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Názov pľojektu: Stanovenie imonomodulačného účinku pľípravku IMMQDIN v kĺvi
morčiat po indukovanej supresii látkou azathioprin.

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu:

Kl'účové slová v pľojekte (max 5 slov): morča, imunita' supresia, azathiopľin, IMM6DIN

Účel pľojekt u: zékladný ltľanslačný výskum

Správne fungovanie jednotliqých zložiek imunitného systému u l'udí je pľedpokladom väčšej odolnosti
voči onkologickým, infekčným, alergickým a d'alším ochoreniam, ktoqŕch počet naľastá. Imunitný
systém je tvoľený bunkovou z|ožkou a vel'kým počtom bunkami produkovaných mediátoľov, ktoré
regulujú imunitné reakcie pri každom zo spomínaných skupín ochoľení špecificky. Pľi poškodení
niektorej zložky je narušená celková homeostáza imunitného systému, pričom táto imunologická
supresia môže viesť k vzniku váŽnych ochorení. Podávanie vhodného imunomodulačného prípravku
môže pľeto ýznamne pozitívne ovplyvniť celkový výsledok liečby pacientov, u kto4ých je zistená
znížená funkcia imunitného systému. Jedným ztakýchto prípľavkov je IMMoDIN (Tľansfeľ faktor).
Ide o dialyzovaný homogenát leukocytov (DHL) peľiférnej \<rvi zdrauých jedincov' ktoý obsahuje
nízkomolekulové látky s velkosťou do 10 kDa.
Azathiopľin je chemická látka (purínovy analóg) použivanána antigénovo-nešpecifickú imunosupresiu
u l'udí a to hlavne pľi ochoreniach ako sú autoimúnne ochorenia a tľansplantácie oľgánov. Jeho
mechanizmus účinku na všetky prolifeľujúce bunky, teda aj imunitné bunky, (napr. T a B lymfocyťy)
je inhibícia enýmu, ktoqŕ je potľebný pre syntézu DNA.

Ciele pľojektu:
V projekte sa budú sledovať nasledovné ciele:
l/ pomocou metódy prietokovej cýometrie sledovať vybľané paľametľe bunkovej imunity v krvi
morčiat
2l overiť či jednorazová dŕtvka imunosupľesívnej látky azathiopľin vyvolá pokles v pľopoľciách T
lymfocýov porovnatelhý s ich poklesom v ľozetovom teste' okľem toho zistiť vplyv látky na B
lymfocyý, CD4 a CD8 lymfocyty.
3/ oveľiť či jednorazová dávka IMMoDINu stimuluje pľoliferáciu T lymfocýov' a či dôjde
k normalizácii aj ostatných bunkových populácii. Tento účinok potvľdiť na 6 šaržách prípľavku (3
šarže pre samce' 3 šaľže pľe samice).

Prínos z pľedpok|adaného pľojektu:
Produkt IMMODIN je ľegistrovaným prípľavkom pre humánne použitie na úpravu funkcií imunitného
systému pľi mnohých ochoľeniach' U pacientov bola popísaná noľmalizácia potlačenej bunkovej
imunity, ale mechanizmus účinku závisi od typu ochoľenia a patológie. Pre overenie či jednotlivé
šarže prípľavku upravujú bunkovú imunitu rovnakým spôsobom, je potrebné zaviesť vhodný
imunosupresívny model' Navrhovaný postup vychádza z pôvodného modelu supresie azathiopľinom
a následnej normalizácie počtov T lymfocýov vplyvom IMMoDINu aplikovanom v ľozetovom teste.
Výsledky pľojektu rozširia vedomosti o mechanizme imunomodulačného účinku IMMoDINu na
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kl'učové typy lymfocýov' V budúcnosti bude možne vyvžiť postup pre účely kontroly účinnosti
pľoduktu a prípadnej registľácie v d'alších kľajinách EU.

