NETECHNICKE SHRNUTi PROJEKTU POKUSU 104/2019

Ndzev projektu pokusu

Uloha NEURODI a ISL11 ve vyvoji neuronti vnitiniho ucha; 20-06927S

Doba trvani projektu pokusii = 3 roky

Kli¢ové slova - maximdlné 5 | Vnitini ucho, transkrip&ni regulace, neurosenzoricky vyvoj

Utel projektu pokusii - oznacte Jjej kiizkem (x) do prazdného policka

X | zékladni vyzkum

transla¢ni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, u€innosti a nezavadnosti 1€8iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
vyrobki

ochrana pfirodniho prostiedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvirat

zachovani druhi

vy$8i vzd€lavani nebo odborna pfiprava

trestni fizeni a jiné€ soudni fizeni

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

Cilem tohoto projektu je identifikace gend, které jsou kritické pro diferenciaci a specifikaci jednotlivych druhii
neurosenzorickych bun&k a neurond béhem embryonélniho vyvoje vnitiniho ucha. Ziskané vysledky by mély
prispét k objasnéni molekularnich procest b&hem neurosenzorického vyvoje, které by mohly byt zakladem k
vypracovani novych Ié¢ebnych postupili pro prevenci a terapii sluchovych vad pomoci genovych a ,,stem cell*
terapii.

Pravdépodobné potencialni pfinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve va$em védnim
oboru nebo jaky piinos by z n&j ¢lovek &i zvifata mohli mit)

Ztrata sluchu patii mezi 10 nejrozsifengjsich postiZeni a je spojena se sekundarnimi Gginky, véetné deprese,
ktera Gizce souvisi s naru§enim komunikace. Ztrata sluchu je trvala a je déisledkem smrti neuront nebo
senzorickych bunék, jeZ jsou soudasti vnitiniho ucha a maji malou schopnost regenerace. A&koli kochlearni
implantaty mohou obnovit sluch, regenerace odumirajicich neurosenzorickych bun&k by byla lepsi nez aplikace
implantatd. Je zfejmé, Ze identifikace gend, které jsou zodpov&dné za diferenciaci a udrzeni spravné funkce
senzorickych bun€k a neurond, by mohla poskytnout nastroje pro terapii a moznou regeneraci
neurosenzorickych bunék. Nejnovéjsi vyzkumné poznatky naznaduji, Ze prevence ztraty neuront a posileni
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dlouhodobého udrzeni neuronii jsou nejdiilezit&j$imi cili pro bezprostredni budoucnost.

Druhy a priblizné pocty zviFat, jejichZ pouziti se pfedpoklada

Mysi kmeny nesouci cre-rekombinasu fizenou expresi gent Is//, Foxgl a NeuroDI. Za vyuZiti Cre-loxP
systému budou v této studii kfizenim my$i vytvofeny CKO mutantni kmeny: NeuroDI1-RCL-tdTomato, IslI-
RCL-tdTomato, Atohl /Neurod] a kmen zaji§t'ujici navy$enou expresi genu NeuroDI (R26Neurodl) v ISL1*
burikdch. Predpokladdme celkovy podet mysi: 250.

Jakeé jsou o¢ekavané nezadouci GCinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty
naloZeno po skon¢eni pokusu?

Vzhledem ke Skodlivému fenotypu a 60% postnatalni umrti u NeuroDICKO vyvolaného vlivem mutace je
projekt pokusu klasifikovan jako zdvazny. RovnéZ u mutantnich mysi Is/] CKO dochézi postnatalné k rozvoji
diabetes mellitus. Po ukon&eni pokusu budou zvifata usmrcena cervikalni dislokaci nebo CO2.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Identifikace gendi, které jsou kritické pro diferenciaci a specifikaci jednotlivych druhii neurosenzorickych
bunek a neuronii vnittniho ucha béhem embryonélniho vyvoje neni mozné v kontrolovanych a srovnatelnych
podminkach provadét jinym zpiisobem nez na experimentalnich zvifatech.

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

Miminalizace po¢tu zvifat bude zaji§téna sdilenim vzorki a jejich pouZiti na vice analyz. Mysi a embrya
NeuroDICKO a Isl1CKO jsou pouzivany i v jiném projektu (PP98/2018), ktery je zaméfen na studium vyvoje
endokrinni ¢asti pankreatu. Minimalizujeme spotfebu sami&ek tak, Ze sledujeme hmotnostni piirtistek samicky
v prib&hu biezosti a nebfezi samicky neusmrcujeme, ale znovu pfipoustime. Navrhovany podet odpovida
nadim zkuSenostem z naSich piedchozich pokusd. Toto mnoZstvi zvifat je minimalni mnoZstvi nutné ke
statistickému zpracovani vysledki.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a prog se v pripadé tohoto zviteciho modelu jedné o
nejSetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cild.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za udelem sniZeni Gjmy zplisobené zviratlim na minimum.




Se zvifaty bude po celou dobu zachizeno Setrn€ a v souladu se zdkonem ¢&.246/1992 Sb.na ochranu zvifat
proti tyrani. My3i budou chovany ve vhodnych podminkéach za neomezeného ptistupu k potravé a vodé. O
mysi se budou starat zamé&stnanci akreditovaného zvifetniku Ustavu molekularni genetiky AV CR.




