NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Izolacja hepatocytow szczurzych do badah przesiewowych nowych zwigzkow

przeciwnowotworowych

2.Czas trwania projektu: 2 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): szczur, hepatocyty, poziom metabolizmu, onkologia
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, 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

W ramach projektow naukowo-rozwojowych, majacych na celu opracowanie nowych lekow
przeciwnowotworowych, syntetyzowane sa cate serie zwigzkdw matoczasteczkowych. Te z nich, ktore
wykazg w testach in vitro selektywno$¢ dziatania i okreslone wtasciwosci fizyko-chemiczne, wymagaja
dalszej charakterystyki zwigzanej z ich metabolizmem. Czeg$¢ zwigzkéw powinno bowiem docelowo
dziata¢ w formie niezmienionej, inne uzyskaja aktywnos$¢ dopiero po modyfikacji w forme czynng. Od
tempa metabolizmu, rodzaju metabolizmu 1 powstajagcych metabolitéw, zalezy nie tylko aktywnos¢
zwigzkow, ale tez ich profil toksykologiczny. Eliminacja zwigzkdéw niepozadanych na wczesnym etapie
rozwoju leku pozwala znacznie ograniczy¢ liczbe zwierzat uzytych na dalszych etapach badan.

Procesy metaboliczne u ssakow zachodza glownie w watrobie, a standardowym modelem in vitro do
badan przesiewowych nowych zwigzkow sa izolowane komorki watroby (hepatocyty). Uzyskiwane sg
wyniki na temat stabilnosci metaboliczne] zwiazkow, uruchamianych $ciezek metabolicznych 1
powstajacych metabolitow, bez konieczno$ci prowadzenia badan in vivo. Tym sposobem, w miejsce
uzycia wielu zwierzat do analizy profilu metabolicznego pojedynczego zwigzku in vivo, uzyte beda do




izolacji hepatocytow dwa osobniki tygodniowo, a uzyskany material pozwoli przetestowaé wiele
zwigzkow.

Do izolacji hepatocytow szczurzych, zapewniajacych najlepsza korelacje uzyskiwanych wynikow z
metabolizmem watrobowym u czlowieka, planowane jest uzycie samcoéw szczepu Sprague Dawley.
Otrzymany material zostanie uzyty do wysokoprzepustowej selekcji nowo syntetyzowanych zwigzkow,
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym, do dalszych badan in vitro oraz in vivo.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

210 szczurow wedrownych (Rattus nrvegicus)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac wniosek, sprawdzitem istniejacag wiedzg w zakresie objetym wnioskiem badawczym w
bazie danych PUBMED, wykorzystujac stowa kluczowe takie jak: hepatocyte isolation protocol, rat
hepatocytes, primary hepatic cells. Ponadto, w trakcie przygotowywania wniosku, wzorowatem si¢ na
protokotach izolacji hepatocytow szczurzych udostepnionych przez firmy komercyjne (np. Biovit oraz
Thermofisher). Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, ze zaplanowane czynnosci
pozwola na wydajng 1 powtarzalng izolacj¢ hepatocytow, przy rownoczesnym minimalnym dystresie u
zwierzat.

Poniewaz hepatocyty zostang uzyte do testObw majacych na celu wielostopniowa, dokladng
charakterystyke procesow metabolicznych dla testowanych zwigzkoéw matoczasteczkowych, uzyskane
dane przyczynig si¢ do wskazania zwigzkow o pozadanych parametrach. Uzyskana wiedza pozwoli
ograniczy¢, juz na ectapie wstepnej selekcji zwigzkoéw, konieczno$¢ prowadzenia badan in vivo
(farmakokinetyka, klatki metaboliczne). Dzigki temu takze do dalszych badan in vitro oraz in vivo
przekazywane beda wylacznie zwiazki spelniajace najostrzejsze kryteria dotyczace stabilnosci,
uruchamianych $ciezek metabolicznych oraz powstajacych metabolitow.

Aktualne zapotrzebowanie na $wieze hepatocyty szczurze w wielu rownolegle realizowanych
projektach wskazuje, ze przewidziana liczba zwierzat begdzie minimalna, ale wystarczajaca do
podtrzymania ciggto$ci badan in vitro na pobranym materiale. Zadne inne badania in vitro (np. w liniach
komorkowych) nie sg w stanie dostarczy¢ danych na powyzszy temat, dlatego tez zaplanowano
regularng izolacj¢ hepatocytow szczurzych, ktora bedzie prowadzona zgodnie z zasadami 3R.
ZASTAPIENIE: Poczatkowe etapy projektowania nowych czasteczek, bedacych potencjalnymi lekami,
oparte jest o0 modelowanie z uzyciem programow komputerowych in silico, co umozliwia uzyskanie

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




zwigzkow o odpowiedniej strukturze, zapewniajacej specyficzne dziatanie. Dopiero po pozytywnym
przejsciu selekcji w testach in vitro, dotyczacych m.in. ich aktywnosSci czy cytotoksyczno$ci, zwigzki
zostang przekazane do badan zwigzanych z ich metabolizmem. Modelami zwierzecymi tego typu testow
sg badania z uzyciem klatek metabolicznych oraz badania farmakokinetyczne. Nie s to jednak wtasciwe
metody przesiewowe — metoda taka jest natomiast testowanie zwigzkéw w hepatocytach szczurzych.
OGRANICZENIE: W eksperymencie przewidziano minimalng liczbe donoréw hepatocytéw
wykorzystywanych w cyklach tygodniowych, bioragc pod uwage mozliwos$¢ ograniczenia liczebnoS$ci
wspoélnych reakcji kontrolnych. Ilo$¢ uzyskiwanego materiatu pozwoli na testowanie wielu nowych
zwigzkow w kilku realizowanych projektach jednoczesnie.

UDOSKONALENIE: Szczury uzyte w badaniu bedg pochodzity od certyfikowanych dostawcow, a
podczas wykonywania eksperymentow beda przebywaty pod stala opiekg weterynaryjna.
Przeprowadzana na nich procedura zostanie wykonana przez do$wiadczone osoby, posiadajace
wymagane uprawnienia dotyczace pracy ze zwierzgtami laboratoryjnymi. W zwiazku z tym
przeprowadzenie do§wiadczen odbedzie si¢ z ograniczonym do minimum stresem czy bdélem. Szczury
beda przebywaly w klatkach ze wzbogaconym $rodowiskiem (material gniazdowy, tunele, klocki
drewniane), co przyczyni si¢ do poprawy ich dobrostanu.

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.