Dľuhy použifých zvierat aich počty: Morča domáce kmeňa TRIK, 15 ks na l šarŽu testovaného
prípľavku, samice (2 šarže), samce (2 šarže), spolu 60 ks

Pľedpokladaný nepľiaznivý vplyv/ ujma na použité zvieratáv ľámci vykonávania pľojektu:
Peľorálna aplikácia azathioprinu a subkutánna injekcia IMMODINu prestavovali pľe zvieratá len
mieľny kľátkodobý stres. Jedna dávka azathiopľinu (200mýkg) bola zvolen á na základe odbomej
liteľatúry, predklinických testov qýľobcu lieku ajeho farmakokinetiky u morčiat tak, aby nevyvolala
výrazne poškodenie oľganizmu. Látka sa v organizme nekumuluje a postupne sa vylučuje z tela von.
odbeľ krvi kaľdiálnou punkciou bol v intervaloch 7-7-14 dní, čo bol dostatočne dlhý čas na
Zľegenerovanie miesta vpichu v sľdci. Pôsobením imunosupľesíva v dávkach popísaných v tomto
projekte sa nespozoľovalo u zvierat celkové zhoršenie zdravotného stavu. Taktiež nebolo pozorovaná
dlhodobejšia bolesť.

Úľoveň kľutosti: stľedná

Pľeukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia: Uplatňovanie zásad
3R
1. Nahľadenie:
Stanovený počet zvierat predstavuje limit, ktoý je nevyhnutný pľe získanie dostatočného počtu
vzoriek pre štatistické vyhodnotenie ýsledkov. IMMoDIN je určený pľe pacientov s rôznymi dľuhmi
imunodeficientných ochoľení, u ktoých sa očakáva imunoľeštauľačný účinok a normalizácia imunitnej
odpovede. Pľi overení komplexného účinku prípľavku je nutná cirkulácia (lymfatická, krvná)
a interakcie s mnohými zložkami imunity, čo sa nedá simulovať v podmienkach in vitro, Ztohto
dôvodu nie je možne nahradiť pokus na zvieratách in vitro testami na bunkoých líniách. Použitie
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Zaradenie podlh kľutosti
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Slabé

Slabé
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stľedné
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Vplyv nazviera
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opakovanom vpichu ihly

Znížený počet lymfocýov,
zý šenä náchylnosť na v znik

infekčného ochorenia

Chaľakteľistika postupu
Yáženie zvierat
Kľátka fixácia pri aplikácii
J ednor ázov á s.c. aplikácia
IMMODINU

Jednoľazová p'o' aplikácia
Azatioprinu

opakovaný odber krvi
kardiálnou punkciou v anestézii

Pôsobenie imunosupresíva
(azatiopľinu)
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zvierat je pri tomto humánnom pľípravku stále potrebné kvôli jeho šiľšej aplikácii v humánnej
medicíne pri obnove zdravia pacientov.

2. Redukcia počtu zvieľat:
Používanie zvieľat je stále potrebné z pohl'adu testovania bezpečnosti, neškodnosti a kvality liekov.
Štatistické hodnotenie validity postupu si lyžaduje reprezentatívny súbor zxierat (uvedený vyššie),
ktoý už nie je možné znižiť. Ďalšie zníženie počtu zvierat by sa negatívne prejavilo na
reprodukovatelhosti výsledkov ato aj v dôsledku vel'kej vaľiabilite imunologických parametľov u
moľčiat. Stanovený počet je pri outbredných zvieratách minimálny a definitívny.

3. Zjemnenie:
Zásada zjemnenia bola dodľžiavaná v plnej mieľe. Počas odstavu pľešli zslieratá procesom handlingu.
V pľiebehu pokusu bolo utrpenie zvient minimalizované na najnižšiu možnú mieru a zdľavotný stav
bol denne monitorovaný skúsenými a vyškolenými pracovníkmi. Pľi odbeľe krvi zo sľdca bol
zvieratám stres zmiernený podaním analgetika Zo|eti|. Po podaní jednej dávky supľesívnej látky sa
nespozoroval negatívny priebeh zmien, spôsobený potlačení imunity a neohrozil tak život zvierat.
Humane endpoint počast tohto pľojektu nenastal. Zvieratá boli chované v štandardných podmienkach
s ohľadom na pohodu a zdravie zvierat s ýrazným obohatením prostľedia.



AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU
(Po spätnom posúdení)

Názov pľojektu:
ľrĺpľauä mädelove; subceluláľnej vakcíny z manooligomérnych štľuktúľ kvasinky Candida albicans

(APVV-1s-0161)

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: Ro-3l07/l7-22|13

Kl'účové slová: manooligoméry Candida albicans,glykokonjugáty, humorá|naabunková imunita,

preŽívanie myší

Účet pľojet<tuz zák|adný výskum

Ciel'pľojektu:

Cieľom pľojektu bola pľípľava manooligosachaľid-proteínoých konjugátov, ktoľé mali

indukovať imunitný systém *ýsĺ_ t tvorbe Žiadúceho mnoŽstva protektívnych anti_manánových

pľotilátok, a tak ich ocňĺniľ p..b inf.k.iou patogénom C. albicans.Na posúdenie ochľanného účinku

iestovaných glykokonjugátov boli imunizované myši podľobené experimentálnej infekcii letálnou

dávkou C. albicans. Vpýn infekcie na spľávanie a zdľavotný stav myší sa sledoval prostľedníctvom

ich pľeŽívania, ako aj'díseminácie patogénu C. albicans do vnútorných orgánov (slezina, obličky'

peeén;. U vybianého äanooligomérneho glykokonjugát-y, kJ9ľý mal najlepšie antifungálne vlastnosti,

sa posudzouali jeho imunoňodulačné vlastnosti z hľadiska humoľálnej odpovede oľganizmu v

t<rvnycľr vzorkách zvierat (IgG, IgM, cytokíny). V tomto pľojekte sa p9 pľvýkrát použili

manóoligoméľy, pľipľav ené z natĺvneho manánu, ktoý sa nachädza na povľchu bunkovej steny

patogénu C. albicans.

Čiastkové ciele:
1. Imunizácia jednotliých skupín myší:

a) glykokonjugátmi, v ktoých sú manooligomérne antigény;

ul érír.or.onju!át*i, v ktoých sú sacharidovými antigénmi polyméľne manány dvoch

séľotypov C. albicans;
c) samotnými manooligoméľmi ako aj samotnými manánmi;

d) manooligoméry_BSA;
e) Hwp-peptidom a BSA;
f) kontľolná skupina (schémy I a2).

Popis postupov v pľojekte:

1. V l. etape sa myši imunizovali podkožne v oblasti medzi lopatkami tľomi dávkami

testovaných látok, s odstupom troch ýŽdňov. Po uplynutí 28 dní od poslednej imunizácie sa

myši inňkovali letálnou dáukou C. aibicans do chvostovej Žily a sledoval sa ich zdravotný

stáv a pľeŽívanie. Myši, ktoľé javili znémky nepohody v dôsledku vyvolanej kandidózy boli

usmľtené dislokáciou krčných stavcov.

Pľed usmrtením sa myšiam odobľala kľv z infľaoľbitálneho plexu. V pľiebehu infekcie sa

aktuálne určila časová os, podľa ktoľej sa myši utľácali. Z usmrtených myší boli odobraté

oľgány (slezina, obličky, pečeň), v ktoých sa sledoval ľozsah diseminácie C. albicans.

V 2. etape sa myši imunizovali vybraným konjugátom, ktqrý sa vybľal podl'a výsledkov z 1'

etapy, ľózhodujícim kritéľiom bolo najdlhšie pľežívanie, a'malá alebo Žiadna diseminácia C.

otiĺLons do orgánov. Postup sa ukončil po 90 dňoch od podania letálnej dávky C. albicans.
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Myši boli usmrtené dislokáciou krčných stavcov.
V tejto etape sa navyše myšiam priebeŽne po kaŽdej imunizácii odobeľala kľv z
infraórbitálnäho plexu, ktorá sa pouŽila na stanovenie imunomodulačných vlastností

testovaných glykbkonjugátov _ kvantiÍikáciou hladín indukovaných špecifických anti_

manánoých protiláto[ GgG a IgM) metódou ELISA, a na určenie polaizácie pro_Thl, pľo_

ThZ apro-Thl7 odpovede na základe pľodukcie cytokínov (ELISA)'

Y 2. etape sa myši imunizovali vybľanými konjugátmi, obsahujúcimi manooligomér ľovnako

ako v 1. etape. blyt<okon;ugát sa vybľal podľa ýsledkov z l. etapy, ľozhodujúcim kľitéľiom

bolo najďňšie piežívani",- a malá alebo Žiadna diseminácia C. albicans do oľgánov.

