NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu: Ocena potencjalnej tumorogennosci linii unieSmiertelnionych ludzkich
komorek macierzystych pochodzacych z tkanki tluszczowej (atMSC25SVT,
atMSCD1SVT) oraz szpiku kostnego (omMSCD1SVT).

1.Czas trwania projektu: 01.07.2018 — 31.05.2019

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): in vivo tumorigenicity evaluation, tumorigenicity assay in nude

mice, tumorigenicity of immortalised cell lines.

3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) ....A..........

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¢

Komorki macierzyste, ze wzgledu na swoje wlasciwosci pro-regeneracyjne wykazuja ogromne
mozliwosci terapeutyczne. Proby kliniczne z zastosowaniem autologicznych komorek macierzystych z
tkanki ttuszczowej pacjentdw cierpigcych z powodu trudno gojacych si¢ ran wykazaty znaczng poprawe
u 75% badanych. Pomimo spektakularnych wynikéw uzyskanych z badan wykorzystujacych
autologiczne komorki. nie moze by¢ zastosowana u pacjentéw cierpigcych na dodatkowe schorzenia
lub pacjentow nie posiadajgcych wystarczajacej ilosci tkanki tluszczowej. W laboratorium
uniesmiertelniliémy ludzie komorki macierzyste z tkanki ttuszczowej oraz szpiku kostnego tworzac
stabilne linie komorkowe. Linie komorek macierzystych a szczegolnie ich produkty potencjalnie moga
by¢ stosowane U pacjentow. Przeprowadzono oceng zdolnosci dwu z trzech linii do proliferacji w




polptynnym medium w celu oceny tumorogennosci in vitro. Komorki obydwu linni byty zdolne do
wzrostu w postaci kolonii, jednak takie zdolno$ci majg takze pierwotne komorki macierzyste, z ktorych
pochodzg te linie. Dlatego, aby wykluczy¢ potencjalng tumorogennos$¢ badanych linii niezbedne jest
przeprowadzenie badan in vivo.

Celem zaplanowanego doswiadczenia jest ocena potencjalnej tumorogennosci linii komérkowych przy
uzyciu myszy szczepu NOD SCID. Komorki zostang wszczepione podskérnie myszom w ilosci 10x10°,
ktora to dawka jest najwyzsza w tego typu procedurach. Wzrost potencjalnego guza bedzie
monitorowany przez 45 dni. Po tym czasie zwierzgta zostang usmiercone a tkanka z okolic podania
komorek pobrana analizie histopatologiczne;.

Oczekujemy, ze uzyskane wyniki bedg rozstrzygajace czy komorki uzyskanych linii sg tumorogenne
czy nie oraz, ze beda podstawa do opracowania nowych strategii terapii regeneracyjnej, np. leczenie
ran przewlektych, w ktérych stworzone linie komoérkowe bedg wykorzystywane bezposrednio lub
posrednio przez produkcje substancji terapeutycznych podawanych pacjentom w opatrunkach
hydrozelowych.

Klasyfikacja celu procedury: Badania podstawowe — onkologia, niezalezna od badanego ukladu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Lacznie w doswiadczeniu wykorzystanych zostanie 21 myszy NOD SCID NOD.CB17-Prkdcscid/J (6-8
tygodniowe samice)

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badania, sprawdzono istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach badawczych: PubMed i Google Scholar. Wykorzystane zostaty nastepujace
stowa kluczowe: in vivo tumorigenicity evaluation, tumorigenicity assay in nude mice, tumorigenicity
of immortalised cell lines.

Jedynym dostepnym testem oceniajagcym tumorogennos¢ badanych komorek jest podanie ich
podskornie myszom mogacym przyjac taki przeszczep, w naszym przypadku wybrano myszy NOD
SCID. Pojawienie si¢ guza nowotworowego u myszy, po podaniu komoérek ludzkich potwierdza ich
wlasciwo$ci nowotworowe/tumorogenne, natomiast brak wzrostu guzéw zdecydowanie sugeruje brak
takich wtasciwos$ci. Co do uzyskanych przez nas linii, z przyczyn ewidentnych, nie ma danych
dotyczacych tumorogennos$ci, natomiast wykazanie, ze linie te rzeczywiscie takich wlasciwos$ci nie

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




wykazuja, moze znacznie podwyzszy¢ bezpieczenstwo stosowania tych linii 1 ich produktow w
medycynie regeneracyjnej.

Po drugie, doswiadczenia in vivo zostaly zaplanowane w taki sposob aby maksymalnie zredukowac
liczbe zwierzat w eksperymencie. Zaproponowana liczba myszy w grupie to minimalna liczba
potrzebna do uzyskania miarodajnych wynikéw i wykonania obliczen statystycznych, a przy tym jest
to liczba, ktora zapewnia brak potrzeby powtarzania takiego doswiadczenia w kolejnych
eksperymentach. Wykonujac doswiadczenie, bedziemy maksymalnie eliminowaé cierpienie zwierzat
poprzez podawanie lekéw przeciwbolowych. Ponadto, w celu polepszenia warunkdéw bytowych myszy,
zastosujemy elementy wzbogacajace §rodowisko.

Material pobrany od myszy po zakonczeniu eksperymentu zostanie przeanalizowany ex vivo. Jako
punkt odniesienia w interpretacji otrzymanych wynikdw w eksperymentach ex vivo wykorzystane
zostang fragmenty tkanek, od myszy kontrolnych, nieleczonych.

-Characterization of in vivo tumorigenicity tests using severe immunodeficient NOD/Shi-scid
IL2Rynull mice for detection of tumorigenic cellular impurities in human cell-processed therapeutic
products. Shinji K. et al., Regenerative Therapy 2015;1 30-37.

-Stem Cell (iPSC)-Derived Cell Products. Kawamata S. et al. Journal of Clinical Medicine. 2015;4
159-171.

-Tumorigenicity studies for human pluripotent stem cell-derived products.

Kuroda T. et al. Biol Pharm Bull. 2013; 36 89-92.

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

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



