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Ucel projektu pokusii - oznacte jej kiizkem (x) do préazdného policka

x . zékladni vyzkum

transla¢ni nebo aplikovany vyzkum

vyvoj, vyroba nebo zkouseni kvality, u€innosti a nezdvadnosti 1é¢iv, potravin, krmiv a jinych latek nebo vyrobkt

ochrana pfirodniho prostfedi v zajmu zdravi a dobrych zivotnich podminek lidi nebo zvitat

zachovani druha

vys$i vzdélavani nebo odborna priprava

trestni fizeni a jiné soudni fizeni

Cile projektu pokusii (napf. feSené védecké neznamé nebo védecke ¢i klinické potieby)

Cilem tohoto vyzkumného projektu bude stanovit vliv zmény formulace na biologickou dostupnost a farmakokinetiku
(vstiebavani a pohyb 1é¢iva v organismu) jiz klinicky pouzivané 1é¢ivé latky (API, active pharmaceutical ingredient) po
peroralnim podéni laboratornim zvifatim v bézném nebo ve zkfizeném (cross-over) uspotadani studie.

Pravdépodobné potencialni prinosy projektu pokusi (jak by mohlo byt dosazeno pokroku ve vasem védnim oboru
nebo jaky pfinos by z né¢j ¢lovek ¢i zvirata mohli mit)

Pokud bude prokazan vyhodny farmakokineticky profil zde zkoumanych formulaci, mohou byt perspektivné vyuzity pro
upravu dalsich 1é¢ivych latek a/nebo ptipravu/vyrobu odvozenych humannich 1é¢iv obsahujici novou formulaci dané API
za ucelem optimalizace davkovani a bezpecnosti podavani konkrétniho 1é¢iva.

Druhy a priblizné poéty zvirat, jejichz pouziti se predpoklada

Budeme uzivat bud’ dospélé konvencni laboratorni potkany kmene Wistar (samci, hmotnost 200-350 g, stafi minimaln¢ 8
tydni) nebo mysi kmentt C57BL/6J, BALB/c nebo CD-1 vzdy jednoho pohlavi (hmotnost 25-40 g, vék minimalné 7
tydni), ktefi/které jsou dle literatury vhodné pro farmakokinetické studie. Roéné planujeme vyuzit maximalné 200 ks
potkanti a/nebo 200 ks mysi k vySe popsanym experimentalnim acelim.

Jaké jsou ocekavané nezadouci ucinky u zvifat? Jaka je navrhovana mira zdvaznosti? Jak bude se zvifaty naloZeno po
skonéeni pokusu?

Davky API budou voleny tak, aby odpovidaly bud’ terapeutickym davkam referencni (,,znamé* / klinicky pouzivané) API
obvyklym pfi podavani u lidi, event. takovym, které byly pouzity v odpovidajicich experimentalnich farmakokinetickych
studiich s referen¢ni API a nevykazuji toxické ucinky na pokusna zvifata.

Mira zavaznosti:

- Mysi po jednorazovém odbéru krve v celkové anestézii jiz nenabudou védomi.

- Mirné zavaznost pokust se pfedpoklada pro jednorazové podani latky zaludecni sondou tzv. gavazi u mysi a
potkanti; dale jen pro potkany: opakované odbéry krve ocasni kanylou nebo pfimou venepunkei v celkovém
mnozstvi nepiesahujici 10% objemu krve v ob¢hu, event. s pfechodnym omezenim piijmu potravy (do 24 hodin)
a pohybu (n€¢kolik minut), samostatné umistnéni potkanti v dob¢ trvani experimentu.

- Stiedni: Pro potkany podstupujici operacni chirurgicky zakrok v celkové anestézii se zavedenim jugularni nebo
arteridlni kanyly na dobu maximalné 11 dni spojené s jednorazovym ¢i opakovanym (max. 3krat) poddnim
ruznych formulaci latky s opakovanymi odb&ry mirné piesahujici 10% objemu krve v obéhu s doplnénim
objemu.

Zvitata budou po ukonc¢eni pokusti usmrcena predavkovanim celkovym inhala¢nim anestetikem (potkani diethylétherem,
mysi isofluranem) a zajist'ujicim pretétim michy v urovni krénich obratlii. Kadavery budou odvezeny k likvidaci
certifikovanou firmou.

Uplatiiovani 3R (replacement, reduction, refinement)

Nahrazeni pouzivani zvirat: Uved’te, pro€ je nutné pouzit zvifata a pro¢ nemohou byt vyuzity alternativy bez pouziti
zvifat.

Vzhledem k charakteru planovaného in vivo experimentu, tj. aplikace API laboratornim zvifatim s naslednym srovnanim
biologické dostupnosti (tj. frakce podaného 1é¢iva, ktera se dostane do systémového krevniho fecisté) studované a
referen¢ni formulace API s nutnosti odbéru krevnich vzorki, nema tento experiment jinou alternativu. Presto budou
vhodné formulace API vybirany s ohledem na vysledky piedchazejicich in vitro experimentt, které se zametuji na
stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti (napt. snadné rozpousténi/ptesyceni a inhibice srazeni aj.) novych formulaci
API predikujicich jejich farmakokinetické parametry in vivo (napf. piestup API pies biologické membrany). To zamezi
zbyteCnému in vivo testovani ,,neperspektivnich® formulaci API. Tuto skute¢nost jsme ovéfili také v databazi
validovanych alternativnich metod schvalenych a ptijatych Evropskou spolecnosti pro alternativni metody (ECVAM).

