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Otwarty dostep

Specyficzne kocie przeciwcialo skierowane przeciw czynnikowi wzrostu nerwow
poprawia mobilnosc¢ u kotow z bolem zwiazanym z choroba zwyrodnieniowa

stawow: pilotazowe badanie typu ,,proof-of-concept”
M.E. Gruen, A.E. Thomson, E.H. Griffith, H. Paradise, D.P. Gearing, and B.D.X. Lascelles

Tlo: Przeciwciata neutralizujace skierowane przeciw czynnikowi wzrostu nerwéw (NGF) maja dzialanie przeciwb6lowe w modelach przeprowadzonych
na gryzoniach, w bélu zwiazanym z naturalnie wystepujaca choroba zwyrodnieniowa stawdw (ang. degenerative joint disease - DJD) u pséw i bélu prze-
wleklym u ludzi.

Cele: Ocena skutecznosci w petni felinizowanego przeciwciata anty-NGF (NV-02) w leczeniu bélu i uposledzenia mobilno$ci zwiazanych z DD u kotow.
Zwierzeta: Trzydziesci cztery nalezace do klientéw koty z bélem i upo$ledzeniem mobilnosci zwigzanymi z DJD.

Metody: W pilotazowym, maskowanym badaniu klinicznym z kontrola placebo koty zostaly losowo przydzielone do jednej z grup, w ktoérych podano
pojedyncza dawke NV-02 (0,4 mg/kg, podskérnie [n = 11] lub 0,8 mg/kg, podskdrnie [n = 12]) lub placebo (sdl fizjologiczna, podskérnie [n = 11]). Aktyw-
no$¢ kotéw mierzono w sposéb obiektywny. Dodatkowo wiasciciele wypetniali kwestionariusze bedace instrumentami metrologii klinicznej (CSOM
- specyficzna dla klienta ocena wynikéw leczenia i FMPI - wskaznik bélu mie$niowo-szkieletowego kotéw) w dniach: 0 (badanie przesiewowe), 14 (stan
poczatkowy, podanie leku/placebo), 35, 56 i 77. Do oceny obiektywnych danych dotyczacych aktywnosci uzyto modelu pomiaréw powtarzanych.
Wyniki: NV-02 spowodowat istotny wzrost mierzonej w sposéb obiektywny aktywnosci ogélnej (P = 0,017) oraz aktywnosci po 2 (P = 0,035), 3 (P = 0,007),
4 (P=0,006), 5 (P=0,007) i 6 (P=0,017) tygodniach od podania. Wyniki dla CSOM (P = 0,035) i wskaznika bolu (P = 0,024) wskazywaly na istotny efekt
badanego leku po 3 tygodniach od podania. W grupie kotéw, ktérym podano lek, 83% wiascicieli prawidlowo rozpoznato zastosowane leczenie, w po-
réwnaniu z 45% wlascicieli kotow z grupy placebo (P=0,013). Nie stwierdzono zadnych zdarzen niepozadanych zwiazanych z zastosowanym leczeniem.
Whioski: Te dane pilotazowe wskazuja na utrzymywanie sie przez 6 tygodni pozytywnego efektu przeciwbdlowego tego w pelni felinizowanego prze-
ciwciata anty-NGF u kotéw cierpiacych na bél zwiazany z DJD.

Stowa kluczowe: specyficzna dla klienta ocena wynikow leczenia; wskaznik bélu miesniowo-szkieletowego kotéw; choroba zwyrodnieniowa stawow.

iele kotow dorostych i geriatrycznych ma radiograficzne dowody
Wchoroby zwyrodnieniowej stawéw (D]D)", a duza cze$¢ przypad-
kow tej choroby wiaze sie z przewleklym bolem, objawiajacym sie zmiana-
mi w mobilno$ci i aktywnosci. W Stanach Zjednoczonych nie ma lekéw za-
twierdzonych do dtugoterminowego leczenia bélu przewlektego u kotow,
mimo Ze istnieje oczywiste zapotrzebowanie na takie produkty lecznicze.

Obecnie w Europie do stosowania w leczeniu przewlektego bélu u ko-
toéw zatwierdzony jest niesteroidowy lek przeciwzapalny (NLPZ) melok-
sykam, ale w Stanach Zjednoczonych nie zostal on jak dotad zarejestro-
wany do stosowania w tym celu. Istniejg obawy dotyczace dtugotermi-
nowego stosowania produktéw NLPZ u kotéw, zwlaszcza ze wiekszo$¢
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kotéw z dolegliwosciami bolowymi zwigzanymi z DJD ma takze objawy
przewlekiej choroby nerek’. Ze wzgledu na te zastrzezenia, prowadzono
proby z nizszymi niz zatwierdzone w Europie dawkami meloksykamu,
awyniki przeprowadzonych badan otwartych sugeruja, Ze te nizsze daw-
ki sa skuteczne w leczeniu bélu zwigzanego z DJD u kotéw*>. Przeprowa-
dzono tylko jedno $lepe badanie z kontrola placebo, w ktérym oceniano
dawke mniejsza niz zatwierdzona dawka dobowa 0,05 mg/kg, a badanie
to wykazato, ze dawka 0,035 mg/kg na dobe przyniosta wymierna popra-
we w ciagu trzech tygodni od rozpoczecia leczenia®. Prawde moéwiac,
opublikowano tylko 2 maskowane badania kliniczne z kontrola placebo
dotyczace skutecznos$ci meloksykamu u kotow®s.

Przeciwciala neutralizujace skierowane przeciw czynnikowi wzrostu
nerwéw (NGF) wykazuja dzialanie przeciwbélowe w modelach gryzo-
ni® oraz u ludzi® z bélem przewleklym, jednak jak dotad zadne z nich
nie zostato jeszcze zatwierdzone do stosowania u ludzi. Wykorzystujac
opatentowana technologie konwersji miedzygatunkowej przeciwcial,
oparta na analizie ekspresji sekwencji cDNA (PETization™), firma Nexvet
Biopharma opracowata nowe, w petni felinizowane, terapeutyczne prze-
ciwcialo monoklonalne (mAb) anty-NGF (o nazwie NV-02), przeznaczone
do tagodzenia bélu u kotow™.

Postawilismy hipoteze, ze pojedyncza, podana podskérnie dawka prze-
ciwciala anty-NGF bedzie tagodzi¢ bél i poprawi mobilnos¢ kotéw w okre-
sie nawet do 6 tygodni. Pozytywne zmiany beda mozliwe do wykrycia



Kocie przeciwcialo anty-NGF na bol przewlekly

przez wlascicieli i znajda odzwierciedlenie w aktywnos$ci mierzonej w spo-
sob obiektywny. Pierwszorzedowym celem tego badania pilotazowego
byla ocena ogdlnego potencjatu skutecznosci podawanego podskoérnie
NV-02 w zakresie poprawy ocenianej przez wiasciciela mobilnosci i aktyw-
nosci oraz wzrostu wynikéw mierzonej w sposob obiektywny aktywnosci
u kotéw z DJD, w poréwnaniu z placebo. Celami drugorzedowymi byly: (1)
ustalenie ogo6lnego czasu utrzymywania si¢ poprawy w zakresie ocenianej
przez wlasciciela mobilnosci i aktywnosci oraz czasu osiggania wyzszych
wynikéw w mierzonej w sposdb obiektywny aktywnosci u kotéw z bélem
zwigzanym z DJD po podskérnym podaniu im NV-02, w 11-tygodniowym
okresie objetym badaniem (2 tygodnie przed podaniem leku i 9 tygodni
po podaniu leku), w poréwnaniu z placebo; (2) okreslenie wzglednego po-
tencjatu skutecznosci i optymalnego dawkowania NV-02 na podstawie ba-
dania 2 grup rézniacych sie podang dawka; oraz (3) ocena niepozadanych
efektow zwigzanych z NV-02 u kotéw, innych niz te, ktére stwierdzono we
wstepnych badaniach na kotach laboratoryjnych.

Materialy i metody

Badanie to zostalo zatwierdzone przez Komitet ds. Opieki nad Zwie-
rzetami i Wykorzystywania Zwierzat (Protokét nr 14-043-0) w Colle-
ge'u Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Stanowego Karoliny Pot-
nocnej (NCSU-CVM), a w kazdym przypadku po ustnym omoéwieniu ba-
dania uzyskano pisemna zgode wiasciciela na wziecie w nim udziatu. Pu-
blikowanie danych z badania jest zgodne z wytycznymi CONSORT (http://
www.consort-statement.org/consort-2010).

Projekt badania

To badanie zaprojektowano jako podwdjnie $lepe, randomizowane ba-
danie pilotazowe z kontrola placebo, prowadzone na kotach podzielonych
na 3 grupy, z ktérych kazda liczyta 12 osobnikéw. Pomiary wynikow lecze-
nia, po podaniu albo leku zawierajacego substancje czynna, albo placebo,
obejmowaly zmiany ocen dokonywanych przez wiasciciela i zmiany ak-
tywnosci (mierzonej metoda akcelerometryczna). Dodatkowo oceniano
zdarzenia niepozadane, w tym zmiany kliniczno-patomorfologiczne.

