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Zakladni vyzkum: Kardiovaskularni krevni a lymfaticky systém [PB2]

0

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]

0

Cile projektu pokusut

Regulace krvetvorby je z velké ¢asti stale neznama a mnohé poruchy krvetvorby (anémie, myelodysplasticky syndrom, leukémie)
jsou lécitelné jen u Easti pacientl. Vysledky in vivo experimentd (1) urci dulezitost role kliGovych molekul v procesu obnovy
hematopoetickych kmenovych bunék, (2) definuji jejich funkci pfi diferenciaci bunék, (3) stanovi, jakou roli maji v pribéhu
leukemickeé transformace a pfi procesu obnovy leukemickych kmenovych bunék, (4) preklinicky zhodnoti aktivitu a u€innost
nékterych potencialnich 1é€iv pro IéEbu leukemie u lidi.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Vysledky ziskané v ramci tohoto projektu pfispéji k poznatkdm o kli¢ovych regulaénich molekulach a poskytnou zakladni znalosti
pro vyvoj novych terapii pfi 16éEbé leukémie.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

\VétSina pokusl bude spocivat pouze v chovu mysSich kmen( nezbytném pro vytvoreni nebo udrzeni geneticky modifikované linie a
chovu, ktery bude ukonéen usmrcenim experimentalnich zvifat za i¢elem odbéru organl a bunék pro dal$i analyzu. Mezi pouzité
invazivni postupy patfi odebirani krve z tvare, transplantace a injekéni aplikace. Krev z tvare bude odebirana maximalné jednou
tydné. Pfi transplantaci jsou mysi nejdfiv subletalné nebo letalné ozarené (vzdy pfi rekonstituci imunitniho systému), transplantace
je provadéna injekci do retroorbitalniho plexu pfi inhalacni anestezii nebo intravenozni (i.v.) injekci do ocasni zily. PoCet injekci a
trvani lé€by leukemickych mySi Ié€ivami zavisi na pouzitém IéCivu - L-asparaginaza: i.p., 5-krat tydné, 4 tydny, celkové 20 davek,
vincristine: i.p., jednou tydné, 4 tydny, celkové 4 davky, dexamethasone: i.p., 5-krat tydné, 4 tydny, celkové 20 davek, daunorubicin:
i.v. do ocasni zily, jednou tydné, 4 tydny, celkové 4 davky, doxorubicin: denné, den 9-11 po transplantaci, i.v. do ocasni Zily,
celkové 3 davky, cytosin B-D-arabinofuranosid denné nebo obden, po&inaje druhym dnem po transplantaci, i.v. do ocasni zily,
maximalné 5 tydn(, dimate tfikrat tydné poc¢inaje druhym dnem po transplantaci, i.v. do ocasni Zily nebo i.p., maximalné 5 tydna, 2-
deoxy-D-glukoza denné, pocinaje druhym dnem po transplantaci, po dobu 20 dni i.p. nebo oralni gavazi nebo 2-bromopyruvate

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

Zavaznost osteomyelitidy mySiho kmene CMO spojené s otoky zadnich tlapek a ocasu maze v nékterych pfipadech dosahnout az
stfedni zatéze, nicméné nemusi.

Paty az deséaty den po transplantaci mysSi trpi post-iradia¢nimi nepfiznivymi UCinky, mezi které patfi ztrata télesné hmotnosti a
utlumeni imunitniho systému. Dokud neni imunitni systém obnoven, mysi jsou senzitivnéjsi vici oportunistickym infekcim.

U xenotransplantaci mize vzacné dojit k reakci $tépu vici hostiteli. Aby byla doba trvani téchto G¢ink{ co nejkratsi, pokud jsou u
mysi po transplantaci pfitomny pfiznaky reakce $tépu vici hostiteli (bolest projevujici se shrbenim, nec¢innost, neupravena srst),
pokus je ukon&en a mysi jsou usmrceny.

Transplantace leukemickych bunék vede u mysi k vzniku leukémie. Pro mysi je zatéZujici také nasledna Ié¢ba raznymi IéCivy.
ZhorSeni zdravotniho stavu se projevuje ztratou hmotnosti, oslabenim nebo paralyzou zadnich kon&etin a u nékterych leukémii také
anémii detekovatelnou diky bledym kon&etinam. Zvifata jsou pfi téchto pokusech pravidelné monitorovana jednou tydné a

