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Nazev projektu pokusu

Xenotransplantaty metastatickych karcinomu jako nastroj pro preklinicky vyzkum, grant AZV NU21-08-00023

Doba trvani projektu pokust v mésicich 36

Klicova slova Karcinom

CTCs CDXs

in vivo model preklinicky vyzkum

Ugely projektu pokust
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Cile projektu pokusut

Predkladany projekt experimentl na zvifatech ma za cil navrhnout nové Gcinné terapeutické strategie pro efektivni individualni
Ié€bu pacientu s pokrocilym stadiem karcinomu prsu a prostaty s vyuzitim vhodné zvolenych chemoterapeutickych latek a jejich
kombinaci s nové syntetizovanymi nosi¢ovymi molekulami a inhibitory signalnich drah ddlezitych pro vznik a rozvoj nadorovych
onemocnéni. Na mySich modelech bude provéfena jejich relevance a ucinnost v podminkach komplexniho prostfedi sav&iho
organismu.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Experiment na zvifatech je nezbytny z divodu zakladniho vyzkumu a dale pfedchazeni, poznani nebo l1é€eni nemoci, utrpeni,
poSkozeni zdravi, télesnych nesnazi nebo k poznani ovlivnéni fyziologickych stavd a funkci ¢lovéka nebo zvifete. Védecké
poznatky ziskané pfi analyze odpovédi experimentalnich nadorl in vivo na navrzené Ié€ebné postupy budou ddlezitym
predpokladem pro pochopeni komplexnich mechanismu regulace rlstu/eliminace nador(i a navrzeni u¢innéjSich a SetrnéjSich
Ié€ebnych postupl.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Cirkulujici nadorové bunky (CTCs) izolované z pacientt s pokro€ilym stadiem nadorového onemocnéni prsu a prostaty budou
implantovany do renalni kapsuly laboratornim mysim kmene NOD Cg-Rag1tm1Mom l12rgtm1Wijl/SzJ (zkracené NRG). V pribéhu
trvani projektu pokus(i budou mysim imunodeficientniho kmene NRG provadény implantace vyizolovanych pacientskych CTCs v
10ul matrigelu do renalni kapsuly. Po provedeni cca 1 cm stfihu kiiZe v oblasti ledviny, nastfihnuti peritonea a jemném naruseni
renalni kapsuly uchycenim pinzetou budou subkapsularné injikovany bunky v matrigelu. Po operaci budou zvifata umisténa zpét do
chovné mistnosti a jejich zdravotni stav bude pravidelné monitorovan.Manipulace se zvifaty bude probihat v celkové anestezii
navozené injikaci kombinace ketamin/xylazin (80-100 mg/kg ketamin, 10 mg/kg xylazin). V pfipadé nasledného vysSetfeni rastu
nadorl bude navozeni celkové anestezie probihat inhalaéné, pomoci isofluranu. V prabéhu v§ech pokust budou zvifata pravidelné
monitorovana, zda pfipadny rostouci nador, nezpusobuje zvifatim nepfimérené zhorSeni zivotnich podminek. Rast nadoru bude
monitorovan palpaéné, pfipadné pomoci neinvazivnich optickych metod, detekci fluorescenéniho signalu. Pfedpokladané ukon&eni
pokusl bude 6 mésicl po implantaci bunék. Po ukonéeni pokusu budou zvifata Setrné usmrcena (cervikalni dislokace, oxid

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

Utrpeni zvifat v pribéhu pokusl bude minimalizovano. Subkutanni injekce budou provadény bez mistniho ¢&i celkového znecitlivéni.
Cilem experimentu je analyzovat Ucinek testované terapie u kontrolnich zvifat a zvifat s indukovanymi nadory a nasledné
monitorovat rist nadoru a jeho odpovéd na navrzenou Ié€bu. Nadory budou rist maximalné do velikosti 3 cm3, aby zvifatim
Zivota, budou ihned z experimentu vyfazena a utracena. Po skoneni pokusu budou zvifata utracena (pferuSeni michy nebo
pomoci oxidu uhli¢itého) a budou jim odebrany nadory, organy a vzorky tkani pro naslednou analyzu. V8echny experimenty budou
provadény tak, aby utrpeni zvifat bylo co nejmensi, pfi minimalnim stresovani pokusnych zvirat, ktera nebudou vystavena
nadmérné bolesti. Navrhovana mira zavaznosti je mirna az stfedni. Po skon¢eni pokusu budou experimentalni zvifata usmrcena
odpovidajici metodou (cervikalni dislokace). Kadavery budou umistény do kafilerniho mraziciho boxu pro VZP a nasledné
odvezeny firmou Agris, s.r.0., zav. Medlov, Némé&i¢ky u Zidlochovic.

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 provedeni pokusl budou zvifata urmrcena z ddvodu sniZeni jejich utrpeni, ktera by byla indukovana po provedenych zakrocich.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Navrhované experimenty in vivo vyuzivajici my$i model tvofi dulezitou soucast planovaného projektu, ucelné doplriuji experimenty
in vitro a nelze je nahradit jinymi alternativnimi pfistupy. Testovani odpovédi nadoru na pusobeni navrzenych kombinaci latek na
mysSim modelu umozni vzit v ivahu komplexni reakci organismu, v€etné ulohy mikroprostfedi, coz neni mozné obsahnout v
podminkach in vitro buné¢né kultivace.

Omezeni pouzivani zvirat

Budou pouzity minimalni nezbytné pocty zvifat. Jejich pocet v jednotlivych experimentélnich skupinach je planovan s ohledem na
pozadavky na statistickou prikaznost ziskanych vysledkd, coz predpoklada 5-10 jedinct ve skupiné. Maximalné se bude jednat o
celkem 800 mysSi

Setrné zachazeni se zvitaty

V prabéhu pokusl budou zohledriovana hlediska Setrného zachazeni s pokusnymi zvifaty, zejména s ohledem na umoznéni jejich
adaptace, klidné zachazeni, tichy pfistup, pouzivani pomucek, které nezpusobi zvifeti strach, bolest a utrpeni a navyk na uchopeni
rukou. Zvifata budou umisténa v neménnych definovanych podminkach bariérového chovu ve sterilnich klecich, v individualné
ventilovanych klecich. BEhem operaénich zasah( budou zvifata pod celkovou anestezii a po operaci jim budou podavana
analgetika pro tiSeni bolesti. V pfipadé, ze néktery experimentalni zasah zplsobni zvifeti obtize, které nesouvisi s pokusem, a které
budou zhorSovat jeho zdravotni stav, bude takové zvife neprodlené vyfazeno z pokusu a utraceno.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Experimenty budou provadény na jedincich mySiho kmene NOD.Cg-Rag1tm1Mom [12rgtm1Wjl/SzJ (NRG). Tento kmen je vhodnym
modelem pro studium nadorovych onemocnéni, nebot nesou mutace v genech ovliviiujicich zdarny vyvoj T a B lymfocytl a jsou tak
vysoce imunodeficientni. VyuZiti imunodeficientniho mySiho kmene pro tento experiment umoZziiuje expanzi populaci bunék
lidského puvodu bez rizika jejich odvrhnuti. Pfi navrhovaném planu pokus( pfedpokladame spotfebu 800 jedincu. Tento pfistup
predstavuje unikatni model pro komplexni studium chovani nadoru v organismu a jeho reakce na navrhovanou lé¢bu. Nové
Maximalné se bude jednat o celkem 800 mysi. Dale budou drzeny minimalni po¢ty rodi¢ovskych kmenu nutné pro udrzeni
kontinualni kolonie kmene NRG.