Glykokónjugát sä podával myšiam injekčne pod kožu v oblasti lopatiek v tľoch dávkach, pľed

kaidou imuňizáciôu sa jednej skupine myší odoberala kľv z infľaoľbitálneho plexu, po 28

dňoch sa infikovali letálňou dávkou C. albicans a sledovalo sa pľeŽívanie. Počas expeľimentu

sa sledovali zmeny telesnej hmotnoti zvierat. okľem váŽeniasa sledovalo vzájomné správanie

myší a ich celková kondícia.

PľÍnos pľojektu:

Predkladaný pľojekt je oľientovaný na oblasť ľudského zdravia, konkrétne na profflaxiu
organizmu proti fungáňej iňfekcii, ako aj na terapiu už infikovaného oľganizmu. V súčasnosti sa

v lekáľskej pľaxi nu li"euu kandidóz bežne používajú antifungálne liečivá, najmä zo skupiny

echinokan-dínov, azolových a polyénových derivátov. Napriek dostupnosti šiľokého spektľa

antifungálnych liečiv je ich účinnosť stále nedostatočná, majú neŽiaduce vedľajšie účinky a ich
častým pouŽívaním dóchádza v oľganizme k rozvoju rezistencie a často k ľekuľentným infekciám.

Pľe oľgánizmus imonokompľomitovaných a imonodeficientných jedincov predstavujú často vysoké

davky |ieoiv nežiaducu záťaž.Ideálnym ľiešením tohto problému by bola univeľzálĺa antifungálna

vakcina. Táto by bľánilavstupu alebo mnoŽeniu ciel'ového patogéna azároveťĺby nemala nepľiaznivý

účinok na oľganizmus. V pľípade imunodeťrcientných jedincov prichädza do úvahy tzv. pasívna

|munizácia,pii ktoľej sa dó oľganizmu vnesú špecifické protilátky alebo imunokompetentné bunky,

vytvorené v inom jedincovi. Pasívne získanäimunita by mohla byť priaznivou foľmou imunoteľapie,

itorá zabezpečí jedincom s oslabeným imunitným systémom pľiamu, aj keď iba dočasnú ochranu.

Naopak, jedinci lmunokompetentní, ale náchylní ku kandidóze,by sa mohli stať cieľovou skupinou
p'. äktíunu imunizáciu, pľi ktoľej by sa navodila imunitná odpoveď s dlhodobým ochľanným

účinko'n podaním vhodnej vakcínovej foľmulácie. Ak rnýsledky pľedkladaného pľojektu potvrdia, že

glykokonjugát s natívnym definovaným manooligoméľom ako sachaľidovým antigénom bude v

óľganizmô myší indukovať dostatočnú pľodukciu pľotektĺvnych protilátok s kandidacídnymi
vlastnosťami, ktoré ochránia myši pred infekciou C. albicans, mohli by tieto poznatky qýznamnou

mieľou ovplyvniť smeľovanie vývoja subceluláľnej antifungálnej vakcíny pre humánne pouŽitie.

Dľuh použifých zvierat a ich pľedbežný počet:

Dľuh: laboratóľne myši, 6_8 týŽdňové samice, hmotnosť v čase začiatku experimentu20_25 g

Kmeň: Balb/c
Dodávatel': Chovné a dodávatel'ské zariadenie Velaz s.ľ.o', Pľaha, ČR
Plánovaný počet myší: 485 kusov
Skutočný počet pouŽitých myší: 365

Nepriazniý vplyv/ujma na použité zvieratá v ľámci vykonávania projektu:
Imunizácia pľebiehala u myší po dostatočne dlhej aklimatizácii a pľíprave handlingom.

Zvieratám boli pľotilátky pichnuté podkoŽne v oblasti chľbta jednoľazovo. Aplikácia bola vykonaná
ľutinne, skúseným pľacovníko m. Zvieratápočas aplikácie netľpeli, jednalo sa o qýchly zákľok tľvajúci



niekol'ko sekúnd. Miesto vpichu bolo pľed aj po aplikácii dezinfikované a nepozorovali sme Žiadne

systémové ľeakcie ani postaplikačné komplikácie po imunizácii.
Iítľavenózne vyvolaníé infikcie C. atbicans p'ôbi"halo u zvieľat navyknutých na manipuláciu.

Zv\eratámru uplikonulo malé mnoŽstvo roztokú do chvostovej Ži|y. Na aplikáciu zvieratá reagovali

dobre a bezpľostľedne po aplikácii nevykazovali žiadne známky bolesti a stresu.

