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Nizev projektu pokusiu

Molekularni mechanismy regulace signélni transdukce v leukocytech kindzami a adaptorovymi proteiny

Doba trvani projektu pokusti | 5 let

Kli¢ova slova - maximdlné 5 | signalni transdukce, imunitni odpovéd’, hematopoeza

Udel projektu pokusi - oznacte jej ki'izkem (x) do prdazdného policka

x | zakladni vyzkum

translacni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, i¢innosti a nezavadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
vyrobku

ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhu

vys$i vzdélavani nebo odborna pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napt. feSené védecké neznamé nebo védecké ¢i klinické potieby)

Cilem projektu je stanovit, jakou funkci maji vybrané signalizaéni molekuly leukocytii (LST1, Wbpll, Hck) v
hematopoeze, v regulaci fyziologie leukocytt a ve funkci imunitniho systému. Cilem je téZ analyza toho, jak
deficience nebo hyperaktivita téchto proteinti mohou pfispét k porucham imunitni odpovédi a onemocnénim
imunitniho systému (imunodeficience, zanétlivd onemocnéni). U proteintt LST1 a Wbp11 budeme studovat
jejich funkei v hematopoeze, v imunitni odpovédi a reakci organismu na rizné imunologicky relevantni
stimuly. Funkce proteinu LST1 je zatim na organizmalni trovni téméf neznama. NaSe pfedbéZné vysledky
ukazuji moZnou roli v regulaci receptorové signalizace ovliviiujici vyvoj a funkce myeloidnich bunék a T
lymfocyti. Wbp1l pravdépodobné reguluje hematopoezu a ovliviiuje ispéSnost transplantace kostni dfen€. Ma
také zvySenou expresi u nékterych typi leukemii. Hek je velmi dilezita kindza rodiny Src. Mutace v C-
koncové &asti u tohoto proteinu u détské pacientky trpici neznamym zanétlivym onemocnénim byla
diagnostikovana na spolupracujicim klinickém pracovisti. Vzhledem k povaze mutace pfedpokladame, Ze
kinaza Hck je u této pacientky hyperaktivni. Cilem této asti projektu bude provedeni omezené série pokust,
kdy u inbrednich my$i kmene C57BL/6 nebo NOD-scid-gamma (NSG) provedeme transplantaci
hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék exprimujicich Hek s pacientskou mutaci véetné
pacientskych bun&k (budou-li k dispozici) nebo kontrolnich bunék, a nasledné budeme sledovat, zda u t€chto
mysi dojde k rozvoji podobné choroby jako u pacientky. Vysledky budou diileZité pro potvrzeni Ze choroba jiz
pacientka trpi je zptisobena mutaci v Hek a pro stanoveni, zda je zpisobena hematopoetickymi buiikami.
Vysledky in vivo experimentd (1) ur¢i dileZitost role vySe zminénych molekul v procesu vyvoje leukocyti a
v prib&hu imunitni a zané&tlivé odpovédi (2) definuji jejich funkei v signalni transdukci leukocytii (3) stanovi,
jakou roli maji v prib&hu imunitni odpovédi proti modelovym antigeniim a umozni tak charakterizovat
prislusné signélni dréhy a najit vhodné kli¢ové body vhodné pro potencialni terapeutické zasahy, (4) umoZzni
charakterizovat disledky jejich deficience, pfipadné i dysregulace (Hck). V pfipadé Hck mohou i piimo vést ke
zlepSeni terapie.

Typ znalosti, které ziskdme témito experimenty je nezbytny pro vyvoj u¢innéjsich terapii ovliviiujicich funkci
imunitniho systému u lidi.

Pravdé&podobné potencialni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim
oboru nebo jaky ptinos by z néj éloveék &i zvirata mohli mit)

Znalosti, které ziskame v ramci té&chto pokusii nAm umozni lépe porozumét mechanizmim, kterymi je
regulovan vyvoj leukocyttli a imunitni odpovéd’. Detailni znalosti téchto procest jsou klicové pro vyvoj terapii
ovliviiujicich hematopoezu a funkci imunitniho systému u lidi.

Druhy a p¥iblizné poéty zvirat, jejichZ pouziti se predpoklada

V projektu pokusti bude ro¢né vyuzito priblizne:
knock-out mysi (KO) s inaktivovanym genem Lst1: 450
knock-out mysi (KO) s inaktivovanym genem Wbp1l (OPAL1): 150
transgenni my$i kmen exprimujici transgenni TCR OTII:40
transgenni my$i kmen exprimujici transgenni TCR OTI:40
imunodeficientni my$i kmen NOD-scid-gamma (NSG): 50
kontrolni kmen C57BL/6: 200
hybridni kmen F1 B10AxBalb/C:20
Kontrolni kmen B6.SJL-Piprc®Pepc’/Boyl: 50

9. KiiZenci vybranych kmeni uvedenych vyse 200
Uvedeny jsou pouze odhady pocti zvifat. Vzhledem k tomu, Ze nelze predvidat vysledky jednotlivych
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experimentl tohoto projektu, skutecné pocty zvitat se mohou v zavislosti na pribéznych vysledcich od téchto
odhadd lisit. VZdy vSak bude uplatiiovana maximalni snaha o minimalizaci poétu vyuzitych zvifat. O¢ekavame,
ze maximalni celkovy pocet zvifat ro€né pouzitych v tomto projektu pokust nepiekroci 1200.

Jaké jsou oéekavané nezadouci ucinky u zvifat? Jaka je navrhovanad mira zavaznosti? Jak bude se zvitaty
naloZeno po skonceni pokusu?

