NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 8/2018

Nizev projektu pokusi

Role ubikvitin ligdzy SCF-FBXO028 v niddorové progresi

Doba trvani projektu pokusti 5 let

Kli¢ova slova - maximdiné 5 funkce genil; genetické modifikace; proteinové komplexy, metastéze; proteazom

Ulel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka

x | zdkladni vyzkum

x | translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkoueni kvality, iginnosti a nezdvadnosti 1€€iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

ochrana piirodniho prostfedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhti

vy53i vzdéldvani nebo odborné ptiprava

trestni Fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené v&decké nezndmé nebo v&decké &i klinické potfeby)

Buiiky odstraiiuji nepotfebné nebo poskozené proteiny pomoci proteasomu, ktery rozeznava proteiny kovalentng
modifikované fet&zcem ubiquitinti. Ubiquitin ligdzy predstavuji enzymy zodpov&dné za specificky vybér substratu a jeho
naslednou degradaci. VyuZitim afinitni chromatografie a hmotnostni spektrometrie se nam podafilo identifikovat nové
substraty ubiquitin ligdzy z rodiny FBOX proteinil, které hraji vyznamnou roli v bun&&né homeostazi. Cilem tohoto
projektu je objasnit in vivo roli této ubikvitin ligdzy a potvrdit mechanismus jejiho i&inku na my$im modelu. Vzhledem

k vysledkiim, jichZ jsme dosahli v lidskych nadorovych liniich, ptedpokliddame letdlni fenotyp geneticke inaktivace této
ligazy v mySim modelu. V prvnim kroku tedy inaktivujeme jeji gen v celém organismu, a to b&hem vyvoje a poté

v dospélosti s vyuZitim Cre-ER mys3i, kterd umoZnuje rekombinaci a inaktivastci floxovaného genu v piitomnosti
tamoxifenu. Tamoxifen u pokusnych zvifat aktivuje rekombindzu Cre, kterd nasledné vy§tépi sekvenci ohrani¢enou loxP
misty z chromozomélni DNA. V dal3ich experimentech, které budou nasledovat po podrobné analyze fenotypu pokusnych
zvifat, inaktivujeme gen pro tuto ligdzu pomoci kiiZeni s my$imi kmeny exprimujici Cre rekombinazu v riiznych tkéanich.
Funkci této ligdzy budeme dale studovat v kontextu bun&&né migrace, a to zejména b&hem vzniku a distribuce metastaz
nadort prsni Zlazy. K tomu vyuZijeme dva my$i modely, a to ortotopicke transplantace a xenotransplantance. QO&ekavame,
Ze takto ziskané vysledky pfinesou nové poznatky pro potencidlni cilenou 1é&bu rakoviny prsni Zlazy.

Pravdépodobné potenciilni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z n&j élovék &i zvifata mohli mit)

Ocekdvame, Ze pokusy popsané v tomto projektu povedou k ziskani novych informaci o nadorech prsni Zlazy a vznik
Jejich metastdz a Ze tyto informace budou potencialng vyuZitelné v cilené 1é&bé a tvorb& prognézy u jednotlivych typl
prsnich karcinomu u ¢lovéka.

Druhy a pfiblizné poéty zvifat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

MnozZstvi vyuZitych jedinci jednotlivych kmeni je obtizné odhadnout, ale pfedpokladédme nésledujici celkovou ,,spotfebu
pokusnych zvifat: rok 2019 — 75; rok 2020 — 75. Bude se jednat o dospéla zvifata riizného stafi. Mys3i, které jsou uréeny
na pfipravu podmin&né delece, nejsou ve vytu uvedeny, jelikoZ se na né vztahuje plan pokusi transgenni jednotky (CCP)

Jaké jsou o€ekavané neZddouci i¢inky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvitaty nalozeno po
skonéeni pokusu?

Navrhovand mira zdvaZnosti je mirnd. Navrhované metody aplikace latek jsou pro zvifata etrné a nezpiisobuji vyraznou

¢i dlouhodobou bolest. Vyvolani zédnétu ¢i nadori v tukovém t&lisku mlé¢né Zlazy miiZe zhorsit n&které fyziologické
funkce, nicméng zvifata budou usmrcena dfiv, neZ dojde k vyraznym patologickym zmé&nam piisobicim utrpeni. Riist
lidského nadoru v tukovém pol3tatku mlééné Zlazy imunodeficientnich my3i zpiisobuje pouze nepohodli, nddor nezasahuje
do funkce orgénil a zvife je usmrceno, jakmile doséhne 1éze potfebné velikosti.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Studium fyziologické funkce ubikvitin ligazy FBXO028 a jeji role v bun&&né migraci vyZzaduje z podstaty mysi in vivo
model. Také zachovani fenotypu lidskych nddorovych bun&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 vidy tfeba ovéfit s pouZitim statisticky vyznamného mnoZstvi pokusnych zvifat.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho po&tu zvitat.

V pokusech pouZijeme vzdy nejmen3i statisticky vyznamné mnoZstvi zvifat. Experimenty budou pe¢livé planovany, coz
zamezi nutnosti jejich opakovani.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v piipadé tohoto zvifectho modelu jednd o nejSetrn&;jsi
pouZiti z hlediska v&deckych cili.

Vysvétlete obecnd opatfeni, kterd budou pfijata za (i¢elem sniZeni ijmy zplisobené zvifatiim na minimum.

Pro ticely tohoto projektu byla jako modelovy organismus vybrana mys a to z toho diivodu, Ze se jedna o nejéastéji
pouZivany sav€i model, ktery je z genetického i fyziologického hlediska blizky &lovéku a tudiz poznatky ziskané studiem
my3i jsou potencidln aplikovatelné i v lidské medicing. Zvifata budou chovana ve specidlng upraveném zvéfinci




v prostornych chovnych nédobéch s neustalym pfistupem k vodg i potrave. Setrnou manipulaci se zvifaty zajisti dohled
zkugenych v&deckych pracovnikii. Manipulace se zvitaty za ugelem vyvolani zan&th &i nadordl v tukovém t€lisku mlééné
#l4zy budou probihat co nejkratii dobu. U metod, které zplisobuji v&t3i nepohodli &i bolest, bude pouZita kratkodoba
celkova anestezie.




