NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu ,,Wykorzystanie mezenchymalnych komodrek macierzystych osadzonych na
mikrorusztowaniach z rozna porowatoscia i zawartoscia siarczanu chondroityny w procesie
gojenia i regeneracji krazkow miedzykregowych po operacji przezskornej laserowej dekompresji

krazkow miedzykregowych w odcinku ledzwiowym kregostupa”
2.Czas trwania projektu- 01.02.2019-28.02.2024

Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Krazki miedzykregowe, regeneracja krazkow
miedzykregowych, degeneracja krazkow miedzykregowych, terapie komorkowe

Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) B. Badania translacyjne lub
stosowane, F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéow leczniczych, $rodkéow
spozywczych, pasz lub innych substancji lub produktéow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub

bezpieczenstwa stosowania

3.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, $rodkdéw 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 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.

Obecnie leczenie choroby zwyrodnieniowej krazka miedzykrggowego ma charakter gtownie objawowy.
80% przypadkow tego schorzenia leczona jest z dobrym efektem przeciwbolowym metodami
zachowawczymi. Dopiero brak efektu terapeutycznego sktania do zastosowania leczenia operacyjnego.
W niewielu tylko przypadkach leczenie rozpoczyna si¢ od zastosowania procedur chirurgicznych
(laserowa dekompresja krazka migdzykregowego, nukleoplastyka, chemonukleoliza, discektomia,




zabiegi chirurgiczne z calkowitym usuni¢ciem krazka miedzykregowego i zastgpieniem go implantem
ze stabilizacjg kregostupa przez nasadowg). Poznanie i zrozumienie procesOw biochemicznych
zachodzacych w krazkach miedzykrggowych, a przede wszystkim zmian zachodzacych na poziomie
molekularnym, $ci§le zwigzanych z degeneracjg IVD, stato si¢ bodzcem do poszukiwania nowych
metod leczenia, migdzy innymi z wykorzystaniem terapii komoérkowych. Uzyskanie danych z
proponowanego projektu pozwoli na wykorzystanie tego rodzaju procedury w leczeniu zwyrodnienia
krazkow mi¢dzykregowych u ludzi.

Opracowany przez zesp6t model uszkodzenia krazkéw miedzykrggowych postuzyt do potwierdzenia
procesu regeneracji po podaniu mezenchymalnych komoérek macierzystych. W kolejnym do$wiadczeniu
planowane jest wykorzystanie wyselekcjonowanych mikrorusztowan, z ro6zng porowatoscig i
zawartoscig siarczanu chondroityny W procesie gojenia i regeneracji krazkow miedzykregowych po
operacji przezskornej laserowej dekompresji krazkow migdzykregowych (PLDD) w odcinku
ledzwiowym kregostupa w modelu duzego zwierzecia z indukowana degeneracja krazka
miedzykregowego. Biodegradowalne mikrorusztowania majg za zadanie stworzy¢ warunki dla produkcji
przez komorki macierzy migdzykomoérkowej niezbednej w odbudowie struktury jadra miazdzystego, a
poprzez whasciwosci fizyczne rusztowania pozwoli¢ na przywrocenie naturalnej wysokosci i
elastycznoséci krazka migdzykregowego, istotnej dla prawidlowo postepujacego procesu regeneracji
dyskow. Badanie cytotoksycznosci 1 biokompatybilno$ci analizowanych biomateriatbw zostanie
przeprowadzone w doswiadczeniach in vitro poprzedzajacych dos§wiadczenie z modelem zwierzgcym,
by méc wybra¢ materiat bezpieczny dla biorcy.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W do$wiadczeniu zostanie uzyta jako zwierze modelowe $winia domowa w liczbie 8 sztuk. Swinia jest
gatunkiem uznanym, na podstawie dostepnej literatury $wiatowej, za jeden z najlepszych, a czasem
jedyny model do$wiadczalny, z ktérego wyniki mogg by¢ bezposrednio wykorzystywane w badaniach
klinicznych u ludzi. W przypadku planowanego doswiadczenia zostanie wykorzystany ten gatunek,
gdyz charakteryzuje si¢ on zblizong do cztowieka wielkoscia kregow kregostupa, a co za tym idzie,
przestrzeni migdzykregowej i krazkow migdzykregowych, co zostato potwierdzone licznymi danymi
literaturowymi. Ponadto, w celu uzyskania danych niezb¢dnych do przeprowadzenia analizy
statystycznej oraz maksymalnego ograniczenia liczby zwierzat uzytych w doswiadczeniu planuje si¢ U
kazdego zwierzecia wykorzysta¢ zdrowy nieuszkodzony krazek miedzykregowy jako kontrolg.
Wykonane doswiadczenie bedzie stanowito wstep do opracowania procedur majgcych na celu
wstrzykiwanie rusztowan dla wzrostu komorek macierzystych, ktore beda wykonywane u ludzi.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Ochrona zwierzat podczas doswiadczenia bedzie zgodna z zasadami 3R (zastgpienia, ograniczenia i
udoskonalenia). Zasady 3R zostaly spelnione poprzez przeglad literatury naukowej majacy na celu
wybranie wlasciwego modelu doswiadczalnego ($winia), liczby uzytych zwierzat (analiza statystyczna)
oraz prawidlowe zaplanowanie przebiegu doswiadczenia (Mm.in. jednoczesne wykorzystanie zwierzat,
jako grupy kontrolnej i eksperymentalnej).

