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Netechnické zhrnutie projektu
Néazov projektu:
Mapovanie imunogenicity glykoproteinu S koronavirusu SARS-CoV 2 (COVID-19)

KUPucové slova v projekte (max 5 slov): koronavirus, imunogenicita, povrchovy glykoprotein S,
bunkova a humoralna odpoved
Ucel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu:

Ciel'om predkladaného projektu je ziskat’ imunologické informacie o novom koronaviruse (COVID
19), napr. informacie o imunogénnych epitopoch vyvolavajucich protilatkové alebo T bunkové
odpovede, ktoré by mohli byt napomocné vo vyvoji Specifickej terapie. Snahou vedeckej komunity
je lepSie porozumiet’ tomuto novému virusu, ziskat’ kontrolu nad jeho Sirenim, zacielit' terapiu na
klaicové epitopy a poskytnit’ tak efektivnu ochranu pred tymto novym koronavirusom. Navrhli
smel0 peptidov derivovanych z proteinu S. Uvedenymi peptidmi budeme imunizovat mysi
a nasledne analyzovat’ imunitni odpoved’. Protilatky ziskané po imunizacii budeme pouzivat' na
mapovanie imunogenicity povrchového glykoproteinu S. Zaroven vyuzijeme vhodné bunkové
modely a budeme S$tudovat vplyv vytvorenych protilatok na vézbu proteinu S na povrch buniek.
Okrem protilatkovej odpovede budeme Studovat’ aj bunkovu imunitu indukovanu peptidmi.

Pokusy na mysiach su navrhnuté v sulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré¢ sa vztahuja
na pracu s laboratérnymi zvieratami.

Prinos z vykonaného projektu:

Ziskané vysledky by mohli odhalit’ epitopy na povrchu proteinu S, ktory je zodpovedny za vstup
virusu do bunky. Blokovanie takychto usekov by mohlo byt jednym z terapeutickych pristupov
v boji s koronavirusom.

Druhy a pocty pouZitych zvierat v pokuse:

Celkovo bude pouzitych 100 samic mysSi Balb/c a 100 samic mySi C57BL/6NCrl (vo veku
priblizne 6 tyzdnov).

Kmen BALB/c je vhodny na generovanie protilatkovej odpovede. Naopak na Studium bunkového
typu imunity (T-a B- bunky) st vhodné C57BL/6NCrl mysi.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na poufZité zvierata v ramci vykonavania projektu:
Nepredpokladaime nepriaznivy vplyv imunizacie na zvierata, kedze budeme podavat’ kratke
syntetické peptidy konjugované na nosi¢. Zvieratam bude 3x subkutdnne aplikovany testovany
antigen, 10 dni po poslednej davke im bude odobrata krv v miernej sedacii z retroorbitalneho plexu
s cielom stanovit’ imunogénne peptidy, t.j. stupen $pecifickej protilatkovej odpovede indukovanej
jednotlivymi peptidmi. Na konci experimentu budud zvierata humanne usmrtené v celkovej anestézii
vykrvenim, s ndslednym odberom sleziny.

Zvieratd po injekcii antigenu, atieZ pri odbere krvi si monitorované av pripade neadekvatnej
reakcie ako nar. vyrazna triaSka, apatia a pod. sa upovedomi veterinarny lekar a veduici experimentu
a po posudeni zdravotného stavu sa rozhodne o human end point:

Human end point:

Prejav Skore

1| Akykol'vek stav veduci k dlhotrvajlcej alebo nezvratnej neschopnosti prijimat | 0| 1 | 2
potravu alebo vodu (dlhodoba nehybnost’,letargia...)

2 | Stavy, ktoré poukazuju na silna bolest, strach alebo utrpenie (autoindukovana 0|1 |2
trauma, hrbenie, vokalizécia, abnormalne pohyby, otvorené rany,...)

3| Rychla alebo pretrvavajtca strata hmotnosti (>15% o¢akavanej hmotnosti) 0|1 |2
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4 | ZovSeobecnené zniZenie starostlivosti aabnormalny vzhlad pocas dlhého |01 |2
casového obdobia (najezena srst’, rozsiahla alopécia,...)

5| Tazké alebo pretrvavajice tazkosti s dychanim 0[1 1|2

Hodnotenie:

0 - bez priznakov

1 - mierny priznak

2- stredne silny priznak / konzultacia s veterinarnym lekarom

3- silny priznak -eutanazia

Kazdy znak sa zhodnoti na zéklade bodovania 0-3, pricom 0-bez priznakov, 3- silny priznak.
Vysledné skore je suctom jednotlivych pozorovanych priznakov.

