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1.
Naziv in naslov uporabniške organizacije:  

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani

Inštitut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo
Korytkova 2
1000 Ljubljana

2.
Naslov raziskave/namen izobraževanja oziroma usposabljanja:
»Prehajanje krvno-možganske pregrade pri fragmentih protiteles, označenih s peptidi za prehajanje membran«
3.
Predvideno trajanje poskusa oziroma serije poskusov:  od  1.6.2009  do 30.5.2011
4.
Udeleženci v poskusu:
	Ime in priimek
	Zadolžitev v poskusu
	Kvalifikacija
	Usposobljenost

(izkušnje z lab. živalmi)
	Številka licence raziskovalca

	Gorazd Drevenšek
	vodja, izvajalec 


	znanst. sod. dr.

univ.dipl.biol.
	16 let
	13310

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


5.
Podatki o živalih

	Vrsta živali
	Potrebno število
	Posebne oblike (transgene živali, določene pasme, starosti)
	Izvor živali – dobavitelj

	miš
	114
	linija C57BL/6, odrasle živali obeh spolov
	Izvor linije: Harlan Laboratories, ZDA. 

Živali goji Medicinski eksperimentalni center Medicinske fakultete UL.


6.
Namen načrtovanega poskusa:

V poskusu nameravamo preveriti, ali fragmenti protiteles, ki so bili spremenjeni na tak način, da je na različna mesta v njihovi strukturi vstavljen peptid za prehajanje membran (CPP), lahko prehajajo krvno-možgansko pregrado. To bi predstavljalo pomemben napredek pri razvoju učinkovin, ki delujejo na tarče v možganih.
Uporabili bomo posebej pripravljene enoverižne fragmente protiteles, sestavljene samo iz povezanih variabilnih domen lahke in težke verige monoklonskega protitelesa, ki prepoznava izključno patogeno obliko prionskega proteina. Protitelesa so razvili na Zavodu RS za transfuzijsko medicino (Čurin Šerbec in sod., 2004), na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo (FKKT) naše univerze pa so na osnovi genske informacije za to protitelo pripravili rekombinantne enoverižne fragmente protitelesa, ki ohranjajo vezavne lastnosti originalnega monoklonskega protitelesa. Enoverižni fragmenti (scFv) so na C-koncu podaljšani za 10 histidinskih ostankov, kar omogoča preprosto izolacijo, po drugi strani pa tudi detekcijo s protitelesi, ki prepoznavajo oligohistidinski podaljšek.

Enoverižni fragmenti protiteles so biokemijsko gledano sorazmerno velike proteinske molekule (okrog 30 kDa), ki ne morejo prehajati iz krvi v možgane zaradi selektivne prepustnosti krvno-možganske pregrade (BBB) samo za majhne hidrofobne molekule. Če naj bi scFv uporabili kot diagnostično ali terapevtsko sredstvo, bi bilo treba pregrado narediti prepustno na tak način, da bi skoznjo prehajali samo scFv, ne pa tudi druge makromolekule, saj bi to lahko bilo usodno. Zato so na FKKT pripravili dodatne konstrukte, ki bi glede na podatke iz literature bili sposobni prehajati membrane endotelijskih celic in bi zato utemeljeno pričakovali, da bodo prehajali tudi BBB.

Osnovno obliko scFv z želenimi vezavnimi lastnostmi so zato nadgradili z več dodatnimi oblikami. Na tri različna mesta v molekulah scFv so vključili zaporedje enega od peptidov, za katere je znano, da predstavljajo signale za prehajanje membran. Izbrali so dva taka peptida in sicer peptid TAT in penetratin. Peptid TAT je pravzaprav zelo kratek segment (9 aminokislinskih ostankov) transaktivatorja Tat virusa HIV in ga že 10 let uporabljajo kot signal, ki omogoča prehajanje skozi biološke membrane proteinov, ki sami te sposobnosti nimajo (Schwarze in sod., 1999). Penetratin je dolg 16 aminokislinskih ostankov. Odkrili so ga Joliot in sodelavci leta 1991 in ga prvič uporabili za usmerjanje drugih proteinov pet let kasneje (Derossi in sod., 1996).
Krvno-možganska pregrada
Krvno-možganska pregrada (BBB) je selektivna bariera, ki preprečuje prosto prehajanje snovi med krvjo in centralnim živčnim sistemom (CNS). Na ta način preprečuje vstop škodljivih snovi iz krvi v CNS in hkrati zagotavlja konstantno okolje, ki je nujno za pravilno delovanje možganov. BBB sestavljajo endotelijske celice kapilar in prilegajoče se celice astrocitov. Membrane endotelijskih celic so med seboj povezane s tesnimi stiki, ki omejujejo prosto prehajanje snovi med celicami. BBB lahko neovirano prehajajo le lipidotopne molekule, ki so manjše od 600 Da, medtem ko makromolekule vstopajo v CNS s pomočjo transportnih proteinov, izraženih na membranah endotelijskih celic (Begeley, 2004). Neprehodnost BBB precej otežuje razvoj zdravil za nevrodegenerativne bolezni, saj je treba učinkovino preoblikovati tako, da lahko vstopa v CNS v zadostnih količinah. 
Peptidi za prehajanje membran

