NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Wytworzenie przeciwciata poliklonalnego specyficznego wzglgdem N-Hcy-KLH
2.Czas trwania projektu 24 miesiagce

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) przeciwciato poliklonalne, homocysteina, homocysteinylacja,

krolik, hemocjanina
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych) Badania podstawowe

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 $srodowiska 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.

Homocysteina (Hcy) jest aminokwasem siarkowym, ktory powstaje W organizmie z dostarczonej z
pozywieniem metioniny. Podwyzszony poziom HcCy, zwany hiperhomocysteinemiga (HHcy) jest
czynnikiem ryzyka choroby sercowo-naczyniowej oraz skutkuje zaburzeniami funkcji poznawczych,
chorobg Alzheimera i otgpieniem naczyniowym. Rosnaca liczba doniesien wskazuje, ze za toksyczno$¢
Hcy cz¢sciowo odpowiedzialna jest modyfikacja biatek przez reaktywny metabolit Hcy — tiolakton Hcey,
czyli tzw. N-homocysteinylacja. Modyfikacja ta zmienia struktur¢ i zaburza funkcj¢ biatka. Hcy
zidentyfikowano we wszystkich dotychczas zbadanych preparatach oczyszczonych biatek dostepnych

komercyijnie, jak réwniez w kilku biatkach krwi 1 tkanek.

Planuje si¢ immunizacj¢ dwoch krolikow rasy nowozelandzkiej biatej biatkiem — N-




homocysteinylowang hemocjaning skorupiaka morskiego (ang. Keyhole Lymphet Hemocyanin) Ne-Hcy-
Lys-KLH. Przeciwciato specyficznie rozpoznajgce N-homocysteinylowane biatka jest waznym
narzgdziem badania roli tych biatek w patofizjologii choréb zwigzanych z podwyzszonym st¢zeniem
homocysteiny. Po immunizacji zwierzat 1 wyznaczeniu miana surowicy przeciwciata anty-N-
homocysteinylowanym biatkom beda izolowane z surowicy krolikow metodg chromatografii
powinowactwa na odpowiednich kolumnach. Uzyskane przeciwciata bedg nastepnie wykorzystane do
detekcji N-homocysteinylowanych biatek w materiale biologicznym, np. surowicy krwi czltowieka,
myszy, tkankach myszy. Moga by¢ wigc wykorzystane jako narzedzie w badaniu roli N-
homocysteinylowanych biatek w rozwoju choréb zwigzanych z podwyzszonym poziomem

homocysteiny, takich jak choroby sercowo-naczyniowe i neurodegeneracyjne.

Szkody jakie ponosza zwierzeta: Podczas procedury zwierzeta beda odczuwaly pewien dyskomfort
spowodowany obecnoscig eksperymentatora. Powinien by¢ on jednak zminimalizowany przez 2-
tygodniowy okres oswajania zwierzecia z obecnoscia i czynno$ciami, ktore wykonuje cztowiek, takimi
jak dotykanie, wyjmowanie z klatki, podnoszenie. Podczas immunizacji zwierzeta beda odczuwaty
niewielki dyskomfort i stres zwigzany z nakluciem i wprowadzeniem roztworu antygenu z adiuwantem.
Pobieranie krwi z zyly brzeznej ucha bedzie odbywato si¢ po zastosowani znieczulenia miejscowego,
aby wyeliminowa¢ odczucie bolu zwigzane z nakluciem. Wykrwawienie w znieczuleniu ogdlnym
zostanie przeprowadzeniu po zastosowaniu premedykacji, ktéra ma na celu ztagodzenie dyskomfortu
spowodowanego podaniem $rodka znieczulajacego stosowanego do wilasciwe) anestezji. Uzycie
adiuwantu Freunda moze spowodowaé: zmiany wysiekowe, guzkowate, nekrozg. Mozliwosé
wystgpienia tych zmian powinna by¢ zminimalizowana przez zastosowanie iniekcji podskérnej w
czterech miejscach w zalecanej objetosci po 250 pl roztworu antygenu z adiuwantem. Kompletny
adiuwant Freunda zostanie zastosowany jedynie podczas pierwszej immunizacji, a podczas kolejnych