Ýprvej fázäprojektuuotopoužitých LÓ4zvierat,l uhynulo predzačatímpokusu zneznámychpľíčin

(spolu"l95 ,ii"íx1.U niektoľýcň zvieľat sme po infekcii zaznamenali úhyn, niektoľé boli humánne

utratené z dôvodu dostavenia sa systémovej ľäakcie. V prvej fáze bol počet zvierat, na ktoľých sa

vykonal kľutý postup 103, na zvyšňy'ch zvieiatách v počtô 91 bol vykonaný stredný postup. V dľuhej

fĹe bolo poúzity'.ľ'i 7O z'xierat.'Ztóho na L29 zvierátách bol vykonaný stľedný postup a na 4L k'utĺ'

Systémovä reakcia na infekciu C. albicans sa vo väčšine prípadov pľejavovala stľatou hmotnosti,

zňoľšením BCS' zmenou postoja, piloeľekciou a torticolis' Pri pitve boli pozoľované zmeny na

obl ičkách. ostatné oľgány 6ol i makľoskopicky bez známok patológie..

Úľoveň kľutosti postupov:

Navrhovaná klasifikácia kľutosti postupov:

V zmysle klasifikácie krutosti postupu oddiel I: a oddiel II: Kritéľiá zaradenia do kategóľií podl'a

zákroĹu a manipulácie so zvieľaťom v prílohe č. 4 nariadenia vlády SR č. 37120 |2 Z.z. Navrhujeme

klasifikáciu podľa kľutosti _ krutá.

Uplatňovanie zásad 3R

l. Nahľadenie zvieľat:
@ieľatvpľojekte,zdôvodnenie,pľečosanemôžepoužiťalteľnatívna
metóda bez použitia zvierat.)

V tomto projekte sa po pľqýkľát testovali glykokonjugáty z manooligoméľov, získaných z

natívneho manáňu C. albicins, pľítomného v bunkovej stene patogénu. V uvedenom postupe sme

testovali schopnosť viaceľých'pripravených glykokonjugátov indukovať v oľganizme T{ší
imunologickú odpoveď na uľovní icĹ ochľány pi"b inf.t .ióu patogénom C. albicans' Podľa doby

trvania {reŽivania infikovaných imunizovuný._ľ' myší v jednotlivých skupinách sme uľčili, ktoý

glykokonju gát má najlepšie pľedpoklady ň.. konštruovanie účinnej antifungálnej vakcíny' V
ňas1edujucióľ, .ĺtouuni,"ň p'á.u"t' 1t-s) šĺ ui''t.ot y, týkajúce sa pouŽitia glykokonjugát9]

pľipravéných z polymérnehó manánu. V ýchto pracach Ĺoli navrhnuté postupy, v ktoľých sa pouŽili

míeratä(myši, t raiiry, potkany). PouŽitió zvieiat v postupoch bolo nevyhnutné pre monitoľovanie

špecifickýcĹ pľotilátók,'indukóvaných v krvi zvieľát testovanými látkami, taktieŽ pre sledovanie

piezívanía iniikovaných zvlerat, aŕo aj pľe monitoľovanie diseminácie patogénu do jednotlivých

äľgánov. Z uvedenýc"h dôvodov nie je *ozne ľea\izoyať postup v podmienkach in vitro, je potľebné

uskutočniť ho in vivo.

Citácie

stredná

stľedná

stľecĺná

kľutá

KRUTosŤ

odbeľ krvi z infraoľbitálneho plexu pľecl usmľtením myši

intľavenózna infekcia živou kultúľou C. albicans do laterálnej chvostovej žily a

následné pľeŽĺvanie

usmrtenie dislokáciou kľčných stavcov

POSTUP

opakované subkutánne podávanie testovaných látok (tri dávky v trojtý

inteľvaloch)
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Na hľadanie alteľnatívnej metódy, ktoľou by sme nahradili pouŽitie myší, sme pouŽili registľe

medzinárodne oveľených a uznaných metód (ECVAM, NC3Rs, AltTox). V týchto registľoch sme

nanaš1i Žiadnu alternatívnu metódu, ktorou by sme mohli nahľadiť pouŽitie myší v plánovanom

postupe.

