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OBRAZAC3

Naslov projekta

wopinalna fuzija u kuni¢a* u sklopu europskog HORIZON
2020 projekta: «OSTEOproSPINE - Novel Bone Regeneration
Drug “Osteogrow™: Therapeutic Solution for Lumbar Back
Pain» (ugovor br. 779340)

Trajanje projekta

1. listopad 2018. - 30. rujan 2022. godine (4 godine)

Kljugne rijeéi (najvide do 5)

Spinalna fuzija u kunica, slabinska bol u kralje¥nici, alograft, ko3tani
matriks, koStani morfogenetski protein (BMP6)

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

Temeljno istraZivanje da ne
Translacijska i primijenjena istraZivanja da ne
Koristenje odredeno propisima i rutinska proizvodnja | dg ne
Zasdtita prirodnog okoli$a u interesu zdravlja ili da ne
dobrobiti Zovjeka ili Zivotinje

Octuvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili osposobljavanje da ne
Forenzitka 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).

Opéi cilj ispitivanja je utvrditi mehanizam 1 udinkovitost
primjene rhBMP6 u kombinaciji s razliitim sintetiziranim
mineralnim pripraveima u fuziji (spajanju) pomoéu novo-
inducirane kosti izmedu transverzalnih nastavaka dva susjedna
slabinska kralje3ka. .

OSTEOproSPINE se sastoji od Osteogrow-a (rekombinantni
bumani BMP6 u kombinaciji s autolognim krvnim ugruskom)
koji je pojatan koStanim alograftom. BMP6 je odabran kao
pozeljni BMP u usporedbi s BMP2 ili BMP7 / OP1 jer se ne
veze na BMP antagonist, Noggin (bogat u kostima). BMP6 se
takoder veZe za vecinu receptora tipa 1 1 tipa II (za razliku od
BMP2 i BMP7) kljuénih za signalizaciju, ¥to zahtjeva nizu
terapijsku dozu. Autologni krvni ugrusak (ABC) odabran je kao
nosat BMP6, jer se veliki broj proteina plazme &vrsto veze na
BMP6 §to rezultira zadrzanim i linearnim oslobadanjem BMP6
tijekom sedam do deset dana bez izazivanja upale i imunolo¥kog
odgovora. Ovo je u velikom kontrastu s upalom koja se vidi
kada se BMP implantira sa zivotinjskim kolagenom kao
nosa¢em. Uz potporu EU fondova (FP7  projckt
HEALTH.2011.1.4-1,br. 279239) dovrdili smo pretklinicki
razvo] Osteogrow-a i zapoCeli procjenu klinigkih studija koje su
po prvi puta primijenjene u Ludi (FIH). OSTEOproSPINE
projekt ispitati ée da li Osteogrow sam ili u kombinaciji s
koStanim alograftom (OSTEOproSPINE) ili nekim drugim
kompresivno rezistentnim matriksom moZe zamijemiti kostant
graft kod pacijenata koji su podvrgnuti spinalnoj fuziji.
Pozitivan ishod uw ovom ispitivanju e potvrditi osteogeni
kapacitet Osteogrow / OSTEOproSPINE u postupcima spinalne
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]fuzije kraljeZnice, osigurati podatke koji ga razlikuju od

proizveda dostupnih na trziStu $to bi imalo zna&ajnu refleksiju
na komercijalizaciju proizvoda.

! 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).

