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Cilem pokusu je identifikovat geny a mechanismy, které fidi obnovu a diferenciaci bun¢k v
mySich nebo rybich tkanich. Budou vyuzity pokusné mys$i umoziujici podminénou inaktivaci tohoto
genl v riznych bunéénych typech (viz dale). Pokusnym zvifatim bude jednorazové aplikovana mala
netoxickd ddvka tamoxifenu (synteticky analog estrogenu). Tamoxifen u pokusnych zvifat aktivuje
rekombinazu Cre, kterd nasledné vystépi sledovany gen z chromozomalni DNA. Po aplikaci
tamoxifenu tak u pokusného zvifete vznikaji tkang, které nejsou schopny produkovat (exprimovat)
studovany gen. Pfi intraperitonealni injekci tamoxifenu se vyuziva velmi tenka jehla. Aplikace latky
je velmi Setrna a lokalni znecitlivéni se neprovadi. Dale budou pouzity tzv. reportérové mysi kmeny
umoziiujici sledovat rizné bunéné typy pomoci produkce enzymu lacZ nebo fluorescenénich
proteini. Pfed odbérem studovanych tkani budou zvifata usmrcena cervikalni dislokaci. Bolest
utiSujici prostiedky neni nutné podavat.

V ramci projektu budou vyuzity mysi s inaktivovanymi geny (tzv. kompletni knockout), mysi
kmeny umozriujici podminénou deleci gent a dale kmeny exprimujici rekombindzu Cre v riznych
my3ich tkanich. Bude se jednat o tyto kmeny: (1) APC-CKO (podminény knockout genu APC); (2)
Lgr5-Cre (tzv. knockin genu pro rekombinazu Cre/CreERT do lokusu Lgr5); (3) Villin-Cre (transgen
produkujici rekombindzu Cre/CreERT z promotoru genu villin); (4) Nkd1-Cre (transgen produkujici
rekombindzu CreERT z lokusu Nkd1); (5) Troy-Cre (transgen produkujici rekombindzu CreERT z
lokusu Troy); (6) Axin2-lacZ (knockin genu pro enzym lacZ do lokusu Axin2); (7) ROSA26-
CreERT2 (knockin genu pro rekombinazu CreERT do lokusu ROSA 26); (8) ROSA26R-lacZ (izv.
reportérova mys produkujici enzym lacZ); (9) ROSAR-EYFP (tzv. reportérova my$ produkujici Zluty
fluorescenéni protein EYFP). Dale budou pouZity mysi kmeni C57BL/6 a BALB (popfipad¢ jejich
hybridi), a to zejména pro piipravu dalsich modifikovanych genl (identita téchto gend vyplyne z
feSeni projektu) a pro potieby kiiZeni pfi udrzovani mysich modelovych kmenu, pro imunizace a pro
odbér kontrolnich vzorkd z riznych tkani.

U pokust s rybami bude vlastni test spocivat v injikaci DNA, RNA a morpholino oligonukleotidt
do rybiho vaji¢ka a nasledné analyze fenotypu. Pro testovani regula¢nich zavislosti budou vyuzity
reportérové kmeny ryby medaka a danio nesouci geny GFP. Piipadn¢ bude provedena fluorescenéni
analyza exprese sledovaného genu pomoci GFP v pribéhu embryonédlniho vyvoje. Pred
vyhodnocovanim neni nutné zvifata usmrcovat. Jelikoz jim neni plsobena ani bolest, utiSujici
prosttedky neni nutné podavat. Po ukonceni experimentu budou ryby usmrceny piedavkovanim
anestetikem.

Jak vyplyva svySe uvedeného souhrnu, budeme studovat tlohu vytypovanych gent pfi
diferenciaci bunék. a to v ,.kontextu* Zivého sav¢iho organismu. Bez vyuziti pokusnych ryb a mysi se
tento typ pro moderni experimentalni biologii béZnych experimenti neda provadét. Alternativni
metody postihujici slozitost zkoumané problematiky tak neexistuji. Mnozstvi vyuzitych jedinci
jednotlivych kmend je obtizné odhadnout, ale ptedpokladame nasledujici celkovou ..spotfebu™
pokusnych zvifat: rok 2014 — 250; rok 2015 350; rok 2016 — 350; rok 2017 — 450; rok 2018 - 450
dospélych jedinct a embryi a pfiblizné 300 rybich embryi ro¢né.



