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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusi

Experimentalni terapie lymfomu z plast’ovych bunék zaméFens na eradikaci minimalni rezidualni choroby na
mysich modelech

Doba trvém pro;ektu pokusu 2 roky (do 30.6.2021)

Kli¢ova slova - maximdlné 5 Lymfom z plastovych bunék (mantle cell lymfom, MCL), minimalni rezidualni
| choroby (MRD), patient-derived xenograft (PDX)

Utel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka
zakladni vyzkum

~ x_ transla¢ni nebo aplikovany vyzkum
:Vvyvo_;, vyroba nebo zkouseni kvality, G¢innosti a nezavadnostl lecw potravm krmiv a _]_

_| ochrana pfirodniho prostredl v zdjmu zdravi a dobrych zivotnich podmmek lidi nebo zvifat
| zachovani druhd
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| trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (naprf. feSené védecké nezndmé nebo védecké ¢i klinické potieby) :
Mysi modely zaloZené na xenotransplantaci primarnich lymfomovych bunék do imunodeficientnich 1 mym (tzv pattent—
derivedxenografts, PDX) se v poslednich n€kolika letech staly standardem testovani &i ovéfovani preklinickych
experimentalnich lé¢ebnych postupli v hematoonkologii. PDX modely maji fadu nespornych vyhod oproti bunéénym
liniim, nebot’ umoziuji testovani uéinnosti experimentalni latky na rist a §ifeni lymfomu a in vivo testovani zahrnuje fadu
kli¢ovych parametrii (vztahy s mikroprostiedim, hypoxie, metabolické zmény, farmakokinetika), které v in vitro
systémech testovat viibec nelze. Maligni lymfomy ptedstavuji nejéastéjsi typ hematologickych malignit v Ceské republice.
Lymfom z pladtovych bunék predstavuje treti nejcastéjsi typ malignich lymfomi. U vétiny pacientt se nedafi lymfom
z plastovych bunék vylécit za pouziti standardnich lé¢ebnych postupi, coz vyzaduje testovani novych protilymfomovych
latek a lé¢ebnych strategii. Castym podkladem navratu (relapsu) lymfomu je pfitomnost zbytkové choroby (minimalni
rezidudlni choroby), kterou lze detekovat pouze pomoci specialnich technik molekulamni biologie (napf. PCR), ale nikoli
standardnimi zobrazovacimi prostfedky (CT, PET-CT). V pfedkladaném projektu hodlame testovat experimentalni
lécebné strategie zaméfené na eradikaci minimalni rezidualni choroby s cilem zabranit navratu (relapsu) lymfomu. Pokusy
budou provedeny na vybranych my$ich PDX modelech lymfomu z plast'ovych bunék (mantle cell lymfomu), které
predstavuji unikatni modely vhodné pro testovani eradikace minimalni rezidualni choroby. Experiment bude sestavat ze
dvou ¢asti. V prvni éasti (A) bude provedena podkoZni xenotransplantace pfislu§nych PDX bunék a po dosazeni ur¢ité
velikosti tumoru (1 cm) bude aplikovana jednorazoveé terapie polymerniho cytarabinu (4 mg / kg) s cilem lymfom
eliminovat. Tato faze odpovida tzv. indukéni ¢asti 1é¢by (u pacientt). Z predchozich experimentl vime, Ze navzdory
zdanlivému vymizeni se lymfom u viech pokusnych zvitat s latenci 4-8 tydni po jednorazové aplikaci polymernich
cytarabinu vraci, dochazi tedy k relapsu choroby. Obdobi od zdanlivého vymizeni tumor do jeho zjevného névratu
pfedstavuje optimalni model pro testovani lé€ebnych strategii zameéfenych na eradikaci minimélni zbytkové choroby. Tfi
tydny po aplikaci polymerniho cytarabinu bude proto zahdjena druha faze experimentu (B), kdy budou provedeny pokusy
o eradikaci zbytkového lymfomu s cilem zabranit navratu lymfomu. Mezi testované postupy budou patfit nasledujici
postupy: B1. intravendzni aplikace T-lymfocytt s modifikovanym antigennim receptorem (tzv. chimeric antigen receptor
(CAR) T lymfocyty) v davee 10 miliond bunék / my§. CAR-19 T lymfocyty by mély cilené vyhledat CD19+ lidské
maligni lymfocyty a tyto eradikovat (bez poskozeni mySich tkani). B2. intravendzni aplikace cileného lé¢iva polatuzumab-
vedotin (konjugat protilatky anti-CD79b a mitotického toxinu monomethyl-auristatinu E) v davce 2 mg / kg. Podobné jako
CAR T-lymfocyty také polatuzumab-vedotin cilenou vazbou na lymfomové buiiky povede ke specifické eradikaci
lidskych lymfomovych bunék bez toxicity viiéi my$im organim. B3. intraperitonealni aplikace polymerniho cytarabinu
konjugovaného s CD20 protilatkou s cilem cileného dopraveni cytarabinu k lymfomovym buiikam. B4. 1é¢ba
venetoclaxem- inhibitorem BCL2 anti-apoptotického proteinu- v davee 50mg/kg peroralné sondou denné po dobu 10 dni,
Venetoclax je proapoptoticka latka schopna eradikovat i nedélici se bufiky. B5. opétovna aplikace polymerniho cytarabinu
jako kontrolni rameno, vii¢i kterému budou experimentalni ramena (B1-B4) porovnavéna. Pfedpokladame, Ze samotny
cytarabin nebude vii¢i zbytkové chorobé ucinny, nebot klasicka genotoxicka cytostatika u¢inkuji optimalné vii¢i rychle se
délicim burikdm. V pfipadé rezidudlni choroby pfedpokladame preziti zejména dormantnich, nedélicich se bunék, které je
nutné eradikovat jinym zptsobem (viz B1-B4). Skupina B6 bude lé¢ena monoklonalni protilatkou rituximab, ktera
predstavuje v soucasné dobé standard v udrZzovaci lé¢be pacientli s lymfomem z plastovych bunék. Také viiéi této skupiné
budou experimentalni postupy (B1-B4) srovnavany. Koneéné skupina B7 ziistane bez 1é¢by a bude tak odpovidat
pacientim bez udrZovaci lécby.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaSem védnim oboru
_nebo jaky piinos by z néj ¢lovek &i zvifata mohli mit)
Preklinické zdivodnéni pro design klinické studie faze 2 zacilené na eradikaci minimalni zbytkove choroby u pamentu
lymfomem z piast’ ovych bunék.

