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Nazev projektu pokusu

Experimentalni terapie akutni myeloidni lekukemie zaloZena na inhibici FLT3-ITD/CDK4 na mysich modelech

Doba trvani projektu pokust v mésicich 24
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Ugely projektu pokust

Translaéni a aplikovany vyzkum: Rakovina u lidi [PT21]
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Cile projektu pokusut

MySi modely zaloZzené na xenotransplantaci nadorovych bunék do imunodeficientnich mysSi se v poslednich nékolika letech staly
standardem onkologického vyzkumu. Mys$i modely maji fadu nespornych vyhod oproti in vitro pokusiim, nebot umozriuji preklinické
in vivo testovani na vysoce relevantnich mysich modelech.

Akutni myeloidni leukemie (AML) patfi mezi zavazna hematoonkologicka onemocnéni provazena nekontrolovanou proliferaci
myeloidnich hematopoetickych progenitort v kostni dieni. Lé¢ba AML je obvykle zaloZena na klasické cytotoxické chemoterapii,
ktera je ovSem jen omezené ucinnd. V posledni dobé jsou nicméné vyvijeny preparaty blokujici onkogenni signalni drahy, napf. ty
spojené s kinazou FLT3. Inhibice této kinazy experimentalnimi inhibitory (midostaurin, quizartinib, tandutinib) u AML sice vykazuje
klinicky lepS&i vysledky, ale jeji u€innost je také omezena. Mezi dalsi intenzivné zkoumané preparaty patfi nizkomolekularni
slouceniny, které simultanné inhibuji FLT3 a nékterou z dalSich onkogennich kinaz, napfiklad CDK4 a CDK9 (Mol Cancer Ther.
2015 Feb;14(2):375-83; Expert Opin Investig Drugs. 2019 Nov;28(11):989-1001; J Med Chem. 2018 Feb 22;61(4):1499-1518).
Nedavno jsme identifikovali silné dualni inhibitory FLT3/CDK s vysokou selektivitou k AML s aktivnim FLT3 onkogenem. V ramci

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Navrzené experimenty povedou k ovéreni pfedpokladaného protinadorového uc¢inku nové syntetizovanych inhibitor(i kinaz. Pro
ucely dalSiho vyvoje téchto latek jako potencialnich protinadorovych chemoterapeutik a zejména pro moznost spole€ného vyvoje s
komeréni sférou a pfipadnou komercionalizaci je nezbytné prokazat G¢innost vyvijenych inhibitord v racionalné zvolenych zvifecich
modelech nadorovych onemocnéni. Vysledky mohou pfispét k rozvoji novych terapeutickych pfistupl v onkologii.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Jednorazova podkozni aplikace leukemickych bunék. Lécba mysi s etablovanymi tumory: 2-3 tydny. LéCebné postupy: quizartinib
(10mg/kg intraperitonealné e.o.d), 1-3 experimentalni slou€eniny (1-20 mg/kg, intraperitonealné e.o.d.). Chirurgické zékroky nejsou
planovany.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Podkozni aplikace leukemickych bunék je spojena s jejich ristem v podobé podkozniho tumoru. Vzhledem k tomu, Ze experiment
bude ukoncen v okamziku, kdy maximalni rozmér tumoru dosahne 2 cm, neni riist takto malého tumoru v podkozi spojen s bolesti,
diskomfortem €i hubnutim experimentélnich zvifat. Aplikace v8ech Ié€iv v planovanych davkach je pro pokusna zvifata netoxicka.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

VSechna zvifata budou na konci experimentu utracena. Jejich opakované pouziti neni mozné.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pro planované experimenty byl vybran kmen imunodeficientnich mysi, ktery umozriuje xenotransplantaci leukemickych bunék a
naslednou lIéEbu mysi pomoci experimentalnich Ié€ebnych postupl. V sou¢asné dobé neexistuje jina metoda, ktera by umoznila
preklinické in vivo testovani (ovéfeni) u€innosti novych protinadorovych latek pfed tim, nez budou testovany v ramci klinickych
studii na pacientech. VétSinu protinadorovych |éCiv Ize pouze omezené testovat in vitro, jejich plnou protinadorovou ucinnost Ize
preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nej¢astéji na mySich modelech. Tuto skute¢nost jsme ovéfili také v
databazi validovanych alternativnich metod schvalenych a pfijatych Evropskou spoleénosti pro alternativni metody (European
Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM)).

Omezeni pouzivani zvirat

Pocty pokusnych zvifat a jejich rozdéleni do skupin budou navrzeny tak, aby minimalizovaly jejich poCet a zaroveri umoznily ziskat
statisticky priikazna data. Pro experimenty se zvifaty budou vybrany 1-3 pfipravené inhibitory, které budou mit co nejvy$si ucinnost
v pfedchazejicich bunécnych modelech in vitro. Omezené ucinné inhibitory nebudou zvifatim podavany. Navrhované slouc¢eniny
nebyly dosud testovany in vivo. Ovéfeni probéhlo v databazich védeckych praci (Pubmed, Scifinder CAS, Patent Scope) naposledy
v unoru 2021. Tumory a vybrané organy z pokusnych mysi budou zamrazeny za u€elem vyuziti pro pfipadné translaéni vyzkum,
aby nemusely byt pokusy z téchto davodu opakovany.

Celkovy plan poctu pouZitych pokusnych zvifat je stanoven s ohledem na rozsah a nutnost opakovani z divodu heterogenity
fenotypu pouzitého kmene, individualni odezvy na xenotransplantaci lidskych nadorovych bunék i z divodu nutnosti opakovani
naslednych in vitro analyz. Jednotlivé pokusy budou probihat striktné v souladu s dodrzovanim pravidla 3R a experimentélni zvifata
budou vydavana jen proti platnému projektu pokusu.

Setrné zachazeni se zvitaty

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané Ié€ivo bude sledovana v prabéhu experimentu od okamziku aplikace az do ukon&eni
experimentu. V pfipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude pokus ukonéen a zvife usmrceno.
Xenotransplantace lidskych krvetvornych bunék je pro imunodeficientni mysi netoxicka. Experimentalni IéEba na mysich modelech
zaloZenych na xenotransplantaci primarnich leukemickych bunék pfedstavuje uznavanou preklinickou alternativu k Ié¢bé pacientt s
danym typem nadorového onemocnéni. Podkozni tumory jsou (ve srovnani se systémovymi modely diseminovanych nadoru
zaloZzenymi na intravendzni xenotransplantaci leukemickych bunék) pro mysi Setrnéjsi, nebot nevedou k hubnuti, alternaci
celkového stavu €i pre-terminaini paralyze.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Tento typ studie neni mozné realizovat jinak nez s pouzitim laboratornich zvifat — v sou¢asné dobé neni k dispozici zadny
alternativni systém ¢i model, kterym by bylo mozné laboratorni zvife nahradit. Imunodeficientni NSG (NOD-SCID-gamma) jsou
deficientni v T, i v B bunééné imunité a navic vykazuji poruchy nespecifické imunity, coz umozriuje pfihojeni (xenotransplantaci)
lidskych leukemickych bunék v mySim organismu. Pro tento projekt pfedpokladame spotfebu max. 120 mysi (dospélych samic).




