NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Bunécna a genova terapie miSniho poskozeni a ischemie mozku s vyuzitim preklinického modelu miniaturniho prasete. Terapie
misniho poskozeni pomoci lokalniho proplachu hypotermickym roztokem s rdstovymi faktory. Il

Doba trvani projektu pokust v mésicich 33

Klicova slova bunééna a genova terapie
poSkozeni michy a mozku akutni terapie poskozeni michy
miniprase 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: Nervova soustava [PB3]

0

Translaéni a aplikovany vyzkum: Nervové a duSevni poruchy u lidi [PT24]

0

Cile projektu pokusut

Cilem studie je studium ischemického (mechanického) poskozeni mozku a michy u miniaturniho prasete v€etné nasledné bunécné
(lidské nebo praseci nervové prekurzory, indukované pluripotentni burfiky atd.) a/nebo genové (adeno-asociované virové konstrukty)
terapie.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Predpokladanym pfinosem je ziskani novych poznatk( v ischemickém a mechanickém poskozeni michy &i mozku v oblasti
zékladniho vyzkumu a translaéniho nebo aplikovaného vyzkumu s cilem zabranit a pfedejit nasledkim nebo Ié&it takova poskozeni
u lidi. Experimenty budou také slouzit pro ovéfeni bezpeénosti a terapeutické G€innosti bunééné a/nebo genové terapie na tomto
velkém preklinickém modelu s naslednym pouzitim vysledk( v klinickych studiich.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

1. Implantace elektrod a snimacu telemetrického zafizeni (EEG, ECG, EMG, aktivita, teplota atd.) - 7 az 14 dni pfed 2A. bodem
2. A. Provedeni mechanického nebo ischemického poSkozeni mozku/michy

B. Terapie miSniho poskozeni pomoci lokalniho proplachu hypotermickym roztokem s rdstovymi faktory (do nékolika hodin
po poSkozeni bod 2A.)
3. A. Bunécna a/nebo genova terapie poSkozeni mozku/michy v akutni (<24h po bodu 2A) nebo chronické (>24h po bodu 2A) fazi -
individualni podle klinického stavu zvifat

B. Znaceni descendentnich drah u poSkozeni michy pomoci AAV konstruktl v akutni (<24h po bodu 2A) nebo chronické
(>24h po bodu 2A) fazi - individualni podle klinického stavu zvifat
4. Imunosuprese zvifat v pfipadé bunécné terapie (1-24 mésicl po bodu 3A a 3B.)
5. Utraceni zvifat celotélovou perfuzi ledovym PBS

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Nejsou o¢ekavany zavazné nezadouci Uginky u zvifat. Klasifikace zavaznosti je stfedni z dlivodu provadéni chirurgického zakroku v
celkové anestezii. Nasledky ischemického a traumatického poSkozeni michy u miniaturniho prasete jsou dostate¢né prozkoumany
a charakterizovany. Miniprasata s ¢asteénou kréni nebo Uplnou hrudni a bederni mi$ni lézi bez problému pfijimaji krmivo a pfibiraji
na télesné hmotnosti. Jsou drzena na hluboké podestylce a jsou kazdodenné rehabilitovana pro zamezeni prolezenin. Zvifata bez
vétSich problému pfezivaji nékolik mésicud. Parcialni ischemie mozku zplisobi zvifatim jen kratkodobé (1-3 dni) trvajici zhorSeni
klinického stavu spojeného s vyskytem ataxie, zhorSeni motorického skore nebo ojedinélym vyskytem epileptickych zachvat( (1-3x
denné). Z pfedchozich experimentu je také znamo optimalizované davkovani imunosupresivnich latek (takrolimus, mykofenola
mofetilt, methylprednisolon) miniaturnim prasatim a tim budou v navrhovanych experimentech omezeny jejich nezadouci vedlejsi
ucinky (ztrata hmotnosti, nechutenstvi, poSkozeni ledvin, srdce a jater) na minimum. Zvifata budou po navozeni misniho nebo
ischemického poskozeni dostavat Iéky s protizanétlivym a analgetickym uc¢inkem Fentanyl, Tramal, Vetalgin nebo Flunixin (i.m.). Pfi
jakémkoliv zhor$eni zdravotniho stavu budou zvifatim snizeny davky imunosuprese nebo zcela odpojena od imunosuprese. V

