NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: ,,Indukcja apoptozy ludzkich komérek raka jelita grubego in vitro i in vivo przez
Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) produkowany i wydzielany

przez bakterie Lactococcus lactis”.
2.Czas trwania projektu — 14 m-cy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): TRAIL, apoptoza, rak jelita grubego, Lactococcus lactis,

immunoterapia nowotworow
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, 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 okresli¢c 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.

Rak jelita grubego (RJG) jest jednym z najczgstszych nowotworow ztosliwych przewodu pokarmowego
u ludzi, z roczng zapadalnoscig okoto miliona 0sob. Pomimo duzych postgpéw w diagnostyce oraz
metodach leczenia, $miertelnos¢ w krajach rozwinigetych wynosi 33%. Wskazuje to na pilng potrzebe
poszukiwania nowych strategii terapeutycznych opartych na zastosowaniu lekow bardziej selektywnie
niszczacych komorki nowotworowe nie uszkadzajagc komorek prawidtowych. TRAIL (Tumour Necrosis
Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand) jest naturalng czasteczka biatkows, produkowang w
organizmie kregowcoéw. Biologiczng funkcja TRAIL jest nadzor immunologiczny oraz udziat w
procesach odpornosci przeciwnowotworowej. Celem ogolnym projektu jest zbadanie czy niepatogenna
bakteria Lactococcus lactis, moze stanowi¢ bezpieczny wektor, jako ,,producent oraz no$nik”
rozpuszczalnego, ludzkiego biatka TRAIL (hsTRAIL), indukujacego in vitro i in vivo u myszy z
defektem odpowiedzi immunologicznej (NOD-SCID) eliminacje¢ ludzkich komorek raka jelita grubego.
Celem projektu jest rowniez okreslenie stopnia efektywnosci redukcji masy nowotworu u myszy w
wyniku dziatania hsTRAIL produkowanego przez L.lactis, jako pojedynczy czynnik oraz w kombinacji




z chemioterapeutykami: puromycyng (Puro), 5-fluorouracylem (5-FU), irynotekanem (CPT-11) lub GT-
oligonukleotydami homologicznymi do telomerow (GT-oligos). Cele te beda realizowane z
wykorzystaniem badan prowadzonych zarowno w modelu in vitro, jak i in vivo na modelu mysim.
Projekt opiera si¢ na zalozeniu, iz genetycznie zmodyfikowane bakterie L.lactis b¢da efektywnie
produkowaly hsTRAIL ulegajacy sekrecji, stanowiac bezpieczny wektor do skutecznej indukcji
apoptozy ludzkich komorek RJG u myszy. W modelu tym, myszy NOD-SCID bedg szczepione ludzkimi
komodrkami RJG, a nastgpnie doguzowo beda im podawane bakterie L.lactis produkujgce rhTRAIL oraz
wybrane cytostatyki. Dziatanie przeciwnowotworowe rhTRAIL produkowanego przez bakterie L.lactis
bedzie oceniane poprzez wplyw na wielko$¢ guzoéw (pomiar suwmiarkg). Proponowany projekt pozwoli
odpowiedzie¢ na pytanie czy mozliwe jest zastosowanie bakterii L.lactis, jako skutecznego producenta i
nosnika thTRAIL indukujgcego apoptozg¢ ludzkich komorek RJG in vivo w organizmie myszy.
Wykazanie takich wlasciwosci bakterii L.lactis produkujagcych thTRAIL pozwolitoby na opracowanie
nowych skuteczniejszych form immunoterapii RJG.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W badaniach zostang uzyte myszy NOD-SCID obu pici w liczbie 140 sztuk.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitem istniejacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w
bazach danych: PUBMED oraz Web of Science (JCR);

Wykorzystalam/em stowa kluczowe:

TRAIL producing bacteria/Lactococcus lactis/colon cancer immunotherapy

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze:

Modyfikowane genetycznie bakterie Lactococcus lactis (szeroko stosowane w przemysle mleczarskim) mogg by¢
wydajnym i bezpiecznym producentem aktywnych biologicznie biatek cztowieka, np. IL-10. Zastosowanie
bakterii L.lactis, jako wektora producenta i no$nika biatka hsTRAIL zapewni sekrecj¢ klonowanego biatka ,.klasy
spozywczej”, wolnego od endotoksyny i ziaren inkluzyjnych oraz niska aktywno$¢ zewnatrzkomorkowych
proteinaz. L.lactis wydaje sie stanowi¢ efektywny wektor umozliwiajacy bezpieczne wprowadzanie hsTRAIL in
vivo do organizmu zwierzat i wywotanie apoptozy ludzkich komorek nowotworowych. Niektore komorki
nowotworowe wykazuja jednakze oporno$¢ na cytotoksyczne dziatanie TRAIL. Liczne badania in vitro oraz
proby przedkliniczne wykazaly, ze szereg chemoterapeutykow moze zwicksza¢ lub przywracaé wrazliwosé
komoérek nowotworowych na proapoptotyczne dziatanie TRAIL. W proponowanym uktadzie doswiadczalnym
okreslony bedzie takze stopnien skuteczno$ci wspotdziatania przeciwnowotworowych cytostatykow oraz
hsTRAIL na bardziej efektywng eliminacj¢ komérek RJG na drodze indukc;ji ich apoptozy.