Zwierzeta

Wszystkie zwierzeta biorgce udzial w badaniu byly nalezacymi do
klientéw kotami z bélem i uposledzeniem mobilno$ci zwigzanymi z na-
turalnie wystepujaca DJD. Uczestnikéw badania rekrutowano przez jed-
noczesng akcje reklamowga skierowang bezposrednio do wtascicieli ko-
téw i do lekarzy weterynarii. Wlasciciele nie ponosili Zzadnych optat za
wszelkie procedury wykonywane w zwiazku z prowadzonym badaniem.
Zastosowali$my rowniez opisane niedawno koncepcje dotyczace rekru-
tacji i zachet sklaniajacych wilascicieli do wziecia udzialu w badaniach
klinicznych z udziatem kotow™.

Wstepne badanie przesiewowe

W odpowiedzi na ogloszenie reklamowe lub dowiedziawszy si¢ o pla-
nowanym badaniu w inny sposéb, wtasciciele zgtaszali sie albo droga
e-mailowa, albo telefonicznie. Wyjasniono im koncepcje badania oraz
stawiane wymagania, zwracajac szczegélng uwage na nastepujace wa-
runki: koty musiaty stale przebywa¢ w domu, musialy tolerowa¢ nosze-
nie obrozy z urzadzeniem do monitorowania aktywnosci oraz musiato
u nich wystepowa¢ uposledzenie co najmniej 3 rodzajéow aktywnosci.
Wtascicieli pytano, czy planuja w najblizszej przyszlosci jakie$ zmiany
w zyciu, takie jak przeprowadzka, przyjscie na $wiat nowego dziecka,
wprowadzenie do domu nowego zwierzecia lub wyjazd na dlugie waka-
cje. Koty, ktore byly odpowiednimi kandydatami do wiaczenia do bada-
nia, kierowano na wizyte w weterynaryjnym szpitalu klinicznym.

Kryteria wigczajgce i wykluczajgce

Kryteria kwalifikacyjne byly podobne do stosowanych we wcze$niej
przeprowadzonych w ramach naszego programu badaniach dotyczacych
bolu zwigzanego z DJD u kotow®. Koty zostaly dopuszczone do udziatu
w badaniu, jezeli posiadaly odpowiedni stopien zaobserwowanego przez
wlasciciela uposledzenia mobilnosci lub aktywnosci (opisanego w na-
stepnej czesci artykutu), wykazywaly objawy bélu przy manipulowaniu
co najmniej 2 stawami lub odcinkami kregostupa podczas weterynaryj-
nej oceny ortopedycznej (omoéwionej w czesci Ocena ortopedyczna) oraz
mialy radiograficzne dowody DJD w co najmniej 2 z bolesnych stawéw lub
odcinkéw kregostupa (oméwione w czesci Ocena radiograficzna). Koty
musialy by¢ w wieku co najmniej 1 roku i musiaty wazy¢ wiecej niz 1 kg.
Ustalone wcze$niej dla wszystkich kotéw kryteria wykluczajace obejmo-
waly podejrzenie lub obecno$¢ rozpoznanej choroby zakaznej, objawowej
choroby serca, choroby o podtozu immunologicznym, choroby nowotwo-
rowej, nieswoistego zapalenia jelit, infekcji drég moczowych, nadczynno-
$ci tarczycy lub cukrzycy. Te schorzenia wykluczono u kotéw na podstawie
dokumentacji medycznej otrzymanej od lekarza prowadzacego, wywiadu
z wladcicielem, badania fizykalnego, morfologii krwi, badan biochemicz-
nych surowicy, poziomu T4 i badania og6lnego moczu. Do wzigcia udzia-
tu w badaniu dopuszczono koty z przewlekla choroba nerek (CKD) do
stadium 2 wigcznie wedtug klasyfikacji IRIS (International Renal Interest
Society), pod warunkiem, ze ich choroba byla stabilna, co potwierdza¢ mu-
sialy wyniki powtarzanych badan parametréw biochemicznych surowicy,
poziomu T4 oraz badan ogdlnych moczu. Koty z CKD w stadium 3 lub 4 we-
dhug IRIS zostaly wykluczone z udzialu w badaniu.

Dokonywana przez wiasciciela ocena uposledzenia mobilnosci

Podczas wywiadu przesiewowego wiascicieli poproszono o podanie 3 ak-
tywnosci, w ktérych wykonywaniu ich kot wykazuje uposledzenie, jak to
opisano wczes$niej®. Te 3 aktywnosci zostaly nastepnie wykorzystane jako
pozycje w skonstruowanym instrumencie specyficznej dla klienta oceny
wynikoéw leczenia (CSOM), ktéry byt uzywany pédzniej w badaniu. Wia-
Sciciele dokonywali oceny zdolnosci kota do wykonywania kazdej z tych
aktywnosci za pomoca skali Likerta o punktacji od 4 (bez probleméw) do
0 (wykonanie niemozliwe) przez oceny posrednie: 3 (niewielka trudnos¢),
2 (umiarkowana trudnos¢) i1(duza trudnos$¢). Oceny wlasciciela byly prze-
twarzane na wyniki liczbowe, a catkowity wynik oceny CSOM byt suma 3 ta-
kich ocen, co oznacza, ze mozliwy zakres ocen wynosit 0-12. Aby zapewni¢
spelnienie warunku, ze koty wlaczone do tego badania mialy wystarczajacy
stopien upo$ledzenia (ocenianego przez wtasciciela) na skutek bélu zwia-
zanego z D]D, do udzialu w badaniu dopuszczono koty, ktére w dniu 0 uzy-
skaly od wiasciciela ocene < 5 (nizsze warto$ci wskazywaly na wyzszy sto-
pien uposledzenia). Wiasciciele wypelniali formularze CSOM, nie wiedzac,
jaka jest graniczna warto$¢ ocen umozliwiajacych wiaczenie do badania).

Ocena ortopedyczna

Oceny ortopedycznej dokonywano w sposdb opisany wczes$niej®>*, a ba-
dania przeprowadzala ta sama osoba bedaca lekarzem weterynarii (MG),
ktoérej towarzyszyta ta sama asystentka (AT). Przed wykonaniem badania
radiograficznego stawéw i jego ocena stawy byly oceniane pod katem
boélu. Jak opisano wcze$niej®, ogdlng ocene bolu obliczano jako sume ocen
punktowych bolu dla wszystkich stawéw konczyn oraz odcinkéw szkiele-
tu osiowego.

Ocena radiograficzna

U kotdw, ktore spetnily kryteria dopuszczajace do udziatu w badaniu ze
wzgledu na zauwazone przez wlasciciela uposledzenie mobilnosci lub ak-
tywnosci oraz dolegliwosci bolowe stwierdzone podczas oceny ortopedycz-
nej, zastosowano sedacje i wykonano radiogramy w projekgji prostopadtej



kazdego stawu i odcinka kregostupa. Radiogramy zostaly ocenione pod ka-
tem obecnoéci DJD przez lekarza weterynarii specjalizujacego sie w radiolo-
gii, ktory nie dysponowat wiedza o istnieniu i umiejscowieniu bélu.

Metoda randomizacji

Kazdy kot wlaczony do badania byl losowo przydzielany przez personel
apteki NCSU-CVM do jednej z grup, ktore miaty otrzymac¢ badany lek (w ni-
skiej lub wysokiej dawce - patrz nizej), lub do grupy placebo. Randomizacji
sposobu leczenia dokonywaly grupy trzyosobowe, a klucz do randomiza-
cji byl znany wylacznie personelowi farmaceutycznemu. Lek lub placebo
wydawata apteka, a podany preparat byt maskowany dla wszystkich oséb,
ktére uczestniczyly w zbieraniu danych. Dla zapewnienia réwnowagi,
przed randomizacja koty zostaly podzielone na warstwy o wyzszym lub
nizszym stopniu uposledzenia, w oparciu o punktacje CSOM (wynik CSOM
0, 1, 2 = wysoki stopien uposledzenia; wynik CSOM 3, 4, 5 = niski stopieri
uposledzenia), jednak nie analizowano tych warstw oddzielnie. Kod ran-
domizacji oraz informacja, ktore koty zostaty przydzielone do kazdej gru-
py otrzymujacej NV-02 lub do grupy placebo, zostaly podane do wiadomo-
$ci badaczy dopiero po wprowadzeniu wszystkich danych i przeprowadze-
niu kontroli jako$ci danych przez personel, ktéry nie brat bezposredniego
udzialu w badaniu (personel nalezacy do zespotu Clinical Studies Core).

