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AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU

/346/4@ ~221/3

Nazov projektu: Stanovenie imonomodulaéného Gginku pripravku IMMODIN v krvi

mor¢iat po indukovanej supresii latkou azathioprin.

Cislo konania rozhodnutia o schvsleni projektu;
KPiacové slova v projekte (max 5 slov): morda, imunita, supresia, azathioprin, IMMODIN
Ugel projektu: zékladny/translaény vyskum

Spravne fungovanie jednotlivych zloZiek imunitného systému u I'udi je predpokladom vécsej odolnosti
voti onkologickym, infekénym, alergickym a d’al§im ochoreniam, ktorych podet narastd. Imunitny
systém je tvoreny bunkovou zlozkou a velkym po&tom bunkami produkovanych mediatorov, ktoré
reguluji imunitné reakcie pri kazdom zo spominanych skupin ochoreni Specificky. Pri poSkodeni
niektorej zlozky je naruena celkova homeostiza imunitného systému, pridom tato imunologicka
supresia mdze viest’ k vzniku vaZznych ochoreni. Podavanie vhodného imunomodulaéného pripravku
mdZe preto vyznamne pozitivne ovplyvnit' celkovy vysledok liesby pacientov, u ktorych je zistena
znizena funkcia imunitného systému. Jednym z takychto pripravkov je IMMODIN (Transfer faktor).
Ide o dialyzovany homogenét leukocytov (DHL) periférnej krvi zdravych jedincov, ktory obsahuje
nizkomolekulové latky s velkost'ou do 10 kDa.

Azathioprin je chemicka latka (purinovy analég) pouzivana na antigénovo-nespecifickl imunosupresiu
u ludi ato hlavne pri ochoreniach ako sii autoim@nne ochorenia a transplantacie organov. Jeho
mechanizmus (¢inku na vsetky proliferujuce bunky, teda aj imunitné bunky, (napr. T a B lymfocyty)
Je inhibicia enzymu, ktory je potrebny pre syntézu DNA.

Ciele projektu:

V projekte sa buda sledovat nasledovné ciele:

1/ pomocou metédy prietokovej cytometrie sledovat’ vybrané parametre bunkovej imunity v krvi
morciat

2/ overit’ ¢i jednorazova dévka imunosupresivnej latky azathioprin vyvola pokles v proporciach T
lymfocytov porovnatelny sich poklesom v rozetovom teste. Okrem toho zistit vplyv latky na B
lymfocyty, CD4 a CD8 lymfocyty.

3/ overit' & jednorazova davka IMMODINu stimuluje proliferdciu T lymfocytov, a ¢i dojde
k normalizacii aj ostatnych bunkovych populacii. Tento u&inok potvrdit’ na 6 Sarzach pripravku (3
SarZe pre samce, 3 $arze pre samice).

Prinos z predpokladaného projektu:

Produkt IMMODIN je registrovanym pripravkom pre humanne pouzitie na upravu funkcii imunitného
systému pri mnohych ochoreniach. U pacientov bola popisani normalizicia potladenej bunkovej
imunity, ale mechanizmus G&inku zavisi od typu ochorenia a patoldgie. Pre overenie &i jednotlivé
SarZe pripravku upravuji bunkovi imunitu rovnakym spdsobom, je potrebné zaviest vhodny
imunosupresivny model. Navrhovany postup vychadza z pévodného modelu supresie azathioprinom
a naslednej normalizacie poétov T lymfocytov vplyvom IMMODINu aplikovanom v rozetovom teste.
Vysledky projektu roziiria vedomosti o mechanizme imunomodulaéného G¢inku IMMODINu na
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klaCové typy lymfocytov. V budiicnosti bude mozné vyuzit postup pre ucely kontroly wginnosti
produktu a pripadnej registracie v d’alsich krajinach EU.

