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o przeprowadzenie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego

w dziedzinie nauk weterynaryjnych w dyscyplinie weterynaria.

Whnioskuje — na podstawie art. 221 ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce — aby komisja habilitacyjna podejmowata uchwate w sprawie nadania stopnia
doktora habilitowanego w glosowaniu tajaym/jawnym*!

Zostalem poinformowany, ze:

Administratorem w odniesieniu do danych osobowych pozyskanych w ramach postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego jest Przewodniczgcy Rady Doskonatosci Naukowej
z siedzibg w Warszawie (pl. Defilad 1, XXIV pietro, 00-901 Warszawa).

Kontakt za posrednictwem e-mail: kancelaria@rdn.gov.pl, tel. 22 656 60 98 lub w siedzibie organu.
Dane osobowe bedg przetwarzane w oparciu o przestanke wskazang w art. 6 ust. 1 [lit. ¢)
Rozporzgdzenia UE 2016/679 z dnia z dnia 27 kwietnia 2016 r. w zwigzku z art. 220 - 221 orazart.
232 — 240 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyziszym i nauce, w celu
przeprowadzenie postepowania o nadanie stopnia doktora habilitowanego oraz realizacji praw i
obowiqzkow oraz srodkow odwolawczych przewidzianych w tym postegpowaniu.

Szczegolowa informacja na temat przetwarzania danych osobowych w postepowaniu dostepna jest
na stronie www.rdn.eov.pl/klauzula-informacyina-rodo. html

I * Niepotrzebne skreslic.
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1. IMIE I NAZWISKO

Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE LUB ARTYSTYCZNE -
Z PODANIEM PODMIOTU NADAJACEGO STOPIEN, ROKU ICH UZYSKANIA
ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

25.11.2023

10.02.2017

22.06.2010

31.06.2010

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
Wydziat Nauk Ekonomicznych

Studia Podyplomowe: Zarzadzanie zasobami ludzkimi

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej

Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych

Specjalno$¢: farmakologia weterynaryjna

Tytut rozprawy doktorskiej: Opracowanie i walidacja metody
oznaczania tigecykliny oraz farmakokinetyka tego leku u indykow
Promotor: prof. dr hab. Jerzy Jaroszewski,

Recenzenci pracy doktorskiej: prof. dr hab. Cezary Kowalski i prof. dr
hab. Andrzej Posyniak

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
Wydziat Biologii
Tytul: magister biotechnologii

Specjalnos¢: biotechnologia w medycynie weterynaryjne;j

Policealne Studium Farmaceutyczne Stopka w Olsztynie

Tytul: technik farmaceutyczny
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3. INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH LUB ARTYSTYCZNYCH

2017 - obecnie

2016 - 2017

2013 -2020

2014 - 2016

2011 - 2017

Stanowisko: Adiunkt
Jednostka: Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Stanowisko: Asystent
Jednostka: Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Stanowisko: Technolog/Koordynator systemu zapewniania jakoSci
w zakresie Dobrej Praktyki Laboratoryjnej
Jednostka:  Wydzial Medycyny  Weterynaryjnej, Uniwersytet

Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Stanowisko: Kierownik projektu
Jednostka: Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Stanowisko: Doktorant
Jednostka: Katedra Farmakologii 1 Toksykologii, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
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4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2
USTAWY Z DNIA 20 LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM
I NAUCE (DZ. U. Z 2021 R. POZ. 478 Z. POZN. ZM.)

