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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 47/2018

Nazev projektu pokusii

Bunééna a genova terapie mi$niho poSkozeni a ischemie mozku s vyuzitim preklinického modelu
miniaturniho prasete. Terapie mi$niho poSkozeni pomoci lokédlniho proplachu hypotermickym
‘roztokem s riistovymi faktory.

Doba trvéni projektu pokusil 2018-2020, max. 33 mésich

Kli¢ové slova - maximdiné 5 miniprase, bunéén4 a genova terapie, poskozeni michy a mozku, akutni
terapie poskozeni michy

UZel projektu pokusi - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka

x | zakladni vyzkum

x  translaéni nebo aplikovany vyzkum

X | vyvoj, vyroba nebo zkouSeni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti 1é&iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkil

| ochrana piirodniho prostfedi v z4jmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhi

x | vy3§i vzdélavani nebo odborna piiprava

i trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké neznamé nebo védecke Ci klinicke potieby)

Cilem studie je studium ischemického (mec_:hénick'éhb) poskozeni mozku a michy u miniaturniho
prasete véetné nasledné bunééné (lidské nebo praseéi nervové prekurzory, indukované pluripotentni
buriky atd.) a/nebo genové (lentivirové nebo adeno-asociované virové konstrukty) terapie.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vaiem v&dnim oboru
nebo jaky piinos by z ng&j élovék &i zvifata mohli mit)

Predpokladanym ucéelem a piinosem je ziskani novych poznatkl vischemickém a mechanickém
poskozeni michy ¢i mozku v oblasti zakladniho vyzkumu a translaéniho nebo aplikovaného vyzkumu
s cilem zabranit a pfedejit nasledkiim nebo 1éCit takova poSkozeni u lidi. Experimenty budou také
slouzit pro ovéfeni bezpe€nosti a terapeutické u€innosti bunééné a/nebo genové terapie na tomto
velkém preklinickém modelu s naslednym pouZitim vysledki v klinickych studiich.

Druhy a pfiblizné po€ty zviFat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada

Miniaturni prase bylo zvoleno jako modelovy organismus z divodi fyziologickych parametri
podobnych ¢lovéku. Podobna velikost michy a mozku miniaturniho prasete umozni kvantifikovat
bezpetné mnozZstvi bun€k nebo polet a typ virovych konstrukti (Lentivirovych-LV, Adeno-
asociovanych-AAV), kter¢ lze transplantovat do lidské michy a mozku. Budou pouZiti jedinci obou
pohlavi ve véku 2-24 meésicil, jednak intaktni zvifata nebo zvifata transgenni s lidskym mutovanym
huntingtinem jako modelem geneticky podminéného onemocnéni. Bude pouZito max .300 ks na celou
dobu trvani projektu (3 let; 2018-2020). Experimenty budou provadény ve skupindch 1-6ks. Uvedeny
pocet je nezbytny pro moZnou variabilni odpovéd’ jedincii na traumatické nebo ischemické poSkozeni
a naslednou terapii nebo transplantaéni zékrok.

Jaké jsou oekavané nezadouci uéinky u zvitat? Jaka je navrhovana mira zavaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonceni pokusu?

Mira zavaznosti experimentt je stfedni.

