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Ugel projektu pokusii - oznadte jej kiizkem (x) do prazdného policka
x_ zakladni vyzkum
i translacm nebo apllkova.ny Vyzkum
Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti 1é€iv, potravin, krm]v a jinych latek nebo vyrobki
~ ochrana pfirodniho prosttedi v zajmu zdravi a dobrych_zwotnlch podminek lidi nebo zvifat
B zachovam druhli
| vySsi vzdelavani nebo odborna priprava
. trestni fizeni a jiné soudni fizeni

| Cile prolektu pokusii (napf. FeSené védecke nezndmé nebo védecké &i klinicke potreby) ;
Cilem piedkladaného pro;ektu pokusu je izolovat gonady. gamety a embrya v rizném stadiu vyvoje. Pro efektivni zisk
oocytli/fembryi a tak redukei poétu potiebnych zvifat v experimentu bude pouZito hormonalni stimulace gonadotropiny.
Biologicky material bude nasledné analyzovan s ohledem na cilové studované proteiny. Pro tcely studia maternalniho
efektu bude pouzito embryotransferu zygot, 2-bunéénych embryi anebo blastocyst. Embrya budou pochazet z prirozen¢ho
in vivo oplozeni anebo in vitro oplozeni oocytli ziskanych pro tento ucel z hormonalné stimulovanych samic. Pro
embryotransfer budou pfipraveny pseudopregnantni samice pomoci vasektomovanych sametl.
Experimentalni zvifata budou pouzita pro produkei gonad, gamet a embryi. Za uc¢elem studia vybrané bunééné signalizace
(odvozené od SIRT1 a/nebo gasotransmise sulfanem) budou experimentalni zvirata oSetfena 1. p. aplikaci
inhibitort/aktivatori vybranych proteind (histon deacetylazy), nebo modulatory hladiny gasotransmiterii (napi. donor
sulfanu GYY4137 apod.). Pritomnost pouzitych latek bude sledovana v télnich tekutinach: v mo¢i, matefském mléce a
v krvi (odebrand post mortem).

Pravdépodobné potencidlni piinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem védnim oboru
| nebo jaky prinos by z n€j ¢lovek ¢i zvirata mohli mit)

PFinosem studie bude zakladni poznani bunééné algnalwace ve vyvlje]lugh se zarodeénych bunkéch, Lametach a casnych
embryich. Tyto poznatky budou vychazet ze studia vybranych signalnich kaskad a biologickych fenoméni, tedy zapojeni
histon deacetylaz a gasotransmise sulfanu v procesech oplozeni, mitofagie. epigenetickych zmén a reaktivace
embryonalniho genomu. Kombinace in vivo a in virro experimentli umozni transfer poznatkd do reprodukéni mediciny a
asistované reprodukce. Poznani bunééného cyklu a stability chromatinu (vysledek epigenetickych regulaci a gasotransmise
sulfanem) piispé&je vyvoji postupil Setrné€jsi asistované reprodukce, efektivn€jsi in vitro techniky (vCetné tkafového
inzenyrstvi) a hlubsi poznani mitochondridlnich chorob s navrhy jejich terapie.

Druhy a pfiblizné poéty zviFat, jejichZ pouziti se predpoklada

Maximalni pocet mysi pro experimenty v 1 kazdém roce FeSeni roce bude: 750 pro outbredni kmen [CR (30 samw 720
samic) a 750 my§i inbrednich kment na bazi C57BL6 (210 samci, 540 samic). Uvedeny pocet zvifat je maximalni,
kterého bude v experimentu pouzito (tabulka 1). Od zapoceti experimentu bude po celou dobu jeho trvani vyhodnocovana
aspésnost pouzitych technik a pofet potfebnych zvifat bude podle toho piipadné korigovan (t. j. sniZen). Zvifata budou
urCena pro hormonalni stimulaci za uéelem odbéru oocytll a embryi (C57BL6 a ICR), pro ziskavani spermii (C57BL6),
jako pseudopregnantni ptijemkyné darcovskych embryi pomoci embryotransferu (ICR) a vasektomie samcti (ICR) pro
piipravu pseudopregnantnich samic.

