NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt ,,Ocena toksycznosci zwigzku IL13-DT in vivo”

2. Czas trwania projektu: 5 lat

3. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) glejak wielopostaciowy, lek biologiczny, IL13-DT, badanie

toksycznosci, podanie in vivo
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): B

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, srodkéw 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

5.0PIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze
ono spowodowac¢ u wykorzystywanych zwierzat, 1 korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki 1
dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Komorki nowotworowe glejaka wielopostaciowego (ang. Glioblastoma Mutliforme, GBM), ktére sa
wysoce oporne na wszystkie znane terapie, posiadaja na swojej powierzchni receptory specyficzne dla
nowotworu, takie jak receptory interleukiny 13 (ang. interleukin-13 receptor subunit alpha-2, IL-
13RA2). Receptory te nie wystepuja w zdrowych komorkach. W ramach rozwoju nowego leku
planowane jest zastosowanie terapii ukierunkowanej na receptory IL-13RA2 przez rekombinowane
biatko IL-13, skoniugowane z toksyng btoniczg wytwarzang przez bakteri¢ maczugowca btonicy (anf.
Diphtheria toxin, DT). Rekombinowane biatko IL-13 uzbrojone w silng toksyne bakteryjng
preferencyjnie wigze si¢ z receptorami specyficznymi dla nowotworu GBM umozliwiajac toksynie
bakteryjnej wejscie do wnetrza komorki glejaka co zostatlo pokazane w badaniach in vitro. Wysoko
specyficzne celowanie w komorki GBM umozliwia ich selektywng eliminacje dzigki cytotoksycznemu
dziataniu toksyny bakteryjnej. Zwigzek nie wywiera wplywu na zdrowe komorki. Planowane jest
podawanie leku do tkanki mozgowej co moze by¢ korzystniejszy niz standardowe podawanie dozylne,
gdyz moze zmniejszy¢ potencjalne skutki uboczne zwigzane ze standardowa chemioterapig. Rozwoj



zwigzku IL13-DT pozwoli pacjentom z GBM na dostep do innowacyjnych terapii celowanych
molekularnie jako alternatywy dla konwencjonalnego leczenia.

Celem doswiadczenia jest podanie przysziego produktu leczniczego in vivo do organizmu ssaka, ktore
pozwoli okres$li¢ bezpieczne dawki niezb¢dne do dalszego rozwoju produktu. Zostanie przeprowadzona
ocena toksycznosci ogolnej, bezpieczenstwa farmakologicznego oraz tolerancji miejscowej zwigzku
IL13-DT.

Badany zwigzek IL13-DT bedzie w zalozeniu stosowany lokalnie i zaktada si¢, ze bedzie wywierad
wpltyw w miejscu zastosowania (glejaku). Ewentualne dzialanie ogdélnosystemowe bedzie uznane za
niepozadany skutek dziatania leku, co zostanie ocenione poprzez podanie wybranych dawek zaré6wno
dozylnie, jak i domdzgowo.

6.LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek/Szczep: mysz C57BI/6, 864 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym,
w bazach danych: PUBMED; Google Schoolar; clinicaltrial.gov.

Wykorzystatam stowa kluczowe: IL-13RA2, Bacterial toxin, Diphtheria toxin, Pseudomonas aeruginosa, toxicology, in vivo

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze:
A Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: dane o toksycznos$ci i dane (toksyko)kinetyczne
dostgpne dla podobnego zwigzku — IL13 skoniugowanej z toksyna bakteryjna Pseudomonas aeruginosa pozwalaja na

wyznaczenie wstepnych 6 poziomoéw dawkowania badanego zwigzku IL13-DT.
B. Brak jest danych dotyczacych: mozliwosci wykorzystania innego (niz mysi lub szczurzy) modelu do
przeprowadzenia proponowanych badan toksyczno$ci zwigzku IL13-DT w wyznaczenia bezpiecznej dawki niezbednej do

dalszego rozwoju produktu .

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

A Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku ustalenia wptywu zwigzku IL13-DT na organizm
ssaka.
B. Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na stworzeniu innowacyjnej celowanej molekularnie terapii glejaka

wielopostaciowego.

