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Role signalizace Wnt/B-katenin v neurogenezi a glmgenezn vyvolané 1schem1ckym poﬁkozemm
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odborné piiprava za iéelem ziskm}j udrteni nebo zlepSeni odbornych znalosti

Diumuuuamxx

trestni Fzeni a jiné soudni Fzeni

O] | udrZovani ‘populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouZita v jinych
pokusech

Cile projektu pokusi - nap¥. feseni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ¢i klinickych
potieb i G 7
Hlavnim cilem tohoto projektu je prohloubit znalosti o roli kanonické signani drahy Wnt

v neurogenezi dospélého mozku a pfi hojeni fokalniho cerebralnfho ichemického poranéni. Jde
pfedeviim o detailni ujasnéni populaci ¢i subpopulaci bunék, které produkuji lignady Wnt, bunék

s aktivni Wnt drahou a jejich role v neurogenezi. Dal$im cilem je charakterizace N2 glii,
vyhodnoceni jejich plasticity a diferenciaéniho potencilu p#i hojeni ischemického poranéni a popis
subpopulaci, které z té&chto bunék vznikaji.

Pravdépodobné potencidlni pfinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosaZeno védeckého
pokroku nebo jaky pfinos by z néj ¢lovék, zvifata & Zivotni prostfedi mohli mit; v pFislusnych
pFipadech rozlisujte mezi kratkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se
| projevit aZ po skonceni projektu) ‘

Ziskané znalosti by mély piispét k tvorbé uémnéj § teraple kterd pomuze zmirnit dopady
ischemického poranéni na kognitivni, motorické a senzorické funkce pacientt. Pouziti aktivatort
Whnt drahy v kombinaci se stavajici lé¢bou je v poslednich letech pfedmétem studia a detailni
znalosti o funkci této drdhy v riiznych buné&énych typech a v riiznych ¢asovych intervalech po
poranéni umozZni lépe nastavit potencialni léc¢bu.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouZivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické
_zakroky) - uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvdni W Enbtnty
Indukce rekombinace loxP-Cre pomoci tamoxifenu: 2 aplikace s odstupem 24 hodin, podani
intraperitonealni injekei ¢i oralné metodou gavage

Pferudeni stfedni koronarn{ arterie metodou koagulace: chirurgicky zakrok v celkové anestezii
s naslednym podénim antibiotik a analgetik. Kontrolni zvifata budou podrobena stejné operace bez




prerudeni mozkové arterie. Odbér tkénf je planovan v dasovych intervalech 1,3,7,14, 21 a 28 dni od
indukce.

Transkardialni perfuze my3i v celkové anestezii nasledovand usmrcenim zvifete dekapitaci pro
odbér tkani.

Piedpoklidané dopady / nepfiznivé i¢inky na zvifata (napf. bolest, ztrita hmotnosti, ne¢innost /
 sniZené hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvéni téchto G¢inki
Podéni tamoxifenu obvykle nema Zadny pozorovatelny dopad na celkovy zdravotni stav zvifat.
Pieruseni pfivodu krve do jedné &asti mozku zvifat miiZe trvale narugit motorické a senzorické
funkce zvifat, obvykle vSak dopady nebyvaji tak zdvaZné, aby zvifata vykazovala bolestivost &i
nebyla schopné pfjmu potravy.

Druhy a priblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada, a piedpoklidana zavaZnost
PORWIE.

Druh zvifat 2)
- vyberte ze seznamu

| Odhado- | Odhadovany potet zvifat podle zé.ya@osu v

vany | Nenabude | |
SRRt Y | Stedal) Zivaind

Mys3 laboratorni (Mus musculus) 1500 300 1200

Naklaidﬁni se zvﬂ‘aty2 kter4 nebudou na konci pokusu usmrcena

| Odhadovany poget zvifat k op&tovnému pouZiti gikied 0
Odhadovany podet zvifat, ktera budou navracena do ptirodniho stanovité & systému J 0
chovu

| Odhadovany poéet zvii‘at k umisténi d.o vl ]

Diivody pro vyde uvedené naklé.dém se zvifaty - uvedte

Vechna zvifata budou na konci pokusu usmrcena, jejich op&tovné pouziti neni moZné z divodu |
aktivace reportérové alely v NG2 gliich.

| Uplatiiovini 3R &
Nahrazeni pouZivani zvifat - uvedte, jaké alternativy bez pouit zviFat jsou v této oblasti dostupné
a pro¢ nemohou byt poutity pro ticely tohoto projekiu

Nahrazeni zvifat je moZné pouze kultivaci a diferenciaci kmenovych a progenitorovych buné&k in
vitro, tyto builky je v8ak tfeba vZdy nové izolovat ze zvifete a jejich pfeZivani v tkdriové kultufe je
 znaéné omezené. Stejné tak kultivace NG2 glii mé prozatim zésadni limity. ks
Omezeni pouﬂvéni zvifat - vysvéilete, jaky pocet zvifat byl pro tento prajeh stanoven. Popl.i‘te
kroky, které byly podniknuty ke sniZeni poctu pouZivanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni
studie; pFipadné popiste postupy, kieré budou pouZivdany po celou dobu trvdni projektu za ticelem
minimalizace poctu pouzivanych zvifat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy
mohou patfit napt. pilotni studie, pocitacové modelovani, sdilent tkdni a opakované pouZiti).

Navrzené pokusy jsou vZdy dopfedu optimalizovany z hlediska statistickych metod, aby pouzité
mnoZstvi zvifat bylo minimélni nezbytné k ziskani reprodukovatelnych dat. PouzZité metody jsou

rutinné pouZivany zkuSenymi operatéry.
Setrné zachdzeni se zvifaty - uved'te pfzklady konkrétnich apaﬁem (napf ZvySené pazorovdni
pooperacni péce, tlumeni bolesti, vycvik zviFat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci
dopadit na dobré Zivotni podminky zvifat, popiste mechanismy k pFijimdni vznikajicich zmirfujicich
| postupii v dobé trvdni projektu
Viechny experlmcnty budou provadény zkuSenymi pracovniky a jejich trvani bude omezeno na
nezbytné nutnou dobu. Operace budou provadény v aseptickém prostiedi v celkové anestezii,

zvifata budou do zotaveni po narkéze uloZena na vyhfivané plotynce, nasledné jim budou podana




antibiotika a analgetika. Zvifata budou na denni b4zi sledovéana experimentatory i pracovniky
zvéfince a jejich zdravotni stav bude pravidelné kontrolovéan.

Pouzité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii 3]
Budou pouZiti dospéli jedinci My3i laboratorni. Jedn4 se o ne.JéastéJl pouzivany savéi model, ktery
je geneticky i fyziologicky blizky ¢lovéku a tudiZ poznatky ziskané studiem my$i jsou potencialné
aplikovatelné i v lidské mediciné. Vyhodou tohoto modelového organismu je dobfe definované

| genetické pozadi a krétkd genera¢nf doba, jako i znatny pocet mléd'at.

1 Véetné védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhi zvifat a aéeli

uvedenych jinde v dokumentu
%) Druhy zvitat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v ptiloze 111 provadéctho rozhodnuti Komise 2020/569 s
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