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Nazev projektu pokusi

Alternativni signalizace kanonickych komponent drdhy Wnt

Doba trvani projektu pokusit 5 let

Kli¢ové slova - maximdlné 5 funkce gentl; genetické modifikace; proteinové komplexy; LGR4; nadory tlustého
stieva; organoidy; regenerace tkéni; signalizace Wnt; stfevni epitel, TCF4
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Ukel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka

x | zakladni vyzkum

x _ translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkoudeni kvality, (i¢innosti a nezdvadnosti I€¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

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

zachovani druht

vy38i vzdélavani nebo odbornd pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napf. fefené védecké neznamé nebo védecké &i klinické potieby)

Cilem projektu je identifikovat alternativni mechanismy kanonické drahy Wnt, které se podili na obnové a diferenciaci
bun&k stfevniho epitelu u my#i a také na obnové stievniho epitelu po jeho poskozeni. Pochopeni téchto mechanismi je
dileZité, protoZe jejich abnormélni piisobeni vede k tvorbé a rfistu nadori stieva. V ramci tohoto projektu budeme
studovat pfedevdim kanonickou drdhu Wnt, jejiZz aktivita je pro obnovu stievniho epitelu kli¢ova a jeZ je hyperaktivovana
ve ve&t3iné stfevnich nadori u lidskych pacienti. A€koliv je tato draha jiz dlouho pfedmétem studia, v poslednich letech se
ukazuje, Ze je zde mnoho alternativnich a tkaiiové specifickych mechanismii a komponent, jejichZ roli v této signalizaci je
tfeba objasnit a doplnit. Zapojeni té€chto alternativnach komponent drahy Wnt se podili také na heterogenité nadord u
lidskych pacientti, coZ znesnadiiuje lé¢bu. V rdmci tohoto projektu budeme studovat predeviim roli receptoru Lgr4 a jeho
interakei s ligandy Rspo, jakoZ i ambivalentni roli transkrip&niho faktoru Tcf4 v obnové stievniho epitelu a v po&éte¢nich
fazich rustu stfevnich nddord. Vyfazeni regulagnich mechanism drahy umozZiiuje hyperaktivovat kanonickou signalizaci
Wnt v my$i stfevech a vyvolat tak tvorbu nddorl v tenkém i tlustém stfevé. Tvorby nadori lze docilit také podanim
mutagenu a vyvolanim zané&tu v tlustém stfevé. Data ziskana pfi studiu my$ich modeld rakoviny stieva budeme v ramci
projektu ov&fovat také na standardizovanych lidskych nadorovych bun&nych liniich a na vzorcich nadort z operovanych
pacientil, které budeme aplikovat imunodeficientnim my3im a déle analyzovat. Také in vitro kultura stfevnich organoidf,
ziskanych z lidskych nadorti, umoZni charakterizovat tyto nddory a miize v budoucnu pfispét k individualizaci 1éby
pacientil s kolorektalnim karcinomem.

Pravdépodobné potenciilni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaiem v&dnim oboru
nebo jaky piinos by z n&j élovék &i zvifata mohli mit)

Ogekavame, Ze pokusy popsané v tomto projektu povedou k ziskani novych informaci o stfevnich nadorech a Ze tyto
informace budou potencidlng vyuzitelné v cilené 1é&b& a tvorb& progndzy u jednotlivych typii kolorektélniho karcinomu u
Eloveka.

Druhy a p¥iblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

K pokusiim budou pouZiti dospéli jedinci Mus musculus rizného stafi. Pfedpokladame nasledujici celkovou ,,spotfebu
pokusnych zvifat: rok 2018 —250; rok 2019 — 250; rok 2020 — 250; rok 2021 — 350, rok 2022 - 350.

Jaké jsou o€ekavané neZadouci G¢inky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zdvaZnosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skondéeni pokusu?

Navrhovana mira zédvaZnosti je mirna. Navrhované metody aplikace latek jsou pro zvitata $etrné a nezpiisobuji vyraznou
¢i dlouhodobou bolest. Vyvolani zinétu &i nadori ve stfevech miZe zhoriit fyziologickou funkei stfeva, nicméng zvitata
budou usmrcena dfiv, nez dojde k vyraznym patologickym zmé&ném plisobicim utrpeni. Riist lidského nadoru v podkozi
imunodeficientnich my3i zpiisobuje pouze nepohodli, nddor nezasahuje do funkce organti a zvite je usmrceno, jakmile
dosahne 1éze potiebné velikosti.

Uplatiiovéni 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivéni zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro& nemohou byt vyuZity alternativy bez pouziti
zvifat.

Studium molekuldrnich mechanismii obnovy a regenerace stfevniho epitelu vyzaduje vzhledem ke komplexni struktufe
epitelu a signalizatnimi kontextu okolnich tkéni my3i in vivo model. Také zachovéni fenotypu lidskych nadorovych bungk
pfi jejich expanzi mimo pacienta vyZaduje Zivé pokusné zvife. Vznik a vyvoje nadoru a s tim spojenou signalizaci v
organismu nelze sledovat jinak nez in vivo. Data ziskand in vitro je vzdy tfeba ovéfit s pouZitim statisticky vyznamného
mnoZstvi pokusnych zvifat.

Omezeni pouZivéni zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zviat.

V pokusech pouZijeme vidy nejmensi statisticky vyznamné mnoZstvi zvifat. Experimenty budou pe&livé planovany, coz
zamezi nutnosti jejich opakovani. VyuZiti organoidovych kultur zdravého i nddorového epitelu umozni zna&né sniZeni
mnozstvi pokusnych zvifat.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v pfipad€ tohoto zvifeciho modelu jednd o nejsetrngjsi




pouZiti z hlediska védeckych cild.
Vysvétlete obecna opatfeni, kterd budou pfijata za i¢elem sniZeni (ijmy zplisobené zvifatim na minimum.

Pro ugely tohoto projektu byla jako modelovy organismus vybrana mys a to z toho diivodu, Ze se jedné o nej¢astgji
pouzivany savéi model, ktery je z genetického i fyziologického hlediska blizky &lov&ku a tudiz poznatky ziskané studiem
my3i jsou potencidln& aplikovatelné i v lidské medicing. Zvifata budou chovéna ve specidlng upraveném zvefinci

v prostornych chovnych nadobach s neustalym pfistupem k vodé i potravé. Setrnou manipulaci se zvifaty zajisti dohled
zkuenych v&deckych pracovnikii. Manipulace se zvifaty za u&elem vyvolani zan&th &i nadorii ve stfevé budou probihat co
nejkrat¥i dobu. U metod, které zpiisobuji v&tsi nepohodli &i bolest, bude pouZita krdtkodobé celkova anestezie.




