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Experimentalni terapie malignich lymfomd pomoci inhibitoru BCL2 venetoclaxu v kombinaci s cytarabinem a
 tacrolimem na mySich modelech
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Cile projektu pokusi (napf. feSen¢ védecké nezndmé nebo védecké ¢iklinické potreby)
Maligni lymfomy (ML) pfedstavuji nejcastéjsi typ hematologickych malignit v Ceské republice. U ¢asti pacient( se nedaii
lymfom vylécit za pouZiti standardnich lé¢ebnych postupi, coz vyzaduje testovani novych protilymfomovych latek.
Cytarabin (araC) je klasické cytostatikum pfedstavujici paterni 1ék v terapii akutnich leukémii a agresivnich lymfomi.
V predkladaném projektu bychom pouzivali jeho polymerni formu (poly-araC) v davce 4 mg / kg intraperitonealné
(jednorazova aplikace). Venetoclax (VTX) je inhibitor BCL2 anti-apoptotického proteinu- se pouziva v 1é¢bé chronické
lymfatické leukémie, akutnich leukémii a nékterych typii lymfomii. Podava se v davce 50mg/kg peroralné sondou denné
po dobu 10 dnii. Tacrolimus je inhibitor kalcineurinového receptoru. V klinické praxi se pouziva jako imunosupresivni
latka, ale testuje se také jako protinddorova latka, zejména diky schopnosti inhibovat p-glykoprotein. Podava se
intraperitonedlné v davce 5 mg /kg 1 x denné.

Hlavnim cilem pfedkladaného projektu je ovéfit (potvrdit) synergismus mezi latkami venetoclax a poly-araC (Gast A) a
mezi latkami venetoclax a tacrolimus (4st B). Pokusy budou provedeny na vybranych mysich modelech agresivnich
lymfomii odvozenych od pacienti (tzv. patient-derived xenografts, PDXs).

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vaiem védnim oboru
| nebo jaky pfinos by z ngj lowek i zvifata mohlimiy
Preklinické zdiivodnéni pro design klinické studie faze 2 testujici ucinek venetoclaxu a cytarabinu, resp. tacrolimu u
pacientii s B-NHL.

| Druhy a pfiblizné potty zvifat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada
Tento typ studie neni moZné realizovat jinak neZ s pouZitim laboratornich zvifat — v souéasné dobé neni k dispozici zadny
alternativni systém ¢i model, kterym by bylo 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 umozZnuje pfihojeni (xenotransplantaci) nadorovych bunék v mysim organismu. Pro tento projekt pfedpokladame
spotfebu max. 400 mysi (dospélych samic).

Jakeé jsou o¢ekavané nezddouci uginky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
PodkoZni aplikace lymfomovych bunék je spojena s riistem lymfomu v podobé podkozniho tumoru. Vzhledem k tomu, Ze
experiment bude ukonéen v okamziku, kdy maximalni rozmér tumoru dosahne 2 cm, neni riist takto malého tumoru v
podkoZi spojen s bolesti, dyskomfortem ¢i hubnutim experimentélnich zvifat. Aplikace viech 1é&iv v planovanych
davkéch je zcela netoxicka. Proto neni planovano pouZiti anestezie ¢i analgezie. Navrhovana mira zdvaznosti jetudiz 2
(stiedni).

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement) ok

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

Pro planované experimenty byl vybran model imunodeficientni laboratorni mysi, ktera umoziluje piihojeni, rist a
naslednou lécbu lidskych lymfomovych bun&k. V souéasné dobé neexistuje jind metoda, ktera by umoznila preklinické in
vivo testovani (ovéfeni) G¢innosti a/nebo biodistribuce novych protinadorovych 1é¢iv pred tim, neZ budou testovana

v ramci klinickych studii na pacientech. V&tSinu protinadorovych latek Ize pouze omezené testovat in vitro, jejich plnou
protinadorovou G¢innost lze preklinicky testovat pouze in vivo na zvifecich modelech, nejcastéji na mysich modelech.
Tuto skutecnost jsme ovéfili také v databazi validovanych alternativnich metod schvalenych a piijatych Evropskou

| spolecnosti pro alternativni metody (European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECvAM).
Ome ouzivani zvifat: Vysveétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho pottu zvifat. RN S L
Experimentalni terapeutické postupy budou validovany na reprezentativnim podtu PDX modeli hematologickych
malignit. Navrhované kombinace nebyly dosud testovany na mysich PDX modelech agresivnich lymfomd. Ovéfeni
probéhlo v databazich védeckych praci SCOPUS, MedLINE, Web of Science a PubMED, naposledy v lednu 2019.
Statisticka kalkulace pomoci chi*2 (chi-kvadrat) testu predikuje, Ze p¥i pouziti 10 zvifat na skupinu bude dosazeno
signifikance p<0.01 p#i dosaZeni rozdilu 0 >60% ve vypoéitanych objemech tumori mezi lé&enou a nelécenou skupinou.
Pouziti panelu 30 PDX modeld lidskych agresivnich lymfomd zajisti dostateénou relevanci ve vztahu k molekularng-




cytogeneticke heterogenité malignich lymfomi, coZ je nezbytné pro zajisténi relevance vysledki planovanych pokusi.
Tumory a vybrané organy z pokusnych mysi budou zamrazeny za i¢elem vyuZiti pro pfipadné translaéni vyzkum, aby
| nemusely byt pokusy z téchto divodd opakovany. L —————
Setrné zachazeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v pripadé tohoto zviteciho modelu jedna o nejletrnéj§i
pouZiti z hlediska védeckych cild.

Vysvétlete obecna opatteni, kterd budou pfijata za ugelem sniZeni Gjmy zpiisobené zvifatiim na minimum.

Zdravotni stav zvifat a jejich reakce na podané 1é¢ivo bude sledovana v pribéhu experimentu od okamziku aplikace az do
ukonceni experimentu. V piipadé pozorovani negativnich zmén u laboratorniho zvifete bude pokus ukonden a zvife
usmrceno. Experimentalni lé¢ba na mysich modelech zaloZenych na xenotranspalantaci primarich lymfomovych bunék
(tzv. patient-derivedxenografts) pfedstavuje uznavanou preklinickou alternativu k 16¢bé pacientd s danym typem
nadorového onemocnéni. Podkozni modely lymfomi jsou (ve srovnani se systémovymi modely diseminovanych lymfomi
zaloZenymi na intravendzni xenotransplantaci lymfomovych bungk) pro mysi $etrnéj$i, nebot’ nevedou k hubnuti, alternaci
celkového stavu &i pre-terminélni paralyze.




