NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu: Badanie bezpieczenstwa oraz aktywnosci przeciwnowotworowej AD-O51.4 w koadministracji z
heparyng w modelu zwierzgcym

2.Czas trwania projektu 04.01.2021 - 30.06.2021
3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) TRAIL/Apo2L, heparyna, bezpieczenstwo
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) F

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, §rodkéw spozywezych, 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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny dos$wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stéw, tekst musi by¢
zrozumialy dla niespecjalisty.

Planowane badania sg kontynuacjg rozwoju przedklinicznego potencjalnego leku innowacyjnego - biatka fuzyjnego
AD-051.4 stanowigce modyfikacje molekuly TRAIL/Apo2L zdolnej do aktywacji apoptozy w komorkach
nowotworowych. Modyfikacje obecne w badanej czasteczce warunkuja jej oddziatywanie z receptorami dla VEGF,
co przyczynia si¢ do anty-angiogennej aktywnosci czasteczki. W toku badan wykazano, ze domena wiazaca
VEGEFR posiada takze niespecyficzna wtasciwo$¢ wigzania czasteczek heparyny, co wykazano w eksperymentach
wigzania za pomocg metody SPR oraz eksperymentach cytotoksycznosci in vitro. Traktowanie nowotworowych
linii  komoérkowych biatkiem AD-O51.4 w obecnosci enoksaparyny miatlo wplyw na aktywnosé
przeciwnowotworowa AD-O51.4 in vitro, w zwigzku z czym istnieje konieczno$¢ przeprowadzenia badan nad
interakcjami tych czasteczek in vivo.

Dodatkowo, wiekszo$¢ pacjentow onkologicznych w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej (czyli
pacjentdw, ktorzy bedg rekrutowani do I fazy badan klinicznych) przyjmuje analogi heparyny w ramach profilaktyki
przeciwzakrzepowej zgodnie z instrukcjami znajdujacymi sie w ,, Wytycznych profilaktyki i leczenia zylnej choroby
zakrzepowo-zatorowej” z czerwca 2005 r. oraz Rekomendacjach Polskiego Towarzystwa Chirurgii Onkologicznej
z 2007 r.

W zwiazku z powyzszym niezbedne jest zbadanie wptywu rdwnoczesnego podawania enoksaparyny i badanej
czasteczki na bezpieczenstwo i efektywnos¢ terapii. Bezpieczenstwo (badanie MTD) oraz efektywnos$¢ terapii
samej czasteczki AD-O51.4 zostaly dobrze poznane, a opis tych badan zostatl zawarty we wnioskach do I LKE
przy SGGW, ktére skutkowaty powstaniem uchwat odpowiednio WAW?2/123/2018 dla MTD oraz WAW2/91/2017
dla efektywnosci.

Planowane badania obejma trzy etapy:

| — wyznaczenie dawki enoksaparyny do dalszych badan




Il — badanie bezpieczenstwa AD-O51.4 z premedykacja enoksaparyna

Il — badanie efektywnosci AD-O51.4 przy réwnoczesnym podaniu enoksaparyny w mysim modelu choroby
nowotworowej (ludzki rak jelita grubego Colo205)

W etapie 1 i 2 myszy szczepu CD-1 otrzymaja rézne dawki heparyny (podskornie, przez 4 dni, 1x dziennie) oraz
dozylnie badane biatko w wybranych dawkach (4 dnia, podanie jednokrotne). Nastepnie po uptywie 6h zostanie
pobrana krew do analiz morfologicznych, biochemicznych i uktadu krzepnigcia.

W etapie 3 myszy CD-1 Foxnlnu z podskornym rakiem jelita grubego Colo205 otrzymywaé beda heparyne
(jednokrotne podskorne podanie) i badane biatko (podanie dozylne, jednokrotne) w dawkach wybranych w etapie
1 1 2. Obserwacja bedzie prowadzona przez 7 dni wraz z pomiarem masy ciala i wielkosci rosnacych guzéw. Na
zakonczenie badania (po max. 2-3 tyg. od wszczepienia komoérek nowotworowych) myszy zostang poddane
eutanazji i zostang pobrane tkanki i guzy do dalszych analiz.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W DOSWIADCZENIU

W badaniach zostanie uzytych 72 samce i 54 samice myszy szczepu CD-1 w wieku 8-12 tygodni oraz 80 samic
myszy szczepu CD-1 Foxnlnu w wieku 8-12 tygodni.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Badanie w modelu zwierzecym jest konieczne do przeprowadzenia w celu okreslenia bezpieczenstwa a takze
aktywnosci przeciwnowotworowej tacznego stosowania heparyny i badanego biatka AD-O51.4 czego Zzaden test in
vitro nie jest w stanie zastgpi¢. Niemniej badania te beda prowadzone w oparciu o zasady 3R.

Prowadzone dotychczas badania in vitro i in vivo umozliwity wyselekcjonowanie najaktywniejszej molekuty AD-
0O51.4 oraz pozwolily na wyznaczenie dla niej dawki LOAEL i MTD co pozwala na wykorzystanie mniejszej liczby
zwierzat w dalszych badaniach (zasada zastgpienia). Dane pozyskane z realizacji przedktadanego projektu pozwola
na opracowanie nowych procedur terapeutycznych, ktérych nadrzednym celem jest wydtuzenie czasu przezycia
pacjentow z rakiem jelita grubego oraz bezpieczenstwo stosowania badanego biatka w koadministracji z heparyna
(stosowang u pacjentow onkologicznych).

Wyniki naszych dotychczasowych doswiadczen in vivo oraz stosowane metody statystyczne pozwalajg stwierdzic,
7ze przewidziana minimalna liczebno$ci zwierzat przypadajacych na kazda grupe jest wystarczajaca do
wiarygodnego oszacowania skutecznosci stosowanej terapii (zasada ograniczenia i udoskonalenia). Bazujac na
danych uzyskanych z przeprowadzonych badan, mozna bedzie dokona¢ wiarygodnej oceny bezpieczenstwa i
skuteczno$ci badanej terapii.

W planowanych dos$wiadczeniach typu MTD i ksenograft, oprocz zaszczepienia komoérek nowotworowych i
podawania preparatow, monitorowany bedzie wylacznie wzrost guzow, masa ciata i kondycja zwierzat, bez
koniecznosci przyzyciowego pobierania probek. Na zakonczenie eksperymentu, przewidziano matoinwazyjne
pobranie materiatu do dalszych badan (zasada udoskonalenia).

Myszy wykorzystywane do zaplanowanych do$wiadczen utrzymywane beda w warunkach SPF zapewniajacych
dobrostan zwierzat (staty dostep do wody i pokarmu, urozmaicone warunki bytowe chronigce przed nudg). Badania
beda prowadzone przez doswiadczone osoby, co pozwoli na przeprowadzenie badan z ograniczonym do minimum
stresie czy bolu (zasada udoskonalenia). Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by ograniczy¢ bol, cierpienie
i dystres wykorzystywanych zwierzat. W przypadku zaobserwowania znacznego pogorszenia stanu zdrowia

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




zwierzat (np. spadek masy powyzej 15%) zostanie zastosowane wczesne, humanitarne zakonczenie procedury.
Takze myszy z wyraznym guzem nowotworowym (powyzej 2000 mm3) poddane zostang eutanaz;ji.

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

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



