NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu: Poréwnanie drogi podania indoksymodu — substancji o potencjalnym dziataniu

przeciwnowotworowym u dorostych szczuréw — badania wstepne
2. Czas trwania projektu: od 04.11.2019 r. do 31.10. 2020 r.

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): indoksymod, IDO inhibitor, tryptofan, szlak

kynureninowy, nowotwor.
4.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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktow, lub badan ich jakosSci, skutecznos$ci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono
spowodowa¢ u wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki.
Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

2,3-dioksygenaza indoloaminy 1 (IDO1) jest jednym z enzymow katalizujacych reakcje
degradacji tryptofanu wzdhuz szlaku kynureninowego. Dowiedziono, ze enzym ten odgrywa
wazng role w wielu procesach biologicznych takich jak modulacja odpowiedzi immunologicznej
czy starzenie si¢ organizmu, procesy neurodegeneracyjne jak i choroby nowotworowe. W
przebiegu choroby nowotworowej dochodzi do nasilenia aktywnos$ci enzymu IDO1, ktéry moze
ttumi¢ odpowiedzi immunologiczne w komodrkach odpornosciowych gospodarza w wyniku
hamowania aktywnos$ci limfocytow T. Ponadto, w badaniach przedklinicznych podwyzszona
aktywno$¢ szlaku kynureninowego byla powigzana z uposledzeniem odpornosci

przeciwnowotworowej. Obecnie wiele uwagi poswigca si¢ zwigzkom hamujacym aktywno$c




tego enzymu jako substancji o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Jednym ze
zwigzkow hamujacych aktywnos$¢ IDO1, o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym jest

indoksymod, ktéry znajduje si¢ w fazie badan klinicznych.

Celem naszego badania jest poréwnanie nastgpstw podania indoksymodu dwiema drogami: droga
alimentarng (podanie dozotagdkowe) (procedura 1, czynno$¢ 2) i w iniekcji (podanie podskorne)
(procedura 1, czynno$¢ 2) i1 uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy rozna droga podania
indoksymodu bedzie miata wptyw na poziom metabolitow szlaku kynureninowego (tryptofan,
kynurenina, kwas kynureninowy, 3-hydroksykynurenina). Uzyskane wyniki beda stanowity
podstawe przy planowaniu dalszych badan nad znaczeniem hamowania szlaku kynureninowego

dla funkcjonowania uktadu immunologicznego.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zostang wykorzystane szczury samce szczepu Wistar, doroste osobniki o masie

ciata 200-300 g — 48 zwierzat.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA  ZASAD  ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I
UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzona zostala istniejaca wiedza w zakresie objetym
whnioskiem badawczym w bazach danych PubMed, Web of Science (JCR) oraz Science Direct.
Wykorzystano nastgpujace stowa kluczowe: indoximod, IDO inhibitor, tryptophan, kynurenine

pathway, tumor, rats.

Przegladajac dostepna literature stwierdzitam, ze zgromadzone dane literaturowe uzasadniaja
zaplanowane doswiadczenie. Pozwoli ono odpowiedzie¢ na pytanie czy rézna droga podania
indoksymodu bgdzie miata wplyw na poziom metabolitow szlaku kynureninowego (tryptofan,
kynurenina, kwas kynureninowy, 3-hydroksykynurenina). Uzyskane wyniki beda stanowity

podstawe przy planowaniu dalszych badan.




Przygotowujac projekt badawczy zastosowatam zasade 3R:

REPLACEMENT - zastgpienie doswiadczen na zwierzetach metodami in vitro (hodowle

komorkowe, tkankowe), zastgpienie zwierzetami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego;

Ze wzgledu na zaplanowane doswiadczenie niemozliwe jest poréwnanie drogi podania
indoksymodu za pomocg techniki in vitro. Niewskazane jest takze zastgpienie szczuréw
wedrownych zwierzegtami o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego, z tego wzgledu, ze
do$wiadczenia te nie dostarczg wynikéw tak wiarygodnych jak te, ktore przeprowadzone s3 na
szczurach 1 ktore bedzie mozna odnies¢ do problemow klinicznych obserwowanych u ludzi.
Badania te moga przyczyni¢ si¢ do zweryfikowania réznic w poziomie metabolitoéw szlaku

kynureninowego w zalezno$ci od drogi podania (podanie dozotagdkowe a podanie podskorne).
REDUCTION - zmniejszenie liczby zwierzqt poprzez lepsze wykorzystanie metod statystycznych.

W badaniach zaplanowano najmniejszg liczbe zwierzat (6 zwierzat w grupie) pozwalajaca na
uzyskanie wiarygodnych wynikow, stwarzajacych mozliwos$¢ analizy statystycznej. Jest to liczba
zwierzat w grupie, ustalona zgodnie z wymogami stawianymi przez zasad¢ 3R, ktora
jednoczesnie pozwala na uzyskanie wiarygodnych, powtarzalnych, dajacych si¢ opracowac
statystycznie wynikoéw (analiza wariancji jedno-i dwusktadnikowa ANOVA oraz testu post-hoc

Tukey’a).

Minimalizacja liczby zwierzat w grupie do$wiadczalnej byla mozliwa rowniez dzigki
ograniczeniu zmienno$ci wsrdd zwierzat poprzez staly mikroklimat w Zwierzetarni podczas
do$wiadczenia, jednorodnos$¢ wieku, pilci oraz masy ciata wsrdd wszystkich osobnikéw.
Dodatkowo $rodowisko, w ktorym beda przebywaty szczury, zostanie wzbogacone o tunele oraz

klocki drewniane w celu poprawy dobrostanu zwierzat.

REFINEMENT - zmiana procedury eksperymentalnej na przysparzajgcq zwierzetom mniej
cierpien Zaplanowane modele eksperymentalne ograniczajg cierpienie zwierzat. W przypadku
wystgpienia objawdw niepozadanych w trakcie doswiadczenia (dusznosci, drgawki, niezbornos$¢
ruchowa) podjete beda zabiegi zgodnie z zasadami wczes$niejszego, humanitarnego zakonczenia
procedury. Zwierzgta zostang usmiercone poprzez dekapitacje, a nastgpnie materiat biologiczny

zostanie pobrany do dalszych badan biochemicznych. W niniejszym projekcie nie ma mozliwosci




unikni¢cia wielokrotnych iniekcji (indoksymod bedzie podawany dwa razy dziennie przez trzy
dni), ktore poszerza wiedz¢ m.in. nt. rdznic w poziomie metabolitow szlaku kynureninowego w

zaleznosci od drogi podania (podanie dozotagdkowe a podanie podskoérne).

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna
e TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

e TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy

XNIE



