NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU upravené podle PR 2020/569

Nizev projektu pokusi

Bioartificidlni kardiovaskularni zaplaty a cévni ndhrady na bazi porcinniho kolagenu zesilené
nano/mikrovlakny remodelované pomoci kmenovych bunék v bioreaktorech. (NV19-02-00068)

Doba trvani projektu pokusi - v mésicich 2/2021 — 12/2022

Kli¢ova slova - maximdiné pét ') Autologni implantabilni $tép; alogenni implantabilni §tép;
xenograft; cévni zaplata; cévni nahrada

el projektu pokusi - zaskrinéte policko; mozno i vice moznosti

zékladni vyzkum

transla¢ni a aplikovany vyzkum

kontrola kvality (vEetné zkouSeni bezpeénosti a i¢innosti Sarze)

legislativni Gicely | jiné zkouseni (i¢innosti a tolerance

a bézna vyroba | zkouSeni toxicity a jiné zkousky bezpe¢nosti véetné farmakologie

bézna vyroba

ochrana ptirodniho prostiedi v zajmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvifat

zachovani druhu

vyssi vzdélavani

odborné pfiprava za i¢elem ziskani, udrzeni nebo zlepseni odbornych znalosti

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

O0o0o0ooooooDxos

udrzovani populaci ustalenych geneticky upravenych zvifat, ktera nebyla pouZita v jinych pokusech

Cile projektu pokusii - napr. Feseni nékterych védeckych neznamych nebo védeckych ci klinickych potieb

Vyvoj autologniho, allogenniho implantabilniho $tépu (kardiovaskularni zaplata a cévni nahrada), jez
vychazi z potieb vyvoje biokompatibilniho materilu — télem ptijemce plné akceptovaného, zajistujici tolik
potiebnou durabilitu a eliminaci nezddoucich G¢inkt. Zakladnim stavebnim prvkem novych implantéatu je
vyuziti degradabilnich kolagennich geld vyztuzenych nano/mikro vlakny, které budou odlity do potiebného
tvaru spolu s kmenovymi buiikami (allogenni nebo autologni prase&i nebo xenogenni lidské). Tyto
konstrukty budou remodelovany v bioreaktoru za vzniku nové tkang. Poté bude tento laboratorné pfipraveny
konstrukt decelularizovan pro eliminaci imunitni odpovédi avsak se zachovanim nosné struktury. Ke
konstrukei je mozno vyuzit i cilenou impregnaci komeréné dostupnych cévnich protéz. Konstrukty je mozno
implantovat i nedecelularizované s zivymi butikami za sledovani imunitni odpovédi.

V ramci laboratorniho in vivo ovéfeni planujeme 4 skupiny laboratornich zvifat:
1)  Allogenni cévni zaplata

2) Allogenni cévni nahrada

3) Buikami osidlena cévni zaplata

4) Bunkami osidlena cévni nahrada

Vysledkem je tedy vyvoj dostupného, biokompatibilniho $t&pu pripraveného metodami tkatiového
inZenyrstvi pro pouziti na poli cévni chirurgie a kardiochirurgie a dale potvrzeni/vyvraceni hypotézy nutnosti
osidleni takového $tépu burikami a jejich p¥inosu pro rychlejsi remodelaci v téle.

Pravdépodobné potencidlni p¥inosy projektu pokusi - jak by mohlo byt dosazeno védeckého pokroku
nebo jaky prinos by z néj clovék, zvirata ¢i Zivomi prostiedi mohli mit; v pFislusnych pripadech rozlisujte
mezi krdtkodobymi (v dobé trvani projektu) a dlouhodobymi pFinosy (mohou se projevit az po skonceni
projektu)

Vyse uvadény biokompatibilni material by mohl byt v klinické praxi pouzit jako nova cévni nahrada, cévni
zaplata, pfip. i zdplata k augmentacim/plastikam srdeénich oddilt, chlopni

Postupy, které budou na zvifatech zpravidla pouZivany (napf. injek&ni aplikace, chirurgické zakroky) -
uvedte pocet téchto postupii a dobu jejich trvani

Celkova anestézie (CA): zahrnuje premedikaci i.m. injekei, ivod do anestézie a vedeni anestézie aplikaci i.v.
injekci a inflzi (napf. anestetika, analgetika, antibiotika, antitrombotika, krystaloidni roztoky), intubaci pro
inhala¢ni anestézii. Pooperaéni analgézie transdermalné naplasti. Zvifata v ramci implantace §tépu
osidleného autolognimi buiikami podstoupi CA celkem 3x (1. odbér tuku - 2. implantace - 3. explantace),
ostatni 2x (1. implantace - 2. explantace).

Perorélni 1é¢iva: napt. antitrombotika (aspirin)

Odbéry krve k vysetfeni, cca 1x tydné.
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Chirurgicky zakrok: Odbér kréni tukové tkané pro izolaci autolognich bunék v CA, cca 15 min, nasledné
pfiprava Stépu v laboratofi (cca 3 tydny).

Chirurgicky zékrok: Implantace zaplaty nebo nahrady karotické tepny v CA, cca 2 h.

Chirurgicky zékrok: Explantace karotidy (po 1-6 mésicich), provedeni angiografie kontrastni latkou z tiisla
pod rentgenem v CA, cca 3h, nasledné usmrceni zvitete v CA.

