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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nazev projektu pokusu

Uloha exprese YAP proteinu v Géincich chemoterapie

Doba trvani projektu pokust - v mésicich 24 mésicu

Klicova slova - maximainé pét ?) nanocastice, YAP protein, in vivo model

Utel projektu pokusii - zaskrinéte policko; mozno i vice moznosti

zakladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (véetné zkouSeni bezpe¢nosti a u¢innosti Sarze)

legislativni Gi¢ely = jin€ zkouSeni G¢innosti a tolerance

a bézna vyroba Zkouseni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti vetné farmakologie

bézna vyroba

ochrana ptirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druht

vyssi vzdélavani

odborna ptiprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni
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udrzovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvirat, kterd nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusu - napr. reseni nekterych veédeckych neznamych nebo védeckych ¢i klinickych potieb

Predkladany projekt experimentl na zvifatech ma za cil navrhnout nové ucinné terapeutické strategie pro efektivni
individualni 1é¢bu pacientd s karcinomem prsu s vyuzitim vhodné zvolenych chemoterapeutickych latek a jejich
kombinaci s nov¢ syntetizovanymi nanonosi¢ovymi molekulami a inhibitory signalnich drah dualezitych pro vznik a
rozvoj nadorovych onemocnéni. Na mySich modelech bude provéfena jejich relevance a ucinnost v podminkach
komplexniho prostiedi savéiho organismu.

Pravdépodobné potencialni piinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovek, zvirata ¢i Zivotni prostiedi mohli mit; Vv prislusnych pripadech rozlisujte
mezi kratkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Experiment na zvitatech je nezbytny z divodl zakladniho vyzkumu a dale pfedchazeni, poznani nebo léceni nemoci,
utrpeni, poskozeni zdravi, t€lesnych nesnazi nebo k poznani ovlivnéni fyziologickych stavli a funkei ¢loveéka nebo
zvitete. Védecké poznatky ziskané pii analyze odpovédi experimentalnich nadori in vivo na navrzené lé¢ebné postupy
budou dulezitym piedpokladem pro pochopeni komplexnich mechanism regulace rustu/eliminace nadorti a navrzeni
ucinnéjsich a Setrnéjsich 1éCebnych postupti (kombinace standardni chemoterapie a nanomediciny)

Postupy, které budou na zviiatech zpravidla pouZivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
Uvedte pocet téchto postupu a dobu jejich trvani

Mysim jednotlivych kmenti (SHO, BALB/c) budou provadény injikace suspenze nadorovych bunéénych linii (CALS51-
Luc nebo E0771-Luc) smichanych s 10ul Matrigelu, do podpirné tukové tkané mlééné zlazy a to pii celkovém
znecitlivéni. Manipulace se zvifaty bude probihat v celkové anestezii navozené injikaci kombinace ketamin/xylazin
(80-100 mg/kg ketamin, 10 mg/kg xylazin) nebo nebo kontinualni inhalaci isofluranu v koncentraci 1-5%.

Dalsi cast pokusti bude vénovana vysetfeni odpovedi organismu a nadorovych bunék na rizné aplikované terapeutické
latky — nanonosice a terapeutickymi latkami — PS200, Doxorubicin, DOXO-NPs, kontrolni skupiny budou ovlivnény
pouze rozpoustédlem, PBS. Terapeutické latky budou aplikovany zvifatim v riznych koncentracich za ucelem
sledovani distribuce a akumulace téchto latek v organismu a v nadoru. Léciva budou podavana v opakujicich se cyklech
injikaci a to bud intravenozni nebo intratumoralni cestou. S podavanim 1é¢iv se za¢ne 10-14 po injikaci bunéénych
nadorovych linii nebo kdyZ nddor dosahne velikosti 100 mm?. Intravendzni injikace do ocasni Zily bude probihat bud
bez anestezie (po nahfati zvifat ve specidlnim boxu) nebo kontinualni inhalaci isofluranu v koncentraci 1-5%. Po
vasodilataci ocasni zily bude injikace provedena sterilni jehlou. Intratumoralni injikace bude probihat v kontinuélni
inhalaci isofluranu v koncentraci 1-5%.