VétSina zvitat bude chovana pouze pro uc€ely usmrceni a odb&ru orgénti pro analyzu. Vechny kmeny pouZivané v tomto
projektu nevykazuji v klidovém stavu viditelny fenotyp nebo utrpeni. N&které z kment jsou imunodeficientni a maji
zvySenou citlivost k infekcim. V podminkéch velmi &istych SPF chovi, kde budou tato zvifata chovana, to ale obvykle
nepozorujeme. V pfipad€ patrnych zndmek nemoci budou zvitata utracena. Jen malé mnoZstvi zvitat bude zafazeno do
experimentt, které by mohly zpUsobit zvifatim utrpeni, bolest nebo nadmérny stres, a to maximaln& v mirné nebo stfedni
mife. Zvifata pouZivana pro transplantace kostni dfené nebo pro imunizace budou pravidelné monitorovana tak, aby byla
minimalizovéna bolest a utrpeni a taktéz bude kontrolovano, jestli maji snadny p¥istup k potravé a vod&. V piipadé
patrnych zndmek nemoci budou zvifata utracena. Po skonéeni pokusu budou zvitata usmrcena odpovidajici metodou
(cervikalni dislokace). Likvidace zvitat bude provedena asanaéni sluzbou, se kterou ma pracovi§té smlouvu.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Alternativni metody nepostihuji sloZitost zkoumané problematiky, a proto nemohou nahradit navrhované pokusy. Hlavnim
diivodem pro pouZiti zvitat v tomto projektu je potieba sledovat vliv ztraty nebo dysregulace signalizaénich molekul LST1
a Wbp1l/OPALI1 a Hck na vyvoj a fyziologické funkce leukocytli a imunitniho systému, které 1ze sledovat pouze na
organizmdlni Urovni a na primarnich butikdch. Imunitni systém je extrémné sloZity a zatim jeho funkce neni mozné
modelovat in vitro. Primérni butiky jsou také v mnoha ptipadech nenahraditelné, protoZe rakovinné a jinak imortalizované
linie maji ¢asto vyrazné pozménéné fyziologické funkce a vypovidaci hodnota experimentii na té€chto buiikach je jen
omezena. Pokud tedy maji naSe vysledky mit vysokou vypovidaci hodnotu, potenciél pro vyuziti v klinické praxi a $anci
na publikaci v renomovanych ¢asopisech, bude nezbytné i pro experimenty na molekularni a bunééné Grovni vyuzivat
primérni buiiky izolované z mysi krve a lymfatickych organti.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poctu zvifat.

Pokud existuje alternativni metoda nezahrnujici pouZziti zvifat, bude pouZit tento pfistup. Pro omezeni experimentti na
myS$ich budou vyuZity alternativni metody jako bunééné kultury, tkafiové kultury a in vitro modely. V ptipad€ analyz na
buné&éné a molekuldrni irovni budou v maximélni mozné mife vyuzivany imortalizované leukocytarni progenitory a
buriky z nich diferencované in vitro. Primérni butiky z usmrcenych zvitat budou pouzity jen v mife nezbytn€ nutné pro
potvrzeni ziskanych vysledki a pro experimenty, které na progenitorech nebo bunéénych liniich nebude mozné provést
tak, aby vysledky mély dostate€nou informaéni hodnotu. V pokusech bude pouZito pouze takové mnoZstvi zvifat, které
zajisti statistickou priikaznost ziskanych dat.

Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v pfipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o
nejSetrn&jsi pouziti z hlediska védeckych cilii.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za i€elem sniZeni ijmy zpisobené zvifatiim na minimum.

VyuZiti my$i domaci (Mus Musculus) v tomto projektu pokusu je odiivodnéné genetickou pfibuznosti mysi a élovéka a
podobnosti hematopoietického systému. MysSi jsou nejlep$im neprimétnim modelem vhodnym pro studium poruch
krvetvorby a imunitni odpovédi. Jde oSiroce pouzivany model, se kterym méme dostatek zkoSenosti z hlediska chovu,
Setrného zachédzeni, detekce Spatného zdravotniho stavu a zmirnéni utrpeni.

Utrpeni , bolest a stres mys$i budou vzdy omezeny na minimum. My$i budou chovany v optimélnich podminkéch, které
jsou stanoveny sou¢asnymi regulacemi EU a mistnimi zdkony a vyhlaSkami. My$i budou pravidelné kontrolovény a
oSetfovany proskolenymi oSetfovateli. V pifipad€ zjevného utrpeni, stresu nebo projevu nemoci presahujici deklarovanou
zavaznost pokusu budou pokusné zvifata okamzité usmrcena odpovidajici metodou (tedy cervikalni dislokace podle
Nartizeni z roku 2010/63/EU Evropského parlamentu a Rady pro ochranu zvifat pouzitych pro v&€decké ticely) a nasledné
budou analyzovéna. Odbé&r krve bude provadén jenom zkuSenymi vyzkumnymi pracovniky. Pfi transplanta¢nich studiich
budou mysi transplantovéany injekéné do ocasni Zily. Transplantace bude provadét opét jenom osoba zku$end a trénovana,
¢imZ se mira utrpeni a bolesti omezi na minimum. Podavani latek my$im bude provadéno jenom zku$enymi pracovniky
injikovanim latky do peritonea, intradermaln€ nebo do podkozi. Imunizace za ui€elem ptipravy protilatek bude provadeét
také jen osoba se zku§enostmi s timto postupem a jeji operaéni ¢ast bude provadéna v narkéze.