Druhy pouzitych zvierat a ich poéty: Moréa doméace kmeiia TRIK, 15 ks na 1 $ar¥u testovaného
pripravku, samice (2 $arze), samce (2 arze), spolu 60 ks

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ ujma na pouZité zvieratd v ramci vykonavania projektu:
Peroralna aplikécia azathioprinu a subkutinna injekcia IMMODINu prestavovali pre zvieratd len
mierny kratkodoby stres. Jedna davka azathioprinu (200mg/kg) bola zvolena na zaklade odbornej
literatury, predklinickych testov vyrobcu lieku a jeho farmakokinetiky u mordiat tak, aby nevyvolala
vyrazné poskodenie organizmu. Latka sa v organizme nekumuluje a postupne sa vylu€uje z tela von.
Odber krvi kardidlnou punkciou bol v intervaloch 7-7-14 dni, &o bol dostatone dlhy ¢&as na
zregenerovanie miesta vpichu v srdci. Pdsobenim imunosupresiva v davkach popisanych v tomto
projekte sa nespozorovalo u zvierat celkové zhor$enie zdravotného stavu. Taktie? nebolo pozorovana
dlhodobejsia bolest’.

Uroveii krutosti: stredna

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Zaradenie podl’a krutosti
VézZenie zvierat Kratkodoby mierny stres Slabé
Kratka fixacia pri aplikacii Kratkodoby mierny stres Slabé
Jednorazova s.c. aplikacia Kratkodobé obmedzenie, bolest’ Slabé
IMMODINU slaba

Kratkodobé obmedzenie, bolest’
slabd, mierne podrazdenie
Jednorazova p.o. aplikacia paZeraka, vysSia predispozicia

Azatioprinu na virusové, hubové a
bakteridlne infekcie vplyvom
imunosupresie

slabé

Kratkodobé obmedzenie, bolest’
slaba (vyblokovana
znecitlivenim), potencionalne stredné
riziko zlyhania srdca po
opakovanom vpichu ihly

Opakovany odber krvi
kardialnou punkciou v anestézii

Znizeny pocet lymfocytov,
zvySena nachylnost’ na vznik stredné
infek&ného ochorenia

Pdsobenie imunosupresiva
(azatioprinu)

Preukazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia: Uplatiiovanie zasad
3R

1. Nahradenie:

Stanoveny polet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného poétu
vzoriek pre Statistické vyhodnotenie vysledkov. IMMODIN je uréeny pre pacientov s réznymi druhmi
imunodeficientnych ochoreni, u ktorych sa oakdva imunorestauradny udinok a normalizicia imunitnej
odpovede. Pri overeni komplexného uginku pripravku je nutnd cirkulicia (lymfaticka, krvna)
a interakcie s mnohymi zlozkami imunity, o sa neda simulovat’ v podmienkach in vitro. Z tohto
ddévodu nie je mozné nahradit’ pokus na zvieratich in vitro testami na bunkovych linidch. Pouzitie
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zvierat je pri tomto humannom pripravku stéle potrebné kvéli jeho ¥irSej aplikacii v huménnej
medicine pri obnove zdravia pacientov.

2. Redukcia poctu zvierat:

PouZzivanie zvierat je stile potrebné z pohladu testovania bezpe&nosti, neSkodnosti a kvality liekov.
Statistické hodnotenie validity postupu si vyZaduje reprezentativny subor zvierat (uvedeny vyssie),
ktory u? nie je moiné zniZit. DalSie zniZenie poCtu zvierat by sa negativne prejavilo na
reprodukovatelnosti vysledkov ato aj v désledku velkej variabilite imunologickych parametrov u
morciat. Stanoveny pocet je pri outbrednych zvieratdch minimalny a definitivny.

3. Zjemnenie:

Zésada zjemnenia bola dodrziavand v plnej miere. Poas odstavu presli zvierata procesom handlingu.
V priebehu pokusu bolo utrpenie zvierat minimalizované na najniz$iu mozna mieru a zdravotny stav
bol denne monitorovany skusenymi a vy$kolenymi pracovnikmi. Pri odbere krvi zo srdca bol
zvieratdm stres zmierneny podanim analgetika Zoletil. Po podani jednej davky supresivnej latky sa
nespozoroval negativny priebeh zmien, spésobeny potlaeni imunity a neohrozil tak Zivot zvierat.
Humane endpoint pocast tohto projektu nenastal. Zvieratd boli chované v $tandardnych podmienkach
s ohl'adom na pohodu a zdravie zvierat s vyraznym obohatenim prostredia.



AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
(Po spitnom posudeni)

Niazov projektu:
Priprava modelovej subcelularnej vakeiny z manooligomérnych $truktir kvasinky Candida albicans
(APVV-15-0161)

Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: Ro-3107/17-221/3

KPuéové slova: manooligoméry Candida albicans, glykokonjugaty, humoralna a bunkova imunita,
prezivanie mySi

Ukel projektu: zakladny vyskum
Ciel’ projektu:

Cielom projektu bola priprava manooligosacharid-proteinovych konjugétov, ktoré mali
indukovat’ imunitny systém mysi k tvorbe ziaduceho mnoZstva protektivnych anti-mandnovych
protilatok, a tak ich ochrénit’ pred infekciou patogénom C. albicans. Na posudenie ochranného u€inku
testovanych glykokonjugatov boli imunizované mysi podrobené experimentélnej infekcii letdlnou
davkou C. albicans. Vplyv infekcie na spravanie a zdravotny stav mysi sa sledoval prostrednictvom
ich prezivania, ako aj diseminécie patogénu C. albicans do vnutornych orgéanov (slezina, oblicky,
pedeit). U vybraného manooligomérneho glykokonjugatu, ktory mal najlep3ie antifungélne vlastnosti,
sa posudzovali jeho imunomodulacné vlastnosti z hl'adiska humoralnej odpovede organizmu v
krvnych vzorkach zvierat (IgG, 1gM, cytokiny). V tomto projekte sa po prvykrat poutzili
manooligoméry, pripravené z nativneho manénu, ktory sa nachadza na povrchu bunkovej steny
patogénu C. albicans.

Ciastkové ciele:
1. Imunizacia jednotlivych skupin mysi:
a) glykokonjugatmi, v ktorych si manooligomérne antigény;
b) glykokonjugatmi, v ktorych si sacharidovymi antigénmi polymérne manany dvoch
sérotypov C. albicans,
¢) samotnymi manooligomérmi ako aj samotnymi mananmi;
d) manooligoméry-BSA;
¢) Hwp-peptidom a BSA;
f) kontrolna skupina (schémy 1 a 2).

Popis postupov v projekte:

1. V 1. etape sa mysi imunizovali podkozne v oblasti medzi lopatkami tromi ddvkami
testovanych latok, s odstupom troch tyZdiiov. Po uplynuti 28 dni od poslednej imunizécie sa
mysi infikovali letdlnou davkou C. albicans do chvostovej Zily a sledoval sa ich zdravotny
stav a prezivanie. My#i, ktoré javili znAmky nepohody v dosledku vyvolanej kandidézy boli
usmrtené dislokaciou krénych stavcov.

Pred usmrtenim sa my$iam odobrala krv z infraorbitdlneho plexu. V priebehu infekcie sa
aktualne uréila Gasova os, podla ktorej sa mysi utrdcali. Z usmrtenych mysi boli odobraté
organy (slezina, obli¢ky, peceil), v ktorych sa sledoval rozsah diseminacie C. albicans.

2. V2. etape sa my8i imunizovali vybranym konjugatom, ktory sa vybral podl'a vysledkov z 1.
etapy, rozhodujucim kritériom bolo najdlhsie prezivanie, a mala alebo Ziadna diseminécia C.
albicans do organov. Postup sa ukongéil po 90 diioch od podania letalnej davky C. albicans.



Mysi boli usmrtené dislokéciou krénych stavcov.

V tejto etape sa navy$e mySiam priebeZzne po kaZdej imunizacii odoberala krv z
infraorbitalneho plexu, ktord sa pouZila na stanovenie imunomodulacnych vlastnosti
testovanych glykokonjugatov — kvantifikdciou hladin indukovanych $pecifickych anti-
mananovych protilatok (IgG a [gM) metédou ELISA, a na ur€enie polarizacie pro-Thli, pro-
Th2 a pro-Th17 odpovede na zaklade produkcie cytokinov (ELISA).

