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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nazev projektu poKkusii

Experimentalni terapie lymfomu z plastovych bunék zaloZena na kombinované inhibici apoptotickych
drah na mysich modelech

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 24 mésich
Kli¢ova slova - maximdlné pét ) Mantle cell lymphoma, patient-derived xenografts (PDX),
apoptosis, venetoclax, TRAIL

Ucel projektu pokusii - zaskrinéte policko, mozno i vice moznosti

zakladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (véetné zkouSeni bezpe€nosti a udinnosti $arze)

legislativni iely | jin€ zkouSeni i¢innosti a tolerance

a bézna vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpe&nosti vEetné farmakologie

bé&Zna vyroba

ochrana pfirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druht

vys§i vzdélavani

odborn4 piiprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlepSeni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni
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udrzovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouZita v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napr. Feseni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych ¢i klinickych potieb

Mys3i modely zaloZené na xenotransplantaci lymfomovych bunék do imunodeficientnich mysi se v poslednich
nékolika letech staly standardem vyzkumu biologie lymfomi. My3i modely maji fadu nespornych vyhod
oproti in vitro pokusim, nebot’ umoziiuji preklinické in vivo testovani na vysoce relevantnich mysich
modelech odvozenych pfimo od pacienti (tzv. patient-derived lymphoma xenografts, PDX). Lymfom z
plasfovych bunék patii mezi agresivni nehodgkinské lymfomy, které nelze vyléCit za pouZiti standardnich
chemoterapeutickych postupt. U MCL jsou nachézeny rekurentni defekty ve vné&jsi a vnitini apoptdze, vietné
zvysen€ exprese anti-apoptotického proteinu BCL2. Inhibitor BCL2 proteinu venetoclax se v sou¢asné dobé
intenzivné testuje v kombinované 1é&b& MCL. S63845 a AA11554463 jsou specifické inhibitory anti-
apoptotickych proteini MCL1 a BCL-XL. TRAIL patii mezi tzv. death ligandy, vyuZivané imunitnim
systémem pro cilenou eradikaci nadorovych bunék. Prokazali jsme, Ze ziskana rezistence MCL bunék na
venetoclax je zplisobend zvySenou expresi anti-apoptotickych proteind MCL1 a BCL-XL. Dale jsme prokéazali
in vitro protinddorovy synergismus mezi venetoclaxem a TRAILem (TNF-related apoptosis-inducing ligand).

V piedkladaném projektu planujeme na panelu 3 PDX modeld odvozenych od pacientii s MCL provést in vivo
konfirmaci protilymfomového t¢inku vybranych kombinaci inhibitor apoptotickych drah. Hodlame testovat
jednak kombinovanou blokadu BCL2 a BCL-XL (pomoci venetoclaxu a AA1155463), BCL2 a S63845
(pomoci venetoclaxu a S63845), jednak kombinovanou blokaddu viech tH kliCovych anti-apoptotickych
proteinti BCL2, BCL-XL a MCL1 (pomoci venetoclaxu, AA1155463 a S63845).

Déle planujeme in vivo confirmaci experimentalni 1é¢ebné kombinace venetoclax + TRAIL (tj. kombinovana
blokada vn&jsi a vnitfi apoptotické drahy).

Tti rizné PDX modely pfedstavuji zcela minimalni po¢et modeli nutnych pro relevantni in vivo confirmaci-
mensi pocet by nebyl s ohledem na genetickou heterogenitu MCL dostate¢né prikazny. Experimenty
provedené na 3 modelech poskytnou pilotni informace stran efektivity navrhované kombinace na pacientskych
burikach. Pripadné korelace s prediktivnimi faktory odpovédi na 1é¢bu by vyZadovali mnohem vétsi pocet
experimentl na vyrazné vy$sim poétu PDX modelli. Experimentalni kohorty budou ¢&itat 10 zvifat, nebot’
statistickd kalkulace pomoci chi*2 (chi-kvadrat) testu predikuje, Ze pii pouzZiti 10 zvifat na skupinu bude
dosazeno signifikance p<0.01 pfi dosaZeni rozdilu o >60% ve vypoéitanych objemech tumort mezi 1é¢enou a
nelécenou skupinou. Celkovy maximalni podet zvifat v navrhovaném experimentu tudiZ dosahne po&tu 330.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovek, zvirata ci Zivotni prostredi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte




mezi krdtkodobymi (v dobé trvdni projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Preklinické zdiivodnéni pro design ¢asnych klinickych studif u pacientt s relabovanymi formami lymfomu
z pladtovych bunék.

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

Jednorazové podkozni aplikace lymfomovych bunék. Lécba my3i s etablovanymi lymfomy: 2 tydny.
Lécebne¢ postupy: venetoclax (100mg/kg 1 x denné per os), A1155463 (Smg/kg 1 x denné i.p.), $63845
(25mg/kg 1 x denné i.p.) , TRAIL 80mg/kg i.v. jednorazové v den 3. Chirurgické zakroky nejsou planovany.

