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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569
| Nézey projekiu pokusii _
[ Nové mechanismy lymfomageneze role PHIP proteinu a poruchy jeho signalizace s vyuhtim modeli my¥e laboratorni
| (Mus musculus) (20-01969Y)
Doba trvén{ projektu pokusd - v mésicich | 30
Klidova slova - maximdiné pét 1) | PHIP, lymfomageneze, signalizace
| Ukel projektu pokusii - zaskrinéte policko; moZno i vice moZnosti
zdkladni vyzkam
translaéni a aplikovany v{zkum
kontrola kvality (véemé zkouSeni bezpednosti a fiinnosti SarZe)

legislativnf Gi&ely ! jiné zkoudenf (iinnosti a tolerance

ab&é¥né viroba | zkou¥enf toxicity a jiné zkou¥ky bezpe&nosti vééﬁié—farmakologie

b&in4 vyroba
ochrana p¥irodntho prostfedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podmf{nek lidi nebo zvi¥at
| zachovani druhd
vyS¥ vzdéldvani
odborn4 pfprava za i¢elem ziskéni, udrZeni nebo zlepSen! odbornych znalosti
trestnd fizeni a jiné soudn{ ¥izeni
udrZovéni populaci ustélenfch geneticky upravenych zvifat, které nebyla pouZita v jinych pokusech
Cfle projektn pokusii - nap#, #eSeni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych &i Kinickych potfeb
Folikulérnf lymfom je druhym nejéastj¥im non-Hodgkinskym lymfomem (tvo¥ ptibliZn& 20%) a je zérovelt
nejéastéjiim ze sknpiny indolentnich lymfomi. Jeho genetickou charakteristikou je balancovan4 translokace
1(14;18)(q32;q21), kterd vede k zvyiené expresi proti apoptotického proteinu BCL2. Tato gensticks alterace aviiak nenf
samostatn dostadujfci ke vzniku folikuldrfho lymfomu, jelikoZ byla popséna i u normélnich lymfocytd u zdravych
lidi, P¥edpoklad, Ze je potfeba série dallich genetickych zmén k rozvoji folikulérniho lymfomu se potvrdil v neddvngch
studifch a jako zcela zdsadn{ se ukéizaly mutace a delece v genech regulujicich genovou expresi neboli epigenetickych
regulitorech, Integrativnf genomickou analyzou jsme identifikovali novy kandidétn{ gen PHIP (Pleckstrin homology
domain-interacting protein) k jehoZ somatické deleci dochézi u 30% folikulérnich lymfomf a jeho¥ funkce byla
neddvno spojena prévé s epigenetickou regulaci. Cflem studie je popis obecné i pro lymfomové buiiky specifické
funkce PHIP proteinu, jeho role p¥i vzniku foliknldrniho lymfomu a jeho interakei s dalifmi epigenetickymi regulétory.
Toto posune nafie v&domosti ohledné mechanismi lymfomagenese, ale mii¥e naznagit i nové sméry v jeho 168bé&.
Pravdépodobné potencidlni p¥inosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosa¥eno védeckého pokroku
nebo jaky pFinos by z néj élovek, zvifata &i Zivotni prostfedi mohli mit; v pFisluSnych pFipadech rozlifujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvdmi projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit a po skondent
