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Nizev projektu pokusii

Mechanismy regulace hematopoézy a imunitni odpovédi transmembranovym adaptorovym proteinem
WBPIL

Doba trvani projektu pokust - v mésicich | 60

Kli¢ova slova - maximdiné pét ') | Mobilizace kostni dfené, transplantace kostni dfené, imunitni
| odpovéd’, hematopoetické kmenové a progenitorové buiiky,
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odborna pfiprava za tielem ziskéni, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni Fizeni a Jme soudni fzeni
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udrZzovani populaci ustéleng?ch genetmky upravenych zvifat, kterd nebyla pouZita v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napr. Feseni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ci klinickych potfeb

Cilem tohoto projektu je charakterizace mechanizmi, kterymi adaptorovy protein WBP1L reguluje
hematopoézu a efektivitu mobilizace a transplantace hematopoetickych kmenovych a progenitorovych
bunék, celularitu thymu a aktivitu CXCR4. Dalsim cilem pak je stanovit jeho roli v regulaci imunitni
odpovédi.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky pFinos by z néj clovék, zviFata & Zivotni prostiedi mohli mit; v pFislusnych pFipadech rozliSujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit aZ po skonceni

projektu)

Vysledky tohoto projektu nam pomohou lépe porozumét regu]aénfm proccsﬁm ovllvﬁUchlm uéinnost
klinicky zasadné& dileZitych postupli mobilizace a transplantace hematopoetickych kmenovych a
progenitorovych bunék. Zlepsi také nase znalosti o regulaci hematopoézy a o regulaci imunitni reakce na
infekci.

Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZiviny (napf. injek&ni aplikace, chirurgické zakroky) -
_uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvdni

Injekéni aplikace: Tamoxifen, intraperitonealng, 5 davek po dobu 5 dnit; G-CSF, intraperitonealné, 4 dvky
po dobu 4 dnii nebo 6 davek po dobu 3 dnii; AMD3100, subkutanné, 1 davka; transplantace kostni diené
nebo hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék, intravenosné, 1 divka; BrdU,
intraperitonedlng&, 1-2 ddvky v rozmezi 24 hod; Listeria monocytogenes, intravenosné nebo
intraperitonedlng, 1 davka; imunizace modelovymi antigeny, 2-3 davky v rozmezi 6 tydni

Odbéry krve: z tvafe nebo z ocasni Zily 1 odbér nebo odbéry ve 2-4 tydennich intervalech po dobu
maximalné 24 tydnil

Piedpoklidané dopady / nep¥iznivé Gdinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, neéinnost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto adinki

Injekéni aplikace latek jsou pmvé.zeny mirnou bolesti a stresem v okamziku vplchu a krtce po ném vétiinou
v fadu minut aZ hodin. V pfipadé imunizace modelovymi antigeny miiZe byt misto vpichu mirné bolestivé po
dobu nékolika dnii aZ tydni, podobné jako pfi ofkovani u lidi. Infekce subletalni ddvkou L. monocytogenes
miiZe vést k piiznakiim systémového infekénfho onemocnéni, jako je, slabost, apatie, ztrata hmotnosti.
Experiment bude ukonéen po 2 - 10 dnech. Transplantace kostni dfené piedstavuje celkovou zatéZ a stres a
zvySuje riziko infekce mikroorganismy z prostiedi. Tyto faktory se uplatiiuji hlavné v prvnich 2 tydnech od
transplantace.




Druhy a pFibliZné polty zviFat, jejichZ pouZiti se predpoklads, a predpoklddand zdvaZnost pokusu

' Odhado- |  Odhadovany podet zvﬁ‘at podle zdvaZnosti

Druh zvitat %) | S T
- vyberte ze seznamu ke . Mirna ? Stfedni Zavarna
R R et e el
My3 laboratorni (Mus musculus) 600 X
Mys3 laboratorni (Mus musculus) 1900 X

Nakladani se zvifaty, kterd nebudou na konci pokusu usmreepa

=

:Odhadovany podet zvifat k npétovnému poumti

=

 Odhadovany poéet zvifat, kterd budou navrécena do pﬁmdniho stanowété ¢i systému chcwu

Odhadovany podet z zvﬂ‘at k umlsténi do zégmového chovu S L R e B 0

Diivody pro vySe uvedené nakladani se zvitaty - uvedte

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvitat - uved'e, jaké alternativy bez poufiti zvifat jsou v této oblasti dostupné a pro¢
nemohou byt pouZity pro ucely tohoto projektu

