NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Ocena wptywu inhibitora kinaz PIM na rekrutacje makrofagow do guza, ich
polaryzacje oraz angiogeneze in vivo, w mysim modelu klasycznego chtoniaka Hodgkina

(kcH)

2.Czas trwania projektu: 1 rok

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) kinazy PIM, makrofagi, chtoniak Hodgkina
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): B

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

Doswiadczenie przetestuje wplyw leku hamujgcego kinazy PIM na makrofagi w mysim modelu
klasycznego chtoniaka Hodgkina. Ze wzgledu na postulowang rol¢ makrofagéw w rozwoju i leczeniu
chtoniaka Hodgkina, badanie jest niezbedne dla okre$lenia skutecznosci terapeutycznej lekow

hamujacych kinazy PIM w tej chorobie.

Przewidywane szkody to umiarkowany bol wywotany iniekcjg dootrzewnowa podczas znieczulania
myszy celem ich unieruchomienia przed naswietlaniem. Prawidlowe napromieniowanie umozliwi
zasiedlenie myszy komoérkami ludzkiego uktadu odpornosciowego (humanizacja), ktore w nastepnym

etapie zostang wstrzyknigte dozylnie, wywotujac umiarkowany bdl i stres wynikajacy z unieruchomienia.




Dla potwierdzenia humanizacji pobrana zostanie niewielka ilo$¢ krwi z policzka, skutkujgc chwilowym
umiarkowanym bolem. We wziewnym znieczuleniu ogdélnym, bez bolu i ograniczajgc Stres, zostang
podskornie wstrzykniete komorki, z ktoérych powstang guzy nowotworowe. Guzy beda regularnie
bezbolesnie mierzone i nie dopusci si¢ do przekroczenia przez nie wielkosci majacej negatywny wplyw
na dobrostan. W celu unikniecia lub ztagodzenia ewentualnych podraznien przewodu pokarmowego po
wielokrotnym podawaniu leku, podawanie dozotagdkowe bgdzie nastepowac po wziewnym znieczuleniu
ogblnym przy uzyciu elastycznych sond przeznaczonych dla myszy. Ostatnim etapem bedzie humanitarne
usmiercenie, ktore nastgpi po uplywie okreslonego czasu lub, gdy wystgpia objawy znacznego

pogorszenia dobrostanu, aby nie dopus$ci¢ do cierpienia zwierzat.

Klasyfikacja procedur: [PT21] (badania translacyjne lub stosowane) nowotwor u cztowieka. Klasyfikacja
wynika z faktu, iz badanie bedzie dotyczy¢ leczenia przeciwnowotworowego ludzi. Wykazanie
zahamowania wzrostu nowotworu w organizmie mysim po podaniu testowanych lekéw pozwoli na
potwierdzenie ich skutecznosci w warunkach in vivo i jest niezbednym etapem przed przystagpieniem do
badan klinicznych. Doswiadczenie moze przyczyni¢ si¢ do poprawy skutecznos$ci leczenia

przeciwnowotworowego u pacjentow z klasycznym chtoniakiem Hodgkina.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

20 myszy domowych (mus musculus)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zastapienie (replacement). Uzycie zwierzat w badaniach nad nowymi lekami przeciwnowotworowymi
jest konieczne, poniewaz testy na hodowlach komérkowych in vitro nie dostarczaja informacji, ktére
dostarczy¢ moze organizm. Wyniki naszych badan w modelach in vitro wskazujg ze farmakologiczne
zahamowanie kinaz PIM w komoérkach nowotworowych chtoniaka Hodgkina hamuje produkcje
czynnikow zwigzanych z rekrutacja i przeprogramowaniem makrofagéw, a w makrofagach, oslabia

produkcje biatek immunosupresyjnych oraz czynnikéw indukujacych powstawanie naczyn

