NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu: Badanie celowane] modyfikacji epitopow na immunogennos¢ i aktywnosc

bakteriobdjczego biatka litycznego Cpl-1
2.Czas trwania projektu 20.07.2020 — 31.12.2022

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): enzymy lityczne, bakteriofagi, endolizyny, immunogennosc,

epitopy
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) A

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

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

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

G. Badania w celu ochrony $§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 wyselekcjonowanie bialek bakteriolitycznych stanowiacych warianty enzymu
bakteriobojczego Cpl-1 o obnizonej immunogennosci in vivo, a tym samym okreSlenie roli epitopow o

potencjale immunogennym w indukcji przez to bialko odpowiedzi humoralne;j.

W obliczu wystgpowania zakazen wielolekoopornymi szczepami bakteryjnymi poszukuje si¢ alternatywnych
strategii terapeutycznych. Jedng z nich jest zastosowanie bialek litycznych pochodzenia bakteriofagowego, m.in.
endolizyn — enzymoéw degradujacych $ciang komorkowa bakterii, ktore cechuje wysoka efektywnosc
i specyficzno$¢ oraz bardzo szybki czas dzialania. Takim bialkiem jest m.in. enzym Cpl-1. Perspektywa
zastosowania terapeutycznego biatek pochodzenia fagowego jest obcigzona ryzykiem niepowodzenia ze wzgledu

na szybka indukcje przeciwcial neutralizujgcych. Jest to typowy problem w wypadku lekow biologicznych o




charakterze biatkowym. We wczesniejszych badaniach wyselekcjonowano epitopy wybranych biatek litycznych
potencjalnie zaangazowane W indukcje przeciwcial specyficznych — a wige fragmenty o wysokim potencjale
immunogennym. Analiza bioinformatyczna i mikrobiologiczna pozwolita na zaprojektowanie zestawu nowych
wariantow biatka Cpl-1 0 potencjalnie obnizonej immunogennosci, przy zachowanej aktywnos$ci bakteriobojczej.
Aktywno$¢ bakteriobojcza zostala oceniana in vitro, ale specyfika (zlozonos$¢) odpowiedzi ze strony uktadu
immunologicznego nie pozwala na ocen¢ i poréwnanie ich faktycznej immunogennosci poza organizmem

zwierzecia.

Szczegodtowo, realizacja projektu dostarczy wiedzy, jakie warianty Cpl-1 majg najlepszy potencjat do terapii ludzi
1 zwierzat. Przede wszystkim, da to szanse¢ na skuteczne zastapienie antybiotykow przez ten enzym w infekcjach,
ktore spowodujag wrazliwe na Cpl-1 bakterie. W szerszej perspektywie, projekt dostarczy tez oryginalnych
danych, ktore na przyktadzie Cpl-1 pozwolg na lepsze zrozumienie mechanizmow zaangazowanych w indukcje
odpowiedzi odpornosciowej przez biatka bakteriofagowe o potencjale terapeutycznym. Zdobyta wiedza pozwoli
na lepszy dobor endolizyn oraz ich ukierunkowane modyfikacje w przysztosci — a tym samym lepsze
dopasowanie tych biatek do wymagan przemystu farmaceutycznego i indywidualnego stanu organizmu pacjenta
(personal medicine).

Przewidywane szkody u zwierzat: moze wystapi¢ stres i bol zwigzany dootrzewnowym podaniem preparatow

oraz z kilkukrotnym pobraniem krwi z zyly ogonowej w znieczuleniu miejscowym.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Mysz domowa C57BI/6, liczba: 135

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Bialtka lityczne pochodzenia bakteriofagowego sg obecnie rozwazane jako wazna alternatywa dla antybiotykdéw
W leczeniu zakazen bakteryjnych u ludzi i zwierzat Obecnie prowadzonych jest kilka testow klinicznych
dotyczacych medycznego zastosowania najlepiej poznanych dotad endolizyn w terapii infekcji bakteryjnych.
Bezpieczenstwo endolizyn zostato wstepnie potwierdzone, jednak nadal niewiele wiadomo na temat oddziatywan
endolizyn z ukladem odpornosciowym ssakéw, szczegdlnie w kontekscie ich modyfikacji w celu obnizenia

immunogenno$ci i poprawy biodostepnosci, farmakokinetyki i skuteczno$ci terapeutycznej. Podjety w tym

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




projekcie problem badawczy czyli obnizanie immunogennosci endolizyn nie byt dotad badany w wypadku
enzymu Cpl-1; w toku sag jeszcze badania zaledwie jednej endolizyny: Pal, ktora okazuje si¢ mie¢ zupetnie inng
charakterystyke strukturalng i funkcjonalng i nie moze Cpl-1 zastgpowac. Jego realizacja pozwolitaby na
ustalenie, czy celowane modyfikacje zapewnia poprawg wiasciwosci Cpl-1 przy zachowaniu aktywnosci
bakteriobojczej. Uzyskane dane pozwola zatem na poszerzenie istniejacej wiedzy na temat oddziatywan biatek
litycznych pochodzenia bakteriofagowego z uktadem odpornosciowym ssakow w zakresie, ktory dotad nie zostat

zbadany.

Zasada zastgpienia — postawiony problem badawczy wymaga przeprowadzenia badan na modelu ssaczym. Nie ma
mozliwosci kompleksowej oceny 1 porownania immunogennos$ci bialek oraz kinetyki odpowiedzi humoralnej na
liniach komorkowych/tkankowych czy na zwierzgtach o nizszym stopniu rozwoju ewolucyjnego. Projekt zostat
zaplanowany w oparciu o dotychczasowe badania immunogennosci biatek pochodzenia bakteriofagowego, w tym

biatek enzymatycznych o aktywnosci litycznej przeprowadzone przez nasz zespot oraz dostepna literature.

Zasada ograniczenia — zestaw nowych wariantow aktywnych biatek o potencjalnie obnizonej immunogennosci
zaprojektowano w oparciu o analize¢ bioinformatyczng — sposrod tych biatek do badan in vivo w modelu mysim
wytypowane zostang tylko warianty o najlepszej aktywnos$ci bakteriobojczej oznaczonej in vitro. W oparciu o
dotychczasowe doswiadczenia zostata okre§lona minimalna liczba osobnikéw w kazdej grupie przy typowym
rozktadzie wynikow, ktora zapewni znamienno$¢ statystyczna. Dodatkowo odpowiednie dobranie metod

statystycznych pozwolito na zredukowanie liczby myszy wykorzystanych w do§wiadczeniach.

Zasada udoskonalenia — wszystkie czynnosci zostaty tak zaplanowane, aby maksymalnie zniwelowaé bol i stres
zwierzat. Podczas pobierania krwi z zyly ogonowej ogon zostanie miejscowo znieczulony lidokaing, aby

zniwelowa¢ odczuwanie bolu.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna}2
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
x NIE

2 Wypetnia wtasciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczy¢ witasciwe pole.






