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X a) zakladni vyzkum

b1) translacninebo aplikovany vyzkum s cilem zabranit a pfedejit onemocnéni, Spatnému
zdravotnimu stavunebo jinym anomaliim nebo jejich nésledkiim u lidi, zvifat nebo rostlin a
diagnostikovat je nebo 1écit

b2) transla¢ninebo aplikovany vyzkum s cilem posoudit, zjistit, regulovat nebo upravit
fyziologické predpoklady lidi, zvifat nebo rostlin

b3) translacninebo aplikovany vyzkum s cilem zlepsit Zivotni podminky a podminky produkce
zvirat chovanych k zemédélskym ucelim

¢) jakykoli z cili uvedenych v pismenu b) pfi vyvoji, vyrobé nebo zkouseni kvality, G€innostia
nezavadnostilécCiv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobku

d) ochrana pfirodniho prostediv zdjmu zdravi nebo dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

e) vyzkum zaméfeny na zachovani druht

X f) vyssivzdelavani nebo odbornd piiprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlepSeni odbornych
znalosti

g) trestnifizeni a jiné soudnifizeni

Vyznam a zdivodnéni pokusii - podrobna charakteristika cili studie s uvedenim konkrétniho o¢ekavaného
piinosu, véetné charakteristiky aplikovanych latek, nebo zarazeni latek do indikacnich skupin

Autoimunitni zadni uveitida je CD4+ T buiikami vyvolané zanétlivé onemocnéni cévnatky a sitnice, které vede
k oslepnuti (Horai R and Caspi RR. J Interferon Cytokine Res 2011;31:733-744). Etiologie onemocnéni neni pfesné
mama a v soucasnosti neexistuje zadna G¢inna terapie, ktera by mohla onemocnéni vylécit (Prete M. et al. J Ophthalmic
Inflamm Infect 2014;4:17). ProtoZe poruSeni hemato-retinalni bariéry (HRB) je vyznamnym ¢asnym faktorem pro rozvoj
onemocnéni (Crane 1J and Liversidge J. Semin Immunopathol 2008;30:165-177), cilem projektu je pfispét k pochopeni
mechanizmi, které reguluji tento patologicky proces a k navrzeni nové preventivni a 1é¢ebné strategie, které by zabranily
postiZeni sitnice.

NaSe predchozi studie ukazaly, Ze lokalni aktivace specifickych senzorickych nervovych vlaken interaguje se
sympatickou inervaci endotelovych bunék hematoencefalické bariéry (HEB) a indukuje vznik prozanétlivého fenotypu
endotelu s naslednym porusenim HEB v my$im modelu roztrouSené sklerozy (Arima Y. et al. Cell. 2012;148:447-457,
Arima Y. et al. Elife. 2015;4:e08733; Arima Y. et al., Elife. 2017;6:e25517). Pfedpokladame, ze obdobny mechanizmus
by mohl ovliviiovat i integritu HRB u autoimunitni uveitidy. V tomto projektu pouZzijeme mysi model autoimunitni zadni
uveitidy, experimentalni autoimunitni uveoretinitidu (EAU), ve které budeme testovat hypotézu, Ze lokalni nervova
aktivita sitnice indukuje vznik prozanétlivého fenotypu endotelovych bunék HRB s naslednym porusenim HRB a
infiltraci imunitnich buné&k do sitnice. Vzhledem k tomu, ze svétlo je hlavnim senzorickym stimulem sitnice, a ze svételna
intenzita urcuje charakter nervovych odpoveédi v sitnici, o¢ekavame, ze fenotyp endotelovych bunék, permeabilita HRB a
projevy EAU se budou li§it v zavislosti na svételné intenzité. Dal§i planované analyzy s vyuzitim farmakologickych a
genetickych intervenci nazna¢i mechanizmus piisobeni imunomodula¢nich neurotransmitert sitnice v indukci zmén HRB
v zavislosti na svételné intenzite.

Specifické cile a oéekavané vysledky:

1) Testovat hypotézu, Ze nervova aktivita sitnice v zavislosti na svételné intenzité ovlivni infiltraci imunitnich
bunék pfes HRB béhem rozvoje EAU

Svétlo pusobi piimo na tfi typy fotoreceptivnich bunék v sitnici savc: ty¢inky, ¢ipky a svétlocitlivé sitnicové gangliové
bunky exprimujici melanopsin (ipRGCs; zangl. intrinsically photosensitive retinal ganglion cells) (Yau KW and Hardie
RC. Cell. 2009;139:246-64). V zavislosti na intenzité osvétleni a aktivité fotoreceptori jsou aktivovany rizné nervové
drahy v sitnici. Pfi fotopické urovni osvétleni se uplatiiuji drahy vychazejici z ¢ipka, pii skotopické trovni osvétleni (1
foton) jsou aktivni sitnicové drahy ztycinek, zatimco pii mezopickych svételnych intenzitach jsou aktivni ¢ipkové i
ty¢inkové drahy v odlisném poméru podle hladiny osvétleni (Asteriti S. et al., eLife 2014;3:¢01386; Zele AJ and Cao D.
Front Psychol 2015; 5:1594; Yau KW and Hardie RC. Cell. 2009;139:246-64). Dalsi sitnicové nervové drahy vychazeji
ZipRGCs a jsou citlivé na raznou svételnou intenzitu od jasného svétla az po minimalni Groven osvétleni (Do MT. et al.,
Nature 2009; 457:281-287). Piedpokladame, Zze zapojeni rGznych nervovych okruh@i vramci sitnice v zavislosti na
svételné intenzité (fotopicka, skotopickd a mezopickd) bude mit vliv na vznik a rozvoj EAU. Protoze dlouhodobé
vystaveni stalé tme (skotopické hladiné osvétleni) narusuje cirkadianni rytmus, coz ma dopad na systémovou imunitni
odpoveéd, vystavime zvirata v tomto projektu pouze fotopickym a mezopickym hladinam osvétleni.

