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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

| Niizev projeltiu pokusi
Experlmentﬂnf terapie lymfomu z plﬁit’ovych bunék zaloZené na inhibici cyklin-dependentnich kinsiz
v kombinaci s venetoclaxem na mySich modelech
 Doba trvénd projektu pokust - v mésicich |7 mésict
| Kli%ové slova - maximdiné pétl) | Malignant lymphomas, patient-derived xenograft (PDX),
| cyclin-dependent kinase inhibitors, BCL2 inhibitors,
| daratumumab

Ukel projektu pokusii - zaskrméte polidko; moZno i vice moinosti

zékladnf vizkum

translaéni a aplikovany vyzkum

: kontrola kvality (véetn® zkouSenf bezpetnosti a ¥innosti ar¥e)

legislativni Glely : _}lné zkouSen{ u&innosti a tolerance

a b&nd vyroba r zkouden toxicity a jiné zkouSky bezpe&nosti v&etnd farmakologie

| béﬁné v{roba

ochrana pﬂrodnﬂ:lo prostiedi v zAjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zZvifat

zachovéni druhii

vyssl vzdElévén

odborna pliprava za i¥elem ziskéni, udrZeni nebo zlepSenf odbornych znalost{

trestnf Fizen{ a jiné soudni ¥zen{
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udrZovéni populaci ustélenych geneticky upravenych zvifat, kterd nebyla pou¥ita v jinfch pokusech

Cile projektu pokusii - nap¥. Fefeni nékterych védeckych nezndnych nebo védeckjch & klinickych potreb

My#i modely zaloZené na xenotransplantaci lymfomovych bun&k do imunodeficientnich my¥i se v poslednich
nékolika letech staly standardem vyzkumu biologie lymfomt. My¥{ modely majf fadu nespornych vyhod
oproti in vitro pokusim, nebot umoZ#finji preklinické in vivo testovini na vysoce relevantnich mysich
modelech odvozenych pifmo od pacientd (tzv. patient-derived lymphoma xenografts, PDX). Mantle cell
lymfom (MCL) je agresivni podtyp nehodgkinského B-lymfomu. MCL je dosud povaZovén za nevylé&itelné
onemocn&ni. Burkittliv lymfom je vysoce agresivni typ nehodgkinského lymfomu. Prognéza pacientd, u
kterych dojde k névratu (relapsu) Burkittova lymfomm, je extrémné Spatné. Inhibitory cyklin-dependentnich
kin4z pFedstavuji novou skupinu litek v experimentilni 168b& nehodgkinskych lymfomt, zejména lymform z
plditovych bun&k a Burkittova lymfomu, u nichZ byla prokézina aberantn{ exprese cyklinu D1, resp. cyklinu
D3. Inhibitor BCL2 venetoclax je schvalen k 16&b& chronické lymfatické leukémie a klinicky se testuje u
lymfomu z plastovych bungk, Inhibitor MCL1 s ndzvem S63845 je nové protinddorova litka, Anti-CD38
monoklondlnf protilitka daratumumab je schvélend v terapii mnohodetného myelomu a testuje se u dalsich
hematologickych malignit. Na zdklad€ in vitro dat pldnujeme na panelu vybranych PDX modeld odvozenych
od pacientl s lymfomem z pldft'ovych bun&k provést in vivo konfirmaci protilymfomového G&inku latky
palbogiclib (inhibitor CDK4/6) a dinaciclib (inhibitor CDK2/7/9) v monoterapii a v kombinaci s inhibitorem
BCL2 venetoclaxem na vybranych modelech lymfomu z pladtovych bun&k. Na zdklad& in vitro dat plinujeme
na panelu vybranych PDX modeli Burkittova lymfomu ovéfit in vivo protinddorovy tdinek palbociclibu v
monoterapii 8 v kombinaci s inhibitorem MCL1 S63845 a anti-CD38 protildtkou daratumumab.

Pravdépodobné potencidlnf piinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosaZeno védeckého pokroku
nebo jaky p¥inos by z néj clovék, zviFata &i tivotni prost¥edi mohli mit; v pFisluSnych pFipadech rozlifujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvdmi projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit aZ po skondeni
projektu)

Preklinické zdfivodn&ni pro design &asnych klinickych studif u pacientd s relabovanymi formami lymform z
plastovych bungk a Burkittova lymfomu.

Postupy, které budou na zviFatech zpravidla poufiviny (napt. injek&nf aplikace, chirurgické zdkroky) -
uvedte pocet téchto postupi a dobu jejich trvdni ]

Jednorézova podkoini aphkace lymfomovych bungk. Létba my§i 8 etablovam}ml lymfomy: 2 tydny.
LéZebné postupy: venetoclax a palbociclib: oréln& (sondou) 1 x denn&, dinaciclib: intraperitonedln& 1 x
tydné, daratumumab: intraperitonedlng 2 x tydné. LE&b&Chirurgické zékroky nejsou plénovany.
Piedpoklidané dopady / nepiiznivé iifinky na zviFata (napf. bolest, ztrita hmotnosti, nedinnost / sniZen4
| hybnost, stres, neobvyklé chovén{) a doba trvini téchto dinkd

Podko#n{ aplikace lymfomovych bun&k je spojena s ristem lymformu v podobé podkoZniho tumoru.
Vzhledem k tomu, Ze experiment bude ukonden v okamZiku, kdy maximéln{ rozmér tumoru dosédhne 2 cm,




nenf rist takto malého tumoru v podkoZ{ spojen s bolest!, diskomfortem & hubnutim experimentélnich

zvifat. Aplikace viech 1&&iv v pldnovanych dévkach je pro pokusni zvifata netoxicks,

Druhy a pFibli¥né polty zviFat, jejich¥ _gouhti se pfedpokidda, a predpokiddand zdvaZnost pokusn
Druh zvifat %) O:lrhazcsl’o- : % t‘J{J)’ﬂdhad‘vazm;,’r  podet zvﬁ‘at podle zdvaZnosti
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Zvolte poloZku. 480 4380

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte poloZku.