V 2. etape sa my$i imunizovali vybranymi konjugétmi, obsahujucimi manooligomér rovnako
ako v 1. etape. Glykokonjugat sa vybral podla vysledkov z 1. etapy, rozhodujucim kritériom
bolo najdlhiie preZivanie, a mald alebo Ziadna diseminacia C. albicans do organov.
Glykokonjugét sa podaval mysiam injek&ne pod kozu v oblasti lopatiek v troch davkach, pred
kazdou imunizaciou sa jednej skupine mysi odoberala krv z infraorbitalneho plexu, po 28
diioch sa infikovali letalnou davkou C. albicans a sledovalo sa prezivanie. Pocas experimentu
sa sledovali zmeny telesnej hmotnoti zvierat. Okrem vaZenia sa sledovalo vzajomné spravanie
mysi a ich celkova kondicia.

Prinos projektu:

Predkladany projekt je orientovany na oblast’ Fudského zdravia, konkrétne na profylaxiu
organizmu proti fungélnej infekcii, ako aj na terapiu uZ infikovaného organizmu. V sucasnosti sa
v lekarskej praxi na lie¢bu kandidéz bezne pouzivaju antifungalne lieciva, najmi zo skupiny
echinokandinov, azolovych a polyénovych derivatov. Napriek dostupnosti Sirokého spektra
antifungalnych liediv je ich G¢innost’ stale nedostatotnd, majl neZiaduce vedlajsie u¢inky a ich
astym pouzivanim dochadza v organizme k rozvoju rezistencie a ¢asto k rekurentnym infekcidm.
Pre organizmus imonokompromitovanych a imonodeficientnych jedincov predstavuji ¢asto vysoké
davky liediv neziaducu zataZ. Idedlnym rieSenim tohto problému by bola univerzalna antifungélna
vakcina. Tato by branila vstupu alebo mnoZzeniu ciefového patogéna a zérovefi by nemala nepriaznivy
uginok na organizmus. V pripade imunodeficientnych jedincov prichddza do uvahy tzv. pasivna
imunizécia, pri ktorej sa do organizmu vnest $pecifické protilatky alebo imunokompetentné bunky,
vytvorené v inom jedincovi. Pasivne ziskan4 imunita by mohla byt’ priaznivou formou imunoterapie,
ktora zabezpeti jedincom s oslabenym imunitnym systémom priamu, aj ked iba docasnil ochranu.
Naopak, jedinci imunokompetentni, ale nachylni ku kandidéze, by sa mohli stat ciefovou skupinou
pre aktivnu imunizaciu, pri ktorej by sa navodila imunitnd odpoved’ s dlhodobym ochrannym
u¢inkom podanim vhodnej vakcinovej formulacie. Ak vysledky predkladaného projektu potvrdia, Ze
glykokonjugat s nativnym definovanym manooligomérom ako sacharidovym antigénom bude v
organizme mys$i indukovat dostatoénii produkciu protektivnych protilatok s kandidacidnymi
vlastnostami, ktoré ochrania mysi pred infekciou C. albicans, mohli by tieto poznatky vyznamnou
mierou ovplyvnit smerovanie vyvoja subcelularnej antifungélnej vakciny pre humanne pouzitie.

Druh pouZitych zvierat a ich predbeZny pocet:

Druh: laboratérne mysi, 6-8 tyzdiiové samice, hmotnost’ v ¢ase zaCiatku experimentu 20-25 g
Kmeri: Balb/c

Dodavatel: Chovné a dodavatel'ské zariadenie Velaz s.r.0., Praha, CR

Planovany pocet mysi: 485 kusov

Skuto¢ny poget pouzitych mysi: 365

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:

Imunizacia prebiehala u mysi po dostatoéne dlhej aklimatizacii a priprave handlingom.
Zvieratam boli protilatky pichnuté podkozne v oblasti chrbta jednorazovo. Aplikéacia bola vykonana
rutinne, skisenym pracovnikom. Zvierata po&as aplikacie netrpeli, jednalo sa o rychly zakrok trvajuci



niekofko sektind. Miesto vpichu bolo pred aj po aplikécii dezinfikované a nepozorovali sme Ziadne
systémové reakcie ani postaplikatné komplikacie po imunizécii.

