NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569 |

Nazev projektu pokusi

Produkce diagnostickych protildtek pro analyzu hostitelsko-parazitickych interakei kapra obecného
(Cyprinus carpio) a parazita Sphaerospora molnari

Doba trvani proj jektu pokusti - v mésicich 36

Kli¢ova slova - maximalné pét ') Monoklondini protilatky, polyvklondlni séra, kapr obecny,
Sphaerospora molnari, imunizace
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Hlavnim cilem je pmdukce pr Dtllatek lDZEZl'l"lVEl_]lClCh povr chove Struktmy leukmylu kapra obecného a
povrchové struktury bunék Sphaerospora molnari, kapiiho parazita ze skupiny Myxozoa. Projekt pokusii cili
na produkei polyklonalnich sér a produkei hybridomovych linii, produkujicich monoklonalni protilatky.
Ziskané protilatky budou pouzity pro zdkladni vyzkum hostitelsko-parazitickych interakci mezi kaprem
obecnym a jeho parazitem Sphaerospora molnari, zejména pro immunofenotypizaci populaci leukocyti

v pritb&hu infekce, identifikaci parazitickych stddii a diagnostiku protildtkové odpovédi.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvifata ¢i Zivotni prostFedi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni

_projektu)

Hlub&i porozuméni ziakladnim principiim imunitni odpovédi u rybich modeld je limitovano absenci
diagnostickych protilatek, umoZiujicich imunofenotypizaci bilych krvinek. V soucasnosti jsou komeréné
dostupné pouze tfi protilatky rozeznavajici B lymfocyty (IgM) a T lymfocyty (CD4, CD8), jeZ viak
nedovoluji identifikaci efektorovych subpopulaci leukoeytii. U kapiiho parazita Sphaerospora molnari
protilatky chybi zcela, coZ znesnadiiuje identifikaci parazitickych bunék v krevnim fecisti a tkanich.
Hlavnim potencialnim pfinosem projektu pokusti je rozsifeni poétu dostupnych diagnostickych protilatek
proti leukocytim kapra a bufikam parazita Sphaerospora molnari, které budou vyuzity pro studium imunitni
odpovédi ryb proti této skuping parazitii. Vzhledem k tomu, Ze v rAmei tohoto projektu pokusu budou
vytvafeny hybridomové linie, produkujici monoklonalni protilatky, 1ze ocekavat vyznamné dlouhodobé
pFinosy pro celé odvétvi.

Postupy, které budou na zviiatech 7prav1dla pouzivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zdkroky) -
 uvedte pocet téchlo postupii a dobu jejich trvani

Laboratorni zvifata {(mysi a kralici) budou pouzita pro generaci specifickych protilatek po opakované
imunizaci (s.c. u kralikii / i.p. u my3i - injikace, 5 x ve 14 dennich intervalech) antigenem (rekombinantni
protein, homogenat leukocytii kapra obecného, homogenat parazitickych bun¢k). Po skonCeni imunizace
budou mysi/kralici usmrceni a nasledné vykrveni. Ze sleziny imunizovanych mysi budou izolovany
plasmatické B lymfocyty pro hybridomovou fiizi.

Predpokladané dopady / nepFiznivé ufinky na zvirata (napr boleqt ztrata hmotnosti, ne¢innost / sniZena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto icinki

Experimentalni vakcinace budou provadeny podle rutinné pouzivaného protokolu pouze proikolenym
personalem. Béhem imunizaci neoekavame zadné nepfiznive u¢inky na zvifata.

Druhy a pi‘lbhine pocty zviFat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladani zdvaznost pokusu

_ | Odhadovany potet zvifat podle zavaznosti




Druh zvifat T) ; | Odhado- ‘mlﬂ';i;nabu e
- vyberte ze seznamiu vany Mirné Stiedni Zavazna
_ védomi
pocet
My3 laboratorni (Mus musculus) 90 X
Kralik doméaci (Oryctolagus cuniculus) 20 X
Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Zvolte poloZku.
idéni se zviFaty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena
Odha ovany pocet zvirat k opétovnému pouziti 0
Odhadovany poéet zvifat, ktera budou navricena do pfirodniho stanovisté ¢i systemu chovu 0
Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zijmového chovu 0

Ditvody pro vySe uvedené nakladani se zvitaty - uvedie
Po ukonéeni pokusu budou zvifata usmrcena a kadéver bude odevzdan k likvidaci asanaéni sluzbou.
Uplatiiovani 3R
Nahrazeni pouzivani zviral - uvedle, jaké alternativy bez pouziti zvirat jsou v této oblasti dostupné a procé
nemohou byt pouZity pro tcely tohoto projektu
Produkee protilitek je integrovand soudast Zivych organizmi a experimentalni imunizace je nerbytnym
krokem k ziskani polyklonalnich protilatek, stejné jako plasmatickych B lymfocyth pro bunéénou fuzi.
Ackoli hybridomova technologie umoZnuje neomezenou produkci protilétck v tkéﬁovych kulturdch in vitro,
¢imz redukuje poéty imunizovanych zvifat, nahrazeni samotné imunizace neni mozné.
Omezeni pouZivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvifat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, kieré
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zasady pouzité k vyvtvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, kieré budouw pouzivany po celou dobu trvani projekitu za udelem minimalizace poctu pouZivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym cilitm (mezi tyto postupy mohou patfit napr. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).
Poéty zvirat pro jednotlivé pokusy budou zodpovédné planovany a omezeny na nezbytné nutné mnozstvi
z hlediska statistického zpracovéani ziskanych dat.
Setrné zachdzeni se zvifaty - uved'te piiiklady konkrétnich opatfeni (napr. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirar) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré zivotni
| podminky zvital; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmirfjicich postupti v dobé trvani projekiu
Manipulace se zvifaty bude omezena na nejnutnéjsi tkony v ramei provadénych pokust s cilem omezit stres
na nejnizii moznou (rovei. Se zvitaty pracuje pouze proskoleny personél a nadmérné manipulace se
neprovadéji.

PouZité druhy zviFat - vysvéllele vobér druhii a muwsejmmh Zivotnich stadii

Pro planované pokusy jsou nezbytné laboratorni my#i a krélici. Kralici budou pouZziti k produkei
polyklonélnich sér, pro experimentalni imunizaci vybranym antigenem, U laboratornich mysi je cilem
imunizace predevsim izolace plasmatickych B lymfocytii pro hybridomovou fuzi,

1 Véetné videckych pojmi, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhd zvifat a aéelt
uvedenych jinde v dokumentu

1) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v pfiloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moZnosti ,,nespecifikovaného savee” pro zachovani anonymity ve vyjimeénych pfipadech