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Pracujeme pouze s laboratornimi zvifaty, které nemohou byt navraceny do pfirody, protoze by nebyla schopna pfeziti.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pokud existuje alternativni metoda nezahrnujici pouZziti zvifat, bude tento pfistup pouzit. Pfi planovani tohoto projektu pokust byly
pro vyhledavani moznych alternativ vyuzity nasledujici zdroje: védecké publikace, databaze 3R (http://www.nc3rs.org.uk/) a ALTBIB
(https://www.nlm.nih.gov/enviro/altbib.html). Pro pfipad, Ze by se objevily nové alternativni metody, bude vyhledavani pokraCovat
také v pribéhu projektu pokusu. Pro omezeni experimentl na mysich budou vyuzity alternativni metody jako bunééné kultury,
tkanové kultury a in vitro modely. V pfipadé analyz na bunééné a molekularni trovni budou v maximalni mozné mife vyuzivany
imortalizované leukocytarni progenitory a buriky z nich diferencované in vitro. Primarni buriky z usmrcenych zvifat budou pouzity
jen v mife nezbytné nutné pro potvrzeni ziskanych vysledkd a pro experimenty, které na imortalizovanych progenitorech nebo
bunéé&nych liniich nebude mozné provést tak, aby vysledky mély dostate¢nou informaéni hodnotu. Alternativni in vitro metody
nepostihuji sloZitost zkoumané problematiky, a proto nemohou nahradit navrhované pokusy. Hlavnim dlvodem pro pouziti zvifat v
tomto projektu je potfeba zkoumat jak funguje hematopoeticky systém jako celek, a jak je jeho funkce pfi leukémiich nebo zanétech
naruSena na organizmalni drovni. Imunitni a hematopoeticky systém je extrémné slozity a zatim jeho komplexni funkce neni mozné

Omezeni pouzivani zvirat

\V pokusech bude pouzito pouze takové mnozZstvi zvifat, které zajisti statistickou prikaznost ziskanych dat. Pfi sestavovani
pokusnych skupin budeme vychazet z nasich dlouholetych zkusenosti s minimalizaci poctl zvifat pro jednotlivé typy experimentt a
ze statistickych analyz pfedbéznych dat. Pokud by se provadéni nékterych planovanych experiment( ukazalo jako zbyte¢né (napf.
z dlivodu publikace stejnych dat jinym védeckym tymem) experimenty provadény nebudou. Na experimentalnich zvifatech bude
provadéno maximalni mnozstvi analyz zaroven, tak jak to umozni podminky experimentu a nase pracovni kapacity. Tkané a organy
z usmrcenych zvifat budou vyuzivany v maximalni mife umoznéné podminkami experimentu. V ramci kazdého experimentu bude
shromazdovano maximum moznych dat, aby nedochazelo k neopodstatnénym opakovanim. Ziskané vysledky budou pouzity k
designu navazujicich experiment( takovym zplsobem, aby bylo pouzito jen nezbytné nutné mnozstvi pokusnych zvifat. Dale bude
v pokusech pouzito pouze takové mnoZstvi zvifat, které zajisti statistickou prikaznost ziskanych dat. Po¢et mysi bude uréen tak,
aby bylo dosazeno 90% sily testu s hladinou vyznamnosti 5% pfi pozorované smérodatné odchylce.

Setrné zachazeni se zvitaty

Utrpeni, bolest a stres mysi budou vzdy omezeny na minimum. Mysi budou chovany v optimalnich podminkach, které jsou
stanoveny sou€asnymi regulacemi EU, mistnimi zakony a vyhlaSkami. MySi budou pravidelné kontrolovany a oSetfovany
proskolenymi oSetfovateli. V pfipadé zjevného utrpeni, stresu nebo projevu nemoci pfesahujici deklarovanou zavaznost pokusu
budou pokusna zvifata okamzité usmrcena odpovidajici metodou (tedy cervikalni dislokace podle Nafizeni z roku 2010/63/EU
Evropského parlamentu a Rady pro ochranu zvifat pouzitych pro védecké ucely), a nasledné budou analyzovana. Odbér krve bude
provadén jenom zkusenymi vyzkumnymi pracovniky. Pfi transplanta&nich studiich budou mysSi transplantovany injek&né do ocasni
zily. Transplantace bude provadét pouze zkuSené a trénované osoby, ¢imz se mira utrpeni a bolesti omezi na minimum. Podavani
latek mySim bude provadéno jenom zkuSenymi pracovniky injektovanim latky do peritonea, ocasni Zily, gavazi nebo intradermalné.
Dulezité je, ze experimenty nebudou provedeny, pokud pfedbé&zné vysledky nepotvrdi opodstatnénost navrhované prace.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




VyuZziti mys$i domaci (Mus Musculus) v tomto projektu pokusu je odlvodnéné:

- Genetickou pfibuznosti mysi a ¢lovéka

- Podobnosti hematopoetického systému mysi a Clovéka

- MySi jsou nejlepSim neprimatim modelem vhodnym pro studium poruch krvetvorby a leukémii

- Neuspé&Snymi snahami o nalezeni alternativnich metod bez vyuziti pokusnych zvifat

- Vysledky studie mohou byt pfinosné pro védeckou komunitu ve smyslu daldiho badani

- Projekt pomUze pfimo nebo nepfimo zlepsit zdravotni stav lidské populace

- Vyznamnosti vyzkumu pro lidstvo ve srovnani s hodnotou zvifat pro vyzkum vybranych

Budou pouzity pouze dospélé jedince mysi domaci, protoze zkoumame zraly hematopoeticky systém.