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




Gloéwnym celem opisywanego projektu jest okreslenie bezpiecznej dawki niezbgdnej do dalszego rozwoju produktu.

Zachowujac wprowadzong w 1959 roku, przez W. Russela i R. Burcha zasade 3R uzasadniam podjete we wniosku wybory

dotyczace tematyki, modelu, procedur:

Refinement (udoskonalenie) - Podczas eksperymentéw zwierz¢tom zapewniamy warunki jak najbardziej zblizone do
naturalnych aby efektywnie zmniejszy¢ odczucie stresu. Myszy przebywaja w cichych pokojach z ograniczonym dostgpem
dla personelu. Klatki zapewniaja staty dostgp do pozywienia i wody, zaopatrzone sa w domki oraz suchg $cidtke regularnie
zmieniang. Przed wykonywaniem operacji lub podania badanych zwigzkoéw, zwierzeta sa poddane znieczuleniu wziewnemu
(izofluran), a nastepnie ogdlnemu. Do anestezji ogdlnej stosowana jest mieszanka ketamina-medetomidyna-morbital. Po
uspieniu, a takze przed wybudzeniem i w przypadku oznak cierpienia podskornie podawany jest lek przeciwbdlowy
(butamidor) oraz antybietyk-i lek przeciwzapalny (tolfedine-baytrit). Dodatkowo w trakcie i po operacji na ran¢ podawana
jest lidokaina (Srodek miejscowo znieczulajacy). Do wybudzania zwierzat z narkozy stosowany jest revertor (Srodek
znoszacy dziatanie uspokajajace medetomidyny). W celu minimalizacji liczby zgonéw z powodu wychlodzenia, w trakcie
trwania zabiegu i po jego zakonczeniu, zwierzeta sg przetrzymywane na plytce grzejnej do catkowitego wybudzenia.
Nastepnie sa odktadane do klatek domowych o wzbogaconym $rodowisku umozliwiajacym budowe gniazda i zabawe (klocki
drewniane, tunele, materialty do budowy gniazd). Zwierz¢ta przetrzymywane sa w przezroczystych klatkach,
umozliwiajacych kontakt wzrokowy z innymi osobnikami.

Stosujac zasade Udoskonalenia niezbedne przy kazdym doswiadczeniu jest zapewnienie zwierzetom jak najlepszych
warunkow oraz ograniczenie dotkliwosci procedur. W opisywanym projekcie dotkliwos$ci takie moga wynikaé z procedury
podawania substancji (iniekcja do zyly ogonowej, iniekcja domoézgowa), unieruchomienia, rany glowy czy odseparowania od
stada. Stosujac zasade Udoskonalenia podanie dozylne bedzie przeprowadzone w specjalnym stozku do iniekcji z
podswietlaniem zyty ogonowej oraz lekkim znieczuleniu ogdlnym. W podaniu domoézgowym bedzie zastosowanych szereg
preparatow znieczulajacych i przeciwbolowych, zgodnie z ogolnie przyjetymi normami weterynaryjnymi. Dziataniem
ograniczajagcym stres u zwierzat jest takze liczba osob majaca dostep do zwierzat, ograniczona do opiekuna oraz

eksperymentatora.

Replacement (zastgpienie) — W celu uzyskania rzetelnych wynikow niezbedne jest przeprowadzenie eksperymentu in vivo,
jako kolejny etap rozwoju leku po badaniach na hodowlach in vitro, ktore nie sa w stanie odzwierciedli¢ wszystkich
czynnikow wystepujacych w zywym organizmie. Model zwierzgey jest niezbgdny do zaobserwowania zmian fizjologicznych

i patologicznych po podaniach réznego stgzenia zwiazku IL13-DT droga dozylng i domdzgows.

Reduction (ograniczenie) — Do eksperymentu zostanie wykorzystana minimalna liczba zwierzat niezbedna do uzyskania

wiarygodnych wynikoéw. Zwierzeta zostang poddane humanitarnej procedurze eutanazji redukujace;j stres i uczucie bolu.

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy




