NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Vyzkum Klinicky relevantnich substrati proteazomové degradace u MDS (myelodysplasticky syndrom).
Identifikace pevonedistat specifickych biomarkeru u PDX modelu.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 48 \

Klicova slova myelodysplasticky syndrom (MDS)
proteazomova degradace pevonedistat (PEVO)

neddylace patient derived xenografts (PDX)

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Onkologie [PB1]

Translacni a aplikovany vyzkum: Rakovina u lidi [PT21]

0

0

Cile projektu pokusut

Identifikovat skupinu PEVO-specifickych substratd v kontextu myelodysplastického syndromu (MDS) pouzitim PDX model(. PEVO
je specificky inhibitor postranslaéni modifikace, tzv. neddylace a kvuli jeho pleiotropnim u¢inkaim je dulezité identifikovat konkrétni
ligazu, jez zprostiedkovava jeho Ucinek specificky u MDS. V tomto cili budeme generovat expresni profily Cullin-dependentnich
ligaz a jejich substratd zavislych na podani PEVO. V sou¢asné dobé Ize identifikovat pfiblizné 200 takovych ligaz na zakladé
podobnosti sekvence. Nasi ambici je sestavit seznam téchto ligaz vyjadfenych v MDS a identifikovat ty, ve kterych po l1écbé PEVO
nastanou zmény v genové expresi nebo mutaéni zmény.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Identifikovat skupiny proteind, které jsou deregulovany pfi degradaci Cullin-dependentnimi ligazemi prostfednictvim PEVO-
specifického mechanismu po aplikaci [é¢iva. Skupiny mRNA a proteini budou identifikovany pomoci globalnich pfistupl
(hmotnostni spektrometrie, celoexomové sekvenovani (WES) a sekvenace transkriptomu (RNAseq)) a budou dale validovany
pomoci sady experimentd v mensim méfitku.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Pro transplantaci leukemickych bunék budou mysi anestezovany pomoci pfipravku Aerrane (Aerrane, Isofluranum: 4% koncentrace
v inhalaéni nddobé (0,20 ml/1 1). Transplantovano bude minimalné 1x10e6 bunék pacientské tkané. Transfer bunék bude proveden
intrafemoralné v max. 200 ul PBS v anestezii (Aerrane, Isofluranum: 4% koncentrace v inhala¢ni nadobé (0,20 mi/1 I).

\Vazeni, méfeni, odbér krve z o€niho plexu, facialni vény nebo ocasni vény, znaceni, palpa¢ni kontrola hydratace,

meéfeni tlaku v sedaci, méfeni srde¢ni a dechové frekvence aspekci €i palpacné, palpace a aplikace 1éCiv (analgetik

po 6-8h hodinach b&hem prvnich 24-48 hodin po i.f aplikaci). Odbér krve je provadén ve velmi kratké anestezii isofluranem 1-3% ve
smési se vzduchem 0,5l/min (na zakladé mechanismu ucinku funguje na GABAA receptory a ma myorelaxacni ucinek (Effects of
isoflurane and enflurane on GABAAand glycinereceptors contribute equally to depressant actionson spinal ventral horn neurones in
rats, British Journal of Anesthesia, C. Grasshoff a B. Antkowia, 2006) vzhledem k tomu, Ze je rychle vydychan, mys se vraci do
plného védomi béhem nékolika sekund, postacuji 2-4 kapky krve (myS) ne €astéji nez v tydennim intervalu a ne vice jak 4x b&éhem
celého pokusu. Jednotlivy odbér je tedy hluboko pod 10% objemu krve. Méfeni velikosti nadoru kaliperem; hledani metastaz v

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Zvifata budou denné& monitorovana, pfedevsim s ohledem na mozny vyskyt poruch chovani, ztraty télesné hmotnosti (max. 20%) &i
|jinych znamek utrpeni nebo nemoci. V pfipadé vyskytu téchto znamek budou mysi usmrceny metodou cervikalni dislokace a budou
nasledné analyzovany. Zvifata netrpi disledkem pokusU. Veskeré manipulace s imunodeficitnimi mySmi nebo ostatnimi mySmi po
ozareni budou probihat v laminarnich boxech. O celém priibéhu je pofizen pisemny zaznam.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Ukonc&eni experimentu - zvifata budou usmrcena za nasledujicich podminek k eliminaci jejich utrpeni:

- pokles BCS (body condition score) pod 2 a snizeni vahy o 15% nebo BCS 2 a pokles vahy o vice jak 20% -ub&hnuté
4 mésice od ukonc&eni |éCby

- nador vétsi nez 1,5 (2)* cm pohmatem

- pfiznaky bolestivosti nebo zhorSeni zdravotniho stavu

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Zadny podobny model, ktery by dosahoval takové komplexity a sougasné byl velmi blizce geneticky ptibuzny k &lovéku neexistuje.
PFi planovani tohoto projektu pokusl byly prohledany databaze s alternativami.

Omezeni pouzivani zvirat

V pokusech bude pouZito pouze takové mnozstvi zvifat, které zajisti statistickou prikaznost ziskanych dat.

Setrné zachazeni se zvitaty

Utrpeni, bolest a stres mySi budou vzdy omezeny na minimum, zachazeni s mySmi je v souladu s doporu€enimi uvedenymi na
strankach Norecopa. MyS$i budou chovany v optimalnich podminkach, které jsou stanoveny sou€asnymi regulacemi EU a mistnimi
zakony a vyhlaskami. Zvifata budou denné monitorovana, pfedevsim s ohledem na mozny vyskyt poruch chovani, ztraty télesné
hmotnosti €i jinych znamek utrpeni nebo nemoci. V pfipadé vyskytu téchto znamek budou mysi usmrceny metodou cervikalni
dislokace a budou nasledné analyzovany. Veskeré manipulace s imunodeficitnimi mySmi nebo ostatnimi mySmi po ozareni budou
probihat v laminarnich boxech.

Opatrné zachazeni s mySmi je nezbytnym predpokladem Uspé&sného pokusu.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Pro pokus je nutné pouzit humanizovany imunodeficientni mySi kmen NSG-SGM3 (NOD.Cg-Prkd&lt;scid&gt;
12rg&lt;tm1Wjl&gt; Tg(CMV-IL3,CSF2,KITLG)1Eav/MloySzJ) exprimujici lidsky interleukin-3, GM-CSF a SCF pro

pozadovany engraftment lidskych leukemickych bunéénych linii a primarnich pacientskych vzorkd. Pro tvorbu xenograftd budou
pouzity dospélé mysi ve véku 8-20 tydn(.




