NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Okreslenie roli modyfikowanych egzosomow pochodzenia nowotworowego w
indukowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej i przeciwprzerzutowej w modelu mysiego raka jelita

grubego.
2.Czas trwania projektu .. 01.02.2020 - 31.12.2022.........ccooeoimieiieiiieneniesese s

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): egzosomy pochodzenia nowotworowego, wyciszenie TGF B1,

interleukina 12, interleukina 18, immunoterapia

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 okreslic cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Egzosomy to czastki otoczone blong fosfolipidowa, wydzielane przez komodrki do przestrzeni
migdzykomorkowej. Zaleznie od zawartosci, ktora przenosza, moga indukowac¢ takie procesy jak migracja
komorek, indukcja stanu zapalnego, immunosupresja. Egzosomy wydzielane przez komorki nowotworowe (TEX),
ze wzgledu na swoja zawarto$¢, hamujg odpowiedz przeciwnowotworowa, przyczyniajac si¢ do progresji choroby
nowotworowej. Nalezy jednak podkresli¢, ze sa one latwo dostgpnym zrodtem antygendéw nowotworowych. A
dodatkowo wykazujg biokompatybilno$¢, stabilnos¢ i tatwosé penetracji w Srodowisku nowotworowym. Te cechy
sprawiajg, ze TEx sg rozpatrywane jako potencjalne narzedzie terapeutyczne. Podejmuje si¢ zatem proby ich
modyfikacji. Celem zaplanowanych doswiadczen jest poznanie aktywno$ci przeciwnowotworowej i
przeciwprzerzutowej egzosomow izolowanych z komorek nowotworowych mysiego raka jelita MC38 z
nadekspresjg interleukiny 12 (IL-12), interleukiny 18 (IL-18) oraz czasteczek siRNA wyciszajacych produkcje
TGFB1. Z przeprowadzonych przez nas badan in vitro wynika, ze egzosomy wydzielane przez modyfikowane




komorki MC38 wydajnie aktywujg odpowiedz przeciwnowotworows. Z przeprowadzonych przez nas badan in vivo
wynika, ze TEx izolowane z komodrek MC38 z nadprodukcja shRNA dla TGFB1 (shTGFB1) powoduja
zahamowanie wzrostu guzow nowotworowych na poziomie 60%, podczas gdy TEx izolowane z komérek MC38
niemodyfikowanych przyspieszajg wzrost guzow nowotworowych. Na podstawie przeprowadzonych do tej pory
badan wnioskujemy, ze modyfikowane TEx mogg wptyna¢ na przywrocenie reaktywnosci uktadu odporno$ciowego
1 skuteczng eliminacje komdrek nowotworowych zaréwno w guzie pierwotnym, jak i w przerzutach. Jednak w celu
lepszego poznania ich rzeczywistej aktywno$ci przeciwnowotworowej i przeciwprzerzutowej potrzebne jest
przeprowadzenie kolejnych badan na modelach zwierzgcych.

W projekcie planujemy trzy doswiadczenia. W pierwszym z nich chcemy okreslimy aktywno$¢
przeciwnowotworowa modyfikowanych TEx stosowanych samodzielnie lub w kombinacji z komoérkami
dendrytycznymi. Celem drugiego doswiadczenia jest okreslenie aktywnos$ci przeciwnowotworowej
modyfikowanych TEX w schemacie chemioimmunoterapii obejmujacym podania cyklofosfamidu i komorek
dendrytycznych. Natomiast w trzecim do$wiadczeniu zaplanowane zostalo sprawdzenie aktywnosci
przeciwprzerzutowej modyfikowanych egzosomoéw w modelu mysiego raka ptuc LLC.

Oczekujemy, ze uzyskane wyniki beda podstawg do opracowania nowych strategii terapii
przeciwnowotworowej, w ktorych egzosomy z zwartoscig IL-12, IL-18 i SIRNA dla TGFB1 wykorzystywane beda
samodzielnie lub w formie adiuwantu.

Dos$wiadczenia zaplanowane w niniejszym projekcie zaklasyfikowane sg do badan podstawowych, a zaplanowane
procedury zaliczane sg do kategorii dotkliwosci umiarkowanej lub dotkliwej. Klasyfikacja celu procedury:
Badania podstawowe — onkologia, niezalezna od badanego ukladu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W planowanych doswiadczeniach wykorzystanych zostanie tagcznie 559 myszy gatunku mus musculus (6-

8 tygodniowe samice).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach badawczych: PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Web of Science (JCR).

