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| Naslov projekta

Metode za visokou¢inkovitu glikoproteomsku analizu
Methods  for high-throughput  glycoproteomic analysis
(HTP-GlycoMet)

Trajanje p'r'ﬂjei{ta

01.11.2013.-31.10.2017. i
* pokusi koji ukljucuju laboratorijske zivotinje provode se od 2015,
godine do 31.10.2017.

| Kljucne rijeci (najvize do 5)

Glikozilacija  proteina,  visokoucinkovita  analitika,

glikoproteina, virusna infekcija

izolacija

Svrha projekta (kao u ¢lanku S_.Jiavitnika):- St

)

Temelino istrazivanje
Translacijska i primijenjena istrazivanja da ]
Koristenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | da |
ZaStita prirednog okolia u interesu zdravlja ili da |
dobrobiti covjeka ili Zivotinje |
| Octuvanje viste da
Visoko ebrazovanje ili osposobljavanje da
Forenzicka ispitivanja da |
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih zivotinja da |
koje se ne koriste u drugim postupcima

Opisite ciljeve projekta (s primjer,
chansivene nepoznanice ili znunsnrene
| ili klinicke porrebe).

}

L

Temeljni cilj projekta HTP-GlycoMet je razviti tehnologije za
visokoucinkovitu analizu glikozilacije proteina iz tjelesnih tekucina i
stani¢nih membrana i primijeniti ih u svrhe razumijevanja nekih od
kljuenih procesa u imunologiji i infekcijama.

Istrazivanje na laboratorijskim miSevima predvideno je s ciljem
istrazivanja  herpesvirusne  modulacije  glikozilacijskih  obrazaca
stani¢nih glikoproteing kao potencijalnog mehanizma izbjegavanja |
imunoloSkog odgovora. Cjelokupni proces analize glikoproteina iz
stani¢nih membrana uspostavit ¢e se putem postojeceg protutijela na
glikoprotein MULT-1. Laboratorijski mifevi koristit ¢e se u svrhu
dobivanja dodatnih monoklonskih protutijeia na isti protein. ukoliko
postojeca  protutijela  po  svim  kvalitativnim  karakteristikama
{primjerice afinitet vezanja) te Kvantitativnimi karakteristikama
(mogucnost dobivanja odgovarajuce koli¢ine potrebnih protwtijela, a
Sto je individualna Karakteristika svake staniéne linije koja luti |
odredeno protutijelo) ne budu u potpunosti odgovarala trazenim
specifikacijama novorazvijene metode. Nadalje. bit ¢e potrebno razviti
protutijela na ostale proteine u fokusu istrazivanja virusne |
imunoregulacije, primjerice proteine H60, RAE-1 obitelj proteina,
protein PVR. protein NKpd46 i njihove interakeijske partnere i/ili
ligande virusnog i stani¢nog podrijetla. Za isti postupak, dobivanje
monoklonskih protutijela na proteine od interesa, bit ¢e Koristeni
laboratorijski misevi u drugom dijelu istrazivanja koje se odnosi na
analizu glikozilacijskog statusa proteina humane plazime, poput
transferina i alfa-1 glikoproteina,

Koje su potencijalne prednosti za koje
je vjerojamo da proizlaze iz ovog
projekia (kako znanost moze biti
unaprifedena ili kako ljudi ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekta).

Glavni cilj projekta je razvoj robusnih, pouzdanih visokoeuéinkovitih
metoda za glikoproteomiku, Relevantnost ovog cilja proizlazi iz
tinjenice da je glikoprotcomika postala jedan od najvecih izazova
suvremene biomedicinske znanosti, kako istrazivanja, tako i u
podru¢ju kontrole kvalitete i razvoja novih terapeutskih pripravaka.
Nove metode koje ¢e biti razvijene zahvaljujuci ovom projekiu
doprinijet ¢e fenotipizaciji pacijenata ukljucenih u velika genomska
istrazivanja. Osim toga, ove metode omogucit ¢e istrazivanja funkcija
proteina Cija je uloga vazna u procesima virusne infekcije, s obzirom
da ¢e se proizvesti imunoloki relevantni membranski glikoproteini.
Na taj nacin ¢e se poboljSati nase razumijevanje interakcija virusnih
proteina i njihovih liganada te njihovog glikozilacijskog profila.
Projekt moze recultirati novim pristupima za dijagnostiku i lijecenje
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virusnih infekcija. '

Koje vrsie i priblizni broj Zivotinja se
ocekuje da ce se Koristiti.

U istrazivanju ce se koristiti BALB/¢c mievi. Pril‘l]iial_bﬁlj_ﬂ_]gt:é—:
koji se planiraju koristiti u istrazivanju je 80, e

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama. §to su o¢ekivani negativni
ucinct na Zivotinjama, vjerojatna /
ocekivana razina tezine postupaka i
sudbing zivotinja?

Zivotinje ¢e se Koristiti za imunizaciju te kao izvor slezene za razvoj |
hibridoma e ¢e biti potkozno i intraperitonealno imunizirane |
pro¢idéenim proteinima - antigenima proizvedenim in vitro razlicitim ]
ekspresijskim sustavima. |
Moguca je prolazna blaga nelagoda neposredno nakon injekcije te ¢e |
se zivotinje pratiti nakon injiciranja. Oc¢ekivana razina teZine postupka :
je blaga, |

Primjena naéela3R

1. Zamjena

Navedite za$to se moraju Koristiti
zivotinje te zasto se ne mogu Koristiti
alternativne metode keje ne ukljucuju
zivotinje.

|
|
|
)
)

Zivotinje ¢e se Koristiti § obzirom da ne postoji alternativia metoda
Koja bi odgovarala zahtjevima za produkciju Konvencionalnih
monoklonskih protutijela za pourebe proc¢iScavanja proteina u sklopu
projekta. Ukoliko imunizacija specificnim antigenom ne rezultira
pozitivinim  monoklonskim protutifelom u 3 uzastopna pokusaja
dobivanja hibridoma (tzv. fuzije), a ne budu proizvedeni znaCajno
drugadiji pripravei antigena putem alternativnih ekspresijskih sustava,
proizvodnja protutijela na dotiéni ciljni protein ¢e se obustaviri.

2. Smanjenje
Objasnite kako moze biti osigurano
koridtenje minimalnog broja zivotinja.

Broj koristenih Zivotinja po antigenu bit ¢e reduciran na minimum
putem osiguravanja najvise moguce kvalitete antigena za imunizaciju
miseva.

3. Poboljianje

Objasniti izbor vrsta i zasto su
koristeni zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuci u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opce mjere koje ce se
poduzeti kako bi se smanjile Stete za
zivotinje.
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| pokusa zivotinje ¢e biti eutanazirane na humani nagin,

Imunoloski sustav laboratorijskih Zivotinja, a u nasem sluéaju Koristit
¢e se misevi, nema alternativu kada je u pitanju proizvodnija Sirokog
spektra konvencionalnih monokionskih protutijela.
U planiranom istrazivanju ocekivana razina tezine postupaka je blaga.
Zivolinje ¢e po injiciranju biti pradene na znakove nelagode ili stresa
(5to nije otekivano u planiranom istrazivanju) te ¢e u slugaju istih
zivotinje biti usmréene na human natin. Opéenito, ocekuje se da ce
zivotinje osjetiti samo BLAGU nelagodu te ¢e biti usmrcene ako !
problemi sa zdravliem ili dobrobiti prerastu tu razinu. |
|
|

Tijekom pokusa zivotinje ¢e biti smjestene u specijalnim individualno
ventilirajuéim kavezima (individually ventilated cages, IVC). Na kraju |
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