¢ polty zvirat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada
mozné realizovat jinak nez s pouZitim laboratornich zvifat — v sou¢asné dobé neni k dlSpOZlCl zadny
alternativni systém ¢i model, kterym by bylo mozné laboratorni zvife nahradit. Imunodeficientni NSG (NOD-SCID-
gamma) a NOD-RAG my4i jsou deficientni v T, i v B bunééné imunité a navic vykazuji poruchy nespecifické imunity,




coz umoznuje piithojeni (xenotransplantaci) nadorovych bunék v my$im organismu. Pro tento projekt predpokladame
_spotfebu max. 400 mysi (dospélych samic). -

Jaké jsou otekévané nezadouci udinky u zvitat? Jaké j _]e ‘navrhovana mira zdvaZnosti? Jak bude se zv1raty naloZeno po

skonceni pokusu? £

Podkozni aplikace lymfomovych bunék j _]8 spojena s riistem lymfomu v podobe podkozmho tumoru. Vzhledem k tomu, Ze

experiment bude ukonéen v okamziku, kdy maximalni rozmér tumoru dosdhne 2¢m, neni rist takto malého tumoru v

podkozZi spojen s bolesti, dyskomfortem ¢i hubnutim experimentalnich zvifat. Aplikace vSech lé¢iv v planovanych

davkach je pro pokusna zvirata netoxicka. Planované odbéry krve z orbitalniho plexu pro icely analyzy minimalni

rezidualni choroby budou provadéna po uvedeni pokusnych zvifat do kratkodobé celkové anestezie ventilaci smési

vzduchu a izofluranu. Navrhovana mira zdvaznosti je tudiZ 2 (stfedni).

_Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement) AN
Nahrazeni pouzivani zvirat: Uved’te pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou by‘t vyuzxty altematwy bez pouzm

 zvitat.
Pro planovane experlmenty byl vybran model imunodeficientni laboratorni my51 ktera umoznuje pl’lh()_]erll rista
naslednou 1é¢bu lidskych lymfomovych bunék. V soucasné dobé neexistuje jina metoda, ktera by umoznila preklinické in
vivo testovani (ovéteni) aéinnosti a/nebo biodistribuce novych protinadorovych 1é¢iv pied tim, nez budou testovana
v ramci klinickych studii na pacientech. Vétsinu protinadorovych latek lze pouze omezené testovat in vitro, jejich plnou
protinadorovou uéinnost lze preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejéastéji na my$ich modelech.
Tuto skute¢nost jsme ovéfili také v databazi validovanych alternativnich metod schvalenych a pfijatych Evropskou

| spole¢nosti pro alternativni metody (European Centre fortheValidationofAlternativeMethods (ECVAM).

| Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poctu zvifat, =
Experimentalni terapeutické postupy budou validovany na reprezentativnim po¢tu PDX modeld hematologlckych mahgmt
(30 rtiznych PDX modeld odvozenych reprezentujicich hlavni typy agresivnich lymfomi). Navrhované kombinace nebyly
dosud testovany na my$ich PDX modelech agresivnich lymfoma. Ovéteni probéhlo v databazich védeckych praci
SCOPUS, MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy v lednu 2019. Statisticka kalkulace pomoci chi*2 (chi-
kvadrat) testu predikuje, Ze pii pouziti 10 zvifat na skupinu bude dosazeno signifikance p<0.01 pfi dosazeni rozdilu o
>60% ve vypocitanych objemech tumor mezi 1é¢enou a nelécenou skupinou. Pouziti panelu 30 PDX modeld lidskych
agresivnich lymfoma zajisti dostate¢nou relevanci ve vztahu k molekularné-cytogenetické heterogenité malignich
lymfomi, coZ je nezbytné pro zajiténi relevance vysledkd planovanych pokusi. Tumory a vybrané organy z pokusnych
my$i budou zamrazeny za ucelem vyuziti pro pfipadné translaéni vyzkum, aby nemusely byt pokusy z téchto divoda

_opakovany.
Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvetlete vo
pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecna opatfeni, kterd budou pfijata za u¢elem sniZeni ijmy zplisobené zvifatim na minimum.

u jedna o nejietrnéj

ruhu zvifat a pro¢ se v pfipadé tohoto zvif

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1éivo bude sledovana v pribéhu experimentu od okamziku aplikace a do
ukonéeni experimentu. V pfipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude pokus ukoncen a zvite
usmrceno. Experimentélni 1é¢ba na mysich modelech zaloZenych na xenotranspalantaci primarnich lymfomovych bunék
(tzv. patient-derivedxenografts) pfedstavuje uznavanou preklinickou alternativu k 1é¢bé pacientl s danym typem
nadorového onemocnéni. Podkozni modely lymfomi jsou (ve srovnani se systémovymi modely diseminovanych lymfomi
zaloZenymi na intravendzni xenotransplantaci lymfomovych bunék) pro my3i Setrnéjsi, nebot’ nevedou k hubnuti, alternaci
celkového stavu ¢i pre-termindalni paralyze.




