NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Zastosowanie biomimetycznych pokry¢ w zaawansowanej terapii raka wqtroby
2.Czas trwania projektu: 20 marca 2020 r. — 20 czerwca 2022 r.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) rak watrobowokomodrkowy/ chemioterapia/ fototerapia/

nanoczastki polidopaminy/ model eksperymentalny
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 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 jako$ci, 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¢ 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.

Celem do$wiadczenia jest zbadanie efektywno$ci taczonej chemio- i fototerapii raka
watrobowokomoérkowego z wykorzystaniem platformy opartej na polimerowych nanoczastkach
polidopaminy (PDA-NPs), o silnych wlasciwos$ciach fototermicznych optaszczonych nowotworowymi
btonami komorkowymi (biomimetyczne nanoczastki), ktore pozwolg na wydluzony czas krazenia we
krwi oraz aktywne celowanie w komorki  nowotworowe. Uwalnianie leku
przeciwnowotworowego(doksorubicyny) z no$nika w miejscu docelowym powinno przyczyni¢ si¢ do
zmniejszenie efektow ubocznych rutynowo stosowanej chemioterapii. Waznym elementem
doswiadczenia bedzie ocena biodystrybucji nanoczastek, ktéra dostarczy informacji o lokalizacji
badanych nanoczastek w organizmie oraz skutecznos$ci celowanego dostarczenia do komorek
nowotworowych. Obrazowanie zostanie wykonane nieinwazyjnie w 4 punktach czasowych (po
0,5;6;24h i 7 dniach od podania), z wykorzystaniem systemu Xenogen oraz skanera MRI 9.4 T. W
zaplanowanych badaniach z udzialem 96 samic myszy domowej (Mus musculus) wsobnych szczepu




BALB/c-Nude, zostang wszczepione podskornie ludzkie komorki nowotworu watroby. Myszy z
wywotanym nowotworem zostang losowo podzielone na 12 grup, odpowiadajacych procedurom I-XII,
otrzymujacych:

l. PBS(vehiculum),(kontrolna),n=8;

. PBS i poddawana napromieniowaniu laserem(fototerapia),n=8;

I1l.  lek przeciwnowotworowy bez nos$nika(chemioterapia),n=8;

V. nanomateriaty bez leku,n=8;

V. nanomateriaty z lekiem(chemioterapia),n==8;

VI.  nanomateriaty bez leku, napromieniowane laserem(fototerapia),n=8

VII. lek bez no$nika, napromieniowanie laserem(chemioterapia+fototerapia),n=8;

VIIl. nanomateriaty z lekiem, napromieniowane laserem(chemioterapia+fototerapia),n=8;

IX.  PBS(kontrola, obrazowanie fluorescencyjne),n=4;

X. nanomateriaty bez leku (badanie biodystrybucji — obrazowanie fluorescencyjne),n=12;

XI. PBS(kontrola, obrazowanie MRI),n=4;

XIl.  nanomateriaty bez leku(badanie biodystrybucji — obrazowanie MRI),n=12.

Przewidywane szkody w trakcie eksperymentu u badanych zwierzat doswiadczalnych to stres
zwigzany z iniekcjg, pojawienie si¢ objawOw zwiagzanych ze wzrostem guza. W momencie
zaobserwowania oznak cierpienia procedura zostanie niezwlocznie zakonczona, zwierzeta zostang
natychmiast humanitarnie us§miercone. Szkoda ostateczng bedzie $mieré zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

Badanie zostanie przeprowadzone z udziatem 96 samic myszy domowej (Mus musculus), stado
krewniacze, myszy wsobne szczepu BALBc-Nude.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Na podstawie przegladu istniejgcej literatury, stwierdzam, ze sa to badania oryginalne,
innowacyjne i brak jest danych dotyczacych oceny efektywnosci laczonej chemio- i fototerapii
raka watrobowokomoéorkowego z wykorzystaniem platformy opartej na polimerowych
(polidopamina) nanoczastkach o silnych wlasciwosciach fototermicznych, oplaszczonych
nowotworowymi blonami komorkowymi (biomimetyczne nanoczastki). Przy wykonywaniu
wszystkich procedur na zwierzgtach zawsze bedzie stosowana zasada 3R (Replacement, Reduction,
Refinement), odnoszaca si¢ do polepszenia bytu i humanitarnego traktowania zwierzat:

