NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projektu Zbadanie roli arginazy-1 jako potencjalnego celu terapii w leczeniu szpiczaka oraz
w zmniejszaniu kardiotoksycznego dzialania inhibitoréw proteasomu

1.Czas trwania projektu: 15 czerwca 2018 — 30 maja 2021
2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow)
3.Cel projektu (art. 3 ustawy): A. Badania podstawowe

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.

Szpiczak plazmocytowy to $miertelny nowotwor wywodzacy si¢ ze zroznicowanych limfocytow B. W
naszych poprzednich badaniach wykazalismy, ze bortezomib, inhibitor proteasomu stosowany w
leczeniu szpiczaka, odwracalnie uszkadza migsien sercowy. Dane literaturowe wskazuja na to, ze
przypuszczalny mechanizm tego dziatania moze wynika¢ z zahamowania syntezy tlenku azotu (NO).
Potwierdzaja to nasze kolejne badania, w ktorych zaobserwowali$my, ze sildenafil — lek aktywujacy w
komorkach szlak przekazywania sygnaldow zwigzany z dzialaniem NO, czg¢sciowo odwraca
kardiotoksyczne dziatanie bortezomibu. Substratem do wytworzenia NO jest aminokwas L-arginina.
Aminokwas ten jest w organizmie metabolizowany rowniez przez inne enzymy, w tym arginaze-1 (Arg-
1), ktéra go degraduje. Wysuwamy zatem hipotezg, ze inhibitor Arg-1 moze zmniejsza¢
kardiotoksyczne dziatanie bortezomibu. Jednoczes$nie Arg-1 jest enzymem wytwarzanym przez komorki
zrebu wielu rodzajéw nowotwordw, ktory bardzo silnie hamuje proliferacje limfocytow i1 rozwdj
swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Dotychczas nie badano jednak doktadnie funkcji tego
enzymu w progresji szpiczaka plazmocytowego. Celem zaplanowanych przez nas badan jest zatem
sprawdzenie, czy rzeczywiscie Arg-1 odgrywa role w zahamowaniu skutecznej odpowiedzi
immunologicznej a tym samym w progresji szpiczaka. W naszych badaniach ocenimy, czy brak Arg-1
lub farmakologiczne zahamowanie aktywnosci tego enzymu wplyng na progresje szpiczaka i rozwoj
odpowiedzi immunologicznej. Zbadamy rowniez, czy inhibitor Arg-1 moze nasilaé
przeciwnowotworowe dziatanie bortezomibu oraz czy zmniejszy jego kardiotoksyczno$¢ u zwierzat.
Wiedza zdobyta dzigki tym badaniom pozwoli lepiej rozumie¢ molekularne mechanizmy zwigzane z
rozwojem szpiczaka, przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej 1 dzialan niepozadanych
lekow stosowanych w onkologii. Mamy nadziej¢, ze wyniki naszych badan umozliwig rowniez
zidentyfikowanie nowych obszarow badawczych, ktore bedzie mozna wykorzystat w rozwoju
immunologii, kardioonkologii 1 onkologii doswiadczalne;.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU




W doswiadczeniach uzyte zostana myszy szczepéw CS57BL/6 — 166 sztuk, B6.129S4-Arglimitky
(YARG) - 42 sztuki, Argltml1Pmu/JxB6.129-Gt(ROSA)26Sortm1(cre/ERT2)Tyj/J — myszy z
indukowalnym tamoksyfenem wyci¢ciem obu kopii genu dla arginazy-1 (Arg-1 KO) — 116 sztuk oraz
Lyz2 tml(cre)lfoxArgltm1Pmu/] — myszy z wycigciem obu kopii genu dla arginazy-1 w komorkach
linii mieloidalnej (Mielo Arg-1 KO) — 28 sztuk.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagcg wiedze dotyczaca w zakresie objetym
wnioskiem badawczym w bazach danych PUBMED oraz SCOPUS. Przy wyszukiwaniu zastosowano
nastepujace zestawy stow kluczowych:

- myeloma AND arginase AND arginase inhibitor OAT-1746

nie uzyskujac zadnego rekordu wskazujacego na to, ze planowane przez zjawisko bylo przez
kogokolwiek badana. Nikt do tej pory nie badat roli arginazy-1 w mysich modelach szpiczaka oraz nie
ocenial przeciwnowotworowego dziatania inhibitorow tego enzymu w tej chorobie. Inhibitory arginazy
byly badane w mysich modelach guzow litych (czerniak B16F10, rak ptuca Lewisa - LLC,
gruczolakorak okreznicy — CT26, rak sutka 4T1).

Zasada zastapienia

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzono ze brak jest danych umozliwiajacych
zweryfikowanie proponowanej hipotezy badawczej. Nie znaleziono réwniez modeli in vitro
umozliwiajacych odzwierciedlenie wszystkich interakcji pomiedzy nowotworem a ukladem
odpornosciowym zachodzacych w organizmie zywym, ktérych uwzglednienie w badaniu jest niezbgdne
do prawidlowego ocenieniabadanego zjawiska. Z tych powoddéw zdecydowano si¢ na przeprowadzenie
badan z uzyciem zwierzecego modelu doswiadczalnego.

Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na najmniejszej mozliwej liczbie zwierzat w
poszczegolnych grupach. Przewidziana liczba zwierzat jest niezbgdna do przeprowadzenia prawidtowej
interpretacji otrzymanych wynikow.

Zasada udoskonalenia

Wszystkie czynnosci opisane we wniosku zostaly zaplanowane tak, aby ograniczy¢ do minimum stres
oraz dyskomfort zwierzat uzytych w doswiadczeniu. Objawy przyzyciowe, monitorowane codziennie w
czasie eksperymentu (masa ciata zwierzat, zachowanie) beda wykorzystane do monitorowania stopnia
zaawansowania nowotworu. Rozwdj choroby nowotworowej wigze si¢ z wystgpowaniem objawow,
ktore moga by¢ zrédtem dyskomfortu dla zwierzat. Planujemy jednak us$miercenie zwierzat zanim
choroba rozwinie si¢ do stadium, w ktorym zwierze do§wiadczatoby cierpienia. Wyznaczone przez nas
kryteria stanu zaawansowania choroby sa parametrami uznanymi dla danych modeli i stosowanymi
przez inne grupy badawcze na Swiecie. Zwiazki, ktore planujemy podawaé zwierzetom byly juz

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




wczesniej wielokrotnie stosowane w badaniach in vivo. Bortezomib 1 karfilzomib s3 lekami
zarejestrowanymi przez FDA i stosowanymi w leczeniu szpiczaka mnogiego i chtoniaka z komoérek
ptaszcza. Jednak jak wigkszo$¢ terapii przeciwnowotworowych mogg wywolywaé dzialania
niepozadane, takie jak zaburzenia ze strony ukladu pokarmowego oraz neutropenia czy niedokrwistos¢.
Zaproponowana przez nas dawka i schemat podawania lekéw sg przyjetym sposobem przeprowadzania
badan in vivo z uzyciem inhibitoréw proteasomu zapewniajacym skuteczno$¢ terapii przy minimalnym
wystepowaniu efektoéw ubocznych. Inhibitor arginazy — OAT-1845 byt podawany w badaniach in vivo
w proponowanej przez nas dawce, gdzie nie wywolywat efektow toksycznych.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna?
X NIE

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




