NETECHNICKE SHRNUTI PROJEKTU POKUSU dle EK (od 2021)

Nazev projektu pokusu

Preklinické testovani farmakokinetickych vlastnosti vybranych 1é€ivych latek a jejich technologickych formulaci na zvifecim modelu
(potkan, mys)

Doba trvani projektu pokust v mésicich 36

Klicova slova farmakokinetika
IéCiva latka laboratorni zvifata
biologicka dostupnost 0

Ugely projektu pokust

Zakladni vyzkum: DalSi zakladni vyzkum [PB13]
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Cile projektu pokusut

Cilem vyzkumného projektu bude stanovit vliv riznych faktord (technologické formulace lé€iva, fyziologicky stav GIT, vék zvifete)
na farmakokinetiku jiz pouzivanych IéCivych latek po jednorazovém podani laboratornim zvifatdm v bézném nebo ve zkfizeném
(cross-over) usporadani studie.

Potencialni pfrinosy projektu pokust

\Vystupy projektu maji pfispét k vytvareni védeckych podklad( pro postupy ve farmakoterapii s dirazem na optimalizaci davkovani a
bezpecnosti podavani konkrétniho lé€iva. Pokud bude prokazan vyhodny farmakokineticky profil nové testovanych technologickych
formulaci, mohou byt perspektivné vyuZzity pro Upravu dalSich IéCivych latek a/nebo pFipravu/vyrobu odvozenych humannich
Iékovych forem.

Postupy, které budou na zviratech zpravidla pouzivany

API (aktivni farmaceuticka latka) bude aplikovana:

- bud peroralni gavazi jednorazové a celkem maximalné 2x s rozestupem min 48 hod.

- nebo jednorazové intravenézné pfedem zavedenym jugularnim katetrem

- nebo jednorazové intraperitonealni injekci

Chirurgicky zakrok (kanylace jugularni zily) bude proveden v celkové anestézii jednorazové (doba chirurgického zakroku max. 30
min) s naslednym podavanim analgetik dle klinického stavu. Doba experimentu (od chirurgického zakroku do utraceni zvifete bude
maximalné 8 dni). BEéhem experimentu budou potkanim opakované odebirany vzorky krve (maximalné 10 odbérl po 0,1-0,15 mL
krve za 48 hod). Cca 150 potkanu/rok.

Kanylace ductus thoracicus (hrudni mizovod) bude provedena v hluboké anestezii, kdy potkani po chirurgickém zakroku jiz
nenaberou védomi, v pribéhu nabirani vzorkd lymfy budou udrZovani v anestezii a na konci experimentu budou utraceni. Délka
experimentu bude max. 8 hodin. Cca 120 potkanu/rok.

Predpokladané dopady / nepfiznivé ucinky na zvirata, a doba trvani téchto ucink

Déavky budou voleny tak, aby odpovidaly bud terapeutickym davkam referenéni APl obvyklym pfi podavani u lidi, event. takovym,
které byly pouzity v odpovidajicich experimentalnich farmakokinetickych studiich s referenéni API a nevykazuji toxické ucinky na
pokusna zvifata.

- MySi/potkani mladata/potkani ke stanoveni lymfatické absorpce API (kanylace ductus thoracicus) budou po aplikaci API uvedeni
do celkové anestezie a jiz nenaberou védomi.

- Mirna zavaznost pokusu (snizena hybnost, stres) se pfedpoklada u pokusnych zvifat umisténych do klece na dobu nepfesahuijici
24 hodin (dle vyhl. €.419/2012 Sb).

- Pro potkany podstupujici operacni chirurgicky zakrok v celkové anestézii se zavedenim jugularni kanyly na dobu maximalné 8 dni
spojené s jednorazovym ¢&i opakovanym (max. 2krat) podanim rGznych formulaci latky s opakovanymi odbéry mirné presahujici
10% objemu krve v obéhu s doplnénim objemu se pfedpoklada stfedni zavaznost pokusu. Po chirurgickém zakroku (kanylace) Ize
oCekavat pokles hmotnosti a bolest. Podavanim vysokoproteinové stravy 2 dny pfed chirurgickym vykonem a po ném po celou

Druhy a priblizné podty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada, a predpokladana zavaznost pokusu

Odhadovany pocet zvitat podle zavaznosti

Druh zvirat Nenabude

. , Mirna Stredni Zavazna
veédomi

potkan laboratorni (Rattus norvegicus) [A2] 522 20 450 0




||my§ laboratorni (Mus musculus) [A1] 0 240 0 0
llo 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Druhy a priblizné podty zvirat, ktera nebudou na konci pokusu usmrcena, a predpokladané nakladani s nimi

Odhadovany pocet zvirat
Druh zvitat . , s Navraceni do chovu, do . .
Opétovné pouziti Y. . o~ Do zajmového chovu
prirodniho stanovisté

0 0 0 0
llo 0 0 0
[lo 0 0 0
0 0 0

Dlvody pro vySe uvedené nakladani se zvifaty

Jedna se o experimenty na jejichz konci musi byt laboratorni zvifata usmrcena (odbéry biologického materialu, naro¢ny chirurgicky
zakrok atd)

