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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nazev projektu pokusii

Smérovana polymerni lé¢iva konjugovana s monoklonalnimi protilitkami pro cilenou dopravu protiniadorovych
cytostatik v experimentalni 1é¢bé hematologickych malignit na mySich modelech

Doba trvani projektu pokust 2 roky (od schvaleni projektu do 31.12.2020)

Kli¢ova slova - maximdlné 5 Hematologic malignancies, targeted drug delivery, HPMA-based copolymers,
nanomedicine, patient-derived xenografts (PDX)

Ugel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prazdného policka

zakladni vyzkum

x | transla¢ni nebo aplikovany vyzkum

Vyvoj, vyroba nebo zkouSeni kvality, ué¢innosti a nezavadnosti Ié8iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

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

zachovani druht

vys§i vzdélavani nebo odborna pfiprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napf. fesené védecké neznamé nebo védecké ¢&i klinické potieby)

Hematologické malignity (leukémie, lymfomy) piedstavuji 6. nejéast&jsi typ nadorového onemocnéni v Ceské republice.
U casti pacientii se nedafi leukémii ¢i lymfom vylé¢it za pouziti standardnich lé¢ebnych postupi, co? vyZaduje testovani
novych protilymfomovych latek.

Cilem projetu je vyuZzit my$i modely hematologickych malignit odvozenych od pacienti (tzv. patient-derived xenografts,
PDXSs) pro preklinické testovani protinddorové uginnosti a farmakokinetickych parametri cytostatik doxorubicinu a
cytarabinu vazanych na biokompatibilni polymery smérované pomoci monoklonélnich protilatek. Biokompatibilni
kopolymery na bazi N-(2-hydroxypropyl)methacrylamidu (HPMA) jsou dobfe rozpustné ve vodg, coz umoziuje
bezproblémovou i.v. €i i.p. aplikaci. Protinddorova aktivita jednotlivych lé¢ebnych strategii bude sledovana mirou
potlageni riistu podkozné rostoucich PDX tumorii po jednorazovém podani polymerniho 1é&iva. Na zakladé prikazné vyssi
protinddorové ucinnosti klinicky pouzivanych konjugatd cytostatik a monoklonalnich protilatek, tzv. antibody-drug
conjugates (ADC), napf. brentuximab-vedotin (anti-CD30 + monomethyl auristatin E) nebo polatuzumab-vedotin (anti-
CD79b + monomethyl auristatin E) oéekavame signifikantné vy33i protinadorovou iéinnost smérovanych polymernich
lé€iv ve srovnani s polymernimi lé¢ivy nesmérovanymi. Kromé vy3i protinadorové uéinnosti predpokladame také
sniZenou toxicitu smérovanych polymernich lé¢iv, nebot k uvolfiovani cytotoxickych latek by mé&lo dochazet preferencné
v misté rostouciho tumoru.

Pro kazdé testované cytostatikum (tj. jak pro doxorubicin, tak pro cytarabin) budou experimenty provedeny na 6 riznych
my8ich PDX modelech vybranych na zdkladé exprese antigend CD20, CD19, CD38 a CD79a.

Ve vybranych ptipadech bude provedena analyza biodistribuce podaného polymerniho 1é¢iva. Pro tcely biodistribuce
bude pfipravena specilni SarZe polymerniho 1é¢iva s navazanym fluorescenénim barvivem, napf. cyaninem 7 (Cy7).

V definovanych intervalech po i.v. aplikaci znaceného polymerniho 1é¢iva bude méfena fluorescence podkozniho tumoru
pomoci fluorescenéni kamery ImageStream. Pro potieby sniméani fluorescence budou mysi uvedeny do kratkodobé
celkové anestezie smési vzduchu a izofluranu.

Pravdépodobné potencidlni piinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vasem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z n&j ¢lovek &i zvitata mohli mit)

Preklinicke vysledky mohou byt vyuzity pro design ¢asnych klinickych studii u pacienti s refrakternimi formami
hematologickych malignit.

