NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Studium bioakumulace katalytickych systému feritin-enzym a hodnoceni efektivity aktivace proléciv v modelu laboratorni mysi (Mus
musculus), AZV NU21J-08-00043

Doba trvani projektu pokust v mésicich 24

Klicova slova Feritin

Prolécivo Enzymova aktivace
Nanomedicina 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Onkologie [PB1]
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Cile projektu pokusut

Cilem projektu je rozsifit poznatky o moznostech tzv. bioorthogonalni terapii zalozené na vyuziti in situ aktivace netoxickych
proléciv pomoci inteligentnich katalyticky aktivnich modalit. Takové nastroje jsou unikatni svou efektivitou a mohou byt vyuzity
nejen v terapii nadorovych onemocnéni, ale také zavaznych infekci ¢i pro diagnostické zobrazovani. V ramci projektu bude
studovana nova skupina katalyzatord zalozenych na protein-protein komplexech feritin-enzym, u kterych Ize pfedpokladat vysokou
stabilitu a biokompatibilitu. Na zakladé ziskanych dat tak mohou byt navrzeny nové terapeutické a diagnostické modality nejen pro
nadorova onemocnéni. Diléim cilem projektu je pak studium bioakumulace novych katalyzatord a determinace jejich tkarove
specificity, coz bude zasadni pro dal$i modifikace povrchu feritinu pro zajisténi aktivnich cilicich vlastnosti. VeSkera metodika pro
experimenty na mysi bude vychazet z rozsahlych naplanovanych in vitro experimentd. Jako modelové zvife bude pouzita inbredni
laboratorni my$ (Mus musculus) — obé pohlavi, a to ve stafi od 8 do 16 tydnu. Experimenty budou provadény zejména na samcich
a to z divodu vy$$i variability u samic pfi testovani uginnosti Iékd. Uginnost navrhovanych rekombinantnich feritinovych
proteinovych kleci s enkapsulovanymi enzymy budou ovéfeny na samicich.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Primarnim pfinosem planovanych experimentt bude pfedevsim evaluace katalytické aktivity a nasledné protinadorové Gcinnosti
komplex feritin-enzym/prolé¢ivo v organismu, cozZ nelze vyhodnotit v tkariovych kulturach. DalezZitym pfinosem bude i popis
biodistribuce a bioakumulace rekombinantnich feritinG s enkapsulovanymi enzymy in vivo. Tyto vysledky mohou odhalit nové sméry
vyuziti testovanych proteinovych katalyzatoru.

\Vysledky ziskané témito experimenty nasledné uvefejnime v recenzovanych ¢asopisech a pfipravime nové technologické postupy,
které pfedpokladame chranit formou uzitného vzoru, pfipadné patentu.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Vyuzijeme standardizované nadorové modely: karcinom mlééné zlazy (mysSi buriky 4T1), kolorektalni karcinom CT26 (kmen
BALB/c), lidsky karcinomy prsu MDA-MB-231, MDA-MB-468 a T47D (pro praci s kmenem nu/nu), pfiemz pro vSechny bunécné
typy jiz zname expresi cilovych receptort ferritinového nosi¢e (TfR1, SCARAS). VSechny nadory v€etné modelu 4T1, budou
indukovany jednorazovym subkutannim (s.c.) injikovanim 105 — 106 nadorovych bunék ve 100 yL bezsérového média z kultury v
den 0, a to na pravy nebo levy bok mysi. Zakladem 1é¢by budou rekombinantni feritinové proteinové klece s enkapsulovanymi
enzymy (thimidin kinasa, cytochrom P450, cytosine deaminasa) a separatné aplikovana netoxicka proléciva (fluorocytosine,
acyclovir, ifosfamide), ktera budou po kontaktu s feritinovymi klecemi s enkapsulovanymi enzymy konvertovana in situ v cytotoxické
latky. Feritiny budou davkovany na zakladé jiz ziskanych zkuSenosti a budou podavany intraven6zné (i.v.) po vyvinuti nadoru
(vétsSinou 6.-12. den v zavislosti na pouzitém nadorovém modelu, kdy prdmér nadorového loziska odpovida velikosti cca 8 mm).
Feritiny budou mySim davkovany bud v jedné davce (bolusové) nebo v nékolika davkach, nejcastéji ve dvou davkach kazdy treti
den. Po ukon&eni davkovani feritinG budou aplikovana vySe zminéna proléciva (pfedpokladame jednu az dvé davky v zavislosti na

