NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nazev projektu pokusii

RozmnoZovéni a charakterizace knock-in KI- 86CAG HD linie miniprasat

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich ' 60 mésicil, od schvaleni do 31. 12. 2025

Klidova slova - maximdlné pét') " Huntigtonova choroba, knock-in praseéi model
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Cile projektu pokusti - napr. Fefeni nékierych védeckych nezndmych nebo védeckych ¢i klinickych potreb

Hlavnimi cily projektu jsou:

L Rozmnozovani KI-86CAG HD linie miniprasat - odchov F1, F2 aZ F5 generace miniprasat pro
pokusné éely a navazujici experimentalni studie.

2 Dlouhodobé charakterizace KI-86CAG HD linie miniprasat viech generaci (FO, F1 az F5) za G¢elem
charakterizace linie v dlouhém &asovém obdobi.

3. Vybrana zvifata mohou byt jesté v pribéhu tohoto PP pfefazena do samostatného experimentu, ktery
bude probihat podle pro ten 0éel schvéleného specifického PP.

Pravdépodobné potencidlni pfinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosaZeno védeckého pokroku
nebo jaky pFinos by z néj clovék, zvifata ¢i Zivomi prostiedi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi kratkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skonéeni
projekiu)

Piinosem projektu je detailni charakterizace modelu ncurodegcncratwnich zmén Huntmgtonovy nemoci na
velkém zvifecim mozku, ktery bude dile vyuZit v navazujicim preklinickém testovani potencialniho
terapeutického piistupu.

Postupy, které budou na zviiatech zpravidla pouzivany (napi. injekéni aplikace, chirurgické zdkroky) -
uvedte pocel 1échto postupit a dobu jejich trvani

1. Sledovani chovéni zvifat kamerovym systémem (nmnvazwni sledovéani béhem ustajem)
Neinvazivni vysetfovani zvifat pomoci magnetické rezonance (NMR) v celkové anestezii v pravidelnych
intervalech pfiblizné kazdych 6 mésicii. V piipadé zhorSeni klinického stavu spojeného s nistupem piiznaki
Huntingtonovy nemoci se frekvence vy3etieni upravi na kazdy mésic.

2 Implantace vysila¢h a sond telemetrického systému v celkové anestezii pro monitoraci biopotencialii
(EEG, ECG, EMQG, teplota atd.) v rameci charakterizace ,.knock-in“ zvifat. Zvifata budou vySetfovana v
pravidelnych intervalech pfiblizné kazdych 6 mésict. V piipadé zhorSeni klinického stavu spojeného s
nastupem pifznaki Huntingtonovy nemoci ¢astéji pfiblizné kazdy mésic.

3. Behaviorélni studie na prasatech. Nicvik miniprasat na provadéni behavioralnich studii bude
probihat intenzivné kazdy pracovni den, po dobu jednoho mésice. Behaviordlni studie zahrnuji volnou chiizi
jedince po staji v manipulaéni chodbiéce mezi kotei a v experimentalni mistnosti, pfivolani a lakani na
pamlsek (piskot, apod.), naslap a stani na vaze, hledani pamlsku, chiize po bézicim pasu a pfechod pfes
balance-beam. Nésledné bude dalsi opakované testovéni probihat v pravidelnych intervalech pfiblizné kazdy




mésic nebo podle potieby.

4, Opakované biopsie kiize, odbéry periferni krve (v€. kostni krve pro izolaci MSCs), cerebrospindlni
tekutiny (CSF) a jinych télesnych tekutin (ejakulat) budou realizovany z diivodu monitorovani zdravotniho
stavu, vyvoje onemocnéni a ovéfeni transgeneze. Odbéry budou provadény v pravidelnych intervalech
piiblizné kazdych 6 mésici. V piipadé zhordeni klinického stavu spojeného s nastupem piiznaki
Huntingtonovy nemoci ¢astéji pfiblizné kazdy mésic.

o Nékter4 zvifata budou z diivodu potfeby charakterizace patologickych zmén utracena v hluboké
celkové anestezii pomoci celotélové perfuze ledovym PBS a mini tkan, mozek a daldi tkdné nebo organy
budou zpracovéana pro biochemické a histologické vysetfeni. Usmrceni zvifat riiznych vékovych kategorii na
odbéry organti budou provadény v intervalech 6 mésict véku. V pripadé zhorieni klinického stavu
spojeného s nastupem piiznakl Huntingtonovy nemoci ¢astéji piiblizné kazdy mésic.

6. Vybran4 zvirata budou vy¢lenéna do chovného stdda KI-86CAG HD linie a budou vyuZivana pro
reprodukei.
7. Charakterizovand zvifata (vhodného genotypu, véku atp.) budou pfefazovana do navazujicich

projektl pokusi.

