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1. VSEBINSKI OPIS PROJEKTA:

Cepiva so reSila vec cloveskih Zivljenj kot katera koli druga medicinska terapija. Kljub izjemnemu
napredku pri razumevanju delovanja cepiv, doloena cepiva Se vedno ne doseZejo ustreznega
dolgotrajnega ucinka zascite pred patogeni. Okuzbe z respiratornim sincicijskim virusom (RSV), ki je
etioloski agens resnih obolenj nizjih dihal, predstavljajo veliko zdravstveno breme po vsem svetu.
Zdravljenje okuzb z RSV je omejeno zgolj na protivirusna zdravila, saj cepiv, ki bi zagotavljala dolgotrajno
zascito pred RSV, ni, kar je posledica slabe imunogenosti RSV. Iz omenjenega sledi, da so za ucinkovito
nevtralizacijo RSV potrebna drugacna, naprednejsa cepiva.

Dobra imunogenost cepiv, ki temeljijo na oslabljenih ali mrtvih patogenih, je posledica prisotnosti
kombinacije adjuvansov, t.i. aktivatorjev prirojene imunosti, vendar so ta cepiva lahko nevarna ravno
zaradi njihove slabo poznane, heterogene sestave. Moderna cepiva, ki temeljijo na izoliranih antigenih,
so varnejsa, vendar pogosto le Sibko imunogena. Imunski odziv teh cepiv se izboljSa z dodatkom
aktivatorjev prirojene imunosti, vendar pa naklju¢na mesanica adjuvansov z antigeni ne predstavlja
najbolj ucinkovitega nacina aktivacije celicne predstavitve antigena. Imunogenost je najbolj ucinkovita,
ko so v istih antigen predstavitvenih celicah (APC) prisotni tako antigen, kot tudi agonisti Toll-u
podobnih receptorjev (TLR). Idealni nosilec cepiva naj bi torej zagotovil prostorsko ureditev antigenov in
agonistov TLR, ter vseboval signale za celi¢no internalizacijo in usmerjeno dostavo cepiva.

Predpostavljamo, da bo medsebojno povezovanje agonistov receptorjev TLR in antigenov preko
polipeptidne matrike na osnovi obvitih vijacnic (ang. coiled coil, CC) pri t.i. naprednih nanocepivih,
izboljsalo imunskia odziv, celicno predstavitev antigenov ter tvorbo protiteles. Poleg tega
predvidevamo, da bomo lahko jakost in specifichost imunskega odziva uravnavali z razlicnimi
kombinacijami agonistov TLR vezanih na CC-polipeptidne matrike. Priprava nacrtovanih naprednih
nano-cepiv bo temeljila na nasem znanju o prirojeni imunosti in bionanomaterialih, pri katerih bomo
uporabljali nabor nacrtovanih modularno sestavljenih polipeptidov (t.i. proteinski origami) na osnovi
parov ortogonalnih peptidov, ki tvorijo obvite vijacnice (CC-peptidov). Medsebojno povezovanje
imunolosko aktivnih domen preko samo-sestavljivih struktur obvitih vijacnic bo zagotovilo celovitost
nano-cepiv, saj je tak na¢in povezovanja znacilen za vecfunkcionalne delce, hkrati pa bo omogocilo, da
agonisti in antigeni skupaj vstopijo v iste celicne strukture.

Pricakujemo, da bomo z naSimi vecfunkcionalnimi nacrtovanimi nano-cepivi uspe$Sno uravnavali
predstavitev antigenov in odziv Thl in Th2. Pripravili bomo napredna nano-cepiva proti RSV, ki bodo
vsebovala skupino izbranih agonistov TLR, ki zagotavljajo celicno predstavitev antigenov pri zrelih
dendriti¢nih celicah in izolirane antigene RSV povezane na polipeptidne matrike preko obvitih vijacnic.
Ceprav se predlog projekta osredotoca na cepivo proti RSV, bodo pridobljena znanja, izkugnje in principi
uporabni tudi pri razvoju drugih cepiv proti virusnim, bakterijskih ali glivnim okuZbam, kot tudi pri
terapiji raka.

Prednost predlaganega pristopa uporabe modularne izgradnje cepiva na osnovi obvitih vijacnic je
njegova Siroka uporabnost za enostavno in nadzorovano umescanje raznovrstnih aktivatorskih domen,
ki jih lahko poljubno nadgrajujemo z novimi molekulami. Taksni materiali imajo izjemen potencial za
biotehnoloske in biomedicinske aplikacije.
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2. faze projekta in njihova realizacija

Projekt je razdeljen na pet delovnih sklopov, ki so:

e oblikovanje polipeptidnega ogrodja iz zaporedno vezanih peptidov, ki tvorijo obvite
vijacnice.

e dolociti kombinacije agonistov receptorjev TLR povezanih na strukture, ki bodo
sestavljene iz obvitih vijacnic, ki bodo najbolj optimalno aktivirali prirojene imunosti v
celi¢nih linijah.

e pripraviti racionalno nacrtovana nanocepiva z uvedbo domen antigenov v razlicne
geometrijske ureditve v strukturi s spodbujanje funkcionalnega oligomerizacijskega
stanja antigena.

e Studij uc¢inka naprednih nanocepiv, na katera so vezane polipeptidne domene, ki
usmerjajo nanodelce cepiva do APC in omogocajo dostavo antigena in agonistov TLR v
ustrezne organele.

e z uporabo naprednih nanocepiv izboljsati sintezo protiteles in s tem zascito pred
okuzbami z RSV na Zivalskih modelih.

Pomembnejsi mejniki:

M1. KnjiZznica peptidnih mreZ, osnovanih na obvitih vijacnicah

M2. Zbirka modulov obvitih vijacnic z agonisti imunskega odgovora, antigeni in tarénimi skupinami
M3. OVA nano-cepiva

M4. RSV nano-cepiva

MS5. Celi¢no-specifi¢na taréna usmeritev

M®6. RSV izziv
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