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| Cile projektu pokusii - napr. feseni nekterych védeckych nezndamych nebo védeckych ¢i Klinickjch potreb
Cilem tohoto projektu je evaluace imunogenity téchto &astic po riiznych zpiisobech podani (a tim i cileni
bunék imunitniho systému v riiznych kompartmentech) stran jak pfipadného technologického vyuziti pro
rychlou pfipravu protilatek (bez nutnosti pfipravy proteinového antigenu, napf. pro piipravu diagnostik) -

Cast A, tak i stran pfipadného vyuZiti pfi aktivni imunizaci — &ast B.

Pravdépodobné potenciilni pfinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvifata Ci Zivotni prostiedi mohli mit; v prislusnych pFipadech rozlisujte
mezi kratkodobymi (v dobé trvdni projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skonceni
Cést A: Protilatky jsou diky své specifické selektivni interakci s antigenem nezastupitelné v fadé
analytickych metod (i.e. ELISA, priitokové cytometrie, imunohistochemie) naptiklad pfi diagnostice
onemocnéni u lidi &i zvifat, ale i v fadé primyslovych aplikaci, &i pfi sledovéni stavu Zivotniho prostiedi.
Krom analytickych metod jsou pouZivany protilatky i p¥i terapii — nap. v podobé antidot proti fadé jedd,
pasivni imunizaci v ramei infekénich onemocnénf a v onkologii. P¥inosem tohoto projektu miiZe byt nova
uginnd metoda ptipravy protilatek pro pouziti viz. vyse (diagnostika, analytické metody, antidota.. .) bez
nutnosti pfipravy proteinové antigenu.

Cést B: Aktivni imunizace/vakcinace je dosud jednou ze zékladnich metod prevence jak infek&nich
onemocnént, tak i napf. nékterych niddorovych onemocnéni. Jednou ze zékladnich nevyhod standardné
pouzivanych metod imunizace je zdlouhavé a naro¢nd produkce antigenu a také v fadé ptipadéi nutnost
pouZiti adjuvans. UZitim nano4stic nesoucich nukleovou kyselinu by tento proces mohl vyrazné urychlit a
usnadnit (neni nutno pfipravovat purifikovany antigen). V rdmei projektu byl vytvofen novy typ lipidickych
nanocastic nesouci nukleovou kyselinu s vyrazné vy&&i transfekéni G&innosti a s afinitou k buiikam
imunitniho systému slibujici efektivngjsf aktivaci imunitni odpovédi oproti jinym v soudasné dostupnym
lipoplexim. Z pfedb&znych vysledki vyplyvé, Ze po opakované aplikaci &stic dochazi k produkei
protilatek.

Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZiviny (napf. injek&ni aplikace, chirurgické zakroky) -

| uvedie pocet tdchip postupi a dobu jefichervepi .

- imunizacni postupy predpokladaji aplikaci antigenu/nano&astic cestou intramuskularni, intravenozn,
intraperitonealni, subkuténni ¢i intradermalni injekee (v celkové anestezii), event. peroralni podéni
cestou sondy, event. intranasélni podani, podéni bude opakovéno max. pétkrat, do jednoho zvifete
jednom jednou cestou podani

- analyza imunitni odpovédi bude provédéna rozborem odebrané krve z retrorbitélniho plexu,
vzhledem k max. potu ddvek lze pfedpokladat max. 6 odbérti na jedno zviie




- terminalni odbér kardiopunkci v celkové anestezii — pro zajiﬁtéﬁ"i dostatecného mnozstvi materialu
pro analyzy

Predpoklidané dopady / nepfiznivé idinky na zviFata (napf. bolest, ztrita hmotnosti, nedinnost / snizena
 hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvini téchto GEinki
dopady rmrné mirna bolestivost po aphkam mjekce pok]ca. hmotnosti v disledku celkové anestezie
(korekee i.p. rehydrataci) — max 48 hod, event. bolest po odbéru krve retroorbitélni cestou (korigovano lok.
anestezif) - max. 24 hod, mozné kratkodobé jednostranné zhor$eni vizu po odbéru — max. 24 hod, toxicita
nanoédstic v rimei pfedb&znych experimentii v potfebnych davkach nebyla pozorovana, teoreticky mozné
Jjsou autoimunitni projevy spife mirného charakteru, kdy zviiata budou pfi jejich vyskytu budou utracena pro
podrobnéjsi analyzu

Druhy a pFibliZné poéty zvifat, jejich pouziti se pfedpoklida, a pfedpoklidani zdvaZnost pokusu
Odhado- ’ ] C)clhadovany pocet 2 zvﬁ‘at podle zévaznosti

Druh zvifat | vany Nenabudc 1 ‘ ‘
4 f ‘ i
Mys laboratorni (Mus musculus) 880 | 880