Maskowanie

Napelniong wczesniej strzykawke umieszczano w brazowej, odpornej
na $wiatto torebce z tworzywa sztucznego, na ktorej naklejano etykiete
z numerem przypadku, imieniem kota oraz instrukcja: ,Poda¢ NV-02 LUB
placebo jeden raz, przez wstrzykniecie SC”. Na etykiecie umieszczano tak-
ze nazwisko lekarza weterynarii, ktory przepisal preparat, oraz dawke
(w ml). Strzykawke z preparatem pozostawiano na 1 godzine, aby jej za-
warto$¢ osiagnela temperature pokojowa, a zastrzyk wykonywat technik
weterynarii niezwiazany z badaniem (czionek zespotu Clinical Studies
Core). Kazdy kot byt przytrzymywany przez AT, ktdra byta zobowiazana do
odwrdcenia gtowy w trakcie podawania kotu leku lub placebo. Objetos¢
placebo byta taka sama, jak objetos¢ leku, wiec nawet obserwacja objetosci
preparatu w strzykawce nie ujawniata jej zawartosci.

Linia czasowa badania

Tabela 1 ukazuje zarys protokotu badania oraz dzialan podejmowanych
w poszczegdlnych punktach czasowych. Whasciciel odwiedzit klinike wraz
z kotem 3 razy w ciagu trwajacego 11 tygodni badania (w dniu 0, dniu 14
i dniu 77), oraz 2 razy bez kota (w dniu 35 i dniu 56). Oczekiwano, ze czas
utrzymywania sie skutecznosci NV-02, jesli w ogole efekt bedzie zauwazal-
ny, bedzie wynosit 4-6 tygodni. Badanie prowadzono przez czas dtuzszy niz
wymieniony wyzej, aby umozliwi¢ okreslenie pelnego profilu skutecznosci.

Badany zwiqgzek

Zwiazkiem, ktérym zajmowano si¢ w opisywanym badaniu, byto w pet-
ni felinizowane przeciwciato skierowane przeciw NGF, ktéremu nadano
nazwe NV-02", bedace obecnie przedmiotem prac badawczych zmierza-
jacych do zatwierdzenia go jako leku do zwalczania bélu zwiazanego
z DJD u kotoéw. Zwigzek NV-02 zostal dostarczony przez Nexvet jako ste-
rylny roztwoér zawierajacy 1,9 mg/ml przeciwciata anty-NGF w soli fizjo-
logicznej buforowanej fosforanem (pH 7,2). Grupy terapeutyczne byly
nastepujace: T1: pojedyncza dawka 0,4 mg/kg NV-02, podskdrnie; T2: po-
jedyncza dawka 0,8 mg/kg NV-02, podskdrnie; oraz P: pojedyncza dawka
sterylnej soli fizjologicznej o objetosci 0,21 ml/kg lub 0,42 ml/kg (przy-
dzielana losowo).

Okreslenie wskaznikéw wynikow leczenia
Aby w pelni scharakteryzowa¢ potencjalng odpowiedz obserwowang po
podaniu NV-02, wybrano kilka wskaznikéw skutecznosci.
Pierwszorzedowe wskazniki skutecznosci
1. Aktywno$¢ mierzona za pomoca akcelerometru (wyniki pomiaréw
aktywnosci; ocena obiektywna)
2. Ocena dokonana przez wiasciciela przy uzyciu instrumentow
metrologii klinicznej (ocena subiektywna):

a. Wskaznik bolu mie$niowo-szkieletowego kotow
(ang. feline musculoskeletal pain index - FMPI)

b. Specyficzna dla klienta ocena wynikow
leczenia (ang. client-specific outcome measure - CSOM)
Drugorzedowy wskaznik skuteczno$ci

1. Ocena wiasciciela, czy kot otrzymat lek zawierajacy substancje czynna
(ocena subiektywna)

Akcelerometria (aktywnos¢)

Akcelerometry wykorzystane do pomiaru aktywnosci (zwane dalej ,,mo-
nitorami aktywnosci” - AM), a takze ich zastosowanie u kot6w, zostaty opi-
sane wczesniej®*. Urzadzenia AM zainstalowano u wszystkich kotéw na
zakladanej na szyje obrozy. AM zostaly zaprogramowane tak, aby w sposéb
ciagty zbieraly dane pochodzace z trwajacych 1 minute epizodéw.

Tabela 1. Zarys protokotu badania oraz dzialan w kazdym punkcie
CZasowym.

Dzien badania Dzialanie
Przed wizyta w szpitalu - Telefoniczne badanie przesiewowe pacjentéw/wlascicieli
weterynaryjnym -Zapoznanie si¢ z dokumentacja medyczna pacjenta

Skrining - Dzier: 0
Wizyta wlasciciela
z kotem

Badanie przesiewowe kota i wlasciciela:
-Podpisanie $wiadomej zgody przez wlasciciela
-Wypelnienie kwestionariuszy CSOM i FMPI
- Wypetnienie skali dyspozycyjnego optymizmu
-Badanie fizykalne, neurologiczne i ortopedyczne
-Morfologia peina; biochemia; T4, badanie ogo6lne

moczu, + biatko/kreatynina w moczu

-Badanie radiograficzne w sedacji (w razie potrzeby)

- Przydzielenie numeru przypadku i dokonanie losowego
przydziatu kota do grupy terapeutycznej

-Wyposazenie kota w akcelerometr (do zbierania danych
dotyczacych aktywnosci)

- Zbieranie danych poczatkowych przez akcelerometr
(aktywnos¢)

- Pobranie danych z akcelerometru (aktywno$¢)

- Wypelnienie kwestionariuszy CSOM i FMPI (poczatkowych)

-Podanie leku z substancja czynna (NV-02) lub placebo,
podskornie

Dni 1-14 (tygodnie 1i 2)

Dzien 14 (+2 dni)
Wizyta wiasciciela z kotem

Dni 15-35 (tygodnie 3, 41 5) - Zbieranie danych przez akcelerometr (aktywnos¢)
Dzien 35 (+2 dni)

Wizyta wiasciciela

Dni 36-56 (tygodnie 6,71 8)
Dzieri 56 (+2 dni)

Wizyta wiasciciela

- Wypelnienie kwestionariuszy CSOM i FMPI

- Zbieranie danych przez akcelerometr (aktywnos¢)
- Wypetnienie kwestionariuszy CSOM i FMPI

- Zbieranie danych przez akcelerometr (aktywnos¢)
-Wypelnienie kwestionariuszy CSOM i FMPI

-Badanie fizykalne i neurologiczne

- Morfologia petna; biochemia; badanie ogélne moczu
-Pobranie danych z akcelerometru (aktywnosc)

Postepowanie zgodnie z planem na dzien 77 (tzn. jezeli
pacjenta wylaczono z badania, przeprowdzano ocene
przewidziana na dzien 77)

Dni 57-77 (tygodnie 9,101 11)
Dzieri 77 (+2 dni)
Wizyta wiasciciela z kotem

Wycofanie z badania

CSOM (ang. Client-Specific Outcome Measures) - specyficzna dla klienta ocena wyni-
kéw leczenia; FMPI (ang. Feline Musculoskeletal Pain Index) - wskaznik bélu migs$nio-
wo-szkieletowego kotow.
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Oceny dokonywane przez wtasciciela

Wskaznik bélu mie$niowo-szkieletowego kotow (FMPI). Wersja
instrumentu, z ktorej korzystano w tym badaniu (nr 10), zostala opubli-
kowana niedawno®. Kwestionariusz FMPI zawieral pytania do wlasciciela
o0 zdolno$¢ kota do wykonywania kazdej z 17 aktywnosci (ocenianych w ska-
li Likerta od ,normalnie” do ,wcale”) z mozliwo$cig wyboru ,,nie wiem lub
nie dotyczy”. W dwoch dodatkowych pozycjach kwestionariusza (pytania
dotyczace bélu) kazdy wilasciciel miat oceni¢ poziom bélu kota za pomo-
ca standaryzowanej wizualnej skali analogowej o dtugo$ci 100 mm. Oceny
wiascicieli zostaly przeliczone na punkty w zakresie od 0 do 4 dla kazdej po-
zycji, przy czym 0=wecale i 4 =normalnie. Oceny na wizualnej skali analogo-
wej ustalano, mierzac w kazdym przypadku odlegto$¢ (w mm) od poczatku
skali (punktu zerowego) do znaku postawionego przez wlasciciela, przy
czym 100 oznaczato ,brak bélu”. Zakres mozliwych do uzyskania punktow
wynosit w sumie 0-68 dla pozycji 1-17 1 0-100 dla kazdego z 2 ostatnich pytan.

Kwestionariusz specyficznej dla klienta oceny wynikow leczenia (CSOM).
Konstrukcje kwestionariusza CSOM opisano wyzej. Kolejno$¢ pozycji
CSOM byla identyczna dla kazdego kota i podczas kazdej wizyty. Oceny do-
konane przez wlascicieli przetwarzano na oceny numeryczne, a catkowity
wynik CSOM byt suma 3 takich ocen i még} miescic sie w zakresie 0-12, przy
czym im wyzsza punktacja, tym nizszy stopien uposledzenia.

Ocenawlasciciela, czy kot otrzymat lek zawierajacy substancje czynna. Na
koncu okresu objetego badaniem (w dniu 77) kazdemu wtascicielowi zada-
no pytanie: ,,Czy uwaza Pan/Pani, ze Pana/Pani kot otrzymat przeciwciato
skierowane przeciw czynnikowi wzrostu nerwéw?” Wiascicieli proszono
o udzielenie odpowiedzi ,tak” lub ,nie”, a ich odpowiedzi zapisywano.

