NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

[Rozkll'(':ovanl' "Nekanonického" signalizaéniho potencialu ligandu drahy Notch u savca.
Navrzeny projekt pokusU si klade za cil objasnit roli intracelularni domény Notch lignadu JAGGED1 béhem patologie Alagillova
syndromu a extrahepatické biliarni atrésie.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 60

Klicova slova Signalizace Notch

Alagilldv syndrom Extrahepaticka Biliarni atrésie
geneticky manipulované myS$i modely Jaggedl

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Gastrointestinalni systém vcéetné jater [PB5]

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]

0

0

Cile projektu pokusut

Extrahepaticka biliarni atrézie (EHBA) a Alagilliv syndrom (ALGS) pfedstavuji hlavni pediatrické patologie jater vyzadujici
chirurgicky zakrok jater, &i jejich transplantaci, mnohdy jiz b&€hem prvnich mésicl po narozeni. Notch je kliCova juxtakrinni signalni
tak v dospélosti. Jeji naruseni vede k vyvojovym chorobam a rakoviné. Mutace v genu pro Notch ligand JAGGED1 (JAG1)
zplsobuji az 94% zaznamenanych pFipadl ALGS, a hraji dosud neobjasnénou roli i v EHBA.

Navrzeny projekt si klade za cil objasnit roli intracelularni domény Notch lignadu JAGGED1 béhem vyvoje a v dospélosti a to za
pouziti kment se systemickou mutaci zpusobujicich ALGS (Jag1R1097W), (Jag1Ndr) (Jag1K1095N,R1097W) a EHBA
(Jag1R1213Q). Patologickou cholestdzu budeme nasledé 1éCit cilenou expresi intracelularni domény JAG1 proteinu, ktera by do
budoucna mohl byt pouzivana jako terapeuticky nastroj pro lé¢bu ALGS a EHBA.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Navrhovany projekt ma potencial objasnit funkci vnitrobunééné domény signaliza¢ni molekuly Jagged1, ktera je nezbytna pro Zivot,
a jejiz mutace stoji za 94% novorozencu s ALGS. Pokusy mohou rovnéz objasnit vztah této molekuly k dal§imu zavaznému defektu
ZluGovych cest u pediatrickych pacientt a to EHBA. Pfipravované mysi modely, nam umozni studovat patologickou cholestazu,
kterou budeme nasledé IéCit cilenou expresi intracelularni domény JAG1 proteinu, ktera by do budoucna mohla byt pouzivana jako
terapeuticky nastroj pro 1écbu ALGS a EHBA i u lidi.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Zvifata budou pouzita k odbériim biologické tkané, aplikaci testované latky gavazi a injekci, vytvofenim modelu jaterni cholestazy a
transplantaci imunitnich bunék.

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

kratkodobé mirné bolestivé ukony, doprovazeny chvilkovym stresem, kratkodobé zakroky v anestezii

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




||my§ laboratorni (Mus musculus) [A1] 0 0 0 1990

llo 0 0 0 0

[lo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

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

Odhadovany pocet zvitat

Druh zvirat Navraceni do chovu, do

Opétovné pouziti pfirodniho stanovist Do zajmového chovu

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

0 0 0 0

Duvody pro vysSe uvedené nakladani se zviraty

Pokus 1) je nezbytny prvni krok k uréeni jednotlivych geneticky modifikovanyc hmysich kmenu, ktery bude pfedchazet pokusim 2-
7) Planovana histologicka a molekularné biologicka analyza tkani, pro kterou jsou planovany pokusy 2-7) neni slucitelna se
Zivotem.

Uplatnovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pro takto specifické studium funkce jednotlivych aminokyselin a lidskych patologii zpisobenych jejich mutaci neni mozné najit
vhodnou eticky akceptovatelnou alternativu, ktera zaroven splfiuje pozadavky na genetickou a fyziologickou blizkost k ¢lovéku.
PFipadné vyuziti in silico a in vitro metod nepostihuje v dané Sifi komplexitu procesu probihajicich pfi vyvoji celych orgni a jejich
vzajemné interakce, na urovni celého sav€iho organizmu. Kdykoliv vSak bude mozné, budou vyuzity lidské, nebo Cerstvé izolované
mys$i tkafiové kultury.

Omezeni pouzivani zvifat

Pro experimenty jsou vyuZzivany cilené geneticky modifikované mysi modely, umozniujici studium zapojeni konkrétnich typu
bunéénych populaci a/nebo jimi produkovanych faktor(l do procesu patologie ALGS a EHBA. Vyuziti t&échto mySich modeld samo o
sobé snizuje pocty experimentalnich mysi oproti prostému vyuziti wild-type mysi. Celkové vyuziti experimentalnich zvifat bude
omezeno na nutné minimum umoznujici statistické zpracovani vysledkd pokusu. Zaroveri budou sbirany, katalogizovany a sdileny
organy, tkané a bunécéné populace tak aby bylo mefeno co nejvice rliznych parametri najednou.

Setrné zachazeni se zvitaty

Pro staly chov zvifat budou vyuzivana pouze heterozygotni jedinci bez zjevného fenotypu. Experimentalni zvifata, vznikla jejich
kfizenim budou v pokusu jen po dobu nezbytné nutnou k provedeni pokusu. Klece budou vybaveny obohacujicimy prvky —
kartonové trubice apod. Zachazeni se zvitaty bude cilit na co nejkratsi dobu manipulace a co nejméné stresuijici zachazeni
(minimalizce drzeni za ocas a kuzi, odchyt mysi do uzavienych dlani nebo tunylku). Béhem pokusl budou zvifata pod pravidelnym
dohledem, pokud budou jevit znamky nepohody , bude kontaktovan ke konzultaci veterinaf (nebo jiny uréenym kvalifikovany
odbornik). Bude-li potfeba, zvifata budou oSetfena, vyfazena z pokusu, nebo usmrcena cervikalni dislokaci, ¢i pomoci CO2.

Pouzité druhy zvirat - vysvétleni




Extrahepaticka biliarni atrézie (EHBA) a Alagilliv syndrom (ALGS) pfedstavuji hlavni pediatrické patologie jater vyzadujici
chirurgicky zakrok jater, Ci jejich transplantaci, mnohdy jiz b€hem prvnich mésicl po narozeni. Mys je v sou¢asné dobé nejlépe
geneticky manipulovatelny sav&i modelovy organismus s dostatecné rychlou reprodukci, ktery umozriuje danou problematiku
studovat na multisystémové urovni. Vybrana studovana stadia odpovidaji kli¢ovym etapam prenatalniho vyvoje jater, Zluéniku a
ZluGovodu a nasledné neo a post-natalni patologii u lidskych pacientd. Diky tomu pokusy pomohou objasnit podstatu a chronologii
vyvoje onemocnéni a odhalit vhodna stadia pro potencialni terapii pomoci cilené administrace intracelularni domény JAG1
proteinu.