Zvolte poloZku,

Zvolte poloZku,

Zvolte polozku,

Zvolte polozku. B |

Naklidini se zviFaty, kterd nebudou na konci pokusu usmrcena

 Odhadovany pocet zvitat k opétovnému pouziti B i s 5 ;
 Odhadovany podet zvifat, ktera budou navrécena do pi‘lrodnlho stanovists 61 systému chovu o 0
Odhadovany pocet zwi‘atkumisténi do zéJmovcho chovu TR e I

| Divody pro vyse u uvcdené naklédam se zvifaty - uved te
Vzhledem k tomu, Ze viechna zvifata budou exponovana antlgenu ‘budou pmvedeny terminalni odbéry,
nelez zvifata pouzit opakované.

| Uplatiiovani 3R
Nahrazeni pouZivani zvifat - uvedte, Jjaké altemanvy bez pouciti zvial jsou v této oblasti dostupné a pro¢

| nemohou byt pouZity pro ucely tohoto projektu
V rémei nahrazen{ zvifat | je pouilto in vitro testovéani nanoéastic na cytomxmtu ostatni expenmcnty
hodnotici imunogenicitu je nezbytné provést na zvifecich modelech, vzhledem k tomu, e studium imunitni
odpovédi na antigen a testovani novych imunizaénich/vakeinaénich protokolil nelze v soudasné dobé

studovat alternativnimi piistupy. PFi pfipravé protilatek jsou dosud experimentélni zviiata ve svété

pouZivana a tento postup dosud nebyl spolehlivé nahrazen in vitro piistupy. Moznosti vyuZiti alternativnich
 metod byly Eerpéany z elektronickych databézi — pubmed, Web of science, Go3Rs, ECVAM/FRAME.
Omezeni pouZivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvifat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke snizeni poctu pouZivanych zvifat, a zasady pouzité k vytvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouZivdny po celou dobu trvdni projektu za iicelem minimalizace poctu pouzivanych
zvifat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patFit nap¥. pilotni studie, poéitacové
 modelovani, sdileni tkdni a opakované pousiti).
Uvedeny poéet zvitat je maximalni a lze predpokladat mensi mnozstvi pouzitych zvifat. O prﬁbéhu a
vysledcich viech provedenych experimentii budou peélivé vedeny protokoly, vysledky budou pribézné
hodnoceny k optimalizaci experimentalni strategie a snizeni po&tu potfebnych experimentalnich zvifat. Pro
zajiSténi minimalizace po¢tu zvifat budou experimenty primarné provedeny nejprve v testovacich kohortach
(3 jedinci). Pokud jiz na tomto mnoZstvi nebude dochézet k imunitni odpovédi, & dojde ke vzniku
nezadoucich G¢inki, pokus bude ukonéen. A po dosaZeni dostate&né imunogenity testovanych substanci
bude experiment doplnén do plného planovaného poétu jedined pro ziskani kvantitativnich dat. Spoleéné
vyuziti zvifat pfi tomto pokusu neni moZné vzhledem k imunitni paméti po aplikaci antigenu.

Setrné zachézeni se zvitaty - uvedte pr:klady konkrémich opatfeni (nap¥. zvysené pozorovdni, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvifat) prijatich v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
 podminky zvirat; popiSte mechanismy k prijimdni vznikajicich zmiriwjicich postupii v dobé trvdni projektu
Se zvifaty bude nakladéno podle zasad bezbolestného zachazeni se zvitaty, béhem experimentii bude

zajistén dostatek potravy a vody, pfi bolestivych zakrocich budou pouzita anestetika b&Zné uZivana u
hlodavcii ve veterindrni medicing. B&hem celkové anestézie bude pedovano o tepelnou pohodu zvifat. Pro




zmengeni pooperaéni bolestivosti bude pfi odbérech krve krom celkové anestezie i uzito lokalniho

dlouhodobého anestetika. Technické vybaveni uzivané v experimentu odpovida parametriim uZzivanym

v huménni, resp. veterinarni mediciné. Stav zvifat bude pravidelné kontrolovan vedoucim pokusi, nebo jim

povétenou kvalifikovanou osobou, experiment bude ukoncen pii prvnich klinickych znamkach zhor3eni

zdravotniho stavu zvitete (napf. klinické znamky bolesti, zména chovani, pokles hmotnosti atp.) tak, aby

nedochézelo k jejich utrpeni. Dodrzovani predpisii ochrany zvifat bude kontrolovat pravideln& vedouci
okusti nebo jim povéiena kvalifikovana osoba.

PouZité druhy zvifat - \ysvélete vyber druhii a souvisejicich Zivotnich stadif ___
Mys3 byla vybréana z divoda tastého pouziti mysich protilatek v ramei vyroby protilatek. My$§ jako modelovy
organismus spliluje blizkost k &lovéku (savec) a vykazuje dobré parametry (snadnost chovu, vysoka
reprodukéni schopnost, rozméry). Pro zhodnoceni imunitni odpovédi budou pouZita dospélé zvifata tj. 12-40

tydnd.

1Y Vietné védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhi zvifat a

el uvedenych jinde v dokumentu

2) Druhy zvitat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v piiloze 111 provédéciho rozhodnuti Komise
2020/569 s doplitkovou moZnosti ,nespecifikovaného savee™ pro zachovani anonymity ve vyjime¢nych
pfipadech





