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Wykaz skrotow

A. diadematus (Yac. Araneus diadematus) — pajak krzyzak ogrodowy

ADCC (ang. antibody-dependent cell cytotoxicity) — cytotoksycznos¢ zalezna od
przeciwcial

ADF (ang. Araneus diadematus fibroin) — biatko jedwabiu nici pajgka krzyzaka
ogrodowego

AFM (ang. atomic force microscopy) — mikroskop sit atomowych

ALP (ang. alkaline phosphatase) — fosfataza zasadowa

AST (ang. aspartate aminotransferase) — aminotransferaza alaninowa

ATTO 647N — fluorofor (dostepny komercyjnie)

B. mori (tac. Bombyx mori) — jedwabnik morwowy

BLBC (ang. basal-like breast cancer) — bazalno-podobny typ nowotworu piersi
BRCALI (ang. breast cancer 1) — ludzki gen BRCAI

BRDU (ang. bromodeoxyuridine) — 5-bromo-2’-deoksyurydyna

BSA (ang. bovine serum albumin) — surowicza albumina wotowa

CAF (ang. cancer associated fibroblast) — fibroblasty zwigzane z nowotworem
CAR (ang. chimeric antygen receptor) — chimeryczny receptor antygenowy
CBA (ang. cytometric bead array) — technologia cytometrycznych macierzy kulkowych
CD (ang. cluster of differentiation) — antygen réznicowania komoérkowego

CDX (ang. cell-line-derived xenografts) — ksenograficzne modele wykorzystujace ludzkie
ustalone linie komorkowe

CMH (ang. cyanmethemoglobin) — cyjanomethemoglobina

CNT (ang. carbon nanotubes) — nanorurki weglowe

CON A (ang. concanavilin A) — konkawalina A

CPP (ang. cell penetrating peptides) — peptyd zwigkszajacy internalizacj¢ komoérkowa
CQD (ang. carbon quantum dots) — weglowe kropki kwantowe

CRS (ang. cytokine release syndrome) — syndrom wyrzutu cytokin

CT (ang. microcomputed tomography) — tomografia komputerowa

CTLA 4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4) — antygen 4 cytotoksycznych limfocytow T
DAB (ang. 3,3'-Diaminobenzidine) — 3,3’-diaminobenzydyna

DLBCL (ang. diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak z rozlany z duzych komoérek B
DLS (ang. dynamic light scattering) — metoda dynamicznego rozpraszania swiatla

DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) — modyfikowana pozywka
hodowlana Eagla

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

Dox (ang. doxorubicin) — doksorubicyna



E. coli (tac. Escherichia coli) — pateczka okreznicy
ECM (ang. extracellular matrix) — macierz zewnatrzkomorkowa

EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas Wersenowy
EDS (ang. energy dispersive X-ray spectroscopy) spektrometria dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny

EPR (ang. enhanced permeability and retention effect) — efekt zwickszonej
przepuszczalnosci i retencji

ER (ang. estrogen receptor) — receptor estrogenowy

ES (ang. embryonic stem cells) — komorki embrionalne

FBS (ang. fetal bovine serum) — ptlodowa surowica bydleca

FDA (ang. Food and Drug Administration) — Agencja Zywnosci i Lekow
FoxP3 (ang. forkhead box P3) — czynnik transkrypcyjny FoxP3

FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) — spektroskopia podczerwieni z
transformatg Fouriera

G-418 — antybiotyk genetycyna
GEM (ang. Genetically Engineered Mouse) — mysie modele transgeniczne
GFP (ang. green fluorescent protein) — biatko zielonej fluorescencji

GM-CSF (ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor) — czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow

H+E (ang. hematoxylin and eosine) — barwienie preparatow za pomocg hematoksyliny i
eozyny

H2.1 - peptyd MYWGDSHWLQYWYE

H2.2 — peptyd LTVSPWY

HEPES (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) — kwas 4-(2
hydroksyetylo)piperazyno-1-etanosulfonowy

HER2 (ang. human epidermal growth factor) — receptor ludzkiego czynnika wzrostu
naskorka 2

HFS (ang. hand and feet syndrome) — syndrom akumulacji no$nikéw w skorze dtoni i stop
IgG — immunoglobuliny G

IL — interleukina

INF-y — interferon-gamma

IPTG (ang. isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) — izopropylo-B-D-1-
tiogalaktopiranozyd

IVC (ang. individually ventilated cages) — klatki wentylowane indywidualnie
kDa — jednostka masy molowej kilodalton
LAL (ang. Limulus amebocyte lysate) — lizat amebocytéw Limulus

LB — pozywka do hodowli bakterii Luria Bertani
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LBP (ang. LPS-binding protein) — biatko wigzace LPS

LDso (ang. lethal dose 50) — medialna dawka $miertelna

LDH (ang. actate dehydrogenase) — dehydrogenaza mleczanowa

LPS — lipopolisacharydy

LUC (ang. luciferase) — lucyferaza

MaSp (ang. major ampullate spidroin) — biatko jedwabiu nici wiodacej

MCH (ang. mean corpuscular hemoglobin) — $rednia masa hemoglobiny w krwince
czerwonej

MCP1 (ang. Monocyte chemoattractant protein 1) — biatko chemotaktyczne 1 monocytow
MNP (ang. magnetic nanoparticle) — magnetyczne nanoczastki

MPS (ang. mononuclear phagocytic system) — uktad fagocytarny

MRI (ang. magnetic resonance imaging) — obrazowaniu metoda rezonansu magentycznego
mRNA (ang. messanger RNA) — matrycowy RNA

MSI1 - bioinzynierowane biatko jedwabiu pajeczego oparte na MaSp1 pajaka N. clavipes
MTD (ang. maximal tolerated dose) — maksymalna tolerowana dawka

MW (ang. molecular weight) — masa molekularna

MWNT (ang. multi-walled nanotubes) — nanorurki weglowe wykonane z wielu warstw
grafenu

N. clavipes (Yac. Nephila clavipes) — pajak jedwabny

NADH (ang. nicotinamide adenine dinucleotide) — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NBL (ang. normal breast-like) — seminormalny podtyp raka piersi

NK (ang. Natural Killer) — komorki Natural Killer

NP (ang. nanoparticle) — nanoczastka

OD (ang. optical density) — gestos¢ optyczna

OOC (ang. organ-on-a-chip) — organ na chipie

P. pastoris (tac. Pichia pastoris) — drozdze

PAMAM (ang. polyamidoamine) — poliamidoamina

PBMCs (ang. peripheral blood mononuclear cells) — komorki mononuklearne krwi
obwodowej

PBS (ang. phosphate buffered saline) — fizjologiczny roztwoér soli buforowany fosforanami
PD-1 (ang. programmed cell death 1) — receptor programowanej $mierci

PDL-1 (ang. programmed cell death 1 ligand) — ligand dla receptora programowane;j
$mierci

PDX (ang. patient derived xenografts) — model wykorzystujacych material biopsyjny
pacjentéw

PEG (ang. polyethylene glycol) — poli(tlenek etylenu)

PET (ang. micropositron emission tomography) — pozytronowa tomografia emisyjna

-10 -



PFA (ang. paraformaldehyde) — paraformaldehyd

PGA (ang. polyglycolide) — poliglikolid

PHA (ang. phytohemagglutinin) — fitohemaglutynina

PHA-M (ang. phytohemagglutinin) — mitogen fitoaglutyniny

PLA (ang. poly(L-lactide)) — polilaktyd

PLGA (ang. poly(lactic-co-glycolic acid) — polilaktyd-glikolid

PR (ang. progesterone receptor) — receptor progesteronowy

PWM (ang. pokeweed mitogen) — mitogenem szkarlatni

RES (ang. reticuloendothelial system) — systemem retikuloendotelialnym
RGD (ang. arginylglycylaspartic acid) — tripeptyd wigzacy integryny
RNA (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

RPT (ang. rabbit pyrogen test, RPT) — test wykrywajacy endotoksyny przeprowadzany na
krolikach

SDS-PAGE (ang. SDS protein acrylamide gel electrophoresis) — elektroforeza bialek w
zelu poliakrylamidowm

SELP (ang. Silk Elastin Like Protein) — chimeryczne biatka na bazie sekwencji elastyny i
jedwabiu

SEM (ang. scanning electron microscope) — skaningowy mikroskop elektronowy|
SWNT (ang. single-walled nanotubes) — nanorurki weglowe wykonane z pojedynczej
warstwy grafenu

TAT (ang. trans-activator of transcription) — peptyd TAT

TDAR (ang. T-cell-dependent antibody response) — reakcja przeciwcial zalezna od
limfocytow T

TEM (ang. transmission electron microscopy) — transmisyjna mikroskopia elektronowa
Th (ang. T helper cells, Th) — limfocyty pomocnicze

THP (ang. tumor homing peptides) — peptydy rozpoznajace komorki nowotworowe 1 jego
mikrosrodowiska

THP (ang. tumor homing peptides) — peptydy rozpoznajace nowotwory

TIL (ang. tumor-infiltrating lymphocytes) — limfocyty naciekajace guz
TLR4 (ang. toll-like receptor 4) — reptor TLR4

TMB (ang. 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine) — 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyny
TNF (ang. tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworu

Treg — regulatorowe limfocyty T

TUNEL (ang. the terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) —
technika detekcji fragmentacji DNA

WHO (ang. Worlds Health Organisation) — $wiatowa organizacja zdrowia
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1. Wstep
1.1. Nowotwory piersi i metody ich leczenia

1.1.1. Epidemiologia nowotworow piersi

Nowotwory piersi stanowig najwickszy odsetek nowotworow wystepujacych u kobiet.
Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organisation)
choroba ta moze dotyczy¢ nawet 2,1 miliarda kobiet na catym §wiecie (1). W$rod nowotworow
wystepujacych u kobiet, nowotwory piersi sg takze najczestsza przyczyng zgonow w skali
swiatowej. Najwyzsza zachorowalno$¢ na ten typ nowotworéw obserwowana jest w krajach
rozwinigtych. Wedlug szacunkoéw ujetych w World Cancer Report 2014 nawet 43% nowych
zachorowan na raka piersi 1 az 34% zgonow nim spowodowanych odnotowano w Ameryce
Potnocnej 1 Europie (1). Duze postepy w rozwoju narzgdzi diagnostycznych oraz prewencji
pozwolity na zmniejszenie tego odsetku na przestrzeni lat zwlaszcza w krajach
wysokorozwinietych. Mimo to na caltym $wiecie wcigz obserwowany jest ogélny trend wzrostu

liczby nowych przypadkéw zachorowan na tg chorobe (1).
1.1.2. Etiologia nowotworow piersi

Etiologia nowotworow piersi jest wieloczynnikowa. Jako czynniki mogace mie¢ wptyw
na rozw0j choroby podaje si¢ wiek, styl zycia, wysoko kaloryczng dietg, brak aktywnosci
fizycznej, alkohol, promieniowanie X i gamma, niektore srodki antykoncepcyjne (estrogen—
progestogen), terapia menopauzalna z uzyciem hormonéw, ale takze predyspozycje genetyczne

jak np. mutacje w genach BRCA1 i BRCA2 (ang. Breast Cancer 1 12) (1).
1.1.3. Patomorfologia nowotwordow piersi

Nowotwory piersi sa bardzo heterogenng grupa choréb zaréwno pod wzgledem
morfologii jak 1 pod wzgledem klinicznym. Wedtug klasyfikacji WHO wyrdznia si¢ ponad 20
typdw nowotwordow piersi (2). Rodzaj nowotworu ma wplyw zaréwno na prognoze jak i

optymalng strategi¢ leczenia.

Niektore rodzaje nowotwordw, chociaz wystepuja w rdéznych tkankach, moga w
podobny sposob odpowiada¢ na leczenie. Fakt ten jest zwigzany z podobienstwami w biologii
niektorych typdw nowotworow. Z tego wzgledu coraz bardziej zyskuje na znaczeniu podziatl w
oparciu o analiz¢ histologiczng oraz molekularny profil nowotworéow. Pod wzgledem
histologicznym nowotwory piersi mozna zaklasyfikowa¢ m.in. ze wzglgdu na obecno$¢

receptoréw powierzchniowych takich jak receptor estrogenowy (ang. estrogen receptor, ER),
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receptor progesteronowy (ang. progesterone receptor, PR), oraz receptor ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu 2 (ang. human epidermal growth factor 2 receptor, HER2) (2).
W przypadku nowotwordw piersi wystepuje takze tzw. typ potrojnie negatywny (ang. triple
negative breast cancer, TNBC), ktory cechuje si¢ brakiem obecnosci receptorow ER, PR oraz
HER2 na powierzchni komorek. Zastosowanie mikromacierzy pozwolito takze na
wytypowanie czterech gtownych typdéw molekularnych nowotwordw piersi, tj. i) luminalny
(luminalny A 1 luminalny B), ii) z nadekspresjag HER2, iii) bazalno-podobny (ang. basal-like
breast cancer, BLBC) oraz iv) seminormalny z ekspresjag genéw typowych dla komorek
prawidlowego gruczotu piersiowego (ang. normal breast-like, NBL) (3). Na dzien dzisiejszy
oprécz tradycyjnej oceny histopatologicznej materiatu biopsyjnego, dysponujemy bardzo
wydajnymi narz¢dziami zwigzanymi z genetyka nowotworu. Opisanie w 1990 roku gendéw
BRCA1 1 BRCA 2 znacznie przyczynito si¢ do rozwoju wiedzy na temat z genetyki nowotworu

piersi jak i ich diagnostyka.

Diagnoza nowotwordéw piersi obejmuje takze ocen¢ zlo§liwo$§¢ nowotworu.
Przerzutujace nowotwory piersi daja znacznie gorsze rokowania oraz wymuszaja bardziej
ztozone podejscie lecznicze. W przypadku nowotwordw raka piersi odleglte przerzuty dotycza
glownie kosci, pluc, watroby i moézgu (4). Najwiecej, bo prawie 60 % pacjentow z
przerzutujacym nowotworem piersi ma przerzuty do pluc i kosci (5). Piecio-letni wskaznik
przezywalnosci dla pacjentow, u ktorych wystapit nawrdt choroby z przerzutami wynosi mniej

niz 20% (5).

Heterogenny charakter nowotwordw piersi wymusza kompleksowe podejscie zarowno
do ich diagnozy jak i leczenia. Dokladna diagnostyka moze dostarczy¢ wielu waznych
informacji na temat optymalnego planu terapii oraz znacznie zwigkszy¢ szanse na przezycie

pacjenta.

1.1.4. Metody leczenia nowotworow piersi

1.1.4.1.  Zabiegi chirurgiczne

Jednym z wazniejszych przetomow w walce z rakiem piersi bylo opracowanie przez
Williama Halsteda zabiegu radykalnej amputacji piersi. Metoda ta uznawana przez dtugi czas
za ztoty standard w znaczacy sposob zwickszata szanse na przezycie oraz obnizata ryzyko
nawrotow choroby w poréwnaniu do oOwczesnie stosowanych metod leczenia (6). Na
przestrzeni lat opracowano kilka modyfikacji tej metody majacych na celu poszerzanie

marginesu resekcji (zmniejszenie ryzyka nawrotu choroby) badz jego zmniejszenia (redukcja
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inwazyjno$ci metody). Zabiegi amputacyjne stosowane sa do dzisiaj w przypadku bardziej

zaawansowanych nowotworow (7).

Resekcja guza pozostaje wcigz podstawowa metoda leczenia w przypadku mniej
zaawansowanych, miejscowych nowotworéw. W niektorych przypadkach zabiegi chirurgiczne
wzbogacane moga by¢ o terapie uzupeiniajace. Decyzja o podjeciu terapii indukcyjnej lub
uzupetniajacej zwigzana jest m.in. z wielkoscig guza jak i obecnos$cig przerzutéw do lokalnych
weziow chtonnych, stanem zdrowia pacjenta oraz w oparciu o inne czynniki predykcyjne (8).
Leczenie adjuwantowe moze obejmowac radioterapi¢ lub leczenie systemowe. Leczenie
neoadjuwantowe stosowane przedoperacyjnie pozwala na zmniejszenie rozmiaru guza przed
jego resekcja (terapia neoadjuwantowa). Pooperacyjne leczenie uzupeiniajagce pozwala na
zmniejszenia ryzyka nawrotow choroby spowodowanych wystepowaniem przerzutdw : i)

lokoregionalnych, trudnych do wykrycia mikroprzerzutow, lub ii) przerzutéw dalekich (8).
1.1.4.2. Radioterapia

Terapia energia promienista jest typem leczenia miejscowego. Jako pierwszy
promieniowanie X do leczenia zaawansowanego raka piersi wykorzystat Emil Grubbe (9). Od
tego czasu opracowano wiele sposobow 1 protokoléw leczenia z wykorzystaniem
promieniowania jonizujacego (10,11). Wszystkie obecnie stosowane metody mozemy
podzieli¢ na dwie gtdéwne grupy: 1) teleradioterapi¢ wykorzystujacag promieniowanie wigzkami
zewnetrznymi (promieniowanie fotonowe oraz czasteczkowe) oraz ii) brachyteriapie (12).
Brachyterapia  wykorzystuje = promieniowanie = pochodzace z rozpadu izotopow
promieniotworczych wszczepionych do guza lub jego bliskim sgsiedztwie. Radioterapia moze

mie¢ zastosowanie zarOwno jako leczenie przed- jak 1 pooperacyjne (12).
1.1.4.3. Chemioterapia

W leczeniu systemowym wykorzystane sa leki cytotoksyczne. Ws$rdd obecnie
stosowanych lekow w leczeniu nowotworow piersi znajdujg si¢ leki z grupy antracyklin
(doksorubicyna i epiruicyna), taksanow (paklitaksel), cyklofosfamid czy 5-fluorouracyl, a takze
pochodne platyny (13). Silne dziatanie cytotoksyczne chemioterapeutykow na zdrowe tkanki
indukuje ogolnosystemowa toksycznos¢, co czgsto ogranicza mozliwo$¢ zastosowania
optymalnej ich dawki. Stosowanie doksorubicyny moze wigza¢ si¢ z silnym efektem
kardiotoksycznym prowadzacym do trwalej 1 nieodwracalnej degeneracji tkanki mig$nia
sercowego, a w konsekwencji do ostrej niewydolnosci serca (14). Efekty kardiomiopatii moga

pojawic sie nawet miesigce lub lata po ostatniej dawce leku (14). Innymi czgsto wystepujacymi
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dzialaniami niepozadanymi s3 nudno$ci, wymioty, utrata stuchu, nefrotoksycznos¢,
pancytopenia, zwldknienie ptuc, czy zapalenie bton §luzowych (15). Pomimo wystepowania w
trakcie 1 po leczeniu dziatan niepozadanych chemioterapia jest podstawowa metoda leczenia

uzupelniajacego w terapii nowotwordw piersi.
1.1.4.4. Terapia hormonalna

W przypadku niektérych typoéw molekularnych nowotwordéw piersi w leczeniu
systemowym stosowna jest terapia hormonalna. Wérod wskazan do jej zastosowania jest przede
wszystkim zdiagnozowanie nowotworu jako ER pozytywnego (16). Rozw6j nowotworow ER-
pozytywnych w pewnym stopniu uzalezniony jest od dziatania estrogenu promujacego podziaty
komorkowe, przez co zastosowanie lekow blokujacych dziatanie receptora przynosi wymierne
skutki lecznicze (16). Przykladem antagonistow receptora estrogenowego stosowanych

hormonoterapii uzupetniajacej jest np. Tamoksifen (17).
1.1.4.5. Przeciwciala monoklonalne

Leczenie systemowe zwigzane jest takze z wykorzystaniem immunoterapii za pomocg
przeciwcial monoklonalnych. Zastosowanie terapii uzupetniajacej opartej na monoklonalnych
przeciwcialach jest zasadne m.in. w przypadku nowotworéw wykazujacych nadekspresje
receptora Her2 (18). Humanizowane przeciwciala monoklonalne stosowane sa w celu
zablokowania transdukcji sygnalu prowadzacej do niekontrolowanego wzrostu komoérek co w
efekcie ogranicza wzrost nowotworu. Leki takie jak, pertuzumab czy trastuzumab (herceptin)
wigza si¢ swoiscie z receptorem Her2, co powoduje zablokowanie aktywacji jego szlaku
sygnatowego, a w konsekwencji zatrzymanie cyklu komorkowego (18). Ponadto, przeciwciala
po zwigzaniu do receptora Her2 aktywuja funkcje efektorowe komoérek NK (ang. natural killer,
NK) na drodze mechanizméw zwigzanych z cytotoksycznos$cia zalezng od przeciwciat (ang.
antibody-dependent cell cytotoxicity, ADCC) (19,20). Duza zaleta terapii wykorzystujacej
przeciwciala monoklonalne jest jej wysoka swoistos¢ (21). Niestety, mniej niz 35% pacjentow
ze zdiagnozowanym nowotworem wykazujagcym nadekspresj¢ receptora Her2 odpowiada na
leczenie z wykorzystaniem trastuzumabu (19). Co wiecej, 70% pacjentéw, u ktérych
trastuzumab pierwotnie daje dobra odpowiedz po pewnym czasie przestaje odpowiadaé na
leczenie (19). Molekularne przyczyny tego zjawiska nie sg do konca poznane. Innymi
ograniczeniami terapii z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych jest ich niska
skuteczno$¢ przy saturacji receptoréw, ograniczone ich przenikanie do wnetrza guzéw litych,

oraz problemy z przekraczaniem bariery krew-mozg (19). Receptor Her2 w duzo nizszym
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stopniu ulega ekspresji takze w zdrowych tkankach. Istnieje zatem ryzyko niepozadanych
oddziatywan przeciwcial monoklonalnych anty-Her2 z antygenem na powierzchni zdrowych
komorek. Dozylne podawanie przeciwcial wigze si¢ takze z wystgpowaniem reakcji
nadwrazliwosci objawiajacymi si¢ goraczka, wsypka oraz skrajnych przypadkach syndromem
wyrzutu cytokin (ang. cytokine release syndrome, CRS) mogacym zagraza¢ zyciu. CRS
wywolywany jest przez stymulacje limfocytéw B przez przeciwciala monoklonalne, co w

konsekwencji prowadzi to do ostrej odpowiedzi zapalnej (15).
1.1.4.6. Immunoterapia nowotworéw

Obecnie jedng z najbardziej intensywnie eksplorowanych metod leczenia nowotwordw jest
immunoterapia. Immunoterapie wykorzystuja m.in. przeciwciala monoklonalne, podawanie
cytokin stymulujacych organizm do odpowiedzi immunologicznej czy autologiczne limfocyty

pobierane od pacjenta (immunoterapia adoptywna) (18).

Jednym z badanych obecnie celow molekularnych dla ukierunkowanych przeciwciat
monoklonalnych sg immunologiczne punkty kontroli odpowiedzi odpornosciowej (ang.
immune checkpoints). Zadaniem immunologicznych punktéw kontroli jest hamowanie
odpowiedzi immunologiczne] wzgledem zdrowych komorek organizmu. W niektorych
przypadkach rozwo6j nowotworu prowadzi jednak do aktywacji immunologicznych punktow
kontroli, a w konsekwencji anergii swoistych limfocytow efektorowych uniemozliwiajac im
niszczenie komodrek nowotworowych. Pos$réod obecnie testowanych inhibitorow
immunologicznych punktéw kontroli duze znaczenie maja przeciwciala skierowane na antygen
4 cytotoksycznych limfocytow T (ang. cytotoxic T cell antigen 4, CTLA 4), receptor
programowanej $mierci (ang. programmed cell death 1, PD-1) i ligand dla receptora
programowanej $mierci (ang. programmed cell death 1 ligand, PDL-1) (22,23). Ich skutecznos¢
potwierdzono w przypadku niektorych typow nowotwordw jak np. ipilimumab — przeciwciato
anty-CTLA4 stosowane w terapii czerniaka (24). Zasadno$¢ stosowania przeciwcial anty PD-
1/PDL-1 (w terapii faczonej) czy anty-CTLA-4 w terapii nowotworow piersi oceniana jest

obecnie w badaniach klinicznych (23).

Kolejng strategia testowang w immunoterapii nowotworéw jest immunoterapia
adoptywna. Polega ona na namnozeniu z lub bez modyfikacji autologicznych komoérek uktadu
immunologicznego poza organizmem chorego (w warunkach ex vivo) 1 ich zwrotnym podaniu
do organizmu pacjenta. Komorki (limfocyty) pobierane sa z krwi obwodowej pacjenta, badz

bezposrednio z mikrosrodowiska guza (limfocyty naciekajace guz - ang. tumor-infiltrating
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lymphocytes, TIL) (25). Wsrdd terapii adoptywnych jednym z najbardziej obiecujacych
podej$¢ jest obecnie technologia CAR-T wykorzystujagca genetycznie zmodyfikowane
limfocyty T pacjenta. Do pobranych od pacjenta limfocytoéw wprowadzana jest sekwencja genu
kodujacego chimeryczny receptor antygenowy (ang. chimeric antygen receptor, CAR) wigzacy
antygen komoérek nowotworowych. Wprowadzenie sekwencji odbywac si¢ moze za pomocg
wektora wirusowego, systemu CRISPR/Cas9 badz jako transformacja przej$ciowa (26).
Zmodyfikowane limfocyty CAR-T po namnozeniu i1 selekcji w wprowadzane sg do
krwioobiegu pacjenta. Pierwsza zaakceptowang przez Amerykanska Agencje Zywnosci i
Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) terapi¢ z uzyciem technologii CAR-T jest
Yescarta (27). Terapia ta bazuje na transfekcji retrowirusowej autologicznych limfocytow T w
celu ekspresji chimerycznego receptora rozpoznajacego antygen powierzchniowy limfocytow
B — CD19 (28). Terapia moze mie¢ zastosowanie w leczeniu chloniakow nieziarniczych (ang.
non-Hodgkin lymphoma, NHL) czy chtoniakéw rozlanych z duzych komoérek B (ang. diffuse
large B-cell lymphoma, DLBCL) (28).

Obecnie testowana jest czwarta generacja CAR-T. Po mimo iz terapie z zastosowaniem
CAR-T przynosza wymierne efekty w leczeniu nowotwordéw krwi, to w przypadku guzow
litych ich skuteczno$¢ jest znacznie mniejsza (29). Ograniczenia wynikaja m.in. z
heterogennego skladu komoérek w guzach litych, zmieniang ekspresja antygenéw na
powierzchni tych komorek, a takze ze wzgledu na utrudniony dostep do komorek znajdujacych
si¢ wewnatrz guzow litych (29). Kolejng przeszkoda jest znalezienie odpowiednich
nowotworowo-specyficznych antygenow do wytworzenia CAR, ktére mogg zostaé
wykorzystane w leczeniu guzow litych. Podejmowane byty takze proby wykorzystania
technologii CAR-T w leczeniu nowotworow piersi z nadekspresja receptora Her2, jednakze ze

wzgledu na silne dzialania niepozadane zostaty wycofane z badan klinicznych (30).

Kolejny rodzaj immunoterapii opiera si¢ na stymulacji ukfadu immunologicznego
pacjenta do wytworzenia swoiste] odpowiedzi wzgledem komoérek nowotworowych. Do
wytworzenia takiej odpowiedzi stosowane sa tak zwane szczepionki terapeutyczne
(nowotworowe) (31). Substancjami wykorzystywanym w produkcji takich szczepionek sa
peptydy, biatka, cytokiny, kwasy deoksyrybonukleinowe (ang. deoxyribonucleic acid, DNA),
lizaty pochodzace z guza czy wirusy (31). Substancje te podawane sg czesto z
immunoadjuwantami w celu wydajniejszej stymulacji uktadu immunologicznego. W badaniach
klinicznych testowano szczepionkg NeuVax jako leczenie uzupetniajace w terapii nowotworow

piersi z nadekspresja receptroa Her2 (31). Szczepionka opiera si¢ na peptydzie E75
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pochodzacym =z biatkka HER2 (nelipepimut-S) oraz immunoadjuwantu — czynnika
stymulujacego tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdéw (ang. granulocyte macrophage
colony-stimulating factor, GM-CSF) (32). Niski potencjat leczniczy w fazie III badan
klinicznych przyczynit si¢ do wycofania produktu.

1.1.4.7. Terapie skojarzone

W celu uzyskania najwigkszego efektu leczniczego, u pacjentow onkologicznych rézne
typy terapii czesto sg laczone. Terapie skojarzone tacza np. leczenie przeciwcialami
monoklonalnym w polaczeniu z chemioterapig czy radioterapig. Leczenie skojarzone dotyczy
nie tylko stosowania kilku metod kuracji, ale takze kilku $rodkow farmakologicznych. W
leczeniu nowotworow stosuje si¢ jednoczesne podawanie chemioterapeutykow jak np. czegsto
stosowany w terapii raka piersi schemat leczenia cyklofosfamid + metotreksat + 5-fluorouracyl

(CMF) (33).

1.2. Systemy dostarczania lekow w terapii nowotworow

1.2.1. Strategie dostarczania leku za pomocq no$nikow

Systemy dostarczania lekow pozwalaja na ograniczenie licznych dzialan niepozadanych
zwigzanych z dzialaniem lekéw chemioterapeutycznych oraz na zwigkszenie skuteczno$ci
terapii nowotworéw z ich wykorzystaniem. Transport substancji leczniczych z uzyciem

systemow dostarczania lekéw moze odbywac si¢ lokalnie badz systemowo.

Nosniki w formie powtok, hydrozeli czy rusztowan moga zosta¢ uzyte jako lokalnie
rezerwuary, ktore umieszczane sg w bliskim sgsiedztwie nowotworu (34). Proces implantacji
no$nika wigze si¢ z inwazyjnym zabiegiem, a w przypadku niektérych nowotworow
implantacja moze okaza¢ si¢ wyjatkowo trudna badz tez niemozliwa. Z tego wzgledu lokalne
systemy dostarczania lekow powinny by¢ wykonane z materiatéw biodegradowalnych, dzigki
czemu po zakonczonym leczeniu nie bedzie wymagany kolejny zabieg w celu usunigcia
implantu (35). Profil degradacji nos$nika 1 kinetyki uwalniania leku musi by¢ odpowiednio
dobrany w celu zapewnienia optymalnego czas trwania terapii. Substancje lecznicze moga by¢
z nich uwalniane na drodze dyfuzji lub stopniowo wraz z postepujaca degradacja nosnika (35)

(36).

Nosniki podawane systemowo najczgsciej dotycza czastek o sferycznej morfologii.
Wigkszo$¢ systemow pozwala jedynie na pasywne (nieselektywne) dostarczanie lekow do
mikrosrodowiska guza na drodze tzw. efektu zwiekszonej przepuszczalnosci i retencji (ang.

enhanced permeability and retention, EPR). Ze wzgledu na zwigkszong przepuszczalnos¢
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naczyniowg w obregbie guza, a takze uposledzone dziatanie systemu limfatycznego nastepuje

akumulacja czastek w mikrosrodowisku guza (37).

Selektywne dostarczanie leku z wykorzystaniem nos$nikéw do odpowiednich komoérek
docelowych mozna osiggna¢ na kilka sposobow. Modyfikacja nosnika za pomoca
odpowiednich peptydow czy fragmentéw przeciwcial pozwala na wigzanie zmodyfikowanego
w ten sposob nosnika do odpowiednich celow molekularnych wystepujacych na powierzchni
komorek nowotworowych. Znalezienie odpowiedniego celu molekularnego (np. receptorow
powierzchniowych), ktore sa charakterystyczne jedynie dla danego typu komorek
nowotworowych jest kluczowe, gdyz w przeciwnym razie dojedzie do niepozadanego
transportu leku do komoérek zdrowych (38). Swoistos¢ terapii zapewniajg rdznice w poziomie
ekspresji bialek bedacych celami molekularnymi w tkankach nowotworowych wzgledem
tkanek zdrowych jak np. w przypadku nadekspresji receptora Her2 w niektorych przypadkach

nowotworow (39).

Innym podejsciem w celu zapewnienia wigkszej swoistosci terapii moze by¢
zastosowanie nosnikow indukowalnych. W ich przypadku do uwalnia dostarczanej substancji
dochodzi w odpowiedzi na dany czynnik stymulujacy. Wykorzystana moze by¢ tutaj np. zmiana
temperatury, fala akustyczna, $wiatto, pH, czy dzialanie endogennych enzymow. W kontekscie
leczenia nowotwordéw zastosowanie mogg mie¢ zwlaszcza materiaty podatne na zmiany pH,
gdyz mikrosrodowisko guza zazwyczaj cechuje si¢ nizszym pH niz przypadku zdrowych

tkanek (40).
1.2.2. Materialy wykorzystywane do produkcji nosnikow

Systemy dostarczania lekow powinny minimalizowaé ryzyko wystgpienia dziatan
niepozadanych terapii nowotworu. Z tego wzgledu materiat uzyty do produkcji nosnika nie
powinien by¢ toksyczny. Po dostarczeniu substancji terapeutycznej powinien takze ulegac
degradacji w organizmie. Do produkcji no$nikow wykorzystywane sg polimery (syntetyczne
badZ naturalne), biatka rekombinowane, nanoczastki nieorganiczne, dendrymery czy liposomy
(41). Przyklady materialdéw najczeSciej wykorzystywanych do produkcji no$nikéw lekow
przedstawiono na Rycinie 1. Dodatni ladunek uzytego materialu wplywa na zwigkszenie
zdolnos$ci internalizacji czastek do wne¢trza komorek. Wptywa takze na proces opsonizacji
no$nika w uktadzie krazenia, co w konsekwencji prowadzi do szybszego wylapywania nosnika

przez uktad fagocytarny (ang. mononuclear phagocytic system, MPS) (42).
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Liposomy Dendrymery Nanoczgstki ztota
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Nanorurki weglowe Nanoczastki Nanoczatki
magnetyczne polimerowe

Rycina 1. Przyklady najczesciej badanych systeméw dostarczania lekéw.

Dendrymery sg sferycznymi czastkami zbudowanymi z licznych, rozgateziajacych sig
polimeréw. W strukturze dendrymerow wyr6zni¢ mozemy: i) rdzen dendrymeru ii)
rozgatezienia odchodzace od centrum dendrymeru (dendrony) oraz iii) zewngtrzne grupy
funkcyjne na powierzchni dendrymeru (43). Kolejne rozgalezienia nazywane sg generacjami
(np. G1, G2 itd.) (43). Najczesciej wykorzystywanym do produkcji dendrymerdéw polimerem
jest poliamidoamina (ang. polyamidoamine, PAMAM) (35). Zewngtrzne grupy funkcyjne na
powierzchni dendrymeru moga by¢ modyfikowane w celu zmiany wlasciwosci

fizykochemicznych (35).

Czesto wykorzystywane syntetyczne polimery do produkcji no$nikow lekéw to m.in.
polilaktyd (ang. poly(L-lactide), PLA), polilaktyd-glikolid (ang. poly(lactic-co-glycolic acid,
PLGA), poliglikolid (ang. polyglycolide, PGA) czy poli(tlenek etylenu), PEG (ang.
polyethylene glycol, PEG). Metody produkcyjne polimerdw syntetycznych zapewniaja wigksza

kontrolg nad ich sktadem i przez to nad ostatecznymi wtasno$ciami materialu w poréwnaniu do
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produkcji polimeréw naturalnych (44). Przeklada si¢ to zblizong jako$¢ poszczegdlnych
pozyskiwanych partii materialu i przektada si¢ na powtarzalno$¢ wynikow. Niektore z
polimerdéw syntetycznych rowniez sg biodegradowalne jak np. PLA, czy PLGA (45). PLA
ulega degradacji do monomeru kwasu mlekowego wykorzystywanego w szlakach
metabolicznych komoérek (45). PEG moze by¢ wykorzystywany do pokrywania innych
no$nikow w celu maskowania ich przed systemem retikuloendotelialnym (ang.

reticuloendothelial system, RES) (46).

Nosniki na bazie naturalnych polimeroéw oferujg duza biokompatybilno$¢. Czgsto sg
one takze podatne na dziatanie endogennych enzymow proteolitycznych, dzicki czemu moga
podlega¢ procesom biodegradacji w organizmie. Wsrdd polimeréw naturalnych powszechnie
stosowanych w produkcji no$nikow lekow znajduja si¢ chitosan, alginan, zelatyna, albumina,
heparyna czy jedwab (44,47). Do produkcji no$nikéw lekow stuzg takze rekombinowane
biatka. Gtownie wykorzystywane sg bioinzynierowane biatka zaprojektowane w oparciu o
sekwencje elastyny (ang. elastine-like proteins) czy jedwabiu (48,49). Za pomoca modyfikacji
sekwencji DNA kodujacych rekombinowane biatka kontrolowa¢ mozna ich wilasciwosci

fizykochemiczne.

Do transportu substancji leczniczych wykorzystywane sa takze nieorganiczne
nanoczastki wytwarzane na bazie zlota, tlenku zelaza, czy wegla (50). Nieorganiczne
nanoczastki efektywnie gromadza si¢ w mikrosrodowisku guza na drodze efektu EPR.
Nanoczgstki te moga zosta¢ poddane dodatkowym modyfikacjom na ich powierzchni w celu
zmiany ich wlasciwosci. Modyfikacje moga dotyczy¢ m.in. zwigkszenia biokompatybilnosci,
czasu cyrkulacji w krwioobiegu czy zdolnosci wigzania lekow (51,52). Na bazie wegla
wytwarzane sg nanorurki weglowe czy weglowe kropki kwantowe (ang. carbon quantum dots,
CQD) (52,53). Ze wzgledu na wysoka zdolno$§¢ wigzania niektoérych lekéw szczegdlnie
znaczenie maj3 nanorurki weglowe (ang. carbon nanotubes, CNT) (54). Nanorurki weglowe
maja cylindryczng budowg 1 wytwarzane sg z pojedynczej warstwy (ang. single-walled
nanotubes, SWNTs) lub kilu warstw (ang. multi-walled nanotubes, MWNTSs) grafenu (52).
Puste wnetrze nosnika pozwala na enkapsulacje leku (52). Szczegdlnym typem nanoczastek
nieorganicznych sg magnetyczne nanoczgstki (ang. magnetic nanoparticle, MNP), ktore
wytwarzane s3 na bazie tlenku zelaza. Wlasciwosci ferromagnetyczne tlenku Zelaza czynig
MNP podatnymi na dzialanie zewnetrznego pola magnetycznego (55). Wiasciwosci MNP
moga zostaé wykorzystane zarowno w diagnostyce nowotworu (kontrast w obrazowaniu

metoda rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging, MRI) jak i selektywnym
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dostarczaniu leku (dzialanie zewngtrznego pola magnetycznego skierowanego na obszar
wystepowania guza w celu akumulacji czastek w jego mikrosrodowisku) (56). MNP moga
zosta¢ dodatkowo pokryte zewnetrzng powloka zapewniajaca zwigkszong stabilnos¢ i1
biokompatybilnos¢ w warunkach fizjologicznych (57). Na potencjalny toksyczny wplyw
nanomateriatOw nieorganicznych na organizm wynikajacy gléwnie z ich akumulacji w
tkankach wplywaja m.in. wtasciwosci fizyczne, ksztalt oraz rozmiar no$nika, a wlasciwosci te

sg $cisle powigzane z metodg ich produkcji (58).

Liposomy sa sferycznymi nos$nikami wytworzonymi z dwuwarstwy fosfolipidowe;j
otaczajacej uwodniony rdzen (59). We wnetrzu liposomow transportowane moga by¢ zarowno
leki lipofilowe jak i hydrofilowe. Zaakceptowane przez FDA Doxil i Myocet bedace nosnikami
doksorubicyny wykorzystywane sg m.in. w terapii nowotworoéw piersi. Niektore nosniki (jak
np. Doxil) dodatkowo pokrywane sg warstwg PEG w celu wydtuzenia czasu ich cyrkulacji w
krwioobiegu (tzw. stealth liposomes). Pokrycie warstwa PEG zmniejsza wychwytywanie
czastek przez komoérki RES (60). Wydluzony czas jego cyrkulacji wraz z niewielkim
rozmiarem no$nika pozwala na jego skuteczng akumulacj¢ w mikrosrodowisku guza. Doxil
wykazuje takze mniejszy efekt cytotoksyczny i kardiotoksyczny w organizmie. Niestety nie
eliminuje w pelni efektow ubocznych wystepujacych przy podawaniu wolnej doksorubicyny,
lecz takze powoduje nowe. Zmiana kinetyki leku powoduje m.in. akumulacje no$nikow w

skorze dtoni 1 stop (ang. hand and feet syndrome, HFS) (61).
1.3. Przedkliniczna charakterystyka systemow dostarczania lekow

Jednym z gtoéwnych zadan systemow dostarczania lekow jest zminimalizowanie dziatan
niepozadanych wywolywanych dzialaniem lekéw chemioterapeutycznych przez nie
dostarczanych w terapii nowotworéw. W celu zapewnienia maksymalnego bezpieczenstwa
terapii z wykorzystaniem no$nikéw lekow niezbedna jest takze ocena wptywu samego nos$nika
na organizm. Badania wstgpne 1 przedkliniczne pozwalaja wykluczy¢ materiaty 1 no$niki
mogace doprowadzi¢ do wystapienia dziatan niepozadanych przed wdrozeniem ich do badan
klinicznych. W pierwszej kolejnosci potencjalny nosnik poddawany jest analizie
fizykochemicznej, obejmujacej m.in. analiz¢ rozmiaru, morfologii, wlasciwosci
powierzchniowych czy struktury badanych nosnikéw. Pozwala to na selekcje jedynie
najbardziej obiecujacych nosnikow do dalszych badan w modelach biologicznych in vitro oraz

in vivo.
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Dobor odpowiedniego modelu badawczego jest kluczowy dla przeprowadzenia
poprawnych badan. Badania wstepne w systemach biologicznych prowadzone s3 zazwyczaj w
modelach in vitro z wykorzystaniem kultur komérkowych. Jednym z gléwnych zadan tych
badan jest wstepna ocena toksyczno$ci i immunogennosci badanych nosnikow. W dalszych
badaniach oceniana jest takze skuteczno$¢ opracowywanej terapii z wykorzystaniem no$nikéw
lekow, identyfikacja mechanizméw internalizacji nos$nika do wnetrza komorek oraz ocena
swoisto$ci wigzania no$nikéw do danego typu komoérek. Uzyskane w badaniach wstgpnych
wyniki testow pozwalaja na odrzucenie potencjalnie niebezpiecznych materialow przed

przystapieniem do kosztownych badan w modelach in vivo.