Zvolte poloZku.
| Nakldddni se zvifaty, kterd nebudou na konci pokusu usmrcena

| Odhadovany podet zvifat k opétovnému pouiti

Odhadovany podet zvifat, kterd budou navricena do pifrodnfho stanovi¥ts &i systému chovu 0 |
Odhadovany podet zvifat k umistén{ do z4jmového chovu g .0
Driivody pro vyie uvedené naklddani se zvifaty - uvedte i |
Viechny zvifata budou na konci experimentu utracena.

Uplatiiovéni 3R

Nahrazent pouivin{ zvitat - uved'te, jaké alternativy bez poutiti zvifat jsou v této oblasti dostupné a pro&
| nemohou byt pouZity pro iidely tohoto projektu__

Pro plénované experimenty byl vybrén model imunodeficientnf laboratorn my#i, kterd umoﬁluje pfihojent,
rist a néslednou 1é¢bu lidskych lymfomovych bungk. V soudasné dob& neexistuje jind metoda, kterd by
umoznila preklinické in vivo testovén{ (ovifen) G&innosti novych protinddorovych 1&¢iv pied tim, neZ budou
testovdna v rdmci klinickych studif na pacientech. V&tiinu protinddorovych létek 1ze pouze omezen& testovat
in vitro, jejich plnou protinddorovou tiéinnost 1ze preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech,
nejastéji na my¥ich modelech. Tuto skute¥nost jsme ovefili také v databézi validovanych alternativnich metod
schvalenych a pfijatych Evropskou spolednosti pro alternativni metody (Buropean Centre for the Validation
of Altermative Methods (ECVAM)).

‘Omezeni pouZivini zvitat - vysvétlete, jaky pocet zviFat byl pro tento projekt stanoven, Popiste kroky, keeré |
byly podniknuty ke sniZeni poctu poutivanych zvitat, a zdsady pouzité k vytvoFeni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou powtiviny po celou dobu trvdni projektu za icelem minimalizace podtu pouttvanych
zvifat a Keré odpovidaji védeckym cilim (mezi tyto postupy mohou patFit napf. pilomi studie, poditacové
modelovani, sdileni thdnf a opakované pousiti),

Expenmentélni terapeutické postupy budou val:dovény na reprezentauvnim poétu PDX modeli testovanych
agresivnich lymfomi (7 riznych PDX modelt). Navrhované kombinace nebyly dosud testovany na modelech
mantle cell lymfomu & Burkittova lymfomu testoviny. Ovéfen{ probhlo v databdzich v&deckych praci
SCOPUS, MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy v srpnu 2020. Statisticks kalkulace pomocef chit2
(chi-kvadrét) testu predikuje, %e pi pouZiti 10 zvifat na skupinu bude dosaZeno signifikance p<0.01 pHi
dosaZen{ rozdilu o0 >60% ve vypotitanych objemech tumord mezi 1é&enou a neléfenou skupinou. Tumory a
vybrané orgény z pokusnych myf budou zamraZeny za iSelem vyuZiti pro pfipadné transladni vyzkum, aby
nemusely byt pokusy z téchto diivodd opakovény.

Setrné zachdzeni se zvifaty - uved'e DFiklady konkrétnich opatfeni (napF¥. zvySené pozorovdm’, pooperatni
Dpéle, tlument bolesti, vyevik zviFat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadit na dobré Zivotni
| podminky zvifat; popiSte mechanismy k pfijimdni vznikajicich zmbriiujicich postupit v dobé trvdni projekty
Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1&&ivo bude sledovana v priib&hu experimentu od okam¥iku
aplikace aZ do ukondenf experimentu. V pf{padé pozorovini negativnich zmén u laboratornfho zvifete bude
pokus ukon&en a zvife usmrceno. Experimentélnf 1é&ba na my¥fch modelech zalo¥enych na xenotransplantaci
primérnich lymfomovych bun¢k (tzv. patient-derived xenografts) pfedstavuje uzndvanou preklinickou
alternativu k 16&b& pacientd s danym typem nédorového onemocnéni. Podko#ni modely lymfomi jsou (ve
srovnan se systémovymi modely diseminovanych lymford zaloZenymi na intravenézni xenotransplantaci
lymfomovych bungk) pro my#i Setrn&¥i, nebot’ nevedou k hubnuti, alternaci celkového stavu & pre-terminélni
paralyze.
Poukité druhy zvilat - vysvéileie vybér druki a souvisejicich fivotnich siadii
Tento ty typ studie nenf mo¥né reahzovat_]mak ne¥ s pouitim laboratornich zvifat — v souasné dob& nenf k
dispozici Ziddny alternativn{ systém & model, kterym by bylo moZné laboratorni zvife nahradit.
Imunodeficientnf NSG (NOD-SCID-gamma) a NOD-RAG my#i jsou deficientni v T, i v B bun&¥né imuniti
a navic vykazuj{ poruchy nespecifické imunity, coZ umoZituje ptihojenf (xenotransplantaci) nidorovych bungk
v mySim organismu. Pro tento projekt pfedpoklddéme spotfebu max. 480 mysi (8-16 tydni starych samic),




1) Véetnd v¥deckych pojmi, které se mohou skladat z vice neZ p&ti jednotlivych slov, a s v{jimkou druhd zvifat a el
uvedenych jinde v dokumentn

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovénf v pHloze III provéd&ciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZnosti ,,nespecifikovaného savece" pro zachovén{ anonymity ve vyjime¥nych pfipadech