En od načinov vnosa makromolekul v celice je fuzija makromolekul s kratkimi peptidi -  označujemo jih s kratico CPP (cell-permeation peptides) - ki velikim polarnim molekulam omogočajo prehod membran. Kratka peptidna zaporedja (10 - 27 ostankov) z ustrezno aminokislinsko sestavo navadno zavzamejo strukturo amfipatičnega heliksa, ki interagira z membranskimi lipidi. Natančen mehanizem vstopa molekul z vezanim CPP v celico še ni v celoti razložen (Joliot in Prochiantz, 2004). Najpogosteje uporabljena peptida za vnos makromolekul v celice različnih tkiv sta TAT in penetratin. TAT je segment 9 - 11 aminokislinskih ostankov transaktivatorja Tat virusa HIV, za katerega so v več primerih dokazali, da olajša velikim molekulam vstop v celice in tudi v CNS (Schwarze in sod, 1999). Penetratin je 16-aminokislinskih ostankov velik del proteina (3. alfa vijačnica homeodomene transkripcijskega faktorja Antennapedia) iz vinske mušice, ki tudi uspešno prehaja membrane celic različnih tkiv (Derossi in sod., 1996).
Enoverižni fragmenti protiteles
V primeru, da efektorske funkcije protitelesa niso nujno potrebne, lahko pripravimo fragmente določenega protitelesa, ki bi naj obdržali vezavne lastnosti izhodnega protitelesa, če vsebujejo obe variabilni regiji. Pogosto uporabljena oblika so enoverižni fragmenti (scFv), sestavljeni iz variabilne domene lahke in težke verige, ki sta kovalentno povezani s kratkim peptidnim linkerjem (Bird in sod., 1988; Huston, 1988). Linker običajno sestavlja zaporedje 12 - 15 glicinskih in serinskih ostankov, ki je odporno na delovanje proteaz in dovolj fleksibilno, da variabilni domeni lahko oblikujeta ustrezno vezavno mesto za antigen (Raag in Whitlow, 1995). Priprava fragmentov v bakterijskih celicah je enostavnejša in cenejša od priprave celih protiteles, poleg tega so protitelesa v taki obliki precej manjša in zato bolj primerna za nadaljnje modifikacije in razvoj ustreznih reagentov (Verma in sod., 1998). 
Fuzija enoverižnih fragmentov protiteles s peptidi za prehajanje membran (scFv-CPP)
Na FKKT so na osnovi mišjega protitelesa proti patološki obliki prionskega proteina pripravili scFv v orientaciji variabilna domena lahke verige – linker - variabilna domena težke verige (orientacija LLH). V osnovni obliki scFv sta variabilni domeni povezani s 15 aminokislinskih ostankov dolgim linkerjem iz glicinov in serinov, na C-konec pa je dodana oznaka iz 10 histidinskih ostankov. Ker je molekula scFv prevelika, da bi lahko prosto prehajala BBB, so pripravili fuzije scFv s kratkimi peptidi CPP, ki naj bi tudi večjim molekulam omogočali prehod celične membrane in s tem vstop v tkiva ter v nekaterih primerih tudi v CNS. Ker na osnovi literature ni mogoče predvideti, kateri od peptidov bi  omogočal najlažji prehod preoblikovanega scFv preko BBB, so izbrali dva različna peptida, ki so ju vključili na različna mesta v proteinu. Pripravili so šest oblik scFv-CPP, tri z vključenim peptidom TAT, tri pa s peptidom penetratinom, pri čemer je vsak od peptidov vključen ali na N-konec ali na C-konec scFv ali pa nadomešča linker, ki povezuje obe variabilni domeni fragmenta protitelesa. S testiranjem vseh šestih oblik scFv bi primerjali, kako položaj vsakega od peptidov v molekuli vpliva na aktivnost scFv in na prehajanje preko BBB ter na ta način poiskali optimalno obliko scFv-CPP, ki lahko vstopa v CNS.
Humanizirani fragmenti protiteles

