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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusi

Vyzkum ptacich schistosom a jejich mozného modula¢niho efektu na imunitu hostitelskych obratlovci.

Doba trvani projektu pokusti 5 let, do X11/2022

Kli¢ova slova - maximalne 5 ptaci motolice, kachna, neuropatogenita, imunitni odpoveéd

Ucel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prazdného policka

X zakladni vyzkum

transla¢ni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
vyrobkl

ochrana ptirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druht

vys$i vzdélavani nebo odborna ptiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napt. fesené védecké neznamé nebo veédecké ¢i klinické potieby)

Ptaci schistosomy (neurotropni Trichobilharzia regenti a visceralni T. szidati) jsou paraziti s vicehostitelskym Zivotnim cyklem.
Jako definitivni hostitelé slouzi vodni ptaci, zejména vrubozobi. Cerkarie produkované mezihostitelskymi vodnimi plzi mohou
pronikat i do ktize saveti a migrovat dal do organismu, u lidi piisobi nékteré druhy ptacich schistosom kozni alergické onemocnéni
zvané cerkariova dermatitida. U kachen migruje T. regenti centralni nervovou soustavou s finalni lokalizaci v nosni sliznici, u T.
szidati putuji larvy pies plice do cév kolem stieva, kde dospivaji.

Ptaci motolice rodu Notocotylus jsou téZz dvojhostitelské , ndkaza vSak v jejich ptipadé probiha peroralné a definitivni lokalizace
je v lumen slepych stiev kachen.

Uskuteénéni pokusi na zvifatech je jedinou cestou, jak sledovat pisobeni Konkrétnich druhti parazitti na hostitele, zejména pak

z hlediska jeho imunitni odpovédi na infekci parazity liSicimi se zpisobem migrace i typem potravy, kterou se zivi (nervova tkan
centralniho nervového systému se specifickymi zakonitostmi v dynamice imunitni odpovédi, vs. krev, vs. travenina uvniti lumen
stfeva).

Navrhovany projekt ma zavrsit dlouholety vyzkum T. regenti a dal$ich pta¢ich schistosom s diirazem na nasledujicich pét témat:
(a) Jaké jsou morfologické adaptace a molekularni mechanismy uplatiiované parazitem pfi praniku kdzi a sliznicemi riznych
hostiteld? (b) Jakym zpisobem migruje a jakymi mechanismy poskozuje/ovliviiuje T. regenti centralni nervovou soustavu
ruznych hostiteld? (c) Podileji se na poskozeni nervové tkan€ i molekuly sekretované parazitem? (d) Jaké imunitni reakce jsou
vyvolany neurotropnimi vs. visceralnimi trichobilharziemi v téle hostitele v porovnani s druhy parazitujicimi ve stfevé a jaké
povahy jsou jejich antigeny? (e) Lze vyuzit antigeny parazita ¢i parazitarni DNA ke spolehlivé imunologické ¢i molekularni
diagnostice infekce ptacich schistosom riiznych druhd?

Pravdépodobné potencialni prinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim oboru nebo jaky
prinos by z n¢j ¢lovek ¢i zvirata mohli mit)

Krome detailniho poznani interakei trichobilharzii s riznymi typy experimentalnich hostitelti pfedpokladame, Ze bude mozno
navrhnout diagnosticky test pro vySetfovani suspektnich nakaz ptaki a savet véetné lidi a prohloubit nase znalosti na poli
kultivace imunitnich bunék hostitel a hodnoceni jejich reakce na ptitomnost parazitarnich antigenti v podminkach in vitro tak,
aby v budoucnu mohlo dojit k G¢inné redukci spotieby pokusnych zvifat.

Druhy a priblizné poéty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada

Kachna domaci (Anas platyrhynchos f. domestica) Odhadovany podet zvitat: 150 ks/rok
Inbredni mysi (Mus musculus) kmene BALB/c: dospélé mysi 20 ks/rok

Inbredni mysi (Mus musculus) kmene C57BL/6: dospélé mysi 150 ks/rok

Inbredni mysi (Mus musculus) kmene C57BL/6: 1denni mysi (vlastni chov) 100 ks/rok
Transgenni mysi (Mus musculus) MHC 11-EGFP knock-in: dospélé mysi 10 ks/rok

Transgenni my$i (Mus musculus) MHC II-EGFP knock-in: 1denni mysi (vlastni chov) 30 ks/rok

Jaké jsou ocekavané nezadouci ucinky u zvirat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvitaty nalozeno po skonceni
pokusu?

Experimentalni zvifata budou definovanym zptisobem infikovana konkrétnim druhem motolice v mnozstvi, které nema vliv na
jejich zdravotni stav. Provadéné ukony spadaji do kategorie mirné, vyjime¢né az sttedni zdvaznosti (odbér likvoru v celkové
anestezii). Zvitata zafazena do pokusu po jeho ukonceni nenabudou védomi po zakroku v celkové anestezii, nebo budou utracena.
Po usmrceni budou téla zvifat umisténa do kafilerniho boxu a odvezena k asanaci.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvirat: Uved’te, pro€ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez pouziti zvirat.

