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Nézev projektu pokusii

Charakterizace nového genu diileZitého v epigenetickém umlIZovani genii

Doba trvéni projektu pokusil 3 roky

Kli¢ova slova - maximdlné 5 Uml€ovéni genti (gene silencing), remodelovani chromatinu, pluripotence

Ugel projektu pokusi - oznacte jej kfizkem (x) do prdzdného policka

X | zakladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouSeni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti 1é&iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkii

ochrana pfirodniho prostfedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druhl

vy38i vzd&lavéani nebo odborna pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené v&decké nezndmé nebo v&decké &i klinické potieby)

Tento v&decky projekt se zabyva charakterizaci role genu Fam208a, dFive zndmy jako D14abble, a jeho mutaci pFi
regulaci formace heterochromatinu a uml&ovéni genti (gene silencing). P¥inosem studie bude porozuméni mechanismu
uml€ovani genl (gene silencing) v oblastech, které souvisi s patogenezi komplexnich lidskych chorob, restrikei a aktivaci
viri a onkogenti. C4st experimentii by m&la prispét k daliimu porozuméni reprogramovani kmenovych bunék.

Pocet a druh pouZitych pokusnych zvifat:

Mutantni modely v tomto projektu byly vytvoteny na genetickém pozadi kmene C57BL/6 a nesou homozygotni
transgenni alelu obsahujici promotor lidského alfa-globinu, ktery fidi expresi GFP (green fluorescent protein). V projektu
charakterizujeme 2 mutace (mutace: MommeD6 a MommeD20). Jeliko? je genu Fam208a velky, je nutné pfi jeho
zkoumdni pouZit obou mutantii samostatng a v kombinaci.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosa¥eno pokroku ve vaiem v&dnim oboru
nebo jaky piinos by z né&j &lov&k &i zvifata mohli mit)

Projekt bude kombinovat matematické modelovani s technologiemi funkéni genetiky, abychom porozumnéli
heterochromatinovému genovému uml&ovéni, a s tim souvisejicimi jevy ovlivitujici lidské zdravi, véetn® retroviralni
susceptibility a vyvoje komplexnich chorob.

Druhy a pFibliZné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se predpoklada

Experimenty vyuziti zviFat

KF¥iZeni a pFiprava poZadovanych genotypii

MommeD6 (75 null and 75 wildtype) 150

MommeD20 (75 null and 75 wildtype) 150

Analyza mutace Momme D6 a MommeD20 v genu D14Abble
ve fenotypu embryi (whole-mount histochemické analyzy, RT-
PCR analyzy). Embrya budou analyzovina ve dnech: 3.5, 4.5,

6.5,7.5a8.5
MommeD6 300
MommeD20 300

Izolace my3ich embryonalnich fibroblasti, izolace kmenovych
bunék z embryi a fluorescenéni tFidéni pro analyzu krevnich
elementi venézni krve

MommeD6 (75 null and 75 wildtype) 50
MommeD20 (75 null and 75 wildtype) 50
Celkem po dobu 3 rokii projektu 1000

Jaké jsou oCekdvané neZzadouci uginky u zvifat? Jaké je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

U zvifat nejsou oéekdvany Zidné nezadouci uginky. Mira zavaznosti je déna tim, Ze zvifata znovu nenabydou po
experimentu védomi. Po skonéeni pokusu budou zvifata usmrcena cervikalni dislokaci. Likvidace zvifat bude provedena
asanadni sluZzbou, se kterou ma pracoviité smlouvu.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivéni zvitat: Uved'te, prog je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouZiti




zvitat.

U tohoto projektu bylo pouZito viech moZnosti sniZeni negativniho dopadu pokusii na pokusna zvifata. U t&chto pokusii
byly pfehodnoceny alternativni experimentélni metody. Pro uréeni specifické funkce genu v organismu a vytvofeni
modeld nemoci nelze, z diivodu vysoké komplexity pobihajicich jevil, praci se zvifaty nahradit alternativnimi metodami.
Mno#stvi zvifat bylo zvoleno podle poZzadavku na minimélni potfebny po&et dostateény k objektivnimu statistickému
vyhodnoceni pokusu pii analyze zminénych mutanti a jim odpovidajicich kontrol. Déle izolace embryonélnich fibroblastd
a kmenovych bungk z mutantnich linii ndam umoZtiuje vykondvat in vitro pokusy k charakterizaci n€kolika molekularnich
a bun&énych parametrii. Fluorescenéni t¥idéni a analyza krevnich elementt je vykonatelné z malého mnoZstvi krve,
sniZujici celkovy podet pouZitych zvifat.

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

Minimalni kohorty zvifat pro ziskéni statisticky prikaznych vysledki z planovanych pokusii jsou zaji¥t€ny naprostym
vyuZitim viech odebranych vzorkii z jednoho zvifete; odebirdny budou také organy, které budou moci byt pozd&ji vyuZity
k retrospektivni analyze. Zaroveii také poditime s vyuZitim in vitro experimenttl, které zajisti omezeni po€tu pokusnych
zvifat.

Setrné zachazenf se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zviat a pro¢ se v ptipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o nejSetrn&;ji
pouziti z hlediska v&deckych cili.
Vysvétlete obecna opatfeni, kteréd budou pfijata za ucelem sniZeni ijmy zptisobené zvifatim na minimum.

U pokusnych my3i jsou dostupné viechny genetické informace. NavrZené experimenty nezahrnuji invazivni oSetfeni,
chirurgické zakroky, ani jiné postupy zptsobujici bolest a stres zvifatliim. My$i budou pouze produkovény a pak utraceny
cervikalni dislokaci, takZe se nepfedpokldda Z4dné utrpeni.




