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Cile projektu pokusii - napr, Fefeni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych ¢i klinickych potieb

Hlavnim cilem studie je tvorba a charakterizace terapeutickych transgennich a knock-in modelii
Huntingtonovy choroby u miniaturnich prasat. Vytvofeni terapeutickych modell a jejich dlouhodobé
sledovani pfinese nové poznatky o patogenezi a mozné terapii Huntingtonovy nemoci. Déle charakterizace a
udrZeni chovu linii miniaturniho prasete s HD s potencialnim klinickym obrazem podobnym lidskému
onemocnéni Huntingtonovou nemoci. Cilem studie je detailni charakterizace téchto transgennich nebo
knock-in linii v in vivo a in vitro rezimu nebo post mortem. Dal$im cilem je testovani Géinnosti a
bezpeénosti potencidlnich terapeutickych pfistupli snizujicich mutovany huntingtin u téchto GMO a
kontrolnich minipraseéich linii.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvifata &i Zivotni prostiedi mohli mit; v prislusmich pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projekiu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni

| projektu)
Piinosem pl ojektu _]e detailni charakterizace modelu neurndegeneratlvmch Zmén Huntmgtonovy nemoci na
velkém zvifecim mozku a vyvoj a testovani potencialniho terapeutického piistupu.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pnuiivény (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocel téchto postupit a dobu jejich trvani

L Tvorba terapeutickych modeli - Stereotaktick | vektorii nebo nanoéastic (s DNA &
RNA, CRISPR CAS editace) nebo siRNA do az 4 ¢asti mozku (Nucleus cadatus, Putamen, Neocortex a
Thalamus). Po ukonéeni experimenti po max 24 mésicich budou zvifata utracena a odebrany vzorky na
biochemickou a imunohistochemickou analyzu.

2 Aplikace i.m. apomorfinu prasatlim za iéelem indukce dyskineze po aplikaci konstrukti do mozku.

3 Odbér ovarii, vejcovodil, pfipadné délohy po utraceni zvifat k ziskdni oocytl, embryi 1-3d., pfipadné
féti ve staii 30-90 dni.

4. Odchov zvifat a zaFazeni zvifat, ktera budou post mortem pouZzita k odbéru vzorkil mozku pro
izolaci nervovych kmenovych bunék, piipravu histologickych preparati a odbéru dalsich tkani, vie pro
biochemickou a imunchistochemickou analyzu.




5. Sledovani chovani zvitat kamerovym systémem (b&hem ustajeni) a vySetfovani zvifat pomoci
magnetické rezonance v celkové anestezii (plat pro FO, F1, F2, F3, Fn generaci a viechny transgenni a
terapeutické skupiny).

6. Implantace vysilacli a sond telemetrického systému v celkové anestezii pro monitoraci biopotencial(
(EEG, ECG, EMG, teplota atd.) v ramei charakterizace transgennich zvifat (plati pro FO, F1, F2, F3, Fn
generaci a viechny transgenni a terapeutické skupiny)).

7 Behaviordlni studie na prasatech (plati pro FO, F1, F2, F3, Fn generaci a viechny transgenni a
terapeutické skupiny). j

8. Opakované biopsie kiiZze, odbéry krve (vé. kostni krve pro izolaci MSCs), cerebrospindlni tekutiny a
jinyeh télesnych tekutin (ejakulat) budou realizovény z diivodu monitorovani zdravotniho stavu, vyvoje
onemocnéni a ovéieni transgeneze, v intervalech po 1 mésici (terapeutické modely) nebo 6 mésici
(charakterizace matefskych liniif)..

9. Opakované neinvazivni sledovani zmén CNS pomoci magnetické rezonance v celkové anestezii v
intervalu 6 mésict anebo déle.

Predpokladané dopady / nepfiznivé G€inky na zvifata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, neéinnost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto adinki

Nejsou ofekavany zdvaZné nezddouci ucinky u zvifat. Klasifikace zadvaZnosti je stfedni z diivodu provadéni
chirurgickych a dalsich zakroki v celkové anestezii. Vzhledem k dosavadni absenci klinickych piiznaki
Huntingtonovy nemoci u prasete je mira zdvaznosti z divodu rozsahu projevii nemoci jen mirna. Pfi
jakémkoliv vyrazném zhorieni zdravotniho stavu budou zvifatim podéna analgetika a v nevyhnutnych
piipadech budou bezodkladné utracena. Zvifata budou pi#i ukonéeni experimentu v tomto projektu pokust
usmrcena za Uéelem ziskdni tkéni pro biochemické a histologické analyzy.

