NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytul projektu:Badania aktywnosci przeciwnowotworowej preparatu NanForce

1.Czas trwania projektu 01.07.2016 - 01.07.2017

2.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow):aktywno$é przeciwnowotworowa, nanoczastki srebra i tlenku

cynku

3.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) Badania translacyjne lub

stosowane

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.

Z roku na rok liczba odnotowanych zachorowan na nowotwory drastycznie wzrasta. Poszukuje si¢
narzedzi, ktore beda pozwalaty eliminowac¢ zmienione komorki o fenotypie nowotworowym, nie tylko
szybko, ale rowniez bardzo specyficznie, nie uszkadzajagc przy tym komorek prawidtowych.
Chemioterapia i terapia hormonalna to klasyczne formy systemowego leczenia choréb nowotworowych,
ktorych niepodwazalne znaczenie terapeutyczne, szczegdlnie w polaczeniu z nowoczesng chirurgia i
radioterapia, w istotny sposob przetozylo si¢ na wyniki kliniczne. W Zadnym jednak przypadku nie
mozna mowi¢ o spektakularnym przetomie. Leczenie chorob nowotworowych to ciggle wyzwanie dla
medycyny, naukowcy nie ustajg w poszukiwaniu nowych, bardziej skutecznych metod terapii

Na zlecenie firmy PERFAND chcemy przeprowadzi¢ badania aktywnosci przeciwnowotworowej
preparatu NanForce (ktorego firma ta jest tworcg), ktory jest mieszaning 1:1 koloidalnego srebra i
koloidalnego tlenku cynku. Nanoczastki ze wzgledu na swoje nadzwyczaj mate rozmiary, moga




wykazywa¢ rézne wihasciwosci fizyczne, chemiczne i1 biologiczne oraz tatwiej penetrowa¢ komorki.
Nanotechnologie majg szerokie zastosowanie w badaniach nad nowotworami: w diagnostyce,
monitoringu i strategiach terapeutycznych.

Srebro Kkoloidalne posiada wtasciwo$ci bakerio- grzybo- i wirusobojcze, dlatego w XIX i na
poczatku XX wieku, czyli w czasach, kiedy nie bylo jeszcze antybiotykow, byto ono wykorzystywane w
leczeniu licznych schorzen, ktorych przyczynami byty chorobotwdércze drobnoustroje. Badania in vitro z
zastosowaniem nanoczasteczek srebra Ag-NP przeprowadzone na ludzkich komoérkach raka moézgu
U251 wykazaty hamowanie proliferacji tych komorek. Mechanizm dziatania polegal gléwnie na
produkcji wolnych rodnikow, ktéore mogg stymulowa¢ $mier¢ komorki. Reagujac z biatkami,
uposledzaja ich funkcje na skutek utleniania. Inne zmiany w komorkach obserwowane po inkubacji z
Ag-NP to m.in. zmiany w cytoszkielecie i chromosomach.

Tlenek cynku wykorzystywany jest gtdéwnie w kosmetyce jako naturalny filtr UV, chroni skore
przed skutkami promieniowania slonecznego. Przyspiesza takze gojenie si¢ ran, owrzodzen i
podraznien, dziala antybakteryjnie, $ciagajaco, pomaga w leczeniu tradziku oraz zmniejsza Stany
zapalne. Badania wykazaty, ze dzigki swoim wiasciwosciom fizycznym i1 chemicznym moze mie
zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej. Dokladny mechanizm dziataniananoczastek tlenku
cynku (ZnO-NP) nie jest znany, wiadomo, ze generuja powstawanie wolnych rodnikow. Badania in
vitro wykazaty hamowanie proliferacji kilku mysich 1 ludzkich linii nowotworowych przy
jednoczesnym braku cytotoksycznosci wobec prawidlowych fibroblastéw. Dodatkowo ZnO-NP
powodowaty zatrzymanie cyklu komorkowego 1 indukcje apoptozy (Smierci) komorek biataczki.

