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Niazev projektu pokusi

Tvorba, rozmnoZovani, charakterizace a genova terapie geneticky modifi kovanych miniprasat pro
Stargardtovo onemocnéni

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 60 mésict, od schvileni do 31. 12. 2025

Kli¢ova slova - maximdlné pét h geneticky modifikované miniprase, Stargardtova nemoc, genova
terapie

Utel projektu pokusi - zaskrinéte policko; mozno i vice moznosti

¥ | zakladni vyzkum

translaéni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (véetn& zkouseni bezpeénosti a l’,lémnostl Sarze)
legislativni u&ely | jiné zkouSeni uémnostl a tolerance

a bézna vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpeénosti véetné farmakologie

bé&zna vyroba

ochrana pfirodniho prostfedi v z4jmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhi

vy35i vzdélavani

“odbornd piiprava za Géelem ziskani, udrzeni nebo zlepZeni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni Fizeni

Dnumummmiumm

udrZovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, kterd nebyla pouilta v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napf. Fefeni nékteryich védeckych nezndamych nebo védeckych ci klinickych potfFeb

Vytvofeni minipraseéiho modelu pro Stargardtovo onemocnéni s bodovou mutaci v praseéim ABCA4 genu;
RozmnoZovani a fenotypova charakterizace tohoto modelu;

Pravdépodobné potencidlni pfinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky pFinos by z néj &lovék, zvirata & Zivomi prostiedi mohli mit; v prisluSnych pFipadech rozliSujte
mezi kratkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit aZ po skonceni
projektu)

Pfinosem projektu bude vytvofeni in vivo modelového systému mmtpras&te, ktery odpovida mutaci u lidi a
ktera vede k poskozeni fotoreceptoru v oblasti sitnice. To umozni pochopeni molekularnich mechanizmil,
které jsou zdkladem dysfunkce fotoreceptorti u juvenilni makulopatie asociované s mutaci genu ABCA4 a
vyvoj lééebnych strategii.

Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZiviny (napf. injekéni aplikace, chirurgicke zakroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvdni

1. Hormonalni stimulace prasniéek a jejich usmrceni pro ziskani zygot, v kterych ‘bude in vitro
provedena cilend editace genomu (indukce ABCA4 mutace)

2. Hormonalni stimulace prasnicek pro ziskani pfijemkyi editovanych ranych embryi.

3 Laparoskopicky embryo transfer do pseudopregnantnich prasniéek ziskanych v kroku 2 (bude
provadén embryotransfer zygot nebo vicebunéénych embryi po kultivaci in vitro).

4, Behavioralni studie na ABCA4 modifikovanych prasatech a odpovidajici kontrolach. Morfologické
testy sitnice pomoci fundus kamery, optical coherence tomography (OCT) a ERG. Testovani bude probihat v
pravidelnych intervalech pfiblizné kazdy mésic v celkové anestezii.

ot Opakované biopsie kiize, odbéry periferni krve, cerebrospindlni tekutiny (CSF) a jinych télesnych
tekutin (ejakulat) budou realizoviny z divodu monitorovani zdravotniho stavu, vyvoje onemocnéni a
ovéfeni genové modifikace. Odbéry budou provadény v intervalu 3 mésic.

6. Neéktera zvifata budou z diivodu potieby charakterizace utracena v hluboké celkové anestezii pomoci
celotélové perfuze ledovym PBS. O¢i, misni tkai, mozek a dalsi tkané nebo organy budou zpracovany pro
biochemické a histologické vy3etieni.




T Vybrana zvifata budou vyélenéna do chovného stida a budou vyuZivana pro reprodukei.

8. In-vivo terapie kontrolnich a modifikovanych miniprasat — oprava ABCA4 genu pomoci genové
editace, ¢i vneseni funkéniho ABCA4 genu a testovani efektivniho pfenosu viech sloZek opravného
mechanizmu.

Predpokladané dopady / nepfiznivé uéinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, nedinnost / sniZena
hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvani téchto déinka

U geneticky modifikovanych prasat se predpoklada zhorené vidéni, az tiplna ztrita zraku. Klasifikace
ziavaznosti je zdvazna z diivodu piedpokladané trvalé ztraty zraku.

Druhy a pFibliZné polty zvifat, jejichZ pouZiti se predpokladd, a predpoklidana zivaZnost pokusu

AL Odhado- Odhadovany podet zvifat podle zdvaZnosti
Druh zvifat %) R NeraEude
- vyberte ze seznamu Y 2 Mirna Stiedni Zavazna
e by ol védomi

 Prase doméci (Sus scrofa domesticus) 500 500
Zvolte poloZku.
Zvolte polozku,
Zvaolte polozku.

Zvolte polozku.

Nakliddni se zviFaty, kterd nebudou na konci pokusu usmreena

Odhadovany pocet zvifat k opétovnému pouZiti

50
Odhadovany pocet zvifat, kterd budou navracena do pfirodniho stanovité &i systému chovu 0
Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zdjmového chovu 0

Diivody pro vyse uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

Jedné se o odchované jedince, ktefi nebudou nést pozadovanou mutaci. Vétsina tak bude nevhodné pro dal¥i
studium Stargardtovy nemoci v rimei tohoto PP, mohou byt ale nasledné zafazeni do jiného PP, kumulativni
dopad na zvife bude zanedbatelny.

 Uplatiiovani 3R
Nahrazeni pouZivani zvifat - uvedte, jaké alternativy bez pouZiti zvifat jsou v této oblasti dostupné a proc
nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projektu

Pro diilezité preklinicke testy l1é€by Stargardtovy choroby je tento zvifeci model nepostradatelny. Neexistuje
alternativni zpiisob bez vytvofeni preklinického zvifeciho modelu Stargardtovy nemoci, jak otestovat
efektivnost a bezpe&nost budouci terapie, kterd by v budoucnu méla byt klinicky testovéna a pfipadné
vyuZita.

Omezeni pouZivani zvifat - vysvétlete, jaky pocet zviFat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zdsady pouZité k vytvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouzivdny po celou dobu trvdni projektu za iicelem minimalizace poctu pouztvanych
zvirat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patFit nap¥. pilotni studie, pocitadové
modelovdni, sdileni thani a opakované pouZiti).

Pocet modifikovanych prasat a experimenty na nich budou vykonavany v minimalni moZné mife pro
uspokojeni statistickych potieb charakterizace modelu. Vytvofeni ABCA4 bodové mutace, kterd odpovida
mutaci u lidi umoZni testovat potencialni terapii na co nejvice relevantnim modelu a tim padem sniZit podet
pouzitych modelovych zvifat.

Setrné zachézeni se zvitaty - uved'te pFiklady konkrétnich opatfeni (napf. zvySené pozorovani, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vyevik zviFat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadit na dobré Fivomi
podminky zvifat, popiSte mechanismy k pFijimani vznikajicich zmirtiujicich postupii v dobé trvani projektu

Miniprasata viech generaci budou drzena na hluboké podestylce. Chirurgické zakroky a testovani budou
provadény v celkové anestezii. Zvifata budou po chirurgickych zékrocich dostavat 1éky s protizanétlivym a
analgetickym uéinkem. Odbéry biologického materialu budou vykonavany v anestezii nebo past mortem.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Miniaturni prase je charakterem tkani a anatomii oka blizké ¢lovéku.

1) VEetng védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhii zvifat a uéeld
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovéni v pfiloze I1I provad&ciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou moZnosti ,,nespecifikovaného savee® pro zachovani anonymity ve vyjime&nych pfipadech