Gtownymi atutami modeli in vitro jest ich wysoka przepustowo$¢ oraz stosunkowo
niski koszt. Modele in vitro w prosty sposob pozwalaja na przetestowanie duzych ilosci
substancji badanych, pozwalajac wytypowac jedynie te najbardziej obiecujace. Przektada si¢ to
na zmniejszenie liczby zwierzat modelowych uzywanych na dalszych etapach badan. Prosty
uktad modelowy pozwala ponadto na tatwiejsza interpretacj¢ uzyskanych wynikéw oraz na
wysoka ich powtarzalno$¢. Klasyczne hodowle prowadzone w monowarstwie (2D) bazujace
na ustalonych liniach komorkowych wciaz wykorzystywane sa jako podstawowy model w
badaniach in vitro. Obecnie stosowane sa takze bardziej zlozone modele tzw. modele
przestrzenne (trojwymiarowe, 3D). Gtéwnym atutem modeli 3D jest mozliwo$¢ odwzorowania
interakcji pomigdzy komoérkami znajdujacymi si¢ w obrebie nowotworu, jak réwniez pomig¢dzy
komoérkami nowotworowymi a macierzg zewnatrzkomérkowa (ang. extracellular matrix,

ECM), ktore odgrywajg istotng role w procesie wzrostu nowotworu.

Kohodowle stanowig rozwini¢cie klasycznych hodowli komorkowych 2D jak 1 hodowli
3D. Prowadzenie hodowli dwoch lub wigkszej liczby rodzajéw komorek na jednym podtozu
pozwala na zbadanie interakcji pomigdzy r6znymi typami komorek (62). Kohodowle pozwalaja
m.in. na modelowanie interakcji zachodzacych pomiedzy fibroblastami zwigzanymi z
nowotworem (ang. cancer associated fibroblast, CAF), a komérkami nowotworowymi, co

odgrywa istotng rol¢ np. w inicjacji oraz progresji nowotworu (63).

Wsrod modeli 3D wyrdzniamy sferoidy oraz hodowle komorkowe prowadzone na
rusztowaniach czy w hydrozelach (64). Posrod modeli 3D, ostatnio na znaczeniu zyskaty
modele oparte na sferoidach. Ze wzgledu na ograniczong dyfuzje tlenu i substancji odzywczych
do ich wnetrza dochodzi do powstawania rdzenia nekrotycznego (ang. necrotic core) we
wnetrzu sferoidu. Imituje to procesy zachodzace w guzie in vivo (65). Utrudniona dyfuzja

prowadzi takze do generowania heterogennych populacji komorek w obrebie sferoidu, ktore w
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rézny sposob moga odpowiadac na leczenie (65). Ztozona budowa sferoidow pozwala zatem
na modelowanie zjawisk zwigzanych z utrudniong penetracja lekow i ich no$nikéw do wnetrza
guzow litych, ktorg obserwujemy w warunkach in vivo. Jedng z wad modeli sferoidowych jest
niska powtarzalno$¢ ich wytwarzania. Moga one znaczaco rozni¢ si¢ rozmiarem oraz
morfologig, a sam proces generowania sferoidow jest czasochtonny oraz wymaga optymalizacji
warunkow. Z tego wzgledu modele tego typu moga mie¢ ograniczone znaczenie W
wysokoprzepustowych analizach substancji leczniczych (66). Hodowle 3D prowadzone na
rusztowaniach oraz hydrozelach rowniez pozwalajg na modelowanie interakcji pomiedzy
komoérkami nowotworowymi a ECM oraz innymi typami komorek (64). Do pewnego stopnia
modeluja takze aspekty zwigzane z dyfuzja substancji odzywczych oraz tlenu. Umozliwiajg

takze modelowanie procesu zasiedlania komorek nowotworowych (64).

Inny typ modelu in vitro stanowi tzw. organ na chipie (ang. organ-on-a-chip, OOC).
Ten rodzaj modelowania in vitro opiera si¢ na zastosowaniu plytek zawierajacych
mikroskopijne kanaly zapewniajace staty przeplyw pozywki pomiedzy komorami
zawierajagcymi badane komorki (67). Generuje to powstawanie sit §cinajacych, ktore w istotny
sposob wplywaja na morfologie badanych komoérek (67). Chipy pozwalaja na analize kilku
rodzajow komorek co pozwala odzwierciedla¢ interakcje pomiedzy poszczegdlnymi tkankami
czy organami. W badaniach nad leczeniem nowotworéw modele organ-on-chip stuza do analizy
procesoOw zwigzanych ze wzrostem guza, inwazja komorek nowotworowych, powstawaniem
przerzutow czy skuteczno$ci dziatania lekow dostarczanych przez no$niki (66). Cechy

zwigzane z zastosowaniem omawianych modeli in vitro przedstawiono na Rycinie 2.
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Rycina 2. Modele in vitro stosowane w badaniach wstepnych. Cechy dostepnych modeli in
vitro wplywajace na ich zastosowanie w badaniach wstepnych.

Przed wdrozeniem nowych terapii do badan klinicznych niezbedna jest ich analiza w
modelach in vivo. Z uwagi na ztozono$¢ wykorzystywanych modeli zwierzecych badania
przedkliniczne z ich wykorzystaniem pozwalaja na doktadniejsza oceng zagadnien zwigzanych
z toksykologia, immunologiag oraz skuteczno$cig terapii z wykorzystaniem testowanych
no$nikow lekow. Badania w modelach in vivo prowadzone sg ponadto w dwoch réznych
gatunkach modelowych, przy czym drugi model nie powinien naleze¢ do rzedu gryzoni (68).
Jednymi z najczesciej wykorzystywanych organizméw modelowych sa myszy (Mus musculus)

oraz psy (Canis lupus) (68).
1.3.1. Charakterystyka fizykochemiczna nosnikow lekow

Doktadna charakterystyka badanych no$nikow, bedaca czescig badan wstepnych oraz
przedklinicznych dostarcza informacji pozwalajacych przewidzie¢ zachowanie no$nika w
systemie in vivo oraz oszacowaé potencjalne zagrozenia zwigzane z jego dzialaniem na

organizm. Dzigki temu mozliwe jest wykluczenie nosnikow o potencjalnie negatywnym
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wplywie na organizm oraz selekcja najbardziej obiecujacych przed przystgpieniem do
kosztownych badan przedklinicznych. Charakterystyka fizykochemiczna czastek obejmuje
m.in.: morfologi¢, rozmiar, rozrzut rozmiaru, wtasciwosci powierzchniowe, zachowanie w

roztworze (stabilno$¢) czy strukture chemiczng testowanych nosnikow.
1.3.1.1. Morfologia

W analizie morfologii no$nikow wykorzystywane sa gtoéwnie techniki mikroskopii
elektronowej (69). Podstawowym narzedziem jest skaningowa mikroskopia elektronowa (ang.
scanning electron microscope, SEM) (69). Obraz w SEM generowany jest poprzez skanowanie
powierzchni preparatu za pomocg skupionej wiazki elektronow. Mikroskopy tego typu oferuja
rozdzielczo§¢ nawet do 1 nm. Obrazowanie w mikroskopie elektronowym wymaga
umieszczenia badanego preparatu w prozni. Z tego wzgledu analizowane preparaty musza by¢
wczesniej odpowiednio przygotowane (wysuszone). Proces suszenia moze powodowaé
tworzenie agregatow czastek, co moze znacznie utrudnié¢ ich obrazowanie, ale takze moze by¢
przyczyna powstawania artefaktow. Proces suszenia moze tez wplywac na rozmiar i morfologie
badanych no$nikéw. Niektore SEM sa wyposazone w tryb srodowiskowy pozwalajacy na
obserwowanie czgsciowo uwodnionych preparatéw, jednakze wplywa to z kolei na obnizenie
zdolno$ci rozdzielczej mikroskopu. Obrazowanie za pomocg mikroskopu elektronowego
wymaga takze, aby preparat byt zdolny do przewodzenia elektronow. W przypadku niektorych
preparatdow konieczne jest zatem pokrycie ich warstwa przewodzaca np. warstwa zlota.
Niektore mikroskopy SEM wyposazone s3 takze w analizator spektrometrii dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego (ang. energy dispersive X-ray spectroscopy, EDS),
umozliwiajacego analiz¢ skladu pierwiastkow chemicznych badanej proby (70). Kolejng
technika mikroskopii elektronowej pozwalajaca uzyska¢ informacj¢ na temat morfologii
nosnika jest transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy,
TEM). W TEM skupiona wigzka elektrondw przepuszczana jest przez analizowany preparat.
TEM oferuje znacznie wigkszg rozdzielczos¢ niz SEM, tj. ponizej 1 nm. Jest jednym z

podstawowych narzgdzi do analizy morfologii nanoczastek.

Do analizy morfologii no$nikow wykorzystywana jest takze mikroskopia sit
atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM). Gtéwng zaleta, obok wysokiej
rozdzielczo$ci tej techniki, jest mozliwo$¢ analizy materialdw nieprzewodzacych. W
przeciwienstwie do mikroskopii elektronowej, mikroskopy sil atomowych do swojego
dziatania nie wykorzystuja wiazki elektronéw. Analiza powierzchni materialu w technikach

AFM dokonywana jest za pomocg dwoch gldéwnych metod: 1) igta mikroskopu bezposrednio
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styka si¢ z analizowanym preparatem skanujac jego powierzchnig, ii) igla mikroskopu
przemieszcza si¢ tuz nad preparatem, badajac sity oddzialujace pomiedzy preparatem a igla
mikroskopu (71). Mechanizm dziatania AFM pozwala na analize delikatnych probek
biologicznych (jak np. nos$niki oparte na bazie biatek), ktore w przypadku mikroskopii
elektronowej mogtyby ulec zniszczeniu przy duzych napigciach przyspieszajacych wiazke
elektronowg (71). Kolejng zaleta jest brak konieczno$ci pokrywania preparatu warstwa

przewodzaca (71).
1.3.1.2. Rozmiar

Dzigki zastosowaniu technik mikroskopii elektronowej i sit atomowych otrzymywane
sg rowniez informacje na temat rozmiaru no$nikow. Na podstawie uzyskanych mikrografii
wyliczana jest §rednia Srednica nosnikow. Niestety w przypadku analizy SEM 1 TEM proces
przygotowania preparatu moze wplywaé na rozmiar analizowanej proby, zwlaszcza w

przypadku probek stosowanych w zawiesinie (zawieszonych w roztworze) (69).

Podstawowa metoda wykorzystywana do okreslania rozmiaru czastek stosowanych w
formie zawiesiny jest tzw. metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla (ang. dynamic light
scattering, DLS) (72). Metoda ta polega na analizie §wiatla, ktére jest rozproszone przez
zawieszone w koloidalnym roztworze czastki. W pomiarze wykorzystuje si¢ ich fluktuacje
spowodowane ruchami Browna, ktére sa proporcjonalne do $rednicy hydrodynamicznej

badanych czastek.
1.3.1.3.  Potencjal dzeta

W roztworze koloidalnym pomiedzy powierzchnig czastki a roztworem powstaje
podwdjna warstwa elektryczna wynikajaca z réznicy potencjatow pomiedzy badanymi fazami.
Potencjatl elektrokinetyczny wystepujacy pomig¢dzy tymi warstwami nazywamy potencjatem
dzeta. Pomiaru potencjatu dzeta dokona¢ mozna na podstawie szybko$ci migracji czastek w
roztworze koloidalnym po przytozeniu pola elektrycznego, za pomoca technik dyfrakcji swiatta
(69). Na fadunek potencjatu dzeta wptywaja wlasciwosci fizykochemiczne powierzchni czastek

oraz wtasciwosci (np. pH) roztworu w jakim sg one zawieszone.

Informacje na temat potencjatu dzeta czastek pozwalaja w pewnym stopniu przewidzie¢
ich zachowanie w systemie in vivo. Potencjat dzeta czastek informuje rowniez o zdolnosci
wigzania no$nika do bton komoérkowych oraz jego mozliwosci internalizacji do wnetrza
komorek, gdyz czastki o pozytywnym potencjale dzeta tatwiej ulegaja internalizacji. Potencjat

dzeta dostarcza rowniez informacji o potencjalnym czasie cyrkulacji no$nika w systemie (73).
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Czastki o pozytywnym potencjale dzeta czg$ciej ulegaja opsonizacji i zostaja usunigte z

cyrkulacji przez np. makrofagi (73).

Warto$¢ potencjatu dzeta wskazuje takze na wstepng ocen¢ zachowania nosnikow w
roztworze. Nanoczastki o wysokim tadunku dzeta (wigkszym niz + 30 mV lub mniejszym niz
-30 mV) pozostaja w dyspersji w roztworach koloidalnych dzigki dziataniu sit
elektrostatycznych (74). Okres w jakim no$niki pozostaja w dyspersji jest kluczowy w
kontekscie maksymalnego czasu przechowywania czastek przed ich podaniem w terapii.
Wysoka stabilno$¢ koloidalna czastek jest szczegdlnie wazna w przypadku nosnikow
podawanych dozylnie (69). Agregacja no$nikow w warunkach fizjologicznych moze znaczaco
ogranicza¢ ich dystrybucje w organizmie jak i stanowi¢ powazne zagrozenie w przypadku
no$nikow podawanych systemowo. W ocenie stabilnosci nosnikow w roztworze wykorzystane
zatem moga by¢ takze metody wykorzystujace DLS (69).W przypadku preparatow
podawanych dozylnie istotnym jest rowniez pH roztworu z zawieszonymi czastkami.
Przyjmuje si¢, ze wartos$¢ pH podawanych dozylnie preparatdow powinna miesci¢ si¢ w granicy

4-8 (75). Nizsze pH powoduje bol, hemolize oraz zakrzepice (75).
1.3.1.4. Struktura chemiczna

W analizie struktury chemicznej nos$nikow lekéw wykorzystywana jest m.in.
spektroskopia w podczerwieni z zastosowaniem transformacji Fourierowskiej (ang. Fourier-
transform infrared spectroscopy, FTIR). Analiza FTIR dostarcza informacji dotyczacych
struktury badanego materiatu. Na podstawie analizy widm oscylacyjnych pochlanianych przez
wigzania pomie¢dzy atomami, identyfikuje si¢ grupy funkcyjne materiatu, jego strukture (np.
krystaliczno$¢) oraz otrzymuje si¢ informacje na temat potencjalnych zanieczyszczen (69).
Analiza FTIR jest rowniez pomocna w ocenie wydajnosci procesow funkcjonalizacji materiatu
poprzez modyfikacje chemiczne majace na celu przylaczanie grup funkcyjnych. Na podstawie
wystepowania widm charakterystycznych dla danych grup funkcyjnych mozna oceni¢ ich

obecnos¢ w materiatach (76).
1.3.1.5. Biodegradacja

Charakterystyka fizyczna no$nikow lekéw obejmuje rowniez analiz¢ ich zdolno$ci do
degradacji. No$niki niepodlegajace degradacji moga akumulowac si¢ w organizmie prowadzac
do stanow zapalnych oraz wywotywac toksyczny efekt na organizm (58). Podatnos$¢ nosnikow

na degradacj¢ analizowa¢ mozna np. poddajac nos$nik dziataniu enzyméw (np. proteazy),
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temperatury czy pH. W ten sposob modeluje si¢ zjawiska zachodzace w organizmie w

warunkach in vitro.
1.3.2. Przedkliniczna analiza toksykologiczna badanych no$nikow

Jednym z zadan no$nikow lekéw jest ograniczenie dziatan niepozadanych lekow, ktore
za ich pomocg sg transportowane w organizmie. W zwigzku z tym badany no$nik nie powinien
wywiera¢ toksycznego wplywu na organizm. Badania dotyczace toksycznosci materialu z
jakiego wykonany jest nosnik stanowig wigc wazny aspekt ich charakteryzacji. Wstepng ocene

toksycznos$ci materiatu wykonuje si¢ z zardGwno za pomocg modeli in vitro jak i in vivo.

Modele in vitro z zastosowaniem klasycznych modeli komoérkowych 2D jak i 3D
pozwalaja na ocen¢ toksycznosci materiatu m.in. w oparciu o procentowy udziat zywych i
martwych komorek, potencjat proliferacyjny komoérek czy ich aktywnos$¢ metaboliczng w
obecnosci testowanego materiatu. W modelach in vitro analizowany jest rowniez wpltyw
nos$nikow na stres oksydacyjny komorek oraz ich hemokompatybilno$¢ (hemoliza, koagulacja
osocza 1 agregacja plytek krwi). Modele in vivo pozwalaja z kolei na ocen¢ toksyczno$ci na
podstawie $miertelno$ci 1 zmian behawioralnych zwierzat, dystrybucji do organéw, zmian

markerow morfologicznych i biochemicznych krwi.
1.3.2.1. Badania toksycznosci in vitro

Najbardziej podstawowym testem pozwalajacym oceni¢ cytotoksyczny wplyw
badanych substancji na komorki jest ocena ich Zywotnosci poprzez zastosowanie barwienia
komorek biekitem trypanu. Budowa btony komodrkowej uniemozliwia wchianianie barwnika
do cytoplazmy komorek zywych, natomiast w komorkach martwych dochodzi do akumulacji
niebieskiego barwnika wewnatrz komorek. Umozliwia to zliczenie martwych 1 zywych
komorek hodowanych w obecnosci testowanego materiatu za pomocg hemocytometru (komory
zliczeniowej). Innym sposobem wskazujacym na brak ciagglo$ci btony komoérkowej w
komorkach martwych jest analiza zdolnosci konwersji kwasu pirogronowego do mleczanu na
skutek aktywnosci enzymatycznej dehydrogenazy mleczanowej (ang. actate dehydrogenase,
LDH). LDH zostaje uwolniona do pozywki hodowlanej w momencie uszkodzenia komorek.
Reakcje enzymatyczne zwigzane z dziataniem LDH prowadza do oksydacji dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine dinucleotide, NADH), ktory z kolei
wchodzi w reakcje z uzywanymi w testach znacznikami, prowadzac do zmiany ich koloru 1

absorbancji. Zmiana ta jest proporcjonalna do ilo$ci enzymu (77).
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Potencjat proliferacyjny komorek mierzony jest w oparciu o przyrost liczby kopii DNA
w dzielacych si¢ komorkach. Pomiar ilo§ci DNA mierzy si¢ m.in. za pomocg znacznikow
promieniotworczych. [°H] - tymidyna (tymidyna znakowana izotopem trytu), ktéra po dodaniu
do pozywki hodowlanej wbudowywana jest do nowo syntetyzowanych nici DNA,
powstajacych w trakcie podziatéw komoérkowych. Pomiaru wbudowanej do nici DNA [°H] -
tymidyny dokonuje si¢ za pomocg licznika scyntylacyjnego. W zwigzku z koniecznoscig
utylizacji niebezpiecznych odpadéw metoda ta wypierana jest przez nowe, bezpieczniejsze
rozwigzania wykorzystujace znaczniki fluorescencyjne i1 przeciwciata. Analog tymidyny - 5-
bromo-2’-deoksyurydyna (ang. bromodeoxyuridine, BrdU) réwniez po dodaniu do pozywki
hodowlanej zostaje wbudowany do syntetyzowanych nici DNA. Detekcji wbudowanej BrdU
dokonuje si¢ za pomocg przeciwcial wigzacych BrdU, ktére z kolei zwigzane sg enzymami (np.
peroksydaza chrzanowa) lub znacznikami fluorescencyjnymi (78,79). W przypadku metod
kolorymetrycznych detekcji dokonuje si¢ za pomocg spektrofotometru, natomiast w przypadku
znacznikow fluorescencyjnych pomiaru dokonuje si¢ za pomoca cytometrii przeptywowej lub

czytnika fluorescencji.

Testy toksykologiczne no$nikéw lekéw oparte sa takze o analize aktywnoSci
metabolicznej komorek. Testy tego typu bazujg na powigzaniu aktywno$ci metabolicznej
komorki z jej zywotnoscig. Do badania aktywnosci metabolicznej komorek wykorzystywane
s m.in. sole tetrazolowe (testy MTT, XTT, 1 WST). Komodrkowe dehydrogenazy katalizuja
konwersj¢ tetrazolu do formaznowych soli. Sole nastgpnie sg rozpuszczane co powoduje
zabarwienie prob. Intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest za pomoca technik

spektrofotometrycznych.

Innym sposobem pomiaru aktywnosci metabolicznej komorek jest analiza zdolno$ci
redukcji rezauzryn przez komoérki. Reakcje redoks zachodzace we wnetrzu zywych komorek
powoduja redukcje rezazuryn do rezorufin o rézowym zabarwieniu, a takze o wlasciwosciach
fluorescencyjnych. Intensywnos$¢ zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie lub w celu

doktadniejszego pomiaru za pomocg pomiaru fluorescencji.

W ocenie toksyczno$ci nos$nikéw analizowane sa réwniez komorkowe markery
apoptozy. Jednym z podstawowych testow wykorzystywanych w tym celu jest analiza
cytometryczna z wykorzystywaniem aneksyny V i jodku propidyny (80). Aneksyna V swoiscie
wigze si¢ z fosfatydyloseryng. W komorkach apoptotycznych dochodzi do translokacji
fosfatydyloseryny z wewngetrznej do zewngtrznej warstwy btony komodrkowej. W warunkach

naturalnych (w organizmie) zjawisko to peni role sygnalizacyjng dla komorek fagocytarnych,
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natomiast w badaniach in vitro wykorzystywane jest jako marker apoptozy komorek (81).
Dodatkowe barwienie jodkiem propidyny (barwigcym martwe komorki) pozwala na analizg
ilosciowa komodrek nekrotycznych 1 apoptotycznych. Kolejnym  powszechnie
wykorzystywanym markerem apoptozy jest ekspresja biatek z rodziny kaspaz, ktore odgrywaja
kluczowa rolg w procesie programowanej $mierci komorki. Analiza poziomu ekspresji genow
kodujacych kaspazy 3 1 7, oraz analiza aktywacji biatek kaspazy 3 i 7 jest wykorzystywana w

ocenie apoptozy komorek (80).

Hemokompatybilno$¢ jest szczegdlnie istotna w przypadku no$nikéw podawanych
dozylnie. Hemoliza prowadzi¢ moze do anemii, zéttaczki i innych patologicznych stanow
zagrazajacych zdrowiu i1 zyciu. Uwolniona z uszkodzonych erytrocytéw hemoglobina
wywolywa¢ moze toksyczny wpltyw na tkanki naczyniowe, nerkowe, sercowe czy nerwowe
(82). Preparaty oraz urzadzenia medyczne wchodzace w kontakt z krwiag muszg zatem zostac
przetestowane pod wzgledem hemokompatybilnosci. W warunkach in vitro przeprowadzane sg
testy mierzace catkowite stezenie hemoglobiny oraz ilo§¢ wolnej hemoglobiny w osoczu w
probkach krwi petnej po dodaniu testowanych no$nikow (83). Pomiaru dokonuje si¢ w oparciu
o testy kolorymetryczne bazujace na konwersji hemoglobiny do cyjanomethemoglobiny (ang.
cyanmethemoglobin, CMH) z pomocg tzw. reagentu CMH. Wzrost wolnej hemoglobiny w
osoczu $wiadczy¢ moze o hemolizie (83). W testach hemokopatybilno$ci sprawdzana jest takze

agregacja ptytek krwi w obecnosci badanego no$nika (84).

Testy in vitro obejmuja takze analiz¢ stresu oksydacyjnego komoérek w odpowiedzi na
kontakt z badanym no$nikiem. Stres oksydacyjny prowadzi¢ moze do uszkodzenia komoérek
lub apoptozy (85,86). W analizie dokonuje si¢ pomiaru reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species) za pomocg znacznikow, ktorych redukcja przez wolne rodniki generowane
przez ROS, prowadzi do emisji sygnalu fluorescencji (87). Tego typu badania sg rowniez
pomocne w przypadku analizy skuteczno$ci no$nikow, ktorych dziatanie terapeutyczne opiera

si¢ 0 niszczenie komdrek nowotworowych poprzez generowanie ROS.
1.3.2.2.  Badania toksycznosci in vivo

Modele zwierzgce pozostaja wciaz nieodzownym narzedziem w toksykologii. Przed
wdrozeniem leku badZ no$nika do badan klinicznych niezbg¢dna jest analiza ich toksycznosci,
zazwycza] prowadzona w dwoch gatunkach organizmow modelowych, przy czym drugi
organizm nie powinien naleze¢ do rzedu gryzoni (ang. non-rodent models) (68). Najczesciej

wykorzystywanymi modelami w badaniach toksykologicznych sa myszy, szczury, $winie 1 psy

-31 -



Wstep

(68). Modele zwierzgce pozwalaja na wyznaczenie dawek badanych lekow stosowanych w

p6zniejszych badaniach klinicznych.

Badania toksykologiczne prowadzone na zwierzetach obejmuja m.in analizg
toksycznos$ci ostrej, toksycznosci subchronicznej, chronicznej 1 przewlektej (88). Testy
toksycznos$ci ostrej zaktadaja jednokrotne podanie badanej substancji i obserwacje zwierzat
przez wyznaczony okres (zwykle 24 godziny, 7 lub 14 dni) (88). Na podstawie przezywalno$ci
1 zmian behawioralnych zwierzat §wiadczacych o silnym dzialaniu toksycznym badanego
zwigzku czy materialu wyznacza si¢ kolejne dawki odpowiednio je zwigkszajac lub
zmniejszajac. Za pomocg testOw wyznaczy¢ mozna maksymalng dawke tolerowang (ang.
maximal tolerated dose MTD) czy oraz medialng dawke $miertelng (ang. lethal dose 50, LDso)
(88). MTD jest najwicksza dawka, ktérej podanie nie wywoluje silnej toksycznosci wsrod

badanych zwierzat, podczas gdy LDso jest dawka $Smiertelng dla polowy badanych osobnikow.

Testy dotyczace toksyczno$ci subchronicznej i chronicznej zaktadaja kilkukrotne
podanie substancji w dawce wyznaczonej na podstawie wynikow toksycznosci ostrej. W
przypadku toksyczno$ci subchronicznej okres obserwacji zwierzat wynosi zwykle od 7 do 90
dni, a chronicznej od 26 tygodni do dwoch lat (88). W tym czasie zwierzeta podlegaja Scistej
obserwacji, podczas ktorej monitorowane sg zmiany behawioralne i fizjologiczne. Do
kryteriow nalezag m.in. wymioty, biegunki, utrata taknienia, spadek masy ciala, zmiany
temperatury, ci$nienia, brak zachowan socjalnych, brak dbatosci o sier§¢. Nalezy przy tym
pamieta¢, iz niektore objawy sa charakterystyczne dla danego gatunku, np. szczury nie
posiadaja odruchu wymiotnego, a o ztym stanie zdrowia tych zwierzat moze $wiadczy¢
obecnos¢ wydzielin porfirynowych w okolicy oczu 1 pyska zwierzat (88,89). W ocenie
pomocne sg takze skale grymasu opracowane dla powszechnie uzywanych gatunkow zwierzat

(90).

W ocenie stanu zdrowia badanych zwierzat wykorzystywana jest rdwniez analiza
moczu. Zwigkszone wydzielanie moczu przez zwierzeta Swiadczy¢ moze o toksycznym
wplywie badanych no$nikdw na nerki (88). Zmiany fizjologiczne w odpowiedzi na toksyczny
wpltyw no$nikéw obejmowaé mogg réwniez m.in.: zmian¢ poziomu cukru, biatek, pH i1
obecnos¢ komorek krwi w badanych probkach moczu. Ponadto probki moczu bada si¢ roéwniez
pod katem wystepowania okreslonych metabolitow. Pobranie probek w przypadku gryzoni
wymaga uzycia tzw. klatek metabolicznych. Gryzonie wydzielaja male ilosci moczu przez co

zazwyczaj w testach toksykologicznych tego typu probki nie sg analizowane (88).
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Analiza hematologiczna rdwniez dostarcza informacji na temat stanu zdrowia zwierzat
oraz na temat hemokopatybilno$ci badanych no$nikéw. Poprzez kilkukrotne pobieranie probek
w trakcie trwania eksperymentu monitorowa¢ mozna markery morfologiczne i biochemiczne
krwi. Monitorowanie parametrow morfologii krwi jest szczego6lnie wazne w przypadku
preparatow, ktore podawane maja by¢ dozylnie. Brak hemokompatybino$ci moze stanowic
duze zagrozenie dla zdrowia i objawia¢ si¢ moze hemoliza, koagulacja, czy powstawaniem
zakrzepow (91). W analizie morfologicznej analizowany jest poziom m.in.: czerwonych
krwinek, hematokryt, calkowita hemoglobina we krwi, wskaznik $redniej masy hemoglobiny
w krwince czerwonej (ang. mean corpuscular hemoglobin, MCH), liczba ptytek krwi, oraz
biatych krwinek (88). Jako marker hemolizy wykorzystywana jest liczba krwinek czerwonych

oraz ilo$¢ wolnej hemoglobiny.

Markery biochemiczne pozwalajg na oceng toksycznosci no$nika w oddziatywaniu na
poszczegdlne narzady. Markerami wskazujacymi na uszkodzenia watroby sg m.in.: obnizony
poziom albuminy, podwyzszony poziom fosfatazy zasadowej (ang. alkaline phosphatase,
ALP), wzrost poziomu aminotransferazy alaninowej (ang. aspartate aminotransferase, AST),
czy spadek biatka catkowitego w osoczu (88). Markerami toksyczno$ci dla trzustki sa: wzrost
poziomu glukozy oraz wzrost poziomu AST (88). W przypadku uszkodzenia nerek sg to:
spadek poziomu albumin, wzrost AST, wzrost cholinoesterazy, kreatyniny, spadek biatka
catkowitego, czy wzrost LDH (88). U gryzoni probki krwi pobiera si¢, m.in. przez zatoke
okotooczodotowa, poprzez obciecie koncoéwki ogona, poprzez zyle ogonowa czy za pomoca

punkcji serca (88,92).

Nieocenionym narzedziem badawczym w testach toksykologicznych jest analiza
posmiertna narzadéw wewngtrznych. Pobrane z usmierconych zwierzat narzady wewngtrzne
podlegaja ocenie makroskopowej. Zmiany wagi i1 ksztattu (przerost tkanek — hiperplazja) czy
koloru watroby lub nerek §wiadczy¢ moga o toksycznym wptywie badanych nosnikoéw (88). W
analizie mikroskopowej tkanek analizowane sg potencjalne ich zmiany takie jak np. atrofia
(zanik tkanek), hipertrofia (przerost komorek), nekroza czy stan zapalny (93). Hipertrofia
watroby $wiadczy¢ moze o aktywacji enzyméw w komodrkach watroby w odpowiedzi na
toksyczny wptyw badanych nos$nikow (88). Odrdznienie zmian osobniczych od zmian
wynikajacych z dziatania badanej substancji jest szczegdlnie problematyczne, jednakze
doswiadczony histopatolog w oparciu o analiz¢ preparatow tkanek organizmu modelowego,

ktéremu nie podano badanej substancji, jest w stanie takiej oceny dokonac (93,94).
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Badania toksykologiczne obejmujg takze zagadnienia zwigzane z farmakokinetyka
badanych no$nikéw w organizmie. Akumulacja no$nikow w organizmie, czas ich cyrkulacji w
krwioobiegu, a takze zdolno$¢ do metabolizowania i usuwanie nosnika z systemu przez
organizm ma znaczacy wplyw na potencjalne dziatania toksyczne, ale réwniez na skutecznos¢

terapii z ich wykorzystaniem (95).

Modele zwierzgce pozwalaja dostarczy¢ waznych informacji na temat dystrybucji
no$nikow w organizmie. Czas pottrwania no$nikow w krwioobiegu oceniany jest w oparciu o
zawarto$¢ badanego nosnika w préobkach krwi. Analiza dystrybucji no$nika dokonywana jest
na podstawie oceny preparatow histopatologicznych pobieranych z badanych narzadow w
okreslonych punktach czasowych. Metoda ta wymaga uzycia duzej liczby zwierzat
laboratoryjnych w celu utworzenia reprezentatywnych grup badawczych. Analiza
histopatologiczna pozwala na ocen¢ akumulacji badanego nos$nika w konkretnych narzadach
wewngetrznych. W sposob posredni dostarcza takze informacji na temat wytapywania nosnika
przez uktad fagocytarny ($wiadczy¢ o tym moze akumulacja w weztach chlonnych, watrobie
czy S$ledzionie), a takze o mozliwych mechanizmach usuwania no$nikdw z systemu

(akumulacja w watrobie czy nerkach).

Nowoczesne techniki obrazowania przezyciowego pozwalaja na znaczne zredukowanie
liczby zwierzat wykorzystywanych w eksperymentach. Za ich pomoca w sposéb ciagly
monitorowa¢ mozna losy badanych no$nikéw w organizmie. Pozwalajg takze na doktadniejsza
oceng czasu cyrkulacji, dystrybucji i akumulacji w organizmie, a takze zbadanie mechanizméw
zwigzanych z usuwaniem nos$nikdw z organizmu. Metody obrazowania przezyciowego
wykorzystujg m.in metody $wietlne bazujace na pomiarze sygnalu luminescencji (96). W
przypadku analiz czastek nie posiadajacych wlasciwosci luminescencji koniecznym jest
wyznakowanie badanych no$nikow za pomoca odpowiednich znacznikdw (np. znacznikami

fluorescencyjnymi) (97).
1.3.3. Przedkliniczna analiza immunogennos$ci badanych nosnikow

Materiaty uzyte do produkcji no$nikéw lekow moga posiada¢ wiasciwosci
immunogenne dla organizmu. Nanoczastki uzywane jako no$niki moga angazowaé zar6wno
nieswoistg jak 1 swoistg odpowiedz uktadu odpornosciowego. Rodzaj; odpowiedzi oraz jej
szybkos$¢ zalezy m.in. od drogi podania nosnika, jego wlasciwosci fizykochemicznych czy jego

rozmiaru (98).
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Kontakt z no$nikiem prowadzi¢ moze do aktywacji uktadu dopetiacza. Dziatanie tego
systemu w konteks$cie infekcji patogenem polega m.in. na opsonizacji patogenu elementami
biatkowymi dopetniacza, co prowadzi do chemotaksji komoérek zernych do miejsc infekcji, a
nastepnie eliminacji patogenu lub zarazonych komoérek oraz inicjacji odpowiedzi zapalnej (99).
Podobne mechanizmy obserwowane sa w przypadku ekspozycji na egzogenne czastki, jak np.
no$niki lekow. W konsekwencji aktywacji uktadu dopetniacza dochodzi¢ moze do reakcji
nadwrazliwosci lub w bardziej skrajnych przypadkach do wstrzasu anafilaktycznego (100).
Wyrézniamy trzy gltowne szlaki aktywacji dopelniacza: 1) szlak klasyczny ii) szlak
alternatywny oraz iii) szlak lektynowy (99). W zaleznosci od tego, ktéry szlak ulegnie
aktywacji dochodzi do wytworzenia odpowiedniego homologu enzymu konwertazy C3. Ich
dzialanie proteolityczne prowadzi do cigcia biatka C3 uktadu dopetniacza na dwie podjednostki
— C3a (peptyd bedacego mediatorem stanu zapalnego) i1 C3b (peptyd biorgcy udzial w
opsonizacji patogenu) (99). Komponent C3b wigze takze konwertazg C3, w wyniku czego
dochodzi do powstania konwertazy CS5. Ze wzgledu na istotng rol¢ jaka enzymy te odgrywaja

w szlaku aktywacji uktadu dopetniacza wykorzystywane sg jako marker jego aktywacji.

Nosniki podawane systemowo maja kontakt z komponentami krwi i ukladu
odpornosciowego bezposrednio po ich podaniu. Nosniki w krwioobiegu ulegaja optaszczeniu
biatkami osocza (opsonizacji), co utatwia ich rozpoznawanie, wylapywanie i usuwanie z
organizmu przez uklad fagocytarny (101). Gtéwna rol¢ w wychwytywaniu no$nikéw z systemu
odgrywaja komorki dendrytyczne, neutrofile czy monocyty (42). Transportowane przez
komorki fagocytarne nos$niki moga by¢ akumulowane w organach odpowiedzialnych za
usuwanie substancji z organizmu ($ledziona, watroba czy nerki). Wysokie ich stezenie w

wyniku akumulacji wywolywa¢ moze toksyczny wptyw na te organy (102).

W przypadku nos$nikow podawanych lokalnie (np. podskornie), materiat z ktorego
wykonany jest no$nik rdwniez zostaje pokryty warstwg bialek w procesie opsonizacji (103).
Adsorpcja biatek na powierzchni materialu sprzyja migracji prozapalnych komorek uktadu
immunologicznego. Dochodzi tutaj rowniez do aktywacji ukladu dopetniacza (103). W
przypadku no$nikdéw podlegajacych implantacji stan zapalny zwigzany jest rOwniez z
uszkodzeniem tkanek wywotanym przez zabieg implantacyjny. W niektorych przypadkach
przestrzenna struktura nos$nika pozwala na jego infiltracj¢ przez komorki uktadu
immunologicznego co moze sprzyjac rozwojowi stanu zapalnego (103). W pierwszej kolejnosci
dochodzi do infiltracji przez neutrofile, a pdzniej przez monocyty, makrofagi oraz limfocyty T

1 B. Duzy rozmiar biomateriatu (w tym wypadku nos$nika leku) nie pozwala na jego wchlonigcie
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na drodze fagocytozy przez makrofagi. Fakt ten w polaczeniu z przewlekta stymulacja
makrofagéw moze prowadzi¢ do powstawania w okolicy implantu wielojadrowych komorek

olbrzymich (ang. giant cells) (104).

Kontakt z no$nikami systemowymi i lokalnymi prowadzi¢ moze do zmian fenotypu
makrofagéw. Wyrozniamy dwa gltéwne fenotypy makrofagéw — fenotyp M1 (promujacy
odpowiedz zapalng) oraz fenotyp M2 (o wlasciwo$ciach supresyjnych) (102). Kontakt z
nosnikami moze indukowac¢ polaryzacj¢ do obu tych fenotypow (102). Polaryzacja do fenotypu
M1 prowadzi¢ moze do nasilenia stanu zapalnego, natomiast polaryzacja do fenotypu M2 moze
prowadzi¢ do zwigkszenia intensywnosci fagocytozy niektorych no$nikdéw, jak np. nanoczastek

krzemionkowych (105).

Aktywacja uktadu dopetniacza promuje takze powstawanie stanu zapalnego, bedacego
waznym elementem nieswoistej odpowiedzi ukladu immunologicznego. Stan zapalny odgrywa
kluczowa role w procesie gojenia ran oraz zwalczania infekcji, jednakze dtugotrwaty stan
zapalny moze prowadzi¢ do powaznego uszkodzenia tkanek. Mediatorami odpowiedzi zapalnej
sa komponenty uktadu dopetniacza, cytokiny i chemokiny. Wydzielane przez komoérki cytokiny
takie jak interleukina 1 (ang. interleukin 1, IL-1), IL-6, czynnik martwicy nowotworu a (ang.
Tumor Necrosis Factor o, TNF-o) oraz chemokiny takie jak biatkowy chemoatraktant
monocytow (ang. monocyte chemotactic protein, MCP-1) sprzyjaja rozwojowi stanu zapalnego

(106).

Cytokiny wplywaja takze na zmiany proliferacji, dojrzewania i funkcjonowania
komorek uktadu immunologicznego np. limfocytow T (106). Aktywacja limfocytow T CD4+
prowadzi¢ moze do ich réznicowania do limfocytéw pomocniczych (ang. T helper cells, Th) o
fenotypie Th1, Th2, Th17 albo limfocytow regulatorowych (ang. regulatory T cells, Treg) (107).
Immunogenny wplyw badanych no$nikoéw zaburzy¢ moze rownowage subpopulacji komorek
Th1/Th2 oraz wydzielanych przez nie cytokin (cytokiny typu Thl i Th2) (106). Rownowaga
pomiedzy tymi subpopulacjami odpowiada za wiele typow odpowiedzi immunologicznej w
organizmie (106). Do cytokin typu Thl zaliczamy m.in. IL-2, IFN-y and TNF-a, a do typu Th2
IL-4, IL-5 1 IL-6 (106). Analiza réwnowagi pomiedzy tymi dwiema populacjami pozwala
przewidzie¢ potencjalne immunogenne dzialanie no$nikOw na organizm. Przesunigcie
rownowagi na stron¢ Thl promuje stan zapalny, podczas gdy w kierunku Th2 odpowiedz

humoralng organizmu (106).
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Stany zapalne wywotlywane przez limfocyty pomocnicze prowadzi¢ moga do aktywacji
innych komorek uktadu immunologicznego, w tym limfocytow T i B oraz makrofagéw (107).
Oddziatlywania pomiedzy aktywowanymi limfocytami T i B prowadzi¢ moze z kolei do
odpowiedzi swoistej (humoralnej) bazujacej na wytwarzaniu przez limfocyty B swoistych
przeciwcial rozpoznajacych epitopy obecne na materiale uzytym do produkcji badanych
nos$nikow (108). Stymulacja antygenem oraz oddziatywania pomiedzy limfocytami T i B
prowadza do roéznicowania limfocytow B do komorek wytwarzajacych przeciwciata badz do
komorek pamieci, ktore zapewniaja szybka odpowiedz swoistg w przypadku reekspozycji na

dany antygen (109).

