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X | zakladni vyzkum

translaéni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, u€innosti a nezavadnosti [é&iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

ochrana pfirodniho prostéedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druhi

X | vy38i vzdélavani nebo odborna piiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké neznamé nebo védecké &i klinické potieby)

Cilem projektu pokusii je vyuZit imunodeficientni mysi kmen NOD.Cg-Rag!™™°™ [12rg™ "/Sz] (zkricen& NRG) pro
expanzi lidského nddorového materidlu (nddory prsu, prostaty, ovarii), ktery bude ndsledn& fenotypové charakterizovan.
Dale bude tento kmen vyuZit ke studiu vlivu vybranych Ié¢iv a jejich kombinaci na riist nador.

Dalsim cilem je vyuZit imunodeficientni my3i kmen pro potvrzeni diferenciaéniho potencidlu a vySetfeni genetické
stability nové vytvofenych linii lidskych embryonalnich kmenovych bun&k pomoci tvorby teratomit v podminkach in vivo.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaSem v&dnim oboru
nebo jaky prinos by z n&j Eloveék &i zvifata mohli mit)

Heterogenita nédorfi, tedy pfitomnost rliznych bun&&nych subtypli vnadoru, miZe pfispivat k rezistenci nadort
k aplikované terapii. Xenotransplantace lidského nadorového materidlu do imunodeficientnich mysi umo#ni dostateénou
expanzi tohoto materidlu pro dalsi biologické a molekulérni analyzy bez rizika odvrhnuti graftu. Planované experimenty
prisp&ji k objasnéni heterogenity nador(i prostaty, prsu a vajecnikil, tedy k identifikaci a charakterizaci jednotlivych
bunétnych subpopulaci. Experimenty, kdy bude aplikovéno vybrané 1é¢ivo nebo kombinace 1é¢iv, ptisp&ji k nalezeni
takovych 1é¢iv a jejich kombinaci, které budou schopny cilit tyto riizné bun&&né populace, pfipadné budou schopny
piekonat ziskanou rezistenci téchto subpopulaci.

Lidské indukované pluripotentni kmenové buiiky vzniklé z adultnich lidskych bungk predstavuji slibny model pro studium
celé fady onemocnéni s potencidlnim medicinskym vyuZitim. Je viak nutné jednozna¢né potvrdit jejich genetickou
stabilitu a diferenciatni potencial, k emuZ se uZiva i tvorbu teratom{ v podminkéch in vivo.

Druhy a ptibliZzné poéty zvirat, jejichZ pouZiti se predpoklada

Imunodeficientni kmen mysi druhu Mus musculus, pfiblizng 900 mysi za cely pétilety priibéh projektu pokusii.

Jake jsou o¢ekdvané nezadouci u€inky u zvifat? Jakd je navrhovand mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

Cilem experimentii je imunodeficientnim jedinciim injikovat nadorové buiiky nebo nadorovou tkéii lidského pilivodu,
monitorovat riist nddoru a jeho odpovéd’ na piipadnou lécbu a izolovat z t&chto nadord riizné bunééné subpopulace.
Nédory budou riist maximdlng do velikosti 3 cm’, aby zvifatim nezpiisobovaly zdvazn&jii obtize. Zvitata budou
pravidelné monitorovana, a pokud dojde k prokazatelnému zhorSeni kvality jejich Zivota, budou ihned z experimentu
vyfazena a utracena. Po skonéeni pokusu budou zvifata utracena (pferu$eni michy nebo pomoci oxidu uhligitého) a budou
Jjim odebréany nédory, pfipadné dalsi organy, tkdné a tekutiny pro naslednou analyzu. Orgéany, tkang a tekutiny budou také
odebirany ze zdravych jedinch pro ziskani kontrolnich vzorki.

Cilem dal3ich experimentil je injikace nové piipravenych linii lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bungk
do varlat, ledvinné kapsuly nebo intramuskuldrng za ti¢elem tvorby teratomd. Tyto budou nisledn& vy3etfeny pomoci
histologickych a molekuldrné biologickych metod pro potvrzeni genetické stability a diferenciadniho potencidlu
testovanych linii.

V8echny pokusy budou providény tak, aby utrpeni zvifat bylo co nejmensi a zvifata byla co nejméng stresovéna.
Navrhovand mira zdvaZnosti je mirné az stfedni. Po ukonéeni experimentu budou zvifata usmrcena prerulenim michy a
budou z nich odebrany teratomy pro dalii analyzy. Kadavery budou umist&ny do kafilerntho mraziciho boxu pro VZP 1.
kategorie a jejich nasledn4 likvidace bude zaji§téna firmou Agris, s.r.0., zav. Medlov, Némg&itky u Zidlochovic.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivéni zvitat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzZity alternativy bez pouZiti
zvirat.

Planované studie na zvitatech nelze nahradit studiemi na bunéénych liniich kultivovanych v podminkach in vitro, nebot
zejména rozvoj nddorového onemocnéni a nasledna odpovéd’ na aplikované terapeutika je nutné studovat v kontextu
nadorového mikroprostfedi. V podminkach in vifro dochézi také ke zmén& fenotypu bun&énych kultur, coz miize zkreslit
vysledky pokusil. Expanze materidlu lidského plivodu je v podminkdch in vifro obtizné a dale je zatiZena rizikem zmé&ny
fenotypu. V piipadé pokusil s experimentdlnimi teratomy neni mozné posoudit je toto standarn& pouZivand a akceptovand
metoda pro potvrzeni diferenciaéniho potencidlu lidskych embryonalnich kmenovych bung&k a indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zviFat.




Béhem celé studie bude pouzito minimalniho mnozstvi zvifat, které je nezbytné jednak pro udrZeni kolonie a dale pro
zopakovani pokusil a spravné statistické zhodnoceni ziskanych vysledkd. V pokusech, kde budou zvifata s nadory
ovlivnéna terapeutiky, se odhaduje pouZiti 5-10 jedincii na skupinu a opakovani. Poget pouzitych zvifat bude déle zaviset
také od po&tu nové vytvoienych linii indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Predpoklada se pouZiti nejméné tii
my3i na kaZdou nové odvozenou linii indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék.

‘Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a proé se v piipadé tohoto zvifeciho modelu jedné o nejsetrnéjsi
pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou piijata za u¢elem snizeni Gjmy zptsobené zvifatiim na minimum.

Pro experimenty bude vyuzivano mysi kmene NRG (NOD.Cg-Rag]™™°™ 112rg™""/SzJ), ktery je siln& imunodeficientni
a tedy vhodny pro xenotransplantace bun&k a tkéni lidského piivodu. Navic, ve srovndni s jinymi imunodeficientnimi
kmeny, je tento kmen vice radiorezistentni. B&hem v3ech experimentii bude se zvifaty zachazeno Setrnym zpiisobem tak,
aby jim nebyla pfisobena nadmé&rna bolest, stres, strach a utrpeni. Se zvifaty bude zachazeno klidn¢, budou umisténa
v definovanych podminkach bariérového chovu v individualng ventilovanych klecich v samostatné mistnosti k tomu
uréené. Pro vybrané naroén&jii zdkroky budou zvitata udrZovéana v celkové anestezii, v pfipadé potfeby jim po ukonéeni
zékroku budou podévéna analgetika pro zmirnéni bolesti. V pfipadg, Ze n&ktery pokusny zasah zplisobni zvifeti obtiZze,
které vyznamné zméni kvalitu jeho Zivota, bude takové zvife neprodleng vyfazeno z pokusu a utraceno.




