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NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU

| Nézev projektu pokusii il
Hodnoceni nové injek&n¥ aphkovatelné ‘Tesorbovatelné, poréz:ni kostni mihrady 8 Fizenym uvolfiovénim antimikrobidinich
litek na modelu potkana.

Doba trvéni projektu pokusi | Ukondeni k 31, 12. 2021

KligovA slova - maximding 5 ; , Kostni cement, osteointergrace; uvolfiovéni 16&iv; osteomyeletidia; antibiotika

| Ukel projektu pokusdl - oznadte j _,'g; Kritkem (x) do prdzdného policka
] zékiadni I
| X translaéni nebo aphkovanf vyzknm
", v{voi, v§roba nebo zkoudeni kvality, Ginnosti a nezévadnosti 16iv, potravin, krmiv a jingech litek nebo vyrobki
', ochrana pi‘irodniho prostl‘edi v zéjmu zd.ravi a dobn’rch Zivotnich podminek lidi nebo zvifat
__' zachovéni drubfi
vy§§i vzdglavéni nebo odbormi pﬁprava

. trestnd Hzenf a jiné soudnf Hzeni

_Cile projektu gokuuﬁ (napf. fedené vedecké neznimé nebo v&deckeé i klinické potfeby)

Cllem projektu je komplexni zhodnoceni injekovateindho tlxou-opnﬂw kostnfho cementu s Sasovd regulovanym |
uvolliovinim antibiotika s optiméIni degradaci, mechanickymi vlastnostmi a velikosti pérk. Vysledny cement m4 za cil
eliminovat moZnosti kostni infekce, aktivné stimulovat regeneraci kostni tkin& a umoZnit minimAlni invazivei aplikaci,
coZ vede ke snf¥enf zité¥e chirurgickébo zdkroku na pacients. Tixotropni polymern®-keramicky kostni cement bude
vyuZitelny zejména v pfipad® znimych infekei protetickych kloubd nebo jako preventivni postup tykajici se primérn(
néhrady kloubl v potencidlng infikovaném mist¥, V projektu budou testovény dal¥{ dva 1éZebné phistupy — vyplnéni
kostniho defektu komerén& dostupnym materidlem (pozitivni kontrola k vyvijenému kostnimu cementu) a ponechén
prézdného defektu (sponténni hojeni kosti).

Cilem projekiu pokusil tedy je:

1) Otestovat tozicitu a osteointegraci vyvijeného kostniho cementu v &asovych bodech (1 den) a déle provést
experimenty s kontrolnimi skupinami (komertné dostupny materidl a prizdny kostni defekt) ve stejnych
odb&rovych asech jako byl testovédn vyvijeny cement (1 den, 3, 6 a 12 t{dni).

2) Ovdtit antibakteriilni dfinnost nového materidlu nasyceného antimikrobidlni litkou jako lokélnfho nosi¥e
antibiotika pfi 16Eb& anebo prevenci osteomyelitidy. Tato &¢4st nebyla ve stévajicim projektu pokusf zahdjena.

Pro cfl 1) bude potfeba 8 ks potkanii (skupina kostni cement, den 1), 32 ks potkanfl (skupina komerén2 dostupného
materidlu, Sasy 1 den, 3, 6 a 12 tydn(i), a 32 ks potkanii (skupina s prazdnym kostnim defektem, Sasy 1 den, 3, 6 a 12
tydnd), celkem tedy 72 ks potkand. Pro cfl 2 bude pot¥cba 104 ks potkanii — 24 ks na optimalizaci modelu osteomyelitidy a
80 ks na samotné testy antimikrobidlni iéinnosti kostntho cementu jako nosite ATB (40 ks cement s ATB; 40 ks cement
bez ATB; 5 odb¥rovych tasd; 8 ks potkanii na skupinu a &as).