Nasledné vysetfeni ristu nadord pomoci neinvazivnich metod (rentgen, optické metody-detekci fluorescencniho
signalu, palpacné - posuvné méfitko) bude provadéno za navozeni celkové anestezie pomoci isofluranu z inhala¢ni
jednotky v koncentraci 1-5 %. Za celem vysetfeni pokusnych zvifat pomoci optickych metod jim bude ve formé
injikace do peritonea podavan roztok netoxického bioluminiscen¢niho nebo fluorescencniho substratu dle vyrobcem
predepsan¢ho davkovani (Perkin Elmer).

Po kazdé manipulaci budou zvifata umisténa zpét do chovné mistnosti a jejich zdravotni stav bude pravidelné
monitorovan. Experiment bude ukonéen po 6 tydnech nebo dfive, pokud nadory doséhnou velikosti 2 cm?®.

Pii ukonceni experimentu bude zvifatim v celkové anestezii navozené intraperitonedlni injikaci kombinace




ketamin/xylazin (80-100 mg/kg ketamin, 10 mg/kg xylazin) odebrana krev srdecni punkci a/nebo budou zvitata Setrné
usmrcena (oxid uhlicity) a ze zvifat budou odebrany nadory, organy (urogenitalni aparat, zazivaci aparat, jatra, slezina,
ledviny, srdce, plice, mozek), tkan¢ a krev za uc¢elem dalSich analyz.

U vSech zminovanych pokusl budou zaroven odebirdny organy a krev z jedincl bez podaného |éciva pro ziskani
relevantnich kontrolnich vzorkd. Vsechny pokusy budou provadény tak, aby pokusnd zvifata byla co nejméné
stresovana a nebyla vystavena nadmérné bolesti. Zvifata budou po celou dobu provadéni pokusd pravidelné
monitorovana a jakékoliv odchylky od bézného chovani, zmény vzhledu nebo celkové neprospivani jedince bude
dlivodem pro vyrazeni takového jedince z experimentu a jeho Setrné usmrceni (oxid uhlicity).

Piedpokladané dopady / nepriznivé ucinky na zviirata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, necinnost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto ucinki

Utrpeni zvifat v prubéhu pokusi bude minimalizovano. Cilem experimentii je analyzovat Gcinek testované terapie
pomoci nanoc¢astic u zvifat S indukovanymi nadory a nasledné monitorovat rist nadoru a jeho odpovéd’ na navrzenou
pravidelné monitorovana, a pokud dojde k prokazatelnému zhorSeni kvality jejich Zivota, budou ihned z experimentu
vyfazena a utracena. Po skonceni pokusu budou zvifata utracena (pomoci oxidu uhli¢itého) a budou jim odebrany
nadory, organy a vzorky tkani pro naslednou analyzu. VSechny experimenty budou provadény tak, aby utrpeni zvifat
bylo co nejmensi, pfi minimalnim stresovani pokusnych zvitat, ktera nebudou vystavena nadmérné bolesti. Navrhovana
mira zdvaznosti je stfedni. Po skonceni pokusu budou experimentalni zvifata usmrcena odpovidajici metodou (oxid
uhligity). Kadavery budou umistény do kafilerniho mraziciho boxu pro VZP a nasledn& odvezeny firmou Agris, s.r.0.,
zav. Medlov, Ném¢i¢ky u Zidlochovic.

