NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytul projektu: Optymalizacja metody dostarczania i okreslenia dystrybucji tkankowej innowacyjnie
modyfikowanych czagsteczek mRNA kodujacych lucyferaze in vivo.

2. Czas trwania projektu: 3 lata
3. Stowa kluczowe: 5° cap modification of mRNA, mRNA therapy, delivery of mRNA 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 sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich
F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych
substancji lub produktéw, 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 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¢ zrozumialy dla niespecjalisty.

Autorskie modyfikacje konca 5> mRNA (kapu) znacznie poprawiajg stabilnos¢ czasteczek mRNA, a
takze wielokrotnie zwigkszaja potencjat translacyjny takiej czasteczki mRNA in vitro. Dzieki tej technologii
projekt oferuje zupelnie nowe podejscie do tworzenia terapeutykdow przeciwnowotworowych opartych o
technologi¢ dostarczania zmodyfikowanego mRNA in vivo. Komorki wykorzystuja mRNA do syntezy biatek,
ktére zaangazowane sg we wszystkie funkcje zyciowe. Technologia ta moze umozliwi¢ wytwarzanie tych biatek
bezposrednio w organizmie, dzigki odpowiedniemu zaprogramowaniu informacji w mRNA i podaniu go
choremu. Umozliwia to potencjalne wykorzystanie tej technologii w wielu obszarach terapeutycznych, w ktorych
nieskuteczne sg obecnie dostgpne terapie.

Aktualnie scharakteryzowane i opatentowane zostaly 3 modyfikacje kapu, dla ktorych starannie
okreslita mozliwo$ci wnikania do komorek in vitro a takze ich potencijat translacyjny wzgledem referencyjnego,
dobrze opisanego w literaturze kapu. Przedstawione we wniosku badania majg na celu optymalizacje dostarczania
3 autorskich modyfikacji kapu mRNA kodujacego lucyferaze wzgledem referencyjnej modyfikacji in vivo i
okreslenia tkankowej dystrybucji produktu translacji.

W zwigzku z tym planowane jest przeprowadzenie badan dystrybucji tkankowej u myszy 4 drogami
podania: dozylna, dotchawicza, podskoérng oraz na skére umozliwiajace porownanie biodostepnosci badanych
modyfikacji autorskich kapu wzgledem modyfikacji referencyjnej (komercyjnie dostepnej). Dodatkowo mamy
zamiar oceni¢ wplyw kilku formulacji liposomowych (1 referencyjna i 2 autorskie) na profil farmakodynamiczny
i dystrybucje tkankowa zmodyfikowanego mRNA.




Po stronie przewidywanych szkod wystapi wykorzystanie zwierzat do badan, podczas ktérych zwierzgta beda
przyjmowaty zastrzyki (dozylne i/lub podskérne), podania dotchawicze i naskorne oraz $mieré¢ jako szkoda
ostateczna. Uzyskane wyniki pozwola na odpowiednie zaplanowanie pozniejszych badan efektywnosci
terapeutycznej modyfikowanych czasteczek mRNA, ktore jesli si¢ okaza sukcesem majg wielkie szanse zostaé
zastosowane jako nowe strategie terapeutyczne w wielu chorobach (obecne strategie szczepionek na COVID-19
aktualnie w 3 fazie klinicznej opiera si¢ wiasnie na technologii mRNA).

Badania translacyjne lub stosowane — Nowotwor u cztowieka (PT21).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa (BALB/C). Catkowita liczba myszy: 192 osobniki.
7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA

Planowane badania majg doprowadzi¢ do zoptymalizowania metody dostarczania zmodyfikowanego mRNA in
vivo. Ponadto planuje si¢ okreslenie profilu farmakodynamicznego oraz dystrybucji tkankowej mRNA
kodujacego lucyferaze zmodyfikowanego 3 autorskimi modyfikacjami kapu i poréwnanie ich do dobrze
opisanego w literaturze kapu referencyjnego uzywajac 4 wariantow formulacyjnych czterema drogami podania.

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejagca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym w
bazie danych: PubMed, ScienceDirect i Google Scholar.

Stowa kluczowe: 5° Cap modification of mRNA, mRNA therapy, Delivery of mRNA in vivo

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam, ze: podjete badania majg charakter innowacyjny,
testowane modyfikacje mRNA sa bardzo innowacyjne i maja wysoki potencjat aplikacyjny w nowoczesnych
terapiach przeciwnowotworowych jak réwniez w przewleklych chorobach uktadu oddechowego, czy niektorych
bardzo cigzkich rzadkich choréb genetycznych.

Brak jest danych dotyczacych: wlasciwosci farmakodynamicznych i dystrybucji tkankowej innowacyjnych
modyfikacji kapow mRNA wygenerowanych inne firmy farmaceutyczne czy osrodki naukowe. Uzyskanie
danych z proponowanego projektu pozwoli na okre§lenie parametréw farmakokinetycznych w tym
biodostgpnosci, ale takze intensywnosci i czasu trwania translacji w poréwnaniu do alternatywnych modyfikacji
na rynku.

Zasada zastapienia

Z uwagi na specyfike badan farmakokinetycznych, w ktérych dokonuje si¢ opisu dynamiki zmian badanego
zwiazku w organizmie zwierzgcia, nie jest mozliwe ich wykonanie w ukladzie in vifro. Nie ma mozliwosci
zastosowania zadnych metod alternatywnych niewymagajacych wykorzystania zwierzat laboratoryjnych.

Zasada ograniczenia

Planowane badania uwzgledniaja ich wykonanie na mozliwej najnizszej liczbie zwierzat umozliwiajacej
interpretacj¢ wynikéw w kazdym punkcie czasowym. Liczba punktéw czasowych zostata zaplanowana w oparciu



o wczesniej prowadzone doswiadczenia na zwiagzkach o podobnej strukturze i powinna by¢ optymalna dla
wigkszosci planowanych do przetestowania modyfikacji kapu mRNA. Uzyskane wyniki postuza do wylonienia
najlepszej generacji kapu mRNA charakteryzujacego si¢ najlepsza i najdtuzsza penetracja docelowej tkanki, co
umozliwi dalsze ograniczenie do niezbednego minimum liczby zwierzat wykorzystanych w kolejnych etapach
rozwoju programu badawczego.

Zasada udoskonalenia
Wszystkie procedury opisane we wniosku zostaly zaplanowane w sposob ograniczajacy do minimum stres i

dyskomfort zwierzat uzytych w doswiadczeniach. Do tych badan wybierane sa tylko bardzo dobrze
scharakteryzowane modyfikacje mRNA w kompleksach z liposomami, ktére w testach in vifro nie wykazuja
dziatania toksycznego. Czas podawania i dawka podawanego mRNA zostaty zoptymalizowane i maja na celu nie
tylko umozliwienie wizualizacji lucyferazy in vivo i optymalizacji dostarczanie mRNA, ale jednoczesnie
powodowac¢ jedynie minimalny dyskomfort dla myszy. Wszystkie osoby biorgce udziat w badaniu sa
przeszkolone i kompetentne w wykonywanych czynnosciach. planuje si¢ zastosowa¢ wczesne, humanitarne
zakonczenie procedury w przypadku pojawienia si¢ objawdéw bedacych podstawa do decyzji usmiercenia
zwierzecia. Ponadto urozmaicenie warunkéw bytowania jest zapewnione przez umozliwienie myszom znalezienia
schronienia w plastikowym domku (typu igloo) lub tekturowych rurkach.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywnag
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
. TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
. NIE



