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Nizev projektu pokusit :
V¥znam genetickych modifikétori v procesu leukemogeneze a nové terapeutické moZnosti v eliminaci
(pre)maligni myeloproliferace a v inhibici akutni leukémie (AML) u mySich modeli
Doba trvéni projektu pokusii - vmésicich  31. prosince 2025 o _ o
Kli¢ova slova - maximdine per’) MLL-ENL onkogen, JAK2 R 1063H/E846D varianta, MLL-
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signalizace, inhibitory onkogennich kinaz

Ukel Projektu pokusi - zaskrmére policko; mozno i vice moznosti
O  zakladni vyzkum
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Cile projektu pokusi - napr. reseni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych ¢i klinickych potieb
Charakterizace molekuldrniho mechan ismu kooperace JAK2 R1063H/E846D genetické varianty a MLL-ENL
onkogenu v procesu leukemogeneze.

Testovani u¢inki inhibitora klicovych signalnich drah na pribeh a progresi (pre)maligni myeloproliferace a
moznosti cilené inhibice molekul onkogenni signalizace u AML.

Pravdépodobné potencislni pFinosy projektu pokusii - Jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by = nej clovek, zvirata ¢ Zivomi prostredi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujre
mezi krdtkodobymi (v dobé trveni projektu) a dlouhodobymi PFinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu) :

Navrzené experimenty prispéji k rozsiteni poznatki o vyznamu germinalni JAK2 R1063H/E846D varianty v
molekuldrnim mechanismu iniciace, priibéhu a progrese premaligni myeloproliferace do AML s dominantnim
MLL-ENL onkogenem. Testovéni u¢inkii inhibitort klicovych signalnich drah na pribéh a progresi
(pre)maligni myeloproliferace povede k odhaleni novych cilenych terapeutickych pristupti, které prispéji k
zefektivnéni terapie nemocnych s AML s dominantnim MLL-ENL onkogenem a AML s JAK2
R1063H/E846D predisponujici genetickou variantou.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouZiviny (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet téchto postupi a dobu jejich trvini
I. Postupy u GMO kfizencu:

Biopsie ocasu u mysi starsich 3 tydnii za ucelem zjisténi genotypu - jednorazové u viech kiizenci, se vykona
v celkové inhalaéni anestezii a analgezii. Pfi biopsii ocasu se po dezinfekci ustfihne konec ocasu o délce max.
0,5 em. Opakovana biopsie je nezadouci. Nasledné se provede hemostaze hemostatickym praskem nebo
kauterizaci.

Odbeéry vzorku krve z ocasni zi ly nebo retroorbitalniho o&niho splavu za G¢elem kontroly krevniho obrazu, u
vSech kiizench, Maximélnijednorézovy odebrany objem krve je 7.5% z celkového objemu cirkulujici krve
(vypocet celkového objemu krve: prumér 72 ml krve / kg zivé hmotnosti zvifete), pfi odbéru 1x za tyden. P
odbéru Ix za 14-28 dni muze byt maximalni odebrany objem krve az 10% z celkového objemu cirkulujici
krve. Frekvence odbéru z retroorbitalniho oéniho splavu jednoho oka Je 3X po uplynuti 14 dni od prvniho
odbéru vzdy v celkové anestezii s pouzitim analgetik.




Pro analyzu buné&ného cyklu bude dospélciim viech genotypu jednorazoveé intraperitonealné aplikovan BrdU
(popf. EAU) 0,5 mL v PBS (10 mg/mL) 60 min pred sbérem tkani.

