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Nazev projektu pokusu

Nizkoteplotni 3D tisk biofunkcionalizovanych keramickych kostnich implantatd s nastavitelnymi mechanickymi vlastnostmi. TACR
TO01000309 — in vivo studie na potkanech
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Cile projektu pokusut

Cilem studie je testovat a charakterizovat biologicky aktivni material pro nizkoteplotni 3D tisk kostnich implantatt specifickych pro
pacienta. Material bude na bazi tixotropniho polymerné-keramického kostniho cementu (dale jen ,cement®) vyvinutého na VUT Brno
a chranéného EU patentem. Bezpecnost a funkce samostatného kostniho cementu je jiz otestovana v ramci projektu pokusu &islo
MSMT-13658/2018-2. 3D ti§téné implantaty budou obohacené o bioaktivni polysacharid chitosan a bioaktivni termostabilni protein
FGF2 (fibroblastovy rastovy faktor 2) a antibakterialni peptid na bazi lyzostafinu (LYSSTAPH), které vylepsi jeho osteointegracni,
hojivé, mechanické a antibakterialni vlastnosti. Pfiklady studii v§ech 3 aditiv dokladajici opodstatnénost nize navrzenych testl a
zamysSlenych aplikaci jsou nasledujici a vSechny tyto uvedené studie byly realizovany €leny tohoto tymu. Chitosan -
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2012.08.043; FGF2 - https://doi.org/10.3389/fcell.2019.00331; lyzostafin -
https://doi.org/10.3390/antibiotics9080519.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

Testovany biologicky aktivni inkoust pro nizkoteplotni 3D tisk kostnich implantat( specifickych pro pacienta navazuje na jiz
testovany kostni cement (MSMT-13658/2018-2), avak nikdy nebyl testovan ve formé 3D vytisknutého implantatu. Obohaceni
implantatu o chitosan, FGF2-STAB a LYSSTAPH mu dava originalni vlastnosti, které nebyly doposud testovany a popsany.
Vyvinuty inkoust pro 3D tisk kostnich nahrad umozni pfipravovat kostni nahrady na miru pacientovi, zejména pfi komplikovanych
lebecnich a obli¢ejovych poranénich. 3D vytisknuté kostni nahrady budou mit vhodné mechanické a strukturni vlastnosti podobné
kosti a budou zajiStovat optimalni osteointegraci materialu do zdravé kosti.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

Operacnim postupem faze | a Il bude implantace materialu do dutiny vytvorené ve spongi6ze proximalniho kondylu pravého i
levého femuru. Pro implantaci materiald bude pouZit minimalni invazivni pfistup, ktery spociva ve vytvoreni cca 15 mm pfistupu
mezi vastus fibularis a biceps femoris a obnazeni dané ¢asti femuru. Nasledné bude vrtakem a frézou vytvoren v kondylu otvor o
priméru 2-2,5 mm. Vytvofena kavita bude kompletné vypinéna testovanym 3D vytisknutym kostnim implantatem nebo bude defekt
ponechan prazdny (v pfipadé kontrolnich zvifat). Tyto operacni postupy budou provedeny na 258 potkanech a kazdy zakrok bude
trvat cca 30 min. Operaénim postupem faze Ill bude nasledujici. V kranialni oblasti bude nejprve provedena $etrna incize kiize a
podkozi, nasledné bude frézovanim pod operaénim mikroskopem provedena kontrolovana kraniotomie v asteéném profilu stény
parietalni kosti, tak aby nezasahovala do dura mater. Pfedpokladany maximalni rozsah kraniotomie bude 4 x 4 x 1 mm. Do takto
vytvofeného defektu bude vsazen vytisknuty implantat, ktery bude fixovan kostnim voskem, jenz sou¢asné zamezi i pfipadnému
nezadoucimu prorustani fibroblastt z kiize a mékkych tkani. Tyto operaéni postupy budou provedeny na 120 potkanech a kazdy
zakrok bude trvat cca 60 min.

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

NeocCekavame zadné dlouhodobé nepfiznivé U€inky na zvifata. Chirurgické zakroky budou provadény v celkové anestezii. Po
operacnim vykonu budou minimalné po dobu 72 hod. podavana analgetika: v den operace bude zvifatim SC aplikovan nalbufin
(0,5 mg/kg) a carprofen (5 mg/kg). Ve dnech 1-3 po operaci bude podavan tramadol prostfednictvim medikované vody (10 mg / 100
ml). PFijem vody bude monitorovan a v pfipadé potfeby bude tramadol aplikovan SC injekci. Zvifata budou v experimentu prezivat
max. 18 tydn(i. Z pfedchozich podobnych studii (MSMT-13658/2018-2) vime, Ze zvifata zakrok velmi dobfe snasi a jiz den po
operaci jsou plné pohybliva bez omezeni pfistupu k potravé a vodé.

