Badania onkologiczne w modelach mysich

Modele zwierzce stosowaneagsw badaniach mechanizméw molekularnych rozwoju
nowotworéw i poszukiwaniach nowych lekéw jako uzZuapmie analizin silico, analiz
fizyko-chemicznych projektowanych zygkow oraz bada prowadzonych na hodowlach
komdrkowych in vitro. Badania nowych lekow powinny &yograniczone jedynie do
zwigzkow, ktore w analizachin vitro potwierdzity zaklada; aktywnaé. Badania
efektywndci biologicznej powinny by poprzedzone testami przeprowadzonymi na
niewielkiej liczbie zwierat pozwalagcymi na ustalenie maksymalnej tolerowanej dawki
zwiazku (MTD, maximum tolerated dose

1. Wzrost guzéw po wszczepieniu komorek nowotworovey.
Wstep

Poziom inwazyjnéci bada zalezy od wybranego modelu. i) Wzrost guzéw tworzonych
przez nieprzerzutgge linie nowotworowe wszczepiane podskérnie zwykle wplywa
znacaco na dobrostan, pod warunkiem odpowiedniego mooania kondycji zwiergt
oraz stosowania odpowiednich kryteriow humanitaonpgnktu kaécowego déwiadczenia.
Nalezy przy tym zwréoat uwag na maliwy wpltyw podawanych zwizkow
przeciwnowotworowych, ktore ma@g mie¢ aktywnadé cytotoksyczp. ii) Badania
nowotworéw przerzutgpych mog by¢ zwigzane z istotnym wpltywem na dobrostan zwigrz
bedacy efektem zarOowno cytotoksycznej aktywoiobadanych substancji jak i tworzenig si
licznych przerzutéw w wielu nagdach.

Przyktadowe dawiadczenie i oszacowanie inwazyjrsai procedury:

1.1. Podskorne wszczepienie komorek nieprzerzutagej ludzkiej linii komorkowej do
myszy o updledzonym uktadzie odporndgciowym (myszy immunodefektywnych).

Doswiadczenie mge mie€ na celu np. utrzymywanie linii nowotworowych luladania
heterogennéci fenotypowej i funkcjonalnej komoérek nowotworoviycbez podawania
zwigzkow wptywapcych na guzy.

1.1.A. Utrzymanie myszy immunodefektywnych.

Mozliwy wptyw na dyskomfort zwieyz Myszy immunodefektywneaswrazliwe na infekcje.
Zalecane sposoby minimalizacji dyskomfortfdyszy immunodefektywne powinny by
utrzymywane w warunkach minimaliziych ryzyko infekcji — np. w klatkach indywidualnie
wentylowanych lub izolatorach. Zalecane jest wzloegéesrodowiska bytowania zwiegz —
np. dostarczenie gryzakéw, materialu na gniazda&ryl&owanych przed podaniem)
pozwalajce na ograniczenie stresu i zmniejszenie ryzykasjigw grupie. Podawana linia
nowotworowa powinna liyprzetestowana poditem obecnéci Mycoplasmasp., by unikgé
wszczepienia zainfekowanych komaérek.

Humanitarne punkty kiwowe: zwierzta wykazugce jakiekolwiek objawy chorobowe
sugerugce maliwosc¢ infekcji powinny by poddane eutanaz;ji.

1.1.B. Iniekcja podskérna komorek nowotworowych.
Mozliwy wptyw na dyskomfort zwieyz Uktucie igh i krotkotrwaty dyskomfort zwizany z
podaniem podskornie wymaganej gibgci zawiesiny komorek.



Zalecane sposoby minimalizacji dyskomfortmiekcja powinna b§ wykonana tylko raz,
objctos¢ zawiesiny komorek nie powinna przekracz200 ul. Zwierzeta powinny by
obserwowane bezpednio po iniekcji, by méc zauvmg ewentualne zachowania nietypowe,
swiadczce o utrzymujcym sk dyskomforcie.

Humanitarne punkty kizowe: Zwierzeta powinny by poddane eutanazji, §je objawy co
najmniej umiarkowanego dyskomfortu utrzymsje po iniekciji.

1.1.C. Wzrost guza nowotworowego.