W tym badaniu pilotazowym dokonano trzyetapowej oceny bezpieczen-
stwa:

1. Ocena kliniczna kotéw po podaniu NV-02 lub placebo, w celu wykrycia
reakcji alergicznej

2. Ocena zmian wynikéw morfologii krwi, biochemii surowicy i badania
og6lnego moczu

3. Ocena zdarzen niepozadanych zgtoszonych przez wiascicieli

Po podaniu NV-02 lub placebo prowadzono trwajaca 4 godziny ciagla ob-
serwacje kotéw w celu uchwycenia objawéw wskazujacych na reakeje aler-
giczna, w tym drapania lub ocierania sig, zwigkszonej czesto$ci oddechdw,
tachykardii, pokrzywki i ostabienia. W gtéwnym pomieszczeniu, jakim
dysponowat zesp6t Programu Badan Poréwnawczych nad Bélem, znajdo-
waly sie klatki, w ktérych umieszczano koty, a 2 technikéw prowadzito ich
ciagla obserwacje. Czesto$¢ oddechéw sprawdzano co 15 minut.

Probki do badan krwi i moczu pobierano od wszystkich kotéw w dniu
0 (stan poczatkowy) i w dniu 77, aby okresli¢ ewentualne zmiany parame-
tréow morfologii krwi i biochemii surowicy, do jakich doszto w okresie ob-
jetym badaniem.

Wiascicieli proszono o zglaszanie wszelkich nietypowych dla ich kota
zdarzen natychmiast po ich wystapieniu, korzystajac z podanych sposo-
béw kontaktu. Kazdego wilasciciela poinstruowano, aby w przypadku wy-
stapienia zdarzenia niepozadanego (ang. adverse event - AE), niezwlocznie
przywiozt swojego kota na oddziat ratunkowy NCSU-CVM lub do miejsco-
wego pogotowia weterynaryjnego. Zdarzenie niepozadane zdefiniowano
jako kazde zaobserwowane u kota zdarzenie, ktére byto niekorzystne i nie-
zamierzone i ktére wystapito w okresie objetym badaniem, niezaleznie od
tego, czy zostalo uznane za majace zwiazek z leczeniem, czy jego przyczyna
byla inna. Ciezkie zdarzenie niepozadane (ang. serious adverse event - SAE)
w tym badaniu zdefiniowano jako kazde zdarzenie niepozadane, ktére
spowodowato $mier¢ lub zagrozenie zycia, wymagalo profesjonalnej in-
terwengcji (lekarza weterynarii) i zostalo uznane przez badaczy za klinicz-
nie ciezkie.

Analiza statystyczna

Estymacja liczebnosci préby. Opisywane badanie zostalo zaprojektowa-
ne jako badanie pilotazowe i nie przeprowadzono formalnej analizy mocy,
poniewaz przeciwciala anty-NGF nie byly wcze$niej stosowane u kotow
i z tego wzgledu nie mozna bylo oszacowa¢ spodziewanej ré6znicy miedzy
uczestniczacymi w badaniu grupami kotéw. Jednym z cel6w tego badania
bylo zebranie odpowiednio duzej liczby danych, ktéra umozliwitaby prze-
prowadzenie analizy mocy w wiekszym badaniu skutecznosci.

Analiza danych. W analizie skutecznosci ujeto wszystkie koty, ktore braty
udziat w catym badaniu (do dnia 77), chyba ze wykryto u nich inna choro-
be lub problem, ktérych pojawienia si¢ nie mozna byto na koricu badania
przypisa¢ dziataniu uzytych w badaniu zwigzkéw, natomiast w analizie
bezpieczenstwa ujeto wszystkie koty uczestniczgce w badaniu, a do jej
przeprowadzenia postuzyly wyniki badan laboratoryjnych wykonanych
w dniu 0 i dniu 77 oraz zgtoszone przez wiascicieli zdarzenia niepozada-
ne. Przeprowadzono analize danych dotyczacych aktywnosci, poréwnujac
kazda grupe eksperymentalng (T11i T2) z grupa, ktérej podawano placebo.
Po analizie obiektywnych danych dotyczacych aktywnosci, grupy ekspe-
rymentalne zostaly polaczone w celu analizy danych subiektywnych. Za
istotng uznano warto$¢ P wynoszaca 0,05. Ze wzgledu na pilotazowy cha-
rakter tego badania nie dokonano korekty wartosci p dla wielokrotnych
poréwnan.

Grupy (otrzymujace lek lub placebo) zostaly poréwnane w celu uzyska-
nia rozktadu wieku i masy ciata za pomoca testéw T, rozkladu pici kotow
za pomoca testu chi-kwadrat oraz rozktadu ocen kondycji ciata za pomoca
testu sumy rang Wilcoxona.

Dane dotyczace aktywnosci (wyniki zliczania) byly generowane w prze-
dziatach o dtugos$ci 1 minuty-przez cala dobe i caty okres objety badaniem.
Te wyniki zliczania byly usredniane w okresach tygodniowych, przez co
dla kazdego kota uzyskiwano jeden wynik dla catego tygodnia (Srednig ak-
tywno$¢ na minute). Aktywno$¢ poczatkowa kota zdefiniowano jako jego
$rednig aktywno$¢ na minute w okresie pierwszych 2 tygodni badania
(przed podaniem kotu leku lub placebo). Warto$ci $redniej aktywnosci na
minute postuzyly do obliczenia zmian aktywnosci kazdego kota dla kaz-
dego tygodnia badania po podaniu leku lub placebo (tygodnie 3-11) w po-
réwnaniu ze stanem poczatkowym. Dane te byty analizowane przy uzyciu
metody analizy wariancji dla pomiaréw powtarzanych ANOVA, w tym
analizowano interakcje tydzien x tydzien, poniewaz zbieranie danych
dotyczacych aktywnosci trwato dtuzej niz oczekiwany czas utrzymywania
sie skutecznosci NV-02. W celu przyjrzenia sie r6znicom miedzy grupami
w poszczegdlnych tygodniach zastosowano analize kontrastow.

Dla ocen FMPI obliczano w ponizszy sposob, jaki utamek mozliwej oceny
stanowi ocena uzyskana:

suma ocen dla pytan 1-17
% mozliwej oceny FMPI dla pytani 1-17 =

liczba pytan, na ktére
udzielono odpowiedzi x 4

Dla kazdego kota i kazdego punktu czasowego, w ktérym dokonywano
oceny (dzien 35, dzien 56 i dzien 77), obliczono zmiany warto$ci FMPIposs
oraz wynikéw CSOM wzgledem stanu poczatkowego (dzien 14) i wyko-
rzystano je do poréwnan wewnatrzgrupowych (test znakowanych rang
Wilcoxona) oraz poréwnania zmian migedzy grupami (test sumy rang Wil-
coxona). Odpowiedzi na pytania 18 i 19 w kwestionariuszu FMPI analizowa-
no oddzielnie, poniewaz byly to pytania, do ktorych stosowano wizualng
skale analogowa.

Przeprowadzono réwniez analize sukces-niepowodzenie dla danych
CSOM, przyjmujac za kryterium sukcesu wzrost wyniku CSOM o >2, bez
spadku wyniku dla ktérejkolwiek aktywnosci®”. W analizie sukces-niepo-



wodzenie zastosowano test chi-kwadrat Pearsona. Wielko$¢ efektu (d Cohena dla leczenia wzgledem placebo) obliczono na podstawie zmiany wyniku
w poréwnaniu ze stanem poczatkowym dla grup, ktérym podano lek lub placebo, oraz odchylenia standardowego dla zmiany wyniku, zgodnie z naste-

pujacym réwnaniem:

(Srednia zmiana wyniku w grupie leczonej) - (Srednia zmiana wyniku w grupie placebo)

d Cohena dla leczenia wzgledem placebo =

(faczne odchylenie standardowe)

Podczas oceny rozpoznawania przez wiascicieli, czy ich kotu podano
przeciwciato anty-NGF, za sukces uznawano prawidlowe wybranie przez
wlasciciela podanego preparatu (leku/placebo), a dane analizowano za po-
mocg testu chi-kwadrat Pearsona.

Opisano wszelkie reakcje alergiczne i AE. Do poréwnania wynikéw ba-
dan laboratoryjnych z dnia 0 z wynikami badan laboratoryjnych na koncu
okresu objetego badaniem (dzien 77) dla potaczonej grupy eksperymen-
talnej i dla grupy placebo, a takze do poréwnania potagczonej grupy eks-
perymentalnej i grupy placebo w dniu 0 i dniu 77 zastosowano test T dla
par wigzanych. Do poréwnania wynikéw badan laboratoryjnych z dnia
0 i ostatniego dnia badania dla zmiennych laboratoryjnych niewykazuja-
cych rozkladu normalnego (do badania zgodnosci z rozkladem normal-
nym stuzyt test Kolmogorowa-Smirnowa) wykorzystano test znakowa-
nych rang Wilcoxona.

