NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Role tubulinového transportu mitochondrii v procesu transferu z nadorového stromatu do nadorovych bunék s poskozenym
respiracnim fetézcem.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 48

Klicova slova Mitochondrie

Miro RHOT

nador mezibunéény transport

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Onkologie [PB1]
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Cile projektu pokusut

Cilem je objasnéni mechanismu transportu mitochondrii mezi bufkami nadoru a nadorovym stromatem se zaméfenim na funkci
Miro proteinll v tomto procesu.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

PFenos neposkozenych mitochondrii mize vést k obnoveni proliferace a nasledné tumorigenicity rakovinnych bunék s po$kozenou
mitochondrialni DNA, napfiklad v dusledku protirakovinné lIé¢by. Pochopeni molekularniho mechanismu pfenosu mitochondrii bude
mozné v budoucnu zuZitkovat v translaénim vyzkumu protinadorovych latek cilenych na funkci mitochondrii a umozni tak zlep$eni
terapeutickych pfistupu pfi [é€bé nadorovych onemocnéni.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Injekeni (i.p.) aplikace tamoxifenu, ktera bude provedena pétkrat s odstupem 24 hodin od pfedchozi davky. Injekéni aplikace
suspenze rakovinnych bunék (s.c.) — jednorazové. Inhalaéni anestezie za u¢elem monitoringu rdstu nadort — opakované (2x tydné
po dobu maximalné 5 tydn().

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

Pouzita latka (tamoxifen) je v indikovanych davkach netoxicka a zvifata ji dobfe snaseji. Aplikace nadorovych bunék s.c. je
standardni postup, subkutanni nadory jsou vSeobecné dobfe snaseny a v porovnani s ortotopickym nadorem predstavuji pro zvife
jenom mirnou zatéz. Zvifata nemaji snizenou pohyblivost a budou usmrcena dfive nez nador dosahne 5 % velikosti téla
(volume/weight). Ocekavame, zZe zvifata budou prozivat kratkodobou bolest béhem i.p. nebo s.c. injekce (odpovida mirné
zavaznosti navrzeného projektu pokust). V pfipadé subkutannich nadord maze dochazet vyjimeéné k nekrotizovani nadora dfive
nez dosahnou objemu 1cm3, tato zvifata budou peclivé sledovana a v pfipadé zhor$eni stavu pfed¢asné usmrcena.

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

Pokus bude ukonéen usmrcenim zvifat, nezbytnym pro odbér tkani. Usmrceni bude provedeno metodami vhodnymi pro pouzita
pokusna zvifata dle stavajici legislativy.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Za UCelem studia role Miro proteinl v transferu mitochondrii do nadorovych bunék s poSkozenou mitochondrialni DNA je nezbytné
pouzit zvifeci model, ktery pIn& zajistuje komplexni podminky nadorového mikroprostredi. U&ast Miro proteint v procesu
mezibunééného transferu mitochondrii byla pfedbézné potvrzena na in vitro modelech kokultur bunék s poSkozenym respiranim
fetézcem a mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC), které jsou sou¢asti nadorové tkané. Vzhledem k tomu, Ze in vitro kokultury
nemohou postihnout komplexni situaci v prostfedi nadorového stromatu, je nezbytné pouziti pokusnych zvifat, které nemuize byt
nahrazeno alternativnimi metodami.

Omezeni pouzivani zvirat

Navrhované experimenty jsou zaloZeny na solidnich pfedbéznych datech ziskanych z in vitro a in vivo experiment(, tj. experimenty
nebudou provadéné bezdivodné. V ramci pokusll ovéfujeme pouze takové mechanismy transportu mitochondrii, pro které existuje
dostate¢na evidence ve védecké literatufe s cilem omezit po€et nutnych experimentl (pouzitych zvifat) na minimalni mozny. Bude
pouzito minimalni mnozstvi zvifat nutné pro validni statistické vyhodnoceni planovanych experimentd. Po usmrceni zvifat bude
nadorova tkan a organy vyuZzita pro dal$i nezavislé experimenty ¢imz také dojde k omezeni poc¢tu pouzitych zvirat.

Setrné zachazeni se zvitaty

V pokusech v ramci tohoto projektu podstoupi zvifata maximalné mirnou zatéz (i.p., injekce tamoxifenu, s.c. injekce bunék —
standardni zpUsob aplikace latek a bunék u laboratornich mysi). Zdravotni stav zvifat (ztrata vahy, snizena hybnost, apatické nebo
jinak nezvyklé chovani) bude pravidelné sledovan a bude o né pe€ovano v souladu s platnou legislativou na ochranu zvifat. V
|JpF|'padé zhorSeni stavu budou zvifata usmrcena dfiv nez je pfedpokladané ukonceni experimentu.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Budou vyuziti dospélci Mus musculus. Jde o zavedeny laboratorni model (v€. potfebnych genetickych manipulaci) a pokusy
navrhované v ramci tohoto projektu navazuji na vysledky ziskané na tomtéZz modelovém organismu.




