NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU 43/2020

Nazev projektu pokusi

Podpora hojeni chronickych ran pomoci krycich materiili na bazi hyaluronanu

Doba trvéni projektu pokust 1. Cervenec 2020 - 31. prosinec 2023

Kliové slova - maximdiné 5 chronické rény, hojeni, hyaluronan

Utel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do prdzdného policka

x | zékladni vyzkum

X | translaéni nebo aplikovany vyzkum

X | vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, i¢innosti a nezdvadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobki

ochrana pfirodniho prostiedi v zdjmu zdravi a dobrych Zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druhu

vys$8i vzdélavani nebo odbornd piiprava

trestni fizeni a jiné soudni ¥izeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké neznamé nebo v&decké &i klinické potieby)

Chronické réna je rdna, u niz je normalni reparativni proces narusen a akutni rana tak pfechazi v ranu chronickou.
onemocnénimi ¢i zékladnim stavem pacienta.

P1i 1é¢b& chronickych ran je kombinovéna fada ptistupd, jeZz zahrnuji jak diagnostiku pfi¢iny chronické rany, tak oSetfeni
rany a jejiho okoli a nasledné kryti a udrzovani ,,gistoty* rany. Hyaluronan je zakladni sloZkou extracelularni matrix a v
repara¢nich procesech miize podporovat proces hojeni zejména v jeho po&ate¢nich fazich. V ramci nageho vyzkumu se
zabyvame definovanim mechanismi vzniku a rozvoje chronickych ran a vyvojem novych krycich prostredk
kombinujicich pro-reparativni Gi¢inky hyaluronanu s antiseptickymi u¢inky Tento vyzkum probih4 ve spolupraci s firmou
Contipro (Dolni Dobrou¢, CR).

Pravdépodobné potencialni pFinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve va§em v&dnim oboru
nebo jaky pfinos by z néj ¢lovék &i zvitata mohli mit)

Hlavnimi cily projektu jsou I. pochopeni mechanismu vzniku a rozvoje chronickych ran v kontextu nadmérné imunitni
reakce, II. vyvoj novych krycich prostfedkl kombinujicich pro-reparativni u€inky hyaluronanu s antiseptickymi G¢inky.
V ramci projektu probéhne in vivo testovani vyvijeného zdravotniho prostfedku na modelovém organismu my3i na
excisnich ranéch, které budou prekryty testovanym materialem. P¥i testovani bude kladen diiraz na sledovani viech 3 fazi
hojeni chronickych ran: I. Cistici/zané&tlivou fazi, II. granulaéni fazi a I11. epiteliza&ni fazi. Rany budou hodnoceny
makroskopicky, ve vybranych ¢asovych intervalech budou na odebranych vzorcich tkané rany provedeny histologické
analyzy fezll, analyza exprese gent a proteinové koncentrace markerd spojenych s regulaci hojeni. V plasmé& budou
analyzovany systémové koncentrace zanétlivych mediatori.

Ocekdvanym prinosem projektu bude pochopeni mechanismi vzniku chronickych ran, prevence a jejich 1é€ba pomoci
ucinnéjsich strategii zamezujicich jejich vzniku a rozvoje. Znalost pfi¢iny rany, procesu hojeni a faktorti, které mohou
hojeni nezaddoucim zpiisobem ovlivnit, jejich eliminace, vyuZiti viech dostupnych lé&ebnych metod, postupti a podpiirnych
intervenci jsou zékladnimi podminkami pro stanoveni spravného pfistupu k 1éb& viech chronickych ran. Chronické rany
se vyznacuji dlouhou dobou hojeni, pfinosem projektu tedy mohou byt také sniZeni ekonomickych nakladd za
dlouhodobou 1é€bu pacient.

