NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Vyvoj metodiky genové terapie v selektovanych miSnich segmentech pro ovlivnéni neuropatické bolesti a svalové spasticity.

Doba trvani projektu pokust v mésicich 33

Klicova slova genova terapie
neuropaticka bolest spasticita
prase 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

VVytvoreni modelu chronické bolesti metodikou ¢astecného ligovani vétvi nervus ischiadicus, které inervuji svaly panevni koncetiny
a sledovani behavioralnich motorickych zmén.

Aplikace vektord AAV9-UBI (pod pia mater), které obsahuji sekvenci pro GAD65 a VGAD pro ovéfeni jak bezpeénosti, tak
terapeutické Ucinnosti AAV9 vektorl pro budouci pouziti u pacientt s chronickou neuropatickou bolesti a u pacient(i se svalovou
spasticitou.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Budou ziskana data k charakterizaci modelu chronické bolesti nebo svalové spasticity. Bude stanovena uc&innost a bezpe¢nost
AAV9 vektort v biomedicinského modelu Ié¢by pacientt s chronickou neuropatickou bolesti a pacientd se svalovou spasticitou.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

1. Implantace elektrod a snimacu telemetrického zafizeni (EMG aktivita) — 7 az 14 dni pred 2A. a 3A. bodem
2. A. Provedeni mechanického nebo ischemického poSkozeni michy s naslednym vyvinutim spasticity

B. Spinalni intraparenchymalni nebo subpialni aplikace AAV konstruktl (po vyvinuti spasticity — individualni neda se pfesné
Casové stanovit) do postiZzenych segment
3. A. Provedeni parcialni ligace sedaciho nervu s naslednym vyvinutim neuropatické bolesti a hypersenzitivity - individualni neda se
presné Casové stanovit

B. Spinalni intraparenchymalni nebo subpialni aplikace AAV konstruktl (po vyvinuti neuropatické bolesti a hypersenzitivity -
individualni neda se pfesné ¢asové stanovit) do postizenych segmentt
4. Kratkodoba imunosuprese zvifat po aplikaci AAV konstruktd (12-24 dnu po provedeni bod(i 2B 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 Uc¢inky u zvifat. Navrhovana klasifikace zavaznosti pokusl( je stfedni z divodu chirurgického
vytvofeni miSniho defektu nebo parcialni ligace sedaciho nervu v celkové anestezii. Zvifata bez vétSich problému prezivaji nékolik
mésicl. Po ukonéeni pokusu budou zvifata usmrcena.

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

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

prasata (Sus scrofa domesticus) [A14] 0 0 60 0




[lo 0 0 0 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a pfiblizné pocéty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu

usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat

Druh zvitat Y , oy Navraceni do chovu, do . 8
Opétovné pouziti Y. . o~ Do zajmového chovu
prirodniho stanovisté
0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0
0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

biochemické a histologické analyzy.

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

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pro zavedeni genové terapie do klinické praxe je nutné otestovat jeji bezpecnost a terapeuticky ucinek na velkém zvifecim modelu.

Omezeni pouzivani zvirat

Uvedeny pocet zvifat je nezbytny pro moznou variabilni odpovéd jedincl na traumatické nebo ischemické poskozeni, parcialni
poskozeni sedaciho nervu a naslednou genovou terapii. Uvedeny pocet zvifat vychazi z obdobnych studii.

Setrné zachazeni se zvitaty

Nasledky ischemického a traumatického poskozeni michy u miniaturniho prasete jsou dostate¢né prozkoumany a
charakterizovany. Miniprasata s Uplnou hrudni a bederni misni l1ézi bez problém pfijimaji krmivo a pfibiraji na té€lesné hmotnosti.
Jsou drzena na hluboké podestylce a jsou kazdodenné rehabilitovana pro zamezeni prolezenin. Zvifata bez vétsich problému

analgetickym ucinkem Fentanyl, Tramal, Vetalgin nebo Flunixin (i.m.). Pfi jakémkoliv zhorSeni zdravotniho stavu budou zvifatim
snizené davky imunosupresiv nebo zcela odpojena od imunosupresiv. Vytvofeni modelu neuropatické bolesti u prasat je spojeno
se zachovalou schopnosti zvifat stat na poSkozené koncetiné se zachovalou chizi

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Miniaturni prase bylo zvoleno jako modelovy organismus z dlvodu fyziologickych parametrtii podobnych ¢lovéku. Podobna velikost
bederni a kfizové michy a z ni odstupujiciho nervus ischiadicus vytvéafi pfedpoklad pro vytvofeni biomedicinského modelu, ktery
bude slouzit k ovéfeni u¢innosti a bezpecnosti pouziti AAV vektorl k 1é€eni pacientd s chronickou neuropatickou bolesti a pacientd
se svalovou spasticitou. K navrzenym experimentdm budou pouziti jedinci obou pohlavi ve véku 4-24 mésict. Celkem bude pouzito
60 prasat obou pohlavi ve véku 4-24 mésicu.




