NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu ,,Ocena wplywu inhibitorow kinaz tyrozynowych na przeciwnowotworowe dzialanie

rytuksymabu”
2. Czas trwania projektu: 2 lata

3.Slowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): ostra bialaczka limfoblastyczna, rytuksymab, dazatynib,

asciminib
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéow leczniczych, srodkow spozywcezych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Celem doswiadczenia sa badania podstawowe w zakresie onkologii, badajace wplyw dwdch inhibitoréw
kinaz tyrozynowych, dazatynibu i1 asciminibu, na przeciwnowotworowe dzialanie rytuksymabu.
Inhibitory kinaz tyrozynowych sa grupa lekow celowanych, stosowanych u chorych na przewlekia
biataczke szpikowa i ostra biataczke limfoblastyczng B-komdrkowa, u ktdrych stwierdza sie obecnosé
chromosomu Philadelphia. W odréznieniu do chorych na przewlekla biataczke szpikowa, u chorych na
ostrg bialaczke limfoblastyczng B-komorkowa inhibitory kinaz tyrozynowych stosowane sa w kombinacji
z innymi lekami. Rytuksymab jest przeciwcialem monoklonalnym skierowanym przeciwko czasteczce
CD20, ktora u czesci pacjentdw jest obecna na komoérkach biataczki. Od 2018 roku, do protokotu leczenia

niektorych chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng B-komdrkowa dodaje sie rowniez rytuksymab. Sa




to w szczegolnosci chorzy, u ktérych standardowe metody leczenia nie przynosza dobrego efektu.

Korzysci jakie moze przyniesé wykonanie badan zaplanowanych we wniosku:

Jak dotad, skutecznos$¢ rytuksymabu nie byla testowana w modelach mysich ostrej biataczki
limfoblastycznej B-komérkowej z chromosomem Philadelphia. Nasze badania wstepne przeprowadzone
w modelach in vitro wykazaly, ze dazatynib moze oslabia¢ dzialanie rytuksymabu. Efektu tego nie
zaobserwowano dla asciminibu. Zaplanowane we wniosku badania in vivo moga przyczyni¢ sie do
poprawy skutecznosci leczenia chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng B-komoérkowa. Moga bowiem

wskazac¢ nowe, bardziej skuteczne terapie taczone.

Szkody dla zwierzat:

Moga wystapic:

- dyskomfort zwigzany ze wzrostem guza, ktéry moze utrudnié poruszanie si¢ zwierzat
- toksycznos¢ po podaniu rytuksymabu

-dyskomfort u zwierzat zwigzany z iniekcjg rytuksymabu

-wszystkie zwierzeta na koniec eksperymentu zostang humanitarnie usmiercone.

Zaplanowano odpowiednie procedury majace na celu zminimalizowanie dyskomfortu zwierzat, opisane
w punkcie 7 —Zasada udoskonalenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa, 36

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'

Zasada zastgpienia

Od niespelna dwoch lat, rytuksymab (terapeutyczne przeciwcialo monoklonalne anty-CD20) w

kombinacji z dazatynibem podawany jest chorym na ostrg biataczke limfoblastyczng B komoérkowa (B-

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




ALL), u ktérych stwierdzono obecnos¢ chromosomu Philadelphia oraz antygenu CD20 (wedlug protokotu
leczenia dorostych chorych na B-ALL). Dziatanie przeciwnowotworowe rytuksymabu polega na
aktywacji komoérek uktadu odpornosciowego, takich jak makrofagi badZz limfocyty, do niszczenia
komorek nowotworowych (Winiarska et al. PMID: 21196171). Dane literaturowe wskazuja, ze dazatynib,
oprocz  bezposredniego dzialania przeciwnowotworowego, wykazuje silne dziatanie modulujace
aktywno$¢ komorek uktadu odpornosciowego (Salih et al. PMID: 20143399, Mustjoki et al. PMID:
19295545). Ostatnio opublikowane badania przeprowadzone w modelach zwierzecych wykazaty, ze
dazatynib hamuje zdolnos¢ zmodyfikowanych limfocytéw T (tzw. limfocytow CAR T) do zabijania

komorek nowotworowych (Mestermann et al. PMID: 31270272, Weber et al. PMID: 30814055).

