NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Kombinacja radioterapii z imikwimodem i sunitynibem jako nowa strategia

terapeutyczna omijajgca niektore mechanizmy radio-opornogei mikrosrodowiska nowotworowego
2.Czas trwania projektu: 4 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 slow): czerniak, brachyterapia, imikwimod, sunitynib

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

A. Badania podstawowe

B. Badamia translacyjne Iub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkeji produktéw leczniczych, $rodkéw spozywezych, pasz lub inoych substancji ub
produktéw, lub badan ich jakosci, skutecznosei 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzyécl, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
nusi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Radioterapia jest jedna z gléwnych metod leczenia chorych na mowotwory. Niszezy komorki
nowotworowe. Wplyw dawek radioterapii na mikrosrodowisko guza (tkanke nowotworowsa) nie jest do
kofica jasny. Powstaja mechanizmy radio-opornosci (gléwnie immunosupresja i hipoksja), ktore

prowadza do nawrotu choroby.

Gléwnym celem projektu jest udowodnienie hipotezy, ze odpowiednia kombinacja radioterapii z
lekami przeksztatcajacymi mikrosrodowisko nowotworowe moze ominaé niektére mechanizmy
opornosci na radioterapie i zwigkszy¢ jej skuteczno$é terapeutyczng. Planujemy zastosowaé
brachyterapi¢ (radioterapi¢ kontaktows) w polgczeniu z imikwimodem (lek stymulujacy odpowiedZ

odpornosciowa i moze pehi¢ rolg radiouczulacza) i sunitynibem (lek hamujacy tworzenie




nowotworowych naczyn krwionoénych, dziata réwniez jako czynnik immunostymulujacy).

Kombinacja radioterapii z w/w lekami moze przyczyni¢ si¢ do zwickszenia jej skutecznosci
terapeutycznej. Aby potwierdzi¢ nasze przypuszezenia zaplanowaliSmy kilka do$wiadczen na modelu
czerniaka, nowotworu ztoSliwego skéry, ktory jest oporny na dziatanie radioterapii. Jako model
dos$wiadczalny bedziemy wykorzystywaé myszy, ktérym $rédskornie zostang wprowadzone komorki
nowotworowe mysiego czemiaka B16-F10. Po 10 dniach od podania komérek, gdy powstana guzy
pierwotne, rozpoczniemy stosowanie brachyterapii i/ lub podawanie lekéw. Zbadamy w jaki sposob
rézne dawki radioterapii, imikwimodu i sunitynibu wptywaja na mikrosrodowisko nowotworowe.
Ocenimy czy kombinacja optymalnych dawek lekow ominie niektore mechanizmy opornosci (gléwnie
immunosupresje i hipoksje) na radioterapig i zwigkszy jej skuteczno$¢ przeciwnowotworows. Na
zakoficzenie doswiadczenia myszy zostang humanitarnie usmiercone, a nastepnie zostana pobrane guzy

oraz narzady wewngtrzne do dalszych badan immunohistochemicznych i cytometrycznych.

Do$wiadczenie zostato zaplanowane w taki sposob, aby zwierzeta biorace w nim udziat, w mozliwie
najmniejszym stopniu odczuwaly stres oraz bél. W trakcie badania zwierzeta beda narazone na

kilkukrotne ukbucie igl oraz kilkukrotne uspienie w celu przeprowadzenia zaplanowanego badania.

Sadzimy, ze uzyskane przez nas wyniki pokazg mowe mozliwosci lgczenia radioterapii z lekami
immunomodulyjacymi i antyangiogennymi w ramach jednej przeciwnowotworowej  strategii
terapeutyczngj. W przyszlosci moze przyczyni¢ sig to do zmjany stosowanych w klinice schematow

leczenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W do$wiadczeniu wykorzystanych zostanie 1338 myszy szczepu CS7TBL/6NCrL

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejgca wiedzg w zakregie objetym wnioskiem

badawczym w bazach danych: PUBMED oraz Google Scholar.

