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1. Цель проекта
Введение в практику терапии онкологических заболеваний нового класса соединений – димерных карбоцианинов с сопряженными хромофорными группами, отличающихся высоким квантовым выходом флуоресценции, длинноволновым максимумом поглощения, низкой гидрофобностью и связанной с этим побочной токсичностью.

2. Основные результаты проекта
Основными результатами выполненного 2 этапа проекта являются: исследование фотохимических характеристик новых бискарбоцианинов и исследование механизма цитотоксического действия фотоактивированных бискарбоцианинов на опухолевых клетках in vitro.

В ходе выполнения запланированных работ по 2 этапу Соглашения были выполнены следующие виды работ:

1. Проведены исследования фотоиндуцированных реакций в комплексах бискарбоцианинов: кинетика образования и гибели триплетных и синглетных состояний, реакции с участием свободных радикалов.
2. Разработана Программа и методики исследовательских испытаний экспериментальных образцов бискарбоцианинов методами физической химии и фотохимии (определения времени тушения триплета, образования и гибели промежуточных продуктов фотохимических процессов в комплексах бискарбоцианинов с альбумином).
3. Наработан экспериментальный образец лидерного соединения для использования в биологических исследованиях.
4. Исследована внутриклеточная локализация лидерного бискарбоцианина.
5. Исследован механизм фотоиндуцированной гибели клеток под действием бискарбоцианинов на модели перевиваемых линий аденокарциномы кишки и меланомы.
6. Разработана программа и методики исследовательских испытаний экспериментальных образцов бискарбоцианинов методами клеточной биологии.

7. Проведены исследовательские испытания экспериментальных образцов бискарбоцианинов методами клеточной биологии.
8. Подготовлена программа доклинических испытаний соединения-лидера.
9.  Подведение итогов ПНИ.
10. Разработана концепция применения бискарбоцианинов в качестве фотосенсибилизаторов.
За счет средств иностранного партнера проекта Университета Сан Пауло (г. Рибейрон-Прето, Бразилия) были выполнены следующие виды работ:

11. Разработана лабораторная методика определения зависимости фототрансформации бискарбоцианинов от рН и ионной силы раствора.

12. Разработана лабораторная методика определения зависимости фототрансформации комплексов бискарбоцианинов с биомакромолекулами от рН и ионной силы раствора.
13. Подведены итоги ПНИ. Разработана концепции применения бискарбоцианинов в качестве фотосенсибилизаторов.

Осуществлен выбор наиболее перспективного для практического использования соединения-лидера группы БКЦ: 2,6-бис-(3,7-ди-N-метил-бенз[1,2-d:4,3-d']бистиазол-)-[N-метил-3,3'-диметил-индокарбоцианина] перхлорат – БКЦ 324, проведена его препаративная наработка в объемах, достаточных для исследовательских испытаний спектрофлуориметрическими и культурально-клеточными методами.
Исследована динамика накопления БКЦ324 опухолевыми клетками различных типов, в результате чего показана способность этого вещества накапливаться в опухолях в 10-15 раз быстрее существующих циклических тетрапиррольных фотосенсибилизаторов, применяемых в ФДТ (порфиринов, бактерохлоринов и фталоцианинов). В то же время, установлено, что через несколько часов после накопления БКЦ324 в опухолевых клетках инициируется обратный транспорт красителя во внешнюю среду. Это явление, не описанное ранее в литературе, благоприятно сказывается на избирательности ФДТ в отношнеии опухолевых клеток, однако, требует выработки более точных методических указаний по соблюдению времени выполнения процедуры ФДТ, чем это принято в настоящее время по отношению к ФС ряда порфиринов, бактерохлоринов и фталоцианинов.

Изучено внутриклеточное биораспределение БКЦ324 в опухолевых клетках, показана его тропность к компартментам, имеющим низкий рН: лизосомам и межмембраннному пространству митохондрий. Установлен факт тропизма БКЦ324 к перинуклеарной области цитоплазмы.

Методами исследования быстрых фотохимических процессов в комплексах БКЦ324 с альбумином и ДНК показано, что основную роль в фотоиндуцированную цитотоксичность БКЦ играет не генерация триплетного возбуждённого состояния кислорода в результате интеркомбинационной конверсии, как считалось до настоящего времени, а прямая генерация супероксид-анион радикала за счет переноса электрона с красителя на молекулу О2 последующей компенсацией заряда красителя за счет ароматических структур биополимеров (белков и ДНК). Полученные данные фотохимических экспериментов подтверждены в экспериментах на клеточных линиях in vitro: c помощью флуоресцентного сенсора супероксиданион-радикала MitoSOX Red показано, что облучение клеток аденокарциномы HCT116, нагруженных БКЦ 324, приводит к быстрому накоплению в цитоплазме сверхкритических концентраций О2•-.

