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Nizev projektu pokusu

GENOVA TERAPIE MODELU HUNTIGTONOVY CHOROBY POMOCI ZINC-FINGER REPRESORU

Doba trvani projektu pokusii - v mésicich 16 mésict, od schvaleni do 31. 12. 2021

Kli¢ové slova - maximalné pét l) genova terapie, stereotakticka aplikace, mozek, miniprase
Uéel projektu pokusii - zaskrméte policko; mozno i vice moznosti

X | zékladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

O kontrola kvality (v€etné zkouseni bezpecnosti a u€¢innosti Sarze)

O  legislativni uely jiné zkouSeni u¢innosti a tolerance

0  abézna vyroba zkousSeni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti véetné farmakologie

O bézné vyroba

[0 ochrana pfirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvirat
O | zachovani druht

vyssi vzdélavani

O | odborna ptiprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

[0  trestni fizeni a jiné soudni fizeni

O  udrzovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvitat, ktera nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokust - napr. Feseni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych Ci klinickych potieb

Cile projektu:

1. Provedeni pilotni studie na 6ks miniprasat, kterym bude jednordzové stereotakticky aplikovan
fyziologicky roztok s gadoliniem (do 3 oblasti mozku, oboustranné) a odbér krve a CSF.

2. Provést studii na 36ks miniprasat, kterym bude jednorazové stereotakticky (do 2 oblasti mozku,
oboustranné) aplikovany testované AAV s kontrastni latkou, které by mély byt vyuzity jako 1é¢ivo pro
terapii onemocnéni u lidi. Experiment spo¢iva v ustdjeni experimentélnich zvirat a monitorovani priitbé¢hu
modelové terapie.a odbéru vzorki pro analyzu:. Budou testovany 3 rozdilné davky AAV.

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj ¢lovék, zvirata ¢i Zivotni prostiedi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Piinosem budou udaje o u€innosti a biodistribuci 1é¢ivé latky v CNS a perifernich organech na velkém
zvifecim modelu, které budou vyuZity v navazujicich preklinickych a klinickych testovanich nového typu
1éCiva (na bazi zinc-finger represorit) na terapii Huntingtonovy nemoci u_lidi.

Postupy, které budou na zviFatech zpravidla pouZzivany (napi. injek¢ni aplikace, chirurgické zékroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvani

U v3ech miniprasat (mimo pilotni studii) zafazenych do pokusu bude v sedaci proveden opakovany odbér CSF a plné
krve za u¢elem stanoveni bazalnich hodnot sledovanych parametri, pfitomnosti protilatek proti AAVS a 9. Odbér bude
provadén v anestezii 6, 4 a 2 tydny pted stereotaktickou aplikaci.

Pod kontrolou magnetické rezonance a po zji$t€ni kli¢ovych koordinat pro zavedeni aplika¢niho katetru do mozkovych
struktur (nucleus caudatus, putamen, thalamus) bude miniprasatiim provedena trepanace frontalni kosti a nasledné
zahajena aplikace vektoru pomoci aplika&niho katetru a mikropumpy. Aplikace bude oboustranné do dvou az tif mist
kazdé hemisféry, tj 4 -6 mist aplikace na zvife. Po provedené aplikaci bude kiize v mist€ bodovych trepanaci seSita
nevstfebatelnym materidlem a rana oetfena plastickym obvazem solutio Novikov.

a. Pilotni skupina — odbér krve a CSF + utraceni zvifat v celkové anestezii ve 2 tydnech nebo 12
mésicich po stereotaktické aplikaci spojené s celotélovym proplachem ledovym PBS

b. Odbéry zilni krve a CSF v intervalech 4 tydny, 3 mésice, 6 mésicti a 12 mésicii po aplikaci testované
latky (hlavni studie). Utraceni zvifat v celkové anestezii v 6 nebo 12 mésicich spojené s celotélovym
proplachem ledovym PBS

Predpokladané dopady / nepFiznivé ucinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, ne€innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto ucinka




Nejsou ocekavany zavazné nezadouci ucinky u zvirat. Klasifikace zavaznosti je stiedni z divodu
stereotaktické aplikace do mozku v celkové anestezii, injekéni sedace za i€elem opakovaného odbéru Zilni
krve a CSF lumbalni punkci. Pii jakémkoliv zhor$eni zdravotniho stavu budou zvitatim podana analgetika a
v nevyhnutnych pfipadech budou bezodkladné utracena. Zvirata budou na konci projektu usmrcena za
ucelem ziskani tkani pro biochemicke a histologické analyzy.

