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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nézev projektu pokusu

Protinadorova terapie pomoci nanocastic citlivych na reaktivni formy kysliku s imunomodula&nim éinkem u mysi

Doba trvani projektu pokusit | do 04/2020.

Khéové slova maximalné 5 Polymemi nanoéastice imunomodulace, doxorubicin, protinddorova terapie.
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Doxorubicin je jednim z nejpouzivané&jich protinddorovych pripravki v klinické praxi. Bohuzel zkuSenost ukazala e
samotné lé¢ivo ma nékolik zdvaznych nezadoucich G¢inki a v mnoha pfipadech neni u¢inné dostateéné. Pro piekonéni
téchto problému je snaha vyvinout specificky nosi¢, ktery by dopravil a udrzel [é¢ivo v nddorové tkani. Nami navrhované
nanoéastice jsou zaloZeny na blokovém kopolymeru tvofeném z esteru kyseliny borité a metakrylamidu, ktery pfedstavuje
nosi¢ vazajici doxorubicin (dvé varianty nanoé¢astic, zkracené ,MRE a MRI* dle typu vazby). Vazba téchto nanoéastic

s lécivem je velice stabilni a naruguje se az v misté o kyselém pH (kolem 5,5) a v misté s nadmérnou tvorbou reaktivnich
forem kysliku (ROS). Mnoho lidskych nadorii predstavuje prave takové prostiedi s vysokou koncentraci ROS a nizkym
pH. Zavislost nano¢astic na ROS a pH by zabezpetila, aby se doxorubicin uvolnil az v nddorové tkani, ¢imz bychom se
vyhnuli toxickému piisobeni na zdravé tkdné. To, aby se nano¢astice dostaly do nadorové tkané&, umoziuje jejich
specificka velikost (kolem 100 nm), diky které se akumuluji preferenéné v nadoru pomoci tzv. EPR efektu (enhanced
permeability and retention effect). Nage in vitro experimenty ukazuji, ze (i¢innost takového nano¢asticového systému

s doxorubicinem miZe byt navic posilena sou¢asnym podanim tzv. imunomodulatori, které jsou schopné v organizmu
zvysit produkci CD8+ lymfocyth (buriky imunitniho systému ni¢ici buriky nadorti). Vysledkem takového komplexniho
pisobeni by méla byt tzv. chemo-imunomodulaéni terapie nadorového onemocnéni.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaSem védnim oboru
nebo jaky ptinos by z néj élovek &i zvifata mohli mit)

Doxorubicin je jednim z nejvice pouzivanych chemoterapeutik pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni, bohuzel s po€etnymi
nezadoucimi aéinky (Gnava, ztrata vlasi, prijem, jaterni zmény, zmény kiize, srdecni sethani a jiné). Nezadouci u€inky ne
jenom doxorubicinu jsou v&tsinou zpiisobeny systémovym pisobenim (1é¢ivo je mala molekula vychytavana i zdravymi
tkanémi). Diky ndmi navrhovanym nanod¢asticim by se mélo lé¢ivo dopravit a z nosie uvolnit pouze v nadorové tkani,
&¢imz by doslo k vyznamné redukci vedlej$iho pisobeni doxorubicinu. Navic chceme pouZit sou¢asné podani
imunomodulatorti (tumor specifické antigeny a a-galaktosylceramid) s 1é¢ivem, ktery podporuje imunitni systém
organizmu k zvy3ené produkci specifickych CD8+ lymfocyti, které piisobi cilené proti nidorovym burkam. Z t&chto
diivodil proto otekdvame ¢inngj3i terapii s vyznamnou redukci objemu nadorové tkané, ev. i jeho celkové vymizeni.

Druhy a pfiblizné poéty zviFat, jejichZ pouZiti se predpoklada

V ramei testovani protinddorové aktivity navrhnutych nano€astic je nutné oveit jQ]lCh aktivitu pfimo na ¥ivém orgamzmu.
Tento typ studie neni mozZné realizovat jinak, neZ s pouzitim laboratornich zvifat a v sou¢asné dobé€ neexistuje Zadny
alternativni systém ¢i model, kterym by bylo mozné laboratorni zvifata nahradit. Na pokus budou pouzity my3i kmene
C57BL/6, samice, vék 8 tydnii, SPF kvalita. Tento druh byl vybran na zakladé toho, Ze jde o b&zny kmen pouzivany pfi
biodistribuénich, toxikologickych &i terapeutickych studiich novych testovanych pfipravkil. Navic je syngenni

s nadorovymi liniemi EL4, BI6F10 a B16F10-Ova, které se planuji v pokusu pouzit. Tento kmen je zaroveri lehce
dostupny, nevyzaduje specidlni podminky chovu a pii véts§im pouzitém mnoZstvi cenové pfijatelny. Na pokus je
planovéano pouZiti maximalné 120 ks zvifat.

