NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu ,,Ocena dzialania przeciwnowotworowego morfolidu kwasu 3-
hydroksyiminoolean-12-en-28-owego oraz jego koniugatu z diklofenakiem w modelu raka watroby
i trzustki”

1.Czas trwania projektu 15.04.2019-15.04.2021

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) : rak watroby i trzustki; morfolid kwasu 3-hydroksyiminoolean-12-
en-28-owego; diklofenak; myszy SCID; Nrf2 i NF-kB

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

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

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

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkoéw 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.



Celem doswiadczenia jest ocena dziatlania przeciwnowotworowego morfolidu kwasu 3-
hydroksyiminoolean-12-en-28-owego  (pochodnej kwasu oleanolowego) oraz jego koniugatu
z niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym (NLPZ) — diklofenakiem (czyli kompleksu zbudowanego
z morfolidu kwasu 3-hydroksyiminoolean-12-en-28-owego oraz diklofenaku) w modelu raka watroby
i trzustki.

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze nowotwory trzustki i watroby naleza do najgorzej rokujacych
I charakteryzuja si¢ najwyzszymi wskaznikami §miertelnos$ci. Wiaze si¢ to m.in. z opornoscia na aktualnie
stosowane terapie, jak rowniez brakiem symptomow umozliwiajacych ich wezesng diagnostyke.

W patogenezie obu tych nowotwordéw istotng role odgrywaja przewlekte stany zapalne, w ktorych
dochodzi do zmiany wielu szlakow sygnatowych m.in. szlaku sygnatowego zaleznego od NF-kB
(jadrowego czynnika — kappa B) oraz szlaku sygnatowego zwigzanego z czynnikiem jadrowym 2 (Nrf2),
ktéry odpowiada m.in. za indukcj¢ enzymow i bialek petniacych funkcje ochronne w organizmie.

Do tej pory opisano wiele zwigzkéw, ktore wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe, jednak ostatnio
szczegolng uwage zwracaja pochodne kwasu oleanolowego. Triterpenoidy - ogromna grupa zwigzkow,
ktoérych przedstawicielem jest wlasnie kwas oleanolowy - s3 uwazane obecnie za obiecujace czynniki
chemoprewencyjne i/lub chemioterapeutyczne. Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) zostaty
natomiast zatwierdzone przez Urzad Rejestracji Lekow USA jako jedne z pierwszych zwigzkoéw
mozliwych do zastosowania m.in. w chemoprewencji nowotworow jelita grubego. Jednym z NLPZ jest
diklofenak, powszechnie znany z dziatania przeciwzapalnego zwiazanego z oddzialywaniem na szlak
sygnatowy NF-kB.

W pierwszym etapie badan z wykorzystaniem modelu in vitro zbadaliSmy 4 pochodne kwasu
oleanolowego i 10 ich koniugatow z NLPZ. Sposrdd badanych pochodnych i ich koniugatow najsilniejsze
dziatanie antyproliferacyjne wykazywat morfolid kwasu 3-hydroksyiminoolean-12-en-28-owego oraz jego
koniugat z diklofenakiem. Dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku morfolidu kwasu 3-
hydroksyiminoolean-12-en-28-owego zaobserwowano wiasciwosci cytotoksyczne w odniesieniu do linii
nowotworowych piersi, szyjki macicy i brodawczaka. Nasze badania in vitro wykazaty, ze morfolid kwasu
3-hydroksyiminoolean-12-en-28-owego i jego koniugat z diklofenakiem hamowaty rowniez wzrost
komorek nowotworowych watroby i trzustki w poréwnaniu do wzrostu komorek prawidlowych z tych
narzagdow. Dalsze analizy w modelu in vitro wykazaty, ze morfolid kwasu 3-hydroksyiminoolean-12-en-
28-owego i jego koniugat z diklofenakiem wptywa na regulacj¢ szlaku sygnalowego NF-KB i Nrf2.
Dlatego tez postanowiono zbada¢ aktywnos¢ biologiczng morfolidu kwasu 3-hydroksyiminoolean-12-en-
28-owego oraz jego koniugatu z diklofenakiem w eksperymencie in vivo z wykorzystaniem myszy SCID
(ang. severe combined immunodeficiency), ktorym zostang wszczepione pochodzace z watroby ludzkie
komorki nowotworowe HepG2 oraz pochodzace z trzustki ludzkie komoérki nowotworowe PSNI.
Planowane doswiadczenie rozpocznie si¢ od oswajania zwierzecia z eksperymentatorem, nast¢pnie
myszom zostang wszczepione podskornie komorki raka watroby oraz raka trzustki. Po uptywie dwoch dni
od podania komorek zostang wykonane zdjgcia w celu potwierdzenia rozwoju guza, a nastgpnie myszom
zostang podane zwiazki badane. Wowczas begdzie miata miejsce ponowna analiza rozmiaru guzow w celu
zbadania wplywu testowanych zwigzkéw na rozwoj nowotworu. Doswiadczenie zostanie zakofnczone
eutanazjg zwierzat w celu pobrania guzéw do analiz molekularnych i histopatologicznych.

