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Nazev projektu pokust

Role Methanobactinu pfi eliminaci senescentnich bunék

Doba trvani projektu pokust - v mésicich 46 mésict (datum ukonceni 30.6.2024)

Klicova slova - maximdiné pét 5 mitochondrie, rakovina, MitoTam, imunoterapie

Udel projektu pokusi - zaskrinéte policko; mozno i vice moznosti

zakladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (v¢etn€ zkousSeni bezpeénosti a u¢innosti $arze)

legislativni u¢ely jin€ zkouSeni Gi¢innosti a tolerance

a bézna vyroba  zkouseni toxicity a jiné zkousky bezpe&nosti véetné farmakologie

béZna vyroba

ochrana piirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druht

vySs8i vzdélavani

odborn4 priprava za ucelem ziskani, udrZeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni
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udrZovani populaci ustdlenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouZita v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napr. eseni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ¢i klinickych potieb

Cilem tohoto projektu je analyzovat nové postupy pri I€¢b& nadorovych onemocnéni cilené na mitochondrie a
potencionalné vyuzitelné v klinické praxi se zaméfenim na 1) efekt mitochondridlng cilenych latek na progresi nadort,
zejména pak nadord ledvin a 2) detekci mechanizmu, jakym mitochondrialng cilené latky eliminuji nadorové butiky.

Pravd€podobné potencidlni p¥inosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvirata ¢i Zivotni prostiedi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Tento projekt pfinese nové poznatky o tloze mitochondrii v nadorech a poskytne nové néstroje pii eliminaci
nadorovych bunék z organismu, coz mize vést k vyvoji nové a Setrn&ji 1é¢by nddorovych onemocnéni.

Postupy, které budou na zviiatech zpravidla pouZivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvdni

Mysim budou latky aplikovany intraperitonealn& (i.p.) ¢i intravenézné (i.v) ve fyziologickém roztoku & 4% EtOH

v kukufi¢ném oleji u i.p. podani (max. objem bude 100ul). Latky &i piisluina kontrola (fyziologicky roztok & 4% EtOH
v kukufi¢ném oleji) budou aplikovany dvakrat tydn& po dobu 2-4 tydnd. U ortotopickych nadorti ledvin budou Renca
buriky chirurgicky voperovany do ledviny Balb-c mysi. Za timto u¢elem budou mysi uspany (smés Ketamin/Xylazin) a
do ledviny jim bude aplikovana smés bun€k (2.5x10* bungk/mys) a Matrigel extracellular matrix (20ul, Corning) pro
lepsi uchyceni nadorovych bun€k. Nasledné se kiize zasije. My3im bude aplikovan Rimadyl pro zmirnéni bolesti. Mysi
se nechaji na vyhtivané podloZce aZ do jejich probuzeni. Tato metoda je v nasi laboratofi jiz zavedena a byla n&kolikrat
ispé3né provedena. Jako alternatevu chirurgického vpraveni nadorovych bun&k do ledviny budeme pouZivat
mikroinjekei nadorovych bunék do ledviny pomoci ultrazvuku v celkové anestézii (inhalace smési izofuranu (2%)

s kyslikem (2 I/min), viz bod 12) bez nutnosti operace. Tato metoda se u n4s momentalné testuje a v piipadé isp&sného
zavedeni pln€ nahradi chirurgické zakroky. V momentg, kdy nador dosahne velikosti 20-50mm? budou my3$im
aplikovany latky MitoTam, PD-1 (¢i PD-L1) nebo jejich kombinace. Latky (MitoTam 4mg/kg; PD1 &i PDL1 8-16ug/g
mys$i) budou podavény i.p. ¢i i.v. kazdé 3-4 dny, celkové 4-8 aplikaci. Zmény v réistu nddoru budou monitorovéany
pomoci ultrazvuku (USI; Vevo 3100).

Predpoklddané dopady / nepfiznivé udinky na zvirata (napt. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto ucinkd

Nepiedpokladame zadné negativni dopady na zvifata (aplikace latek v planovanych koncentracich jiz byla testovana,
viz. publikace Hubackova et al, 2019, CDD ¢&i Rohlenova et al., 2017, ARS, Hirayama et al., 2016, Cancer Sci.,
Ragnum et al., 2014, BJC). Opera¢ni zdkroky budou probihat na vyh¥ivané podloZce s vyuzitim sterilnich nastrojd. Po
zavedeni nadorovych buné€k do ledviny budou pokusnym zvifatiim podavana analgetika (Rimadyl).

Druhy a priblizné pocty zvifat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada, a predpoklidand zivaZnost pokusu
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Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Nakladani se zviraty, kterd nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvitat k opétovnému pouZziti 0
Odhadovany pocet zvitat, ktera budou navracena do pfirodniho stanovisté ¢i systému chovu 0
Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zdjmového chovu 0

Duvody pro vySe uvedené nakladani se zvitaty - uvedte

Vsechna zvifata budou na konci pokusu usmrcena

Uplatiovani 3R

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

Pro uréeni vlivu MitoTamu a jeho pfipadné kombinace s imunoterapii na eliminaci nadorovych bunék je naprosto
nezbytné pouzit zvifeci model, ktery plné vystihuje komplexni situaci vyskytujici se v organizmu, zejména pak
pfitomnost funk&éniho imunitniho systému. Selektivni G¢innost na nddorové buriky byla pfedem ov€fena v in vitro
experimentech kde zaroveil nebyla prokdzéana in vitro toxicita u bun€k primdarnich.

Omezeni pouzivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvirat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zasady pouzité k vytvoreni studie; pripadné popiste
postupy, které budou pouzivdany po celou dobu trvani projektu za uicelem minimalizace poctu pouzivanych
zvitat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit napr. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni thdani a opakované pouZiti).

Bude pouzit minimdalni podet zvifat, ktery jest€ umoziiuje validni statistické vyhodnoceni. Po usmrceni zvifat budou

organy vyuzity pro dal$i nezavislé experimenty, tim dojde k omezeni poctu pouzitych pokusnych mysi.
Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrétnich opatreni (napr. zvysSené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadit na dobré Zivotni

podminky zvifat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmiriujicich postupit v dobé trvani projektu

Latky budou aplikovany i.p. &i i.v., coZ je standardni zplsob aplikace u laboratornich my$i. Zakroky, které vyvolavaji
bolest u zvifat, budou provadény v celkové anestezii. Po zakroku budou pokusnym my$im podavana analgetika. Kvalita
Zivota pokusnych zvifat bude pravidelné kontrolovana. Bude dodrzovan zékon €. 246/1992 Sb. (vhodna oSetfovatelska
péce, vhodné prostiedi v chovu, vyZziva, napajeni). Jako alternatevu chirurgick€ého vpraveni nadorovych bunék do
ledviny budeme pouzivat mikroinjekci nadorovych bun€k do ledviny pomoci ultrazvuku v celkové anestézii (inhalace
smési izofuranu (2%) s kyslikem (2 I/min), viz bod 12) bez nutnosti operace. Tato metoda se u nds momentalné testuje
a v piipadé tsp&$ného zavedeni pln€ nahradi chirurgické zdkroky.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Pro experiment bude pouzit druh mus musculus v ramci testovani protinddorového efektu latek na komplexni
organismus.

1y Véetng védeckych pojmu, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhti zvifat a Gceld
uvedenych jinde v dokumentu

2) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v ptiloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moznosti ,,nespecifikovaného savee pro zachovani anonymity ve vyjimecnych pripadech



