NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Ustanoveni produkéni kolonie mysi transgenniho kmene Separase a kfizenct kmen(i B6D2F1 a CD1

Doba trvani projektu pokust v mésicich 43

Kli¢ova slova embryo

oocyt bunécn déleni
aneuploidie 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: DalSi zakladni vyzkum [PB13]
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Cile projektu pokusut

Cilem tohoto projektu pokusu je ustanoveni kolonii produkujicich jedince kmene Separase, a také kfizence kmentu B6D2F1 a CD1
pro nasledné studie zamérené na segregaci chromozomu béhem ¢asného vyvoje.

1.Transgenni kmen Separase

Tento kmen je kli¢ovy pro Usp&$né zakond&eni experiment probihajiciho projektu GACR 20-25850S, dal$iho navrhovaného
projektu 22-29045S a navaznych projektd DKRVO a CEITEC. Kmen Separase je unikatni, komeréné nedostupnd, geneticky
modifikovana linie Mus musculus. Geneticka modifikace spociva ve vneseni loxP mist do obou alel genu pro separazu. Tato
modifikace nepfinasi zadny fenotypovy projev a nema vliv na zdravi a chovani zvifat a projevi se pouze po soucasné expresi Cre
recombinasy. V naSich experimentech pocitame vyhradné s pouzitim tkarfiové specifického promotoru ZP3, fidiciho expresi Cre
recombinasy a exprimovaného POUZE v oocytech. V kone¢ném dusledku je tedy geneticka modifikace omezena na oocyty a nema
projev v celém organismu, neovliviiuje tedy zdravi ani chovani zvifat.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Predbézné studie zabyvajici se pfiinou nespravného délenim chromozomi byly provedeny na niz$ich organismech (kvasinky,
Drosophila, C. elegans, Danio, Xenopus atd.). Vzhledem k daleko vétSi slozitosti sav€iho organismu bylo prokazano, ze ne vSechny
poznatky ziskané studiem téchto organismi mohou byt uplatnitelné na ¢lovéka. NaSe studie tedy maji za ukol ovéfit, zda a do jaké
miry regulaéni mechanismy objevené u téchto druh( plati také pro vyvoj savéich vaji¢ek a embryi. Vzhledem k tomu Ze se
vénujeme problematice specifické pro vajicka a €asna embrya, které maji zcela unikatni viastnosti, nelze bohuzel ve vétsiné nasich
experimentl pouzit jako nahradu in vitro kultivované savéi buriky, tyto maiji vliastnosti zcela odli§né, coz by vedlo ke zkreslenym
vysledkim a nespravnosti studie. Zisk oocytl a Easnych embryi z mysi je pro plnéni nasi studie nezbytny, a to z davodud odliSnosti
regulacnich procesl segregace chromozom( v in vitro a in vivo ziskanych burikach. Nase studie je cilena zejména na poruchy
déleni chromozoma v zarodeénych burnikach a embryich, jez se vyskytuji ve vysoké mife a jejich pficina neni zcela znama.
Dlouhodobym pfinosem nasi studie bude blizSi objasnéni vysokého vyskytu poruch v déleni chromozoma a tim padem vzniku
aneuploidii u savcu, coZz muze pomoci zlepSit aplikaci in vitro fertilizaénich technik u lidi, ale i u zvifat a dale také pfispét k

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

1. Kmen Separase - BEhem chovu bude posuzovana bfezost samic, a to uréenim/potvrzenim pfitomnosti vaginalni zatky, zvySenou
hmotnosti a zménou v chovani. Od prokazani bfezosti bude samice odstavena od samce a druha dal$i samice bude k samci
pfipusténa. Na zakladé genotypovani budou zvifata s zadoucim genotypem pouzita k dal§im experimentiim, které jsou popsany v
7adosti o schvaleni projektu pokusu ,Ziskavani oocytd a embryi laboratornich mysi pro studium mechanismd bunééného déleni”. V
experimentech bude pfevazovat pouziti samic, nadbyte¢ni samci a zvifata s nevhodnym genetickym pozadim se utrati v souladu s
dovolenymi metodami, a to zZlomenim vazu ve véku kdy je mozna identifikace pohlavi (cca 20 dni).

