NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Wpltyw peptydow eksponowanych na powierzchni bakteriofagbw na ich
farmakokinetyke

2.Czas trwania projektu 01.02.2017 - 31.12.2019

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) bakteriofagi, peptydy kierujace, farmakokinetyka, bariera

krew-moézg, uktad pokarmowy
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowej

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $§rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

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

Celem projektu jest okreslenie wplywu peptydéw o udowodnionej zdolnosci do migracji z
przewodu pokarmowego oraz pokonywania bariery Kkrew-moézg na rozprzestrzenianie wirusow

bakteryjnych (bakteriofagow) w organizmie.

Korzy$ci dla rozwoju nauki:

Terapia bakteriofagowa stanowi wazng alternatywe dla antybiotykow w leczeniu zakazen bakteryjnych.
Ma to duze znaczenie w obliczu narastajacego problemu lekoopornosci i jest uzasadnieniem kierunku
badawczego w proponowanym projekcie. Jednym z wyzwan jakie napotyka terapia fagowa jest uzyskanie

odpowiednio wysokiego miana faga w zainfekowanych narzadach. Peptydy kierunkowe stosowane sg do




naprowadzania lekéw m.in. w terapii przeciwnowotworowej, jednak nie podjeto jeszcze prob wykorzystania ich
w terapii antybakteryjnej. Niniejszy projekt zaklada wykorzystanie bakteriofagow (zwalczajacych infekcje
bakteryjne) oraz selektywnych peptydow (posiadajacych zdolno$¢ pokonywania barier biologicznych) do
skonstruowania fagow sprzezonych z peptydami w celu zwigkszenia ich zdolnosci do penetracji w organizmie
ssaczym. Ulatwiona migracja w organizmie skutkuje wigksza liczba czastek fagowych w miejscu infekcji, a w

konsekwencji wieksza efektywnoscia terapii.

Na podstawie doniesien literaturowych wytypowane zostaty peptydy o udowodnionej zdolno$ci do penetracji z
przewodu pokarmowego do krwi oraz przez barierg krew-mozg. Przy uzyciu metody niewymagajacej modyfikacji
genomoéw bakteriofagowych zostaty skonstruowane fagi eksponujace te peptydy na swojej powierzchni. Niniejsze

badania maja zweryfikowac ich zdolnos¢ do efektywnej migracji w organizmie ssaczym.

Przewidywane szkody u zwierzat:

Doswiadczenie obejmuje podawanie myszom preparatow zawierajagcych bakteriofagi (dozylnie oraz w
wodzie pitnej) oraz pobieranie krwi z zyly ogonowej. W celu ograniczenia odczuwanie bolu przy pobieraniu krwi
zostang zastosowane $rodki przeciwbolowe (miejscowo na ogon lidokaina). Wszystkie czynnosci zostaly

zaplanowane zgodnie z zasadami zastapienia, ograniczenia i udoskonalenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

147 myszy — samic BALB/c

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA®

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzitam istniejaca wiedz¢ w zakresie objetym wnioskiem badawczym, w

bazach danych: PUBMED, Google Scholar, ScienceDirect.
Wykorzystatam stowa kluczowe:

phages / bacteriophages / homing peptides / targeting peptides / circulation / blood—brain barrier / gastrointestinal

mucosal barrier.

Na podstawie przeszukania istniejacej literatury, stwierdzam ze:

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




Prowadzone sg liczne badania dotyczace wykorzystania peptydow do polepszenia transportu m.in. lekow
(Laakkonen i Vuorinen 2010  doi:  10.1039/c0ib00013b; Gautam et al. 2014  doi:
10.2174/0929867321666140217122100). Pomimo wykorzystania bakteriofagéow filamentowych do typowania
takich peptydoéw (Svensen et al. 2012 doi: 10.1016/j.tips.2012.02.002), brak jest doniesien na temat mozliwosci

zwigkszenia skutecznosci terapii fagowej przy uzyciu tych samych peptydow.

Z dotychczasowych badan wynika, ze bakteriofagi tylko w niewielkim stopniu przedostaja si¢ z przewodu
pokarmowego do krwi (Bruttin i Briissow 2005 doi:10.1128/AAC.49.7.2874-2878.2005, Majewska et al. 2015
doi:10.3390/v7082845). Bariera krew-mozg natomiast w znacznym stopniu ogranicza dostgp do osrodkowego
uktadu nerwowego czasteczkom w tym lekom. Przy jednoczesnej rosnacej antybiotykoodpornosci bakterii,
skuteczne leczenie infekcji bakteryjnych stanowi ogromne wyzwanie (Nau et al. 2010 doi: 10.1128/CMR.00007-
10).

Zasada zastgpienia — postawiony problem badawczy wymaga przeprowadzenia badan na modelu ssaczym. Nie ma
mozliwosci badania cyrkulacji bakteriofagdw na liniach komérkowych/tkankowych czy na zwierzetach o nizszym
stopniu rozwoju ewolucyjnego. Projekt zostal zaplanowany w oparciu o dotychczasowe badania cyrkulacji
bakteriofagdbw w organizmie mysim przeprowadzone przez nasz zespdt (Hodyra-Stefaniak et al. 2015 doi:
10.1038/srep14802) oraz dostepng literature dotyczaca badania peptydow penetrujacych z przewodu
pokarmowego do krwi, a takze penetrujgcych przez bariere krew-mozg (Duerr et al. 2004 doi:
10.1016/j.jviromet.2003.11.012, Kang et al. 2008 doi: 10.1016/j.jbiotec.2008.01.021, Li et al. 2011 doi:
10.1016/j.biomaterials.2011.03.031, Li et al. 2012 doi: 10.1007/s00726-011-0979-y).

Zasada ograniczenia — w oparciu o dotychczasowe do§wiadczenia zostata okreslona minimalna liczba osobnikow
w kazdej grupie przy typowym rozkladzie wynikow, ktora zapewni znamienno$¢ statystyczng. Dodatkowo
odpowiednie dobranie metod statystycznych pozwolito na zredukowanie liczby myszy wykorzystanych w
doswiadczeniach. Ponadto wprowadzenie eksperymentu pilotazowego pozwoli na wyznaczenie czasu
potrzebnego bakteriofagom na penetracje przez barier¢ krew-mozg, co umozliwi zredukowanie liczby myszy w

procedurze.

Zasada udoskonalenia — wszystkie czynno$ci zostaly tak zaplanowane, aby maksymalnie zniwelowac bol i stres
zwierzat. Podczas pobierania krwi z zyly ogonowej ogon zostanie miejscowo znieczulony lidokaing, aby

zniwelowa¢ odczuwanie bolu.