Zasada udoskonalenia: Codziennie bedzie prowadzona kontrola stanu zwierzat co potencjalnie
pozwoli na szybkie zidentyfikowanie wszystkich chorych lub okaleczonych zwierzat i podjecie
odpowiednich dzialan. Wszystkie czynnosci beda wykonywane przez znang zwierzgtom osobe
wykonujacg  do$wiadczenie,  procedury  badawcze begda  poprzedzone 5  dniowym

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




oswojeniem/handlingiem, co pozwoli zwierzgtom przyzwyczai¢ si¢ do eksperymentatoréw i ograniczy
ewentualny stres odczuwany przez zwierzeta. Zwierzeta beda utrzymywane w klatkach zawierajacych
wzbogacenia (klocki drewniane, bawelniane kokony na $cidtce osikowej odpylonej), co poprawi ich
dobrostan. Przed naswietlaniem laserem oraz wizualizacja in vivo za pomoca systemu Xenogen oraz
skanera MRI 9,4 T zostanie podany anestetyk wziewnie (izofluran) co zminimalizuje dystres jakiego
moglyby do§wiadczy¢ zwierzeta. Osoba przeprowadzajaca doswiadczenie bedzie réwniez przygotowana
do przeprowadzenia zabiegu us$miercania (réwniez w przypadkach naglych) przez zastosowanie
humanitarnej procedury usmiercania, tak aby radykalnie zminimalizowac¢ bdl, cierpienie, dystres.
Zasada ograniczenia: czyli zmniejszenie catkowitej liczby zwierzat uzytych w do$wiadczeniu. W
grupach I-VIII zaproponowano 8 osobnikow ze wzglgdu na ryzyko (ok. 10-20%), ze nie u wszystkich
osobnikéw zostanie wywotany guz. Wéwczas do grup zostanie przydzielonych po 6 (+2) osobnikow co
stanowi minimum do oceny statystycznej wynikéw badan. Do oceny biodystrybucji PDA-NPS
znakowanych lucyferaza (grupa X) lub metalem kontrastujacym Fe** (grupa XII), uzyte zostana po 3
osobniki na kazdy zaplanowany punkt czasowy (po 0,5; 6; 24 h i 7 dniach od podania nanomateriatow)
w grupie X oraz w grupie XII, a w celu kontroli - po 1 osobniku na kazdy punkt czasowy (w grupie IX
oraz XI), ktéremu podawane bedzie vehiculum (PBS). Zaproponowana liczebno$¢ grup badanych
stanowi optymalng liczb¢ aby zmaksymalizowa¢ naukowg integralno$¢ generowanych danych przy
jednoczesnym wykorzystaniu minimalnej liczby zwierzat, niezbedna do obliczen statystycznych
wynikéw badan 1 wyciggniecia na tej podstawie wilasciwych wnioskow z przeprowadzonego
eksperymentu.

Zasada zastgpienia: W odniesieniu do zaproponowanego doswiadczenia myszy Nude sa3 modelowymi
zwierzetami wykorzystywanymi do tego typu badan. Nie jest mozliwe zastgpienie do$wiadczen na
zwierzetach metodami in vitro (hodowle komorkowe, tkankowe) ze wzgledu na koniecznos¢ analizy
mechanizmow zachodzacych w organizmie zywym. Leki przeciwnowotworowe testowane na kulturach
komorkowych in vitro czgsto nie moga by¢ przenoszone na warunki, w ktorych nowotwory rosng u
ludzi, z powodu braku odpowiedniego mikro§rodowiska guza, ktére ma wplyw na rozwdj guza i
interakcji podczas wzrostu (np. unaczynienie, uktad odpornosciowy itd.). Przedkliniczna faza badan nad
rakiem musi obejmowaé¢ modele in vivo, ktore mozliwie odwzorowujg warunki rozwoju nowotworu w
ludzkim organizmie, tak aby mozna je pdzniej przenie$¢ na warunki kliniczne z udziatem ludzi.
Zastgpienie myszy zwierz¢tami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego réwniez nie pozwoli
potwierdzi¢ lub wykluczy¢ hipotezy badawczej ze wzgledu na roéznice anatomiczne 1 fizjologiczne w
poréwnaniu do ssakow. W zwiazku z tym badania przeprowadzone na bezkregowcach nie mialyby
odniesienia do zjawisk obserwowanych u pacjentow.

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

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