Druhy a priblizné polty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpoklidana zivaZnost pokusu
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Divody pro vyse uvedené nakladani se zvifaty - uved'te
Jedna se o jedince matefskych linii, kteif budou po charakterizaci vybrani pro navazujici specifické projekty
pokust. Nasledné opétovné pouZiti v navazujicim PP bude mit nizky kumulativni dopad z diivodu dlouhého
intervalu (6M) mezi invazivnimi postupy pfi monitoringu fenotypu a odbérech tkani, které jsou vidy
provadény v anestezii.

Dale se to tyka jedinct, ktefi nebudou zcela vhodni k pouziti v tomto PP. Pievazné se to tyka WT jedinct
nenesouci mutovanou alelu, ktefi tvoii polovinu potomstva. Tito jedinei mohou byt ndsledné zatazeni do
jiného PP, kumulativni dopad na zvife bude zanedbatelny.

Uplatiiovani 3R B i
Nahrazeni pouZivani zvifat - uved'e, _/ake alter rvcmvy bez pcm:m virat Jsou v této oblasti dostupné a pmc
‘nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projekiu

Pro dlouhodobé sledovani neurodegeneratavmch zmén mozku, které u Huntingtonovy choroby nastupujf ve
vys8im véku, neexistuje alternativni zpiisob, ktery by nahradil pouziti velkeho zvifeciho (prase¢iho) modelu




[Iuntmgtonnw nemoci. Prasedi linie j JSOU bez klmlckych perevu [Iuntlngtonovy nemoci a _]E:_] jich
charakterizace tak probihéd nadéle. Vzhledem k patologii Huntingtonovy nemoci, kterd postihuje piedeviim
mozkové struktury, je odlivodnéné vytvofeni a vyu?iti terapeutickych prasedich modelil, na kterych je moZné
Enost a uéinnost potencialni terapie na mozku s lovéku podobnymi strukturami.
Jivani zvifat - v_ps:véile!e Jaky pocel vifat bvl pro tento projekt stanoven. Pc:p:s“le krnkv kieré
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouZivanych zvirat, a zdsady pouZité k vytvoreni studie; pripadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za ucelem minimalizace podtu pouZivanych
zvifat a které odpovidaji védeckym cilum (mezi tyto postupy mohou patFit napr. pilomi studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).
Experimenty a tudiz i odhery biologického materialu budou opakovane a po deli obdobi vykonavany za
uéelem zachyceni fenotypu modelu v delsim ¢asovém obdobi. Tento piistup vyznamné redukuje poéet
pouzitych zvifat. Geneticky nevhodné zvitata, pfedeviim WT pak budou vyuzZita v jinych experimentech
nebo budou usmrcena pro odbér tkani. Ziskané vzorky rtiznych tkani a data jsou sdileny s daldimi pracoviti
a institucemi.
Setrné zachazeni se zvifaty - uved'te priklady konkrétnich opatieni (napr. zvysené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vevik zvifat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
podminky zvifat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmir nupcmh po. m:f}u v dobé trvani pr aﬂjektu
V%echny vékové kategone pBSECICh linif j jsou dosud bez klinickych projevil nemoci, bez problémii p: 1jimaji
krmivo a celkové prospivaji. Jsou drZena na hluboké podestylce. Behavioralni testy probihaji na principu
dobrovolnosti, jako motivace je pouzivin pamlsek. Operace a invazivni zdkroky budou probihat v celkové
anestézii po premedikaci v kotei. Chirurgicky zdkrok by nemél vyznamné ovlivnit kvalitu Zivota zvifete.
Restrikce pfijmu potravy bude omezena pouze na noc pied operaénim vykonem. Zvitata budou po operaci
dostavat 1éky s protizdnétlivym a analgetickym uéinkem Vetalgin nebo Flunixin (i.m.). Pfi vyrazném
zhorieni zdravotniho stavu bude zvifatim podavan Tramal (i.m.) nebo budou bezodkladné utracena.

PouZité druhy zviFat - vysvétlete vybér druhil a souvisejicich Zivomich stadii

Miniaturni prase je charakterem tkdni a anatomii blizké podminkam huménni mudlciny

1) Véetné védeckych pojmil, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhil zvifat a uéell
uvedenych jinde v dokumentu

2y Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovéni v pfiloze I1I provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZnosti ,,nespecifikovaného savee® pro zachovani anonymity ve vyjimeénych pfipadech





