Nazwa zamowienia:

Badania in vivo czasteczki Wnioskodawcy (produkt non-GMP) podawanej w no$niku (w
hydrozelu lub implantach), dom6zgowo myszom w ramach Proof of Concept.

Ocena bezpieczenstwa i skutecznosci w standardzie nonGLP/GLP.

Okreslenie przedmiotu zamdéwienia:

Przedmiotem zamowienia jest wykonanie przedklinicznych badan toksykologicznych w
standardzie non-GLP/GLP dla czasteczki Wnioskodawcy podawanej w no$niku (hydrozel lub
implanty), metodg in vivo, z uzyciem modelu zwierzecego: myszy, z zastosowaniem podania
domozgowego, celem oceny bezpieczenstwa badanej czasteczki oraz wykazania jej
skuteczno$ci (weryfikowanej na podstawie roznic w dtugos$ci zycia wobec myszy, ktorym
podano jedynie nosnik lub temozolomid).

Szczegdtowy opis przedmiotu zamowienia

Rozpoczgcie badan na zwierzetach zostanie poprzedzone uzyskaniem przez Oferenta zgody
lokalnej komisji etycznej na przeprowadzenie zaplanowanych badan. Zwierzgta beda
traktowane z zachowaniem standardow humanitarnego traktowania.

Zamoéwienie obejmuje 4 pakiety:
Dotyczy Pakietu 1

Ustalenie profilu bezpieczenstwa domozgowego podawania hydrozelu z substancja czynng

i bez (kontrola), na grupie zdrowych myszy (10 szt. w kazdej grupie), obu ptci (5 samcoéw i 5
samic na grupg), W jednorazowym podaniu domézgowym, w standardzie non-GLP.
Okreslenie bezpieczenstwa na podstawie obserwacji przyzyciowych, kontroli ci¢zaru ciata i
analiz mozliwego uszkodzenia mozgu, wykonanych po 14 dniach od podania zwierzetom
badanego preparatu.

Badanie bezpieczenstwa domozgowego podania API w hydrozelu, myszy, non-GLP

Droga podania domodzgowa
Grupy 1 2
Grupy badawcze Kontrola Hydrozel wraz z substancjg aktywna
(sam nosnik: hydrozel)
Ilo$¢ zwierzat SM+5F SM+5F
Nekropsja w D14 5M+5F 5M+5F
Obserwacja
Ciezar ciata 2X W tyg.
Ocena kliniczna 2h dziennie przez 14 dni

Oferta powinna obejmowac:

-Zakup i transport myszy

-Utrzymanie 20 myszy od dnia przyjecia do dnia nekropsji

-Wykonanie 20 podan domézgowych (po 10 myszy w 2 grupach: hydrozel i hydrozel z
WPD101a)

-Obserwacja stanu ogolnego 24 zwierzat (24 myszy 2h dziennie przez 14 dni)

-Wazenie zwierzat przed podaniem domozgowym oraz 2 razy w kazdym tygodniu obserwacji
-Nekropsje

-Pobranie mo6zgoéw myszy do analizy histopatologicznej

-Analiza histologiczna (przygotowanie blokow parafinowych z pobranych mozgow,



skrawanie blokdw na szkto mikroskopowe, barwienie histologiczne, wykonanie zdjec¢
mikroskopowych w jednym powigkszeniu z opisem preparatu, przygotowanie zestawienia
zdje¢ i ich opiséw w formie jakoSciowej oceny histopatologicznej)

-Przygotowanie raportu z przeprowadzonego doswiadczenia w postaci zestawienia opisu
otrzymanych wynikoOw wylgcznie na uzytek firmy Wnioskodawcy.

Warunki hodowli zwierzat: klatki z wzbogaconym srodowiskiem ($ciotka, domki), dostepem
do wody i jedzenia. Okres kwarantanny/ aklimatyzacji okoto 5 dni. Temperatura okoto 20-
24C, wilgotnos¢ 55+/- 10%, cykl swietlny 12/12.

Warunki doswiadczenia: Zwierzeta zostang losowo przydzielone do grup badawczych.
Zwierzeta zostang uspione zgodnie z procedurami Oferenta.

Leki wykorzystane do procedury zostang wybrane zgodnie z zaleceniami lekarza weterynarza.

Dotyczy Pakietu 2

Ustalenie profilu bezpieczenstwa domozgowego podawania implantdow z substancjg czynng

i bez (kontrola), na grupie zdrowych myszy (10 szt. w kazdej grupie), obu ptci (5 samcoéw i 5
samic na grup¢), w jednorazowym podaniu domozgowym, w standardzie non-GLP/GLP.
Okreslenie bezpieczenstwa na podstawie obserwacji przyzyciowych, kontroli cigzaru ciala i
analiz mozliwego uszkodzenia mézgu, wykonanych po 14 dniach od wszczepienia implantu.

