NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

Tytut projektu ,, Wykorzystanie nanoczgstek srebra oraz ztota jako potencjalnych adiuwantow
szczepionkowych”

Czas trwania projektu .. 01.06. 2018 — 30.05.2019....c..ciiiiiiiiieieeieeeee et
Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) nanoczastki, ztoto, srebro, adiuwant..............cceevevcivenvenneennen.

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 warunkow chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, Srodkow 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 ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji
zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ 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 projektu jest zbadanie wtasciwos$ci adiuwantowych nanoczastek srebra i zlota o r6znym rozmiarze
(10, 30, 60 nm) w odniesieniu do poszczepiennej odpowiedzi odporno$ciowej na wirusa opryszczki typu
1 1 2. Adiuwant to substancja powodujaca wzmocnienie poszczepiennej odpowiedzi odpornosciowej na
podany antygen. Adiuwanty stosowane sg zarowno w badaniach naukowych, jak i w medycynie, na
przyktad w celu zwigkszenia skutecznos$ci szczepionek. Nanoczastki to struktury zbudowane z r6znych
materiatdéw charakteryzujace si¢ rozmiarami z zakresu 1-100 nm. Metaliczne nanoczastki (srebra, ztota,
niklu) prébowano dotychczas potaczy¢ z antygenami réznych mikroorganizméw i wykazano ich
skuteczno$¢ we wzbudzaniu réznych aspektow odpowiedzi immunologicznej (odpowiedz komorkowa i
humoralna). Ich dzialanie wigze si¢ gtdéwnie ze stymulacjg lokalnego nacieku komoérek zapalnych, za$
jego rozwdj sprzyja wytworzeniu si¢ specyficznej odpowiedzi immunologicznej. Niewiele jednak
wiadomo, jaki jest wptyw nanoczastek srebra i ztota na ksztattowanie si¢ odpowiedzi poszczepiennej w
odniesieniu do stabo immunizujacego antygenu wirusowego jakim jest antygen wirusa opryszczki. Wirus
opryszczki typu 1 powoduje nawracajace zakazenia blony $luzowej jamy ustnej, oczu, twarzy oraz
osrodkowego ukladu nerwowego, podczas gdy wirus opryszczki typu 2 powoduje zakazenia okolic
moczowo-plciowych. Do chwili obecnej nie udato si¢ stworzy¢ szczepionki chronigcej przed nawrotami
opryszczki, m.in. ze wzgledu na niskg aktywacje uktadu odpornosciowego w odpowiedzi na nawracajace
zakazenie.

Projekt obejmuje jedng procedur¢ polegajaca na dwukrotnym podaniu inaktywowanych antygendéw
wirusa opryszczki typu 1 lub 2 w obecnosci nanoczastek srebra lub zlota o wielkosci 10, 30 1 60 nm

(dwukrotna immunizacja). Immunizowane zwierz¢ta zostang wykorzystane jako zrédlo narzadow oraz
krwi do badan in vitro.



6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W procedurze doswiadczalnej polegajacej na dwukrotnej immunizacji badanymi preparatami bedzie
wykorzystanych lacznie 63 myszy szczepu C57BL6 z 7 osobnikami dla kazdego z 6 testowanych
preparatow.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Zasada zastgpienia

W celu uwzglednienia w do§wiadczeniu zasady 3R, postuzono si¢ modelem linii komoérkowej mysich
komorek dendrytycznych JAWS II celem okres$lenia wptywu nanoczastek srebra i ztota na aktywnos¢
komorek dendrytycznych, stanowigcych pierwszy element w rozwoju odpowiedzi odpornosciowej w
organizmie. Badania wykazaty, ze komorki dendrytyczne aktywnie pobierajg nanoczastki srebra i zlota, a
wraz z nimi znaczne ilosci antygenow wirusowych, wigksze niz bez obecno$ci nanoczastek. Podobnie
inne badania przeprowadzone na modelu linii mysich makrofagéw RAW 264.7 wykazaty silng aktywacje
komorek makrofagdéw pod wplywem nanoczastek srebra i ztota, co w sytuacji in vivo moze prowadzi¢ do
aktywacji lokalnego ukladu odpornosciowego, a tym samym wyksztatcenia skutecznej odpowiedzi
odpornosciowe;.

