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Nazev projektu pokusi

Produkce transgennich my3i pomocuadennwasocmvanych virt a jejich fenotypizace

Doba trvéni projektu pokust - v mésicich 60

Kli¢ova slova - maximdiné pét ') Adeno-asociovany virus, CRISPRa, CRISPRIi, Angelman,
Prader-Willi

Ugel projektu pokusii - zaSkrinéte policko; mozno i vice moznosti

K | zakladni vyzkum

translaéni a aplnkovanivyzkum

kontrola kvality (vietn& zkouseni bezpednosti a G&innosti Sarze)

legislativni ugely jiné zkouseni Géinnosti a tolerance

a béZna vyroba zkouseni toxicity a jiné zkousky bezpecnosti vietné farmakologie

b&zna vyroba

ochrana pfirodniho prostiedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvirat
zachovani druhtd e R

vy3&i vzdélavani

odborné pfiprava za G&elem ziskani, udrzeni nebo zlepSeni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Oio|00/0/0/0/0/0;0|0

udrzovani populaci ustidlenych geneticky upravenych zvitat, ktera nebyla pouZita v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napf. Feseni nékterych védeckyjch nezndmych nebo védeckych & klinickych potfeb

Hlavnim cilem projektu je produkce transgennich my$ich modelti pomoci kombinace partikuli odvozenych z
adeno-asociovanych viri (AAV) a CRISPR technologie (konkrétné CRISPRa a CRISPRi). Jmenované
sytémy budou vyuZity za i¢elem studia funkce genti a jejich vlivu na fenotyp my%iho modelu

s Angelmanovym (AS) a Prader-Williho syndromem (PWS). AS a PWS jsou podminény mikrodeleci
materndlniho éi paternalniho chromozomu 15 (¢lovék)/chromozomu 7 (my$). Mikrodelece na jedné z alel
vede epigenetické disregulaci alely druhé. Vyzkum AS a PWS ukazal, Ze kompenzace davky chybéjicich
geni pomoci AAV vektori je u€innéj$im pfistupem neZ chemicka lé&ba, a to v kontextu jak 1ééby, tak i
studia té&chto syndromil.

AAYV systém umoziiuje organové specificky pfenos a expresi transgenti v my3ich modelech v priibéhu
postnatilniho vyvoje. Tuto technologii v kombinaci s technologii CRISPR bychom vyuZili ke studiu AS a
PWS mysich modell za Gidelem odhaleni regulace a kompenzace deletovanych genil. Pozdéji pak k
podrobnému popsisu regulace gent v lokusu AS/PWS u mysich modeld s AS a PWS. O&ekdvanym
vysledkem je podrobny popis funkce a regulace geni v AS/PWS lokusu a jejich moZna modulace za iéelem
zmirnéni pfiznaki AS a PWS v mysich modelech.

Pravdépodobné potencidlni pFinosy projektu pokusii - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky pFinos by z néj &lovék, zvifata & Zivotni prostiedi mohli mit; v pFislusnych pFipadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Projekt je zamé&Fen na studium molekularnich pi¢in Angelmanova (AS) a Prader-Williho syndromu (PWS) a
jejich moZné 1é&by pomoci AAV vektorli v kombinaci s CRISPR technologii. Z kratkodobého hlediska jde o
zmirnéni aZ potladeni pfiznakii Angelmanova a Prader-Williho syndromu v mysich modelech.

Z dlouhodobého hlediska lze poznatky tohoto projektu pokusii rozvijet dile do oblasti translaéniho a
aplikovaného vyzkumu, tyto aplikace ale uZ nejsou pfedmétem tohoto projektu pokusti.

Postupy, které budou na zviFatech zpravidla pouZivany (napf. injekéni aplikace, chirurgické zékroky) -
uvedte pocet téchto postupti a dobu jejich trvdni SR P

Aplikace AAV partikul nesouci komponenty CRISPRa/CRISPRI a kontrolnich systémii budou jednorazove.
Intracerebralni, intraokularni, retroorbitalni, intraosealni, intrapulmonarni aplikace &i pfim4 injekce do
konkrétnich organti bude provedena pod celkovou anestezii zvifete. Rektalni aplikace bude v sedaci kanylou
do recta.




