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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nazev projektu pokusii

Experimentalni imunoterapie pomoci anti-CD19 protilatky tafasitamab a imunomodulacni latky
lenalidomid na humanizovanych mySich modelech difuzniho velkobunééného B-lymfomu

Doba trvani projektu pokusu - v mésicich 36 mésich
Kli¢ova slova - maximdlné pét ') Humanized mice, diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL),
patient-derived xenograft (PDX), tafasitamab, lenalidomide

Ucel projektu pokusu - zaskrinéte policko, moZno i vice moznosti

zakladni vyzkum

translaéni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (véetné zkouSeni bezpecnosti a u€innosti $arze)

legislativni uely | jiné zkouSeni u€innosti a tolerance

a bézna vyroba zkous$eni toxicity a jiné zkouSky bezpeénosti véetné farmakologie

bé&Zna vyroba

ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvirat

zachovani druht

vyssi vzdélavani

odborna pfiprava za ucelem ziskani, udrZzeni nebo zlepSeni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

OoooooooonxRO

udrzovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouZzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusi - napr. Feseni nekterych védeckych neznamych nebo védeckych ci klinickych potieb

Mysi modely zaloZené na xenotransplantaci primarnich lymfomovych bunék do imunodeficientnich mysi (tzv.
patient-derivedxenografts, PDX) se v poslednich n¢kolika letech staly standardem testovani ¢i ovéfovani
preklinickych experimentalnich lé¢ebnych postupil v hematoonkologii. PDX modely maji fadu nespornych
vyhod oproti bunéénym liniim, nebot’ umoZiuji testovani G¢innosti experimentdlni latky na rist a $ifeni
lymfomu a in vivo testovani zahrnuje fadu kli¢ovych parametri (vztahy s mikroprostfedim, hypoxie,
metabolické zmény, farmakokinetika), které v in vitro systémech testovat viibec nelze. Imunodeficientni mysi
nicméné postradaji bunééné komponenty adaptivniho imunitniho systému, tj. lymfocyty (T- i B-lymfocyty,
NK buriky). To prakticky znemoZiiuje vyuziti mysich modeli zalozenych na xenotransplantaci lymfomovych
bunék do imunodeficientnich my$i pro testovani experimentalnich imunoterapeutickych postupt véetné
glykosylovanych monoklonélnich protilatek (tafasitamab) ¢ imunomodulaénich latek (lenalidomid), jejichz
protinadorovy mechanismus spoéiva v aktivaci NK bunék. Podobné na imunodeficientnich my$ich modelech
nelze testovat imunomodulaéni protilatky (tzv. check-point inhibitory) &i bispecifické protilatky zavislé na
ptitomnosti funkénich T-lymfocyttl. Maligni lymfomy pfedstavuji nejéastéjsi typ hematologickych malignit v
Ceské republice. Difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL) predstavuje nejéast&jsi typ malignich lymfomi
na zéapadni polokouli. U poloviny pacienti se nedafi DLBCL vylécit za pouziti standardnich 1écebnych
postupti, coZ vyZaduje testovani novych protilymfomovych latek a léCebnych strategii. Bylo opakované
prokazano, Ze imunoterapeutické 1é¢ebné postupy jsou schopné eradikovat i nddorové buiiky rezistentnich na
chemoterapii. Rizné imunoterapeutické postupy se testuji také v 1é¢bé difuzniho velkobunééného B-lymfomu
a pfedstavuji jedinou $anci na vyléCeni v piipadé chemorezistentnich forem onemocnéni.

V piedkladaném projektu hodlame 1. odvodit humanizované my3i modely lidského DLBCL a 2. testovat
experimentalni 1é¢ebné strategie zaloZené na anti-CD19 protilatce tafasitamab, jejiZ protinddorovy u¢inek je
zprostifedkovan hlavné aktivaci NK bunék. Humanizovany mysi model vytvofime xenotransplantaci
kmenovych bun&k z pupeénikové krve (ziskané z banky pupeénikové krve z Ustavu hematologie a krevni
transfuze) do imunodeficientnich my3i. Humanizované mys$i budeme nasledné xenotransplantaovat lidskymi
lymfomovymi butikami. Na vybranych humanizovanych mySich modelech DLBCL hodlame testovat
protilymfomovy uéinek tafasitamabu v monoterapii ¢i v kombinaci s imunomodulaéni latkou lenalidomid,
kterd zvySuje protinadorovou aktivitu NK bunék.

Pravdépodobné potenciilni pFinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj ¢lovék, zvirata ci Zivotni prostiedi mohli mit; v pFislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Preklinické zdivodnéni pro design klinickych studii s tafasitamabem a lenalidomidem u pacienti s DLBCL.




Postupy, které budou na zviFatech zpravidla pouZzivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvani

Jednorazova intravendzni aplikace kmenovych bunék, jednorazova podkozni aplikace lymfomovych bungk.
Lécba mysi s etablovanymi lymfomy: 2 tydny. Lécebné postupy: tafasitamab a lenalidomid. Odbér krve
(100uL) z orbitalniho plexu 10 a 15 tydnti po xenotransplantaci kmenovych bunék.

Predpokladané dopady / nep¥iznivé i€inky na zvifata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, nedinnost / sniZena
hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvani téchto ucinka

PodkozZni aplikace lymfomovych bunék je spojena s ristem lymfomu v podobé podkozniho tumoru.
Vzhledem k tomu, Ze experiment bude ukon&en v okamziku, kdy maximélni rozmér tumoru dosihne 2 cm,
neni rist takto malého tumoru v podkozi spojen s bolesti, diskomfortem &i hubnutim experimentalnich
zvifat. Aplikace viech lé¢iv v planovanych davkach je pro pokusna zvifata netoxicka.