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

Mirou utrpeni je projekt charakterizovan jako stfedni, kdy Ize pfedpokladat, Ze zvifata mohou pocitit déletrvajici bolest &i diskomfort
vlivem indukce nadorl. Zvifata také mohou pocitovat diskomfort vliivem aplikované Ié€by a moznou ztratu hmotnosti, a to
maximalné po dobu zahajeni aplikace terapeutickych modalit po terminaci experimentu. Systémova toxicita (pokud by nastala)
bude kontrolovana pravidelnym sledovanim télesné vahy a celkového welfare mysSi v pokusu na zakladé behavioralnich (apatie,
stereotypni chovani, projevy socialniho chovani) a fyziologickych (sniZzeni pFijma potravy, dehydratace, télesna kondice, prijem)
ukazatel(. Zvirata, u kterych dojde k poklesu hmotnosti o 15 &i vice procent, nebo velikost nador( pfesahne 5 cm2 budou z
experimentu vyfazena a utracena.

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

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat

Druh zvirat Navraceni do chovu, do

Opétovné pouziti R Ep——— Do zajmového chovu
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

S ohledem na povahu planované prace (indukce nador() je nutné a nejhummanéjsi zvifata po ukonceni experimenta usmrtit. Pro
tento Ucel bude eutanazie provedena pfedavkovani anestetikem &i cervikalni dislokaci. Dle technologickych postupl jsou kadavery
ukladany do oznaceného kafilerniho mraziciho boxu. Poté jsou odvazeny asanacni sluzbou, se kterou ma pracovisté smlouvu,
ASANACE, s.r.o. Medlov. Opétovné pouZziti zvifat neni planovano.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Navrhované schéma pokusu nelze nahradit jinym modelem, nelze provést na buné€ném ani jiném modelu, nebot sledujeme
patofyziologickou odpovéd celého organismu. Alternativni modely nam neumoznuiji sledovat rist nadoru a zmény jeho
mikroprostfedi, interakci nadoru s hostitelem, ani vliv Ié€by na nador. Nékteré dilci experimenty (napf. stanoveni protinadorového
efektu 1&Civ) budou ¢aste€né nahrazeny experimenty in vitro, coZ umozni snizit potfebu pokusnych zvifat.

Omezeni pouzivani zvirat

Planovani experimentl pfedchazelo diikladné studium jiz publikovanych védeckych vysledki, aby se pfedeslo opakovanim
experimentt a nadmérné spotfebé zvirat. Zvifata budou pouzivana v minimalnich poctech, které umozni statistické vyhodnoceni
rozdild mezi skupinami. Pokud to bude mozné, tak budou sdileny vzorky ziskané v experimentech. Analyzou vétSiho poctu
parametri najednou (pouziti modernich, citlivych metod) docilime dalSi redukce potfebného poctu zvifat.

Setrné zachazeni se zvitaty

VeSkera manipulace se zvifaty bude co nejohleduplnéjsi a co nejméné narusujici pfirozené potfeby zvifat.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi inbredniho kmene BALB/c jsou vhodnymi modely pro studium experimentalnich mysSich nadord. Mysi imunodeficientni
(athymické nu/nu mysi) jsou vhodné pro analyzu rGstu nadorud a vlivd Ié€by bez Gcasti imunitniho systému hostitele.
Imunodeficientni mysSi mohou navic slouZzit jako hostitelé pro nadory lidského plvodu (xenografty).




