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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusii

Experimentdlni terapie malignich lymfomi pomoci cilené inhibice onkogennich PIM Kinaz vysoce specifickjm

inhibitorem AZD1208 na myswh modelech

Doba trvani projektu pokusii | 2 roky (do 31.12.2021)

Kli¢ova slova - maximdlné 5 Mahgm lymfomy, patient-derived xenograft (PDX), PIM kinazy, AZD1208, ibrutinib

“Utel projektu pokusii - oznacte jej kfizkem (X) do prdzdného policka
zékladni vyzkum SR A
translaém nebo aplikovany vyzkum

| vyvoj, vyroba nebo zkouSeni kvality, u&innosti a nezdvadnosti 1é8iv, potravin, krmiv a mech latek nebo vyrobki

| ochrana pnrodniho prostredl v zéjmu zdravi a dobrych Zivotnich podmmek lidi nebo zvifat

| zachovani druhii

| vy38i vzdélavani nebo odborné pipray

trestni fizeni a jiné soudni Fizeni

Cile projektu pokusi (napf. feSené védecké neznamé nebo védecké &i klinické poteby)

Mysi modely zaloZené na xenotransplantaci priméarnich lymfomovych bunék do imunodeficientnich mysi (tzv. patient-
derived xenografis, PDX) se v poslednich n€kolika letech staly standardem testovani &i ovéfovéni preklinickych
experimentalnich lé€ebnych postupli v hematoonkologii. PDX modely maji fadu nespornych vyhod oproti bunéénym
liniim, nebot’ umoZiiuji testovani G¢innosti experimentalni latky na rist a $ifeni lymfomu a in vivo testovani zahrnuje fadu
klicovych parametrli (vztahy s mikroprostfedim, hypoxie, metabolické zmény, farmakokinetika), které v in vitro
systémech testovat viibec nelze. Maligni lymfomy pfedstavuji nej¢ast&jsi typ hematologickych malignit v Ceské republice.
U ¢&asti pacientl se nedafi lymfom vylécit za pouZiti standardnich lé¢ebnych postupt, coz vyzaduje testovani novych
protilymfomovych latek. Nékteré védecké prace naznaduji, Ze na navratu (relapsu) nékterych typi lymfomd se miize
podilet zvySena aktivita onkogennich kinaz PIM1/2/3. PIM1 a PIM2 patii mezi nej¢ast&ji mutované geny u difuzniho
velkobunééného B-lymfomu. I lymfomu z plastovych bunék korelovala nadméma exprese PIM1 s krat§im pFezitim.

V predkladaném projektu hodlame testovat experimentalni [é¢ebné strategie zaméfené na cilenou inhibici PIM kinaz
specifickym inhibitorem AZD1208. In vivo pokusy budou provedeny jako konfirmace in vitro pokusi s pfisluinymi
inhibitory (tj. AZD1208 a ibrutinibem) na bunéénych liniich. In vitro jsme prokézali vyznamny protinadorovy
synergismus mezi AZD1208 a ibrutinibem na lymfomovych liniich. Pokusy budou provedeny na vybranych mysich PDX
modelech agresivnich lymfomi (mantle cell lymfom, difuzni velkobunéény B-lymfom). Lé&ba bude probihat pomoci
inhibitoru PIM1/2/3 kinaz AZD1208, inhibitoru Brutonovy tyrozin-kinazy ibrutinibu a kombinaci obou 1é&iv. Ibrutinib
(Imbruvica) je schvalen k 1é¢bé& chronické lymfatické leukémie a lymfomu z pla§fovych bunék. Nadgjné vysledky
prokazal u difuzniho velkobunééného lymfomu s tzv. non-germinal center imunofenotypem. Inhibitor AZD1208 je
proprietarni latka vyvinuta firmou Astra Zeneca se zndmym divkovanim na mysich.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem védnim oboru
nebo jaky piinos by z n&j ¢lovek i zvifata mohli mit) ST el e e (LY
Preklinické zdiivodnéni pro design klinické studie faze 1/2 testujici Gi¢inek specifického inhibitoru AZD1208 v kombinaci

s ibrutinibem u vybranych typi agresivnich lymfomii.

