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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

' Nidzev projektu pokusi
 Mechanismus ovlivnéni c1rkadlann1ho systemu svetelnyml stlmuly

Doba trvani projektu pokusa A 12024

Kli¢ova slova - maximdlné 5 - mys, suprachlasmatlcke_]adm RNA editace, svétlo, cirkadianni systém

Ugel projektu pokusii - oznacte jej kizkem (x) do prazdného policka
x| zédkladni vyzkum
~ transla¢ni nebo aphkovany vyzkum
. Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, ucinnosti a nezavadnostl Iecw potravm krmw a mech létek nebo vyrobkii
| ochrana pflrodmho pmstrech v Zajmu zdrav1 a dobrych zwotmch podmmek Ildl nebo zvirat
~ vy88i vzd&lavani nebo odborna prlprava pmaaabea
_ trestni Fizeni a jiné soudni Fizeni

Cile pro.lektu pokusii (napf. feSené védecké neznamé nebo veédecké ¢i klinické potieby)

Savei biologické hodiny, ulozené v suprachlasmatlckych Jadrech hypota]amu (SCN) generuji prlbllzne 24 h oscilace na
principu regulaénich smycek tzv. hodinovych genti a #izené intercelularni komunikace mezi buiikami SCN. Piesné 24 h
periody je docileno synchronizaci svétlem, které piisobi na buiiky SCN pies glutamatové synapse retinohypothalamického
traktu. Plsobeni svétla méni expresi hodinovych genil, méni silu intercelularnich interakci, ale zptisobuje také zmény na
posttranslacni a posttranskripéni trovni jednak hodinovych genti a jednak gent zodpovédnych za transdukci svételného
signalu na hodinovy mechanismus jako jsou receptory a proteiny signalnich kaskad. Experimenty maji za cil zjistit miru a
zmény editace RNA dané aktivitou enzymu ADAR2 v SCN u my3i adaptovanych k riznym svételnym podminkam.

Pravdépodobné potenciilni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaiem védnim oboru

' nebo jaky pfinos by z n¢j ¢lovék ¢i zvifata mohli mit) ;
RNA editace | Je proces post‘[ranskrlpcm modifikace RNA , jenz zasadnim zpusoben DVIIVHU_]G maturaci mRNA. Editace
adenosinu na inosin je diilezita pro formovani funkénich vlastnosti ionotropnich glutamatovych kanali, které jsou
zodpovédné za synapticky excitaéni pfenos. V projektu budeme studovat miru zavislosti RNA editace na nervové aktivité
in vivo, ve struktufe hypotalamickych suprachiasmatickych jader, ktera funguji jako hlavni cirkadianni pacemaker savci.
Vysledky planovaného projektu rozsiii poznani vyznamu RNA editace na pro cirkadianni systém a jeho synchronizaci
svétlem. Projekt zasadnim zplisobem prispé&je k pochopeni mechanismi adaptace na zménéné svételné prostiedi, napf., pfi
pieletu Easovych pasem nebo pfi praci na smény.

'Druhy a pFiblizné pocty zvirat, jejichZ pouZiti se predpoklada &
Bud pouzi §i s genetickym pozadim C57BL/6] a jejich varianty. Konkrétné PER2: LUC, Adar’ " Gria®%, Adar”",
VIPR2". Odhadovany pocet je 100 ks samcii na jeden kmen (tj4X 500 ks celkem) za celkové obdobi 5 let.

Jaké j jsou o¢ekavané nezadouci ut‘.‘mky u zvirat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zv1i‘aty nalozeno po
skonéeni pokusu?

Nezadouci uginky neocekavame zadné. Po skondeni experimentu budou zvifata usmrcena rychlou dekapltam po celkové |
hluboké narkoze. Tkan, zejména mozkové bude zpracovéna na histologické fezy nebo tkanové homogendty. /7 £NA ZAVAZ
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Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)
Nahrazeni pouzwém zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzxt zvitata a pro¢ nemohou byt vyuzny alternativy bez pouilti
zvirat.
Studium cirkadianniho systemu a jehO synchromzace vyzadule praCI s intaktnim cirkadiannim systemem slozenym z
biologickych hodin a jejich vstupnich drah z oka a jinych morfologicky vzdélenych oblasti mozku. Proto je nutny vyzkum
| na in vivo modelu a nelze jej nahradit alternativnimi metodami.
Omezem pouzwam zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poctu zvirat.
Nelmensmo poctu zvifat Ize docilit minimalizovénim mnoZstvi zvirat ve skupmach které Jeste ma statistickou vypovedm
mhodnotu

Setrné zachazeni se zwfaty Vysvétiete volbu druhu zvifat a proc sev prlpade tohoto zvifeciho modelu Jedné 0 ne_]setméjsn
pouziti z hlediska védeckych cili.
| Vysvétlete obecna opatieni, ktera budou pfijata za u¢elem snizeni Gjmy zptisobené zvifatim na minimum.
My3i PER2:LUC je transgenni kmen my3i s genem pro luciferazu zafazenou za promotor hodinového genu Per2. Tyto
mysi jsou fadu let celosvétové vyhledavanym modelem pro studium cirkadiannich oscilaci na organotypickych kulturdch
SCN. V nadich experimentech chceme pfesné charakterizovat posttrankripéni zmény RNA v jejich SCN, aby mohly byt
v pristich experimentech vyuZity pro cross-breading studie. Mysi Adar™ jsou knockout mysi pro enzym adenosin
deaminazu plsobici na RNA, které poslouzi jako piimy model zmén v cirkadiannim systému, zplisobenych nedostate¢nou
editaci RNA v SCN. Mysi Adar’""Gria"™® jsou kontrolni kmen k mysim Adar”". Kmen VIPR™ jsou knockout my3i pro
VIPR2 receptor, které slouzi jako tradi¢ni model pro studium vlivu naruené interceluldarni synchronizaci mezi neurony
v SCN na cirkadianni systém. Od tohoto modelu si slibujeme dokazat, ze svétlem indukovana zmé&n RNA editace zavisi na

synchronizované elektrické aktivité bunék v ramci SCN.




