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Nézev projektu pokusi

Molekulirni a genetické interakce adaptorového proteinu PSTPIP2 a jejich role ve zdravi a nemoci

Doba trvani projektu pokusti 5 let

Kligové slova - maximdiné 5 PSTPIP2, chronickd multifokalni osteomyelitida, autoinflamatorni choroba, IL-1,
signdlni transdukce

Utel projektu pokusti - oznacte jej kfizkem (x) do prdzdného policka

x | zakladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, Ginnosti a nezdvadnosti 1é&iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkil

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

zachovani druhii

vy38§i vzd&lavéni nebo odborna pifprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

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

Cilem projektu je charakterizace molekularnich mechanizmi, kterymi adaptorovy protein PSTPIP2 reguluje prozanétlivou
signalizaci v neutrofilnich granulocytech a dal3ich typech leukocyti. Budeme se téZ snaZit objasnit, jak se deregulace
signalnich drah v PSTPIP2 deficientnich neutrofilech promita do néslednych procesii vedoucich ke sterilnim zan&tfim
mygich kmene cmo. Budme se zabyvat analyzou vazebnych partneri PSTPIP2 a genetickymi interakcemi mezi mutacemi
Pstpip2 a dal$ich genti a jejich vlivem na rozvoj zanétlivého onemocnéni. Piijde zejména o objasnéni jejich role

v signalnich drahéch a funkcich neutrofili a v dalsich mechanismech regulace zanétlivé odpovédi se zamé&fenim na

| regulaci exprese a §t€peni IL-1.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaSem v&dnim oboru
nebo jaky piinos by z n&j &lovek &i zvifata mohli mit)

Hlavnim p#inosem bude roziifeni nasich poznatkii o molekularnich mechanismech a patofyziologii autoinflamatornich
chorob, zejména t&ch s postiZzenim kosti. Vysledky mohou byt diileZité i pro budouci vyvoj novych lééebnych strategii.
Poznatky ziskané v rdmci tohoto projektu budou také piispivat k nafemu obecnému chapani regulace zan&tu na
molekuldrni trovni a pfispé&ji k poznéni, jakymi mechanismy IL-1 zplisobuje a reguluje zané&tlivou odpovéd’.

Druhy a pFibliZné poéty zvirat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

V projektu pokusii bude vyuZito n&kolik unikatnich inbrednich kment my3i domaci (Mus musculus) a jejich kifiZenci
konkrétné pijde o (pfiblizné za rok):
1) Mutantni my$i kmen CMO (Cg-Pstpip2cmo/J) s bodovou mutaci v genu Pstpip2 (¢.293T—<C), jeho varianta
vznikl4 zpétnym k¥izenim na genetické pozadi C57BL/6 a jejich kfiZzenci s kmeny uvedenymi v bodech 2-14:
300-550
2) Mutanti mySi kmeny s bodovymi mutacemi v genu Pstpip2, které vedou k zdmé&né tyrozinli v C-koncové &asti
proteinu PSTPIP2 (Y323, Y329, Y333) za fenylalaniny. Pijde o jednotlivé mutace i jejich kombinace: 150-350.
3) Mutantni my3i kmeny s delecemi v genu Pstpip2, v &sti kédujici C-koncové oblasti proteinu PSTPIP2 zahrnujici
Y323, Y329 a Y333 a jejich bezperostiedni okoli nebo delci celé C-koncové &4sti obsahujici tyto tyroziny: 150-
350.
4) Mutantni my%i kmeny s bodovou mutaci v genu Pstpip2 vedouci k zdm&n& W232 za A nebo delece
v bezprostiednim okoli W232 (v&etng): 150-400.
5) Kontrolni kmeny C57BL/6 a Balb/C: 30-150.
6) Knock-out (KO) my3i s inaktivovanym genem Pstpip2: 100.
7) Knock-out my3i s inaktivovanym genem Ptprc kédujicim receptorovou fosfatazu CD45:150.
8) Knock-out mysi s inaktivovanym genem Cybb kédujicim Nox2 podjednotku NADPH oxidasy: 150.
9) Knock-out mysi s inaktivovanym genem Myd88 kédujicim adaptorovy protein MyD88:100.
10) Knock-out my3i s inaktivovanym genem Lst1 kodujicim adaptorovy protein LST1/A: 20-50.
11) Knock-out my3i s inaktivovanym genem pro IL-1B nebo jeho receptor: 150.
12) Knock-out my3i s kondicionélng inaktivovanym genem Myd88 kddujicim adaptorovy protein MyD88 a jejich
kfiZenci s kmeny uvedenymi v bodé 12: 60-200.
13) Transgenni my3i kmeny nesouci gen kédujici Cre rekombindzu pod riiznymi promotory (MRP8-Cre, Vav-Cre,
OC-Cre): 30.
14) Transgenni my$i kmen DTA-MRP8-Cre, nesouci receptor pro diphtheria toxin na granulocytech a jeho kfiZenec
s kmenem CMO: 30-150.
Uvedeny jsou pouze odhady poétii zvifat. Vzhledem k tomu, Ze nelze pfedvidat vysledky jednotlivych experimenti tohoto
projektu, skute¢né poéty zvifat se mohou v zévislosti na priilb&Znych vysledcich od téchto odhadii liit. Vzdy viak bude
uplatfiovana maximdlni snaha o minimalizaci podtu vyuZitych zvifat.

