NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Analyza protilatkové imunitni odpovédi u C57BL/6 RHBDL4-deficientnich mySi

Doba trvani projektu pokust v mésicich 24
Klicova slova Imunizace
mys RHBDL4
Protilatky 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]
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Cile projektu pokusut

Cilem naSeho projektu je zjistit vyznam savci proteazy RHBDL4 pro imunitni systém, konkrétné T-zavislou protilatkovou odpovéd.
Fyziologicka funkce tohoto proteinu v kontextu imunitniho systému doposud nebyla studovana. Nase pfedbézna data naznacuiji
vyznam proteinu RHBDL4 pro funkci B lymfocytd. Cilem projektu je potvrdit ¢i vyvratit hypotézu, Ze protein RHBDL4 je dllezitym
faktorem fyziologické protilatkové odpovédi.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Ponévadz se jedna o primarni vyzkum, pfinosy tohoto projektu jsou pfevazné dlouhodobé. Studium savéich protein( a jejich funkci
je zasadni pro detailni porozuméni buné€nym procesum v lidském organismu. To je nezbytné pro vyzkum aplikovany a medicinu. U
fady lidskych onemocnéni dosud nezname pf¥icinu ¢i vhodnou lé¢bu. Jednim z vhodnych cilll [éEby jsou enzymy, jejichz funkci Ize
relativné snadno inhibovat. RHBDL4 je savCi serinova proteaza patfici do skupiny rhomboidu, které mohou byt specificky
inhibovany. Je tedy potencialnim lé¢ebnym cilem.

Protein RHBDL4 je studovan jako potencialni onkogen, jehoz deplece snizuje schopnost metastazovani u kolorektalniho
karcinomu. Pokud by mél byt inhibovan v ramci Ié¢by karcinomu, je tfeba znat i jeho bézné fyziologické funkce, které by takovou
IéEbou mohly byt naruseny.

\VySe popsany projekt je zasadni pro zhodnoceni vyznamu proteinu RHBDL4 pfi fyziologické protilatkové imunitni odpoveédi.
Poskytne nam velké mnozstvi dat, na zakladé kterych bude mozné jednoznacné potvrdit, Ci vyvratit nasi hypotézu.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Mysi budou zpravidla 2x intraperitonealné injekovany (s odstupem 5 tydnu). Pouze 2 mysi budou injekovany 3x (s odstupem 2
tydn().
MySim bude pravidelné odebirana krev z o¢niho plexu v celkové anestezii, 4x (s odstupem 7 dni).

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

Vhodné zvolené objemy a zplsoby injekci a krevnich odbérl spole¢né s Setrnou stimulaci imunitniho systému a pouzitim anestezie
by mély eliminovat nepfiznivé u¢inky na zvifata na minimum. NeoCekavame vyznamné nepfiznivé ucinky.

Ocekavame chvilkovou bolestivost pfi intraperitonealni injekci, v intenzité odpovidajici vpichu jehly. Nasledné zvySenou citlivost v
misté vpichu, ktera by méla pominout do nékolika hodin. Injekce bude podavana intraperitonealné, takze nijak nenarusi pfirozenou
pohyblivost zvifete. Injekce budou aplikovany zkusenymi pracovniky, aby byl eliminovan stres zvifete pfi zakroku.

Odbér krve z o€niho plexu nezanechava trvalé nasledky a je provadén pfi celkové anestezii.

Ackoliv neotekavame vyznamné nepfiznivé Ucinky imunizace, mysi budou denné monitorovany a kontrolovany pro pfipadnou ztratu
hmotnosti.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

mys$ laboratorni (Mus musculus) [A1] 0 47 0 0




[lo 0 0 0 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat

Druh zvirat Navraceni do chovu, do

prirodniho stanovisté DO ZJTEES Gey

Opétovné pouziti

0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0

0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Po provedeni pokusu budou zvifata usmrcena, aby mohly byt podrobné analyzovany jejich imunitni organy co do bunééného
sloZeni a histologie. Analyza organt je pro nas dulezitou sou¢asti pokusu, nebot doplfiuje méfeni hladiny protilatek.

Mysy, které budou pouzity k pfipravé standardniho séra budou po provedeni postupu usmrceny, aby bylo mozné ziskat celkovy
objem krve.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Studium imunitnich reakci mize probihat in vitro i ex vivo, za pouziti bunék a tkani imunitniho systému. Poznani, kterého jsme
vSak takovym zplisobem schopni dosahnout, je limitovano a neodrazi komplexni odpovéd imunitniho systému jako celku. V nasem
projektu se zabyvame protilatkovou odpovédi proti T-dependentnimu antigenu, ktera je dusledkem souhry fady buné&nych typ(,
tkani a rozpustnych faktor(i. Vedle samotné produkce protilatek nas zajimaji také souvisejici zmény v imunitnich organech. Tuto
komplexni reakci neni mozné v uplnosti simulovat in vitro. Pokusna zvifata v nasi studii proto neni mozné nahradit jinym,
nevnimavym modelovym systémem.

Omezeni pouzivani zvirat

Pro tento projekt byl stanoven maximalni pocet zvifat: 47 mysi. Provedeme nejprve pilotni studii s malym mnozstvim mysi (10
mysi). Paklize nebude pozorovan zadny rozdil mezi zkoumanymi zvifaty (wild-type vs. RHBDL4-deficient), hlavni experiment
zahrnujici vétSinu zvifat neprobéhne. Béhem studie se snazime maximalizovat mnozstvi informaci ziskanych z jedné mysi -
provadime opakovana méreni hladiny protilatek v Case, mysi jsou opakované stimulovany (sekundarni imunitni odpovéd) a po
ukoné&eni pokusu jsou jim odebrany imunitni organy pro podrobnou analyzu.

Setrné zachazeni se zvitaty

Mysi jsou v prabéhu projektu kazdodenné sledovany. Podané injekéni objemy jsou minimalni a vhodné pro mysi, opakované
injekce probihaji s dostateénym €asovym odstupem. Odbéry krve probihaji v celkové anestezii, s dostate€nym ¢asovym odstupem,
v objemu vhodném vzhledem k hmotnosti zvifete. Pro stimulaci imunitni odpovédi bude pouzito adjuvans Alum, které obvykle
nezplsobuje vedlejsi Uginky a je soucasti humannich vakcin. V ramci pilotni studie bude pedlivé sledovan stav RHBDL4-
deficientnich mysi po imunizaci, nebot tento typ pokusu u nich nebyl doposud proveden. Pokud by doslo ke zhorSeni zdravotniho
stavu zvifat, budou uspana, utracena a analyzovana pro pfic¢inu.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mys$ je sav€im modelovym organismem s dlouholetou tradici pouZiti a nepfebernym mnozstvim technik v primarnim vyzkumu.
Umoziuje ziskavat poznatky, které jsou relevantni i pro lidsky organismus. Zaroven, my$ si pravdépodobné neuvédomuije, Ze je
soucasti pokusu, €imz pro ni tato skute€nost neni stresujici. Cilem naseho projektu je studium funkce sav€iho proteinu RHBDL4 s
relevanci pro lidsky organismus. Proto jsme zvolili my$ jakoZto idealni modelovy organismus pro nas zameér.

Pro studium funkce imunitniho systému je tfeba, aby mysi méli imunitni systém jiZ vyvinuty a schopny imunitni odpovédi. Bézné
byvaji k témto uc¢elim pouzivany mysi ve véku 8-15 tydnd, které jsou zaroveri vhodné i pro krevni odbéry.