1 przy wypetnianiu wzorowac si¢ na instrukeji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




Wykorzystano stowa kluczowe: melanoma, brachytherapy, imiquimod, sunitinib

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzono Ze: brak jest dostepnych danych
dotyczacych stosowania brachyterapii (radioterapii kontaktowej) w kombinacji z imikwimodem i
sunitynibem do hamowania wzrostu guzdéw mysiego czerniaka B16-F10. Ponadto, nie ma
jednoznacznych danych dotyczacych optymalnej dawki i schematu radioterapii. Dlatego uzasadnione
jest przeprowadzenie dalszych badad w tym zakresie. Nasze badania powinny réwniez dostarczy¢
dodatkowych informacji na temat wplywu imikwimodu i sunitynibu na komdérki mikro$rodowiska guza,
w tym fenotyp makrofagéw zwigzanych 2z nowotworem lub inne subpopulacje komorek

odpornosciowych, a takze na naczynia krwionoéne guza.
Przygotowujgc dosdwiadezenie uwzgledniono zasade zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R):

1) W projekcie chcemy zwrdcié uwage na fakt, ze nowotwér sktada sie nie tylko z komérek
nowotworowych, ale takze z otaczajacego go mikrosrodowiska, ktdre moze uczestniczyé w aktywacji
mechanizméw opornosei na radioterapie. W ramach projektu planujemy zbadaé wplyw réznych dawek
brachyterapii na mikro$rodowisko guza czerniaka mysiego: poziomy i fenotypy komoérek
odpornosciowych infiltrujgcych nowotwér, stan naczyn krwionoénych guza i obszary niedotlenienia.
Sprawdzimy réwniez wplyw dawek na hamowanie wzrostu guza. Proponowane przez nas badanie
mozna wykonaé jedynie in vivo z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych, w tym wypadku myszy.
Obecnie nie ma mozliwosci, stworzenia in vitro na hodowlach tkankowych, uktadu badawczego
odwzorowujacego zlozone mikrosrodowisko guza: nowotworowe mnaczynia krwionoéne oraz

naptywajace komorki uktadu odpornosciowego (zasada zastapienia).

2) Doswiadczenia w projekcie zostaty zaprojektowane tak, aby ograniczy¢ do minimum liczbg zwierzat,
przy jednoczesnym zachowaniu istotnosci statystycznej uzyskanych wynikéw. Przewidziane procedury
beda prowadzone w taki sposdb aby po ich zakonczeniu uzyskaé maksymalna liczbe wynikow (zasada

ograniczenia).

3) Doswiadczenia, ktore planujemy przeprowadzic, zéstalo przez nas zaplanowane w taki sposéb, aby
do minimum ograniczy¢ bol 1 stres mysz. Myszy beds trzymane w indywidualnie wentylowanych
klatkach, w odpowiedniej dla nich temperaturze i wilgotnosci. Podczas procedury napromieniania stan
myszy bedzie nieustannie monitorowany, po czym beda owijane w ligning w celu zminimalizowania

utraty ciepla. Dawki promieniowania, jaka otrzymaja myszy beda zblizone do tych, jakie otrzymuja




pacjenci podczas radioterapii nowotworow, ustalone na podstawie danych literarurowych. Dawki te nie
powinny mie¢ znaczgcego negatywnego wptywu na komfort zycia zwierzat. Ich stan be¢dzie nieustannie
monitorowany przez wykwalifikowany personel oraz otoczone beda opiekg weterynaryjng (siedem dni
w tygodniu). Myszy beda miata calodobowy dostgp do swiezej wody i specjalistycznej paszy. W celu
wzbogacenia $rodowiska w klatkach oprocz podstawowej, niepylacej, chlonnej osikowej $cidtki bedzie
réwniez $ciolka przeznaczona do budowy gniazd. W pomieszczeniu hodowlanym bedzie zachowany 12

godzinny cykl dobowy $wiatta (dziefi/noc).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
TAK / na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiasciwe pole.