Predpokliadané dopady / nep¥iznivé ucinky na zviFata (napf. bolest, ztrata hmotnosti, neinnost / snizenéa
hybnost, stres, neobvyklé chovani) a doba trvani téchto acinki

Nepfiznivé u¢inky na zvifata nejsou ofekavany. Navrhovana mira zavaznosti je “stfedni”. Nepfedpoklada se,
Ze by implantace mohla zpiisobovat vyraznou bolest, strach nebo utrpeni zvitete. Planované chirurgické
vykony budou provadény v celkové anestezii, s pooperaéni analgézii, certifikovanou osobou a nezhorsi
celkovy zdravotni stav nebo dobré Zivotni podminky pokusnych zvitat. Béhem celého experimentu budou
zvifata pravidelné kontrolovana. Na konci experimentu budou zvifata utracena predavkovanim anestetik v
CA po provedené explantaci zkoumanych tkani. Po usmrceni budou odebréany tkané pro dalsi vyzkum.

Druhy a pFibliZzné poéty zviFat, jejichZ pouziti se pfedpoklada, a predpokladana zdvaznost pokusu

Druh zviat ?) OdhaQo— Odhadovany pocet zvifat podle zavaznosti
- vyberte ze seznamu b Nenabuc}e Mirna Stredni Zavazna

pocet védomi

Prase domaci (Sus scrofa domesticus) 32 0 32

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Zvolte polozku.

Nakladani se zviraty, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena

Odhadovany pocet zvitat k opétovnému pouziti 0

Odhadovany pocet zvifat, ktera budou navracena do pfirodniho stanovisté &i systému chovu 0

Odhadovany pocet zvifat k umisténi do zdjmového chovu 0

Diivody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty - uvedte

Pfi ukoneni pokusu bude implantovany konstrukt v celkové anestézii chirurgicky explantovan pro
makroskopické a mikroskopické vysetieni a tato explantace vyZzaduje usmrceni zvifete v anestézii.

Uplatiiovani 3R

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

In vivo model, tj.pouziti prasat pro tento pokus, je zcela nezbytné. Modelovani v in-vitro podminkach je sice
mozné, nicméné limitni. Arteficialni reaktor, jenz byl vyvinut a je pouzivan, neni s to obsahnout veskeré
skute¢nosti/jevy, k nimz v Zivém organismu dochézi. Proto biologicky model predstavuje optimalni feseni.

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

V ramci pokusii probéhlych v predchazejicich projektech (realizované stejnym tymem) bylo dosazeno
potfebné praktické dovednosti stran prace s laboratornimi prasaty, optimalniho zvladnuti chirurgické
techniky implantace decelularizovanych cévnich zaplat a cévnich nahrad. Jiz tento fakt pfispiva k redukci
nechténého naduzivani pokusnych zvifat. Celkovy pocet zvifat byl zvolen jako minimélni mozny pro
statistické vyhodnoceni pokusu.Paklize se v inicialnich fazich pokusu objevi zasadni problém na jakékoli
urovni, bude od dal3ich pokusii upusténo s cilem maximalni mozné redukce uzitym zvitat.Strategie

k omezeni potu zvifat: oboustranna implantace, vyuzZiti darce allograftu k jiné implantaci, vyuziti
resekované karotidy ke kontrole barveni, odbér tkani zvifete pro jiné experimenty po ukonéeni pokusu.

Setrné zachazeni se zvitaty - uvedte priklady konkrémich opatreni (nap¥. zvySené pozorovdni, pooperacni
péce, tlumeni bolesti, vycvik zvifat) prijatych v souvislosti s postupy k minimalizaci dopadii na dobré Zivotni
podminky zvirat; popiste mechanismy k prijimdni vznikajicich zmirfiujicich postupii v dobé trvani projektu

K laboratornim zvifatim bude pfistupovano s veskerym respektem a ohledy. Zvitata budou kromé tukonii
nezbytnych k pokusu ponechana v klidu, bude o né pe¢ovano dle platnych zoohygienickych predpisii a jejich
biologickych potieb, véetné navykaci periody. Béhem vystaveni zakrokiim budou zvifata uvedena do
celkové anestezie, pfi¢emz po dobu anestezie bude zajistén jejich tepelny komfort a vlhéeni oéi. Zvitata
nebudou pouzita pro pokus pfi znamkach snizené zdravotni kondice. Bude provadéna pravidelni pooperaéni
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kontrola a poddvéana pooperacni analgézie. Se zvifaty budou manipulovat pouze certifikované osoby a
usmrceni zvifat bude provedeno maximalné Setrné, a to v celkové anestezii pfedavkovanim anestetik.
Opatfeni, jez budou provazet cely projekt, vychazi jednak z platnych, zdkonem stanovenych piedpisii pro
praci s laboratornimi zvitaty i ze zkuSenosti tymu oSetfovatelii/oSetfovatelek a laborantii/laborantek.

Pouzité druhy zvirat - vysvétlete vybér druhii a souvisejicich Zivotich stadii

Laboratorni prase je humannimu organismu velice blizké, a to jak funk&né, tak strukturalné — proto se jevi
Jjako optimalni model. Druh zvifete (prase prestické, samice, 30 — 50 kg) je tedy vybran s ohledem na
anatomickou, funkéni a chirurgickou podobnost &lovéku. Zivotni stadium je vybrano s ohledem na dobu
trvani pokusu, rist zvifete a opakovani celkové anestézie 2 az 3krat.

') Veetn& védeckych pojmi, které se mohou skladat z vice nez péti jednotlivych slov, a s vyjimkou druhii zvifat a Gceli
uvedenych jinde v dokumentu

%) Druhy zvifat v souladu s kategoriemi statistického vykazovéni v piloze 11 provadéciho rozhodnuti Komise 2020/569 s
dopliikovou moznosti ,,nespecifikovaného savce* pro zachovani anonymity ve vyjime&nych pfipadech
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