NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytul projektu Produkcja mysich i ewentualnic takze szczurzych przeciwcial monoklonalnych z

wykorzystaniem technologii hybrydoma.
2.Czas trwania projektu: 5 lat

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): przeciwciala monoklonalne, immunizacja, odpowiedz

odpornosciowa
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) F

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 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.

Celem badan jest produkcja mysich i ewentualnie takze Sszczurzych przeciwcial monoklonalnych
specyficznych wzgledem roznych antygenoéw (biatek, peptydow, cukréw pochodzenia eukariotycznego,
bakteryjnego lub wirusowego) w oparciu o technologi¢ wykorzystujaca komorki hybrydoma. Produkcja
przeciwcial monoklonalnych oparta o technologi¢ komorek hybrydoma obejmuje¢ immunizacje zwierzat
(szczepienie zwierzat wybranymi antygenami, przeciwko ktoéremu planuje si¢ uzyskac przeciwciala),
analiz¢ odpowiedzi odpornosciowej (badany jest poziom specyficznych przeciwcial we krwi zwierzat) i
izolacj¢ materiatu biologicznego ze zwierzat (pobierana jest krew i $ledziona). Wykorzystujac komorki
pobrane z immunizowanych zwierzat uzyskuje si¢ komorki hybrydoma stabilnie produkujace

przeciwciala monoklonalne. Komorki takie jako linia sg nieSmiertelne 1 pozwalaja na produkcije




przeciwcial juz tylko w oparciu o hodowle in vitro. Procedury na zwierzetach stosowane w ramach tych
badan obejmuja podanie roztworu antygenu i adiuwantu. Adiuwanty sg zwigzkami stymulujagcym
odpowiedz odpornosciowg i powszechnie sg stosowane jako komponenty szczepionek lub
immunoterapii. Moga mie¢ one jednak draznigcy wplyw na organizm zwierzecia. Dlatego tez,
immunizowane zwierzeta monitoruje si¢ caly czas, pod katem wystgpienia niepozadanych efektow

(mogacych $wiadczy¢ o indukcji stanu zapalnego).

Przeciwciata monoklonalne, ktore zostang uzyskane w wyniku realizacji badan beda wykorzystane jako
uzyteczne narzedzie badawcze (do badan nowych, unikalnych biatek lub peptydow) lub diagnostyczne
(w weterynarii do oznaczania np. patogenow w materiale biologicznym pobieranym od zwierzat

hodowlanych).

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

100 sztuk - mysz domowa

15 sztuk — szczur wedrowny

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Zasada zastgpienia: przeprowadzone procedury i postuza do uzyskania wielu linii komoérek hybrydoma
produkujacych przeciwciata monoklonalne specyficzne wzgledem réznych antygenéw. Metoda ta pozwala na
produkcje kompletnych immunoglobulin (calych czgsteczek przeciwcial). Alternatywna metoda produkcji
przeciwcial monoklonalnych oparta o wykorzystanie bibliotek fagemidowych i fagéw filamentowych pozwala na
uzyskanie tylko fragmentéw przeciwcial. Dysponujac tylko bibliotekg ludzkich fragmentéw przeciwcial nie
mozna zatem uzyskiwaé¢ nawet fragmentéw mysich przeciwcial. Fragmenty przeciwcial s3 monowalentnymi
czasteczkami (wigza tylko jeden antygen), podczas gdy kompletne przeciwciata produkowane przez komorki

hybrydoma sg co najmniej diwalentne (mogg wigza¢ najmniej dwie czasteczki antygenu, zatem dzialajg bardziej

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




efektywnie w rozpoznawaniu i wigzaniu antygenow). Tylko kompletne przeciwciata moga by¢ wykorzystane w
wielu typach testow diagnostycznych. Technologie oparta o immunizacje zwierzat i uzyskiwanie komorek
hybrydoma do produkcji przeciwciat stosuje sie, kiedy potrzebne sa duze ilosci kompletnych przeciwciat
monoklonalnych. W innych przypadkach, stosowana jest technologia ekspresji fagowej nie wymagajaca

wykorzystania zwierzat.

Zasada ograniczenia: w badaniach zaplanowano wykorzystanie minimalnej liczby zwierzat niezbednej do
osiggnigcia zamierzonego celu (jakim jest uzyskanie linii komdrek hybrydoma produkujacych przeciwciata
monoklonalne specyficzne wzgledem wybranych antygenow). W oparciu o dotychczasowe doswiadczenia
zespolu przeprowadzono szacowanie ilosci zwierzat potrzebnych do produkcji przeciwciat na najblizsze 5 lat.
Minimalizacja liczebno$ci zwierzat jest mozliwa dzieki duzemu doswiadczeniu eksperymentatorow,
optymalnemu procesowi immunizacji antygenami (jest on na tyle tagodny, ze niezwykle rzadko obserwuje si¢
jakgkolwiek toksyczno$¢ i dziatanie niepozadane w trakcie przeprowadzania procedur), zastosowaniu
ograniczonej ilosci zmiennosci poprzez zapewnienie statego mikroklimatu w Zwierzetarni czy wykorzystanie
zwierzat SPF. Liczba zwierzat jaka zaplanowano do produkcji przeciwciat jest naprawde juz ograniczona (np.
dwie myszy na antygen). Bardzo rzadko dochodzi do utraty zwierzat w trakcie immunizacji, zdarza si¢ jednak, ze
nie udaje si¢ efektywnie unie$miertelni¢ pobranych od zwierzecia limfocytow. W takim przypadku natychmiast
mozha wykorzysta¢ material z drugiego szczepionego zwierzecia i nie trzeba catej procedury szczepienia
powtarza¢. Stan zdrowia zwierzat w trakcie procedury szczepienia jest doktadnie monitorowany, precyzyjnie
oznacza si¢ poziom przeciwcial specyficznych wzgledem antygenu i jak tylko osigga odpowiedni poziom,
procedura szczepienia jest zakonczona i przeprowadzana jest eutanazja zwierzat. Organy u§mierconych zwierzat
wykorzystywane sg do innych celow — przykladowo, izolowana z martwych zwierzat watroba jest
homogenizowana i uzyskany homogenat stuzy studentom kursu Biochemia jako Zrédto enzymu glukozo-6-

fosfatazy do oznaczen enzymatycznych.

Zasada udoskonalenia: zwierzeta beda przebywaty w bardzo dobrych warunkach, w zwierzgtarni o standardzie
SPF (ang. specific patogen free - zwierzeta wolne od specyficznych patogendéw, wystepujacych u danego
gatunku). Zwierzeta majag staty dostep do wody i paszy, jako wzbogacenie $rodowiska otrzymajg drewniane
klocki i materiat do budowania gniazd. Zwierzeta beda utrzymywane grupowo w klatkach — w grupach liczacych
maksymalnie 5 zwierzat. Przed rozpoczgciem eksperymentu, przez 5 kolejnych dni zwierzgta beda poddane
handlingowi i przyzwyczajane do obecnosci eksperymentatorow, aby minimalizowaé ich stres. Zastosowane w

projekcie metody badawcze sg nowoczesne i dostosowane do specyfiki badan.




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

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



