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Nizev projektu pokusu

GENOVA TERAPIE HUNTIGTONOVY NEMOCI - KOMPARATIVNI PREKLINICKA STUDIE NA
TRANSGENNICH MINIPRASTECH ,, Cisterna Magna“

Doba trvani projektu pokust - v mésicich 19 mésici, od schvaleni do 31. 12. 2021

Kli¢ova slova - maximdiné pét ') genova terapie, stereotakticka aphkace mozek miniprase

Ugel projektu pokusi - zaskrméte policko; mozno i Vzce moznosti

zéakladni vyzkum

translacni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (véetné zkouseni bezpecnosti a u€innosti sarze)

legislativni ucely jiné zkouseni ucinnosti a tolerance

a bézna vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti véetné farmakologle

bézna vyroba

ochrana pfirodniho prostfedi v zdjmu zdravi a dobrych zivotnich podrmnek lidi nebo zvirat

zachovani druhu

vyssi vzdeélavani

odborna ptiprava za ucelem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalostl

trestni fizeni a jiné soudni fizeni
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udrzovani populaci ustdlenych geneticky upravenych zviftat, ktera nebyla pouzita v jinych pokusech

Cile projektu pokusu - napr. Feseni nékterych védeckych nezndmych nebo védeckych ¢i klinickych potreb

Cilem je tedy provést studii na 9ks transgennich miniprasat (TGHD), exprimujicich N-terminalni fragment
lidského mutovaného huntingtinu, kterym budou stereotakticky intrastriatdlné (ob¢ hemisféry) a/nebo
intratekalné aplikovany testované AAV vektory, které jsou jiz v soucasné dobe testovany pro terapii
onemocnéni u lidi. Experiment spo¢iva v ustajeni experimentalnich zvifat a monitorovani prib&hu modelové
terapie a odbéru vzorkt pro analyzu pied a po vlastni aplikaci AAV vektori.

Pravdépodobné potencialni prinosy projektu pokusu - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovek, zvirata ci Zivotni prostredi mohli mit; v prislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projekiu) a dlouhodobymi prinosy (mohou se prOJevzt az po skonceni
projektu)

Pfinosem aplikace terapeutika (AAV-miRNA-HTT) bude stanoven: efektivity a bio- dlstnbuce
terapeutickych vektori a exprimovanych molekul (mHtt, miRNA, reporterové sekvence) v CNS a
perifernich organech v preklinickém experimentu na velkém zvifecim modelu. Budou ziskana data o
snizovani huntingtinu (HTT) a mutovaného huntingtinu (mHTT) v mozku a mozkomi$nim moku (CSF).
Dlouhodobym pfinosem tohoto klinického testovani miize byt klinické vyuzii nové genové terapie v 1écbé
Huntingtonovy nemoci lidi.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet techto postupi a dobu jejich trvani ’

U kazdého prasete bude proveden opakovany odbér CSF a plné krve za ucelem stanoveni bazalnich hodnot
sledovanych parametri, pitomnosti protilatek proti AVVS. Odbér bude provadén v anestezii 1 mésic, 14 dni
pted a v den intrastriatalni stereotaktické a/nebo intratekalni aplikace. V den aplikace bude zviratim

v celkové anestezii stereotakticky injikovana suspenze AAVS5 vektorti do bazalnich ganglii a/nebo
intratekalné do oblasti cisterna magna, Kontrolnim zvifatlim nebude podan zadny AAV konstrukt a bude se
jim odebirat jenom krev a CSF v téch samych intervalech jako u dvou pokusnych skupin. Po aplikaci bude
monitorovana exprese mHtt v CSF a krvi. Budou odebirdny vzorky plné krve a CSF v 2 mésic¢nich
intervalech az do 6 mésicti po aplikaci vektort. Pokus bude ukoncen usmrcenim vSech zvifat 6 mésicii po
aplikaci AAV konstruktti preddvkovanim anestetikem

Predpokladané dopady / nep¥iznivé tic¢inky na zvirata (napt. bolest, ztrata hmotnosti, ne€innost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovéni) a doba trvani téchto uéinku

Nejsou olekavany zadné dlouhodobé stfedné zavazné nezadouci u¢inky u zvifat. Klasifikace zavaznosti je
stiedni z diivodu stereotaktické intrastriatalni/intratekélni aplikace v celkové anestezii, injek¢ni sedace za
ucelem opakovaného odbéru Zilni krve a CSF lumbalni punkci. Zvifata budou na konci projektu usmrcena za
ucelem ziskéni tkéni pro biochemické a histologické analyzy..