4.1. Osiagniecie, 0 ktorym mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 lit. B Ustawy z dnia 20 lipca 2018

r. ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2021 r. poz 478 z p6zn. zm), tj.

osiagniecie stanowigce cykl publikacji powiazanych tematycznie pod wspolnym

tytulem:

»Ocena wplywu oklacytynibu, inhibitora kinaz Janusowych, na efektorowe

i regulatorowe limfocyty T CD4" i CD8" — badania w aspekcie bezpieczenstwa

stosowania leku oraz mechanizmow immunologicznych lezgcych u podstaw

jego skutecznosci klinicznej”

4.1.1. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagni¢cia wraz z informacja o wkladzie

wnioskodawcy w prowadzeniu badan naukowych opisanych w poszczegolnych

publikacjach, jak i w powstaniu tych publikacji

Cykl publikacji stanowigcych zglaszane osiagniecie obejmuje 4 oryginalne artykuty

naukowe opublikowane w latach 2018 — 2024 w czasopismach indeksowanych w bazie Journal

Citation Reports (JCR):

4.1.1.1.

4.1.1.2.

Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk®, Jerzy J. Jaroszewski, Tomasz Maslanka.
Oclacitinib depletes canine CD4" and CD8" T cells in vitro. Research in Veterinary
Science, 2018, 121: 124-129.

Punktacja MNiSW2o018 = 35; IF2018 = 1,751

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan,
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

Moj udzial procentowy szacuje na 90%.

Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk*, Jerzy J. Jaroszewski, Tomasz Maslanka.
Oclacitinib, a Janus kinase inhibitor, reduces the frequency of IL-4- and IL-10-, but
not IFN-y-, producing murine CD4" and CD8" T cells and counteracts the induction
of type I regulatory T cells. Molecules, 2021, 26: 1-19.

4



Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk Autoreferat

4.1.1.3.

4.1.1.4.

Punktacja MEiN2021 = 140; 1F2021 = 4,927

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan,
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

MGoj udzial procentowy szacuje na 90%.

Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk*, Tomasz Maslanka. Depletion of T and B cells in
lymphoid tissues of mice induced by oclacitinib, a Janus kinase inhibitor. Polish
Journal of Veterinary Sciences, 2023, 26: 431-440.

Punktacja MEiN2023 = 100; 1F2023 = 0,800

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan,
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 90%.

Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk*, Piotr Socha. Treatment with oclacitinib, a Janus
kinase inhibitor, down-regulates and up-regulates CD25 and Foxp3 expression,
respectively, in peripheral blood T cells of dogs with atopic dermatitis. BMC
Veterinary Research, 2024, 20: 489.

Punktacja MNiSW2023 = 140; 1F2023 = 2,300

Moj wkitad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan,
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 90%.

“autor korespondencyjny

Warto$¢ wazniejszych parametréw bibliometrycznych przedmiotowego cyklu publikacji:

% Laczna liczba punktow MNiSW/MEIN to 415 (punktacjc MNiSW/MEIN podano

zgodnie z rokiem publikacji artykutu, tj. wedlug komunikatu MNiSW obowiazujacego

dla danego roku).

¢ Laczny IF to 9,778 (IF podano dla roku, w ktérym opublikowano prace¢. Dla artykutu

opublikowanego w roku 2024 podano ostatni ustalony IF, tj. dla roku 2023).

¢ Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad powyzszego cyklu: 49, w tym 42 bez

autocytowan (wg. Google Scholar).
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Badania in vifro Badania in vivo
Publikacja 4.1.1.1: R
Treatment with oclacitinib, a Janus kinase
Oclacitinib depletes canine CD4~ and inhibitor, dovwn-regulates and up-regulates CD25
Badania CDS8* T cells in vitro and Foxp3 expression, respectively, in peripheral
prowadzone blood T cells of dogs with atopic dermatitis
na psach

| Badania nad OCL zaréwno w aspekcie mechanizmu dzialania, jaki bezpieczenistwa jego stosowania

Publikacja 4.1.1.2: Publikacja 4.1.1.3:
Oclacitinib, a Janus kinase inhibitor, reduces the
[frequency of IL-4- and IL-10-, but not IFN-y-, Depletion of T and B cells in

Badania producing murine CD4™ and CD8™ T cells and hymphoid tissues of mice induced by
prowadzone counteracts the induction of type 1 regulatory T oclacitinib, a Janus kinase inhibitor
na myszach wdlls

Badania skupiajace sie gléwnie nad Badania skupiajace si¢ przede wszystkim nad
wyja$nieniem mechanizmu dzialania OCL oceng bezpieczeinstwa stosowania OCL

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy glowne cele naukowe publikacji wchodzacych w sktad

przedmiotowego osiggni¢cia naukowego.

