NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul  projektu  Zastosowanie = nanosekundowej elektroporacji  impulsowej w terapii
przeciwnowotworowej — okreslenie efektu przeciwnowotworowego oraz wptywu na aktywacje komorek

uktadu odpornosciowego.
2.Czas trwania projektu .. 15.05.2019 - 31.12.2020.........ccccerimmrieiieirenieniene e

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): nanosekundowe impulsowe pole elektryczne, elektroporacja z

wapniem, elektrochemioterapia

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 produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skuteczno$ci 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 okreslic 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.

Dane literaturowe dotyczace badan na hodowlach komoérkowych wskazuja, ze zastosowanie
nanosekundowej elektroporacji (nsSPEF) o wysokim nat¢zeniu pola elektrycznego powoduje znaczne
zmniejszenie przezywalnosci komorek nowotworowych. Wyniki doswiadczen in vivo na mysim modelu
czerniaka wskazuja, ze elektroterapia powodowata apoptozg¢ lub autofagic w miejscu leczenia.
Dotychczasowe badania przeprowadzano bez obecnosci chlorku wapnia. Nie wiadomo jaki jest
mechanizm dzialania zastosowanej terapii, a wlaczenie jonow wapnia moze potegowac efekt i nasila¢
odpowiedz ze strony uktadu immunologicznego.

W niniejszym projekcie zaplanowano optymalizacj¢ parametréw nsPEF oraz potaczenie nsPEF z




jonami wapnia. W pierwszym etapie zaplanowano dwa doswiadczenia in vivo.

Celem pierwszego badania bedzie okreslenie optymalnych parametrow NnsPEF, ktora bedzie
stosowana jako metoda samodzielna w leczeniu myszy z wszczepionym podskornie rakiem jelita grubego
MC38. Dotychczasowe badania potwierdzaja, ze wybrane parametry powoduja permeabilizacje komodrek
znajdujacych si¢ w obszarze elektroporacji, a z drugiej strony beda bezpieczne dla zwierzat.

Celem drugiego badania b¢dzie wybor optymalnego stezenia jonéw wapnia stosowanych w formie
czynnika wspomagajacego efekt przeciwnowotworowy elektroterapii nSPEF w modelu mysiego raka
jelita grubego MC38/0. nsPEF wspomaga bowiem wnikanie lekéw i jonow wapnia do komorek
nowotworowych. Zaobserwowano, ze zwigkszone stezenie jonOw wapnia synergistycznie wspomaga
dziatanie ultrakrotkich impulsow elektrycznych.

Oczekujemy, ze uzyskane wyniki beda podstawa do opracowania nowych strategii terapii
przeciwnowotworowych, w ktérych nie bedzie konieczne stosowanie silnie toksycznych lekow o
dzialaniu przeciwnowotworowym.

Doswiadczenia zaplanowane w niniejszym projekcie zaklasyfikowane sa do badan podstawowych,
a zaplanowane procedury zaliczane sa do kategorii dotkliwo$ci umiarkowanej. Klasyfikacja celu

procedury: Badania podstawowe — onkologia, niezalezna od badanego ukladu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W planowanych doswiadczeniach wykorzystanych zostanie tgcznie 187 myszy gatunku mus musculus (6-

8 tygodniowe samice).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejacq wiedze w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach badawczych: PubMed, Google Scholar, ScienceDirect, Web of
Science (JCR).

Wykorzystane zostaly nastepujace slowa Kkluczowe: nanosecond pulsed electric fields /
nanosekundowe impulsowe pole elektryczne, calcium electroporation / elektroporacja z wapniem,
electrochemotherapy / elektrochemioterapia

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzamy, ze badania zaplanowane w

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




ramach niniejszego projektu sg nowatorskie i1 do tej pory nie zostalty opisane. Strategia terapeutyczna z
wykorzystaniem nsPEF 1 jonéw wapnia polega na aktywacji sygnatow do $mierci komorkowej oraz
aktywacji uktad odpornosciowego do walki z nowotworem i indukcji swoistej ogoélnosystemowej
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Ponadto aktywacja uktadu immunologicznego moze mie¢ dziatanie
przeciwprzerzutowe.

Brak jest danych w zakresie poznania rzeczywistej aktywnosci przeciwnowotworowej nsPEF z
zastosowaniem ultrakrotkich impulséw elektrycznych (10-20 ns) stosowanej samodzielnie lub w terapii
skojarzonej z jonami wapnia w modelu mysiego raka jelita grubego. Zaplanowane doswiadczenie
terapeutyczne umozliwi okreslenie wptywu nsPEF na zahamowanie wzrostu guzow nowotworowych i
aktywacje odpowiedzi przeciwnowotworowe]j oraz dobranie odpowiednich parametréw elektroterapii.
Drugie doswiadczenie umozliwi natomiast odpowiedz na pytanie, czy jony wapnia s3 w stanie znacznie
zwickszy¢ efekt nsPEF w raku jelita grubego oraz jaki mechanizm odpowiedzi przeciwnowotworowej
jest uruchamiany w przypadku terapii skojarzonej.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu bedzie pierwszym krokiem do opracowania
nowych schematow terapii przeciwnowotworowej z nsPEF w formie terapii samodzielnej, lub w
skojarzeniu z jonami wapnia.

Zgodnie z zasada 3R, przed przystgpieniem do wykonania doswiadczen in vivo wykonano
wczesniej doswiadczenia in  vitro potwierdzajace =zatozenie, ze nsPEF wywotuje skuteczng
elektropermeabilizacje komorek nowotworowych co wspomaga wnikanie lekow i jonow wapnia do
komoérek nowotworowych, a tym samym poteguje ich dziatanie w docelowych komorkach. Ponadto
zwigkszone stezenie leku/jondw wapnia synergistycznie wspomaga dziatanie ultrakrotkich impulsow
elektrycznych. Kolejnym etapem jest weryfikacja uzyskanych wynikow w testach in vivo. Tylko w ten
sposdb mozna poznaé rzeczywista skutecznos¢ nsPEF w zwalczaniu nowotworu oraz pozna¢ prawdziwy
mechanizm dziatania tej terapii. Po drugie, do§wiadczenia in vivo zostaty zaplanowane w taki sposob aby
maksymalnie zredukowa¢ liczbe zwierzat w eksperymencie. Zaproponowana liczba myszy w grupie to
minimalna liczba potrzebna do uzyskania miarodajnych wynikow i1 wykonania obliczen statystycznych, a
przy tym jest to liczba, ktdra zapewnia brak potrzeby powtarzania takiego doswiadczenia w kolejnych
eksperymentach. Po trzecie, wykonujac do$wiadczenie, b¢dziemy maksymalnie eliminowac cierpienie
zwierzat poprzez podawanie lekéw przeciwbolowych. Ponadto, w celu polepszenia warunkéw bytowych
myszy, zastosujemy elementy wzbogacajace srodowisko.

Materiat pobrany od myszy po zakonczeniu eksperymentu zostanie przeanalizowany ex vivo. Jako
punkt odniesienia w interpretacji otrzymanych wynikow w eksperymentach ex vivo wykorzystane zostang
guzy, narzady i krew pobrane od myszy kontrolnych, nieleczonych.
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8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 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.




