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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusii

Odvozeni imUHOkDmpetenfﬁiho my§ih6 modelu 'ﬁ-iymfomu pomoci“fransplamace my§i lymfomovérlinie 38C13do
| syngenniho kmene C3H/HeN (H-2K) s cilem testovat roli imunity pFi eradikaci zbytkové choroby po 1é6¢bé

Doba trvani projektu pokust | Ap- 14,/ L0L 1

Klicové slova - maximalné 5 | Maligni lymfomy, imunoterapie, cytarabin, minimalni rezidualni choroba
 Utel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka
zékladni vyzkum

x | translacni nebo apiiko"\};ﬁf;' e R S e S i s

| v¥voj, vyroba nebo zkouSeni kvality, Géinnosti a nezavadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych Iatek nebo vyrobkii

 ochrana ptirodniho prosttedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

. zachovani druht

vy38i vzdélavani nebo odborna piiprava

trestni fizeni a jiné soudni Fizeni

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

Mysi modely zaloZené na xenotransplantaci primarnich lymfomovych bunék do imunodeficientnich m . patient-
derived xenografis, PDX) se v poslednich nékolika letech staly standardem testovani ¢i ovéfovani preklinickych
experimentalnich 1é¢ebnych postupli v hematoonkologii. PDX modely maji fadu nespornych vyhod oproti bunéénym
liniim, nebot umoziuji testovani i¢innosti experimentélni latky na riist a $ifeni lymfomu a in vivo testovani zahrnuje fadu
klicovych parametrii (vztahy s mikroprostfedim, hypoxie, metabolické zmény, farmakokinetika), které v in vitro
systémech testovat viibec nelze. Hlavni nevyhodou PDX modelii viak zistdva imunodeficience pouzitych mysi (NOD-
RAG, NOD-SCID), diky které PDX modely umoziiuji pouze omezené testovat experimentalni imunoterapeutické légebné
postupy, zejména ty zalozené na T-lymfocytech (napt. bispecifické protiatky typu BiTEs, check-point inhibitory atd.).
Maligni lymfomy predstavuji nejéast&jsi typ hematologickych malignit v Ceské republice. U 4sti pacienti se nedafi
lymfom vylécit za pouziti standardnich lé¢ebnych postupi, coz vyzaduje testovani novych protilymfomovych latek.
Imunoterapie pfedstavuje zdsadni milnik v protinadorové 1é¢bé. Testovéni a nasledné schvaleni celé fady latek ze skupiny
imunoterapeutik vetné terapeutickych monoklonalnich protilatek (napf. rituximab), imunomodulaénich latek (napf.
lenalidomid), check-point inhibitori (napf. nivolumab), nebo bispecifickych protilatek (BiTE, blinatumomab) vedly

k zasadnimu zlepSeni pfeZiti pacientli s rliznymi typy hematologickych malignit. V predkladaném projektu hodlame zavést
a standardizovat my$i model my$iho B-lymfomu zaloZeny na transplantaci linie 38C13 do syngenniho kmene C3H/HeN
(H-2k). Pfedpokladame, Ze podkoZni transplantace 10exp6 bunék/mys povede k vytvoreni podkozniho ristu lymfomu

v podobé ,tumoru”. Tento model pak hodlame pouzZit pro ovéfeni role imunitniho systému pro eradikaci zbytkového
lymfomu po 1é¢bé pomoci volnym a polymerné-vazanym cytarabinem. Pfedpokladame, Ze po 16¢bé polymemé-vazanym
cytarabinem nedojde k recidivé / relapsu lymfomu, na rozdil od 1é¢by zaloZené na volném cytarabinu. Vychazime

z vysledki analogické 1é¢by na imunodeficientnich my8ich modelech, kde terapie pomoci polymerné-vazaného cytarabinu
vedla k dlouhodobému ,,vymizeni® lymfomu a pozdni recidivé choroby. Pfedpokladame, Ze imunomodulace imunitniho
systemu mys3i po probéhlé 1écbé miiZe vést k eradikaci zbytkové minimalni choroby, &imz dojde k zabranéni relapsu
lymfomu.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem védnim oboru

| nebo jaky pfinos by z n&j ¢lovek &i zvirata mohli mit)

Oveéfeni schopnosti imunitniho systému eradikovat zbytkox;ohﬂxiéﬁ‘mc a zabranit navratu V(relapsu')'l'ymfomu.
Experimentélni pritkaz mechanismu dlouhodobého protilymfomového u€inku polymerné-vazanych 1éiv.