bedzie zastgpiony niekompletnym adiuwantem Freunda.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Do produkcji surowicy odpornosciowej wykorzystane zostang dwa samce krolikow europejskich
(Oryctolagus cuniculus) — rasy nowozelandzkiej biatej. Kroliki nalezg do najczeséciej immunizowanych

zwierzat w celu produkcji przeciwcial poliklonalnych. Sg to zwierzeta tatwe w utrzymaniu, moga by¢




poddane bezpiecznemu i wielokrotnemu pobraniu krwi, a przeciwciata, ktore produkujg sa dobrze
scharakteryzowane i tatwe do oczyszczenia. Dodatkowg zaleta stosowania krolikow jest wieksza ilos¢
krwi, ktérag mozna z nich uzyska¢ niz w przypadku zwierzat matych, jak myszy, szczury czy chomiki.

Uczulane bedg dwa kroliki, co jest minimalng liczbg w procedurach immunizacyjnych.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Konieczno$¢ posiadania przeciwciala specyficznego wzgledem N-homocysteinylowanych biatek jest
uzasadniona potrzebg prowadzenia badan nad udzialem tych bialek w rozwoju chordb sercowo-
naczyniowych i neurodegeneracyjnych. Specyficzna immunoglobulina bedzie narzedziem badawczym,
ktére umozliwi analiz¢ mechanizmow toksyczno$ci homocysteiny i pozwoli poszerzy¢ wiedze na temat

wptywu hiperhomocysteinemii na nasze zdrowie.

Zasada zastapienia — nie jest mozliwe uzyskanie surowicy odpornosciowej bez uzycia zwierzat. Krolik

zostal wybrany na podstawie naszych wczes$niejszych do§wiadczen. W przesziosci uzyskalismy frakcje
specyficznych immunoglobulin i wykorzystaliSmy je do identyfikacji N-homocysteinylowanych bialek,
co zostalo udokumentowane publikacjami. Proba uzyskania monoklonalnych przeciwcial w myszach
zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Przeciwciata krdlicze sa bardzo dobrze scharakteryzowane i
opracowane sg metody ich oczyszczania. W naszym laboratorium dysponujemy odczynnikami
sluzagcymi do oczyszczania 1 detekcji immunoglobulin kréliczych (biatko A-agaroza, drugorzedowe
przeciwciala anty-IgG krodlicze). Immunoglobuliny IgY produkowane przez immunizacj¢ kur, ze
wzgledu na bardziej skomplikowane metody oczyszczania i trudnosci w usuwaniu lipidow, nie bytyby
odpowiedng alternatywa. Ponadto przeciwciatla produkowane w Kkurach nie nadajg si¢ do
immunoprecypitacji  z  uzyciem  standardowych  roztworow. Immunoprecypitacja  N-

homocysteinylowanych biatek jest jednym z planowanych przez nas zastosowan kroliczych IgG.

Zasada redukcji — ograniczenia zostanie spetniona przez wykorzystanie do immunizacji jedynie dwoch

zwierzat (ze wzgledu na zmienno$¢ osobnicza w odpowiedzi immunologicznej dobrze jest
immunizowa¢ dwa kroliki, daje to mozliwo$¢ wyboru surowicy o wyzszym mianie), dobor

odpowiedniego modelu (kroliki sg najczesciej wybierane do produkcji przeciwcial ze wzgledu na

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




tatwo$¢ w utrzymaniu 1 pobieraniu krwi oraz duza ilo§¢ materiatu, ktora moze by¢ uzyskana z jednego
zwierzecia), uzycie sprawdzonych metod badawczych (podobnag procedure produkcji przeciwciat
poliklonalnych wykonaliSmy w przesztosci, kiedy to wuzyskaliSmy frakcje specyficznych
immunoglobulin), prace ze sprawdzonym i dobrze przeszkolonym personelem (osoba planujaca i
wykonujgca immunizacje ma doswiadczenie w produkcji przeciwciata poliklonalnego udokumentowane
publikacjami; pozostale osoby z zespolu wykonujacego majg wieloletnie do$wiadczenie w pracy ze

zwierzetami).