Pomimo stosowania terapii skojarzonej dazatynibu i1 rytuksymabu w klinice, dotychczas nie
sprawdzono interakcji tych lekow w modelu B-ALL in vivo. Przeszukano bazy danych Pubmed, Google
scholar, Web of Science, SCOPUS, SciCentral, BASE, uzywajac stow kluczowych: ,,.B-cell”, ,,leukemia”,
»dasatinib”, ,,rituximab”, nie znaleziono jednak informacji dotyczacych interakcji pomiedzy badanymi
lekami. Nasze wyniki wstepne wykonane in vitro wskazuja, ze dazatynib moze blokowac
przeciwnowotworowe  dzialanie rytuksymabu, poprzez hamowanie immunofagocytozy oraz
cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwcial. Immunofagocytoza to jeden z gtownych
mechanizmow niszczenia komoérek nowotworowych przez przeciwciato. Polega on na przytaczeniu sie
przeciwciata do komoérki nowotworowej 1 aktywacji fagocytozy (pochtaniania) komoérki nowotworowej
przez makrofagi. Cytotoksyczno$¢ komorkowa natomiast polega na aktywacji zabijania komodrek
nowotworowych poprzez komodrki NK (ang. Natural killers). W odréznieniu od dazatynibu, efektow
hamujacych dziatanie rytuksymabu nie zaobserwowano dla asciminibu, inhibitora kinaz tyrozynowych o
innym mechanizmie dziatania niz dazatynib, ktory jest obecnie testowany w badaniach klinicznych
(NCT03595917, NCT02081378). Badane kombinacje zostaty juz przetestowane w warunkach in vitro,
dlatego kolejnym krokiem, ktérego nie da si¢ zastapi¢ zadnym innym modelem eksperymentalnym, jest

wykonanie doswiadczenia z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych.
Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najnizszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegolnych grupach. Bazujac na doswiadczeniu oraz dostepniej literaturze, do ustalenia wielkosci
grup zastosowano odpowiednie narzedzia statystyczne. Liczebnos$¢ grup zostala tak zaplanowana, aby

przy jak najmniejszej liczbie zwierzat uzyskac istotne statystycznie a wigc wiarygodne wyniki. Zostaty




rowniez zaplanowane eksperymenty pilotazowe (Procedura 1), ktore maja na celu wybranie

odpowiedniego modelu i zminimalizowanie liczebnosci zwierzat uzytych w kolejnych eksperymentach.
Zasada udoskonalenia

Wszystkie procedury w przedstawionym projekcie zostaty zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum
stres oraz dyskomfort zwierzat. Aby zmniejszy¢ niepotrzebny dyskomfort u zwierzat, myszy beda
dokladnie monitorowane przez odpowiednio wyszkolony personel. Objawy przyzyciowe, monitorowane
codziennie w czasie eksperymentu (masa ciala, zachowanie, ogoélny stan) beda wykorzystane do
monitorowania stopnia zaawansowania choroby. Dawki rytuksymabu zostaly dobrane na podstawie
literatury i nie powinny by¢ toksyczne dla zwierzat. Jesli ktorakolwiek z myszy straci 20% lub wiecej
poczatkowe] masy, badz zostanie zaobserwowane pogorszenie ogo6lnego dobrostanu, mysz zostanie
usmiercona (zgodnie z kryteriami podanymi w punkcie 10). W czasie eksperymentu, 2-3 razy w tygodniu
monitorowana bedzie wielkos¢ guza. Zwierzeta, ktorych guz osiggnie 15 mm w dowolnym czasie, zostang

usmiercone poprzez dyslokacje rdzenia, poprzedzong podaniem znieczulenia (ketamina, ksylazyna).

Utrzymanie zwierzat bedzie prowadzone zgodnie z wytycznymi Rozporzadzenia Ministra Rolnictwa 1
Rozwoju Wsi z dnia 14 grudnia 2016r, w statych grupach zwierzat, w klatkach dotowanych wielkoscia
do grupy. Zastosowane zostana wzbogacenia w postaci domkoéw oraz materiatow gniazdowych.
Wszystkie czynnosci, z ktorych sktada si¢ procedura, zostang przeprowadzone w wyznaczonym do tego
celu pomieszczeniu zabiegowym. Pomieszczenie znajduje sie w odleglosci okoto 4 metréw od
pomieszczenia, w ktorym utrzymywane sg zwierzeta. Zwierzeta przenoszone sg w klatkach-izolatorach
tak, aby zapewni¢ im calkowite bezpieczenstwo. W celu ograniczenia stresu oraz cierpienia zwierzat,

podawanie komorek nowotworowych wykonane bedzie w znieczuleniu.

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

[1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

X NIE

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