V na$i pilotni studii (nepublikované vysledky studie, kterou jsme provedli na Hokkaido University v Japonsku, ve
spolupraci s laboratoti Prof. Masaakiho Murakamiho) jsme zjistili, ze mezopické osvétleni (3 lux) béhem dne zvysuje
infiltraci imunitnich bunék v sitnici a zavaznost EAU ve srovnani s fotopickym osvétlenim (230 lux). Pro potvrzeni
vysledka z pilotni studie a zji§téni mechanizmu, zda mezopicka svételna intenzita v denni fazi zhorSuje rozvoj EAU pies
lokalni pusobeni v sitnici nebo pies ovlivnéni systémové imunitni odpoveédi, budeme analyzovat i rozdily v poctu
imunitnich bunék a aktiva¢nim stavu CD4+ T lymfocytu v perifernich lymfatickych organech jako je slezina a lymfatické
uzliny u mys$i vystavenych mezopickému a fotopickému osvétleni. Tyto zmény v systémové imunitni odpovédi budeme
dale korelovat s lokalni infiltraci imunitnich bunék v sitnici a s klinickym skore EAU a imunohistochemickymi nalezy
Vv sitnici, zménami genové a proteinové exprese prozanétlivych cytokint a chemokint v endotelovych buinikach HRB a
zménami Vv permeabilit¢ HRB. Ocekavame, ze mezopické osvétleni nebude vyrazné stimulovat systémovou imunitni
odpovéd, ale ze ovlivni lokdlni nervovou aktivitu sitnice s naslednym G¢inkem na integritu HRB a infiltraci imunitnich
bunék do sitnice.

ProtoZe mezopicka svételna intenzita na rozdil od fotopické intenzity aktivuje ne jenom ¢ipky a ipRGCs, ale i tycinky




(Zele AJ and Cao D. Front Psychol 2015; 5:1594), domnivame se, Ze zanétlivé signaly, které podporuji infiltraci
imunitnich bunék u mys$i vystavenych mezopickému osvétleni, pochazeji z nervové aktivity zprostiedkované tyc¢inkami
nebo z interakci mez tycinkovymi a &ipkovymi drahami sitnice. Abychom objasnili mozny dopad nervové aktivity
zprostiedkované ty¢inkami na rozvoj EAU, budeme selektivné inhibovat tycinkovou fototransdukéni kaskadu pomoci
utlumeni exprese genu GNATL (guanine nucleotide binding protein, alpha transducing 1) v sitnici, ktery hraje klicovou
roli pti aktivaci fosfodiesterazy 6 (PDE6), enzymu potiebného pro fototransdukei ty¢inek (Ebrey T and Koutalos Y. Prog
Retin Eye Res. 2001;20:49-94). K utlumeni exprese GNATL v sitnici pouzijeme kratkou interferujici RNA (SiIRNA),
specifickou pro mys$i gen GNATI, kterou budeme podavat v intravitredlni injekci tésné pied nastupem symptomi EAU u
myS$i vystavenych mezopickému osvétleni. Pro zji§téni vlivu interakci mezi tyéinkovymi a ¢ipkovymi drahami sitnice na
EAU, budeme u mysi vystavenych mezopickému osvétleni tyto interakce blokovat inhibitory gap junctions, oktanolem a
karbenoxolem (Heikkinen H. et al. J Neurophysiol 2011;105: 2309-2318; Ayer R. et al. Brain Res. 2010;1315:150-8),
abychom zabranili pfenosu nervovych vzruchu zty¢inek na ¢ipky v dobé zacatku rozvoje EAU. Vtéto experimentalni
¢asti budeme také hodnotit, zda vySe uvedené genetické a farmakologické pfistupy selektivné utlumi zainét sitnice, aniz by
ovlivnili systémovou imunitni odpovéd.

2) Testovat mechanizmus jakym specificka svételna intenzita ovlini vznik prozanétliveho fenotypu cévniho
endotelu sitnice a poSkozeni HRB

Cilem druhé casti tohoto projektu je zjistit jakym mechanizmem pfedpokladana ty¢inkova aktivita v sitnici béhem
mezopického osvétleni piispiva k vzniku prozanétlivého fenotypu endotelovych bunék sitnicovych cév a poruseni HRB.
Integrita HRB z4visi na funkci neurovaskularni jednotky, kterd je ddna interakcemi mez neurony, glidlnimi bunikami,
pericyty, bunkami hladké svaloviny a endotelovymi butikami. Vaskularni butiky HRB jsou parakrinné regulovany
riznymi neurotransmitery v zavislosti na jejich lokalizaci (Newman EA. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci.
2015;370(1672); Drake CT and ladecola C. Brain Lang. 2007;102:141-52). Na ziklad¢ dosavadnich studii,
pfedpokladame, ze plexus kapilar ve vrstvé gangliovych bunck bude piimo ovlivnén neurotransmitery gangliovych bunék,
zatimco povrchovy plexus vnitini jaderné vrstvy bude zejména regulovan neurotransmitery amakrinnich bunék a hluboky
plexus vnitini jaderné vrstvy neurotransmitery horizontdlnich bunék. Vzhledem ktomu, Ze ty¢inky maji synapse
S horizontalnimi butikami a pfes bipolarni buitky komunikuji i s amakrinnimi a gangliovymi buiitkami, je pravdépodobné,
ze nervova aktivita tyCinek pfi mezopickém osvétleni mize ovliviiovat uvollovani riznych neurotransmitert, které
udrzuji homeostazu neurovaskularni jednotky sitnice (Provis JM. et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2000;41:2827-36;
Usui Y. et al. J Clin Invest. 2015;125:2335-46). Proto budeme analyzovat zmény hladin raznych neurotransmiteri sitnice
(dopamin, noradrenalin, adrenalin, substance P, CGRP (calcitonin gene-related peptide), VIP (vasoactive intestinal
peptide), nNOS (neuronalni syntaza oxidu dusnatého), glutamat a acetylcholin) a jejich bunéény zdroj. Po odhaleni
potencialniho neurotransmiteru, jehoz hladina se bude vyznamné li§it béhem mezopického osvétleni ve srovnani
s fotopickym osvétlenim budeme dale zkoumat vyznam tohoto neurotransmiteru v patogenezi EAU béhem mezopického
osvétleni pomoci genetickych a/nebo farmakologickych pfistupl. V téchto experimentech budeme podavat EAU myS$im
vystavenym mezopickému osvétlenisystémoveé nebo intravitrealné blokatory receptort pfislu§ného neurotransmiteru nebo
siRNA, kterd utlumi genovou expresi danych receptort.

