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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

Nizev projektu pokusi

Vyvoj a komplexni hodnoceni nové injekéné aplikovatelné, resorbovatelné, porézni kostni nahrady s fizenym
uvoliiovanim antimikrobialnich latek

Doba trvani projektu pokusti Zahdjeni se pfedpoklad4 v okamziku nabyti pravni moci rozhodnuti o schvaleni
projektu pokusi, ukongeni k 31. 12. 2021
Kli¢ova slova - maximdlné 5 Kostni cement; osteointergrace; uvoltiovani 1é&iv; osteomyeletidia; antibiotika
Ugel projektu pokusi - oznacte Jej kFizkem (x) do prdazdného policka
zakladni vyzkum

X __| translaéni nebo aplikovany vyzkum

Vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti 16¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhi

Vy88i vzdélavani nebo odborné p¥iprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusi (napf. feSené védecké nezndmé nebo védecké ¢ klinické potieby)

Cilem projektu je komplexni zhodnoceni injekovatelného tixotropniho kostnitho cementu s &asové regulovanym
uvolfiovanim antibiotika s optimalni degradaci, mechanickymi vlastnostmi a velikosti péri. Vysledny cement mé za cil
eliminovat moZnosti kostni infekce, aktivné stimulovat regeneraci kostni tkdné a umoznit minimalni invazivni aplikaci,
coZ vede ke sniZeni zaté€Ze chirurgického zakroku na pacienta. Tixotropni polymerné-keramicky kostni cement bude
vyuZitelny zejména v pfipadé znamych infekei protetickych kloubi nebo jako preventivni postup tykajici se primarni
nahrady kloubi v potencidlné infikovaném misté. Experimenty na laboratornich zvifatech chceme ovéfit:

- Toxicitu CP-polyF cementu v&etné osteointegrace in-vivo na zvitecich modelech (laboratornich potkant a prasat).
- miru osteointegrace nového materialu u laboratornich potkani a prasat.

- antibakterialni u¢innost nového materialu nasyceného antimikrobialni latkou jako lokalniho nosice antibiotika pfi 1é¢bé
anebo prevenci osteomyelitidy.

Pfinosem pokust je ovéfeni G€innosti a bezpeénosti testovanych materiali za anatomicky, fyziologicky a histologicky
relevantnich podminek, &ehoZ lze dosahnout jen s pouzitim zvifeciho modelu.

Pravdépodobné potencidlni p¥inosy projektu pokusii (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve va$em védnim oboru
nebo jaky pfinos by z néj élovek &i zvitata mohli mit)

Reseni kostnich defektii v ortopedii je zasadni pro usp&snou terapii komplikaci jak pourazovych, tak po ortopedickych
operacich pfedev§im u kloubnich nahrad véetné infekénich onemocnéni v ortopedii a traumatologii. Projekt umozni ziskat
poznatky uplatnitelné pro nové terapie a létebné postupy. Kostni cementy s obsahem antibiotika by se v budoucnosti
mohly stat zdravotnickym prostfedkem prvni volby v ortopedii a traumatologii pro pacienty s odiivodnénym oekavanim
infekéni zanétlivé reakce, ktera v soudasnosti vede k selhani Iécby. Pro tyto pacienty v souGasnosti neexistuje spolehlivé
feSeni a v nezanedbatelném poctu pfipadi pak dochézi k reoperaci v déisledku uvolnéni implantatu.

Druhy a priblizné polty zviFat, jejichZ pouiti se pfedpoklada

Laboratorni potkani v mnozstvi 80 ks a miniprasata v mnoZstvi 20 ks.

Jaké jsou ofekévané nezadouci idinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zavasnosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonceni pokusu?

Implantace bude provedena tak, aby se zvife mohlo po zotaveni plnohodnotné pohybovat a zatézovat kondetiny.
Predpoklada se, Ze zvifata mohou bezprostredné po zakroku pocitovat bolest, ta viak bude adekvatné tlumena analgetiky.
Infekce (v pfipadé potkani ve studii zaméfené na testovani antibakterialni ucinnosti) by méla byt lokalni, navic se
pfedpoklada antimikrobidlni plsobeni zkouSenych materiald. Ve vyjimeénych piipadech viak nelze vylouéit rozvoj
infekce v misté aplikace vzorkd, v krajnim ptipadé nelze vylougit ani systémovou infekci. Za timto idelem bude zdravotni
stav zvifat pe¢livé monitorovén a v té€chto krajnich pfipadech bude pokus ihned ukon&en. Klasifikace zavasnosti je stfedni.
Po ukonceni experimentu budou zvifata usmrcena podanim letalni davky Thiopentalu a KCI intrakardialné v celkové
anestézii. Po usmrceni budou kadavery zlikvidovany dle schvalenych postupil.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouZivani zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouziti
zvirat.