Predpoklidané dopady / nepFiznivé icinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovéani) a doba trvani téchto iinku

Podkozni aplikace lymfomovych bunék je spojena s rdstem lymfomu v podobé& podkozniho tumoru.
Vzhledem k tomu, Ze experiment bude ukongen v okamziku, kdy maximalni rozmé&r tumoru dosahne 2 cm,
neni rist takto malého tumoru v podkoZi spojen s bolesti, diskomfortem ¢ hubnutim experimentalnich
zvifat. Aplikace viech 1é&iv v planovanych dévkéch je pro pokusna zvitata netoxicka.

Druhy a pFiblizné poéty zviiat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada, a predpokladana zivaZnost pokusu

Druh zvivat 2) Odhac’lo- Odhadovany pocet zvifat podle zdvaZnosti
vany Nenabude s < e Ty
- vyberte ze seznamu 3 g Mirna Stfedni Zavazna
pocet veédomi
Mys laboratorni (Mus musculus) 330 330

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Naklidini se zviFaty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena
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Odhadovany poéet zvifat k op&tovnému pouZiti
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Odhadovany pocet zvifat, kterd budou navracena do piirodniho stanovi§té & systému chovu

Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zajmového chovu 0

Diivody pro vyse uvedené nakladani se zviraty - uvedte

VSechna zvifata budou na konci experimentu utracena.

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvifat - uvedte, jaké alternativy bez pouziti zvitat jsou v této oblasti dostupné a proc
nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projektu

Pro planované experimenty byl vybran kmen imunodeficientnich my3i, ktery umoziiuje xenotransplantaci
lidskych lymfomovych bunék a naslednou 1é&bu mysi nesoucich lidsky lymfom pomoci experimentalnich
léebnych postupl. V soudasné dobé& neexistuje jina metoda, ktera by umoznila preklinické in vivo testovani
(ovefeni) GCinnosti novych protinddorovych latek pred tim, neZ budou testovany v ramei klinickych studif na
pacientech. Vétsinu protinddorovych 1é¢iv 1ze pouze omezené testovat in vitro, jejich plnou protinddorovou
ucinnost lze preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejéastéji na mysich modelech. Tuto
skuteCnost jsme ovefili také v databazi validovanych alternativnich metod schvélenych a pfijatych Evropskou
spole¢nosti pro alternativni metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM)).

Omezeni pouZivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zviFat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; Pripadné popiste
postupy, které budou pouzivdany po celou dobu trvdni projektu za sicelem minimalizace poctu pouzivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patfit napr. pilomi studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkdani a opakované pouziti).

Navrhované experimentélni imunoterapeutické postupy budou validovany na 3 riiznych PDX modelech MCL.
Navrhované kombinace nebyly dosud u MCL testovany. Oveéfeni probéhlo v databazich védeckych praci
SCOPUS, MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy v srpnu 2020. Statisticka kalkulace pomoci chi*2
(chi-kvadrét) testu predikuje, Ze pfi pouziti 10 zvifat na skupinu bude dosazeno signifikance p<0.01 pii
dosazeni rozdilu o >60% ve vypo&itanych objemech tumorti mezi lé&enou a nelédenou skupinou. Tumory a
vybrané orgény z pokusnych mysi budou zamraZeny za u¢elem vyuziti pro pfipadny translaéni vyzkum, aby
nemusely byt pokusy z téchto diivodi opakovany.

Setrné zachdzeni se zvitaty - uvedte priklady konkrémich opatient (napf. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zviFat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
podminky zvifat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmiriiujicich postupii v dobé trvani projektu

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1é¢ivo bude sledovana v priibéhu experimentu od okamziku
aplikace aZ do ukonceni experimentu. V pfipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvitete bude




pokus ukoncen a zvife usmrceno. Experimentélni 1é€ba na mysich modelech zaloZenych na xenotransplantaci
primarnich lymfomovych bungk (tzv. patient-derived xenografts) pfedstavuje uzndvanou preklinickou
alternativu k 1ébé pacientt s danym typem nadorového onemocnéni. PodkoZni modely lymfoma jsou (ve
srovnani se systémovymi modely diseminovanych lymfomi zaloZenymi na intravenézni xenotransplantaci
lymfomovych bunék) pro my3i Setrnéjsi, nebot’ nevedou k hubnuti, alternaci celkového stavu ¢ pre-termindlni
paralyze,

Pouzité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivomich stadii

Tento typ studie neni moZné realizovat jinak neZ s pouzitim laboratornich zvifat — v soucasné dob& neni k
dispozici zadny alternativni systém & model, kterym by bylo mozZné laboratorni zvife nahradit.
Imunodeficientni NSG (NOD-SCID-gamma) jsou deficientni v T, i v B bun&&né imunité a navic vykazuji
poruchy nespecifické imunity, coZ umoZiuje piihojeni (xenotransplantaci) lidskych lymfomovych bunék v
my$im organismu. Pro tento projekt predpokladdme spotiebu max. 330 my3i (dospélych samic).

1) V&etné védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice ne péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhti zvifat a ugeld
uvedenych jinde v dokumentu

?) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v ptiloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZnosti ,,nespecifikovaného savee* pro zachovéni anonymity ve vyjime&nych pfipadech