Tento projekt poskytne nové informace o vlivu svételné intenzity na rozvoj autoimunitniho zanétu sitnice a o regula¢nich
nervovych drahach, které hraji tlohu Vv poru$eni homeostazy sitnice a v patogenezi autoimunitni uveitidy. Vysledky
tohoto projektu by tak mohly urit nové rizikové faktory pro vznik uveitidy a rovnéz piispét k novym terapeutickym
strategiim chronického zanétu sitnice.

Zdivodnéni vybéru a pouzivani pokusnych zvirat, véetné jejich odhadovaného poctu, druhu a stadii vyvoje

V pokusech b&hem tfi let bude pouZito maximané 600 inbrednich my$i kmene C57BL/6J s haplotypem H-2° ve véku 6 az
8 tydnd (samci a samice). Tato zvifata jsou citliva k rozvoji experimentalni autoimunitni uveoretinitidy indukované
lidskym uveitogennim antigenem: interphotoreceptor biding protein (IRBP). Onemocnéni se vyvine u obou pohlavi
konzistentné a je dobfe reprodukovatelné. PocCet mySi byl zvolen s ohledem na pouzti minimalntho poctu zvifat
pottebnych pro statistickou analyzu vysledki (5-8 zvifat na skupinu).

ProhlaSeni Zadatele o priikazu nezbytnosti pokust nebo uvedeni pravniho piedpisu, ktery provedeni pokust
uklada, wWetné zdivodnéni, pro¢ nelze pokus na pokusném zvifeti nahradit alternativnimi metodami

Pokus je nezbytny z divodu (§ 15 odst. 3 zak. ¢. 246/92 Sb.) pfedchazeni, poznani nebo Iéceni nemoci a k poznani
ovlivnéni fyziologickych stavii a funkei ¢loveka a zvitete.

Prohla§ujeme, ze kompletni integrované projevy autoimunitnich onemocnéni a reakce na zanét je nezbytné sledovat na
zivém modelu, protoze biologickou odpovéd organizmu neni mozné sledovat alternativnimi modely in vitro.

Zabranéni pripadnému neodivodnénému opakovani pokusu - byl tento pokus na zviratech jiz nekdy v minulosti
proveden? Pokud ano, oditvodnéte, proc je nutné opakovani; pokud ne, uvedte zpiisob, ktery jste pouzili pro overeni, ze
tento pokus nebyl dosud proveden

Pokus byl naplanovan na zakladé literarni reSerSe (databaze Medline) a zadny takovy pokus dosud proveden nebyl.
Jednotlivé experimenty nebudou opakovany. Vysledky experimentti budou publikovany v mezinarodnich casopisech, aby
se piedeslo opakovanim experimentti v jinych laboratofich.

Cinnost s pokusnymi zviraty

Podrobny popis pokusti a ¢innostis pokusnymi zvitaty

e Model experimentilni autoimunitni uweitidy (EAU): mySim se aplikuje do ocasni zZly pertusovy toxin (PTx)
vV objemu 200 pl a nasledné se subkutanné poda 100 ul emulze antigenu IRBP1-20 (peptidu o sekvenci 20 aminokyselin:
GPTHLFQPSLVLDMAKVLLD) a kompletniho Freundova adjuvans do oblasti badze ocasu; dva dny po imunizaci se
zopakuje intravendzni aplikace 200 pl PTx.




e Design experimentu: vSechny mysi budou vystaveny mezopickému osvétleni (3 lux v prostiedku klece) ve 12-
hodinové svételné fotoperiodé od 0. do 10. dne po imunizaci, kdy podle nasi pilotni studie nastava prvni infiltrace
CD4+ T lymfocytl do sitnice, av§ak zatim nejsou patmy klinické zmény na sitnici. Poté budou mySirozdéleny do dvou
skupin a budou vystaveny bud mezopické (3 lux) nebo fotopické (230 lux) svételné intenzité¢ v 12-hodinové svételné
fotoperiod¢ a7 do 14. dne po imunizaci, kdy dochazi ke klinickym zménam na sitnici u my$i vystavenych
mezopickému osvétleni. Ve v§ech pokusech bude b&hem 12-ti hodinové no¢ni faize udrzovana svételna intenzita 0 lux
LED Zarovky s pIné spektralnim dennim svétlem budou pouZity jako svételny zdroj pro fotopické svételné podminky a
4 W kompaktni zafivky budou pouzty k dosazeni mezopickych podminek. Svételnd intenzita bude méfena denné
digitalnim luxmetrem uprostied klece.