Wyniki

Rekrutacje i wstepne badanie przesiewowe przeprowadzono miedzy 31
marca 2014 r. a 23 kwietnia 2015 1. (okoto 56 tygodni). Pomyslna rekrutacja
do badania postepowata z szybkoscig 0,61 kotéw/tydzien, a analogiczny
wskaznik dla badania przesiewowego wynosit 0,86 kotoéw/tydzien. Otrzy-
mano zgtoszenia od 114 potencjalnych kandydatéw i skontaktowano sie
z nimi pocztg elektroniczng lub telefonicznie. Po pierwszym kontakcie
telefonicznym z wlascicielami 66 kotéw uznano za niekwalifikujace sie
do badania przesiewowego z przyczyn przedstawionych w tabeli 2.

W badaniu przesiewowym wzieto udzial w sumie 48 kotéw, a 14 z nich
uznano za nienadajace sie do wziecia udziatu w opisywanym badaniu
z powodow wymienionych w tabeli 3.

Nie stwierdzono zadnych réznic miedzy grupami, ktérym podano lek
NV-02 lub placebo, ze wzgledu na wiek (P= 0,63), pte¢ (P= 0,255), mase
ciata (p=0,356) oraz ocene kondycji ciata (P = 0,228). Wyniki te przedsta-
wiono w tabeli 4. Jedenascie kotéw otrzymato placebo, a 23 kotom poda-
no NV-02. Z 23 kotéw, ktérym podano NV-02, 11 kotéw otrzymato dawke
0,4 mg/kg, a 12 kotow dawke 0,8 mg/kg.

Do dnia 77 z badania nie wylaczono zadnego kota. Wszystkie koty bio-
race udziat w badaniu zostaty ujete w analizie bezpieczenistwa. Przeptyw
uczestnikéw w okresie objetym badaniem ukazano na rysunku 1. W dniu
77 stwierdzono, ze jeden kot (z grupy, ktérej podawano dawke NV-02 wy-

Tabela 2. Przyczyny uznania kotéw za niekwalifikujace sie do badania
przesiewowego po pierwszym kontakcie z wiascicielem

Liczba kotow Przyczyna niedopuszczenia do badania przesiewowego
7 Wykluczajace problemy zdrowotne

27 Brak odpowiedzi wiasciciela na probe kontaktu

5 Niedostateczny stopien uposledzenia

4 Temperament nieodpowiedni do wlaczenia do badania
1 Kot wychodzacy na zewnatrz

1 Ograniczenia wiasciciela ze wzgledu na rozkiad dnia/czas
2 Zdrowie wihasciciela

3 Kot nieakceptujacy obrozy

4 Wiasciciel niezainteresowany udzialem w badaniu

2 Kot otrzymujacy leki niedozwolone w badaniu

Tabela 2. Przyczyny wykluczenia kotéw po badaniu przesiewowym
wdniu 0

Liczba kotow Przyczyna wykluczenia po badaniu przesiewowym

Niewystarczajace radiograficzne dowody DJD
Guz/nowotwor wykryty na radiogramie
Choroba serca
Wyniki badan laboratoryjnych wskazujace na chorobe uktadowa
Inne problemy zdrowotne

A= N W

noszaca 0,4 mg/kg) ma ciezka dysfunkcje nerek (patrz informacje o zda-
rzeniach niepozadanych) i z tego powodu w analizie skutecznosci nie
uwzgledniono danych dotyczacych tego kota.

Akcelerometria (aktywnos¢)

Nie stwierdzono zadnej réznicy statystycznej w aktywnosci kotoéw miedzy
tygodniem 1 a tygodniem 2 (test znakowanych rang Wilcoxona, P = 0,768),
dlatego za okres poczatkowy przyjeto tacznie tygodnie 1i 2 (okres Tydz. 1/2),
co pozwolito na uzyskanie maksymalnej liczby danych poczatkowych.

Nie stwierdzono istotnych réznic miedzy zmianami aktywnosci kotéw
w grupach T1i T2, dlatego grupy T1 i T2 potaczono w celu zbadania r6znic
w kazdym tygodniu badania miedzy grupa, ktérej podano badany lek,
a grupg, ktora otrzymata placebo. Przyjmujac za stan poczatkowy $rednia
aktywnos¢ kota w okresie Tydz. 1/2 oraz badajac zmiane aktywnosci wyra-
zona jako procent aktywnos$ci w okresie Tydz. 1/2, stwierdzono istotny efekt
tydzien x tydzien (P = 0,0096), istotny efekt sposobu leczenia (P = 0,0258)
oraz istotny efekt sposob leczenia x tydzien x tydzien (P = 0,017). Istotne
efekty sposobu leczenia (wieksza poprawa aktywnosci w grupie, ktérej po-
dano badany lek w poréwnaniu z grupa placebo) stwierdzono w tygodniu
4 (P=0,035), tygodniu 5 (P = 0,007), tygodniu 6 (P = 0,006), tygodniu 7 (P
=0,007) i tygodniu 8 (P = 0,018). Procentowa zmiane aktywnosci w czasie
ukazano dla kazdej grupy na rysunku 2, a $Srednie zmiany procentowe ak-
tywnosci dla kazdej grupy i dla kazdego tygodnia zestawiono w tabeli 5.

Oceny wiascicieli

Po analizie danych dotyczacych aktywnosci grupy kotéw, ktérym podano
badany lek, potaczono w celu analizy danych subiektywnych. Stwierdzono
istotng poprawe (wzrost) wynikéw CSOM zaréwno w polaczonej grupie
kotow, ktore otrzymaly lek, jak i w grupie placebo - we wszystkich punk-
tach czasowych, w ktérych dokonywano oceny (w poréwnaniu z punktem
poczatkowym, czyli dniem 14), z wyjatkiem dnia 77 dla grupy placebo (P
= 0,051; tabela 6). W dniu 35 (3 tygodnie po podaniu NV-02 lub placebo)
wystapila istotna réznica miedzy grupami, jesli chodzi o zmiane wyniku
CSOM, przy czym w grupie, ktéra otrzymata badany lek poprawa byta istot-
nie wieksza niz w grupie placebo (P = 0,035). Natomiast nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic miedzy grupami pod wzgledem stopnia po-
prawy w dniu 56 i dniu 77.

W dniu 35 (3 tygodnie po podaniu leku/placebo) poprawa w grupie pla-
cebo oznaczala zmniejszenie poziomu niepelnosprawnosci/bdlu o 22%,
a w grupie, ktérej podano badany lek, zmniejszenie poziomu niepelno-
sprawnosci/bolu wyniosto 55%. Wielkos¢ efektu (z przedziatem ufnosci 95%)
w dniu 35 dla badanego leku wzgledem placebo wynosita 0,74 (-0,02 do 1,5).
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Stosujac odciecie wynoszace 2 jednostki poprawy w skali CSOM, nie Stwierdzono istotng poprawe (wzrost) wynikéw %FMPIposs zar6wno
stwierdzono istotnych réznic miedzy grupami w analizie sukces-niepo- ~ w polaczonej grupie eksperymentalnej, jak i w grupie placebo, w kazdym
wodzenie, ale wiecej sukcesoéw zaobserwowano w grupach kotéw, ktérym  punkcie czasowym, w ktérym dokonywano oceny (w poréwnaniu ze sta-
podano badany lek, w poréwnaniu z grupa placebo (tabela 7). Przy tych  nem poczatkowym, czyli wynikami w dniu 14; tabela 8). W zadnym punk-
samych kryteriach sukcesu/niepowodzenia, po pierwszych 3 tygodniach  cie czasowym nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy grupami z za-
odpowiedz opiekunéw kotéw na placebo wynosita 60%. kresie stopnia poprawy wskaznika bélu.

Tabela 4. Podsumowanie danych demograficznych dotyczacych kotéw uczestniczacych w badaniu.

NV-02 (n=23) Placebo (n=11) Warto$¢ P dla poréwnania grup terapeutycznych
Wiek w latach; $rednia (SD) 12,2(3,1) 12,6 (1,94) P=0,63(testT)
Plec¢ 12 FS; 11 MC 8 FS;3MC P=0,255 (test chi-kwadrat Pearsona)
Masa ciata w kg; mediana (SD) 6,10 (1,92) 5,55(1,38) P=0,356 (testT)
BCS; mediana (zakres) 7(4-9) 6(4-9) P=0,228 (test sumy rang Wilcoxona)

BCS - ocena kondycji ciata; MC - samiec kastrowany; FS - samica sterylizowana; SD - odchylenie standardowe.

Zgloszone telefoniczne (n=114)

Zakwalifikowane wstepnie (n=48)

Wykluczone (n=14)
- Niespelniajace kryteriow
wiaczajacych (n=14)

[ Wtaczanie ]

A4

Randomizowane (n=34)

[ Przydziat ]

A4 A l

Przydzielone Przydzielone do grupy NV-02 (T2) Przydzielone do grupy
do grupy NV-02 (T1) - Przydzielone do grupy placebo (P)
- Przydzielone do grupy z dawka 0,8mg/kg (n=12) - Przydzielone do grupy
z dawka 0,4mg/kg (n=11) - Otrzymaty dawke placebo (n=11)
- Otrzymaty dawke 0,8mg/kg (n=12) - Otrzymaly placebo (n=11)
0,4mg/kg (n=11)

A

A

Wytaczone z badania (n=0)

Wylaczone z badania (n=0)

Wytaczone z badania (n=0)

Analiza ]

v

Ujete w analizie
- Skutecznosci (n=10)
- Bezpieczenstwa (n=11)

(W przewazajacej czesci analizy skutecznosci grupy T1 i T2 byly potaczone)

v

Ujete w analizie
- Skutecznosci (n=12)
- Bezpieczenstwa (n=12)

A4

Ujete w analizie
- Skutecznosci (n=11)
- Bezpieczenstwa (n=11)

Rys. 1 Diagram ilustrujacy przeptyw przypadkéw w okresie objetym badaniem.
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Tydzien badania

Rys. 2 Wykres procentowych zmian $rednich tygodniowych wynikéw zliczania aktywnosci (bedacych faktycznie srednimi wynikami zliczania aktyw-
nosci w przedziatach 1-minutowych w okresie tygodnia) wzgledem stanu poczatkowego (czyli $Sredniej aktywnosci dla tygodni 11 2, zanim podano
kotom przeciwciato lub placebo) dla poszczegélnych grup (lek/placebo) w kazdym tygodniu badania.

Tabela 5. Srednia zmiana procentowa (+ SD), obliczona wzgledem stanu poczatkowego, $rednich wynikéw zliczania aktywnosci w kazdym
tygodniu badania - dla kazdej grupy i facznie dla grup, ktérym podano lek. Aktywnos$¢ poczatkowa zostata zdefiniowana jako $redni wynik zliczania
aktywno$ci na minute dla wszystkich kotéw w okresie pierwszych 2 tygodni badania, ktére poprzedzaly podanie kotom badanego leku lub placebo.

Tydzien

. 3 4 5 6 7 8 9 10 1
badania
Tygodnie 1 2 3 4 5 6 7 8 9
po aplikacji
Placebo -1,7(15,3) -4,0(14,3) -5,0(14,2) -5,3(9,7) -4,9(9,6) -6,1(20,9) -5,2(24,3) -5,6(22,5) -8,9(25,3)
T1 (NV-02 11,5 (21,1) 15,4 (24,7) 14,9 (18,1) 15,3 (22,1) 5,1(26,9) 7,8(18,4) -0,6(17,4) 4,5(19,2) 2,8(20,2)
0,4 mg/l(g) $l $) , i i i) i3 y ’ ’ 9 y , y i b2 ) »
T2 (NV-02
0,8 mgfkg) 3,1(11,1) 7,5 (14,4) 5,8(13,0) 8,2(21,6) 11,4 (13,2) 8,6 (16,0) 5,4 (13,6) -2,2(16,7) 3,1(20,4)
}T;C‘Z?ie 69(165) | 1m1(197) | 99059 | maie) | 85203 | 82067 | 27053 | os8mg) | -30(198)

SD - odchylenie standardowe; , Tygodnie po aplikacji” - liczba tygodni, ktére uptynely od podania kotu NV-02 lub placebo.

Tabela 6. Zestawienie median (zakreséw) i wynikéw poréwnan statystycznych dla zmian wynikéw CSOM (wzgledem dnia 14) w dniu 35 (3 tygodnie
po podaniu leku/placebo), dniu 56 (6 tygodni po podaniu leku/placebo) i dniu 77 (9 tygodni po podaniu leku/placebo). Wyzsze wartosci oznaczaja
wieksza poprawe.

Zmiana Zmiana Zmiana
wewnatrz grupy Wewnatrz grupy wewnatrz grupy
(test znakowanych (test znakowanych (test znakowanych
rang Wilcoxona) rang Wilcoxona) rang Wilcoxona)
Czas oceny Dzien 35 Dzien 56 Dzien 77
T1iT2lacznie 5,5 (-2 do +10) <0,0001 5(0do+11) <0,0001 2,5(-1do +9) <0,0001
Placebo 2(2do+7) 0,023 4(7do+9) 0,022 2(-4 do +9) 0,051
Poréwnanie
lek-placebo 0,035 0,466 0,673
(test sumy rang
Wilcoxona)




Kocie przeciwcialo anty-NGF na bol przewlekly

Wyniki FMPI dla pytan 18 i 19 ulegly istotnej poprawie zaré6wno w po-
faczonej grupie kotoéw, ktérym podano badany lek, jak i w grupie kotéw;,
ktore otrzymaty placebo w kazdym punkcie czasowym, w ktérym dokony-
wano oceny (w poréwnaniu ze stanem poczatkowym w dniu 14). W dniu 35
wieksza statystycznie istotna poprawa nastapita w grupie, ktorej podano
lek w poréwnaniu z grupa placebo, w przypadku pytania 18 (,bdl w ciagu
ostatnich 3 tygodni”; P = 0,024), ale nie pytania 19 (,b6l w dniu dzisiej-
szym”; P=0,05).

Wiasciciele kotéw, ktérym podano przeciwbdlowy lek anty-NGF, byli
w stanie z wieksza trafnoscia rozpoznad, jaki preparat podano ich kotu, niz
ci wlasciciele, ktorych koty otrzymaly placebo, przy czym 83% wlascicieli
bylo w stanie prawidlowo rozpozna¢, ze ich kot otrzymal NV-02, a tylko
45% byto w stanie prawidtowo odgadnag, ze ich kotu podano placebo (P =
0,013). Ze wzgledu na to, ze rozpoznanie preparatu polegato na zgadywa-
niu, mozna bylo spodziewac si¢ 50% prawidtowych wynikéw.

Bezpieczeristwo i zdarzenia niepozgdane

U zadnego kota nie wystapily jakiekolwiek objawy reakcji alergicznej po
wstrzyknieciu NV-02.

Zdarzenia niepozadane zgloszono lub stwierdzono u 6 kotow. Jeden
z kotow (NV-02, 0,8 mg/kg) zaczat drapa¢ okolice obrozy, dlatego zdjeto
mu obroze na 4 dni, a po uptywie tego czasu zalozono mu inna. W okre-
sie, kiedy kot nie nosit obrozy, dwukrotnie zaaplikowano mu lek: mas¢ za-
wierajaca 3 antybiotyki i mata ilo$¢ hydrokortyzonu. U dwéch kotow (NV-
02, 0,8 mg/kg i placebo) w dniu 77 stwierdzono podobny wzrost stezenia
kreatyniny w surowicy krwi (wzrost odpowiednio od 1,7 mg/dl do 2,0 mg/
dliod 1,5 mg/dl do i 2,1 mg/dl). Powtérne badania laboratoryjne przepro-
wadzone 2-3 miesiace p6Zzniej wykazaly u nich stabilne, ale podwyzszone
stezenie kreatyniny w surowicy. Wiasciciel 1 kota (NV-02, 0,4 mg/kg) zglosit,

Tabela 7. Podsumowanie analizy sukces-porazka dla wynikow CSOM
w grupach kotéw, ktérym podano badany lek, i w grupie placebo.

D35 D56 D77
T1(NV-02 0,4 mg/kg) 90% 90% 60%
T2 (NV-02 0,8 mg/kg) 75% 92% 75%
T1iT213cznie 82% 91% 68%
Placebo 56% 64% 64%
Poréwnanie lek
(grupy tacznie) - placebo 0,097 0,056 0,794
(test chi-kwadrat Pearsona)

ze wcze$niej wystepujaca u kota tagodna astma prawdopodobnie ulegta
zaostrzeniu, gdyz czesciej pojawiato sie u niego ,$wistanie”. Przepisano
salbutamol do inhalacji i u kota nastgpita widoczna poprawa, dlatego
nadal uczestniczyt w badaniu. Przed opisywanym badaniem nie postawio-
no definitywnego rozpoznania astmy u tego kota. U jednego kota (NV-02,
0,8 mg/kg) wystapity wymioty po wieczornym positku przez 3 kolejne dni
po wstrzyknieciu NV-02. Na podstawie naszych wczesniejszych doswiad-
czen z kilku podobnych badan dotyczacych produktéow leczniczych do
stosowania w przypadku bélu zwigzanego z DJD u kotéw, nie uznaliSmy
zadnego z tych zdarzen niepozadanych za majacy zwiazek z podaniem
kotu NV-02.

Zgtoszono ciezkie zdarzenie niepozadane (SAE) u 1 kota, ktéry otrzymat
NV-02 w dawce 0,4 mg/kg, ale uznano, ze zdarzenie to nie bylo zwigzane
z leczeniem. Przed wiaczeniem do badania kot miat rozpoznang przewle-
kia chorobe nerek w stadium 2 (wedtug klasyfikacji IRIS). W potowie ba-
dania wlasciciel zgtosil, ze istniejace wczesniej deformacja i pogrubienie
konczyny sprawiajg kotu bodl, ale badania (badanie przedmiotowe, biopsja
aspiracyjna cienkoigtowa pogrubialej okolicy oraz radiografia) nie pozwo-
lity ustali¢ przyczyny takiego stanu, a poza tym stwierdzono, ze stan ten
nie ulega zadnej zmianie od poczatku badania. Kot miat te deformacje czy
guz o nieznanej etiologii od kiedy byl kocieciem, a stan tej anomalii nie
zmieniat sie z czasem. W czasie wizyty w dniu 77 wlasciciel poinformowat,
ze jego kot od 10 dni coraz czesciej sie chowa i ma stale pogarszajacy sie
apetyt. Od poczatku badania kot stracil na wadze 0,72 kg, a wyniki jego
badan laboratoryjnych, wykonanych w dniu 77, wskazywaly na azotemie,
hiperglobulinemie i leukocytoze z przesunieciem w lewo. Wlasciciel zre-
zygnowat z leczenia kota i podjat decyzje o eutanazji. Peine badanie po-
$miertne oraz dokladne badanie nerek nie wykazaly istnienia zadnego
prawdopodobnego zwigzku z podaniem kotu NV-02. Dane dotyczace tego
kota wlaczono do analizy bezpieczenstwa, ale nie ujeto ich w analizie sku-
tecznosci. Badanie sekcyjne wykazato wieloogniskowe, tagodne, przewle-
kte, limfoplazmatyczne sr6dmiazszowe zapalenie nerek z glomeluropatia
oraz ogniskowa, przewlekla atrofie kory nerki i zwldknienie nerki (zawat),
przewlekle limfohistiocytarne zapalenie pecherzyka zoétciowego i zapale-
nie drog z6tciowych, uznane za skutek wady wrodzonej drzewa zotciowe-
go; mastocytome okreznicy; ogniskowy gruczolakorak ptuc; ogniskowy,
dobrze zréznicowany wtdkniakomiesak koniczyny tylnej (znany, istniejacy
wcze$niej guz na konczynie tylnej, ktéry w przesziosci nie ulegal zmia-
nom); umiarkowane, wieloogniskowe, przewlekte, limfohistiocytarne
zapalenie trzustki z rozsianym wiéknieniem i zanikiem pecherzykow
trzustkowych; oraz wieloogniskowe, limfoplazmatyczne zapalenie dwu-
nastnicy. Badanie za pomoca mikroskopu elektronowego tkanek nerki
nie wykazalo zadnych dowodéw na uwarunkowane immunologicznie
ktebuszkowe zapalenie nerek. Nie stwierdzono istnienia jakiegokolwiek

Tabela 7. Zestawienie median (zakreséw) i wynikéw poréwnan statystycznych dla zmian % mozliwej oceny FMPI (wzgledem dnia 14, w oparciu o
odpowiedzi na pytania 1-17) w dniu 35 (3 tygodnie po podaniu leku/placebo), dniu 56 (6 tygodni po podaniu leku/placebo) i dniu 77 (9 tygodni po

podaniu leku/placebo). Wyzsze wartosci oznaczaja wiekszg poprawe.

Zmiana Zmiana Zmiana
wewnatrz grupy Wewnatrz grupy wewnatrz grupy
(test znakowanych (test znakowanych (test znakowanych
rang Wilcoxona) rang Wilcoxona) rang Wilcoxona)
Czas oceny Dzien 35 Dzien 56 Dzien 77
T1iT2lacznie 16 (1,3 t0 36) <0,0001 16 (2,6 to 34,5) <0,0001 14,5 (1,2 to +35,3) <0,0001
Placebo 7,4 (0 t0 26,6) 0,002 10,6 (9,4 to +27,8) 0,010 14,4 (2,4 t0 35,7) 0,001
Poréwnanie
Tx-Placebo 0,061 0,127 0,456
(test sumy rang
Wilcoxona)




zwiazku miedzy zastosowanym leczeniem a zdarzeniami niepozadanymi.
W dniu 0 nie bylo zadnych réznic miedzy grupami kotéw uczestniczacych
w badaniu w zakresie poszczegdlnych zmiennych - wynikéw badan bio-
chemicznych i hematologicznych krwi oraz badan ogélnych moczu.

W dniu 77 poziom biatka catkowitego byt istotnie wyzszy w grupie ko-
tow, ktérym podano badany lek (Srednia +SD=7,6 +2,2 g/dl w poréwnaniu
z7,1+1,7 g/dl dla grupy placebo; p = 0,024; zakres wartosci referencyjnych
6,4-8,2 g/dl). Stezenie globulin w surowicy bylo istotnie wyzsze w grupie
kotéw, ktérym podano badany lek ($rednia £SD = 4,2 + 2,6 g/dl w porow-
naniu z 3,7 + 1,98 g/dl dla grupy placebo; zakres wartosci referencyjnych
2,9-4,8 g[dl).

Podczas oceny zmian wewnatrz grup nie stwierdzono istnienia w gru-
pach kotéw, ktérym podano badany lek lub placebo, zadnych istotnych
zmian poszczego6lnych zmiennych w czasie. W sumie u 3 kotéw stwierdzo-
no wzrost stezenia kreatyniny w surowicy krwi od mieszczacego sie w za-
kresie wartosci referencyjnych do poziomu poza tym zakresem (szczegoty
powyzej).

Dyskusja
Wyniki naszych badan wykazaly wyrazny pozytywny efekt terapeutycz-
ny NV-02, felinizowanego przeciwciala anty-NGF, u kotéw z bélem i upo-
$ledzeniem mobilnosci zwiazanymi z D]D. Korzystny efekt stwierdzono
w zakresie aktywnosci mierzonej w sposéb obiektywny, ale takze, mimo
duzego efektu placebo u opiekunéw, w zakresie wynikéw subiektywnych
pomiaréw dokonywanych przez wlascicieli kotow.

Aktywnos$¢ mierzona w sposob obiektywny wzrosta w grupie kotéw,
ktérym podano NV-02, w okresie od tygodnia 2 do tygodnia 6 po poda-
niu leku. W niedawno przeprowadzonym przez nasz zesp6t badaniu do-
tyczacym meloksykamu ($lepym, z grupa kontrolna placebo, trwajacym
2 tygodnie przed podaniem leku/placebo i 3 tygodnie po rozpoczeciu le-
czenia)® stwierdzono, ze $redni wzrost aktywno$ci w poréwnaniu z okre-
sem poczatkowym wynosit 5,97% w ciggu pierwszych 3 tygodni podawania
meloksykamu codziennie (0,035 mg/kg m.c. na dobe) w poréwnaniu ze
wzrostem o 2,65% w tym samym okresie u kotéw, ktérym podawano pla-
cebo. Stwierdzony w niniejszym badaniu procentowy wzrost aktywnosci
w stosunku do stanu poczatkowego w grupie kotéw, ktérym podano ba-
dany lek ($rednio o 9,3% w ciagu pierwszych 3 tygodni) przedstawia sie
bardzo korzystnie w poréwnaniu z badaniem dotyczacym meloksykamu
podawanego codziennie w dawce 0,035 mg/kg.

Badanie dotyczace meloksykamu bylo pelnym badaniem krzyzowym,
a jezeli wezmie sie pod uwage oba okresy stosowania meloksykamu, to
$redni wzrost aktywnosci powyzej warto$ci poczatkowej (gdzie wartos$cia
poczatkowa byla aktywnos$¢ w okresie bezposrednio poprzedzajacym
kazde leczenie) dla 3-tygodniowego okresu leczenia wynosit 9,45%, a r6z-
nica zmian aktywno$ci miedzy okresem leczenia a okresem podawania
placebo wynosita 10,62% na korzy$¢ meloksykamu. Jak zauwazono wyzej,
w opisywanym obecnie badaniu poswieconym NV-02, $redni wzrost ak-
tywnosci wzgledem stanu poczatkowego w grupie kotéw, ktérym poda-
no badany lek, wynidst 9,3%, a r6znica pomiedzy kotami, ktére otrzymaty
placebo, a kotami, ktérym podano NV-02, wynosita po pierwszych 3 tygo-
dniach 12,9%. Poréwnanie to pokazuje, ze jednorazowe wstrzykniecie NV-
02 powoduje u kotéw wzrost aktywnosci taki sam lub wiekszy niz wzrost
aktywnosci, jaki uzyskuje sie dzieki codziennemu podawaniu meloksyka-
mu w dawce 0,035 mg/kg. Nie przeprowadzono innych badan z kontrolg
placebo dotyczacych pomiaréw aktywnosci u kotoéw bedacych wiasnoscig
klientéw, ktére mozna by poréwnac z opisywanym tutaj badaniem.