Nosniki 1 uzyte do ich produkcji materiaty moga rdéwniez mie¢ wplyw
immunosupresyjny na organizm (107). Immunosupresyjny wptyw nosnikow objawiac si¢ moze
obnizong aktywno$cig komorek NK (ang. natural killer, NK), obnizong zdolnoscia
proliferacyjng limfocytow, obnizong zdolnoscig reakcji przeciwcial zaleznej od limfocytéw T
(ang. T-cell-dependent antibody response, TDAR) oraz obnizong produkcja swoistych
przeciwciat (107)

1.3.3.1. Badania immunogennosci in vitro

Systemy in vitro pozwalaja na niepeing analize niektérych mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej. W modelach in vitro przeprowadza si¢ m.in. ocen¢ aktywacji uktadu
dopetiacza, zdolno$¢ proliferacyjna leukocytéw, zdolno§¢ wylapywania nos$nikow przez

makrofagi (fagocytoza) czy analize wptywu no$nikéw na komorki NK.

Analizy dotyczace aktywacji uktadu dopelniacza przeprowadzane sa w oparciu o
techniki immunoenzymatyczne lub western blot. Testy polegaja na wykrywaniu w surowicy
komponentéw ukladu dopelniacza, w tym enzymu konwertazy C3. W obu technikach do

wykrywania biatka wykorzystywane sg swoiste przeciwciala wigzace konwertaze C3.

Proliferacja leukocytow analizowana jest z wykorzystaniem izolowanych z krwi
obwodowej leukocytow. [zolowane leukocyty hodowane sg w obecnosci badanych nosnikéw
i/lub mitogenu (np. fitoaglutyniny (ang. phytohemagglutinin, PHA-M)). Nastgpnie po 72
godzinach od podania analizowana jest zdolno$¢ proliferacyjna leukocytéw za pomoca

omowionych w rozdziale 1.3.2.1 testow proliferacyjnych badz testow MTT.

Analizy profilu wydzielanych cytokin i chemokin prowadzi si¢ w oparciu o izolowane

z krwi obwodowej komoérki mononuklearne krwi obwodowej (ang. peripheral blood
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mononuclear cell, PBMCs). Do hodowanych komoérek dodaje si¢ badane nos$niki, a po

odpowiednim czasie analizuje si¢ wydzielane do pozywki cytokiny.

Jednym z zagrozen w przypadku produkcji materiatow w systemach bakteryjnych sg
potencjalne zanieczyszczenia pirogenami, czyli endotoksynami pochodzenia bakteryjnego.
Wywotuja one silng odpowiedz immunologiczng organizmu co moze by¢ szczegdlnie
niebezpieczne w przypadku preparatow podawanych dozylnie. Obecno$¢ endotoksyn w tego
typu preparatach moze prowadzi¢ do szoku, a w skrajnych przypadkach do $§mierci organizmu.
Endotoksyny bakteryjne sg lipopolisacharydami (ang lipopolisacharyde, LPS) wchodzacymi w
sktad btony komorkowej bakterii gram ujemnych (46). LPS sklada si¢ z polisacharydu
rdzeniowego, polisacharydu swoistego dla antygenu O i lipidu A (46). Fragment lipidowy
odgrywa kluczowg role w odpowiedzi uktadu immunologicznego. Mediatorem tej odpowiedzi
jest szlak sygnalowy TLR4 (ang. toll-like receptor 4). LPS wiazany jest przez biatko wiazace
LPS (ang. LPS-binding protein, LBP) co prowadzi do aktywacji receptora TLR4 i ko-
receptorow CD14 i MD2. TLR4 eksprymowany jest m.in. w monocytach, makrofagach oraz
komorkach endotelialnych. Aktywacja receptora TLR4 przez lipid A prowadzi do wydzielania
przez makrofagi cytokin prozapalnych m.in. TNF-a i1 IL1-B (46). Mechanizm ten

odpowiedzialny jest za zwalczanie bakterii w organizmie.

W zwigzku z powyzszym zanieczyszczenie materiatu endotoksynami stanowi duze
zagrozenie dla organizmu. Detekcje endotoksyn przeprowadza si¢ za pomoca testu na krdlikach
(ang. rabbit pyrogen test, RPT). Po dozylnym podaniu badanej substancji zwierzgtom (3
osobniki) monitorowana jest ich temperatura przez 180 minut. W przypadku gdy u zadnego z
badanych osobnikow nie doszto do wzrostu temperatury o 0,6°C, a sumaryczny wynik wzrostu
temperatury u 3 osobnikow nie przekraczat 1,4°C przyjmuje si¢ jako wynik pozytywny (brak
endotoksyn) (110). Metoda ta jest bardzo czuta, pozwala na detekcje nawet 0,5 EU/mL
endtotoksyn (47). Alternatywna metoda detekcji endotoksyn w badanych probach
wykorzystuje dzialanie enzymoéw izolowanych z amebocytow Limulus (ang. Limulus
amebocyte lysate, LAL). Testy LAL wykorzystuja koagulacje¢ lizatu wyizolowanego z
amebocytow w obecnos$ci LPS (111). Metoda ta pozwala na iloSciowy pomiar zawarto$ci
endotoksyn w badanej prébie. Test ten jest znacznie dokladniejszy niz w wypadku testow z
uzyciem zwierzat. Pozwala na wykrycie duzo mniejszych ilosci LPS (nawet do 0,03 EU/mL)
(111). Testy LAL sa ponadto tansze i fatwiejsze do wykonania. Metoda LAL zalecana jest przez

FDA jako metode pomiaru zanieczyszczen nanoczastek endotoksynami (112).
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1.3.3.2. Badania immunogennosci in vivo

Ze wzgledu na ztozono$¢ uktadu immunologicznego i jego systemowy charakter peinej
charakteryzacji immunogennos$ci no$nika dokona¢ mozna jedynie w oparciu o zwierzece

modele in vivo.

Oceng powstawania stanu zapalnego w modelach in vivo przeprowadza si¢ w oparciu o
pomiar poziomu cytokin i chemokin. Oznaczen dokonuje si¢ w surowicy pobranej w trakcie
trwania eksperymentu. Do pomiaru wykorzystywane sg rowniez, tak jak w przypadku testow
in vitro, techniki typu immunoeznymatycznego (ang. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) czy cytometrii przeplywowej (109). Wykorzystanie st¢zenia cytokin jako markera
procesoOw zapalnych czasami jest problematyczne z uwagi na fakt, iz nie s3 dostepne dane

referencyjne dla wszystkich cytokin w réznych organizmach modelowych (109).

Oceny swoistej odpowiedzi immunologicznej dokonuje si¢ w oparciu o stezenie
swoistych przeciwcial wystepujacych w surowicy. W tego typu eksperymentach badane no$niki
podawane sa co najmniej dwukrotnie, a analizy dokonuje si¢ po 28 dniach od podania pierwszej
dawki (113). Badany no$nik lub material, z ktorego jest wykonany, immobilizowany jest na
ptytkach 96-dotkowych. Nastepnie do optaszczonych dotkdéw dodaje si¢ surowice w szeregu
rozcienczen pobrane od badanych osobnikéw. Detekcje zwiazanych swoistych do
materiatu/no$nika przeciwcial przeprowadza si¢ za pomocg testOw immunoenzymatycznych
wykorzystujacych wyznakowane przeciwciata drugorzedowe rozpoznajace przeciwciata

organizmu uzytego w testach.

Immunogenny badz immunosupresyjny wpltyw badanych no$nikow na organizm
przektada si¢ takze na zdolno$¢ proliferacyjng limfocytow. W celu zbadania potencjatu
proliferacyjnego limfocytow zwierzetom podaje si¢ badane no$niki, a nastgpnie izoluje
limfocyty. Komorki te izoluje si¢ z krwi obwodowej, sledziony, czy weztow chlonnych (113).
Wyizolowane limfocyty w warunkach ex vivo powtornie stymuluje si¢ badanymi no$nikami.
Wzrost potencjatu proliferacyjnego wywotany powtérnym dziataniem badanego no$nika
Swiadczy o jego immunogennym oddziatywaniu na organizm. Uzyskane wyniki odnosi si¢ do
grup kontrolnych stymulowanych nieswoi$cie za pomoca mitogendéw, np. przeciwciatami
CD3/CD28, fitohemaglutyning (ang. phytohemagglutinin, PHA), konkawaling A (ang.
concanavilin A, Con A) czy mitogenem szkarlatni (ang. pokeweed mitogen, PWM) (113).
Obnizony wzgledem odpowiednich kontroli potencjat proliferacyjny limfocytow w grupach

badanych §wiadczy¢ moze z kolei o immunosupresyjnym dziataniu badanych czastek. Pomiaru
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potencjatu proliferacyjnego limfocytéw dokonuje si¢ za pomocag testow proliferacji

omoOwionych we wezesniejszym rozdziale (1.3.2.1).

Zmiany fenotypowe komoérek immunologicznych oraz zmiany ich liczby takze moga
swiadczy¢ o immunogennym wptywie badanych nosnikéw. W tym celu bada si¢ m.in.
limfocyty krwi obwodowej, limfocyty wyizolowane ze §ledzion, czy komorki naciekajace
implantowalne nosniki (113). Rozr6éznienia danych subpopulacji komoérek immunologicznych
dokonuje si¢ w oparciu 0 wystepowanie antygenow roéznicowania komorkowego (ang. cluster
of differentiation, CD) oraz innych markerow komérkowych. Analiza cytometryczna dostarcza
informacji na temat liczby i procentowego udziatu badanych populacji komorek. Za pomoca tej
techniki mozna analizowa¢ fenotyp komoérek zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng
wywotang kontaktem z no$nikiem. Analizy pozwalaja m.in. na ocen¢ udzialu komorek
fagocytarnych (np. monocyty, makrofagi), komoérek zwigzanych z odpowiedzig nieswoista (np.
komorki NK, eozynofile, bazofile, makrofagi, neutrofile czy komoérki dendrytyczne), komorek
zaangazowanych w odpowiedz swoistg humoralng (zalezng od przeciwciat) (np. limfocyty B,
limfocyty B pamigci) oraz komoérek zwigzanych z komoérkowa odpowiedzig swoista (np.
limfocyty CD4+, CD8+, aktywowane limfocyty CD4+ i CD8+, limfocyty pamigci CD4+ 1
CD8+).

W ocenie immunogennego wptywu wykorzystywana jest rowniez analiza patologiczna
1 histopatologiczna narzadéw wewnetrznych pobranych od zwierzat po zakonczeniu badania.
W analizie oceniane s3 zmiany patologiczne wywotane stanem zapalnym. Oceniania jest m.in.
infiltracja tkanek przez komorki immunologiczne (gldwnie granulocyty, limfocyty 1 makrofagi)

zwigzana z ostrym stanem zapalnym (114)

1.3.4. Przedkliniczna analiza skutecznosci dzialania badanych nosnikow lekow

1.3.4.1. Skuteczno$¢ dzialania terapii z wykorzystaniem nos$nikow lekow w

modelach in vitro

Wstepne badania dotyczace skutecznos¢ terapii z wykorzystaniem badanych no$nikow
lekow przeprowadza si¢ w modelach in vitro. W tym celu wykorzystywane sg techniki opisane
w rozdziale 1.3.2.1, takie jak testy MTT, proliferacji, apoptozy pozwalajace okresli¢ zywotnos¢

komorek poddanych dziataniu terapii.

W przypadku terapii celowanych, skuteczno$¢ wigzania no$nikéw wzgledem komorek
przeprowadza si¢ za pomoca cytometrii przeptywowej badZz mikroskopii konfokalnej i

fluorescencyjnej. Analizy dokonuje si¢ gtownie 1) w oparciu o znakowanie no$nikow za
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pomoca znacznikéw fluorescencyjnych lub 1ii) poprzez ladowanie no$nika substancja

modelowa o wiasciwo$ciach fluorescencyjnych.

1.3.4.2. Skuteczno$¢ dzialania terapii z wykorzystaniem no$nikow lekow w

modelach in vivo

Doktadna charakterystyka badanych no$nikéw z wykorzystaniem réznych modeli in
vitro pozwala w znacznym stopniu ograniczy¢ liczbe wykorzystywanych w eksperymentach
zwierzat. Poza aspektem etycznym na ich korzy$¢ przemawia rowniez nizszy koszt 1 fatwosé
wykonania testow. Jednakze na dzien dzisiejszy modele in vivo pozostaja wcigz niezastgpione
w procesiec badan przedklinicznych. Ze wzgledu na zlozono$¢ modeli zwierzgcych
(wspotwystepowanie uktadu krwionosnego oraz immunologicznego, organow docelowych)
modele te s3 nieocenionym narzedziem badawczym w przypadku testowania skutecznosci

terapii antynowotworowych z wykorzystaniem nos$nikow lekow.

Nowoczesne techniki obrazowania pozwalaja na przyzyciowe monitorowanie wzrostu
guza oraz jego przerzutow w modelach onkologicznych (96). Zastosowanie technik
obrazowania ma szczegdlne znaczenie w przypadku modeli badawczych, gdzie pomiaru
wielko$ci guza nie mozna wykona¢ za pomoca suwmiarki. Techniki te oparte s3 o pomiar
sygnatlu luminescencji 1 wymagaja modyfikacji komoérek podawanych zwierzetom
odpowiednim genem reporterowym (np. genem kodujacym lucyferaze czy biatko zielonej
fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP) (4). Na podstawie sygnatu luminescencji
generowanego przez zmodyfikowane genetycznie komorki nowotworowe w sposob posredni
oszacowa¢ mozna rozmiar guza. W wigkszosci przypadkéw sita sygnatu luminescencji jest

proporcjonalna do rozmiaru guza (96).

Wsrod narzedzi badawczych uzywanych do obrazowania zwierzecych modeli
onkologicznych wykorzystywane sa rowniez techniki takie jak tomografia komputerowa (ang.
microcomputed tomography, CT), pozytronowa tomografia emisyjna (ang. micropositron
emission tomography, PET), czy MRI (115). Metody te nie wymagaja transferu genéw do
komorek w celu obrazowania guza (moga wymaga¢ podania kontrastu) dzigki czemu moga
pozwoli¢ na monitorowanie rozwoju choroby nowotworowej w modelach wykorzystujacych
materiat biopsyjny pacjentow (ang. patient derived xenografts, PDX). Techniki te pozwalaja
takze na analize dystrybucji niektorych rodzajow nos$nikoéw lekoéw bez uzycia znacznikow
fluorescencyjnych. Przykladem moze by¢ zastosowanie MRI w obrazowaniu nanoczgstek

magnetycznych.
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W ocenie skuteczno$ci terapii antynowotworowej z wykorzystaniem no$nikow lekow
wykorzystywana jest takze analiza histologiczna. Pozwala ona na zbadanie stopnia zajg¢cia
badanych narzagdoéw przez nowotwor, dzieki czemu posrednio uzyskujemy ocene skutecznosci
dostarczania przez badany nos$nik leku do mikrosrodowiska guza. Powszechnie stosowane
barwienie preparatdw za pomocg hematoksyliny i eozyny (ang. hematoxylin and eosine, H+E)
pozwala na ocen¢ powierzchni guza w odniesieniu do powierzchni zaj¢tego organu, liczby
przerzutdw nowotworowych, liczby komorek zdegenerowanych, nekrotycznych, mitotycznych
oraz apoptotycznych. Badania histopatologiczne rozwijane sg czgsto o analizy detekcji
fragmentacji DNA (ang. the terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling,
TUNEL) czy barwienia immunohistochemiczne pozwalajace bada¢ markery procesow

istotnych z punktu widzenia rozwoju i leczenia nowotwordéw np. marker proliferacji np. Ki67.

Toksyczno$¢ nosnika albo stosowanej terapii, monitoruje si¢ poprzez pomiar masy ciala
organizmu modelowego w trakcie trwania eksperymentu. Znaczna utrata masy ciata moze by¢
spowodowana postepem choroby nowotworowej, nieswoistym dziataniem lekow
chemioterapeutycznych dostarczanych przez badany system, czy tez toksyczno$cig samych
no$nikoéw. Zastosowanie odpowiednich grup kontrolnych pozwala wskaza¢ prawdopodobna

przyczyng ewentualnej utraty masy ciata zwierzat.

W badaniach in vivo dotyczacych analizy skutecznosci potencjalnych terapii oraz badan
dotyczacych biologii nowotworu duze znaczenie maja mysie modele zwierzgce. Ich
zastosowanie pozwala na dokladne odzwierciedlenie wieloczynnikowych procesow

zwigzanych z chorobga nowotworowa (116).
1.3.4.2.1. Mysie modele nowotworowe

W modelowaniu nowotworéw wykorzystane sa m.in. mysie modele transgeniczne (ang.
genetically engineered mouse, GEM). Modyfikacja genetyczna zarodkowych komorek
embrionalnych (ang. embryonic stem cells, ES) pozwala na uzyskanie szczepéw spontanicznie
rozwijajacych okreslone nowotwory poprzez aktywacje onkogendw, badz inaktywacje genow
supresorowych (117). Co wigcej inaktywacja lub aktywacja genu dotyczy¢ moze wszystkich

komorek organizmu badz moze by¢ tkankowo swoista.

W modelach syngenicznych do inicjacji wzrostu guza wykorzystywane sg ustalone linie
komorkowe wyizolowane z nowotworow pochodzacych od zwierzat tego samego szczepu
(118). W zalezno$ci od miejsca inokulacji komorek wyodrebni¢ mozemy modele ektopowe

(podskdrne podanie komorek) oraz ortotopowe (w miejsce naturalnego wystepowania danego
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typu nowotworu). Modele ortotopowe pozwalaja na odwzorowanie zlozonych interakcji
zachodzacych pomiedzy guzem a otaczajaca go zdrowsq tkanka (4). W przypadku modeli
ortotopowych nowotworu piersi, komorki wstrzykiwane sg podskornie do podktadki
thuszczowej gruczotu sutkowego (ang. mammary fat pad). Zaleta modeli syngenicznych jest
mozliwo$¢ wykorzystania zwierzat immunokompetentnych. Dzigki temu mozliwa jest ocena
wptywu ukladu immunologicznego na terapi¢. Modele syngeniczne s3 ponadto tatwe do

uzyskania, a wzrost guza zazwyczaj jest szybki 1 tatwy do zaobserwowania (118).

W badaniach stosowane sg takze modele ksenograficzne. Do utworzenia modeli
ksenograficznych wykorzystywane sg ludzkie ustalone linie komoérkowe (ang. cell-line-derived
xenografts, CDX), badz material biopsyjny od pacjentow (modele PDX). Zastosowanie
komorek pochodzenia ludzkiego wymaga wykorzystania zwierzat o uposledzonym uktadzie
immunologicznym, co znaczaco wplywa na uzyskane rezultaty terapii testowanej w tego typu
modelach (118). Rozwinigciem modeli PDX stanowig humanizowane modele PDX.
Wykorzystuja one zwierzgta immunoniekompetentne (np. myszy szczepu NSG), ktorym
oprécz fragmentu biopsyjnego guza podawane sg rowniez ludzkie komorki krwiotworcze lub

PBMCs w celu czg$ciowej rekonstrukcji ,,humanizowanego” uktadu odpornosciowego (119).

Zaleta modeli, ktore wytwarzane s3 za pomoca ustalonych linii komoérkowych jest
mozliwo$¢ modyfikacji genetycznej komorek przed ich podaniem. Komorki moga zosta¢ np.
zmodyfikowane za pomoca gendw reporterowych umozliwiajac §ledzenie postgpu rozwoju

guza w organizmie modelowym (118).

Sposoby generowania mysich modeli onkologicznych nowotworow ujeto w Rycinie 3,

natomiast gtbwne zalety 1 ograniczenia poszczegolnych metod ujeto w Tabeli 1.
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Modele transgeniczne Modele syngeniczne Modele ksenograficzne

Indukcja onkogenezy

Modele CDX Modele PDX
Ustalone mysie, Ustalone ludzkie,
nowtworowe linie nowtworowe linie Materiat biopsyjny
komérkowe komdrkowe od pacjenta

|

Rozw6j nowtworu Podanie komérek Podanie komérek Podanie komoérek
(ektopowo albo ortopowo) (ektopowo albo ortopowo) (ektopowo albo ortopowo)

Rozwoj nowotworu Rozwdj nowotworu Rozwdj nowotworu

Rycina 3. Strategie wytwarzania mysich modeli onkologicznych.
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Tabela 1. Zalety i ograniczenia poszczegolnych mysich modeli onkologicznych.

Zalety

Ograniczenia

Modele

transgeniczne

Rozwdj tkankowo specyficznego
nowotworu

Pozwalaja na badania zwigzane z
inicjacja wzrostu guza

Pozwalaja na dokladng analizg
wybranych genow biorgcych udziat

w onkogenezie

Dhugi i trudny do oszacowania czas

inicjacji 1 wzrostu guza

Modele

syngeniczne

Proste 1 szybkie wytworzenie
modelu

Pozwalaja na uzycie zwierzat
immunokompetentnych
Pozwalaja  bada¢  zagadnienia
zZwigzane z

immunologia

nowotworow

Konieczno$¢ uzycia mysich linii

komoérkowych

Ksenograficzne

modele CDX

Proste 1 szybkie wytworzenie
modelu

Mozliwos¢ modyfikacji
genetycznej komorek przed

podaniem

Wymaga uzycia zwierzat =z
niedoborami odpornosci

Brak mozliwosci modelowania
zjawisk zwigzanych z immunologia

nowotworu

Modele PDX

Wykazuja histologiczne i
genetyczne cechy materiatu
pierwotnego

Oddaja  heterogenny  charakter
nowotworow

Wysoka warto$¢ predykcyjna

Wymaga uzycia zwierzat z
niedoborami odpornosci

Brak mozliwosci modelowania
zjawisk zwigzanych z immunologia
nowotworu

Duzy koszt

Mysie modele przerzutow nowotworow

Modele zwierzgce pozwalaja bada¢ rowniez aspekty zwigzane z przerzutowaniem

nowotworu. Jednym z najczesciej wykorzystywanych organizmow modelowych sg myszy (4).

Istnieje kilka metod wytwarzania modelu przerzutéw u myszy, a kazdy z nich pozwala na

badanie innych aspektow biologii nowotworu, jednakze z drugiej strony kazdy z nich posiada

inne ograniczenia.
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Modelowanie spontanicznie wystgpujacych przerzutdbw mozna przeprowadzi¢ z
wykorzystaniem modeli GEM oraz modeli ortotopowych. Tego typu modele najwierniej oddaja
zjawiska zwigzane z onkogenezg, metastaza i aktywacja tkanek w miejscu zasiedlenia przerzutu
(4). Wada tego typu modeli jest z kolei dlugi czas wytwarzania modelu. Ponadto bez
specjalistycznego sprzetu diagnostycznego oraz modyfikacji genetycznej komoérek genami
reporterowymi (tylko w przypadku ortotopowych modeli syngeniczych) moment metastazy
nowotworu jak i miejsce zasiedlenia przerzutu jest trudny do uchwycenia (4). Kolejnymi
ograniczeniami tego typu modeli jest nierbwnomierny rozwoj przerzutow u zwierzat w obrebie

grup badawczych.

Inng metoda wytworzenia tego typu modeli jest bezposrednia iniekcja komorek
nowotworowych do uktadu krazenia. Wybdr naczyn krwiono$nych, do ktorych podawane sa
komoérki nowotworowe zwigzany jest z lokalizacja zasiedlenia podanych komorek (4). W
modelach przerzutu nowotworu do watroby komorki podawane sg do zyty gtownej, natomiast
dosercowe podanie komorek pozwala na wytworzenie modeli przerzutu do mézgu czy nerek
(120). W przypadku modelowania przerzutu raka piersi do pluc, komoérki podawane sg
zazwyczaj do zyly ogonowej myszy (120). Zaleta tego typu modelu jest ich prostota oraz szybki
czas wytworzenia przerzutu. W przypadku uzycia ustalonych linii komorkowych mozliwa jest
réwniez ich uprzednia modyfikacja genami reporterowym, co znacznie utatwia monitorowanie
rozwoju przerzutu (4). Modele tego typu nie odzwierciedlajg jednak wszystkich aspektow
zwigzanych z metastazg. Nie pozwalaja m.in. na zbadanie aspektéw zwigzanych z formacja

guza pierwotnego, jego rozwojem i inicjacja przerzutu.

Metastaze komorek nowotworowych do innych narzadow uzyskuje si¢ takze poprzez
bezposrednie wstrzykniecie komorek nowotworowych bezposrednio do narzadu (4). Ta
strategia pozwala na najszybsze 1 najpewniejsze wytworzenie modelu przerzutu, jednakze w
najmniejszym stopniu odzwierciedla mechanizmy zachodzace w naturze. Ponadto
bezposrednia iniekcja komorek do narzadéow zwigzana jest z uszkodzeniem tkanek 1

powstawaniem stanu zapalnego, co w konsekwencji wplywa na wyniki badan (4).

Sposoby generowania mysich modeli przerzutu nowotworow ujeto w Rycinie 4, natomiast

gléwne zalety 1 ograniczenia poszczegdlnych metod ujeto w Tabeli 2.
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Modele transgeniczne ~ Modele ortopowe

Podanie komoérek do

podktadki ttuszczowej
gruczotu sutkowego

£

Rozwéj nowotworu

Indukcja onkogenezy

Rozwoj nowtworu

%pﬂwﬂn%em@my

Rozwqj przerzutu

Rozwoj przerzutu

' ' Przerzuty

Bezposrednie podanie

Modele kolonizaciji
komorek

komorek
Bezposrednie podanie
komoérek do badanych
narzadow docelowych

|. Dosercowe podanie
komorek

|

Il. Podanie komérek Rozwéj modelu przerzutu

przez zyte ogonowa

’ Ogniska
nowotworowe

IIl. Podanie komérek przez
zyte glowng lub sledzione

Rycina 4. Strategie wytwarzania mysich modeli przerzutow. Na podstawie (4).
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Tabela 2. Zalety i ograniczenia poszczegolnych mysich modeli przerzutu nowotworu.

Zalety

Ograniczenia

Modele

transgeniczne

Rozwdj  tkankowo  swoistego
nowotworu
Tworzenie przerzutow zalezy od

wybranego onkogenu

Zdolnos¢ przerzutowania komorek
nowotworowych zwiazana jest z
uzytym szczepem myszy

Dhugi i trudny do oszacowania czas
inicjacji, wzrostu i metastazy guza

Brak przerzutéw do kosci i mozgu

Modele

ortotopowe

(spontaniczne

przerzuty)

Generuje spontaniczne przerzuty do
wielu roznych narzadéow (w
zaleznosci  od  uzytej  linii
komorkowej)

Komorki moga zostaé
zmodyfikowane genetycznie przed

podaniem

Nie modelujemy zjawisk
zwigzanych z powstawaniem guza
pierwotnego

Ograniczona zdolno$¢
przerzutowania w przypadku

niektorych linii komoérkowych

Modele
kolonizacji

komorek

Proste 1 szybkie wytworzenie
modelu

Mozliwos¢ badania linii
komodrkowych, ktore naturalnie nie
tworza przerzutbw W  sposob

spontaniczny

Duza liczba komoérek podana
dozylnie

Nie modelujemy zjawisk
zwiazanych z powstawaniem guza
pierwotnego oraz jego inwazja

Nie modelujemy zjawisk
zwigzanych z aktywacja komorek w

niszy nowotworowej

Bezposrednia
iniekcja
komorek do

narzadu

Mozliwo$¢ badania komorek, ktore
naturalnie nie tworza przerzutow w
sposob spontaniczny w danym

organie

Bezposrednia  iniekcja = moze
prowadzi¢ do stanu zapalnego i
uszkodzenia organu docelowego

Nie modelujemy zjawisk
zwigzanych z powstawaniem guza
pierwotnego jego inwazja,
metastazg 1 aktywacjg niszy

nowotworowe;j
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1.4. Jedwab jako biomaterial

Jedwab jest naturalnym polimerem o unikatowych wlasciwosciach mechanicznych.
Ponadto materialy wykonane z jedwabiu sg biokompatybilne oraz biodegradowalne. Brak
toksycznego wplywu na organizm oraz zaniedbywalna immunogenno$¢ wraz z niebywalg
wytrzymato$cia mechaniczng czynig jedwab materialem o potencjalnych zastosowaniach
biomedycznych (121,122). Na bazie jedwabiu wytwarzane sg r6ézne struktury morfologiczne
np.: maty, rusztowania, hydrozele, wtokna, a takze formy sferyczne (123—125). Niektore z
biomateriatow wytwarzanych na bazie jedwabiu zostaty zaakceptowane przez FDA badz sg w
trakcie badan klinicznych. Wérdd nich znajduja si¢ m.in.: nici chirurgiczne (Surusil®, Suru;
Sofsilk™, Covidien), rusztowania (Seri® Surgical Scaffold, Allergan), czy systemy
dostarczania lekéw (Banner Pharmacaps) (126). Obecnie biomateriaty jedwabne wykonywane
sa najczesciej z jedwabiu naturalnego otrzymywanego z kokonéw jedwabnikow morwowych

badz z rekombinowanych biatek jedwabiu pajeczego.

1.4.1. Jedwab naturalny

14.1.1. Jedwab jedwabnikow morwowych

Jedwab naturalny pozyskuje si¢ gléwnie poprzez ekstrakcje fibroiny jedwabiu z
kokonoéw jedwabnikow morwowych (Bombyx mori). Proces ekstrakcji polega na oddzieleniu
fibroiny jedwabiu od biatek serycyn. Serycyny podtrzymuja strukturg kokonu poprzez wigzanie
fibroin. Etap oddzielania serycyn jest kluczowy ze wzgledu na mozliwos$¢ powstania lekkiego
stanu zapalnego w odpowiedzi na kontakt organizmu z tymi biatkami (127,128). Ni¢ jedwabnag
tworza dwa fibrylarne biatka tzw. tancuch lekki (~26 kDa) 1 cigzki (~390 kDa). Sekwencja
aminokwasowa tych biopolimeréw opiera si¢ na powtarzajacym si¢ motywie aminokwasowym
(GAGAGS), (129). Motyw ten odpowiedzialny jest za formowanie struktur B-kartki w nici

jedwabiu, ktore z kolei odpowiadajg za jego niebywata wytrzymatos¢ (130).

Rozpuszczony w procesie ekstrakeji jedwab jest nastepnie przetwarzany w pozadang
strukture morfologiczng. Indukcje przemian rozpuszczalnego jedwabiu w  jego
nierozpuszczalne formy uzyskuje si¢ poprzez ekspozycje roztworu jedwabiu na dzialanie
odpowiednich zwigzkoéw chemicznymi (np. metanolu, acetonu czy soli kosmotropowych). Na
proces przemian wplyw ma takze pH, molarno$¢ i sita jonowa zwigzkow chemicznych. Poprzez
modyfikacje warunkow tych przemian kontrolowa¢ mozna wlasciwosci fizykochemiczne (jak

np. wytrzymato$¢ ostatecznego produktu poprzez kontrolg zawartosci struktur f-kartek) (131).
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1.4.1.2. Jedwab pajeczy

Jedwab pajeczy produkowany jest w gruczotach przednych pajakéw znajdujacych sie
brzusznej czesci odwloka. Niektore gatunki pajgkow mogg posiada¢ nawet do siedmiu
rodzajow gruczotow przednych. W gruczotach tych wytwarzane sa odrgbne rodzaje nici
jedwabnej rozniace si¢ pod wzgledem wlasciwosci fizycznych, a co za tym idzie rd6znigcych si¢
pod wzgledem petnionej funkcji (132). Pajaki wykorzystuja nici jedwabne m.in. jako nici
asekuracyjne, do tapania ofiar, budowy pajeczyny, wysciotki nory oraz do wytwarzania

kokondw zabezpieczajacych jaja (133).

Poszczegdlne rodzaje nici pajeczej wytwarzane sag w odrgbnych gruczotach przednych
z pajeczych bialek jedwabiu (tzw. spidroin). Naturalne spidroiny zbudowane s3 z
powtarzajacych sie sekwencji aminokwasowych, bogatych w alaning i1 glicyng¢ (132). Regiony
poli-alaninowe tworza $cisle upakowane struktury B-kartek (fragmenty krystaliczne biatka
pajeczego) odpowiadajace za wysoka wytrzymato$¢ nici pajeczej (134). Fragmenty
krystaliczne biatek pajgczych oddzielone sg od siebie blokami aminokwasowymi bogatymi w
glicyng (GGX)a (gdzie X to glownie tyrozyna, leucyna lub glutamina) badz GPGXX, ktore
tworza struktury 3i-helisy i B-zakretow (134). Fragmenty te odpowiadajg za elastycznos¢
materiatu (134).

Do najlepiej poznanych spidroin naleza biatka Major Ampulate Spidroin 1 (MaSpl) i
Major Ampulate Spidroin 2 (MaSp2) pochodzacych od pajaka ztotego Nephila Clavipes, badz
pochodzacych od krzyzaka ogrodowego Araneus diadematus tj: Araneus diadematus Fibroin 3
(ADF3) 1 Araneus diadematus Fibroin 4 (ADF4) (122,135). Biatka te wytwarzane sg w gruczole
amputkowatym wigkszym (136). Wykorzystywane sg one w budowie nici wiodacej o wysokiej
wytrzymatosci 1 elastycznosci, ktora stuzy pajakom m.in. jako szkielet do budowy pajeczyn 1

nici asekuracyjnej (136).

Pozyskiwanie naturalnego jedwabiu pajeczego jest procesem kosztownym i mato
wydajnym. Trudno$¢ z pozyskiwaniem tego materiatu zwigzana jest m.in. z kanibalistyczng
naturag pajakow oraz nieheterogennym pod wzgledem kompozycji skltadem pajeczyny
wynikajacym z réznorodnosci produkowanych przez pajaki nici. Ponadto na sktad nici pajgczej
moga mie¢ wplyw warunki srodowiskowe oraz dieta (137). Przeklada si¢ to na rdéznice w
budowie poszczegdlnych rodzajow nici jedwabnej, a przez to wlasciwosci materiatu

pozyskanego w poszczegdlnych partiach (137).
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1.4.2. Jedwab bioinzynierowany

Trudno$¢ z pozyskiwaniem naturalnego jedwabiu pajeczego, a zarazem rozwoj technik
biologii molekularnej pozwolit na podjecie prob wytworzenia biatek jedwabiu pajeczego z
wykorzystaniem procesoOw biotechnologicznych. Gtowng zaletg tej strategii jest mozliwos¢

zaprojektowania wlasciwo$ci materiatu od podstaw na drodze inzynierii genetycznej.

Wigkszo$¢ z bioinzynierowanych jedwabi pajeczych bazuje na sekwencji
aminokwasowe] najlepiej zbadanych bialek jedwabiu MaSpl, MaSp2, ADF3 i ADF4. Ze
wzgledu na duzy rozmiar tych biatek 1 wysoce powtarzalng struktur¢ aminokwasowg produkcja
natywnych biatek pajeczych w systemie bakteryjnym jest procesem mato wydajnym lub wrecz
niemozliwym (138). Analiza zwiazku pomigdzy strukturg poszczegdlnych domen biatek
pajeczych a ich funkcja pozwolita na wytworzenie ich bioinzynierowanych odpowiednikow.
Bioinzynierowane biatka paj¢cze projektowane sa w oparciu o strukture naturalnych biatek
pajeczych. Na podstawie ich sekwencji aminokwasowej zaprojektowano (z uwzglgdnieniem
czestosci wystepowania kodonoéw dla wybranego systemu ekspresyjnego) i zsyntetyzowano
oligonukleotydy kodujace fragmenty spidroin (monomery). Nastepnie za pomoca
nastgpujacych po sobie ligacji, fragmenty kodujace monomer biatka powiela si¢ w celu

wytworzenia sekwencji kodujacej biopolimer (139).

Produkcja biatek jedwabiu moze by¢ prowadzona w r6znych systemach ekspresyjnych.
Do tej pory opisano proby produkcji bioinzynierowanych bialek jedwabi w bakteriach
(Escherichia coli), drozdzach, owadach (larwy jedwabnika morwowego), ro$linach
(Arabidopsis thaliana, tyton), czy w zwierzetach transgenicznych (mysz, koza) (135,140-144).
Ze wzgledu na mozliwos$¢ skalowania produkcji oraz jej stosunkowo niski koszt najczesciej

uzywanym systemem do ich produkcji jest system bakteryjny.

Rekombinowane biatka pajecze przetwarzane sg w rozne struktury morfologiczne takie
jak filmy, rusztowania formy sferyczne (sfery, czastki), hydrozele czy nici (122). Pozyskiwane
formy morfologiczne z bioinzynierowanego jedwabiu przedstawiono na Rycinie 5. Podobnie
jak w przypadku regenerowanego jedwabiu pochodzacego z kokonow jedwabnikow
morwowych, formowanie struktur morfologicznych bioinZzynierowanych jedwabi pajeczych
indukowa¢ mozna za pomocg dziatania soli kosmoropowych, alkoholi, elektroprzedzenia czy

poprzez odparowanie rozpuszczalnika, w ktérym rozpuszczony jest jedwab (134).
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Rozpuszczalne biatka
pajeczego jedwabiu

7/\\

Film Sfery

Rusztowania Wiékna

Rycina 5. Formy morfologiczne materialtow wykonanych z bioinzynierowanego jedwabiu.
1.4.2.1. Modyfikacje bioinzynierowanego jedwabiu

Jedwab jest materiatem, ktory moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystany jako budulec
nadajacy struktur¢ danego materialu. Jedng z zalet wytwarzania materialéw opartych na
biatkach bioinzynierowanych jedwabiu jest mozliwo$¢ modyfikacji ich sekwencji kodujacej
biatka w celu nadania im funkcji. Poprzez wprowadzenie na drodze inzynierii genetycznej do
sekwencji jedwabiu innych sekwencji kodujacych, np. peptydy lub inne motywy biatkowe,
mozna nada¢ im dang funkcje, np. zdolno$¢ wigzania substancji leczniczych, zmieni¢ kinetyke
wigzania/uwalniania przez nie leku, czy nada¢ powinowactwo wzgledem odpowiednich typow

komorek (145).

W celu kontroli wigzania oraz uwalniania lekow czy kwasow nukleinowych
opracowano adekwatne funkcjonalizacje bialek jedwabiu. Dodanie do sekwencji jedwabiu
sekwencji polilizynowe] pozwolilo na znacza poprawe zdolnosci wigzania kwasoéw
nukleinowych (146). Pozytywny tadunek aminowych grup funkcyjnych lizyny pozwala na
wytworzenie wigzan jonowych pomiedzy nimi a negatywnie natadowanymi grupami
fosforanowym DNA. Tak zmodyfikowane nos$niki wykazywaty znacznie wigkszg zdolnos¢
transfekcji badanych linii komérkowych za pomoca plazmidowego DNA (146-150).
Dodatkowo ilo§¢ powtorzen lizyny przektadata si¢ na zdolno$¢ transfekcji z uzyciem tak
zmodyfikowanych no$nikéw opartych na bioinzynierowanym jedwabiu. Nos$niki
zmodyfikowane za pomocag sekwencji sktadajacej si¢ z 30 powtorzen lizyny wykazywaty

istotnie wigksza zdolnos¢ transfekcji niz w przypadku no$nikéw zmodyfikowanych peptydem
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zawierajagcym 15 powtdrzen lizyny, jak i rowniez wzgledem nos$nikow bez tej modyfikacji

(146).

Wprowadzenie sekwencji peptydow zwigkszajacych internalizacje¢ (ang. cell
penetrating peptides CPP) lub peptydow destabilizujagcych btony komorkowe poprawia
zdolnosci internalizacji jedwabnych sfer do komorek (149). Peptydy destabilizujace btong i
CPP takie jak sekwencje polilizynowe, poliargininowe, peptyd TAT (ang. trans-activator of
transcription, TAT) (150) czy peptyd destabilizujacy btonge komodrkowa PPTG1 (149)
wykorzystano do modyfikacji jedwabiu. Ponadto wprowadzenie do sekwencji biatek jedwabiu
peptydow o dodatnim tadunku (polizlizynowych lub poliargininowych) wptyneto na zmiang
potencjatu dzeta sfer z nich wytworzonych (151). Chociaz czastki o pozytywnym tadunku
tatwiej ulegaja internalizacji, z drugiej strony moga wywotywac efekt toksyczny w organizmie
(146,152). Zwigkszenie internalizacji jedwabnych czastek osiagnieto takze dzigki modyfikacji
tripeptydem wiagzacym integryny (ang. arginylglycylaspartic acid, RGD) (151). Peptyd RGD
rozpoznawany jest przez szereg integryn i odgrywa kluczowa role w adhezji komoérek do ECM

(153).

