NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Validace nového testu u€eni a paméti pro posouzeni kognitivnich schopnosti laboratornich mysi.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 60

Klicova slova clockwise test

learning and memory IntelliCage

enhanced memory spatial and working memory

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Nervova soustava [PB3]
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Cile projektu pokusut

Cilem projektu je ovéfit novy test u€eni a paméti mysSi (ve sméru hodinovych rucicek, ang. clockwise), ktery umozni posoudit jemné
zmény v chovani geneticky modifikovanych a/nebo negeneticky modifikovanych mysi. K tomuto u¢elu budou zvifatam podavany
farmakologické slouceniny. Test ve sméru hodinovych rucicek je zalozen na apetitivnim posileni pfedkladaného piti, t.j. Cisté vody
riznymi sladidlami. Upfednostiovani sladkych roztok( se sacharézou nebo sacharinem, se pouziva jako mira citlivosti hlodavcl k
odméné. Odmeéna - v kazdém rohu jsou dvé napajecky, které se oteviraji, pouze kdyz si zvife vybere vhodny roh. Po kazdém piti
ve vhodném rohu se poloha zméni ve sméru hodinovych rucic¢ek. Analyzuje se kinetika u€eni a zapamatovani si vzorce dostupnosti
roht studijni a kontrolni skupinou. Vstup do spravného rohu je signalizovan LED diodou, ktera se rozsviti, kdyz senzor nacte &islo
mysSi.

Koncové body chovani pfi hodnoceni chodu hodinovych ruci¢ek jsou:
1) Posouzeni pracovni paméti, které spocCiva v osvojeni pravidla rotujiciho pfistupu k vodé/ slazené vodé ve sméru hodinovych

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Mezi vyhody projektu patfi pfedevSim navrh testl s G¢innéj$i neurobehavioralni fenotypizaci, ktera eliminuje faktory prostredi
zatizené konvencnimi testy. IntelliCage umoznuje minimalizovat U€ast experimentatora pfi kontaktu s hlodavci a také navrhovat
testy chovani nepretrzité (24/24 hodin) po dobu tydnd, tj. jak v aktivni (tma), tak neaktivni (svétlo) denni fazi zvifat. Chceme vytvorit
opakovatelny, validni, vysoce vykonny a citlivy test v podminkach podobnych standardnim v bohatém prostfedi (domy, rohy, do
kterych mohou zvifata vstoupit). Nastaveni postupu umozni v budoucnu ovéfit vliv farmakologickych 1&€iv na kognitivni funkce mysi
a v predklinickych studiich sledovat negativni nebo pozitivni ucinek 1é€iva. V zakladnim vyzkumu geneticky modifikovanych
organismy umozni test U¢inné&jsi stanoveni funkci analyzovanych aktivnich nebo odstranénych gent na kognitivnich schopnostech.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Po skonéeni adapta¢niho obdobi bude provadéno pozorovani pokusnych zvifat vSech skupin. S kazdou skupinou zvifat bude
manipulovat experimentator. Zvifata budou aklimatizovana po dobu 6 dn(, a poté bude postup proveden v IntelliCage 4 az 5 tydnu
(v zavislosti na u¢eni mysi a jejich pamétovych dovednostech). Pfed umisténim do IntelliCage mysim bude implantovan
transpondér RFID (subkutanné mezi lopatkami), ten slouzi k odeslani signalu, kdyZ se zvife pfibliZi k rohu s vodou. Zvifatiim bude
podana anestézie, aby se transpondér aplikoval dukladné a aby se zabranilo mozné chybné aplikaci ranspondéru a bolesti. Po
aplikaci ¢ipa budou zvifata pozorovana po dobu nejméné 3 dna.

