NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu Nowa pochodna 1,2,4-triazyny (MM-129) — badania toksycznosci w zwierzecym
modelu doswiadczalnym

1.Czas trwania projektu pazdziernik 2020 -pazdziernik 2022
2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) MM-129, roscovitine, 1,2,4-triazine, maximum tolerated dose

3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A. Badania podstawowe

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, 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. 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.

Mimo znacznego postepu, jaki dokonat si¢ w ostatnich latach w leczeniu nowotworéw, opracowanie
skutecznej terapii wcigz stanowi powazne wyzwanie dla wspodiczesnej onkologii. Innowacyjnos¢
projektu polega na wykorzystaniu nowo otrzymanego na drodze syntetycznej zwigzku MM-129 o
unikalnej strukturze w terapii raka jelita grubego. Pierwsze analizy przeprowadzone w badaniach in
vitro znalazly potwierdzenie takze w modelu in vivo, gdzie zaobserwowaliSmy, iz zwigzek ten
skutecznie hamuje progresje nowotworu prowadzgc do istotnej redukcji objetosci i masy guza u mysich

xenograftow.

Przed pierwszym podaniem pacjentom MM-129 musi przejs¢ bezwzgledng ocene objawow klinicznych.
Badania bezpieczenstwa farmakologicznego powinny obejmowac takze okreSlenie zaleznos$ci dawka-

odpowiedz polaczonego z obserwacja niekorzystnych efektow badanego leku na najwazniejsze funkcje




organizmu (1). Wstepne wyniki badan in vitro oraz in vivo s3 bardzo obiecujace jednakze
bezpieczenstwo 1 toksyczno$¢ MM-129 musza zosta¢ dokladnie przebadane na zwierze¢tach przed

pierwszym podaniem pacjentom.

Celem powyzszego projektu jest ocena profilu bezpieczenstwa nowego potencjalnego leku
przeciwnowotworowego MM-129. W zwiazku z tym myszy biorgce udzial w eksperymencie zostang
poddane obserwacji klinicznej po podaniu MM-129. Badanie to pozwoli ustali¢ dawke MM-129, ktoéra
bedzie mogta by¢ bezpiecznie podana w kolejnym badaniach farmakologicznych. Wszystkie procedury
zakonczg si¢ usmierceniem zwierzecia i sekcja w celu oceny zmian narzadowych. Zgodnie z
rozporzadzeniem MNiSW z dnia 4 listopada 2015 r., powyzsze procedury zostang przeprowadzone w
ramach badan podstawowych (PB1 — onkologia niezaleznie od badanego uktadu). Ocena zdolnosci
wywotania efektu toksycznego przez nowe substancje o dziataniu przeciwnowotworowym wymagaja
przeprowadzenie badan w modelu zwierzecym (myszy) nie istnieje mozliwos¢ ich przeprowadzenia

poza zywym organizmem, stad badania zostang przeprowadzone na myszach.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Najodpowiedniejszym modelem zwierzgcym do badan toksycznosci sg gryzonie. W naszych badaniach
uzyte zostang myszy szczep BALB/ccmdb. Myszy tego szczepu sg powszechnie uzywane w badaniach
toksyczno$ci. Zgodnie z literaturg naukowg tego typu badania sg powszechnie wykonywane na
gryzoniach w tym myszach. Na chwilg obecng nie ma wigc potrzeby wykorzystania wigkszych ssakow,
a ze wzgledu na charakter ocenianych parametrow niemozliwe jest rowniez wykorzystanie
bezkregowcow, stad gryzonie wydaja si¢ by¢ trafnym wyborem. Ztozona odpowiedz fizjologiczna jak
zmiana aktywnosci zwierzgcia, apatia, przebarwienia skorne, zapas¢ a nawet $mier¢ zalezy od wielu
czynnikow, wlacznie z kontrolag uwalnianych przez rézne narzady wewnetrzne substancji (tzw. kontrola
humoralna lub para-, auto- i endokrynna), jak i kontrola nerwowa, w tym odruchowg i osrodkows.
Niemozliwie jest zbadanie tych efektow zarowno w hodowlach komorek, jak 1 z wykorzystaniem
izolowanych narzadéw wewnetrznych. Badan nie mozna wigc przeprowadzi¢ przy uzyciu metod mniej

inwazyjnych lub z wykorzystaniem innego niz gryzonie materiatu.

Wielko$¢ grup eksperymentalnych powinna by¢ wystarczajaca, aby umozliwié¢ interpretacje uzyskanych

wynikow.




Ocena bezpieczenstwa MM-129 toksycznos$¢ ostra (procedura 2)

Grupa badawcza Ilo$¢ zwierzat

Kontrola (no$nik-DMSQ) 6

MM-129 w dawce 10, 50, 100 pmol/kg i.p. 3x6=18
Ogotem: 24

Ocena bezpieczenstwa MM-129 toksycznos$é przewlekla (procedura 3)

