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Nazev projektu pokusu

GA UK 309621 - Moznosti regulace autoimunitniho nitroo¢niho zanétu na mySim modelu prostfednictvim bunécné terapie

Doba trvani projektu pokust v mésicich 36

Klicova slova mesenchymalni kmenové buriky
experimentalni autoimunitni uveitida exosom

kondiciované médium experimentalni mysi model

Ugely projektu pokust

Translacni a aplikovany vyzkum: Poruchy smyslovych organ( (kiize, o€i a usi) u lidi [PT30]
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Cile projektu pokusut

Cilem FeSeni projektu je studium moznosti IéCby zanétlivého poSkozeni sitnice a cévnatky na mySim modelu experimentalni
autoimunitni uveitidy (EAU) pomoci mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC) a jejich produktt. Na modelu EAU, ktery je na
nasem pracovisti jiz roky vyuzivan, bude sledovan zejména imunomodulaéni potencial MSC, dale schopnost jejich migrace do
mista poSkozeni sitnice a doba jejich pfezivani. Bude méfena exprese a produkce prozanétlivych a protizanétlivych faktord v
poskozené sitnici, cévnatce a sklivci a jejich zména po aplikaci MSC. Zaroveri bude testovan efekt lokalni aplikace kondiciovaného
média ziskaného kultivaci MSC a také samotnych exosom vylu¢ovanych z MSC.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Vysledky pfispéji k objasnéni terapeutického pfinosu MSC pro Ié¢bu zavaznych zrak ohroZujicich onemocnéni sitnice a cévnatky,
které jsou provazeny zanétem. Ziskané poznatky mohou byt prospé&sné pro pfipadnou klinickou studii tohoto typu lécby u
nitroo¢nich zanétu.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Mysi modely budou vyuzity pfi studiu terapeutickych vlastnosti MSC a jejich sekre¢nich produkt v experimentalné navozeném
patologickém prostiedi a pro testovani G¢innosti a bezpecnosti vybranych 1é¢ebnych postupll. Dospélé laboratorni mysi (6-10
tydn) kmene C57BL/6J budou umistény do chovnych nadob a adaptovany na nové prostfedi minimalné tyden pfed zahajenim
vlastniho experimentu. Kultivované MSC &i jejich produkty budou injek&né v objemu 1 &i 2 ul fyziologického roztoku &i bezsérového
média pomoci mikrostfikacky a 33G jehly vpraveny intravitrealné do oka pokusného zvifete, v prvnich pokusech do zdravého oka
(ovéfeni bezpelnosti pokusu) a nasledné do oka s patologickymi zménami. Vyuzivat budeme mySi model EAU - indukce pomoci
kompletniho Freundova adjuvans a pertusového toxinu, zavedeny model pouzivany v naSich pfedchozich projektech. Zvifatim
budou aplikovana standardnim $etrnym zpuisobem anestetika a jiné latky nutné pro navozeni nitroo¢niho onemocnéni a pro jeho
ovlivnéni. Rozsah o¢niho poskozeni bude hodnocen v celkové anestezii za pouziti otoskopu napojeného na fotoaparat. Po
navozeni mydriazy lokalni o€ni aplikaci 1 kapky 1% roztoku tropicamidu (Unitropic 1% oph. gtt., Unimed Pharma, Slovakia) a 1
kapky 10% roztoku fenylefrinu (Neosynephrin-POS 10% oph. gtt., Ursapharm, Czech Republic). Na o¢ni povrch bude aplikovan

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Zvifata podstoupi nejméné dvakrat béhem pokusu celkovou anestezii, pfi rozvoji zanétu v tfetim a &tvrtém tydnu budou mit
zhorSené vidéni.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Experimentalni zvifata nebudou ponechana nazivu. Po usmrceni cervikalni dislokaci bude provedena enukleace. Tkané budou
nasledné zpracovany pomoci histologickych a molekularné genetickych metod.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

In vitro pokusy jsou zavedeny a dlouhodobé uzivany na spolupracujicim pracovisti Oddéleni nanotoxikologie a molekularni
epidemiologie, Ustav experimentalni mediciny AV CR, v.v.i. Ty experimenty, které nebude mozné ovéfit in vitro metodikou, budou
provedeny na experimentalnim modelu. Cilem pokusl na zvifatech je zkoumat chovani a funk&nost in vitro kultivovanych a do oka
aplikovanych kmenovych bunék a jejich produktt. Probéhlo ovéfeni v databazi validovanych alternativnich metod schvalenych a
pfijatych Evropskou spolecnosti pro alternativni metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM)).
Studii nelze modelovat alternativnimi metodami bez pouZiti Zivych zvifat &i lidskych dobrovolnika.

Omezeni pouzivani zvirat

Bude pouzit minimalni po€et mysi zajistujici statistickou vyznamnost pokusu, a to na zakladé nasich pfedchozich zkuSenosti
(Heissigerova et al., JIR 2016:5065703).

Setrné zachazeni se zvitaty

MysSi jsou chovany ve standardnich podminkach v individualné ventilovanych klecich v poCtu max. 4 zvifata na klec (voda a potrava
ad libitum, pravidelna vyména podestylky, atd.). Pfed zahajenim pokusu probé&hne adaptace na nové prostifedi po dobu minimalné
1 tydne. Béhem indukce uveitidy a pfi naslednych kontrolach o€niho nalezu jsou mysi udrzovany v celkové anestezii inhalaci smési
isofluranu a vzduchu. Pfi nitroo€nich aplikacich jsou mysi uvedeny do celkové anestezie intraperitonealni aplikaci smési ketaminu a
xylazinu v davkovani dle jejich hmotnosti. BEhem anestezie jsou mysi umistény na vyhfivané podlozZce a sledovany do kompletniho
zotaveni. Béhem vySetfovani jsou mySim do o€i aplikovana lokalni anestetika k minimalizaci bolesti a o¢ni gel jako prevence
oschnuti o€niho povrchu. Pokusna zvifata budou pravidelné 1x denné kontrolovana zvéfinarkou, v pfipadé znamek stradani zvirete
bude pokus ukonéen eutanazii zvifete.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Pouziti budou samci a samice kmene C57BL/6J stafi 6-10 tydnl, konvenéniho chovu. Uvedeny kmen mysi je dostate¢né citlivy k
vyvolani autoimunitni uveitidy. Pfedpokladany maximalni pocet je 150 mysi/rok, s ohledem na statistickou prikaznost vysledku je
tento pocet nutny. Pokusy na zvitatech budou pfedstavovat dalezité rozSifeni in vitro experimentl provadénych v tkafovych
kulturach, které neumoznuji pfesnou simulaci komplexnich imunitnich a regeneranich mechanismd samostatného organismu.
Cilem pokusU na zvifatech je nutnost ovéfit chovani a funkénost in vitro kultivovanych a do oka aplikovanych kmenovych bunék a

jejich produktd.