Druhy a pFiblizné polty zvifat, jejichz pouziti se pfedpokladd

Tento typ studie neni moZné realizovat jinak neZ s pouZitim laboratornich zvifat — v sou¢asné dobé neni kdlspozw: iadny
alternativni systém ¢i model, kterym by bylo mozné laboratorni zvife nahradit. Imunokompetentni my3$i C3H/HeN (H-2k)
Jsou schopny pfihojit syngenni mysi linii 83C13. Pro tento projekt pfedpokldddame spotfebu max. 100 myS$i (dospélych
samic).

Jaké jsou ofekavané nezadouci iCinky u zvifat? Jaké je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty nalozeno po
skonéeni pokusu?

PodkozZni aplikace lymfomovych bunék je spojena s riistem lymfomu v podobé podkozniho tumoru. Vzhledem k tomu, Ze
experiment bude ukonden v okamziku, kdy maximalni rozmér tumoru dosahne 2cm, neni rist takto malého tumoru v
podkoZi spojen s bolesti, diskomfortem ¢i hubnutim experimentélnich zvifat. Aplikace viech 1é&iv v planovanych davkéch
Je pro pokusna zvifata netoxicka. Proto neni planovano pouZiti anestezie ¢i analgezie. Navrhovana mira zavaznosti je tudiz
2 (stfedni).

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivéni zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouziti

Pro planované experimenty byl vybran model imunodeficientni laboratorni mysi, ktera umoziuje pfihojent, riist a
naslednou 1é¢bu lidskych lymfomovych bunék. V sou¢asné dobé neexistuje jind metoda, ktera by umoznila preklinické in
vivo testovani (ovéfeni) u€innosti a/nebo biodistribuce novych protinadorovych Ié¢iv pfed tim, neZ budou testovana

v ramei klinickych studii na pacientech. VétSinu protinadorovych latek lze pouze omezené testovat in vitro, jejich plnou




protinddorovou téinnost lze preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejéastéji na mysich modelech.
Tuto skutecnost jsme oveéfili také v databazi validovanych alternativnich metod schvalenych a ptijatych Evropskou
spole¢nosti pro alternativni metody (European Centre for theValidation of Alternative Methods (ECVAM)).

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouzm co nejmensiho podtu zvifat.

Navrhovany experiment nebyl dosud testovan na my3ich imunokompetentnim my§im modelu lymfomu. Ovéfeni prob&hlo
v databazich védeckych praci SCOPUS, MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy v zafi 2019. Statisticka
kalkulace pomoci chi®2 (chi-kvadrat) testu predikuje, Ze pfi pouziti 10 zvifat na skupinu bude dosaZeno signifikance
p<0.01 pti dosazeni rozdilu o >60% ve vypocitanych objemech tumorti mezi lé¢enou a nelédenou skupinou. Plasma,
tumory a vybrané orginy z pokusnych mysi budou zamraZeny za uicelem vyuziti pro pfipadné translaéni vyzkum, aby
_nemusely byt pokusy z téchto divodii opakovany.

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvetlete volbu druhu zvifat a pro¢ sev prlpade tohoto :
pouziti z hlediska védeckych cilu.

Vysvétlete obecnd opatieni, kterd budou pfijata za i¢elem sniZeni ujmy zpiisobené zvifatim na minimum.

jedna o nejSetrnéjsi

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1é¢ivo bude sledovéna v priibéhu experimentu od okamziku aplikace az do
ukonceni experimentu. V pfipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude pokus ukonéen a zvite
usmrceno. Podkozni modely lymfom jsou (ve srovnani se systémovymi modely diseminovanych lymfomi zaloZzenymi na

intravendzni xenotransplantaci lymfomovych bunék) pro mysi Setrn&jsi, nebot’ nevedou k hubnuti, alternaci celkového
stavu i pre-terminalni paralyze.




