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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU @&« ¥/2044

Nizev projektu pokusi

Regulace rovnovahy mezi diferenciaci a pluripotenci; charakterizace funkce p38-MAPK ve
vnitini bunééné hmot€ mysi blastocysty na molekularni Grovni.

Doba trvéni projektu pokusti aa
Kli¢ova slova - maximdalné 5 my§i preimplantaéni embryo, blastocysta, pluripotence, primitivni endoderm, aktivace
mitogenem

Utel projektu pokusii - oznacte jej kifizkem (x) do prdzdného policka

x | zakladni vyzkum

transla¢ni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkousenf kvality, uéinnosti a nezavadnosti 1é&¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkil

ochrana pfirodniho prostredi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhil

vy$8i vzdélavani nebo odborna pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napi. fe§ené v&€decké neznameé nebo védecké &i klinicke potieby)

Popis tilohy p38 mitogenem aktivovanych kinaz (p38-Mapk) pfi regulaci bunééného vyvoje v mysich blastocystach (ICM)
v priib&hu preimplantaéni faze. Identifikace paralogi p38 vyZadovanych pro diferenciaci primitivnich endodermi (PrE) a
jejich mechanismy aktivace s pouzitim proteomickych a transcriptomickych screeningi pro identifikaci a charakterizaci
efektorovych molekul p38. Vysledky jsou vyuZitelné pro klinické a asistované reprodukéni technologie (ART) u lidi.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaSem védnim oboru
nebo jaky piinos by z n&j élovek &i zvifata mohli mit)

Tento projekt mé potencial pro dal$i porozumé&ni mechanismu, jak mdZe populace v podstaté pluripotentnich bunék (se
schopnosti dat vznik burikdm potomkd, které mohou vytvofit viechny vrstvy zarodeénych tkéni), diferenciaciovat a
samovolné& obnovit pluripotentni subpopulaci bunék v rdmci relevantniho kontextu in vivo. Pochopeni toho, co reguluje
jemnou rovnovahu mezi témito dvéma stavy, ma disledky pro klinickou 1é¢bu, pfi niZ se navrhuje pfizpiisobeni
pluripotentnich kmenovych bunék (napt. Bunééné linie ES nebo iPS) jako lé€ba onemocnéni / poruch a poranéni
zahrnujici nhradu ztracenych a vysoce diferencovanych bun&énych typt. JelikoZ projekt zahrnuje zjistovani kli¢ové
volby bunéénych osudil vyzadovanych pfedimplantaénim embryem, aby pokragovaly v jeho vyvoji (mezi epiblasty a
primitivni endodermovou linii ve vnitini buné&éné hmot&) a Ze to nastane béhem faze vyvoje, kterd je napodobovéna v
lidském embryu b&hem procesu asistované reprodukce (napt. oplodnéni in vitro a pfenos blastostem v d&loze), projekt ma
potenciél zlep§it 1éEbu neplodnosti.

Druhy a pFiblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpokladé

Mys laborovni (Mus musculus) je standardné zaveden jako model savéi embryogeneze, véetné lidské embryogeneze, kde
je tento vyzkum eticky komplikovany. Zdrojem mysich embryi v této studii budou samice generace F1, odvozené od
k¥iZencll inbrednich laboratornich kmend C57B16 (samice) a CBA/W (samci). Tyto samice budou krizeny s F1 samci
odvozenymi od stejného kiiZeni, protoZe takovym kiiZzenim vzniknou robustni embrya vhodna pro mikromanipulaci.

V nékterych piipadech budou samice F1 kiiZzeny s podobné odvozenymi samci F1 nesoucimi bud’ modifikované transgeny
fluorescence histonu H2B-EGFP nebo mTmG, nebo transkripéni proteinovy transgen indukovany transkrip&nim
aktivatorem tetracyklinem, za igelem odvozovani embryi v preimplantadnim stddiu se specifickymi charakteristikami,
které jsou nestabilni pro experimentovani (napf. proteiny nebo prosttedek k aktivovéni transkripce jinych transgenti
indukovatelnym zplisobem). Geneticky normalni a transgenn{ samci F1 budou opakované pouZivany pro oplodnéni do 8
mésic véku, poté budou nahrazeni.

Proto pro tfileté trvani projektu financovaného z GA CR / CSF (2018-2020) bude pouZito 1100 samic my3i (na zakladé
odhadu pravidelného zasobovani my3i 5-7 individudlnich zvifat tydn&). P¥iblizn& 70 samic my3i bude opakované
pouZivano po celou dobu trvani experimentu. V poéate¢ni fazi projektu budou transcriptomove i pluripotentni
experimentalni screeningy vyZadovat dal§ich 50 samic my3i. Celkové pouZito / usmrceno 1220 mysi (tj. cca 406 za rok).

Jaké jsou oéekavané nezadouci ucinky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zvaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

Pro samice my$i bude mit vyzkum minimélni vedlej$i i¢inky. Budou lé¢eny podle zdokumentovaného reZimu lé€by
reprodukénimi hormony (podavanymi dvéma individudlnimi intraperitonealnimi injekcemi - licencovanym a vySkolenym
persondlem), které jsou bézné pouzivany v laboratofich po celé zemi a ve svété (bez jakychkoli hlaSenych nezadoucich
a¢inkd ). VSechna zvitata budou usmreena prostiednictvim cervikélni dislokace maximalng Sest dni po prvni injekei
hormonu (nejéastéji po 3,5 dnech). Samci my3i, ktefi dosdhli konce své reprodukéni uZitenosti, budou usmrceni za
pouziti pfedavkovanim anestetikem.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvifat: Uved’te, pro¢ je nutné pouZit zvitata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouZziti
zvirat.

Studium preimpla¢niho embryondlniho vyvoje nemiiZe byt nahrazeno alternativnim materidlem bez pouZiti zvifat.

Omezeni pouzivéni zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poétu zvirat.

Pocet testovanych mysi (zdroj preimplantaénich embryi pro vyzkum) bude omezen na naprosté minimum potfebné ke
splnéni tohoto projektu. VyuZit indukované superovulace zajisti maximélni vyt&€Zek embryi na jednu samici (30 aZ 50




embryi pfi superovulaci vs. cca 12 pfi normalni ovulaci). Manipulace se zvifaty a ziskdvani embryi bude svéfené vyhradné
trénovanym osobam s dostatkem zkuSenosti, coz povede k minimalizaci ztrat embryi a v diisledku ke sniZeni poctu
vyuzitych zvifat.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v piipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o nejSetrn&jsi
pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za i¢elem sniZzeni (jmy zplsobené zvifatiun na minimum.

Mys laboratorni se nejast&]ji vyuZiva jako model pro studium sav&iho preimplanéniho vyvoje. Je to vhodny model,
protoZe z jedné samice se po superovulaci dd ziskat relativné vysoky pocet embryi, a jsou zavedeny standardni metody pro
kultivaci embryi a manipulace s nimi. Intraperitonedlni injekce a usmrceni zvifat budou vykonavat proskolené osoby a tim
bude minimalizovan stres pro zvifata. Zvifata budou chovana v standardnim prostfedi splfiujici viechny vyzadované
podminky (12-hodinovy cyklus svétla a tmy, dostatek potravy a vody, vhodna teplota a vlhkost, podestylka, atd.).