Fenotypiza¢ni testy: V priibéhii nasledujici testi budou my3i pod vlivem anestezi ¢i sedativ aplikovénych
injekéné: Echokardiografie (anestezie, IP), Plicni vySetieni (anestezie, [P), Intraperitonealni glukozovy
toleranéni test (drobn4 incise na ocasu, pouZiti anestetického krému), Tomograficka analyza morfologie
kostry a slozeni té&la (probiha pod plnou anestezii, IP), Vy3etfeni sluchovych funkci (anestezie, IP).
Streptozotocinem indukovany diabetes (aplikace intraperitonealné, streptozotocin), Indukce akutniho
srde¢niho stresu pomoci dobutaminu (anestezovanych mysich, IP), Odbér krve z oéniho plexu (odebirano
jemnou sklenénou kapilarou a to v celkové inhalaéni anestezii — isofluran), Echografie (inhalaéni anestezii,
isofluran), Plicni funkce b&hem metacholinové zatéZe (celkova anestezie, IP) u intubovanych mysi,
metacholin vdechovany ve formé aerosolu, pro méfeni jsou my3i intubovany nebo je provedena
tracheotomie.

Piedpokladané dopady / nepFiznivé ii¢inky na zvifrata (napf. bolest, ztrita hmotnosti, nedinnost / snizena
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto Géinki

Vétsina experiment a aplikaci pfevazné predstavuje kratkodoby stres v souvislosti s manipulaci a
neocekdva se rozvinuti zdravotnich komplikaci. V pfipadé registrace bolesti u zvifete bezprostiedné po
experimentu budou podéna analgetika a antiflogistika. Pokud budou komplikace budou pfetrvavat bude
zviZze usmreceno. Zejmeéna je tak oéekavano po intracerebralni aplikaci, budou-li zvifata vykazovat bolest,
zkroucend pater, apatie, najeZeni, zastaveni pfijmu potravy, ztratu hmotnosti, ne&innost, snizeni hybnosti,
neobvyklé nebo dezorientované chovani budou zvifata usmrcena. Laboratorni my3i budou kazdy tyden
vazeny v piipadé ztraty hmotnosti o0 20% podstoupi euthanazii. .

Druhy a priblizné poéty zvirat, jejichZ pouZiti se predpoklad4, a predpokladana zivaZnost pokusu

Odhado- |  Odhadovany podet zvifat podle zavaZnosti

Druh zvitat )

- vyberte ze seznamu b Nenabude Mirna Stfedni ZavaZna
| podet védomi
Mys# laboratorni (Mus musculus) 1340 X

Nakladdni se zviFaty, kteri nebudou na konci pokusu usmrcena

QOdhadovany podet zvifat k opétovnému pouZiti ! 0
 Odhadovany poet zvitat, ktera budou navracena do pfirodniho stanovisté &i systému chovu | 0
Odhadovany poéet zvifat k umisténi do zijmového chovu | 0

Diivody pro vyie uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

Po ukonéeni pokusu budou viechna zvifata usmrcena nebo vyjimeéné pienesena do specializované
laboratofe pro terminalni analyzu, kterd neni moZna v ramci UMG. Terminalni zpracovani bude probihat
v ramei projektu pokusi cilové laboratore.

Uplatioviani 3R

Nahrazeni pouZivani zvitat - uvedte, jaké alternativy bez pouzitl zviFat jsou v télo oblasti dostupné a proc¢
nemohou byt pouZity pro cely tohoto prq]ekru

Alternativu mohou jsou buné&éné kultury zejména buiiky neuroblastomu (Neuro- -2a), kmenové buiiky &i
indukovaneé kmenové buiiky. Tyto systémy poskytuji obecny nahled na molekularni mechanismy spojené
s AS a PWS, ale postradaji moZnost studia lokusu spojeného s AS a PWS v orgdnovém a systémovém
kontextu. Déle bunééné kultury vyluéuji pohlavni kiiZeni a tim tvorbu novych genotypii.

