NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Role srde¢ni hlavové neuralni liSty v regeneraci srdce jesetera

Doba trvani projektu pokust v mésicich 31

Klicova slova srdce
srdeCni neuralni lista regenerace
jeseter evoluce

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Vyvojova biologie [PB14]
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Cile projektu pokusut

Cilem projektu je otestovat roli bunék srdecni hlavové neuralni liSty bé€hem regenerace srde¢ni svaloviny (myokardu) jesetera
malého (Acipenser ruthenus). Z recentni publikované literatury vime, Ze bunky srde¢ni hlavové neuralni listy dania pruhovaného
(Tang et al., 2019) maji zasadni vliv na renereaci myokardu, jelikoz jsou to pravé tyto burnky které se rediferencuji do bunék
myokardu (kardiomyocytt). Nicméné stale nevime, zdali je tato schopnost adaptaci pouze této linie paprpskoploutvych ryb, nebo se
jedna o spole€noou charaktareristiku vSech parprkoslouptvych.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

VSechna data ziskana z feSeni tohoto projektu maji zasadni vyznam pro pochopeni evoluce regenerace srdce v ramci
paprskoploutvych ryb, ale také Celistnatct jako celku, jelikoz jesetefi patfi mezi tzv. bazalni linie ryb. Tato data by tak mohla pomoci
odhalit ancestralni mechanismus regenerace srdce u ¢elistnatcd, coz by mohlo mit i potentcial pro pochopeni ztraty regenerace
srdce u Clovéka.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Experimentalni jedinci budou vyuziti pro regeneracni experiment, kdy bude odejmuta (resekce) pfipadné posSkozena (kryoresekce)
ventralni ¢ast srde¢ni komory (cca 20%), poté budou tito jedinci po skupinach, v riznych ¢asovych odstupech od zakroku (7 dni
post resekci (dpr), 14dpr, 21dpr, 40dpr a 60dpr) utraceni predavkovanim anestetika MS-222. Resekce ventralni ¢asti srde¢ni
komory jesetera bude provedena dle postupu popsaného a aplikovaného na nékolik druzich paprskoploutvych ryb (viz kupft.
Dickover et al., 2013). Jako alternativni technika bude vyuzita kryoresekce, ktera je téz rutinné vyuzivana u modelovych druhu (viz
kupf. Gonzalez-Rosa et al., 2011; Godwin et al., 2017; Simon & Odelber, 2015 v Salamanders in Regeneration Research (eds.
Kumar & Simon). VSichni odchovavani jedinci budou tfi dny pfed usmrcenim intraperitonealné injikovani EAU kazdy den, a
nasledné budou usmrceni. Tento typ experimentu umozni odhalit buriky vstupujici do bunééného cyklu, respektive délici se burky.

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

Mira zavaznosti je vyhodnocena jako stfedni. Invazivni zakrok (chirurgicka resekce nebo kryoresekce) bude provadén v piné
anestézie, tak aby doslo k minimalizaci stresu a bolesti zvifete Pfedpokladame, ze zvife muze po zakroku citit bolest stfedni
intenzity. Z publikovanych praci na daniu pruhovaném a Zebrovnicich vSak vime, Ze operovani jedinci jsou schopni po zakroku
prezit nékolik mésict a ke zhorSeni zivotnich podminek nedochazi.

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

Pokusné ryby budou v zajmu dosazeni cile projektu pokusu usmrceny za u¢elem odbéru vzorkd.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Predkladany projekt si klade za cil popsat roli bunék srde¢ni hlavové neuralni liSty pfi regeneraci srdce jesetera. Z tohoto divodu je
nutné pouzit Ziva zvifata tohoto fylogeneticky dllezitého druhu, ktery mize odhalit ancestralni mechanismus regenerace srde¢ni
svaloviny u obratlovcl. Regenera¢ni mechanismus u celych organd v ramci zivého organismus bohuzel nelze studovat in silico
nebo in vitro.

Omezeni pouzivani zvirat

Planovany pocet jedincl je omezen na nezbytné minimum, které by mélo zajistit dostatek materialu pro dal$i sofistikované analyzy,
jako napf. analyzy genové exprese, bulkRNAseq., scRNAseq, atd. Jedinclim po resekci srde¢ni svaloviny bude umoznéno
zregenerovat srdce po rozdilnou dobu (7 dni po resekci (dpr), 14dpr, 21dpr, 40dpr, 60dpr), kdy kazda kohorta bude obsahovat 30
jedincu. Tento pocet jedincli by nemél ohrozit feSeni projektd pfi uhynu nékolika jedincl, a sou¢asné by tak mél umoznit ziskani
dostatec¢ného poctu jedinch pro planované analyzy.

Setrné zachazeni se zvitaty

Bude zajisténo odborné zpusobilym personalem v souladu se zakonem €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni
pozdéjSich predpisu a sofistikovanym odchovnym systémem. Resekce srde¢ni komory bude provadéna v celkové anestézii (MS-
222), tak aby bylo eliminovano utrpeni zvifat na minimum (detaily uvedeny nize).

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Jesetefi zaujimaiji v evoluci €elistnatcli (Gnathostomata) unikatni postaveni, jelikoz patfi mezi tzv. bazalni linie paprskoploutvych ryb
(Actinopterygii). Tyto fylogenetické linie ryb jsou kli€ové pro pochopeni evoluce nejen korunové skupiny Teleostei, ale i skupiny
svaloploutvych (Sarcopterygii) véetné nas ¢tvernozcl. Diky dlouholetym zkuSenostem s neinvazivnim mnozenim jeseterl a jejich
Usp&snym odchovem na VURH, miiZe byt tato velmi unikatni skupina ryb vyuZita pro studium regenerace. Pochopeni zakladnich
regenera¢nich mechanismu u takto fylogeneticky dulezité skupiny tak mdze mit zadsadni vliv na porozuméni regenerace u
obratlovct sensu lato. Pro tento typ studie nelze vyuzit bunéénych linii nebo pocitacového modelovani, a je nutné provést tyto
experimenty na ,Zivych systémech®.