projektu) -, i
Nékteré mechanismy vzniku a vyvoje nidort a ov&¥en specifické 168by neni moZné bez pouZiti my¥ich modeld. Pinos
projektu tak leZ{ zejména v posunutf nafcho chépéni rozvoje a riistu nidorovych bunik v co nejbli¥$im prostfedi, kde
normAlné rostou a ovéfeni vyznamu nidorove specifickych zm&n v DNA. Stejn# tak jsou my#{ modely nutné i pro
ovdfeni efektivity protinddorové terapie jako predstupeii pt{padnému klinickému poufiti, Tyto p¥nosy jsou kratkodobé.
Pokud budou tisp&né, tak by navrhovany projekt moh! v dlouhodobém méFitku slouit jako zéklad k dal¥imu vizkumu
navrhované protinidorové 16¥by jak v preklinickém, tak i v klinickém vyzkumu s potenciflem zlepgit 165bu
v soudagnosti nevylé&itelnych typil lymform (nédori z biljch krvinek).
Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZfviny (napt. injek&nf aplikace, chirurgické zékroky) -
|_uvedte pocet téchio postupi a dobu jejich trvdni
1) Model vyuivajici A20 nddorové butiky: 1x podkoZn{ aplikace nidorovych bunk, maximalnZ 2x zobrazenf velikosti
nidoril pomocf detekce fluorescence nédorovych bungk v celkové anestezii se sniménim specilni kamerou.
2) Mode! vyuZivajic{ lidské lymfomové nidorové linie: 1x podkoZni aplikace nidorovych bunék, maximélng 2x
zobrazen{ velikosti nidort pomoc{ detekce fluorescence nddorovich buntk v celkové anestezii se sniménim specidlni
kamerou.
3) Experimentélni terapie s vyuZitim PXD modeli: 1x podkoZni aplikace nidorovych bunik, Perordlni &
intraperitonedlni aplikace inhibitort po 10-20 dnech riistu nddoru (dle typu ndderovich bun&k), Aplikace dle
priib&¥ngch vysledkd studie, napf, 3x tydn¥ intraperitoneding dva tydny.
VEechny modely: m&fenf velikosti podkoZntho nidoru pomoc{ kaliperu ve tfech na sebe kolmych rozmérech a
celkového stavu mysi v¥etné hmotnosti
Ptedpokliidané dopady / nep¥iznivé i¢inky na zvifata (napf. bolest, ztrita hmotnosti, nedinnost / sniZend
| hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvéni téchto i¥inkd
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Neidouci tinky u zvifat neotekdvime, jelikoZ se jednd o indolentni skupinu lymfomi. PodkoZnf aplikace
nédorovych bun&k je spojena s diskomfortem pfi aplikaci. Podkon{ rist nAdori nenf provizen ne24idoucimi
tifinky. P¥edpoklédédme, Ze experimentéln{ 1é&ba bude spojena pouze s diskomfortem pfi perordlnim &
intraperitone&lnfm podévéni 1&&iv. MySi budou eticky usmrceny dle aktuélnich doporuden{ difve, neZ budou
vykazovat celkové klinické symptomy nddorového onemocnéni, znédmky utrpenf & bolesti. P¥i podkoZn{
aplikaci niddorovych bun&k bude pokus ukongen nejdéle 40 dnf po aplikaci bunék, ve chvili, kdy velikost
nadoru jeit& nebude zplisobovat obtiZe &i bolest.