Zasada udoskonalenia — wykorzystanie zwierzeta bedg utrzymywane w warunkach odpowiednich dla

swego gatunku. W klatce bedzie znajdowata si¢ potka z cze$cia w postaci domku/schronienia.
Codzienne bedzie prowadzona szczegdélowa kontrola dobrostanu zwierzat. Metody badawcze
zastosowane w procedurach zostaly wybrane tak, aby ograniczaly do minimum bdl i cierpienie.
Czynnosci beda wykonywane przez doswiadczony i przeszkolony personel. Podczas wykonywanych
wszystkich czynno$ci zostang zastosowane metody, ktorych celem bedzie ograniczenie stresu i bolu odczuwanego
przez zwierzeta. Okres przed rozpoczeciem immunizacji i pobierania krwi, czyli oswajanie bedzie prowadzone,
aby przyzwyczai¢ krélika do obecno$ci cztowieka i do czynnosci takich jak chwytanie, podnoszenie, dotykanie.
Pobieranie krwi poprzedzone bedzie owinigciem krolika w grupy recznik, co da zwierzgciu poczucie
bezpieczenstwa. Kroliki nie lubia bycia w otwartych przestrzeniach. Uzycie miejscowego znieczulenia (krem
EMLA) us$mierzy bol spowodowany naktuciem ucha. Zastosowanie $rodka uspokajajacego i znieczulenia
ogolnego wyeliminuje bol stres zwigzany z terminalnym wykrwawieniem i $miercig. Do immunizacji
zastosowany zostanie adiuwant Freunda, ktory nasila i przyspiesza odpowiedZ immunologiczng, co zredukuje
czas trwania procedury i zmniejszy ilo$¢ iniekcji potrzebnych do uzyskania zadawalajacego poziomu
specyficznych immunoglobulin. Adiuwant Freunda uzywany jest do produkcji emulsji antygenu typu woda w
oleju (ang. water-in-oil). Antygeny przygotowane w ten sposob stymulujg wysokg i dlugotrwata odpowiedz
immunologiczna, co spowodowane jest powolnym uwalnianiem antygenu z emulsji. Mykobakterie zawarte w
kompletnym adiuwancie Freunda przyciagaja makrofagi i inne komorki do miejsca iniekcji, co wzmacnia
odpowiedZz immunologiczng. Z tego wzgledu kompletny adiuwant Freunda uzywany jest do pierwszej

immunizacji, podczas gdy niekompletny adiuwant Freunda do nastepnych.

Adiuwant Freunda jest nadal powszechnie stosowany do immunizacji krolikow co potwierdzaja dane
literaturowe. Adiuwant Freunda nie jest tak problematyczny jak wczesniej sugerowano, jesli zminimalizuje si¢
nastrzykiwane objgtosci. Obserwowane w przesztosci problemy z uzyciem tego adiuwantu spowodowane byty
duzymi objetosciami wstrzykiwanymi w niezalecane obecnie miejsca. Dodatkowo wcze$niej uzywane adiuwanty

Freunda charakteryzowany si¢ nizszg czysto$cig 1 byly bardziej toksyczne przez co wywotywaly reakcje




immunologiczne o ostrzejszym przebiegu.

Z naszych wcze$niejszych doswiadczen wynika, ze uzycie adiuwantu Freunda, umozliwito uzyskanie wysokiego
miana surowicy i oczyszczenie przeciwciata specyficznego wzgledem N-Hcy-KLH, przy czym nie wywotato
zmian behawioralnych krolikéw, wskazujacych na bdl lub dyskomfort. Obserwowane byty jedynie miejscowe
zmiany na skorze w miejscu naktucia w postaci zaczerwienienia i zgrubienia skéry. Proba zmiany stosowanego
adiuwantu na inny, wprowadzitaby dodatkowe ryzyko niepowodzenia, co w przypadku nieuzyskania

specyficznego przeciwciala, skutkowatoby konieczno$cia przeprowadzenia immunizacji dodatkowych zwierzat.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtaséciwe pole.