Druhy a priblizné poéty zvifat, jejichZ pouziti se predpoklada

Tento typ studie neni mozné realizovat jinak neZ s pouzitim laboratornich zvifat — v soucasné dobé neni k dispozici zadny
alternativni systém ¢i model, kterym by byle mozné laboratorni zvife nahradit. Imunodeficientni NSG (NOD-SCID-
gamma) a NOD-RAG mysi jsou deficientni v T, i v B buné&né imunité a navic vykazuji poruchy nespecifické imunity,
coz umoziiuje piihojeni (xenotransplantaci) nadorovych bunék v mysim organismu. Pro tento projekt ptedpokladéme
spotfebu max. 1000 my$i (dospélych samic).

Jaké jsou ocekavané nezadouci udinky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skoncéeni pokusu?

PodkoZni aplikace lymfomovych bunék je spojena s ristem lymfomu v podobé podkozniho tumoru. Vzhledem k tomu, Ze
experiment bude ukon¢en v okamziku, kdy maximalni rozmér tumoru pfesahne 2¢m, neni riist takto malého tumoru v
podkoZi spojen s bolesti, dyskomfortem ¢i hubnutim experimentalnich zvifat. Aplikace viech 1&iv v planovanych
davkach neni spojena se systémovou toxicitou vii&i zdravym mys$im tkanim. PH méFeni na zobrazovacich pfistrojich
(fluorescenéni kamery) budou zvifata celou dobu zahfivana na normalni t&lesnou teplotu a ventilovana smési vzduchu a
isofluranu. Navrhovana mira zévaZnosti je 2 (stfedni).

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivéni zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez pouZiti
zvirat,

Pro planované experimenty byl vybran model imunodeficientni laboratorni my#i, ktera umoziiuje pfihojeni, rist a
naslednou 1é¢bu lidskych lymfomovych bunék. V soudasné dobé neexistuje jind metoda, kterd by umoznila preklinické in




vivo testovani (ovéfeni) iéinnosti a/nebo biodistribuce novych protinadorovych lé¢iv pfed tim, neZ budou testovana

v ramci klinickych studii na pacientech. VétSinu protinddorovych latek lze pouze omezeng testovat in vitro, jejich plnou
protinadorovou u¢innost Ize preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejéast&ji na mysich modelech.
Tuto skutecnost jsme ovéfili také v databazi validovanych alternativnich metod schvélenych a piijatych Evropskou
spoleCnosti pro alternativni metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM).

Omezeni pouzivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho poétu zvifat.

Experimentalni terapeutické postupy budou validovany na reprezentativnim po¢tu PDX modeli hematologickych malignit
(plénovéno 6 riiznych PDX modeli). Polymerné-vézana cytostatika jsou unikatni, patentové chranéné latky, které dosud
nebyly testovany na modelech PDX. Ovéfeni probéhlo v databazich védeckych praci SCOPUS, MedLINE, Web of
Science a PubMED, naposledy v zafi 2018.

Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v piipadé tohoto zvifeciho modelu jedna o nejSetrnéjsi
pouziti z hlediska védeckych cili.
Vysvétlete obecna opatfeni, kterd budou pfijata za icelem sniZeni Gjmy zplisobené zvitatlim na minimum.

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1é¢ivo bude sledovéna v priib&hu experimentu od okamziku aplikace az do
ukonéeni experimentu. V pfipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvitete bude pokus ukonéen a zvife
usmrceno. Experimentalni lé¢ba na mysich modelech zaloZenych na xenotransplantaci primarnich lymfomovych bunék
(tzv. patient-derived xenografts) pfedstavuje uznavanou preklinickou alternativu k 16¢bé pacientii s danym typem
nadorového onemocnéni. PodkoZni modely lymfomii jsou (ve srovnani se systémovymi modely diseminovanych lymfomi
zaloZenymi na intravendzni xenotransplantaci lymfomovych bun&k) pro mysi Setrnéjsi, nebot nevedou k hubnuti, alternaci
celkového stavu ¢&i pre-terminélni paralyze.




