NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Optymalizacja i walidacja metody alternatywnej oznaczania mocy szczepionki

bloniczo-tezcowej z zastosowaniem wzorca diwalentnego.
2.Czas trwania projektu styczen 2018-grudzien 2020 (3 lata)

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) blonica, tezec, toksoid, szczepionka, alternatywne metody

oznaczania mocy
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 produktow leczniczych, $§rodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $§rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, 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.

Badana szczepionka jest szczepionkg przeciw blonicy i tezcowi o obnizonej zawarto$ci
antygenu, przeznaczong do czynnego uodparniania miodziezy i dorostych. Przed dopuszczeniem do
obrotu podlega ona obowiazkowej rutynowej kontroli mocy, czyli stopnia wzbudzania ochronnej
odpowiedzi immunologicznej polegajacej na wytwarzaniu specyficznych przeciwcial. Testy
wykonywane sa na zwierzetach, a moc szczepionki badanej szacuje si¢ w odniesieniu do
wystandaryzowanej szczepionki wzorcowej o mocy wyrazonej w jednostkach miedzynarodowych
(1U/ml).

Celem planowanego projektu jest optymalizacja i zwalidownie metody analitycznej pozwalajace;j

na oznaczenic mocy szczepionki dwuskladnikowej testem serologicznym wobec jednego wzorca




diwalentnego (dwusktadnikowego). Wprowadzenie testu serologicznego mierzgcego in vitro poziom
specyficznych przeciwciat w krwi immunizowanych zwierzat, jako alternatywy do podawania im
toksyny, zmniejszy stopien dotkliwosci procedury. Ponadto uzycie wzorca diwalentnego zamiast
stosowanych obecnie wzorcéw monowalentnych (jednosktadnikowych) zredukuje liczbe zwierzat
niezbednych do testéw (realizacja zasady 3R w zakresie "Reduction™).

Podczas badania poszczegolne grupy $winek morskich bedg immunizowane réoznymi dawkami
produktu badanego, monowalentnego wzorca btoniczego, oraz wzorca diwalentnego (wzorzec btoniczy
w polaczeniu z wzorcem tgzcowym). Poziom specyficznych przeciwcial w  surowicach
immunizowanych zwierzat bgdzie oznaczany testem serologicznym ELISA. Pierwszy etap badania
bedzie koncentrowal si¢ na dobraniu optymalnych dawek immunizacyjnych pozwalajacych na
uzyskiwanie roéwnowaznych wynikow oznaczania mocy badanej szczepionki wobec wzorca
diwalentnego oraz wzorcoéw btoniczego wzorca monowalentnego. W drugim etapie zoptymalizowana
metoda alternatywna bedzie podlegata walidacji zgodnej z wytycznymi Europejskiej Agencji Lekow, co
jest niezbednym wymogiem przed wprowadzeniem jej jako standardowej procedury kontroli jakosci

produktu.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

Kawie domowe ($winki morskie): 540 osobnikow

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA!

Przygotowujac projekt badawczy sprawdzitam istniejaca wiedze¢ w zakresie objetym wnioskiem

badawczym w bazach danych: PUBMED, Google Scholar, Scopus.

Wykorzystatam stowa kluczowe: tetanus (diphtheria) toxoid AND elisa potency assay; combined
vaccines quality control;alternative approaches for potency testing; animal refinement and reduction

AND potency testing of tetanus- diphtheria vaccines.

Zapoznatam si¢ réwniez z wytycznymi zawartymi w Farmakopei Europejskiej, rozdziaty 2.7.6 Assay of

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




diphtheria vaccine (adsorbed) i 2.7.8 Assay of tetanus vaccine (adsorbed), a takze z instrukcja WHO
dotyczacg kontroli jakoSci szczepionek (Manual for quality control of Diphtheria, Tetanus and Pertussis
Vaccines, World Health Organization 2013).

