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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nizev projektu pokusi

Testovani virulenénich faktord Leishmania mexicana v mysich BALB/c a kiegicich cinskych (Cricetudus griseus).
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Cile projektu pokusi (napr. feSené védeckeé nezname nebo védecké ¢iklinické potieby)
Leishmanie (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) jsou paraziti pfenageni krevsajicim hmyzem - flebotomy (Diptera:
Psychodidae), jejichz definitivnimi hostiteli jsou savci véetné ¢lovéka. Lidska onemocnéni (leishmanidzy) zplisobuje
zhruba 20 druhi leishmanii. Projevy leishmanidz jsou rdznorodé - od leh&ich koZnich forem (CL) pfes pomérné zavainé
mukokutanni formy (MCL) aZ po visceralni onemocnéni (VL), které je bez lé¢by ¢asto smrtelné. Vysledna forma
onemocnéni je dana predevsim druhem a virulenci parazita, i kdy? dileZitou roli hraje i genetické pozadi a imunitni
systém hostitele. Ve spolupraci s éeskymi i zahraniénimi kolegy chceme testovat virulenéni faktory Leishmania mexicana.
Pomoci CRISPR/Cas9 metody byly ve spolupracujicich laboratofich vytvofeny mutantni linie leishmanii s deleci gen(i pro
chitinazu a kataldzu. Roli téchto enzym{ pro vyvoj leishmanii v hostiteli bychom chtéli testovat na dvou modelech —
mysich BALB/c a kfeCicich ¢inskych (Cricetulus griseus). Zatimco inbredni my3i BALB/c jsou vyuZivany jako klasické
modelové zvife s vysokou vnimavosti vici leishmaniim plisobicim CL, kfeéici zase predstavuji model pfirozené imunitni
odpoveédi pravdépodobného rezervoarového hostitele. Oba modely maji tedy jinou vwpovédni hodnotu a jsou vzdjemné
nezastupitelné. Zplsob inokulace bude odpovidat pfirozenému pribéhu infekce hostitele - pouZijeme intradermalni
inokulaci infekénich stadif leishmanii isolovanych z nakazenych flebotomd. V priibéhu pokusu budeme hodnotit vnéjsi
pfiznaky onemocnéni a distribuci a poéet parazit(i v téle hostitel(.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim oboru
 nebo jaky pFinos by z ngj ¢lovek & zvifata mohlimity

Objasnénim role chitindzy a katalazy leishmanii pro jejich vyvoj v pienasecich a virulenci v hostitelich cheeme pFispét
k poznani fungovéni zavazného lidského patogena. Studie bude souasti diplomové prace a planovaného mezinarodniho
projektu.

 Druhy a pfiblizné potty zviFat, jejichZ pouziti se predpoklada mrStemsran N SRS N
Planujeme pouzit mysi kmene BALB/c, tedy nejéastéji pouzivané modelové zvife vnimavé k CL a kieciky ¢inské
(Cricetulus griseus) jako model pFirozené imunitni odpovédi rezervoarového hostitele. Pokud se rozdily mezi virulenci
Jednotlivych linif leishmanii neprojevi jiz u vnimavych imunodeficientnich mysi, testovani na modelu pfirozeného
hostitele (kie¢ici ¢initi) nebude realizovano. MnoZstvi zvitat omezime na nezbytné minimum, predpokladame pouziti
maximalng 100 jedincd kazdého druhu (od stéfi cca 9 tydnd).
Jaké jsou oéekavané nezadouci G¢inky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvitaty naloZeno po

Sontentpoinen? - Akl Ainpencs SREEONT i e o R e e
Zavaznost projevil leishmaniozy zavisi jak na druhu a virulenci parazita, tak na imunitni odpovédi hostitele. V pokusech
s druhem L. mexicana lze oekavat u obou modelovych druhii hlodavei stfedné zavazné projevy (vyvinuti koznich 1ézi) u
virulentnich linif leishmanii a mirné projevy (z4dné znamky onemocnéni &i jen m irny otok usi) u avirulentnich & malo
virulentnich linii. Zvifata nebudou v pokusu ponechana tak dlouho, aby se u nich leishmaniéza rozvinula do patogennich
projevii zat€Zujicich zvifata nad nezbytnou miru (déle nez 10 tydnii). Pokus bude ukonéen usmrcenim zvifat a odb&rem
tkéni na detekci parazitii, zvifata budou 3etrné usmrcena v celkové anestezii cervikalni dislokaci (zlomenim vazu).

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement) WA= AT A SIS L o i
Nahrazeni pouzivéani zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez pouziti
Sledovani virulence parazita v hostiteli nelze nahradit jinou alternativni technikou bez pouziti zvifat. Interakce mezi
parazitem a hostitelem jsou ovlivnény mnoha vzijemné provazanymi a &asto druhove specifickymi faktory na drovni
celych organismii. Tyto komplexni d&je nelze simulovat pokusy in vitro nebo pocitatovou simulaci pfi vylouceni
Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak Ize zajistit pouZiti co nejmenstho poctu zvitat. ]
Pocet pouzitych zvifat bude minimalizovan na mnoZstvi, které bude jesté mozno smyslupIné vyhodnotit, tj. bude pouzito 5
Jedincti pro kazdé ze dvou opakovani experimentu s desiti liniemi leishmanii, tedy celkem 100 BALB/c mysi a pripadné
Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat, a pro¢ se v pripadé tohoto zviteciho modelu jedna o
nejdetrné&jsi pouziti z hlediska védeckych cili.

 Vysvétlete obecna opatreni, které budou pfijata za ucelem sni

%

ni Gjmy zplisobené zvifatiim na minimum.




Zvirata budou kromé tikon{ nezbytnych k pokusu ponechana v klidu, bude o né& pecovano dle platnych zoohygienickych
predpisi a jejich biologickych potreb. B&hem inokulace leishmanii budou zvitata uvedena do celkové anestezie, pfi¢emz
po dobu anestezie bude zajistén jejich tepelny komfort a vlhéeni o¢i. Se zvitaty budou manipulovat pouze certifikované
osoby a usmreeni zvifat bude provedeno maximélné $etrng, predavkovanim anestezii a naslednym strzenim vazu.