Jaké jsou ofekdvané nezadouci u€inky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

Tento projekt pokusii zahrnuje experimenty, kieré by mohly zpiisobit zvifatim utrpeni, bolest nebo nadmérny stres
maximalné v mirn€ nebo stfedni mife. Zvitata budou pravideln& monitorovana tak, aby byla minimalizovana bolest a
utrpeni a taktéZ bude kontrolovano, jestli maji snadny pfistup k potravé a vodg. Pro pokusy se nebudou vyuzivat




prostfedky snizujici bolest. Po skongeni pokusu budou zvifata usmrcena odpovidajici metodou (cervikalni dislokace).
Likvidace zvifat bude provedena asana&ni sluZbou, se kterou mé pracovi§té smlouvu.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Alternativni metody nepostihuji sloZitost zkoumané problematiky, a proto nemohou nahradit navrhované pokusy. Pokud
se objevi nové alternativni metoda nezahrnujici pouZiti zvifat, bude pouZit tento pfistup. P¥i pldnovéni tohto projektu
pokusii byly pro vyhledavani moZnych alternativ vyuZity nasledujici zdroje: védecké publikace, databaze 3R
(http://www.nc3rs.org.uk/category.asp?catID=3), a ALTWEB (http:/altweb.jhsph.edu/resources/searchalt/index.html).
Pro piipad, Ze by se objevily nové alternativni metody, bude vyhledavani pokracovat také v prib&hu projektu pokusu. Pro
omezeni experimentl na my$ich budou vyuZity alternativni metody jako bun&éné kultury, tkafiové kultury a in vitro
modely. V pfipadé analyz na bun&né a molekuldrni trovni budou v maximalni moZné mife vyuZivany imortalizované
leukocytarni progenitory a buiiky z nich diferencované in vitro. Primérni buiiky z usmrcenych zvifat budou pouZity jen

v mife nezbytn& nutné pro potvrzeni ziskanych vysledkii a pro experimenty, které na progenitorech nebude moZn€ proveést.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmen3iho pottu zvifat.

Potet zvifat pouZitych pro jednotlivé experimenty bude omezen na minimum. Experimenty budou petlivé planovény a
bude pouzZit minimalni po&et my3i potfebny pro dosdhnuti biologické a statistické signifikance a udrzovéni jednotlivych
mysich linii v chovu. V3ude, kde to bude moZné, budeme u in vivo experimentii po usmrceni zvitat zdroveii ziskévat tkdn&
pro dal3i analyzy in vitro (takto redukujeme celkovy po&et pouZitych mysi na minimum).

Setrné zachazen( se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro€ se v ptipadé tohoto zvifectho modelu jedna o nejSetrn&j3i
pouziti z hlediska v&deckych cilil.
Vysvétlete obecnd opatfeni, kterd budou pfijata za icelem sniZeni ijmy zplisobené zvifatiim na minimum.

Utrpeni, bolest a stres my3i budou vZdy omezeny na minimum. My3i budou chovény v optimélnich podminkéch, které
jsou stanoveny sou¢asnymi regulacemi EU a mistnimi zdkony a vyhlaSkami. My3i budou pravideln€ kontrolovény a
oSetfovéany prodkolenymi o3etfovateli. V pFipadé zjevného utrpeni, stresu nebo projevu nemoci presahujici deklarovanou
zavaZnost pokusu budou pokusn zvifata okamZit® usmrcena odpovidajici metodou (tedy cervikélni dislokace podle
Natizeni z roku 2010/63/EU Evropského parlamentu a Rady pro ochranu zvifat pouZitych pro védecké ugely) a nasledng
budou analyzovéna. Odbér krve bude provadén jenom zkuienymi vyzkumnymi pracovniky. Pfi transplantaénich studiich
budou my3i transplantovény pti oralni anestezii prostfednictvim retroorbitélni injekce nebo injekci do ocasni Zily bez
anestezie. Transplantace bude provad&t op&t jenom osoba zkusend a trénovand, &imZ se mira utrpeni a bolesti omezi na
minimum. Pod4vani 1é¢iv a dal¥ich pokusnych latek my$im bude providdéno jenom zkuSenymi pracovniky injikovanim
latky do peritonea nebo podkoZné.