Wyniki otrzymane w ramach badan in vivo mogag stanowi¢ podstawe do badan przedklinicznych
I klinicznych stuzacych zwigkszeniu skuteczno$ci terapii nowotworéw watroby i trzustki. Ponadto
poznanie mechanizmu dzialania badanych zwigzkow — morfolidu kwasu 3-hydroksyiminoolean-12-en-28-




owego oraz jego koniugatu z diklofenakiem w konteks$cie interakcji badanych drog sygnatowych (NF-kB i
Nrf2) bedzie przydatne w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych.

Przewidywanymi szkodami u zwierzat wlaczonych do doswiadczenia jest dyskomfort podczas
wykonywanych czynno$ci (anestezja, wszczepianie komoérek nowotworowych, iniekcja zwigzkow).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do doswiadczenia zostanie wiaczone 80 osobnikow, 8 grup po 10 zwierzat (samce) gatunku Mysz
domowa (Mus musculus), stado niekrewniacze SCID Crl:SHO-Prkdc*®“Hr™, w wieku 8 tygodni
w momencie zakupu.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

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




W dostepnym pismiennictwie PubMed, MEDLINE, BioMed Central, Google Scholar, Scopus,
EMBASE, ScienceDirect, Current Contents wykorzystujac kilka réznych strategii wyszukiwania nie
znaleziono informacji, ktorych uzyskanie jest celem tego projektu (uzyte stowa kluczowe: rak watroby i
trzustki; morfolid kwasu 3-hydroksyiminoolean-12-en-28-owego; diklofenak; myszy SCID; Nrf2 i NF-kB; ang.liver
and pancreas cancer; 3-hydroxyiminoolean-12-en-28-oic acid morfolide; diclofenac; mice SCID; Nrf2 and NF-kB.

Realizacja zasad zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R)

1. Zasada zastapienia
Pomimo, Ze przy uzyciu metod in vitro mozliwe jest badanie interakcji zwigzkéw chemicznych z
procesami zachodzacymi w zywych komorkach na poziomie molekularnym, to analiza wzajemnych
odziatywan 1 zaleznosci pomiedzy dziesigtkami typéw komorek prawidtowych wchodzacych w sktad
zywego organizmu a komorkami nowotworowymi mozliwa jest obecnie tylko w modelu zwierzecym.
Ponadto mysi model ludzkich ksenograftow umozliwia obserwacje rozwoju ludzkiego guza
nowotworowego w organizmie myszy z uwzglednieniem wszystkich aspektow dystrybucji badanego
zwigzku, ktore sg niemozliwe do odtworzenia w warunkach hodowli komérkowych lub innych znanych
obecnie modelach badawczych.

2. Zasada ograniczenia
Badania bgda obejmowaty 80 osobnikéw, osiem grup po 10 osobnikdéw, co stanowi minimalng liczbe
zwierzat w grupie potrzebna do prawidlowej oceny statystycznej otrzymanych wynikoéw biorac pod
uwagge $rednig i odchylenie standardowe prob.
Zastosowanie nieinwazyjnych metod obrazowania pozwala na znaczne zredukowanie liczby zwierzat w
eksperymencie. W klasycznym eksperymencie bez uzycia techniki bioobrazowania luminescencyjnego,
konieczne jest usSmiercenie grupy myszy w kazdym etapie, punkcie czasowym do§wiadczenia. W modelu
zaproponowanym przez wnioskodawce jest to zastgpione wizualizacjg nieinwazyjna, wymagajaca
jedynie chwilowego znieczulenia myszy, ktore- po zakonczonym badaniu- sg ponownie wiaczane do
trwajacego doswiadczenia.

3. Zasada udoskonalenia
W proponowanych badaniach zamierza si¢ wykorzysta¢ gatunek Mysz domowa, Mus Musculus; stado
niekrewniacze SCID Crl:SHO-Prkdc®Hr", ktére charakteryzuje sie brakiem siersci. Wykorzystanie
tego modelu eksperymentalnego pozwala na szybkie podskdrne wszczepienie myszom komorek
nowotworowych, co skraca narazenie zwierzat na dystres zwigzany z ich unieruchomieniem oraz
nakluciem skory.

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

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




