NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 82/2018

Nézev projektu pokusi

Produkce geneticky modifikovanych mySich modelii pomoci in vivo elektroporace

Doba trvani projektu pokusi 5 let

Klitova slova - maximdiné 5
Utel projektu pokusii - oznacte jej kFizkem (x) do prdzdného policka

X | zékladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkou3eni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti lé¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

ochrana piirodniho prostiedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhti

vy33i vzdélavani nebo odborna pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napt. fefené védecké nezndmé nebo v&decks &i klinické potieby)

Epigeneticky silencing je proces, kterym je regulovéna transkripce a vnitrobun&tna exprese genu. V souasné dobé se
studuji podrobné molekuldrni mechanismy tohoto procesu. Jednim z kli¢ovych faktori je protein Fam208a, ktery byl
identifikovén jako sou€ast HUSH komplexu. Pro pokraéujici vyzkum role Fam208a v epigenetické represi planujeme
pfipravit nasledujici my3i modely: 1) s piimou modifikaci genu Fam208a, ktera zptisobi zhor3eni jeho funkce, 2) s
fluorescenén& znaéenym proteinem Fam208a, ktery ndm umoZni sledovat jeho endogenni expresi a 3) s modifikovanymi
genetickymi lokusy, které jsou reprimovany Fam208a. Tyto modely nam umozZni dal3i a detailngjsi stadium Fam208a-
dependentni represe, které neni moZné s vyuZitim nadich dvou jiZ existujicich my$ich modeld, vytvofenych pfiblizn& pred
10 lety pomoci ENU mutageneze.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vagem vé&dnim oboru nebo
jaky pfinos by z né&j &lov&k &i zvifata mohli mit)

Pfinosem tohoto projektu bude lepsi pochopeni mechanismu, kterym represe genii ovliviiuje starnuti a vlastnosti
kmenovych buné&k. NaSe nélezy by mély pispét k lep§imu pochopeni zdkladnich procest, které doprovazeji starnuti a
omezeni fyziologickych funkci v priib&hu starnuti.

Druhy a p¥iblizné po&ty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

K pokusiim budou pouZity my3i mus musculus téchto linii: ICR (CDI), FVB a C57B16. Celkovy po&et pokusnych zvifat
pouZitych pro tento projekt je uveden v tabulce.

; Zia rok Za 5 le
e SHIC) SAIMICce SAINCH SAINICE
ICR (CD1) 8 48 40 240
C57BL/6 48 960 240 4800
FVB 24 480 120 2400
Celkem 80 1488 400 7440
Celken 1568 7840

Celkem: 7840 zvifat pro 5 roky

Jaké jsou otekavané nezadouci i¢inky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zévaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonc¢eni pokusu?

U zvifat nejsou oekdvany Zddné neziddouci uinky. Po skondeni pokusu budou zvifata usmrcena cervikalni dislokaci..
Likvidace zvifat bude provedena asanac¢ni sluZbou, se kterou mé4 pracoviité smlouvu. Navrhovana mira zAvaZnosti je
stfedni.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Zkoumén{ ulohy jednotlivych genii v komplexnim prostiedi celého organismu neni moZné pomoci alternativnich metod
nebot’ nepostihuji sloZitost zkoumané problematiky a proto nemohou nahradit my&i modely jejichZ priprava je planovana
v tomto projektu.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvatlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho po&tu zvitat.

Budou pouzity minimalni po&ty zvifat, které jsou potiebné k produkci transgennich zvitat. Bude vyuZito nejnov&jsich
poznatkil v dané problematice, které zvy3i efektivnost. Ustaveni elektroporaéni techniky vyznamné sniZi podet zvitat
potfebnych pro pfipravu mySich modelii ve srovnéni se standartnimi postupy.




Setrné zachdézeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a proé se v ptipadé tohoto zviteciho modelu jedné o nejSetrn&jii
pouziti z hlediska védeckych cilt.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za i¢elem sniZeni ijmy zplisobené zvifatiim na minimum.

Mys3 je pro nés typ experimentli vyhodnym modelovym organizmem. Z tradi¢nich modeli ma nejbliZe k &lovéku, takze
ziskané poznatky mohou byt pfinosem i v oblasti lidského vyzkumu. Jsou uZite€né i pro pomé&rné snadnou manipulaci,
relativng kratky Zivotni cyklus a v&t3i podet potomstva. Vyhodou je i dostupnost genetické informace, protoZe jeji genom
byl osekvenovan.

Operace, piiprava i postoperativni pée budou probihat ve specidlnich mistnostech k tomu uréenych. B&¢hem operace i po
operaci jsou zahfivana kviili hypotermii. Po operaci budou zvifate udrzovana v IVC klecich a pravidelng kontrolovéna. Pro
znecitlivéni a sniZeni bolesti pokusnych zvifat b&hem chirurgického otevieni bfi¥ni dutiny a nasledné elektroporace bude
podavano anestetikum Ketamin/Xylazin (87,5 mg/kg Ketaminu a 12,5 mg/kg Xylazinu, ddvka je uvedena na t&lesnou vdhu
mys$i) i.p. injekci. Déle bude podavano analgetikum buprenorphine (davka 0,2 mg/kg t&lesné véhy zvifete).. Po skonéeni
pokusit budou usmrceny cervikalni dislokaci, takZe ijma zpiisobena zvifatim bude minimélni, bez zndmek utrpeni.