Pozitivan ishod u ovom ispitivanju éc potvrditi osteogeni
kapacitet Osleogrow / OSTEOproSPINE u postupcima spinalne
fuzije kraljeznice, osigurati podatke koji ga razlikuju od
proizvoda dostupnih na trZistn $to bi imalo znaéajnu refleksiju
na komercijalizaciju proizvoda. Oko dva i pol milijuna
pacijenata u Europi i SAD-u se godi$nje lijedi od kroniéne boli u
slabinskom dijelu kraljeZnice primjenom kirurikog zahvata
spinalne fuzije nakon Sto konzervativni nadini lijeSenja nisu
doveli do smanjenja boli. Kirur$ki zahvat spinalne fuzije koji se
trenutno primjenjuje naZalost &esto nema dugotrajni udinak, te
se zahvat mora ponavljati nakon nekog vremena zbog povratka
boli. Osteogrow je svojim dosadainjim kvalitetama pokazao da
je siguran, poti¢e koStanu regeneraciju i cijeljenje te je jeftiniji
od postojeéih lijekova za kodtano cijeljenje koji se nalaze na
trZidtu te stoga ima znadajan marketiniki potencijal. Odsustvo
ozbiljnih Stetnih dogadaja u Osteogrow klinitkoj studiji ukazuje
da je Osteogrow sigurna terapija za cijeljenje prijeloma kosti, a
buduéi da je jeftiniji od postojeéih lijekova za kodtano cijeljenje
koji se nalaze na trZi§tu ima znagajan marketingki potencijal.

Koje vrste i priblizni broj Zivotinja
se oCekuje da ée se koristiti,

72 muZjaka, SPF uzgojeni New Zeland albino Iaboratorijski
kuni¢i iz HARLAN Laboratory, Htalija, 2.5 — 3 kg tjelesne mase.

U kontekstu onoga 5to se radi na
Zivotinjama, $to su o&ckivani
negativni uéinci na Zivotinjama,
vjerojatna / ofckivana razina teZzine
postupaka i sudbina Zivotinja?

Ne ofekujemo negativne uginke na laboratorijskim Zivotinjama
tijekom provedbe pokusa.
Temeljem poziva na Pravilnik o zastiti Zivotinja kojc se koriste

u znanstvene svrhe NN 55/13, Razvrstavanja pokusa po tezini —
Kategorije tezine Odsjek Il Stvarna kategorija razvrstavanja
pokusa: U pokusima potkoZzne ugradnje kod
laboratorijskih kuniéa, svi ¢e biti podvrgnuti postupcima
UMJERENE teZine.

U predlozenom projektu nema postupaka koji bi ulazili u
kategoriju postupaka s jakim fizioloskim posljedicama i
izrazenom patnjom laboratorijskih kuni¢a i ulazili u kategoriju
velike teZine.

Neskodljivo uklanjanje Zivotinja po izvr§enim planiranim
pokusima i pretragama.

nosaca

Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zasto se moraju koristiti
Zivotinje te zasto se ne mogu
koristiti alternativne metode koje
| ne ukljuéuju zivotinje.

U naSem projektu predvidjeli smo nacela 3 R 3to uklj-l_Jéuje:_
maksimalno zamjenjivanje (,Replacement) u 3R—pokusa na
Zivotinjskim modelima sa in vifro modelima — te takve
postulate, modele i naela koristimo kad god je moguce izbjeéi
pokus in vivo. Obzirom da do Zeljenih rezultata nije moguce
do¢i in vitro metodom ili putem drugih znanstvenih metoda,
planirano je koristiti minimalan broj laboratorijskih kuniéa koji
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¢e se podvrgnuti pokusu uz odgovarajuéu veterinarsku skrb
tijekom trajanja pokusa uz educirano osoblje, odgovorme osobe i
njihove zamjenike. Pretrazivali smo aktualne baze podataka
koje se odnose na alterativne primjene studija bez Zivotinjskih
modela; altweb, the global clearing house on altematives to
animal testing; 10,7.2018. altbib bibliography on alternatives to
animal testing, 12.7.2018. i altex-Alternatives to Animal
experiments - NCBI te nismo ustvrdili da se u slu¢aju nasih
opisanih postupaka provodenja pokusa mogu primijeniti
alternativne metode bez primjene laboratorijskih Zivotinja.