V primeru, da bi s poskusi na miših dokazali, da vsaj eden od CPP na vsaj eni od treh pozicij omogoča prehajanje BBB, bi ta CPP na enak način umestili v humanizirane oblike fragmentov protiteles. Humanizacija pomeni, da ima protitelo z zamenjavo imunogenih aminokislinskih ostankov na površini protitelesa (vendar zunaj vezavnih zank za antigen) predvidoma bistveno manjšo imunogenost in bi ga bilo ob izpolnjevanju drugih pogojev mogoče uporabiti kot diagnostično ali terapevtsko sredstvo na človeku. Zamenjava imunogenih področij temelji na primerjavi prostorskih struktur človeških protiteles in modela monoklonskega protitelesa, pripravljenega na osnovi primarne strukture. Za zamenjavo aminokislinskih ostankov bo uporabljen postopek prilagajanja površin (Padlan, 1991), preizkusili pa bomo samo tiste variante humaniziranih protiteles, ki bodo v predhodnih imunoloških testih pokazali zadostno moč vezave na antigen, peptid P1 iz strukture prionskega proteina (Čurin Šerbec et al., 2004).
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7.
Če je za nakup, nastanitev ali uporabo živali v poskusu potrebno še kakšno drugo predpisano dovoljenje (npr. zaščita ogroženih živalskih vrst, uvoz živali), prosimo, da to vpišete in navedete številko dovoljenja.

Za nakup, nastanitev ali uporabo miši ni predpisano niti ni potrebno nobeno drugo dovoljenje, ker živali niso gensko spremenjene ali kakor koli drugače obravnavane.

8.
Mesto izvajanja poskusa:

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.

9.
Navedba oskrbovalca živali:
	Ime in priimek
	Kvalifikacija
	Usposobljenost

(izkušnje z lab. živalmi)

	Matjaž Hrovat
	vet. teh.
	17 let

	Petra Ponebšek
	lab. tehnik
	13 let


10.
Kratek opis in način poteka poskusa (uporabljena tehnika ali postopek, pričakovani vpliv na žival, usoda živali po poskusu, način evtanazije in odstranitev iz organizacije):

Poskus bi obsegal dve fazi, pri čemer bomo drugo fazo izvedli samo, če bomo v prvi fazi dosegli pozitivne rezultate. 

Za prvo fazo poskusa bomo uporabili enoverižne fragmente protiteles (scFv) z različnimi in različno nameščenimi peptidi za prehajanje membran. V tem delu bodo scFv pripravljeni po zaporedju monoklonskega (torej mišjega) protitelesa, namen tega dela pa je ugotoviti, kateri peptid in na katerem mestu je najustreznejši za zagotavljanje prehajanja BBB.

V drugi fazi poskusa bomo uporabili humanizirane fragmente s tako umestitvijo izbranega peptida, ki se bo v prvem delu poskusa izkazal kot najbolj učinkovit, uporabljeni preparati pa se bodo med seboj razlikovali po stopnji humanizacije, torej od delno podobnih človeškim protitelesom do praktično povsem podobnih človeškim protitelesom. V tem delu poskusa bomo ugotovili, ali vse humanizirane oblike enakovredno prehajajo BBB, hkrati pa bomo določili nekatere osnovne farmakološke parametre prehajanja. Določili bomo optimalno dozo in čas od injiciranja do maksimalne pojavnosti scFv v možganih, spremljali pa bomo tudi pojavljanje scFv v drugih mišjih tkivih. 

I. faza poskusa:

Sodelavci s FKKT so pripravili sedem različnih oblik enoverižnih fragmentov protiteles proti patološki obliki prionskega proteina (njihova specifičnost za izvedbo poskusa ni bistvena). Ena oblika nima vključenega peptida, ki usmerja protein skozi membrane – ta bo predstavljala kontrolni preparat, ki naj bi potrjeval, da neoznačena molekula ne more prehajati BBB. Ostalih šest oblik bo imelo vključen usmerjevalni peptid: tri oblike bodo imele vključen peptid TAT na N-konec, v linkersko regijo scFv oziroma na C-konec fragmenta protitelesa, ostale tri oblike pa bodo na ista mesta imela vključen peptid penetratin. 