Pro testovéni protinadorovych G&inkli planujeme testovani 3-6 latek popt. jejich kombinace na skupinach 30-
50 mysi viech genotypii. Tyto latky budou aplikovany mysim ve formé roztoku opakované, pfitemz
jednorazova aplikace nepfesahne v pripadé per os aplikace objem 10-40 ml/kg (v potravé, vode). V pripadé
aplikace sondou se pouzije rigidni kovova aplikaéni jehla (do 14 g zvirete velikost jehly 24G, 15 - 20 g jehla
22G, 20 - 25 g jehla 20G, < 25 g jehla 18G). Délka se voli na zakladé vzdalenosti mezi tstnim koutkem a
processus xyphoideus. Maximalné jednorazové podany objem 10 ml/kg. maximalné mozné opakované podani
3x / 24hodin. Vpripadé intraperitonedlni aplikace 40-80 ml/kg: v pripadé subkutanni aplikace 40 ml/kg a v
piipadé intravendzni aplikace (lateralni ocasni véna) 5 ml/kg. v mnozstvi odpovidajicim pfedpokladanym
terapeutickym davkam (pfiblizné 1-50 mg/kg/den), v intervalu 12-48 hodin po dobu 1-6 tydni. Kontrolnim
my$im bude podavana pouze latka pouzita jako rozpoustédlo (PBS/DMSO aj.) ve stejném schématu.

2. Analyzy u imunodeficitnich mysi:

Pro testovani syntetické letality budou vyuzity NOD/SCID a NU/NU mysi modely s transplantovanymi
leukemickymi hematopoetickymi buiikami/nadorovymi liniemi nebo primarnimi pacientskymi bunikami,
maximalni po¢et 200 mysi. Nadorové buiky budou do NOD/SCID a NU/NU mysi aplikovany bud’ subkutanné
na boéni stranu hrudniku (maximalni jednorazovy objem < 40.0 ml.kg-1/stranu), intraperitonealn& (maximalni
jednorazovy aplikovany objem: < 40.0 — 80.0 ml.kg-1) nebo intravendzné (v maximdlnim objemu 0,125 ml
na mys). Aplikace testovanych latek s oéekdvanym protinadorovym uéinkem bude podle stejného protokolu
jako uvedeno vyse. s doplnénim intratumoralni aplikace, kde bude objem dané latky pfiméfeny objemu
tumoru. Aplikace zaéne u NOD/SCID a NU/NU mysi se subkutanné transplantovanymi nadorovymi buiikami
pii objemu 0.5 em® a u NOD/SCID a NU/NU mys3i s intraperitonealné/intravendzné transplantovanymi
buiikami na druhy az &tyficaty den od aplikace nadorovych bunék a bude sledovéna inhibice tumorigenicity
resp. zvy§eni pieziti zvifat bez priznaki choroby.

V pribehu pokusu se bude NOD/SCID a NU/NU mysim Kkontrolovat krevni obraz, jak je popsiano vyse u
kfizencu.
Pro analyzu bunééného cyklu bude NOD/SCID a NU/NU mysim intraperitonealné aplikovan BrdU, jak je

popsano u kiizencii.

Zviteti (kfizenci i imunodeficitni my3i) se pred eutanazii odebere krev z plexus axillaris v celkové hluboké
anestezii (ketamin/xylazin nebo O2/isofluran) a hned po odbéru se vykona eutanazie zlomenim vazu, takze
zvite nenabude védomi.

Predpokladané dopady / nepFiznivé ucinky na zviFata (napi. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto a¢inki _
Model JAK2-R1063H_E846D muize rozvinout mirné znaky kongenitalni polycytémie, které viak nevedou
k vyrazné patologii zvifete. MLL-ENL-ER mysi a kiizenci MLL-ENL-ER/JAK2-R1063H_E846D mohou
rozvinout myeloproliferativni onemocnéni, které v3ak nemusi vést k bezprostfednimu umrti zvifete: u
nékterych zvirat viak dojde po obdobi latence k rozvoji AML. Po rozvoji onemocnéni budou my3i usmrcené
a bude analyzovana jejich hematopoeticka tkan.