С учётом длительного времени жизни О2•- по сравнению с О2• этот механизм делает фототоксичность БКЦ 324 независимой от пространственной локализации красителя внутри опухолевой клетки. Таким образом, появляется возможность эффективно использовать на практике ковлентные комплексы БКЦ 324 с полимерными носителями, которые малоэффективны в случае ФС других типов и не нашли применения в клинике несмотря на наличие многочисленных публикаций на эту тему.

С целью адаптации методов использования БКЦ324 в ФДТ и количественной оценки вклада красителя, локализованного в различных внутриклеточных компартментах, в фотоиндуцированную гибель опухолевых клеток разработаны лабораторные методики измерения времени жизни триплетного состояния в комплексах бискарбоцианинов с белками крови (альбумин, альфа-фетопротеин) в зависимости от рН. Разработанные лабораторные методики измерения времен жизни флуоресценции комплексов бискарбоцианиновых красителей и белков основаны на прямом измерении кинетики гибели синглетно-возбужденного состояния методом однофотонного счёта.

В рамках ПНИЭР впервые показана высокая перспективность в качестве фотосенсибилизаторов бискарбоцианиновых красителей с двумя положительно заряженными гетероциклами, соединенными гибким полиметиновым линкером. В отличие от ФС с жёсткой циклической структурой (тетрапирролов и фталоцианинов), БКЦ обладают пренебрежимо малой фотохимической активностью в водных растворах вне комплексов с биополимерами. Однако, связывание с белками-носителями за счёт фиксации полиметиновых линкеров и разрушения димеров БКЦ, формирующихся в водных растворах, приближает квантовый выход триплетного состояния к 100%. Таким образом, при правильном выборе белков-носителей БКЦ обеспечивают существенно более высокую избирательность фотоиндуцированного фототоксического действия в отношении клеток-мишеней, чем существующие фотосенсибилизаторы.

Факт резкого увеличения выхода триплетного возбужденного состояния БКЦ при связывании с белком-носителем обнаружен в рамках ПНЭР впервые. Кроме того, в рамках работы показан факт высокой устойчивости нековалентных комплексов БКЦ с белками-носителями сывороточным альбумином и альфа-фетопротеином, что позволяет использовть такие комплексы in vivo для адресной доставки БКЦ в опухолевые клетки. Хотя в рамках отчётного этапа ПНИЭР показана принципиальная способность БКЦ324 проникать в клетки аденокарциномы толстой кишки HCT116 из бессывороточной среды (т.е. вне комплексов с альбумином или другими белками-носителями), на практике это явление не может играть какой-либо роли in vivo при лечении пациентов в виду высокой концентрации сывороточного альбумина в крови (~0,5-0,8 мМ) и высокой константы связывания с ним БКЦ 324 (105 М-1).


Полученные результаты полностью соответствуют требованиям, предъявляемым к выполнению данного проекта. Осуществлен выбор наиболее перспективного для практического использования соединения-лидера группы БКЦ: 2,6-бис-(3,7-ди-N-метил-бенз[1,2-d:4,3-d']бистиазол-)-[N-метил-3,3'-диметил-индокарбоцианина] перхлорат – БКЦ 324, проведена его препаративная наработка в объемах, достаточных для исследовательских испытаний спектрофлуориметрическими и культурально-клеточными методами. Исследована динамика накопления БКЦ324 опухолевыми клетками различных типов, в результате чего показана способность этого вещества накапливаться в опухолях в 10-15 раз быстрее существующих циклических тетрапиррольных фотосенсибилизаторов, применяемых в ФДТ (порфиринов, бактерохлоринов и фталоцианинов).
Полученные результаты соответствуют аналогичным работам, которые определяют мировой уровень исследований в данной области. В обзоре современных достижений были рассмотрены результаты опубликованные в литературе, в том числе за последние пять лет. Разработанные методики очистки бискарбоцианиновых красителей дали возможность получить образцы соединений, степень чистоты которых полностью соответствует требованиям, предъявляемым к фотосенсибилизаторам для фотодинамической терапии. Разработанные лабораторные методики определения констант комплексообразования дают возможность получать результаты с точностью до 10%, что совпадает с точностью данных аналогичных работ, определяющих мировой уровень. Разработанные лабораторные методики исследования спектрально-кинетических характеристик возбужденных синглетных состояний основаны на использовании метода однофотонного счета с применением самых современных импульсных лазеров и светодиодов дают возможность производить измерения с разрешением до 30 пс, что является теоретическим пределом для установок этого класса.
3. Охраноспособные результаты интеллектуальной деятельности (РИД), полученные в рамках прикладного научного исследования и экспериментальной разработки.