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Po ukoné&eni experimentl budou zvifata pfedavkovana anestetikem a proplachnuta ledovym PBS a odebrany vzorky pro
biochemické a histologické analyzy.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pro zavedeni bunééné a/nebo genové terapie do klinické praxe je nutné otestovat jeji bezpe€nost a terapeuticky uc¢inek na velkém
zvifecim modelu. Miniaturni prase je z etickych a ekonomickych divodl nejvhodné;jsi alternativou v porovnani s nehumannimi
primaty. Model poSkozeni michy na hlodavcich ma své anatomické omezeni (velikost michy) a u hlodavcu se také popisuje
masivnéj$i spontanni regenerace po arteficialni misni 1ézi nez u velkych zvifecich modelu a lidi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22029501). Neexistuje alternativni metoda bez pouziti zvifecich modell pro testovani
bunécné a/nebo genové terapie, ktera by napodobila komplexnost nebo sloZitost zvifeciho organizmu.

Omezeni pouzivani zvirat

\V pfedchozich studiich jsme optimalizovali pocty experimentalnich zvifat v jednotlivych skupinach (1-6ks) a také pocty a objemy
injekci a koncentrace bunék a virovych konstruktd. Uvedeny pocet zvifat je tudiz nezbytny pro eliminaci mozné variabilni odpovédi
jedincl na traumatické nebo ischemické poskozeni a naslednou terapii nebo transplantaéni zakrok.

Setrné zachazeni se zvitaty

Miniprasata s ¢aste¢nou kréni nebo Uplnou hrudni a bederni misni Iézi jsou drzena na hluboké podestylce a jsou kazdodenné
rehabilitovana pro zamezeni proleZenin. Zvifata bez vétSich problému pfezivaji nékolik mésicl. Parcialni ischemie mozku zpUsobi
zvifatiim jen kratkodobé (1-3 dni) trvajici zhorSeni klinického stavu spojeného s vyskytem ataxie, zhorSeni motorického skore nebo
ojedinélym vyskytem epileptickych zachvatl (1-3x denné). Zvifata budou po navozeni mi$niho nebo ischemického poskozeni
dostavat Iéky s protizanétlivym a analgetickym G¢inkem Fentanyl, Tramal, Vetalgin nebo Flunixin (i.m.). Pfi jakémkoliv zhorSeni
zdravotniho stavu budou zvifatim sniZzeny davky imunosupresiv nebo zcela odpojena od imunosupresiv. V nevyhnutnych
pfipadech budou bezodkladné utracena.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Miniaturni prase je charakterem tkani a anatomii blizké podminkam humanni mediciny. Sou€asné je pro ovéreni bezpecénosti a
Ié€ebné ucinnosti bunééné a/nebo genoveé terapie z etickych a ekonomickych diivodd nejvhodnéjsi alternativou v porovnani s
nehumannimi primaty. Vysledky téchto experimentd budou slouZit pro udéleni povoleni pro klinické experimenty na lidech. Podobna
velikost michy a mozku miniaturniho prasete umozni kvantifikovat bezpe€né mnozstvi bunék nebo pocet a typ virovych konstruktl
(Adeno-asociovanych-AAV), které Ize transplantovat do lidské michy a mozku. Budou pouZziti jedinci obou pohlavi ve véku 2-24
mésicu, jednak intaktni zvifata nebo zvifata transgenni s lidskym mutovanym huntingtinem jako modelem geneticky podminéného
onemocnéni.




