NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Badanie wplywu terapii kombinowanej — inhibitorami niskoczasteczkowymi
kluczowych bialek nowotworowych w polaczeniu z przeciwcialami blokujacymi immunologiczne

punkty kontroli — na rozwoj nowotworéw pluc i skéry u myszy”
2.Czas trwania projektu: 19 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) nowotwory, immunoterapia, immunologiczne punkty

kontroli, inhibitory niskoczasteczkowe
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, §rodkow 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.

Choroby nowotworowe charakteryzujg si¢ tym, ze sa bardzo zlozone — posiadajg ogromng
roznorodnos$¢ genetyczng, sg w stanie rozprzestrzenia¢ si¢ poza ognisko pierwotne, a nawet nabywajg
oporno$ci na pewne terapie. Z tego wzgledu mniej skuteczne staja si¢ monoterapie, czyli leczenie
nowotworow za pomocg jednego srodka terapeutycznego, a coraz bardziej popularne stajg si¢ terapie
kombinowane, czyli takie z zastosowaniem co najmniej dwoch lekow, ktorych wspotdziatanie powinno
skutkowa¢ wigkszym sukcesem w walce z choroba.

Celem prezentowanego doswiadczenia jest sprawdzenie skutecznosci kombinowanej terapii
nowotworow phuc i czerniaka, wywotanych u zenskich osobnikéw myszy szczepu C57BL/6/J poprzez
iniekcje tumorogennych komorek linii TC-1 1 B16F10 (odpowiednio by wywota¢ nowotwoér phuc 1
czerniaka). Wywotane guzy zostang poddane leczeniu osobno terapeutykami z poszczegélnych grup
oraz terapig taczong obydwoma czynnikami. Jako pierwszy czynnik terapii planujemy wykorzystac:




maloczgteczkowe inhibitory biatka USP7, maltoczgsteczkowy inhibitor CDK4/6 i matoczasteczkowe
inhibitory KAT6A i KAT6B. Wszystkie wymienione powyzej zwigzki wykazuja aktywno$¢ w
badaniach przeprowadzonych in vitro. Jako drugi czynnik terapeutyczny myszom podane zostang
przeciwciala  monoklonalne blokujace receptory powierzchniowe bedace czgécig tzw.
immunologicznych punktéw kontroli — przeciwciata przeciwko mysim biatkom PD-1, PD-L1 i CTLA-4.
W wyniku przeprowadzenia do§wiadczen wyznaczone zostang krzywe przezywalno$ci oraz dokonane
zostang pomiary wielko$ci 1 szybko$ci wzrostu guzow, analiza histologiczna 1 immunohistochemiczna
zmian oraz wykonane zostang analizy: cytometria przeplywowa i morfologia komorek krwi oraz
cytometria przeptywowa i immunoblotting na komorkach pochodzacych ze zmian nowotworowych.

Projekt ten przyczyni si¢ do rozwoju nowoczesnych immunoterapii nowotworéw, poniewaz
pozwoli na ocen¢ skuteczno$ci terapii kombinowanych wyzej wymienionymi zwigzkami
terapeutycznymi. Przeprowadzenie tych badan umozliwi réwniez zbadanie wplywu jednoczesnego
zahamowania dwoch molekularnych mechanizméw rozwoju nowotworéow w raku skory i ptuc u myszy.
Wyniki te zostang wykorzystane do oszacowania przydatnosci tego typu terapii w leczeniu nowotworéw
u ludzi.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

1016; mysz domowa szczep C57/BL6; pte¢: samice

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Pomimo faktu, iz w naukach z dziedziny medycyny 1 farmakologii dokonuje si¢ staly postep, wcigz
niemozliwym pozostaje pelne zastgpienie doswiadczen na zwierzgtach innymi rodzajami
eksperymentdw, np. in vitro, in silico (w tym z wykorzystaniem sztucznej inteligencji). Spowodowane
jest to cigglym brakiem mozliwosci petnego odzwierciedlenia wszystkich proceséw 1 przemian, jakim
badane substancje podlegaja w zywym organizmie. Wobec tego na pewnym etapie rozwoju wszelkich
nowych, obiecujacych preparatdow — potencjalnych lekoéw, konieczne jest prowadzenie do§wiadczen z
uzyciem zwierzat laboratoryjnych. Przedstawiony w niniejszym wniosku eksperyment in vivo zostanie
wykonany z uzyciem myszy.

