NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Badanie rakotworczosci wielosciennych nanorurek weglowych — podloia dla

inZynierii tkankowej - chrzgstki stawowej
2.Czas trwania projektu 1 stycznia 2019 — 31 lipca 2020

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) szczury/wielo$cienne nanorurki weglowe/rakotworczo$é

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) F

Celem badan jest ocena toksykologiczna - rakotwdrczo$ci opracowanego nowatorskiego
biokompatybilnego rusztowania dla odbudowy chrzastki stawowej na bazie wielosciennych nanorurek

weglowych.

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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 spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Poszukiwanie nowych metod leczenia uszkodzen chrzastki stawowej stanowi wyzwanie dla
naukowcow. Zmiany zwyrodnieniowe bedace nastepstwem uszkodzen chrzastki stawowej sa
najczestszym schorzeniem narzadu ruchu. Choroba zwyrodnieniowa stawdw jest obecnie trzecig pod

wzgledem czgstosci wystgpowania przyczyng niesprawnosci w populacji swiatowej. Obecnie trwaja




badania nad wprowadzeniem nowych technik operacyjnych oraz biokompatybilnych biomateriatow.
Najnowsze badania skupiajg si¢ nad wprowadzaniem kolejnych modyfikacji rusztowan
biowchtanialnych, powstajacych poprzez wigzanie krzyzowe widkien (hybrydyzacje) naturalnych i
syntetycznych zwigzkéw chemicznych. Biomateriaty obecne sa w medycynie od ponad 70 lat. Znalazty
zastosowanie jako nici chirurgiczne, sktadniki cementu kostnego i implanty stosowane w ortopedii.
Dziedzina, w ktorej wykorzystuje si¢ biomaterialy w praktyce klinicznej powstata z potaczenia wielu
dyscyplin, m.in. medycyny, biologii, inzynierii, biotechnologii. W 1988 roku okres$lono ja wspolnym
mianem inzynierii tkankowej. Najnowszy kierunek badan w tej dziedzinie zmierza do stworzenia
biokompatybilnych rusztowan (ang. scaffolds) na bazie naturalnych 1 syntetycznych zwigzkéw
chemicznych, w celu naprawy réznego rodzaju tkanek. Zadaniem, jakie powinna spetnia¢ matryca jest

przywrdcenie, zachowanie lub poprawa funkcji tkanki, ktora jest celem terapii.

Glownym celem projektu bedzie ocena toksykologiczna — dziatania rakotworczego opracowanego,
nowatorskiego, biokompatybilnego biomateriatu - wielo$ciennych nanorurek weglowych. Pelna baza
danych uzyskana na podstawie wynikow przeprowadzonych badan rakotwoérczo$ci in vivo postuzy do
kontynuacji badan funkcjonalno$ci chondrocytéw osadzonych na rusztowaniach w naprawie uszkodzen

chrzastki stawowe;.

Najwazniejszym wkladem w dziedzing, bedzie uzyskanie i szczegdlowa charakterystyka nowego
biomateriatu majgcego potencjal w naprawie uszkodzen chrzastki stawowej. Stworzenie odpowiedniego
biomateriatu wykorzystywanego do transplantacji komorek moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju
nanomedycyny i medycyny regeneracyjnej. Dlatego zaproponowany projekt jest tak wazny, nie tylko

medycznie, ale spotecznie 1 ekonomicznie w kontekscie zdrowia publicznego polskiego spoteczenstwa.

Schemat planowanego eksperymentu zaktada utworzenie 6 grup zwierzat po: 18 szczuréw (samcow) dla

12, 18 i 24 miesi¢cy eksperymentu:

I. Zwierzgta, ktorym podano (lipiec 2018) jednorazowo do stawu kolanowego wielo$cienne nanorurki

weglowe — czas trwania eksperymentu 12 m-cy (Procedura I)

II. Zwierzeta, ktorym podano (lipiec 2018) jednorazowo do stawu kolanowego wieloscienne nanorurki

weglowe — czas trwania eksperymentu 18 m-cy (Procedura 1)

II1. Zwierzgta, ktorym podano (lipiec 2018) jednorazowo do stawu kolanowego wielo$cienne nanorurki




weglowe — czas trwania eksperymentu 24 m-ce (Procedura I11)

IV. Zwierzeta kontrolne w ramach badan rakotwoérczosci wieloSciennych nanorurek weglowych — czas

trwania eksperymentul2 m-cy

V. Zwierzeta kontrolne w ramach badan rakotworczosci wielosciennych nanorurek weglowych — czas

trwania eksperymentul8 m-cy

VI. Zwierzeta kontrolne w ramach badan rakotwoérczosci wielosciennych nanorurek weglowych — czas

trwania eksperymentu 24 m-ce

Przy wykonywaniu badan na zwierz¢tach zawsze stosowana bedzie tzw. zasada 3R (Replacement,
Reduction, Refinement), ktora ma na celu ochrone zwierzat — pelne uzasadnienie zasady 3R — punkt 5 i
8.