2. Kfizenci kment B6D2F1 a CD1 - Béhem chovu bude bfezost samic posouzena uréenim/potvrzenim pfitomnosti vaginalni zatky,
zvySenou hmotnosti a zménami v chovani. Od prokazani bfezosti bude samice odstavena od samce a druha dal$i samice bude k
samci pripusténa. Vnikly kfizenci budou pouziti k dal§im experimentiim, které jsou popsany v zadosti o schvaleni projektu pokusi
,Ziskavani oocytd a embryi laboratornich mysi pro studium mechanismud bunééného déleni“. V experimentech bude pfevazovat
pouziti samic a nadbyte¢ni samci se utrati v souladu s dovolenymi metodami, a to zlomenim vazu ve véku kdy je mozna

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Na zvifatech v chovech nebudou provadény zadné experimenty intravitalng, pouze u kmene Separase planujeme odbér tkané
spojeny s vrubovanim usi (oznaceni transgennich zvifat). V ramci Setrného zachazeni se zvifaty bude tento material pozdégji vyuzit
ke genotypovani zvifat. V pribé&hu chovu a odbéru tkani budou zohledfiovana hlediska humanniho zachazeni s pokusnymi zviraty,
zejména s ohledem na umoznéni jejich adaptace, navyk na uchopeni rukou, klidné zachazeni, tichy pfistup a pouzivani pomicek,
které nezplsobi zvifeti strach, bolest a utrpeni. Zvifata budou pod denni kontrolou technického personalu a v pfipadé napt. trazu
zpusobeného jinym zvifetem bude takovy jedinec bezodkladné utracen.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Zvifata budou po poklesu fertility utracena zlomenim vazu.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Predbézné analyzy byly provedeny na nizSich organismech (kvasinky, Drosophila, C. Elegans, Danio, Xenopus atd.). Vyssi pocet
genu a komplexnéj$i organizace sav¢iho organismu nas nutni k pouZziti tkani ziskanych ze savcl. Vzhledem k tomu, Zze doposud
neni mozné ziskat zarode¢né burky ani embrya v tkafiovych kulturach, je nutné provadét pokusy na materialu odebraném ze zvifat.

Omezeni pouzivani zvirat

Mezikmenovym kfizenim B6D2F1 a CD1 bude dosazeno vyssiho vytéZku zarodeénych bunék z kazdého zvifete. Dale bude
dosazeno minimalizace poctu zvifat pouzitim adekvatnich metod biostatistiky.

\V chovu pocitame s vyuzitim nasledujiciho poctu zvifat po dobu trvani projektu:

- 300ks zvifat rodicovskych jedincd kmend B6D2F1 a CD1 za 5 let zakoupenych od komeréniho dodavatele

- 400ks rodiCovskych zvifat transgenniho kmene Separase ziskanych z pfedchoziho chovu

Predpokladame vytvoreni zhruba 3500ks kfizencl B6D2F1 a CD1 a 5000ks zvifat kmene Separase za 5 let, ktefi budou dale
vyuziti v projektu ,Ziskavani oocytl a embryi laboratornich mysi pro studium mechanisma bunééného déleni“, a nejsou tedy
zapocCitavany do poctu experimentalnich zvifat v ramci tohoto projektu, ktery je zaméfen na vznik a udrzeni chovné kolonie.

Setrné zachazeni se zvitaty

Na zvifatech v chovech nebudou provadény zadné experimenty intravitalng, pouze u kmene Separase planujeme odbér tkané
spojeny s vrubovanim usi (ozna€eni transgennich zvifat). V ramci Setrného zachazeni se zvifaty bude tento material pozdgji vyuzit
ke genotypovani zvifat. V prdbéhu chovu a odbéru tkani budou zohledfiovana hlediska humanniho zachazeni s pokusnymi zvifaty,
zejména s ohledem na umoznéni jejich adaptace, navyk na uchopeni rukou, klidné zachazeni, tichy pfistup a pouzivani pomucek,
které nezplsobi zvifeti strach, bolest a utrpeni. Zvifata budou pod denni kontrolou technického personalu a v pfipadé nap¥. Urazu
zplisobeného jinym zvifetem bude takovy jedinec bezodkladné utracen.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi zarodecné buriky uzce reflektuji zarodeéni buriky lidské, a proto jsou nenahraditelnym modelovym systémem pro zakladni
vyzkum studia vzniku reprodukénich poruch zvifat i Clovéka. Model laboratorni mySi se v podobnych studiich pouziva zejména pro
standardizaci chovu, malé naroky na prostor a v neposledni fadé vzhledem k bézné dostupnym reagenciim. U tohoto druhu zvifat
lie také znama organizace genomu a na zakladé této znalosti je dostupna cela fada dalSich reagencii, v€etné chromozomalnich
sond a RNAi sond. Vzhledem ke vS§em shora uvedenym faktdm je pouziti tohoto druhu nejefektivnéjsi jak z hlediska informaci

ziskanych b&éhem vyzkumu, tak i z hlediska spotfeby zvifat a minimalizace jejich stradani.




