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Cile projektu pokusut

Chronicka rekurentni multifokalni osteomyelitida (CRMO) je chronické onemocnéni détského véku s vyraznou genetickou slozkou,
pro které jsou charakteristické autoinflamatorni Iéze v kostech a dal$i zanétlivé poruchy. Molekularni podstata onemocnéni neni

oblasti vyzkumu PSTPIP2 a CRMO v sou¢asné dobé je, do jaké miry jsou mySi modely s mutacemi v genu pro PSTPIP2 relevantni
pro lidskou CRMO a zda mnozZstvi informaci o mechanismech autoinflamace ziskanych s vyuzitim tomto modelu, mdze byt uzite€¢né
pro porozuméni této nemoci u lidi a pro jeji IéEbu. Molekularni mechanismy a signalni drahy vedouci ke spusténi zanétlivého
poskozeni tkani u mySich modell také nejsou dostate¢né znamy. V tomto projektu budeme porovnavat prozanétlivé signaini drahy
neutrofilnich granulocytd u CRMO pacientli a u mysi s rdznymi mutacemi v PSTPIP2. Budeme sledovat vliv rdznych mutaci na
charakteristické rysy nemoci a porovnavat s poruchami u pacientll. Dale chceme stanovit dusledky ztraty PSTPIP2 v lidskych
burikach a testovat schopnost lidskych PSTPIP2 deficientnich bunék zplsobit autoinflamatorni onemocnéni v humanizovaném

Potencialni pfrinosy projektu pokust

\V kratkodobém ¢asovém horizontu projekt povede k ziskani novych poznatkd o molekularni podstaté autoinflamatorni
osteomyelitidy u mySich modeld s mutacemi v PSTPIP2 a o regulaci zanétlivé odpovédi obecné. V zavislosti na ziskanych
poznatcich mohou mit vysledky projektu okamzity vliv i na strategii [éCby pacientd, ktefi neodpovidaji na standardni Ié¢bu. V del§im
Casovém intrvalu pak oCekavame, ze vysledky tohoto projektu umozni uplatnéni dat ziskanych studiem mysich modelt s mutacemi
v PSTPIP2 pfi Ié¢bé lidské CRMO. Z dat ziskanych na mySich modelech vyplyva fada novych potencialnich Ié¢ebnych postupl a
ocekavame, Ze dalsi vyplynou i z této studie. Bez zhodnoceni podobnosti mechanismu lidského a mysiho onemocnéni neni mozné
zvazovat vyuZiti téchto dat v navrzich novych terapii. Ve vysledku tedy oéekavame, Ze ziskané vysledky zlep$i moznosti stratifikace
pacientl pro rtzné typy lécby a povedou k navrhim novych Ié€ebnych strategii na zakladé mysich modelovych studii.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

1. Chov transgennich nebo mutantnich mySich kmenu nezbytny pro vytvofeni nebo udrzeni geneticky modifikované nebo mutantni
linie (do 13 mésicu véku zvifat) 2. Chov téchto kmen(, ktery bude ukonéen usmrcenim experimentalnich zvifat za u¢elem odbéru
organl a bunék pro dal$i analyzu molekularnich mechanism patologického zanétu (od 4 do 40 tydn(i véku zvifat). 3.
Transplantace kostni dfené nebo leukocytarnich progenitor(, pfipadné adoptivni transfer charakterizovanych bunéénych populaci.
Translpantovana budou zvifata 8 -13 trydnU stara, experiment bude ukonéen do 24 tydnl po transplantaci. 4. Injekéni aplikace latek
do peritonealni dutiny (5-fluorouracil, LPS, thioglykolat), expriment bude ukonéen 1 hod - 5 dnu po injekci. 5. Odbér krve z tvare
nebo ocasni zily 1x-4x v riznych obdobich zivota nebo v ramci dalSich zde popsanych experimentl. 6. Mikropocitacova tomografie
v anestezii (1 hod, jednorazové nebo 2x mési¢né) 7. Podavani IéCiv (Dasatinib, Fostamatinib) Zaludecni sondou, 1-2x denné 4-6
tydna.

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

Kmeny s riznymi mutacemi v genu Pstpip2 trpi zanéty kosti a okolnich mékkych tkani tlapek a ocasu, které se u nich rozvinou ve
druhém mésici zivota, pfipadné i pozdéji v zavislosti na typu mutace. Nicméné fenotyp neni natolik zavazny, aby ovliviioval délku
Zivota téchto mysi nebo jejich rozmnozovani, zvifata neztraci hmotnost a nepozorujeme vyrazné zmény chovani. Maze dojit k
omezeni hybnosti postizenych koncetin. Pfedpokladame Ze dochazi i k mirné bolesti i kdyz jeji u€inky na chovani zvifat
nepozorujeme. Mirna kratkodoba bolest doprovazi i injekéni aplikace latek. Transplantace kostni dfené nebo hematopoetickych
kmenovych a progenitorovych bunék je stresovou zatézi pro organizmus a zvySuje riziko infekce. To je zvySené téz u
imunodeficientnich mySich kmenU pouzivanych v tomto projektu. Pfi vysoké Cistoté nasich chovl, v§ak zvy$enou nemocnost
typicky nepozorujeme. Po transplantaci jsou téz zvifatim podavana profylakticka antibiotika.

