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Nazev projektu pokusu

Molekularni charakterizace retinalnich a cerebelarnich defektd zptsobenych mutacemi sestfihového
faktoru Prpf8

Doba trvani projektu pokustt | 3 roky

Kli¢ova slova - maximdlné 5 | Cerebelum, neurodegenerace, granularni neurony, Prpf8, sestfih pre-
mRNA

Ugel projektu pokusti - oznacte jej ki'tzkem (x) do prdzdného policka

x  zakladni vyzkum

x | translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, uginnosti a nezdvadnosti 1é€iv, potravin, krmiv a jinych
latek nebo vyrobkl

ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druht

vyssi vzdélavani nebo odbornd pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napi. feSené v€decké neznamé nebo védecké ¢i klinické poteby)

Spliceosomopathie predstavuji skupinu lidskych onemocnéni, kdy jsou dédiénymi mutacemi postiZeny
geny kodujici komponenty aparatu pro sestfih pre-mRNA transkriptl. I pies ubikvitni vyskyt t€chto
sestfihovych faktord a aktivn& probihajici splicing celém organismu je pro tyto sydromy typicky tzv.
bunééné-autonomni fenotyp, kdy specificky degeneruje jedna konkrétni bunéénd populace. Soucasna
experimentalni biologie zatim nepfinesla pro pozorovanou tkailovou specifitu u spliceosomélnich
onemocnéni dostate¢né uspokojiveé vysvétleni.

Znamym piikladem spliceosomopathie je i d&dicna atrofie sitnice Retinitis pigmentosa (RP), kdy
mutace v jednom ze sestfihovych proteind PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31 nebo BRR2
(SNRNP200) vede k postupnému odumirani fotoreceptorickych bunék. My jsme metodami cilené
editace genti pfipravili tii nové, RP-relevantni alely mysiho orthologu Prpf8. Mysi nesouci jednu ze
dvou vytvoienych aberantnich forem proteinu Prpf8 vykazuji postupné odumirani granularnich neuronti
mozeéku, zatimco ostatni cerebelarni bunééné populace nejsou patologii zasaZzené. Nase experimentalni
modely tedy predstavuji unikéatni nastoje, které umoZiiuji na molekularni Grovni hledat moZné piiciny
specifické citlivosti postizenych tkéni na mutace ve faktorech sestfihu pre-mRNA.

Pravdépodobné potencialni p¥inosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve
vaSem v&dnim oboru nebo jaky pfinos by z néj ¢lovek i zvitata mohli mit)

Gen PRPF8 koduje klicovy komponent sestfihového aparatu pre-mRNA, jehoZ dédi¢né mutace jsou u
¢lovéka spojené s postupnou atrofii sitnice (RP). Soudasna véda nicméné nedisponuje poznatky ani
vhodnymi zvifecimi modely, které by osvétlily molekularni p¥i€inu t&chto patologii a umoZnily by tak
racionalni design ptipadnych 1é¢ebnych strategii. My jsme technikami manipulace dédi¢né informace
jsme ziskali celkem t¥i nové, RP-relevantni alely pro gen PrpfS. Mysim dvou té€chto kmend spontanné
degeneruji granulérnich neurony mozetku, zatimco ostatni cerebelarni populace nejsou patologii
zasazené. Nami vytvofené kmeny tak pfedstavuji dobry experimentalni model pro tkanovou specificitu,
kter4 je typicka pro spliceosomopathie a jejiz molekularni podstata neni sou¢asnou védou uspokojivé
charakterizovana.

U experimentalnich mysi miizeme pfesné uréit nastup i postup degenerativnich zmén a souCasné popsat
procesy, které pfitomnost degenerujicich neuronti vyvolava v okolni tkani. Déle se zamé&fime na
studium samotné molekulérni pfi€iny odumirdni granuldrnich neuront, tedy zda v postizené tkéani
dochazi k nespravnému provedeni sestiihu pre-mRNA, jaké skupiny transkripti jsou témito aberacemi
piipadné postizené a zda existuje n&jaky sdileny sekvenéni motiv pfedurcujici Spatny splicing. Tyto
cenné poznatky lze pak p¥imo verifikovat na modelech simulujicich lidskou RP podminénou mutacemi
v genu PRPFS.