WyKkorzystane zostaly nastepujace stowa kluczowe: tumor-derived exosomes, TGFpB1 silencing, interleukin
12, interleukin 18, immunotherapy, dendritic cell-based vaccines

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzamy ze: badania zaplanowane w ramach
niniejszego projektu sa nowatorskie i do tej pory nie zostaty opisane. Strategia terapeutyczna z wykorzystaniem
egzosomoOw i/lub komorek dendrytycznych polega na reaktywacji uktadu odpornosciowego do walki z nowotworem

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



1 indukcji swoistej ogolnosystemowej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Ponadto egzosomy z zawarto$cig 1L-12,
IL-18 i/lub siRNA wyciszajacego produkcje TGFB1 moga mie¢ dziatanie przeciwprzerzutowe.

Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Zze zar6wno egzosomy, jak i komorki
dendrytyczne, ktore planujemy zastosowaé w do$wiadczeniach in vivo nie sg toksyczne i nie powodujg efektow
ubocznych. Z przeprowadzonych badan in vitro wynika, ze egzosomy zawierajace IL-12, IL18 i siRNA dla TGFp1
sg dobrymi stymulatorami komorek dendrytycznych. Po ich zastosowaniu w testach in vitro, komorki dendrytyczne
skutecznie indukowaty swoista odpowiedz komoérkowa przeciwko komorkom mysiego raka jelita grubego MC38.
Natomiast TEx MC38/shTGFb1l powodowaty znaczne zahamowanie wzrostu nowotworu i aktywacje odpowiedzi
odpornosciowej w poréwnaniu do TEx MC38, ktére indukowaty przyspieszenie wzrostu guzoéw nowotworowych.

Brak jest danych w zakresie: poznania rzeczywistej aktywnoS$ci przeciwnowotworowej modyfikowanych
egzosomow z zawartoscig IL-12, IL-18 i siRNA dla TGFB1 stosowanych w formie adiuwantow w immuno- i
chemioimmunoterapii. Zaplanowane eksperymenty terapeutyczne umozliwiag okreslenie wptywu egzosomow na
zahamowanie wzrostu guzow nowotworowych i na aktywacj¢ odpowiedzi przeciwnowotworowej. Natomiast
trzecie do$wiadczenie umozliwi odpowiedz na pytanie, czy zmiana zawarto$ci egzosomoOw pochodzenia
nowotworowego jest wystarczajaca aby po ich podaniu obserwowa¢ zahamowanie procesu przerzutowania.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: bedzie jednym z pierwszych krokéw do
opracowania nowych schematoéw terapii przeciwnowotworowej z zastosowaniem modyfikowanych egzosomow
pochodzenia nowotworowego w formie terapii samodzielnej, lub w skojarzeniu z innymi formami terapii
przeciwnowotworowe;j.

Zgodnie z zasada 3R, przed przystapieniem do wykonania do$wiadczen in vivo wykonano wczes$niej
doswiadczenia in vitro i in vivo potwierdzajace zatozenie, ze modyfikowane egzosomy pochodzace z komorek
mysiego raka jelita grubego MC38 sa skutecznymi stymulatorami odpowiedzi przeciwnowotworowej skierowanej
przeciwko komorkom MC38. Kolejnym etapem jest stworzenie protokotdw terapii przeciwnowotworowej z
udziatem modyfikowanych TEx. Rozszerzone badania in vivo, w ktorych modyfikowane TEx bgda stosowane
zaré6wno w protokotach immuno-, jak i chemioimmunoterapii umozliwia poznanie ich rzeczywistej skutecznosci w
zwalczaniu nowotworu oraz poszerzg naszg wiedze¢ na temat mechanizm ich dziatania. Po drugie, do§wiadczenia in
vivo zostaly zaplanowane w taki sposdb aby maksymalnie zredukowa¢ liczbg zwierzat w eksperymencie.
Zaproponowana liczba myszy w grupie to minimalna liczba potrzebna do uzyskania miarodajnych wynikéw i
wykonania obliczen statystycznych, a przy tym jest to liczba, ktora zapewnia brak potrzeby powtarzania takiego
doswiadczenia w kolejnych eksperymentach. Po trzecie, wykonujac doswiadczenie, bedziemy maksymalnie
eliminowac¢ cierpienie zwierzat poprzez podawanie lekow przeciwbolowych. Ponadto, w celu polepszenia
warunkow bytowych myszy, zastosujemy elementy wzbogacajace srodowisko.

Materiat pobrany od myszy po zakonczeniu eksperymentu zostanie przeanalizowany ex vivo. Jako punkt odniesienia
w interpretacji otrzymanych wynikow w eksperymentach ex vivo wykorzystane zostang guzy, narzady i krew
pobrane od myszy kontrolnych, nieleczonych.
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8. Projekt jest objety ocena 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 wtaséciwe pole.



