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generacije  dobro  definiranih  cjepiva  na  bazi
elikokonjugata.
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Svrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika):
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Opisite ciljeve projekta (na primjer,
caansivene nepozaanice Ui cnansivene

it klinicke potrebe).

Temeljni cilj projekta Glycovax je stvoriti preduvijete za razvoj nove
aeneracije inovativnih cjepiva na bazi glikokonjugata, kako bi se na taj
nacin poboljsale postojeée preventivne terapije te kako bi se rijesile
dosad neispunjene  medicinske potrebe.  Kijuéni cilj prilikom
dizajniranja novih cjepiva na bakterijshe antigene (polisaharide) je
indukcija visokog titra protutijela koja prepoznaju nativie polisaharide
i u mogucnosti su opsonizirati patogene. Kljuéna prepreka prilikom
dizajniranja odgovarajucib antigena za imunizaciju je dobivanje ¢istih
i homogenih gliko-pripravaka. Osim same sinteze, zahtjevan je i sam

konjugaciju na totno odredenim dijelovima  gliko-okosnice  (site-
selective confugation). Sama konjugacija je nuzan korak koji prethodi
dobivanju antigena sposobnih izazvati memorijski  imunoloski
odgovor. Ove izazove preuzet ¢e nadi partneri u medunarodnom

fakultet u Rijeci (MEDRI) ¢e razviti misja monoklonska protutijela na
nekeliko polisaharida. uklju¢ujuci kapsulare polisaharide tipa 1. Ono

odgovor tijela na konjugirani glike-antigen. Do sada je dobivanje
optimalnog odgovora bilo prepusteno metodi pokusaja | pogreske. a
poznato je da je jedan od kljucnih éimbenika sama duzina antigenu te
da za uspjeSnost obrane od bakterija nije dovolino da prowtijelo
prepoznaje bilo koji epitop na polisaharidu bakterije. Cilj MEDR{-a, u
sklopu ovoga projekta. je identificirati ne samo najbolje antigene, vec i
razloge zbog kojih su upravo oni tako uspjesni, Cilj je dobiti
imunoloski odgovor koji posjeduje dovoljno visok titar protutijela koja
prepoznaju  protektivne epitope  na polisaharide bakterija. a
| istovremeno minimizirati broj protutijela koja prepoznaju neucinkovite
epitope, kako bi se izbjeglo iserpljivanje imunoloskog sustava. Za to
nam je nuzno potrebno usporedno pratiti titar  protutijela po
imunoloskom odogovoru mida na vrhunski dizajnirane antigene
razlicite velicine i/ili drugih Karakteristika, a koje ¢e nam dostaviti nasi
projektni partneri.

Koje su potencijalne prednosti za koje

Jje vierojatno da proizlaze iz ovog

projekia (kako zhnanost moze biti
unaprijedend ili kako ludi i Zivotinge

Sto Je jako slabo poznato su determinante koje odreduju protektivan |

Ocekivani  rezultati  MEDRI-a u  projektu  su  produkcija i
karakterizacija protutijela na bakterijske antigene te odredivanje
determinanti imunogeni¢nosti  antigena  za  nativne  polisaharide
bakierija. Ocekivani rezultati projekta su nova saznanja i razva)
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cjepiva na relevanine patogene danasnjice. Modelni patogeni na cije se
produkte namjeravaju stvoriti protutijela su Neisseria meningitidis i/ili
group B streptococei ifili enterococei iili staphylocecocus aureus. U
fokusu projekta je i edukacija znanstvenika kroz organizaciju
radionica. mentorstava i razmjene znanja, ¢ime se doprinosi stvaranju
kriticne mase znanstvenika koja ¢e biti sposobna promisljati nove
izazove razvaja cjepiva koji su pred danasnjim drudtvom.

Koje vrste 1 priblizni broj Zivotinja se
otekuje da ée se koristiti.

U sklopu projekta predvideno je istrazivanje na laboratorijskim
misevima sukladno vazeéim propisima za rad s eksperimentalnim
zivotinjama. U istrazivanju ¢e se koristiti BALB/¢ migevi. Priblizan
broj miSeva Koji se planiraju koristiti u istrazivanju je 40,

U kontekstu onoga sto se radi na
Zivotinjama, §to su oéekivani negativni
| ucinci na zivotinjama, vjerojatna
| ocekivana razina tezine postupaka i
sudbina Zivotinja?