Cel eksperymentu zostal zakwalifikowany zgodnie z ustawa art. 3 — jako; Cel badan — Badania

wymagane przepisami — Badania toksykologiczne; Rodzaje badan — Badanie rakotworczosci.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Szczur (Rattus norvegicus) / Wistar stado niekrewniacze (outbred)
4-tygodniowe (lipiec 2018), aktualnie 6-miesi¢czne; samce

108 samcow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

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




Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejacg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym,

w bazach danych:

- PUBMED

- Google Scholar

- Web of Science (JCR)

- Scopus.

Wykorzystatam stowa kluczowe:

szczury/wielo$cienne nanorurki weglowe/rakotworczo$¢

Na podstawie przeszukania istniejgce;j literatury, stwierdzam ze:

brak jest danych dotyczacych rakotworczosci wielosciennych nanorurek weglowych.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwoli na oceng rakotworczosci wieloSciennych nanorurek
weglowych, a tym samym wyniki badah mogg by¢ podstawa do zastosowania biomaterialu w
lecznictwie jako nowatorskiego biokompatybilnego rusztowania dla odbudowy chrzastki stawowej na

bazie wielo$ciennych nanorurek weglowych.

B. W dostepnym pisSmiennictwie brak jest danych dotyczacych rakotworczosci wielosciennych

nanorurek weglowych.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na podjecie dalszych krokow w kierunku
zaproponowania skutecznej terapii poprzez opracowanie nowego biomateriatu, ktory moze postuzyc

jako nosnik komoérek w procesie regeneracji chrzastki stawowe;.
A. Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku zastosowania preparatow

Poszukiwanie nowych metod leczenia uszkodzen chrzastki stawowej stanowi wyzwanie dla

naukowcoOw. Zmiany zwyrodnieniowe bedace nastepstwem uszkodzen -chrzastki stawowej sa




najczestszym schorzeniem narzadu ruchu. Choroba zwyrodnieniowa stawow jest obecnie trzecig pod
wzgledem czesto$ci wystepowania przyczyng niesprawnosci w populacji §wiatowej. Obecnie trwajg
badania nad wprowadzeniem nowych technik operacyjnych oraz biokompatybilnych biomaterialow.
Biomaterialy obecne sa w medycynie od ponad 70 lat. Znalazty zastosowanie jako nici chirurgiczne,
sktadniki cementu kostnego 1 implanty stosowane w ortopedii. Dziedzina, w ktoérej wykorzystuje si¢
biomateriaty w praktyce klinicznej powstala z potaczenia wielu dyscyplin, m.in. medycyny, biologii,
inzynierii, biotechnologii. Najnowszy kierunek badan w tej dziedzinie zmierza do stworzenia
biokompatybilnych rusztowan (ang. scaffolds) na bazie naturalnych i syntetycznych zwigzkow
chemicznych, w celu naprawy roznego rodzaju tkanek. Zadaniem, jakie powinna speinia¢ matryca jest
przywrocenie, zachowanie lub poprawa funkcji tkanki, ktora jest celem terapii. Celem badan jest ocena
toksykologiczna - rakotworczos$ci opracowanego nowatorskiego biokompatybilnego rusztowania dla

odbudowy chrzastki stawowej na bazie wielo§ciennych nanorurek weglowych.

A. Zastosowanie  uzyskanej wiedzy polegajace na  przysztosciowym  wprowadzeniu

preparatéw/lekéw na rynek

Najnowszy kierunek badan w dziedzinie inzynierii tkankowej zmierza do stworzenia biokompatybilnych
rusztowan (ang. scaffolds) na bazie naturalnych i syntetycznych zwigzkéw chemicznych, w celu
naprawy roznego rodzaju tkanek. Zadaniem, jakie powinna spelnia¢ matryca jest przywrdcenie,
zachowanie lub poprawa funkcji tkanki, ktora jest celem terapii. W leczeniu uszkodzen chrzastki
stawowej, rusztowanie powinno umozliwia¢ komorkom chrzastki proliferacje w miejscu osadzenia, z
zachowaniem wtasciwos$ci chondrocytow. Tkanka naprawcza w formie trojwymiarowej (3D) mogtaby

przez to tatwiej integrowac si¢ z otaczajaca chrzastka.

