NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Skojarzona terapia raka wagtroby z wykorzystaniem nanomateriatow
2.Czas trwania projektu 1 lipca 2019 — 30 czerwca 2020

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 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 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.

Na swiecie kazdego roku rak watrobowokomoérkowy jest przyczyng $mierci 500tysiecy osob
przy zapadalno$ci 600tysiecy 0sob rocznie. Celem badan jest ocena efektywnosci laczonej chemio-i
fototerapii raka watrobowokomérkowego z wykorzystaniem wielozadaniowych, biomimetycznych
(oddzialujacych bezposrednio na komoérki docelowe) nanoczastek. Nanomateriaty dzigki
odpowiedniej budowie (polidopamina, o silnych wtasciwosciach fototermicznych) i przeprowadzonej
funkcjonalizacji (dotagczony kwas foliowy) umozliwig aktywne celowanie leku do komorek
nowotworowych. Uwalnianie leku przeciwnowotworowego (doksorubicyny) z no$nika w miejscu
docelowym, powinno pozwoli¢ na zmniejszenie efektéw ubocznych rutynowo stosowanej
chemioterapii.

Istotng czescig doswiadczenia bedzie zbadanie lokalizacji nanoczastek tzw.biodystrybuciji,
ktora pozwoli odpowiedzie¢ gdzie lokujg si¢ badane nanoczastki i czy dotaczone ligandy celujace
pozwalaja na efektywniejsze dostarczenie do komodrek nowotworowych. Obrazowanie zostanie




wykonane nieinwazyjnie w 4 punktach czasowych (po 0,5;6;24 h i 7 dniach od podania), z
wykorzystaniem systemu Xenogen.

W zaplanowanych badaniach z udziatem 80 samic myszy (Mus musculus), wsobnych szczepu
BALB/c-Nude, zostana wszczepione podskornie ludzkie komorki nowotworu watroby. Myszy z
wywotanym nowotworem zostang podzielone na 10 grup, odpowiadajacych kolejno procedurom 1-
10, otrzymujacych:

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

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

I1l. lek przeciwnowotworowy bez no$nika(chemioterapia),n=8;

IV. nanomateriaty bez leku,n=8;

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

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

VII. lek bez nosnika, napromieniowanie laserem (chemioterapia+fototerapia),n=8;

VIII. nanomateriaty z lekiem, napromieniowane laserem (chemioterapia+fototerapia),n=8;
IX. PBS(badanie biodystrybucji),n=4;

X.  nanomateriaty z lekiem (badanie biodystrybucji),n=12.

Zmiana biodystrybucji transportowanego leku spowoduje istotne zmniejszenie
cytotoksycznosci Srodkow chemioterapeutycznych i znacznie zniweluje, obserwowane w
przypadku konwencjonalnej terapii, dzialania niepozadane.

Przewidywane szkody w trakcie eksperymentu u badanych zwierzat doswiadczalnych to dystres
zwigzany z iniekcja, pojawienie si¢ objawOw zwiazanych ze wzrostem guza. W momencie
zaobserwowania oznak cierpienia procedura zostanie niezwlocznie zakonczona, zwierzeta zostang
natychmiast humanitarnie uSmiercone. Szkoda ostateczng bedzie $§mier¢ zwierzat.

Cel eksperymentu zostal zakwalifikowany zgodnie z wustawg art.3, jako badania
podstawowe[PB1] Onkologia, niezaleznie od badanego ukladu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA
W DOSWIADCZENIU

