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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nézev projektu pokusi

' Uloha pozdnich progen ri v regeneram krvetvorné tkang.

Doba trvani projektu pokusit | 3roky ar J. 2004

Klitové slova - maximalné 5 | krvetvorné kmenové buiiky, regenerace krvetvorby, myeloidni progenitory

Ukel prcuektu Ppokusii - oznacte Jej kiiizkem (X) do prdazdného policka

x | zakladni vyzkum EHNE
transla¢ni nebo apllkovany vyzkum i

| v§voj, vyroba nebo zkouseni kvality, i¢innosti a neza: v a jinych litek nebo vyrobki
| ochrana prirodniho prostredi v zajmu zdravi a dobrycl ch p bozvifat

fiprava

rowr

trestni Fizeni a jiné soudni fizeni

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

Navrhovany projekt se tyka poznani b1olog1cke podstaty bezprostfedni tkanové odpovédi na Je_]l poskozem a nasledné
pocateéni faze regenerace.

Cilem projektu je vysvétleni podstaty vyrazného a dosud nepochopeného fenoménu spocivajiciho v tom, Ze pfi spoledné
transplantaci regenerujici a normalni kostni dfen&, se regenerujici kostni diefi neptihoji.

Hypotéza, kterou bude projekt ovérovat, pfedpoklada, ze vysvétlenim paradoxniho selhani regenerujici kostni diené v
piipadé jeji spolecné transplantace s normalni kostni dfeni, je chybéni bunék kmenovych v regenerujici kostni dfeni a
jejich prechodné nahrada aktivovanymi burikami progenitorovymi.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem v&dnim oboru
nebo jaky pfinos by z néj ¢lovek ¢i zvifata mohli mit)

Navrhovany pI'Q]Bkt se tyka poznani biologické podstaty bezprostredm tkéttové odpoved1 na _]ejl poskozem a nasledné
pocatecni faze regenerace. Jednd se o jednu z nosnych vyzkumnych problematik pracovisté a vyznamnou soudast nové se
rozvijejici oblasti mediciny (regeneraéni lékafstvi).

Druhy a pFiblizné poéty zvifat, jejichZ pouZiti se predpoklada

Pouzity budou transgenni my3i linie exprimujici GFP (green fluorescent protein) pod ubiquitinovym promotorem (UBC-
GFP: C57Bl/6-Tg(UBC-GFP)30Scha/T;(Schaefer et al., 2001) ) a my§i kmene B6.SJL-Ptprca Pepch/Boy] (CD45.1) nebo
C57BU6J (CD45.2), které maji viechny stejné genetické pozadi a jejich kostni dfeti 1ze mezi nimi dobfe transplantovat.
Odhadovany pocet mysi pouZitych za celou dobu feseni je 300. Odhadovany podet vychazi z pfedpokladu 5 pokusii

v jednom roce feseni, pficemz pokus zahrnuje 5 darct kostni dfené a 15 transplantovanych ptijemct. Jedna se o dospélé

| jedince obojiho pohlavi. :
Jaké jsou oéekavané nezadouci ucmky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvnraty nalozeno po
el L SR e el T e T el e e e S b O S I SR e SN
Pokusna zvifata, inbredni mysi, budou vystaveny experimentalnim zakrokim, které zahrnuji vystaveni uéinkiim
ionizujiciho zafeni (subletalnimi davkami — 6 Gy - nebo davkou letdlni — 8 Gy aZ 9 Gy gamma zafeni ze °Co zdroje, se
spontanni rekonstituci krvetvorného systému nebo s rekonstituci z transplantované syngenni kosti dfeng). Béhem ozéafeni,
trvajicim méné nez 20 minut, nebudou omezeny v pohybu. Buiiky kostni dfené budou podany intravendzni injekei cestou
ocasni zily nebo retroorbitalniho vendzniho plexu, oboji v lehké inhalaéni narkéze. Budou jim odebrany vzorky krve v
mnoZstvi asi 50 mikrolitrli z retroorbitalniho vendézniho plexu rovnéz v narkdze. Usmrceny budou zlomenim vazu v lehké
inhala¢ni anestézii a mrtvym mysim budou vyjmuty dlouhé kosti dolnich kongetin, pfipadné slezina, které budou slouzit k
ziskani krvetvorné tkané. Pocet zvifat ve skupiné je volen tak, aby umoznil kvalitni a podlozené statistické zpracovani, ale
pfitom nebyla zvifata k pokustiim pouZivana ve zbyteéné velkém po&tu. Experimenty nemohou byt standardizovany do
neménncho a opakujiciho se usporadani pro celou dobu fedeni, protoZe musi byt uzpisobeny pribézé ziskanym
vysledkiim. Porovnani vysledku transplantace studovanych bunék vyzaduje skupinu 7 ptijemecti transplantatu z diivodu
biologické variability. Pocet pokusnych zvifat bude asi 100 za rok, zcela fixni pocet by nebylo seriézni uvést. Bude
samoziejmé snahou pouzit pokusnych zvifat co nejméné.

Uplatiiovéni 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvifat: Uved’te pro¢ je nutné poum zvitata a pro¢ nemohou byt vyu21ty altematwy bez pouzm
i zvnrat i
Prcuekl zahrnuje i primokultury bunék kostni dfené, pii€emZ bude porovnavan regeneraéni potenciél ruznych populaci
bunék kontrolni a ozafené kostni dfené.

Pokusy maji objasnit zakladni mechanismy, které podminuji regeneraci tkané. Jedna se o komplexni tkafiové reakce fizené
nejen mistnimi, ale i systémovymi mechanismy, které proto nelze napodobit nebo nahradit alternativnimi metodami.

' Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co ne_]men51h0 poctu zvifat. |
Podet vySetfovanych zvitat v analyzované experimentalni a kontrolni skuping je volen tak, aby umoznil kvalitni a
podloZene statistické zpracovani, ale pfitom nebyla zvifata k pokusim pouzivdna ve zbyte¢né velkém podtu. Zahrnuti

_bunéénych kultur miZze pomoci omezit pocet potfebnych zvitat. e
Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a proc sev pnpade tohoto zvifeciho modelu jedna o nejSetrnéjsi

_pouziti z hlediska védeckych cild.




Vysvétlete obecna opatfeni, kterd budou pfijata za G¢elem sniZeni ijmy zplisobené zvifatim na minimum. o
Projekt sam vyZaduje co nejSetrnéj$i zachazeni s pokusnymi zvifaty. V pribéhu experimentu nebudou provadény zddné
bolestivé zakroky, aplikace a odbéry piedstavuji pouze malé zatiZeni zvifete. Po ozafeni submyeloablativnimi davkami
nebo davkou letalni s naslednou transplantaci syngenni kostni dfené nebo kmenovych/progenitorovych bunék nejsou u
myS$i patrmé zmény chovani. Po celou dobu experimentu budou zvirata umisténa v chovnych nadobach konvenéniho
chovu, budou mit pristup k potravé a vodé ad libitum a jejich stav bude pravidelné kontrolovan.