Mozliwy wptyw na dyskomfort zwieyz Rosrcy guz mae wplywa na zachowanie zwiest
przede wszystkim na nlwos¢ swobodnej lokomocji. W guzie me dopé do zakaen lub
tworzenia owrzodzge co mae wywotywa bol. Powstawanie przerzutow jest natomiast mato
prawdopodobne.

Zalecane sposoby minimalizacji dyskomfoKndycja zwierat i wyglad guzéw musz by¢
monitorowany codziennie. Najeiej zaleca s mierzenie olgtosci guzow co drugi dzie
Nalezy zwrock uwag czy zwierzta nie wykazuyj zmian w zachowaniu (postawa ciata,
sposOb chodzenia, przyjmowanie pokarmu) seggh swiadczy o ostabieniu lub bélu. W
tym przypadku naley wprowadzé do protokotu déwiadczenia podawanie lekow
przeciwbolowych i dodatkowej form opieki (np. nawéhia).

Humanitarne punkty kiwowe: Zaleca si poddanie zwierg eutanazji w przypadku
wystgpienia owrzodze guza lub upéledzenia przez rogny guz maliwosci swobodnego
poruszania gizwierzcia. Najczscie] zaklada si zakaczenie déwiadczenia jéli diuzsza @
guza osignie 12 mm.

Przy zachowaniu zalecanych sposobow gmswania i kryteriow humanitarnych punktéw
koncowych procedura jest klasyfikowana jak&@GODNA .

Czynniki mogce wplygé na zmiare klasyfikaciji:

- Zmiana sposobu podania komoérek zmovptywa na odmienny typ wzrostu guza. Na
przykiad: podanie komorek w formie sferoidu zamiagbrmie zawiesiny moe spowodowé
ze komorki uznawane za nieprzerzytg lgxda mogty tworzy przerzuty, mimo wszczepienia
podskornego. 38 planowana jest modyfikacja w sposobnie podawatmanorek celowe
moze by wprowadzenie do linii komérkowej genu reporterowve@np. lucyferazy)
pozwalajcego na przyyciowe monitorowanie pojawianiaesprzerzutéw oraz wykonanie
wstepnego déwiadczenia na niewielkiej liczbie zwiaitz w ktérym post mortem sprawdzona
zostanie obecr$é mikroprzerzutéw w nagdach.

- W przypadku zastosowania linii przerzawjch, nowotworéw zasiediggych Kkaci,
nowotworéw powodujcych kacheksj utrzymywania guzow z owrzodzeniem — procedura
klasyfikowana jest jak@ STRA.

Przyktadowe dawiadczenie i oszacowanie inwazyjriai procedury:
1.2. Wplyw nowego zwiazku farmaceutycznego na wzrost guza utworzonego po
podskornym wszczepieniu komoérek nieprzerzutujcej ludzkiej linii komorkowej do

myszy o updledzonym uktadzie odporndciowym (myszy immunodefektywnych).

Badania maj najczsciej na celu oszacowanie wptywu testowanegmzii na wzrost guza
nowotworowego. Randomizacgwierzt i podawanie zwjzkOw rozpoczyna sizwykle gdy



srednica guza wynosi 5 mm. W czasie trwani@adczenia guzy rogin przy czym zalecane
jest zakaczenie déwiadczenia gdy ditsza ¢ guza osignie 12 mm. Testowane zyzki
przeciwnowotworowe megmie¢ dziatanie cytotoksyczne i mggvptywaé negatywnie na
dobrostan zwiert. Rowniez ich podawanie (zwlaszcza codzienne lub dwukrotneiagu
dnia) mae by obchzajace.

1.2.A. Utrzymanie myszy immunodefektywnych.

Mozliwy wptyw na dyskomfort zwieyz Myszy immunodefektywnegswrazliwe na infekcje.
Zalecane sposoby minimalizacji dyskomfortdyszy immunodefektywne powinny by
utrzymywane w warunkach minimaliziych ryzyko infekcji — np. w klatkach indywidualnie
wentylowanych lub izolatorach. Zalecane jest wzloegéesrodowiska bytowania zwiegt —
np. dostarczenie gryzakéw, materialu na gniazda&ryls&towanych przed podaniem)
pozwalajce na ograniczenie stresu i zmniejszenie ryzykasjigw grupie. Podawana linia
nowotworowa powinna liyprzetestowana poditem obecnéci Mycoplasmasp., by unikgé
wszczepienia zainfekowanych komérek.