 Druhy a pribliZné podty zvifat, jejich pouziti se predpokldds TR
Tento typ studie neni moZné realizovat jinak neZ s pouZitim laboratornich zvifat — v soutasné dobé neni k dispozici zadny
alternativni systém €i model, kterym by bylo moZné laboratorni zvife nahradit. Imunodeficientni NSG (NOD-SCID-
gamma) a NOD-RAG mys3i jsou deficientni v T, i v B bunééné imunité a navic vykazuji poruchy nespecifické imunity,
coZ umoziuje pfihojeni (xenotransplantaci) nadorovych bunék v mysim organismu. Pro tento projekt pfedpokladdme
| spotfebu max. 300 mysi (dospélych samic). B - -
Jaké jsou o¢ekavané nezadouci ucinky u zvifat? Jakd je navrhovana mira zavaZnosti? Jak bude se zvifaty nalozeno po
_skonceni pokusu? :
Podkozni aplikace lymfomovych bunék j Je spo_]ena s ristem lymfomu v podob& podkozmho tumoru. Vzhledem k tomu, Ze
experiment bude ukonéen v okamziku, kdy maximalni rozmér tumoru dosdhne 2cm, neni rist takto malého tumoru v
podkozi spojen s bolesti, diskomfortem ¢i hubnutim experimentélnich zvifat. Aplikace vSech 1&¢iv v planovanych davkéch
je pro pokusna zvifata netoxicka. Proto neni planovano pouZiti anestezie ¢i analgezie. Navrhovana mira zavaznosti je tudi?
2 (stiedni).

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinementy

Nahrazem pouzivani zvifat: Uvedte, pro¢ je nutné pouZit zvifata a proc: nemohou byt vyuzity alternativy bez pouzm
Pro planovane experimenty byl vybran model imunodeficientni laboratorni rnys1 ktera umoznuje prlhoyem rista
naslednou lé¢bu lidskych lymfomovych bunék. V soudasné dob& neexistuje jina metoda, ktera by umoznila preklinické in
vivo testovani (ovéfeni) i¢innosti a/nebo biodistribuce novych protinddorovych 16¢iv pted tim, nez budou testovana

v ramei klinickych studii na pacientech. VétSinu protinadorovych latek 1ze pouze omezeng testovat in vitro, jejich plnou
protinadorovou u¢innost lze preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejéast&ji na mysich modelech.

Tuto skute€nost jsme ovéfili také v databazi validovanych alternativnich metod schvéalenych a piijatych Evropskou
spole¢nosti pro alternativni metody (European Centre for theValidation of Alternative Methods (ECVAM)).




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

Experimentalni terapeutické postupy budou validovany na reprezentativnim poétu PDX modelii hematologickych
malignit. Navrhované kombinace nebyly dosud testovany na mysich PDX modelech agresivnich lymfomi. Ovéfeni
probehlo v databazich védeckych praci SCOPUS, MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy v srpnu 2019.
Statisticka kalkulace pomoci chi*2 (chi-kvadrat) testu predikuje, Ze pfi pouziti 10 zvifat na skupinu bude dosaZeno
signifikance p<0.01 pfi dosaZeni rozdilu o >60% ve vypotitanych objemech tumorti mezi lé¢enou a nelétenou skupinou.
Plasma, tumory a vybrané organy z pokusnych my3i budou zamraZeny za uelem vyuziti pro pfipadné translaéni vyzkum,

_aby nemusely byt pokusy z téchto divodi opakovany. O o
Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v pfipadé tohoto zvifeciho modelu jedné o nejietrngjsi
pouziti z hlediska védeckych cili.

Vysvétlete obecna opatfeni, ktera budou pfijata za i¢elem sniZeni Gjmy zptsobené zvifatim na minimum.

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané lé¢ivo bude sledovéna v priib&hu experimentu od okamziku aplikace az do
ukondeni experimentu. V pfipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude pokus ukonéen a zvife
usmrceno. Experimentdlni Ié¢ba na mySich modelech zaloZenych na xenotransplantaci primarnich lymfomovych bunék
(tzv. patient-derived xenografts) pfedstavuje uznavanou preklinickou alternativu k 1é¢bé& pacientii s danym typem
nadorového onemocnéni. Podkozni modely lymfomi jsou (ve srovnani se systémovymi modely diseminovanych lymfomi
zaloZenymi na intravendzni xenotransplantaci lymfomovych bunék) pro mysi Setrnéjii, nebot nevedou k hubnuti, alternaci
celkového stavu ¢i pre-terminalni paralyze.




