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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nizev projektu pokusit

Vyvoj a testovani preventivnich a terapeuﬁckyéh vakcih na bazi rekombinantnich pfoteim‘i, RNA a DNA.

Doba trvéni projektu pokusit | do 04. 09. 2022

Kii%ova slova - maximdiné 5| HIV-1, Borrelie, Influenza, Candida, rekombinantni protein, RNA, DNA, liposom

Uel projektu pokusi - oznacte jej krizkem (x) do prazdného policka
x _ Leakladaiiulmed e e R e

translacni nebo aplikovany vyzku

¥V0j, vyroba nebo zkouSeni kvality, Gtinnosti a nezavadnosti 162iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobka

ochrana ptiredniho prostedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovini druhi :
vy vzdelavéni nebo odbornd pfiprava
trestni Fizeni a jiné soudni Fizeni

Cile projektu pokusii (napt. fesené védecké néz_jnémé nebo vEdecke & Klinické potieby)

1. Ov&fit imunogenicitu proteinovych antigennich konstrukti p¥ipravenych rekombinantni technologil’;
2. Ové&fit imunogenicitu RNA a DNA vakcinagnich konstruktt
3. Charakterizovat vazné a neutraliza&ni protilatky a parametry specifické a piirozené bun&éné imunity.

Pravdépodobné potenciilni pFinosy projektu pokusit (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem vednim oboru
nebo jaky pfinos by z néj &lovek &i zvitata mohli mit) :

NavrZen¢ experimenty pfispé&ji k roz3ifeni poznatkd o moZnosti indukce antigenné specifické imunitni odpovédi
mimikujici odpovéd’ jedinci rezistentnich k dané virové ¢i bakteridlni infekci mediovanou specifickymi neutralizagnimi
komplement aktivujicimi nebo opsonizaénimi protilatkami. Obecna preka¥ka efektivni imunizace viiti antigennim
glykopeptidiim a glykaniim vird a polysacharidiim bakterii a n&kterym obalovym bakterialnim proteiniim spo&ivé ve slabé
imunogenicité nékterych mikrobilnich struktur a jejich vnitrodruhové variabilité. Vyuziti technologie vysokoafinitnich
proteinovych ligandi, jako mimotopi vaZicich paratop dané specifické protilatky, pipravenych skriningem
randomizovanych knihoven a nésledn& rekombinantni technologii pro imunizaéni uéely vEetné fuzovani antigend, nabizi
cestu efektivni indukce tvorby vysoce specifickych neutraliza¢nich, opsoniza¢nich, nebo komplement aktivujicich
protilatek. Tato cesta pfedstavuje jeden z velmi slibnych néstroji k designu budouci protektivni Siroce efektivni vakciny
proti HIV-1, chipce, ale i bakteridlnim a mykotickym patogentim, u nichZ byly (nejéast&ji v populaci jedincti rezistentnich
na danou infekei ¢i na jeji opakované vzplanuti) identifikovany a izolovany protektivni protilatky.

Druhy a pFiblizné potty zvirat, jejichZ pouziti se predpoklada

Mysi, 18-22 g, 800 ks
Mor¢ata, 300-450 g, 150 ks

Jakeé jsou otekavané nezddouci GEinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zavarnosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skon&eni pokusu? '

Pouzivané vakcina¢ni postupy vyvolavaji pouze lokaln{ projevy spoé¢ivajici v mimém zatvrdnuti v misté vpichu pfipadné
v lehké ulceraci pfi intradermélni aplikaci. Dosavadni experimenty s analogicky koncipovanymi imunizaénimi postupy
nevykézaly Zadné jiné neZadouci znamky (Knotigova et al., Pharm Res. 2015 32(4):1186-99; Krupka et al., J Control
Release. 2012 Jun 10;160(2):374-81; Raska et al., Vaccine. 2008 26(12):1541-51). Po skonéeni pokusu bude likvidace
kadaveri zvifat probihat v zaFizeni SITA CZ a. s.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvifat: Uved'te, proé je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzZity alternativy bez pouZiti
zvitat.

Nahrazeni zvifat (Replacement)
Imunizaéni experiment na zvifeti je nezbytny, nebot' neexistuje 4dny adekvétni in vitro model umoZziiujici spolehlivé
piedpovédét kvalitu a intenzitu imunitni odpovédi.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak Ize zajistit pouZiti co nejmensiho po¢tu zvifat.

Celkovy plén po¢tu pouzitych pokusnych zvifat je stanoven s ohledem na rozsah imunizagnich experimentil (nutnost
testovani vybranych rekombinantnich antigenii, DNA a RNA v kombinaci s jiz dfive otestovanymi a ovéfenymi adjuvans
(Alum, NorAbuMDP; Knotigova et al., Pharm Res. 2015 32(4):1186-99) a v kombinaci s biokompatibilnimi
proteoliposomalnimi nosi¢i, nutnost zahrout kontrolni skupiny (prvni skupiné nebude podén antigen, ale pouze adjuvans
a druhé skupin€ bude podan antigen bez adjuvans) a nutnost opakovani vybranych experimenti z ditvodu ovéfeni
statistické vyznamnosti zjiSt&nych imunologickych parametrii v nezavisle provedenych experimentech. Minimélni pocet 5
aZ 10 zvifat na jednu skupinu je urfen ze standardni deviace a primérnych hodnot titru specifickych a neutralizaénich
protilatek naméfenych v pfedchozich analogickych experimentech a pti pouZiti t-testu a hodnot& prahu vyznamnosti 0,05.
Budou pouZity inbredni linie my3i, ¢im se zabezpeti sniZeni genetické variability a maximalnf homozygotnost zvifat, a tim
se sniZi poCet zvifat nezbytny pro dany pokus. Zvifata budou v SPF kvalité a tim se zabezpeti sniZeni rizika modifikace
vysledki v disledku onemocnéni. Imunizace experimentalnich moréat bude provedena pouze u vybranych
rekombinantnich antigent, které pfi imunizaci experimentélnich my3i vykdZou nejvyssi titry specifickych &i nejvy3si

aktivitu neutralizaCnich &i komplement aktivujicich protilatek. _ .
Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v ptipadg tohoto zvifectho modelu jedna o nejSetrnéjsi




¥ 246/1992 Lb. -

‘pouziti z hlediska védeckych cilu.

Vysvétlete obecnd opatfeni, ktera budou pfijata za icelem sniZeni ijmy zpiisobené zvifatim na minimum. ;
S laboratornimi zvifaty se naklada dle pravidel uvedenych v zdkonu ¢ ¥35922612 a vyhlasce & 419/2012, kde je jasné
vymezen zpisob o nakladani s laboratornimi zvifaty. Jednotlivé experimentélni pokusy - imunizace a odbér biologickych
vzorkil jsou jen mirné bolestivé zakroky a tyto budou provadeéni podle standardd prace s laboratornimi zvifaty. Zadné jiné
zakroky nebudou na zvifatech provadeny. Termindlni odbér krve a sleziny u vybranych skupin bude proveden v celkové
anestezii. Zvifata budou denn& monitorovana veterindrnim lekafem a nebudou cilené vystavené utrpeni. V ptipade
trvalého podkozeni zdravotniho stavu mysi v pribéhu pokusu bude zvife humanné utraceno.