Pro zavedeni nového injektovatelného tixotropniho kostniho cementu s casove regulovanym uvolfiovanim antibiotika s
optimalni degradaci, mechanickymi vlastnostmi a velikosti pori do klinické praxe je nutné nejprve otestovat jeho
bezpetnost a terapeuticky ¢inek na dostatedné velkém souboru pokusnych zvifat. Vysledné adaje jsou podstatné pro
fadnou charakterizaci a hodnoceni zkouseného materialu v souvislosti s jeho urenym pouZitim v klinické praxi. Ve
strategii zkouSeni uplatiiujeme hierarchicky ptistup. Na zakladé provedenych in vitro testd regulujeme vysledny pocet
typii vhodnych materialii, abychom tak minimalizovali podet pokusnych zvifat na minimum. Dle normy CSN EN ISO




10993-6 musi byt hodnoceno nejméné 10 zkusebnich a 10 kontrolnich vzorki pro kazdou dobu implantace, pfiemz u
kazdého zvifete smi byt nejvyse 12 implantaénich mist. Testy in vitro mohou poskytnout informace o biologické
degradaci materialu, jeho cytokompatibilité a cytotoxicité. Nemohou viak poskytnout informace o procesu hojeni,
terapeutickém uginku nebo remodelaci kosti. Vzhledem k absenci vlivu imunitniho systému neni moZné rovnéz ziskat
informace o zan&tlivych a imunologickych procesech po implantaci. Pro komplexni hodnoceni stanovené hypotézy se
doporuduje testovani na vice neZ jednom druhu zvifat. Pro tyto tigely bude pouzit minimalni invazivni pfistup, ktery
spodiva v Setrném vloZeni studovaného materialu do intramedularniho prostoru nebo otvoru v kortikalni a spongi6zni
kosti, a ovéfovani antimikrobalniho i¢inku se suspenzi bakterii v dostatetné koncentraci zpiisobujici zanét, podobné jak
popisuje studie, v niz byl potkan vyuzit jako model chronické osteomyelitidy (Rissing JP et al. Infection and Immunity.
1985:47(3):581-586.). Cilem pokusu je sledovat také profylaxi, uginnost pi prevenci v indikovanych pfipadech, proto
nebude u zvifat provadéna druha operace pro zavedeni implantatu po vytvofeni zanétu, ale inokulum bude zavadéno
soudasné s implantatem, obdobné jak to ve své studii provadéli Y. Yang a kol., kde byl do kavity femuru potkana vkladan
implantét s potencialnimi antimikrobiélnimi vlastnostmi a soucasné injektovana suspenze izolatu Staphylococcus aureus v
koncentraci 1x105 CFU/ml a celkovém objemu 50ml (Yang Y et al International Journal of Nanomedicine.
2016;11:2223-2234.). V ramci 3etrného zachazeni se zvifaty nebude stejné tak vyuZito invazivniho modelu se
standardizovanym poskozenim kosti, ani nebude pouZita kombinace traumatu a infekce. Vyvoj a bezpecna klinicka
implementace novych terapeutickych strategii si vyzaduji pouziti zvifecich modeld, neexistuje alternativni metoda
testovani, ktera by napodobila komplexnost nebo sloZitost #ivého organizmu.

Omezeni pouZivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouZiti co nejmensiho pottu zvifat.

Pfi planovani pokusu jsme se zaméfili na omezeni poCtu pokusnych zvifat pfedevsim na zakladé predchozich experimentl
a studii, ve kterych jsme poéty experimentilnich zvifat optimalizovali (Journal of Materials Science: Materials in
Medicine. 2000:11(12):793-798.; Journal of Materials Science: Materials in Medicine. 2005;16(2):143-148.). V
poslednim provadéném experimentu jsme navrhli a odzkougeli variantu kombinace implantovaného experimentalniho
materi4lu s materialem kontrolnim, ¢imZ jsme dosahli podstatného omezeni poctu pokusnych zvifat ( Science of Advanced
Materials. 2013:5(5):484-493.). Uvedeny pocet zvifat je nezbytny z dtivodii mozné variabilni odpovédi jedinch na zakrok
a naslednou terapii.

Setrné zachazeni se zviraty: Vysvétlete volbu druhu zvifat, a pro¢ se v ptipadé tohoto zvifectho modelu jedna o
nejSetrnéjii pouziti z hlediska védeckych cild.
Vysvétlete obecné opatfeni, ktera budou pfijata za ucelem sniZzeni Gjmy zpisobené zvifatim na minimum.

Pokus je navrzen tak, aby veSkeré invazivni a bolestivé zékroky byly provedeny na zaéatky, v celkové anestézii.
Pooperaéni bolest bude tlumena analgetiky. Poopera¢ni a nasledna péce bude zajistovana kvalifikovanym personalem.
Pouze u potkanii v &asti zaméfené na Ovéfeni antibakterialni G&innosti jako lokalniho noside antibiotik bude odebirana
krev. Pro snadngj§i a bezstresovou manipulaci bude odbér provadén v lehké inhalaéni narkéze isofluranem v O,, misto
punkce bude predem osetieno lidokainovym gelem.




