Priloha 2: Netechnické zhrnutie

Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:
Priprava hybridomov produkujicich monoklonové protilitky s vyuZitim v diagnostike
neurodegeneracnych ochoreni.

KUl'ucové slova v projekte (max 5 slov): monoklonalne protilatky, tau protein, Alzheimerova
choroba, produkcia protilatok
Ucel projektu: Zékladny vyskum

Ciele projektu:

Predkladany projekt bude zamerany na pripravu monoklonovych protilditok namierenych voci
roznym formam proteinov, ktoré su charakteristické pre najzavaznejSie neurodegenerané
ochorenia, vratane Alzheimerovej choroby. Imunizicia patologickymi formami vybranych
proteinov navodi u experimentalnych mysi imunitnii odpoved’. Slezinové bunky mysi budu pouzité
na pripravu hybriddémov produkujicich monoklonové protilatky.

Prinos z vykonaného projektu:
Ziskané monoklonové protilatky voci epitopom zodpovednym za patologické procesy umoznia
zostavit’ Specifické testy s vysokym selektivnym potencidlom.

Druhy a pocty pouZitych zvierat v pokuse:
Celkovo bude pouzitych 100 mysi Balb/c (samice) vo veku priblizne 6 tyzdiiov.

Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania projektu:
Zvieratam bude opakovane subkutanne aplikovany testovany antigén, cca 2 tyzdne po poslednej
davke im bude odobratd krv v miernej sedacii z retroorbitalneho plexu. Néasledne v réznych
casovych intervaloch budu humanne usmrtené v celkovej anestézii dislokéaciou krénych stavcov.
Zvierata po injekcii antigénu, a tiez pri odbere krvi si monitorované a v pripade pretrvavajucej
neadekvatnej reakcie sa upovedomi veterinarny lekar a vedici experimentu a po posudeni
zdravotného stavu sa rozhodne o human end point.

Human end point:

Prejav Skére

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

2 | Stavy, ktoré poukazuju na silni bolest, strach alebo utrpenie (autoindukovand | 0| 1 |2
trauma, hrbenie, vokalizacia, abnormalne pohyby, otvorené ranys,...)

3 | Rychla alebo pretrvavajica strata hmotnosti (>15% ocakavanej hmotnosti) 0|1 |2

4 | ZovSeobecnené zniZenie starostlivosti a abnormélny vzhlad pocas dlhého [0 1 |2
casového obdobia (najezena srst’, rozsiahla alopécia,...)

5 | Tazké alebo pretrvéavajiice tazkosti s dychanim 0|1 |2

Hodnotenie:

0 - bez priznakov

1 - mierny priznak

2- stredne silny priznak / konzultacia s veterindrnym lekarom

3- silny priznak -eutandzia

Kazdy znak sa zhodnoti na zdklade bodovania 0-3, priCom 0-bez priznakov, 3- silny priznak.
Vysledné skore je si¢tom jednotlivych pozorovanych priznakov.

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

Predpokladand uiroveri krutosti:

Vazenie zvierat — slaba

Znalenie zvierat tetovanim — stredna

Kratkodoba fixacia, subkutanna injekcia/opakovana 3-5x, v mesa¢nych intervaloch — stredna
Stav zvierat pocas obdobia preZivania- slabd az stredna

Odber krvi (retroorbitalny plexus) v miernej sedacii — stredna

Usmrtenie v anestézii dislokaciou krénych stavcov - slaba

Zohladnenie 3R:

Zjemnenie:

Pri manipul4cii so zvieratami sa buda dodrziavat’ interné SPP. So zvieratami sa bude zaobchadzat’
humdanne a nebude sa im vyvijat’ prebytocny stres. Pocet zvierat v nadobe zohl'adfiuje normy dané
zakonom. Zvieratd st chované v podmienkach vyhovujucich fyziologickym a sociologickym
potrebam. Starostlivost’ o zvierata zabezpeCuji osoby, na ktoré si zvieratd zvykli. Vo zverinci je
denne kontrolovany a monitorovany zdravotny stav a pohoda zvierat. Pri prejavoch zmien
zdravotného stavu veterinarny lekar upovedomi vediceho experimentu o pripadnej potrebe vyradit
zviera z experimentu a pristupit’ k humannemu usmrteniu zvierata.