Systém IntelliCage umoznuje otestovat chovani kazdé mysi (antény RFID rozpoznavaji jednotlivé mysi) zZijici v socialni skupiné.
Umoznuje navrhnout behavioralni testy nepfetrzité (24/24 hodin) po dobu nékolika tydnd. Kromé toho poditacovy software oviada
klece, coz snizuje manipulaci experimentatorem a minimalizuje stres spojeny s manipulaci se zvifaty. Systém se sklada ze
standardni klece na potkany o rozmérech 610 mm x 435 mm se 4 trojuhelnikovymi oddily umisténymi v rozich. V kazdém rohu jsou
2 lahve na piti. V zavislosti na testované skupiné budou lahve obsahovat vodu nebo slazenou vodou. Lahve se sladkou vodou

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

Pokus nebude mit vliv na zdravi zvifat, ale budou pocitovat do¢asné nepohodli béhem uchopeni a imobilizace, stejné jako béhem
implanta¢niho postupu transpondéru.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
Druh zvitat . , s Navraceni do chovu, do . .
Opétovné pouziti Y. . o~ Do zajmového chovu
prirodniho stanovisté
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Na konci experimentu budou zvifata humanné usmrcena a jejich mozky odebrany pro histologickou analyzu.
Histologicka sklicka budou také slouzit jako kontrola pro studie provadéné na geneticky modifikovanych zvifatech a/nebo 1é€enych
[éCivymi latkami.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Projekt se tyka validace metody a pfipravy zkuSebniho protokolu behavioralnich metod provadénych na mysSich, proto je pouziti
zvifat nevyhnutelné.

Bohuzel, k provedeni neurobehavioralni analyzy je nutné pouzit zvifeci modely k simulaci napfiklad lidskych neurodegenerativnich
onemocnéni. Pro ziskani spolehlivych vysledku je nutné provést experiment in vivo, protoZe studie kultivace in vitro nejsou schopny
odrazet zmény probihajici béhem procesl u€eni. Zvifeci model je nutny pro monitorovani zmény chovani po modifikacich, napf.
genové mutace.

Omezeni pouzivani zvirat

Pro experiment bude pouzit minimalni poc€et zvifat nezbytnych k ziskani spolehlivych vysledk( umoznujicich ovéfeni testu. Po
dokonc&eni experimentu bude mozek zvifat odebran pro histologickou analyzu. MySi budou humanné usmrceny, tak aby nebyly
vystaveny stresu a bolesti.

Setrné zachazeni se zvitaty

Cilem je snizit utrpeni a stres zvifat spojené s provadénymi postupy. Behavioralni experimenty se provadéji za vyuziti
automatickych IntelliCage systému s minimalizaci vnéjSich zasah( (pouze doplnéni vody a potravy a vyména steliva). IntelliCage
poskytuji podminky, které se co nejvice blizi pfirozenym s obohacenym prostfedim (velky prostor a rohy, do kterych Ize vstoupit).
Mysi jsou umistény spoleé¢né ve skupinach od 14 do 16 ks zvifat v mistnosti s omezenym pfistupem zaméstnanc(ll a pfiméfenym
osvétlenim. Mistnosti pro chovani jsou navrzeny tak, aby umoznovaly regulaci teploty (optimalni pro mysi 20 — 24 °C) a denni
cyklus 12h svétlo/12h tma. Zvifata jsou chovana v pruhlednych klecich, které umozniuji vizualni kontakt s jinymi zvifaty.

Pfed implantaci transpondéru budou zvifata uvedena do kratkodobé inhala¢ni anestézie 20 — 60 sekund.

Laboratorni zvifata budou denné monitorovana kompetentnimi odborniky (vedouci projektu, povéfena osoba, veterinarni Iékaf nebo
technik) a nebudou cilené vystavena utrpeni.

VVSechny Ukony véetné eutanazie (dle OECD) jsou vykonavané licencovanym veterinarnim lékafem a osobami odborné zpusobilymi

pro praci s laboratornimi zvifaty majicimi pfislusné osvédceni, dle zakona €. 246/1992 Sb. v platném znéni. Experimenty budou
tPouiité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi experimentalni model byl zvolen pro standardizovani postupl a systém IntelliCage pro sniZzenim vlivu vnéjSich proménnych.
Mys je dobfe charakterizovany savéi model vhodny pro monitorovani a prabéh zmén v téle zpusobenych nebo vyplyvajicich z
genetické mutace.

Validujeme testovaci postupy pro nej¢astéji pouzivané mysi kmeny C57BI/6J a C57BI/6N. V experimentech se ¢asto pouzivaji oba
kmeny zaménitelné, ale jsou genotypicky odli§né a také maji rizné reakce v testech chovani.

Test komplexné validujeme u zvifat obou pohlavi. Budeme provadét testy na zvifatech ve véku od 6 do 30 tydnu.




