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Nazev projektu pokusiu

Signalni kaskady a genetické zmény pfi vzniku neurovyvojovych a neurodegenerativnich onemocnéni

Doba trvéni projektu pokust | 5 let

Kli¢ova slova - maximdlné 5 | Signalni kaskddy, autismus, epilepsie, Alzheimerova choroba

Utel projektu pokusi - oznacte jej k¥izkem (x) do prazdného policka

x | zékladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, Gi¢innosti a nezavadnosti léCiv, potravin, krmiv a jinych latek nebo
vyrobkii

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

zachovani druhi

vys§i vzdélavani nebo odborna priprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napi. feSené védecké neznamé nebo védecké &i klinické potieby)

Cilem studie je lepsi pochopeni molekuldrni podstaty neurovyvojovych a neurodegenerativnich chorob jako
autismus, epilepsie, schizofrenie a Alzheimerova choroby (A.ch.) a role gentl rodiny CRMP (collapsin response
mediator protein) v jejich pathogenezi. Mutace, &i zmény proteini rodiny CRMP, i jejich signalni drahy byly
totiz popsany u viech vySe vyjmenovanych chorob. Ndm se v rdmci pfedeslych projekt( podafilo pfipravit
unikatni mySi modely deficience genu CRMP2 (totélni, nebo jen jedné z jeho izoforem). Jejich kfizenim s
mutatnimi mySimi liniemi dalSich genl zapojenych do CRMP signélni kaskady (napf. CDK5-p25 transgenni
mys3i, Pinlknockoutni my3i) a markerovymi liniemi (napf. YFP-transgenni mysi pod neuron-specifickym
promotorem) jsme vytvofili nové modely, umoZiujici detailni analyzu CRMP signalni kaskady a jejich ¢len(
jednotlivé ¢i kombinované, i jejich roli v patogenezi neurovyvojovych a neurodegenerativnich onemocnéni, jez
je hlavnim cilem predklddaného projektu pokusu.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem védnim
oboru nebo jaky prinos by z né€j ¢lovék ¢i zvirata mohli mit)

Prevalence neurovyvojovych chorob jako autismus, ¢i neurodegenerativnich chorob jako A.ch. v dnesni
spolenosti vyznamné stoupa. Pritiny tohoto narlistu nejsou jasné, je viak dileZité, Ze bylo ukazéno, Ze na
molekularni drovni maji obé skupiny onemocnéni mnoho spolec¢ného. Jednim z téchto priseciki jsou
regulatory metabolismu mikrotubult — rodina CRMP, zapojena do regulace riistu a navadéni axon( a dendrit(i
béhem vyvoje nervové soustavy a zdrovern vytvarejici nerozpustné agregaty u pacientd A.ch. Co zplsobuji
defekty v téchto genech béhem vyvoje nervové soustavy a co vede ke vzniku a $ifeni CRMP agregét( u A.ch.
neni ale jasné. My jsme vytvorili novou double mutantni mysi linii s hyperaktivni kindzou CDK5 a chybéjici
prolyl izomerazou Pinl, jelikoZ podobné alterace téchto proteint jsou typické i pro A.ch.. U téchto mysi se
nam podafilo ukdzat zvySenou akumulaci fosforylovaného mikrotubul-vazajiciho proteinu CRMP2 v
nerozpustné frakci. CRMP2 protein je rovnéz hyperfosforylovén a agregovan v mozku pacienti s
Alzheimerovou chorobou. Proto budeme v analyze této double mutantni my3i linie pokracovatav
navrhovanych pokusech simulovat zvySené riziko A.ch. indukci agregacnich jader {injikace mozkovych extraktd
my3ich modell A.ch) a traumatickym po3kozenim mozku. Vysledky téchto pokust tedy vyznamné pfispéji k
objasnéni role proteindi CRMP rodiny v molekuldrnich zménach vedoucich k A.ch. in vivo. Analyza regulace
této rodiny proteint a jeji signdlni drahy je proto vyznamna pro pochopeni patogeneze jak neurovyvojovych
tak neurodegenerativnich chorob.

Druhy a priblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se predpoklada

Pro pokusy budou vyuzity mutantni (transgenni a gen-deficitni) inbredni linie mysi laboratorni zapojené do
CRMP signalni drahy jako:

Pin1-KO mysi linie deficitni na Pin1: 250 ks

p25 tg (transgenni) mysi linie (s hyperaktivni CDK5 kinazou): 250 ks.

