NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projektu Konstrukcja i rozwdj profilaktycznej genetycznie modyfikowanej szczepionki koméorkowe;j

COVIDVax przeciw wirusowi SARS-CoV-2.
2.Czas trwania projektu ........ 01.08.2020 — 01.08.2023.........coeoiiririerieie e

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow) Covid 19, SARS-CoV-2, komoérkowa szczepionka, H6,
glikoproteina S, nukleokapsydu N.

4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych) ......A..

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkcji produktow leczniczych, srodkow spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $srodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztalcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia

kompetencji zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

W marcu 2020 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia oglosita pandemi¢ koronawirusa SARS-CoV-2. SARS-
CoV-2 powoduje gtéwnie infekcje drog oddechowych, mogace doprowadzi¢ do cigzkiej, ostrej niewydolnosci
oddechowej. Choroba powodowana przez SARS-CoV-2 jest nazywana Covid-19.

Prace badawcze przedstawione we wniosku dotycza opracowania szczepionki przeciwko wirusowi SARS-
CoV-2. Do stworzenia szczepionki beda wykorzystane mysie komorki fibroblastow (NIH-3T3)oraz indukowane
komoérki macierzyste (miPSC).Komorkizostang zmodyfikowane w taki sposob, aby produkowaly biatka S
(glikoproteina S otoczki)oraz N (nukleokapsyd) wirusa, ktore sg rozpoznawane przez uktad odpornosciowy.
Dodatkowo zmodyfikowane komorki beda produkowaty biatko H6, ktore pehni rolg adjuwanta, czyli czasteczki
wzmacniajacej skutecznos¢ odpornosciowego dziatania szczepionki. Biatko H6 jest cytoking, czyli czasteczka
wykorzystywang przez komorki do wzajemnej komunikacji, sktadajacg si¢ z interleukiny 6 (IL-6) potaczonej z
jej rozpuszczalnym receptorem o sIL-6R.




Badane beda dwie szczepionki komorkowe,tj szczepionka oparta na komoérkach NIH-3T3-H6-S-N oraz
sktadajgca sie z komorek miPSC-H6-S-N.

Celem ogoélnym projektu jest analiza wilasciwosci immunogennych, tj. zdolnosci do indukcji swoistej
odpowiedzi immunologicznej szczepionek komorkowych opartych o NIH-3T3-H6-S-N i miPSC-H6-S-N. W tym
celu myszom zostang podane szczepionki komorkowe,a nastepnie analizowane bedzie: i) poziom swoistych
przeciwciat przeciwko biatkom S oraz N, ii) analize ogolnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej, iii) analize
miejscowej  odpowiedzi  immunologicznej  oraziv)  odpowiedzi w  obwodowych  narzadach
limfatycznych.Surowica oraz komoérki wyizolowane z pobranych od zwierzat narzadow beda analizowane za
pomocg cytometru przeptywowego czy metod immunoenzymatycznych (typu ELISA, ELISPOT).

Ogolny schemat postepowania:
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Niewatpliwa korzyscia dla nauki bedzie fakt, ze uzyskane wyniki beda stanowi¢ podstawe
zasadno$ci 1 bezpieczenstwa stosowania szczepionek komorkowych przeciwko SARS-CoV-2.
Zastosowanie modelu zwierzecego pozwala na bezposrednig analize immunogenno$ci szczepionek
komoérkowych co w przysztosci postuzy do opracowania protokotu badan klinicznych u ludzi.

Wsrdd szkod u wykorzystywanych zwierzat nalezy wymienic¢ krotkotrwaty dyskomfort zwiazany z
podaniem badanego preparatu, co jest zwigzane z ukluciem igla. Podawane $rodki nie sg draznigce, nie
wywoluja uczucia pieczenie czy innego dyskomfortu. Objeto§¢ podawanego preparatu jest
dostosowana do gatunku 1 wielko$ci zwierzecia. Ponadto do szkod nalezy zaliczy¢ $mier¢ zwierzecia W
koncowej fazie doswiadczenia.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

270 osobnikoéw - Mysz domowa Mus musculus, szczep C57BL6/J , samce




7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA?

W dostgpnym pi$miennictwie PubMed, MEDLINE, BioMed Central, Google Scholar, Scopus, EMBASE,
ScienceDirect, CurrentContents wykorzystujac kilka roznych strategii wyszukiwania nie znaleziono informacji,
ktorych uzyskanie jest celem tego projektu (uzyte stowa kluczowe: COVID 19, SARS-CoV-2, szczepionka). Na
dzien dzisiejszy nie ma szczepionki przeciwko wirusowi SARS-CoV-2.