Humanitarne punkty kixowe: zwierzta wykazujce jakiekolwiek objawy chorobowe
sugerugce maliwosc¢ infekcji powinny by poddane eutanaz;ji.

1.2.B. Iniekcja podskérna komorek nowotworowych.

Mozliwy wptyw na dyskomfort zwieyz Uktucie igh i krotkotrwaty dyskomfort zwgzany z
podaniem podskoérnie wymaganej gibfci zawiesiny komaorek.

Zalecane sposoby minimalizacji dyskomforimiekcja powinna b§ wykonana tylko raz,
objetos¢ zawiesiny komorek nie powinna przekracz200 ulL. Zwierzeta powinny by
obserwowane bezpednio po iniekcji, by méc zauvg ewentualne zachowania nietypowe,
swiadczce o utrzymujcym st dyskomforcie.

Humanitarne punkty kizowe: Zwierzcta powinny by poddane eutanazji, §je objawy co
najmniej umiarkowanego dyskomfortu utrzymsgje po iniekciji.

1.2.C. Wzrost guza nowotworowego.

Mozliwy wptyw na dyskomfort zwieyz Rosricy guz mae wpltywa na zachowanie zwiest
przede wszystkim na naliwos¢ swobodnej lokomocji. W guzie me dof¢ do zakaen lub
tworzenia owrzodae co mae wywotywa bol. Powstawanie przerzutdéw jest natomiast mato
prawdopodobne.

Zalecane sposoby minimalizacji dyskomfoKiondycja zwierat i wyglad guzéw musz by¢
monitorowane codziennie. Najgziej zaleca s mierzenie ohjtosci guzoéw co drugi dzie
Nalezy zwrOcik uwag czy zwierzta nie wykazuj zmian w zachowaniu (postawa ciala,
Sposob chodzenia, przyjmowanie pokarmu) geggh swiadczy o ostabieniu lub bélu. W
tym przypadku naley wprowadzé do protokotu déwiadczenia podawanie lekéw
przeciwbolowych.

Humanitarne punkty krowe: Zaleca si poddanie zwiert eutanazji w przypadku
wystgpienia owrzodze guza lub upéledzenia przez rogoy guz maliwosci swobodnego
poruszania gizwierzcia. Najczscie] zaktada si zakaczenie déwiadczenia jéi diuzsza @
guza osignie 12 mm.

1.2.D. Podawanie zwiku farmaceutycznego (iniekcje dootrzewnowe)

Mozliwy wptyw na dyskomfort zwieyz Uktucie igh i krotkotrwaty dyskomfort zwgzany z
podaniem dootrzewnowym wymaganej gbjci badanej substancji. W niektorych



przypadkach podawane substancje cytotoksycznecdjpmnzewotworowe) mog powodowa
biegunk, utrat wagi czy anoreksj

Zalecane sposoby minimalizacji dyskomfort@wierzta musz by¢ obserwowane
bezpdrednio po podaniu badanej substanciji, a ich korzdguajsi by sprawdzana codziennie,
z uwzgkdnieniem klinicznych parametrow dobrostanu. W pedu odwodnienia naitg
rozwazy¢ podawanie ptynu fizjologicznego. Wskazane jestzemthe waenie zwierat.
Zalecana maksymalna @bps¢ podawanej dootrzewnowo substancji toul@gy masy ciata.
Humanitarne punkty kizowe: Zaleca si podanie zwiergt eutanazji j&li utrata wagi
przekroczy 20% wartei wyjsciowej. Eutanazja zalecana jest rownijesli zwierzeta nie
przyjmujs pokarmu lub j&i maja biegunk przez ponad 48 h.

Przy zachowaniu zalecanych sposobow ¢uastania i kryteriw humanitarnych punktow
koncowych procedura jest klasyfikowana jakiMIARKOWANA . Zalecana jest ocena
rzeczywistej inwazyjnéci procedury dla kadego zwiergcia w trakcie trwania doviadczenia,
pozwalajca na retrospektywinocerg wptywu zastosowanej dawki badanej substancji na
dobrostan zwiekg.