Nasledky ischemického a traumatického poskozeni michy u miniaturniho prasete jsou dostateéné
prozkoumany a charakterizovany. Miniprasata s éaste¢nou kréni nebo uplnou hrudni a bederni mis$ni
1ézi bez problémi pfijimaji krmivo a pfibiraji na t€lesné hmotnosti. Jsou drZzena na hluboké podestylce
a jsou kazdodenné rehabilitovana pro zamezeni proleZenin. Zvifata bez v&tSich problému pfezivaji
nékolik mésicli. Parcidlni ischemie mozku zplsobi zvifatim jen kratkodobé (1-3 dni) trvajici zhor3eni
klinického stavu spojeného s vyskytem ataxie, zhorSeni motorického skore nebo ojedinélym vyskytem
epileptickych zachvati (1-3x denné€). V pfedchozich experimentech jsme také optimalizovali
davkovani imunosupresivnich latek (takrolimus, mykofenold mofetilt, dexametazon) miniaturnim
prasatim a tim v budoucich experimentech omezime jejich neZzddouci vedlejdi uCinky (ztrata
hmotnosti, nechutenstvi, poskozeni ledvin, srdce a jater) na minimum. Zvifata budou po navozeni
mis$niho nebo ischemického poskozeni dostavat léky s protizanétlivym a analgetickym u€inkem
Vetalgin nebo Flunixin (i.m.). P# jakémkoliv zhorSeni zdravotniho stavu budou zvifatim sniZeny
davky imunosuprese nebo zcela odpojena od imunosuprese. V nevyhnutnych piipadech budou
bezodkladné utracena celotélovou perfuzi ledovym PBS. Po ukonéeni experimenti budou zvifata




pfedavkovana anestetikem a proplachnuta ledovym PBS pro odbér vzorki.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivani zvitat: Uved'te, pro€ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouZiti
zvifat.

Pro zavedeni bunééné a/nebo genové terapie do klinické praxe je nutné otestovat jeji bezpecnost a
terapeuticky u¢inek na velkém zvifecim modelu. Miniaturni prase je z etickych a ekonomickych
divodi{ nejvhodnéjsi alternativou v porovnani s nehumannimi primaty. Model poskozeni michy na
hlodavcich ma své anatomické omezeni (velikost michy) a u hlodavcid se také popisuje masivné;si
spontdnni regenerace po arteficidlni mi$ni 1ézi neZ u velkych zvifecich modeld a lidi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22029501). Neexistuje alternativni metoda bez pouziti
zvifecich modeltl pro testovani bunééné a/nebo genové terapie, ktera by napodobila komplexnost nebo
sloZitost zvifeciho organizmu.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho po€tu zvifat.

V predchozich studiich jsme optimalizovali poéty experimentélnich zvitat v jednotlivych skupinach
(1-6ks) a také polty a objemy injekci a koncentrace bun€k a virovych konstrukt. Uvedeny podet
zvifat je tudiZ nezbytny pro eliminaci mozné variabilni odpovédi jedinci na traumatické nebo
ischemické poskozeni a naslednou terapii nebo transplanta¢ni zakrok.

Setrné zachézeni se zviFaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat a pro¢ se v pfipads tohoto zvifectho modelu jedna o nejSetrngjsi |
pouziti z hlediska v&deckych cili.
Vysvétlete obecna opatieni, kterd budou piijata za icelem sniZeni Gjmy zplisobené zvifatlim na minimum.

Miniaturni prase je pro ovéfeni bezpecnosti a léfebné UCinnosti bunééné a/nebo genové terapie
z etickych a ekonomickych diivodi nejvhodnéjsi alternativou v porovnani s nehumannimi primaty.
Vysledky téchto experimentii budou slouZit pro udéleni povoleni pro klinické experimenty na lidech.
Miniprasata s ¢asteénou kréni nebo Uplnou hrudni a bederni mi$ni 1ézi jsou drZena na hluboké
podestylce a jsou kazdodenné rehabilitovana pro zamezeni proleZenin. Zvitata bez vétsich problému
ptezivaji nékolik meésici. Parcialni ischemie mozku zplisobi zvifatim jen kratkodobé (1-3 dni) trvajici
zhorSeni klinického stavu spojeného s vyskytem ataxie, zhorSeni motorického skore nebo ojedinélym
vyskytem epileptickych zachvati (1-3x denné). Zvifata budou po navozeni miSniho nebo
ischemického poSkozeni dostdvat 1éky s protizandtlivim a analgetickym u¢inkem Vetalgin nebo
Flunixin (i.m.). Pfi jakémkoliv zhorSeni zdravotniho stavu budou zvifatim sniZeny davky
imunosupresiv nebo zcela odpojena od imunosupresiv. V nevyhnutnych pfipadech budou
bezodkladné utracena.




