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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusi

Nové koncepty terapeuticlzg‘h‘brbvlivnéﬁ|:Iidsk\'rch malignit exprimujl’ci&ml‘;n;\gabrové antigeny - zejméri; PSMA (prostate
specific membrane antigen) pomoci cilenych nanostruktur a modulaci imunitni odpovédi

Doba trvani projektu pokusd | 2019-2024 ukonceni pokusi 1.3.2024

Klicova slova - maximdlné 5 __cilend nadorova terapie, imunoterapie, prostate specific membrane antigen
Utel projektu pokusi - oznacte jej kiizkem (x) do prazdného policka
| zakladni vjzkum
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_Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, G&innosti a nezdvadnosti 1é&iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

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

| zachovani druht

_vy88i vzd€lavani nebo odborna pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napf. feSené védecké neznamé nebo v&decké &i klinické potieby)

Maligni tumory pokro¢ilého stadia i v dne¥ni dobé pfedstavuji zavazny medicinsky problém, jak pro svoji vysokou
mortalitu, tak i pro toxicitu uZivané terapie, ktera je limitujici pro fadu nemocnych, proto je snaha o cilené ovlivnéni
tumorti jak pomoci sméfovani cytotoxickych lé¢iv, tak i pomoci imunitniho systému hostitele. Exprese nadorového
markeru s oznaenim PSMA (prostate specific membrane antigen) je popsana v prostatickych tumorech, nékterych
mozkovych nadorech a také na endotelialnich burikach v&tSiny solidnich nadori. Cilem této studie je jak uréeni vyuziti
latek a nanostruktur cilicich nddorové antigeny (jako napt. PSMA).

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo b¥t dosazeno pokroku ve vasem védnim oboru

_nebo jaky pfinos by z n&j elovek &i zvitata mohli mit) hint SR N N il e OB e e e 8.5 1
Pochopeni moZnosti cileni nanostruktur (nesoucich lé¢ivo & ovliviujici imunitni systém) umozni vytvofit nové strategie
1écby onkologickych pacientl. Testované latky a nanostruktury by mohly pfedstavovat nova légiva schopna zpomalit nebo
zastavit riist malignit jak u lidi, tak i u zvifat a mohly by tak byt alternativou ke standardni konve¢ni chemoterapii.

Druhy a pFiblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se predpoklada

Celkem po&itame s pouZitim 676 my$i. Je to maximalni pocet poui1tychzvn"at, v kazdé skupméjsou zahmﬁ"té‘z“vif'ata, -
ktera budou pouZita jenom v piipadé potfeby (imrti, doméfeni apod.). Uvedené poity vech zvifat jsou stanoveny tak, aby
byla zajisténa statistickd hodnotitelnost vysledki.

Jaké jsou ocekavané nezadouci ucinky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zavaZnosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

O¢ekavanym nezadoucim ti¢inkem u pokusnych zvifat mohou byt obecné pfiznaky nddorového bujeni (kachexie,
syndromy z lokalniho Gtlaku). V minimalnim méfitku 1ze o¢ekavat i ptipadné nezadouci Gginky v disledku podané terapie
(febrilie, autoimunni reakce). Pfedpokladana mira zavaZnosti je stfedni - experimentalni zvifata pociti nejvyse stiedné
intenzivni bolest nebo stfedn€ zavazny zasah do bézného chovani pokusného zvifete. Se zvifaty bude nakladano podle
zésad bezbolestného zachazeni se zvifaty, experiment bude ukonéen pfi prvnich znamkach zhorSeni zdravotniho stavu
zvifete. Zvifata budou po ukonéeni pokusu usmrcena predavkovéanim anestetikem, budou odebrany a analyzovany organy
a experimentélni nadory, event. i mo¢, stolice a krev.

| Uplatiiovini 3R (replacement, reduction, refinement) ot

Nahrazeni pouzivani zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouZiti
Vsechny testované latky budou pfed aplikaci do zvifat otestovany na cytotoxicitu pomoci validovanych eseji na
buné&&nych liniich pro sniZeni rizika nezadoucich uginki, taktéZ budou in vitro testovany na aktivitu proti bun&&nym
nadorovym liniim a zda jsou schopny aktivovat jednotlivé buiiky imunitniho systému. Tyto experimenty ndm oviem stéle
nemohou fici, zda tyto latky budou fungovat v systému in vivo, jiZ jen z toho divodu, Ze riist nadoru je velmi vyrazné
ovlivnén mikroprostfedim (vaskularizace, tumor infiltrujici makrofagy, interakee s extracelularni hmotou). Proto i v
soucasné dobé je zlatym standardem k ové&feni tumorigenity zvifeci model. In vivo studie na my$im zvifecim modelu