2. Redukcia Dočtu zYierati

(Zdôvodnenie pouŽitia uľčeného počtu zyieÍat,akým spôsobom sa použije ľedukcia, objasnenie toho,

Že sa pouŽil minimálny počet zvieľat.)

Počty myší sú upľesnené v nasledujúcich etapách pľojektu:

t. etapa postupu: január 20l8_jún 2018

Pľe uskutočnenie l . etapy postupu (februáľ 20 1 8-jún 20 1 8) bolo pouŽitých l 95 zvierat, kaŽdä

látka bo1a testovaná na 15 mysiaóľr. Ténto počet bol postačujúci, ďalšie zniŽovanie počtu zvierat v
skupinách by bolo rizikové, jédnat< z hľadiska štatistického vyhodnotenia' ako aj falošne pozitívnych

alebo negatívnych výsledkov.

2. etapa postupu: september 20l8-decembeľ 20l9

Pre uskutočnenie 2. etapy postupu (september 20l8-decembeľ 2019) bolo pouŽitých 170

zvierat. KaŽdá látka bola testovaná na 34 myšiach' tento počet bol postačujúcijednak z hl'adiska

štatistického vyhodnotenia, ako aj na elimináciu falošne pozitívnych alebo negatívnych výsledkov.

Zýšený počet zvieľat na skupinu v tejto etape odôvodňujeme tým,Že u týchto zvierat bola odobeľaná

kľv aj í'pľiebehu imunizácie, a abý zvieratä neboli vystavené opakovaným odbeľom krvi, boli

ľozdelené do podskupín.

Tento počet, naplánovany pľe obe etapy, splnil poŽadované kľitériá ľeprodukovateľnosti

postupu z hľadiska štatistického vyhodnotenia.

V dľuhej fáze pľojektu bolo použitých menej zvíerat(celkoý počet použitých zvierat bol o l20 nižší

u poroununí so schválením), pľetoŽe sa pouŽilo menej testovaných skupín. Po dôkladnom

výhodnotení pľvej fázy pľojektú sa dospelo k záveľom, ktoré pomohli vylúčiť pouŽitie niektoých
konjugátov.

3. Ziemnenie:

(Vysvetliť výbeľ pouŽitých dľuhov zxíerat, zdôvodnenie použitia zvieraťa, objasnenie spôsobu, ako



sa minimalizuje stres, utľpenie a bolesť zvieratv priebehu vykonávania postupu tak, aby sa dosiahli

vedecké ciele pľojektu.)
Na tento postup bola vybľatá myš laboratóľna Balb/c, ktoľá spĺňa požiadavky na úspešný

priebeh navľhnutého pôstupu. Myši boli pod každodenným dohl'adom odboľných pľacovníko1' k|9ľí

im ,aberpečili požadouuny komfoľt počas trvania postupu. Všetky aktivity, ktoľé súviseli s

realizáciou postupu, boli výkonávané viúlade s platnými zákonmi a nariadeniami o starostlivosti o

zvieratá. usie práo samotným vykonávaním postupu sa myši v pľiebehu dvojtýždňovej karantény

adaptovali na nové pľostreäie a kontakt s veieľináinou lekáľkou ako aj s osobami spôsobilými na

tento výkon - s ošetľovatel'ským peľsonálom. Postupy vykonávané na zvieratách boli vykonané

odboľne a u zvieľat navyknutýcĹ na manipuláciu. V prípade dostavenia sa klinických príznakov, kto.ľé

poukazovali na moŽnj utľpónie zvieraĺa, bolo potľebné vykonať humánne usmľtenie. U skupín,

u t to"y.t sa predpoktaĺaĺ nizsĺ pľotektívny účinôk testovaných konjugátov a u kontľolných skupín

sme pľedpokladali ýchlejší nástup systémovej ľeakcie, boli ýľaznejšie označené a bola im venovaná

zvýšená pozornost'.

4. Utľpenie veľzus prĺnos

V plánovanom postupe neboli myši vystavené zbytočnému utrpeniu, v pľípade zhoľšeného

zdľavotného stavu v aosteot<u postupujúcej kandidózy boli myši usmľtené. Výsledky z pľojektu môŽu

významneovplyvniť navrhnufie a následnú konštľukciu účinnej antifungálnej vakcíny, ktorá by sa v

budúcnosti 
'bňlu 

vyuŽiť ako pre imunokompromitovaných pacientov, postihnutých kandidózou, tak

aj pľe pacientov s chľonickou kandidózou.

