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5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Choroby o podiozu immunologicznym, takie jak autoimmunologiczne zapalenie watroby
(AZW), stanowig w dzisiejszych czasach duze wyzwanie dla zespolow badawczych
poszukujacych nowych metod leczenia. AZW w przypadku ztej odpowiedzi na dotychczas
dostepne leczenie moze doprowadzi¢ do marskosci watroby 1 W konsekwencji koniecznosci
przeszczepienia tego narzadu. Obecnie najczeSciej stosowanymi w tej chorobie lekami
0 silnym dziataniu przeciwzapalnym sa glikokortykosteroidy, ktorych przyjmowanie wigze
si¢ z wystepowaniem licznych dziatan niepozadanych. W leczeniu AZW wykorzystuje si¢
dodatkowo leki immunosupresyjne, ktorych stosowanie rowniez obarczone jest silnymi

skutkami ubocznymi.

Kinazy Janusowe (JAK) od kilku lat stanowig nowy cel terapeutyczny w chorobach
autoimmunologicznych. Inhibitory tych enzymow mogg sta¢ si¢ alternatywa dla lekow
steroidowych czy immunosupresyjnych lub umozliwi¢ zmniejszenie ich dawek w chorobach
o podtozu autoimmunologicznym. Celem planowanych badan jest ocena skutecznoS$ci
i farmakokinetyki nieselektywnego inhibitora JAK - tofacitinibu w eksperymentalnym
modelu autoimmunologicznego zapalenia watroby. Dzigki oznaczeniu stezen zwigzkow
badanych oraz markeréw uszkodzenia watroby, mozliwe bedzie przeprowadzenie analizy
farmakokinetyczno/farmakodynamicznej, ktora w sposob ilosciowy pozwoli oceni¢ sile
dziatania 1 skuteczno$¢ badanego zwigzku oraz pozwoli odpowiedzie¢ na pytanie czy

inhibitory JAK moga stanowi¢ nowy potencjalny sposob leczenia AZW.

Ostre zapalenie watroby nie wigze si¢ z odczuwaniem bolu, lecz moze skutkowa¢ uczuciem
zmeczenia oraz brakiem laknienia u badanych zwierzat. Niemniej jednak, czas po indukcji

choroby do humanitarnego u§miercenia myszy zostat ograniczony do minimum.




6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

W doswiadczeniu planowane jest wykorzystanie 138 myszy domowych (Mus musculus)

szczepu BALB/c.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASADY 3R, tj. ZASADY ZASTAPIENIA,
OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA

Przygotowujac projekt badawczy, sprawdzono istniejagca wiedze¢ w zakresie objetym
whnioskiem badawczym, w bazach danych: EBSCO; PUBMED; ScienceDirect; Web of
Science. Wykorzystano nastgpujace stowa kluczowe: hepatitis model, JAK inhibitors,
autoimmunity, pharmacokinetics. Na podstawie przeszukania istniejacej literatury
stwierdzono, ze w przypadku myszy, ze wzgledu na mata objeto$¢ krwi oraz tkanek, jaka
mozna uzyska¢ od jednego zwierzecia, w  badaniach  farmakokinetycznych
i farmakodynamicznych konieczne jest poswigcenie zwierzecia na kazdy punkt czasowy
celem otrzymania probki krwi do oznaczenia stg¢zenia badanego zwigzku lub markerow
uszkodzenia watroby. Mysz jest zwierzeciem o najnizszym mozliwym poziomie rozwoju,
u ktérego mozna wywota¢ model autoimmunologicznego zapalenia watroby podaniem
konkanawaliny A. Liczba myszy planowana do do$wiadczen (po 6 zwierzat na kazdy punkt
czasowy) jest minimalna z punktu widzenia prawidlowej oceny statystycznej uzyskanych
wynikow farmakodynamicznych, jak wynika z przeprowadzonej analizy statystycznej
a priori. Liczba punktow czasowych, w ktorych pobierany bedzie material biologiczny od
zwierzat z zapaleniem watroby (5), jest minimalna celem opracowania modelu
matematycznego opisujacego zmiany stezen w czasie biomarkerow rozwoju choroby. Na
podstawie przeszukania istniejgcej literatury stwierdzono rowniez, ze przedstawione we
wniosku procedury sg szeroko stosowane w badaniach farmakodynamicznych nad nowymi
zwigzkami o potencjalnym zastosowaniu w terapii schorzen watroby w laboratoriach na

catym $wiecie.

Celem przeprowadzenia wiarygodnej analizy farmakokinetycznej konieczne bedzie
poswigcenie 4 myszy na kazdy punkt czasowy oraz ocena stezenia w 6 punktach czasowych,
aby okresli¢c witasciwy model farmakokinetyczny dla tofacitinibu. W modelu zapalenia
watroby testowany bedzie jeden badany zwigzek bedacy inhibitorem kinaz Janusowych —
tofacitinib, ktory jest zarejestrowany w leczeniu innych choréb z autoagresji. Dostepne dane

literaturowe pozwalaja przypuszczaé, iz moze on wykaza¢ skuteczno$¢ w leczeniu tego




schorzenia. W trakcie badan zostang podjete wszelkie dziatania majgce na celu ograniczenie
bolu czy stresu zwierzat. Zapalenie watroby przebiega bez odczuwalnego bolu, lecz skutkuje
ono uczuciem zmgczenia oraz brakiem taknienia, co moze wywota¢ uczucie dyskomfortu
u zwierzat. Jednakze czas po indukcji choroby do humanitarnego us$miercenia zostat
ograniczony do minimum, aby maksymalnie ograniczy¢ cierpienie myszy. Celem pobrania
materialu do badan u$miercenie zwierzat nastagpi w stanie glebokiej narkozy wywolanej

podaniem $rodka znieczulajgcego.

Brak jest informacji dotyczacych alternatywnych metod badawczych w zakresie poznania
farmakokinetyki czy tez dystrybucji do tkanek zwiazkow egzogennych w zywym organizmie
na zwierz¢tach o nizszym stopniu rozwoju niz myszy. Podobnie w przypadku modelu
zapalenia watroby nie prowadzono dotychczas badan z uzyciem zwierzat o nizszym stopniu
rozwoju niz myszy. Badania in silico oraz in vitro dostarczajg jedynie orientacyjnych danych
na temat farmakokinetyki badanych zwigzkow oraz jego potencjalnej skutecznosci, czesto

niepotwierdzajacych si¢ w warunkach in vivo.

8. Projekt jest objety ocena retrospektywna Punkt 8 wypelnia LKE, a nie Wnioskodawca
1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 1 ustawy

1 TAK - na podstawie art. 53 ust. 3 ustawy
1 NIE