Druhy a p¥iblizné poéty zvifat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada, a pFedpoklddana zivaZnost pokusu

Drih Vitat8) Odhac}o- Odhadovany poéet zvitat podle zavaznosti
- vyberte ze seznamu MEE Neﬂabuc’le Mima Stredni Zavazna

pocet védomi

Mys3 laboratorni (Mus musculus) 200 200

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Naklidani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany podet zvifat k opétovnému pouziti 0

Odhadovany pocet zvifat, kterd budou navracena do pfirodniho stanovi§té & systému chovu 0

Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zajmového chovu 0

Divody pro vySe uvedené nakladdani se zvifaty - uvedte

Vsechna zvifata budou na konci experimentu utracena.

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvitat - uved'te, jaké alternativy bez pouziti zvifat jsou v této oblasti dostupné a pro¢
nemohou byt pouZity pro ucely tohoto projektu

Pro planované experimenty byl vybran kmen imunodeficientnich mysi, ktery umoZiiuje piihojeni, rist
lidskych krvetvornych bunék a cilenou expanzi lidskych NK buné&k (NOD.Cg-Prkdescid I12rgtm1 Wil
Tg(IL15)182/SzJ). Tento kmen zéroveii umoZiiuje néslednou xenotransplantaci lymfomovych bunék a 1é&¢bu
mySi nesoucich lidsky lymfom pomoci experimentdlnich imunoterapeutickych postupd. V soudasné dobé
neexistuje jind metoda, kterd by umozZnila preklinické in vivo testovani (ovéfeni) uéinnosti novych
imunoterapeutickych postupt pfed tim, neZ budou testovana v ramci klinickych studii na pacientech. Vétsinu
imunoterapeutickych 1é¢iv lze pouze omezené testovat in vitro, jejich plnou protinddorovou uéinnost lze
preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejéast&ji na mysich modelech. Tuto skuteénost
Jsme oveéfili také v databazi validovanych alternativnich metod schvélenych a pfijatych Evropskou spoleénosti
pro alternativni metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM)).

Omezeni pouZivani zvifat - vysvétlete, jaky pocet zviFat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke snizeni poctu pouzivanych zvirat, a zdasady pouzité k vytvoreni studie; pripadné popiste
postupy, které budou pouzivdany po celou dobu trvani projektu za uicelem minimalizace poctu pouZivanych
zviFat a které odpovidaji védeckym cilim (mezi tyto postupy mohou pat¥it napr. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).

Experimentéalni imunoterapeutické postupy budou validovany na 3 riznych PDX modelech humanizovanych
mysi. Navrhované kombinace nebyly dosud u difuzniho velkobunéiného lymfomu testovany. Ovéfeni
probéhlo v databézich védeckych praci SCOPUS, MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy v srpnu
2020. Statisticka kalkulace pomoci chi”2 (chi-kvadrat) testu predikuje, Ze p¥i pouZiti 10 zvifat na skupinu bude
dosaZeno signifikance p<0.01 pii dosaZeni rozdilu 0 >60% ve vypo&itanych objemech tumori mezi lé¢enou a
nelécenou skupinou. Tumory a vybrané organy z pokusnych mysi budou zamraZeny za ¢elem vyuZiti pro
piipadné transla¢ni vyzkum, aby nemusely byt pokusy z téchto diivodii opakovény.

Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrétnich opatfeni (napr. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumenti bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivotni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmirfiujicich postupii v dobé trvani projektu

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1é¢ivo bude sledovana v pritbéhu experimentu od okamziku
aplikace az do ukonceni experimentu. V ptipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude
pokus ukon¢en a zvife usmrceno. Xenotransplantace lidskych krvetvornych bunék je pro imunodeficientni
mysi netoxickd. Experimentalni 1é¢ba na mysich modelech zaloZenych na xenotransplantaci primarnich




lymfomovych bunék (tzv. patient-derived xenografts) predstavuje uzndvanou preklinickou alternativu k 1é¢bhé
pacientd s danym typem nadorového onemocnéni. Podkozni modely lymfomd jsou (ve srovnani se
systémovymi modely diseminovanych lymfomu zaloZenymi na intraven6zni xenotransplantaci lymfomovych
bunék) pro mysi Setrnéjsi, nebot’ nevedou k hubnuti, alternaci celkového stavu & pre-terminélni paralyze.

Pouzité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Tento typ studie neni mozné realizovat jinak nez s pouZitim laboratornich zvifat — v soucasné dobé neni k
dispozici zadny alternativni systém & model, kterym by bylo mozné laboratorni zvife nahradit.
Imunodeficientni NSG-IL15 mysi (NOD.Cg-Prkdcscid I12rgtm1Wjl Tg(IL15)1Sz/SzJ) jsou deficientni v T, i
v B bunéné imunit¢ a navic vykazuji poruchy nespecifické imunity, coZz umoZiiuje piihojeni
(xenotransplantaci) jak lidskych krvetvornych kmenovych bungk, tak nasledn& lymfomovych bun&k v mysim
organismu. Pro tento projekt predpokldddme spotiebu max. 200 mysi (dospé&lych samic).

') Véetné védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhii zvitat a tdeld
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v ptiloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou mozZnosti ,,nespecifikovaného savee pro zachovéni anonymity ve vyjime&nych ptipadech