Pin1-KO x p25 tg double mutantni my3i linie vznikla kfiZzenim linii Pin1-KO a p25 tg.: 250ks

CRMP2 KO mysi linie deficitni na CRMP2: 300 ks

CRMP2A KO mysi linie deficitni na CRMP2A: 300 ks

C57BI/6J mysi linie poutita jako kontrola: 400ks

BALB-C mysi linie pouZita jako kontrola: 150ks

YFP tg (transgenni) mysi linie (reportérova linie s YFP (Zluty fluorescenéni protein) pod neuron-specifickym




promotorem): 250 ks

Jake jsou ocekavané nezddouci ucinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvifaty
naloZeno po skonéeni pokusu?

Z diivodu modelovéni vainého traumatického poskozeni mozku u mysi je projekt klasifikovan v kategorii
zavainy. U téchto pokus muze dojit k nahlému Gmrti zvifete. V pfipade mirneho traumatického poskozeni
mozku, injekaci mozkovych extraktd, injikace protildtek, in utero elektroporace, & behavioralnich testil nejsou
u mysi olekavany Zddné vainé nezadouci Gcinky a obecné jsou tyto procedury dobie snaseny. Po skon&eni
pokusu budou zvifata usmrcena a v Zddném pfipadé nebudou op&tovné pouZita. Pracovisté md k dispozici
veskeré nastroje a vybaveni nezbytné pro provadéni navrhovanych pokusii. Operace budou provadény jen
zkuSenym persondlem a s co nejmensim poctem zvifat. Operace budou provadény na Fyziologickém Ustavu
AVCR, v akreditované mistnosti pro praci se zvifaty (D050, D029). Po skon&eni pokusu budou zvifata usmrcena
v souladu s vyhlaskou 419/2012Sb.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Experimenty na pokusnych zvifatech budou provedeny pouze tehdy, kdyZ jina alternativni in vitro metoda
nebude schopna poutZiti pokusnych zvifat nahradit. Transgenni a knockoutni mysi linie jsou v sou¢asné dobé
nejvhodné;jsi modelové organismy pro studium molekuldrni podstaty vyvoje, funkce (véetn& chovéni) a
patologie nervové soustavy savch. Definované mutace, cilené umléovéni & nadprodukce specifickych gen,
umoznuji studovat jejich specifické role pfi ristu neurond, vytvafeni nervovych spoijt, jejich roli pfi tvorbé
paméti, zméndch chovani, ¢i vzniku neurodegenerativnich onemocnéni. Pro navrhované pokusy nelze kviili
komplexnosti vyvijejici se a dospélé nervové soustavy nahradit préci se zvifaty alternativnimi metodami.
Dostupné in vitro modely nejsou pro tyto Géely relevantni.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouzZiti co nejmensiho poétu zvifat.

Pocet zvifat pouZitych pro jednotlivé experimenty bude omezen na minimum. Experimenty budou peélivé
planovédny a bude pouZit minimalni pocet mysi potifebny pro dosahnuti biologické a statistické signifikance. Ve
viech pfipadech, kdy to bude moiné, budou pouZity in vitro testy na misto in vivo experimentd. Pro vytvareni
transgennich my3i budou vyuZivény inbredni linie, coZ sniZi variabilitu a mnoZstvi zvifat nutnych pro dosazeni
statistické signifikance.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v pfipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o
nejSetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecna opatient, kterd budou pfijata za idelem sniZeni Gjmy zpiisobené zvifatim na minimum.

vews

Mutantni mys3i linie jsou v soucasni dobé nejrelevantnéj$im modelem pro skoumani patologii nervové
soustavy. My3i budou chovany v optimalnich podminkach stanovenych sougasnymi lokélnimi a EU regulacemi.
Zvifata budou po operaci umisténa na vyhfivanou podloZku, bude jim zajit&n snadny pfistup k vodé a
potravé, a nasledné boudou denné dlisledné monitorovéna. Pro sniZeni bolesti jim bude podévana analgezie:
Jednorézové po operaci subkutdnné nesteroidni analgetikum Rimadyl (4mg/kg), lokalné Lidokain gel (u
traumatickych poskozeni mozku), a posléze Brufen do pitné vody po dobu 2-3 dnd (Brufen sirup, 20mg/kg,
adekvatni mnoZstvi pfidané do lahvicky bude poéitdno podle primérného mnozstvi vypité vody/den —4 ml.
Vypité mnoZstvi bude kontrolovano a v piipadé nutnosti bude upravena koncentrace analgetika v lahvicce).
Experimenty budou provadény jenom zkuSenymi vyzkumnymi pracovniky odborné zpGsobilymi podle zdkona
€. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpisti.




