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x | zékladni vyzkum

transla¢ni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, (i¢innosti a nezavadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkd

ochrana p¥irodniho prostiedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druht

X . vySsi vzdélavani nebo odborna priprava

trestni fizeni a jiné soudni rizeni

Cile projektu pokusi (napf. feSené védecké nezndmé nebo védecké Ci klinické potieby) |

Cilem projektu pokust je studovat heterogenitu nadorovych bunék v podminkich in vivo, zejména sohledem na
cirkulujici nadorové butiky, které jsou kli¢ové pro vznik metastéz a progresi onemocnéni. Detailngjsi porozuméni biologii
cirkulujicich naddorovych bun&k miize prispét ke zlepSeni studia mechanismd vzniku resistence k terapii a pomoci pfi
vyvoji novych potencialnich terapeutik zejména pro 1é¢bu diseminovaného nadorového onemocnéni.

Pro studium cirkulujicich nadorovych bun&k v podminkach in vivo budou zavedeny zvifeci modely vytvofené my3imi a
lidskymi bunéénymi liniemi nadoru mlécné Zlazy a prostaty a také modely pripravené pomoci lidskych primarnich nadori
v imunodeficientnich mysich kmenech. Pokusy, které jsou pfedmétem Zadosti o schvaleni projektii pokusu, maji za cil
ptipravit dané zviteci modely pro rekapitulaci metastatické kaskady se zaméfenim na isolaci a charakterizaci cirkulujicich
nadorovych bun&k. Tyto studie ptisp&ji k vyzkumu v oblasti nadorové diseminace a vzniku metastiz na urovni
cirkulujicich nadorovych kmenovych bungk a déle pak k objasn&ni vzniku chemoresistence a nadorové heterogenity .

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z né&j lovek &i zvitata mohli mit)

Cirkulujici nadorové buiiky predstavuji populaci bungk odvozenych zprimarniho nadoru, kterd vyznamné pfispiva
k progresi onemocnéni a rezistenci k aplikované 16¢b&. Planované experimenty piisp&ji k detailngjSimu objasnéni
biologickych vlastnosti této populace, jejimu fenotypu a k piipadnému nalezeni 1é¢iv, kterd mohou tuto populaci
specificky cilit a tim sniZovat riziko vzniku metastatického vyvoje v dalSich orgénech. Cirkulujici nadorové buiiky jsou
slibnym buné&&nym typem pro vyuziti zejména v regenerativni medicing. Planované pokusy piispé€ji k objasnéni nadorové
heterogenity, plasticity a dopadu t&chto procesii na vznik resistence vii¢i aplikované 1é¢bé a pomohou zejména pti vyvoji
lé¢by pro diseminovana nadorova onemocnéni. Imunodeficientni modely s lidskymi nddorovymi buiikami ¢&i
pacientskymi nadory umozni aplikovat tyto vysledky pfimo na klinické vzorky. Tento piistup je slibny pro expandovani
pacientského materidlu pro nasledné molekulérné biologické analyzy.

Druhy a pFiblizné poéty zviFat, jejichz pouziti se predpoklada

Pro pokusy budou vyuZivani imunokompetentni jedinci kmeni C57BI/6 a BALB/c, a to v zdvislosti na genetickém pozadi
materialnu uréeného k injikaci. V ptipadg injikace materialnu lidského ptivodu budou pouZiti jedinci imunodeficientniho
kmene SHO nebo NRG. Poédet pouzitych pokusnych zvifat se bude odvijet od poctu vzorkii bun&énych linii a tkani
vhodnych pro injikaci. Celkovy odhadovany pocet mysi zavisi od mnozstvi pacientského materidlu, které bude mozno
injikovat. Odhadovany poget zvifat v obdobi tii let feSeni projektu je 600. Déle budou drZeny minimélni pocty
rodi¢ovskych kmenii nutné pro udrzeni kontinualni kolonie kmene SHO.

Jaké jsou odekavané nezadouci u€inky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonceni pokusu?