Jaké jsou o¢ekéavané nezadouci u¢inky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvitaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

Navrhované nanocastice by mély byt dobfe pfijimany nadorovymi buiikami diky specifické Gpravé velikosti ¢astic.
Zaroven by mélo dochazet k jejich snadnému vyloudeni z téla ledvinami, proto se pfedpoklada biokompatibilita s zivymi
tkanémi. Akutni toxicita vysoké davky vzhledem k chemické povaze latky mlze byt zplisobend vy33i viskozitou, coZ se
projevi ob&hovym selhanim. To lze vyfesit spravnym nafedénim vzorku. Chronicka toxicita se miiZe projevit ukladanim
nano¢astic do riiznych organi a jejich naslednym selhavanim, coZz se ale diky jejich velikosti a pfi nizdich davkach
nepfedpoklada. U terapeutického pokusu s nadory mize déle dojit k zhor8eni zdravotniho stavu vlivem riistu nddoru, coz
ale Ize omezit predéasnym usmrcenim zvifete pfi dosaZeni objemu 2 cm®. Kromé i.v., s.c aplikaci a odbérd krve

z retroorbitalniho plexu nejsou planovany Zzadné dalsi zékroky. Mira zdvaZnosti pokusu se proto hodnoti jako stfedni. Co
se ty¢e dalsi manipulace se zvifaty, bude se jednat predevsim o pravidelné vazeni jejich hmotnosti, méfeni velikosti
nadora a sledovani celkového zdravotniho stavu. Po skongeni pokusii budou zvifata usmrcena pfeddvkovanim anestetika.

| Uplatiiovini 3R (replacement, reduction, refinement) e A
Nahrazeni pouzwam zvitat: Uved'te, pro€ je nutné pouzit zvitata a pro¢ nemohou byt vyu ty altematwy bez pouzm




zvifat.

Vyse uvedené pokusy vzhledem ke sledovani biologickych parametrd neni moZné otestovat pouze za podminek in vitro,
ale je nutno pouzit biologicky model pokusného zvifete. V tomto sméru neexistuje alternativni metoda. Tato skute¢nost
byla také ovéfena v databazi validovanych alternativnich metod schvélenych a pfijatych Evropskou spole¢nosti pro
_alternativni metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM).

Omezem pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poCtu zvifat. £
Pocet zvifat je minimalizovan tak, aby byly ziskané vysledky statisticky priikazné. K statistickému vyhodnocem vysledku
bude pouZita zejména analyza rozptylu ANOV A, ktera umoZiiuje porovnavani vice nez dvou vzorkl. Obvykle se u
biologickych testovani pouziva pocet testovanych vozrkil n = 6, coZ je pocet nutny k dosaZeni relevantni statistické
vyznamnosti vysledkd. Proto je u viech pokusech stanoven pravé tento pocet laboratornich zvitat jako minimalni. Co se
ty¢e sdileni zvifat s jinym pracoviitém, tento postup v navrhovaném projektu neni mozny, jelikoz se jedna o nadorové
onemocnéni a nové testované latky, u kterych neni zatim znamy zadny u¢inek na organizmus, resp. na jeho organy. Mohlo
by tak dojit k vzajemnému ovlivnéni vysledki.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v pfipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o nejsetrn&jsi
pouziti z hlediska v&deckych cili.
Vysvétlete obecna opatfeni, kterd budou pfijata za i¢elem sniZeni Ujmy zptisobené zvifatiim na minimum.

Béhem celého trvani pokusil bude se zvitaty manipulovano tak, aby se co nejvic minimalizovala pfipadna bolest a strach a
pokus bude veden osobou kvalifikovanou v praci s pokusnymi zvifaty. Zaroven se kromé odbéri krve neplanuje Zadny
zakrok, ktery by si vyzadoval pouziti pfipravki na znecitlivéni &i analgetik. V pfipadné jakékoliv ne¢ekané zmény a/nebo
zhorseni stavu zvifete bude pokus pred¢asné ukonéen. V piipadé vzniklych bolesti zpusobenych riistem tumoru se zvazi
podani vhodného analgetika. Pfi nariistu nadort do objemu 2 cm® budou zvifata pfed¢asné usmrcena. Na pokus budou
pouzity mysi kmene C57BL/6, samice, v&k 8 tydnii, SPF kvalita. Tento druh byl vybran na zakladé toho, Ze jde o bézny
kmen pouzivany pfi biodistribu¢nich, toxikologickych ¢&i terapeutickych studiich novych testovanych pfipravki. Navic je
syngenni s nidorovymi liniemi EL4, B16F10 a BI6F10-Ova, které se planuji v pokusu pouzit. Tento kmen je zarovef
lehce dostupny, nevyZaduje specidlni podminky chovu a pii vétSim pouZitém mnoZstvi cenové piijatelny.




