NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Ziskavani oocytl a embryi laboratornich mysi pro studium mechanismud bunééného déleni.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 43

Kli¢ova slova embryo

oocyt bunécné déleni
aneuploidie 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: DalSi zakladni vyzkum [PB13]
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Cile projektu pokusut

Poruchy spojené s nespravnym délenim chromozom( u embryi jsou u savcl velmi ¢asté a u ¢lovéka napf. predstavuji vazna
zdravotni rizika typu vyvojovych poruch, jako Down(iv syndrom. Pfedstavuji také nejcastéjSi duvod ukonéeni €asného vyvoje u
Clovéka a vys$Sich savcl. Molekularni mechanismy bunééného déleni byly detailné studovany na nizsich organismech, véetné
kvasinek, Drosophila a C. elegans. Cilem na$i studie je ovéfeni poznatkl ziskanych dfive studiem nizSich modelovych organisma
na modelu sav¢im. U regulaénich mechanismu déleni chromozomu unikatnich pro savéi buriky, jako napfiklad specificky fungujici
regulaéni bod sestaveni déliciho vieténka, je dale nasim cilem zjistit zakonitosti jejich fungovani. V sou€asné dobé se ukazuje jako
zavazny problém zvySena frekvence aneuploidii, jejichz vznik je Uzce spjat s poruchami buné€ného déleni, v sami€ich zarode¢nych
burikach v zavislosti na zvySujicim se véku matky. Pro pochopeni mechanismu vedoucich k tomuto jevu je nutné podrobné studium
jednotlivych stadii zarode€nych bunék a embryi na savéim modelovém organismu.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Predbézné studie zabyvajici se pfiinou nespravného délenim chromozomi byly provedeny na niz$ich organismech (kvasinky,
Drosophila, C. elegans, Danio, Xenopus atd.). Vzhledem k daleko vétSi slozitosti sav€iho organismu bylo prokazano, ze ne vSechny
poznatky ziskané studiem téchto organismi mohou byt uplatnitelné na ¢lovéka. NaSe studie tedy maji za ukol ovéfit, zda a do jaké
miry regulaéni mechanismy objevené u téchto druh( plati také pro vyvoj savéich vaji¢ek a embryi. Vzhledem k tomu Ze se
vénujeme problematice specifické pro vajicka a €asna embrya, které maji zcela unikatni viastnosti, nelze bohuzel ve vétsiné nasich
experimentl pouzit jako nahradu in vitro kultivované savéi buriky, tyto maiji vliastnosti zcela odli§né, coz by vedlo ke zkreslenym
vysledkim a nespravnosti studie. Zisk oocytl a Easnych embryi z mysi je pro plnéni nasi studie nezbytny, a to z davodud odliSnosti
regulacnich procesl segregace chromozom( v in vitro a in vivo ziskanych burikach. Nase studie je cilena zejména na poruchy
déleni chromozoma v zarodeénych burnikach a embryich, jez se vyskytuji ve vysoké mife a jejich pficina neni zcela znama.
Dlouhodobym pfinosem nasi studie bude blizSi objasnéni vysokého vyskytu poruch v déleni chromozoma a tim padem vzniku
aneuploidii u savcu, coZz muze pomoci zlepSit aplikaci in vitro fertilizaénich technik u lidi, ale i u zvifat a dale také pfispét k

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Zvifata budou pouzita k nasledujicim ucelim:

A.l1zolace GV oocytu po stimulaci gonadotropnim hormonem PMSG — pregnant mare serum gonadotropin (dale jen PMSG).
B.Izolace MII oocytd po stimulaci PMSG v kombinaci s luteinizaénim hormonem hCG — human chorionic gonadotropin (dale jen
hCG).

C.lzolace riznych vyvojovych stadii preimplantacnich embryi (do stadia blastocysty) po stimulaci PMSG, hCG a pfipusténi k samci.

VV obou pFipadech stimulace, jak PMSG, tak i hCG, se pouzije vodny roztok hormonalniho pfipravku v objemu maximalné 0.1 ml,
aplikovany intraperitonealné. Samicim bude aplikovano bud samotné PMSG, nebo PMSG a nasledné po 44-56 hodinach hCG. Pro
zisk embryi bude po hormonalni stimulaci nasledovat pfipusténi samice k samci pfes noc za ucelem fertilizace, zvifata budou rano
oddélena po kontrole vaginalnich zatek. Kazdé zvife bude takto vyuZito pouze jednou, poté dojde k jeho utraceni zlomenim vazu a
nasledné k postmortalnimu vyjmuti vajeéniki, vejcovodi &i délohy. V prubé&hu pokust budou zohledhovana hlediska humanniho

