NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Przeciwnowotworowa terapia komoérkami NK myszy z ludzkimi guzami szpiczaka

mnogiego.

2.Czas trwania projektu: 1 rok

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): Terapia przeciwnowotworowa, komérki NK, szpiczak.
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategorie z ponizszych): A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunkn

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu tub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywezych, pasz lub innych substancji lub
produktéw, tub badan ich jakosei, skutecznosei lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stéw, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem badania jest sprawdzenie skutecznosci przeciwnowotworowej modyfikowanych genetycznie

ludzkich komoérek NK pochodzacych z krwi pgpowinowej na mysim modelu szpiczaka mmogiego.

Badanie zostanie przeprowadzone na myszach szczepu NOD.Cg-Prkdosd[12rgt™I Wil/Sz].
Charakterystycznga cecha myszy tego szczepu jest uposledzony uktad immunologiczny. Nie posiadaja
one limfocytéw B oraz T a komérki makrofagéw, NK oraz dendrytyczne sa uszkodzone. Takie
uposledzenie uktadu immunologicznego pozwala na prowadzenie badan z wykorzystaniem ludzkich

komérek prawidtowych oraz nowotworowych.

W wyniku podskérmege (po prawej stronie na grzbiecie myszy) wprowadzenia komérek

nowotworowych ludzkiego szpiczaka wiclopostaciowego (RPMI 8226) powstang guzy nowotworowe,




ktore stang sie celem dla ludzkich modyfikowanych komérek NK izolowanych z krwi pepowinowe;.
Komorki NK, zwane réwniez naturalnymi zabdjcami, to komoérki ukladu immunologicznego

odpowiedzialne miedzy innymi za niszczenie komdérek nowotworowych.

Komérki NK. wykorzystane w badaniu beda zmodyfikowane genetycznie tzn. do ich genomu zostanie
wprowadzony fragment DNA kodujacy receptor pozwalajace na specyficzne rozpoznawanie komoérek

ludzkiego szpiczaka wielopostaciowego.

Spodziewamy si¢, ze wprowadzone komérki NK. zahamuja wzrost guzow nowotworowych lub

doprowadza do ich catkowitego zniszczenia.

Dos$wiadczenie zostalo zaplanowane w taki sposéb, aby zwierzeta bioraee w nim udzial nie odczuwaty
stresu oraz bolu. W trakcie badania zwierzeta beda narazone na dwukrotne uklucie igla (wprowadzenie
komérek) oraz kilkukrotne uspienic z wykorzystaniem izofluranu celem przeprowadzenia pomiaru
wielkos$¢ guzéw.

Po zakoficzeniu badania myszy zostang usmiercone a ich narzady wewngtrzne oraz guz zostang pobrane

do dalszych badan histopatologicznych.

Uzyskane wyniki przyczynia si¢ do opracowania nowych przeciwnowotworowych  terapii
prowadzonych z wykorzystaniem modyfikowanych genetycznie komoérek uktadu immunologicznego

oraz beda stanowity podstawe do zaprojektowania przysziych badaf klinicznych.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczenin wykorzystanych zostanie 30 myszy szezepu NOD.Cg-Prkdes€I12rg™ Wil/Sz].

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istnicjaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem

badawczym w bazach danych: PUBMED oraz Google Scholar. Na podstawie przeszukania istniejacej

1 przy wypehnianiu wzorowaé sig na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8



literatury, stwierdzono ze brak jest dostepnych danych dotyczacych terapii komérkoéfej ludzkiego
szpiczaka wielopostaciowego z wykorzystaniem modyfikowanych komérek NK izolowanych z krwi
pepowinowej. Uzyskane z proponowanego projektu wyniki moga stanowié podstawe do opracowania
nowych, bardziej skutecznych metod leczenia krytycznego niedokrwienia koficzyn jak réwniez nowych

strategii przeciwnowotworowych.
Przygotowujac doswiadcezenie uwzglgdniono zasade zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R):

1) Zaproponowane przez nas badania, ze wzgledu na ich ztozono$é oraz cele jakie chcemy osiagnaé, nie
mozna wykonaé na hodowlach tkankowych in vitro. Nie istnieja réwniez zadne inne metody
alternatywne. Jedynie na modelu zwierzgcym mozemy przeprowadzié przeciwnowotworows terapie

komorkami NK guzéw ludzkiego szpiczaka wielopostaciowego.

2) Dos$wiadczenia zaplanowane w projekcie zostaty w taki sposéb zaprojektowane aby ograniczyé do
minimum liczbe zwierzat, przy jednoczesnym zachowaniu istotnosci statystycznej uzyskanych
wynikow. Przewidziane procedury beda prowadzone w taki sposéb aby po ich zakoficzeniu uzyskad
maksymalng liczbe wynikéw. Specjalnie do przedtozonego projektu zostaly opracowane nowe techniki
analizy immunohistochemicznej pozwalajace na oznaczenie kilku antygenow jednoczesnie. Pobrany
materiat tkankowy, od u$mierconych zwierzat po zakoficzeniu doswiadczenia, zostanie w odpowicdnich
warunkach zamrozony a nastepnie przechowywany w temp. -80°C. Dzicki temu, w razie koniecznosei
wykonania dodatkowych analiz zostanie ponownie uzyty, bez koniecznosci przeprowadzenia

dos$wiadczenia z uzyciem dodatkowych zwierzat.

3) Doswiadczenie, ktore planujemy przeprowadzié, zostato przez nas zaplanowane w taki sposdb, aby
do minimum ograniczy¢ bél i stres mysz. Myszy beda trzymane w indywidualnie wentylowanych
klatkach, w odpowiedniej dla nich temperaturze i wilgotnodci. Ich stan bedzie monitorowany przez
wykwalifikowany personel oraz otoczone beda opieks weterynaryjna (siedem dni w tygodniu). Myszy
beda miata calodobowy dostep do $wiezej wody i specjalistycznej paszy. W celu wzbogacenia
srodowiska w klatkach oprécz podstawowej, niepylacej, chlonnej osikowej $cidlki bedzie réwniez
Scidlka przeznaczona do budowy gniazd. W pomieszczeniu hodowlanym bedzie zachowany 12
godzinny cykl dobowy §wiatta (dziefi/noc). W razie stwierdzenia nieodwracalnych zmian chorobowych
powodujacych u myszy np. zaburzenia w poruszanin sié;, przyjmowaniu jedzenia i picia doswiadczenie

zostanie przerwane a zwierze zostanie humanitarnie u§miercone.




8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

- na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

2 \Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. dogwiadczeri na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ wiaéciwe pole.