Zasada zastapienia

Nie ma mozliwosci przeprowadzenia powyzszych badan bez uzycia zywych zwierzat. W projekcie badawczym
analizowane beda mechanizmy lezace u podtoza interakcji zachodzacych miedzy szczepionka i gospodarzem.
Wyklucza to mozliwo$¢ zastosowania alternatywnego modelu in vitro, ktory nie pozwala na zbadanie procesow
wymagajacych interakcji komorek w organizmie. Zastosowanie modelu mysiego pozwala na odzwierciedlenie
procesow zwiazanych z aktywacja uktadu immunologicznego zachodzacych u czlowieka.

Zasada ograniczenia

Liczba zwierzat wykorzystywanych w procedurach zostata ograniczona do poziomu niezbednego do uzyskania
wynikow wiarygodnych statystycznie. Na ograniczenie iloSci wykorzystanych zwierzat pozwalaja takze
czynnosci minimalizujgce zmienno$¢ i1 zwickszajace powtarzalno$¢ pomiardw takie jak: stabilna pasza;
zréwnowazone S$rodowisko; jednorodnos$¢ grup badanych pod wzgledem wieku, masy ciata; rowny okres
kwarantanny; ten sam (znany) eksperymentator, czy zachowanie rezimu czasowego procedur. Powyzsze
czynniki pozwalaja na wykorzystanie mozliwie najmniejszej liczby zwierzat, na ktorych mozna wykonac takie
doswiadczenie i praktycznie jedynych, ktore mozliwe sa do utrzymania w takiej zwierzetarni jak zwierzetarnia
CZT. Minimalna liczba zwierzat zostata okre$lona na postawie literatury, wczesniejszych doswiadczen z tego
typu ekserymentami orazprzy pomocy zaawansowanych narzedzi statystycznych (GraphPadPrism 8.4.2, San
Diego, California USA). Oszacowana na tej podstawie liczba zwierzat w grupie powinna wystarczy¢ do
uzyskania statystycznie istotnych wynikéw i pozwoli¢ na weryfikacje postawionych hipotez badawczych.

Celem ogolnym projektu jest analiza wlasciwosci immunogennych, tj. zdolnosci do indukcji swoistej
odpowiedzi immunologicznej dwoch rodzajoéw szczepionek opartych o komorki NIH-3T3-H6-S-N i miPSC-H6-
S-N. Dla danego typu eksperymentu wilaczona bedzie odpowiednia grupa kontrolna myszy, ktérym podany
zostanie PBS. I tak dla procedur 1 i 2 zastosowana bedzie jedna, wspolna grupa kontrolna (procedura 3), a dla
procedur 4 i 5 inna, wspdlna grupa kontrolna (procedura 6). Ostatecznie pozwoli to na zmniejszenie liczby
uzytych zwierzat.

Zasada udoskonalenia

Pomieszczenie 1 wyposazenie, w ktorym beda przebywac zwierzeta spetniajg kryteria zapewniajace wlasciwe
dla danego gatunku warunki utrzymania zgodnie z ROZPORZADZENIEM MINISTRA ROLNICTWA I
ROZWOJU WSI z dnia 14 grudnia 2016 r. w sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien spetnia¢ osrodek,
oraz minimalnych wymagan w zakresie opieki nad zwierzgtami utrzymywanymi w osrodku (Dz.U. Warszawa,
dnia 23 grudnia 2016 r. poz. 2139). Szczepy myszy transgenicznych beda utrzymywane w odpowiednich
warunkach zapewniajacych dobrostan zwierzat (zaklada si¢ ograniczenie do minimum niekorzystnych skutkow
oraz odczu¢ zwierzat w czasie procedury oraz utrzymywanie ich w jak najlepszych warunkach
bytowych).Warunki bytowania zwierzat przed procedura bgda Scisle kontrolowane. Zwierzgta beda przebywaé w
klimatyzowanych pomieszczeniach. Kontakt ze zwierzgtami beda mialy wylacznie osoby prowadzace

! Przy wypetnianiu wzorowac¢ sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




doswiadczenie. Ponadto, zwierzeta beda obserwowane podczas catego eksperymentu przez lekarza weterynarii i
zespOl ds. dobrostanu zwierzat. Stan myszy oraz klatek bedzie kontrolowany codziennie. W klatkach
hodowlanych wprowadzone zostato wzbogacone §rodowisko (klocki drewniane, rurki) oraz materiat gniazdowy.
Kazdy kontakt ze zwierzeciem bedzie odbywal si¢ w atmosferze opanowania i spokoju, z oswojeniem zwierzgcia
przez rozpoczgciem jakiejkolwiek czynnosci, z jak najlepszym wykorzystaniem umiejg¢tnosci technicznych oraz
empatia ze strony osob prowadzacych do$wiadczenie.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna?
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
O NIE

2 Wypetnia wtaéciwa lokalna komisja etyczna ds. doswiadczen na zwierzetach. Nalezy zaznaczyé wtasciwe pole.




