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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

| Nizev projektu pokusd
_Nové postupy pro zéchranu ohrozenych ppp_q[ggbgspodargkych zwrat {QK1910156)

Doba trvéni projektu pokusit | 1.1.2019-31.12.2023 .
Kiitova slova - maximainé 5 oocyty, spermiie, embrya, geneucke zdro_|e

_Uttel projektu pokusii - vznacte jef kFizkem (x) do prdzdnihe policka

| zékladni vizkum

§ “translaéni nebo aphkovau) vyzkum

f vyvoj, vyToba nebo zkouSeni kvality, atinnosti anezavadnoqtl Iégiv, potravin, krmiv a jinych 14 létek nebo vyrobki
: ochrana pi‘ltodmho prostiedi v zéjmu zdraw a dob:ych Zwutmch  podminek §i lidi nebo zvfrat o
_&._-' zachovani druhd R

o ani nebo odborna priprava

jiné soudni Fizeni

_Cile projektu pekusu (napr fe¥end védecke nezndmé nebo védeckeé ¢i klinické potfeby)

DNA hlavigky spermie je vysoce kondenzovana, coZ znemomuje jeji detailni hodnocenf a posou:mm nonmllty K
dekondenzaci havigky spermie dojde pirozené po oplozeni v oocyiu, kdy se utvoii saméf prvojadro. DNA prvojidra je
natolik dekondenzovana, Ze lze hodnotit jeji rzné parametry ve znacnych detailech — stupeft methylace DNA, po¥kozeni
atd. Zejména stupeft poskozeni DNA je kriticky pro ndsledny vyvoj embrya. Na poSkozeni DNA hlavitky spermie mohou
mit vliv rizné faktory, které jsou viak minimalng prozkoumdny. Isou to napf. viivy toxickych latek, u zvifat pak
sezonnost, metoda odbéru spermif, meteda kryokonzervace, atd. Obecné plati, Ze béZné hodnoceni spermifl (morfologie,
pohyblivost) nemusi odriZet kvalitu DNA a naopak. MoZnost hodnoceni poskozeni DNA spermii spolehlivym a
jednoduchym postupem by byla velkym ptinosem pro ZV, zachranu ohroZenych druhtl {genetické zdroje) a humanni
medicinu (onkologie).

Cilem projektu je vyvinout postup, ktery by v kratkém Easovém intervalu (48 — 72hod.} pfinesi dostatetné idaje o
kvalitativnich parametrech DNA spermie. Spermic zvolenych druhil budou injikoviny do ovulovanych oocytd mysi a po
jejich dekondenzaci bude hodnocen stupefi poskozenf DNA a dalsi parametry (YH2AX, 5-MeC, H3K9, atd). P¥i prvnim
mitotickém déleni bude hodnocen rovndZ karyotyp spermie a po déleni do dvoubung&ného stddia i pfitomnost mikrojader,
kierd indikuji rovn&2 normalitu DNA.

Pravdépodebné potencidlni pFinosy projektu pokusd (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem v&dnim oboru
nebo jaky prinos by z n&j Clovek &i zvirata mohli mit}

Piinos feseni je evidentni pledevSIm pro ‘oblast Genetické zivotisné ?droje kde bude navricnyml poqiupy moiné
detekovat siupefi poskozeni DNA spermie; tim pak jeji nasledné vyuZiti pro zdchranu zvoleného druhu. Toto po¥kozeni
miize odrazet vliv sezény, metodu odb¥ru spermii, postup kryokonzervace, apod. Logicky lze vyuZiti pfedpokladat v yAR
a to zejména tam, kde jsou dosud nevykeSeny postupy kryokonzervace saméich pohlavaich bungk. Navrzeny postup by
mél vyrazn& zkrétit dasové obdol, které by mélo ukdzat vhodnost vyuZiti konzervovaného spermatu pro dal3f pouZitf.

| Druhy a pFiblizné podty zvifat, jejichZ pouZiti se pfedpoklads

My3 BDF1 a CD1, Piiblizn€ 600 ks na rok {samice — BDF] 300ks. CD] .:00 ks). Pro celou dobu i’eéenl tedv 3 Oﬂgmlgsw )
Jaké jsou odekavané nezadouct G&inky u zvitar? Jaka je navihovana mfra zavazmosti? Jak bude se zvitaty naloZenc po
skonfeni pokusu?

Ze zvifat budou pouZily pouze poh!avm bm‘iky (ovu]ovanc oocyty) a z nich produkovma mezidruhova cmbrya in vitro.

Zvitatim nebudou aplikovany Z4dné Skodlivé latky.Mira zdvaZnosti: mirnd

Uplatiiovini 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivan{ zvifat: Uved'te, pr o j Je nutné pouzu zvitata a pxof.‘ nemohou b\'t Yy u.am altemam} bez pouutl
zvirat.

Gamety spelmle a embrya jsou svym 7pusobcm spemf’cke buriky. Nelze je tak nahradit buiikami somatickymi, kde se
fyziologické pochody zdsadng li¥i. Ooeyt predstavuje v soucasné dobé jediné prosteedi, kieré je schopno dediferencovat
kompletné spermii. PouZiti oocytll z jatedného materidlu (skot, prase) ncamoiﬁuje precizni hodnoceni ~ cocyly by musely
zrit in vitro, jejich populace neni homogenni, intracytoplasmaticka injekce spermii nefunguje u téchte druhd.
Omezeni pouivani zvifat: Vysvétlete, Jak i7e zajistit pouZiti co nejmensiho potu zvifat,

‘Poket zvifat bude omezen na minimum, které bude dano pozadavky pokusu. Zajl‘al't:l’]l tohoto minima lze 7.21_|]Siit _1en
precizni praci pracovnikd projekiu.

Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvatlete volbu druhu zvifat ploc 5e v pnpadé tohoto zvifecilo modelu jedna o nejsetrméjsi
pouZiti z hlediska viédeckych cila.

Vysvétiete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za G¢elem snizeni djmy zpisobené zvitatim na minimum.

K pokusu budou zvoleny mysi vyse uvcdenych kmend (BDFI a CD {). Tyto kmeny baZné pOUZivame a mame § nimi
nejvetsi zkuSenosti (kultivace oocyti, oplozeni in vitro, prenosy jader, atd.). Pro jiné kmeny bychom museli znovu dané
postupy vyvijet, tim by se navydil potet zvifat, VyuZiti buntk hospoddfskych zvifat (cocytd) ma sva omezeni v
dostupnosti a kvantu ziskaného materidlu — navic by zde nebyta moZnost komplexnosti FeSeni. V pokusu choerne ovefit
zcela nova schémata, kde ndslednd predpokiadame vyuZiti pfi zichrang ohroZenych druhfi (genctické zdroje) a ZV.
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prislusna Skoleni a majf odpovidajici osvEdéeni. Navic maji i specidlni osvéd&eni o absolvovani kurzil price na mysich z
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA.
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