NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu ,,Nanoenkapsulowane Swiatloczule Leki w Terapii Fotodynamicznej Opornych

Nowotworow i Drobnoustrojow”
2.Czas trwania projektu 48 miesiecy

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) terapia fotodynamiczna, oporno$¢ wielolekowa, leki

$wiatloczute, chemioterapia, immunoterapia
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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 okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Choroby nowotworowe stanowia jedno z najwazniejszych wyzwan medycyny. Ograniczona skutecznos$¢
stosowanych schematow leczenia wynika przede wszystkim z tego, ze oprocz cech tej choroby (heterogenno$é,
inwazyjnos$¢), ogromnym problemem jest wzrost opornosci wielolekowej, ktora moze wynika¢ z uwarunkowan
genetycznych i bezposrednio wigzaé si¢ z prowadzonym leczeniem. Jedng z obiecujgcych strategii medycznych
jest terapia fotodynamiczna (PDT), ktéra umozliwia niszczenie komorek nowotworowych przy minimalnym
uszkodzeniu tkanek zdrowych lezacych w otoczeniu guza. Nasz zesp6t W ramach wieloletnich badan nad lekami
do PDT, doprowadzit jeden ze zwiazkow do Il fazy badan klinicznych. Dotychczasowe doswiadczenie i badania
nad zrozumieniem mechanizméw odpowiedzialnych za efektywnos¢ PDT pozwolito na zaprojektowanie
biblioteki nowych lekow, ktore chcemy podda¢ dalszym badaniom pod katem ich skutecznoSci wobec
nowotworow bardziej inwazyjnych, opornych na chemioterapi¢ i klasyczng immunoterapi¢. W celu
przezwyciezenia mechanizméw opornosci projektujac testowane leki dokonalismy ich funkcjonalizacji poprzez
enkapsulacj¢ w nanomicelach polimerowych, ktére selektywnie akumuluja si¢ w tkance nowotworowej.




Przeprowadzone do tej pory badania in vitro wskazaty bardzo silny efekt fotodynamiczny. Zatem by wprowadzi¢
zwiazek do etapu prob klinicznych koniecznym jest ustalenie doktadnego protokolu postgpowania w trakcie
terapii in vivo. W dos$wiadczeniu zaplanowano wykorzystanie takiej iloSci zwierzat, ktora pozwoli na rzetelna
oceng dziatania wybranych zwiazkdéw o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej. Wyniki badan dostarcza
wiedzy na temat zaleznoSci struktura-aktywno$¢ biologiczna oraz pozwolg zrozumie¢ mechanizmy lekooporno$ci
oraz zaproponowa¢ mozliwosci ich przezwyciezenia. W wyniku przeprowadzonych badan obejmujacych
podstawowe etapy procesu rozwoju lekoéw, sposrod biblioteki modyfikowanych zwigzkéw chemicznych
wyselekcjonujemy struktury najbardziej obiecujace, mogace w przysztosci znalez¢é zastosowanie w praktyce
klinicznej.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Gatunek: Mus musculus BALB/c, BALB/c nude, C57BL/6J
Wiek: 8-10 tygodni
Liczba: 200 BALB/c, 130 BALB/c nude, 250 C57BL6J

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzilam/sprawdzilem istniejaca wiedze w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych: PubMed/MEDLINE, Wiley Online Library, Scopus, Web
of Science oraz Google Scholar. Przeszukano literatur¢ polska oraz zagraniczng z lat 2000-2018 pod
katem artykutow opisujacych problematyke nowych metod terapii przeciwnowotworowej oraz terapii
fotodynamicznej z uwzglednieniem problematyki opornosci wielolekowe;.

Wykorzystalem stowa kluczowe: ,Photodynamic Therapy”, ,,photoimmunotherapy”, ,multidrug
resistance”, ,.chemotherapy”, ,,immunotherapy”, ,immuneoncology”, ,phototherapy”, ,targeted
anticancer therapy”

Na podstawie literatury stwierdzam, ze: Pomimo postepu medycyny oraz rozwoju metod
diagnostycznych i terapeutycznych, aktualnie stosowane schematy leczenia oparte gtownie

o chemioterapig i1 radioterapi¢ to metody inwazyjne, niespecyficzne oraz niestety nie zawsze skuteczne.
Dodatkowo znacznym problemem klinicznym w przypadku leczenia systemowego opartego na lekach
cytotoksycznych 1 antyproliferacyjnych jest ciagle obserwowany wzrost opornosci wielolekowej
(MDR). Obecny stan wiedzy na temat choréb nowotworowych pozwala wnioskowac, ze do osiggnigcia
catkowitego sukcesu terapeutycznego konieczne jest zastosowanie innowacyjnej strategii dzialajacej
wielokierunkowo, poprzez zréznicowane mechanizmy biologiczne ukierunkowane na zniszczenie
nowotworu. Terapia fotodynamiczna (PDT) stanowi jedng z alternatywnych metod leczenia
nowotworow, stosowang komplementarnie w stosunku do tradycyjnych schematdéw terapeutycznych.
Poprzez odpowiedni dobdér fotosensybilizatora oraz stosowanie optymalnych protokotow
terapeutycznych jej dzialanie jest wielokierunkowe, wynikajace zar6wno z bezposredniej $mierci
komorkowej na drodze apoptozy/nekrozy, niszczenia okologuzowych naczyn nowotworowych oraz

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




generowania dlugoterminowej przeciwnowotworowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Dlatego tez
moze kazaé si¢ skuteczna zwlaszcza wobec nowotworow o wysokim stopniu ztosliwosci, opornych na
tradycyjnie stosowane schematy leczenia takie jak chemio- czy immunoterapia.