4.1.2. Omowienie osiagni¢cia
4.1.2.1. Wprowadzenie
4.1.2.1.1. Ogolna charakterystyka farmakologiczna oklacytynibu

Przedmiotem badan stanowiacych niniejsze osiagnig¢cie naukowe byt oklacytynib (OCL),
nalezacy do inhibitoréw kinaz Janusowych (JAK; Janus kinases). Lek ten zostat po raz pierwszy
zarejestrowany do stosowania u psOw w Europie 1 Stanach Zjednoczonych w 2013 roku
w preparacie Apoquel (Zoetis) 1 obecnie jest to jedyny produkt leczniczy weterynaryjny
zawierajacy OCL (w postaci maleinianu oklacytynibu). OCL klasyfikowany jest zaréwno jako
lek immunomodulujacy [Charakterystyka Weterynaryjnego Produktu Leczniczego (CHPL)
Apoquel], jak rowniez immunosupresyjny (US Food and Drug Administration Apoquel
Information Summary; FDA Apoquel IS), cho¢ na podstawie danych literaturowych nalezatoby
go klasyfikowa¢ jako lek immunomodulujacy, wykazujacy pewne wlasciwosci
immunosupresyjne (Banovic 1 wsp. 2019; Marsella 1 wsp. 2023). Wskazania rejestracyjne
preparatu zawierajagcego OCL obejmujg leczenie §wigdu zwigzanego z alergicznym zapaleniem
skory oraz objawow klinicznych atopowego zapalenia skory (AZS) u psow 1 jest to lek
pierwszego rzutu w terapii tych schorzen (Aleo 1 wsp. 2023). OCL wykazuje skuteczno$¢
w leczeniu §wigdu zwigzanego z AZS u pséw powyzej dwunastego miesigca zycia i zalecany

jest do leczenia przypadkéw ostrych oraz do zapobiegania nawrotom $wigdu. Prowadzac
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badania kliniczne na 436 psach z AZS Cosgrove 1 wsp. (2013) zaobserwowali ponad 50%
redukcje Swiadu i zapalenia skory u ponad 70% leczonych zwierzat juz po 7 dniach.