Intravendzne vyvolanie infekcie C. albicans prebiehalo u zvierat navyknutych na manipuléciu.
Zvieratam sa aplikovalo malé mnoZstvo roztoku do chvostovej Zily. Na aplik4ciu zvierata reagovali
dobre a bezprostredne po aplikacii nevykazovali Ziadne znamky bolesti a stresu.

V prvej faze projektu bolo pouzitych 194 zvierat, | uhynulo pred za¢atim pokusu z neznamych pri¢in
(spolu 195 zvierat). U niektorych zvierat sme po infekeii zaznamenali (thyn, niektoré boli humanne
utratené z dovodu dostavenia sa systémovej reakcie. V prvej faze bol pocet zvierat, na ktorych sa
vykonal kruty postup 103, na zvy$nych zvieratach v pocte 91 bol vykonany stredny postup. V druhej
faze bolo pouzitych 170 zvierat. Z toho na 129 zvieratach bol vykonany stredny postup a na 41 kruty.
Systémova reakcia na infekciu C. albicans sa vo vacsine pripadov prejavovala stratou hmotnosti,
zhorsenim BCS, zmenou postoja, piloerekciou a torticolis. Pri pitve boli pozorovan€ zmeny na
oblitkach. Ostatné organy boli makroskopicky bez znamok patologie..

Uroveii krutosti postupov:

POSTUP KRUTOST

opakované subkutanne podavanie testovanych latok (tri davky v trojtyzdiiovych stredna

intervaloch)

odber krvi z infraorbitalneho plexu pred usmrtenim mysi stredna |
intraven6zna infekcia Zivou kultirou C. albicans do lateralnej chvostovej Zily a kruta

nasledné preZivanie

usmrtenie dislok4ciou krénych stavcov stredna

Navrhovana klasifikacia krutosti postupov:

V zmysle klasifikécie krutosti postupu Oddiel I: a Oddiel IT: Kritéria zaradenia do kategorii podla
zakroku a manipuldcie so zvieratom v prilohe €. 4 nariadenia vlady SR ¢&. 37/2012 Z.z. Navrhujeme
klasifikaciu podra krutosti — kruta.

Uplatiiovanie zasad 3R

1. Nahradenie zvierat:
(Zddvodnenie pouzitia zvierat v projekte, zdovodnenie, pre¢o sa nemdZe pouZit’ alternativna
metdda bez pouZitia zvierat.)

V tomto projekte sa po prvykrat testovali glykokonjugaty z manooligomeérov, ziskanych z
nativneho mananu C. albicans, pritomného v bunkovej stene patogénu. V uvedenom postupe sme
testovali schopnost’ viacerych pripravenych glykokonjugéatov indukovat’ v organizme my3i
imunologickll odpoved’ na Grovni ich ochrany pred infekciou patogénom C. albicans. Podl'a doby
trvania prezivania infikovanych imunizovanych mysi v jednotlivych skupinach sme uréili, ktory
glykokonjugat ma najlepdie predpoklady pre kongtruovanie G¢innej antifungalnej vakciny. V
nasledujicich citovanych pracach (1-8) st vysledky, tykajiice sa pouzitia glykokonjugatov
pripravenych z polymérneho mananu. V tychto pracach boli navrhnuté postupy, v ktorych sa pouzili
zvieratd (mysi, kraliky, potkany). PouzZitie zvierat v postupoch bolo nevyhnutné pre monitorovanie
Specifickych protilatok, indukovanych v krvi zvierat testovanymi latkami, taktiez pre sledovanie
prezivania infikovanych zvierat, ako aj pre monitorovanie diseminacie patogénu do jednotlivych
orgénov. Z uvedenych dévodov nie je mozné realizovat’ postup v podmienkach i vitro, je potrebné
uskuto¢nit’ ho in vivo.
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Na hPadanie alternativnej metody, ktorou by sme nahradili pouZitie mysi, sme pouzili registre
medzinarodne overenych a uznanych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox). V tychto registroch sme
nanasli Ziadnu alternativnu metddu, ktorou by sme mohli nahradit’ pouzitie my3i v planovanom
postupe.