Druhy a p¥Fiblizné poéty zvirat, jejichz pouz1t1 se predpoklada, a predpoklidana zavaZnost pokusu
: ! | Odhadovany pocet zvirat podle zavaznosti




Druh zvitat %) Odhado-

-'vyberte ze seznamu vany | Nefl abu(}e Mima Stredni Zavazna
3 védomi
pocet
Prase domaci (Sus scrofa domesticus) 11 11
Zvolte poloZku.
Zvolte poloZku.

Zvolte polozku.

Zvolte poloZku.

Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

o

Odhadovany pocet zvitat k opétovnému pouziti

o

Odhadovany pocet zvitat, kterd budou navracena do piirodniho stanovisté &i systému chovu

Odhadovany podet zvitat k umisténi do zajmového chovu 0

Diivody pro vySe uvedené nakladani se zviraty - uvedte

Uplatiiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvifat - uved te, jaké alternativy bez pouziti zvirat jsou v této oblasti dostupné a proc
nemohou byt pouzity pro ucely tohoto projektu

Vysledky experimentu na praseti jsou aplikovatelné pro lidské subjekty. Obdobna studie doposud nebyla na
miniprasatech provedena. S ohledem na charakter studie (i€innost a bio-distribuce) a nutnou blizkou
anatomickou a fyziologickou piibuznost je pouziti laboratorniho zvifete (miniaturni prase) nezbytné a nelze
nahradit zddnou alternativni metodou.

Omezeni pouzivani zvifat - vysvetlete, jaky pocet zvirat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poctu pouzivanych zvirat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; pripadné popiste
postupy, které budou pouzivany po celou dobu trvani projektu za vicelem minimalizace poctu pouzivanych
zvirat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patit napr. pilotni studie, pocitacové
modelovani, sdileni tkani a opakované pouziti).

Ve studii bude pouzito 9 + 2ks miniprasat. Uvedeny pocet zvifat (3ks/skupina) + 2ks rezerva predstavuje
minimum pro zisk&ni priméarnich a bio-distribu¢nich dat a variabilni odpovéd’ prasat/miniprasat po aplikaci
nové formy 1é¢iva pro terapii neurodegenerativniho onemocnéni u lidi.

Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrémich opatieni (nap¥. zvysené pozorovdni, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvirat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivotni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmirnujicich postupi v dobé trvani projektu

Stereotakticka intrastriatalni/intratekélni aplikace je provadéna v celkové anestezii. Miniprasata jsou drzena
na hluboké podestylce. Experimenty budou vykonavany v minimalni mozné mife pro ziskani primarnich
farmakokinetickych a bio-distribuénich dat a pfedev§im z divodu nejmensiho mozného ovlivnéni klinického
obrazu experimentalnimi postupy. Veterinarni zékroky (odbéry Zilni krve a CSF, sedace) predstavuji
opakovany stfedni a kratkodoby stress pro zvifata. Pfi jakémkoliv zhorSeni zdravotniho stavu budou
zvifatim podavana analgetika — Vetalgin, Flunixin, Tramal nebo Fentanyl (i.m.) nebo budou bezodkladné
utracena.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhi a souvisejicich Zivotnich stadii

Miniaturni prase bylo zvoleno jako modelovy organismus z divodi fyziologickych parametrti podobnych
cloveku.

1) V&etng vEdeckych pojmd, které se mohou skladat z vice neZ péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhti zvitat a ti¢eld
uvedenych jinde v dokumentu

2) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v p¥iloze III provad&ciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moznosti ,,nespecifikovaného savce* pro zachovani anonymity ve vyjimeénych pfipadech