W ramach wilasnych badan nad preparatem NanForce przeprowadziliSmy badania in vitro, ktore
wykazaty hamowanie wzrostu komorek ludzkiego raka phuc, jelita grubego, raka piersi, raka trzustki
oraz mysiego czerniaka. Badany preparat hamowat tez wzrost prawidtowych mysich fibroblastow ale
dwukrotnie stabiej niz zastosowana kontrolnie cisplatyna. Dla preparatu NanForce przeprowadzone
zostaty analizy chemiczne oraz badania toksycznosci ostrej po podaniu dozylnym. Badania toksycznosci
nie wykazaly toksycznego wptywu na zdrowie szczurow.

Celem naszych badan bedzie ocena aktywnos$ci przeciwnowotworowej preparatu NanForce w
trzech modelach ludzkich nowotworow: raka ptuc A549, raka jelita grubego HT-29 i raka gruczolu
sutkowego MDA-MB-231 wszczepionych podskornie myszom. Okresla¢ bedziemy wptyw NanForce na
wzrost guza nowotworowego oraz na stan zdrowia myszy (pomiar masy ciata, po zakonczeniu badania
analiza morfologiczna i biochemiczna krwi oraz ocena makroskopowa narzagdow).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W badaniu planowane jest wykorzystanie 150 samic myszy szczepu SCID (CB-17 -PrkdcScid), w wieku
6-8 tygodni.




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Celem doswiadczenia jest zbadanie wplywu preparatu NanForce, ktory jest mieszaning
nanoczastek koloidalnego srebra i koloidalnego tlenku cynku, na proces nowotworowy u myszy, po
podskérnym wszczepieniu ludzkich modeli nowotworowych. W badaniach konieczne jest uzycie
zwierzat poniewaz tylko w zywym organizmie w pelni mozna zbada¢ wplyw badanych substancji na
proces nowotworowy, ktory zalezny jest od wielu zlozonych interakcji pomiedzy komorkami
nowotworowymi, a komoérkami $rodbtonka i komoérkami ukladu immunologicznego. Ponadto w
badaniach in vitro nie ma mozliwosci odtworzenia ukladu odzwierciedlajacego stan obserwowany
podczas rozwoju nowotworu w organizmie. Na tej podstawie, zgodnie z mi¢dzynarodowymi normami
badan przesiewowych, wybierane sa modele zwierzgce in vivo stanowigce niezbgdne poprzedzenie
ewentualnych badan klinicznych.

Planowane badania in vivo preparatu NanForce poprzedzone zostaly badaniami in vitro na
r6znych liniach nowotworowych: ludzkiego raka ptuc A549, ludzkiego raka jelita grubego LoVo,
ludzkiego raka gruczotu sutkowego MCF-7, mysiego czerniaka B16 i ludzkiego raka trzustki AsPC-1
Badany preparat wykazal duza aktywnos$¢ antyproliferacyjng z 1Cso(stgzenie powodujace zahamowanie
proliferacji komorek o 50%)od 1,7 do 11,3 ug/ml (duzo wyzsza od aktywnosci samych nanoczastek
srebra czy nanoczastek tlenku cynku, jakie pokazujg dane literaturowe, ICso Ok. 5,6 - 21,7 ug/ml).
Wartosci ICsp dla NanForce byly poréwnywalne z ICso kontrolnego cytostatyku cisplatyny dla 2 z
posrod badanych linii komoérkowych: A549 1 MCF-7.

Na podstawie wynikow zahamowania proliferacji komoérek dokonano wyboru 3 modeli
nowotworow do badan in vivo: raka ptluc A549, raka gruczotu sutkowego MCF-7 i raka jelita grubego
HT-29.