Druhy a pFiblifné polty zvifat, jejich® : pouZit] se predpokladé, a pFedpoklddand zdvaZnost pokusu

Druh zvifat %) | Odhado- Odhadovany po&et zvifat podie z4vaZnosti
TR P":;‘Zt  Nemsbude | Mims | Sttednf | Zévarns
| My? laboratorn{ (Mus musculus) ~ 330 x|
Zvolte polozku.
Zvolte polozku.
Zvolte poloZku.
Zvolte poloZku.

Naklfidéni se zvifaty, kterd nebudou na konci pokusu usmrcena _

| Odhadovany podet zvifat k op&tovnému pouitl '
| Odhadovany potet zvifat, kterd budou navrdcena do pfirodntho stanovidté &i systému chovu
Odhadovany podet zvifat k umfsténi do z:_ijmového chovu

| Divody pro vy¥e uvedené naklédéni se zvifaty - uvedte
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| Uplatiiovini 3R
Nahrazeni pouZ{vini zvitat - uvedte, jaké alternativy bez pouZiti zvitat jsou v této oblasti dostupné a pro¢

nemohou byt pouZity pro udely tohoto projektu

V sousasné dob& neexistuje rovnocenny alternativni relevantnf systém pro provedend navthovanych experimentii a

posouzenf riistu nddorovych bundk a jejich vlastnost{ v Zivém organismu. Testovan v bun&éngch kulturach je prili%

vzdélené normélnimm prostfedi ristu nddorovych bun&k a neumoZiinje adekvétnf experimentélni posouzeni k moZnosti

skutetné 168by nédorf, Tuto slmtednost jsme ovifili také v databdzi validovanych alternativnich metod schvilenych a

ptijatych Evropskou spoleénosti pro alternativnf metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods
CVAM)

Omezeni pouXivini zvifat - vysvétlete, jaky polet zviFat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke snifeni poltu poutivanych zvifat, a zdsady poufité k vytvoFent studie; pFipadné popiste
postupy, které budou powZivdny po celou dobu trvdni projektu za ucelem minimalizace poctu poutfvanych
zvifat a kieré odpovidajt védeckym clliom (mezi tyto postupy mohou patrit nap¥. piloini studie, po&itacové
modelovdni, sdileni tkdani a opakované pouZiti).

Podet zvifat ve skuping vychézi z pfedchozich zkuSenosti a kvalifikovaného odhadu. Je volen tak, aby byl dostatec‘.nf k
pledpoklédanému statistickému zpracovéni, a ziroveil nebylo pouZivino vice jedincil, neZ je absolutn® nezbytné,

V pilotni fizi bude experimentéln{ strategie ov&fena na malém po&tu jedincd s cilem eliminovat mutnost opakovini
pokusii. Nezbytny miniméini podet my¥i v pokusné skupin byl odhadnut pomoci dvou metodik popsanych v publikaci
Charan g Kantharia “How to calculate sample size in animal studies?* (PMID: 23961961); tzv, “resource equation”
metody a kalkulace sily studie s pouZitim voln& dostupného programu “G power” (PMID: 17695343). ]
| Setrné zachézenf se zvifaty - uved'te pFiklady konkrétnich opatfeni (nap¥. zvy§ené pozorovdni, pooperaéni
péle, tlumeni bale.su vyc:wk zvffat) pi‘yatych A souwslasu s postupy k m:mmalxzacz dopadii na dobré !Ivatmf

Expenmentybudouprovédényv akred;tovnnémzvﬂetnﬂm 1. LF UK v souladu se zikonem a s ohledem na
maximéln{ pohodu zvifat. Béhem experimentu bude sledovéna velikost nidord a zdravotni stav zvitat - v pi{padé
neuspokojivého zdravotniho stevu zvitete bude pokus ukonden a zvife usmreeno.

Poufité druhy zvifat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadif

A20 néddorovi bun&ini linie byla odvozena z BAI B/c my¥iho kmene. Tento kmen je tak zcela geneticky kompatibilni 8
je nutné ho vyuit k vizkumu chovin{ tohoto néddoru in vive. Imuncdeficientnf NSG (NOD-SCID-gamma) my$i majf
deficit imunity (T i B bun&¥né imunity i poruchy nespecifické imunity), coZ umoiinje pFihojeni (xenotransplantaci)
lidskyrch lymfomovych bungk nebo lidskich nidorovich linif v my¥im organismu a studium jejich chovén{ in vivo,
PouZity budou samice ve viku po odstavu.

1) Vietn# v&deckych pojmi, které se mohou sklddat z vice neZ p&ti jednotlivych slov, a 8 v¥jimkou druhi zvifat a Gseld
uvedenych jinde v dokumentu

) Druhy zvitat v sculadu s kategoriemi statistického vykazovéni v ptiloze Il provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZnosti ,,nespecifikovaného savce” pro zachovéinf anonymity ve v{jime¥nyjch pfpadech



