NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul  projekt: ,,Wyznaczenie = maksymalnej  tolerowanej dawki (MTD)  biokoniugatow

przeciwnowotworowych nowej generacji”’
2.Czas trwania projektu: 4 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw): biokoniugaty, terapia antynowotworowa, maksymalna

tolerowana dawka.

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednia kategori¢ z ponizszych). F- Badania w celu opracowania i
produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub produktoéw, lub badan ich jakosci,

skutecznos$ci lub bezpieczenstwa stosowania.

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem prowadzonych badan jest opracowanie nowych biokoniugatow o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym. Biokoniugaty maja selektywnie dociera¢ do komorek nowotworowych, pozostajac

bezpiecznymi dla komérek zdrowych.

Opracowywane biokoniugaty to czasteczki skladajace si¢ z bialkowego nosnika oraz zwigzku
drobnoczasteczkowego potgczonych linkerem chemicznym. Wymagania stawiane no$nikowi to silne
powinowactwo do struktur wystepujacych na powierzchni komérek nowotworowych. Z zatozenia nosnik taki nie
powinien oddziatywa¢ z komorkami prawidtowymi organizmu, co ma ograniczy¢ efekty uboczne terapii. Z kolei
dotaczony do no$nika za pomocg linkera chemicznego zwiazek drobnoczgsteczkowy powinien posiadaé silne
dziatanie cytotoksyczne/cytostatyczne. Degradowany linker pozwala na uwolnienie zwigzku w rejonie guza lub

wewnatrz komérek nowotworowych — po wezesniejszej internalizacji biokoniugatu.

Moze si¢ zdarzy¢, ze w wyniku prowadzonych badah opracowany zostanie nosnik biatkowy, ktory oprocz
zdolno$ci rozpoznawania komoérek nowotworowych, bedzie blokowat przekazywanie sygnatow proliferacyjnych,
a nawet indukowatl sygnal prowadzacy do $mierci komoérki (apoptozy). Taki nosnik bedzie mogt byé badany

samodzielnie, jako ze moze by¢ oryginalng substancjg terapeutyczna.

Efektem projektu ma by¢ wytypowanie czasteczek terapeutycznych, docelowo biokoniugatow, do fazy badan

toksykologicznych oraz klinicznych.




Na opracowanie biokoniugatu sklada si¢ szereg etapow zaczynajac od projektu czasteczki i symulacji
komputerowych, przez synteze genu, konstrukcj¢ plazmidu, hodowle bakteryjna, izolacj¢ i oczyszczenie biatka,
koniugacje z efektorem, analityke, testy in vitro na panelu linii komérkowych, konczac na testach in vivo z

wykorzystaniem myszy i szczurow.

Do wstepnych badan na zwierzetach planowane jest wyselekcjonowanie okoto 40 czasteczek, w tym biokoniugaty
jak 1 same no$niki biatkowe o aktywnosci przeciwnowotworowej, ktére pomyslnie przejda testy wiazania z

celowang struktura zewnatrzkomodrkowa oraz beda efektywne w warunkach in vitro.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Myszy — 540

Szczury — 75

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA'

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejagca wiedze¢ w zakresie objetym
wnioskiem badawczym, w bazach danych:

Pubmed; ScienceDirect; ClinicalTrials.gov; GlobalData HealthCare service; Medtrack service.
Wykorzystalam/Wykorzystalem slowa kluczowe:

Bioconjugates AND cancer / targeted therapy / EGFR targeting AND cancer / HER2 targeting AND cancer/
ErbB3 targeting AND cancer / ErbB4 targeting AND cancer / anti-EGFR agents / anti-EGFR tyrosine kinase
inhibitors / anti-EGFR monoclonal antibodies / IGF-R1 targeting / IGF-R1 AND cancer / cytotoxic drugs /

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury stwierdzam, Ze prowadzony przez Adamed projekt
rozwoju biokoniugatow o dziataniu przeciwnowotworowym jest innowacyjny i w petni zasadny.

Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, Ze obecnie panuje trend w kierunku badan nad
bezpiecznymi terapiami przeciwnowotworowymi, ktéore w przeciwienstwie do klasycznej chemioterapii
pozwola na ograniczenie efektow ubocznych. Przykladem czasteczek, ktore wpisuja si¢ w ten trend sa wlasnie
biokoniugaty, ktére wnioskodawca opracowuje w ramach projektu o akronimie BIOCON. Gléwna sktadowa
biokoniugatow jest no$nik biatkowy, ktéry specyficznie ma rozpoznawa¢ miejsca zmienione nowotworowo.
Whioskodawca za cel molekularny obratl migdzy innymi receptory z rodziny HER. Receptory te sa jednymi z
lepiej poznanych i opisanych w literaturze. Sg znanym celem molekularnym dla wielu zatwierdzonych do

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




uzytku lekow, takich jak: afatinib erlotinib, gefitinib czy osimertinib (inhibitory kinaz), a takze cetuximab,
panitumumab czy necitumumab (przeciwciala monoklonalne). Niestety, liczba pacjentow, u ktorych z
powodzeniem zastosowano terapi¢ z wykorzystaniem wspomnianych lekéw, jest caly czas niezadowalajaca.
Szacuje si¢, ze na leczenie odpowiada ok. 10% pacjentéw. Spowodowane to jest miedzy innymi
wystepowaniem roéznych mutacji receptora, w tym mutacji nabywanych w trakcie terapii. Niezbgednym wydaje
si¢ poszukiwanie nowych czasteczek, ktore beda w stanie przetamacé oporno§¢ komorek nowotworowych i nie
beda powodowaé efektow ubocznych. Majac na uwadze obecny status lekéw przeciw receptorowi EGFR i
coraz wigkszg wiedz¢ na temat opornosci, mozna utwierdzi¢ si¢ w przekonaniu, ze Wnioskodawca wlasciwie
wytypowat cele molekularne i obrat stuszny kierunek badan.

