NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt: Preparaty SIRNA w terapii genowej czerniaka w badaniach in vitro i in vivo.
2.Czas trwania projektu: 02.01.2017 r. — 22.09.2021 r.

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): siRNA, angiogeneza, czerniak, nowotwor skory, sekwencje

wyciszajace

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 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, 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 doswiadczenia, 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.

Projekt badawczy bedzie realizowany w zakresie eksperymentalnej terapii genowej nowotworow i
farmacji stosowanej, w ramach badan podstawowych. W do$wiadczeniu zbadany zostanie potencjat
przeciwnowotworowy (antyangiogenny) preparatow siRNA, ktore majg na celu wyciszanie wybranych
genow, a W konsekwencji ograniczanie wzrostu czerniaka (B16 (F10)) poprzez hamowanie
angiogenezy.

Projekt zaktada opracowanie uktadow transfekcyjnych zawierajacych plazmidy psiRNA oraz wybrane
nos$niki niewirusowe, ktore beda efektywnie wprowadzane do komoérek mysiego czerniaka linii B16
(F10) in vitro. W kolejnych etapach projektu wybrane formulacje farmaceutyczne psiRNA/no$nik

zostang wykorzystane do badan in vivo.




Projekt zaktada wykonanie trzech doswiadczen na myszach szczepu C57BL/6J. Pierwsze z nich bedzie
polegato na wszczepianiu podskéornym myszom transfekowanych komorek mysiego czerniaka linii B16
(F10) preparatami psiRNA z wykorzystaniem pierwszego nosnika. W kolejnym doswiadczeniu myszom
zostang podane komorki czerniaka i po osiggnig¢ciu przez guzy 2-4 mm S$rednicy, rozpoczeta zostanie
terapia polegajaca na wprowadzaniu preparatow psiRNA w postaci iniekcji doguzowej z
wykorzystaniem dwoch nosnikow. Wpltyw wprowadzonych preparatow psiRNA/no$nik na wzrost
guzoéw nowotworowych, zarowno w pierwszym jak 1 w drugim do§wiadczeniu, oceniany bedzie co 3 dni
poprzez ich pomiar za pomocg suwmiarki. Po 21 dniach wszystkie zwierzeta poddane zostang eutanazji,
a nastepnie pobrane zostang z nich tkanki i narzady do dalszych badan. Trzecie doswiadczenie opiera si¢
na wstrzyknieciu $rodskornym transfekowanych komoérek nowotworowych preparatami psiRNA z
wykorzystaniem pierwszego nosnika. Po 5 dniach zwierzeta poddane zostang eutanazji, a tkanki i

narzady pobrane zostang do dalszych badan.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

196 myszy (samic) C57BL/6J
45 myszy (samcow) C57BL/6J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: EBSCO, PUBMED, Google Scholar, AGRICOLA, ScienceDirect, Web
of Science (JCR).

Wykorzystatam stowa kluczowe: siRNA, angiogeneza, czerniak, nowotwér skory, sekwencje
wyciszajace.

Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze nowotwor ztosliwy skory charakteryzuje
si¢ wyjatkowo duzg sktonno$cig do wezesnych przerzutdw oraz skrajng opornoscig na leczenie. W celu
poprawy skuteczno$ci terapii prowadzone sg badania nad wprowadzaniem innowacyjnych metod

leczenia, do ktérych nalezy m.in. antyangiogenna terapia genowa. Koncepcja wykorzystania preparatow

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




antyangiogennych bazujacych na czgsteczkach SIRNA poparta jest wzrastajagca iloScig danych z badan
klinicznych. W rozwoju guzéw nowotworowych ograniczenie procesu angiogenezy stanowi jedng ze
strategii terapeutycznych i moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia powstawania przerzutoéw. Badania
przeprowadzane na zwierzetach sg podstawowym i obecnie najlepszym sposobem oceny wpltywu
okreslonych substancji na organizm czlowieka, stad zastosowanie powyzszej metody w projekcie.

A. Nagromadzony materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze ilo$¢ zwierzat uzytych w
doswiadczeniu jest optymalna do potwierdzenia hipotezy badawczej.

B. Brak jest danych dotyczacych toksycznego wplywu dziatania preparatoéw siRNA na mysz.

Zasada zastapienia

Wybrane preparaty psiRNA zostaly przetestowane w warunkach in vitro, a wyniki potwierdzity
zatozong hipotezg¢ badawczg. Kolejnym etapem jest wykonanie do§wiadczen z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych, ze wzgledu na istotny wplyw stosowanych preparatow na caty organizm. Wszystkie
procedury wykonywane beda z odpowiednig doktadnosciag i poszanowaniem dla zycia badanych
zwierzat.

Zasada ograniczenia

Do osiagnigcia celu badawczego liczba zwierzat w poszczeg6lnych grupach zostata zredukowana do
minimum, zgodnie z wymogami statystycznymi.

Zasada udoskonalenia

Zwierzeta beda utrzymywane w warunkach odpowiednich dla danego gatunku, a zastosowane metody
badawcze w procedurach zostaty dobrane tak, aby ograniczaly do minimum bdl, cierpienie 1 dystres
zwierzat. Czynnos$ci wymienione w poszczegdlnych procedurach beda wykonane przez zgrany, sprawny

manualnie zespot, z duzym do§wiadczeniem w pracy ze zwierzetami laboratoryjnymi.