A. Nagromadzony material badawczy pozwala na stwierdzenie, ze: Do skutecznej terapii
fotodynamicznej nowotworéw o zwigkszonej opornosci moze przyczyni¢ sie:(i) Inteligentna
modyfikacja struktury fotosensybilizatorow, 1 nanoformulacji, ktéora pozwala zwickszy¢ ich
selektywno$¢ i decyduje o ich aktywnosci biologicznej i mozliwos$ci zastosowania w PDT i/lub PDI. (ii)
Skutecznos¢ PDT z zastosowaniem opracowanych w projekcie lekow zalezy od fenotypu komorek
nowotworowych - ich heterogenno$ci, inwazyjnosci oraz poziomu naturalnej/nabytej opornosci. (iii)
Efektywnos¢ nowych lekow wobec komoérek opornych na tradycyjne schematy leczenia zalezy od
rodzaju generowanych reaktywnych form tlenu (tlen singletowy vs. rodniki hydroksylowe. (iv) Dlatego
tez planowane badania in vivo pozwolg okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy strukturg potencjalnych lekéw i ich
aktywnos$cig biologiczng (SAR) oraz wplywem zastosowanych modyfikacji na koncowy indeks
terapeutyczny. Obserwowane w trakcie badan zmiany ekspresji biatek opornosci wielolekowej oraz
czynnikow odpowiedzialnych za jej rozwd] moga odpowiada¢ za wzrost opornosci komorek
nowotworowych. W zwiazku z tym, PDT z zastosowaniem proponowanych lekow moze staé si¢
innowacyjng metoda leczenia nowotwordw, pozwalajaca na ograniczenie zjawiska opornosci
wielolekowej.

B. Brak jest danych dotyczacych

Szczegblnie mato informacji jest na temat zastosowania pochodnych bakteriochloryn w
fotoimmunoterapii oraz schematach terapii kombinowanej obejmujacych PDT w skojarzeniu

z chemio- lub immunoterapig. Ponadto, mechanizmy molekularne z uwzglednieniem mechanizmow
oporno$ci komodrek nowotworowych na PDT 2z zastosowaniem fotomaterialdw absorbujacych
promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni, enkapsulowanych w nanomicelach nie zostaty
dotychczas poznane i jednoznacznie wyjasnione.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli na:

Uzyskane podczas realizacji projektu wyniki pozwolg tak zoptymalizowaé terapi¢, aby maksymalnie
stymulowa¢ uktad immunologiczny przeciwko komoérkom nowotworowym, dzigki czemu mozliwe
bedzie wyeliminowanie nie tylko guzéw pierwotnych rosnacych u myszy, ale rowniez osiagnigcie
odpowiedzi systemowej determinujacych mozliwo$¢ wyeliminowania przerzutdw oraz subpopulacje
komorek nowotworowych o zwigkszonej opornosci — przezywajace po zastosowaniu klasycznych metod
leczenia. Projekt zaklada zaréwno badanie mechanizméw $mierci komorkowej in vitro, jak réwniez
analiz¢ odpowiedzi immunologicznej catego organizmu myszy. Dzigki tak kompleksowemu podejs$ciu
bedzie mozliwe okreslenie istotnych czynnikéw chemicznych i biochemicznych determinujacych
skuteczno$¢ terapeutyczng oraz odpowiedZ immunologiczng przy zastosowaniu pochodnych
bakteriochloryn.

A/ Rozwinig¢cie teoretyczne/poznawcze istniejacej wiedzy w kierunku:

Projekt generuje nowa wiedz¢ z zakresu chemii medycznej, biologii molekularnej i farmakologii i
wplywa na rozwdj fotomedycyny. Znaczenie projektu sprowadza si¢ do zaproponowania nowych
narzg¢dzi terapeutycznych do walki chorobami nowotworowymi oraz zakazeniami bakteryjnymi, ktore
stanowig jedne z najwazniejszych problemow zdrowia publicznego. Proponowane badania prowadza do
zrozumienia ograniczen skutecznosci tradycyjnych, powszechnie stosowanych metod terapeutycznych
(chemioterapia, antybiotykoterapia) wynikajacych z opornosci wielolekowej. Mozliwa bedzie wnikliwa




analiza oraz zrozumienie mechanizméw nabywania oporno$ci, ktore ograniczaja efektywnos¢
stosowanych procedur terapeutycznych.