e Klinické hodnoceni EAU: budeme provadét vySetfeni o¢niho pozadi pomoci endoskopu spojeného s digitalnim
fotoaparatem podle publikované metodiky Topical Endoscopy Fundus Imaging (TEFI) u mys$i (Paques M. et al. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2007;48:2769-74) a digitalni snimky o¢niho pozadi budou nasledné vyhodnoceny podle
klinického hodnoceni systému pro TEFI (Xu H. et al. Exp Eye Res. 2008;87:319-26). Béhem vySetfeni budou zvifata
kratkodobé anestetizovany 2,5 % izofluranem ve smési vzduchu obohacené kyslikem (s prutokem kysliku 0,4 I/min)
inhalovanym maskou a zornice budou dilatovany pomoci o¢nich kapek s 1% tropikamidem a 1% atropin sulfatem
(Paques M. et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2007;48:2769-74). VySetteni provedeme jeden den pied imunizaci (-1.
den) a na 14. den imunizace, tésné pied ukonéenim experimentu.

e Ukonceni experimentu: my$i budou usmrceny ip. injekci pentobarbitalu 250 mg/kg a naslednou transkardialni perfuzi
0,01 M PBS (solny roztok pufrovany fosfitem). Zvitata budou podle skupin usmrcena ve fotopickych nebo
mezopickych svételnych podminkdch ve svételné Casti dne a ve stejnou hodinu. Po usmrceni budou odebrany
cervikalni lymfatické uzliny, slezina a ob& oc¢i, ze kterych budou pod mikroskopem izolovany sitnice. Provedeni
perfuze je nutné pro odbéry sitnice bez kontaminace krevnimi leukocyty Vv sitnicovych cévach.

o Intravitrealni injekce: u EAU my$i vystavenych mezopické svételné intenzité budeme 10. den po imunizaci aplikovat
do jednoho oka intravitrealni injekci Accell siRNA (GE Dharmacon, Lafayette, CO), ktera vyvola utlumeni exprese
GNATI1 nebo receptoru pro vybrany neurotransmiter, jehoZz koncentrace v sitnici se ukdze byt zvySena b&hem
mezopického osvétleni. Do druhého oka bude aplikovana kontrolni Accell SiRNA, nekodujici Zadny gen. Objem
intravitrealni injekce bude 1 pl a davka siRNA bude 100 pM rozpusténych ve sterilnim a RNaz zbaveném 0,01 M PBS.
Kinjekei pouzijeme sklenénou kapilaru o praméru 100 pm. B€hem provadéni intravitredlni injekce budou mysi
anestetizovany 2,5% isofluranem ve smeési kysliku inhalovaného maskou. Po injekci bude na misto vpichu aplikovano
lokalni anestetikum 0,5% bupivakain a o¢ni antibioticka mast s obsahem bacitracinu. Mysi budou poté opét umistény
pod mezopickym osvétlenimaz do 14. dne po imunizaci.

o Intraperitonealni (i.p.) injekce: u EAU mysi vystavenych mezopické svételné intenzité budeme aplikovat denné
inhibitory gap junctions: oktanol (300 mg/kg) a karbenoxolon (100 mg/kg) i.p. od 10. az 14. dne po imunizaci. Oktanol
bude rozpustény ve sterilnimtriglyceridovém oleji a karbenoxolon v 0,9 % fyziologickém roztoku. Tyto davky byly
vybrany na zakladé pfedchozich publikovanych vysledka (Ayer R et al. Brain Res. 2010; 1315: 150-158). Antagonisté
receptortt pro vybrany neurotransmiter, jehoz koncentrace v sitnici se ukaze byt zvy$ena béhem mezopického osvétleni,
budou podavany ip. od 10. az 14. dne po imunizaci, v davkach podle literdrmiho zdroje z Medline. Kontrolni skupina
EAU mysi vystavenych mezopické svételné intenzit¢ dostane i.p. injekci rozpoustédel i¢innych latek.

e Stanoveni permeability HRB: na zavér experimentu (den 14 po imunizaci) budou EAU myS$i anestezovany 2,5%
isofluranem ve smeési kysliku inhalovaného maskou a nasledné bude podan do ocasni Zly roztok Evansovy modie v
davce 30 mg/kg. Po 90 minutach cirkulace barviva budou myS$i usmrceny ip. injekci pentobarbitalu 250 mg/kg.
Nasledné bude oteviena hrudni dutina a mys$i budou transkardialné perfundovany normalnim fyziologickym roztokem
dle publikovaného postupu (Xu H et al. Exp Eye Res. 2008; 87(4):319-26). lhned po perfazi budou obé oci
enukleovany a odebrany sitnice pro stanoveni koncentrace Evansovy modre.

e Chirurgické odstranéni hornich krénich ganglii: mySi ve véku 6 tydnd podstoupi bilaterdlni odstranéni hornich
krénich ganglii v izofluranové anestézi v koncentraci 2,5% ve smési kysliku inhalovaného maskou. Ganglia budou
vyfiznuta transekci cervikdlnich sympatickych preganglionickych nervli a postgangliovych nervti vedoucich k vnitini a
zevni karotidé dle publikované metodiky (Savastano LE. et al. J Neurosci Methods 2010; 192:22-33). U kontrolnich
my$i bude provedena sham operace bez odstranéni ganglii. EAU bude navozena jeden tyden po chirurgickém zakroku
a my$i budou umistény v mezopickych svételnych podminkach az do 14. dne po imunizaci. Odstranéni hornich krénich
ganglii provedeme pouze v piipadé, kdyZ zjistime vyznamné zménéné hladiny noradrenalinu nebo adrenalinu (jako
potencialnich neurotransmiterd ovliviiujicich fenotyp endotelovych bun€k) v sitnici v odpovédi na mezopickou
intenzitu osvétleni. Tento experiment bude nutny, abychom vyloucili vliv svételné intenzity na sympaticky nervovy
systém, protoZe zdrojem noradrenalinu a adrenalinu v sitnici miZzou byt jak amakrinni nebo horizontalni bunky sitnice
(Chen Z et al., Curr Eye Res. 1999;18:39-48; Hadjiconstantinou M et al., J Neurochem 1983;41:1440-1444; Ishimoto |
et al., Neurosci Res 1989;7:257-263; Park DH et al., Brain Res 1988;460:352-355), tak postgangliova vlakna hornich

Mo

kr¢nich ganglii, kterd inervuji nejvnitin€j§i vrstvu sitnicovych cév (Furukawa H. Invest Ophthalmol Vis Sci
1987:28:1752-1760).