Uzyskane wyniki eksperymentalne powinny dostarczy¢é kompleksowej informacji na temat mozliwosci
wykorzystania bakterii L.lactis, jako nowego, komorkowego, bezpiecznego wektora - ,,producenta i nos$nika”
hsTRAIL, do badan in vitro, jak i in vivo. L.lactis jest niepatogenng bakterig w peini zdolng do replikacji, co
umozliwia jej przetrwanie W makroorganizmie przez dtuzszy okres czasu. Wydaje sie, ze system transferu
hsTRAIL przy uzyciu bakterii L.lactis jest bardzo atrakcyjny dlatego, ze moze pozwoli¢ na uniknigcie
koniecznosci wielokrotnego podawania in vivo hsTRAIL. Potwierdzenie skutecznosci dostarczania in vivo
hsTRAIL przy uzyciu bakterii L.lactis moze mie¢ istotne implikacje dla opracowania bardziej skutecznych form
immunoterapii noOwotworow.

Zastapienie: Uzycie mysiego podskornego modelu raka jelita grubego jest konieczne, poniewaz, na podstawie

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




wiedzy dostgpnej w bazach danych (PUBMED; wykorzystane hasta to: biologically active anticancer protein,
preclinical cancer models, tumor biology, biomarkers for drug development), stwierdzamy, ze wciaz nie istniejg
alternatywne modele pozwalajace wiarygodnie odpowiedzie¢ na zadane pytanie badawcze. W przypadku badan
nad nowotworami, testy in vitro (hodowle komorkowe) sa niewystarczajace i nie ma mozliwosci zastgpienia
zwierzat kregowych innym modelem badawczym.

Ograniczenie: Proponowana liczba zwierzat jest minimalng liczba, przy ktorej jesteSmy w stanie odpowiedzie¢
na zadane pytanie badawcze, poniewaz badania nie maja charakteru §cisle opisowego i podstawa beda analizy
statystyczne. Proponowana liczba zwierzat zostata okre§lona na podstawie doktadnej analizy wiedzy dostepnej w
bazach danych (PUBMED; wykorzystane hasta: tumor cell apoptosis, tumor-targeted delivery, biologically active
anticancer protein, mouse subcutaneous tumor model, intratumoral injection).

Udoskonalenie: Gtownym problemem dotychczasowych badan klinicznych opartych na przeciwnowotworowym
dziataniu biatka TRAIL jest krotki okres jego pottrwania w organizmie kregowcow. Uzycie zaproponowanego
modelu mysiego raka jelita grubego umozliwi odpowiedz na pytanie, czy wykorzystanie bakterii kwasu
mlekowego, jako wektora do dostarczania i produkcji biatka TRAIL o wiasciwosciach przeciwnowotworowych,
efektywnie przedtuzy okno terapeutycznego dziatania tego biatka, poprzez jego stala produkcje bezposrednio w
srodowisku guza.

1) Uzycie myszy z genetycznym defektem uktadu odpornosciowego NOD-SCID (mutacja spontaniczna)
pozwala na ograniczenie dotkliwosci ze wzgledu na brak ryzyka odrzucenia przeszczepu ludzkich komoérek
nowotworowych oraz brak ryzyka silnej reakcji immunologicznej po do guzowym podaniu bakterii. Ponadto,
bakterie kwasu mlekowego, stosowane jako nosnik i producent biatka terapeutycznego, sa niepatogenne.

2) Wykorzystywane zwierzgta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla ich gatunku, przy
zastosowaniu odpowiedniej diety (certyfikowane pasze bytowe) i wzbogaceniu srodowiska. Staty kontakt i pomoc
ze strony lekarza weterynarii oraz codzienny monitoring ze strony opiekuna i eksperymentatora pozwoli na
zapewnienie odpowiedniego dobrostanu zwierzat.

3) Zwierzeta beda przebywaly w pomieszczeniach innych niz pomieszczenia przeznaczone do wykonywania
czynnosci takich jak szczepienie, eksperyment, usmiercanie, co znacznie ograniczy ich stres i dyskomfort.

4) Podawane zwierzetom roztwory bgda miaty temperature zblizong do temperatury organizmu myszy, co
zapewni uniknigcie szoku temperaturowego oraz uczucia dyskomfortu.

5) Podawane zwierzetom roztwory beda sprawdzone pod wzglgdem jalowosci, natomiast czynnosé
podawanie bedzie si¢ odbywac¢ w warunkach sterylnych, w celu zmniejszenia ryzyka zakazenia.

6) Odpowiednio dobrane grupy kontrolne zapewnig wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow.

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

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE




