NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Podpora hojeni chronickych ran pomoci krycich materialt na bazi hyaluronanu

Doba trvani projektu pokust v mésicich 38

Klicova slova chronické rany
hojeni hyaluronan
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Ugely projektu pokust

Translaéni a aplikovany vyzkum: Jiné poruchy u lidi [PT32]
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Cile projektu pokusut

Chronicka rana je rana, u niz je normalni reparativni proces naruSen a akutni rana tak pfechazi v ranu chronickou. Typickym
stavem pacienta.

PFi 1éEbé chronickych ran je kombinovana fada pfistupd, jez zahrnuji jak diagnostiku pfi¢iny chronické rany, tak oSetfeni rany a
jejiho okoli a nasledné kryti a udrzovani ,Cistoty” rany. Hyaluronan je zakladni slozkou extracelularni matrix a v repara¢nich
procesech mlze podporovat proces hojeni zejména v jeho po¢atecnich fazich. V ramci naSeho vyzkumu se zabyvame definovanim
mechanismu vzniku a rozvoje chronickych ran a vyvojem novych krycich prostfedkd kombinujicich pro-reparativni ucinky
hyaluronanu s antiseptickymi &inky. Tento vyzkum probiha ve spolupraci s firmou Contipro (Dolni Dobroug, CR).

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Hlavnimi cily projektu jsou |. pochopeni mechanismu vzniku a rozvoje chronickych ran v kontextu nadmérné imunitni reakce, II.
vyvoj novych krycich prostfedkt kombinujicich pro-reparativni G€inky hyaluronanu s antiseptickymi Gginky.

\V ramci projektu prob&hne in vivo testovani vyvijeného zdravotniho prostfedku na modelovém organismu mySi na excisnich ranach,
které budou prekryty testovanym materialem. Pfi testovani bude kladen dlraz na sledovani v§ech 3 fazi hojeni chronickych ran: I.
Cistici/zanétlivou fazi, 1l. granulaéni fazi a lll. epiteliza¢ni fazi. Rany budou hodnoceny makroskopicky, ve vybranych ¢asovych
intervalech budou na odebranych vzorcich tkané rany provedeny histologické analyzy fezU, analyza exprese genu a proteinové
koncentrace marker( spojenych s regulaci hojeni. V plasmé budou analyzovany systémové koncentrace zanétlivych mediator(.
Ocekavanym pfinosem projektu bude pochopeni mechanismi vzniku chronickych ran, prevence a jejich 1é€ba pomoci Gginnéjsich
strategii zamezujicich jejich vzniku a rozvoje. Znalost pfi€iny rany, procesu hojeni a faktor(, které mohou hojeni nezadoucim
zpusobem ovlivnit, jejich eliminace, vyuziti vSech dostupnych Ié€ebnych metod, postupl a podpurnych intervenci jsou zakladnimi

podminkami pro stanoveni spravného pfistupu k Ié¢bé vSech chronickych ran. Chronické rany se vyznacuji dlouhou dobou hojeni,
tPostupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

U zvifat budou v celkové narkéze navozené inhalaéni anestézii vytvareny dvé excisni rany na hibetu. Rany budou prekryty
samolepicim obvazem na rany, ktery bude fixovan leukoplastem. Injekéné bude podan opijat nalbufin. PFi ukonéeni experimentu
bude opét navozena celkova narkdza inhalacni anestézii. Odebrana bude krev ze srdce kardiopunkci a pomoci chirurgickych
nastroju také vybrané vnitfni organy a rany i s okolni tkani.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

\Vytvoreni excisnich ran muze i pfes pouZiti analgetika vést k indukci mirného stresu u zvifete. PFi operaénich zakrocich a pfi
ukoncovani pokusl bude pouzivana inhalacni anestezie (Isoflurane, 2,5-5%). Proti bolesti bude podavan jesté pfed vyvedenim
zvifete z anestézie injek&né opiat nalbufin v 1 ml fyziol.roztoku, coz z&roven zajisti hydrataci pokusného zvifete. Nasledné v
pribéhu celého pokusu bude nalbufin podavan v pitné vodé (koncentrace 2,5 mg/100 ml). Alternativné bude podavan nalbufin (0,5
mg/kg) v kombinaci s NSAIDS carprofen (5 mg/kg) v 0,5 ml fyziol. roztoku IP kazdych 12 h. Na konci pokusu budou zvifata opét
uspana inhalaénim anestetikem, budou odebrany vzorky tkani, nakonec bude odebrano maximalni mnozstvi krve kardipunkci a
zvifata jiZ nenabydou védomi.

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu
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Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi
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Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Z dGivodu odbéru vnitfnich organud a ran budou zvifata usmrcena expozici inhalacni anestezie (Isoflurane, 2,5-5%) a naslednym
odbé&rem maximalniho mnozstvi krve kardiopunkci.

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Za Ucelem vyvoje krycich materialt na bazi hyaluronanu budou tyto nejprve testovany na in vitro primarnich epitelidinich bunék a
lidskych dermalnich fibroblast(. Pouze nejperspektivnéjsi prostfedky budou vybrany pro testovani v in vivo modelech. Zminénym
experimentdm predchazi rozsahlé testovani na in vitro modelech, nicméné planované pokusy na zvifatech nelze nahradit
alternativnimi metodami. Podminky in vitro nejsou vhodné pro testovani komplexnich déjd, jako jsou reparaéni a zanétlivé procesy,
jelikoz nedostate¢né simuluji odpovéd mnohobunécéného sav&iho organismu. Studium v podminkach in vivo je tedy jedinou
moznosti, jak vznik chronickych ran a moznosti jeho zamezeni, navic v kontextu specifického mikroprostfedi a imunitniho systému,
popsat.

Omezeni pouzivani zvirat

Pocet zvifat bude omezen na mnozZstvi minimalné nutné pro statistické vyhodnoceni dat ziskanych z pokusu, které budou priibézné
vyhodnocovany. Na kazdém pokusném zvifeti budou vytvofeny dvé samostatné excisni rany, coz omezi mnozstvi potfebnych
pokusnych zvifat. PoCet zvifat ve skupiné neprekroci 10 jedincl. Celkovy pocet zvifat neprekroc¢i 320 mysi, a to véetné kontrolnich
jedincq.

Setrné zachazeni se zvitaty

Béhem vSech experimentt bude se zvifaty zachazeno Setrnym zplsobem tak, aby jim nebyla pisobena nadmérna bolest, stres,
strach a utrpeni. Se zvifaty bude zachazeno klidné. Pro operaéni zakroky a ukonéovani pokusl budou zvifata udrzovana v celkové
anestezii, po celou dobu pokusu jim budou podavana analgetika pro zmirnéni bolesti. Vytvofeni excisnich ran m{ize ve zvifatech
vyvolat stres. V pfipadé, Ze néktery pokusny zasah zpusobni zvifeti obtize, které vyznamné zméni kvalitu jeho Zivota, bude takové
zvife neprodlené vyfazeno z pokusu a utraceno.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Studie bude provedena na dospélych samcich mysi kmene C57BI/6J, k tomuto Ucelu vhodnych a bézné pouzivanych. Z davodu
nutného statistického hodnoceni je v prubéhu feSeni projektu planovano pouziti celkem 320 mysSi, a to v€etné kontrolnich jedincu.