Wstepne badania pozwolily ograniczy¢ liczbe potencjalnych testowanych adiuwantéw do 6 (trzy
rozmiary nanoczastek srebra lub zlota) najsilniej aktywujacych komorki dendrytyczne z ponad 20
testowanych wyjsciowo. Pozwolito to na zmniejszenie liczby wykorzystanych zwierzat z ponad 140 do
63 myszy.

Weczedniejsze badania in vitro przy uzyciu pokazaty, ze komorki dendrytyczne ulegaja silnej aktywacji w
obecno$ci nanoczastek srebra lub ztota oraz antygenu wirusa opryszczki typu 2. W ztozonym ukladzie,
jakim jest organizm komorki dendrytyczne stanowig tzw. komorki prezentujace antygen limfocytom
pomocniczym, a dopiero te limfocyty aktywuja dalsze sktadowe odpowiedzi immunologicznej —
limfocyty B 1 limfocyty cytotoksyczne.

Skomplikowane procesy w obrebie uktadu odpornosciowego rowniez nie maja swojego zamiennika in
vitro. Istniejace limfoidalne linie komorkowe sktadaja si¢ tylko z jednego rodzaju komorek, ktorych
wlasciwosci nie w petni odpowiadajg wlasciwosciom komorek in vivo. Niemozliwe jest rowniez w chwili
obecnej precyzyjne odtworzenie wszystkich rodzajow oddzialywan tych komorek pomiedzy soba.
Wiadomo réwniez, ze dla kazdego drobnoustroju proces wytwarzania si¢ odpowiedzi odpornosciowe;j
moze mie¢ odmienny przebieg.

Zasada ograniczenia

Whniosek opisuje doswiadczenia zaplanowane do przeprowadzenia w ciaggu 12 miesigcy i dotyczy
zbadania potencjalnych wlasciwosci adiuwantowych nanoczastek srebra i ztota w odniesieniu do stabo
immunogennych antygenow wirusa opryszczki typu 11 2. Ilo$¢ eksperymentow oraz zwierzat zostata tak
zaplanowana, aby prawidlowa analiza statystyczna byla mozliwa. Przyjmuje si¢, Ze moc testu powinna
by¢ przynajmniej na poziomie 0,8, a czgstos¢ popetnienia bledu odrzucenia hipotezy zerowej o nie
wiegksza niz 0,05. Standardowo grupy badawcze beda liczy¢ 7 osobnikow.

Korzystajac z kalkulatora dostgpnego online (http://biomath.info/power/index.htm dla ,,Two-sample t
test”), w wersji dostepnej 09.04.2018 r. i wykorzystujac wyniki badan pilotazowych otrzymanych
wczesniej dla nanoczastek modyfikowanych kwasem taninowym mozna obliczy¢ liczb¢ myszy w grupie,



aby utrzyma¢ wymagang moc testu i parametr a.. Dla podanych warto$ci rdznica wartos$ci §rednich wynosi
8 1 sugerowana ilo$¢ osobnikdéw w grupie to 6.

Zasada udoskonalenia

Wszelkie niezbedne starania beda poczynione, aby utrzymac dobrostan zwierzat laboratoryjnych na
odpowiednim poziomie. Wykorzystywane zwierzeta beda utrzymywane po 5 osobnikéw w indywidualnie
wentylowanych klatkach. Ograniczone do minimum beda cierpienie i dystres. Procedura iniekcji bedzie
wykonywana w jak najszybszy sposob. Procedury beda wykonywane przez przeszkolony personel z
wieloletnim do$wiadczeniem.

8. Projekt jest objety oceng retrospektywna
TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
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