Projekt bude podliehat'opätovnému schval'ovaniu: ÁNo @odl'a nariadenia vlády SR č-377l20I2

Z.z.)

Bľatislava, I0. 03. 2020
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AKTUALIZoVANÉ NETECHNICKÉ ZHRNUTIE PRoJEKTU č. 39

/061/,/q_/2//3
/

Názov pľojektu:

Meranie telesnej teploty u králikov za polžitia podkožného snímača teploty - loggeľa STAR ODDI
DST micro-T s následnou aplikáciou ryvíjanej modifikovanej očkovacej látky celobunečnej

absorbovanej vakcíny proti záškľtu, tetanu a čiernemu kašl'u.

Císlo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu:

Kl'účové slová v pľojekte: kľálik, imunita, Boľdetella Pertussis, očkovacia látka

Účel pľojektu: Translačný výskum/Vývoj, qýľoba alebo testovanie kvality, účinnosti a bezpečnosti

liekov

Ciel'projektu pokusu, pľedpokladaná ujma a pľínosy:

Králik domáci je najvhodnejší zvierací model na testovanie pyrogénnych látok a imunogenicity po

podaní celobunkovej vakcíne proti záškľtu, tetanu a čieľnemu kašl'u (Bordetella Pertussis). Udáva sa,

že kľálik domáci je poľovnatelhe citliqý na podanie očkovacej látky ako dieťa. Aktuálne vakcinačné

pľogľamy vo vyspelých kľajinách zahÍňajúprevažne vakcináciu polyvalentnou DTPaP vakcínou, ktorá

zahÍŤla aj vakcínu pľoti toxínu baktérii Bordetella Pertussis. V minulosti bolo používanie celobunečnej

vakcíny pľoti čiernemu kašl'u výlačené aktuálne používanou acelulárnou vakcínou, z dôvodu častého

výskytu nežiadúcich účinkov ako horúčka a febľilné kŕče a následnej silnej antivakcinačnej lobby.

Yyvíjaná celobunkovávakcína pľoti záškľtu, tetanu a čiernemu kašl'u, ktorá bola aplikovaná v tomto

projekte, obsahovala geneticky detoxifikované a chemicky usmľtené bunky baktérie Bordetella

Peftussis aje formulovaná pomocou aluminium hydľoxid nosiča tak, aby poskýovala maximálnu

i munogenic itu a minima|izov a\a neŽiaduce účinky typu zvýšenie tep loty.

Účelom skúšky bolo uľčiť telesnú teplotu u králikov za použitiapodkožného snímača teploty _ loggeľa

s následnou aplikáciou očkovacej látky.

Cielbm pľojektu bolo sledovať u králikov zvyšovanie sa telesnej teploty použitím podkožných

snímačov teploty - STAR ODDI DST micro-T po podaní testovaného a kontrolného prípravku.

Snímač telesnej teploý bol umiestnený kontľalaterálne za lopatku do operačne vývoľenej podkožnej

kapsy. Králiky boli v celkovej anestéze. Anestézu vykonával zmluvný veteľináľny lekár. Pri návľhu

skúšky sme vychádzali z dostupných publikácií, ktoré pojednávaji o použití kľálikov pri teste

celobunečnej vakcíny pľoti Boľdetella Peľtussis na pyľogény (Verweľ et al., Reducing variation in

a rabbit vaccine safety study with paľticulaľ emphasis on housing conditions and handling, Lab. Anim.

2009, 43: 155, Kaaik et al., Nonclinical vaccine safety evaluation: advantages of continuous temperature

monitoľing using abdominally implanted data loggeľs, J. Appl. Toxicol. 2Ol3;33: 521_526; Dias et al,

An improved whole peľťussis vaccine with reduced content of endotoxin, Human vaccines and

I
ll/
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immunotheľapeutics, 9:2,339 _ 348, Febľuary 2012). Podl'a ýchto publikovaných štúdií, náľast teplôt
ukľálikov bol pozoľovaný vrozmedzi 5-|2 hodín po podaní celulárnej vakcíny snajvyšším nárastom

teplôt pľi 8 hodinách od podania. Ztychto publikácií zároveňvyplýva, že vzostup teplôt je pomeľne

nízky v rozmedzi cca 0,5-1oC. Dôležitú úlohu pľi celom teste zohrávala šetrná manipulácia so

zvieratami a návyk králikov na peľsonál a procedúry, ktoľé sú na nich počas skúšky vykonávané.

