NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Ocena skutecznosci zastosowania nowego fotouczulacza M2TG3 w terapii chorob
nowotworowych przy uzyciu tomografii elektronowego rezonansu spinowego (EPR), metod optycznej
wizualizacji (FLUOS-IVV i LLL-IVV) oraz tomografii komputerowej (TK)

2.Czas trwania projektu 09.12.2019 do 08.12.2024
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) nowotwor, terapia, EPR, TK,
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 produktow leczniczych, srodkow 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Planowane do$wiadczenie ma na celu ocene skuteczno$ci zastosowania nowego fotouczulacza M2TG3,
czyli substancji zwigkszajacej wrazliwos$¢ skory na $wiatto w terapii choréb nowotworowych (PDT).
Metoda ta polega na wykorzystaniu nietoksycznych zwigzkéw wrazliwych na $wiatlo, ktére po
ekspozycji na specyficzny rodzaj $wiatta dziatajg toksycznie na komorki nowotworowe. Wykazano, ze
M2TG3 posiada niezwykle obiecujagce wiasciwosci przeciwnowotworowe w eksperymentach
przeprowadzonych w warunkach in vitro. PDT to nowatorska, obarczona stosunkowo niewielkim
ryzykiem wystapienia efektéw ubocznych, metoda leczenia nowotwordéw za pomoca 3 nieszkodliwych,

(jesli wystepuja osobno) czynnikow: fotouczulacza, tlenu 1 $wiatla. Naswietlenie komorek




nowotworowych (ktore wchiongty fotouczulacz) §wiattem o dtugosci fali zdolnej do jego wzbudzenia
powoduje zapoczatkowanie reakcji, ktorej wynikiem jest generowanie form tlenu, ktore sg zdolne do
reakcji (RFT) powodujacych $§mier¢ komorek.

Proponowane badania pozwolg na okreslenie dziatania przeciwnowotworowego nowego fotouczulacza
M2TG3. Moga si¢ one zatem przyczyni¢ do opracowania nowego sposobu leczenia chordb
nowotworowych. Szkody jakie proponowane badania moga wywola¢ u zwierzat to objawy wynikajgce z
rozwoju nowotworu i towarzyszacy temu dyskomfort, w tym objawy bolu takie jak wokalizacja, agresja,
apatia, samookaleczenia, ktore jesli zostang stwierdzone to zwierze zostanie poddane wczesniejszemu
humanitarnemu us$mierceniu. Za szkod¢ nalezy réwniez $mier¢ zwierzecia. Poza tym zwierz¢ moze

odczuwac krotkotrwaty dyskomfort zwigzany z wezepieniem komorek.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz Balb-c/Nude (CharlesRiver, USA) — 88 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

W dostegpnym pis$miennictwie PubMed, MEDLINE, BioMed Central, Google Scholar, Scopus, EMBASE,
ScienceDirect, Current Contents wykorzystujac kilka réznych strategii wyszukiwania nie znaleziono informacji,
ktorych uzyskanie jest celem tego projektu (uzyte stowa kluczowe: photodynamic therapy, electron paramagnetic

resonance, luciferin-luciferase, lumionescence, xenograft, in vivo visulalisation).
Zasada zastapienia

Pomimo, Ze przy uzyciu metod in vitro mozliwe jest badanie interakcji zwigzkow chemicznych z procesami
zachodzacymi w zywych komorkach na poziomie molekularnym, to analiza wzajemnych odziatywan i zalezno$ci
pomiedzy dziesigtkami typow komorek prawidlowych wchodzacych w sktad zywego organizmu a komoérkami
nowotworowymi oraz ocena procesOw ADME (podania, dystrybucji, metabolizmu, wydalania) mozliwa jest

obecnie tylko w modelu zwierzecym. Nie dysponujemy obecnie modelem, ktory mogiby odzwierciedli¢

1 Przy wypetnianiu wzorowac sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8
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niezwykle skomplikowane zaleznoéci czynnikoéw modulujacych rozwdj procesu nowotworowego, dlatego nie

jestesmy w stanie stworzy¢ i zastosowac do tego celu innych modeli niz model zwierzgcy.