Zwigkszenie selektywnosci dostarczania leku uzyskuje si¢ poprzez modyfikacje jego
no$nika polegajace na wprowadzaniu motywow peptydowych wigzacych si¢ do konkretnych
celow molekularnych wystepujacych na powierzchni komorek. Przyktadami takich motywow
peptydowych sa np. peptydy rozpoznajace komoérki nowotworowe i jego mikrosrodowiska
(ang. tumor homing peptides, THP) (154). Nalezace do tej klasy czastek peptydy F3, Lyp-1,
oraz CGKRK zostaly uzyte do modyfikacji biatek jedwabi (154,155). Peptyd F3 wigze si¢ z
biatkiem nukleoing, ktora eksprymowana jest na powierzchni komorek endotelialnych
biorgcych udziat w procesie angiogenezy naczyn krwiono$nych w mikrosrodowisku guza
(156). Peptyd CGKRK wigze si¢ z siarczanem heparanu znajdujacym si¢ w naczyniach
krwionosnych otaczajacych guz, natomiast peptyd LyP-1 wigze si¢ z naczyniami
limfatycznymi otaczajacymi guz (157,158). Modyfikacje jedwabiu tymi peptydami pozwolity
na selektywne wigzanie wykonanych z nich sfer z badanymi liniami komérkowymi oraz na

zwigkszenie selektywnosci dostarczania substancji modelowej (159,160).

Modyfikacje sekwencji bialek wptywaja takze na wtasciwosci fizykochemiczne biatek.
SELP (ang. silk elastin like protein) jest kopolimerem na bazie tandemowo powtorzonych
motywow fibroiny jedwabnika morwowego (GAGAGS), i elastyny (GXGVP) (gdzie x to
dowolny aminokwas z wyjatkiem proliny) (161). Motyw pochodzacy z cig¢zkiego tancucha

fibroiny pozwala na formowanie struktur krystalicznych powstatych na bazie struktur B-kartki.
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Struktury te nadaja materialowi wytrzymatos$¢ oraz chemiczng stabilno$¢ (161,162). Natomiast
sekwencja aminokwasowa pochodzaca z elastyny uzyta w SELP umozliwia materiatowi
zmiang jego struktury w odpowiedzi na czynnik zewnetrzny (tj. zmian temperatury) (161).
Podwyzszenie temperatury powyzej punktu krytycznego powoduje przejscie
nieuporzadkowanych struktur elastyny w bardziej uporzadkowane (163). Wykonane na bazie
SELP warstwy, filmy, hydrozele, maja potencjalne zastosowanie jako no$niki dostarczania
lekoéw czy genow (48). Materiat tego typu w postaci pltynnej wstrzykniety pacjentowi w okolice
guza przechodzi w nierozpuszczalng forme stalg materiatu, poniewaz pod wptywem dziatania
temperatury dochodzi do zmiany struktur elastyny. Dzigki temu nie jest wymagana interwencja

chirurgiczna w celu implantacji materiatu (164).

1.4.3. Bioinzynierowane jedwabie paje¢cze na bazie sekwencji spidroiny MaSp1

1.4.3.1. Bioinzynierowane bialko jedwabiu MS1

Bioinzynierowane bialko jedwabiu MS1 zaprojektowano w oparciu o sekwencje
aminokwasowa bialka MaSpl pochodzacego od pajaka N. clavipes. Na podstawie
powtarzajacego si¢ motywu aminokwasowego
(GRGGLGGQGAGAAAAAGGAGQGGYGGLGSQG) zaprojektowano 1 zsyntetyzowano
oligonukleotydy kodujace monomer bioinzynierowanego jedwabiu. Do sekwencji kodujace;j
monomer dodano sekwencje nukleotydowe kodujace miejsca restrykcyjne Nhel na 5° koncu
sekwencji 1 Spel na 3’ koncu sekwencji. Po hybrydyzacji zsyntetyzowanych oligonukleotydoéw
przeprowadzono ich ligacje do wektora pET30(a)+ (Novagen, Madison, WI) w miejsca
restrykcyjne Nhel 1 Spel.

Nastepnie przeprowadzono ligacje kolejnej podjednostki jedwabiu do wektora kodujacego
monomer, ktory uprzednio zostal otwarty za pomocg trawienia enzymem restrykcyjnych Nhel.
Poszczegolne kroki powtarzano do momentu uzyskania wektora kodujacego 15-mer biatka

MSI.

W celu wytworzenia wektora kodujacego rekombinowane biatko jedwabiu MSI1 bez
dodatkowych sekwencji w postaci znacznika polihistydylowego (ang. His-Tag) uzyskany 15-
mer kodujacy biatko MS1 wklonowano do wektora ekspresyjnego pETNX. (165). Wektor
pETNX zostat utworzony poprzez modyfikacje wektora pET30(a)+ wstawka NX dzieki czemu
utworzone zostaty dwa nowe miejsca restrykcyjne Nhel i Spel oraz kodon stop za sekwencja

miejsca restrykcyjnego dla Spel (165). Wektor ekspresyjny pETNX-MSI-15x uzyto do
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produkcji jedwabiu MS1. Mape wektora ekspresyjnego pETNX-MS1-15x oraz sekwencje
biatka MS1 przedstawiono na Rycinie 6.

Biatko MS1 oczyszczono dwoma metodami: 1) metodg termiczng (metoda 80/20) oraz ii) z
uzyciem kwasu propionowego (metoda PA). Metoda 80/20 bazuje na denaturacji termicznej (w
80°C) biatek bakteryjnych i oddzieleniu poprzez wirowanie pozostajacych w fazie
rozpuszczalnej biatek jedwabiu, ktore nastepnie stracane sa za pomocg 20% siarczanu amonu.
Druga metoda wykorzystuje denaturacje biatek bakteryjnych za pomoca kwasu propionowego,
a nastgpnie oddzieleniu poprzez wirowanie pozostajacych w fazie rozpuszczalnej biatek
jedwabiu. Metoda z wykorzystaniem kwasu propionowego pozwala na uzyskanie wigkszej
ilos¢ bialka z takiej samej ilosci peletu bakteryjnego niz metoda termiczna, jednakze biatka
oczyszczone tg metodg maja wicksze zanieczyszczenie endotoksynami (165). Z tego wzgledu

w dalszych badaniach dotyczacych rekombinowanych biatek MS1 uzywano metody 80/20.

A

PETNX-MS1-15x

6736 bp.
A
/
/

Sekwencja aminokwasowa biatka MS1:
MAS(GRGGLGGQGAGAAAAAGGAGQGG
YGGLGSQGTS)45

Rycina 6. Bioinzynierowany jedwab pajeczy MS1. A. Mapa wektora ekspresynego pETNX-
MS1-15x. Sekwencja MS1 (15x) koduje biatko MS1. B. Sekwencja aminokwasowa biatka
MSI.

1.4.3.2.  Bioinzynierowane bialko jedwabiu H2.1MS1

Nadekspresja receptora Her2 wystepuje w okoto 20-30 % przypadkéw nowotwordw piersi
(dane z 2012) (166). Receptor ten wykorzystywany jest jako cel molekularny dla wielu
celowanych terapii raka piersi (167,168). Dotychczas w literaturze opisano kilka peptydow

wigzacych si¢ z receptorem Her2 (169,170). Peptydy o sekwencjach MYWGDSHWLQYWYE
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(peptyd H2.1) i LTVSPWY (peptyd H2.2) wykorzystano do modyfikacji bioinzynierowanego
biatka jedwabiu MS1 (171).

W tym celu zaprojektowano i1 zsyntetyzowano oligonukleotydy kodujagce odpowiednio
wstawki H2.1 1 H2.2. Oligonukleotydy zaprojektowano w taki sposob, aby po hybrydyzacji
posiadaty one lepkie konce, komplementarne do miejsca restrykcyjnego w plazmidzie pETNX-
MS1-15x generowanego przez enzym Nhel (modyfikacja na 5° -koncu sekwencji kodujacej
MS1) oraz do miejsca generowanego przez enzym Spel (modyfikacja na 3’-koncu sekwencji
kodujacej MS1). Umozliwito to odpowiednie wprowadzenie sekwencji H2.1 lub H2.2 na 5’ lub
3’-koncu sekwencji MS1. Mapy wektorow ekspresyjnych kodujacych biatka H2.1MSI i1
H2.2MSI oraz ich sekwencje aminokwasowe przedstawiono na Rycinie 7. Sekwencja biatka
MS1H2.1 i MS1H2.2. byla podobna do sekwencji odpowiednio H2.1MS1 i H2.2MS1 z tg

rdznica, ze wstawki H2.1 1 H2.2 znajdowaty si¢ na 3’-koficu sekwencji MS1.

NheI  {1585)

B D

Sekwencja aminokwasowa peptydu H2.1 Sekwencja aminokwasowa peptydu H2.2
MYWGDSHWLQYWYE LTVSPWY

Sekwencja aminokwasowa biatka Sekwencja aminokwasowa biatka
H2.1MS1: H2.2MS1:
MASMYWGDSHWLQYWYETS(GRGGLGGQ MASLTVSPWYTS(GRGGLGGQGAGAAAAA
GAGAAAAAGGAGQGGYGGLGSQGTS) s GGAGQGGYGGLGSQGTS)1s

Rycina 7. Bioinzynierowane bialka pajecze H2.1MS1 i H2.2MS1. A. mapa plazmidu
pETNX-H2.1MS1-15x, B. sekwencja aminokwasowa wstawki H2.1 1 sekwencja
aminokwasowa biatka H2.1MS1, C. mapa plazmidu pETNX-H2.2MS1-15x, D. sekwencja
aminokwasowa wstawki H2.2 1 biatka H2.2MS1-15x.

Uzyskane biatka hybrydowe analizowano pod wzgledem swoisto$ci wigzania do
komorek nowotworowych SKOV3 1 SKBR3 wykazujacych nadekspresj¢ receptora Her2 oraz
do komoérek MSUI.1 (fibroblasty bez nadekspresji receptora Her2). Bioinzynierowane biatka
znakowano fluorescencyjnie, po czym wigzanie do komoérek oceniano za pomoca mikroskopii

fluorescencyjnej. Biatka modyfikowane peptydami H2.1 i H2.2 wykazaly znacznie wigksze
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wigzanie do komoérek z nadekspresja Her2 niz do komoérek kontrolnych, podczas gdy biatko
MS1 bez modyfikacji wykazywato zaniedbywalne wigzanie do wszystkich badanych linii
komorkowych (171). Umiejscowienie peptydu (na C- lub N- koncu biatka) rowniez miato
wplyw na zdolno$¢ wigzania biatek wzgledem komoérek z nadekspresja Her2. Warianty z
modyfikacjg H2.1 lub H2.2 na N-koncu biatka MS1 (biatka H2.1MS1 1 H2.2MS1) w znacznie
wigkszym stopniu wigzaly si¢ z komdrkami wykazujacymi nadekspresje Her2 niz warianty z
modyfikacjg na C-koncu (biatka MS1H2.1 1 MS1H2.2) (171). Biatko H2.1MS1 wykazato
najwicksze wigzanie do komorek z nadekspresjg Her2 1 w zwigzku z tym zostalo wybrane do

dalszych badan (171).
1.4.3.3.  Sfery z bioinzynierowanego bialka jedwabiu H2.1MS1

Jak wspomniano wcze$niej, biatka jedwabiu podlegajg samoorganizacji w wyzsze struktury
morfologiczne pod wptywem soli kosmotropowych. Bioinzynierowane biatka MS1 1 H2.1MS1
uzyto do formowania struktur sferycznych w procesie wysalania bialek za pomoca 2M
fosforanu potasu (171). Analiza SEM wykazata zdolno$¢ tworzenia struktur sferycznych w
obecnosci buforu fosforanowego zaréwno przez biatkka MS1 oraz H2.1MS1 (171). Ponadto
zastosowanie automatycznego systemu pomp wysokoci$nieniowych zwiekszylo wydajnosé
procesu otrzymywania sfer. Poprzez kontrole predkosci przeptywu fosforanu oraz biatek
jedwabiu a takze zastosowanie wezykow 1 komory mieszania o okreslonej srednicy, uzyskano
system wytwarzania sfer produkujacy nanoczastki nie tylko w wigkszych ilo$ciach, ale takze o

powtarzalnej morfologii i rozmiarze (172).

Wytworzone sfery jedwabne efektywnie wigzaty lek modelowy — doksorubicyne (171).
Ponadto wykazano zwigkszone uwalnianie doksorubicyny w niskim pH (4,5) (171).
Wiasciwos¢ ta pozwala na efektywne uwalnianie leku w mikrosrodowisku guza, ktére ze
wzgledu na wzmozony metabolizm komoérek nowotworowych oraz obnizong zdolno$¢
usuwania metabolitow wykazuje zazwyczaj pH nizsze od fizjologicznego. Pozwala to takze na

zwigkszenie uwalniania leku w endosomach po dotarciu sfer do komérek docelowych.

Analiza cytometryczna wykazata, iz sfery H2.1MS1 wigzaly si¢ z komorkami
wykazujagcymi nadekspresje Her2 w przeciwienstwie do niemodyfikowanych sfer MSI.
Ponadto istotnie wigksze wigzanie sfer H2.1MS1 obserwowane bylo do komoérek z
nadekspresja Her2 niz do komorek kontrolnych (171). Funkcjonalizowane peptydem H2.1
jedwabne sfery internalizowane byly do komorek na drodze mechanizméw endocytozy

zaleznej od klatryny oraz kaweoliny (173). Ostatecznie sfery degradowaly w lizosomach
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poprzez dzialanie enzymoéw proteolitycznych (173). Ponadto, wykazano uwalnianie
doksorubicyny ze sfer po ich internalizacji do komorek oraz lokalizacje uwolnionego leku w

jadrze komoérkowym (171).

Zaré6wno niezaladowane doksorubicyng sfery MSI1 jak 1 H2.IMSI nie wywarly
toksycznego wptywu na komorki (171). W przypadku sfer H2.1MS1 zatadowanych
doksorubicyng istotnie wigkszy efekt cytotoksyczny byl obserwowany w przypadku komoérek
z nadekspresjg Her2 niz w przypadku komérek kontrolnych MSUI1.1 (171). W tym modelu
zatadowane doksorubicyng sfery H2.1MS1 wykazywaly takze wyzszy efekt cytotoksyczny niz
sfery MS1. Uzyskane wyniki §$wiadczyty o swoistym transporcie leku za pomoca sfer H2.1MS|1
do komérek wykazujacych nadekspresje Her2, a takze o skutecznym uwalnianiu leku w ich

wnetrzu oraz o zachowanej aktywnej formie leku po uwolnieniu z no$nika (171).

Wyniki badan in vitro wskazuja na duzy potencjal biatkka H2.1MS1 jako materiatu do
produkcji no$nikow lekow. Z tego wzgledu no$niki oparte na biatku H2.1MSI poddano

dalszym analizom w systemie in vivo, co bylo gldwnym celem niniejszej pracy doktorskie;j.
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2. Cel pracy

Liczne dziatania niepozadane terapii systemowych stosowanych w leczeniu nowotworow
sktaniajg do opracowania nowych, bezpieczniejszych narzedzi leczniczych. Jedng ze strategii
majacg na celu zwigkszenie bezpieczenstwa oraz skutecznosci terapii z wykorzystaniem

chemioterapeutykow jest zastosowanie celowanych no$nikow lekow.

W pracy wykorzystano no$niki lekow zbudowane z bioinzynierowanego jedwabiu
pajeczego MS1. Jedwab MS1 oparty jest na sekwencji biatka MaSpl (Major Ampullate
Spidroin 1) pajgka N. clavipes. Jego funkcjonalizowany wariant H2.1MS1 posiada peptyd
H2.1, ktory wiagze si¢ z receptorem Her2 nadeksprymowanym na powierzchni komorek
niektorych typéw nowotwordw, w tym raka piersi. W badaniach in vitro wykazano swoisto$¢
wigzania sfer wytworzonych z bialka H2.1MS1 do celowanych komorek. Ponadto sfery
H2.1MSI1 selektywnie dostarczaty doksorubicyng do komorek nowotworowych wykazujacych

nadekspresje receptora Her2, co powodowato efekt cytotoksyczny.

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest analiza in vivo toksyczno$ci i immunogennosci
nos$nikow lekoéw opartych na bioinzynierowanym jedwabiu MS1 oraz ocena skutecznos$ci

dostarczania leku z ich zastosowaniem w mysim modelu przerzutow raka piersi.
Cele szczegdtowe obejmuja:

I.  Ocene toksycznosci in vivo jedwabnych nosnikow.
II.  Ocen¢ immunogennosci in vivo jedwabnych no$nikow.
III.  Analize swoisto$ci wigzania jedwabnych no$nikow do komodrek z nadekspresja
receptora Her2 w mysim modelu przerzutow raka piersi.
IV.  Analizg skutecznos$ci dostarczania substancji czynnej (doksorubicyny) do komoérek
z nadekspresja receptora Her2 przez jedwabne no$niki w mysim modelu przerzutow

raka piersi.
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3. Materialy i metody
3.1. Wytwarzanie bioinzynierowanych jedwabi

3.1.1. Produkcja bioinzynierowanego jedwabiu

Produkcje bioinzynierowanych biatek jedwabiu MS1 i H2.1MS1 przeprowadzano na
duzg skale w systemie bakteryjnym z zastosowaniem fermentora BioFlo 415 (New Brunswick,
Edison, NJ). Do tego celu uzywano bakterie z rodzaju E. coli, szczep BLR21(DE3) (Novagen,
Madison, WI) transformowane wektorami pETNX-MS1(x15) oraz pETNX-H2.1MS1(x15)
kodujagcymi odpowiednio bioinzynierowane biatko jedwabiu MS1 i H2.1MS1. Bakterie
szczepu BLR posiadajace wektor kodujacy odpowiedni jedwab posiewano na statg pozywke
Luria Bertani (LB) (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska) zawierajaca antybiotyk selekcyjny
(kanamycyne w stezeniu 50 pg/mL) (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Pojedyncza
koloniag z plytki zaszczepiano nastepnie 3 mL plynnej pozywki LB z antybiotykami
selekcyjnymi (kanamycyng 1 tetracykling (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) w stezeniu 50
png/mL kazda). Po 8 godzinach inkubacji z probéwki pobierano 200 pnL. hodowli i przenoszono
do 200 mL $wiezej, plynnej pozywki LB zawierajacej antybiotyki selekcyjne (jak wyzej).
Catonocng hodowle stosowano do inokulacji weczesniej przygotowanej 1 wysterylizowanej w
fermentorze pozywki. Sktad pozywki w fermentorze ujeto w Tabeli 3. State warunki hodowli
w fermentorze tj. temperature 37°C, pH 6,8 (regulacja poprzez wpompowywanie wody
amoniakalnej (37% roztwo6r amoniaku, POCH, Gliwice, Polska)) oraz natlenowanie pozywki
na poziomie 40% (poprzez kontrole agitacji i przeplywu sprezonego powietrza) utrzymywano
za pomocg kontrolera fermentora. Wzrost hodowli bakteryjnej monitorowano poprzez pomiar
gestosci optycznej (ang. optical density, OD) przy dtugosci fali réwnej 600 nm, za pomoca
spektrofotometru UV-1600PC (VWR, Radnor, PA). Po osiggnieciu ODgoo ré6wnej 10,
nadekspresje biatek indukowano poprzez dodanie 5 mL 1 M izopropylo-B-D-1-
tiogalaktopiranozydu (IPTG; A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Nastgpnie, po czterech
godzinach inkubacji komorki bakteryjne zbierano poprzez wirowanie (5 min, 9149 x g, w
temperaturze pokojowej). Do momentu rozpoczecia procesu oczyszczania biatek, uzyskany

osad bakteryjny przechowywano w -80°C.
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Tabela 3. Sklad pozywki hodowlanej stosowanej w fermentorze

Nazwa odczynnika Ostateczne stezenie Producent
Glukoza 10 g/L Sigma
Ekstrakt drozdzowy 20 g/L. A&A Biotechnology

Antifoam 204 0,36 mL/L Sigma
(NH4)2HPO4 2 g/l Sigma
Kwas cytrynowy 0,85 g/LL Sigma
MgSO04-7TH20 0,7 g/L Sigma
Kanamycyna 50 pg/mL A&A Biotechnology
FeSO4-7TH20 0,05 g/L Sigma
ZnS0O47H20 0,01125 g/L Sigma
CuSO4-5H20 0,005 g/L Sigma
MnSO4-H20 0,0025 g/L Sigma
Na:B4+07-10H20 0,00115 g/L Sigma
CaCl2'2H:20 0,01 g/L Sigma
(NH4)sMo07024-4H20 0,0005 g/L Sigma

3.1.2. Oczyszczanie bioinzynierowanego jedwabiu

Bioinzynierowane biatka jedwabiu oczyszczano z bakterii tzw. metodg termiczng 80/20,
polegajacg na termicznej denaturacji biatek bakteryjnych 1 ich separacji od rozpuszczalnych w
wysokiej temperaturze bialek jedwabiu. W tym celu przygotowywano bufor lizujacy,
zawierajacy 20 mM HEPES (kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy) o pH 7,5
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)), 100 mM NacCl (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO), koktajl

inhibitorow proteaz (Thermo Scientific, Waltham, MA) oraz lizozym (Thermo Scientific,
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Waltham, MA) w st¢zeniu 0,2 mg/mL. Zawiesing bakteryjng inkubowano przez 30 minut z
mieszaniem w 4°C w obecnos$ci buforu lizujacego. Nastepnie, lizat trzykrotnie sonikowano
przez 10 sekund z przerwami po 30 sekund za pomocag sonikatora iglowego Microson
Ultrasonic Cell Disruptor XL (Misonix, Farmingdale, NY). Po rozbiciu prob do mieszaniny
dodawano 3 mM MgCl, oraz DNaze¢ I (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) w st¢zeniu 0,1 mg/mL
i inkubowano przez 1 godzing z mieszaniem w 4°C, po czym lizaty bakteryjne wirowano przez
30 minut przy predkosci 23228 x g w 4°C. Nastepnie, po przeniesieniu supernatantow do
nowych probowek wytrgcano rozpuszczalne biatka jedwabiu poprzez stopniowe dodawanie
siarczanu amonu do ostatecznego stezenia 20% (VWR, Radnor, PA). Biatka jedwabiu
wytracano przez noc (okoto 16 godzin) w temperaturze 4°C, po czym rozdzielano je poprzez
30 minutowe wirowanie w temperaturze pokojowej przy 5800 x g. Uzyskany osad przemywano
20% roztworem siarczanu amonu i po kolejnym wirowaniu (jak wyzej) rozpuszczano w 6 M
tiocyjanianie guanidyny (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO). Otrzymane biatka jedwabiu
dializowano nastgpnie wobec 2 L 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), badz w przypadku biatek
stuzacych do produkc;ji sfer znakowanych fluorochromem, wobec 2 L 50 mM boranu sodu (pH
8.,5). Do dializy uzywano polprzepuszczalnych membran ZelluTrans o punkcie odcigcia masy
molekularnej 12 — 14 kDa (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy). Dializ¢ przeprowadzano do
wykonania 7 wymian buforu (zmiana buforu co okoto 2 godziny). St¢zenie oczyszczonych
biatek oznaczano spektrofotometrycznie przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Waltham, MA). Pomiar przeprowadzano przy dtugos$ci fali (A) 280 nm, a
nastepnie stezenia biatka wyliczano uwzgledniajagc mas¢ molekularng biatka (ang. molecular
weight, MW) wynoszacg dla biatka MS1: 39,54 kDa, a dla biatka H2.1MS1: 41,68 kDa, jak
rowniez wspotczynnik ekstynkcji biatek (wynoszacy dla biatka MS1 22350 M ! cm ™! i dla
biatka H2.1MS1 43320 M! cm™!). Ocene jakosciowa oczyszczonego biatka przeprowadzano
w oparciu o rozdzial elektroforetyczny biatek w 10 % zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (ang. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE). W celu wizualizacji biatek, po rozdziale elektroforetycznym wybarwiano je

koloidalnym barwnikiem Roti® Blue Staining Solution (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy).
3.1.3. Znakowanie bioinzynierowanego jedwabiu

Bioinzynierowane biatka jedwabiu rozpuszczone w 50 mM boranie sodu (pH 8,5)
znakowano komercyjnie dostgpnym fluorochromem Atto647N NHS ester (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO) wedhug instrukcji producenta. W tym celu do 1 mg biatka dodawano 40 pug
fluorochromu Atto647N NHS ester rozpuszczonego w 20 pl dimetylosulfotlenku (ang.
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dimethyl sulfoxide, DMSO). Mieszaning¢ inkubowano przez 1 godzing z delikatnym
mieszaniem w warunkach bez dostepu $wiatla. Nastepnie, w celu usuni¢cia niezwigzanego
fluorochromu mieszaning przepuszczano przez kolumny jonowymienne PD-10 (GE
Healthcare, Chicago, IL). Zwigzane kompleksy biatko-fluorochrom wyptukiwano z kolumny

za pomocg PBS.
3.2. Wytwarzanie sfer z bioinzynierowanego jedwabiu

Do produkcji sfer stosowano system pomp wysokocisnieniowych nemeSYS (Cetoni
GmbH, KorbuB3en, Niemcy) pod kontrolg oprogramowania neMESY'S UserInterface software
(Cetoni GmbH, Korbufen, Niemcy). Rozpuszczalne biatka bioinzynierowanego jedwabiu lub
wyznakowane fluorochromem rozpuszczalne biatka bioinzynierowanego jedwabiu (o stezeniu
0,5 mg/mL) mieszano z 2 M buforem fosforanowym (K;HPOs, KH>PO4) o pH 8 (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO) w proporcji odpowiednio 1:10, poprzez kontrolg¢ szybkosci
przeptywu cieczy w strzykawkach pompy wysokoci$nieniowej. W tym celu ustawiano
przeptyw rozpuszczalnego biatka bioinzynierowanego jedwabiu na 10 pL/s oraz przeptyw
buforu fosforanowego na 100 pL/s. Do systemu pomp podlaczano wezyki doprowadzajace o
Srednicy 250 pm wraz z elementem taczacym posiadajacym strefe mieszania o $rednicy 250
um oraz we¢zyka odprowadzajacego o $rednicy 500 um. Otrzymane sfery inkubowano w
buforze fosforanowym przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastgpnie sfery
dializowano wobec 2 L sterylnej wody. Do dializy uzywano membran potprzepuszczalnych
ZelluTrans o punkcie odcigcia masy molekularnej 12 — 14 kDa. Dializ¢ prowadzono do 7
wymian wody (wymiana wody co okoto 2 godziny). Po przeprowadzeniu dializy jedwabne
sfery zbierano poprzez wirowanie przez 30 minut w temperaturze pokojowej przy 23228 x g.

Uzyskany osad zawieszano w jalowym roztworze PBS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO).
3.3. llosciowe oznaczenie jedwabnych sfer

[lo$¢ uzyskanych jedwabnych sfer oznaczano na podstawie pomiaru grawimetrycznego.
W tym celu pobierano 100 pL z wodnej zawiesiny jedwabnych sfer, ktore nastepnie
liofilizowano w zwazonej uprzednio probowce. Na podstawie roznicy pomiedzy waga
probowki zawierajacej liofilizowane jedwabne sfery a waga pustej probéwki oznaczano ilos¢
sfer w 100 uLL wodnej zawiesiny. Pomiary wykonywano na Mikrowadze MY A 2.4Y (Radwag,
Radom, Polska).
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3.4. Ladowanie leku do jedwabnych sfer

Lekiem modelowym stosowanym w przeprowadzanych eksperymentach byla
doksorubicyna (ang. doxorubicin, Dox) (Adriamycin, Pfizer Inc., New York City, NY). W celu
zatadowania sfer lekiem mieszano 150 pg sfer zawieszonych w PBS (pH 7,4) z 300 pg Dox
(50 pL w stezeniu 2 mg/mL), w lacznej objetosci reakcyjnej 300 uL. Po 24 godzinnej inkubacji
w temperaturze pokojowej (w ciemnosci i z delikatnym mieszaniem) sfery wirowano przez 30
minut w temperaturze pokojowej przy 23228 x g. Uzyskany osad sfer zatadowanych lekiem
zawieszano w jalowym PBS, natomiast w supernatancie oznaczano ilos¢ doksorubicyny na
podstawie pomiaru absorbancji przy dtugosci fali (A) 509 nm w spektrofotometrze UV-1600PC
(VWR, Radnor, PA). Na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczano ilo$¢ niezwigzanej Dox w
supernatancie, a wydajno$¢ fadowania doksorubicyny w sferach obliczano stosujac ponizsza

formul¢ (Réwnanie 1):

Wydajnosé tadowania (%)

_ ug Dox uzytej do tadowania — pg Dox w supernatancie « 100%
B g Dox uzytej do tadowania °

Roéwnanie 1. Formula wyznaczajaca wydajnosci procesu ladowania lekiem sfer.
3.5. Elektronowa mikroskopia skaningowa

Jedwabne sfery nakrapiano na szkietko nakrywkowe (Nunc, Naperville, IL). Po
odparowaniu wody szkielko pokrywano warstwa ztota za pomoca napylarki Quorum Sputter
Coater Q150T ES (Quorum Technologies, Ringmer, UK), po czym preparaty obrazowano w
mikroskopie JEOL JSM-6380LA (JEOL. Ltd, Tokyo, Japan) przy napigciu 15 kV. Nastepnie
w programie ImageJ 1.51K (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA) wyznaczano
srednig wielko$¢ sfer na podstawie pomiaru Srednicy 30 réznych sfer z trzech réznych
mikrografii (lacznie 90 pomiaréw). Analiz¢ wykonywano w Katedrze 1 Zakladzie
Biomaterialéw 1 Stomatologii Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w
ramach dziatalno$ci Uczelnianego Centrum Aparaturowego Uniwersytetu Medycznego w

Poznaniu.
3.6. Hodowle komorkowe

Hodowle komorkowe przeprowadzano w standardowych warunkach, tj. w temperaturze
37°C, w atmosferze wzbogacanej 5% COz 1 przy 100% wilgotnosci powietrza. W hodowli

uzywano pozywki petlnej Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich,
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Saint Louis, MO) wzbogacanej 10% ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS)
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) oraz z dodatkiem gentamycyny (KRKA, Novo
Mesto, Slovenia) w stezeniu 80 pg/mL. Komorki utrzymywano na ptytkach do hodowli
adherentnych o $rednicy 10 cm (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy). Po osiggnigciu konfluencji
>85% komorki pasazowano. W tym celu komorki enzymatycznie odklejano od podtoza
poprzez dodanie 10% trypsyny (Gibco, Waltham, MA). Wszelkie czynnosci zwigzane z
hodowlg komorek przeprowadzano w warunkach jalowych z wykorzystaniem komor z

przeplywem laminarnym.
3.6.1. Linie komodrkowe

W eksperymentach wykorzystywano mysie ustalone linie komoérek nowotworowych
modyfikowanych genem lucyferazy: D2F2/luc (mysia linia komoérek raka piersi,
wyprowadzona od samic myszy szczepu Balb/c), oraz D2F2E2/luc (mysia linia komorek raka
piersi z nadekspresja receptora Her2). Linie komorkowe: D2F2 i D2F2/E2 otrzymano od prof. C.
Baxevanisa, (Ateny, Grecja). Komoérki D2F2/E2 uzyskano poprzez stabilng transfekcje genem
ludzkiego receptora Her2 (174). Komorki D2F2/E2 do utrzymania ekspresji Her2 wymagaja w
pozywce hodowlanej antybiotyku selekcyjnego genetycyny (G-418, Sigma Aldrich) w stgzeniu 200

ng/mL. Linie komérkowe przechowywano w oparach cieklego azotu.
3.7. Hodowla zwierzat laboratoryjnych

Wszystkie eksperymenty na zwierzgtach zaplanowano 1 przeprowadzano z zachowaniem
zasad ,,3R” 1 wytycznymi ,,dyrektywy parlamentu europejskiego i rady 2010/63/UE z dnia 22
wrzes$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych”.
Wszystkie procedury zostaly uprzednio zaakceptowane przez Lokalng Komisj¢ Etyczng ds.
Dos$wiadczen na Zwierzetach w Poznaniu (numery zgdd: Uchwala nr 35/2014, Uchwatla nr
33/2016, Uchwata nr 34/2017, Uchwata nr 72/2017). Hodowle oraz eksperymenty z udziatem
zwierzat laboratoryjnych prowadzono w zwierzg¢tarni Katedrze 1 Zakladzie Toksykologii

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Zwierzgta uzywane w doswiadczeniach utrzymywano w stalych, $cisle okreslonych i
kontrolowanych warunkach — tj. w cyklu $wietlnym, dobowym 12 godzin (12 godzin ciggtosci
Swiatla), temperaturze 22°C +/- 2°C, wilgotnos$ci powietrza 55-60% oraz z zapewnieniem od 8
do 10 wymian powietrza na godzing. Zwierzeta utrzymywano po 3-5 osobnikow w klatkach
wentylowanych indywidualnie (ang. individually ventilated cages, IVC) z urozmaiceniami w

postaci drewnianych klockéw, na $cidlce wymienianej co najmniej 1 razy w tygodniu.
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Codziennie przeprowadzano rowniez kontrole dobrostanu zwierzat. Zwierzgtom zapewniano
réwniez 14 dniowy okres aklimatyzacyjny przed rozpoczg¢ciem wszelkich procedur. W
eksperymentach dotyczacych toksycznosci, immunogennosci, dystrybucji jedwabnych sfer
oraz skuteczno$ci doksorubicyny przez nie dostarczane] wykorzystywano samice myszy

BALB/cAnNCrl w wieku migdzy 8 a 12 tygodniem zycia.
3.8. Anestezja zwierzat laboratoryjnych

W celu poddania zwierzat anestezji, osobniki umieszczano w szczelnym pojemniku
podiaczonym do systemu XGI-8 Anesthesia System (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA)
zapewniajacym kontrolowane dozowanie opardéw izofluranu (Forane, AbbVie, Chicago, IL).
Nastgpnie po utracie $wiadomosci zwierzeta poddawano odpowiednim procedurom

badawczym.
3.9. Eutanazja zwierzat laboratoryjnych

Po zakonczeniu eksperymentdw zwierzeta usmiercano z zastosowaniem systemu do
eutanazji gryzoni laboratoryjnych (Tem Sega, Pessac, Francja) spetniajagcym normy dyrektywy
2010/63/UE. Zwierzeta wraz z klatkg bytowa umieszczano w plastikowym pojemniku systemu
do eutanazji, po czym usmiercano poprzez stopniowe podanie CO>. W pierwszej fazie CO;
podawano w mieszance z powietrzem w stosunku 50:50. W drugiej fazie, po utracie

swiadomosci zwierzat, komore dopetniano czystym COa, co powodowato $§mier¢ osobnikow.

3.10. Toksycznos¢ jedwabnych sfer

3.10.1. Wyznaczenie maksymalnej tolerowanej dawki jedwabnych sfer

Maksymalng tolerowang dawke wyznaczono na podstawie przezywalnosci zwierzat
oraz zmian behawioralnych w przeciagu 24 godziny od dozylnego podania jedwabnych sfer.
Testowano dwa warianty jedwabnych sfer: MS1 oraz H2.1MS1. Oba rodzaje sfer podawano w
trzech dawkach: 0,2 mg, 2 mg i1 20 mg/kg masy ciala. Zwierzeta przydzielano losowo do 7 grup,
po trzy osobniki na grupe. Osobnikom w anestezji podawano przez zatoke¢ okotooczodotowa
odpowiednia dawke bioinzynierowanych jedwabnych sfer zawieszonych w objetosci 100 pL
jalowego PBS. Zwierzetom w grupie kontrolnej podawano 100 pL jalowego PBS. Po
wybudzeniu z anestezji zwierzeta przenoszono do regatu IVC, gdzie monitorowano ich stan
(zywotno$¢ oraz zachowania §wiadczace o dystresie) przez 24 godziny. Po zakonczeniu

eksperymentu zwierzeta poddawano eutanazji jak opisano w punkcie 3.9.
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3.10.2. Biodystrybucja jedwabnych sfer

Analize biodystrybucji jedwabnych sfer przeprowadzano w oparciu o i) analize
biodystrybucji 24h od podania sfer oraz ii) analiz¢ biodystrybucji sfer do czasu zaniku sygnatu
fluorescencji jedwabnych sfer. W celu wizualizacji jedwabnych sfer przed ich produkcja biatka
jedwabiu wyznakowywano fluorochromem Atto647N (jak opisano w punkcie 3.1.3). Analiz¢
biodystrybucji wykonywano za pomocg urzadzenia do obrazowania malych zwierzat IVIS
Spectrum 200 (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA) na podstawie analizy sygnalu

fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia 640 nm oraz dtugosci fali emisji 670 nm.
3.10.2.1. Biodystrybucja jedwabnych sfer 1 dzien od ich podania

Zwierzeta przydzielano losowo do 7 grup po nie mniej niz 3 osobniki na grupe.
Osobnikom w anestezji podawano przez zatoke okolooczodotowa wyznakowane
fluorochromem Atto647N jedwabne sfery MS1 lub H2.1MS1 w dawce 0,2, 2 1 20 mg/kg m.c.,
zawieszone w 100 pL jatowego PBS. Kontrolnie zwierzgtom podawano 100 uL jalowego PBS.
Pomiar sygnatu fluorescencji analizowano 1 dzien po podaniu sfer, po czym zwierzgta
poddawano eutanazji zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.9. Po usmierceniu zwierzat
pobierano narzady wewnetrzne badanych osobnikéw (ptuca, serce, nerki, watrobe i §ledziong)

i analizowano w nich sygnat fluorescencji za pomocg systemu IVIS Spectrum.

3.10.2.2. Biodystrybucja jedwabnych sfer do czasu zaniku sygnalu

fluorescencji

Zwierzgta przydzielano losowo do 3 grup po nie mniej niz 3 osobniki na grupe.
Osobnikom w anestezji podawano przez zatoke okotooczodotowa wyznakowane
fluorochromem Atto647N jedwabne sfer MS1 lub H2.1MS1 w dawce 20 mg/kg m.c.
zawieszone w 100 pL jatlowego PBS. Kontrolnie zwierzgtom podawano 100 pL jalowego PBS.
Sygnat fluorescencji sfer w badanych osobnikach mierzono codziennie az do jego zaniku, po
czym zwierzeta poddawano eutanazji zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.9. Po
usmierceniu zwierzat pobierano narzady wewnetrzne badanych osobnikéw (ptuca, serce, nerki,
watrobe 1 Sledziong), 1 analizowano w nich sygnal fluorescencji za pomoca systemu IVIS

Spectrum.
3.10.3. Toksycznos¢ jedwabnych sfer po wielokrotnym podaniu

Ocene¢ toksycznosci po wielokrotnym podaniu jedwabnych sfer analizowano na

podstawie: 1) przezywalnosci, ii) zmian behawioralnych, iii) parametrow morfologii krwi, iv)
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parametrow biochemicznych krwi, oraz v) analizy histopatologicznej narzadéw badanych
osobnikow. Testowano dwa warianty jedwabnych sfer: MS1 oraz H2.1MS1. Osobnikom w
anestezji podawano przez zatoke okotooczodotows jeden z rodzajow jedwabnych sfer w dawce
20 mg/kg m.c. zawieszonej w 100 pL jatowego PBS. Zwierzgtom w grupie kontrolnej
podawano 100 pL jatowego PBS. Analize¢ toksycznosci wykonywano w trzech punktach
czasowych: w dniu 1, 10 i 20 od podania pierwszej dawki jedwabnych sfer. Zwierzgta
przydzielano losowo po 6 osobnikéw do 9 grup badawczych odpowiadajagcym trzem punktom
czasowym 1 trzem badanym probom. W czasie trwania eksperymentu monitorowano stan i
behawior badanych osobnikéw. W odpowiednich punktach czasowych poprzez uci$nigcie
zatoki okotooczodotowej szklang kapilarg zwierzgtom pobierano okoto 50 pL krwi do analizy
morfologicznej 1 okoto 150 pL krwi do analizy biochemicznej krwi. Po zakonczeniu
eksperymentu zwierzgta poddawano eutanazji, a z uSmierconych osobnikOw pobierano narzady

wewnetrzne (ptuca, serce, nerki, $ledziong i watrobg).
3.10.3.1. Badanie morfologiczne krwi

Krew do analizy morfologicznej pobierano do probowek z EDTA Microvette® 200
K3E (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht Niemcy). Analiz¢ morfologii krwi wykonywano
automatycznie za pomocg urzadzenia scil Vet abc (Horiba, Kioto, Japonia). W badaniu
oznaczano poziom biatych krwinek, ptytek krwi oraz hematokryt. Uzyskany wynik odnoszono
wzgledem grupy kontrolnej oraz zapisanych na karcie gatunkowej urzadzenia wartosci

standardowych badanych parametrow.
3.10.3.2. Badanie biochemiczne krwi

Krew do analizy biochemicznej pobierano do probowek typu Eppendorf 1,5 mL 1
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej w celu wytworzenia skrzepu. Nastepnie
probe wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C przy 1500 x g w celu oddzielenia surowicy
od skrzepu. W uzyskanej surowicy analizowano st¢zenie: albumin, amylazy, alkalicznej
fosfatazy, glukozy, biatka catkowitego 1 mocznika w surowicy krwi. Wszystkie oznaczenia
wykonywano automatycznie za pomocg aparatu Cobas® 6000 analyzer (Roche Diagnostics,

Risch-Rotkreuz, Szwajcaria).
3.10.3.3. Badanie histopatologiczne narzadow

Pobrane narzady wewnetrzne utrwalano w 4% buforowanym roztworze formaldehydu
przez 24 godziny. Nastgpnie, narzady zatapiano w bloczkach parafinowych i cigto za pomoca

mikrotomu na skrawki o grubos$ci 4,5 um. Otrzymane skrawki wybarwiano automatycznie
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hematoksyling i eozyng (H+E) (H&E, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Zdjecia
wykonano za pomoca mikroskopu $wietlnego (BX53, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) i
aparatu CellSens digital camera (Olympus Corporation, Center Valley, PA, USA). Zdjecia
poddawano nastepnie analizie histopatologicznej. U kazdego osobnika oceniano zmiany w
morfologii tkanek watroby, §ledziony, nerki, serca oraz pluc wzglgdem prawidtowego obrazu
histologicznego narzadéw zdrowych osobnikdéw. Analizowano m.in. obecnos$¢ komorek
nacieku zapalnego i ognisk martwicy w narzadach, obecnos¢ obrzeku w pecherzykach ptucnych
1 zwltoknienienia §rédmigzszowego ptuc, wielkos¢ komorek migsnia sercowego i grubos¢ $cian
serca, obecno$¢ stluszczenia heapatocytéw, obecnos$¢ ognisk hematopoezy pozaszpikowej w
Sledzionie, obecno$¢ obrzmienia migzszowego nerek. Preparaty histopatologiczne
przygotowano i analizowano w Katedrze 1 Zaktadzie Patologii i Profilaktyki Nowotworow,

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

3.11. Immunogennos$¢ jedwabnych sfer

3.11.1. Swoista odpowiedZ immunologiczna po podaniu jedwabnych sfer

Zwierzgtom podawano dwa warianty jedwabnych sfer: MS1 oraz H2.1MS1. Osobniki z
grupy kontrolnej otrzymywaly PBS. Zwierzgta przydzielano losowo do 3 grup, po 10
osobnikow na grupe. W 1 i 14 dniu eksperymentu osobnikom w anestezji podawano przez
zatoke okolooczodolowa jeden z rodzajow jedwabnych sfer w dawce 20 mg/kg m.c.
zawieszonych w 100 uL jatowego PBS, a grupie kontrolnej 100 pL jalowego PBS. W 28 dniu
eksperymentu, poprzez ucisnigcie zatoki okotooczodotowej szklang kapilarg, pobierano okoto
140 pL krwi. Krew pobierano do proboéwek typu Eppendorf 1,5 mL i inkubowano przez 30
minut w temperaturze pokojowej w celu wytworzenia skrzepu. Nastgpnie krew wirowano przez
10 minut w temperaturze 4°C przy 1500 x g po czym zbierano surowicg¢. Surowice

przechowywano w temperaturze -80°C.