Badanie bezpieczenstwa domoézgowego podania APl w implantach, myszy, non-GLP

Droga podania domoézgowa
Gatunek myszy (obu plci)
Grupy 1 2
Grupy badawcze Kontrola Implanty wraz z substancjg aktywna
(sam nosnik: implanty
domozgowe)
Ilo$¢ zwierzat SM+5F SM+5F
Nekropsja w D14 5M+5F 5M+5F
Obserwacja
Ciezar ciata 2X W tyg.
Ocena kliniczna 2h dziennie przez 14 dni

Oferta powinna obejmowac:

-Zakup i transport myszy

-Utrzymanie 20 myszy od dnia przyjecia do dnia nekropsji

-Wykonanie 20 zabiegdw wszczepienia implantu (po 10 myszy w 2 grupach: implant i
implant z WPD101a)

-Obserwacja stanu ogolnego 20 zwierzat (20 myszy 2h dziennie przez 14 dni)

-Wazenie zwierzat przed wszczepieniem implantu oraz 2 razy w kazdym tygodniu obserwacji
-Nekropsje

-Pobranie mé6zgoéw myszy do analizy histopatologicznej

-Analiza histologiczna (przygotowanie blokow parafinowych z pobranych mozgow,
skrawanie blokow na szkto mikroskopowe, barwienie histologiczne, wykonanie zdjeé
mikroskopowych w jednym powigkszeniu z opisem preparatu, przygotowanie zestawienia
zdjec i ich opisow w formie jakosciowej oceny histopatologiczne;j)

-Przygotowanie raportu z przeprowadzonego doswiadczenia w postaci zestawienia opisu
otrzymanych wynikéw wytacznie na uzytek firmy Wnioskodawcy.



Warunki hodowli zwierzat: klatki z wzbogaconym srodowiskiem ($cidtka, domki), dostepem
do wody i jedzenia. Okres kwarantanny/ aklimatyzacji okoto 5 dni. Temperatura okoto 20-
24C, wilgotno$¢ 55+/- 10%, cykl swietlny 12/12.

Warunki do$wiadczenia: Zwierzeta zostang losowo przydzielone do grup badawczych.
Zwierzeta zostang uspione zgodnie z procedurami Oferenta.

Leki wykorzystane do procedury zostang wybrane zgodnie z zaleceniami lekarza weterynarza.

PAKIET 3

Ustalenie wptywu API w hydrozelu na wydtuzenie czasu przezycia catkowitego (OS) na
myszach przy podaniu domézgowym w standardzie non-GLP

Ustalenie czasu OS po podaniu hydrozelu z substancja czynng i bez (kontrola), na grupie
myszy immunodefektywnych (np.: SCIDs), z indukowanym nowotworem, 10 szt. w kazdej
grupie, obu ptci (5 samcow 1 5 samic na grupe), w jednorazowym podaniu domoézgowym, W
standardzie non-GLP. Grupg kontrolng 2 stanowi¢ beda myszy, ktorym doustnie/dozylnie
podany zostanie temozolomid (TMZ), jako obecny standard terapii GBM.

Okreslenie efektywnosci na podstawie obserwacji przyzyciowych (szczegdlnie dtugosci
przezycia, krzywa przezycia Kaplana-Meiera), kontroli ci¢zaru ciata, a takze analiz wielkoS$ci
guza i mozliwego uszkodzenia mozgu i innych organow wewngetrznych wykonanych podczas
sekcji myszy.

Ustalenie czasu przezycia catkowitego (0OS), na myszach, przy podaniu domézgowym
hydrozelu z APl w standardzie non-GLP

Droga podania domédzgowe

Gatunek Myszy immunodefektywne

Grupy 1 2 3 4 5
Stezenie API w 0 Niskie Srednie | Wysokie 0
hydrozelu (kontrola) (kontrola z TMZ)

Pojedyncza dawka (maksymalnie 3 dawki APl w
5 samcéw+5 samic | hydrozelu), Grupa kontrolna 1: podany jedynie
na grupe badawczg | nosnik (hydrozel), grupa kontrolna 2: podanie
temozolomidu

0S

1 Obserwacja

Ciezar ciata 2 x w tygodniu
Obserwacja codziennie
kliniczna

2 Posmiertne pobranie mdzgu, analiza wielkosci guza (np.: bioluminescencyjnie)

3 Posmiertne pobranie narzagdéw (watroba, mézg, nerki, sSledziona, ptuca, serce)

4 Analiza histologiczna pobranych narzagdéw

5 Przygotowanie raportu z wykonanych doswiadczen

Oferta powinna obejmowac:

-Zakup i transport myszy

-Utrzymanie myszy od dnia przyjecia do dnia nekropsji/$mierci

- Indukcja nowotworu

-Wykonanie podania domozgowego (hydrozel i hydrozel z WPD101a), oraz
doustnie/dozylnie podanieTMZ



-Obserwacja stanu 0golnego zwierzat

-Wazenie zwierzat przed iniekcja oraz 2 razy w kazdym tygodniu obserwacji

-Pobranie mozgow i narzadow myszy do analizy histopatologicznej

- Analiza wielkos$ci guza

-Analiza histologiczna (przygotowanie blokéw parafinowych z pobranych mozgow,
skrawanie blokow na szkto mikroskopowe, barwienie histologiczne, wykonanie zdjeé
mikroskopowych w jednym powigkszeniu z opisem preparatu, przygotowanie zestawienia
zdjec i ich opisow w formie jakosciowej oceny histopatologicznej)

-Przygotowanie raportu z przeprowadzonego doswiadczenia w postaci zestawienia opisu
otrzymanych wynikéw wytacznie na uzytek firmy Wnioskodawcy.

