NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 68/2019

Nazev projektu pokusi

Studium vyvoje paraziti Trypanosoma spp. a Leishmania spp. v teplokrevném hostiteli

Doba trvani projektu pokusi 5 let

Kli¢ova slova - maximdiné 5 Leishmania, Trypanosoma, virulence, parazitémie

Ulel projektu pokusi - oznacte jej kiiizkem (x) do prazdného policka

x | zakladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkoueni kvality, i¢innosti a nezavadnosti 1é€iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkii

ochrana piirodniho prostiedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvirat

zachovani druhti

vy33i vzdélavani nebo odborné pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napf. feSené védecké neznameé nebo védecke &i klinické potreby)

Trypanosoma brucei (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) je parazit lovéka a dobytka zplisobujici lidskou spavou nemoc,
nebo zvifeci naganu. PEfbuzny parazit Leishmnia spp.je pivodcem zdvazné formy leishmaniézy u ¢lovéka. Doposud proti
t&mto bi¢ikovciim nebyla vyvinuta Zadna uginna vakeina. Diky intenzivnimu studiu t&chto paraziti hodlame objasnit
fungovani buiiky na molekularni irovni. VE&fime, Ze identifikace esencidlnich proteini pfispéje k vyvoji é€iv proti t€mto
parazitim. Cile projektu: 1. pfiprava polyklonalnich protilatek

2. studium virulence divokych a mutantnich kment

3. izolace peritonedlnich makrofégii a parazith z krve

Pravdépodobné potencidlni piinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim oboru
nebo jaky piinos by z néj élovék &i zvitata mohli mit)

Navrhované pokusy p¥inesou nové dosud nepublikované vysledky, které ptisp&ji k objasnéni jedineéné biologie téchto
parazitil.

Druhy a pFibliZné poéty zvifat, jejichz pouZiti se pfedpoklada

Roéné predpokladame pouzit ptiblizné 500 jedinct laboratornich mysi, 20 jedinci laboratornich potkanti a 40 jedincii
laboratornich kraliki. Laboratorni my3i, potkani a kralici budou pouZiti na pfipravu polyklonalnich protilatek. My3i budou
pouZity na infekéni studie s divokymi a mutantnimi kmeny Leishmania a Trypanosoma a pro izolaci peritonedlnich
makrofagi.

Jaké jsou otekavané nezadouci uginky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zadvaZznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skon&eni pokusu?

Navrhovana mira zdvaZnosti je mirna a nezadouci a¢inky minimalni. Pro izolaci peritoneélnich makrofagt bude zvife
nejprve usmreeno zlomenim vazu. Poté budou makrofigy odebirdny vyplachem peritonedlni dutiny fyziologickym
roztokem. Pro infekéni experimenty budou mys3i infikovany intradermalné (Leishmania spp.) ¢i peritoneédlné
(Trypanosoma spp.). Nésledné bude sledovéna parazitémie pravidelnym méfenim velikosti a mista injekce parazitdl, ¢i
odebiranim malého mnoZstvi krve z ocasu. Dale bude rovnéz sledovana hmotnost laboratornich zvitat. Po uplynuti
standartni doby infekce budou zvifata uvedena do umélého spanku a bude jim odebréana krev ¢i dal3i biologicky material
pro stanoveni mnoZstvi parazitil na jedince. Nésledn& bude zvif'e Setrné usmrceno zlomenim vazu ¢&i pfedévkovanim
anestetiky. Pro pFipravu polyklonélnich protilatek budou laboratorni zvifata imunizovana sterilnim isotonickym roztokem
obsahujicim rekombinantni protein. Séra na testovani budou odebiréna z usi krélikd, &i z ocasu potkani. Po odbéru krve
pod celkovou anestezii a pFipravé séra bude zvife etrnd usmrceno preddvkovanim anestetiky. Usmrcend zvifata budou
likvidovéna asanacni sluzbou.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Sledovani infekénosti a virulence parazita a jeho mutantnich forem neni nahraditelné jinou alternativni metodou. Pro
pripravu polyklonélnich protildtek rovnéZ neexistuje alternativni cesta.

Omezeni pouzivani zvirat; Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poé&tu zvifat.

Poget pouZitych zvifat pro infekéni pokusy bude minimalizovan na mnoZstvi, které jsou nutn pro smysluplng
vyhodnotitelna data, tzn. 5 zvifat ve skuping, 3 biologickd opakovéni. Pro ziskéni protilatek bude pouZit minimalni pocet
zvitat, jenZ bude nutny pro ziskani biologického materilu.

Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v piipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o nejSetrné&jsi
pouziti z hlediska védeckych cilfi.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za ucelem sniZeni ijmy zplisobené zvifatlim na minimum.

Laboratorni my3i, potkani a kralici jsou ruting pouZivana zvifata pro zminéné experimenty v akreditovaném zvéfinci BC
AVCR. Béhem sudie budou zvifata vyuZivana k pokus@im v souladu se zdsadami humanniho zachédzeni se zvifaty a v
souladu s platnou legislativou. Zvitata nebudou vystavovéna nadbyte¢nému stresu, bude minimalizovén jejich diskomfort
a jejich stav bude pravideln& monitorovén. Veskeré zékroky usmrcovani budou provadény v hluboké narkéze.