Czynniki mogce wplygé na zmiare klasyfikaciji:

- Ortotopowe podanie komorek jest bardziej dotklicie zwierat niz podanie podskorne.
Objetosci podawanej zawiesiny komoérek muasby¢ mniejsze ni dopuszczalne przy
podaniach podskérnych Naleunikat podawania komorek dogsgniowo, o ile nie uzasadnia
tego wyrany powdd merytoryczny, gayrosracy w obebie migénia guz mae zmniejsza
swobo@ ruchow. Podobnie natg unika& podawania komorek do opuszki tapy bez
wyraznego uzasadnienia merytorycznego, przy czym nawakim przypadku podanie me
obejmowa tylko pojedyncz opuszk. Nalery rowniez unika podawania komorek do
sledziony, do wztow chtonnych lub do klatki piersiowej bez szczZegéego uzasadnienia
merytorycznego. Wybor takiej drogi podaniagi#d st z podwyszeniem dotkliwéci
procedury.

- Maksymalne dopuszczalne etmsci substancji, ktéore magby¢ podane jednorazowo u
myszy (zalecany jest wybor mniejszych gbgci):

* podanie do mozgu: pL

* podanie do prostaty: 3

* podanie daledziony: 50uL

* podanie podskoérne: 20./g masy ciata, igta 25-26 G x 13-25 mm

* podaniesrédskorne: 5QuL, igta 27-30 G x 13 mm

* podanie domgsniowe: 50uL, igta 26-30 G x 13-25 mm

* podanie daylne: 10uL/g masy ciata jednorazowo, igta 25-30 G x 13 mm

* podanie dootrzewnowe: 2(L/g masy ciata jednorazowo, igta 25-27 G x 13-25 mm

* podanie doustne (sogd 20 uL/g masy ciata

* powolna iniekcja daylna lub dogtnicza: 800uL w ciggu 2 minut

* stata infuzja dégylna: 40uL/minute

* stata infuzja dootrzewnowa: 4L./minute

* iniekcja do guza: 10QL jednorazowo

- Zwiagzki farmaceutyczne w saikach oleistych nie powinny bypodawane domniowo i
dozylnie. Jdli to mozliwe, zwigzki powinny by podawane w izotonicznym roztworze
wodnym soli fizjologicznej, o pH jak najbardziejlztonym do fizjologicznego (wartai



graniczne to 5.5 — 8.0). destosowane g nosniki organiczne (np. DMSO) to nie powinny
przekroczy¢ 10% obgtosci lub 5ul/g masy ciata.

- Podawanie badanych zwkéw z wykorzystaniem mini-pomp osmotycznych wymaga
zastosowania anestezji i analgezji przy implantgogmpy. Obecni@ pompy mae
zmniejszé& dobrostan zwiekria, ch@ moze by preferowanym rozwzaniem przy
planowaniu diugotrwatego podawania zgkow, wymagajcego czstych i wielokrotnych
iniekciji.

- Zmiana sposobu podania komoérek zmovptywa na odmienny typ wzrostu guza. Na
przykiad: podanie komorek w formie sferoidu zamiagbrmie zawiesiny moe spowodowé
ze komorki uznawane za nieprzerzytg lexda mogty tworzy przerzuty, mimo wszczepienia
podskornego. 38 planowana jest modyfikacja w sposobnie podawatmanorek celowe
moze by wprowadzenie do linii komérkowej genu reporterowve@np. lucyferazy)
pozwalajcego na przyyciowe monitorowanie pojawianiaesprzerzutéw oraz wykonanie
wstepnego déwiadczenia na niewielkiej liczbie zwiaitz w ktérym post mortem sprawdzona
zostanie obecr$é mikroprzerzutéw w nagdach.

- W przypadku zastosowania linii przerzawjch, nowotworéw zasiedigych Kkaci,
nowotworéw powodujcych kacheksj utrzymywania guzow z owrzodzeniem — procedura
klasyfikowana jest jak@ STRA.
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