v soucasné dobé¢ predstavuje Siroce pouzivany piistup ve srovnatelnych studiich a nejlepsi model pro pochopeni
mechanizmi tumorigeneze. Alternativni metoda bez pouZiti zvifat se stejnou spolehlivosti v kontextu komplexni sité
interakei nddorové burika - nddorové mikroprostiedi - imunitni systém neexistuje. TaktéZ neni v soudasné dobé mo#né bez
uZiti zvifat (pln€ predikovat vedlejsi u¢inky aplikovanych latek. Moznosti vyuZiti alternativnich metod bylo derpano z
elektronickych databazi - pubmed, library of science, Go3Rs, ECVAM/FRAME.

Omezeni pouzivéani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poétu zvifat.

VyuzZiti geneticky podminénych imunodeficientnich mysi je vhodné zejména pro dobré ptihojeni lidskych nadorovych
linii a tudiZ i dobrou Gspé$nost pfi vzniku tumort, které se svymi vlastnostmi blizi podminkam v lidskych nadorech. Jiné
druhy imunodeficientnich zvifat jsou podstatné méné bézné a usp&inost ptihojeni tumorti je niz$i. Proto by v piipadé
volby jiného druhu bylo nutno ofekavat vétdi podet experimentélnich zvifat. Uvedeny poet zvifat je maximélni a lze
predpokladat mensi mnoZstvi pouzitych zvifat. Pocet zvifat bude omezen preselekei pouzivanych latek pomoci

experimenti na bunéénych kulturch. O pritbéhu a vysledcich viech provedenych experimentii budou peélivé vedeny




protokoly, vysledky budou priibézné hodnoceny k optimalizaci experimentalni strategie a sniZeni poétu potiebnych
experimentalnich zvifat. Na zékladé naSich pfedchozich experimentil 1ze oéekavat variabilitu biologického chovéni
xenotransplantovanych tumord a proto bude potfeba minimalni pocet 6 zvifat ve skupiné k zajiténi reprodukovatelnosti a
interpretovatelnosti pozorovanych rozdili (v poétu v kazdé skupiné jsou zahrnuta zvifata, ktera budou pouZita jenom

v pfipadé€ potfeby - imrti, doméfeni apod.). Pro zaji$téni minimalizace poétu zvifat budou experimenty primarné
provedeny nejprve v menSich kohortach (4 3 jedinci), pokud jiZ na tomto mnoZstvi bude dosaZeno statistické signifikance
¢i vyraznych nezadoucich icinki, pokus bude ukonden. AZ pokud statistické signifikance dosaZeno nebude, bude
experiment doplnén do celkového poétu 6 jedinch. Spoledné vyuziti zvifat pii tomto pokusu neni moZné vzhledem k
ovlivnéni fyziologickych pochodi zvifete jak im: ntovanymi bunéénymi liniemi, tak i studovanymi latkami.

Setrné zachdzeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat, a proé se v ptipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o

nejSetrnéjsi pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecna opatieni, kterd budou pfijata za ucelem sniZeni Gjmy zptsobené zvifatim na minimum.

- Se zvifaty bude nakladano podle zdsad bezbolestného zachazeni se zvifaty, b&hem experimenti bude zajistén dostatek
potravy a vody, pfi bolestivych zdkrocich budou pouZita anestetika. VSechny operaéni zakroky budou provadény v
celkové anestezii s vyuZitim b&Zné uzivanych anestetickych latek u hlodavci ve veterinarni medicing. Pro zmenSeni
pooperacni bolestivosti bude pfi odbérech krve krom celkové anestezie uzito i lokalniho dlouhodobého anestetika.
Technické vybaveni uzivané v experimentu odpovida parametrim vybaveni uZivaného v huméanni resp. veterinarni
medicin€. Pro sniZeni stresu bude jakakoli del3i manipulace (odbér krve z ocasni Zily, neinvazivni foceni v iBoxu)
provedena v kratkodobé celkové anestezii. Stav zvifat bude pravideln& denné kontrolovan, experiment bude ukonéen pfi
prvnich klinickych znamkach zhorSeni zdravotniho stavu zvifete (nap¥. kozni 1éze u subkutannich tumord, klinické
znamky bolesti, neurologické pfiznaky, zména chovani, pokles hmotnosti atp.) tak, aby nedochazelo k jejich utrpeni.




