NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Vliv benzimidazol( na chovani lidskych nadorovych bunék odvozenych z glioblastoma multiforme u athymickych nu/nu mysi

Doba trvani projektu pokust v mésicich 46

Klicova slova glioblastoma multiforme
primolinie benzimidazoly
temozolomid athymické nu/nu mysi

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Onkologie [PB1]
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Cile projektu pokusut

Cilem projektu je zjistit mechanismy, kterymi buriky glioblastomu reguluji svij rlist a pfekonavaji bunéénou smrt. Zaroven je nasi
snahou odhalit nové cile pro efektivnéjsSi protinadorovou terapii glioblastioma multiforme. Tento nador bude implantovan v podobé
bunék z nadoru ziskaného od pacienta po kratkodobé kultivaci in vitro. Pokrocilou fazi testovani protinadorové pusobicich latek, v
nasem pfipadé benzimidazolovych antihelmintik, je potvrzeni jejich u€innosti in vivo a porovnani jejich u€innosti s bézné
pouzivanym chemoterapeutikem temozolomidem.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Implantace bunék glioblastoma multiforme od vice darci nam pom0ze ziskat ucelené informace o biologickych charakteristikach
jednotlivych nadort a jejich pfipadném Sifeni do ostatnich tkani. Tento model nam zaroveri umozni zjistit presnou distribuci a
metabolizaci 1é€iva nejen v nadoru, ale také v ostatnich tkanich.

Zasadnim pfinosem uzitého modelu imunodeficientnich mysSi je moznost implantovat buriky nadoru ziskaného od pacienta po
kratkodobé kultivaci in vitro. Vyhodou je také sledovani citlivosti na Ié€bu benzimidazoly, u kterych bylo mezi jednotlivymi vzorky.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Zvifata budou zpravidla pouzivana k nékolika postupim: 1)implantace nadorovych bunék s.c. - s pouzitim povrchového lokalniho
anestetika (Emla 5% drm. crm. — kombinace lidokainu a prilokainu) bude mysi subkutdnné injikovano 250 pl bunééné suspenze
ziskané z kultury lidskych nadorovych bunék. 2) po 14 dnech od implantace (nebo podle nariistu nadoru, maximalné vsak po 4
tydnech) bude sondou p.o. zavadéno lécivo kazdodenné po dobu 14 dn(. 3) Na konci pokusu budou mysi usmrceny
predavkovanim inhalaénim anestetikem isofluranem (5% koncentrace po dobu =5 minut).

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

Ocekava se bolest v prabéhu rdstu nadoru. Aby se predeslo nadmérné bolesti a strachu, budou zvifata usmrcena dfive, nez nador
nabude velkého rozsahu, nebo nez dojde k vyraznému zhorseni celkového zdravotniho stavu. My$ s projevy bolesti bude usmrcena
ihned.

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

Laboratorni zvifata zafazena do pokusu nebudou opakované pouzivana, nebot k vyzkumu budou dale vyuzity také jejich tkané a
organy.

Po usmrceni laboratornich zvifat budou zbytky tél ulozeny do chladu v neprodysnych tmavych plastovych pytlich a nasledné budou
odvezeny specidlnim autem do FNHK k likvidaci spélenim.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Navrhované schéma pokusu nelze nahradit jinym modelem nebo in vitro experimentem, nebot sledujeme priibéh rozvoje
navozeného onemocnéni.

Se zvifaty bude nakladano Setrné v souladu se vSemi pfedepsanymi pravidly a manipulovat s nimi bude pouze proskoleny a vysoce
zkuSeny personal Lékarské fakulty v Hradci Kralové.

\V databazi ECVAM neni validovana metoda, jez by mohla planovany pokus nahradit ¢i redukovat.

Omezeni pouzivani zvirat

Budou pouzity minimalni nezbytné pocty zvifat nutné ke spravnému statistickému zhodnoceni G¢inku. Plan pokusu reflektuje i
interindividualni variabilitu zvifat pfi navozeném patologickém stavu. Struktura experimentl je navrzena po dikladné teoretické
pfipravé a navazuje na dlouhodobé zku$enosti realizujiciho tymu. V8echny odebrané vzorky budou dlouhodobé skladovany v
hlubokomrazicich boxech (-80 °C) pro moznost dodateénych analyz bez nutnosti opakovani experimentu.

Pocet pouzitych zvifat bude zaviset na odebranych nadorovych liniich. Nadorové linie budou nejprve podrobeny podrobné in vitro
charakterizaci, jako napf. analyze markert kmenovosti, schopnosti proliferace a migrace bunék apod. Na zakladé téchto vysledku
budou teprve vybrany implantované linie a podle toho se bude odvijet i pocet pouzitych mySi. Pro kazdou linii bude pouzito 12 mysi
(3 mysi - s nadorem, bez Ié€by; 3 mysi - s nadorem, |éEba benzimidazoly; 3 mysi - s nadorem, IéCba temozolomidem; 3 mySi - s
nadorem, lIé¢ba benzimidazoly + temozololomidem). Pro kontrolu ristu bude pouzita bunééna linie U118MG (stabilizovana linie
odvozena z glioblastoma multiforme), u které mame 100% uspésSnost rastu nadoru. Tato kontrolni linie bude implantovana do 2
mysSi.

Setrné zachazeni se zvitaty

Snizeni Ujmy zvifatim bude zabezpeceno vysokou kvalitou péce ve Vivariu LFHK postavené na zkuSeném personalu, pravidelném
dennim rezimu a pouzivani anestetik a analgetik v odpovidajicich davkovych schématech. Se zvifaty bude experimentovano az po
nalezité aklimatizaci.
Implantace nadorovych bunék bude provedena s pouzitim povrchového lokalniho anestetika (Emla 5% drm. crm. — kombinace
lidokainu a prilokainu).

V pfipadé projevu bolesti, které nebude mozno zvladnout standardni farmakoterapii, tj. podanim meloxicamu v davce 5 mg/kg Z.
hm. s.c. a 24 hod. (Meloxicam 5 mg/ml inj. sol., Bioveta) ¢i rozpadu rany bude mys$ neprodlené usmrcena.

Na konci pokusu budou my3&i usmrceny pfedavkovanim inhalacnim anestetikem isofluranem (5% koncentrace po dobu 25 minut).
Rust nadort bude sledovan nékolikrat tydné. V pfipadé, Ze by doslo k vyraznému zhorSeni zdravotniho stavu, ktery bude denné
kontrolovan, bude myS neodkladné& usmrcena.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Pro studium |é¢by lidskych nador je tfeba pouzit model imunodeficientnich zvifat. Zlatym standardem onkologického vyzkumu jsou
athymické nu/nu mysi.




