NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 23/2020

Nazev projektu pokust

Analyza dopadi plektinové deficience na patologie stievniho epitelu

Doba trvani projektu pokust | 5 let t.j. do 12/02/2025

Klicova slova - maximalné 5 | Plektin, kolorektalni karcinom, kolitida

Uéel projektu pokusti - oznacte jej kifizkem (x) do prdzdného policka

x | zékladni vyzkum

translacni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, u¢innosti a nezavadnosti 1é€iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
vyrobki

ochrana pfirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druha

vyssi vzdélavani nebo odborné priprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napi. feSené védecké neznamé nebo védecké &i klinické potieby)

Cilem studia je analyzovat tilohu plektinu a IF pfi regeneraci a riiznych typech indukované kolitidy (v&etné akutniho
priibéhu, akutniho priib&hu s hojici periodou a chronickou kolitidu) a vyvoji kolorektalniho karcinomu (indukovany a
spontanni model) na my$im modelu, ktery je deficientni pro gen plektinu. Zaroveii budeme definovat prisp&vek stfevnich
bakterii (podavéni antibiotik) a mechanické zat&Ze stfevniho epitelu (tekutd dieta) k pozorovanym fenotypiim.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaSem védnim
oboru nebo jaky ptinos by z néj ¢lovék &i zvifata mohli mit)

Porozumnéni vyznamu plektinu ve stievnim epitelu mize vést k rozkryti mechanismi ulcerdzni kolitidy a
kolorektalniho karcinomu a objasnit rizika u pacientti trpicich bulézni epidermolyzou v diisledkii mutaci v genu
kddujicim plektin.

Druhy a priblizné pocty zviFat, jejichZ pouZiti se piedpoklada

Pro ur€eni specifické funkce plektinu v jednotlivych bun&énych typech jater budou pouzity nasledujici mysi kmeny:
kontrolni kmen C57BL/6, kondicionalni knock-out inaktivovanym genem plektin ve sttevnim epitelu (Plec/villin-Cre),
inducibilni kondicionalni knock-out s inaktivovanym genem plektin ve stfevnim epitelu (Plec/villin-CreERT2) a knock-
out s inaktivovanym genem pro plektinovou izoformu la (Plecla KO) ve stafi 14-200 dnii. O¢ekdvame, Ze maximalni
celkovy pocet zviiat pouzitych celou dobu trvani projektu pokust nepiekro&i 1200.

Jaké jsou o¢ekavané nezadouci ucinky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvitaty
naloZeno po skonceni pokusu?

Vzhledem k davkovéni aktivnich latek, pfedpokladané dobé trvéni a zvolenému typu sedace je pro vétsinu navrhovanych
pokusti je navrhovéna stfedni mira zdvaznosti. Po ukon&eni pokusu budou zvifata sedovana Zoletilem-Rometarem pomoci
injekce i.m. do m. quadriceps (50pg Zolazepaminu, 50 pg Tiletaminu a 4.1 pg Xylazinu na 1g mysi) pro vykrveni a
naslednou cervikdlni dislokaci usmrcena a post mortem budou odebrany vnitini organy. Likvidace zvitat bude provedena
asana¢ni sluzbou, se kterou ma pracovisté smlouvu.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez
pouziti zvitat.

Pokud existuje alternativni metoda nezahrnujici pouZiti zvifat, bude pouZit tento p¥istup. Pi plénovani tohto projektu
pokusi byly pro vyhleddvani moznych alternativ vyuZity nasledujici zdroje: védecké publikace, databaze 3R
(http://www.nc3rs.org.uk/category.asp?catID=3), a ALTWEB (http://altweb.jhsph.edu/resources/searchalt/index.html).
Pro pfipad, Ze by se objevily nové alternativni metody, bude vyhledavani pokradovat také v priitbéhu projektu pokusu. Pro
omezeni experimentl na mySich budou vyuZity alternativni metody jako bun&&né kultury, tkatiové kultury a in vitro
modely.

Omezeni pouzivéani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zvitat.

Minimalni kohorty zvifat pro ziskéni statisticky prikaznych vysledki z planovanych pokusti jsou zajistény naprostym
vyuZitim v3ech odebranych vzorkii z jednoho zvifete, odebiranim i orgénd, které mohou byt pozd&ji vyuzity

k retrospektivni analyze. Zaroveti po¢itdme i s vyuZitim in vitro experimentti, které zajisti omezeni po&tu experimentii a
zvifat.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a prog se v piipadé tohoto zviteciho modelu jedna o
nejSetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecna opatieni, kterd budou pfijata za uéelem sniZeni ijmy zpiisobené zvifatiim na minimum.

Utrpeni , bolest a stres my3i budou vZdy omezeny na minimum. Mysi budou chovéany v optimalnich podminkach, které
Jsou stanoveny sou¢asnymi regulacemi EU a mistnimi zakony a vyhlaskami. Mysi budou pravidelng kontrolovany a
oSetfovany proskolenymi oSetfovateli. V piipadé zjevného utrpeni, stresu nebo projevu nemoci presahujici deklarovanou
zavaznost pokusu budou pokusné zvifata okamZit€ usmrcena odpovidajici metodou (tedy cervikélni dislokace podle
Nafizeni z roku 2010/63/EU Evropského parlamentu a Rady pro ochranu zvitat pouZitych pro védecké ucely) a nasledné




budou analyzovéna. Odbér krve a aplikace latek gastrickou sondou bude provadén jenom zkuSenymi vyzkumnymi
pracovniky.