Uskute¢néni pokusti na zvifatech je jedinou cestou, jak sledovat ptisobeni konkrétnich druh paraziti na hostitele, zejména pak

z hlediska jeho imunitni odpovédi na infekci parazitem s odliSnym zptisobem migrace i typem potravy, kterou se Zivi (nervova
tkaf centralniho nervového systému se specifickymi zakonitostmi v dynamice imunitni odpovédi, vs. krev, vs. travenina uvnitf
lumen stieva).

Za ucelem minimalizace poc¢tu pokusnych zvitat, jejich bolesti, utrpeni a strachu béhem experimentti bude veSkera manipulace
provadéna pouze certifikovanymi osobami s platnym osvédcenim, pocet zvifat bude minimalizovan na nejmensi moZnou miru,
ovSem pouze tak, aby vysledky mohly byt statisticky zpracovatelné.

Béhem pokusti bude zvifatim zajisténa co nejmensi mira stresu. Kromé tikonti nezbytnych k pokusu budou zvirata ponechana

v klidu a bude o n€ pe¢ovano dle platnych zoohygienickych ptedpisti a jejich biologickych potieb. Tam, kde to bude mozné (napft.




pouziti ranych schistosomul), budou experimenty na zvitatech nahrazeny kultivacnimi technikami (napf. transformace cerkarii na
schistosomuly in vitro namisto v obratlovéim hostiteli nebo vystaveni kultivovanych schistosomul buné¢nym liniim z in vitro
kultur.

Zvitata budou vystavena infekci parazitem opakované v riznych intervalech pouze ve zvlast' odiivodnénych ptripadech dle
sledovaného cile konkrétniho experimentu (zejména sledovani vyvoje imunitni odpovédi pii reinfekcich). Kumulativni dopad na
pokusna zvifata je minimalni, jina alternativa pro zji$téni imunitni reakce hostitele na opakované vystaveni infekci motolicemi
neni mozna.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poctu zvitat.

Pocet zvitat byl planovan s ohledem na statistické vyhodnoceni tak, aby mnozstvi zvitat bylo minimalizovano, ale zaroven
umoziovalo provedeni analyzy ziskanych dat. Pfi men$im mnozstvi zvitat bychom nemohli ziskat dostate¢né prikazna data a tak
by byl cely experiment znehodnocen.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat, a pro¢ se v piipadé tohoto zvireciho modelu jedna o nejSetrnéjsi
pouziti z hlediska védeckych cilt.
Vysvétlete obecna opatreni, kterd budou pfijata za ucelem snizeni Gjmy zptisobené zvifatim na minimum.

Vyzkum ptadich schistosom rodu Trichobilharzia by nebyl mozny bez zavedeni modelovych druhti T. regenti a T. szidati do
laboratornich chovii. Helmintologicka laboratof PfF UK je jedind, ve které je drzen laboratorni chov ptacich schistosom vcetné
neurotropni T. regenti a visceralni T. szidati. To s sebou obnasi nezbytné cyklovani parazita mezi pfirozenymi hostiteli — vodnimi
plzi a kachnami, které je nutné v pravidelnych intervalech infikovat. Chov kachen je podtizen specidlnimu reZimu schvalenému
veterinarnim dozorem. Jeho podstatou je klecovy chov malo pocetnych skupin mladych kachen bez pfistupu k hluboké vodée ke
koupani, pouze s vodou K napéjeni. Tato Giprava reZimu je nezbytn jak z hlediska bezpe¢nosti samotnych zvitat (zamezeni Gjmy
zvitat pti pfipadnych neuromotorickych komplikacich béhem infekce T. regenti), tak z hlediska moZnosti sbéru trusu od
individualnich kachen bez jeho pfedchoziho styku s vodou, ktery by vaji¢ka paraziti znehodnotil.

Laboratorni my$ je jednim ze zadkladnich modelovych druh uZivanych pro studium rdznych bunéénych, vyvojovych a
imunologickych procest a budou chovany dle zavedenych postupt a platnych vyhlasek.

Veskeré manipulace s pokusnymi zvifaty budou vzdy provadény pracovnikem s osvédcenim dle § 15d odst. 3 zakona ¢. 246/1992
Sb. S pokusnymi zvifaty bude zachazeno s maximalni ohleduplnosti a budou omezeny vSechny formy utrpeni pokusnych zvitat.

Vyzkum, ktery by vySe zminénou problematiku fesil v podobném rozsahu na stejném modelu, je zcela unikatni, a dosud nebyl
provaden.