Przeprowadzono takze badania toksycznos$ci ostrej po podaniu dozylnym w Instytucie Przemystu
Organicznego oddziat w Pszczynie. Badania toksycznosci po podaniu dozylnym dawek 300 i 2000
mg/kg m.c 1 po 14 dniowej obserwacji zwierzat nie wykazaty toksycznego wplywu na zdrowie
szczur6w. W badaniach tych jednak nie przeprowadzono szczegétowych badan np. badan
morfologicznych czy biochemicznych krwi oraz badan histologicznych narzadow, w celu stwierdzenia
uszkodzenia narzadow wewnetrznych. W planowanym badaniu przeprowadzimy analiz¢ krwi:
morfologiczng i biochemiczng (zwlaszcza parametry watrobowe i nerkowe) i pobrane zostang tkanki do
badan histologicznych.

Dane literaturowe badajace toksyczno$¢ nanoczastek srebra wskazuja, ze po podaniu doustnym
(przeglad literatury pozwolit na uzyskanie danych tylko dla podania doustnego czy inhalacyjnego),
codziennie przez 28-90 dni moze mie¢ niekorzystny wptyw na zdrowie zwierzat. Niekorzystne efekty to
gtownie uszkodzenie nerek i1 watroby (zaburzenia w parametrach biochemicznych oraz zmiany w
histologii) gdyz nanaoczastki zardwno srebra jak i tlenku cynku moga kumulowac si¢ w tych narzadach.

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




Wartosci NOAEL dla nanoczastek srebra (najwyzszy poziom bez obserwowanego dziatania
toksycznego) w badaniu na myszach wyniosto 0,5 mg/kg, (przy podaniu doustnym przez 28 dni [1])
oraz 30 mg/kg w badaniu na szczurach (podanie doustne przez 90 dni [2]). Badania bylty prowadzone
jednak dla czastek o wielkosci 42 1 56 nm. W preparacie NanForce wielkos¢ czastek srebra to 100-1000
nm. Badania wykazaly ze podane doustnie przez 14 dni nanoczastki o wielkosci 323 nm nie wykazaty
toksycznego wpltywu na zdrowie zwierzat. Wykazano, ze duze nanoczastki nie przechodza do
krwioobiegu po podaniu doustnym (brak akumulacji w mozgu, ptucach, watrobie, nerkach) [1]. Dlatego
dla preparatu NanForce wybraliSmy podanie dozylne i trzy dawki: niska 5 mg/kg, posrednig 50 mg/kg i
wyzszg 500 mg/kg. Dawka 500 mg/kg podana max. 6 razy tacznie da dawke 3000 mg, ktoéra jest wyzsza
od dawki uzytej w badaniach toksyczno$ci ostrej (LD50 powyzej 2000 mg/kg). Pozwoli nam to na
wybranie dawki hamujacej wzrost guzow nowotworowych przy jednoczesnym braku negatywnego
wplywu na narzady wewnetrzne. Przeglad literatury pozwolil na uzyskanie danych odnosnie
toksycznosci in vivo nanoczgstek srebra czy tlenku cynku, natomiast nie udato si¢ znalez¢ badan in vivo
nad aktywnoscig przeciwnowotworowa, co dodatkowo sktania nas do przeprowadzenia takich badan.

W doswiadczeniach zaplanowano wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat, takiej ktora
umozliwi uzyskanie istotnych wynikow (istotnych statystycznie).

Myszy wykorzystywane do zaplanowanych doswiadczen utrzymywane beda w warunkach,
zapewniajacych dobrostan zwierzat. Zaplanowane procedury zaprojektowano tak, by mozliwie
maksymalnie ograniczy¢ liczbe zwierzat w badaniu oraz by zminimalizowac bodl, cierpienie 1 dystres
wykorzystywanych zwierzat. W przypadku zaobserwowania znacznego pogorszenia stanu zdrowia
zwierzat zostanie zastosowane wczesne, humanitarne zakonczenie procedury. Ponadto u myszy z
wyraznym guzem nowotworowym stosowany bedzie preparat przeciwbolowy a procedura bedzie
prowadzona do wielkosci guzow 2000 mm3.
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