Pracovni strategie vychézi z nov® vznikajictho vivoje bezbun&nych, multimodalnich, kostnich vipliiovych materialh se
zabudovanymi antibiotiky, které mohou byt injektovény, biodegradovény a nahrazeny nov& vytvofenou kostnf tkéni.

Pravdépodobné potencidini pfinosy projektu polkusi (jak by mohlo byt dosaZeno pokroku ve vafem v&dnim oboru
nebo jaky pfinos by z n&j &lovek &i zvifata mohli mit)

Resenf kostich defekth v ortopedu je zésadni pro ﬁspéinou terapii komphkaci jak potirazovych, tak po omped.tckych'
operacich pfedeviim u kloubnich néhrad v¥etmn® infek&nich onemocn¥ni v ertopedii a traumatologii. Projekt umo¥ni zfskat
poznatky uplatnitelné pro nové terapie a lé%ebné postupy. Kostni cementy s obsahem antibiotika by se v budoucnosti
mohly stét zdravotnickym prosttedkem prvni volby v ortopedii a traumatologii pro pacienty s odfivodn&nym o¥ekévénim
infekinf zén&tlivé reakce, kterd v soutasnosti vede k selhén{ 16&by. Pro tyto pacienty v souasnosti neexistuje spolehlivé
fefeni a v nezanedbatelném poltu plpadl pak dochézi k reoperaci v disledku uvolnni implantitu, Provedeni
experimentl na kontrolnich skupinfch (komer¥n® dostupny materidl a prizdny defekt) upfesni interpretaci dat
z experimentli testujicich vyvijeny kostni cement.

| Druhy a pHibliZné polty zvifat, jejich? pouZiti se pfedpoklads
| Laboratorni potkani v mno¥stvi 176 ks, _
[ Jaké § jsou o¥ekdivané ne¥adouc! Ginky u zvifat? Jaks je navrhovans mira zéva¥nosti? Jak bude se zvitaty nalo¥eno po

| skonZeni pokusu? |
Implantace bude provedena tak, aby se zvife mohlo po zotaveni plnohodnotn® pohybovat a zatéZovat konZetiny. Toto jiz
bylo ové&feno v rdmci pledchoziho projekiu pokusd kdy zvifata 2 hodiny po operaci kon&etiny plnd

zat¥Zovala. Pfedpoklids se, Ze zvifata mohou bezprostfednd po zékroku pocitovat bolest, ta viak bude adekvitn® tlumena
analgetiky. Infekce (v ptipad® potkanii ve studii zam&fené na testovéni antibakteriélni G&innosti) by méla byt lokélni, navic
se pfedpoklidé antimikrobiélni plisobeni zkouSenych materidld. Ve vyjimeénych pfipadech v¥ak nelze vyloudit rozvoj
infekee v misté aplikace vzorkil, v krajnim piipadé nelze vyloudit ani systémovou infekei. Za timto G¥elem bude zdravotni




stav zvifat pedlivé monitorovén a v téchto krajnich pfipadech bude pokus ihned ukonZen. Klasifikace zédvaZnosti je stfednd.
Po ukondeni experimentu budou zvifata usmrcena podénim letdlni dévky Thiopentailn a KCI intrakardidlng v celkové
anestézii. Po usmrceni budou kadavery zlikvidovany dle schvilenych postupd.

Uplatiiovini 3R (replacement, reduction, refinement) )

Neahrazen{ pouivéni zvifat: Uved'te, prot je mutné pouzit zvifata a proé nemohon byt vyuZity alternativy bez pouZit

zvifat.

