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Utel projektu pokusi - oznacte jej kiizkem (x) do prazdného policka
x | zékladni vyzkum

 translaéni nebo aplikovany vyzkum

_ Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, u¢innosti a nezavadnosti léciv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

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

zachovani druhii

vy8§i vzdélavani nebo odbornd priprava

| trestni fizeni a jiné soudni Fizeni

Cile projektu pokusil (napf. feSené védecké nezndmé nebo védecké ¢i klinické potteby)

Signalni dréhy, které reguluji vyvoj mléené zlazy, jsou vyuzivany nadorovymi buiikami b&hem kancerogeneze prsu. Proto
Jje poznani mechanismi regulujicich vyvoj mlécné zlizy nezbytnym predpokladem pro pochopeni mechanismi vzniku
nador( prsu a pro vyvoj novych lé¢ebnych postupi.

Védecka studie mé za cil ptispé&t k pochopeni molekularnich mechanismi, které reguluji vétvici morfogenezi mlééné zlazy
béhem puberty. Specificky budou v ramci této studie studovany interakce mezi buiikami mlééného epitelu a stromatu,
predevsim fibroblastii, v my3i mlééné Zlaze a jejich regulace signalni drahou fibroblastového ristového faktoru (FGF).
Tato studie navazuje na naSe predchozi poznatky z 3D bun&nych kultur, které ukazuji, z¢ mezi buiikami epitelu a
fibroblasty probihd obousmérnd signalizace, ktera reguluje morfogenezi epitelu prostfednictvim parakrinnich signall i
remodelace extracelularni matrix. Nezbytnym vychozim materidlem pro tuto studii jsou primarni buiky my3i mlé¢né
Zlazy, tj. bufiky nezménéné kultivaci in vitro, a nenahraditelnym hlavnim testem pro ovéfeni nasi hypotézy je analyza
chovani studovanych bunék v jejich normalnim prostiedi. Vysledkem této studie bude zasadni pisp&ni k poznani
mechanismi regulujicich vyvoj mlé¢né zlazy, jejichz deregulace miZe vést ke vzniku nadorti prsu, a proto jsou kandidaty
na vyvoj novych lééebnych postupi.

Pravdépodobné potenciilni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem vé&dnim oboru
nebo jaky pfinos by z n&j ¢lovék ¢&i zvifata mohli mit)

Tento projekt pokusii objasni mechanismy regulujici vyvoj mlééné zlazy, jejichz deregulace mize vést ke vzniku nadori
prsu. Tim pfispé&je k odhaleni signalnich drah, které jsou asociovdny s rakovinou prsu, a k navrzeni vhodnych kandidatnich
molekul pro vyvoj novych lé¢ebnych postupii. JelikoZ stejné mechanismy interakce mezi stromatem a epitelem, jako ty
studované v mlé¢né Zlaze, jsou asto vyuzivany i v jinych typech tkani/organti, napomiize tato studie i odhaleni
univerzilnich mechanismii normélniho vyvoje a kancerogeneze.

_Druhy a pFiblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

Studie bude vyuZzivat mysi kmeni Colla2-Cre, Rosa26™ ™S, Fgfy [fox/ox; Fgfy Mloxfiox. Fafi 3lexflox 4 jejich hybridy vzniklé
kfizenim rodi¢ovskych parii/triad. Hlavnim pfedmétem projektu budou samice, které budou ve véku 3-10 tydni (puberta),
3-6 mésich (dospélost) a 7-24 mésici (stafi) vyuzivany pro ziskavani tking mlééné Zlazy pro analyzy. Samci budou

vyuziti pouze pro sestavovani rodi¢ovskych part/triad.

|V projektu bude pouzito do 2000 mysi. W
Jaké jsou odekdvané nezadouci G¢inky u zvifat? Jaka je navrhovand mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty nalozeno po
skonceni pokusu?

Navrhovana klasifikace zavaznosti pokusi je mirna: V ddsledku pokusu pravdépodobné pociti pokusna zvitata slabou a
kratce trvajici bolest (po odbéru biopsie na genotypizaci). Operace nejsou planovény. Pro ziskani tkani budou mysi
usmrceny cervikalni dislokaci. U knockout zvifat nedokazeme tiplné odhadnout, zda vysledkem nebudou vyvojové
defekty, kter¢ by mohly zpisobit bolest ¢i utrpeni mutantnich mysi. Aviak mysi budou pravidelné a pozorné
monitorovany a pfi pfiznacich bolesti ¢i utrpeni budou takto postizené my3i usmrceny (eutanazie cervikalni dislokaci), aby
se zabranilo bolesti a utrpeni pokusného zvitete.

Opétovné pouziti zvifat neni planovano, zvifata budou pouZita jednorazové. Po skon&eni pokusu budou experimentalni
zvifata usmrcena cervikalni dislokaci. Kadavery budou umistény do kafilerniho mraziciho boxu pro VZP.

_Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzZity alternativy bez pouziti

_zvirat.

Vétvici morfogeneze epitelu mlé¢né zlazy probihd v komplexnim prostfedi stromatu, které zahrnuje mnoho bunéénych
typli, signalnich molekul a extracelularni matrix. Cédste¢né moZno toto prostfedi simulovat v 3D bunéénych kulturach,
které¢ byly pouzity v pfedchozich experimentech na ovéfeni studované hypotézy. Jenze i navzdory pokroku v 3D
buné&cnych kulturach se dosud nepodafilo plng simulovat komplexni tkéiiové prostiedi mléené Zlazy v in vitro podminkéch
a z tohoto diivodu ziistava pokus na zvifeti hlavnim testem hypotézy a nelze jej nahradit alternativnim postupem.

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

Efektivniho vyuZiti co nejmendiho po¢tu pokusnych zvifat bude dosazeno ditkladnym planovanim pokusti a maximalizaci
vyuziti tkani pokusnych zvifat. Budou pouzity minimalni nezbytné poéty zvifat s ohledem na nutnost spravného




statistického vyhodnoceni ziskanych vysledki.

| Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a proc‘, sev prlpadé tohoto zviteciho modelu Jedna o0 nejietrnéjsi
pouziti z hlediska védeckych cila.
Vysvétlete obecna opatfeni, kterd budou pfijata za u¢elem snizeni Gjmy zpilsobené zvifatiim na minimum.

MIéena zlaza je specificka pro savce, proto pro studium jejiho vyvoje nelze pouzit zadnou vyvojove nizsi formu
laboratornich zivoéichi, nez jsou mysi.

V pritb&hu pokusiti budou zohleditovéna hlediska humanniho zachazeni s pokusnymi zvifaty, zejména s ohledem na
umozné&ni jejich adaptace, klidné zachazeni, tichy pfistup, navyk na uchopeni rukou, pouzivani pomiicek, které nezpusobl
zviFeti strach, bolest a utrpeni. Pokusna zvitata budou pravideln& a pozorn& monitorovana a pfi pfiznacich bolesti ¢i
utrpeni budou zvifata o3etfena & v zavaznych ptipadech usmrcena (eutanazie cervikalni dislokaci), aby se zabranilo
bolesti a utrpeni pokusného zvifete.