Zastgpienie — Planowane doswiadczenie stanowi symulacje postepowania w klinice cztowieka, polega
na pobraniu, przygotowaniu autogennych mezenchymalnych komorek macierzystych, osadzeniu ich na
biodegradowalnych mikrorusztowaniach w celu produkcji macierzy migdzykomorkowej, a nastepnie
wykonaniu procedury neurochirurgicznej i wprowadzeniu komorek do zmienionego chorobowo krazka
miedzykregowego. Obejmuje przeprowadzenie operacyjnego wprowadzenia wyselekcjonowanych
mikrorusztowan, z rézng porowatoscig i zawartoscig siarczanu chondroityny, z osadzonymi na nich
autologicznymi  mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi do jadra miazdzystego krazka
miedzykregowego w zwierzecym modelu do$wiadczalnym. Cata procedura odbywa si¢ w warunkach
sali operacyjnej, pod kontrola RTG. Swinia posiada zblizong wielko$é przestrzeni miedzykregowej i
krazkéw miedzykregowych do ludzkich, co zostato potwierdzone licznymi danymi literaturowymi.
Dodatkowo, $winia jest gatunkiem uznanym, na podstawie dostepnej literatury swiatowej, za jeden z
najlepszych, a czasem jedyny model doswiadczalny, z ktéorego wyniki mogg by¢ bezposrednio
wykorzystywane w badaniach klinicznych u ludzi.

Swindle MM i wsp. Swine as models in biomedical research and toxicology testing. Vet Pathol. 2012
Mar;49(2):344-56.

Sheng SR i wsp. Comparison of Cervical Spine Anatomy in Calves, Pigs and Humans. PLoS One. 2016
Feb 11;11(2):e0148610.

Schmidt R1, i wsp. Limitations of the cervical porcine spine in evaluating spinal implants in comparison
with human cervical spinal segments: a biomechanical in vitro comparison of porcine and human
cervical spine specimens with different instrumentation techniques. Spine (Phila Pa 1976). 2005 Jun
1;30(11):1275-82.

Sheng SR | wsp. Anatomy of large animal spines and its comparison to the human spine: a systematic
review. Eur Spine J. 2010 Jan;19(1):46-56.

McLain RF i wsp. Comparative morphometry of L4 vertebrae: comparison of large animal models for
the human lumbar spine. Spine (Phila Pa 1976). 2002 Apr 15;27(8):E200-6.

Ograniczenie - Opierajac si¢ na licznych danych literaturowych, w ktorych autorzy wykorzystywali
podobny uktad do$wiadczenia planowana liczba zwierzat w prezentowanym doswiadczeniu, z calg

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




pewnoscig pozwoli uzyska¢ pule wynikéw niezbednych do przeprowadzenia wiarygodnej analizy
statystycznej.

Barczewska M i wsp. MR monitoring of minimally invasive delivery of mesenchymal stem cells into the
porcine intervertebral disc. PLoS One 2013;8: e74658.

Henriksson HB i wsp. Transplantation of human mesenchymal stems cells into intervertebral discs in a
xenogeneic porcine model. Spine (Phila Pa 1976). 2009 Jan 15;34(2):141-8.

Oehme D i wsp. Mesenchymal progenitor cells combined with pentosan polysulfate mediating disc
regeneration at the time of microdiscectomy: a preliminary study in an ovine model. J Neurosurg Spine.
2014 Jun;20(6):657-69.

Udoskonalenie — Zwierzgta beda mialy zapewnione optymalne warunki bytowe m.in. beda
utrzymywane w grupach, w kojcach uniemozliwiajacych zranienie, posiadajace zabezpieczenia
uniemozliwiajagce wydostanie si¢ zwierzat na zewnatrz. Co wigcej, warunki panujace w Zwierzgtarni
beda miaty wlasciwe parametry srodowiska odpowiadajacym ich wymogom. W czasie trwania catego
doswiadczenia wykorzystywane beda metody, ktore radykalnie zminimalizujg bol, cierpienie, dystres
lub trwale urazy, jakich mogg doswiadczaé zwierzgta, tak by znaczgco poprawic ich dobrostan. Zabiegi
operacyjne zostang poprzedzone 2 tygodniowym okresie aklimatyzacji. Zabiegi operacyjne, wilaczajac w
to pobranie szpiku kostnego, beda przeprowadzone pod kontrolg lekarza weterynarii w stanie glebokiej
narkozy chirurgicznej znoszacej odruchy, odczuwanie bolu, przy zastosowaniu odpowiednich
anestetykéw 1 S$rodkéw przeciwbolowych. Procedury neurochirurgiczne beda prowadzone przez
doswiadczonych lekarzy neurochirurgéow, charakteryzujacych si¢ duzym doswiadczeniem nie tylko w
neurochirurgii cztowieka (m.in. zabiegi PLDD), ale takze zwierzat, co zostalo udokumentowane
licznymi opracowaniami naukowymi. Ocena cytotoksycznosci i biokompatybilnosci stosowanych
mikrorusztowan wykorzystywanych do wzrostu komoérek bedzie przeprowadzona w doswiadczeniu in
vitro, ktore bedzie poprzedzato procedury chirurgiczne u zwierzat. Pozwoli to wytypowac najbardziej
bezpieczny materiat z ktorego bedzie wykonane mikrorusztowanie i ktory bedzie mogt by¢ zastosowany
u ludzi. Konstrukt mikrorusztowanie/komorki macierzyste zostanie przygotowany w sterylnych
warunkach przez do$wiadczonego pracownika, na co dzien pracujacego w laboratorium komorek
macierzystych z certyfikatem GMP (Good Manufacture Practice), przygotowujacego preparaty terapii
komorkowej do zastosowania u ludzi.

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

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




