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Netechnické zhrnutie projektu

Nazov projektu:

Vyvoj testu na monitorovanie ucinnosti vakciny-potency assay 2

KUl'ucové slova v projekte (max 5 slov): imunizacia, davka imunogénu, Alzheimerova choroba,
ucinnost’ vakciny

Ucel projektu: Zakladny vyskum

Podrobny ucel postupu:

Projekt je zamerany na vyvoj testu (tzv. potency assay), ktory bude monitorovat’ integritu
(konzistentnost’, stabilitu, kvalitu) a G¢innost’ (imunogenicitu) peptidovej vakciny urCenej na
klinické testovanie. Peptidova vakcina pozostava z kratkeho syntetického peptidu a nosi¢a. Podla
nariadeni regula¢nych organov EU (EU: Directive 75/318/EEC as amended, jul 1996; ICH:
QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY TESTING OF
BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS (Q5C), potency assay monitorujica
kompaktnost’ vakciny musi byt schopnd odrazat’ aj minimalne poSkodenie vakciny, tj. znizenu
uc¢innost’ (imunogenicitu). Z tohto dovodu budeme na jednej strane testovat’ tri riedenia vakciny
(4x, 10x, 40x), ktoré budu simulovat’ r6zny stupen moznej degraddcie vakciny. Na druhej strane
budeme analyzovat’ vplyv cieleného ,.arteficidlneho* poSkodenia vakciny (napr. tepelne opracovana
vakcina, mechanicky naruSena vakcina) na vyvoj hladin protildtok. Takto opracované
experimentalne vakciny budeme porovnavat s kontrolnou intaktnou vakcinou (interny Standard).
Ako interny Standard ndm bude slizit’ vakcina stabilizovana 50% glycerolom pri teplote -80°C.

Test bude v prvom kroku spocivat’ v in vivo experimente, tj. na imunizdcii myS$i jednak
vakcinami réznej sily (réznymi riedeniami vakciny) a jednak cielene poskodenymi vakcinami.
Druhé cast, in vitro experiment, bude zaloZend na analyze kinetiky tvorby protilatok. Po podani
jednej davky vakciny budeme experimentalnym zvieratdm v dvojtyzdiovych intervaloch (tj. 2, 4
a 6 tyzdinov po podani vakciny) odoberat’ krv a sledovat’ hladiny indukovanych protilatok.

Projekt prebehne v Ciastkovych experimentoch: 25 experimentov, 10 zvierat v experimente.
Celkom bude pouzitych 250 mysi C57BL/6NCrl (samice) vo veku priblizne 6 tyzdinov. Po vstupne;j
karanténe a veterindrnom vysetreni budl zvieratd preradené do prislusného experimentu.

e 'V dein 1 sa kazdej myske v experimente aplikuje testovany imunogén subkutannou injekciou

v davke 300 pl

e Vden 14, 28, 42 sa odoberie krv z retroorbitadlneho plexu v objeme asi 100-150 pl. Celkovy

objem odobratej krvi od kazdého zvierata neprekracuje stanovené normy.

e Po poslednom odbere budl zvierata z experimentu vyradené a humanne usmrtené v stillade

so zadkonom: anestézia a dislokacia krénych stavcov.

Opodstatnenost’ pokusu a poufitie zvierat v pokuse

PreStudovali sme vSetky dostupné alternativne pristupy, ktoré by umoznili v danom experimente
nahradit’ zvieratd za iny biologicky testovaci systém. KedZe kvalitu vakciny (jej biologicku
aktivitu) najkomplexnejSie odraZza jej schopnost’ indukovat’ imunitnt odpoved’, na monitorovanie
konzistentnosti a efektivnosti vakciny je nevyhnutné pouZit' imunitny systém zvierat. Pokusy su
navrhnuté v sulade s legislativnymi a etickymi normami, ktoré sa vztahuji na pracu s
laboratornymi zvieratami.

Druhy a pocty pouZitych zvierat v pokuse:
Celkovo bude pouzitych 250 mysi C57BL/6NCrl (samice) vo veku priblizne 6 tyzdiov.
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Predpokladany nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania projektu:
Zvieratam bude jednorazovo subkutdnne aplikovany imunogén, a nasledne 3x v 2-tyzdinovych
intervaloch odobratd krv v miernej sedécii z retroorbitdlneho plexu. Po poslednom odbere budia
zvieratd humanne usmrtené v celkovej anestézii dislokaciou krénych stavcov.