Mišim bomo i.v. injicirali izolirane (s podaljškom His-10) označene scFv z dozo 5 mg/kg. Proteini bodo raztopljeni v fiziološki raztopini, koncentracija pa bo 0,5 mg/ml. Vsakega od sedmih konstruktov bomo testirali na po štirih živalih, dve živali (ničelna kontrola) pa bosta dobili le fiziološko raztopino – skupaj bomo v tej fazi poskusa torej porabili 30 živali.  Po dve živali, ki sta prejeli enako obliko protitelesa, bomo usmrtili eno uro po injiciranju protiteles, nadaljnji dve pa štiri ure po injiciranju. Vse živali bodo usmrčene po protokolu (tabela). Usmrtili jih bomo tako, da jih bomo najprej uspavali, kot je to opisano zgoraj in jih nato dali za 5 minut v komoro s povišanim CO2. Odvzeli jim bomo možgane in pripravi histološke preparate za analizo prisotnosti protiteles. Vsaj v primeru, če histološke analize ne bi pokazale prisotnosti scFv v možganih, bomo opravili določitev serumske koncentracije scFv.
Prisotnost fragmentov protiteles bomo ugotavljali z imunohistokemijskimi preiskavami. Ker bodo vsi uporabljeni fragmenti protiteles na C-koncu označeni z dekahistidinskim segmentom, bomo za detekcijo uporabili komercialna protitelesa proti zaporedju His6, ki so konjugirana s hrenovo peroksidazo, kar nam omogoča barvanje tistih področij v tkivu, kjer je prisoten scFv. Zaporedje His6 je v med vretenčarskimi proteini izredno redko, zato ne pričakujemo znatnega ozadja.
Prisotnost fragmentov protiteles v histološkem preparatu možganov v živčnem tkivu bi bila neposreden dokaz, da scFv, ki so označeni s CPP, lahko prehajajo BBB in so zato potencialno uporabna za zaživljenjsko diagnostiko cerebralnih patologij kot tudi za njihovo zdravljenje. V primeri prionskih bolezni zaživljenjska molekularna diagnostika zaenkrat sploh ni mogoča, zdravljenje pa je zgolj simptomatično in v osnovi neuspešno.
II. faza poskusa:

V primeru, da bomo v I. fazi uspeli določiti kombinacijo peptid (CPP) – mesto v molekuli scFv, ki omogoča učinkovito prehajanje BBB, bomo podobne analize kot v I. fazi izvedli s humaniziranimi oblikami scFv. Ti konstrukti imajo glede na mišja protitelesa zamenjano različno število aminokislinskih ostankov na površini imunoglobulinskih domen in to tistih, ki so pri miših najbolj različna od primerljivih človeških protiteles. Taka protitelesa bi bila bolj uporabna za diagnostiko in zdravljenje pri ljudeh. Predvidevamo sicer, da če bodo prehajali osnovni (mišji) scFv, bodo prehajale tudi humanizirane variante, vendar je to treba tudi eksperimentalno dokazati. 

Na FKKT bodo predvidoma pripravili štiri humanizirane variante mišjega scFv proti prionskemu proteinu. Vsako bomo najprej testirali na po štirih miših, kontrolni poskus pa bodo predstavljale miši, ki jim bomo injicirali najmanj oziroma najbolj humanizirano obliko scFv brez CPP. V tem delu bomo porabili 24 miši.

V nadaljevanju druge faze poskusa bi določili osnovne farmakološke parametre za tisti humanizirani konstrukt, ki bi učinkovito prehajal BBB in bi bil čim bolj podoben človeškemu protitelesu, torej samo na enem od predhodno testiranih štirih konstruktov.

Za določitev optimalne doze in  določitev kinetike prehajanja BBB bi izvedli poskus na 60 miših. Po dvanajst miši bi dobilo dozo 0 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 5 mg/kg oziroma 10 mg/kg, žrtvovali pa bi jih po dve s posamezno dozo po 30 min., 1 h, 2 h, 4 h, 8 h in 24 h. Časi bi lahko bili drugačni, če bi poskusi v I. fazi kazali na značilne razlike v prisotnosti scFv v možganih po 2 h  oziroma 4 h.