2. Redukcia poctu zvierat:

(Zddvodnenie pouzitia uréeného poctu zvierat, akym spdsobom sa pouzije redukcia, objasnenie toho,
7e sa pouzil minimalny pocet zvierat.)

Potty mysi st upresnené v nasledujicich etapach projektu:

|. etapa postupu: januar 2018—jun 2018

Pre uskuto¢nenie 1. etapy postupu (februar 20 18—jiin 2018) bolo pouzitych 195 zvierat, kazda
latka bola testovana na 15 mysiach. Tento pocet bol postatujuci, d'alSie znizovanie poctu zvierat v
skupinach by bolo rizikové, jednak z hladiska Statistického vyhodnotenia, ako aj falosne pozitivnych
alebo negativnych vysledkov.

2. etapa postupu: september 20 18—december 2019

Pre uskuto¢nenie 2. etapy postupu (september 2018—december 2019) bolo pouzitych 170
zvierat. Kazda latka bola testovana na 34 mys$iach, tento pocet bol postacujici jednak z hladiska
Statistického vyhodnotenia, ako aj na eliminaciu falo$ne pozitivnych alebo negativnych vysledkov.
Zvygeny podet zvierat na skupinu v tejto etape odovodiujeme tym, Ze u tychto zvierat bola odoberana
krv aj v priebehu imunizacie, a aby zvieratd neboli vystavené opakovanym odberom krvi, boli
rozdelené do podskupin.

Tento podet, naplanovany pre obe etapy, splnil poZadované kritéria reprodukovatelnosti
postupu z hPadiska $tatistického vyhodnotenia.

V druhej faze projektu bolo pouZitych menej zvierat (celkovy pocet pouzitych zvierat bol o 120 niZz8i
vporovnani so schvéalenim), pretoZze sa pouZilo menej testovanych skupin. Po doékladnom
vyhodnoteni prvej fazy projektu sa dospelo k zdverom, ktoré pomohli vyligit’ pouzitie niektorych
konjugatov.

3. Zjemnenie:

(Vysvetlit' vyber pouzitych druhov zvierat, zddvodnenie pouZitia zvierata, objasnenie spdsobu, ako



sa minimalizuje stres, utrpenie a bolest’ zvierat v priebehu vykonévania postupu tak, aby sa dosiahli
vedecké ciele projektu.)

Na tento postup bola vybratd my$ laboratérna Balb/c, ktora spiita poZiadavky na uspesny
priebeh navrhnutého postupu. Mysi boli pod kazdodennym dohl'adom odbornych pracovnikov, ktori
im zabezpetili poZadovany komfort pocas trvania postupu. Vsetky aktivity, ktoré stviseli s
realizaciou postupu, boli vykonavané v salade s platnymi zdkonmi a nariadeniami o starostlivosti 0
zvierata. Edte pred samotnym vykonavanim postupu sa mysi v priebehu dvojtyZdiiove] karantény
adaptovali na nové prostredie a kontakt s veterinarnou lekarkou ako aj s osobami spdsobilymi na
tento vykon — s oetrovatel'skym personalom. Postupy vykonavané na zvieratach boli vykonane
odborne a u zvierat navyknutych na manipulaciu. V pripade dostavenia sa klinickych priznakov, ktoré
poukazovali na mozné utrpenie zvierata, bolo potrebné vykonat” humanne usmrtenie. U skupin,
u ktorych sa predpokladal nizsi protektivny uginok testovanych konjugatov a u kontrolnych skupin
sme predpokladali rychlejsi nastup systémovej reakcie, boli vyraznejSie oznacené a bola im venovana
zvysena pozornost’.

4. Utrpenie verzus prinos

V planovanom postupe neboli mysi vystavené zbyto&nému utrpeniu, v pripade zhorSeného
zdravotného stavu v dosledku postupujiicej kandidézy boli mysi usmrtené. Vysledky z projektu mozu
vyznamne ovplyvnit’ navrhnutie a nasledn konstrukeiu uginnej antifungalnej vakciny, ktora by sa v
budiicnosti mohla vyuzit ako pre imunokompromitovanych pacientov, postihnutych kandidézou, tak
aj pre pacientov s chronickou kandidézou.