Na podstawie przestudiowanej literatury stwierdzam, ze do rutynowej kontroli jako$ci poszczegdlnych
serii szczepionek bloniczych (D, d) i tezcowych(T) mozna stosowa¢ metode serologiczng polegajaca na
oznaczeniu miana przeciwcial w surowicach immunizowanych §winek morskich przy pomocy testu
ELISA. Metody serologiczne sg alternatywg do tzw. testow challenge dajacych bardzo wiarygodne
wyniki, ale wigzacych si¢ z wysokg inwazyjnos$cig i cierpieniem zwierzat (§rodskérna lub $miertelna
intoksykacja). Zakrojone na szeroka skale mig¢dzynarodowe badania standaryzacyjne wykazaty
rownowazno$¢ wynikow uzyskiwanych przy pomocy testow serologicznych oraz testow challenge. Na
podstawie tych badan metody serologiczne mierzace poziom przeciwcial w surowicy (ELISA lub testy
na komoérkach VERO) zostaly wprowadzone do Farmakopei Europejskiej oraz wytycznych WHO 1 ze
wzgledu na dobro zwierzat sa obecnie rekomendowane do standardowej oceny aktywnosci sktadnika

btoniczego i tezcowego szczepionek wykonywanej przed zwolnieniem produktu.

Celem objetego wnioskiem projektu jest posunigcie si¢ dalej w realizacji zasady 3R i opracowanie
alternatywnej metody oznaczania mocy réowniez dla dwusktadnikowej szczepionki btoniczo-t¢zcowe;.
Dane literaturowe oraz wstgpne badania przeprowadzone w naszym laboratorium wskazuja wyraznie na

mozliwos¢ powodzenia takiego podejscia metodologicznego.

Uzyskanie danych z proponowanego projektu pozwoli nam na odstgpienie od oznaczania aktywnosSci
komponenty btoniczej i tgzcowej wywolujacym cierpienie testem challenge i zastgpienie go znacznie
tagodniejszym testem serologicznym opartym na pomiarze in Vitro miana przeciwcial we krwi
immunizowanych zwierzat. Dodatkowa korzyscig planowanej metody alternatywnej bedzie mozliwos¢
oznaczenia mocy obu sktadnikéw szczepionki wobec jednego wzorca diwalentnego, co zredukuje liczbe
swinek morskich niezbednych do wykonania badania. Zamiast grup immunizowanych monowalentng
btonicza szczepionka wzorcowa oraz grup immunizowanych monowalentng tezcowa szczepionka
wzorcowg bedzie wprowadzaé si¢ tylko grupy immunizowane jednoczesnie oboma wzorcami. Biorac
pod uwage, ze test jakoSci przeprowadza si¢ rutynowo przed zwolnieniem kazdej kolejnej partii

szczepionki, uzyskana redukcja liczby zwierzat bedzie znaczaca i wzrastajgca wraz z uptywem czasu.

Ponadto podczas planowanych do§wiadczen zasada 3R bedzie realizowana poprzez wlasciwe, zgodne z

obowigzujacymi przepisami traktowanie zwierzat:




- zmniejszenie stresu poprzez stosowanie handlingu,

- zapewnienie zwierz¢tom dobrej kondycji psychicznej poprzez urozmaicenie warunkéw bytowania np.
gryzaki, domki, zabawki,

- utrzymywanie zwierzat w nowoczesnej, zmodernizowanej] w 2013 r. zwierzgtarni spetniajacej
wszystkie wymagania konstrukcyjne oraz warunki srodowiskowe okreslone w Dyrektywie 2010/63/EU,

- prowadzenie codziennego monitoringu stanu zdrowia i kondycji zwierzat,

- monitorowanie warunkéw $rodowiskowych oraz natychmiastowe wdrozenie programu naprawczego
zgodnie z instrukcja postgpowania w razie awarii,

- uzycie do przeprowadzenia iniekcji zwierzat materialdw wysokiej jakosci, zapewniajacych
zminimalizowanie krotkotrwatego umiarkowanego bolu np. igly iniekcyjne renomowanych firm o
ostrym lancecie umozliwiajacym praktycznie bezbolesne wktucie i znikome uszkodzenie powtok skory,

- wszystkie czynnosci zostang wykonane przez przeszkolony, wykwalifikowany personel z dtugoletnim

stazem w pracy ze zwierzgtami laboratoryjnymi.