Kolejnymi etapami badan beda przygotowania biomateriatu do rejestracji, po badaniach

przedklinicznych zostang w dalszym etapie wykonane badania kliniczne.

Przy wykonywaniu wszystkich procedur na zwierzg¢tach zawsze zostanie zastosowana zasada 3R
(Replacement, Reduction, Refinement), ktora ma na celu ochrong zwierzat. Szczurzy model badawczy
jest niezbedny do oceny opracowanego biomateriatu w odniesieniu do okreslonego stopnia rozwoju
ewolucyjnego. Ograniczamy liczb¢ wykorzystywanych zwierzat, na ktorych konieczne jest
przeprowadzenie badania do minimum, aby uzyska¢ wiarygodne wyniki. Zastosowane zostang

najnowsze metody statystyczne opracowania wynikéw dla minimalnej liczby probek. Procedury i




zaplanowane w nich czynnosci wedlug wymogdéw Nr 451/EU B.32 (OECD Guidelines for the Testing
of Chemicals, Section 4. Health Effects. Test No. 451: Carcinogenicity Studies, 2009) zostaty tak

opracowane, aby catkowicie wyeliminowac cierpienie zwierzat w doswiadczeniach.
Sposob realizacji zasady 3R
Zasada udoskonalenia:

Codziennie b¢dzie prowadzona kontrola stanu zwierzat oraz co najmniej 1 razy w tygodniu (lub w
zalezno$ci od potrzeb) wymiana $cidtki co potencjalnie pozwoli na szybkie zidentyfikowanie
wszystkich chorych lub okaleczonych zwierzat i podjecie odpowiednich dziatan oraz zapewnienie
higieny. Ponadto, wszystkie czynnosci beda wykonywane przez znang zwierzetom osobg wykonujaca
doswiadczenie, poniewaz kazda z procedur begdzie poprzedzona oswojeniem/handlingiem, co pozwoli
zwierzetom przyzwyczai¢ si¢ do eksperymentatorow i ograniczy ewentualny stres odczuwany przez
zwierzgta. Zwierzeta beda utrzymywane w klatkach zawierajacych wzbogacenia (klocki drewniane,
bawetniane kokony na $cidice osikowej odpylonej). Osoba przeprowadzajaca do$wiadczenie bedzie
rowniez przygotowana do przeprowadzenia zabiegu u$miercania w przypadkach naglych przez

zastosowanie humanitarnej procedury u$miercania.
Zasada ograniczenia

Zaproponowana liczebno$¢ grup badanych (po 18 zwierzat w grupie, samce) — tacznie 108 osobnikow,
stanowi optymalng ilo$¢ dla oceny rakotwodrczosci zastosowanego biomateriatu wedlug wymogow Nr
451/EU B.32 (OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4. Health Effects. Test No. 451:
Carcinogenicity Studies, 2009). Ponadto 18 zwierzat w grupie (samce) stanowi rowniez minimalng
liczbg, niezbedna do obliczen statystycznych wynikéw badan i1 wyciagnigcia na tej podstawie
wlasciwych wnioskow z przeprowadzonego eksperymentu. Sg to mig¢dzynarodowe wytyczne OECD

dotyczace badan toksykologicznych rakotworczosci.
Zasada zastgpienia

W odniesieniu do zaproponowanego doswiadczenia szczury sa modelowymi zwierzetami
wykorzystywanymi w tego typu badaniach. Nie jest mozliwe zastgpienie do§wiadczen na zwierzetach
metodami in vitro (hodowle komoérkowe, tkankowe) ze wzgledu na konieczno$¢ analizy mechanizméw

zachodzacych w organizmie zywym. Zastgpienie szczurOw zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju




ewolucyjnego réwniez nie pozwoli potwierdzi¢ lub wykluczy¢ hipotezy badawczej ze wzgledu na
réznice anatomiczne i fizjologiczne w poréwnaniu do ssakow. W zwigzku z tym badania

przeprowadzone na bezkregowcach nie miatyby 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 zaznaczyé wtaséciwe pole.