V piipadé analyz na bun&né a molekularni Grovni mohou byt vyuiivany bunééné linie a imortalizované
leukocytarni progenitory a buriky z nich diferencované in vitro. Ty viak nelze pouZit pro experimenty, kdy
je potieba sledovat vliv ztraty WBPIL na i&innost transplantace a mobilizace kostni dfené a na vyvoj a
fyziologické funkce leukocytli a imunitniho systému. Takovéto funkce a parametry lze sledovat pouze na
urovni organismu a na primarnich bufikich. Imunitni a hematopoeticky systém je extrémné sloZity a zatim
jeho funkce neni moZné modelovat in vitro. Primarni buiiky jsou také v mnoha pfipadech nenahraditelné,
protoZe rakovinné a jinak imortalizované linie maji ¢asto vyrazné pozménéné fyziologické funkce a
vypovidaci hodnota experimentii na téchto buiikach je jen omezena. Nicméné i tak se budeme snaZit o
maximalni vyuziti bunéénych linii v pfipadech kdy jejich nedostatky neohrozi hodnotu nasich vysledki a
pro pilotni studie.

Omezeni pouZivani zvifat - vysvétlete, jaky pocet zvifat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouZivanych zvifat, a zdsady pouZité k vytvoFeni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouZivany po celou dobu trvani projektu za uicelem minimalizace poctu pouZivanych
zvifat a které odpovidaji védeckym cilum (mezi tyto postupy mohou patfit napr. pilomi studie, politatové
modelovani, sdileni tkani a opakované poutiti).

Podet zvifat pouZitych pro jednotlivé expcnrnenty ‘bude omezen na minimum. Expanmenty budou peélwé
planovany a bude pouzit minimalni pocet mysi potiebny pro dosahnuti biologické a statisticke signifikance.
Odhadujeme, Ze ro¢né pouZijeme asi 2500 my3i. Tento pocéet nam umoZni udrZovani jednotlivych my&ich
linii v chovu, provedeni viech in vivo testi a taktéZ z téchto mysi budeme moci ziskat tkané pro dalsi
analyzy in vitro. Pokud to podminky experimentu umoZni, budeme se snaZit vyuZit maximum organt a tkani
| z jednoho experimentalniho zvarete najednou a tkdné sdilet mezi experimenty.

Setrné zachdzeni se zvifaty - uvedte pFiklady konkrétnich oparfeni (napt. zvy.?.‘ené pozorovdnf pooperacfni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zviFat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivotni
| podminky zvitat; popiste mechanismy k pFijimdni vznikajicich zmirfiujicich postupit v dobé trvdni projekiu

Utrpeni , bolest a stres my&i budou vzdy omezeny na minimum. My$i budou chovéany v optimalnich
podminkach, které jsou stanoveny sou¢asnymi lokalnimi a EU regulacemi. Zvifata jsou pravidelné
monitorovana (jak ofetfovateli tak i vyzkumniky), jestli se u nich nevyskytuji znamky utrpeni nebo nemoci.
V pfipadé, Ze zvifata jevi znAmky nemoci nebo nadmérného stresu, budou usmrcena odpovidajici metodou
(tedy cervikalni dislokace podle Nafizeni z roku 2010/63/EU Evropského parlamentu a Rady pro ochranu
zvitat pouZitych pro védecké Géely). Odbér krve bude provadén jenom zkuSenymi vyzkumnymi pracovniky.
Pfi transplantaénich studiich budou my3i transplantovany nejetrnéjsi dostupnou metodou injekce do ocasni
zily. Transplantace bude provadét opét jenom osoba zkuena a trénovand, ¢im#Z se mira utrpeni a bolesti
omezi na minimum. Podavéni latek mySim bude provadéno jenom zkuSenymi pracovniky injikovanim latky
do peritonea, subkutanné, intradermalné nebo do ocasni Zily.

Pouzité druhy zviiat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Vyuziti my&i doméci (Mus Musculus) v tomto projektu pokusu je odlivodnéné:
- Genetickou pfibuznosti mysi a ¢lovéka




- - Podobnosti hematopoietického a imunitniho systému my3i a &lovéka
- My#i jsou nejlepiim neprimatnim modelem vhodnym pro studium krvetvorby a imunitni odpovédi
- Neuspésnymi snahami o nalezeni alternativnich metod bez vyuziti pokusych zvifat
- Vysledky studie mohou byt pfinosné pro védeckou komunitu ve smyslu dal$iho badani
- Projekt pomiiZe pfimo nebo nepfimo zlepsit zdravotni stav lidské populace

1) Véetné védeckych pojmil, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhi zvifat a Ggelt
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovéni v pffloze III provédéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZnosti ,,nespecifikovaného savee” pro zachovani anonymity ve vyjimeénych pfipadech