Подана заявка на патент на изобретение 23.12.2016 регистрационный № 2016150835 «Фотосенсибилизатор на основе карбоцианинового красителя для фотодинамической терапии опухолей».
4. Назначение и область применения результатов проекта

Полученные результаты могут быть использованы для разработки инновационной продукции -  новых эффективных фотосенсибилизаторов на основе бисхромофорных соединений. 

Полученные результаты применимы в области практической медицины. Исследуемые вещества являются потенциально высокоэффективными агентами для неинвазивной и малоинвазивной фотодинамической терапии опухолей различного генеза, а также могут иметь применение в дерматологической практике и для антибактериального воздействия. 

С учётом необходимости использования комплексов БКЦ с носителями внедрение БКЦ в практику ФДТ возможно только при использовании белка-носителя. Таким белком может являться альфа-фетопротеин, инертный по отношениюк большинству нормальных тканей человека и эффектвно экранирующий БКЦ от связывания с сывороточным альбумином. В распоряжении исполнителей ПНИЭР имеется технология рекомбинантного синтеза АФП. Для создания средств ФДТ на основе БКЦ и АФП требуется решение двух задач в рамках НИР: создания технологии синтеза активированных производных соединения-лидера БКЦ 342 и создания производных АФП несущих искусственно внесенные пептиды адресной доставки ФС в опухоли. После их решения возможна ускоренная передача результатов проекта отечественным производителям фармацевтических препаратов для проведения доклинических испытаний.

Разработка фотосенсибилизаторов на основе бисхромофорных кабоцианиновых красителей окажет большое влияние на прогресс в области создания новых фотосенсибилизаторов для фотодинамической терапии в онкологии. Применение сопряженных хромофоров в химической структуре открывает возможность создания термически более устойчивых соединений и с другой стороны приводит к резкому увеличению квантового выхода интеркомбинационной конверсии в триплетное состояние, которое играет ключевую роль в процессе фотосенсибилизации при фотохимическом разрушении клеток опухоли. Полученные результаты в рамках международного сотрудничества окажут важное влияние на развитие исследований в области фотоники бисхромофорных красителей. Наличие двух сопряженных хромофоров в молекуле бискарбоцианиновых красителей приводит к важному эффекту - к сдвигу в спектрах поглощения фотосенсибилизатора в красную область спектра и вплоть до ближней ИК-области  спектра, что открывает уникальную возможность более глубокого проникновения облучения в ткань опухоли.
5. Эффекты от внедрения результатов проекта

Результаты реализации данного проекта в рамках международного сотрудничества приведет к созданию новых фотосенсибилизаторов на основе бискарбоцианиновых красителей для фотодинамической терапии и их практического применения в медицине. 

От использования товаров (коммерческих препаратов для ФДТ) и услуг (оказание медицинской помощи онкобольным и другим группам больных), созданных на основе полученных результатов, ожидаются значимые социально-экономические эффекты. Внедрение созданных препаратов и методом ФДТ увеличит выживаемость и снизит время нетрудоспособности граждан, вследствие чего повысится общая производительность труда населения. Кроме того, использование новых препаратов для ФДТ с низкой токсичностью и высокой избирательностью повысит качество жизни населения, подверженного тяжелым онкологическим заболеваниям.
6. Формы и объемы коммерциализации результатов проекта

Возможной формой коммерциализации полученных в проекте результатов может быть создание фотосенсибилизаторов с применением бискарбоцианиновых красителей. Коммерциализация полученных результатов возможна по двум направлениям: создание запатентованного коммерческого продукта – терапевтического препарата для ФДТ, а также разработка и внедрение оптимизированной методики терапии ряда заболеваний. 
На основе полученных результатов интеллектуальной деятельности возможно создание фармакологической формулы нового препарата для фотодинамической терапии на основе бискарбоцианинов и реализация коммерческого производства этого препарата. Разрабатываемая субстанция и услуги по оказанию высокотехнологической медицинской помощи имеют высокий коммерческий потенциал. 1% населения подвержено заболеванию немеланомными опухолевыми заболеваниями кожи. ФДТ позволяет проводить их лечение в нестационарных условиях при помощи компактного прибора индивидуального пользования.
7. Наличие соисполнителей

Соисполнитель Общество с ограниченной ответственностью «ИННОТЕХ-21» (ИНН 5027186390) привлекался на данном этапе в 4 квартале 2016 г в период с 10.10.2016 по 15.12.2016 для выполнения работы "Разработка метода очистки и получение экспериментальных образцов карбоцианиновых красителей".

8. Публикации по результатам 2 этапа
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