V piipadé nutnosti dlouhodobé intraperitonealni aplikace inhibitoru klicovych signalnich drah se mtze u mysi
rozvinout peritonitida; tyto mysi budou bezprostredné utraceny. NOD/SCID/NUNU mysi s transplantovanymi
nadorovymi bunkami. u nichz bude nador piesahovat 25% télesné hmotnosti (méfeno v pfipadé subkutanni
transplantace nadoru kaliperaci a vazenim zvirete) nebo které budou vykazovat znamky moribundity. budou

také usmrceny pfedéasné z humannich davodu. |

U mysiho kmene C57Bl/6 nepredpokladame Zzadné nezadouci Gcinky, budou slouZzit pouze ke krizeni s
kmenem MLL-ENL-ER a jako negativni kontroly.

Po skonéeni pokusu bude likvidace kadaveril zvifat probihat v zafizeni SITA CZ a. s.. provoz Olomouc

Druhy a pFiblizné poéty zviFat. jejichz pouziti se predpoklada. a pFedpokladana zavaZznost pokusu
Odhadovany pocet zvifat podle zavaznosti
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Nakladéni se zviFaty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvifat k opétovnému pouziti : ! 100
Odhadovany pocet zvifat, ktera budou navracena do prirodniho stanovisté &i systému chovu

Odhadovany pocet zvitat k umisténi do zajmového chovu

Divody pro vy3e uvedené nakladani se zvifaty - uved'e

Mysi kmen C57BI/6 bude slouzit pouze ke kfiZzeni s kmenem MLL-ENL-ER, proto mohou byt zvifata
opakované pouzivana.

Uplatiiovini 3R
Nahrazeni pouZivéni zvifat - uvedte, jaké alternativy bez pouziti zvirat jsou v této oblasti dostupné a proc
nemohou byt pouzity pro iicely tohoto projekiu _ _ .
Laboratomni my3 je evoluéné nejblizsi laboratorni model pro studium lidské hematopoézy; mysi a lidska
hematopoéza podiéhaji stejné regulaci a fada hematopoetickych ristovych faktord a jejich receptorti jsou
navzajem kompatibilni. Specifické védecké otézky tohoto vyzkumu mohou byt zodpovézeny pouze za pouziti
mysich modeld (véetné geneticky modifikovanych mysi) a za pouziti krevnich bunék derivovanych z téchto
modeli. Takovéto pouziti pro zodpovézeni obdobnych (srovnatelnych) védeckych otazek je uvadéno v
soucasné odborné literatufe. Jiné metody jako vyuziti bunéenych linii neni mo#né z divodu systémove
regulace organizmu, ktera se podili na rozvoji daného onemocnéni, a proto k odhaleni molekuldrni
patofyziologie nemoci (véetné myeloproliferace) neexistuje jina alternativa.

Omezeni pouzivini zvifat - vysvérlete, jaky pocet zvirat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke snizeni poctu pouzivanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; PFipadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za vicelem minimalizace pociu pouZivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym cilium (mezi tyto postupy mohou patrit nap¥. pilotni studie, pocitacové
modelovdni, sdileni tkani a opakované pouziti). ‘

Celkovy maximalni pocet my3i je 1600 ks a bude rozdélen do dvou etap; toto déleni na etapy je dano datem
ukongeni opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat (do 21. 9. 2022) a nutnosti podéni zadosti o udéleni nového
opravnéni. V pfipadé prvni etapy (do 21. 09. 2022) bude provedena analyza MLL-ENL-ER/JAK2-
R1063H_E846D krizencii a jejich porovnani s MLL-ENL-ER a JAK2-R1063H E846D. Maximalni
predpokladany pocet mysi pro tuto diléi etapu bude zahrnovat: MLL-ENL-ER: dospelé mysi, 60 ks, JAK2
R1063H_E846D: dospélé mysi, 60 ks, kfizenci MLL-ENL-ER/JAK2-R1063H_E846D (heterozygoti pro
dominantni MLL-ENL-ER onkogen, hetero- nebo homozygoti pro mirné aktivujici JAK2-R1063H/E846D
variantu): 60 ks, kontrolni C57BI/6: 30 my3i. Tato dil¢i etapa tedy zahrnuje analyzy genotypli uvedenych
kfizencl. V ramci této etapy bude dale probihat transplantace nadorovych bunék do NOD/SCID a NU/NU
mySich modeli s cilem zhodnotit protinadorové/terapeutické G¢inky inhibitori klicovych signalnich drah.
Maximalni predpokladany pocet NOD/SCID a NU/NU mysich modeli v diléi etapé: 70 mysi.