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

Druh zvifat 2 O(\i}ZﬁQO— o r%(él::jc(laovany pocet zvifat podle zavaznosti
- vyberte ze seznamu o " . Mirné Stredni Zavazna
pocet vedomi
Mys laboratorni (Mus musculus) 160 X

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvifat k opétovnému pouziti -

Odhadovany pocet zvirat, kterd budou navracena do ptirodniho stanovisté ¢i systému chovu -

Odhadovany pocet zvitat k umisténi do zajmového chovu -

Duvody pro vyse uvedené nakladani se zvitaty - uvedte

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvitat - uvedte, jaké alternativy bez pouZiti zvirat jsou v této oblasti dostupné a proc¢
nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projektu

Navrhované experimenty in vivo vyuzivajici mysi model tvoti dilezitou soucast planovaného projektu, ucelné dopliuji
experimenty in vitro a nelze je nahradit jinymi alternativnimi pfistupy. Testovani odpovédi nadoru na pulsobeni
navrzenych kombinaci latek na myS$im modelu umozni vzit v uvahu komplexni reakci organismu, vcetné¢ ulohy
mikroprostfedi, coz neni mozné obsahnout v podminkach in vitro bunééné kultivace.

Omezeni pouzivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvirat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, kterée
byly podniknuty ke snizeni poctu pouzivanych zvirat, a zasady pouzité k vytvoreni studie; pripadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za ucelem minimalizace poctu pouzivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit napy. pilotni studie, pocitacove
modelovani, sdileni tkani a opakované poucziti).

Budou pouzity minimalni nezbytné pocty zvifat. Jejich pocet v jednotlivych experimentalnich skupinach je planovan
s ohledem na pozadavky na statistickou pritkaznost ziskanych vysledkl, coz pfedpokladd 5 jedincd ve skuping.
Maximalné se bude jednat o celkem 160 mysi, toto ¢islo zahrnuje jak mysi k pokusu, tak rodicovské pary.

Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrétnich opatieni (napr. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivotni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmirniujicich postupii v dobé trvani projektu

V pribéhu pokustt budou zohlediiovana hlediska Setrného zachzeni s pokusnymi zvifaty, zejména s ohledem na
umoznéni jejich adaptace, klidné zachazeni, tichy ptistup, pouzivani pomiicek, které nezpiisobi zviteti 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. Béhem opera¢nich zasahti budou zvifata pod
celkovou anestezii a po operaci jim budou podavana analgetika pro tiSeni bolesti. V piipadé€, Ze néktery experimentalni
zasah zpusobni zvifeti obtize, které nesouvisi s pokusem, a které budou zhorSovat jeho zdravotni stav, bude takoveé
zvife neprodlené vytazeno z pokusu a utraceno.




Pouzité druhy zvitat - vysvetlete vyber druhii a souvisejicich Zivotnich stadit

Experimenty budou provadény na jedincich mysiho kmene SHO. Tento kmen je vhodnym modelem pro studium
nadorovych onemocnéni, nebot’ nese mutace v genech ovliviiyjicich zdarny vyvoj T a B lymfocytt a jsou tak vysoce
imunodeficientni. Vyuziti imunodeficientniho mysiho kmene pro tento experiment umoznuje expanzi populaci bunék
lidského ptivodu bez rizika jejich odvrhnuti. Druhym pouzitym kmenem k tomuto pokusu bude kmen BALB/c, ktery
bude pouzit pro druhou bunécnou linii, u které nehrozi riziko odvrhnuti a nemusi byt tedy pouzity vysoce
imunodeficientni mysi kmen SHO.

Tento piistup pfedstavuje unikatni model pro komplexni studium chovani nadoru v organismu a jeho reakce na
navrhovanou 1é¢bu. Nové poznatky ziskané s vyuzitim uvedeného relativné jednoduchého modelu 1ze aplikovat na
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1) Veetné védeckych pojmi, které se mohou sklddat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhil zvifat a a&elt
uvedenych jinde v dokumentu

2) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v piiloze Il provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplikovou moznosti ,,nespecifikovaného savce pro zachovani anonymity ve vyjimeénych ptfipadech



