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Tytut projektu: Uzyskanie przeciwcial anty-wydzielnicze biatko bogate w cysteing (CRIPS) w
wyniku immunizacji krolika biatkiem CRISP wyizolowanym z plazmy nasienia indora.

Czas trwania: wrzesien — grudzien 2017.

Stowa kluczowe: wydzielnicze biatko bogate w cysteing, nasienie, indor, przeciwciata, krolik.
Cel projektu (art.3 ustawy): A. Badania podstawowe (kategoria uktad odpornosciowy).

Opis planowanego doswiadczenia:

Wydzielnicze biatko bogate w cysteing wyizolowane zostanie z plazmy nasienia indora przy
uzyciu technik chromatografii cieczowej m.in. chromatografii oddziatywan hydrofobowych
oraz filtracji zelowej. W celu wytworzenia przeciwciat anty-CRISP, czyste preparaty bialkowe
CRISP w potfagczeniu z adjuwantem Freuda podane zostang krélikowi w 2-3 iniekcjach
srodskornych w odstepach 2 tygodni. Przeciwciata uzyskane zostang po skrwawieniu krolika.
Uzyskane w wyniku immunizacji, krélicze przeciwciala anty-CRISP, postuza do
immunohistochemicznej lokalizacji CRISP na terenie ukladu rozrodczego indora.
Przeciwciala zostang takze wykorzystane w testach ELISA do pomiaréw st¢zenia CRISP w
plazmie nasienia indora oraz w technice Western blot w celu identyfikacji i poréwnania
proteoform CRISP w poszczegdlnych odcinkach uktadu rozrodczego indora (jadro, najadrze,
nasieniowod).

Liczba oraz gatunek zwierzat planowanych do wykorzystania w do§wiadczeniu:

Kroliki rasy Bialej Nowozelandzkiej - stado niekrewniacze, linia hodowlana SPF, F10/2 -
sztuk 2.

Opis uwzglednienia w doswiadczeniu zasad zastgpienia, ograniczenia oraz udoskonalenia (3R)
Zasada zastgpienia. Zaplanowane badania dotyczg badan in vivo, ktérych nie mozna zastgpic

modelem in vitro.
Zasada ograniczenia. W procedurze zaplanowano usmiercenie jednego krolika kontrolnego i
jednego krolika szczepionego antygenem. Jest to minimalna liczba zwierzat jaka moze by¢

uzyta do pozyskania przeciwcial. Minimalng liczebnos¢ krolikow zaplanowano na podstawie
przegladu literatury. Wybor krolika, zamiast myszy lub szczura laboratoryjnego, takze
pozwala na ograniczenie liczby usmierconych zwierzat. Objetos¢ krwi, jakag mozna uzyskac
od jednego kroélika waha si¢ w przedziale od 130 do 200 ml. Jest to odpowiednia objetosé do
uzyskania wystarczajagcego stezenia przeciwcial niezbgdnych do przeprowadzenia kilku
roznych testow.

Zasada udoskonalenia. Zaplanowane czynno$ci w procedurze 1 pt. ,,Jmmunizacja krolikow

wyizolowanym preparatem CRISP oraz pozyskanie krwi obwodowej krolika w celu
pozyskania wytworzonych przeciwcial” zostang przeprowadzone z bezwzglednym
zastosowaniem wszelkich postepowan ograniczajacych w jakimkolwiek stopniu cierpienie
zwierzat (czynno$ci wykonywane pod znieczuleniem/narkozg). Istotnym faktem
zapewniajacym dobrostan zwierzat jest wieloletnie doSwiadczenie w pracy ze zwierzgtami
laboratoryjnymi pracownikow Zwierzetarni Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu L.odzkiego.