Tabulka 1: Casovy plan a planovana maximalni potieba zvifat v experimentu. Plan predstavuje rozvahu pro kombinaci
pouzitych kmeni my$i ICR a C57BL6 (véemé piipadnych transgennich linii na genetickém podkladu C57BL6). Uvedeny
pocet zvifat je nejvysdi mozny a nebude prekroCen. Maximalni pocet zvifat kalkuluje s faktory, které mohou negativné
ovlivnit pribéh experimentl: ubytek zvifat béhem provedeného zdkroku a béhem rekonvalescence (vasektomie, popi.
embryotransfer), slaba odpovéd’ na hormonalni stimulaci. nizka vytéznost pii izolaci oocytli/embryi a/nebo sezdnni vlivy
béhem piirozené plemenitby.

Samice
(ICR) pro
Samice (C57BL6) hormonalni
pro hormonalni stimulaci Pseudogravidni
stimulaci Samci (C57BL6) (ziskavani samice (ICR) Pocet zvitat
Rok (ziskavani oocyti pro ziskavani oocytu a uréené pro Vasektomovani celkem
feseni a embryi) spermii embryi) embryotranster samci (ICR) (ICR/C57BL6)
l. 540 210 525 195 30 750/750
2, 540 210 525 195 30 750/750
3 540 210 525 195 30 750/750
4, 540 210 525 195 30 750/750
osetfeni i.p. PMSG/hCG; N/A; 1.p. i.p. Embryotransfer Vasektomie
i.p. modulatort/donoru  PMSG/hCG v (.(.H(OVE v celkové
_modulator/donoru czii _anestézii




Jaké jsou ocekavané nezadouci u€inky u zvifat? Jakd je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonceni pokusu?

Nejsou predpokladany vedlejsi nezadouci a¢inky pouziti postupu intraperitonedlni aplikace, vasektomie mysich samct a
embryotransferu. Uroveii zavaznosti je vzhledem k chirurgickym zédkrokiim u nékterych zvifat stfedni. Kadavery budou
zlikvidovany v souladu se schvalenymi predpisy pracovi$t¢ — zmrazeni a predani veterindrni asana¢ni sluzbg.

Uplatitovini 3R (replacement, reduction, refinement)

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

zvifat. _

Pouziti zivého zvitete je nezbytné a alternativni model pro simulaci produkce potomstva vzniki¢ho in vive oplozenim neni

dostupny. Laboratorni hlodavci jsou optimalni zvifeci model pro svou velikost, snadnost chovu a vysokou efektivitou

ziskavani oocytl v dostatecném poctu. Stejné tak biologické mechanizmy embryonalniho vyvoje, zahmujici epigenetické

regulace a jejich transgenera¢ni dédi¢nost, nelze kompenzovat tkanovymi kulturami somatickych bunék.

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

Pro experiment budou vyuZita zvifata plodnych kment mySi s vynikajici reprodukém schopnosti, které umoziuji

redukovat podet pouZitych zvifat na minimum. Experiment je navrZen tak, aby data mohla byt priibézn¢ vyhodnocovina

za ucelem redukce po¢tu experimentalnich zvifat. Pro vasektomii bude pouZit nejmensi mozny pocet samci, kdy v prvni

fazi bude pFipraveno 5 vazektomovanych samci; dalsi samci budou takto pfipraveni pouze pro obnovu samci uréenych

k vyfazeni (maximalni pocet vasektomovanych samci tak bude 30). Proces embryotransferu, jehoZz uspésnost je vyjadiena
 podilem narozenych mlad'at z prenesenych embryi, bude optimalizovin tak, aby potieba pfijemkyn byla nejnizsi mozna.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v piipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o nejSetrnéjsi

pouZiti z hlediska védeckych cild. Vysvétlete obecna opatfeni, kterd budou pFijata za u¢elem sniZeni 4jmy zplisobene

zvifatim na minimum.

Mysi budou drzeny a chovany v podminkach, které odpovidaji standardiim chovu laboratornich zvifat. Invazivni zakroky

vasektomie a embryotransferu budou provedeny za celkové anestézie optimalizované s ohledem na dosavadni troven

poznani a zvoleny druh.