Bezprostredne po aplikdcii mdéZeme u niektorych jedincov pozorovat’ miernu apatiu alebo naopak
zvySenu aktivitu, ktora odzneje v priebehu par mintt. Pri pretrvavajucich priznakoch (triaska),
zviera oddelime a umiestnime na vyhrevni podlozku az do zotavenia. Zvieratd su pravidelne
monitorované a hodnotené na zéklade bodového skore, v pripade pretrvavajicej neadekvatnej
reakcie sa upovedomi veterindrny 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 skupinach
bude maximalne 5 zvierat. Pocet zvierat zohl'adnuje variabilitu imunitnej odpovede.

Nahradenie:

Hybridomova technolégia pripravy monoklonovych protilaitok vyzaduje pouzitie splenocytov
imunizovanych zvierat ako zdroj plazmatickych buniek produkujicich protilatky Specifické pre
dany protein. Vzhl'adom na fakt, ze Specifické protilatky vznikaju po imunizacii zvierat, nie je tieto
mozné nahradit’ in vitro systémami.

Zasada nahraditel’nosti zvierat
Pre hladanie alternativnej metddy sme pouzili nasledovné registre medzinarodne overenych a

uznanych alternativhych metéd (ECVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme nenasli ziadnu alternativnu
metddu, ktort by sme mohli pouzit’ vo svojom projekte, aby sme nemuseli vykondvat’ experimenty
na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Predkladany projekt bude zamerany na pripravu monoklonovych protilatok namierenych voci
roznym formam proteinov, ktoré s charakteristické pre najzdvaznejSie neurodegeneracné
ochorenia, vratane Alzheimerovej choroby. Ziskané monoklonové protilatoky voci epitopom
zodpovednym za patologické procesy umoznia zostavit' Specifické testy s vysokym selektivnym
potencidlom. Spresnenie diagnostiky prostrednictvom Specifickych monoklonovych protilatok,
vznikajicich hybridomovou technoldgiu s vyuzitim splenocytov imunizovanych zvierat, umozni
v konecnom désledku cielent terapiu danych ochoreni.

Pocas opakovanej aplikdcie antigénu neocakavame nepriaznivy vplyv na zvierata, subkutdnna
aplikacia imunogénu trva niekolko sekund, zvieratd reaguji na podanie antigénu dobre, kratko po
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aplikacii sa mdze objavit mierna triaska, ktord odozneje v priebehu par mintt, zvierata su
bezprostredne po aplikacii sledované az do zotavenia, v mieste vpichu sa moze taktiez objavit
mierne zdurenie, vzhl'adom k mesacnému intervalu medzi jednotlivymi aplikdciami iné priznaky
neocakavame

Odber krvi trva maximalne jednu minitu a vykonava sa na sedovanych zvieratdich z
retroorbitalneho plexu.

Dlhodobé prezivanie zvierat — pocas dlhodobého preZivania zvierat, zvieratd okrem beZne;j
manipuldcie nebudu vystavené¢ uz ziadnym postupom, nepredpokladame negativne zmeny na
zdravotnom stave z dovodu aplikovan¢ho antigénu, mdZu sa prejavit’ len bezné priznaky starnutia,
zvieratam bude denne monitorovany zdravotny stav a hodnotené bodové skore, v pripade
neocCakavanych zmien sa upovedomi vet. lekar a vedlci experimentu aby sa rozhodlo o pripadnom
vyradeni zvierata z experimentu a jeho pred¢asnom usmrteni cervikalnou dislokaciou v celkovej
anestézii.

Experiment sa ukonc¢i odobratim sleziny imunizovaného zvierata v celkovej anestézii za ucelom
ziskania plazmatickych buniek na pripravu hybridomov najmenej tri mesiace od poslednej davky
a najviac rok po poslednej davke.

Zaciatok pokusu je planovany na 20.3.2020 a bude sa realizovat’ v priebehu necelych troch rokov,
do 31.12.2022.

Zvierata nebudl vystavené opdtovnému pouzitiu.

Projekt nevyzaduje spiatné posudenie (podl'a Nariadenia vlady SR ¢. 377/2012 Z.z.).



