NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Zinek-dependentni signalizace v bufikach karcinomu prsu v experimentalnim modelu laboratorni mysi (Mus musculus): implikace
pro prognostické a terapeutické ucely

Doba trvani projektu pokust v mésicich 8
Klicova slova Metalothionein
Metalomika Karcinom prsu
Zinek 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Onkologie [PB1]
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Cile projektu pokusut

Cilem projektu je rozsifit poznatky o vztahu mezi intracelularnim zinkem a skupinou na cystein-bohatych proteind —
metalothioneind, a to pfedevs§im se zaméfenim na studium dopadu up- ¢i down-regulace metalothioneind na transdukci signalu v
zinek-dependentni signalizaci nadorovych bunék. Pozorované mechanismy budou validovany i v dalSich typech nadorovych
onemocnéni, a to pro validaci toho zdali jsou mechanismy tkarnové specifické &i ne. V ramci projektu budou pro regulaci exprese
rznych sub/isoforem metalothioneind (pfedevsim pak MT1X, MT1H a MT2) vyuZity metodologie stabilni ¢i transientni transfekce
plasmidové DNA s naslednym studiem chovani bunék ve smyslu agresivity, invazivity a vnimavosti k cytostatikdim. Na zakladé
ziskanych dat budou také navrzeny nové terapeutické modality schopné cilené ovliviiovat expresi metalothioneinli a nasledné také
na zinku-zavislou signalni transdukci. Dil¢im cilem projektu je studium exprese sub/isoforem metalothioneinu jako prognostickych
marker( ve vybranych subtypech karcinomu prsu. Podrobna metodika pokust bude vychazet z in vitro experimenta.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Primarnim pfinosem planovanych experimentt bude pfedevsim objasnéni dulezitosti vybranych sub/isoforem metalothioneind pro
zinek-dependentni signalizaci v burikach karcinomu prsu. Nejen nase publikované a pfedbézné vysledky ukazuji zasadni dulezitost
iontd zinku pro buriky karcinomu prsu, a to v rizném rozsahu v zavislosti na klinickém subtypu tohoto nadorového onemocnéni.
Predlozeny projekt tak bude zasadni pro validaci téchto vysledkd na Urovni in vivo. Ziskané vysledky pak mohou poskytnout
zakladnu pro dal$i studium analyzy exprese metalothioneinu jakoZto diagnostickych a prognostickych biomarkerd. Na zakladé
molekularnich analyz také planujeme derivovat buné&né a molekularni procesy, které by mohly slouzit jako vhodné cile pro vyvoj
novych terapeutickych modalit pro personalizovanou medicinu.

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

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Vyuzijeme dobfe standardizované nadorové modely: karcinom mlécné zlazy (mySi buriky 4T1), kolorektalni karcinom CT26 (kmen
BALB/c), buné&ny lymfom EL4 (C57BL/6), leukemii P388 a jeji variantu P388/MDR (kmen DBA/2), karcinom mlé¢né Zldzy SKBR-3
a jeho variantu SKBR-3/PCTX, karcinomy prsu MDA-MB-231, MDA-MB-468 a T47D (kmen nu/nu). Nadory budou indukovany
jednorazovym subkutannim (s.c.) injikovanim 105 — 106 nadorovych bunék ve 100 yL bezsérového média z kultury v den 0. Pro
tyto u€ely budou vyuzity pro G€ely kontrolni indukce wild-type (w.t.) bunky (tedy buriky bez zasahu do exprese metalothionein() a
tyto budou porovnavany s burikami s alterovanou expresi metalothioneint (knock-out buriky — buriky upravené pomoci
CRISPR/Cas9 a knock-in bunky — bufiky s expresi metalothioneint zvySenou pomoci transfekce vektorem nesoucim gen, kodujici
metalothionein). Zakladem Ié€by budou cytostatika (cisplatina, oxaliplatina, karboplatina), ktera budou davkovana na zakladé jiz
ziskanych zkuSenosti a budou podavany intraven6zné (i.v.) nebo intraperitonealné (i.p.) po vyvinuti nadoru (vétSinou 6.-12. den v
zavislosti na pouzitém nadorovém modelu, kdy prdmér nadorového loZiska odpovida velikosti cca 8 mm). Léciva budou mySim
davkovany bud' v jedné davce (bolusové) nebo v nékolika davkach, nejCastéji ve tfech davkach kazdy tfeti den. Objem jedné

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

IJNeia’douci ucinky u testovanych zvifat se mohou projevit po§kozenim organu ¢i patologickou odezvou imunitniho systému. Projekt
je klasifikovan s mirou zavaznosti jako stfedni. Zvifata budou po ukonéeni pokusu usmrcena pfedavkovanim anestetikem ¢i
cervikalni dislokaci.

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

Po skonéeni pokus( bude provedena eutanazie, a to pomoci predavkovanim anestetikem &i cervikalni dislokaci. Dle
technologickych postupu jsou kadavery ukladany do ozna¢eného kafilerniho mraziciho boxu. Poté jsou odvazeny asanacni
sluzbou, se kterou ma pracovisté smlouvu, ASANACE, s.r.o. Medlov. Opétovné pouziti 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&€C€iv) budou nahrazeny experimenty in vitro, coZz 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

Mysi inbrednich kmend jsou vhodnymi modely pro studium dané problematiky, a to z ddvodu homogenni odpovédi na aplikaci, ale
také z divodu jednoduché manipulace s jedinci. VeSkera manipulace se zvifaty bude co nejohleduplnéj$i a co nejméné narusujici
pfirozené potfeby zvifat.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Mysi inbrednich kment BALB/c, C56BL/6, C3H/HeN a DBA/2 jsou vhodnymi modely pro studium experimentalnich mysich nadoru.
Mysi imunodeficientni (napf. athymické nu/nu mysi) nebo geneticky modifikované (napf. RAG2 KO, tzv. SCID fenotyp) jsou vhodné
pro analyzu rastu nadort a vlivd IéEby bez G€asti imunitniho systému hostitele. Imunodeficientni mysi mohou navic slouzit jako
hostitelé pro nadory lidského pdvodu (xenografty).




