NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 48/2018

Nizev projektu pokusu

Molekuldrni mechanismy ovl4ddéani normdlni a leukemické krvetvorby

Doba trvani projektu pokusii 5 let

Kli¢ova slova - maximdlné 5 Hematopoeticka kmenova buiika, leukemicka kmenova butika, buiiky imunitniho
systému, diferenciace bungk

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

x | zakladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

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

ochrana pfirodniho prostfedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druht

vy$8i vzdélavani nebo odborna pfiprava

trestni ¥izeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. fefené védecké nezndmé nebo védecké &i klinické potieby)

Cilem tohto projektu je uréeni funkce dileZitych faktori v hematopoetickém systému a také uréeni ich moZné role v
procesu leukemické transformace.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaSem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z néj &lovék & zvifata mohli mit)

Vysledky ziskané v rdmci tohoto projektu pfispé&ji k poznatkiim o kli¢ovych regulaénich molekulach a poskytnou zakladni
znalosti pro vyvoj novych terapii pii lé¢bé leukemie.

Druhy a pFiblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

Pro pokusy jsou pouZity:

1) Mutantni my3i kmen CMO (Cg-Pstpip2cmo/J) s bodovou mutaci v genu Pstpip2 (¢.293T—C), jeho varianta

vznikl4 zpétnym kfiZenim na genetické pozadi C57BL/6: 100

2) Kontrolni kmen C57BL/6: 50

3) Knock-out mysi (KO) s inaktivovanym genem TCF7L2: 25

4) Knock-out my§i (KO) s inaktivovanym genem Evi2b: 20

5) Knock-out mysi (KO) s inaktivovanym genem C/EBPy: 150

6) Transgenni my$i se zvy$enou expresi dominantné negativniho (dn) TCF7L2 genu: 100

7) Mysi kmen slouzici jako piijemce pfi transplantacich kostni dfen& NOD.Cg-Prkdc* [12rg™'Wil/Sz]: 125

8) Kontrolni kmen B6.SJL-Piprc®Pepc’/Boyl: 425

9) CRE deleter transgenni my$i VAVCRE a MX1CRE: 25
Pro dobu trvéni projektu (5 let) pfedpoklddame roéni spotfebu asi 1000 mysi, coZ piedstavuje za celé obdobi asi 5000
zvifat.

Jaké jsou o¢ekdvané nezddouci ti€inky u zvifat? Jakd je navrhovana mira zdvaZnosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

Tento projekt pokusii zahrnuje experimenty, které by mohly zplisobit zvifatim utrpeni, bolest nebo nadmérny stres
maximaln€ v mirné nebo stfedni mife. U zvifat se oekdvaji minimalni neZidouci Gginky. Zvifata pouZivand pro
transplantace kostni dené, dlouhodobé infekce kvasinkou C. albicans nebo mysi po aplikaci lipopolysacharidu budou
pravideln€ monitorovéna tak, aby byla minimalizovéana bolest a utrpeni a taktéZ bude kontrolovano, jestli maji snadny
piistup k potravé a vodé. V piipadé patrnych zndmek nemoci budou zvifata utracena. Pro pokusy se nebudou vyuZivat
prostédky sniZujici bolest. Po skon&eni pokusu budou zvitata usmrcena odpovidajici metodou (cervikilni dislokace).
Likvidace zvifat bude provedena asanaéni sluZbou, se kterou ma pracoviit& smlouvu.

Uplatiiovini 3R (replacement, reduction, refinement)

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

zvifat.

Pokud existuje alternativni metoda nezahrnujici pouZiti zvifat, bude pouZit tento pfistup. P¥i planovani tohto projektu
pokusil byly pro vyhleddvani moZnych alternativ vyuZity nasledujici zdroje: védecké publikace, databaze 3R
(http://www.nc3rs.org.uk/category.asp?catlD=3), a ALTWEB (http://altweb.jhsph.edu/resources/searchalt/index.html).
Pro ptipad, Ze by se objevily nové alternativni metody, bude vyhledavani pokratovat také v prib&hu projektu pokusu. Pro
omezeni experimentti na mySich budou vyuZity alternativni metody jako buné&né kultury, tkafiové kultury a in vitro
modely. Analyza obnovy hematopoietickych kmenovych bungk, iniciace jejich diferenciace do uréité buné&né linie a také
analyza samotné diferenciace bun&k bude provad&na v co nejvétsi mife bez vyuZiti pokusnych zvifat.

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

Polet zvifat pouZitych pro jednotlivé experimenty bude omezen na minimum. Experimenty budou peélivé planovany a
bude pouZit minimélni po¢et my3i potfebny pro dosdhnuti biologické a statistické signifikance. Odhadujeme, e roéné
pouZijeme asi 1000 my3i. Tento po&et ndm umoZni udrzovani jednotlivych mysich linii v chovu, provedeni v3ech in vivo
testil a takt€Z z téchto my3i budeme moct ziskat tkang pro dal3i analyzy in vitro (takhle redukujeme celkovy poéet
pouZitych my3i na minimum).

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v pfipad& tohoto zvifeciho modelu jedna o nejSetrngjsi
pouzZiti z hlediska vé&deckych cilii.




Vysvétlete obecnd opatfeni, ktera budou pfijata za uéelem sniZeni Gjmy zpiisobené zvifatim na minimum.

Utrpeni , bolest a stres my&i budou vzdy omezeny na minimum. My$i budou chovany v optimalnich podminkach, které
jsou stanoveny soutasnymi lokdlnimi a EU regulacemi. Zvifata jsou denn& monitorovéna (jak o3etfovateli tak i
vyzkumniky), jestli se u nich nevyskytuji znamky utrpeni nebo nemoci.V piipadg, Ze zvifata jevi znaAmky nemoci nebo
ztraceji télesnou hmotnost, budou usmrceny odpovidajici metodou (tedy cervikalni dislokace podle Natizeni z roku
2010/63/EU Evropského parlamentu a Rady pro ochranu zvifat pouZitych pro védeké ugely) a nasledn& budou
analyzovana. Odbér krve bude provadén jenom zku$enymi vyzkumnimi pracovniky. Transplantace bude provadét opét
jenom osoba zku$end a trénovand, ¢imZ se mira utrpeni a bolesti omezi na minimum. Podavani lé¢iv my§im bude
provadéno jenom zkuSenymi pracovniky injikovanim latky do peritonea nebo intravendzné.




