NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 3]2048

Nazev projektu pokust

Ligandy Wnt a buiiky produkujici tyto ligandy p¥i obnové stievniho epitelu, jeho regeneraci a v nadorech tlustého
stFeva mimo mutaci indukujici nador

Doba trvani projektu pokust 5 let

Kli¢ova slova - maximalné 5 ligandy Wnt; Wnt5a; rakovina tlustého stfeva; stfevni epitel;mySi modely; stfevni
organoidy; sekrece ligandi Wnt; Wnt signalizace

Utel projektu pokusii - ozracte jej kiiizkem (x) do prdzdného policka

x | zékladni vyzkum

x | translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, u€innosti a nezavadnosti 1é€iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkii

ochrana ptirodniho prostfedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druht

vy$$i vzdélavani nebo odborna piiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napi. fe§ené védecké neznamé nebo védecké ¢i klinické potieby)

Cilem tohoto projektu je objasnit roli ligandé Wnt v obnov& stfevniho epitelu a v pokrocilych stadiich kolorektalniho
karcinomu. Riizné ligandy Wnt hraji riiznou roli pfi aktivaci kanonické i nekanonickych kaskad signalizace Wnt a jejich
exprese, kooperace a zdrojové buiiky ve stfevé a pfedeviim v kolonu nejsou zcela zndmy. Dosavadni vyzkumy naznacuji,
e zdrojem t&chto ligandd, neZzbytnych pro udrZeni a proliferaci stfevnich kmenovych bunék, jsou krom epitelialnich
bunék i ndkteré bun&ené typy v mezenchymu. Déle se tento projekt vénuje roli ligandu Wnt5a v regeneraci stievniho
epitelu po poskozeni a v progresi a invazivité pokrogilych stadii kolorektalniho karcinomu. Vyfazeni regula¢nich
mechanismi, fedeviim tumor suproesorovych proteini Apc a p53 spolu s aktivaci onkogentl, napf. Kras, vede k tvorbé a
progresi nador@ v tenkém i tlustém stfevé. Tvorby nadori lze docilit také podanim mutagenu a vyvolanim zanétu v tlustém
stievé. Organoidy izolované ze zdravého stievniho epitelu i z kolorektalnich nadorii umozni modifikace ligandi Wnt a
sledovani dopadii t&chto modifikaci na stfevni kmenové buiiky a obnovu epitlelu. Data ziskana pfi studiu mySich model&
rakoviny stfeva budeme v ramci projektu ovéfovat také na standardizovanych lidskych nddorovych bun&nych liniich a na
vzorcich nadori z operovanych pacientd, které budeme aplikovat imunodeficientnim my$im a déle analyzovat. Kultivace
organoidf, ziskanych z lidskych nadordi, umoZni charakterizovat tyto nadory a miize v budoucnu pfispét k individualizaci
16Eby pacientti s kolorektdlnim karcinomem.

Pravdépodobné potencialni p¥inosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaSem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z n&j Elovek &i zvifata mohli mit)

Ocdekavame, Ze pokusy popsané v tomto projektu povedou k ziskani novych informaci o regeneraci stievniho epitelu a o
kolorektalnim karcinomu a Ze tyto informace budou potencialng vyuzitelné v cilené 1é¢b€ a tvorb& prognézy u
jednotlivych typi kolorektdlniho karcinomu u ¢lovéka.

Druhy a p¥ibliZzné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

K pokustim budou pouziti dospéli jedinci Mus musculus rizného stafi. Pfedpokladdme nasledujici celkovou ,,spotfebu®
pokusnych zvifat: : rok 2018 — 250; rok 2019 — 250; rok 2020 — 250; rok 2021 — 250; rok 2022 - 350.

Jaké jsou oekdvané nezadouci uinky u zvifat? Jakd je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonceni pokusu?

Navrhovana mira zavaznosti je stfedni. Navrhované metody aplikace latek jsou pro zvifata Setrné a nezpiisobuji vyraznou
&i dlouhodobou bolest. Vyvolani zanétu ¢i nadori ve stfevech miize zhorsit fyziologickou funkci stéeva, nicméné zvifata
budou usmrcena diiv, nez dojde k vyraznym patologickym zm&nam pisobicim utrpeni. Rist lidského nadoru v podkozi
imunodeficientnich my$i zplisobuje pouze nepohodli, naddor nezasahuje do funkce organi a zvife je usmrceno, jakmile
dosahne 1éze potiebné velikosti.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivéni zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouZiti
zvifat.

Studium molekularnich mechanismii obnovy a regenerace stfevniho epitelu vyzaduje vzhledem ke komplexni struktuie
epitelu a signalizaénimi kontextu okolnich tkédni mysi in vivo model. Také zachovani fenotypu lidskych nadorovych buné&k
pfi jejich expanzi mimo pacienta vyZaduje Zivé pokusné zvife. Vznik a vyvoje nadoru a s tim spojenou signalizaci v
organismu nelze sledovat jinak nez in vivo. Data ziskana in vitro je vzdy tfeba ovéfit s pouZitim statisticky vyznamného
mnoZstvi pokusnych zvifat.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zvirat.

V pokusech pouZzijeme vZdy nejmensi statisticky vyznamné mnozstvi zvifat. Experimenty budou pe&livé planovany, coz
zamez{ nutnosti jejich opakovani. Vyuziti organoidovych kultur zdravého i nddorového epitelu umozni znaéné sniZeni
mnozstvi pokusnych zvifat.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v ptipadg tohoto zvifeciho modelu jedna o nejdetrngjsi
pouziti z hlediska védeckych cilti.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za i¢elem sniZeni ujmy zptisobené zvifatim na minimum.

Pro ucely tohoto projektu byla jako modelovy organismus vybrana mys a to z toho divodu, Ze se jedna o nejéast&ji
pouzivany sav&i model, ktery je z genetického i fyziologického hlediska blizky &lovéku a tudiZ poznatky ziskané studiem




myS$i jsou potencialné aplikovatelné i v lidské medicing. Zvifata budou chovana ve specidlné upraveném zv&finci

v prostornych chovnych nddebach s neustalym ptistupem k vodé€ i potravé. Setrnou manipulaci se zvitaty zajisti dohled
zkuSenych védeckych pracovniki. Manipulace se zvifaty za ugelem vyvolani zan&td & nadorti ve stievé budou probihat co
nejkratSi dobu. U metod, které zpiisobuji vétsi nepohodli &i bolest, bude pouZita kratkodobé celkova anestezie.