Omezeni pouzivani zvitat: Vysvétlete, jak lze zajistit pouziti co nejmensiho poctu zvifat.

Bude pouzit minimalni pocet my$i a potkanti zajist'ujici statistickou vyznamnost pokusu, a to na zakladé fady literarnich
udajt. Dvoufazové a tfifazové zkiizené (cross-over) farmakokinetické studie (tj. pivodni skupina potkant zatazena do
kontrolni/referen¢ni skupiny bude zafazena do skupiny s novou formulaci API A a/nebo B, a naopak) umozni
minimalizovat pocet zvifat zafazenych do experimentu. Minimalni pocet potkant ve skupiné byl stanoven na 5 ks v 1




skuping dle referencnich studii (1,2). V ptipadé mysi, vzhledem k nutnosti usmrceni zvifat v kazdém ¢asovém bodé¢, byl
stanoven nejnizsi, jesté pro statistické ucely hodnotitelny, pocet mysi 3 ks pro jeden ¢asovy interval v jedné skupiné (3).
Potkani a mysi budou pribézné nakupovani v co nejniz$im poctu pouze pro ucely daného pokusu, proto vyse uvedeny
ro¢ni pocet zvirat je maximalni a lze pfedpokladat mensi mnozstvi pouzitych zvirat (predevsim v pribéhu prvniho roku).
(1) Aghazadeh-Habashi A1, 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.

(2) Joseph W. Lubach et al. (2013) Mol. Pharmaceutics, 10, 3997-4004; dx.doi.org/10.1021/mp400283; |

(3) Binfeng Xia et al. (2012) Biopharm. Drug Dispos. 33: 536—549 (wileyonlinelibrary.com) DOI: 10.1002/bdd.1821

Setrné zachazeni se zvitaty: Vysvétlete volbu druhu zvitat a pro¢ se v ptipade¢ tohoto zvifeciho modelu jedna o nejsetrné;si
pouziti z hlediska védeckych cila.
Vysvétlete obecna opatieni, ktera budou ptijata za ucelem snizeni G4jmy zpisobené zviratim na minimum.

S ohledem na aplikovanou Iékovou formu (roztok, kapsle), farmakogenetické ukazatele, minimalni objem krevnich vzorkt
a pozadovany pocet odbért pro porovnavani biologické dostupnosti zformulované a referenéni API budeme uzivat bud’
dospélé konvencni laboratorni potkany outbredniho kmene Wistar (samci, hmotnost 200-350 g, staii minimalné 8 tydnt)
nebo mysi inbrednich kmentt C57BL/6J, BALB/c nebo outbredniho kmene CD-1 jednoho pohlavi (hmotnost 25-40 g, vék
minimalné¢ 7 tydnt), kteti/které jsou dle literatury (napt. 1-3 viz vyse) vhodné pro farmakokinetické studie.

Se zvitaty bude zachazeno co nejsetrnéji dle zakona €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani. O pokusna zvirata
bude pecovat osoba zptisobila k této praci.

Experimenty budou provadény v akreditovaném zvifetniku v souladu se zdkonem a s ohledem na maximalni welfare
zvitat. Potkani a mysi budou chovany ve standardnich konvenénich podminkach v odpovidajicich klecich v po¢tu max. 3
zvitata na klec (voda a potrava ad libitum, pravidelna vymeéna podestylky, atd.) a budou denné kontrolovany. Pied
zakrokem v celkové anestézii a po ni bude potkaniim odebrana potrava na maximalné 8 hodin, pfistup k vodé nebude
omezen. Pouze na dobu odbéru krve (n€kolik minut) budou potkani omezeni v pohybu pomoci standardniho ,,restraineru*
uréenému k uziti pro potkany v zavislosti na télesné hmotnosti. Na tento kratkodoby imobiliza¢ni stres budou potkani
postupné habituovani jesté pred zahajenim experimentu. Po chirurgickém vykonu az do ukon¢eni odbért krve budou
potkani ponechani oddéleni / jednotlivé v klecich, aby nedochazelo k vzajemnému napadani a poskozovani zavedenych
kanyl. Potkani budou pooperaéné pozorovani v intervalech 2 hodiny po dobu alespoii 4 hodin nebo dokud nebudou patrny
zadné znamky bolesti a pak jednou denné. Pti bolestivych projevech bude aplikovan 1ék tlumici bolest. V pfipadé
neuspokojivého zdravotniho stavu zvifete bude pokus ukoncen a zvife usmrceno. Mysi po anestézii s odbérem vétsiho
mnozstvi krve jiz nenabudou védomi. Se zvitaty bude zachdzeno co nejsetrnéji dle zakona €. 246/1992 Sb., na ochranu
zvitat proti tyrani. O pokusna zvifata bude pecovat osoba zptisobila k této praci.