Cinnosti 1-6 mohou byt provadény u viech zvifat po celou dobu platnosti tohoto PP nebo do jejich usmreeni
anebo prefazeni do jiného PP. Provadéni charakterizace bude koordinovéno tak, aby éinnosti uvedené v
bodech 1,4,5 byly provedeny sougasné v priibéhu jedné anestezie.

Predpokladané dopady / nepiiznivé ulinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, ne¢innost / snizena
‘hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvini téchto icinki

Nejsou Déekévany zavazné nezadouci uéinky u zvifat. Klasifikace zavaznosti je stfedni z divodu pmvédéni
chirurgickych a dalsich zdkroki v celkové anestezii. FO generace knock- in kancil ve véku 58 mésict je
zatim bez klinickych znimek Huntingtonovy nemoci. Pfi jakémkoliv vyrazném zhorSeni zdravotniho stavu
budou zvifatiim podana analgetika a v nevyhnutnych piipadech budou bezodkladné utracena. Zvifata budou
pii ukondeni experimentu v tomto projektu pokust usmrcena za téelem ziskani tkani pro biochemickeé a
histologické analyzy.

Druhy a pFiblizné poéty zvikat, jejichZ pouZiti se pfedpoklada, a predpokladani zivaZnost pokusu
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Jedna se o jedince, ktefi budou po charakterizaci vybrani pro navazujici specifické projekty pokusti.
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 vzdy provadény v
anestezii.

Dale se to tyka jedinct, ktefi nebudou zcela vhodni k pouziti v tomto PP. PfevaZné se to tykd WT jedinci
nenesouci mutovanou alelu, ktef{ tvofi polovinu potomstva. Tito jedinci mohou byt nasledné zafazeni do
jiného Pr; kumulativn{ dopad na zvife bude zanedbatelny.

'Nahrazeni pouzivani zvirat - uvedte, jaké alter. nativy bez pousiti *wrm‘ ]mu v této ab]am do';tupne apro¢.




___t1e'muhou byt pouZity pro icely tohoto projektu
Pro dlouhodobé sledovani neurodegenerativnich zmén mnzlcu kteréu Huntmgtonovy choroby nastupuji ve
vyssim véku, neexistuje alternativni zptisob, ktery by nahradil pouziti velkého zvifeciho (praseéiho) modelu
Huntmgtonovv nemoci.

Omezeni pouzivani zvitat - vysveﬂe‘te ]aky pocet vitat by! pro tento projekt stanoven. Popt.s!e kr ka které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zviral, a zasady pouzité k vytvoreni studie; pripadné popme
postupy, které budou pouZivdany po celou dobu trvani projektu za ticelem minimalizace poctu pouZivanych
zvifat a které odpovidaji védeckym cilium (mezi (ylo postupy mohou patFil napf. piloini studie, pocitacové
-modelovani, sdileni thani a opakované pouziti).
Experimenty a tudiZ i odbéry biologického materialu budou opakované a po delsi obdobi vykonavany za
uéelem zachyceni fenotypu modelu v del$im éasovém obdobi. Tento pfistup vyznamné redukuje pocet
pouZitych zvifat. Geneticky nevhodné zvifata, pfedeviim WT pak budou vyuZita v jinych experimentech
_nebo budou usmreena pro odbér tkani. i B .
Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte piikiady konkrémich opatieni (napr. zvySené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vyevik zvifat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomi
podminky zvifat; popiste mechanismy k pfijimani vznikajicich zmirinujicich postupi v dobé trvani projekiu
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Viechny vékové kategorie knock-in modelu jsou dosud bez klinickych projevi nemoci, bez problémi
piijimaji krmivo a celkové prospivaji. FO generace knock - in kanct ve véku 58 mésici je zatim bez
klinickych zndmek Huntingtonovy nemoci. Jsou drZzena na hluboké podestylce. Behavioralni testy probihaji
na principu dobrovolnosti, jako motivace je pouzivan pamlsek. Operace a invazivni zdkroky budou probihat
v celkové anestézii po premedikaci v kotci. Chirurgicky zédkrok by nemél vyznamné ovlivnit kvalitu Zivota
zvifete. Restrikce piijmu potravy bude omezena pouze na noc pied operaénim vykonem. Zvifata budou po
operaci dostavat léky s protizanétlivym a analgetickym Géinkem Vetalgin nebo Flunixin (i.m.). Pfi vyrazném
zhorieni zdravotniho stavu bude zvifatiim podavén Tramal (i.m.) nebo budou bezodkladné utracena.

Pouzité druhy zviFat - vysvéllete vibér druhit a souvisejicich Zivotnich stadii

Miniaturni prase je charakterem tkani a anatomii blizké podminkam huméanni mcdwiny

1) Veetné védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez pé&ti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhf zvifat a Gceld
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v pfiloze III provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZnosti ,,nespecifikovaného savee® pro zachovani anonymity ve vyjimeénych pfipadech