OCL nalezy do grupy lekéw bedacych inhibitorami JAK, a wigc inhibitoréw $ciezki
sygnatowej JAK/STAT (signal transducer and activators of transcriptions; przekaznik sygnatu
1 aktywator transkrypcji). W szlaku sygnalowym JAK/STAT wyroznia si¢ trzy kinazy
janusowe: JAK1, JAK2, JAK3 i kinaze¢ tyrozynowa TYK?2 oraz siedem biatek sygnalowych:
STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb i STAT6. Wykazano, ze OCL najsilniej
hamuje kinaze¢ JAK1 (1,8 razy silniej niz JAK2 oraz 9,9 razy silniej niz JAK3), stad badany lek
klasyfikowany jest najczesciej jako inhibitor JAK1 (Gonzales i wsp. 2014, Roskoski Jr 2016).
Sciezka sygnatowa JAK/STAT jest plejotropowa droga transdukcji sygnatu dla wielu
biochemicznych substancji, m.in. cytokin, czynnika wzrostu, leptyny, erytropoetyny czy tez
interferondw 1 z jednej strony Sciezka ta jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania
m. in. uktadu immunologicznego, a z drugiej strony stanowi rowniez szlak sygnatowy dla wielu
cytokin o dziataniu prozapalnym czy proalergicznym, ktore sg zaangazowane w patogenezg
wielu chorob alergicznych, autoimmunologicznych i zapalnych, w tym AZS (Igaz i wsp. 2001).
W AZS dominujacym objawem jest nasilony $wiad skory, ktory stanowi wazne kryterium
diagnostyczne tej choroby. Jedng z glownych cytokin zwigzanych z wystegpowaniem §wiadu
jest interleukina (IL) 31 (Dillon i wsp. 2004). IL-31 jest cytoking, ktéra petni wazng role
w odpowiedzi immunologicznej, szczegdlnie w reakcjach alergicznych i zapalnych
skory. Wykazano, ze w odpowiedzi na ekspozycje na alergen lub antygeny bakteryjne u myszy
(Dillon i wsp. 2004), ludzi (Cevikbas 1 wsp. 2014) i psow (Gonzales i wsp. 2016) dochodzito
do indukcji produkeji IL-31 przez limfocyty T w skorze. Przyjmuje sig, ze glownymi
producentami IL-31 sg limfocyty pomocnicze typu 2 (T helper type 2; Thy), ale jest ona réwniez
produkowana przez limfocyty T CDS8', monocyty, makrofagi, komoérki dendrytyczne,
keratynocyty, eozynofile, bazofile, komoérki tuczne i fibroblasty oraz skorne nerwy obwodowe
(Nakashima 1 wsp. 2018). Cytokina ta wigze si¢ z receptorami IL-31RA 1 OSMRS 1 poprzez
aktywacje szlaku JAK/STAT 1 PI3K/AKT (kinaza fosfatydyloinozytolu 3/kinaza biatkowa)
napedza kaskade zapalng (Cornelissen i wsp. 2012a). Ponadto, IL-31 indukuje aktywacje¢ szlaku
MAPK-JAK/p38 (kinaza biatkowa aktywowana mitogenami-kinaza Janus/p38), jak rowniez
stymuluje eozynofile do wydzielania znacznych ilo$ci cytokin prozapalnych (IL-1p i IL-6) oraz
chemokin zwigzanych z patofizjologiag AZS (CXCL1, CXCL8, CCL2 1 CCL18) (Borgia i wsp.
2022). Wyniki badan przeprowadzonych przez Borgia 1 wsp. (2022) sugeruja rowniez, ze 1L-4
bierze udzial w ekspresji receptora dla IL-31, tj. IL-31RA, zwigkszajac tym samym produkcje
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chemokin CCL17 1 CCL22 przez komorki dendrytyczne pochodzace ze szpiku kostnego, co
dodatkowo napedza o$§ Tho. Ponadto, w synergii z IL-33, IL-31 jest rowniez zdolna do indukcji
produkcji takze innych prozapalnych cytokin i chemokin. Wykazano, ze IL-31 utrwala cykl
swedzenia/drapania u pacjentow z AZS takze poprzez bezposrednia modulacje funkcji
keratynocytéw, a ponadto, zmniejsza ekspresje filagryny i klaudyny-1, uposledzajac tym
samym funkcje¢ bariery skornej i zwickszajac ekspozycje na antygeny (Cornelissen i wsp.
2012b). W obecnosci OCL dochodzi do zahamowania kinazy JAK1, co w konsekwencji
prowadzi do zablokowania aktywacji kaskady zapalnej szlaku JAK/STAT (nie dochodzi do
fosforylacji bialek STAT), indukowanej m. in. przez IL-31, u pacjentdw cierpigcych na AZS,
co skutkuje zmniejszeniem aktywnosci i/lub produkeji tej i innych cytokin odpowiedzialnych
za powstawanie $§wigdu 1 stanu zapalnego. Tak wigc, zahamowanie kinazy JAKI1 jest

odpowiedzialne za dziatanie przeciwswigdowe, przeciwalergiczne oraz przeciwzapalne OCL.

