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Nazev projektu pokusu

Stimulace Mullerovych bunék a BDNF/TrkB signalizace v mySim modelu: novy terapeuticky cil autoimunitniho zanétu sitnice

Doba trvani projektu pokust v mésicich 40 \

Klicova slova Experimentalni autoimunitni uveoretinitida
Mullerovy buriky BDNF (mozkovy neurotroficky faktor)
Regenerace sitnice Zrakova draha

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Smyslové organy (klize, o¢i a usi) [PB9]

0

Zakladni vyzkum: Nervova soustava [PB3]

0

Cile projektu pokusut

Cilem tohoto projektu je objasnit vliv vizualni stimulace na proliferacni, diferenciaéni a regeneraéni aktivitu Mullerovych bunék v
podminkach autoimunitniho zanétu sitnice a zkoumat tlohu signalni drahy BDNF/TrkB aktivovanou ve zrakovych oblastech mozku
nebo pfimo v sitnici na tyto procesy.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Zadni autoimunitni uveitida je zanétlivé nitroo&ni onemocnéni, které je jednim z hlavnich pficin slepoty u lidi v produktivnim véku.
Etiologie tohoto onemocnéni neni Uplné znama, coz omezuje moznosti pro vytvofeni cilené terapie. Experimentalni autoimunitni
uveoretinitida u mysi sdili mnoho spole¢nych znak( se zadni autoimunitni uveitidou u lidi, a tudiz pfedstavuje vhodny model pro
hledani novych terapeutickych cilt tohoto onemocnéni. O&ekavanym pFinosem projektu je nalezeni mechanismu plsobeni
neurotrofické signalni drahy BDNF/TrkB na zanétem poskozenou sitnici, ktera ma potencial pro regeneraci sitnice pfes ovlivnéni
aktivity Millerovych bunék a jejich schopnosti diferenciace v neurony. DalSim predpokladanym pfinosem je charakterizace
moznosti modulace pusobeni BDNF/TrkB v sitnici prostfednictvim stimulace viditelnym svétlem. Navrhované experimenty jsou
dllezité pro identifikaci novych strategii v prevenci a terapii chronického zanétu sitnice.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Indukce experimentalni autoimunitni uveoretinitidy vyzaduje jednorazovou aplikaci retinalniho antigenu a Freundova adjuvans
subkutanni cestou do baze ocasu a intravendzni aplikaci pertusového toxinu do ocasni zZily opakovanou jedenkrat. Tyto postupy
probéhnou v celkové inhalaéni anestezii.

Podani latek do center zrakové drahy bude provedeno jednorazovou stereotaktickou aplikaci intracerebralni mikroinjekce v celkové
inhalacni anestezii posilené pouzitim lokalnich analgetik.

Jednorazova intravitrealni mikroinjekce latek bude provadéna v celkové inhalaéni anestezii doplnéné lokalnim analgetikem.
VySetfeni o¢niho pozadi s vyuzitim neinvazivni endoskopické techniky predpoklada pouziti mydriatik a celkové anestezie.

Vizualni stimulace (12 hod denné po dobu 2 tydnu) a behavioralni testy zrakové ostrosti (15-20 min s opakovanim max. sedmkrat
po dobu 2 tydnd) budou provadény v optokinetickém bubnu a vyzaduji jednotlivé umisténi mysi do experimentalnich nadob. V
pribéhu vizualni stimulace budou mit zvifata volny pfistup ke krmeni a vodé ve formé hydrogelu.

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

Pokusy zahrnuji kratkodoby chirurgicky zakrok v celkové anestézii za u€elem podani intravenézni, subkutanni, intravitrealni nebo
intracerebralni injekce. Po odeznéni anestezie/analgezie pouzité pro chirurgicky zakrok mohou zvifata pocitovat v traumatizovaném
misté doCasnou bolest, ktera obvykle odezni do 24 hod. Podani pertusového toxinu a kompletniho Freundova adjuvans
obsahujiciho Mycobacterium tuberculosis vyvola mirny systémovy zanét. Zarover se v misté subkutanniho podani emulze
retinalniho antigenu a kompletniho Freundova adjuvans miiZze vytvofit kozni iritace, svédéni a bolest. Od doby nastupu klinickych
projevu uveoretinitidy (10. den po imunizaci antigenem) mohou zvifata pocitovat bolest oka a zhor$eni vizu. Z tohoto divodu
vétSina experimentd bude ukonéena 14. den po imunizaci. Podobné, po provedeni intravitrealnich a intracerebralnich injekci budou
zvifata ponechana nazivu max. 4 dny, na umoznéni pusobeni zkoumanych latek.