Warunki hodowli zwierzat: klatki z wzbogaconym $rodowiskiem ($cidtka, domki), dostepem
do wody i jedzenia. Okres kwarantanny/ aklimatyzacji okoto 5 dni. Temperatura okoto 20-
24C, wilgotno$¢ 55+/- 10%, cykl §wietlny 12/12.

Warunki do$wiadczenia: Zwierzeta zostang losowo przydzielone do grup badawczych.
Zwierzgta zostang uspione zgodnie z procedurami Oferenta.

Leki wykorzystane do procedury zostang wybrane zgodnie z zaleceniami lekarza weterynarza.

PAKIET 4

Ustalenie wptywu API w implantach na wydtuzenie czasu przezycia catkowitego (OS) na
myszach przy podaniu domézgowym w standardzie non-GLP

Ustalenie czasu OS po wszczepieniu implantéw z substancja czynng i bez (kontrola), na
grupie myszy immunodefektywnych (np.: SCID), z indukowanym nowotworem (po wycigciu
nowotworu, implanty podawane do niszy po guzie), 10 szt. w kazdej grupie, obu pftci (5
samcOw i 5 samic na grupg), w jednorazowej iniekcji, w standardzie non-GLP. Grupe
kontrolng 2 stanowi¢ bgda myszy, ktorym doustnie/dozylnie podany zostanie temozolomid
(TM2Z), jako obecny standard terapii GBM.

Okreslenie efektywnos$ci na podstawie obserwacji przyzyciowych (szczeg6lnie dtugosci
przezycia, krzywa przezycia Kaplana-Meiera), kontroli cigzaru ciatg, a takze analiz wielkos$ci
guza i mozliwego uszkodzenia mozgu i innych organéw wewnetrznych wykonanych podczas
sekcji myszy.

Ustalenie czasu przezycia catkowitego (OS), na myszach, przy wszczepieniu domézgowych
implantéw z APl w standardzie non-GLP

Droga podania domdzgowe
Gatunek Myszy immunodefektywne
Grupy 1 2 2 3 4 4 5
Stezenie APIw 0 Niskie Niskie/ Srednie | Srednie/ Wysokie 0
implantach (kontrola) Srednie Wysokie (kontrola z
TMZ)
Pojedyncza dawka (maksymalnie 5 dawek APl w
0S 5 samcéw+5 samic |implantach), Grupa kontrolna 1: podany jedynie
na grupe badawcza | no$nik (implanty), grupa kontrolna 2: podanie
temozolomidu




1 Obserwacja

Ciezar ciata 2 x w tygodniu
Obserwacja codziennie
kliniczna

2 Posmiertne pobranie mdzgu, analiza wielkosci guza (np.: bioluminescencyjnie)

3 Posmiertne pobranie narzgdéw (watroba, mozg, nerki, sledziona, ptuca, serce)

4 Analiza histologiczna pobranych narzgdéw

5 Przygotowanie raportu z wykonanych doswiadczen

Oferta powinna obejmowac:

-Zakup i transport myszy

-Utrzymanie myszy od dnia przyjecia do dnia nekropsji/$mierci

- Indukcja nowotworu a nastepnie jego usunigcie

-Wszczepienie implantow i implantow z WPD101a do niszy po guzie), oraz doustnie/dozylnie
podawanie TMZ

-Obserwacja stanu ogolnego zwierzat

-Wazenie zwierzat przed iniekcjg oraz 2 razy w kazdym tygodniu obserwacji

-Po$miertne pobranie mézgow i narzadow myszy do analizy histopatologicznej

- Analiza wielko$ci guza

-Analiza histologiczna (przygotowanie blokow parafinowych z pobranych mozgow,
skrawanie blokow na szkto mikroskopowe, barwienie histologiczne, wykonanie zdjec
mikroskopowych w jednym powigkszeniu z opisem preparatu, przygotowanie zestawienia
zdjec 1 ich opisow w formie jako$ciowej oceny histopatologiczne;j)

-Przygotowanie raportu z przeprowadzonego doswiadczenia w postaci zestawienia opisu
otrzymanych wynikow wylacznie na uzytek firmy Wnioskodawcy.

Warunki hodowli zwierzat: klatki z wzbogaconym $rodowiskiem ($ciotka, domki), dostgpem
do wody 1 jedzenia. Okres kwarantanny/ aklimatyzacji okoto 5 dni. Temperatura okoto 20-
24C, wilgotnos$¢ 55+/- 10%, cykl swietlny 12/12.

Warunki doswiadczenia: Zwierzgta zostang losowo przydzielone do grup badawczych.
Zwierzgta zostang uspione zgodnie z procedurami Oferenta.

Leki wykorzystane do procedury zostang wybrane zgodnie z zaleceniami lekarza weterynarza.