Projekt bude podlichat’ opétovnému schval’ovaniu: ANO (podra nariadenia vlady SR ¢. 377/2012
72.2.)

Bratislava, 10. 03. 2020
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AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU €. 39
./OG.Z/M- 221/3
Nazov projektu:
Meranie telesnej teploty u kralikov za pouZitia podkozného snimada teploty - loggera STAR ODDI
DST micro-T s naslednou aplikiciou vyvijanej modifikovanej o&kovacej latky celobuneéne;

absorbovanej vakciny proti zaskrtu, tetanu a Siernemu kaslu.

Cislo konania rozhodnutia o schvsleni projektu:
KPuéové slova v projekte: kralik, imunita, Bordetella Pertussis, o¢kovacia latka

Ukel projektu: Transladny vyskum/V yvoj, vyroba alebo testovanie kvality, i¢innosti a bezpe&nosti
lieckov

Ciel’ projektu pokusu, predpokladani ujma a prinosy:

Kralik domaci je najvhodnejsi zvieraci model na testovanie pyrogénnych latok a imunogenicity po
podani celobunkovej vakcine proti zaskrtu, tetanu a Ciernemu ka$lu (Bordetella Pertussis). Udéva sa,
ze kralik domaci je porovnatelne citlivy na podanie o8kovacej latky ako dieta. Aktualne vakcina&né
programy vo vyspelych krajinach zahftiaju prevazne vakcinaciu polyvalentnou DTPaP vakcinou, ktora
zahfiia aj vakeinu proti toxinu baktérii Bordetella Pertussis. V minulosti bolo pouZivanie celobunedne;j
vakeiny proti iernemu ka$lu vytladené aktualne pouZivanou aceluldrnou vakeinou, z dévodu &astého
vyskytu neZiaducich G¢inkov ako horitka a febrilné kfde a naslednej silnej antivakcina&nej lobby.
Vyvijana celobunkova vakcina proti zaskrtu, tetanu a Siernemu kasl'u, ktora bola aplikovand v tomto
projekte, obsahovala geneticky detoxifikované achemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
Pertussis a je formulovanad pomocou aluminium hydroxid nosi¢a tak, aby poskytovala maximalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce G&inky typu zvysenie teploty.

Ugelom skusky bolo uréit’ telesnt teplotu u kréalikov za pouZitia podkoZného snimada teploty — loggera

s naslednou aplikaciou otkovacej latky.

Cielom projektu bolo sledovat’ u kralikov zvySovanie sa telesnej teploty pouZitim podkoZnych
snimaov teploty - STAR ODDI DST micro-T po podani testovaného a kontrolného pripravku.
Snima¢ telesnej teploty bol umiestneny kontralateralne za lopatku do opera¢ne vytvorenej podkoznej
kapsy. Kraliky boli v celkovej anestéze. Anestézu vykondval zmluvny veterinrny lekar. Pri ndvrhu
skosky sme vychddzali z dostupnych publikacii, ktoré pojednévajii o pouziti kralikov pri teste
celobunecnej vakeiny proti Bordetella Pertussis na pyrogény (Verwer et al., Reducing variation in
a rabbit vaccine safety study with particular emphasis on housing conditions and handling, Lab. Anim.
2009, 43: 155, Kaaik et al., Nonclinical vaccine safety evaluation: advantages of continuous temperature
monitoring using abdominally implanted data loggers, J. Appl. Toxicol. 2013; 33: 521-526; Dias et al,

An improved whole pertussis vaccine with reduced content of endotoxin, Human vaccines and
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immunotherapeutics, 9:2, 339 — 348, February 2012). Podla tychto publikovanych §tudii, nérast tepldt
u kralikov bol pozorovany v rozmedzi 5-12 hodin po podani celularnej vakeiny s najvy$$im néarastom
teplot pri 8 hodindch od podania. Z tychto publikacii zaroveti vyplyva, Ze vzostup teplot je pomerne
nizky v rozmedzi cca 0,5-1°C. Délezit ulohu pri celom teste zohrivala 3etrna manipuldcia so
zvieratami a ndvyk kralikov na personal a procediry, ktoré si na nich pocas skiasky vykondvané.
Nevhodné zaobchadzanie, ¢i nové stimuly mohli navodit’ stresovy stav a vzostup telesnej teploty

kralikov, ¢o by mohlo poviest’ k skresleniu vysledkov skiisky.

