NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Badania nad opracowaniem modelu doswiadczalnego raka nerki w oparciu o wyniki

badan w modelu in vitro
2.Czas trwania projektu: 12 miesigcy
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): rak nerki, mysz NSG, terapia celowana, xenograft

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych): B. Badania translacyjne lub

stosowane

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 produkeji produktéw leczniczych, srodkéw spozywcezych, 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.

Celem doswiadczenia jest opracowanie modelu raka nerki do badah nad nowymi terapiami celowanymi.
W Polsce rak nerki dotyka rokrocznie ponad 5000 osob, powodujac $mier¢ prawie 2800 chorych. Wysoka
smiertelnos¢ chorych wynika z braku skutecznych metod leczenia. Opracowanie nowych terapii jest zatem

niezbedne.

Aby mozliwe bylo rozpoczgcie badan nad nowg terapia antynowotworowa u ludzi, konieczne jest
udowodnienie, ze terapia daje pozytywny efekt in vivo. Badania in vitro nie s3 w stanie odtworzy¢
doktadnie sytuacji z jakg mamy do czynienia w przypadku guza nowotworowego rosngcego w zywym

organizmie. Dlatego zaplanowali$my badania in vivo, ktorych pierwszym etapem jest opracowanie




modelu doswiadczalnego raka nerki: jest to celem niniejszego wniosku. Dopiero dysponujac tym
modelem bedziemy mogli rozpocza¢ wilasciwe badania, w ktorych sprawdzimy, czy efekty
antynowotworowe terapii celowanej, badanej do tej pory jedynie in vitro, hamujg tez wzrost guza
Nowotworowego rosngcego w zywym organizmie. Doktadne zaplanowanie docelowych doswiadczen nad
terapig celowang bedzie mozliwe dopiero po uzyskaniu wynikéw badania pilotazowego (ktore jest celem
niniejszego wniosku): dopiero wtedy bedziemy wiedzieli jakg liczbg zwierzat powinnismy uwzgledni¢ w
badaniach nad terapig i jaka liczbe komorek nowotworowych powinni§my im podaé, by uzyska¢ wzrost

guza, ktory nastgpnie bedzie mozna leczy¢ za pomocg testowanej terapii.

Przewidywane szkody, jakie nasze doswiadczenie wywotaé u zwierzat sg niestety nieuniknione: chcemy
zaindukowa¢ u nich chorob¢ nowotworowa. Bedziemy jednak doktada¢ wszelkich staran, by
zminimalizowa¢ cierpienia zwierzat: i) bedziemy stosowaé¢ odpowiednie $rodki przeciwbdlowe; ii) stan
zwierzat bedzie na biezaco monitorowany przez wykwalifikowany personel z kilkudziesigcioletnim
doswiadczeniem w badaniach na zwierzetach; iii) zwierzeta zostang bezbolesnie u$miercone zanim

choroba rozwinie si¢ na tyle, bo powodowac bdl zwigzany z przerzutami.

Przewidujemy jednak, ze zaplanowany przez nas eksperyment przyniesie duze korzysci dla nauki i
medycyny, a w przysztosci dla wszystkich chorych na raka nerki i ich rodzin: dzigki opracowanemu przez
nas modelowi raka nerki bedziemy mogli (w kolejnych eksperymentach, na ktore bgdziemy sktadaé
odrebny wniosek w p6zniejszym terminie) przetestowac terapi¢ antynowotworowa. Bezposrednio korzys¢
z badania pilotazowego, ktore opisujemy w niniejszym wniosku odniosg rowniez zwierzeta laboratoryjne:
dzieki niemu bedziemy mogli znacznie zredukowac liczbe zwierzat, ktére musieliby§my wykorzysta¢ w

p6ézniejszych eksperymentach, ktorych celem bedzie testowanie skuteczno$ci terapii antynowotworowe;.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek: mysz domowa

Liczba: 180 zwierzat




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Opracowujac projekt sprawdziliSmy pismiennictwo dotyczace planowanego eksperymentu w bazach: Pubmed,
Google Scholar. Jako stowa kluczowe wykorzystaliSmy: renal cancer, xenografts, 786-0, Caki-1, KIJ265T, murine,
NSG Mouse. Na podstawie przeczytanego pismiennictwa stwierdzamy, ze dane dotyczace dawek podawanych
komorek sa sprzeczne i trudno na ich podstawie stwierdzi¢, jaka liczbe komorek raka nerki nalezy poda¢ w iniekcji
podskornej i tym bardziej pod torebke nerki, by uzyskaé wzrost guzow nadajacych si¢ do analizy skutkow terapii
w dalszych badaniach.