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




krwionos$nych. Potwierdzenie tych obserwacji w modelu zwierzecym stanowi¢ bedzie istotny dowod
swiadczacy o wysokim potencjale terapeutycznym badanego inhibitora w chorobie jak 1 rowniez
wskazanie do przeprowadzenia badan klinicznych. Poniewaz w modele in vitro nie umozliwiaja oceny
takich parametréw jak biodostgpnos¢ inhibitora dla komérek nowotworowych i makrofagéw lub procesy
metaboliczne, ktérym podany lek jest poddawany w organizmie, etap posredni mi¢dzy hodowla

komorkowg a cztowiekiem jest wiec tutaj niezbedny 1 zastgpienie go nie jest mozliwe.

Ograniczenie (reduction). Myszy laboratoryjne s3 podstawowym modelem zwierzecym
wykorzystywanym w badaniach onkologicznych. Istotny jest odpowiedni dobor zwierzat
doswiadczalnych, by uzyskiwane wyniki byly powtarzalne i1 poréwnywalne. Do niniejszego
eksperymentu wykorzystane zostang myszy charakteryzujace si¢ wysokim odsetkiem przyjmowania
przeszczepow ludzkich nowotworowych linii komérkowych. Wybor tego szczepu umozliwi uzyskanie
wzrostu guzow we wszystkich wykorzystanych myszach. Proponowana do wykorzystania liczba zwierzat
jest minimalng, zapewniajacg uzyskanie statystycznie istotnych i porownywalnych z danymi

literaturowymi wynikow.

Udoskonalenie (refinement). Zastosowane bedg humanitarne punkty koncowe w przypadku zauwazenia
objawow klinicznych choroby lub zauwazeniu objawoéw dystresu. Wszystkie myszy utrzymywane beda
w warunkach minimalizujacych ryzyko infekcji, czyli w klatkach indywidualnie wentylowanych lub
izolatorach. Zapewnione bedzie wzbogacenie $rodowiska bytowania wszystkich zwierzat poprzez
dostarczenie dodatkowych schronien (tekturowe lub plastikowe rurki lub/i domki) oraz dodatkowego
materiatu na gniazda. Zwierzeta beda przed rozpoczgciem doswiadczenia aklimatyzowane oraz przez caty
czas trwania do§wiadczenia obstugiwane przez wykwalifikowanych pracownikow, do kontaktu z ktorymi

zostang przyzwyczajone. Pozwoli to znaczaco zmniejszy¢ stres myszy w trakcie do§wiadczenia.

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagcg wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: x EBSCO; x PUBMED; x Google Scholar; x ScienceDirect; x Web of
Science (JCR). Wpykorzystano stowa kluczowe: cancer/mice/xenograft/cancer cell lines/mouse
models/immunodeficient mice/oncology/PIM kinases/L428/RS cells. Na podstawie przeszukania
istniejacej literatury, stwierdzono, ze: myszy NSG sg optymalnym modelem wykorzystywanym w tego
typu badaniach. W pracy Li F, Ulrich M, Jonas M, et al. Tumor-Associated Macrophages Can Contribute
to Antitumor Activity through FcgammaR-Mediated Processing of Antibody-Drug Conjugates. Mol
Cancer Ther. 2017;16(7):1347-1354 wykazano iz ksenoprzeszczep linii L428 do myszy NSG powoduje




naciek mysich makrofagdéw do guza nowotworowego. Zatem istnieje wysokie prawdopodobienstwo iz w
planowanym modelu otrzymany zostanie naciek ludzkich monocytow/makrofagdéw do guza
nowotworowego. Na podstawie publikacji Szydlowski M, Prochorec-Sobieszek M, Szumera-Cieckiewicz
A, et al. Expression of PIM kinases in Reed-Sternberg cells fosters immune privilege and tumor cell
survival in Hodgkin lymphoma. doi: 10.1182/blood-2017-01-760702 zostaly dobrane dawka i sposob

podania podawanego inhibitora kinaz P1M.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
X TAK-na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
1 NIE

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