Druhy a priblizné polty zvirat, jejichZ pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Druh zvitat %) Odhac,io— Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti
- vyberte ze seznamu e Nefl abu<zle Mirna Stiedni Zéavazna

pocet veédomi

Prase domaci (Sus scrofa domesticus) 44 44

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvitat k opétovnému pouziti 2

Odhadovany pocet zvirat, ktera budou navracena do prirodniho stanovisté ¢i systému chovu 0

Odhadovany pocet zvitat k umisténi do zajmového chovu 0

Duvody pro vyse uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

Jedna se o rezervni jedince, ktefi pokud nepodstoupi stereotaktickou aplikaci, mohou byt po rekonvalescenci
opétovné vyuziti.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvitat - uvedte, jaké alternativy bez pouZiti zvifat jsou v této oblasti dostupné a pro¢
nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projektu

K tomu, aby mohly byt nové formy 1é¢iv zavedeny do bézné klinické praxe, je nutné provést studii na
relevantnim velkém experimentalnim modelu. Vysledky experimentu na praseti jsou aplikovatelné pro
lidské subjekty. Obdobna studie doposud nebyla na miniprasatech provedena. S ohledem na charakter studie
(tcinnost a bio-distribuce) a nutnou blizkou anatomickou a fyziologickou piibuznost je pouZiti laboratorniho
zvirete (miniaturni prase) nezbytné a nelze nahradit Zadnou alternativni metodou.

Omezeni pouzivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zviFat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zasady pouZité k vytvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za uicelem minimalizace poctu pouzivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patrit napr. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouZiti).

Ve studii bude pouzito max 44ks miniprasat. Uvedeny pocet zvitat je nezbytny pro ziskani primarnich a bio-
distribuénich dat v zévislosti na variabilni odpovéd’ prasat/miniprasat po aplikaci nové formy 1é¢iva pro
terapii neurodegenerativniho onemocnéni u lidi.

Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrétnich opatveni (napr. zvySené pozorovani, pooperacni
péce, tlument bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivomni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmiriiujicich postupit v dobé trvani projektu

Aplikace testovanych latek je provadéna v celkové anestezii. Miniprasata jsou drzena na hluboké podestylce.
Z divodu dlouhodobého monitorovani zdravotniho stavu, pfipadného vyvoje onemocnéni jedincti bude
potteba opakovaného odbéru periferni krve a CSF. Zakroky (stereotakticka aplikace nebo odbéry Zilni krve a
CSF v sedaci) ptedstavuji opakovany stfedni a kratkodoby stress pro zvifata. Pii jakémkoliv zhorSeni
zdravotniho stavu budou zvifatim podavana analgetika — Vetalgin, Flunixin nebo Fentanyl (i.m.) nebo
budou bezodkladné utracena. Experimenty budou vykonavany v minimélni mozné mife pro ziskani
primarnich farmakokinetickych a bio-distribuénich dat a pfedev§im z diivodu nejmensiho mozného
ovlivnéni klinického obrazu experimentalnimi postupy. Odbéry biologického materidlu budou vykonavany v
minimalni mozné mite pro uspokojivé statistické zpracovani experimentu.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vwbér druhii a souvisejicich Zivotnich stadii

Miniaturni prase bylo zvoleno jako modelovy organismus z divodi fyziologickych parametri podobnych
cloveéku.

1) Vetné védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhil zvifat a Gicelfi
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvitat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v piiloze III provad&ciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moznosti ,,nespecifikovaného savee* pro zachovani anonymity ve vyjimeénych ptipadech