Zivotinje ¢e se Koristiti za imunizaciju te kao izvor slezene za razvoj
hibridomskih stanicnih linija koje luce protutijela te ¢e biti potkozno i
intraperitoncalno  imunizirane  prociscenim  glikokonjugatima -
antigenima. UspjeSnost imunizacije utvrdit ¢e se vadenjem krvi iz
repne vene (kolicina krvi manja od 10% ukupnog volumena krvi),
Tijekom pokusa Zivotinje ¢e biti smjestene u specijalnim individualno
ventiliraju¢im Kavezima (individually ventilated cages. IVC).

Ocekivana razina tezine postupka je blaga. Zivotinje ¢e po injiciranju
biti pracene na znakove nelagode ili stresa (3to nije ocekivano u
planiranom istrazivanju) te ¢e u slucaju istih Zivotinje biti usmréene na
hunian na¢in. Na Kraju pokusa zivotinje ¢e biti usmréene na human

Primjena nadela 3R

nacin. a njihove slezene iskoristene za razvoj hibridoma. - |

I. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
Zivotinje te zasto se ne mogu koristiti
alternativne metode koje ne ukljucuju
Zivotinje.

Cjelokupni proces stvaranja nove generacije dobro definiranih i
inovativnih cjepiva na bazi glikokonjugata ukljucuje razvoj misjih
monoklonskih protutijela. Medutim, u ovom projektu cilj nije
iskljucivo debivanje finalnog produkia. prociséenoy i imobiliziranog

monoklonskog protutijela, vec i procjenjivanje titra protektivnih |

protutijela prilikom imunoloskog odgovora na antigen. Nadalje, cilj je
odredivanje tipa i omjera protutijela koje imunoloski odgovor daje na
antigene definirane razlike (npr. postupka gliko-konjugacije. broja
gliko-jedinica ili zavrinog ogranka gliko-konjugata). Stoga. Zivotinje
Ce se Koristiti s obzirom da ne postoji altermativna metoda koja bi
odgovaraly zahtjevima za analizu titra protutijela prilikom kompletnog
imunoloskog  odgovora  te  za  produkciju  koavencionalnih
monoklonskih  protutijela. koja su opet jedinstvena po sV0jo]
sposobnosti glikozilacije (dorade Secera), a o je znatajan Cimbenik
prilikom stvaranja protutijela na same Secere.

1. Smanjenje
Objasnite Kako moze biti osigurana
koristenje minimalnog broja Zivotinja,

Broj koristenih Zivotinja po antigenu bit ée reduciran na minimum |

putem osiguravanja najvise moguce kvalitete antigena za imunizaciju
miseva. Takoder, ukoliko imunizacija specificnim  antigenom ne
rezultira pozitivnim imunploskim odgoverom i/ili monoklonskim
protutijelom u tri uzastopna pokusaja dobivanja hibridoma (tzv.
fuzije), usprkos cCinjenici da su svaki put proizvedeni znacajno
drugaciji pripravei antigena, proizvodnja protutijela na doticni ciljni
anligen ce se u polpunosti obustaviti.

3. PoboljSanje

Objasniti izbor vrsta i zaSto su
koristeni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuci u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje e se
peduzeti kako bi se smanjile Stete za
Zivotinje.

Imunoloski sustav laboratorijskih zivotinja, a u nagem slucaju koristit
e se miSevi, nema alternativu kada je u pitanju proizvodnja sirokog
spektra konvencionalnih monoklonskih protutijela.

Navedeno pogotovo nema alternativu kada je, u svrhu razvoja
optimalnih protektivnih antigena za cjepiva. potrebno pratiti ukupan
odgovor imunoloskog sustava na te antigene. Naime, poznato je da na
razvoj B-limfocita koji luge protektivna protutijela na glikokonjugate
veliku ulogu imaju limfociti [ i druge komponente imunoloikog
sustava. Na taj na¢in fenomen nije moguce pratiti u izolaciji, a

laboratorijski midevi su danas najrasprostranjeniji i najvise prihvacen |

animalni model, koji je uz najvise standarde ukljucen i u istrazivanja
na Medicinskom fakultetu u Rijeci. Zivotinje ¢e po injiciranju biti
pracene na znakove nelagode ili stresa ($to nije ocekivano u

lzdanje 1., 2013,
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planiranom istraZivanju) te ¢e u slucaju istih Zivotinje biti usmrcene n

o
human nacin. : J
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