Jednym z powszechnie uzywanych na §wiecie modeli w badaniach proceséw nowotworowych na zwierzgtach
jest model mysich ksenograftow. Stowa kluczowe “’cancer xenograft mice” przynoszg w serwisie Pubmed w roku
2012 2945 prac naukowych, w ktorych zastosowano ten model, w roku 2013 3516, a w roku 2014 4227
publikacji. Model mysich ksenograftow umozliwia obserwacj¢ rozwoju ludzkiego guza nowotworowego w
organizmie myszy z uwzglednieniem wszystkich aspektow dystrybucji badanego zwiazku, ktére sa niemozliwe

do odtworzenia w warunkach hodowli komorkowych lub innych znanych obecnie modeli badawczych.
Zasada ograniczenia

Liczba zwierzat wykorzystywanych w dos$wiadczeniach zostala ograniczona do poziomu niezbgdnego do
uzyskania wynikow wiarygodnych statystycznie. W proponowanych badaniach zamierza si¢ wykorzysta¢ myszy
Balb/c-Nude, pozbawione limfocytow T i B. Wykorzystanie tego modelu eksperymentalnego pozwala na
wszczepienie im ludzkich komoérek nowotworowych. Przed wszczepieniem, w przypadku obrazowania
luminescencyjnego (LLL-IV), komorki muszg zosta¢ poddane stabilnej transfekcji plazmidem pcDNA 3.1 (zeo-)
— Luc, niosagcym gen lucyferazy (Luc) pod kontrolg promotora CMV. Pozwala to na wizualizacj¢ guza oraz ocen¢
zywotno$ci komorek nowotworowych po podaniu myszom lucyferyny, ktéra ulegajac dystrybucji, jest

transportowana rowniez do transfekowanych komorek nowotworowych, posiadajacych lucyferaze.

Zastosowanie myszy Balb/c-Nude oraz nieinwazyjnych metod obrazowania pozwala na znaczne zredukowanie
(4-8 krotne) liczby zwierzat w eksperymencie. W klasycznym eksperymencie bez uzycia takich komorek, myszy
immunoniekompetentnych oraz odpowiedniego, bardzo zaawansowanego technologicznie sprzetu, konieczne jest
usmiercenie grupy myszy w kazdym etapie, punkcie czasowym doswiadczenia. W modelu zaproponowanym
przez wnioskodawce moze to by¢ zastgpione wizualizacjag komoérek transfekowanych lucyferaza za pomoca
kamery CCD i odpowiedniego oprogramowania komputerowego (obrazowanie LLL-IVV). Podobnie, stosowane
jednoczesnie przez wnioskodawce obrazowanie FLUOS-IVV, CT czy EPR jest nieinwazyjne i nie wymaga

eutanazji zwierzat po kazdym dokonanym pomiarze.
Zasada udoskonalenia

Prezentowany projekt opiera sie na wykorzystaniu techniki wywotywania nowotworu minimalizujacej dystres u
zwierzat do uktucia igfg - techniki mysich ksenograftéw, polegajgcej na wszczepieniu niewielkiej ilosci komérek
nowotworowych zawieszonych w soli fizjologicznej pod skére zwierzat oraz szeregu technik nieinwazyjnego
obrazowania, ktére nie wymagajg przeprowadzenia eutanazji zwierzat po kazdym dokonanym pomiarze.

Ponadto w celu zmniejszenia stresu odczuwanego przez zwierzeta, wykonanie czesci czynnosci zaplanowano



przy uzyciu znieczulenia. Myszy Balb/c-Nude bedg utrzymywane w odpowiednich warunkach zapewniajgcych
dobrostan zwierzat (zaktada sie ograniczenie do minimum niekorzystnych skutkéw oraz odczué¢ zwierzat w
czasie procedury oraz utrzymywanie ich w jak najlepszych warunkach bytowych). Ponadto, zwierzeta beda

obserwowane podczas catego eksperymentu przez lekarza weterynarii i zesp6t ds. dobrostanu zwierzat.

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

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaéciwe pole.
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