Dil¢i etapa od 21. 09. 2022 do 31. 12. 2025: V pribéhu dalSiho Feseni projektu budou studovany cinky
inhibitori kli¢ovych signalnich drah na pribéh a progresi (pre)maligni myeloproliferace na MLLL-ENL-
ER/JAK2-R1063H_E846D modelu. Uginky téchto latek budou dale ovérovany u NOD/SCID a NU/NU
mysich modelt. Maximélni pfedpokladany poéet mysi MLL-ENL-ER: dospélé mysi, 340 ks, JAK2
R1063H_E846D: dospélé mysi, 340 ks, kiizenci MLL-ENL-ER/JAK2-R1063H_E846D (heterozygoti pro
dominantni MLL-ENL-ER onkogen, hetero- nebo homozygoti pro mirné aktivujici JAK2-R1063H/E846D
variantu): 340 ks, kontrolni C57BI/6: 170 mysi. Maximalni predpokladany po¢et NOD/SCID a NU/NU
mySich modelt v dil¢i etapé: 130 mysi.

Celkovy plan po¢tu pouzitych pokusnych zvifat je stanoven s ohledem na rozsah a nutnost opakovéni z duvodu
heterogenity fenotypu pouZitého mysiho modelu i z divodu nutnosti opakovani naslednych in vitro analyz.
Minimalné 5-10 zvifat daného genotypu a podminky (pouziti uréitého inhibitoru/definovana faze
myeloproliferace) jsou nutna pro validaci experimentu.

Setrné zachazeni se zvitaty - uved'te piiklady konkrétnich opatieni (napf. zvysené pozorovdni, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vyevik zvirat) pijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimcni vznikajicich zmirujicich postupti v dobé trvani projektu




Setrné zachizeni a minimalizace traumatizace tkdni je nezbytnosti pro uspésné vytvoreni mysiho modelu.
Myéi budou denné monitorované veterinarnim lékafem, predeviim s ohledem na mozné zmény zdravotniho
stavu a pohody zvifete. a nebudou cilené vystavené utrpeni. Viechny invazivni zakroky se vykonavaji v
celkové anestezii s naslednou aplikaci analgetik. Zvifata s nadorem. se oddéli za ucelem poskytnuti vétsiho
prostoru nebo zabranéni kanibalismu ostatnimi zvifaty v chovné kleci anebo v pfipadech, kdy vyzaduji
podplrnou pédi (kasovité krmivo predkladano na podlahu v chovné kleci). Pfipadné pretrvavajici utrpeni
zvital (pretrvavajici automutilace, krvaceni z télnich otvori, neschopnost pfijimat potravu, atd.) bude indikaci
k usmrceni, vzhledem k tomu, Zze podavani analgetik v takovych pfipadech nemusi byt dostatetné.-Viechny
ukony, lé¢ba a eutanazie (dle OECD) jsou vykonavané licencovanym veterinarnim lékarem. S laboratornimi
zvitaty se naklada dle pravidel uvedenych v zakonu ¢. 359/2012 a vyhlasce ¢. 419/2012, kde je jasné vymezen
zpusob o nakladani s laboratornimi zvifaty.

Pouzité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivomich stadii

) Veetng vedeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov. a s vyjimkou druhi zvitat a Geeld

uvedenych jinde v dokumentu
) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v pfiloze 11l provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s

dopliikovou moznosti .nespecifikovaného savee pro zachovani anonymity ve vyjimeénych pfipadech