Druhy a priblizné poéty zvirat, jejichz pouZiti se predpoklada




K planovanym experimentlim budou pouZiti dospéli jedinci Mus musculus rizného stafi v intervalu 3-
12 tydnii véku. Pfedpokladame piibliznou spotiebu ve vysi maximalné 50 zvifat roéné; celkova spotfeba
zvifat za tfiletou dobu trvéani projektu by tak neméla p¥esdhnout 150 jedinct.

Pokud by se v béhu projektu zjistilo, Ze pozorovany $kodlivy fenotyp ma4 jiz developmentalni ptivod,
byla by v takovém piipadé€ pro vykumné tlely také pouzita embryonélni ¢i brzka postnatalni stadia
stejného druhu.

Jaké jsou ocekéavané nezadouci uéinky u zvifat? Jak4 je navrhovana mira zdvaZnosti? Jak bude se
zvitaty naloZeno po skonceni pokusu?

Skodlivy fenotyp se projevuje pouze u homozygotnich jedinchi genotypt Prpf8VN a Prpf8@elial7/delial’
Tato zvifata jsou nechdvana volné stdrnout pro dosaZeni konkrétniho véku v intervalu 3-12 tydnd, kdy
jsou umrcena za Uelem dal$i analyzy. V tomto ¢asovém rozmezi dochazi k postupné degeneraci
granulérni vrstvy bunék cerebela, jednd se ale o brzkad stddia onemocnéni, kdy se u zvifat jesté
neprojevuji symptomy ataxie. Navrhovand mira zavaZnosti je tedy velice mirna.

Uplatiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

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

Alternativni metody pro studium homeostazy a degenerativnich procesii tkané mozecku, jako naptiklad
organoidové kultury, nebyly prozatim jesté uspokojiveé etablované. V ex vivo podminkéch je navic
velice obtizné napodobit komplexni strukturu cerebelarnich vrstev s mnohymi bunéénymi populacemi
i zapojeni mozecku do olivocerebeldrniho obvodu. Studium cerebelarni neurodegenerace tak lze
v soudasné experimentalni biologii dobfe provadét pouze na in vivo modelu a nelze ho nahradit
alternativnim pfistupem.

Omezeni pouzivéani zvitat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poctu zvitat.

V plénu pokusti budeme pocitat s minimalnim poctem zvitat, ktery se bude fidit pocty potfebnymi pro
statistické vyhodnoceni pokusti. Experimenty budou peélivé planovany a evidovany, coZ zamezi
nutnost jejich opakovéni.

Setrné zachéazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro€ se v pfipade¢ tohoto zviteciho
modelu jednd o nejSetrnéjsi pouZiti z hlediska védeckych cili.

Vysvétlete obecna opatieni, ktera budou pifijata za Gcelem sniZeni Gjmy zptisobené zvifatim na
minimum.

Pfedkladany projekt pracuje s experimentalnim modelem mysi doméci Mus musculus. V soucasné
védecké komunité se jednd o nejéasté&ji pouzivany savéi zvifeci model, u kterého jsou nejen dobie
etablované metody editace dédi¢né informace a chovu pokusnych zvifat, ale jsou pro né€j k dispozici 1
rozsahlé sekvenaéni a histologické databaze, databiaze mutantnich fenotypi a ke sdileni jsou pro
akademickou obec uvolfiovany i mnohé experimentalni vystupy. Mys§i model je z genetického i
fyziologického pohledu blizky ¢lovéku, proto jsou ziskané poznatky dobfe extrapolovatelné na lidska
onemocnéni.

Zvifata jsou chovana v experimentalnim zv&finci UMG AV CR, v.v.i., kde maji optimalni chovné
podminky a jsou vystavena minimu stresovych impulsd. Zvifata pak budou pouze po dosazeni
konkrétniho véku umrcena, v rdmci projektu nenavrhujeme zadné invazivni manipulace.