Prinosy z vykonaného projektu:
Novo vyvijana celobunkovd vakcina proti zaskrtu, tetanu a Giernemu kaslPu, ktora bola aplikovana
v tomto projekte obsahuje geneticky detoxifikované a chemicky usmrtené bunky baktérie Bordetella
pertussis a je formulovana pomocou adjuvansu aluminium hydroxid tak, aby poskytovala maximalnu
imunogenicitu a minimalizovala neZiaduce uginky typu zvySenie teploty. Prinos z aplikicie
podkoznych snimacov je mnohonasobny oproti potrebe merat teplotu kralikom rektalne. Nie je
mozné, aby kraliky pomocou rektalnych sond (teplomerov) boli sledované takmer dva dni neprestajne
aby sme ,nezmeskali“ nastup a odznenie zvysenia telesnej teploty odozvou imunitného systému na
pdsobenie modifikovanej ockovacej ziskané

latky. Poznatky rieSenim projektu prispejli

k celosvetovému poznaniu vakcinacie proti ¢iernemu kaslu.

Predpokladana ujma na pouZité zvierata v ramci vykonaného postupu:

V projekte sa aplikovali podkozného snimaca telesnej teploty a parenteralne aplikoval testovany
a kontrolny pripravok. Ujmov bolo mierne zadervenanie a opuch v mieste opera¢ného pol'a. V mieste
aplikdcie testovacieho pripravku ako aj kontrolného pripravku sme nepozorovali Ziadnu lokalnu

reakciu.

Charakteristika postupu Vplyv na zviera Zaradenie podl’a krutosti
Vazenie zvierat Kratkodoby mierny stres slabé
Kratka fixacia pri aplikacii Kratkodoby mierny stres slabe
Jednorazova i.m. aplikdcia test. Kratkodobé obmedzenie, bolest slabé
latky slaba
Opakovana i.m. aplikacia ATB Kratkodobé obmedzenie, bolest’ stredné
a analgetik stredna
Aplikécia podkozného snimaca Chirurg, zakro!( M celkovej stredné

anestezil
Rekonvalescencia po Podavanie analgetik na .

A : . = . slabé

chirurgickom zékroku zmiernenie pripadnych bolesti
‘Testovanie olkovacej latky Zvy$ena telesna teplota. stredné

Predpokladana uroven krutosti:

Stredné
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Pocet a druh pokusnych zvierat

Kralik doméci, samice, 10 ks zvierat pre testovanie kazdej vyrobenej $arze RALDITEPERY.

Preukiazanie siladu s poZiadavkou nahradenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanoveny pocet zvierat predstavuje limit, ktory je nevyhnutny pre ziskanie dostatoéného podtu
vzoriek pre validné vyhodnotenie vysledkov zmien v vzostupe telesnej teploty u kralikov po podani
oCkovacej latky. Nie je moZné nahradit’ postup na zvieratich in vitro testami na bunkovych liniach.
So zvieratami zaobchadzali zaSkolené osoby s dlhoroénymi praktickymi skisenostami. Zasada
zjemnenia bola dodrZiavand v plnej miere odo dila dodavky zvierat do zvieratnika. Po&as karantény
presli zvieratd procesom handlingu. Pri $tandardnej dennej jemnej manipulacii si zvykli na pritomnost
Cloveka ana beZné denné procedury (istenie, kimenie, napajanie, kontrola zdravotného stavu). Po
operaénom zakroku bola zvieratdm poskytnutd maximalna starostlivost’, v ratane podavanie analgetik
po dobu 5 dni. Humane end point nepresiahol stanovené skore pre predSasné usmrtenie jednotlivych

zvierat.

Projekt bude podliehat’ opiitovnému schvaleniu: 4no  nie