Casovy plan jednotlivych fazi pokust na pokusnych zvifatech véetné predpokladaného data jeho ukonéeni




Pokus se uskute¢ni od 12. 2. 2018 do konce roku 2020. Pted vlastnim pokusem prob&hne minimaln¢ tydenni aklimatizace

zvitat.

Rok 1 (2018):

(1) Vyhodnoceni vlivu mezopické a fotopické svételné intenzity na rozvoj EAU (pocet zvitat: 60): v bodech (i) az (iv)
probéhne 4x indukce EAU v mezopickych podminkach a na 10. den po imunizaci rozdéleni zvitat na skupiny — EAU
a/nebo neimunizovana kontrola v mezopickych podminkach a EAU a/nebo neimunizovana kontrola ve fotopickych
podminkach
(i) analyza klinického skére EAU s vyuztim digitalnich obrazii o¢niho pozadi (in vivo, -1. a 14. den EAU), usmrceni

zvifat (14. den EAU) a odbér sitnice pro histologickou analyzu: celkem 10 zvifat (2 EAU skupiny; 5 zvifat na
skupinu)

(ii) usmrceni zvitat (14. den EAU) a odbér sitnice pro analyzu poctu imunitnich bunék CD4+, CD8+ a CDI1lb+
infiltrovanych v sitnici pritokovou cytometrii nebo fluorescenéni imunohistochemii a odbér sleziny a cervikalnich
uzlin pro analyzu poétd imunitnich bunék a aktivacniho stavu CD4+ T lymfocytd v sleziné a cervikalnich
lymfatickych uzlinach: celkem 16 zvitat (2 EAU skupiny; 5 zvifat na skupinu a 2 skupiny neimunizovanych kontrol;
3 zvifata na skupinu)

(iii) usmrceni zvifat (14. den EAU) a odbér sitnice pro izolaci endotelovych bunék sitnicovych cév ke zisténi miry
zanétlivého fenotypu — genové exprese prozanétlivych cytoking a chemokint: celkem 12 zvitat (2 EAU skupiny; 6
zvitat na skupinu) a proteinové exprese prozanétlivych cytokind a chemokinii: celkem 12 zvitat (2 EAU skupiny; 6
zvifat na skupinu)

(iv) stanoveni permeability HRB — usmrceni zvitat (14. den EAU) a odbér sitnice pro zis$téni koncentrace Evansovy
modfe V sitnici: celkem 10 zvitat (2 EAU skupiny; 5 zvifat na skupinu)

(2) Vyzkum vlivu nervové aktivity zprostiedkované ty¢inkami na zanét sitnice a infiltraci imunitnich bunék u EAU my$i
exponovanych mezopickému osvétleni - vyhodnoceni rozvoje EAU po inhibici fototransdukce v ty¢inkach
(intravitrealni injekce SiRNA pro gen GNAT1) a po aplikaci inhibitort pfenosu signalu z ty¢inek na ¢ipky (i.p. oktanol
a karbenoxolon). Vtéchto experimentech provedeme pro kazdou genetickou nebo farmakologickou intervenci stejné
analyzy jako v bodé& 1 (i) az (iv) s pouzitim pouze 2 skupin zvifat (5 — 6 zvitat na skupinu) — EAU v mezopickych
podminkach s intervencia bez intervence (pocet zvifat pro v§echny 3 intervence: 162).

Rok 2 (2019):

(3)Ur¢eni zmény hladin neurotransmiteri sitnice béhem mezopického a fotopického osvétleni. Skupiny: neimunizované
kontroly v mezopickych podminkach, které budou od 10. dne rozdéleny na 2 skupiny — kontroly ustijeny
v mezopickych podminkich a kontroly ustajeny ve fotopickych podminkach. Na 14. den pokusu budou zvifata
usmrcena a nasledné budou odebrany sitnice pro piipravu homogenati, ve kterych se bude stanovovat koncentrace 9
neurotransmitert (viz zdivodnéni pokusu). Vzhledem k velikosti sitnice se budou muset vzorky poolovat dohromady
(asponi 4 sitnice, tj. 2 zvifata) a pro analyzu kazdého neurotransmiteru bude nutné pokus s 8 zvifaty na skupinu
opakovat. Celkem pouzijeme 144 zvitat.

(4)Ur¢eni buné¢ného zdroje neurotransmiterii sitnice ovlivnénych mezopickym osvétlenim. Skupiny: neimunizované
kontroly v mezopickych podminkach, které budou od 10. dne rozdéleny na 2 skupiny — kontroly ustajeny
v mezopickych podminkich a kontroly ustijeny ve fotopickych podminkidch. Na 14. den pokusu budou zvifata
usmrcena a nasledné budou odebrany sitnice pro immunohistochemické analyzy (minimdlné¢ 10 riznych
fluorescenénich barveni). PouZijeme 4 zvifata na skupinu pro kazdy neurotransmiter (v pfipadé analyzy bunééného
zdroje 9 neurotransmiterii pouzijeme celkem 72 zvitat).