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

Na zvifatech nebudou provadény Zzadné experimenty intravitalné, s vyjimkou intraperitonealni administrace malého mnozstvi
(100ul) aktivnich hormon ovliviiujicich zrani folikuld. Tato stimulace bude provadéna zkuSenymi a zru¢nymi pracovniky a osobné
jsem se nesetkal za 20 let praxe s negativni reakci na podani hormonu. V prabéhu pokust budou zohledfiovana hlediska
humanniho zachazeni s pokusnymi zvifaty, zejména s ohledem na umoznéni jejich adaptace, navyk na uchopeni rukou, klidné
zachazeni, tichy pFistup a pouzivani pomUcek, které nezpusobi zvifeti strach, bolest a utrpeni. Zvifata budou pod denni kontrolou
technického personalu a v pfipadé napf. Urazu zpusobeného jinym zvifetem bude takovy jedinec bezodkladné utracen.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Zvifata budou utracena zlomenim vazu. U samic budou po utraceni odebrany vajecniky, vejcovody a déloha.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Predbézné analyzy byly provedeny na nizSich organismech (kvasinky, Drosophila, C. elegans, Danio, Xenopus atd). VySsi pocet
genu a komplexnéj$i organizace sav€iho organismu nas nutni k pouziti tkani ziskanych ze savct. Vzhledem k tomu Ze se
vénujeme problematice specifické pro vajicka a Casna embrya, které maji zcela unikatni vlastnosti, nelze bohuzel ve vétsiné nasich
experimentl pouzit jako nahradu in vitro kultivované savéi buriky, tyto maiji vlastnosti zcela odlisné, coz by vedlo ke zkreslenym
vysledkim a nespravnosti studie. Zarode¢né buriky ani embrya nelze ziskat v tkariovych kulturach, z tohoto dlivodu je nezbytné
pouziti materialu odebraného ze zvifat pro spravné provadéni experimentd zaméfenych na studium problematiky déleni
chromozomd v téchto burikach.

Omezeni pouzivani zvirat

Mezikmenovym kfizenim bude dosazeno vys$$iho vytéZku zarodeénych bunék z kazdého zvifete. Bylo zjisténo, Ze u kfizencu
B6D2F1xCD1 Ize ziskat vétSi poCet samicich zarode¢nych bunék a maji vy$si uspésnost fertilizace. Timto Ize dosahnout vyrazného
sniZzeni po&tu pokusnych zvifat pro jednotlivé experimenty. Po&ty chovnych zvifat budou udrzovany v minimalnich mnozstvich pro
chov i experimenty. Experimenty budou priabézné vyhodnocovany v zavislosti na pouzivané metodice a sledovaném jevu tak, aby
bylo pouzito pouze takové mnozstvi zvifat, které je k prokazani sledovaného jevu za danych podminek nezbytné. Dale bude
dosazeno minimalizace poctu zvifat pouzitim adekvatnich metod biostatistiky.

\V nasich experimentech pocitame s vyuZzitim maximalné 10 300 zvifat v pribéhu péti let:

(1) 1800ks samic laboratorniho kmene CD1 ziskanych od komerénich dodavatelu

(2) 3500ks kFizencu kmen(i B6D2F1 a CD1 ziskanych chovem

(3) 5000ks samic kmene Separase

Setrné zachazeni se zvitaty

Kazdé zvife bude pouzito k experimentu maximalné jednou. Pokusna zvifata nebudou opétovné pouzivana. Na zvifatech nebudou
provadény zadné experimenty intravitalné, s vyjimkou intraperitonealni administrace malého mnozstvi aktivnich hormont
ovliviiujicich zrani folikult. Tato stimulace bude provadéna zkusenymi a zruénymi pracovniky a osobné jsem se nesetkal za 20 let
praxe s negativni reakci na podani hormon(. V pribéhu pokust budou zohledfhovana hlediska humanniho zachazeni s pokusnymi
zvifaty, zejména s ohledem na umoznéni jejich adaptace, navyk na uchopeni rukou, klidné zachazeni, tichy pfistup a pouzivani
pomucek, které nezpulsobi zviteti strach, bolest a utrpeni. Zvifata budou pod denni kontrolou technického personalu a v pfipadé
napf. Urazu zplsobeného jinym zvifetem bude takovy jedinec bezodkladné utracen.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi zarodecné buriky uzce reflektuji zarodeéni buriky lidské, a proto jsou nenahraditelnym modelovym systémem pro zakladni
vyzkum studia vzniku reprodukénich poruch zvifat i Clovéka. Model laboratorni mySi se v podobnych studiich pouziva zejména pro
standardizaci chovu, malé naroky na prostor a v neposledni fadé vzhledem k bézné dostupnym reagenciim. U tohoto druhu zvifat
lie také znama organizace genomu a na zakladé této znalosti je dostupna cela fada dalSich reagencii, v€etné chromozomalnich
sond a RNAi sond. Vzhledem ke vS§em shora uvedenym faktdm je pouziti tohoto druhu nejefektivnéjsi jak z hlediska informaci

ziskanych b&éhem vyzkumu, tak i z hlediska spotfeby zvifat a minimalizace jejich stradani.