Druhy a pFiblizné pocty zviFat, jejichZ pouziti se predpoklada

Studie bude provedena na dospélych samcich mysi kmene C57Bl/6] , k tomuto ti¢elu vhodnych a b&zn& pouzivanych. Z
dtivodii nutného statistického hodnoceni je v prib&hu feseni projektu planovano pouziti celkem 200 mysi, a to v&etn&
kontrolnich jedinct.

Jaké jsou ofekéavané nezadouci ucinky u zvitat? Jakd je navrhovana mira zavaZnosti? Jak bude se zvitaty naloZeno po
skonceni pokusu?

Vytvoreni excisnich ran miiZe i pfes pouziti analgetika vést k indukci mirného stresu u zvitete. Pfi opera¢nich zékrocich a
pti ukon€ovéni pokusti bude pouzivana inhala¢ni anestezie (Isoflurane, 2,5-5%). Proti bolesti bude podavan jest& pred
vyvedenim zvifete z anestézie injek¢éné opiat nalbufin v 1 ml fyziol.roztoku, coz zarovei zajisti hydrataci pokusného
zvifete. Nasledné v priib&hu celého pokusu bude nalbufin podavan v pitné vod€ (koncentrace 2,5 mg/100 ml).
Alternativné€ bude podévén 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 maximélni mnoZzstvi krve kardipunkci a zvitata jiz nenabydou védomi.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvifat: Uved'te, pro¢ je nutné pouZit zvitata a pro¢ nemohou byt vyuZity alternativy bez pouziti
zvitat.

Za ucelem vyvoje krycich materialli na bazi hyaluronanu budou tyto nejprve testovany na in vitro primarnich epitelidlnich
bunék a lidskych dermélnich fibroblasti. Pouze nejperspektivn&jsi prostiedky budou vybrany pro testovani v in vivo
modelech. Zminénym experimenttim pfedchazi rozsahlé testovani na in vitro modelech, nicméné planované pokusy na
zvitatech nelze nahradit alternativnimi metodami. Podminky in vitro nejsou vhodné pro testovani komplexnich d&jt, jako
jsou reparaéni a zanétlivé procesy, jelikoZ nedostateéné simuluji odpovéd’ mnohobunééného savéiho organismu. Studium
v podminkéch in vivo je tedy jedinou moznosti, jak vznik chronickych ran a moznosti jeho zamezeni, navic v kontextu
specifického mikroprostedi a imunitniho systému, popsat.




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

Pocet zvifat bude omezen na mnoZstvi minimélné nutné pro statistické vyhodnoceni dat ziskanych z pokust, které budou
priibéZné vyhodnocovény. Na kazdém pokusném zvifeti bude vytvoreno vice samostatnych excisnich ran, coZ omezi
mnoZstvi potfebnych pokusnych zvifat. Pocet zvitat ve skuping nepiekrogi 10 jedincii. Celkovy podet zvitat neptekro&i
200 mys3i, a to v¢etn€ kontrolnich jedincti.

Setrné zachézeni se zvifaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v pfipadé tohoto zviteciho modelu jedna o nejsetrn&jsi
pouziti z hlediska v&deckych cild.
Vysvétlete obecna opatieni, kterd budou ptijata za ucelem sniZeni ujmy zplisobené zvifatim na minimum.

Bé&hem viech experimentii bude se zvifaty zachazeno Setrnym zplsobem tak, aby jim nebyla plisobena nadméma bolest,
stres, strach a utrpeni. Se zvifaty bude zachazeno klidn&. Pro opera¢ni zdkroky a ukoncovani pokust budou zvifata
udrZovéna v celkové anestezii, po celou dobu pokusu jim budou podavéana analgetika pro zmirnéni bolesti. Vytvoteni
excisnich ran miiZe ve zvifatech vyvolat stres. V p¥ipadg, Ze n&ktery pokusny zésah zplisobni zviteti obtize, které
vyznamné zmé&ni kvalitu jeho Zivota, bude takové zvife neprodleng vyfazeno z pokusu a utraceno.




