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Nazev projektu pokusu

Role deficience jednotlivych ¢lent ORMDL rodiny a jejich kombinaci v zanétlivych onemocnénich.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 50

Klicova slova ORMDL

sfingolipidy anafylakticka reakce
dermatitida metabolism

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Imunitni systém [PB7]

Zakladni vyzkum: Gastrointestinalni systém véetné jater [PB5]
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Cile projektu pokusut

Cilem studia je pfispét k objasnéni funkce jednotlivych ¢leni ORMDL rodiny v zanétlivych onemocnénich a pfijmu glukézy. V tomto
projektu budeme testovat nasi hypotézu, Ze vS§echny proteiny rodiny ORMDL spolupracuji pfi syntéze bioaktivnich lipidd,
imunoreceptorové signalizaci a v zanétlivych procesech, v€etné ovlivnéni jejich migrace in vivo (homing). Za timto u¢elem
prozkoumame zanétlivé jevy a vlastnosti Zirnych bunék z nové izolovanych mysi s deficitem jednotlivych ¢lend ORMDL rodiny a
kombinovanych absenci ¢leni ORMDL rodiny in vitro a in vivo. Experimenty popisujici vliv dermatitidy indukované imiquimodem
maji vztah k aktivaci zirnych bunék, ktera dle literarnich dat pfedchazi véem naslednym projevam. Imiquimodem indukovana
dermatitida ma takeé vztah k drovni sfingolipidové produkce. Zaméfime se proto na roli ORMDL rodiny, ktera sfingolipidy reguluje.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

NaSe predchozi vysledky ukazaly, Ze ORMDL3 je vyznamnym regulatorem syntézy lipidG a Ze tyto proteiny mohou mit dulezité,
doposud neobjasnéné ulohy ve fyziologii Zirnych bunék. Pro studium biologické funkce jednotlivych ¢lenit ORMDL rodiny
(ORMDL1, ORMDL2 a ORMDL3) in vivo je vhodny mySi model. Ziskané vysledky budou dulezitym vychodiskem pro vyzkum
ORMDL rodiny u pacientd se zmé&nami v expresi ORMDL rodiny a jinych proteinl ovliviiujicich metabolismus sfingolipida. V
odborné literatufe byly také popsany vysledky naznacujici vztah ORMDL rodiny a diabetu I. typu u lidi. Test gluk6zové tolerance
souvisi s metabolismem glukézy a diabetem, zaméfime se tedy na stanoveni IPGTT u mysi s ORMDL1 KO, ORMDL3 Ko a
ORMDL1,3 dKO a pfislusnych kontrol.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Passive cutaneous anaphylaxis (PCA) - 1 subkutanni injekce, 1x intravendzni; Systémovou anafylakticka reakce (PSA) - 2x i.v.
Injikace, pfipadné 1xi.p. A 1xi.v.; active cutaneous anaphylaxis (ACA) - 3x i.p. Injikace kombinovana s 1xi.v.; Imiquimodem
indukovana dermatitida - vyholeni zad; IPGTT - i.p. inikace1x; homing (in vivo sledovani migrace) - 1x i.v. injikace

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

Nebudou provadény zasahy, které by pfekrocily bolest spojenou s injikaci s.c., i.p. nebo i.v. V pfipadé intradermalniho vpichu u
PCA a ACA a pfi holeni v ramci imiquimodem indukované dermatitidé, budou mysi kratce znehybnény 5% isofluoranovou anestézii,
aby se predes$lo nadbyte¢nému vystaveni stresu. Imiquimodem indukovana dermatitida vykazuje v prvnich tfech dnech po aplikaci
masti s imiquimodem systémovou odpovéd doprovazenou slabosti, poklesem hmotnosti a pfijmu tekutin. V tomto pfipadé budou
pro zvySeni komfortu a vitality pfidany do klece zvihéené pelety.

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
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Po provedeni pokusu budou zvifata utracena

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Zkoumani Ulohy jednotlivych gend v komplexnim prostfedi celého organismu neni mozné pomoci alternativnich metody nebot
nepostihuji sloZitost zkoumané problematiky a proto nemohou nahradit navrhované pokusy. Také pfipadny terapeuticky u€inek
protilatek proti ORMDL rodiné na anafylaxi je mozny pouze v in vivo systému. Snizeni poctu zvifat bude dosazeno mimo jiné tim, ze
izolované prekurzory Zirnych bunék budou dale kultivovany a mnozeny a nasledné je bude mozné pouzivat k pokusim v in vitro
prostfedi. Pfedbézné pokusy pro ziskani odhadu optimalnich koncentraci jednotlivych reagencii budou provadény na bunéénych
liniich.

Omezeni pouzivani zvirat

Pro pokusy bude pouzito pouze minimalni mnozstvi zvifat dostate€nych pro vypocet signifikance rozdild mezi jednotlivymi
skupinami. Hlavnimu experimentu bude pfedchazet pilotni pokus na mensi skupiné zvifat. Po jeho vyhodnoceni se uvazi, zda ma
smysl v daném experimentu pokraovat. Vyuziti skupin obsahujicih jednotlivé ¢leny ORMDL rodiny a jejic kombinaci bude
srovnavana oproti mysim divokého typu v jednom experimentu. Izolace prekurzort zirnych bunék z kostni dfené bude provadéna
simultanné s izolaci zralych zirnych bunék z peritonea. Tkané mysi pouzitych pro experimenty budou po jejich usmrceni co
nejefektivnéji vyuzity, aby se minimalizoval pocet opakovani. Prekurzory zirnych bunék a zralé zirné bunék je také nutné izolovat
pfimo z usmrcenych zvifat. SniZzeni po¢tu pokusnych zvifat bude docileno naslednou kultivaci (a mnozenim) bunéénych prekurzor(i
v podminkach in vitro.

Setrné zachazeni se zvitaty

Nebudou provadény zasahy, které by prekrocCily bolest spojenou s injikaci s.c., i.p. nebo i.v. V pfipadé intradermalniho vpichu do usi
u PCA a ACA, a holeni pfi naneseni imiquimodem indukované dermatitidé, budou mysi kratce znehybnény 5% isofluoranovou
anestézii, aby se pfedeslo nadbyte¢nému vystaveni stresu. Mysi s kombinovanou deleci ORMDL1 a ORMDL3 (ORMDL1,3 dKO)
jsou mensiho vzrustu, vykazuji neurologicky fenotyp doprovazeny ob&asnym tfasem, ktery jim ztéZuje udrzet se na mfiZce klece a
tim i pfistupu k potravé. Tyto mySi poté chfadnou. Do kleci se jim proto bude pfidavat pravidelné malé mnozstvi zvlhéeného krmeni,
které jim umozni pfijimat potravu ad libitum a jejich zdravotni stav se stabilizuje. Imiquimodem indukovana dermatitida vykazuje v
prvnich tfech dnech po aplikaci masti systémovou odpovéd. Dehydrataci se zabrani pfifidanim zvihéenych pelet.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




\VétSina experimentl bude probihat na mysich starych 6-12 tydnu. Vyjimkou jsou mysi O1,3 dKO vykazujici $kodlivy fenotyp. Pro
generovani mysi O1,3 dKO vykazujici Skodlivy fenotyp je potfeba zavést vétsi pocet chovnych para a vétSina experimentt bude
provedena na mySich starych 6 tydn(.