Béhem experiment( zaméfenych na vizualni stimulace (12 hod denné po dobu 2 tydnd) budou zvifata umisténa jednotlivé do
experimentalnich nadob, kde mohou pocitovat stres v souvislosti se socialni izolaci a zmensenim prostoru k pohybu, ktery bude
omezeny na velikost plochy experimentalni nadoby v rozsahu 177 cm2.

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

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

mys$ laboratorni (Mus musculus) [A1] 0 15 287 0




[lo 0 0 0 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a pfiblizné pocéty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu

usmrcena, a predpoklad
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Druh zvirat

Odhadovany pocet zvirat

Opétovné pouziti

Navraceni do chovu, do
prirodniho stanovisté

Do zajmového chovu

mys laboratorni (Mus musculus) [A1] 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0

0 0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Vzhledem k tomu, Ze vSechny planované pokusy budou provedeny za U¢elem odbéru sitnic, mozku, pfip. lymfatickych organt,
které budou nasledné podrobeny analyzam in vitro, nelze zvifata opakované pouZzit.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Z dGvodu nahrazeni zvifat bude testovani vlivu stimulace Mullerovych bunék viditelnym svétlem na jejich prolifera¢ni aktivitu a
schopnost diferencovat se v nervové buriky provedeno in vitro.
Ostatni experimenty vyzaduji provedeni in vivo, jelikoz komplexni projevy autoimunitni uveoretinitidy a souhru mezi zrakovymi
oblastmi mozku a sitnici neni mozné simulovat alternativnimi modely.

Omezeni pouzivani zvirat

Cast experimentt bude probihat in vitro, &imZ se vyznamné zredukuje po&et zvifat o dal$i skupiny, které by bylo nutné pouzit za
ucelem vizualni stimulace a sledovani proliferacni a diferenciacni aktivity Mullerovych bunék. Redukce poctu zvifat bude téz
dosazeno experimentalnim designem studie, ktery klade dlraz na provadéni navazujiciho experimentu pouze na zakladé
pozitivniho nalezu v pfedchozim experimentu. Rovnéz pouziti inbredniho kmene mysi citlivého pro rozvoj experimentalni
autoimunitni uveoretinitidy a provadéni chirurgickych zakrokda zkusenymi odborniky snizuje pravdépodobnost nutnosti opakovani
pokusU a tim i poCet zvifat pro budouci pokusy.

Setrné zachazeni se zvitaty

Pokusy budou probihat pouze u zvifat aklimatizovanych na prostfedi zvifetniku a habituovanych na pfitomnost experimentatora. Ve
studii bude sledovana pfedevsim rana faze uveitidy (do 14. dne po imunizaci) pfed dosazenim vrcholu symptom( onemocnéni,
abychom minimalizovali utrpeni zvifat. Akutni faze uveitidy bude sledovana pouze do 18. dne po imunizaci u omezeného poctu
zvifat (24 az 48) na zakladé vysledkl ucinnosti latek v rané fazi uveoretinitidy. Pro aplikaci testovanych latek jsou zvoleny netoxické
davky. V pfipadé chirurgickych zakrok( bude zabezpecena dusledna pfedoperacni, perioperacni a postoperacni péce. Zvitata
budou denné monitorovana a v pfipadé vyskytu atypickych pfiznakd bude jejich zdravotni stav konzultovan s veterinarnim lékafem.
atypickych pfiznaku bude jejich zdravotni stav konzultovan s veterinarnim lékafem.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




\ projektu pouZijeme samce a samice laboratorni mysi (Mus musculus) kmene C57BL/6J ve véku 6 az 8 tydn(, vzhledem k tomu,
Ze v tomto vyvojovém stadiu jsou zvifata nejcitlivéjSi k indukci experimentalni autoimunitni uveoretinitidy. Onemocnéni se vyvine u
obou pohlavi stejné a je dobfe reprodukovatelné. Vyhodou C57BL/6J mysi je i jejich haplotyp H-2b, diky kterému jsou senzitivni na
lidsky uveitogenni antigen, peptid IRBP1-20 (interphotoreceptor binding protein), coz splfiuje biologickou blizkost k zadni
autoimunitni uveitidé u ¢lovéka, a tedy ziskané poznatky z experimentd mohou mit vyuZiti i v lidské mediciné.




