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Naslov projekta

Cijeljenje prijeloma lokalnom primjenom rekombinantnog
humanog koStanog morfogenetskog proteina 6 i autolognog
krvnog ugruska u osteoporotiénih §takora prethodno sistemski
tretiranih bisfosfonatima

Trajanje projekta

15.06.2019. — 15.06.2021.

Kljuéne rijeci (najvie do 5)

atipi¢ni prijelomi femura, bisfosfonati, hBMP6

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

Temeljno istrazivanje da |ne
Translacijska i primijenjena istrazivanja da ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska|da ne
proizvodnja

Zastita prirodnog okoli$a u interesu zdravlja ili|da  |ne
dobrobiti ¢ovjeka ili Zivotinje

Oc¢uvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanije da [ne
Forenzicka ispitivanja da |ne

OdrZavanje kolonije genetski izmijenjenih|da  |ne
Zivotinja koje se ne Kkoriste u drugim
postupcima

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

Atipiéni prijelomi femura su rijetki prijelomi koji se dovode u
vezu s dugotrajnom terapijom bisfosfonatima u osoba oboljelih
od osteoporoze. Naj¢es$ce nastupaju bilateralno, oteZano cijele
unato¢ najnaprednijim metodama osteosinteze i predstavljaju
znacajan invaliditet za pacijenta. Studije pokazuju kako se
sinergijom anabolika ko3tanih morfogenetskih proteina 1
antiresorptivnog lijeka bisfosfonata postize bolje i brze
cijeljenje kosti, s formiranjem ¢vrs¢eg kalusa. Promatrati ée se
koStano cijeljenje atipi¢nih prijeloma femura na modelu
osteoporoti¢nog Stakora, prethodno izloZenih bisfosfonatima te
lokalnom primjenom Osteogrow-a (rekombinantni humani
BMP6 (rhBMP6) s autolognim krvnim ugruskom). BMP6 je
odabran kao superiomiji BMP u usporedbi s BMP2 ili
BMP7/0P1 jer se ne veZe na BMP antagonmist, Noggin.
Autologni krvni ugru$ak odabran je kao nosa¢ BMPO, jer se
veliki broj proteina plazme ¢vrsto veze na BMP6 $to rezultira
oslobadanjem BMP6 tijekom sedam do desct dana bez
izazivanja upale 1 imunoloskog odgovora, §to je razlika u
odnosu na BMP vezan za Zivotinjski kolagen kao nosad.
Pozitivan ishod u ovom ispitivanju ¢e potvrditi pozitivan
osteogeni kapacitet Osteogrowa u postupku cijeljenja atipiénih
prijeloma femura. Ucinkovitost rthBMP6 protcina u
Zivotinjskim modelima kao i sigurnost njegove primjene kod
Zivotinja poznata je iz relevantne literature priloZene u Obrascu
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Koje su potencijalne
prednosti za koje je vjerojatno
da proizlaze iz ovog projekta
(kako znanost moZe biti
unaprjedena ili kako ljudi ili
Zivotinje mogu imati koristi
od projekta).

Atipiéni prijelomi femura slabo ili nerijetko uopée ne cijele,
unato¢ svim saznanjima modeme traumatologije o wvrsti i
metodama osteosintetskog materijala te biologiji ko$tanog
cijeljenja. IstraZivanja je pretklini¢ko testiranje novog pristupa
u lijeenju atipiénih prijeloma femura na modelu Stakora.
Model slijeda dogadaja ko$tanog cijeljenja u §takora odgovara
procesu ljudskog cijeljenja prijeloma, unato¢ razlikama u
histoloskoj gradi. Lokalnom aplikacijom rhBMP6 na mjesto
osteotomije femura u Stakora izloZenog bisfosfonatima moglo
bi se posti¢i brze i efikasnije koStano cijeljenje, uslijed
poniStenja  katabolitkog ulinka BMP-a Dbisfosfonatima.
Znanstveni doprinos ovog pretkliniCkog testiranja je
prodonijeti $to boljem razumijevanju procesa koStanog
cijeljenja  atipiénih  prijeloma femura na  modelu
osteoporoti¢nog Stakora, prethodno izloZenih bisfosfonatima te
lokalnom primjenom Osteogrow-a (rekombinantni humani
IBMP6 (thBMP®) s autolognim krvnim ugruskom).

Koje vrste i pribliZni broj
Zivotinja se ocekuje da Ce se
koristiti.

