NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Charakterystyka cynkowej metalotioneiny kroliczej

2.Czas trwania projektu 16.12.2019 — 30.01.2020

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) natywna metalotioneina, biatko krolicze, buforowe

wlasciwosci
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 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 spowodowaé u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Doswiadczenie opisywane we wniosku ma na celu wyprodukowanie, izolacje oraz analize
fizykochemiczng heterogennych biatek- metalotionein, ktére w kazdym organizmie zywym pelnig wazne funkcje
detoksyfikacyjne oraz antyoksydacyjne. Obecnie pomimo ponad pot wieku intensywnych badan, nie do konca
jasne sa buforowe wlasciwosci metalotionein. Zdaniem naszego zespolu badawczego rdznice w tezach
badawczych poszczegolnych grup wynikaja z rdznego sposobu pozyskiwania badanych biatek. Komercyjnie
dostegpny preparat (Enzo) nie spetnia kryteriow heterogennego biatka i jest indukowany jonami kadmu. Procedura
oczyszczenia bialka polega na pierwotnym chemicznym usunigciu jondow dwuwarto$ciowych, a nastepnie
sztucznym rekonstytuowaniu jonami Zn(ll). Producent sprzedaje preparat po frakcjonowaniu na izoformy.
Natomiast biatka rekombinowane, wytwarzane w bakteriach sg zredukowane i podobnie jak preparat komercyjny

rekonstytuowane. Homogenne metalotioneiny nie oddaja pierwotnego charakteru biatka w organizmie i nie sg w




stanie wyjasni¢ buforowej zdolno$ci metalotionein.

Zaplanowany przez nasz zespot eksperyment polega na wytworzeniu metalotionein w watrobie krolika po
zaindukowaniu jonami cynku w dawkach nietoksycznych dla zwierzecia, lecz nieco wyzszych niz stezenia
fizjologiczne. Podanie preparatu cynkowego zostalo opracowane w taki sposob, aby zmniejszy¢ dystres i bol
zwierzecia spowodowany uktociem igla.

Celem realizowanego projektu jest poréwnanie homogennego biatka rekombinowanego z preparatem
uzyskanym z watroby kroliczej. Kontrola sposobu indukcji, izolacji oraz metodyka badan fizykochemicznych jest
niezwykle istotna w badaniu tego reaktywnego biatka. Brak dostgpnosci na rynku biatka heterogennego
izolowanego z watroby nie pozwala na przeprowadzenie zamierzonych badan i weryfikacji buforujgcych (cynk)

wlasciwos$ci metalotionein bez uzycia zwierzat.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu zaplanowano uzycie 1 krolika nowozelandzkiego (14-16 tygodniowe samice).

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

Planujac doswiadczenie przeprowadzono analize dost¢pnej literatury naukowej (PUBMED,
Google Scholar) celem weryfikacji czy podobne badania nie zostaty juz przeprowadzone. Proponowane
badania s3 oryginalne i maja na celu weryfikacje danych uzyskanych z uZzyciem biatek

rekombinowanych i izolowanych ze zwierzat.
Podczas planowania eksperymentu, dobierania jego warunkow stosowano zasade 3R:
1. zasada zastgpienia

Wstepna analiza biatek wyprodukowanych w systemach bakteryjnych rézni si¢ wlasciwosciami
fizykochemicznymi w poréwnaniu z biatkami uzyskiwanymi niegdy$ od krolikow. Niestety firma
Sigma-Aldrich od 2006 roku zaprzestata produkcji metalotionein kroliczych nierekonstytuowanych, a
preparaty obecnie dostepne (firma ENZO) nie spehlniajg zatazen eksperymentu. Nie mozna zatem

zastgpi¢ zwierzat w produkcji biatek.

2. zasada ograniczenia

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




W ustalaniu liczebno$ci zwierzat kierowano si¢ minimalng ilo$cia niezbgdna do osiggnigcia

wystarczajacej ilosci biatek.
3. zasada udoskonalenia

Zwierzeta beda utrzymywane w standardowych warunkach, ze swobodnym dostgpem do karmy 1 wody.
Wszystkie czynnos$ci prowadzone beda przez przeszkolonych wykonawcow, posiadajacych wieloletnie
doswiadczenie w pracy ze zwierzetami. Zwierzeta beda znajdowaly sie¢ pod stala kontrolg lekarza

weterynarii. Po zakonczeniu procedury zwierzeta zostang natychmiast poddane eutanazji.

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

0 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
X NIE

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