Do badan zostang wykorzystane samice myszy domowej (Mus musculus, stado krewniacze)
szczepu BALBc-Nude, lacznie 80 osobnikow. Gatunek Mus musculus jest najczesciej
wykorzystywanym modelem zwierzgcym w badaniach z uwagi na swoj rozmiar, szybki cykl zyciowy,
niskie koszty oraz tatwo$¢ utrzymania. Stosuje si¢ je w badaniach immunologicznych i
nowotworowych. Myszy maja wiele cech genetycznych, anatomicznych i fizjologicznych wspdlnych z
cztowiekiem. Sg uwazane za odpowiedni model do badan nad chorobami poniewaz ich geny w 99%
odpowiadajg ludzkim. Mozliwo$¢ manipulacji w genomie myszy pozwala na stworzenie szczepOw
myszy zmodyfikowanych, u ktorych rozwija si¢ wiele nowotworow podobnych pod wzgledem
morfologii, histopatologii, fenotypu 1 genotypu do nowotworow powstajacych u cztowieka. Myszy
szczepu BALBc-Nude to szczep myszy hodowany laboratoryjnie, rozwinigty w trakcie krzyzowan i
backcrossingu miedzy BALB/cABom-nu i BALB/cANNCrj-nu w Charles River Laboratories Japan.
Czystej krwi cigzarne samice CAnN.Cg-Foxnlnu/Crl otrzymano w Charles River Japan w 1985 roku.




Myszy sg wsobne i ich monitoring genetyczny potwierdza bycie BALB/c Nude.

Na potrzeby doswiadczenia zostang uzyte zwierzeta jednej pici (samice) ze wzgledu na
zminimalizowanie ilosci zwierzat uzytych doswiadczeniu, a takze ze wzgledu na fakt, ze w
eksperymencie beda istotne przede wszystkim obserwacje dotyczace wzrostu guza i informacje czy lek z
nosnikiem podany dozylnie dociera w miejsce docelowe (okolice guza) w zywych organizmie. Samice
nie przejawiaja ponadto typowych dla samcow zachowan typu wygryzanie guza, agresywno$¢ wobec
innych osobnikéw w klatce, co dodatkowo utrudnia prowadzenie eksperymentu i obserwacji.

Na podstawie piSmiennictwa myszy Nude sa modelowymi zwierzetami wykorzystywanymi
do badan biologii guzéw nowotworowych. Brak grasicy powoduje zanik produkcji limfocytow T, a
tym samym defekt immunologiczny. Limfocyty T to limfocyty grasicozalezne — odpowiedzialne za
komorkowa odpowiedz odpornosciowg. W badaniach podstawowych w onkologii wykorzystuje si¢
modele uzyskane poprzez wszczepianie myszom z niedoborami immunologicznymi, komorek
nowotworowych pobranych bezposrednio z nowotwordw czlowieka lub z linii komorkowych
wyprowadzonych z komorek nowotworowych czlowieka. Niedobor limfocytow T znacznie uposledza
uktad odpornosciowy myszy i umozliwia wszczepienie, wzrost i ostatecznie przerzuty komorek
nowotworowych z ksenoprzeszczepu po implantacji. Komorki linii HepG2, ktore zostang wykorzystane
w doswiadczeniu do wywolania nowotworu watrobowokomoérkowego, to jedna z najczescie]
stosowanych (referencyjnych) ludzkich linii komoérek nowotworowych w badaniach nad metabolizmem
i toksycznoscig powszechnie stosowanych chemioterapeutykow. Modele nowotworow rozwijajacych si¢
u myszy sa zblizone do nowotwordéw rozwijajacych si¢ u cztowieka, co umozliwia dokonanie analizy
skuteczno$ci zaproponowanej terapii, a wyniki te moga p6zniej zosta¢ przeniesione na ludzi.

