modelach, totez znana jest kinetyka wzrostu tych guzow in
vivo, a takze stopien naciekania guzow przez komorki uktadu odpornosciowego myszy.

6. LICZBA  ORAZ GATUNKI  ZWIERZAT PLANOWANYCH DO
WYKORZYSTANIA W DOSWIADCZENIU

251 myszy laboratoryjnych BALB/c oraz 251 myszy laboratoryjnych C57BL/6

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I
UDOSKONALENIA

Zasada zastapienia

Badania w zywym organizmie sa w tym przypadku niezbgdne, gdyz same badania in vitro nie
odzwierciedlaja mikrosrodowiska nowotworu, ktore ma ogromny wptyw na efektywno$¢ terapii
anty-nowotworowych. Poniewaz proponowane eksperymenty bazuja na wplywie 3 zwiazkow
immunomodulujacych na wzrost guzow, hamujgcy wptyw mikrosrodowiska guza oraz obecnosé
uktadu odpornosciowego sa w tych eksperymentach kluczowymi elementami. W badaniach




opisanych powyzej musimy wigc bazowa¢ na zwierzetach posiadajacych uktad odpornosciowy -
immunokompetentnych myszy szczepéw BALB/c i C57BL/6.

Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegblnych grupach. Bazujac na doswiadczeniu oraz dostgpniej literaturze do ustalenia
wielko$ci grup zastosowano odpowiednie narzgdzia statystyczne (patrz ponizej, podpunkt:
»Uzasadnienie wykorzystania wskazanej liczby zwierzat”). Liczebno$¢ grup zostala tak
zaplanowana, aby przy jak najmniejszej liczbie zwierzat uzyskaé istotne statystycznie, a wigc
wiarygodne wyniki.

Wykonanie badan z uzyciem 3 zwigzkéw immunomodulujacych rownolegle (w tym samym
doswiadczeniu) pozwoli na uzycie tej samej grupy kontrolnej myszy. To pozwoli na ograniczenie
liczby zwierzat, bez potrzeby uzywania osobnych grup kontrolnych dla 3 badanych zwiazkow,
ktore rozpuszczone beda w tym samym rozpuszczalniku.

Badania toksyczno$ci zwigzkow immunomodulujacych (procedura nr 1) beda wykonane w
pierwszej kolejnosci na myszach BALB/c. Jesli badane zwiazki okaza sie¢ dobrze tolerowalne i
nie zaobserwujemy zadnych objawéw toksycznosci w zadnej ze stosowanych dawek, nie
bedziemy juz przeprowadza¢ tych badan na myszach C57BL/6, eliminujac w ten sposob uzycie

51 myszy.

Zasada udoskonalenia

Wszystkie procedury w przedstawionym projekcie zostaly zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do
minimum stres oraz dyskomfort zwierzat. Objawy przyzyciowe, monitorowane w czasie
eksperymentu (waga, zachowanie, wielko$¢ guza) beda wykorzystane do monitorowania stopnia
zaawansowania choroby. W celu zastosowania udoskonalen dokonali$my takze analizy dostgpne;j
literatury, aby z duzym prawdopodobienstwem ustali¢ dawki 3 badanych zwiazkéw oraz zwigzku
wzorcowego — CB839, ktore nie sg toksyczne dla myszy domowe;.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna
TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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