Cilem experimenti je imunokompetentnim nebo imunodeficientnim jedincim injikovat nadorové buiiky, monitorovat rist
nadoru a izolovat subpopulace cirkulujicich nadorovych bungk z krve. Dal§im cilem je sledovat vliv 1é¢by a piipadnou
odpovéd &i resistenci nadorovych bungk. Nadory budou riist maximalng do velikosti 2 cm’, aby zvitatim nezpiisobovaly
z4vazn&jsi obtize. Zvitata budou pravideln& monitorovana, a pokud dojde k prokazatelnému zhorSeni kvality jejich Zivota,
budou ihned zexperimentu vyfazena a utracena. Po skon&eni pokusu budou zvifata utracena (pferudeni michy nebo
pomoci oxidu uhli¢itého) a budou jim odebrany plice, krev a ptipadné dalsi orgény pro naslednou analyzu. Plice, krev a
ptipadn& daldi organy budou také odebirany ze zdravych jedinci pro ziskdni kontrolnich vzorki. VSechny experimenty
budou provadény tak, aby utrpeni zvifat bylo co nejmen3i. Injikace bunék a tkéni za ucelem vytvofeni experimentalniho
modelu bude provddéna u zvitat v celkové anestezii ve sterilnich podminkach. Nésledné budou zvifatim podéavéana
analgetika pro zmirnéni poopera¢ni bolesti a dale budou zvifata po operaci pravidelné monitorovéna. Pokusy budou
provadény tak, aby byla zvifata co nejmén& stresovéna. Navrhovana mira zavaznosti je mirna aZ stfedni. Po ukon&eni
experimentu bude zvifatim odebrana krev kardialni punkci pod celkovou anestezii a nésledn& budou zvifata usmrcena
prerudenim michy. Kadavery budou umistény do kafilerniho mraziciho boxu pro VZP 1. kategorie a jejich nasledna
likvidace bude zajist€na firmou Agris, s.r.0., zdv. Medlov, Némc¢icky u Zidlochovic.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivani zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouZiti
zvifat.

Planované studie na zvitatech nelze nahradit studiemi na bun&&nych liniich kultivovanych v podminkach in vitro, nebot
zejména rozvoj a diseminace nadorového onemocnéni a naslednd odpovéd’ na aplikované terapeutika je nutné studovat




v kontextu celého mikroprostiedi nadoru a organismu, coz planované syngenni a xenogenni modely umoZiiuji.

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poctu zvirat.

Béhem celé studie v§ak bude pouzito minimalniho mnozstvi zvitat, které je nezbytné pro spravné statistické zhodnoceni
ziskanych vysledki. Poget pouzitych zvitat bude zaviset také od poctu a mnoZstvi pacientskych vzorki pro expandovani.
Predpoklada se pouziti nejméné tii mySi na kazdy nové implantovany pacientsky vzorek solidniho nadoru. V pokusech,
kde budou zvifata s nadory ovlivnéna terapeutiky, se odhaduje pouziti 5-10 jedinct na skupinu a opakovani.

Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v piipadé tohoto zviteciho modelu jednd o nejietrné;si
pouziti z hlediska védeckych cilt.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za ucelem sniZzeni Gijmy zplsobené zvifatim na minimum.

V pokusech pro zavedeni syngennich modelll rakoviny prsu a prostaty budou pouzivéni jedinci kmene C57Bl/6 a
BALB/C. Béhem pokust s materidlem lidského plvodu je planovano vyuzit mySi kmene SHO nebo NRG, ktery je
imunodeficientni a tedy vhodny pro xenotransplantace lidského materidlu. Navic jedinci kmene SHO jsou bezsrsti, coz
usnadiiuje monitorovani rlistu nadord. Po celou dobu trvani pokusii bude se zvifaty zachdzeno Setrnym zplsobem tak, aby
jim nebyla plisobena bolest, stres, strach a utrpeni. Se zvifaty bude zachézeno klidng, budou pfivykéna na tchop rukou
oSetfovatele nebo vyzkumnika a budou umisténa v neménnych definovanych podminkéach bariérového chovu ve sterilnich
klecich, v pfipadé imunodeficientniho kmene v individuélné ventilovanych klecich. Béhem operacnich zéasahti budou
zvitata pod celkovou anestezii a po operaci jim budou podavana analgetika pro tiSeni bolesti. V ptipadé, Ze né&ktery
experimentalni zdsah zplsobni zviteti obtize, které nesouvisi s pokusem, a které budou zhorSovat jeho zdravotni stav,
bude takové zviie neprodlené vyrazeno z pokusu a utraceno.




