NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Biodistribution of AAV-based gene therapies in minipigs

Doba trvani projektu pokust v mésicich 27

Klicova slova genova terapie
SCFv neurodegenerace
neuromuskularni AAV vektory

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 experimentalni studie je na prase¢im modelu zjistit koncentrace terapeutickych protilatek v plazmé a riznych oblastech
nozku, periferni nervové soustavy a dalSich organu a tkani po aplikaci AAV vektorl intratekalné nebo intravenézné.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Genova terapie protilatkami nesenymi AAV se ukazuje byt potencialni Ié€bou neurosvalovych a neurodegenerativnich onemocnéni.
Dostate¢na biodistribuce AAV a tvorba protilatek v cilovych organech je nezbytna pro Ié€ebny pfinos pacientim. Stanoveni
koncentrace terapeutickych protilatek v plazmé a rdznych oblastech nozku, periferni nervové soustavy a dalSich organt a tkani v
tomto modelu umozni navrzeni davkovani a predikci farmakokinetiky genové terapie u lidskych studii.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Opakovany odbér krve a CSF ke stanoveni bazalnich hodnot biomarkert a pfipadnych neutraliza¢nich protilatek pred aplikaci
terapeutickych AAV vektorG.

V den podani terapeutickych AAV odbér plazmy a CSF pro stanoveni bazalnich hodnot biomarkert a samotné miniinvazivni
(injekéni) podani AAV vektor( intratekalné nebo intravendzné.

Nasledné opakované odbéry krve a CSF ke stanoveni AAV neutraliza¢nich protilatek, stanoveni biomarkerd, AAV genomovych
kopii a produkovanych scFv protilatek. Usmrceni a odbér krve, CSF a tkani post mortem. Celkova doba experimentu od zahajeni
do usmrceni mlze byt 1 az 4 mésice.

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

Nejsou o¢ekavany zavazné nezadouci Ucinky u zvifat. Klasifikace zavaznosti je stfedni z dlivodu provadéni miniinvazivnich zakrok(
v sedaci a opakovanych odbéru tekutin v sedaci. VSechny intervence a vySetfeni budou probihat v sedaci po premedikaci v kotci.
Vetalgin nebo

Flunixin (i.m.). PFi jakémkoliv zhor$eni zdravotniho stavu bude zvifatim podavan Fentanyl nebo Tramal (i.m.) nebo budou
bezodkladné utracena.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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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 ukon&eni experimentl budou zvifata pfedavkovana anestetikem a vykrvena a odebrany vzorky pro histologické analyzy.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Neni mozné nahradit jedince zvoleného experimentalniho zvifeciho druhu. Miniprasata byla vybrana z divodu podobné velikosti
mozku a michy s ¢lovékem. Pro dosaZeni terapeutického ucinku IéEby neurodegenerativnich onemocnéni je nutna odpovidajici
biodistribuce AAV v cilovych oblastech mozku, michy nebo svalu. Biodistribuce a farmakokinetika tak bude odhadnuta na velkém
zvifeti s mozkem velikosti blizké mozku &lovéka. Vysledky experimentu na praseti jsou aplikovatelné pro lidské subjekty.

Omezeni pouzivani zvirat

Redukce pouzitych zvitat bude dosazeno odbérem a analyzou vice tkani a organa, které vylou¢i moznost provadéni dal$ich
doplfiujicich studii zaméfenych na biodistribuci terapeutickych latek a jejich pfipadnych negativnich ucincich na cilové a necilové
tkané.

Setrné zachazeni se zvitaty

Aplikace AAV konstruktt do intratekalniho prostoru pfes spinaini jehlu tak jako aplikace AAV konstruktd do usni vény jsou
standardné miniinvazivni metodiky bez chirurgického pfistupu a taky neotekavame néjaké nezadouci ucinky aplikovanych nové
testovanych AAV konstruktl. BEhem vystaveni zakrokiim budou zvifata uvedena do stavu mirné nebo hluboké sedace, pficemz po
dobu sedace bude zajistén jejich tepelny komfort. Po aplikaci AAV konstruktd budou zvifata pod kontinudlni kontrolou az do
uplného nabiti védomi. Nasledné budou navraceny do kotcu. Prvnich pét dni po zakroku budou zvifata sledovana minimalné
dvakrat denné. Po zakroku po dobu dalSich tfi dni budou zvifatiim podavana analgetika. U zvifat se bude sledovat celkovy
zdravotni stav, chovani, pfijem potravy a vody. Pokud se tak ovSem stane a zvifata pfestanou jist (maximalné 5 dnu) nebo se u
nich vyskytne néjaky druh neléditelného patologického procesu, experimentalni zvifata Setrné utratime. Pro navozeni analgezie
bude aplikovan i.m. Tramal v ¢ase AAV aplikace, a i.m. Vetalgin nebo i.m. Flunixin po AAV aplikacich.

Po skon&eni zakroku budou zvifata umisténa do blizkosti tepelného zafice a pfikryto termofolii.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Miniaturni prase je charakterem tkani a anatomii blizké podminkdm humanni mediciny. Pro stanoveni biodistribuce AAV nesenych
protilatek ve velkém zvifecim modelu bylo zvoleno miniprase véku 5-12 mésicd na zakladé podobnosti genetického pozadi a
velikosti organud s ¢lovékem . Pocet pouzitych zvifat (5 jedincd ve skupiné) byl vypocitan na zakladé poctu experimentalnich skupin,
poctu zvifat ve skupinach (biologické repliky) a sily statistického testu. Celkové planujeme pouzit 40 jedincd miniprasete.