Obecnos¢ w surowicy swoistych przeciwcial skierowanych na jedwabne sfery analizowano
za pomocg testOow immunoenzymatycznych typu ELISA. W tym celu ptytki 96-dotkowe
optaszczano rozpuszczalnym biatkiem MS1 o stezeniu 4 pg/mL (w objgtosci 100 puL na dotek).
Po catonocnej inkubacji w temperaturze 4°C, plytki przeplukiwano trzykrotnie PBST (PBS +
0,025% Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)), a nastgpnie blokowano poprzez dodanie
300 pL PBS z dodatkiem 1% zelatyny rybiej (ang. gelatin from cold water fish skin) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO). Blokowanie przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 1

godzing. Nastepnie ptytki ptukano trzykrotnie PBST po czym naktadano po 100 pL surowicy
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pobranej od badanych zwierzat w szeregu rozcienczen od 1:200 do 1:12800. Wykonywano
takze probe odczynnikowa, gdzie zamiast surowicy dodawano 100 pL PBS. Po godzinnej
inkubacji w temperaturze pokojowej ptytki trzykrotnie ptukano PBST i1 dodawano 100 pL
drugorzedowych przeciwciat (anty-mysich IgG skoniugowanych z peroksydaza chrzanowg
(ang. horseradish peroxidase conjugated anti-mouse IgG)) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO)
w rozcienczeniu 1:5000. Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej plytki trzykrotnie
ptukano PBST, po czym nakiadano po 100 pL substratu dla peroksydazy chrzanowej, tj.
3,3',5,5'-tetrametylobenzydyny (ang. 3,3'.5,5'-Tetramethylbenzidine, TMB) (Bio-Rad,
Hercules, CA). Po 20 minutowej inkubacji przeprowadzanej bez dostgpu Swiatla w
temperaturze pokojowej, do prob dodawano 0,5 M H>SOs. Pomiar absorbancji wykonywano
przy dlugosci fali (L) 450 nm w czytniku ptytek ELx808 Ultra Microplate Reader (Bio-Tek
Instruments INC., Winooski, VT), natomiast analiz¢ danych przeprowadzano przy uzyciu

oprogramowania KCJunior v1.41.8 (Bio-Tek Instruments INC., Winooski, VT).
3.11.2. Pomiar stezenia cytokin w surowicy krwi po podaniu jedwabnych sfer

Zwierzetom przydzielanym losowo do 3 grup po 10 osobnikow, w anestezji podawano
przez zatoke okotooczodotowa sfery MS1 lub H2.MS1 w dawce 20 mg/kg m.c. zawieszonych
w 100 puL jalowego PBS. Zwierzgtom w grupie kontrolnej podawano 100 pL jatowego PBS.
W 28 dniu eksperymentu poprzez ucisnigcie zatoki okotooczodolowej szklang kapilarg
pobierano okoto 140 pL krwi. Po wytworzeniu skrzepu, surowice oddzielano jak opisano w

punkcie 3.10.3.2. Material przechowywano w temperaturze -80°C.

Poziom cytokin oznaczano za pomocg testow opartych na technologii cytometrycznych
macierzy kulkowych (ang. cytometric bead array, CBA) z uzyciem cytometru przeptywowego.
Stezenia poziomu cytokin w badanych probach wyznaczano z wykorzystaniem krzywej
wzorcowej przygotowanej ze standardow dostarczanych od producenta zestawu CBA Mouse
Inflamation Kit (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA). W pobranych surowicach
oznaczano poziom IL-6, [L-10, MCP1, interferonu-gamma (INF-y), TNF oraz IL-12p70. Przed
analiza surowic¢ rozcienczano czterokrotnie za pomocg PBS. Pomiaru dokonywano za pomoca
cytometru przeptywowego FACS ARIA II (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA) i
oprogramowania FACSDiva v 6.1.2 (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA). Uzyskane
wyniki analizowano w programie FCAP Array v 3.0 (BD Biosciences Pharmingen, San Jose,

CA).
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3.11.3. Lokalna odpowiedz immunologiczna po podaniu jedwabnych sfer

W eksperymencie testowano dwa warianty jedwabnych sfer — MS1 oraz H2.1MSI.
Implanty przygotowywano poprzez wymieszanie 50 pL Matrigelu (Corning, Corning, NY) z
400 pg jedwabnych sfer zawieszonych w 50 uL. PBS (odpowiadajace dawce 20 mg/kg m.c.).
Jako kontrole negatywna stosowano implanty wykonywane poprzez wymieszanie 50 uL
Matrigelu z 50 uL PBS. Przygotowane proby podawano zwierzetom podskornie po 100 puL na
osobnika. Analizowano dwa punkty czasowe: odpowiedz po 1 i1 7 dniach od implantacji prob.

Zwierzeta przydzielano losowo do 6 grup, po 3 osobniki na grupe.

W wyznaczonych punktach czasowych odpowiednie grupy badawcze u$miercano
zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.9. Po uSmierceniu zwierzat, implanty wycinano i
umieszczano w jatowym PBS. Nastepnie dodawano po 5 mL na prébe Cell Recovery solution
(Corning, Corning, NY) i inkubowano préby na lodzie przez 30 minut, po czym filtrowano
przez filtr nastrzykawkowy 0,70 pm i wirowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej przy
5000 x g. Po usunigciu supernatantu proby ptukano w 5 mL PBS. Po przeptukaniu proby
ponownie wirowano i zawieszano w 20 pL PBS. Nastgpnie komorki blokowano za pomoca
TruStain FcX™ (anti-mouse CD16/32) (BioLegend, San Diego, CA) po czym do préb
dodawano 1 pg przeciwciat skierowanych na badane markery powierzchniowe. Inkubacje z
przeciwcialami przeprowadzano w ciemno$ci przez 30 minut. W przypadku prob
analizowanych ze wzgledu na obecno$¢ markeréw wewnatrzkomorkowych FoxP3 (ang.
forkhead box P3), komorki po wyznakowaniu przeciwciatami na markery powierzchniowe
utrwalano 1 permeabilizowano za pomocg zestawu FOXP3 Fixation/Permeabilization Buffer
(BioLegend, San Diego, CA) wedlug instrukcji producenta, a nastgpnie inkubowano przez 30
minut z przeciwciatem skierowanym na FoxP3. W eksperymencie uzywano przeciwciat: CD3-
FITC (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA), CD3-PE (BioLegend, San Diego, CA),
CD4-PE (BioLegend, San Diego, CA), CD4-PeCy7 (BD Biosciences Pharmingen, San Jose,
CA), CD4-PE (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA), CD8-PeCy7 (BD Biosciences
Pharmingen, San Jose, CA), CD14-FITC (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA),
CD16/56-APC (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN), CD19-PeCy7 (BD Biosciences
Pharmingen, San Jose, CA), CD25-APC (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA), CD45-
PerCP/Cy5.5 (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA), FoxP3-PE (BioLegend, San Diego,
CA).

Wyznakowane proby nastgpnie plukano dwukrotnie w PBS i wirowano przy 5000 x g

przez 5 minut. Po ostatnim wirowaniu proby zawieszano w 300 uL PBS 1 analizowano za
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pomoca cytometru przeplywowego FACS ARIA II i oprogramowania FACSDiva. Analize
uzyskanych wynikow przeprowadzano za pomocg oprogramowania FlowJo v 10.5.3 (FlowJo,

LLC, Ashland, OR).

3.11.4. Aktywnos¢ proliferacyjna i funkcjonalna splenocytow po podaniu

jedwabnych sfer

Zwierzeta przydzielano losowo do 3 grup, po 5 osobnikéw na grupe. W eksperymencie
badano dwa warianty jedwabnych sfer — MS1 oraz H2.1MSI1. Osobnikom w anestezji
podawano przez zatoke okotooczodotowa jeden z rodzajow jedwabnych sfer w dawce 20 mg/kg
m.c. zawieszonych w 100 pL jatowego PBS. Zwierzgtom w grupie kontrolnej podawano 100

pL jatowego PBS.
3.11.4.1. Izolacja splenocytow

Po 14 dniach od podania jedwabnych sfer zwierzeta poddawano eutanazji (proces eutanazji
opisano w punkcie 3.9), a z u$mierconych zwierzat pobierano $ledziony. W sterylnych
warunkach $ledziony cieto na male skrawki i rozdrabniano w jednorazowych, sterylnych
mtynkach Medicon (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA) za pomoca urzadzenia
Medimachine (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA). Uzyskang zawiesing komorek
przepuszczano przez filtry Filcon 70 pum (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA).
Zawiesiny komodrkowe splenocytow wyizolowanych z poszczegdlnych zwierzat taczono
nastgpnie w obregbie jednej grupy. W celu usunigcia erytrocytow z zawiesiny komorek
dodawano 25 mL buforu ACK (Ammonium-Chloride-Potassium Buffer, Lonza, Bazylea,
Szwajcaria) 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut od czasu do czasu
delikatnie mieszajac. Nastgpnie dodawano pozywki X-vivo (Lonza, Bazylea, Szwajcaria) w
proporcji 1:1, po czym roztwory komérkowe wirowano w temperaturze pokojowej przez 10
minut przy 5000 x g. Pelet komorkowy plukano 10 mL PBS i ponownie wirowano. Proces
ptukania powtarzano dwukrotnie. Po usunigciu supernatantu komoérki zawieszano w pozywce
X-vivo w stezeniu 1 milion komorek na 200 pL. Uzyskane splenocyty wysiewano na 96 —
dotkowa plytke w ilosci 1 miliona na dotek, natomiast pozostate wyizolowane splenocyty
zawieszano w pozywce do mrozenia (FBS + 10% DMSO) i mrozono do czasu dalszych analiz.
Wysiane  komorki  restymulowano  poprzez  dodanie  odpowiedniego  wariantu
bioinzynierowanych jedwabnych nos$nikéw w stezeniu 25 pg/mL. Jako kontrole pozytywna

stosowano przeciwciata CD3 1 CD28 w stgzeniu 1 pg/mL kazde, natomiast kontrole negatywna
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stanowily komorki niestymulowane. Komoérki hodowano w warunkach standardowych przez

72 godziny.
3.11.4.2. Test proliferacji splenocytow

Po 72 godzinnej restymulacji splenocytow (procedura opisana w punkcie 3.11.4.1)
przeprowadzano analiz¢ ich proliferacji za pomoca zestawu Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). W tym celu do hodowli splenocytow dodawano
po 20 uL 100 uM BrdU na dotek, po czym komoérki hodowano przez nastepne 2 godziny.
Nastepnie plytke z komorkami wirowano przy 5000 x g przez 10 minut, po czym usuwano
pozywke hodowlang, a komorki suszono przez 1 godzing w 60°C. Po wysuszeniu komorki
utrwalano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing dodajac po 200 pL na dotek reagentu
Fix/Denat, a nast¢pnie dodawano przeciwciata z zestawu Anti-BrdU-POD skoniugowane z
peroksydaza. Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej komorki ptukano trzykrotnie
PBS, po czym dodawano 100 pL na dotek substratu TMB. Po 15 minutowej inkubacji z
substratem reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 50 uL 2 M kwasu siarkowego. Pomiar
warto$ci absorbancji przy dtugosci fali 450 nm przeprowadzano na czytniku plytek ELx808
Ultra Microplate Reader, natomiast analiz¢ uzyskanych danych przeprowadzano przy uzyciu

oprogramowania KCJunior v1.41.8.
3.11.4.3. Pomiar stezenia cytokin

Po 72 godzinnej restymulacji splenocytow (procedura opisana w punkcie 3.11.4.1), z ptytki
96-dotkowej zbierano po 50 pL pozywki znad hodowli restymulowanych splenocytow. Poziom
cytokin w pozywce oznaczano za pomocg testow opartych na technologii CBA z uzyciem
cytometru przeptywowego. Stezenia poziomu cytokin w badanych prébach wyznaczano z
wykorzystaniem krzywej wzorcowej. Wykorzystywano zestaw Mouse Th1/Th2/Th17 (BD
Biosciences Pharmingen, San Jose, CA) do oznaczen poziom IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
IFN-y, 1 TNF. Analiz¢ wykonywano wedlug instrukcji producenta. Pomiaru dokonywano za
pomoca cytometru przeptywowego FACS ARIA 1II i oprogramowania FACS Diva v 6.1.2.

Uzyskane wyniki analizowano nastgpnie w programie FCAP Array v 3.
3.11.4.4. Analiza fenotypu limfocytow wyizolowanych ze sledzion

Rozmrozone splenocyty ptukano dwukrotnie w 5 mL PBS i wirowano przy 5000 x g przez
5 minut, po czym zawieszano w 30 uL. PBS, a nast¢pnie blokowano za pomocg TruStain FcX™
(anti-mouse CD16/32). Po 10 minutach do prob dodawano 1 pg przeciwciat skierowanych na

badane markery powierzchniowe i inkubowano w ciemnosci przez 30 minut. W eksperymencie
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uzywano przeciwcial: CD3-FITC, CD4-PE, CD4-PeCy7, CD8-PeCy7, CD25-APC, CD44-
APC (BioLegend, San Diego, CA), CD62L-PE (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA),
CD69-PerCP-Cy5.5 (BioLegend, San Diego, CA). Wyznakowane proby analizowano jak w
punkcie 3.11.3.

3.12. Badania in vivo swoistosci wigzania jedwabnych sfer do komorek

nowotworowych z nadekspresja Her2

W badaniu stosowano mysi model przerzutow raka piersi do ptuc. Samicom myszy
Balb/c podawano przez zyte ogonowa 3x10° komorek raka piersi D2F2E2/luc zawieszonych w
100 uL jalowego PBS. Nastepnie zwierzeta przydzielano losowo po 5 osobnikow do 2 grup
badanych 1 3 osobniki do grupy kontrolnej. Po 10 dniach od podania komoérek (dzien 0)
osobnikom w anestezji podawano przez =zatok¢ okotooczodotowa wyznakowane
fluorochromem Atto647N jedwabne sfery MS1 lub H2.1MS1 w dawce 7,5 mg/kg m.c.
zawieszone w 100 pL jatowego PBS. Kontrolnie zwierzgtom podawano 100 uL jalowego PBS.
Sfery podawano trzykrotnie tj. w dniu 0, 3 i 6. Lokalizacj¢ wyznakowanych fluorochromem
nos$nikow analizowano w systemie IVIS Spectrum 200 24 godziny po kazdorazowym podaniu
sfer oraz w dniu 8, 9, 10, 11, 121 17. W dniu 17 zwierz¢ta poddawano eutanazji zgodnie z
procedurg opisang w punkcie 3.9, a z usSmierconych osobnikéw pobierano ptuca, w ktorych
analizowano poziom sygnatu fluorescencji pomocg za systemu IVIS Spectrum 200. Pobrane
ptuca utrwalano w 4% formaldehydzie i zatapiano w parafinowych bloczkach, a nastepnie po

skrojeniu 1 wybarwieniu H+E preparatow oceniano je jak opisano w punkcie 3.10.3.3.

3.13. Badania in vivo skutecznosci doksorubicyny dostarczanej przez jedwabne

sfery do komoérek nowotworowych z nadekspresja Her2

W badaniu stosowano mysi model przerzutow raka piersi do ptuc. Myszom podano
dozylnie do zyly ogonowej 3x10° komérek D2F2/luc lub D2F2E2/luc zawieszonych w 100 uL
PBS. Nastepnie zwierzeta przydzielano losowo po 5 osobnikow do 4 grup badanych i po 3
osobniki do grupy kontrolnej. Po 10 dniach od podania komoérek (dzien 0) osobnikom w
anestezji podawano przez zatoke okotooczodotowa zatadowane doksorubicyng jedwabne sfery
MSI1 lub H2.IMSI1 w 7,5 mg/kg m.c., zawieszone w 100 pL jalowego PBS. Kontrolnie
zwierzetom podawano 100 pL jatlowego PBS. Sfery podawano trzykrotnie tj. w dniu 0, 3 1 6.
Po 12 dniach od podania pierwszej dawki sfer zwierzeta poddawano eutanazji zgodnie z

procedura opisang w punkcie 3.9, a z usSmierconych osobnikow pobierano pluca, ktoére
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nastepnie utrwalano w 4% roztworze formaldehydu i1 przygotowywano preparaty do analizy

histopatologicznej jak opisano ponize;.

3.13.1. Analiza histopatologiczna

3.13.1.1. Analiza preparatow pluc barwionych H+E

W preparatach analizowano procent zajecia pluc przez komoérki nowotworowe, ilosé
komorek nekrotycznych, zdegenerowananych, apoptotycznych. Procent zajecia pluc oceniano
wedhug klasyfikacji histopatologicznej 1 wyrazano jako procent powierzchni pluc zajety przez
ogniska nowotworowe wzgledem badanej powierzchni phuc. Liczbe mitoz analizowano
poprzez zliczanie komodrek mitotycznych w najwigkszych ogniskach przerzutéw w 5 polach (w
powiekszeniu 40x). Liczbe apoptoz analizowano poprzez zliczanie komorek apoptotycznych w
ogniskach przerzutéw wolnych od nekroz w 5 polach (w powigkszeniu 40x) za pomocg skali
(0 — brak komorek apoptotycznych, 1 — pojedyncze komorki apoptotyczne, 2 — mala ilos¢
komorek apopotycznych, 3 — duza ilo$¢ komorek apoptotycznych, 4 — bardzo duza ilo$¢
komorek apoptotycznych). Procent komorek nekrotycznych przedstawiano jako powierzchnie
zajmowang przez komorki nekrotyczne wzgledem catkowitej powierzchni przerzutow.
Komorki o cechach degeneracyjnych zliczano w 10 losowych polach obejmujacych przerzuty

i przedstawiano jako procent ich liczby wzgledem 100 komdrek nowotworowych.
3.13.1.2. Analiza preparatéow pluc barwionych immunohistochemicznie

W celu zbadania poziomu ekspresji markera proliferacji Ki-67 preparaty przygotowywano
jak w punkcie 3.10.2.3, po czym wybarwiano przy uzyciu krdliczego monoklonalnego
przeciwciala skierowanego przeciw mysiemu Ki-67 (klon SP6) (Cell Marque, Rocklin, CA,
USA) i zestawu IHC kit En Vision TM FLEX GV800 (DAKO, Santa Clara, CA, USA) z
godnie z zaleceniami producenta. Proces wybarwiania przeprowadzano z pomoca
zautomatyzowanego systemu OMNIS (DAKO, Santa Clara, CA, USA). Otrzymany wynik
przedstawiano jako warto$¢ punktowa w oparciu o warto$ci procentowe wybarwionych
komorek w zakresach: 1 punkt (1-10%), 2 punkty (11-50%), 3 punkty (51-75%) 1 4 punkty
(76-100%).

3.13.1.3. Analiza preparatéw pluc barwionych metodg TUNEL

Komorki apoptotyczne w preparatach oceniano za pomocg techniki TUNEL. Barwienie za
pomoca zestawu TUNEL (Promega, Madison, WI, USA) przeprowadzano zgodnie z
zaleceniami producenta. Skrawki parafinowe o grubosci 4,5 um poddawano dziataniu ksylenu

w celu usunigcia parafiny, nawadniano za pomocg szeregu alkoholu etylowego o malejagcym
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jego stezeniu, ptukano za pomoca 0,85% NaCl i utrwalano w 4% paraformaldehydzie (ang.
paraformaldehyde, PFA) (Agar Scientific, Stansted, UK). Nastgpnie preparaty inkubowano w
obecnosci proteinazy K przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po przeptukaniu PBSem
preparaty ponownie utrwalano w 4% PFA przez 5 minut. Po kolejnym ptukaniu PBS skrawki
pokrywano buforem réwnowazacym i inkubowano w mieszaninie reakcyjnej rTdT (ang.
terminal deoxynucleotidyl transferase) przez 60 min w komorze wilgotnosciowej. W celu
zablokowania dzialania endogennych peroksydaz, preparaty nast¢pnie blokowano za pomoca
0,3% H>0O:>. Po kolejnym ptukaniu na preparaty naktadano roztwor rozcienczonego kompleksu
streptawidyny-HRP i inkubowano przez 30 minut. Nastgpnie na preparaty naktadano
chromogen - 3,3’-diaminobenzydyn¢ (ang. 3,3'-diaminobenzidine, DAB) i inkubowano przez
10 minut. Po wyznakowaniu preparaty wybarwiano dodatkowo za pomocg hematoksyliny jak
opisano weczesniej w punkcie 3.10.3.3. Komorki apoptotyczne zliczano manualnie z
uzyskanych pod mikroskopem (BX53, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) zdjg¢. Oceniano
5 losowych pdl widzianych w powiekszeniu 40X wedtug nastgpujacej punktacji: 0 — brak
komorek, 1 — pojedyncze, 2 — nieliczne, 3- liczne, 4- bardzo liczne komorki apoptotyczne.

3.14. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Analiza statystyczna wykonana zostata w programie GraphPad Prism 6 v 6.07 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Istotno$¢ statystyczng uzyskanych wynikéw analizowano za
pomoca testow wariancji ANOVA z korekcja post-hoc Bonferoniego. Roznice miedzy

poszczegdlnymi probami uznawano za istotne statystycznie na poziomie istotnosci p<0,001

(**%), p<0,01 (**) oraz p<0.05 (*).
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4. Wyniki

4.1. Otrzymywanie bialek jedwabiu
W pracy uzyto bioinzynierowane biatka jedwabiu MS1 i H2.1MS1 opisane w punkcie 1.4.3.
4.1.1. Analiza jakosSciowa oczyszczonych bialek bioinzynierowanego jedwabiu

W procesie produkcji uzyskano srednio 27 + 4,72 g osadu bakteryjnego na litr pozywki.
Wydajnos$¢ oczyszczania wynosita dla biatka MS1 1,47 + 0,58 mg na 1 g osadu bakteryjnego
oraz 0,72 + 0,34 mg na 1 g osadu bakteryjnego dla biatka H2.1MS1. Rozdzial oczyszczonych
biatek w 10% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (Rycina 8) wykazat
przyblizong mase¢ bialek zgodng z tymi oszacowanymi na podstawie ich sekwencji
aminokwasowej (tj. 39,54 kDa dla biatka MS1 i 41,68 kDa w przypadku biatka H2.1MS1).
Analiza biatek w Zelu wykazata takze brak zanieczyszczen biatkami bakteryjnymi, brak

degradacji biatka MS1 oraz minimalng degradacje w przypadku biatka jedwabiu H2.1MSI.
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Rycina 8. Rozdzial elektroforetyczny oczyszczonych bioinzynierowanych jedwabi w 10%
SDS-PAGE. Oczyszczone biatka rozdzielano wzgledem wzorca masy molekularnej biatek -
Precision Plus Protein Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards (Bio-Rad, Hercules, CA).

4.2. Otrzymywanie i charakterystyka jedwabnych sfer

4.2.1. Wydajnos¢ wytwarzania sfer

Procedure wytwarzania jedwabnych sfer powtarzano wielokrotnie. Srednia wydajno$é
produkcji sfer dla biatka MS1 wynosita 66,73 + 26,44%, natomiast w przypadku biatka
H2.1MS1 wydajnos¢ produkeji wynosita 83,29 + 29,58 %.
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4.2.2. Morfologia jedwabnych sfer

Uzyskane mikrografie ze skaningowego mikroskopu elektronowego wykazaty
sferyczny ksztalt jedwabnych sfer (Rycina 9). Sredni rozmiar sfer wynosit odpowiednio 0,514

+ 0,158 nm w przypadku sfer MS1 oraz 0,455 + 120 nm w przypadku sfer H2.1MSI1.

Rycina 9. Mikrografie jedwabnych no$nikow wykonane za pomoca skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM). Obraz sfer przy napieciu 15 kV, przy powigkszeniu 5000
x (skala 5 pm).

4.2.3. Wydajnos$¢ procesu ladowania leku do jedwabnych sfer

Wydajnos$¢ procesu tadowania sfer doksorubicyng wynosita 35,33 + 1,13% dla sfer
MS1 oraz 32,72 + 0,65% dla sfer H2.1MS1. Srednia zawarto$¢ doksorubicyny w sferach
wynosita 0,71 + 0,02 png/mg sfer MS1 1 0,65 + 0,03 pg/mg sfer H2.1MSI1.

4.3. Ocena toksycznosci i dystrybucji jedwabnych sfer

4.3.1. Wyznaczenie maksymalnej tolerowanej dawki jedwabnych sfer

Jednokrotne podanie sfer MS1 lub H2.1MS1 w dawkach 0,2, 2 lub 20 mg/kg m.c. nie
spowodowato zgonu u zadnego z badanych osobnikow. Ponadto nie zaobserwowano w trakcie
eksperymentu zadnych zmian w zachowaniu badanych osobnikdw, mogacych $wiadczy¢ o ich
ztym stanie zdrowia. Nie obserwowano biegunek, ograniczenia ruchliwosci czy utraty
zachowan spotecznych. Nie zaobserwowano rowniez zmian w zachowaniu na podstawie skali
grymasu. W zwiazku z brakiem obserwowalnych efektow po podaniu sfer we wszystkich
badanych dawkach, do kolejnych testow dotyczacych analizy toksyczno$ci i immunogennosci

jedwabnych sfer uzyto najwyzsza testowang dawke sfer (20 mg/kg m.c.). Dawke te stosowano
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w dalszych eksperymentach in vivo dotyczacych analizy toksyczno$ci i immunogenno$ci

jedwabnych sfer.
4.3.2. Analiza biodystrybucji jedwabnych sfer po 1 dniu od ich dozylnego podania

Analize biodystrybucji jedwabnych sfer przeprowadzono 24 godziny od podania
wyznakowanych sfer MS1 lub H2.1MS1 w dawkach 0,2, 2 i 20 mg/kg m.c. (schemat przebiegu

eksperymentu przedstawiono na Rycinie 10).

ﬁ;danie sferw
dawce 0,2, 2,
lub 20 mg/kg
m.c.
0

I >
1 Dzien

Obrazowanie zwierzati
narzadow wewnetrznych

Rycina 10. Analiza biodystrybucji jedwabnych sfer 1 dzien od ich dozylnego podania —
schemat przebiegu eksperymentu. Sfery MS1 lub H2.1MS1 podano w dawkach 0,2, 2 i 20
mg/kg m.c. Myszom w grupie kontrolnej podano PBS. 24 godziny od podania sfer zwierzeta
obrazowano przyzyciowo, a po usmierceniu obrazowano pobrane narzady wewnetrzne.

1 dzien od podania wyznakowanych jedwabnych sfer MSI1, sygnat fluorescencji
widoczny byl jedynie w przypadku najwigkszej dawki (20 mg/kg m.c.), gtownie w okolicy
wskazujacej na watrobe (Rycina 11 A). W przypadku mniejszych dawek sygnat fluorescencji
nie byt widoczny (Rycina 11 A).

W przypadku wyznakowanych sfer H2.1MS1 sygnat fluorescencji widoczny byt nawet
po podaniu sfer w najmniejszej badanej dawce, gtdbwnie w miejscu wskazujacym na watrobe
(Rycina 11 B). W przypadku najwigkszej badanej dawki (20 mg/kg m.c.) sfery H2.1MS1
widoczne byly takze w innych organach wewnegtrznych, a sygnal fluorescencji od nich
pochodzacy byl znacznie wyzszy niz w przypadku sfer MS1 podanych w tej samej dawce

(Rycina 11).
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Rycina 11. Biodystrybucja jedwabnych sfer 1 dzien od ich dozylnego podania w zaleznosci
od dawki podania — analiza przyzyciowa. Czerwonym kwadratem zaznaczono myszy z grupy
kontrolnej, ktérym podano PBS. Na zdjeciu przedstawiono A. zwierz¢ta z grupy MS1 i1 B. z
grupy H2.1MS1. Intensywno$¢ sygnatu fluorescencji (wyrazona w p/sec/cm?/sr) przedstawiono
na skali logarytmicznej za pomocga pseudokoloréw. Zdjecia wykonano za pomoca jednakowych
ustawien aparatu IVIS Spectrum 200, a uzyskane wyniki przedstawiono w jednakowe;j skali.
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Analiza narzadow wewnetrznych pobranych od zwierzat otrzymujacych sfery w
najwickszej testowanej dawce wykazala obecnos¢ sfer MS1 w watrobie, §ledzionie i ptucach
(Rycina 12 A). W przypadku sfer H2.1MSI1 ich obecno$¢ byta widoczna w watrobie,
Sledzionie, nerkach i1 plucach (Rycina 12 B), przy czym intensywnos$¢ sygnatu fluorescencji

tych sfer w narzadach byta znacznie wyzsza niz w przypadku sfer MS1 (Rycina 12).
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Rycina 12. Analiza biodystrybucji jedwabnych sfer 1 dzien od ich dozylnego podania —
analiza dystrybucji w narzadach wewnetrznych. Obraz narzadéow wewngetrznych 1 dzien od
podania sfer w dawce 20 mg/kg m.c. Na zdjeciu przedstawiono narzady A. zwierzat z grupy
MS1 i B. z grupy H2.1MS1. Poszczegolne narzady oznaczono jako: W watroba, S §ledziona,
N nerki, P ptuca, S serce. Czerwonym prostokatem zaznaczono narzady wewngtrzne pobrane
od zwierzat z grupy kontrolnej, ktorym podano PBS. Intensywno$¢ sygnatu fluorescencji
(wyrazona w p/sec/cm?/sr) przedstawiono na skali logarytmicznej za pomocg pseudokolorow.
Zdjecia wykonano za pomocg jednakowych ustawien aparatu IVIS Spectrum 200, a uzyskane
wyniki przedstawiono w jednakowej skali.

4.3.3. Analiza biodystrybucji jedwabnych sfer do czasu zaniku sygnalu

fluorescencji

W eksperymencie analizowano biodystrybucj¢ wyznakowanych sfer MS1 lub H2.1MS1
po ich jednokrotnym podaniu w dawce 20 mg/kg m.c. Kontrolnie zwierzeta otrzymywaty PBS.
Zwierzeta obrazowano codziennie, az do zaniku sygnatu fluorescencji sfer w organizmie, po
czym analizowano sygnat fluorescencji w narzadach pobranych od u$mierconych zwierzat.

(schemat przebiegu eksperymentu przedstawiono na Rycinie 13).
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Rycina 13. Analiza biodystrybucji jedwabnych sfer do czasu zaniku sygnalu fluorescencji
— schemat przeprowadzenia eksperymentu. Wyznakowane sfery MS1 lub H2.1MS1 zostaly
podane jednokrotnie w dawce 20 mg/kg m.c. w dniu 0. Kontrolnie zwierzgta otrzymaty PBS.
Zwierzeta obrazowano przyzyciowo po 1, 2, 3,4 1 5 dniach. Po zaniku sygnatu fluorescencji (5
dni) zwierzeta poddano eutanazji, a nastgpnie obrazowano narzady wewnetrzne pobrane od
usmierconych zwierzat.

Sygnat fluorescencji wyznakowanych jedwabnych sfer MS1 utrzymywat si¢ w
organizmie przez 3 dni, natomiast H2.1MS1 przez 4 dni (Rycina 14). W przypadku obu
wariantow sfer, sygnal fluorescencji zlokalizowany byt gtownie w miejscu wskazujagcym na
watrobe, natomiast intensywno$¢ sygnatu byta znacznie wyzsza w przypadku sfer H2.1MS1

we wszystkich punktach czasowych (Rycina 14).

W narzadach pobranych od zwierzat u§mierconych po 5 dniach od podania sfer, sygnat
fluorescencji widoczny byt gldéwnie w watrobie oraz w minimalny stopniu w ptucach w
przypadku sfer H2.1MS1 Rycina 15 B. W przypadku sfer MS1 sygnat fluorescencji widoczny

byt gléwnie w ptucach 1 w nieznacznym stopniu w watrobie (Rycina 15).
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Rycina 14. Analiza biodystrybucji jedwabnych sfer do czasu zaniku sygnalu fluorescencji
— obrazowanie przyzyciowe. Na zdjeciu przedstawiono A. zwierzgta z grupy MS1 i B. z grupy
H2.1MS1. Czerwonym prostokatem zaznaczono narzady wewnetrzne pobrane od zwierzat z
grupy kontrolnej, ktorym podano PBS. Intensywnos$¢ sygnatu fluorescencji (wyrazona w
p/sec/cm?/sr) przedstawiono na skali logarytmicznej za pomoca pseudokoloréw. Zdjecia
wykonano za pomoca jednakowych ustawien aparatu IVIS Spectrum 200, a uzyskane wyniki

przedstawiono w jednakowej skali.
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Rycina 15. Analiza biodystrybucji jedwabnych sfer do czasu zaniku sygnalu fluorescencji
— obraz narzadow wewnetrznych. Obraz narzadow wewnetrznych 5 dni od podania sfery w
dawce 20 mg/kg m.c. Na zdj¢ciu przedstawiono narzady A. zwierzat z grupy MS1 1 B. z grupy
H2.1MSI1. Poszczegodlne narzady oznaczono jako: W watroba, S éledziona, N nerki, P phuca, S
serce. Czerwonym prostokagtem zaznaczono narzady wewnetrzne pobrane od zwierzat z grupy
kontrolnej, ktore otrzymaty PBS. Intensywno$¢ sygnatu fluorescencji (wyrazona w
p/sec/cm?/sr) przedstawiono na skali logarytmicznej za pomoca pseudokolorow. Wszystkie
zdjecia wykonano za pomoca jednakowych ustawien aparatu IVIS Spectrum 200, a uzyskane
wyniki przedstawiono w jednakowe;j skali.

4.4. Ocena toksycznosci po wielokrotnym podaniu jedwabnych sfer

4.4.1. Analiza przezywalnosci i behawioru

Trzykrotne podanie bioinzynierowanych jedwabnych sfer MS1 1 H2.1IMS1 w
maksymalnej tolerowanej dawce (20 mg/kg m.c.) nie spowodowato zgonu u Zadnego z
badanych osobnikéw. Ponadto nie zaobserwowano w trakcie eksperymentu zadnych zmian w
zachowaniu badanych osobnikow, mogacych §wiadczy¢ o ich ztym stanie zdrowia takich jak

wymienione w punkcie 4.3.1.
4.4.2. Analiza parametrow morfologicznych krwi

Oceng parametrow morfologicznych krwi po wielokrotnym podaniu sfer MS1 lub
H2.1MS1 w maksymalnej tolerowanej dawce (20 mg/kg m.c.) wykonano w trzech punktach
czasowych (schemat przebiegu eksperymentu przedstawiono na Rycinie 16). Analiza poziomu
biatych krwinek, hematokrytu oraz ptytek krwi nie wykazata istotnych statystycznie rdznic
pomigdzy badanymi grupami a grupa kontrolng otrzymujaca PBS w Zadnym z punktow
czasowych eksperymentu (Rycina 17).
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Rycina 16. Analiza parametrow morfologicznych i biochemicznych krwi — schemat
przebiegu eksperymentu. Sfery MS1, lub H2.1MS1 w dawce 20 mg/kg m.c. lub PBS zostaly
podane w dniu 0, 3, 6. W dniu 1, 10 i 20 pobrano krew do dalszych analiz.
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Rycina 17. Analiza parametrow morfologicznych krwi. Poziom A. hematokrytu (HCT), B.
ptytek krwi (PLT) 1 C. biatych krwinek (WBC) w dniu 1, 10 i1 20 po podaniu jedwabnych sfer
(zgodnie z Rycing 16). Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymaty PBS. Wyniki sg wyrazone jako
wartos$ci srednie dla 6 osobnikow. Stupki btedu przedstawiajg odchylenie standardowe.
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4.4.3. Analiza parametrow biochemicznych krwi

Oceng parametréw biochemicznych krwi po wielokrotnym podaniu sfer MS1 lub
H2.1MS1 w maksymalnej tolerowanej dawce (20 mg/kg m.c.) wykonano w trzech punktach
czasowych (schemat przedstawiono na Rycinie 16). Analiza parametréw biochemicznych krwi,
tj. poziomu albumin, alkalicznej fosfatazy, amylazy, glukozy oraz mocznika nie wykazata
istotnych statystycznie réznic pomiedzy badanymi grupami, a grupa kontrolng otrzymujaca

PBS w zadnym z punktoéw czasowych eksperymentu (Rycina 18).
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Rycina 18. Analiza parametrow biochemicznych krwi. Poziom A. glukozy, B. albumin, C.
biatka catkowitego, D. mocznika, E. glukozy 1 F. mocznika 1, 10 1 20 dni po podaniu
jedwabnych sfer zgodnie z Rycing 16. Zwierz¢ta z grupy kontrolnej otrzymaly PBS. Wyniki
wyrazono jako warto$ci $rednie dla przynajmniej 3 osobnikéw. Stupki bledu przedstawiajg
odchylenie standardowe.
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4.4.4. Analiza histopatologiczna narzadow wewnetrznych

Oceng histopatologiczng narzadow wewngtrznych po trzykrotnym podaniu sfer MS1
lub H2.1MS1 w maksymalnej tolerowanej dawce (20 mg/kg m.c.) wykonano po 20 dniach od
podania pierwszej dawki sfer (schemat przebiegu eksperymentu przedstawiono na Rycinie
19.). Pobrane z usmierconych zwierzat narzady wewnetrzne utrwalono, po czym przygotowano

z nich preparaty wybarwione H+E (Rycina 20).

Analiza histopatologiczna narzadow pochodzacych od osobnikow z réznych grup
badawczych nie wskazywala na istotne zmiany w morfologii tkanek w badanych narzadach
(ptuca, serce, nerki, watroba, $ledziona). Analize¢ wykonano réwniez w odniesieniu do
preparatéw histologicznych wykonanych z narzadéw pobranych od myszy nieotrzymujacej

zadnych substancji (proba oznaczona jako ,,Kontrola”) (Rycina 20).

Aodanie sfer w dawce
20 mg/kg m.c. lub
PBS
0 3 6
I I I ,
I

20 Dzien

Pobranie
narzadéw

Rycina 19. Analiza histopatologiczna narzadow wewnetrznych — schemat przebiegu
eksperymentu. Sfery MS1 Iub H2.1MS1 w dawce 20 mg/kg m.c. lub PBS zostaty podane w
dniu 0, 3, 6. Po 20 dniach od podania pierwszej dawki z uSmierconych zwierzat pobrano
narzady wewnetrzne do analizy histopatologiczne;.
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Rycina 20. Analiza histopatologiczna narzadéw. Obraz histologiczny poszczegodlnych
narzadéw w mikroskopie §wietlnym, po trzykrotnym podaniu sfer MS1 lub H2.1MS1 w dawce
20 mg/kg m.c. lub PBS zgodnie z Rycina 19. Kontrole stanowity rowniez narzady pobrane od
myszy nieotrzymujacej zadnych substancji (Kontrola). Barwienie H+E, powickszenie 4x
(skala 200 pm).