Pro zavedeni nového injektovatelného tixotropniho kostnfho cementu s Sasovd regulovanym uvolfiovinim antibiotika s
optimélni degradaci, mechanickymi vlastnostmi a velikosti périi do klinické praxe je nutné nejprve otestovat jeho
bezpetnost a terapeuticky Wtinek na dostateln? velkém souboru pokusnych zvifat. Vysledné ddaje jsou podstatné pro
$5dnou charakterizaci a hodnoceni zkoudeného materidlu v souvislosti s jeho urfenym pouZitim v klinické praxi. Ve
strategii zkouSeni uplatfiujeme hierarchicky pistup. Na zéikladd provedenych in vitro testd regulujeme visledny polet
typli vhodnych materidld, abychom tak minimalizovali pofet pokusnych zvifat na minimum. Die pormy CSN EN ISO
10993-6 musi byt hodnoceno nejméné 10 zkubebnich a 10 kontrolnich vzorkd pro kaZdou dobu implantace, ptitemz u
ka¥dého zvifete smi byt nejvySe 12 implantatnich mist. Testy in vitro mohou poskytnout informace o biologické
degradaci materiflu, jeho cytokompatibilité a cytotoxicit®. Nemohou viak poskytnout informace o procesu hojen,
terapeutickém G&inku nebo remodelaci kosti. Vzhledem k absenci vlivu imunitnfho systému neni mo¥né rovnéZ ziskat
informace o zén&tlivjch a imunologickych procesech po implantaci. Pro komplexni hodnoceni stanovené hypotézy se
doporutuje testovén{ na vice ne jednom druhu zvifat Pro tyto Glely bude pouit minimAln{ invazivni pHstup, ktery
spotiva v Setrném vlo¥eni studovaného materiflu do intramedulérnfho prostoru nebo otvoru v kortikdlni a spongiézni
Xosti, a ov&fovani antimikrobélntho Gtinku se suspenzi bakterii v dostatetné koncentraci zplsobujici zénét, 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, %innost pfi prevenci v indikovanych piipadech, proto
nebude u zvitat providéna druba operace pro zavedeni implantitu po vytvofeni zinftu, ale inokulum bude zavadéno
soutasné s implantétem, obdobng jak to ve své studii provédeli Y. Yang a kol,, kde byl do kavity femuru potkana vkladén
implantét s potencilnfmi antimikrobiAlnimi vlastnostmi a soutasng injektovéna 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§voj a bezpetni klinickd implementace novych terapeutickych strategil si vyZaduji pouZiti
zvifecich modeld, neexistuje alternativni metoda testovéni, kterd by napodobila komplexnost nebo sloZitost Zivého
organizmu. ) .

Omezeni pouivani zvifat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouXiti co nejmenifho poltu zvifat. = PR |
Pi planovéni pokusu jsme se zam&fili na omezeni pottu pokusnych zvifat predeviiim na zéklad® pfedchozich experimentt

a studif, ve kterych jsme podty experimentélnich 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 provédéném experimentu jsme navrhli a odzkouSeli variantu kombinace implantovaného experimentilnfho

materidlu s materi4lem kontrolnim, &m¥ jsme doséhli podstatného omezeni podtu pokusnych zvifat ( Science of Advanced

Materials. 2013;5(5):484-493.). Uvedeny potet zvifat je nezbytny z diivodi moiné variabiln{ odpovédi jedincli na zdkrok

apésleduouterspii. S W ——— o

8otrné zachéizeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvifat, a pro¢ se v ptfpads tohoto zvifectho modelu jednd o

nejietrnij¥i pouitf z hlediska viédeckych cild.

Vysvitlete obecns opatfent, které budou ptijata za itelem sniZeni 4jmy zplsobené zvitatlim na minimum,

Pokus je navr¥en tak, aby veikeré invazivni a bolestivé zdkroky byly provedeny na zadftku po uvedeni do celkové

ancstezie. Pooperaéni bolest bude tlumena analgetiky. Pooperatni a nésledni péle bude zaji¥tovéna kvalifikovanym

personélem. Pouze u potkand v &4sti zam&fené na Ov&feni antibakteridlnl Gdinnosti jako lokélniho nosite antibiotik bude

odebiréna krev. Pro snadngj$i a bezstresovou manipulaci bude odbdr provadén v lehke inhalalni narkéze isofluranem v Oz,

misto e bude pfedem o¥etfeno lidokaino lem.