Konzultirali smo znanstvenu bibliografiju  GoogleSchoolar i
PubMed 13.7.2018. za odgovarajuéu znanstvenu metodologiju u
podrudju koStane biologije, imunologije 1 osteoimunologije.
Takoder, mogucnost kori$tenja 'niZih' Zivotinjskih vrsta kao §to
su (Zcbrafish) laboratorijske vrste ribice ili vinska muSica
(drosophilla melanogaster) u na$em sluéaju nije realan odabir u
postizanju rezultata kojim dokazujemo stvaranje nove ektopiéne
kosti.

2. Smanjenje

Objasnite kako moze biti osigurano
koristenje minimalnog broja
Zivotinja.

U naSem istraZzivanju nije moguce izbjeéi obavljanje pokusa na
zivim jedinkama - Zivotinjama, stoga s posebnom paznjom
planiramo sve pokuse tako da §to je viSe moguce smanjimo
(.Reduction“ u 3R) broj Zivotinja u pokusu kao i broj ukupnih
pokusa na Zivotinjama. IstraZivanje je pomno planirano na
najmanjem moguéem broju Zivotinja (6 Zivotinja po grupi) a da
pri tome rezultati istraZivanja ostanu statisticki validni bez
ugroZavanja ciljeva projekta. S osvrtom na potrebnu provedbu i
tezinu studije te ofekivani ucinak, uvijek slijedimo statistitke
metode  izrafuna potrebne  veli¢ine  broja
laboratorijskih Zivotinja za kontrolne i pokusnec skupine.

najmanje

3. Pobolj3anje

Objasniti izbor vrsta i zato 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.

Sve zahvate na Zivolinjama smo temeljito metodoloski prouvéili,
pripremili i prilagodili za tzv. (,,Refinement* u 3R), tako da su
maksimalno usmjereni na smanjivanje patnje Zivotinja tijekom
trajanja pokusa.

Nadalje, slijedit ¢emo postulate dobre veterinarske prakse pri
postupcima poboljSanja tijekom pokusa
(uklanjanje boli i tjeskobe):

1. Svakodnevno pracenje klinickog stanja svih Zivotinja prema

stanja  Zivotinja

skali boli, Zrtvovanje u slufaju zmakova tcze patnje koji se ne
oekuju s obzirom na provedeni postupak.

2. Zivotinje ¢e u baterijama sa kavezima imati odgovarajuée
okolisno obogadenje uz poStivanje svih standarda rada sa
zivotinjskim modelima 1 biti ée smje§tane tako da imaju
neometani pristup hrani i vodi ad libirum.

3. Prema potrebi i prema znakovima boli i patnje, tijekom
trajanja pokusa, a prema procjeni imenovanog veterinara
institucije, primjenjivat ¢e se analgetik. S osvriom na potrebnu
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provedbu i tezinu studije te ofekivani udinku, uvijek slijecmc?
izratun najmanje potrebne veli€ine broja laboratorijskih
Zivotinja za kontrolne i pokusne skupine. Temeljem toga, u
naSem projektu predvideno maksimalno zamjenjivanje
(,»Replacement u 3R) pokusa na Zivotinjama modelima in vitro.
U slu€ajevima kada ne moZemo izbjeéi pokus na Zivotinji, s
visokom paznjom planiramo pokuse tako da 3to vise smanjimo
(,-Reduction u 3R) broj Zivotinja u pojedinom pokusu i broj
ukupnih pokusa na Zivotinjama. Sve zahvate na Zivotinjama smo
temeljito metodoloski prou€ili, pripremili i prilagodili
(.Refinement u 3R), tako da su maksimalno usmjereni na
smanjivanje patnje Zivotinja tijckom pokusa. Svi istraZivadi i
znanstvenici koji sudjeluju u pokusima na laboratorijskim
Zivotinjama su progli dodatnu izobrazbu o 4A odgovomih
pokusa na Zivotinjama: 1) svijest (,,4dwareness“) o patnji koju
proZivljava pokusna Zivotinja tijekom pokusa, 2) potreba da se
prouce (,,Assess“) svi postupci na Zivotinjama kako bi se o
vide 3) izbjegla (,.Avoid”) ili 4) ublazila (,4/eviate®) patnja
Zivotinja u pokusu.
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