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Naslov projekta

»Novel Bone Regeneration Drug “QOsteogrow”:
Therapeutic Solution for Lumbar Back Pain —
OSTEOproSPINE®, Grant Agreement no. 779340, Horizon
2020.

Trajanje projekta

2019. - 2022. god.

Klju¢ne rijeé¢i (najvise do 5)

spinalne fuzije kraljeznice, rhBMP6, implantacije

Svrha projekta (kao u €lanku 5. Pravilnika):

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da ne
Koridtenje odredeno propisima i rutinska da ne
proizvodnja

Zastita prirodnog okolisa u interesu zdravlja ili  |da ne
dobrobiti Covjcka ili Zivotinje

Ocuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ne
Forenzicka ispitivanja da ne
Odrzavanje kolonije genetski izmijenjenih da ne
Zivotinja koje se ne koriste u drugim {
postupcima :'

Opisite ciljeve projekta (na
primjer, znanstvene nepoznanice
ili znanstvene ili klinicke
potrebe).

Svrha pokusa je utvrditi uéinkovitost razli¢itih doza rhBMP6
proteina (Genera Istrazivanja) u kombinaciji sa nekoliko vrsta
kostanih supstitucijskil materijala (alograft i drugi
kompresivino rezistentni materijali) i autolognim krvnim
ugrudkom nakon potkoZne ugradnje. Pratit ¢e se dinamika
promjena nakon ugradnje u odredenim vremenskim periodima
kako bi se u potpunosti razjasnili svi biolo$ki mehanizmi
djelotvornosti ugradenog nosaca. Uinkovitost rhBMP6
protcina u Zivotinjskim modelima kao i sigurnost njegove
primjenc kod Zivotinja poznata je iz relevantne literature
prifozenc u Obrascu 2.

Koje su polencijaine prednosti
za koje je vjerojatno da proizlaze
iz ovog projekla (kako znanost
moZe biti unaprjedena ili kako
ljudi ili zivotinje mogu imali
koristi od projekta).

Utinkovitost rekombinantnog humanog BMP6 (rhBMP6)
proteina te pracenje dinamike stvaranje nove kosti u
kombinaciji sa autolognim krvnim ugruSkom i koStanim
supstitucijskim materijalima je osnovni cilj jednog od
navedenih pokusa na laboratorijskim ziv u predidinickim
testovima efikasnosti. Za rhBMP6 nikada nije objavljena
dinamika stvaranja novog kostanog tkiva koja bi u sebi
ukljucivala sve korake slijeda dogadaja prisutnih u stvaranju
nove kosti. Testiranja uzorkovanja visit ¢e se u vise
vremenskih intervala kako bi se histoloski mogao pratiti svaki
korak te objasniti u¢inak ABC kao 1 drugih koStanih
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supstitucijskih materijala u cilju prevencije upale a stvaranja
dabre i kvalitetne nove kosti. Navedena istrazivanja e biti ne
samo od koristi u smislu stvaranja novog kostanog lijeka za
regeneraciju nego i u bioloskom smislu ¢e toéno razjasniti
kako faktor rasta djeluje ovisno o njegovoj dozi i odnosima
drugih materijala u implantatu,

Koje vrste i priblizni broj
Zivotinja se olekuje da Ce se
koristiti.

748 laboratorijskil Stakora

U kontekstu onoga §to se radi na
Zivotinjama, 3to su olekivani
negativni uéinci na Zivotinjama,
vjerojatna / oéekivana razina
tezine postupaka i sudbina
Zivotinja?

Ne ocekujemo neobjadnjive situacije ili jznenadna uginuéa
Zivotinja tijckom provedbe postupaka do ciljanc cutanazije
Zivotinja zadnjeg dana pokusa.

Smrtnost je rijetka osim u anesteziji izazvanoj uslijed
individualnih biolodkih varijacija §to ne otekujemo.

8

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju
koristiti Zivotinje te zasto se ne
mogu Koristiti allernativne
metode koje ne ukljucuju
zivotinje.

Konzultiranjem literature altemmativnih in vitro metoda nismo
pronadli zamjenski metode na kojima bi s¢ planirane studije
provodenja pokusa izvodile (pristup bazi: 30.01.2019.
AltWeb).

S osvriom na potrebnu provedbu i tezinu studije te oCekivani
ucinku, uvijek slijedimo izraGun najmanje potrebne veliine
broja laboratorijskih Zivotinja za kontrolne i pokusne skupine.
Temeljem toga, u nafem projektu predvideno maksimalno
zamjenjivanje (,,Replacement* u 3R) pokusa na Zivotinjama
modelima in vitro.

2. Smanjenje
Objasnile kako moZe biti

osigurano koriStenje minimalnog

broja zivotinja.

U slugajevima kada ne moZemo izbjeéi pokus na Zivotinji, s
%visokom paznjom planiramo pokuse tako da Sto vige
ismanjimo (,,Reduction u 3R) broj Zivolinja u pojedinom
{pokusu i broj ukupnih pokusa na Zivotinjama. [straZivanje je
| pomno planirano na najmanjem moguéem broju Zivotinja, a da
pri tome rezultati istraZivanja ostanu statisticki validni bez
ugrozavanja ciljeva projekta.