Zgodnie z zasada Reducement (zredukowac) ograniczyliSmy liczbe badanych osobnikéw myszy Szczepu, w
ktorym mozna uzyska¢ wzrost ludzkich komorek, do 5 osobnikéw jednej ptci w grupie. W doswiadczeniu oprocz
tradycyjnej metody pomiaru rozmiaréw guza suwmiarka, bedziemy postugiwaé si¢ tez nowoczesnymi metodami
pomiarowymi (USG), wykonywanymi przez eksperymentatora z 22-letnim do$wiadczeniem, co w przysztosci
umozliwi nam doktadniejszy pomiar wpltywu terapii i tym samym pomoze zmniejszy¢ liczbe zwierzat.
Ograniczyli$my liczbe linii komoérkowych raka nerki (a tym samym planowanych zwierzat) do 3. Liczba
dostepnych linii wywodzacych si¢ z raka nerki jest bardzo duza i z punktu widzenia uzyskania reprezentatywnosci
guzow raka nerki wystepujacych u cztowieka najlepszym rozwigzaniem byloby zaplanowanie do$wiadczenia z
wykorzystaniem kilkudziesigciu réznych linii. Wymagatoby to jednak wykorzystania tysigcy zwierzat. Liczba 3
jest w nauce uwazana za najmniejsza dopuszczalng liczbe powtorzen dajaca szanse na uzyskanie wiarygodnych

wynikow (27).

Zgodnie z zasadg Replacement (ulepszy¢, zastgpi¢):wykonali$my szereg badan in vitro, ex vivo oraz in silico. Od
lat zajmujemy si¢ badaniem molekularnego podtoza raka nerki. Udato si¢ nam zidentyfikowa¢ geny, ktore
mogg sta¢ si¢ celami nowych terapii. Potwierdzili§my w badaniach in vitro i ex vivo, ze zastosowanie
czasteczek zmieniajacych dziatanie tych gendw hamuje Zywotnos$¢, podziaty, migracje 1 inwazyjnos¢
komorek nowotworowych. Eksperymenty te byly wielokrotnie powtarzane i zawsze konczyly sie
podobnym, antynowotworowym efektem. Wyniki naszych badan opublikowaliSmy w recenzowanych
czasopismach naukowych o §wiatowej renomie, co oznacza, ze zostaty one uznane przez mi¢dzynarodowe

srodowisko naukowcow.

Positkujgc si¢ publicznie dostgpnymi bazami danych opracowalis$my projekt nowych terapii raka nerki, w ktorych
wykazaliSmy, ze mozliwe jest zahamowanie procesu nowotworzenia w badanych przez nas liniach

nowotworowych. Wyniki naszych badan zostaly opublikowane w $wiatowej klasy czasopismach naukowych.

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




Kolejnym etapem bedzie sprawdzenie tych terapii w modelu in vivo. Jednak nie begdzie to mozliwe dopdki nie
ustalimy dobrze modelu badawczego. Bez wynikéw badan w modelu zwierzecym nie bedzie mozliwe przystapienie
do dalszych badan, zmierzajacych do weryfikacji skutecznosci terapii u ludzi. Opracowanie modelu pozwoli
rowniez zredukowac liczbe zwierzat wykorzystang w planowanych w dalszym etapie dos§wiadczeniach nad nowa

terapig

Zgodnie z zasada Refinement (zmniejszy¢ cierpienie, zapewni¢ dobrostan): osoby uczestniczace w dos§wiadczeniu
stale podnoszg swoje kompetencje w ramach samoksztatcenia, uczestnictwa w konferencjach PolLASA i projektach
naukowych dotyczacych procesu nowotworzenia. Osoby z uprawnieniami do planowania, wykonywania
eksperymentow oraz uSmiercania zwierzat stale doskonalg swoje umiejgtnosci w przeprowadzanych za zgoda LKE

eksperymentach na zwierzetach.

W celu redukcji stresu i leku zwierzat zapewnimy myszom:
» Przebywanie w trakcie doswiadczenia po 4 - 5 osobnikdéw w klatce ze wzbogaconym $rodowiskiem
» wykonywanie poszczegolnych procedur zawsze przez osobe wezesniej uczestniczacg w handlingu
P stalg kontrole stanu zwierzat (obserwacja zachowania, objawdw fizjologicznych)
Ograniczymy czas trwania wszystkich czynno$ci do§wiadczalnych do niezbednego minimum

Czas zycia zwierzat z przeszczepionym guzem zostanie skrocony wzgledem planowanego jesli

zaobserwujemy u nich cierpienie zblizajace si¢ do niedopuszczalnego poziomu.

. Niniejszy wniosek dotyczy badania pilotazowego, dzigki ktoremu mozliwe bedzie ograniczenie liczby
zwierzat w planowanym do$wiadczeniu nad badaniami nad nowg terapig. Wyznaczymy liczbe komorek danej linii,
niezbedng do uzyskania wzrostu guza, a jednoczesnie nie powodujaca zbyt duzego cierpienia i przedwczesnej
$mierci zwierzgcia. Wzrost guza jest niezbgdny, by mozna bylo na nim testowaé skuteczno$¢ opracowywanej
terapii. Wszystkie instrumenty weterynaryjne i anestetyki zostaly odpowiednio dobrane przez przeszkolony
personel (anestezjolog i1 kardiolog) z wieloletnim do§wiadczeniem w pracy ze zwierzgtami. Nagromadzony
wczesniej materiat badawczy pozwala na stwierdzenie, ze planowane przez nas badania pozwolg na uzyskanie
wynikow, ktore poszerza wiedzg dotyczacg kinetyki wzrostu guzow badanych linii komérkowych, dadzg podstawy

do testowania nowych terapii i w konsekwencji badan klinicznych z uzyciem wybrane;j terapii.




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.