Wartym podkreslenia  jest, ze Wnioskodawca w wyniku zgromadzenia wiedzy o terapiach
przeciwnowotworowych z wykorzystaniem czasteczek skierowanych na receptor EGFR napisal prace
przegladowsa, w ktorej wnikliwie opisuje receptor EGFR, jako potencjalny cel molekularny (R.Kwapiszewski,
et al. Anti-EGFR agents: current status, forecasts and future directions. Targeted Oncology (2016); DOI:
10.1007/s11523-016-0456-3).

Brak jest danych dotyczacych wykorzystania fragmentow ligandow dla receptoréw z rodziny HER jako
no$nikéw dla efektoréw maloczasteczkowych. W chwili obecnej przeciwciala, jako czasteczki samodzielne lub
w polaczeniu ze zwigzkami cytotoksycznymi, mimo pewnych wad, sa grupa dominujaca wsrod
opracowywanych czasteczek biologicznych. Glownymi ograniczeniami zwigzanymi z wykorzystaniem
przeciwciat s3: immunogennos$¢, sklonno$¢ do agregacji i brak mozliwosci produkcji w prokariotycznych
systemach ekspresji, takich jak powszechnie stosowany system E.Coli. Nosniki bialkowe oparte o naturalnie
wystepujace ligandy moga by¢ dobra alternatywa. Ponadto, Wnioskodawca wykorzystuje do poszukiwania
nowych sekwencji no$nikow biatkowych technike Phage Display. Daje to duzg szans¢ na wytypowanie
nieznanych, nowych nosnikoéw, ktore beda specyficznie taczy¢ si¢ z wybranym celem molekularnym.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na: wytypowanie czasteczek do badan
toksykologicznych i klinicznych. Cate przedsigwziecie daje nadzieje na pracowanie bezpiecznej dla pacjentow
terapii przeciwnowotworowej.

Realizacja projektu BIOCON, oprocz szansy na opracowanie czasteczki o dziataniu przeciwnowotworowym, to
réwniez rozwinigcie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy z zakresu terapii celowanych, bezpieczenstwa
lekéw i procesu biokoniugacji. Pozyskane dane stanowigce warto$¢ intelektualng firmy Adamed zostang
wykorzystane w procedurze ochrony praw patentowych, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia potencjatu
gospodarczego firmy i kraju.

Wiyniki realizowanych badan bgda przedmiotem publikacji naukowych oraz wystapien na konferencjach.

Uzyskana wiedza i doSwiadczenie zostang wykorzystane w trakcie prowadzenia innych projektow w firmie
Adamed, a takze zostana wdrozone w postaci

Uwzglednienie zasad zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R):

» W pracowni Zespolu ds. Zwierzat Laboratoryjnych Grupy Adamed badania z wykorzystaniem modeli
zwierzecych prowadzone sg zgodnie z zasadami 3R, ktéorych wykorzystanie zapewnia uzyskiwanie
wiarygodnych i powtarzalnych wynikow, co wyraza si¢ za posrednictwem ponizszych dziatan:

o Wykorzystywanie do badan zwierzat z certyfikowanych hodowli prowadzacych restrykcyjne




programy monitorowania stanu zdrowia i zgodno$ci genetycznej stad hodowlanych (zasada
doskonalenia),

o Planowane procedury prowadzone sa w sposdb umozliwiajacy wykorzystanie mozliwie jak
najmniejszej liczby zwierzat poprzez: wyznaczanie maksymalnej tolerowanej dawki MTD dla
nowych, nieznanych substancji metoda zwigkszania/zmniejszania dawki z wykorzystywaniem w
poczatkowym etapie jednego osobnika na dawke. (zasada ograniczania i doskonalenia),

o Monitorowanie literatury, rowniez w zakresie zapewniania dobrostanu i stosowania humanitarnych
punktéw koncowych, umozliwiajace prowadzenie badan w sposob ograniczajacy stres i cierpienie
zwierzat (zasada doskonalenia).

Liczba zwierzat uzytych w badaniach jest $ci§le zwiazana z wynikami uzyskanymi w warunkach in vitro.
Whioskodawca opracowat panel eksperymentow, ktore maja na celu dopuszczenie do badan in vivo tylko
najbardziej obiecujacych czasteczek (zasada ograniczania). W pierwszej kolejnosci prowadzone sa badania in
silico (modelowanie komputerowe) (weryfikacja idei), nastepnie testy wigzania opracowywanych czasteczek
(no$nikow, biokoniugatow) z celem molekularnym z wykorzystaniem najnowoczesniejszej aparatury (Biacore
oraz Octet), a na koncu testy cytotoksycznos$ci na szerokim panelu linii komérkowych. Kazdy eksperyment jest

odpowiednio okontrolowany i powtarzany minimum 3 razy.

Przyjete kryteria selekcji majg na celu ograniczenie liczby zwierzat wykorzystanych do testowania czasteczek,

ktore nie majg szansy powodzenia w rozwoju klinicznym.