Nie jest mozliwe zastgpienie tego typu do§wiadczen na zwierzetach metodami in vitro (hodowle
komorkowe, tkankowe) ze wzglgdu na konieczno$¢ analizy mechanizmow zachodzacych w
organizmie Zywym, aby dokladnie oceni¢ sposéb dzialania zaproponowanej terapii raka watroby z
wykorzystaniem nanomaterialow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Na podstawie przegladu istniejacej literatury, stwierdzam, ze sa to badania oryginalne,
innowacyjne i brak jest danych dotyczacych oceny efektywnos$ci laczonej chemio- i fototerapii
raka watrobowokomorkowego z wykorzystaniem biomimetycznych nanoczastek
funkcjonalizowanych polidopamina. Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na
podjecie dalszych krokéw w Kkierunku zaproponowania skutecznej terapii leczenia raka
watrobowokomorkowego, ktory nalezy do najpowazniejszych probleméw wspolczesnej onkologii.

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 1 podjgcie

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




odpowiednich dziatan. Wszystkie czynnosci beda wykonywane przez znang zwierzetom osobe
wykonujacg ~ doswiadczenie,  procedury  badawcze beda  poprzedzone 5  dniowym
oswojeniem/handlingiem, co pozwoli zwierzgtom przyzwyczai¢ si¢ do eksperymentatoréw i ograniczy
ewentualny stres odczuwany przez zwierzgta. Zwierzeta beda utrzymywane w klatkach zawierajacych
wzbogacenia (klocki drewniane, bawetniane kokony na $cidtce osikowej odpylonej), co poprawi ich
dobrostan. Przed naswietlaniem laserem oraz wizualizacja in vivo za pomoca systemu Xenogen zostanie
podany anestetyk wziewnie (izofluran) co zminimalizuje dystres jakiego moglyby doswiadczyé
zwierzeta. Osoba przeprowadzajaca doswiadczenie bedzie rdwniez przygotowana do przeprowadzenia
zabiegu usmiercania (rowniez w przypadkach naglych) przez zastosowanie humanitarnej procedury
usmiercania, tak aby radykalnie zminimalizowa¢ bdl, cierpienie, dystres.

Zasada ograniczenia: czyli zmniejszenie calkowitej liczby zwierzat uzytych w do$wiadczeniu.
Zaproponowano 8 osobnikow w grupie ze wzgledu na ryzyko (ok. 10-20%), ze nie u wszystkich
osobnikow zostanie wywotany guz. Wowczas do grup zostanie przydzielonych po 6 (£2) osobnikéw co
stanowi minimum do oceny statystycznej wynikow badan. Zaproponowana liczebnos$¢ grup badanych
stanowi optymalng liczb¢ aby zmaksymalizowa¢ naukowg integralno$¢ generowanych danych przy
jednoczesnym wykorzystaniu minimalnej liczby zwierzat, niezbedng do obliczen statystycznych
wynikéw badan 1 wyciggniecia na tej podstawie wilasciwych wnioskow z przeprowadzonego
eksperymentu.

Zasada zastgpienia: W odniesieniu do zaproponowanego doswiadczenia myszy Nude sa
modelowymi zwierzgtami wykorzystywanymi do tego typu badan. Nie jest mozliwe zastgpienie
doswiadczen na zwierzgtach metodami in vitro (hodowle komodrkowe, tkankowe) ze wzgledu na
konieczno$¢ analizy mechanizméw zachodzacych w organizmie zywym. Leki przeciwnowotworowe
testowane na kulturach komorkowych in vitro czgsto nie moga by¢ przenoszone na warunki, w ktorych
nowotwory rosng u ludzi, z powodu braku odpowiedniego mikrosrodowiska guza, ktore ma wptyw na
rozwdj guza i interakcji podczas wzrostu (np. unaczynienie, uktad odpornosciowy itd.). Przedkliniczna
faza badan nad rakiem musi obejmowaé¢ modele in vivo, ktore mozliwie odwzorowuja warunki rozwoju
nowotworu w ludzkim organizmie, tak aby mozna je pdzniej przenie$s¢ na warunki kliniczne z udzialem
ludzi. Zastgpienie myszy zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego réwniez nie pozwoli
potwierdzi¢ lub wykluczy¢ hipotezy badawczej ze wzgledu na roznice anatomiczne i 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
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

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