Rok 3 (2020):
endotelovych bun¢k HRB a vmik EAU - ziSténi Gc¢inku podavani blokator receptort identifikovaného
neurotransmiteru (i.p. injekce) a/nebo siRNA (intravitrealni injekce), kterd utlumi genovou expresi pfislusnych
receptori a/nebo efektu odstranéni hornich krénich ganglii na rozvoj EAU b&hem mezopického osvétleni. V téchto
experimentech pouzijeme 2 skupiny zvitat — EAU v mezopickych podminkach s terapeutickou intervenci a bez
intervence a pro kazdou intervenci provedeme stejné analyzy jako v bodé& 1 (i) aZ (iv) s poétemzvitat 54 na 1 intervenci
(celkem na 3 intervence: 162 zvitat).

Pokusné nebo pozorovaci strategie a statisticky plan pro minimalizaci poctu pokusnych zvifat, jejich bolesti, utrpenia
strachu a pripadného dopadu na zivotni prostredi




Plan pokust vznikl na ziklad¢ pfedchozich vysledkll na$i pilotni studie a na zakladé dat zdosud publikované literatury.
Pokusy jsou naplanovany tak, abychom minimalizovali poéet pokusnych zvifat. Vzhledem k malé velikosti tkané sitnice
je nutné pro kazdou analyzu v sitnici (histologickou, fluorescenéni imunohistochemickou analyzu, pritokovou cytometrii,
analyzu permeability HRB, izolaci endotelovych bunék sitnicovych cév, stanoveni genové ¢&i proteinové exprese,
stanoveni koncentrace neurotransmiterii) odebrat celou sitnici. Pro kazdou vySe uvedenou analyzu pouzijeme maximalné
5-8 zvitat na skupinu, coZ je nevyhnutny pocet pro standardni statistickou analyzu (t-test). Abychom minimalizovali pocet
zvitat pouzitych v tomto projektu, nebudeme pouzivat skupiny intaktnich (neimunizovanych) zvitat v analyzach vlivu
mezopické a fotopické svételné intenzity na EAU, tedy pouZijeme pouze 2 skupiny: mySi s EAU vystavené mezopickému
osvétleni a fotopickému osvétleni. Za ucelem minimalizace bolesti a utrpeni budeme sledovat akutni fazi EAU (den 14. po
imunizaci; prvni klinické ptiznaky EAU nastavaji od 11. dne) a ne chronickou. V8echny chirurgické zakroky budeme
provadét v celkové anestézii a po ukonceni zakroku budeme podéavat na traumatizované misto lokalni anestetika (napf.
bupivakain) a antibiotika (napf. bacitracin). Stav my$i budeme denné monitorovat a V pfipad¢é rozvoje zavaznych
bolestivych stavli nebo infekce, bude zvife neprodlené usmrceno cervikdlni dislokaci. Rovnéz neinvazivni vySetieni
o¢niho pozadi provedeme v celkové anestézii, abychom piedesli strachu a stresové reakci zvitat. Dale pro minimalizaci
poctu zvitat s EAU pouzijeme v analyzach vlivu mezopického a fotopického osvétleni na koncentraci neurotransmiteru
V sitnici pouze intaktni (neimunizované) my$i. Hodnoceni G¢inku neurotransmiteru, jehoz koncentrace se bude vlivem
svételné intenzity ménit, na fenotyp vaskularnich endotelovych bunék, budeme testovat na bunééné kultuie endotelovych
bunék. Az po identifikaci vhodného neurotransmiteru, ktery bude vykazovat prozanétlivy ti¢inek na fenotyp endotelovych
bunék, budeme inhibovat piislu§ny neurotransmiterovy systémv sitnici EAU my$i vystavenych mezopickému osvétleni.

10.

Navrhovana Kklasifikace zavaznosti pokust - odpovidajici zarazeni zaskrtnéte (X) do prazdného policka; v pravé ¢asti
navrh zdiivodnéte

Zvife nenabude védomi

Mimé

X Stfedni Pokusy zahrnuji kratkodoby chirurgicky zakrok v celkové anestezii za iCelem
podani intravitredlni injekce nebo odstranéni hornich krénich ganglii. Podani
Evansovy modie do ocasni Zly a vySetfeni o¢niho pozadi rovnéz vyzaduje
celkovou anestézii.

Zavamé

11.

Uplatnéni metod v zajmu nahrazeni a omezeni pouzivani pokusnych zviFat a Setrného zachazeni s nimi (3R)

Nahrazeni zvitat (Replacement)

Moznosti nahrazeni zvifat alternativnimi metodami byly dukladné prohledany v databazi Medline. Na zikladé
vyhodnoceni soucasné literatury a poznatki, prohlasujeme, Ze vzhledemk charakteru pokusu, ve kterémbudou studovany
projevy EAU (napf. infiltrace imunitnich bunék zcirkulace do sitnice, zanét sitnicovych cév a sklivce, odtok papily
optického nervu, odchlipeni sitnice) a vliv svételné intenzity, tyCinkové nervové drahy, nebo neurotransmiterového
systému na tyto patologické zmény, neni mozné pokusna zvifata nahradit alternativnimi modely in vitro/in situ a ani
pokus modelovat poéitacovym programem. V piipad¢é stanoveni Géinku neurotransmiteru, jehoz koncentrace se bude
vlivem svételné intenzity ménit, na fenotyp vaskulamich endotelovych bunék, nahradime zvifata bun&écnou kulturou
endotelovych bunék.

Omezeni poctu zvirat (Reduction)

Snizeni poctu zvitat je dosaZeno planovanym designem pokusu, vyuzitim inbrednich my$i kmene C57BL/6J, které jsou
citlivé k rozvoji EAU a pouzitim vhodné statistiky.

Setmé zachazeni se zvifaty (Refinement)

Se zvifaty budou pracovat a manipulovat zkuSeni pracovnici, anestezie bude monitorovana (dechova a srde¢ni frekvence,
komealni reflex, teplota téla, obranné reflexy) a kazdych 15 min vyhodnocovana. Poopera¢né bude aplikovan
rehydrataéni roztok (Ringeriv roztok 10 ml/kg s.c.) a zvifata budou sledovana do Uplného probuzeni. V piipadé
intravitrealni injekce bude pooperaéné na traumatizované misto aplikovano lokalni anestetikum (bupivakain) a
antibiotickd mast (bacitracin).