Chociaz efekt placebo w ocenach dokonanych przez opiekunéw byt zna-
czacy (60% po pierwszych 3 tygodniach od podania preparatu, przy zasto-
sowaniu kryteriéw sukcesu/niepowodzenia), to wypetniane przez wtasci-
cieli kwestionariusze specyficznej dla klienta, subiektywnej oceny (CSOM)

wyraznie wskazywaly na wykrycie zastosowanego u ich kota sposobu
leczenia, przy czym stwierdzono istotng réznice miedzy grupami w cal-
kowitej liczbie punktéw uzyskanych po 3 tygodniach od podania leku/
placebo, a takze istotng réznice w zakresie zmiany wynikow CSOM w ciagu
pierwszych 3 tygodni od podania. Wielko$¢ efektu (przedziat ufnosci CI) na
podstawie wynikéw CSOM wynosita 0,74 (od -0,02 do 1,50), w poréwnaniu
z wartoscia -0,35 (od -0,98 do 0,28) uzyskana w badaniu z meloksykamem
podawanym codziennie w dawce 0,035 mg/kg®. Wyniki FMPI wykazywatly
podobna tendencje, ale rozgraniczenie miedzy grupa placebo a grupami,
ktérym podano badany lek, bylo mniej wyrazne. Ocena wielkosci wskazni-
ka FMPI zajmowano sie w kilku wcze$niejszych badaniach i stwierdzono,
ze poprawa jest widoczna i wiarygodna®'%, ale w jednym badaniu, przepro-
wadzonym na stosunkowo matej liczbie kotéw"”, nie wykazano responsyw-
nosci. Jednakze w wiekszym badaniu, po§wieconemu meloksykamowi®’,
stwierdzono (przy uzyciu monitoréw aktywnosci) pewna responsywnos¢
i trafnos¢ kryterialng FMPI. Instrument CSOM pozwolil na wykrycie efektu
zastosowanego leku w poréwnaniu z placebo, ale tylko w wiekszym, nie-
dawno przeprowadzonym przez nas badaniu, w ktérym stosowano melo-
ksykam z grupy NLPZ®’ oraz w matym badaniu pilotazowym z udzialem
kotow z wysokim stopniem niesprawnosci ruchowej?. Konieczne sa dalsze
dziatania zmierzajace do opracowania instrumentéw oceny wynikow
leczenia przez wiasciciela lub projektéow badan, dzieki ktérym mozliwe
bedzie wyrazne odroéznienie efektow leczenia w poréwnaniu z placebo
i wykazanie trafnosci kryterialnej. Jedna z przyczyn frustracji przy opra-
cowywaniu instrumentéw do oceny przez wiasciciela jest to, ze nie wia-
domo, czy $rodki przeciwbélowe (do tej pory leki NLPZ), wykorzystywane
przy opracowywaniu subiektywnych instrumentéw, rzeczywiscie dzialaja.
Uwazamy, ze taka skuteczno$¢ badanego leku, jaka stwierdzono w prezen-
towanym tutaj badaniu, pozwala domniemywa¢, ze moze to by¢ obecnie
najlepszy dostepny lek, ktéry mogiby stuzy¢ do udoskonalania instrumen-
téw do oceny przez wiasciciela; nalezy jednak wzia¢ pod uwage wplyw
r6znych drog podania (doustnie lub przez wstrzykniecie) i czestotliwosci
stosowania (jednorazowo lub codziennie).

W naszym badaniu okazato sie, na podstawie wynikéw aktywnosci mie-
rzonej w sposob obiektywny, ze czas trwania efektu terapeutycznego wy-
nosi okoto 6 tygodni. Jest to okres podobny do czasu utrzymywania si¢
skutecznosci po podaniu tego leku psom' - dozylnie, w dawce 0,2 mg/kg,
Wwynoszacego co najmniej 4 tygodnie, chociaz w tym badaniu z udzialem
psow, obserwacje po podaniu leku prowadzono tylko przez okres 4 tygo-
dni. Na podstawie badan z udzialem ludzi, wydaje sig, ze czas utrzymywa-
nia sie skutecznosci jest w pewnym stopniu zalezny od dawki', przy czym
dawki 100 i 200 nglkg wykazuja skuteczno$¢ przez okres do 8 tygodni,
chociaz wyglada na to, ze skuteczno$¢ po 8 tygodniach jest nizsza niz po
4 tygodniach®. Podawany w literaturze czas utrzymywania sie skutecz-
nosci zalezy w pewnej mierze od projektu badania, jak réwniez od tego,
w jakich odstepach czasowych dokonuje sie oceny wynikéw leczenia. Na-
sze badanie zostalo zaprojektowane w taki sposob, by zbieranie wynikow
pomiaru aktywnos$ci odbywato si¢ w dtuzszym okresie, niz spodziewany
czas dziatania leku, co dato nam mozliwos¢ zebrania pelniejszych danych
dotyczacych utrzymywania sie skutecznosci. Uwazamy, ze lek, ktory po
pojedynczym podaniu droga podskérng skutecznie kontroluje bol prze-
wlekly u kotow przez okoto 6 tygodnie, moze przynie$¢ bardzo pozytywne
iistotne klinicznie efekty w medycynie weterynaryjnej.

Toksyczno$¢ jest problemem, ktéremu zawsze poswieca sie wiele uwagi,
zwlaszcza w przypadku nowych lekéw. W badaniach poswigconych stoso-
waniu przeciwciat anty-NGF w leczeniu ludzi, zglaszane zdarzenia niepo-
zadane wydaja sie by¢ na og6t tagodne, ale - podobnie jak w przypadku
skutecznosci - zalezne od dawki®*. Wydaje sie, ze wiekszos$¢ zdarzen nie-
pozadanych, ktére mozna by uzna¢ za majace zwiazek z przeciwcialami
skierowanymi przeciw NGF, dotycza przejSciowych zaburzen sensorycz-
nych?°. W naszym badaniu z udzialem pséw, nie stwierdzili$my wystepo-



wania jakichkolwiek zdarzen niepozadanych natury neurologicznej”, cho-
ciaz ocena zdarzen niepozadanych nie byla celem tego badania. Ponadto,
stosujac iloSciowa ocene progu odczuwania (QST), nie stwierdzilismy zad-
nego wplywu na doznania u pséw (obserwacje niepublikowane). W opi-
sywanym tutaj badaniu nie zaobserwowano zadnych neurologicznych AE.
U 1 kota, u ktérego wystapito pogorszenie funkcji nerek, nie znalezliSmy
- w oparciu o aktualny stan wiedzy - zadnych dowodéw na jakikolwiek
zwiazek z leczeniem przeciwcialem monoklonalnym. Nie ma zadnych do-
niesient naukowych, ktore wskazywatyby na wystapienie u jakiego$ gatun-
ku toksycznego oddziatywania na nerki stosowanych w celach leczniczych
przeciwciat anty-NGF, ale w przypadku kotéw zagadnienie to wymaga po-
Swiecenia szczegdlnej uwagi, ze wzgledu na wysoka czesto$¢ wystepowa-
nia u nich przewlektej choroby nerek®. Aby w petni oceni¢ bezpieczenstwo
stosowania NV-02 u kotéw, niezbedne jest przeprowadzenie wiekszej licz-
by badan, w tym dotyczacych takze wielokrotnego podawania badanego
leku. Juz po przygotowaniu prezentowanego tutaj sprawozdania z bada-
nia, Rada ds. Nazewnictwa Produktéw Leczniczych w Stanach Zjednoczo-
nych (USAN Council) przyjeta dla przeciwciala monoklonalnego anty-NGF
NV-02 niezastrzezong nazwe frunevetmab.

Whnioski

U kotéw z bélem i uposledzeniem mobilnosci zwigzanymi z DJD zaob-
serwowano pozytywne efekty po jednokrotnym podaniu drogg podskér-
na NV-02, felinizowanego przeciwciala anty-NGE Te pozytywne efekty,
oceniane w sposob obiektywny - przez pomiar aktywnosci, utrzymywaty
sie przez okres do 6 tygodni. Wydaje sie, ze NV-02 jest bardzo obiecujacym
lekiem do stosowania w celu dlugotrwatego fagodzenia bélu zwigzanego
z DJD u kotéw. Uzasadnione jest dalsze prowadzenie badan klinicznych.

Przypis
2 Actical, Philips Respironics, Bend, Oregon, USA

Podziekowania

Autorzy wyrazaja wdzieczno$¢ Lyndy Harden z zespotu Clinical Studies
Core NCSU-CVM za przeprowadzenie kontroli jako$ci danych. Autorzy
dziekuja dr Rachel E. Cianciolo z International Veterinary Renal Pathology
Service za zbadanie za pomocg mikroskopu elektronowego jednej nerki.

Deklaracja dotyczaca konfliktu intereséw: ME Gruen otrzymata wspar-
cie finansowe - Ruth L. Kirschstein National Research Service Award
(T320D011130) - od Narodowego Instytutu Zdrowia. BDX Lascelles jest za-
trudniony przez Nexvet jako konsultant. DP Gearing jest pracownikiem
Nexvet. Badanie otrzymato wsparcie od firmy Nexvet Biopharma.

Deklaracja dotyczgca stosowania lekéw przeciwdrobnoustrojowych poza
wskazaniami: Autorzy deklarujq, ze w badaniach nie stosowano lekéw prze-
ciwdrobnoustrojowych w celach innych niz wymienione we wskazaniach.
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