Uplatiovani 3R

Nahrazeni pouzivani zvirat

\Vzhledem k charakteru planovaného in vivo experimentu, tj. aplikace API laboratornim zvifatim s naslednym sledovanim
koncentraci API v télesnych tekutinach/tkanich, nema tento experiment jinou alternativu. Tuto skute¢nost jsme ovéfili také v
databazi validovanych alternativnich metod schvalenych a pfijatych Evropskou spole¢nosti pro alternativni metody (European
Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM). Testované technologické formulace APl budou vybirany s ohledem na
vysledky prfedchazejicich in vitro experimentd, které se zaméfuji na stanoveni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. V in vivo
studiich budou testovany pouze formulace, které se na zakladé in vitro testll budou jevit jako perspektivni.

Omezeni pouzivani zvirat

Bude pouzit minimalni pocet mysi a potkan( zajistujici statistickou vyznamnost pokusu, a to na zakladé fady literarnich udaja.
Zkfizené (cross-over) farmakokinetické studie umozni minimalizovat mozné interindividualni rozdily ve farmakokinetice
studovanych formulaci API a tak i snizit pocet zvifat zafazenych do experimentu. Maximalni pocet potkan( ve skupiné byl stanoven
na 10 ks v 1 skupiné v pfipadé, ze ziskana data budou hodnocena pomoci ANOVA s Duncan Multiple Range testem na hladiné
vyznamnosti 5% dle referencnich studii (1,2). V pfipadé mySi/potkanich mladat, vzhledem k nutnosti usmrceni zvifat v kazdém
Casovém bodé, byl stanoven nejnizsi, jesté pro statistické ucely hodnotitelny, pocet mysi 3 ks pro jeden ¢asovy interval v jedné
skupiné (3).

zvifat je maximalni a Ize pfedpokladat mensi mnozstvi pouzitych zvifat.

(1) Aghazadeh-Habashi Al, Sattari S, Pasutto F, Jamali F. (2002). Single dose pharmacokinetics and bioavailability of glucosamine
in the rat. J Pharm Pharm Sci. 2002 May-Aug;5(2):181-4.

Setrné zachazeni se zvitaty

Experimenty budou provadény v akreditovaném zvifetniku v souladu se zakonem a s ohledem na maximailni welfare zvifat. Potkani
a mySi budou chovany ve standardnich konvenénich podminkach v odpovidajicich klecich v po¢tu max. 3 zvifata na klec (voda a
potrava ad libitum, pravidelna vymeéna podestylky, atd.) a budou denné kontrolovany. Pfed a po aplikaci APl bude potkan{im
odebrana potrava na maximalné 8 hodin, pfistup k vodé nebude omezen. Pouze na dobu odbéru krve (nékolik minut) budou
potkani omezeni v pohybu pomoci standardniho ,restraineru” uréenému k uziti pro potkany v zavislosti na télesné hmotnosti. Na
tento kratkodoby imobilizacni stres budou potkani postupné habituovani jesté pfed zahajenim experimentu. Po chirurgickém vykonu
az do ukonc&eni odbéru krve budou potkani ponechani oddéleni - jednotlivé v klecich, aby nedochazelo k vzajemnému napadani a
poskozovani zavedenych kanyl. Potkani budou poopera&né pozorovani v intervalech 2 hodiny po dobu alespori 4 hodin, nebo
dokud nebudou patrny Zadné znamky bolesti, a pak jednou denné. V pfipadé neuspokojivého zdravotniho stavu zvifete bude pokus
ukoncen a zvife usmrceno. Mysi/potkani mladata po anestézii s odb&rem krve jiZ nenabydou védomi. Se zvifaty bude zachazeno
co nejSetrnéji dle zakona €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani. O pokusna zvifata bude pecovat osoba zpUsobila k této

Pouzité druhy zvifat - vysvétleni




Tento typ experimentt (stanoveni koncentraci API po jeji aplikaci v télesnych tekutinach/tkanich) neni mozné realizovat jinak, nez s
pouZzitim laboratornich zvifat — v sou¢asné dobé neni k dispozici Zadny alternativni systém i model, kterym by bylo mozné
laboratorni zvife nahradit.

Budeme vyuZivat Siroce pouzivané a dobfe popsané linie experimentalnich zvifat a to bud’ dospélé konvenéni laboratorni potkany
outbredniho kmene Wistar (samci, hmotnost 200-350 g, stafi minimalné 8 tydn() nebo mysi inbrednich kment C57BL/6J, BALB/c
nebo outbredniho kmene CD-1 vzdy jednoho pohlavi (hmotnost 25-40 g, vék minimalné 7 tydna), ktefi/které jsou dle literarnich
Gdaja vhodné pro farmakokinetické studie. Pro sledovani vlivu vyvojovych zmén na farmakokinetiku 1é€iv planujeme pouzit
laboratorni potkany outbredniho kmene Wistar ve véku 1-42 dni.




