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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nizev projektu pokusi

Experimentslni terapie malignich lymfomi zam&Fen na inhibici signalizace z B-bun&ného receptoru a na inhibici |

_PI3K-AKT-mTOR signalni drahy V4 Meo/ed [MoDELE ¢
ani projektu pokusi | 12 mésict (od schvéleni do 30.9.2019)
Klicova slova - maximdiné 5 | Maligni lymfomy, cilena terapie, patient-derived xenograft (PDX)

Ulel projektu pokusii - oznacte jej krizkem (x) do prézd
| zakladni vyzkum

x __ transla¢ni nebo aplikovany vyzkum

_ v¥voj, vyroba nebo zkouseni kvality, cinnosti a nezévadnosti 1éciv, potravin, krmiv a jinych latck nebo vyrobki |
. ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

Lzachovinidimhigs s aigai s e N e R
_VySSi avani nebo odborné pfiprava
| trestni fizeni a jiné soudni fizeni

 Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké nezndmé nebo védecké ¢i klinické potfeby) D B
Maligni lymfomy (ML) pfedstavuji nej¢ast&jii typ hematologickych malignit v Ceské republice. U &4sti pacienti se nedafi
lymfom vylécit za pouziti standardnich lécebnych postupii, coZ vyzaduje testovani novych protilymfomovych latek. PI3K
(phosphatidyl-insitol-3-kinase) kinaza, kinaza AKT a protein mTOR (mammalian target of rapamycine) tvofi osu, ktera
hraje spolu s kinizou SYK (spleen tyrosine kinase) kli¢ovou roli v pfenosu signalu z povrchovych imunoreceptorti a
metabolickych a proristovych senzorii do jadra buiiky a hraje dilezitou roli v onkogenni signalizaci malignich B-
lymfocytd. Entosplentinib je inhibitor kinizy SYK. AZ8186 a idelalisib jsou vysoce selektivni inhibitory PI3K. AZ2014 je
inovativni inhibitor onkoproteinu mTOR. Na zékladg in vitro dat (testovani na lymfomovych bunéénych liniich) bylo
zjidténo, Ze latka AZ8186 vykazuje vyznamny protinddorovy synergismus s latkou AZ2014, nebot’ dochazi

k viceuroviiové inhibici kaskady PI3K-AKT-mTOR. Dale bylo zjiiténo, ze entosplentinib vykazuje protinddorovy
synergismus in vitro v kombinaci s ibrutinibem a idelalisibem. Hlavnim cilem pfedkladaného projektu je ovéfit (potvrdit)
synergismus mezi latkami AZ8385 + AZ2014 (¢ast A) a mezi latkami entosplentinib + ibrutinib a entosplentinib +
idelalisib (¢ast B). Pokusy budou provedeny na vybranych mysich modelech agresivnich lymfomi odvozenych od
pacientii (tzv. patient-derived xenografts, PDXs).

PravdEpodobné potencilni p¥inosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem védnim oboru
| nebo jaky pfinos by z ngj Clovek &i zvifata mohlimity

Druhy a pfibliZné potty zvifat, jejichZ pouziti se pfedpoklada e S S Lo B e T L
Tento typ studie neni moZné realizovat jinak neZ s pouzitim laboratornich — v soucasné dobé neni k dispozici zadny
alternativni systém ¢i model, kterym by bylo moZné laboratorni zvife nahradit. Imunodeficientni NSG (NOD-SCID-
gamma) a NOD-RAG mys3i jsou deficientni v T, i v B bunééné imunité a navic vykazuji poruchy nespecifické imunity,
coZ umoziuje pfihojeni (xenotransplantaci) nadorovych bunék v mysim organismu. Pro tento projekt pfedpokladame
spotfebu max. 400 mysi (dospélych samic).

Jaké jsou ocekavané nezadouci udinky u zvitat? Jaké je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
Podkozni aplikace lymfomovych bunék je spojena s ristem lymfomu v podobé podkozniho tumoru. Vzhledem k tomu, Ze
experiment bude ukoncen v okamziku, kdy maximalni rozmér tumoru presahne 2cm, neni rist takto malého tumoru v
podkozi spojen s bolesti, dyskomfortem ¢i hubnutim experimentalnich zvifat. Aplikace viech 1&&iv v planovanych
davkach je zcela netoxicka. Proto neni planovano pouziti anestezie ¢i analgezie. Navrhovana mira zavaznosti je tudiz 2
(stredni).

| Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement) ) i e 3
Nahrazeni pouZivéni zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvitata a pro¢ nemohou byt vyuzZity alternativy bez pouziti

Pro planované experimenty byl vybran model imunodeficientni laboratorni mysi, kterd umoziiuje pfihojeni, rist a
naslednou lé¢bu lidskych lymfomovych bunék. V sougasné dobé neexistuje jind metoda, ktera by umoznila preklinické in
vivo testovani (ovéfeni) ucinnosti a/nebo biodistribuce novych protinadorovych 1é&iv pred tim, nez budou testovéna

v ramci klinickych studii na pacientech. Vé&tinu protinadorovych latek 1ze pouze omezené testovat in vitro, jejich plnou
protinadorovou Gi¢innost Ize preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejéastéji na mysich modelech.

Tuto skuteCnost jsme ovéfili také v databézi validovanych alternativnich metod schvéalenych a pfijatych Evropskou
spolecnosti pro alternativni metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM).

_Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poctu zvirat. AL e e T
Experimentalni terapeutické postupy budou validovény na reprezentativnim poétu PDX modelé hematologickych malignit
(obvykle 4-5 riiznych PDX modeld). AZ8186 a AZ2014 jsou unikatni patentové chranéné latky (vyvinuté firmou Astra
Zeneca), které dosud nebyly testovany na modelech PDX. Ovéfeni probéhlo v databazich védeckych praci SCOPUS,

MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy vkvétnu 2018,
Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a prod se v pfipadé tohoto zviteciho modelu jedna o nejsetrnéjsi

| pouZiti z hlediska védeckych cili.




Vysvétlete obecna opatfeni, ktera budou piijata za u¢elem snizeni ujmy zpiisobené zvifatim na minimum.

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1é¢ivo bude sledovéana v pribéhu experimentu od okamziku aplikace az do
ukonceni experimentu. V ptipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude pokus ukongen a zvife
usmrceno. Experimentalni lé¢ba na mySich modelech zaloZenych na xenotranspalantaci primarnich lymfomovych bunék
(tzv. patient-derived xenografts) pfedstavuje uznavanou preklinickou alternativu k 16¢bé pacienti s danym typem
nadorového onemocnéni. Podkozni modely lymfomai jsou (ve srovnani se systémovymi modely diseminovanych lymfomi
zaloZenymi na intravendzni xenotransplantaci lymfomovych bunék) pro mysi Setrngjsi, nebot nevedou k hubnuti, alternaci
celkového stavu ¢i pre-terminalni paralyze.