12.

Planované pouziti znecitlivéni, prostiedki sniZujicich bolest nebo jinych metod tlumicich bolest; zdivodnéni jejich
pripadného nepouziti

Vysetfeni o¢niho pozadi, intravitrealni injekce, podani Evansovy modie do ocasni Zly a odstranéni hornich krénich
ganglii probéhnou pod celkovou inhala¢ni anestezii 2,5% isofluranem ve smési vzduchu obohacené kyslikem (s pritokem
kysliku 0,4 I/min) inhalovaném maskou. Po odstranéni hornich krénich ganglii bude bolest tlumena jednorazovym
podéanim lidokainu (2 mg/kg) do mista incize a dale po dobu 2 dni subkutanni injekci buprenorfinu (0,1 mg/kg kazdych 12
hod).

13.

Hlavni operacni vybaveni, operacni postupy a zpisoby pooperacni péfe minimalizujici bolest a stres zviFete

Ustav plné disponuje operaénim vybavenim pro operaéni techniky a pooperacni péci. Do zotaveni zanestezie budou
zvifata pod zvy$enym dohledem, pfipadna pooperaéni bolest bude tlumena pouze kratkodobg, aplikaci lokalnich anestetik
(napf. bupivakain), kvili moznému ovlivnéni systémové imunitni reakce.

14.

Zpiisob naloZeni s pokusnymi zviraty po ukonceni pokusu - usmrcent, prevedeni do chovu (jakého?), opétovné pouziti,
pri opétovném pouZiti jeho kumulativni dopad na dana pokusna zvirata

Zvitata budou na zavér pokusu pfedavkovana anestetiky, transkardialn¢ perfundovana a usmrcena.

15.

Metody usmrcovani pokusnych zvifat - odpovidajici metody zaskrtnéte (X) do prazdného policka

X Predavkovani anestetikem

Upoutany projektil




Oxid uhli¢ity

Zlomeni vazu

Tupy uder do hlavy

Oddéleni hlavy od trupu

Omraceni elektrickym proudem

Inertni plyny (Ar, N2)

Zastteleni volnym projektilem odpovidajici stfelnou zbrani a stfelivem

Jina metoda - Zddost o udéleni vyjimky - niZe zdiivodnéte

16.

Pivod pokusnych zvirat - uvedte vSechny predpokladané zdroje; u pokusnych zvirat z volné prirody udavejte co
nejpresneji lokalitu (lokality) jejich odchytu

Chovatelské a dodavatelské zafizeni: VELAZ, s.r.o.

Osvéd¢eni ¢islo: ¢.j. 70029/2013-MZE-17214 ze dne 29. 10. 2013 na dobu 5 let.
Sidlo: Unétice &.p. 139, 252 62 Unétice

Odbér zvitat: Lysolajské udoli 15/53, 165 00 Praha 6

ICO: 25691970 DIC: CZ25691970

Kontaktni zistupce: Mgr. Marek Baxa

17.

Podminky umisténi a chovu pokusnych zvirat a péce o né vcetné obohaceni prostiedi

Zvitata budou ustjena v samostatné mistnostizvéfince Ustavunormélni, patologické a klinické fyziologie, 3. LF UK

s kontrolovanou stalou teplotou (22 + 2 °C), vlhkosti (40 - 60%) a svételnymrezimem (12 h svétlo (230 lux nebo 3 lux)/
12 h (0 luX) tma) splitujicim standardnipozadavky chovu mys$i. Zvitata budou skupinové umisténa do chovnych nadob (4-
5 my$i/nadoba) z transparentniho polykarbonatu (365 x 205 x 140 mm) a draténym vikem s integrovanym krmitkem a
deélici pfi€kou pro nddobuna vodu. Standardni krmna smés pro mysi a voda budou dostupné ad libitum. Do chovnych
nadob budou umisténé tunely z kartonu pro obohaceniprostiedi. Cisténi chovnych nadob a vyména podestylky prob&hne
2-3x_tydng, iSténi mistnosti 1x tydné.

18.

Zpiasob znaceni pokusnych zvirat v pokusu

Ozaceni u§i pomoci usnich dérovacich klesti pro mysi + oznaceni chovnych nadob.

19.

Uvedeni zdravotniho rizika pro dal$i pokusna zvii‘ata a pro zaméstnance

Bez zvlastnich/specifickych rizik.

20. | Pokus bude proveden za podminek spravné laboratorni praxe (je-li to pozadovano jinymi pravnimi ptedpisy — napft.
zakon o léCivech, zakon o chemickych latkach a chemickych piipraveich) - sprdavnou variantu zaskrtnéte (X) do
prazdného policka

Ano
X Ne

21.| Datum | Razitko a podpis Zadatele Podpis vedouciho projektu pokusu

prof. MUDr. Michal Andél, CSc.

Poznamky:

1) §2pism. c)vyhlagky ¢. 136/2004 Sb., kterou se stanovipodrobnostiozna¢ovanizvitat a jejich evidence a evidence

hospodafstvia osob stanovenych plemenarskym zakonem, ve znéni pozdé&j§ich predpist.

2) Vyplni se jen v pfipadg¢, je-li odlisna od statutarniho organu.

Tuto tabulku vypliiuje odbornd komise pro zajist' ovani dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvirat

STANOVISKO ODBORNE KOMISE PRO ZAJISTOVANI DOBRYCH ZIVOTNICH PODMINEK

POKUSNYCH ZVIRAT K PREDLOZENE ZADOSTI

Projekt pokusu odpovida zdkonu 246/1992 Sb.