Myszy beda utrzymywane zgodnie z warunkami opisanymi w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa 1
Rozwoju Wsi z dnia 14 grudnia 2016 r. w sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien spetnia¢
osrodek (Dziennik Ustaw, pozycja 2139). Zwierz¢ta beda znajdowaty si¢ w warunkach zgodnych z
obowigzujacymi przepisami oraz podczas trwania eksperymentu wszystkie osobniki beda pod statg
opieka lekarsko-weterynaryjna.

W trakcie przygotowan niniejszego projektu badawczego, sprawdzono istniejgcg wiedz¢ w zakresie
objetym wnioskiem badawczym w bazach danych PubMed oraz Web of Science (JCR). Wykorzystano
nast¢pujace stowa kluczowe: mouse models in tumor immunology/ PD-1/PD-L1 immune checkpoint

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




inhibition/ USP7 inhibitors/ GNE-6776/ FT671/ FT827/ WM-8014/ WM-1119/ Palbociclib/
combination therapy/ TC-1 xenograft model/ B16F10 xenograft model

Na podstawie przeprowadzonej analizy literatury mozemy stwierdzié, co nastgpuje:

1) Zaplanowane modele heteroprzeszczepu — komoérki B16F10 i TC-1 zostaly juz wczesniej uzyte w
literaturze do wywolania nowotworéw u myszy szczepu C57BL/6 i s3 odpowiednim podejsciem do
zbadania tego typu terapii u myszy.

2) Nie dokonano jeszcze sprawdzenia skutecznos$ci proponowanych przez nas w tym wniosku terapii
kombinowanych. Zostaly natomiast wykonane monoterapie myszy tego szczepu zwigzkami, ktorych
zamierzamy uzy¢ GNE-6776, FT671, FT827, WM-8014, WM-1119, Palbociclib, co dawato w
literaturze obiecujace prognozy oraz $wiadczy o tym, ze zwiazki nie sg toksyczne dla zwierzat. Nie ma
rowniez koniecznos$ci przeprowadzenia wstepnych testow toksykologicznych tych zwigzkow.
Przeciwciata rowniez byly wczeéniej testowane na myszach laboratoryjnych i sg dostgpne komercyjnie.

Zastapienie (Replacement): Testowanie na zwierzetach zwigzkoéw bedacych potencjalnymi lekami jest
konieczne w badaniach nad terapig choréb nowotworowych. Informacje, ktore otrzymujemy w wyniku
przeprowadzenia eksperymentéw in vitro na hodowlach komoérkowych nie sa wystarczajace, by
testowany zwiagzek mogt zosta¢ wziety pod uwage jako lek dla cztowieka i wykorzystany w badaniach
klinicznych. Podanie zwigzku myszom pozwala zbada¢ w ukladzie zywego organizmu wiele aspektow
funkcjonowania potencjalnego terapeutyku, jak na przyktad: czy nowy lek dociera do komorek
docelowych, a jesli tak - czy jest w nich aktywny oraz czy nie jest toksyczny lub czy w wyniku jego
metabolizmu nie powstaje produkt toksyczny dla organizmu.

Ograniczenie (Reduction): Proponowana liczba zwierzat jest najmniejsza przy ktorej jesteSmy w stanie
w sposob wiarygodny uzyska¢ odpowiedz na zadane pytania badawcze. Mysz stanowi najnizszy z
gatunkow zwierzat, ktory moze zosta¢ uzyty do sprawdzenia skuteczno$ci proponowane;j terapii.

Udoskonalenie (Refinement): Zastosowane begda humanitarne punkty koncowe w przypadku
zauwazenia objawow klinicznych choroby lub zauwazeniu objawdéw dystresu. Wszystkie myszy
utrzymywane beda w warunkach minimalizujacych ryzyko infekcji, czyli w klatkach indywidualnie
wentylowanych lub izolatorach. Zapewnione bedzie wzbogacenie $rodowiska bytowania zwierzat
poprzez dostarczenie dodatkowych schronien (tekturowe lub plastikowe rurki lub/i domki) oraz
dodatkowego materiatu na gniazda. Zwierzeta beda obstugiwane przez dos§wiadczonych pracownikow,
beda przyzwyczajane do kontaktu z eksperymentatorami i wykonywanych procedur. Pozwoli to
Znaczaco zmniejszy¢ stres myszy w trakcie doswiadczenia.

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wtasciwe pole.