Nadaljevanje poskusa bi bilo enako kot v I. fazi poskusa, s tem da bi dodatno imunohistokemijsko določili tudi prisotnost humaniziranega scFv v nekaterih drugih tkivih oz. organih: jetrih, ledvicah, vranici in srčni mišici.
Če se bo med izvedbo I. faze izkazalo, da je tehnično prezahtevno delati z več kot  približno 15 poskusnimi mišmi hkrati, bi delo v II. fazi razdelili na manjše skupine živali. 
PROTOKOL

	
	skupina 1
	skupina 2

	I. faza

30 miši
	Injiciranje, po 1 oz. 4 urah usmrtitev po 2 živali 
[3 različni preparati scFv s peptidom TAT +  kontrola brez preparata (2)] ( odvzem možganov za IH 

14 miši
	Injiciranje, po 1 oz. 4 urah usmrtitev po 2 živali 

[3 različni preparati scFv s peptidom penetratiom +  kontrola: preparat brez peptida (4)] ( odvzem možganov za IH

16 miši


	
	skupina 1
	skupina 2
	skupina 3

	II. faza

84 miši


	Injiciranje, po 1 oz. 4 urah usmrtitev po 2 živali 
[4 različni preparati humaniziranih scFv s peptidom + 2 kontroli brez peptida] ( odvzem možganov za IH
24 miši
	Injiciranje 0 mg/kg ali 2 mg/kg, usmrtitev po 2 živali po 30 min., 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h ( odvzem možganov in drugih organov za IH

24 miši 
	Injiciranje 1 mg/kg, 5 mg/kg ali 10 mg/kg, usmrtitev po 2 živali po 30 min., 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h ( odvzem možganov in drugih organov za IH

36 miši


IH… imunohistološke preiskave
Za raziskavo »Prehajanje krvno-možganske pregrade pri fragmentih protiteles, označenih s peptidi za prehajanje membran« naprošamo za dovoljenje za skupno 114 živali in to miši obeh spolov linije C57BL/6, starih 8-12 tednov.

11. Ali so predlagane živali namenjene za enkratno uporabo živali v poskusu in kako dolgo bodo živali izpostavljene poskusu? 

Gre za enkratno uporabo živali. Poskus bo potekal največ štiri ure. Ob koncu poskusa bodo  usmrčene z anestetikom kot je to opisano pod točko 10.

12. Predvideni čas okrevanja živali po poskusu:

Pri omenjenem poskusu ni okrevanja, saj bodo vse živali na koncu poskusa usmrčene za odvzem tkiv za nadaljnje raziskave. 

13. Ali obstajajo metode, ki ne zahtevajo uporabe poskusnih živali in če obstajajo take metode, navedite zakaj jih ne uporabljate?

Za študij prehajanja farmakoloških učinkovin skozi krvno-možgansko pregrado drugega primernega modela ne poznamo.

14.
Zakaj je izbrana predlagana živalska vrsta?

Miši so pogost model za raziskave na področju encefalopatij, pa tudi najpogostejši organizem za raziskave proteinske transdukcije celic, ko gre za prehajanje krvno-možganske bariere. Za naš poskus je pomemben podatek, da so miši majhni organizmi, kar olajša zahtevno predpripravo proteinov, saj je tehnično zelo težko v laboratorijskem merilu pripraviti zadostne količine označenih fragmentov protiteles za imunohistokemijske preiskave. Razen tega so značilnosti krvno-možganske pregrade pri miših in človeku podobne, česar pri nižjih vretenčarjih ne moremo trditi.  
15.
Če je ta poskus ponovitev predhodnega poskusa, utemeljitev:

Poskus ni ponovitev predhodnih poskusov. 

16.
Ali je bila katera od predlaganih živali že uporabljena v predhodnih poskusih? Če je bila, navedite številko predhodnega dovoljenja in utemeljitev njene ponovne uporabe:

Živali bodo uporabljene samo v navedenem poskusu.

17.
Če naj bi se v predlaganem poskusu uporabil tudi živčno mišični blokator, natančna navedba ublažitve povzročene bolečine:

V predlaganem poskusu živčno-mišičnega blokatorja ne bomo uporabili.

18.
Če predstavlja poskus kakršnokoli tveganje za zdravje osebja ali drugih živali, navedba načina zmanjšanja tega tveganja:

Poskus ne predstavlja tveganja za zdravje osebja ali drugih živali.

19.
Izjava vodje poskusa in izvajalcev poskusa:

a) Izjavljam, da imam predpisano izobrazbo oziroma izkušnje ter sem usposobljen za izvajanje poskusov.

b) Izjavljam, da bodo navedeni poskusi izvedeni v skladu s predpisi.

c) Potrjujem, da bo za živali ustrezno poskrbljeno in da bodo pogoji nastanitve v skladu s predpisi.
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Dekan Medicinske fakultete: 

Prof.dr. Dušan Šuput, dr.med.

Žig MF

Priloge:

· obrazložitev strokovnjaka za zaščito živali
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