NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Studium transportu a biodistribuce nanoformulaci reaktivator(i cholinesteras v experimentalnim modelu laboratorni mysi (Mus
musculus) (GACR 19-13628S)

Doba trvani projektu pokust v mésicich 8

Klicova slova Feritin

Cilena lécba Rekativatory cholinesteras
Nanomedicina 0

Ugely projektu pokust

Translaéni a aplikovany vyzkum: Nervové a duSevni poruchy u lidi [PT24]
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Cile projektu pokusut

Cilem projektu je vyzkum novych typ0 biokompatibilnich transportérd zaloZzeny na rekombinantnich feritinech nesoucich syntetické
reaktivatory cholinesteras na bazi oxima kovalentné konjugovanych s latkami umoznujicimi jejich zobrazovani pomoci
fluorescencni detekce (BODIPY) a magnetické rezonance (Gd-DOTA). Feritiny vykazuji dlouhy eliminaéni polo¢as z krevniho
obéhu a zvySenou prostupnost (transcytézy) do nervové tkané a mohou tak slouZzit jako vhodné transportéry pro reaktivatory
cholinesteras, jenZ se mimo jiné vyuzivaji jako antidota pfi otravé nervovymi plyny.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Primarnim pfinosem planovanych experimentt bude pfedevsim potvrzeni i vyvraceni vyuzitelnosti nové generace
rekombinantnich feritin(i pro efektivni transport reaktivatort cholinesteras do nervové tkané (predevsim mozek). | pfes vysokou
ucinnost syntetizovanych reaktivatort in vitro je jejich vyuzitelnost na Urovni organismu komplikovana $patnou biodostupnosti a
nizkou stabilitou pfi cirkulaci krevnim fecistém, coz znacné komplikuje jejich vyuziti jakozto antidota pfi otravé nervovymi plyny i
organofosfaty. Rekombinantni feritiny pfipravené pro ucely studie vykazuji viastnosti, které Ize povazovat za velmi slibné a jejich
validace v preklinickém modelu in vivo mize pfinést celé spektrum dalSich moznych aplikaci.

\Vysledky ziskané témito experimenty nasledné uvefejnime v recenzovanych ¢asopisech a pfipravime nové technologické postupy,
které pfedpokladame chranit formou uzitného vzoru, pfipadné patentu.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Laboratornim mySim budou aplikovany biokompatibilni transportéry zalozené na feritinech, rizného plvodu (lidsky, mySi, archealni)
s enkapsulovanymi modifikovanymi reaktivatory cholinesteras, které budou kovalentné znacené s fluorescen&ni prébou (BODIPY)
Ci kontrastni probou (Gd-DOTA) pro magnetickou rezonanci. Pro zvySeni bioakumulace apoferitinu v nervové tkani, se budou
testovat také modifikované feritiny, na jejichz povrch budou vazany peptidy stimulujici procesy zapojené v transcytoézy pfes
hematoencefalickou bariéru. V ramci planovaného projektu bude porovnavana biodistribuce a farmakokinetika povrchové
modifikovanych a nemodifikovanych feritind s neenkapsulovanymi reaktivatory cholinesteras. Feritiny a neekapsulovana
reaktivatory cholinesteras budou davkovany na zaklade jiz ziskanych zkusenosti a budou podavany intravendzné (i.v.) nebo
intraperitonedlné (i.p.), a to bud v jedné davce (bolusové) nebo v nékolika davkach, nej¢astéji pak ve tfech davkach kazdy tfeti den
(maximalni délka experimentu bude 10 dni). Objem jedné intravendzni &i intraperitonealni davky bude maximalné 300 pL, nejcastéji
vSak 250 pL. Systémova toxicita (pokud by nastala) bude kontrolovana pravidelnym sledovanim télesné vahy a celkového welfare
mysi v pokusu. Davky dosud netestovanych feritin(i, pokud by to situace vyzadovala, budou pfedem ovéfeny na minimalnim poctu

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Nezadouci Gcinky u testovanych zvifat se mohou projevit poSkozenim organu &i patologickou odezvou imunitniho systému jakoZto
reakci na administraci feritin(l s enkapsulovanymi reaktivatory. Projekt je klasifikovan s mirou zavaznosti jako mirny. Zvifata budou
po ukonc€eni pokusu usmrcena predavkovanim anestetikem &i cervikalni dislokaci.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Eutanazie (isofluran, predavkovani anestetikem, cervikalni dislokace), Dle technologickych postupt jsou kadavery ukladany do
oznaceného kafilerniho mraziciho boxu. Poté jsou odvazeny asanacni sluzbou, se kterou ma pracovisté smlouvu, ASANACE, s.r.o.
Medlov. Opétovné pouziti zvifat neni planovano.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Navrhované schéma pokusu nelze nahradit jinym modelem, nelze provést na bunéném ani jiném modelu nebot sledujeme
patofyziologickou odpovéd celého organismu a akumulace Ié€iv v nervoveé tkani.

Omezeni pouzivani zvirat

Planovani experimentl pfedchazelo diikladné studium jiz publikovanych védeckych vysledki, aby se pfedeslo opakovanim
experimentt a nadmérné spotfebé zvirat. Zvifata budou pouzivana v minimalnich poctech, které umozni statistické vyhodnoceni
rozdild mezi skupinami. Pokud to bude mozné, budou sdileny vzorky ziskané v experimentech. Analyzou vétSiho poétu parametr(i
najednou (pouziti modernich, citlivych metod) docilime dalsi redukce potfebného poctu zvirat.

Setrné zachazeni se zvitaty

Mysi inbrednich kmend jsou vhodnymi modely pro studium dané problematiky, a to z ddvodu homogenni odpovédi na aplikaci, ale
také z divodu jednoduché manipulace s jedinci. VeSkera manipulace se zvifaty bude co nejohleduplnéj$i a co nejméné narusujici
pfirozené potreby zvifat. Aplikace nanoformulaci reaktivator(i cholinesteras ¢i volnych reaktivatorti bude vzdy probihat pod celkovou
anestezii, stejné tak jako nasledné zobrazovani distribuce nanoformulaci. Jiné stresujici zakroky nejsou planovany.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi inbrednich kmend BALB/c, C56BL/6, C3H/HeN nebo DBA/2 jsou vhodnymi modely pro studium dané problematiky. MysSi
imunodeficientni (napf. athymické nu/nu mysi) jsou vhodné pro analyzu vlivd 1é€by bez G€asti imunitniho systému hostitele. Tyto
mysi modely umozni jak pfimé sledovani bioakumulace a biodostupnosti reaktivatori cholinesteras enkapsulovanych ve feritinech
bez ucasti imunitniho systému, tak komplexni hodnoceni téchto procest s aktivnim zapojenim procesl imunitniho systému.