3. Poboljianje

Objasniti izbor vrsta i za$to su
koristeni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugih,
uzimajuéi u obzir znanstvene
ciljeve.

Objasniti opée mjere koje Ce se
poduzeti kako bi se smanjile
Stete za Zivotinje.

Opce mjere koje ¢e se poduzeti kako bi se smanjile §tete za
|Zivotinjama provodit ¢e se postupcima poboljdanja stanja
Zivotinja tijekom pokusa (uklanjanje boli i tjeskobe):

1. Svakodnevno pracenije klinickog stanja svih Zivotinja prema
skali boli, Zrtvovanje u sluCaju znakova teze patnje koji se ne
oCekuju s obzirom na provedeni postupak. Koristenje skale
boli opisano je u tocki 4.11.3. Planira se koriStenje analgetika
buprenorfina u dozi 0,05 mg/kg intraperitonealno svakih 12
sati prvih 48 sati. Ukoliko sc pokaze da analgezija nije
dovoljna prvo se planira smanjiti vremenski interval izmedu

dva davanja na 6 sati, a ukoliko ni to nijc dovoljno poveéat ¢c
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sc doza buprenorfina na 0,1 mg/kg intraperitoncalno. Ukoliko
se pokaze da je i nakon 48 sati prisutna bolnost produzit de se
davanje analgetika buprenorfina dok god skala boli prikazuje
prisutnost boli. Ukoliko nakon davanja buprenorfina, prema
skali boli bude prisutna bolnost koristit ée se melolsikam u
dozi 0,5 mg/kg peroralno.

2. Zivotinje ée u kavezima imati odgovarajuée okolidno
obogadenje uz postivanje svih standarda rada sa Zivotinjskim
modelima i biti ée smjedtane na dubokoj stelji (mekanoj
prostirki) vz neometani pristup hrani i vodi ad libirum. Za
vrijeme anestezije bit ¢e primijenjena tckucinska terapija
primjenom | ml/100 g tjelesne tezine zagrijanc fizioloSke
otopine.

3. Za vrijeme anestezije, zbog nemogucnosti treptanja
kapcima bit ¢e potrebno namazati roznicu oftalmoloskom
masti. Ukoliko se kirurski zahvat produZi po potrebi ¢e se
dodati ketamin u pola manjoj dozi nego na pocetku anestezije.
Ukoliko se razvije hipotennija, Zivotinja ¢e biti grijana na
toploj plogi za vrijeme i nakon anestezije. Kako bi se sprjetio
pad zasiéenja hemoglobina kisikom Zivotinjama e biti
primijenjen kisik putem maske.

4. Kirurdki zahvati izvodit ¢e se primjenjujuéi pravila asepse i
antisepse  (sterilni instrumenti za svaki kirurski  zahvat,
priprema operacijskog polja i ruku operatera, koridtenje
sterilnih  kirurSkih prekrivki i dr.) kako Dbi se smanjila
moguénost nastanka infekcije. Infekcija moze dovesti do
nastanka sepse i uginuca Zivotinju. Osim Sto bi se povecao
broj koridtenih Zivotinja, jer bi pojedine Zivotinje uginule i
trebalo bt ih zamijeniti novim Zivotinjama, intekcija bi
uzrokovala bol i patnju u bolesnih Zivotinja.

5. Rukovanje- Zivotinjama trcba pristupiti na miran i siguran
nacin, izbjegavajuéi pretjeranc ili iznenadne pokrete, kao Sto
je naglo mahanje ruku, lupanje. KoriStenje blagih niskih
[ tonova i tihi glas pri razgovoru sa zivotinjama moZe ih
upozoriti na pristup koji ih ne ugroZava i pojacati brizan stav u
osobi koja skrbi o Zivotinjama.

Nadalje, izbor prikladne metode za prihvacanjc. nosenje
odnosno obuzdavanje Zivotinje najvazniji je aspekt rukovanja.
Mectoda mora biti prikladna za odredenu vrstu, sukladno
preporukama (Handbook on the Care and Management of
Laboratory and other Research Animals, g Edition. Wiley-
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Blackwell), potrebno je uzeti u obzir i svaku vrstu ili
pojedinaéne razlike. Vise anksiozni sojevi (§to lab 3takori
nisu) mogu biti puno sporiji da bi se privikli na neke metode,
zahtijevaju daljnju obuku i prilagodbu tehnika rukovanja, sve
dok nisu mijrne i naucile da rukovanje nije prijetnja. Takoder,
mogucénost koriStenja 'nizih' Zivotinjskih vrsta kao 3to su
laboratorijske vrste ribice (Zebrafish) ili vinska musica
(Drosophilla melanogaster) u nafem slucaju nije realan odabir
u postizanju rezultata potkoznog testa koji dokazujemo
stvaranje ektopi¢ne kosti. Sve pokusne zahvate na Zivotinjama
smo temeljito metodoloski proudili, pripremili 1 prilagodili
(.Refinement u 3R), tako da su maksimalno usmjereni na
smanjivanje patnje Zivotinja te ukljucenog broja Zivotinja
tijekom pokusa.
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