4.5. Ocena immunogennos$ci jedwabnych sfer

4.5.1. Analiza swoistych przeciwcial po dozylnym podaniu jedwabnych sfer

W eksperymencie analizowano obecnos¢ swoistych przeciwcial rozpoznajacych biatka
jedwabiu po dozylnym podaniu jedwabnych sfer. Przebieg eksperymentu przedstawiono na

Rycinie 21. Analiza surowicy pod katem obecnosci swoistych przeciwciat rozpoznajacych
biatka jedwabiu wykazata ich obecno$¢ zarowno w grupie badawczej otrzymujacej no$niki
MST1 jak i w grupie otrzymujacej nosniki H2.1MS1 (Rycina 22). Miano swoistych przeciwciat
w surowicy zwierzat pochodzacych z grupy MS1 wynosi 1:400, natomiast z grupy otrzymujacej
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no$niki H2.1MS1 1:1600 (Rycina 22). Przy tych rozcienczeniach surowicy dla odpowiednich
grup $redni poziom ich absorbancji roznit si¢ statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (PBS).

} Podanie sfer w dawce
20 mg/kg m.c.
lub PBS
0 14

| | »

28 Dzien

Pobranie Krwi

Rycina 21. Analiza powstawania swoistych przeciwcial w odpowiedzi na dozylne podanie
jedwabnych sfer — schemat przebiegu eksperymentu. Sfery MS1 lub H2.1MS1 w dawce 20
mg/kg m.c. lub PBS podano w dniu 0 i 14. Po 28 dniach od podania pierwszej dawki pobrano
krew do dalszych analiz.
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Rycina 22. Analiza poziomu przeciwcial w surowicy wiazacych biatka jedwabiu. Wyniki
wyrazono jako wartosci srednie absorbancji wykrytych przeciwcial zmierzonych dla surowic
pobranych od 10 osobnikow. Kazdy w 3 powtorzeniach. Stupki btedu przedstawiaja odchylenie
standardowe. (***) oznacza istotno$¢ statystyczng przy p<0,001.

4.5.2. Analiza poziomu cytokin w surowicy krwi po dozylnym podaniu

jedwabnych sfer

W eksperymencie analizowano poziom cytokin (tj. IL-6, IL-10, MCP1, INF-y, TNF
oraz IL-12p70) po trzykrotnym podaniu sfer MS1, lub H2.1MS1 w maksymalnej tolerowane;j
dawce (20 mg/kg m.c.), zgodnie ze schematem przebiegu eksperymentu przedstawionym na
Rycinie 23). Analiza otrzymanych danych wykazata istotnie statystyczng réznic¢ jedynie w 7
dniu eksperymentu pomig¢dzy poziomem MCP-1 w grupie MS1, a jej poziomem w grupie
kontrolnej (PBS) (Rycina 24). W przypadku pozostatych analizowanych cytokin nie bylo

istotnych statystycznie zmian ich st¢zenia wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 24).
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Rycina 23. Analiza poziomu cytokin w surowicy krwi po dozylnym podaniu jedwabnych
sfer- schemat przebiegu eksperymentu. Sfery MS1 lub H2.1MS1 w dawce 20 mg/kg m.c.
lub PBS podano w dniu 0, 31 6. W dniu 1, 7 i 14 pobrano krew do dalszych analiz.
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Rycina 24. Analiza poziomu cytokin. Poziom cytokin analizowano w trzech punktach
czasowych A. 1 dzien, B. 7 dni, C. 14 dni od pierwszego podania jedwabnych no$nikow lub
PBS. Wyniki wyrazono jako wartos$ci $rednie st¢zenia poszczegoélnych cytokin zmierzone dla
10 osobnikow w skali logarytmicznej. Stupki btedu przedstawiajg odchylenie standardowe. (*)
oznacza istotnos¢ statystyczng przy p <0,05.
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4.5.3. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej w odpowiedzi na miejscowe

podanie jedwabnych sfer

W eksperymencie zwierzgtom podano jednorazowo implanty zawierajgce sfery MS1
lub H2.1MS1 w dawce 20 mg/kg m.c. W grupach kontrolnych zwierzetom podano implanty
zawierajace PBS zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 25. Po 24 godzinach lub
po 7 dniach implanty wycinano, a wyizolowane od 3 osobnikéw komorki taczono w obrgbie

grupy 1 analizowano ich fenotyp za pomoca cytometru przeptywowego.

Podanie
implantow
0
1 7 Dzien
Pobranie Pobranie
implantow implantow

Rycina 25. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej w odpowiedzi na miejscowe
podanie jedwabnych sfer — schemat eksperymentu. Implanty wykonane z Matrigelu
zawierajace sfery MS1 lub H2.1MS1 w dawce 20 mg/kg m.c. lub PBS podano w dniu 0. W
dniach 117 implanty wycigto, a komorki poddano analizie cytometrycznej. Komorki izolowane
z 3 osobnikow taczono w obrebie grupy.

4.5.3.1.  Ocena limfocytéow T CD4+

Strategi¢ analizy limfocytow T CD3+CD4+ przedstawiono na Rycinie 26 A, tj. posrod
komorek naciektych implanty wyodrebniono populacje komorek CD45+, sposrod ktorej
wyodrebniono nast¢pnie subpopulacj¢ limfocytow T CD3+CD4+.

W dniu 1 po podaniu implantéw odsetek limfocytow T CD4+ w grupie H2.1MS1 byt
na podobnym poziomie co w grupie kontrolnej PBS (Rycina 26 B). W przypadku implantow
zawierajacych sfery MS1 odsetek naciekajacych limfocytow CD4+ byl dwukrotnie wigkszy niz
w przypadku kontroli PBS (Rycina 26 B).

7 dni od podania implantéw z badanymi probami odsetek obecnych limfocytéw T CD4+
obnizyt si¢ we wszystkich grupach w poréwnaniu do ich liczby po 1 dniu od podania
implantéw. Najwigkszy odsetek limfocytow T CD4+ obecny byt w implantach zawierajacych
MSI1 (Rycina 26 B).
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Rycina 26. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej — analiza limfocytow T CD4+.
A. strategia analizy populacji limfocytow T CD4+. Sposrdd komorek naciekajacych implanty
Matrigelowe (wykres 1) oznaczono komoérki CD45+ (wykres 2), sposrod ktorych analizowano
komorki CD3+CD4+ (wykres 3). B. Analiza komorek wyizolowanych z poszczegdlnych grup
badawczych w 1 1 7 dniu od podania implantow. O§ X przedstawia sygnal barwnika FITC
(CD3), natomiast o§ Y barwnika PE (CD4). Kontrole stanowity komodrki niewybarwione
przeciwcialami (kontrola).

4.5.3.2. Ocena limfocytow T CD8+

Strategi¢ analizy limfocytow T CD3+CD8+ przedstawiono na Rycinie 27 A, tj. posrod
komorek nacieklych implanty wyodrgbniono populacje komorek CD45+, sposrod ktorej
wyodrebniono nast¢pnie subpopulacje limfocytow T CD3+CD8+.

W 1 dniu od podania implantéw najwigkszy odsetek limfocytow T CD3+CD8+ byt w
grupie MS1 (11,1%), podczas gdy w grupie PBS wykazano 9,93% komorek o fenotypie CD8+,
a w grupie H2.1MS1 7,30% (Rycina 27 B).

W 7 dniu od podania implantéw najwigkszy odsetek limfocytow T CD3+CD8+ byt w
grupie PBS (Rycina 27 B). W przypadku wszystkich badanych grup w 7 dniu po podaniu
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implantow procentowy udzial limfocytow CD8 ulega znacznemu zmniejszeniu w poréwnaniu

do dnia 1 (Rycina 27 B).
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Rycina 27. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej — analiza limfocytow T CD8+.
A. strategia analizy populacji limfocytow T CD8+. Sposrod komorek naciekajacych implanty
Matrigelowe (wykres 1) oznaczono komorki CD45+ (wykres 2), sposrod ktérych analizowano
komorki CD3+CD8+ (wykres 3). B. Analiza komoérek wyizolowanych z poszczegdlnych grup
badawczych w 1 1 7 dniu od podania implantow. O$ X przedstawia sygnat barwnika FITC
(CD3), natomiast o§ Y barwnika PE.Cy7 (CDS). Kontrole stanowity komorki niewybarwione
przeciwcialami (kontrola).

4.5.3.3. Ocena limfocytow Treg

Strategi¢ analizy komorek Treg 0 fenotypie CD25+FoxP3+ przedstawiono na Rycinie
28 A, tj., posrod komorek naciektych implanty Matrigelowe, wyodrgbniono populacje komorek
CDA45+, sposrod ktorej wyodrebniono nastepnie subpopulacje komorek CD4+, w ktorej

analizowano komorki o fenotypie CD25+FoxP3+.
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Najwigkszy udziat komoérek Tree naciektych implanty analizowane w 1 dniu od
implantacji byl w grupie PBS (Rycina 28 B). Liczba limfocytow Tree w grupie MS1 byta 3 razy
mniejsza niz w grupie PBS, natomiast w grupie H2.1MS1 liczba ta byta podobna do ilosci

komorek w grupie PBS (Rycina 28 B).

Analiza w 7 dniu po implantacji wykazala wzrost limfocytow T, we wszystkich
badanych grupach (Rycina 28 B). Najwickszy odsetek limfocytow Tiree byt w implantach grupy
PBS (59,2%). W grupie MS1 byto ich ponad 2 razy mniej, a w grupie H2.1MS1 okoto 2 razy

mniej niz w grupie PBS.
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Rycina 28. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej — analiza limfocytow Treg. A.
Strategia analizy populacji komoérek Tree. Sposréod komoérek naciekajacych implanty
Matrigelowe (wykres 1) oznaczono komorki CD45+ (wykres 2), z ktérych nastepnie
wyodrebniono subpopulacje CD4+ (wykres 3), sposrod ktérych analizowano komorki
CD25+FoxP3+ (wykres 4). B. Analiza komoérek wyizolowanych z poszczegolnych grup
badawczych w 1 1 7 dniu od podania implantow. O§ X przedstawia sygnal barwnika PE
(FoxP3), natomiast 0§ Y barwnika APC (CD25). Kontrolg stanowily komdrki niewybarwione
przeciwcialami (kontrola).
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4.5.3.4. Ocena limfocytow B

Strategi¢ analizy limfocytow B o fenotypie CD3+CD4+ przedstawiono na Rycinie 29
A, tj. posrod komorek naciektych implanty wyodrebniono populacje komorek CD45+, sposrod
ktorej wyodrebniono nastgpnie subpopulacj¢ limfocytow B CD3-CD19+.

Najwicksza liczba limfocytow B w probach analizowanych w 1 dniu od podania
implantow byla w grupie PBS (Rycina 29 B). Odsetek limfocytow B w grupach MSI1 i
H2.1MST1 byt okoto 5 razy mniejszy niz w grupie PBS (Rycina 29 B).

W implantach analizowanych w 7 dniu najwi¢kszy odsetek limfocytéw B byt w grupie
H2.1MS1 (26,9%) (Rycina 29 B) W 7 dniu od implantacji odsetek limfocytow B w grupie PBS
byt okoto 2 krotnie mniejszy w poroéwnaniu do dnia pierwszego. Liczba limfocytow B
naciekajacych implanty analizowane w 7 dniu od implantacji wzrosta w grupie MS1 1,4 raza,
a w grupie H2.1MS1 ponad 5 krotnie w poréwnaniu do analizy wykonanej 1 dzien od

implantacji.
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Rycina 29. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej — analiza limfocytow B. A.
Strategia analizy populacji limfocytow B. Sposrod komodrek naciekajacych implanty
Matrigelowe (wykres 1) oznaczano komoérki CD45+ (wykres 2), sposrod ktorych analizowano
komoérki CD3-CD19+ (wykres 3). B. Analiza komorek wyizolowanych z poszczegélnych grup
badawczych w 1 1 7 dniu od podania implantéw. O$§ X przedstawia sygnat barwnika PE (CD3),
natomiast o§ Y barwnika PE.Cy7 (CD19). Kontrole stanowily komorki niewybarwione
przeciwcialami (kontrola).

4.5.3.5. Ocena komorek NK

Strategi¢ analizy komodrek NK o fenotypie CD3-CD16/56+ przedstawiono na Rycinie
30 A tj. posrod komorek naciektych implanty wyodrgbniono populacje komorek CD45+,
sposrod ktorej wyodrgbniono nastepnie subpopulacje limfocytéw T CD3-CD16/56+.

W 1 dniu od podania implantéw Matrigelowych komoérki NK byly we wszystkich
badanych grupach na poziomie ponizej 1%, najwigcej w grupie MS1(0,73%), nastgpnie w

grupie PBS (0,32%), a w grupie H2.1MS1 na poziomie 0,069% (Rycina 30 B).

- 96 -



Wyniki

W dniu 7 od podania implantow nastapit znaczny wzrost liczby komérek NK w grupach
PBS (2,61%) 1 H2.1MS1 (1,27%), natomiast ich liczba w grupie MS1 zmalata okoto 1,7-krotnie
(do 0,43%) w stosunku do dnia 1(Rycina 30 B).
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Rycina 30. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej — analiza komorek NK. A.
Strategia analizy populacji komorek NK. Komoérki NK analizowano sposrod komorek
naciekajacych implanty Matrigelowe (wykres 1), oznaczano komoérki CD45+ (wykres 2),
sposrod ktérych analizowano komorki CD3-CD16/56+ (wykres 3). B. Analiza komoérek
wyizolowanych z poszczegdlnych grup badawczych w 11 7 dniu od podania implantow. O$§ X
przedstawia sygnat barwnika PE (CD3), natomiast o§ Y barwnika APC (CD16/56). Kontrolg
stanowity komoérki niewybarwione przeciwciatami (kontrola).

4.5.3.6. Ocena monocytow

Strategi¢ analizy monocytow o fenotypie CD14+CD45+ przedstawiono na Rycinie 31

A, tj. posrdd komorek naciektych implanty oznaczono komorki CD14+CD45+.

-97 -



Wyniki

W implantach analizowanych w 1 dniu od ich podania najwigksza liczba monocytow
byta w grupie PBS (3,66%), w grupach MS1 1 H2.1MS1 poziom monocytéw byt ponizej 0,2%
(Rycina 31 B).

W 7 dniu od implantacji najwigecej monocytéw byto w grupie PBS. Liczba monocytow
w tej grupie zwigkszyta si¢ niemal 9-krotnie. Bardzo duzy wzrost liczby monocytow
zaobserwowano rowniez w grupach MS1 i H2.1IMS1 w poréwnaniu do dnia 1, jednak ich

odsetek byl mniejszy niz w grupie PBS w dniu 7 (Rycina 31 B).
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Rycina 31. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej — analiza monocytow. A.
Strategia analizy populacji monocytéw. Sposrod komorek naciekajacych implanty Matrigelowe
(wykres 1), sposrod ktorych analizowano komorki CD14+CD45+ (wykres 2). B. Analiza
komorek wyizolowanych z poszczegélnych grup badawczych w 1 i 7 dniu od podania
implantéw. O$§ X przedstawiono sygnal barwnika PerCP-Cy5-5 (CD45), natomiast 0§ Y
barwnika FITC (CD14). Kontrole stanowily komoérki niewybarwione przeciwcialami
(kontrola).
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4.5.3.7. Zestawienie wynikow lokalnej odpowiedzi immunologicznej

W Tabeli 4 przedstawiono liczbowe zestawienie udziatu poszczegolnych subpopulacji
komorek immunologicznych naciekajacych implanty Matrigelowe w badanych grupach
zwierzat. W 7 dniu od implantacji ilosci limfocytow T CD4+ 1 CD8+ maleje we wszystkich
grupach w poréwnaniu do implantéw analizowanych w 1 dniu. Dla grup MS1, H2.1MS1, PBS
liczba limfocytow B, Tiee, komorek NK oraz monocytow wzrasta po 7 dniach w pordwnaniu
do ich liczby po 1 dniu (z wyjatkiem limfocytow B po 7 dniach w grupie PBS i komoérek NK
w grupie MS1). Najwigksze roznice w ilosci analizowanych komorek w porownaniu do grupy
PBS dotyczyty limfocytow CD4+ w grupie MS1 w | dniu oraz limfocytéw B w grupie
H2.1MS1 w 7 dniu eksperymentu.

Tabela 4. Analiza lokalnej odpowiedzi immunologicznej. Zestawienie procentowego udzialu
poszczegbdlnych populacji  sposrod komorek naciekajacych implanty Matrigelowe w
poszczegdlnych grupach badawczych, na podstawie punktéw 4.4.3.1-4.4.3.6.

1 dzien 7 dni
PBS MSI1 H2.1MS1 PBS MSI1 H2.1MS1

Limfocyty CD4+ 10,6 19,2 10,3 3,14 4,55 2,64
Limfocyty CD8+ 9,93 11,1 7,30 2,09 1,29 1,26
Limfocyty Treg 14,4 4,80 13,4 59,2 25,2 32,9
Limfocyty B 27,9 5,74 5,27 12,1 8,19 26,9
Komorki NK 0,32 0,73 0,069 2,61 0,43 1,27
Monocyty 3,66 0,048 0,16 32 9,27 28,1

4.5.4. Ocena aktywnosci proliferacyjnej i funkcjonalnej splenocytow po

dozylnym podaniu jedwabnych sfer

Oceng aktywnosci proliferacyjnej i funkcjonalnej limfocytow przeprowadzono z
uzyciem splenocytéw pobranych od zwierzat, ktorym podawano jednorazowo sfery MS1 lub
H2.1MS1 w maksymalnej tolerowanej dawce (20 mg/kg m.c.) zgodnie ze schematem
przedstawionym na Rycinie 32. W dniu 14 pobrano od zwierzat §ledziony, z ktorych nastepnie

wyizolowano splenocyty do dalszej analizy.
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ﬁodanie sferw
dawce 20 mg/kg m.c.
lub PBS
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| »
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splenocytéow

Rycina 32. Analiza limfocytow po dozylnym podaniu jedwabnych sfer — schemat
przebiegu eksperymentu. Sfery MS1 lub H2.MS1 podano jednorazowo w dawce 20 mg/kg
m.c. Zwierz¢tom z grupy kontrolnej podano PBS. W dniu 14 zwierzgta uSmiercono i pobrano
sledziony, z ktorych nastepnie wyizolowano splenocyty do dalszych analiz.

4.5.4.1. Analiza proliferacji splenocytow w odpowiedzi na czynnik

restymulujacy

Analizg proliferacji splenocytow wyizolowanych z grup badanych (MS1 1 H2.1MS1)
wykonano w odniesieniu do proliferacji splenocytow wyizolowanych ze zwierzat
pochodzacych z grupy kontrolnej otrzymujacych PBS w odpowiedzi na: i) brak czynnika
stymulujacego, ii) niespecyficzng stymulacje przeciwciatami CD3 1 CD28 oraz iii) restymulacj¢
czynnikiem podawanym w dniu 0 eksperymentu. Rycina 33 przedstawia schemat pozyskania

1 stymulacji splenocytow.

o o @

\ \ \

1zolacja splenocytow 1zolacja splenocytow I1zolacja splenocytow
Stymulacja Stymulacja Stymulacja
BS RS NS BS RS NS BS RS NS
(PBS) (MS1) (H2.1MS1)

Rycina 33. Stymulacja splenocytéw — schemat przebiegu eksperymentu. Wyizolowane
splenocyty polaczono w obrebie grupy badanej, po czym wysiano na 96-dotkowa ptytke, a
nastepnie poddano je dziataniu odpowiedniego czynnika: BS — brak stymulacji, splenocyty nie
poddane dziataniu czynnika stymulujgcego, NS — stymulacja nieswoista przeciwciatami CD3 1
CD28, RS - restymulacja swoista - splenocyty poddane dziataniu czynnika
,»przypominajgcego” (sfery MS1, H2.1MS1 lub PBS).

- 100 -



Wyniki

Stymulacja przeciwcialami CD3 1 CD28 splenocytow pobranych od zwierzat z
poszczegbdlnych grup badawczych spowodowata wzrost liczby komoérek we wszystkich
probach, jednakze nie odnotowano istotnie statystycznych réznic wzgledem odpowiadajagcym

probom niestymulowanym (Rycina 34).

W odpowiedzi na czynnik restumulujacy (sfery MS1) nastapil wzrost liczby podziatow
splenocytéw pobranych od zwierzat otrzymujacych sfery MS1 na poziomie zblizonym do
stymulacji nieswoistej przeciwciatami CD3 1 CD28. Nie wykazano rd6znic istotnie
statystycznych pomiedzy probg badang (MS1) a proba bez stymulacji i ze stymulacjg nieswoistg
(Rycina 34).

W przypadku restymulacji sferami H2.1MS1 splenocyty wyizolowane ze zwierzat
otrzymujacych sfery H2.1MS1 wykazaly wzrost proliferacji, ktory byt istotny statystycznie w
porownaniu do proliferacji komorek kontrolnych (po stymulacji nieswoistej oraz bez

stymulacji) (Rycina 34).

iy iy Il rBs
MS1
B H2.1MS1

Relatywny przyrost liczby komoérek

'1«46 )
° J
<& @o <&
& & &

Rycina 34. Analiza proliferacji splenocytow w odpowiedzi na czynnik restymulujacy.
Sredni relatywny wzrost liczy komérek wzgledem odpowiadajacym probom niestymulowanym
(n=8 odczytow testu). Stupki btedu przedstawiaja odchylenie standardowe. (**) oznacza
istotno$¢ statystyczng przy p <0,01 i (*) p <0,05.
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4.5.4.2. Analiza poziomu cytokin wydzielanych przez restymulowane

splenocyty

Poziom cytokin badano w pozywce znad hodowli splenocytéw stymulowanych
odpowiednim czynnikiem, zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 33. Poziom
INF-y 1 IL-10 we wszystkich probach stymulowanych nieswoisci (przeciwciatami CD3 1 CD28)
byt istotnie statystycznie wigkszy niz w przypadku odpowiadajacym kontrolnym (bez
stymulacji) (Rycina 35). Ponadto poziom II-6 i TNF w prébach stymulowanych nieswoiscie
przeciwcialami CD3/CD28 byl statystycznie wickszy w grupach PBS i MSI1 wzgledem

odpowiadajacym im kontrolom (bez stymulacji).

Stezenia wszystkich cytokin w pozywce pobranej znad hodowli splenocytéw
restymulowanych sferami MS1, nie r6znity si¢ statystycznie wzgledem odpowiadajacej grupie
kontrolnej (bez stymulacji) (Rycina 35 B).

W przypadku hodowli splenocytow restymulowanych sferami H2.1MS1, poziom INF-
v oraz IL-10 byt istotnie statystycznie wickszy niz w odpowiadajacej grupie kontrolnej bez

stymulacji (Rycina 35 C). Poziom tych cytokin byt zblizony do st¢zenia zaobserwowanego

przy nieswoistej stymulacji tych samych splenocytéw za pomoca przeciwcial CD3 1 CD28.
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Rycina 35. Analiza poziomu cytokin wydzielanych przez restymulowane splenocyty.
Srednie wartosci stezenia cytokin INF-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 1 17A, i TNF zmierzonych w
dla czterech powtorzen w grupie A. PBS, B. MS1, C. H2.1MSI1. Stupki btedu przedstawiaja
odchylenie standardowe. (***) oznacza istotnos¢ statystyczng przy p<0,001, (**) p <0,01 1 (*)
p <0,05.

4.5.4.3. Analiza fenotypu limfocytow wyizolowanych ze $ledzion

Fenotyp splenocytéw bezposrednio pobranych od zwierzat zgodnie ze schematem
postepowania przedstawionym na Rycina 32 byt analizowany za pomocg technik cytometrii

przeplywowe;.
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4.5.4.3.1. Ocena aktywowanych limfocytow CD4+

Strategi¢ analizy aktywowanych limfocytow CD4+ o fenotypie CD25+CD69+
przedstawiono na Rycinie 36 A, tj. posrod splenocytow wyodrebniono limfocyty o fenotypie
CD3+, z ktorych nastepnie wyznaczono subpopulacje CD4+, w ktorej analizowano komorki o

fenotypie CD25+CD69+.

Wsréd badanych grup poziom aktywowanych limfocytow CD4 stanowil maty odsetek
splenocytow (Rycina 36 B). Najwickszg ich liczbe zaobserwowano w grupie H2.1MSI
(0,75%), nastepnie MS1 (0,61%), a w grupie PBS (0,49%) (Tabela 5).
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Rycina 36. Analiza fenotypu splenocytow — udzial aktywowanych limfocytow CD4+. A.
Strategia analizy populacji aktywowanych limfocytow CD4+. Z limfocytow wyizolowanych
ze $ledzion (wykres 1), wyznaczano subpopulacje CD3+ (wykres 2), z ktdrej nastepnie
wyznaczono subpopulacje CD4+ (wykres 3), z posrdod ktorych analizowano komorki
CD25+CD69+ (wykres 4). B. Analiza splenocytow wyizolowanych z poszczegdlnych grup
badawczych. O§ X przedstawia sygnal barwnika PerCP-Cy5.5 (CD69), natomiast o§ Y
barwnika APC (CD25). Kontrolg¢ stanowily komorki niewybarwione przeciwciatami
(kontrola).

4.54.3.2. Ocena aktywowanych limfocytow CD8+

Strategi¢ analizy aktywowanych limfocytow CD8+ o fenotypie CD25+CD69+

przedstawiono na Rycinie 37 A, tj. posrod splenocytow wyodrebniono limfocyty o fenotypie
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CD3+, z ktorych nastgpnie wyznaczono subpopulacje CD8+, w ktorej analizowano komorki o

fenotypie CD25+CD69+.

Aktywowane limfocyty CDS8+ stanowily najwigkszy odsetek w grupie H2.1MSI1
(4,59%), w grupie MS1 bylo ich prawie 2 razy mniej, a w grupie PBS prawie 10 razy mniej
(Rycina 37 B).
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Rycina 37. Analiza fenotypu splenocytow — udzial aktywowanych limfocytow CD8+.
Strategia analizy populacji aktywowanych limfocytow CD8+. Z limfocytow wyizolowanych
ze $ledzion (wykres 1), wyznaczano subpopulacje CD3+ (wykres 2), z ktdrej nastepnie
wyodrebniono subpopulacje CD8+ (wykres 3), sposrod ktorych analizowano komorki CD25+
1 CD69+ (wykres 4). B. Analiza splenocytow wyizolowanych z poszczegdlnych grup
badawczych. O§ X przedstawia sygnal barwnika PerCP-Cy5.5 (CD69), natomiast o§ Y
barwnika APC (CD25). Kontrolg¢ stanowily komorki niewybarwione przeciwciatami
(kontrola).

4.5.4.3.3. Ocena limfocytow pamiegci CD4+

Strategi¢ analizy limfocytow pamigci CD4+ o fenotypie CD44+CD62L+ przedstawiono
na Rycinie 38 A, tj. posrod splenocytow wyodrebniono limfocyty o fenotypie CD3+, z ktérych
nastepnie wyznaczono subpopulacje CD4+, w ktorej analizowano komorki o fenotypie

CD44+CD62L+.

Limfocyty pamigci CD4+ o fenotypie CD44+CD62L+ analizowano spos$rdd populacji
komorek CD3+, z ktorej nastepnie wyodrebniono subpopulacje CD4+ (A). Odsetek limfocytow
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pamigci CD4+ byt porownywalny w grupach PBS i H2.1MS1 i wynosit okoto 30%. Prawie

dwukrotnie nizszy odsetek tych komoérek byt w grupie MS1 (Rycina 38 B).
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Rycina 38. Analiza fenotypu splenocytow — udzial limfocytow pamieci CD4+. A. Strategia
analizy populacji limfocytéw pamigci CD4+. Z limfocytoéw wyizolowanych ze $ledzion
(wykres 1), wyznaczano subpopulacj¢ CD3+ (wykres 2), z ktorej nastepnie wyodrebniono
subpopulacje CD4+ (wykres 3), z posrdd ktorych analizowano komoérki CD44+ i CD62L+
(wykres 4). B. Analiza splenocytow wyizolowanych z poszczegélnych grup badawczych. O$
X przedstawia sygnal barwnika PE (CD62L), natomiast 0§ Y barwnika APC (CD44). Kontrole
stanowily komorki niewybarwione przeciwcialami (kontrola).

4.5.4.34. Ocena limfocytow pamieci CD8

Strategi¢ analizy limfocytow pamigci CD8+ o fenotypie CD44+CD62L+ przedstawiono
na Rycinie 39 A, tj. pos$rod splenocytow wyodrebniono limfocyty o fenotypie CD3+, z ktérych
nastepnie wyznaczono subpopulacje CD8+, w ktorej analizowano komorki o fenotypie

CD44+CD62L+.

We wszystkich grupach badawczych udziat limfocytow pamigci CD8+ byt na poziomie
ponad 30%, w tym w grupach PBS i H2.1MS1 byt nieznacznie wyzszy w porownaniu do grupy
MS1(okoto 36% vs. 31%) (Rycina 39 B).
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Rycina 39. Analiza fenotypu wyizolowanych ze $ledziony limfocytéw — udzial limfocytow
pamieci CD8. A. Strategia analizy populacji limfocytow pamieci CD8+. Z limfocytow
wyizolowanych ze §ledzion (wykres 1), wyznaczano subpopulacj¢ CD3+ (wykres 2), z ktorej
nastgpnie wyznaczono subpopulacje CD8+ (wykres 3), z posrod ktorych analizowano komorki
CD44+ 1 CD62L+ (wykres 4). B. Analiza splenocytéw wyizolowanych z poszczeg6lnych grup
badawczych. O$ X przedstawia sygnat barwnika PE (CD62L), natomiast 0§ Y barwnika APC
(CD44). Kontrolg stanowily komorki niewybarwione przeciwcialami (kontrola).

4.5.4.3.5. Zestawienie wynikow analizy fenotypu splenocytow

Podsumowanie procentowego udzialy poszczegdlnych subpopulacji limfocytow
wyizolowanych ze $ledzion zestawiono w Tabeli 5. Analiza fenotypu wyizolowanych ze
Sledzion komorek wykazata zwigkszong wzgledem kontroli (PBS) 1 grupy MSI1 liczbe
limfocytow CD4+ 1 CD8+ w grupie H2.1MS1. W grupie MS1 1 H2.1MS1 zaobserwowano
podwyzszony odsetek aktywowanych limfocytow CD8+ w poréwnaniu do grupy PBS. Ponadto
w grupie MS1 wykazano obnizenie poziomu limfocytow pamigci CD4+ w stosunku do grup

PBS 1 H2.1IMSI1.
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Tabela 5. Analiza fenotypu splenocytow. Zestawianie procentowego udziat poszczegdlnych
subpopulacji limfocytow sposrod wszystkich analizowanych komorek wyizolowanych ze
sledziony.

PBS MS1 H2.1MSI1
Limfocyty CD4+ 34,1 34,7 38,9
Limfocyty CD8+ 36,9 38,4 46,5
Aktywowane limfocyty CD4+ 0,49 0,67 0,75
Aktywowane limfocyty CD8+ 0,51 2,87 4,59
Limfocyty pami¢ci CD4+ 30,8 17,3 33,6
Limfocyty pami¢ci CD8+ 36,5 31,3 36,7

4.6. Analiza in vivo swoistosci wigzania jedwabnych sfer do komorek raka piersi z

nadekspresjq Her2

W celu utworzenia modelu przerzutow raka piersi myszom podano przez zyle ogonowa
3x10° komorek raka piersi D2F2E2/luc. Nastepnie po 10 dniach zwierzetom podano trzykrotnie
sfery w dawce 7,5 mg/kg m.c. Kontrolne zwierzgta otrzymaly PBS. Sygnal fluorescencji
mierzono w kilku punktach czasowych. W dniu 17 analizowano réwniez obecnos¢ sfer w

phucach pobranych z usmierconych zwierzat (schemat eksperymentu przedstawiono na Rycinie
40).

W przypadku obu testowanych wariantéw sfer, sygnat fluorescencji poczatkowo
widoczny byt gtéwnie w miejscu wskazujacym na ptuca (Rycina 41). W przypadku sfer MS1
widoczny jest on do dnia 7 (Rycina 41 A), natomiast dla sfer H2.1MS1 do dnia 12 (Rycina 41
B). Intensywnos$¢ sygnatu fluorescencji byta wyzsza w przypadku sfer H2.1MSI1 przez caty
okres trwania eksperymentu (Rycina 41). W 7 dniu eksperymentu, u niektérych zwierzat z
grupy MS1 1 H2.1MS1 sygnal wyznakowanych sfer widoczny byt takze w lokalizacji mogacej

wskazywac na watrobe.

W phucach pobranych z usmierconych po 17 dniach zwierzat, sygnat fluorescencji byt
nadal widoczny dla obu badanych sfer, przy czym intensywno$¢ sygnatu byta znacznie wyzsza

w przypadku sfer H2.1MS1 (Rycina 42).
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Obecno$¢ ognisk nowotworowych w phlucach (przerzutow) potwierdzono

histopatologicznie (Rycina 43).

Podanie Podanie sfer w
0,3 min dawce 7, 5 mg/kg
DZF2E21Iuc
Iuh PBS
-10 0 3 6

I [ .
T

1 4 7 9 12 17 Dzien
Obrazowanie Obrazowanie
zwierzat zwierzati pluc

Rycina 40. Analiza wigzania jedwabnych sfer w mysim modelu przerzutow raka piersi —
schemat przebiegu eksperymentu. Zwierzetom podano przez zyte ogonowa (IV) 3x10°
modyfikowanych komorek mysiego raka piersi z nadekspresja receptora Her2 (D2F2E2/luc).
Po 10 dniach zwierzgta otrzymaly sfery MS1 lub H2.1MS1 w dawce 7,5 mg/kg m.c. lub PBS.
Sfery lub PBS podano w dniu 0, 3, 6. W dniu 1,4, 7,9, 12 1 17 obrazowano zwierzeta za pomoca
systemu IVIS Spectrum 200, a w dniu 17 obrazowano takze pluca pobrane od u$mierconych
zwierzat.
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Rycina 41. Analiza wigzania jedwabnych sfer w mysim modelu przerzutéow raka piersi —
obrazowanie przyzyciowe. 10 dni po dozylnym podaniu komoérek nowotworowych podano
trzykrotnie sfery w dawce 7,5 mg/kg m.c. Na zdjeciu przedstawiono A zwierzeta z grupy PBS,
B z grupy MSI, C z grupy H2.1MS1, D skala intensywnosci fluorescencji. Intensywno$¢
sygnatu fluorescencji (wyrazona w p/sec/cm?/sr) przedstawiono na skali logarytmicznej za
pomoca pseudokolorow. Zdjecia wykonano za pomoca jednakowych ustawien aparatu IVIS
Spectrum 200, a uzyskane wyniki przedstawiono w jednakowe;j skali.
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Rycina 42. Analiza wigzania jedwabnych sfer w mysim modelu przerzutéw raka piersi —
obrazowanie phluc. Sygnat fluorescencji w ptucach 17 dni po podaniu pierwszej dawki sfer.
Sfery podawano trzykrotnie w dawce 7,5 mg/kg m.c. A. Obraz ptuc z minimalng skalg sygnatu
fluorescencji odcinajaca sygnat w grupie MS1, B. Obraz ptuc z minimalng skala sygnatu
fluorescencji odcinajaca sygnal w grupie PBS (sygnat tta). Intensywnos¢ sygnatu fluorescencji
(wyrazona w p/sec/cm?/sr) przedstawiono na skali logarytmicznej za pomoca pseudokolorow.
Zdjecia wykonano za pomocg jednakowych ustawien aparatu IVIS Spectrum 200.

H2.1M$1

a0k 2 i

Rycina 43. Analiza histopatologiczna pluc myszy w modelu przerzutow raka piersi do
phluc. Obraz preparatéw histopatologicznych ptuc pobranych od zwierzat z poszczegdlnych
grup badawczych widziany w mikroskopie swietlnym (barwienie H+E, powiekszenie 4x, skala
200 pm). Strzatki wskazuja ogniska nowotworowe.

4.7. Analiza in vivo skutecznos$ci doksorubicyny dostarczanej przez jedwabne sfery do

komorek raka piersi z nadekspresja Her2

W eksperymencie badano dwa modele przerzutéw — model z nadekspresja receptora
Her2 (zwierzetom podawano komoérki D2F2E2/luc) 1 model bez nadekspresji receptora Her2
(zwierzetom podawano komorki D2F2/luc). 10 dni po podaniu komorek nowotworowych,
osobnikom podano trzykrotnie sfery MS1 lub H2.1MS1 zatadowane doksorubicyng. Dawka
sfer wynosita 7,5 mg/kg m.c., tak by dostarczona dawka doksorubicyny wynosita 5 mg/kg m.c.

Zwierzetom z grupy kontrolnej podano PBS. Po 12 dniach od pierwszego podania sfer
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zwierzgta uSmiercano, pobierano ptuca, po czym wykonywano analiz¢ histopatologiczng phuc.

Schemat eksperymentu przedstawiono na Rycinie 44.

Podanie Podanie sfer MS1
IV 0,3 min lub H2.1MS1
D2F2/luc lub zatadowanych Dox,

D2F2E2/luc lub PBS

-10 0 3 6

| L1 .
|

12 Dzien

Pobranie
narzadoéw

Rycina 44. Analiza skutecznos$ci doksorubicyny dostarczanej przez jedwabne sfery w
mysim modelu przerzutéow raka piersi do ptuc — schemat przebiegu eksperymentu. Na 10
dni przed rozpoczeciem eksperymentu zwierzetom podano przez zyte ogonowa (IV) 3x10°
komorek D2F2/luc lub D2F2E2/luc. Sfery MS1 lub H2.1MS1 zatadowane dokosrubicyna, lub
PBS podano w dniu 0, 3, 6. W dniu 12 do analiz pobrano pluca z uSmierconych zwierzat.

W przypadku modelu bez nadekspresji receptora Her2 ogniska nowotworowe
zajmowaty podobny procent powierzchni pluc we wszystkich badanych grupach (Tabela 6,
Rycina 45). Analiza liczby mitoz, apoptozy, komodrek zdegenerowanych i powierzchni nekrozy
nie wykazata istotnych statystycznie roéznic pomiedzy grupami z wyjatkiem powierzchni
nekrozy w grupie MS1, ktora byta istotnie statystycznie mniejsza niz w grupie kontrolnej (PBS)
(Tabela 6, Rycina 45). Nie zaobserwowano takze roznic pomiedzy grupami w analizie TUNEL
wskazujacej na komorki apoptotyczne oraz w analizie markera proliferacji Ki-67 (Tabela 6,

Rycina 45).
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PBS MS1 H2.1MS1

Rycina 45. Analiza histopatologiczna i immunohistologiczna pluc zwierzat leczonych
doksorubicyna dostarczang za pomoca sfer w mysim modelu przerzutéow do pluc raka
piersi bez nadekspresji receptora Her2. A. barwienie H+E, powigkszenie 4x, skala 500 pm,
czarne strzatki wskazujg ogniska nowotworowe. B. barwienie TUNEL, powigkszenie 20 x,
skala 50 um, czerwone strzatki przedstawiaja komorki apoptotyczne. C. barwienie markera
Ki-67, powigkszenie 20 x, skala 50 um, z6lte strzatki przedstawiaja komorki proliferujace.
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Tabela 6. Analiza preparatow histopatologicznych i immunohistochemicznych pluc
zwierzat leczonych doksorubicyng dostarczang za pomoca sfer w mysim modelu
przerzutéow do pluc raka piersi bez nadekspresji receptora Her2. Preparaty H+E wykonano
z przekroju calych ptuc pobranych od myszy (n=3 na grupe¢). (*) oznacza istotno$¢ statystyczng
przy p <0,05 wzgledem grupy kontrolnej PBS. Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie z

odchyleniem standardowym.

PBS

MSI1

H2.1MS1

Przerzuty (%
powierzchni ptuc)

Liczba mitoz

Apoptoza (TUNEL)

Apoptoza (H+E)

Nekroza (% powierzchni
przerzutow)

Komorki zdegenerowane

(%)

Proliferacja komorek
(marker Ki-67)

30,653 (+ 19,09)

46 (+ 13)

8,083 (+2,309)

0,167 (+ 0,289)

19,063 (+ 14,236)

34 (+ 18)

1,666 (£ 0,577)

1,083 (+0,553) *

5,933 (+ 5,198)

31,867 (+23,336)

26 (& 11)

2,333 (£0,577)

5.197 (+ 4,375)

4,733 (£ 4,248)
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Rycina 46. Procent powierzchni pluc zajetych przez przerzuty nowotworowe zwierzat
leczonych doksorubicyng dostarczang za pomoca sfer w mysim modelu przerzutéow raka
piersi do pluc po podaniu komérek raka piersi A. bez nadekspres;ji receptora Her2 (komorki
D2F2/luc) i B. z nadekspresja receptora Her2 (komorki D2F2E2/luc). Wartosci $rednie dla 3
osobnikow, stupki btgdu przedstawiajg standardowy btad pomiaru.