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

Experimenty budou ukon&eny usmrcenim experimentalnich zvifat, aby se zabranilo jejich dalSimu utrpeni.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Chronicka multifokalni osteomyelitida je komplexni onemocnéni, které nelze nijak simulovat in vitro. Studovat vliv mutaci a l1éCiv na
pribéh tohoto onemocnéni je mozné pouze na zvfifecim modelu. Nemoc je zplisobena hlavné neutrofilnimi granulocyty, coz jsou
terminalné diferencované kratce zijici buriky, pro které neexistuje vhodna nahrada ve formé bunécéné linie. Nicméné i tak se
budeme maximalné snazit o vyuziti alternativnich metod, jako jsou buné&né kultury, tkarnové kultury a in vitro modely. Bohuzel,
nase dosavadni zkuSenosti ukazuji, ze jejich vyuziti je pfi studiu neutrofilnich granulocytll mozné jen v omezené mife. Nase
laboratof vénovala hodné ¢asu a prostfedkl k zavedeni imortalizace progenitort neutrofilnich granulocytd, které by bylo mozné
pouzit k diferenciaci neutrofilnich granulocytli s riiznymi mutacemi v Pstpip2 in vitro, ale bohuzel zatim nelspésné, protoZe takto
difrencované granulocyty maji pozménénu celou fadu funkci dalezitych pro tento projekt. Pokud tedy maji nase vysledky mit
vysokou vypovidaci hodnotu, potencial pro vyuziti v klinické praxi a $anci na publikaci v renomovanych ¢asopisech, bude nezbytné i
pro experimenty na molekularni a bun&€né urovni vyuzivat primarni buriky izolované z mysi krve, kostni dfené a dal3ich
lymfatickych organ(. Zaroven se budeme snazit zlepsSit moznosti vyuziti imortalizovanych leukocytarnich progenitori a bunék z nich

Omezeni pouzivani zvirat

V pokusech bude pouzito pouze takové mnozstvi zvifat, které zajisti statistickou priikaznost ziskanych dat. V chovech (asi 20
mysich kmenu a jejich kiizenci) budeme udrzovat jen takové mnozstvi chovnych pard, které zajisti dotateénou produkci zvitat pro
udrzeni téchto linii, pro experimenty a pro odbér primarnich bunék, tkani a organ(. Pfi sestavovani pokusnych skupin budeme
vychazet z naSich dlouholetych zkuSenosti s minimalizaci pocta zvifat pro jednotlivé typy experimentd a ze statistickych analyz
predbéznych dat. Pokud by se provadéni nékterych planovanych experimentl ukazalo jako zbyte¢né (napf. z divodu publikace
stejnych dat jinym védeckym tymem) experimenty provadény nebudou. Na experimentalnich zvifatech bude provadéno maximalni
mnozstvi analyz zaroven, tak jak to umozni podminky experimentu a nase pracovni kapacity. Tkané a organy z usmrcenych zvifat
budou vyuzivany v maximalni mife umoznéné podminkami experimentu. V chovech se budeme snazit o udrzovani stavu zvifat na

skupin a pro odbér tkani a organu tak, aby nedoslo k ohrozZeni Uspésnosti projektu. Chovné pary nékterych kmenu budou
udrzovany v heterozygotnim stavu. To sice vyznamné zvySi spotiebu experimentalnich zvifat, zaroven to ale povede ke snizeni

Setrné zachazeni se zvitaty

Utrpeni, bolest a stres mysi budou vzdy omezeny na minimum. Mysi budou chovany v optimalnich podminkach, které jsou
stanoveny sou€asnymi regulacemi EU a mistnimi zakony a vyhlaSkami. MySi budou pravidelné kontrolovany a oSetfovany
proskolenymi oSetfovateli. V pfipadé zjevného utrpeni, stresu nebo projevu nemoci dosahujici horni hranice deklarované
zavaznosti pokusu budou pokusna zvifata okamzité usmrcena odpovidajici metodou (tedy cervikalni dislokace podle Nafizeni z
roku 2010/63/EU Evropského parlamentu a Rady pro ochranu zvifat pouzitych pro védecké ucely). Experimenty budou provadény
jenom zkuSenymi vyzkumnymi pracovniky nebo pod jejich pfimym dohledem.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




VyuZziti mys$i domaci (Mus Musculus) v tomto projektu pokusu je odlvodnéné:

- Genetickou pfibuznosti mysi a ¢lovéka

- Podobnosti hematopoetického systému mysi a Clovéka

- MySi jsou nejlepSim neprimatnim modelem vhodnym pro studium poruch imunitni odpovédi
- Neuspé&Snymi snahami o nalezeni alternativnich metod bez vyuziti pokusnych zvifat

- Vysledky studie mohou byt pfinosné pro védeckou komunitu ve smyslu daldiho badani

- Projekt pomUze pfimo nebo nepfimo zlepsit zdravotni stav lidské populace

- Vyznamnosti vyzkumu pro lidstvo ve srovnani s hodnotou zvifat vybranych pro vyzkum