B/ Zastosowanie uzyskanej wiedzy polegajace na:

Uzyskane wyniki pozwolg na zaproponowanie nowego podejscia do optymalizacji protokotow
fototerapeutycznych, ktére znajda swoje odzwierciedlenie w skuteczno$ci testow in vivo. Badania
przedkliniczne (in vitro, in vivo) pozwola na wyselekcjonowanie najbardziej obiecujacych lekow, ktére
beda mogly znalez¢ zastosowanie kliniczne w terapii fotodynamicznej nowotworéw oraz leczeniu
infekcji bakteryjnych. Projekt stanowi, zatem odpowiedz na problemy o charakterze zdrowotnym

1 spolecznym. Wyniki naszych badan nie tylko dostarczag wiedzy na temat zalezno$ci struktura-
aktywnos$¢ biologiczna (SAR) potencjalnych lekow do terapii fotodynamicznej, ale réwniez pozwolg
zrozumie¢ mechanizmy leko- 1 antybiotykoodpornosci oraz zaproponowaé¢ mozliwosci ich
przezwyciezenia. W wyniku przeprowadzonych badan obejmujacych podstawowe etapy procesu
rozwoju lekow, sposrod biblioteki modyfikowanych zwigzkéw chemicznych wyselekcjonujemy
struktury najbardziej obiecujace, mogace w przysztosci znalez¢ zastosowanie w praktyce kliniczne;.

Dodatkowo, waznym aspektem z punktu zasady 3R w planowanym do§wiadczeniu jest fakt, iz:

i) wybrane modele nowotworow, do ktorych nalezy m.in. model guzow A549 rosngcych u myszy
BALB/c nude, CT26, ktorym obarczone zostang myszy BALB/c oraz model czerniaka B16 rosnacy u
myszy C57BL/6J jest od lat badany w naszej grupie badawczej i charakteryzuje si¢ bardzo dobra
przyjmowalno$cia, znang strukturg morfologiczng oraz kinetyka wzrostu. W ramach innych projektow
badawczych wykonano wstepne eksperymenty (fotosensybilizatory z grupy chloryn oraz innych
halogenowych pochodnych bakteriochloryn), co umozliwi rzetelne i wiarygodne poréwnanie
uzyskanych wynikow.

i) Badane zwigzki rowniez naleza do grupy syntetycznych bakteriochloryn i ftalocyjanin, a ich zaletami
oprocz  whasciwosci  fizykochemicznych, braku agregacji 1 mozliwosci ich wzbudzania
promieniowaniem z zakresu okna fototerapeutycznego (650-800 nm) jest odpowiednia funkcjonalizacja
umozliwiajgca Kkorzystniejsza selektywno$¢ wobec guzéw nowotworowych (na podstawie badan in
vitro). Przeprowadzone do tej pory badania in vitro wskazaty bardzo silny efekt fotodynamiczny. Zatem
by wprowadzi¢ zwigzek do etapu prob klinicznych koniecznym jest ustalenie dokladnego protokotu
postepowania w trakcie stosowanej terapii czy diagnostyki.

iii) W doswiadczeniu zaplanowano wykorzystanie grup eksperymentalnych po 8 osobnikow kazda, co
pozwoli na rzetelng ocene dziatania wybranych, nowych $rodkéw farmaceutycznych o potencjalne;j
aktywnosci przeciwnowotworowej (wykazanej na etapie dotychczas przeprowadzonych badan in vitro)
na mysim modelu in vivo. W oparciu o do§wiadczenie naszego zespotu i publikacje naukowe zwigzane z
zastosowaniem fotosensybilizatoréw tetrapirolowych w modelach in vivo, 8 osobnikéw na grupe to
liczba konieczna i wystarczajaca do przeprowadzenia wiarygodnej statystyKi.

Iv) Materiat ze zwierzat wykorzystany zostanie do szeregu analiz, w tym barwienia
immunohistochemicznego, barwienia immunofluorescencyjnego, analizy ekspresji genéw oraz analizy
poziomu biatek. Wyizolowane tkanki beda udostepniane na terenie Uzytkownika uwzgledniajac zasady
zastgpienia w doswiadczeniach.

V) Nasz zespot posiada doswiadczenie w doswiadczeniach opartych o wybrane modele nowotworow
(CT26, A549, B16F10), przeprowadzaniu zabiegéw inokulacji komorek nowotworowych, iniekcji




substancji terapeutycznych, prowadzenia terapii fotodynamicznej oraz pobierania materialu
biologicznego do dalszych etapow eksperymentu. Nie spodziewamy si¢ zatem strat wynikajacych z
btedow w samej procedurze badawcze;.

vi) Proponowana grupa wykorzystanych myszy z wybranych szczepoéw jest wystarczajaca do uzyskania
statystycznie istotnych wynikow badan przeprowadzonych na co najmniej pigciu modelach
nowotworow (zarowno mysich jak i ludzkich) o réznym stopniu inwazyjnosci oraz charakteryzujacych
je mechanizmach oporno$ci na powszechnie stosowane schematy leczenia (lekoopornos¢,
heterogennos$¢, zdolno$¢ do przerzutowania).

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
X TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy0
O NIE

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