W modelu przerzutu raka piersi z nadekspresja receptora Her2 do ptuc procent
powierzchni pluc zajety przez ogniska nowotworowe byl najmniejszy w grupie H2.1MSI
(Rycina 46, Rycina 47, Tabela 7). W tej grupie zwierzat ogniska nowotworowe byty nieliczne
i bardzo mate. Zajmowaty one od 0,004% do 0,2% powierzchni calych ptuc. W grupie MS1
ogniska nowotworowe zajmowaly od 0,38% do 2,4%, a w grupie PBS od 0,13% do 1,7 %
(Rycina 46, Rycina 47, Tabela 7). Liczba mitoz w grupie otrzymujagcej zatadowane
doksorubicyng sfery MS1 byla istotnie mniejsza (ponad 2 razy mniejsza) niz w grupie
kontrolnej PBS. Na podstawie oceny histopatologicznej nie wykazano r6znic w ilosci komorek
apoptotycznych, nekrotycznych 1 zdegenerowanych pomiedzy grupami PBS 1 MS1 (Tabela 7).
Nie wykazano takze roznic pomigdzy grupami PBS i MS1 w analizie TUNEL 1 markera
proliferacji Ki-67 (Tabela 7). Analizy iloSciowe wyzej wymienionych oznaczeh w grupie
H2.1MSI1 byly niemozliwe do przeprowadzenia z powodu braku obecnosci przerzutow w
ocenianych preparatach lub ze wzgledu na ich niewielki rozmiar (niewystarczajaca liczba
punktow do oceny zgodnie ze standardami badan histopatologicznych). W pojedynczych
preparatach wykazano nieliczne komorki apoptotyczne i1 proliferujace w grupie H2.1MSI1

(Rycina 47 B, C).
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H2.1MS1

Rycina 47. Analiza histopatologiczna i immunohistologiczna pluc zwierzat leczonych
doksorubicyna dostarczana za pomocq sfer w mysim modelu przerzutéow do pluc raka
piersi z nadekspresja receptora Her2. A. barwienie H+E, powigkszenie 4x, skala 500 um,
czarne strzatki wskazuja ogniska nowotworowe. B. barwienie TUNEL, powigkszenie 20 x,
skala 50 um, czerwone strzatki przedstawiaja komorki apoptotyczne. C. barwienie markera Ki-
67, powigkszenie 20 x, skala 50 pm, zolte strzatki przedstawiajg komorki proliferujace.
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Tabela 7. Analiza preparatow histopatologicznych i immunohistochemicznych pluc
zwierzat leczonych doksorubicyng dostarczang za pomoca sfer w mysim modelu
przerzutéw do pluc raka piersi z nadekspresja receptora Her2. (**) oznacza istotno$¢
statystyczng przy p <0,01, (**) p <0,01, wzgledem grupy kontrolnej PBS. wzgledem grupy
kontrolnej. Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie z odchyleniem standardowym. NZ -
nie zliczano (niewystarczajaca liczba przerzutow nowotworowych).

PBS MS1 H2.1MS1
0
Przerzuty (% 0,730 (+ 0,848) 1,197 (:1,068) 0,078 (+0,106)
powierzchni ptuc)
Liczba mitoz 26 (£ 4) 11 (£2)* NZ
Apoptoza (TUNEL) 1 1 NZ
Apoptoza (H+E) 1 1 NZ
0 ) )
Nekroza (% porwwrzchm 0 0 NZ
przerzutow)
Komorki zdegenerowane
%) 0,533 (+0,681) 4,533 (+3,579) NZ
Proliferacja komorek 1 1 NZ

(marker Ki-67)
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5. Dyskusja

Chemioterapia jest powszechnie stosowana w leczeniu nowotwordéw. Uwaza sie, ze silne
dziatania niepozadane u pacjentow wywotywane przez leki chemioterapeutyczne mozna
ograniczy¢ si¢ poprzez zastosowanie systemOw dostarczania lekow. Nosniki lekéw moga
wptywaé na farmakokinetyke leku w organizmie co moze przektada¢ si¢ na zwigkszong
skuteczno$¢ terapii z wykorzystywaniem chemioterapeutykéw, a takze moze pozwoli¢ na

znaczne ograniczenie ich dziatan niepozadanych.

W celu zapewnienia maksymalnego bezpieczenstwa terapii z wykorzystaniem systemow
dostarczania lekow, sam nos$nik powinien pozostawaé obojetny dla organizmu. Istotnym
aspektem w projektowaniu systemow dostarczania lekéw jest zatem analiza szeroko pojetej
biokompatybilno$ci materiatu wykorzystanego do produkcji no$nikéw. Idealny nosnik lekéw
1) nie powinien wywiera¢ toksycznego i immunogennego wpltywu na organizm, ii) powinien
podlega¢ degradacji w organizmie, oraz iii) powinien selektywnie i skutecznie dostarcza¢ lek

do celowanych komorek.

Posrod wykorzystywanych w medycynie materiatéw duze zainteresowanie zyskat jedwab
(122,175). Zdolno$¢ degradacji w organizmie, brak toksycznego wplywu na organizm oraz
niska immunogenno$¢ czynia jedwab materialem o licznych, potencjalnych zastosowaniach
biomedycznych (122,176). Historycznie jedwab wykorzystywano w medycynie od setek lat
m.in. jako opatrunki oraz nici chirurgiczne. Obecnie testuje si¢ potencjalne zastosowanie
jedwabiu jako materialu wykorzystywanego do regeneracji naczyn krwiono$nych, nerwow czy

kosci (177-180).

Dzigki duzej biokompatybilnosci jedwab moze zosta¢ takze wykorzystany do produkcji
nos$nikow lekow. Prowadzone sg badania dotyczace wytwarzania form sferycznych na bazie
jedwabiu przeznaczonych do transportowania lekow. Wykorzystywane w tym celu sg zarowno

fibroiny pochodzace z kokondéw jedwabnikow jak i rekombinowane biatka pajgcze (181-184).

Pomimo duzego zainteresowania tym materialem, obecnie nieliczne badania charakteryzujg
nos$niki lub inne formy strukturalne wytworzone na bazie jedwabiu w uktadach biologicznych.
Ponadto wigkszo$¢ z nich dotyczy jedynie analizy w modelach in vitro. Kolejnym problemem
jest brak odgornej standaryzacji testow 1 charakterystyki nanoczgsteczkowych no$nikow lekow
(84,185). Na chwile obecng prowadzone sg dgzenia do opracowania wytycznych wskazujacych
analizy jakie nalezy wykona¢ w celu charakterystyki nanoczastek. Jednakze w starszych

pracach charakterystyka toksykologiczna i immunologiczna nanoczastek jedwabnych opiera
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si¢ o rozne techniki badawcze. Z tego wzgledu pozyskane wyniki badan sg fragmentaryczne 1

trudno je miedzy sobg porownywac.

W prezentowanej pracy wykorzystywano bioinzynierowane biatko jedwabiu pajeczego
MS. Wczesniejsze badania przeprowadzone w Katedrze Biotechnologii Medyczne;,
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu nie wykazaly zwigkszenia wydzielania przez makrofagi
cytokiny TNF-a w odpowiedzi na kontakt z oczyszczonym metoda termiczng biatkiem MS1
(186). Ponadto testy LDH réwniez nie wykazaly toksycznego wplywu tego biatka na
fibroblasty (186). Testy MTT dotyczace rozpuszczalnych biatek MS1 i H2.1MS1 oraz sfer z
nich wytworzonych nie wykazaty wiasciwosci cytotoksycznych wzglgdem fibroblastéw MSU
1.1 i komorek raka piersi SKBR3 1 SKOV3 (171). Ponadto, no$niki H2.1MS1 w modelach in
vitro wykazaly zdolno$¢ wigzania wzgledem komoérek nowotworowych z nadekspresja Her2, a
takze zdolno$¢ selektywnego dostarczania leku modelowego do komorek raka piersi z
nadekspresja Her2 (171). Uzyskane wyniki uzasadnity dalsze prowadzenie prac nad no$nikami

wykonanymi z ww. biatek jedwabiu pajeczego.

W niniejszej pracy analizowano w modelu in vivo no$niki lekow oparte o bioinzynierowane
biatka jedwabiu pajeczego MS1 1 H2.IMS1 pod wzgledem ich i) toksyczno$ci, ii)
immunogennosci, iii) swoisto$ci wigzania wzgledem komorek nowotworowych wykazujacych
nadekspresje receptora Her2 oraz iv) skutecznosci terapii z ich wykorzystaniem w mysim

modelu przerzutéw do pluc raka piersi z nadekspresja Her2.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono badania dotyczace potencjalnego, toksycznego
wplywu nos$nikéw na organizm modelowy tj. myszy. Wszystkie dawki testowane w
eksperymencie dotyczacym toksycznosci ostrej nie powodowaly $§miertelnosci wsrod badanych
osobnikow. Nie zaobserwowano u zwierzat zachowan $wiadczacych o toksycznym wptywie
badanych no$nikéw. W zwigzku z uzyskanymi wynikami do dalszych analiz toksyczno$ci oraz
immunogennos$ci badanych nos$nikow uzyto najwyzsza testowang dawke. Nalezy podkreslic,
ze nie jest to maksymalna dawka tolerowana. W celu ustalenia rzeczywistej maksymalne;j
tolerowanej dawki sfer niezbgdne sg dalsze badania, w ktorych testowane beda wieksze dawki
jedwabnych nanoczastek. Do realizacji celow prezentowanej pracy oraz ze wzgledow
etycznych przyjeto powyzsze uproszczenie. Najwyzsza testowana w tym eksperymencie dawka
sfer (20 mg/kg m.c.) byta okoto trzykrotnie wigksza niz ilo§¢ sfer wymaganych do dostarczenia
doksorubicyny (ok. 7.5 mg sfer/kg m.c.) w dawce terapeutycznej — tj. Smg doksorubicyny na
kg m.c. Taka dawka doksorubicyny jest powszechnie stosowana w badaniach na myszach (187—

190).
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Oceng toksycznosci podostrej przeprowadzono w oparciu o trzykrotne dozylne podanie
badanych sfer. W ramach testow toksycznos$ci podostrej analizowano m.in. hemokopatyblino$¢
nos$nikow, ktora jest jednym z waznych aspektéw zwigzanych z nosnikami lekow podawanymi
dozylnie. Wiele produktow leczniczych wykorzystujacych nosniki lekow zostato wycofanych
z badan klinicznych wtasnie ze wzgledu na brak hemokopatybilno$ci preparatu (191). Dostepne
w literaturze informacje na temat materialdow opartych na jedwabiu w wigkszo$ci wskazuja na
jego dobrg hemokompatybilno$¢. Jednakze, dotycza one gtownie testow in vitro nanoczastek 1
filmoéw na bazie fibroiny z kokonéw jedwabnikow morwowych (177,192—196). Analizowane
w tych pracach materialy na bazie jedwabiu nie powodowaty koagulacji krwi badz hemolizy
erytrocytow. Niektore wyniki badan wskazuja jednak na znacznag aktywacje komponentow
dopetliacza (177,196). Intensywno$¢ aktywacji komponentu dopelniacza i opsonizacja
materialu byta skorelowana z 1) metodami przetwarzania materialu jedwabnego ii) zawartoscia
struktur krystalicznych w materiale oraz iii) strukturg morfologiczng materiatu (192,193). Z
tego wzgledu nie mozna w prosty sposob porownywaé wynikéw badan dotyczacych
biokompatybilno$ci pomiedzy jedwabnymi materiatami, ktoére roéznig si¢ pochodzeniem

jedwabiu czy wlasciwos$ciami (195).

Na chwile obecng nie ma danych literaturowych dotyczacych hemokopatybilnosci jedwabiu
w oparciu o analize¢ w modelach in vivo. W przypadku badanych w niniejszej pracy no$nikéw
produkowanych z bialek MSI1 oraz H2.1MSI testy dotyczace hemokopatybilnosci oparte
zostaly o analiz¢ poziomu czerwonych krwinek oraz plytek krwi. Brak istotnych réznic w
morfologii krwi pomiedzy badanymi grupami a grupa kontrolng $wiadczy o braku
hemolitycznego wptywu badanych no$nikow na erytrocyty oraz braku dziatania sprzyjajacemu
powstawaniu agregacji ptytek krwi. Przeprowadzone analizy nie wyczerpuja, jednakze
wszystkich aspektow zwigzanych z hemokopatybilnoscig. Niezbedne sa dalsze testy, ktore
pozwolg oceni¢ m.in. stopien aktywacji komponentdw dopelniacza, ktéorego aktywacje

odnotowano w przypadku innych materiatow wykonanych na bazie jedwabiu (177,196).

W pracy analizowano takze inne aspekty zwigzane z toksycznym dzialaniem badanych
nos$nikow. Analiza biochemiczna powszechnie uzywanych markerow toksycznosci danych
organdw - tj. dla 1) trzustki (glukoza, amylaza, AST), ii) watroby (albuminy, biatko catkowite,
AST), iii) nerek (albuminy, biatko catkowite, mocznik, AST) (88)) nie wykazata istotnych
zmian w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej. Brak toksycznego wptywu badanych
no$nikoéw potwierdza rowniez analiza behawioru badanych zwierzat oraz analiza

histopatologiczna narzadow.
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Kolejnym badanym aspektem zwigzanym z toksycznoscig nosnikéw jest ich biodystrybucja
w systemie. Analizowano zar6wno czas cyrkulacji no$nikow w systemie, jak i ich akumulacje
w organach wewnetrznych. Krotki czas cyrkulacji no$nikéw przektadaé si¢ moze na obnizony
efekt terapeutyczny. Budowa i rozmiar no$nika moga wplywaé na szybkos$¢ usuwania z
krwioobiegu no$nikdw przez system fagocytarny (197). Jak wspomniano wcze$niej, toksyczny
wpltyw nanoczastek wynika¢ moze takze z akumulacji no$nikow w organach takich jak
watroba, $ledziona czy nerki (102). Akumulacja no$nikow w organizmie moze by¢ szczegdlnie
problematyczna w przypadku no$nikow nieulegajacych degradacji w organizmie. Badania
dotyczace nanoczastek na bazie kropek kwantowych wykazaly ich akumulacje w weztach
chlonnych nawet dwa lata od ich dozylnego podania (198). Ponadto, no$niki o dostatecznie
matym rozmiarze mogg akumulowac si¢ nie tylko w organach, tkankach, komarkach, lecz takze
wewnatrz organelli komoérkowych prowadzac do zmian metabolicznych, uszkodzen DNA, czy

$mierci komorek (58).

Wyniki badan biodystrybucji sfer MS1 1 H2.1MS1 przedstawione w niniejszej pracy
wykazaly obecno$¢ wyznakowanych czastek w organizmie do 72 godzin (sfery MS1) i 96
godzin (sfery H2.1MS1) od ich dozylnego podania. Po tym czasie u wigkszo$ci zwierzat w
odpowiednich grupach badawczych sygnal fluorescencyjnego znacznika nie byt widoczny.
Moze to by¢ spowodowane i) usuwaniem nos$nika z systemu, ii) degradacja badanych
no$nikéw, badz iii) degradacja przylaczanego znacznika fluorescencyjnego. Na podstawie
przeprowadzonych do$wiadczen nie mozna jednoznacznie udzieli¢ odpowiedzi na temat
dalszych loséw nosnikéw w systemie oraz metod ich usuwania z organizmu. Jednakze czas
cyrkulacji badanych w niniejszej pracy doktorskiej nosnikow jest podobny do czasu cyrkulacji
PEGylowanych liposomow dostarczajacych doksorubicyng takich jak Doxil (199). W
przypadku PEGylowanych liposoméw czas pottrwania w krwioobiegu wynosi okoto 30-90
godzin (zar6wno u myszy jak i u ludzi). Ponadto, w wypadku PEGylowanych liposomédw czas

ten jest wystarczajacy, aby zaobserwowac terapeutyczny efekt dostarczanego leku (199).

Analiza biodystrybucji badanych nos$nikow MS1 i H2.1MS1 wykazata poczatkowa
akumulacje czastek w okolicach §wiadczacych o lokalizacji w ptucach, a w pdzniejszym czasie
w watrobie. Szczegdlowa analiza wykazata gromadzenie si¢ nanoczastek jedwabiu w plucach,
sledzionie 1 watrobie, co moze by¢ zwigzane z rozmiarem badanych no$nikow. Czastki powyzej
150 nm czgsciej sa akumulowane w kapilarach plucnych, $ledzionie i watrobie, podczas gdy
mniejsze czastki czgsciej akumulujg w nerkach (197). Pomimo akumulacji badanych sfer w

miejscach wskazujacych na pluca, watrobe czy $ledziong analiza histologiczna tych narzadow
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nie wykazata zmian morfologii tkanek tych narzadéw $wiadczacych o immunogennym lub
toksycznym dziataniu podanych no$nikéw. Ponadto, w analizie biodystrybucji nosnikow MS1
1 H2.1MS1 wykorzystano zwierzeta nie posiadajagce nowotworu raka piersi z nadekspresja
Her2. Obecno$¢ w organizmie komorek z nadekspresja receptora Her2 moze znaczaco wplynaé

na dystrybucj¢ no$nikdw w systemie biologicznym.

Obecnie w Katedrze Biotechnologii Medycznej UMP prowadzone sa dalsze prace
dotyczace optymalizacji wytwarzania jedwabnych sfer. Zmiana wlasciwosci sfer takich jak
morfologia, rozmiar i potencjal dzeta moze pozytywnie wptyna¢ na zdolnos¢ ich internalizacji
do wnetrza komorek, ii) zmniejszy¢ prawdopodobienstwo wychwytu no$nikow przez uktad

fagocytarny, iii) oraz zmniejszy¢ nieswoista akumulacje w narzadach wewnetrznych.

Materialy na bazie jedwabiu opisywane sa jako nie immunogenne, badZz wywotujace
niewielka odpowiedz immunologiczng (200). Podobnie jak w przypadku analiz toksycznosci
wiekszos¢ prac dotyczy materiatbw wykonanych z fibroiny jedwabnikéw morwowych.
Najczesciej opisywane wyniki badan w modelach in vivo dotyczace biomateriatéw
wykonanych z jedwabiu opisuja lekki stan zapalny, aktywacje makrofagdéw, tzw. reakcje na

ciato obce (ang. foreign body response) i formacj¢ komorek olbrzymich (201).

Bhattacharjee 1 wsp. (2013) analizowali wptyw metod przetwarzania fibroiny z kokonow
jedwabnikéw morwowych na indukcj¢ nieswoistej i swoistej odpowiedzi immunologicznej w
modelu in vitro (202). W testach wykorzystano monocyty o fenotypie CD14+ wyizolowane z
krwi obwodowej od zdrowych dawcow. Poziom IL-6 i IL-1B potwierdzit silng aktywacje
monocytow, ktora byta zalezna m.in. od zawartoS$ci struktur B-kartek w badanym jedwabnym
materiale wynikajacej z zastosowanej metody przetwarzania polimeru (202). W badaniach
sprawdzano takze aktywacje limfocytow T w odpowiedzi na kontakt z autologicznymi
monocytami hodowanymi w obecno$ci materiatow wykonanych z jedwabiu. Analiza markerow
CD69 1 CD25, a takze INF-y wskazywaty na brak swoistej odpowiedzi immunologicznej na
badane materiaty (202).

Wptyw jedwabnych materiatéw na aktywacj¢ makrofagow badali takze Panilaitis 1 wsp.
(2003) (203). W badaniach jako marker aktywacji makrofagdw wykorzystana zostata cytokina
TNF. W przypadku wilokien wykonanych z fibroiny nie zaobserwowano ich wptywu na
aktywacje mysich makrofagach RAW264.7 (203). Jednakze w przypadku nanoczgstek
wykonanych z fibroiny jedwabnikdow morwowych zaobserwowano znaczny wzrost st¢zenia

TNF, mogacy $wiadczy¢ o aktywacji makrofagow (203).
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Analizy w modelach in vitro 1 in vivo filméw wykonanych z fibroiny jedwabnikow
dokonywali takze Meinel i wsp. (2009) (204). Analiza in vitro wykazata zwickszong aktywacje
ekspresji genow kodujacych IL-1B w ludzkich mezenchymalnych komoérkach macierzystych
na filmach wykonanych z jedwabiu 1 kolagenu wzgledem komorek hodowanych w
standardowych warunkach (204). Badania in vivo wykazaty minimalny stan zapalny w okolicy
implantacji materiatu (204). Domig$niowa implantacja spowodowata aktywacj¢ makrofagow i

ich infiltracje¢ do obszaru wszczepienia materiatu (204).

Odpowiedz organizmu na materialy wykonane z jedwabiu analizowano takze u pacjentow
w warunkach klinicznych (205). Testowano fibroinowe powtoki dla implantow silikonowych
stosowanych w rekonstrukcji piersi po zabiegach oszczedzajacej mastektomii. Powloki
pozwalaty na szybsza regeneracj¢ tkanek oraz minimalizowaty reakcje organizmu na ciato obce
jakim jest implant silikonowy (205). Powloka sprzyjata takze gojeniu ran i waskularyzacji
tkanek. Obserwowane byto takze mniejsze zwtdknienie tkanek w okolicy implantu (205). Poza
lekkim stanem zapalnym w okolicy implantacji w badaniach nie obserwowano dziatan

niepozadanych wynikajacych z zastosowania powtoki (205).

Badano takze immunogenny wpltywu rekombinowanych bialek pajeczych na organizm.
Fredriksson 1 wsp. (2009) analizowali wplyw wiokien rekombinowanego biatka jedwabiu
pajeczego 4RepCT w modelu in vivo (114). Podskoérne wprowadzenie widkien spowodowato
infiltracje miejsca implantacji przez makrofagi (114). Implantacji towarzyszyt rowniez lekki
stan zapalny, aczkolwiek moglo to by¢ zwigzane z uszkodzeniem tkanek w wyniku

przeprowadzonej procedury.

Oceny immunogennos$ci materiatdw wykonanych z rekombinowanych bialek pajeczych w
analizowano takze w badaniach dotyczacych ich zastosowania w regeneracji nerwow (178).
Oceny wpltywu badanego materialu dokonano w oparciu o model in vivo, a analiza
histologiczna nie wykazata immunogennego wptywu badanego materialu na organizm (brak

stanu zapalnego lub reakcji typu odpowiedzi na ciato obce) (178).

Roéwniez Lucke 1 wsp. (2018) w badaniach in vitro dotyczacych analizy nanosfer
wykonanych z rekombinowanego biatka pajeczego eADF4(C16) nie wykazali immunogennego
wplywu badanych no$nikéw (206). Badania dotyczyly wykorzystania rekombinowanych biatek
jako nos$nikow przeciwnowotworowych szczepionek peptydowych. Nie modyfikowane

peptydem nos$niki nie wplywaly na aktywacj¢ komorek dendrytycznych (206).
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Tak samo jak w przypadku badan nad toksycznos$cia, dostgpne dane w literaturze wskazuja
na istotny wplyw metod przetwarzania, rodzaju jedwabiu oraz morfologii materiatow
wykonanych z jedwabiu na odpowiedz immunologiczng organizmu. Z tego wzgledu, nie mozna
w prosty sposob poréwnywacé miedzy sobg uzyskanych wynikow zwigzanych z odpowiedzia
immunologiczna pomig¢dzy ré6znymi jedwabnymi materialami. Dodatkowo, ze wzgledu na brak
standaryzacji testow analizy wykonywane sg w oparciu o rézne techniki badawcze. Kolejnym
ograniczeniem jest roéwniez brak odniesien co do poziomow fizjologiczny poszczegdlnych
wskaznikow zwigzanych z aktywno$cig immunologiczng dla powszechnie uzywanych

organizméw badawczych (modeli badawczych, np. myszy).

W niniejszej pracy oceniano potencjalny immunogenny wplyw badanych no$nikéw na
organizm. Uzyskane wyniki §$wiadcza, iz dozylne podanie badanych no$nikow moze prowadzi¢
do aktywacji swoistej odpowiedzi immunologicznej. Zarowno podanie sfer MS1 jak 1 H2.1MS1
przyczynito si¢ do wytworzenia swoistych przeciwciat skierowanych na biatka jedwabiu. Duzo
wieksze stezenie tych przeciwciat zaobserwowano jednak w grupie H2.1MS1. Ponadto wyniki
analizy lokalnej odpowiedzi immunologicznej wykazaty zwigkszony odsetek limfocytoéw B w
7 dniu eksperymentu w implantach zawierajacych sfery H2.1MS1 (w pordwnaniu do grupy

kontrolnej).

Nalezy podkresli¢, ze w badaniach lokalnej odpowiedzi immunologicznej wykorzystano
implanty Matrigelowe w celu immobilizacji komoérek immunologicznych naciekajacych
implanty zawierajace jedwabne no$niki. Matrigel jest mieszaning bialek wyizolowanych z
mysich migsakow Engelbreth-Holm-Swarm tkanek migkkich. Podskorne podanie implantow
Matrigelowych nie wywolalo reakcji zapalnej w  podobnych eksperymentach
przeprowadzonych przez Temme i1 wsp. (2013) (207). Jednakze ze wzgledu na metody
wytwarzania Matrigelu moze si¢ on znacznie rdéznic pod wzgledem kompozycji pomigdzy
poszczegblnymi seriami produkcyjnymi. Opisywany jest on takze jako potencjalnie
immunogenny, a jego podanie wigza¢ si¢ moze z transmisjg niektorych patogendéw (208).
Potencjalnie immunogenny wpltyw Matrigelu mogl zatem znaczaco wplyna¢ na wyniki
przeprowadzonego eksperymentu. Z tego wzgledu w prezentowanej pracy otrzymane wyniki

odnoszono do grupy PBS, ktora zawierata Matrigel z tej samej serii.

Analiza fenotypu splenocytow wyizolowanych od zwierzat otrzymujacych nos$niki
H2.IMS1 wykazata takze zwigkszony poziom limfocytow pamigci CD8+. Ponadto, w
badaniach dotyczacych proliferacji splenocytéw wyizolowanych od osobnikow otrzymujacych

no$niki H2.1MS1 ponowna ekspozycja na ich dzialanie w znaczacy sposdéb wptywata na
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stymulacj¢ proliferacji limfocytéw. Proliferujace limfocyty analizowano takze pod wzgledem
profilu wydzielanych cytokin. U osobnikéw otrzymujacych nos$niki H2.1MS1 wykazano
zwickszong wzgledem kontroli produkcje cytokin IFN-y oraz IL-10. IFN-y jest cytoking
prozapalng, ktorej dziatanie m.in. stymuluje makrofagi, wplywa na prezentacj¢ antygenu, ale
takze indukuje migracje leukocytéw oraz reguluje ich maturacj¢ i réoznicowanie do réznych
typow komorek (209). Dziatanie IFN-y reguluje takze niektore funkcje limfocytow B, takie jak
roznicowanie oraz produkcja immunoglobulin. Zwrotna regulacja sekrecji INF-y odbywa si¢

m.in. poprzez wydzielanie IL-10 (209).

IL-10 odgrywa kluczowa rolg w tagodzeniu stanu zapalnego, ktory w przypadku
dlugotrwatego dziatania moglby wywotaé uszkodzenia tkanek (210). IL-10 wydzielana jest
gléwnie przez leukocyty, ale takze w mniejszym stopniu poprzez pomocnicze limfocyty T,
monocyty, makrofagi oraz komodrki dendrytyczne, a w niektérych wypadkach takze przez
limfocyty B (210). Waznym zrédiem IL-10 sa komorki prezentujace antygen (ang. antigen-
presenting cells, APCs). Poprzez negatywne sprzezenie limituja wydzielanie cytokin
prozapalnych, zmniejszaja prezentacje antygenu i wplywaja na modyfikacje odpowiedzi
humoralnej. W niektérych przypadkach IL-10 moze prowadzi¢ do aktywacji komorek
tucznych, limfocytow T CD8+, komoérek NK oraz limfocytow B, aczkolwiek mechanizmy te

nie sg dobrze poznane (210).

Dziatanie immunosupresorowe 1L-10 regulowane jest poprzez dziatanie receptora IL-10
(IL-10R1). Receptor ten eksprymowany w wielu typach komorkach, ale gléwnie na
powierzchni monocytow 1 makrofagdw. Aktywacja receptora IL-10R1 prowadzi do aktywacji
szlaku JAK/STAT, w wyniku czego dochodzi do zmiany profilu ekspresji gendow
immunomodulatoréw, a w konsekwencji do inhibicji wydzielania cytokin zapalnych oraz

inhibicji prezentacji antygenu przez APC i fagocytozy (210).

Zwigkszona produkcja IFN-y §wiadczy¢ moze o aktywacji uktadu immunologicznego w
odpowiedzi na kontakt z jedwabnymi no$nikami H2.1MS1. Najprawdopodobniej zmiana ta jest
jednak przej$ciowa o czym $wiadczy zwigkszona produkcja cytokiny IL-10, ktérej zadaniem

jest stopniowe wygaszanie stanu zapalnego.

Analiza pobranych od zwierzat probek krwi pod wzgledem obecnosci cytokin wykazata
zwigkszony poziom MCP-1 w 7 dniu eksperymentu w grupie H2.1MS1 (wzgledem grupy
kontrolnej). Zmiana ta jest jednak przejsciowa i obserwowalna jedynie w jednym z trzech

punktéw czasowych w eksperymencie. Poziom cytokiny MCP-1 wzrastat we wszystkich

- 125 -



Dyskusja

badanych grupach z kazdym kolejnym pobraniem krwi. Chemokina MCP-1 odgrywa wazng
role w mediowaniu stanu zapalnego oraz naprawy uszkodzonych tkanek (211). Wzrost poziomu
chemokiny MCP-1 wynika¢ moze zatem z uszkodzenia tkanek w okolicy zatoki oczodotowe;j

wywotanymi kolejnymi pobraniami probek krwi. Wymaga to dalszych badan.

W przypadku sfer MS1 ich dozylne podanie nie wptyngto na zmiang profilu cytokin
zapalnych we krwi oraz cytokin wydzielanych przez restymulowane limfocyty. Nie wptyneto
takze w znaczacy sposob na proliferacje limfocytéw. Zaobserwowano jednak zwigkszony
odsetek limfocytow CD4+ naciekajgcych implanty zawierajace badane sfery, a takze
zwigkszony odsetek aktywowanych limfocytow CD8+ wzgledem grupy kontrolnej (PBS)

wsrod wyizolowanych splenocytow.

Réznice w odpowiedzi immunologicznej pomigdzy nosnikami MS1 i H2.1MSI1 (stezenie
swoistych przeciwcial, rodzaju komoérek immunologicznych naciekajacych implanty ze
sferami, fenotyp splenocytéw) wynika¢ moga z potencjalnego immunogennego wplywu
sekwencji peptydowej H2.1 (MYWGDSHWLQYWYE). Na immunogenno$¢ sekwencji
aminokwasowej biatka wplywa przede wszystkim dostgpno$¢ epitopu dla komorek
prezentujacych antygen oraz zdolno$¢ wigzania przeciwcial do epitopu. Najbardziej
immunogenne fragmenty znajduja si¢ zatem na i) powierzchni struktury biatka, ii) znajduja si¢
na N- lub C- koncu bialka, iii) maja charakter hydrofilowy (212). Fragmenty te posiadaja
zazwyczaj aminokwasy zawierajgce zarowno hydrofobowe 1 hydrofliowe grupy funkcyjne oraz
zawierajg aminokwasy takie jak lizyna, arginina, glutamina, asparaginina, kwas glutaminowy
czy kwas asparaginowy (212). Wsrod sekwencji immunogennych znajdujg si¢ takze regiony

tworzace struktury B-zakretow, czy amfipatyczne helisy (212).

W przypadku sfer wytworzonych z biatka H2.1MS1 fragment peptydowy (H2.1) znajduje
si¢ na N-koncu biatka 1 pozostaje na ich powierzchni (o czym moze $wiadczy¢ zdolnos¢
swoistego wigzania sfer do komorek z nadekspresja Her2), podczas gdy reszta biatka tworzy
sciSle upakowane struktury krystaliczne P-kartek. Peptyd H2.1 zawiera takze w swojej
sekwencji glicyne, kwas glutaminowy oraz kwas asparaginowy wystepujace czesto w

sekwencjach antygenowych oraz aminokwasy o charakterze hydrofilowym i hydrofobowym.

Innym wytlumaczeniem odpowiedzi immunologicznej na badane no$niki moze by¢ z
zanieczyszczenie biatek uzytych do ich produkcji endotoksynami. Wstepne testy LAL
wykazaty obecno$¢ LPS w obu rodzajach biatek (badania nie prezentowane). LPS wywoluje

silne dziatanie odwiedzi nieswoistej i wplywa m.in. na produkcje INF-y (213). We
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wczesniejszych badaniach dotyczacych metod oczyszczania rekombinowanych biatek MS1
analizowano wptyw metody oczyszczania na zanieczyszczenie biatek LPSem (186). Biatka
oczyszczone metodg termiczng wykazaty znikomy poziom LPS (186). Z tego wzgledu metoda
termiczna wykorzystana zostala takze w niniejszej pracy. Jednakze znacznie zwigkszona
zostala skala produkcji i oczyszczania biatek. Bylo to konieczne ze wzglgdu na znaczne
zwigkszenie zuzycia jedwabnych sfer w celu przeprowadzenia badan in vivo. Wymagato to
zmiany protokotow, co mogto wptyna¢ na zwigkszenie zamieszczenia oczyszczonego produktu

LPSem. Aspekt ten wymaga dalszych badan.

W skali przemystowej usuwanie endotoksyn odbywa si¢ za pomocg szeregu nastepujacych
metod chromatograficznych (214). Pozwalaja one na usunigcie znacznych ilosci endotoksyn z
produktu. Jednakze usunigcie pozostatych, sladowych ilosci LPS jest znacznie trudniejsze,
szczegOlnie w przypadku badan na duza skale (214). Kolejna czesto uzywang metoda usuwania
endotoksyn jest ich neutralizacja za pomoca polimiksyny B, jednakze ze wzglgdu na jej silne
dzialanie nefrotoksyczne, ma ona ograniczone zastosowanie w przypadku oczyszczania biatek
o zastosowaniu medycznym. Alternatywnym sposobem jest réwniez wykorzystywanie
szczepOw bakterii o obnizonej zawartosci LPS w btonie lub bakterii zmodyfikowanych
genetycznie, ktore produkujg LPS o zmniejszonym potencjale immunogennym. Tego typu
modyfikacje moga, jednakze wptywaé na wydajnos¢ procesoOw produkcyjnych biatek
rekombinowanych. Niezbedne jest zatem opracowanie metod oczyszczania badanych bialek z
pozostatosci lipopolisacharydowych bakterii do pozioméw akceptowalnych przy dozylnym
podaniu substancji (215). Obecnie prowadzone w Katedrze Biotechnologii Medycznej UMP
badania majg na celu udoskonalenie procesow oczyszczania biatek jedwabiu w celu usunigcia

sladowych ilosci LPS.

Bardzo wazna cecha systemow dostarczania lekow jest ich zdolnos$¢ selektywnego
dostarczania lekéw do komorek celowanych. Swoisto$¢ wigzania pozwala zaré6wno na
zwigkszenie skuteczno$ci terapii jak 1 zminimalizowanie efektow ubocznych terapii.
Wiekszos$¢ terapii z wykorzystaniem no$nikow lekéw (w tym no$nikow opartych na jedwabiu)
bazuje na biernej akumulacji no$nika w mikrosrodowisku guza na drodze efektu EPR (216—
219). Podejmuje si¢ jednak préby modyfikacji no$nikow za pomocg peptydow badz
fragmentow przeciwcial pozwalajacych na zwiekszenie selektywnosci transportu leku.
Przyktadem testowanych nos$nikow dla celowanej terapii nowotwordéw piersi z nadekspresja
receptora Her2 mogg by¢ immunoliposomy modyfikowane fragmentem przeciwciata

rozpoznajacym receptor Her2 (220).
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W przypadku no$nikéw na bazie rekombinowanych biatek pajeczych modyfikacja
sekwencji DNA pozwala na wprowadzenie peptydow rozpoznajacych okreslone cele
molekularne. W literaturze zostaly opisane przyklady modyfikacji nosnikéw na bazie
rekombinowanych jedwabi pajeczych peptydami posiadajacy powinowactwo wzgledem
komorek nowotworowych (peptydy F3 i CGKRK omawiane w Rozdziale 1.4.2.1) (154).
Peptydy tego typu nie tylko moga rozpozna¢ na powierzchni komorek cele molekularne, ale
takze moga doprowadzi¢ do internalizacji nosnikow do komorek. Tego typu modyfikacje sg
niezbedne ze wzgledu na znikomy poziom internalizacji komoérkowej niemodyfikowanych
jedwabnych no$nikow (149,171). Jednakze, wprowadzenie dodatkowej sekwencji peptydowej
do sekwencji bioinzynierowanego jedwabiu moze wptynaé¢ na ich zdolno$¢ do formowania
struktur sferycznych. Z drugiej strony, proces wytwarzania sfer moze prowadzi¢ do
maskowania peptydu. W przypadku biatka H2.1MS1 modyfikacja peptydem H2.1 nie wptyneta
znaczaco na morfologie sfer, a no$niki wykazaly swoiste wigzanie i internalizacj¢ do komorek

z nadekspresja Her2 w badaniach in vitro (171,173).

Zdolno$¢ swoistego wigzania no$nikow H2.1MS1 do komoérek z nadekspresjag Her2 w
warunkach in vivo analizowano w niniejszej pracy doktorskiej w modelu przerzutow raka piersi
do ptuc. Do utworzenia modelu zastosowano komorki raka piersi z nadekspresja Her2, a
obecno$¢ przerzutdow w ptucach potwierdzono za pomocg analizy histopatologicznej. Wyniki
obrazowania przyzyciowego wykazaly akumulacje no$nikow w obszarze wskazujacym na ich
lokalizacj¢ w ptucach. Znacznie wyzsza akumulacja no$nikow H2.1MS1 niz MS1 w ptucach
moze swiadczy¢ o swoistym wigzaniu no$nikow do komorek z nadekspresjag Her2. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze nos$niki kontrolne MS1 rowniez byty obecne w ptucach. Ponadto w
przypadku badania dystrybucji no$nikow w mysim modelu bez guza sygnat wyznakowanych
sfer w okolicy pluc takze byt obserwowany. Jednak w tym przypadku sygnat rejestrowano tylko
przez 24 godziny, po6zniej byt widoczny glownie w okolicy wskazujacej na watrobe. Inaczej
niz wykazano w modelu przerzutow raka piersi do ptuc, gdzie sygnal obu rodzajow nosnikow
utrzymywatl si¢ w okolicy ptuc przez caty czas trwania eksperymentu. Moze to $wiadczy¢ o

gromadzeniu si¢ jedwabnych no$nikoéw w guzach na zasadzie efektu EPR.

O skutecznosci badanych no$nikow §wiadcza takze wyniki analizy aktywnosci dostarczane;j
przez jedwabne nos$niki doksorubicyny wykonane w oparciu o ocen¢ histopatologiczng i

immunohistochemiczng guzéw w plucach pobranych od leczonych zwierzat.

W modelu przerzutéw raka piersi bez nadekspresji Her2 nie zaobserwowano istotnych

roéznic powierzchni ptuc zajetej przez ogniska nowotworowe pomig¢dzy badanymi grupami czy
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tez innych parametréw $wiadczacych o skutecznym leczeniu guzéow. Swiadczyé to moze o
braku terapeutycznego dziatania doksorubicyny. Z drugiej strony zauwazalny jest trend w
wystepowaniu wigkszej ilosci komorek zdegenerowanych w guzach leczonych doksorubicyng
dostarczang za pomocg sfer MS1 i H2.1MSI1 niz w grupie PBS. Jak wspomniano wcze$niej
jedwabne sfery po dozylnym podaniu w pierwszej kolejnosci gromadza si¢ w plucach, a takze
prawdopodobnie na zasadzie efektu EPR s3 skumulowane w obrgbie guzéw. Ze
zgromadzonych sfer moze by¢ uwalniana do mikrosrodowiska guza doksorubicyna co z kolei
moze skutkowac¢ zwigkszong liczbg komorek zdegenerowanych. W obrebie guzow wystepuje
niskie pH, a w pH 4,5 jedwabne sfery uwalniaja doksorubicyn¢ z wysoka wydajnoscia (171).
Efekt ten nie jest jednak wystarczajacy do wywolania skutecznych efektow terapii. Aspekt ten

jednak wymaga dalszych badan.

W modelu raka piersi z nadekspresja receptora Her2 procent powierzchni ptuc zajety przez
komoérki nowotworowe u zwierzat otrzymujacych sfery H2.1MS1 zaladowanych
doksorubicynag byl ponad 10 krotnie mniejszy niz w przypadku grup kontrolnych. Jednakze nie
byly to zmiany istotne statystycznie. Brak istotnosci statystycznej wynika¢ moze z malej
liczebno$¢ badanych grup (n=3 osobniki) i duzego rozrzutu wynikéw w grupach kontrolnych.
W przypadku modelu raka piersi z nadekspresja Her2 w grupie H2.1MS1 procent powierzchni
phuc zajety przez ogniska nowotworowe wynosit zaledwie od 0,004% do 0,2% podczas gdy w
grupach kontrolnych 0,13% do 1,7% (grupa PBS) 1 0,36% do 2,4% (grupa MS1). Mala
powierzchnia zaje¢cia przez przerzuty raka piersi w ptucach w tej grupie uniemozliwita takze
przeprowadzenie doktadnych badan histopatologicznych. W preparatach losowo wybranych do
oceny histopatologicznej cze¢sto nie byto przerzutow nowotworowych, a wystepujace zmiany
nowotworowe nie pozwolity na analizy ilosciowe zgodne ze standardami histopatologicznymi.
Pomimo ze przeprowadzone do$§wiadczenia nie pozwolity na uzyskanie istotnych statystycznie
danych liczbowych, jednakze wyraznie wskazujag na trend skutecznego dostarczania
doksorubicyny za pomocg sfer H2.1MS1 do przerzutow w plucach raka piersi z nadekspresja

Her2.