Zvieratad po subkutannej injekcii, a tiez pri odbere krvi s monitorované a v pripade neadekvatne;j
reakcie ako nar. vyrazna triaska, apatia a pod. sa upovedomi veterinarny lekar a vedici experimentu
a po posudeni zdravotného stavu sa rozhodne o human end point:

Human end point:

Prejav Skore

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

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

3 | Rychla alebo pretrvavajuca strata hmotnosti (>15% ocakavanej hmotnosti) 01 |2

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

5 | Tazké alebo pretrvavajuce tazkosti s dychanim 01 |2

Hodnotenie:

0 - bez priznakov

1 - mierny priznak

2- stredne silny priznak / konzultacia s veterinarnym lekarom

3- silny priznak -eutandzia

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

Kazd¢ 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
konzultovany veterinarnym lekdrom. Kazdé zviera prejavujice silny priznak v ktoromkol'vek
prejave, pripadne pri sucte bodov viac ako 8, bude vyradené z experimentu a humanne usmrtené.

Manipuldacia so zvieratami:

Tetovanie chvosta — stredna

Kratkodoba fixacia a subkutanna injekcia (jedna davka)-slaba

Stav zvierat po aplikacii — slaba

Odber krvi (3x v dvojtyzdnovych intervaloch/retroorbitalny plexus)-stredna
Stav zvierat poCas obdobia prezivania — slaba az stredna

Usmrtenie v anestézie dislokaciou krénych stavcov - slaba

ZohPadnenie 3R

Zjemnenie:

Pri manipuldcii so zvieratami sa budu dodrziavat' interné predpisy. So zvieratami sa bude
zaobchadzat’” huménne a nebude sa im vyvijat' prebytocny stres. Niekol'ko nezavislych Stadii
preukdzalo, Ze stres vyznamne modifikuje imunitni odpoved’, €o je v pripade nasho experimentu
neziaduce. Starostlivost’ zabezpecuje jedna osoba, na ktoru si zvieratd zvykli. Zvieratd st chované
v pocte 5 zvierat na chovnil nddobu, aby sme zabezpecili socidlne interakcie medzi zvieratami.
Zvieraté su chované v podmienkach vyhovujacich fyziologickym a sociologickym potrebam. Odber
krvi sa vykondva v ¢iastkovej anestézii, aby sme utlmili bolest’ spdsobenti odberom krvi.

Pri spozorovani neziaducich tc¢inkov (triasSka, apatia, ...), zviera oddelime a klietku umiestnime na
vyhrevni podlozku az do zotavenia. V pripade vytvorenia ran v mieste vpichu ranu oSetrime
pripravkom Betadine a v nasledujucich diloch pozorujeme. V pripade vyskytu neocakavanych
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mokvajucich ran, miesto vpichu oSetrime dermalnou mastou Kalcium Panthotenicum a izolujeme,
aby sme zabranili d’alSiemu poraneniu zvierata ostatnymi zvieratami. Pravidelne je kontrolovany
zdravotny stav zvierat a hodnotené bodové skore podla tabul’ky human end point.

Redukcia:
Stanoveny pocet zvierat je minimalizovany v ¢o najvyssej moznej miere a zaroven zabezpecujuci
Statistickl relevantnost’ dosiahnutych vysledkov.

Nahradenie:

Stcasna uroven vedeckého poznania neumoziuje sledovat’ integritu (konzistentnost, stabilitu,
kvalitu) a U¢innost’ (imunogenicitu) vakciny v in vitro podmienkach. Po imunizacii sa sleduje
celkova hladina vakcinou indukovanych protilatok. Z legislativneho hl'adiska nie je mozné dany
experiment vykonavat’ na humannych pacientoch.

Zasada nahraditel’nosti zvierat

Pre hladanie alternativnej metédy sme pouzili nasledovné registre medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd (ECVAM, NICEATM-ICCVAM, NC3Rs, AltTox), kde sme
nenasli ziadnu alternativhu metodu, ktor by sme mohli pouzit vo svojom projekte, aby sme
nemuseli vykonavat’ experimenty na zvieratach.

Utrpenie versus prinos

Zvieratd v danom experimente nebudu vystavené nadmernému utrpeniu. Zo sklisenosti z naSich
predchadzajiacich projektov neoCakavame nepriaznivé Ucinky na zvieratd. U niektorych zvierat vSak
moéze v kratkom Case po vpichu objavit’ mierna apatia v dosledku stresu z aplikacie subkutanne;j
injekcie, ktord odznie v nasledujucich hodinach. Subkutanna aplikacia trva niekol’ko sekind. Odber
krvi trva len par sekiind a vykonava sa na sedovanych zvieratach. Zvieratd dostanti jednu nizku
davku netoxickej vakciny, ktord indukuje len miernu imunitni odpoved’ a nevedie k poSkodeniu
organizmu. Ked'Ze pri¢ina Alzheimerovej choroby zostdva nezndma a stdle neexistuje ucinna
terapia, prinos projektu spociva vo vyvoji testu (potency assay) na monitorovanie komplexnosti,
stability a t¢innosti (biologickej aktivity) vakciny pre pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou.

Zaciatok pokusu je planovany na 14.4.2020 a bude sa realizovat’ do 31.12.2022.
Zvierata nebudu vystavené opatovnému pouzitiu.

Projekt nevyzaduje spitné postidenie (podl’a Nariadenia vlady SR €. 377/2012 Z.z.).