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

Odhadovany pocet zvirat

Druh zvirat Navraceni do chovu, do

Opétovné pouziti R Ep——— Do zajmového chovu

0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0

0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

0

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

Pro zavedeni 3D tisknutych odbouratelnych kostnich nahrad do klinické praxe je nutné nejprve otestovat jejich bezpecnost a
terapeuticky ucinek na dostatecné velkém souboru pokusnych zvifat. Vysledné udaje jsou podstatné pro Fadnou charakterizaci a
hodnoceni zkouSeného materialu v souvislosti s jeho ur€éenym pouzitim v klinické praxi. Ve strategii zkouSeni uplatfiujeme
hierarchicky pfistup. Na zakladé provedenych in vitro testl regulujeme vysledny pocet typt vhodnych material(, abychom tak
minimalizovali poget pokusnych zvitat na minimum. Dle normy CSN EN ISO 10993-6 musi byt hodnoceno nejméné 10 zkugebnich
a 10 kontrolnich vzorkd pro kazdou dobu implantace, pfi¢emz u kazdého zvifete smi byt nejvySe 12 implantanich mist. Testy in
vitro mohou poskytnout informace o biologické degradaci materialu, jeho cytokompatibilité a cytotoxicité. Nemohou v§ak poskytnout
informace o procesu hojeni, terapeutickém ucinku nebo remodelaci kosti. Pro tyto i€ely bude pouzit minimalni invazivni pfistup,
ktery spociva v Setrném vlozeni studovaného materialu do defektu vytvofeného ve spongiozni Ci lebecni kosti. Vyvoj a bezpecna
klinicka implementace novych terapeutickych strategii si vyzaduji pouziti zvifecich modeld, a dle idaju databaze ECVAM neexistuje
alternativni metoda testovani, ktera by napodobila komplexnost nebo slozitost Zzivého organizmu.

Omezeni pouzivani zvirat

PFi planovani pokusu jsme se zaméfili na omezeni po¢tu pokusnych zvifat pfedev§im na zakladé pfedchozich experimentd a studii,
dle kterych jsme pocty experimentalnich zvifat optimalizovali (napfiklad PeSakova V et al. Journal of Materials Science: Materials in
Medicine. 2000;11(12):793-798.) nebo PesSakova V et al. Journal of Materials Science: Materials in Medicine. 2005;16(2):143-148.).
Kde to je mozné, pouzijeme jiz zafazené kontrolni skupiny zvifat. Uvedeny pocet zvifat je nezbytny z dGvodu mozné variabilni
odpovédi jedinct na zakrok a naslednou terapii. V zavadéni zvifat do experimentu zaujimame pFistup postupného zafazovani zvirat
v zavislosti na dosazené statistické vyznamnosti. Prvni dvé faze pokusu probihaji na femurech potkana, protoze pro ziskani
pozadovanych informaci o reakci kosti a o chovani implantovaného materialu budeme provadét histologické a biomechanické testy
kosti. Oba testy jsou destruktivni, proto vzdy jeden femur bude analyzovan mechanicky a jeden histologicky. Pokud bychom délali
vSechny testy od zacatku na lebce (faze lll.), museli bychom pouzit dvojndsobny pocet zvifat. To je z etického pohledu zbyte¢né a
kapacitné skoro nemozné.

Setrné zachazeni se zvitaty

Pokus je navrzen tak, aby veSkeré invazivni a bolestivé zakroky byly provedeny na za¢atku pokusu v celkové anestézii. Pooperacni
bolest bude tlumena analgetiky. Pooperaéni a nasledna péce bude zajiStovana kvalifikovanym personalem.

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




3D tisténé kostni implantaty budou testovany na modelu laboratorniho potkana kmene Wistar (samec, vaha min. 400 g). Potkan
bude mit ukonéeni rist z dlivod nezadouciho ristu kosti s implantaty. Mechanismy hojeni kostnich defektl jsou u vSech savcu
podobné a prenositelnost ziskanych vysledkl do humanni mediciny je tak velmi dobra. Vyuziti malého zvifeciho modelu s sebou

navic nese vyhody snadnéjSiho zachazeni i chovu a moznost dosazZeni silné statistické vyznamnosti pokusu za akceptovatelnych
finan¢nich naklada.