Grupa badawcza Ilo$¢ zwierzat

Kontrola (no$nik-DMSQ) 10

MM-129 w dawce 10, 50, 100 pmol/kg i.p. 3x10
Ogotem: 40

Zaproponowana przez nas liczba zwierzat jest odpowiednia do wykazania lub wykluczenia obecnos$ci
dziatan niepozadanych. Na podstawie dotychczasowego doswiadczenia 1 wstgpne] prognozy
statystycznej w przypadku 6 (Procedura 1) oraz 10 zwierzat w grupie (Procedura 2) mozliwe bgdzie
wykazanie r6znic na poziomie istotnym klinicznie i statystycznie. Wielko$¢ proby zostata oszacowana
na podstawie czynnikéw warunkujacych wiarygodnos¢ wynikoéw (kryterium istotnosci statystycznej,
moc testu statystycznego, wielko$¢ efektu), zwracajac uwage na aspekty etyczne oraz techniczno-
organizacyjne. Dobrana w taki sposob wielko$¢ grup badanych pozwoli na uzyskanie istotnych

statystycznie wynikow, ograniczajac do minimum liczbe zwierzat.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzono istniejaca wiedze w zakresie objetym wnioskiem
badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; Google Scholar; AGRICOLA; Science Direct; Web
of Science (JCR).

Wykorzystano nastepujace stowa klucze: roscovitine, 1,2,4-triazine, maximum tolerated dose

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




A. Celem badan toksykologicznych z udzialem zwierzat jest okreslenie potencjalnych dziatan
niepozadanych u ludzi, dlatego nieuniknione jest narazenie ich na negatywne skutki dziatania leku.
Zgodnie z zasadg zastapienia, ograniczenia oraz udoskonalenia (3R) konieczne jest zminimalizowanie

liczby wykorzystywanych w badaniach zwierzat oraz niekorzystnych efektow badanych zwigzkow.
Zasada zastapienia

Ocena zdolno$ci wywotania efektu toksycznego przez nowe substancje o dziataniu
przeciwnowotworowym wymagaja przeprowadzenie badan w modelu zwierzecym, nie istnieje
mozliwo$¢ ich przeprowadzenia poza zywym organizmem, stad badania zostang przeprowadzone na

myszach.
Zasada ograniczenia

Zgodnie z zasada redukcji, aby chroni¢ zwierzeta laboratoryjne podjelismy $rodki majace na celu
ograniczenie liczby zwierzat w planowanych eksperymentach. Przeprowadzili§my wstepne badania
toksyczno$ci na larwach ryb Danio rerio, co umozliwito wylonienie jedynie trzech dawek, ktore
planujemy zastosowa¢ w badanych na gryzioniach. Liczba zwierzat zostata ograniczona do minimum,
bez narazenia na porazke glownego celu projektu. Zastosowano liczne $rodki majace na celu
ograniczenie liczebno$ci zwierzat, takie jak liczne szkolenia oraz wieloletnie do$wiadczenie osob

wykonujacych doswiadczenia.
Zasada udoskonalenia

Zasada udoskonalenia jest realizowana przez indywidualny dobdr wzbogacen srodowiska dla danego

gatunku zwierzat, wedtug specyfiki potrzeb (np. tunele dla myszy).

Najbardziej rozsadnym postgpowaniem poprzedzajacym pelny profil badan toksycznosci i
bezpieczenstwa na modelu zwierzecym jest okreslenie maksymalnej dawki badanego zwiazku, ktéra nie
bedzie wywiera¢ szkodliwego dziatania narzadowego. Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilem
istniejacg wiedze w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w bazach danych z dziedziny medycyny i
nauk pokrewnych. Na podstawie przeszukania istniejgcej literatury, stwierdzam ze brak jest danych
dotyczacych oceny bezpieczenstwa MM-129. Przeprowadzony eksperyment pozwoli okresli¢ poziom
dawkowania, ktory bedzie stosowany w kolejnych badaniach farmakologicznych. W trakcie

eksperymentu zwierzgta beda szczegdélnie uwaznie obserwowane celem wykrycia tzw. krytycznych




punktow kontrolnych, czyli objawow $wiadczacych o cierpieniu zwierzat 1 koniecznos$ci wezesniejszego
zakonczenia danej procedury (http://www.lasa.co.uk/pdf/lasa-nc3rsdoselevelselection.pdf). Takie
postepowanie zmniejszy niepotrzebne cierpienie zwierzat oraz ograniczy ich liczbe w kolejnych

badaniach regulacyjnych.

B. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze planowane przez nas badania
stanowig nowe podejscie 1 do chwili obecnej nie przeprowadzono, badan bezpieczenstwa MM-129
Zgodnie z zasadg redukcji, aby chroni¢ zwierzeta laboratoryjne podjeliSmy $rodki majace na celu
ograniczenie liczby zwierzat w planowanych eksperymentach. Liczba ta zostala ograniczona do
minimum, bez narazenia na porazke gtéwnego celu projektu. Zastosowano liczne $rodki majace na celu
ograniczenie liczebno$ci zwierzat, takie jak liczne szkolenia oraz wieloletnie do$§wiadczenie osob

wykonujacych doswiadczenia.

C. Brak jest danych oceniajacych toksyczno$s¢ MM-129. A zatem przeprowadzenie tego typu badan

moze mie¢ niezwykle istotne implikacje kliniczne.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na okreslenie bezpieczenstwa stosowania MM-

129.

A/ Rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejagcej wiedzy w  kierunku nowych  lekow

przeciwnowotworowych stosowanych w terapii raka jelita grubego.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na stosowaniu MM-129 moze przyczyni¢ si¢ do

skuteczniejszej terapii raka jelita grubego.

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

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