Nevhodné zaobchádzanie, či nové stimuly mohli navodiť stresoqý stav a vzostup telesnej teploty

králikov, čo by mohlo poviesť k skľesleniu ýsledkov skúšky.

Pľínosy z vykonaného pľojektu:

Novo vyvíjaná celobunková vakcína proti zéškrtu, tetanu a čiernemu kašl'u' ktoľá bola aplikovaná

v tomto projekte obsahuje geneticky detoxifikované a chemicky usmľtené bunky baktéľie Bordetella

pertussis aje formulovaná pomocou adjuvansu aluminium hydroxid tak, aby poslgrtovala maximálnu

imunogenicitu a minimalizovala nežiaduce účinky typu zvýšenie teploty. Prínos z aplikácie
podkožných snímačov je mnohonásobný oproti potľebe merať teplotu králikom rektálne' Nie je
možné, aby kľáliky pomocou ľektálnych sond (teplomerov) boli sledované takmeľ dva dni nepľestajne

aby sme ,,nezmeškali" nástup a odznenie zýšenia telesnej teploty odozvou imunitného systému na

pôsobenie modifikovanej očkovacej látky. Poznatky získané riešením projektu prispejú

k celosvetovému poznaniu vakcinácie proti čiernemu kašl'u.

Pľedpokladaná ujma na použité zvieratáv ľámci vykonaného postupu:

V pľojekte sa aplikovali podkožného snímača telesnej teploty a paľenteľálne aplikoval testovaný

a kontrolný prípravok. Ujmov bolo mierne začetvenanie a opuch v mieste operačného polä. V mieste

aplikácie testovacieho prípľavku ako aj kontľolného prípravku sme nepozorovali žiadnu lokálnu
reakciu.

L

Zaľadenie pod lh kľutosti
slabé
slabé

slabé

stredné

stľedné

slabé

stredné

Vplyv nazĺ,iera
Kľátkodobý mierny stľes

Krátkodobý mierny stres

Krátkodobé obmedzenie, bolesť
slabá

Krátkodobé obmedzenie, bolesť
stredná

Chiľurg. zákrok v celkovej
anestézii

Podávanie analgetík na
zmiernenie prípadných bolestí

Zvýšená te lesná tep lota.

Chaľakteľistika postupu
Yáženie zvierat

Kľátka fixácia pľi aplikácii

Jednoľázová i.m. aplikácia test

opakovaná i.m. aplikácia ATB
a

Aplikácia podkožného snímača

Rekonvalescencia po
chiruľgickom zákroku

Testovanie očkovacej látky

Pľedpokladaná úľoveň kľutosti: Stredné
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Počet a dľuh pokusných zĺ,ieľat

Kľálik domáci, samice, 10 ks zvierat pľe testovanie každej vyľobenej šarže RALDITEPERY

Pľeukázanie súladu s požiadavkou nahľadenia, obmedzenia a zjemnenia

Stanovený počet zvieľat pľedstavuje limit, ktoý je nevyhnutný pre získanie dostatočného počfu

vzoľiek pre validné vyhodnotenie qýsledkov zmien v vzostupe telesnej teploty u králikov po podaní

očkovacej látky. Nie je moŽné nahľadiť postup nazvierutách in vitro testami na bunkových líniách.

So zvieratami zaobchádzali zaškolené osoby s dlhoročnými pľaktickými skúsenost'ami. Zásada

zjemnenia bola dodľžiavaná vplnej miere odo dňa dodávky zvierat do zvieratníka' Počas karantény

prešli zvieratá procesom handlingu. Pri štandaľdnej dennej jemnej manipulácii si zvykli na pľítomnosť

človeka anabežne denné pľocedúry (čistenie' kŕmenie, napájanie, kontľola zdľavotného stavu). Po

opeľačnom zákroku bola zvieratám poskynutá maximálna starostlivosť, v rátane podávanie analgetík

po dobu 5 dní. Humane end point nepresiahol stanovené skóľe pre predčasné usmľtenie jednotliých

zvierat.

Projekt bude podliehato opätovnému schváleniu: áno nie

L


