NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 83/2019

Nézev projektu pokusu

Role Toll-like receptorové signalizace v iniciaci sterilniho zinétu

Doba trvani projektu pokusii | 5 let

Klicova slova - maximdiné 5 | PSTPIP2, chronick multifokélni osteomyelitida, autoinflamatorni choroba, MyD88,
Trif

Ugel projektu pokusii - oznacte jej kfizkem (x) do prdazdného policka

x | zékladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, i&innosti a nezdvadnosti 16€iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
vyrobki

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

zachovani druht

vy§§i vzdélavéani nebo odborna piiprava

trestni Fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké neznamé nebo védecké i klinické potieby)

Cilem projektu je stanovit roli Toll-like receptorové signalizace ve vzniku a rozvoji autoinflamatorni osteomyelitidy u
Pstpip2-deficientnich mysi.

Pravdépodobné potencialni p¥inosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaSem védnim
oboru nebo jaky pfinos by z néj &lovék ¢i zvifata mohli mit)

Hlavnim p¥inosem bude rozsiteni nagich poznatkii o molekularnich mechanismech a patofyziologii autoinflamatornich
chorob, zejména chronické multifokalni osteomyelitidy a pfibuznych nemoci. Vysledky mohou byt dileZité i pro budouci
vyvoj novych 1é¢ebnych strategii. Poznatky ziskané v ramci tohoto projektu budou také pfispivat k naSemu obecnému
chapani regulace zan&tu na molekuldrn{ tirovni a pfisp&ji k poznani, jakymi mechanismy Toll-like receptory pfispivaji ke
sterilni zanétlivé odpovedi.

Druhy a priblizné poéty zvirat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

V projektu pokusii bude vyuZito nékolik unikatnich inbrednich kment my3i doméci (Mus musculus) a jejich kiiZenci
konkrétné piijde o (pfiblizné za rok):
1) Mutantni my3i kmen CMO (Cg-Pstpip2emo/J) s bodovou mutaci v genu Pstpip2 (¢.293T—C), jeho varianta
vznikla zp&tnym k¥iZenim na genetické pozadi C57BL/6 a jejich kiiZzenci s kmeny uvedenymi v bodech 2-3: 300
2) Knock-out mysi s inaktivovanym genem Myd88 kédujicim adaptorovy protein MyD88:100.
3) Knock-out mysi s inaktivovanym genem Trif (Ticam-1) kédujicim adaptorovy protein TRIF:100.
4) Kontrolni kmeny C57BL/6 a Balb/C: 150.

Jaké jsou otekavané neZadouci udinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zivaznosti? Jak bude se zvifaty
naloZeno po skonéeni pokusu?

Tento projekt pokust zahrnuje experimenty, které by mohly zpiisobit zvifatim utrpeni, bolest nebo nadmérny stres
maximalng v mirné nebo stfedni mife. Zvifata budou pravideln& monitorovéna tak, aby byla minimalizovana bolest a
utrpeni a taktéZ bude kontrolovéno, jestli maji snadny piistup k potravé a vodé. Pro pokusy se nebudou vyuZivat
prostfedky sniZzujici bolest. Po skongeni pokusu budou zvifata usmrcena odpovidajici metodou (cervikélni dislokace).
Likvidace zvifat bude provedena asanaéni sluZbou, se kterou mé pracovi§té smlouvu.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivani zvifat: Uved'te, pro€ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez
pouziti zvifat.

Alternativni metody nepostihuji sloZitost zkoumané problematiky, a proto nemohou nahradit navrhované pokusy. Pokud
se objevi nova alternativni metoda nezahrnujici pouZiti zvifat, bude pouZit tento pfistup. Hlavnim diivodem pro pouZiti
zvifat v tomto projektu je potieba sledovat vliv ztraty signaliza¢nich molekul MyD88 a TRIF na vznik a rozvoj
autoinflamatorni choroby a jeji priivodni znaky, které 1ze sledovat pouze na organizmdlni tirovni. Toto pozorovan{ neni
moZné uskuteénit na bun&&nych liniich ani jinymi alternativnimi metodami. Navic nejdileZit&j$im bun&&nym typem, ktery
se podili na vzniku nemoci v PSTPIP2 deficintnich mySich jsou neutrofilni granulocyty. Jde o krétce Zijici butiky, pro
které neexistuje bun&&na linie, ktera by dostatetné& v&mé reprezentovala jejich vlastnosti zdsadni pro rozvoj
autoinflamatroni CMO a kterou by bylo moZné diferencovat do plnohodnotnych neutrofilnich granulocytii. Pokud tedy
maji nase vysledky mit vysokou vypovidaci hodnotu, potenciél pro vyuZiti v klinické praxi a $anci na publikaci v
renomovanych &asopisech, bude nezbytné i pro experimenty na molekuldrni a bun&&né trovni vyuZivat primarni neutrofily
izolované z my3i kostni dfen&. Nicméné i tak se budeme snaZit o maximalni vyuZiti bunéénych linii v pfipadech kdy
jejich nedostatky neohrozi hodnotu na8ich vysledki.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak 1ze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zvirat.

Poget zvifat pouZitych pro jednotlivé experimenty bude omezen na minimum. Experimenty budou peélivé pldnovény a
bude pouzit minimalni po&et mysi potfebny pro dosahnuti biologicke a statistické signifikance a udrzovéni jednotlivych
mygich linii v chovu. Viude, kde to bude moZné, budeme u in vivo experimentli po usmrceni zvifat zdrovei ziskdvat tkiné
pro dal§i analyzy in vitro (takto redukujeme celkovy podet pouZitych my$i na minimum).




Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v piipads tohoto zvifeciho modelu jedna o
nejSetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecna opatfeni, ktera budou pfijata za uéelem sniZeni Gjmy zpisobené zvifatlim na minimum.

Utrpeni, bolest a stres my3i budou vZdy omezeny na minimum. My$i budou chovény v optimalnich podminkach, které
Jjsou stanoveny soudasnymi regulacemi EU a mistnimi zdkony a vyhlaskami. My3i budou pravideln& kontrolovany a
o3etfovany proSkolenymi o3etfovateli. V pfipadé zjevného utrpeni, stresu nebo projevu nemoci pfesahujici deklarovanou
zévaznost pokusu budou pokusné zvifata okamzZit& usmrcena odpovidajici metodou (tedy cervikélni dislokace podle
Nafizeni z roku 2010/63/EU Evropského parlamentu a Rady pro ochranu zvifat pouZitych pro védecké ugely) a nasledng
budou analyzovana. Odbér krve bude provadén jenom zkudenymi vyzkumnymi pracovniky. Pfi transplantagnich studiich
budou mys3i transplantovény pfi inhalagni anestezii prostfednictvim retroorbitélni injekce nebo injekei do ocasni Zily bez
anestezie. Transplantace bude provadét opét jenom osoba zkusend a trénovand, ¢imZ se mira utrpeni a bolesti omezi na
minimum.