Clenové odborné komise

Jméno, popfipadé jména a pFijmeni Podpis Datum

Prof. MUDr. Romana Slamberova, CSc.

Doc. MVDr. Simon Vaculin, Ph.D.

Doc. MUDr. Miloslav Fran¢k, Ph.D.




Tuto tabulku vypliiuje statni orgdn prislusny ke schvalovdni projektipokusii

Statni organ prislu$ny ke schvalovani projekti pokusu
potvrzuje, Ze tento projekt pokusi byl schvilen
rozhodnutim - ¢islo jednaci, spisova znacka, ze dne

Razitko a podpis statniho organu
prislusného ke schvalovani projekti pokusi

Ptilohy Zadosti:
a)netechnické shrnutiprojektu pokusu,
b)plna moc osoby zmocnéné k zastupovanive spravnim fizeni,

c)dolozeni kvalifikace (kopie potiebnych dokladit) v§ech osob uvedenych v bodé 3,

d)veterinarni podminky pro provadénipokustina pokusnych zvitatech stanovené piislu§nou krajskou veterinarni spravou

v piipadech uvedenych v jiném pravnim pfedpise (zdkon ¢. 166/1999 Sb., veterinarni zdkon).

Tuto tabulku vypliiuje odbornd komise pro zajist’ovani dobrych Zivotnich podminek pokusnych zvifat aZ po schvidleni
projektupokusii statnim organem piislusSnym ke schvalovdni projektiipokusii

SOUHLAS ODBORNE KOMISE PRO ZAJISTOVANI DOBRYCH ZIVOTNICH PODMINEK

POKUSNYCH ZVIRAT K ZAHAJENI PROJEKTU POKUSU

Clenové odborné komise

Jméno, popFipadé jména a piijmeni

Podpis

Datum




Vypliiujte jen bilé kolonky!
Formular vyplitujte na pocitaci; kolonky se zvétsi automaticky podle mnoZstvi textu.

NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusu

Uloha nervové aktivity sitnice v patogenezi autoimunitni uveitidy

Doba trvani projektu pokust 02/2018 — 31/12/2020

Kli¢ova slova - maximalne 5 Experimentalni autoimunitni uveitida, nervova aktivita, sitnice, hemato-retinalni
bariéra, svételna intenzita

Ucel projektu pokusu - oznactejej krizkem (X) do prazdného policka

X i zakladni vyzkum

translaéninebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyrobanebo zkouseni kvality, i¢innostia nezavadnostiléciv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobku

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

zachovani druht

X i vys$sivzdélavani nebo odborna piiprava

trestnifizeni a jiné soudnifizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké neznamé nebo védecké ¢i klinické potieby)

1) Zodpovédét vyzkumné otazky tykajici se moznosti vlivu nervové aktivity sitnice stimulované riznou svételnou
intenzitou na poru§enihomeostazy hemato-retinalni bariéry a patogenez autoimunitni uveitidy. 2) ldentifikovat nervovou
dréhu, resp. neurotransmiterovy systémsitnice zodpoveédny za indukei prozanétlivého feno typu endotelovych bunék
hemato-retindlni bariéry a zvy$enériziko vzniku uveitidy.

Pravdépodobné potencialni piinosy projektu pokusii (jak by mohlo bytdosazeno pokroku ve vasem védnim oboru
nebo jaky piinos by z néj clovek ¢i zvirata mohli mit)

Pfinos je zejména experimentalni s moznym vyuzitim ziskanych poznatkd pro uréeni novych rizikovych faktora a
terapeutickych strategii autoimunitni uveitidy u lidi.

Druhy a priblizné pocty zvirat, jejichz pouziti sepredpoklada

Laboratorni my$ C57BL/6J, 600 zvifat béhem 3 let, samci a samice.

Jaké jsou ocekavané nezddouci G€inky u zvifat? Jaka je navrhovand mira zdvaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonceni pokusu?

Od doby néstupu klinickych projevii uveitidy mohou zvifata pocitovat bolest oka. V§echny navrhované operacni techniky,
véetné podavaniintravitrealnich injekci a vySetfeniocniho pozadi pomoci endoskopu probéhnou pod celkovou anestezii.
Zavaznost je stfedni. Pokusy budou ukon¢eny usmrcenim zvitete pfedavkovanim anestetik a naslednou transkardialni
perfuz.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Autoimunitni zanét sitnice a i¢inek nervové aktivity sitnice nahomeostazu hemato-retindlni bariéry a projevy uveitidy
nelze nahradit alternativnimi modely in vitro. Sledovani vlivu neurotransmiterti na fenotyp vaskularnich endotelovych
bunék bude provedeno na bunééné linii.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmenSiho poctu zvifat.

PouZijeme minimilni pocet zvifat na skupinu (5-8 zvifat), ktery umoziuje validni statistické zpracovani. Budeme pouzivat
inbredni kmen mysi a operacni zakroky bude provadét zkuSeny personal, ¢imz snizime nutnost opakovani pokusi.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v piipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o nej$etré&jsi
pouziti z hlediska védeckych cilt.
Vysvétlete obecna opatieni, kterd budou pfijata za i¢elem snizeni ujmy zpusobené zvifatim na minimum.

Uveitida u C57BL/6] my$i je vhodnym a ¢asto pouzivanym modelem autoimunitni zadni uveitidy u lidi. Ve studii budeme
sledovat pouze ranni fazi uveitidy, pfed dosazenim vrcholu symptomii onemocnéni, abychom minimalizovali utrpeni
zvifat. Pro aplikaci testovanych latek jsou zvoleny netoxické davky. Zvifata budou denné monitorovana zkuSenymi
odborniky a v piipadé vyskytu atypickych ptiznakii bude jejich zdravotni stav konzultovan s veterinarnim lékatem.