Ponadto wsrdd osobnikéw otrzymujacych zaladowane doksorubicyna sfery MSI1
zaobserwowano istotne wzgledem kontroli negatywnej zmiany w ilosci komorek mitotycznych,
co moze by¢ spowodowane terapeutycznym dziataniem doksorubicyny. Doksorubicyna jest
lekiem cytostatycznym blokujacym podzialy komorkowe poprzez wigzanie si¢ z enzymami
biorgcymi udzial w powielaniu nici DNA (topoizomerazy I i II), a takze poprzez interkalacje

pomiedzy zasady azotowe. W konsekwencji wywoluje to dziatanie cytotoksyczne i
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antyproliferacyjne, a takze wplywa na uszkodzenia DNA (221). Obserwowany efekt
terapeutyczny moze wynika¢ z uwalniania doksorubicyny przez sfery MS1 w obregbie guza na
tej samej zasadzie jak opisano w przypadku modelu przerzutow w plucach raka piersi bez
nadekspresji Her2. Sfery MS1 akumulujg si¢ w mikrosrodowisku guza na zasadzie dziatania
efektu EPR, natomiast niskie pH, ktére obserwowane jest w mikrosrodowisku guza sprzyja
uwalnianiu doksorubicyny z jedwabnych sfer (171). W przypadku grupy H2.1MS1 ocena

liczby mitoz byta niemozliwa, ze wzgledu na zbyt malg liczbe ognisk przerzutow.

Ponadto nalezy podkresli¢, ze w badaniach nie podjeto proby optymalizacji protokotu
leczenia z wykorzystaniem sfer H2.1MS1. Optymalizacja protokotu leczniczego tj. ustalenie
optymalnej dawki no$nikéw zatadowanych doksorubicyna, a takze liczbe i czgstotliwosé
kolejnych iniekcji sfer moze znacznie zwigkszy¢ ich potencjat dostarczania doksorubicyny. W
zwigzku z tym nalezy uzyskane wyniki traktowa¢ jako badania wstgpne w tym modelu.
Niezbedne sg dalsze badania przeprowadzone na wigkszej ilosci osobnikow i uwzgledniajace

inne protokoty leczenia.

Swoistos¢ wigzania sfer H2.1MS1 oraz skuteczno$¢ terapii z ich wykorzystaniem
analizowano takze w ektopowym modelu raka piersi z nadekspresja receptora Her2 (222).
Wyniki tych badan wykazaty znaczng akumulacj¢ wyznakowanych sfer H2.1MS w obrgbie
guza o fenotypie Her-pozytywnym (komoérki D2F2E2/luc) po ich drugim, dozylnym podaniu
(sfery podawano trzykrotnie w dniu 0, 3 i 6). Ponadto dozylne podanie sfer H2.1MSI1
zatadowanych doksorubicyng zahamowato wzrost guza w modelu raka piersi z nadekspresja
receptora Her2 w przeciwienstwie do modelu raka piersi bez nadekspresji Her2 (222). Wyniki
badan uzyskane w modelu ektopowym pokrywaja si¢ z wynikami obserwowanymi w modelu
przerzutow do pluc raka piersi z nadekspresja Her2. Nosniki H2.1MS1 skutecznie dostarczaja
doksorubicyn¢ do komorek wykazujacych nadekspresje receptora Her2 po ich dozylnym

podaniu.

Analiza skuteczno$ci wigzania no$nikow 1 dostarczania doksorubicyny wykonana zostata
przy uzyciu immunokompetentnych myszy BALB/c oraz w oparciu o mysi model choroby
nowotworowej z wykorzystaniem ustalonych komodrek mysich linii nowotworowych
wywodzacych si¢ z myszy BALB/c. Pozwolito to na uwzglednienie wptywu odpowiedzi
immunologicznej na skuteczno$¢ terapii z wykorzystaniem badanych no$nikéw. Nalezy
zauwazy¢, ze wiekszos¢ analiz badajacych skuteczno$¢ dzialania no$nikow lekdéw oparta jest
na modelach zwierzg¢cych z uposledzonym uktadem immunologicznym (223). W zwigzku z

tym otrzymane w takich modelach wyniki 1 wyciggnigte wnioski moga by¢ obarczone duzym
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btedem. Z tego wzgledu strategia badan przedstawiona w prezentowanej pracy doktorskie

posiada wigksza warto$¢ poznawcza.

Pomimo niskiego immunogennego potencjalu jedwabnych nos$nikéw efekt terapeutyczny
doksorubicyny dostarczanej przez nos$niki H2.1MS1 byt widoczny w modelu przerzutéw do
pluc raka piersi z nadekspresja receptora Her2. Niestety nie przeprowadzono analizy
immunologicznych podczas podawania zwierzgtom jedwabnych no$nikow zaladowanych
lekiem. Wtasciwosci fizykochemiczne jedwabnych nos$nikoéw zmieniajg si¢ pod wplywem
zwigzanego leku (171). Moze to tez wptyna¢ na wilasciwosci immunogenne sfer. Temat ten

wymaga dalszych badan.

Brak toksycznego dziatania nos$nikow MS1 i H2.1MS1 oraz niewielki ich wplyw
immunogenny na organizm $wiadcza o ich dobrej biokompatybilnosci. W polaczeniu ze
zdolnos$cig do swoistego wigzania no$nikéw H2.1MS1 z komorkami raka piersi z nadekspresja
Her2 jak i z obserwowanym efektem terapeutycznym dostarczanej przez nie doksorubicyny
$wiadcza o ich duzym potencjale w terapii nowotwordéw piersi wykazujacych nadekspresje
receptora Her2. Wymagane s3 jednak dalsze badania, ktére pozwola w bardziej poszerzony
sposob zbada¢ ich metabolizm w organizmie oraz oceni¢ potencjalne zagrozenia zwigzane z
immunogennym dziataniem no$nikow. Niezbedna jest takze analiza genotoksycznosci oraz
toksycznos$ci chronicznej w modelu in vivo. Potrzebna jest takze optymalizacja produkcji sfer
w celu uzyskania bardziej sferycznej morfologii oraz mniejszego rozmiaru sfer. Kolejne
badania powinny dotyczy¢ takze optymalizacji procesow produkcyjnych bialek jedwabiu na
zwigkszong skale, procesu ich wielkoskalowego oczyszczania z uwzglednieniem usuwania
LPSu oraz analizy dilugoterminowego przechowywania nos$nikéw. Optymalizacji wymaga

takze schemat leczenia z wykorzystaniem nosnikow H2.1MS1.

Ze wzgledu na bardzo dobra biokompatybilno$¢ a takze wysoki potencjat terapeutyczny
systemu dostarczania lekéw opartego na bioinzynierowanym jedwabiu zasadnym jest
prowadzenie dalszych badan majacych na celu ich charakteryzacje oraz optymalizacje

protokotow terapeutycznych z ich wykorzystaniem.
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. Whnioski

. Nosniki MS1 i H2.1MS1 wykonane na bazie bioinzynierowanego jedwabiu nie s3
toksyczne dla organizmu modelowego tj. myszy.

. Nosniki MS1 1 H2.IMS1 posiadajg potencjat indukcyjny swoistej odpowiedzi
immunologicznej na drodze produkcji swoistych przeciwcial przeciwko biatkom jedwabiu.
. Nos$niki MS1 i H2.1MSI nie posiadaja potencjatu wzbudzania ostrej i przewleklej reakcji
zapalne;j.

. Nosniki H2.1MS1 majg duzy potencjat swoistego wigzania si¢ z komorkami wykazujacymi
nadekspresje receptora Her2 w modelu in vivo.

. Jedwabne no$niki H2.1MS1 zaladowane doksorubicyng wykazuja znamienng skutecznos¢
terapeutyczng w mysim modelu przerzutow do phluc raka piersi z nadekspresja receptora
Her2.

. Kompleks jedwabnego nosnika H2.1MS1 z doksorubicyng wykazuje istotny potencjat

aplikacyjny w praktyce onkologicznej po wykonaniu badan klinicznych.
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7. Streszczenie

Nowotwory piersi sg najczgsciej wystepujacym nowotworem u kobiet. Powszechnie
stosowana w ich leczeniu chemioterapia zwigzana jest z licznymi dzialaniami niepozagdanymi.
Jedng ze strategii majaca na celu zminimalizowanie dziatan niepozadanych oraz zwigkszenie
efektu terapeutycznego chemioterapeutykow jest zastosowanie systemow dostarczania lekow.
Noséniki wykorzystywane w systemach dostarczania lekow powinny: i) zostawaé obojetne dla
organizmu, ii) ulega¢ degradacji w organizmie oraz iii) skutecznie i selektywnie dostarczaé
substancj¢ leczniczg do komoérek nowotworowych. Jedwab jest materiatem o wyjatkowej
wytrzymalo$ci fizycznej. Ponadto, opisywany jest w literaturze jako material nietoksyczny,
podlegajacy degradacji, oraz o niewielkim wplywie immunogennym na organizm. Ze wzgledu
na swoje unikalne wlasciwosci jedwab posiada wiele potencjalnych zastosowan

biomedycznych, w tym jako material do produkcji no$nikow lekow.

We wczesniejszych pracach prowadzonych w Katedrze Biotechnologii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu zaprojektowano i wytworzono bioinzynierowane
biatko jedwabiu pajeczego MS1 bazujace na sekwencji naturalnej spidroiny Major Ampullate
Spidroin 1 pajaka Nephila Clavipes. Poprzez wprowadzenie sekwencji peptydowej H2.1
swoiscie wigzacej si¢ z receptorem Her2 do sekwencji biatka MS1 utworzono takze jego
funkcjonalizowany wariant - biatko H2.1MS1. W kolejnych etapach prac, na bazie biatek MS1
1 H2.1MS1 wytworzono sferyczne no$niki lekoéw, ktorych uzyteczno$¢ w terapii nowotworow
testowano w modelu in vitro. Wyniki tych badan wykazaly: 1) brak cytostatycznego wplywu
tych nos$nikéw na komorki, 1i) zdolno$¢ wigzania modelowego leku cytostatycznego
(doksorubicyny) przez badane sfery, iii) zdolno$¢ swoistego wigzania sfer H2.1MS1 do
komorek raka piersi z nadekspresja receptora Her2 oraz iv) zdolno$¢ selektywnego dostarczania
i uwalniania leku przez sfery H2.1MS1 do wnetrza komodrek raka piersi z nadekspresja

receptora Her2, co powodowato $mier¢ komorek.

W niniejszej pracy doktorskiej analizowano w mysim modelu in vivo no$niki
wytworzone z bioinzynierowanych biatek jedwabiu pajeczego MS1 1 H2.1MS1 pod wzglgedem
ich: 1) toksycznosci, 1) immunogennosci, ii1) swoisto$¢ wigzania do komoérek nowotworowych
raka piersi z nadekspresja receptora Her2, oraz iv) skutecznos$ci terapii z ich wykorzystaniem.

Myszom z grupy kontrolnej podawano PBS.

W testach toksyczno$ci ostrej jednorazowe, dozylne podanie badanych no$nikow w

dawkach 0,2, 2 1 20 mg/kg m.c. nie spowodowato $miertelnosci wérdd badanych osobnikow.
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Nie obserwowano takze zmian w zachowaniu badanych osobnikow $wiadczacych o
toksycznym dziataniu badanych nosnikow. Z tego wzgledu najwyzsza testowana dawka (20
mg/kg m.c.) zostala wykorzystana w dalszych testach dotyczacych toksycznosci i
immunogennosci jedwabnych sfer. W analizie toksycznosci podostrej sfery podawano dozylnie
trzy razy. Oceny ich toksycznosci dokonano w oparciu o i) zmiany behawioralne, ii) analize
morfologii krwi, iii) analiz¢ biochemiczng krwi oraz iv) analiz¢ histopatologiczng narzadow
wewnetrznych badanych osobnikéw. Na podstawie wykonanych analiz nie stwierdzono
toksycznego wptywu badanych no$nikdw na organizm modelowy. Ocena dystrybucji badanych
no$nikéw wykazata ich akumulacje w lokalizacji wskazujacej na ptuca oraz watrobe. Sygnat
wyznakowanych fluorescencyjnie no$nikow MS1 i H2.1MS1 utrzymywat si¢ w organizmie

odpowiednio przez 72 godziny i 96 godzin.

Ocene immunogennego wptywu badanych no$nikoéw przeprowadzono w oparciu o 1)
analize swoistych przeciwcial w surowicy rozpoznajacych biatka jedwabiu, ii) analiz¢ poziomu
cytokin w surowicy, iii) analiz¢ lokalnej odpowiedzi immunologicznej oraz iv) oceng
aktywnosci splenocytow. Zaréwno dozylne podanie nosnikow MS1 jak i H2.1MS1 wywotato
swoista odpowiedz immunologiczng w kontek$cie produkcji swoistych przeciwcial
skierowanych na bioinzynierowane biatka jedwabiu MS1 i H2.1MS1. Na podstawie analizy
profilu cytokin we krwi nie stwierdzono podwyzszenia ste¢zenia markerow stanu zapalnego w
odpowiedzi na dozylne podanie nosnikow MS1. W przypadku dozylnego podania no$nikow
H21.MS1 analiza profilu cytokin we krwi wykazata jedynie zwigkszony wzgledem kontroli
poziom biatka chemotaktycznego monocytow-1 w jednym =z punktéw czasowych
eksperymentu, co $§wiadczy o przejSciowej indukcji stanu zapalnego. Analiza fenotypu
komorek biorgcych udziat w lokalnej odpowiedzi immunologicznej po podaniu no$nikéw MS1
wykazata zwigkszony wzgledem kontroli odsetek limfocytow CD4+ w 1 1 7 dniu analizy. W
przypadku sfer H2.1MS1 zaobserwowano jedynie zwigkszony wzgledem kontroli poziom
limfocytow B w 7 dniu eksperymentu, co moze by¢ zwigzane z wickszym formowaniem
swoiste] odpowiedzi immunologicznej. Badania wykazaly takze zwigkszony potencjat
proliferacyjny splenocytow w odpowiedzi na restymulacje no$nikami H2.1MS1, a analiza
wydzielanych przez nie cytokin wykazata zwigkszony poziom interferonu-y oraz interleukiny
10. Podwyzszony poziom interferonu-y $wiadczy¢ moze o aktywacji uktadu
immunologicznego w odpowiedzi na restymulacje splenocytow nosnikami H2.1MSI,
natomiast podwyzszenie st¢zenia interleukiny 10 posiadajacej dzialanie hamujace wydzielanie

cytokin $wiadczy¢ moze o jedynie przejsciowym charakterze tego zjawiska. W przypadku
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splenocytow restymulowanych nos$nikami MSI1 nie zaobserwowano istotnych zmian w
proliferacji splenocytéw ani w profilu wydzielanych przez nie cytokin. Analiza fenotypu
wyizolowanych splenocytow wykazata zwickszong liczbg limfocytow CD4+ 1 CD8+ w grupie
H2.1MSI1, oraz podwyzszony wzgledem kontroli odsetek aktywowanych limfocytow CD8+ w
grupach MS1 1 H2.1MSI1.

Swoistos¢ wigzania badanych no$nikow wzgledem komorek wykazujacych nadekspresje
receptora Her2 oceniano w modelu przerzutow do ptuc raka piersi z nadekspresja receptora
Her2. Sfery H2.1MS1 w duzo wigkszym stopniu niz ich niemodyfikowany wariant MS1
kumulowaty si¢ w obszarze wskazujacym na lokalizacje w ptucach. Ponadto, utrzymywaty si¢
w ptucach dhuzej niz sfery MS1. Jednak z uwagi na fakt, ze sygnat fluorescencyjny pochodzacy
od obu rodzajéw nosnikow obserwowany byt w obrebie pluc, prawdopodobnie nastgpowato

gromadzenie si¢ sfer w przerzutach na zasadzie efektu EPR. Wymaga to jednak dalszych badan.

Analize skutecznosci terapii z wykorzystaniem doksorubicyny dostarczanej przez jedwabne
sfery do komorek nowotworowych przeprowadzono w dwoch modelach przerzutow do ptuc
raka piersi: 1) modelu raka bez nadekspresji receptora Her2 i ii) modelu raka piersi z
nadekspresja receptora Her2. W modelu przerzutow do ptuc raka piersi bez nadekspresji
receptora  Her2 nie zaobserwowano terapeutycznego efektu dziatania doksorubicyny
dostarczanej przez jedwabne sfery, a procent powierzchni ptuc zajety przez komorki
nowotworowe byl podobny pomiedzy grupami. Jednakze widoczny byt trend w wystgpowaniu
wiekszej ilosci komorek zdegenerowanych w grupach otrzymujacych zatadowane
doksorubicyng no$niki MS1 1 H2.1MS1 niz w grupie kontrolnej otrzymujacej PBS. Wynika¢
moze to z akumulacji sfer w obrebie guza na zasadzie dziatania efektu EPR oraz uwalnianiu
przez nie leku w niskim pH mikrosrodowiska guza. W przypadku modelu przerzutow do phluc
raka piersi z nadekspresja receptora Her2 procent powierzchni ptuc zajmowany przez komorki
nowotworowe byt najmniejszy w grupie otrzymujacej zaladowane doksorubicyng sfery
H2.1MS1. Pomimo, iz rdéznica wzgledem kontroli otrzymujacej PBS nie byla istotna
statystycznie to obserwowany byt silny trend. Brak istotnos$ci statystycznej wynika¢ moze z
matej liczebno$¢ badanych grup (n=3 osobniki) i duzego rozrzutu wynikéw w grupach
kontrolnych. Ponadto bardzo mate i1 nieliczne ogniska nowotworowe w grupie H2.1MS1
uniemozliwity  dokonania analiz iloSciowych preparatow histopatologicznych 1
immunohistochemicznych. Uzyskane wyniki wskazujg iz zatadowane doksorubicyna sfery
H2.IMS1 skutecznie ograniczaja w plucach rozwdj przerzutow raka piersi wykazujacych

nadekspresje receptora Her2. Ponadto wykazano istotnie statystycznie zmniejszong wzgledem
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kontroli liczb¢ komorek mitotycznych w preparatach pochodzacych od osobnikéw
otrzymujacych zatadowane doksorubicyng sfery MS1. Efekt ten wynika¢ moze z akumulacji
sfer w mikrosrodowisku guza na drodze EPR 1 uwalniania leku w niskim pH, podobnie jak w
modelu przerzutow do ptuc raka piersi bez nadekspresji receptora Her2. Pomimo istotnego
zmniejszenia liczby mitoz w tej grupie, nie uzyskano efektu terapeutycznego wyrazonego

zmniejszong powierzchnig przerzutow w ptucach w pordwnaniu do grupy otrzymujaca PBS.

Prezentowane w niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan swiadczg o braku toksycznego
wpltywu no$nikow MS1 1 H2.1MSI1 na organizm oraz o ich niskim potencjale immunogennym.
Ponadto wskazuja na zdolno$¢ swoistego wigzania nos$nikéw H2.1MS1 do komorek
nowotworowych wykazujacych nadekspresj¢ receptora Her2, a takze na zdolnos$¢ dostarczania
aktywnej doksorubicyny do tych komoérek. Nosniki oparte na rekombinowanym biatku
H2.IMS1 moga mie¢ zatem potencjalnie zastosowanie jako system dostarczania leku w

celowanej terapii nowotwordw piersi z nadekspresja receptora Her2.
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8. Abstract

Breast cancer is the most common type of cancer among women. Its treatment utilizing
chemotherapeutic drugs is often associated with severe adverse effects. Drug delivery systems
aim to increase the efficacy of anticancer drugs and mitigate the adverse effects of the
chemotherapeutic. The vehicles used in drug delivery systems should be: i) inert to the
organism, ii) undergoing degradation in the body, iii) effectively and selectively deliver the
drug into the targeted cancer cells. Silk is a material with unique tensile strength. Silk is also
often described as a non-toxic and biodegradable material with low immunogenic potential.
Those properties render silk as a great biomaterial with many potential biomedical applications

like the production of vehicles for drug delivery.

In the previous studies conducted at the Poznan University of Medical Sciences’
Department of Medical Biotechnology recombinant spider silk protein MS1 was designed
based on the natural spidroin Major Ampullate Spidroin 1 of the Nephila Clavipes spider.
Through the modification of the MS1 protein sequence with H2.1 peptide which selectively
binds to the Her2 receptor the functionalized variant H2.1MS1 was obtained. In the next step,
the proteins MS1 and H2.1MS1 were used to generate spheres for drug delivery. Their potential
as drug carriers in cancer treatment was then evaluated in the in vitro model studies. The results
showed: 1) no cytotoxic effects of aforementioned carriers to the tested cell lines, ii) their
capacity to bind model drug (doxorubicin), iii) selective binding of the H2.1MSI1 spheres to the
Her2 overexpressing breast cancer cells, iv) selective transport and release of the model drug

in the Her2 overexpressing breast cancer cells by the H2.1MSI1 spheres.

This dissertation aimed to evaluate the potential of the spheres made of recombinant
proteins MS1 and H2.1MSTI as a carrier for drug delivery system in the in vivo mouse model.
The studies contained: 1) toxicological evaluation of MS1 and H2.1MSI1 spheres, ii) evaluation
of immune response to the MS1 and H2.1MS1 spheres, 1iii) evaluation of selective binding
properties towards Her2 overexpressing breast cancer cells of the MS1 and H2.1MS1 spheres,
and 1v) evaluation of the efficacy of Her2 overexpressing breast cancer treatment utilizing MS1

and H2.1MSI1 silk spheres as the drug delivery system.

In the acute toxicological studies, the spheres were administered once intravenously at doses
0,2, 2, and 20 mg/kg b.w. All tested doses were not lethal to the mice and no evident changes
in the behavior indicating toxic effects of spheres were observed. The highest tested dose was

used in further studies regarding toxicity and immune responses to the silk spheres. In the
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subacute toxicological studies, the spheres were intravenously administered three times. The
evaluation of toxicity was based on i) changes of animal behavior, ii) blood morphology
analysis, ii1) blood biochemical markers, and iv) histopathological evaluation of internal organs.
Based on the obtained results of the subacute toxicological studies both MS1 and H2.1MS1
spheres were not toxic to the model organism. The distribution studies showed the accumulation
of both types of spheres in areas indicating accumulation in the liver and lungs. The signal of
fluorescently dyed spheres was observable in the model organism for 72h (in case of the MS1

spheres) and 96h (in case of the H2.1MS1 spheres).

Evaluation of the immune responses to the silk spheres was analyzed based on 1) specific
antibody production, ii) cytokine profile in blood serum, iii) local immune response, and iv)
splenocytes activity. The intravenous administration of MS1 and H2.1MST silk spheres induced
the production of silk specific antibodies. No changes in concentrations of blood pro-
inflammatory cytokine markers after MS1 spheres intravenous administration were observed.
In the H2.IMS1 group increase of the Monocyte Chemoattractant Protein-1 levels was
observed. The change was observed only at 1 of the 3 time points in the experiment. That
suggests only temporary and mild proinflammatory induction after intravenous administration
of the H2.1MSI silk spheres. The analysis of the local immune response was assessed through
phenotyping the cells invading Matrigel implants containing silk spheres. The results showed
increased levels of CD4+ lymphocytes in the MS1 group at 1st and 7th day of the experiment.
In the H21.MS1 group increased percentage of the B lymphocytes on the 7th day of the
experiment was observed, which may be correlated with the antibody depended immune
response. The splenocytes proliferation studies showed increased proliferation of the
splenocytes after restimulation with the H2.1MS1 spheres. The profiling of cytokines secreted
by the restimulated splenocytes showed increased levels of interferon-y and interleukin 10. The
increased levels of interferon-y suggest activation of the immune response, and increased levels
of anti-inflammatory cytokine interleukin 10 which inhibits the secretion of other cytokines
indicate that the activation is only temporal. The restimulation of splenocytes with MS1 spheres
did not increase their proliferation potential. The analysis of the phenotype of lymphocytes
isolated from the spleen showed increased levels of CD4+ and CD8+ lymphocytes in the
H2.1MST1 group and increased levels of activated CD8+ lymphocytes in the MS1 and H2.1MS1

groups in comparison with the control group.

Biding specificity of the silk spheres towards the Her2 overexpressing breast cancer cells

was evaluated in the Her2 overexpressing breast cancer lung metastasis model. The H2.1MS1
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spheres showed much higher accumulation in the lungs than MS1 spheres. The fluorescent dye
signal of the H2.1SM1 was also observed for a much longer period in location suggesting lung

accumulation than a signal of MS1 fluorescent-labeled spheres.

The antitumor efficacy of therapy with doxorubicin-loaded silk spheres was analyzed in the
1) breast cancer without Her2 overexpression lung metastasis model, and 1ii) Her2
overexpressing breast cancer lung metastasis model. In the breast cancer without Her2
overexpression lung metastasis model, no significant therapeutic effects of doxorubicin
transported by the silk spheres were present, and the metastatic index was similar among all
tested groups. There was, however a visible trend in the higher number of cells with
degenerative features in groups receiving doxorubicin-loaded MS1 and H2.1MS1 spheres than
in the control group. This may be due to the accumulation of silk spheres through the EPR in
the tumor site and the release of the doxorubicin from spheres in the slightly acidic pH of the
tumor microenvironment. In the Her2 overexpressing breast cancer lung metastasis model, the
lowest metastatic index was in the group receiving doxorubicin-loaded H2.MS1 spheres.
Although the differences in metastatic index between H2.MS1 and PBS groups had no
statistical significance, the strong trend was observed. The lack of statistical significance can
be contributed to the low number of tested animals (n=3) and a high spread of the obtained data
in the control groups. Furthermore, due to a low number of metastatic foci and their small size,
it was 1impossible to carry out quantitative analyses of histopathological and
immunohistochemical slides. Obtained results suggest that doxorubicin-loaded H2.1MS1
spheres effectively inhibit the growth of the Her2-overexpressing breast cancer lung metastases.
Furthermore, there was a significantly lower number of mitotic cells in the MS1 group than in
the control group. The lower number of mitotic cells in the MS1 group could be a result of the
spheres accumulation in the tumor site based on EPR and drug release in the acidic pH like in
the breast cancer without Her2 overexpression lung metastasis model. Although there was a
significantly lower number of mitotic cells in the MS1 group, no therapeutic effect was

observed as the metastatic index was similar in both the MS1 and the PBS group.

The presented results suggest that the MS1 and H2.1MST1 silk spheres are not toxic and
induce only mild immune response in the organism. Furthermore, the H2.1MS1 spheres
selectively bind to the Her2 overexpressing breast cancer cells and allow for selective and
efficient transport of doxorubicin to the Her2 overexpressing cells. Therefore the carriers made
of recombinant H2.1MST1 silk have great potential as a drug delivery system in the treatment of

Her2 overexpressing breast cancer.
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Zatgczniki

10. Zalaczniki
Zatagcznik I — Uchwata NR 35/2014

UCHWALA NR 35/2014

z dnia 6.6.2074r.
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Deswiadczen na Zwierzetach w Poznaniu

§1
Ma podstawie art. 30 ust, 1 pkt 1 ustawy z dnia 21 stycznia 2005r, o dodwiadczeniach na zwierzetach (Dz.
U. Nr 33, poz. 288) i § 14 ust. 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie
Krajowe] Komisji Etyczne] do Spraw DoSwiadczen na Zwierzetach oraz lokainych komisji etycznych do spraw
doswiadczen na zwierzetach (Dz. U. Nr 153, poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku o wydanie dodatkowej liczby
Zwierzat, pt.:
..SKUIchznosc‘., TOKSYCZNOSC | IMMUNOGENNOSC UKIERUNKOWANYCH NOSNIKOW LEKOW
OPARTYCH NA BIOINZYNIEROWANYM JEDWABIU PAJECZYM" dnia 2.06.2014 r., zlozonego przez Pania
dr n. biol. Hanng Dams-Koztowska z Katedry Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu,
WCO.
lokalna komisja etyczna:
ZGODE NA DOSWIADCZENIA NA PODSTAWIE WNIOSKU
na przeprowadzenie doSwiadczen na zwierzgtach w zakresie wniosku.
§2

W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktorym mowa w § 1, lokalna komisja etyczna ustalila, ze:

1. Wniosek nalezy zaliczyé do kategorii:
Badania naukowe na zwierzgtach
2. Najwyzszy stopien inwazyjnosci proponowanych procedur nie przekracza wartosci 4.
3. DoSwiadczenia beda przeprowadzone na zwierzetach (gatunek, liczba zwierzat):
Myszy BALB/c — 520 osobnikéw 16 tcance Lodu.
Myszy 5CID — 360 osobnikdw. e
4. Doswiadczenia beda przeprowadzone przez dodatkowe osoby uczestniczace(nazwisko i imie, nazwa jednostki
doswiadczalne]):
dr n. biol. Hanna Dams-Kozlowska, Katedra Biotechnologii Medycznej, UM w Poznaniu, WCOQ;
dr n. biol. Eliza Kwiatkowska-Borowczyk, Katedra Biotechnologii Medycznej, UM w Poznaniu, WCO.
5. Doswiadczenia beda przeprowadzane na tkankach i narzadach uzyskiwanych od zwierzat w ramach:
§3

Integralna czeé niniejszej uchwaly stanowi uzasadnienie i kopia wniosku, o ktdrym mowa w § 1.

| Pieczet: Iokalnej komisji etycznej) Padpisy czionkéw Iokalne] komisji etyczne] bisracyeh udzial w ghoscwaniu: .
1. dr Dorota Bukowska, Przawodniczacy LKE e rpde Nl
2. dr Magdalena Janyszek, Wiceprzewodniczacy LKE .T_l
3. prof. dr hab. Anna Jablecka b
4. prad. dr hab. Plotr Krutid
5. dr hab. Katarzyna Szkudeiska
&. dr hab. Mircslaw Jurczyszyn
7. dr Justyna Mikuta — Pietrasik
B, dr Hanna Piotrowska
8. mgr inz. Zbigniew Szrajber

1. Wnigskodawoa,
F

Pouszenia -

Sirona reezadowolona Z ninigjszej uchwaly mode wnisid odwolarie do Krajowej Komisji Etyezne] do Spraw Dogwiadczen na Zwierzgtach w terminie 30 dri od dnia
altrzymania uchwaly o B B _
Odwolanie skiada sig za pedrednictwenn lokalng) koeisji etyczne], Kidra wydala uchwaly, 2godnie 2 § 20 mzporzadzenia Ministra Nauki i informatyzacji 2 dnia 23
bpca 2005r, w sprawie Krajowej Kamisji Etyezne] do Spraw Dodwiadezed na Zwiarzgtach orag ickalnych komisji etycznych do spra dodwiadczen na zwierzglach
[0z L. Hr 153 poz. 1275).
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Zatacznik 11 — Uchwata nr 33/2016

UCHWALA NR 3312018

2 dnia 06 08 2016,
Lokaina] Komisji Etyezne) do Speaw Dotwisdczen na Zwierzetach w Poznaniu

§1

Lokaing komisjs styczna, pa rozpatrzeniu wnicsku ziotonego proez Panlg dr Hanng Dams-Hozlowsks =
Katedry Biotechnologii Medyczne] Uniwaersytetuy Medyczhnego w PoZnaniu w dniu 20.04.2018r. a

Dodatkowych osdb proeprowsdrajgeyvel dodwiadezenle

W famach wydane] proez komisjg zgody uchwaly or J5M2014 z dnia 06.06.2014 dotyergcsj projakbs pl
SHUTECZNOSE, TOKSYCZNOSE | IMMUMOGENNOAL UMIERUNKOWANYCH MNOSHIKOW LEKOW

OPARTYCH MA BIOINZYHIEROWANYM JEDWARIL PAJECEZYM™ rploszonego przez Panig dr Hanmg

Damss-Kozlowaky
WYRAZA ZGODE

na dokonanie zmian w zakresie okreglonym ponidsj,
§2
Zespdl prowndzacy dofwiadczenia roaszerza sig o nasbapuace ceoly:

dr Anna Florczak z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu,
lIrTm Daptuch 2 Uniwasraylatu -lﬂ!tlﬂl’ﬁ w Poznaniu

§3a
Inbegraing copid ninismzej uchwaly stanowi uasadnienie | kopla wnioska, o kKbdrym mosa w § 1.
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Zatgczniki

Uzasadnbenbe wehwaly 33720016
z dmia 06052016 roka
Lokalnej Komisji Etyeznc ds. Dodwiaderen aa Zwierzptach w Pornaniu

w sprawie wydania rgody na dodatkowe osoby screstniczace w procedurach

Calam ghwrymm badad jest wykorzystanie bislek jecwably peajecrago jako nosnikow czymnikoe
diagnostycznych czy terepeutycznych u choryeh na raka piersi. W oely wykazania uzusecznoscl tych
noénindw niazbedne jest kompleksows badanie ich w ukladach dn wivo | in witro, Zwakajgs na zakres
badar oraz spefnienie warunkaw formairych nalesslo orzss jak w sentancii wchwaly,

Uprzejeie informuie, e na posiedzeniu Lokalnej Komisji Etycznej ds. Dodwiadczeh na
Lwierzetach w dniu 06 maja 2006 r. Komisja jednomydlnie wrnala =2 dopussezalny wniosek o
dodatkowe osoby w projekele pt.:

WwSHUTECZNOSE, TOKSYCZNOSE | IMMUNOGENNOSS UKIERUNKOWANYCH
MOSNIKOW LEKOW OPARTYCH NA BIOINZYNIEROWANYM JEDWABIU PAJECZYM™,

PREEWODHICZACY
-DE RS Knmisi Espconei 0o Serims
Diodwisdoged ng Zwimgetack -
w Peznaniu e~ (]
- hob. Katerayma .x.-.l'.-;t'n 3
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Zatgczniki

Zatgcznik 11T — Uchwata NR 34/2017

UCHWALA NR 34/2017

Z dnia 26.05.2017r,
Lokaing] Komigji Etycznej do Spraw Dofwiadczen na Zwierzetach w Poznaniu

g1
Lokalna komisja styczna, po rozpatrzeniu aneksu do wniosku 35/2014 zlozonego przez Pania dr hab. Hanng

Dams-Kozlowsks z Katedry Biotechnologil Medycznej UM ul. Rokietnicka 8, 60-608 Poznar w dniu
15.05.2017r. a dotyczacego:

przediuzenia realizacji wniosku
w ramach wydane] przez komisje zgody uchwala nr 35/2014 z dnia 06.06.2014 dotyczace] projektu pt

Skutecznosé, toksyeznosé i immunogennosé uokierunkowanych nosnikéw lekdw opartyeh na

bivinZynierowanym jedwabiu pajeczym” zgioszonego przez Panig dr hab. Hanng Dams-Kozlowska.

WYRAZA ZGODE
na dokonanie zmian w zakresie okreslonym ponizej.

§2

MNa przediuzenie realizac)l wniosku 35/2014 do 1.01.2018

§3
Uzasadnienie:
Opdinienie finansowania projektu.

Zgonie z ustawa wnioski zatwierdzone do realizacji przed 27 maja 2015 roku mogg zostad przediuzone do
1 stycznia 2018 r :

§4
Integralna czest niniejsze] uchwaly stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1

| Piaczet lokalne] komis) etyczne)] Podpis Przewodniczacego iokalng] komis) efyezne

LOKALNA KOMISJA ETYCZNA

do Spraw Dodwiadczen na Zwierzetach PRZEWODNIGZACY
Liniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu Lokalnej Komisji Etycznaj do Spraw
60-637 Poznan, ul. Wohyriska 35 Dodwiadezant na Zwisrzgtach

OENan

tel. 61-846 60 83, tel. 798 641 366

Cttrzymuje Likythownik
Bouczenie:
Od decyzj kemisji mozna wniesd odwolanie do Krajowe] Komisji Etycznej w tarminie 14 od dnia oirzymania uchwaly
Uzytkownik kopse przekazuje
. Osoba planujaca doswiadczanie
Zespol g8, dobrostany
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Zakaczniki

Zatgcznik IV— Uchwata NR 72/2017

UCHWALA NR T72/2017
zdnia 18.01.2018 r
Lokalnej komisji etycznej do spraw dodwiadczeri na zwierzetach w Poznaniu

§1

Na podstawie art. 48 pkt 1 ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do
celow naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. pez. 266) po rozpatrzeniu wniosku pt. Skutecznost,
toksycznosé | immunogennodé ukierunkowanych nognikow lekéw opartych na bicinzynierowanym
jedwabiu pajeczym” z dnia 05.01.2018 ziozonego przez Uniwersytet Medyczny im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu, Wydzial Farmaceutyczny, ul. Fredry 10, 61-701 FPoznar zaplanowanego
przez Panig dr hab. Hanne Dams-Kozlowska Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE
na przeprowadzenis dodwiadczen na zwierzgtach w zakresie wniosku.
§2

W wyniku rozpatrzenia wniosku, o Ktérym mowa w § 1, Lokalna Komisja Etyczna ustalila, ze:

1. Whiosek nalezy zaliczyé do kategorii: Badania podstawowe. Rozszerzenle: onkologia.

2. Najwyzszy stopien inwazyjnosci propenowanych procedur to: dotkliwy

3. Doswiadczenia beda przeprowadzone na gatunkach |ub grupach gatunkow. Mus musculus
BALB/cARNCr stado krewniacze 250 samic, Mus musculus BALB/e Nude! CAnN.Cg-Foxninu/Crl
stado krewniacze 100 samic.

4. Doswiadczenia bedg przeprowadzone przez dr hab. Hanng Dams-Kozlowska, dr Anne Florczak, mgra
Tomasza Deptucha, mgra Adama Plewinskiego, Przemystawa Domerackiego

5. Doswiadczenis bedzie przeprowadzane w terminie od 01.02.2018 do 31.12.2022.

6. Dodwiadczenie bedzie przeprowadzong w osrodky’ | nie dotyczy

7. Doéwiadczenie bedzie preeprowadzone poza osrodkiem w . nie dotyczy
B. Uzyte do procedur zwierzgta dzikie zostang odiowione przez w sposcb: nle dotyczy

9. Doéwiadczenie nie zostanie poddane ocenie retrospektywne], w terminie: 31.12.2023

' Podat jesli jest to inny osrodek niz uzytkownik

§3
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Zalaczniki

Uzasadnienie:

Celem badan jest wykorzystanie bialek jedwabiu pajeczego jako nogénlkéw czynnikow
diagnostycznych czy terapeutycznych w chorobach nowotworowych, Projekt jest kontynuacjg
badari, na ktére Komisja wyrazila zgode 35/2014 w dniu 06.06.2014r. Projekt nie byl realizowany
od dnia uzyskania zgody LKE z powedu braku érodkéw na jego realizacje. Jedwabne nogniki
dobudowane maja peptydy swoiscie rozpoznajace komérki nowotworowe. Projekt badaweczy
poddaje analizie zalene od siebie zjawiska o charakterze ukladowym. Poda ny dotylnie jedwabny
nosnik, . wedrujac” po  organizmie  swoiscie Znajduje guza, rozpoznaje go
i dostarcza lek, ktdry niszezy guz. Ponadto, zastosowanie biomaterialéw opartych na
rekombinowanych biatkach jedwabiu pajeczego moga byé toksyczne, czy tez wywolaé swolsta
akiywacje ukladu Immunologicznege. Ze wzgledu na zlozonosé funkcjonowania ukladu
immunclogicznego konieczne jest badanle kilku réznych aspektéw zwiazanych z aktywacja
ukiadu odpornogciowego takich jak: badanie obecnogci swoistych przeciweial, ocena aktywnoécl
proliferacyjnej i funkcjonalneg] subpopulacji limfocytéw krwi obwodowej, analiza poziomu cytokin
w surowicy krwi, czy analiza misjscowe] odpowiedzi immunelogiczne] pe podaniu jedwabnych
sfer. Wniosek jest dobrze przygotowany od strony formalnej, merytorycznej | etyczne.
Przedstawiono wyczerpujace uzasadnienie potrzeby prowadzenia planewanych badan oparte na
najnowszych doniesieniach, Prawidlowo zaplanowano warunkl, w jakich bgda utrzymywane
zwierzeta.

g4

Integraing czese niniejsze] ushwaly stanowi kopia wnioskuy, o ktorym mowa w § 1

LOKALNA KOMISJA ETYCZNA
do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach
i | FetdrTEhi e e mEoznaniu Podpis Preewndniczacego komis)
60-637 Poznan, ul. Wolyriska 35
tel. 61-846 60 83, tel. T98 641 366
PRZEWODNICZACY

Lokaingj Komnis)i Eppe do 5
_|; nej _ri.r....lﬁ_l ._I_,'..znuJ de Spraw
DEwiadored na Iwerzetacn

o W
dr hab, .:r.l-?:."z_'r.'rf‘.r E‘%ei’f; ]

Otrzymuje Udytkownik
IEDErie:
Od decyzji kemisji moina wnigsd odwolanie do Krajowe] Komis]i Etyczngj w terminie 14 od dnla otrzymania we hwaty.
Uiytkownik kople prrekazuje:
1.0scba planujjca dodwizdczenie
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