100 laboratorijskih $takora

U kontekstu onoga $to se radi na
Zivotinjama, $to su olekivani
negativni udinci na Zivotinjama,
vjerojatna / ofekivana razina
tezine postupaka i sudbina
Zivotinja?

Ne ocekujemo neobjanjive situacije ili iznenadnu smrt
laboratorijskih Zivotinja tijekom provedbe postupaka do samog
izvrenja eutanazije zadnjeg dana pokusa. Smrtnost je rijetka
osim u anesteziji izazvanoj individualnim biologkim
varijacijama, §to takoder ne oéekujemo.

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju
koristiti Zivotinje te za3to se ne
mogu koristiti alternativne
metode koje ne ukljucuju
Zivotinje.

Replacemt - Konzultiranjem literature alternativnih in vitro
metoda nismo pronasli zamjenski metode na kojima bi se
planirane studije provodenja pokusa izvodile (pristup bazi
AltWeb, The global clearing house on alternatives to animal
testing 5.04.2019., AltBib bibliography on alternatives to
animal testing 16.03.2019., ALTEX -Alternatives to Animal
experiments - NCBI 16.03.2019.)

2. Smanjenje

Objasnile kako moze biti
osigurano kori$tenjc minimalnog
broja Zivotinja.

(Reduction - Pazljivim planiranjem odabirali smo najmanji

moguéi broj Zivotinja i broj ukupnih pokusa na Zivotinjama
koji jamée statisticki znaajne rezultate. IstraZivanjc je pomno
planirano na najmanjem mogucéem broju Zivotinja a da pri tome
rezultatj istraZivanja ostanu statisticki validni bez ugroZavanja
ciljeva projekta. Broj Zivotinja po skupinama je jasno definiran
smjernicama prema radu Peri¢ et al.

3. Poboljsanje

Objasniti izbor vrsta i zasto su
koridteni Zivotinjski modeli
primjereniji od drugth,
uzimajudi u obzir znanstvene
| ciljeve.

Refinement - U pokusima ovog istraZivanja koristit ée sc
laboratorijski Stakori soja Sprague Dawley iz vlastitog uzgoja
koji su se u naiim prethodnim testiranjima pokazali kao idealna
animalna vrsta za ovakav oblik istrazivanja. Pokuse ¢emo
izvoditi prema pravilima dobre laboratorijske prakse te u|
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Objasniti opée mjere koje Ce se
poduzeti kako bi se smanjile
§tete za Zivotinje.

|skladu s preporukama iz relevantne literature. Brojne

znanstvene publikacije pokazuju da su u tu svrhu najbolji
pokusni modeli oni u kojima se istraZuju funkcijske promjene u
laboratorijskim S$takorima. Izbor drugih modela pokusnih
Zivotinja u vidu "niZih" Zivotinjskih vrsta kao §to su
laboratorijske vrste ribica (Zebrafish) ili vinska mugica
(drosophilla melanogaster) za ovakakv tip istraZivanja nije
realan odabir za postizanje rezultata. PretraZili smo znanstvenu
bibliografiju za odgovaraju¢u znanstvenu metodologiju u
podruéju kostane biologije, imunologije i osteoimunologije.

(pristup bazi GoogleSchoolar i PubMed 5.04.2019.)

Temeljito smo metodoloski proudili 1 pripremili istraZivanje
kako bi se maksimalno smanjila patnja ispitivanih Zivotinja
tijekom trajanja pokusa s jasno definiranim i unaprijed
odredenim krajnjim tockama. Tijekom planiranog istraZivanja
provoditi ¢e se postupci poboljanja stanja ispitivanih Zivotinja,
u vidu ukianjanja boli i tjeskobe prilikom provodenja
postupaka te u periodu bez postupaka. Ispitivanim Zivotinjama
¢e se svakodnevno pratiti klinicko stanje prema skali boli, a u
sludaju znakova teZe patnje ili nepredvidenih popratnih pojava
prilikom trajanja istrazivanja, pristupit ¢e se eutanaziji.
Ispitivane Zivotinje ¢e u svojim kavezima biti smjeitene na
dubokoj stelji, uz neometani pristup hrani i vodi ad libitum te
¢e imati dostupno okoli$no obogaéenje uz zadovoljavanje svih
standarda rada s Zivotinjskim modelima. Prema znakovima
boli, tjeskobe ili patnje ispitivanih Zivotinja prema potrebi ¢e se

1primjenjivati analgetska terapija.
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