Omezeni pouZivani zvitat - vysvétlete, jaky pocet zvifat byl pro tento projekt stanoven. Popiste kroky, které
byly podniknuty ke sniZeni poétu pouZivanych zvifat, a zdsady pouzité k vytvoreni studie; pFipadné popiste
postupy, které budou pouZivany po celou dobu trvani projektu za ucelem minimalizace poctu pouzivanych
zviFat a které odpovidaji védeckym ciliim (mezi tyto postupy mohou patfFit nap¥. pilotni studie, pocitacové
modelovdni, sdileni thdni a opakované pouZiti).

Celkova spotieba laboratornich zvifat (zahrnujici rezervu) na projekt zavedeni a provoz AAV
zprostfedkované transgeneze mysich modeli je 1340 mysi/5let.

Skupiny budou &itat 10+10 v pribéhu primarniho testovani a 15+15 v priibéhu sekundarniho a terciarniho
(primarni testovani intracerebralni a intrapulmonarni aplikace) v zavislosti na trvani experimentu, ktery bude




trvat 14-90 dni. Pocet experimentalni zvifat bude minimalizovan na nejnizsi po¢et umoziujici validni
statistické vyhodnoceni dat s ohledem na zkuSenosti z pfedchozich pokusi a podobnych studii.

Primarni in vitro experimenty jiz byly na nasem pracovisti provedeny. Ovéfeni funkénost celkového pfistupu
in vive bude pfedmétem toho projektu. Viechny potiebné kroky pro minimalizaci poétu pouzitych zvirat
jsou uvedeny v bodé 9, kde testovani bylo rozdéleno na primérni, sekundérni a terciarni. Primarni testovani

s kontrolnimi kmeny ma za cil najit neaéinngjsi zpiisob aplikace AAV vektort konkrétnich serotypi.
Sekundarni a terciarni ma pak za cil odhaleni podstaty molekularni regulace AS/PWS lokusu ve vybranych
mysich modelech.

Setrné zachdzeni se zvitaty - uvedte priklady konkrétnich opatieni (nap¥. zvyiené pozorovani, pooperacni
ty P P IPY. ZVY. p poap

péce, tlumeni bolesti, vyevik zviFat) pFijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivotni

podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimani vznikajicich zmiriiyjicich postupii v dobé trvani projektu

Kontrola zvifat na denni bazi, pouZivani analgetik a anestetik,u sterilni injekéni aplikace, pouZivani oéni
masti pii anestezii, pravidelné vaZeni v tydennich intervalech,

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivomich stadii

Mus musculus, my$i sdileji s Elov€kem AS/PWS lokus, jehoz delece se podili na rozvinuti Angelmantv a
Prader-Williho syndromu. Angelmantiv a Prader-Williho syndrom se pfirozené u my$i nevyskytuje, lze jej
ale uméle v mySich modelch vytvorit. Vyzkum AS/PWS v poslednich letech ukazal, ze my$i modely
vytvofené pro Géely studia AS a PWS disponuji regulaénimi mechanismy AS/PWS lokusu, které jsou
analogické s regulaénimi mechanismy lidského AS/PWS lokusu. A proto lze v rameci studia regulace genil
asociovanymi s Angelmanovym a Prader-Willi syndromem lze vyuZit téchto my8ich modeld, které navic
disponuji definovanym genetickym pozadim. Pokusy budou provadény hlavné postnatilné (P0.5; P2,5, P15,
dospéli).

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

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovani v pfiloze 111 provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
doplitkovou mozZnosti ,,nespecifikovaného savee™ pro zachovéni anonymity ve vyjimeénych piipadech