Kazdé zviera, ktoré bude prejavovat stredne silny priznak bude presunuté do Kklietky s
neobmedzenym pristupom ku krmivu a tekutindm, bude neustale monitorované a jeho stav bude
konzultovany veterinarnym lekarom. Kazdé zviera prejavujice silny priznak v ktoromkol'vek
prejave, pripadne pri sucte bodov viac ako 8, bude vyradené z experimentu a humanne usmrtené.

Predpokladana uroveri krutosti:

VéZenie zvierat — slaba

Znacenie zvierat tetovanim — stredna

Kratkodoba fixacia, subkutanna injekcia/opakovana 3x, v 2 a 3 tyzdnovych intervaloch — stredna
Stav zvierat pocas obdobia prezivania- slaba az stredna

Odber krvi (retroorbitalny plexus) v miernej sedacii — stredna

Usmrtenie v anestézii vykrvenim - slaba

Zohladnenie 3R:

Zjemnenie:

Pri manipulacii so zvieratami sa budu dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
huménne a nebude sa im vyvijat prebytocny stres. Pocet zvierat v chovnej nadobe zohladiuje
normy dané zdkonom. Zvierata sU chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a
sociologickym potrebam. Starostlivost’ o zvierata zabezpe€uju osoby, na ktoré si zvierata zvykli. Vo
zverinci je denne kontrolovany a monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch
zmien zdravotného stavu veterinarny lekar upovedomi vedlceho experimentu o pripadnej potrebe
vyradit’ zviera z experimentu a pristipit’ k humannemu usmrteniu zvierata.

Bezprostredne po aplikacii méZzeme u niektorych jedincov pozorovat’ miernu apatiu alebo naopak
zvySenu aktivitu, ktora odzneje v priebehu par minat. Pri pretrvavajucich priznakoch (triaska),
zviera oddelime aumiestnime na vyhrevnU podloZku aZ do zotavenia. Zvieratd su pravidelne
monitorované a hodnotene na zaklade bodového skoére, v pripade pretrvavajdcej neadekvatnej
reakcie sa upovedomi veterinarny lekar a veduci experimentu a po posudeni zdravotného stavu sa
rozhodne o human end point.

Redukcia:
Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvyssej moznej miere. V jednotlivych skupindch
bude maximalne 5 zvierat. Pocet zvierat zohl'adiiuje variabilitu imunitnej odpovede.

Nahradenie:
Vzhl'adom na fakt, Ze Specifické protilatky vznikajd po imunizécii zvierat, nie je tieto mozne
nahradit’ in vitro systémami.

Zasada nahraditel’nosti zvierat
Nenasli sme ziadnu alternativnu metodu, ktortt by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme

nemuseli vykonavat’ experimenty na zvieratach.
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Utrpenie versus prinos

Zagiatkom roka 2020 sa rozsiril novy koronavirus z Ciny do celého sveta a spdsobil tak
celosvetovu pandémiu. K diiu 4. 4. 2020 bolo zaznamenanych 1 133 969 pozitivnych pripadov
spdsobenych tymto virusom a infekcii podl'ahlo 60 409 osob. Ked’Ze sa tento virus objavil len
nedavno, nie st v sucasnosti k dispozicii Ziadne imunologické informacie (napr. informacie o
imunogénnych epitopoch vyvolavajucich protilatkové alebo T bunkové odpovede), ktoré by mohli
byt napomocné vo vyvoji Specifickej terapie. Snahou vedeckej komunity je lepSie porozumiet
tomuto novému virusu, ziskat kontrolu nad jeho Sirenim, zacielit' terapiu na klticové epitopy
a poskytnut’ tak efektivnu ochranu pred tymto novym koronavirusom. Vzhladom k stéasnému
stavu je prinos projektu nad utrpenie zvierat. Utrpenie/ stres zvierat sa snazime v projekte znizit' na
maximalne jednu mindtu avykondva sa na sedovanych zvieratdch. Experiment sa ukonci
vykrvenim zvierata v celkovej anestézii a naslednym odobratim sleziny.

Zaciatok pokusu je planovany na 29.4.2020 a bude sa realizovat’ do konca roka, tj. do 31.12.2020.
Zvierata nebudu vystavené opatovnému pouzitiu.

V projekte nebudu pouzité GMO zvierata.
Projekt nevyzaduje spétné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).



