NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusi
Mechanismus ovlivnéni Clrkadlanmho systému laboratornich mysi svételnymi stlmuly

Doba trvani pro;ektu pokusu 5 let

Kligova slova - maximdiné 5 my3, suprachiasmatické jadro, svétlo, cirkadianni systém

Ugel projektu pokusit - oznacte jej krizkem (x) do prdzdného policka

~ x_ zakladni vyzkum
translacm nebo apllkovany vyzkum

Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, néinnosti a nezdvadnosti 1&8iv, potravm krmiv a mech latek nebo
_ vyrobki
 ochrana pl‘ll‘()dnlh() prostredl v zaJmu zdrav1 a dobrych zwotmch podmmek lidi nebo zv1ra1
* zachovam druhti

 vy83i vzdélavani nebo odboma pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni Fizeni

Cile projektu pokusii (napi. feSené védecké neznamé nebo védecké i klinické potreby)

Sav¢i biologické hodiny, uloZené v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu (SCN) generuji priblizné 24 h
oscilace na principu regulaénich smyéek tzv. hodinovych genli a fizené intercelularni komunikace mezi
burikami SCN. Presné 24 h periody je docileno synchronizaci svétlem, které plsobi na buriky SCN pres
glutamatové synapse retinohypothalamického traktu. Pisobeni svétla méni expresi hodinovych genti, méni silu
intercelularnich interakci, ale zptlisobuje také zmény na posttranslacni a posttranskripéni Grovni jednak
hodinovych genl a jednak genii zodpovédnych za transdukei svételného signalu na hodinovy mechanismus
jako jsou receptory a proteiny signalnich kaskad. Projekt ma za cil zjistit miru a zpisob zmén na molekularni
trovni v suprachiasmatickych jadrech a dalSich organech a strukturach v zavislosti na zméné svételnych
podminek ve vnéj3im prostiedi.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim
oboru nebo jaky piinos by z n¢j ¢lovek i zvirata mohli mit) :
Svétlo je jednim z hlavnich abiotickych faktori prostiedi ovlivilyjicich fyziologické procesy ve viech
organismech. Stfidani svétla a tmy béhem dne a noci je hlavnim synchronizatorem pro cirkadianni systém, jez
reguluje fyziologické procesy na molekularni a biochemické drovni kazdé tkané. Vlivem umélého osvétleni,
prodluZzovanim svételné faze dne a trvalym zvySovanim intenzity svétla v noénim prostfedi je naruSovina
pfirozena synchronizace cirkadiannich hodin, coz ma za nasledek patologické zmény v metabolickém a
imunitnim stavu organismu. Vysledky planovaného projektu rozsifi poznani o vyznamu narudené
synchronizace svétlem pro funkci a vyvoj cirkadidnniho systému a na ném zavislé organové fyziologie. Projekt
zasadnim zpisobem pfispéje k pochopeni mechanismi adaptace na zmeénéné svételné prostredi, napf., pfi
pieletu ¢asovych pasem, pii praci na smény nebo v prostredi se silnym svételnym znecisténim.

Druhy a priblizné poéty zvirat, jejichZ pouziti se pfedpoklada |
Budou pouziti dospéli samei (60 — 120 dni) mySi s genetickym pozadlm C57BL/6J a jej jich varianty. Konkrétné
PER2: LUC, Adar***Gria®®, Adar”, a VIPR2”". Odhadovany pocet je 100 ks zvifat na jeden kmen (tj cca 500
ks celkem) za celkové obdobi 5 let.

Jake jsou o¢ekdvané nezadouci u€inky u zvirat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty
naloZeno po skonéeni pokusu?

Nezadouci G¢inky neoCekavame zadné. Po skonceni experimentu budou zvifata usmrcena rychlou dekapitaci
po celkové hluboké narkdze. Navrhovana mira zavaznosti pokusu: Mirma. Tkan, zejména mozkova bude
zpracovana na histologické rezy, tkanové homogenaty nebo organotypické ¢i primarni kultury.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvirata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez
pouZiti zvifat. :

Studium cirkadianniho systému a jeho synchronizace vyzaduje praci s intaktnim cirkadiannim systémem,
slozenym z biologickych hodin a jejich vstupnich drah z oka a jinych morfologicky vzdalenych oblasti mozku.
Proto je nutny vyzkum na in vivo modelu a nelze jej nahradit alternativnimi metodami.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho potu zvifat.

Nejmensiho poétu zvirat lze docilit minimalizovanim mnoZzstvi zvifat ve skupinach, které jesté ma statistickou
vypovedm hodnotu

Setrné zachazeni se zviraty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ sev ptipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o
nejSetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cili.




Vysvétlete obecna opatfeni, ktera budou pfijata za ic¢elem sniZeni Gjmy zpiisobené zvifatim na minimum.
Mysi PER2:LUC je transgenni kmen mysi s genem pro luciferazu zafazenou za promotor hodinového genu
Per2. Tyto my3i jsou fadu let celosvétové vyhleddvanym modelem pro studium cirkadiannich oscilaci na
organotypickych kulturach SCN. V naSich experimentech chceme piesné charakterizovat posttrankripéni
zmény RNA v jejich SCN, aby mohly byt v pfistich experimentech vyuzity pro cross-breading studie. Mysi
Adar” jsou knockout mysi pro enzym adenosin deaminazu piisobici na RNA, které poslouzi jako pfimy model
zmén v cirkadiannim systému, zplsobenych nedostate¢nou editaci RNA v SCN. Mysi Adar’"'Gria®® jsou
kontrolni kmen k my$im Adar”. Kmen VIPR™ jsou knockout mysi pro VIPR2 receptor, které slouZi jako
tradiéni model pro studium vlivu narusené intercelularni synchronizaci mezi neurony v SCN na cirkadianni
systém. Od tohoto modelu si slibujeme dokazat, Ze svétlem indukovana zména cirkadianniho systému
organismu zavisi na synchronizované elektrické aktivité bunék v ramci SCN.

Veskeré manipulace s pokusnymi zvifaty budou vzdy provadény pracovnikem s osvéd¢enim dle § 15d odst. 3 zdkona ¢.
246/1992 Sb. S pokusnymi zvifaty bude zachdzeno s maximalni ohleduplnosti a budou omezeny vSechny formy utrpeni
pokusnych zvifat.