1. Cytokine binds receptor S JAK inhibitor 7. Cell function changes:

2. Receptor dimerization -1 A (Oclacitinib) A. T IgE production
and JAK phosphorylation B. Lymphocyte
! proliferation
C. T Cytokine production
D. T Cytokine receptor

o« Phosphate
s S

‘N — JAK

\

. (Janus kinase) expression

E 1 Chemokine production

3. STAT phosphorylation

4. STAT dimerization L

Ribosome ——"¢2"" &, Translation
3 of mRNA
, produces
mRNA 2> proteins

~

— Cell 5. RNA polymerase —
membrane Nucleus transcription of DNA

Ryc. 2. Mechanizm dziatania oklacytynibu, inhibitora kinaz JAK, i jego wplyw na szlak
sygnatowy JAK/STAT. Zrédto: modyfikacja wlasna na podstawie:

https://www2.zoetis.co.uk/products-solutions/dogs/apoquel.

Dziatanie terapeutyczne leku zaczyna si¢ juz po godzinie od podania, stad OCL okreslany

jest jako lek szybki i skuteczny (Cosgrove i wsp. 2013). Zalecana przez producenta dawka leku
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podawanego per os wynosi 0,4-0,6 mg/kg masy ciata (m. c¢.) (CHPL Apoquel), co przektada
si¢ na maksymalne stezenie (Cmax) OCL w osoczu na poziomie 337 ng/ml (Collard i wsp. 2014).
Crmax leku osiagane w osoczu odpowiada w warunkach in vitro stezeniu 1 pM (10°° M) (Banovic
1 wsp. 2019). Po podaniu leku u pséw per os, OCL (w postaci maleinianu oklacytynibu) jest
szybko 1 dobrze wchianiany z przewodu pokarmowego, z czasem osiggni¢cia Cmax W 0SOCZU
krotszym niz 1 godzina (Collard 1 wsp. 2014). Okres poéttrwania OCL wynosi od 4 do 5,9
godzin, za$ jego biodostepnos¢ waha si¢ od 79% do 89%. Nie wykazano interakcji leku
z pokarmem (Collard 1 wsp. 2014). Wedlug zalecen producenta nalezy poczatkowo podawac
OCL dwa razy dziennie przez 14 dni, natomiast po uzyskaniu efektu leczniczego w postaci
redukcji §wigdu mozna podawac lek raz dziennie, nawet przez kilka miesiecy.

Badania kliniczne potwierdzaja, ze lek jest dobrze tolerowany i nie powoduje powaznych
dzialan niepozadanych, nawet w przypadku dhlugotrwalego stosowania. Wsrod efektow
ubocznych OCL najczesciej zglaszane sa sporadyczne biegunki 1 wymioty (Cosgrove 1 wsp.
2013;2015). Natomiast warto zaznaczy¢, ze w porownaniu do leczenia cyklosporyng, wymioty
wystepowaly u zwierzat otrzymujacych OCL 3-krotnie rzadziej (Cosgrove i wsp. 2015, Little
1 wsp. 2015). Producent preparatu Apoquel w CHPL podaje, ze po 16 dniach terapii, u wigkszej
niz 1% liczby psow otrzymujacych OCL, diagnozowano ropne zapalenia skory, niespecyficzne
guzki skorne, zapalenie ucha, histiocytome, zapalenie pecherza moczowego, drozdzakowe
zakazenie skory, pododermatitis, thuszczaki, vogélnione powickszenie weztow chlonnych,
nudnos$ci, wzmozony apetyt i agresj¢. Rowniez Denti 1 wsp. (2022) potwierdzili wystgpienie
takich dziatan niepozadanych jak nuzyca, ropne zapalenie skory i zapalenie ucha u psow
dhugotrwale leczonych OCL (ponad 100 dni). Badano rowniez wptyw leku na parametry
biochemiczne, gdzie wykazano, ze po podaniu OCL doszto jedynie do spadku $redniej liczby
leukocytow (nie miato ono jednak postgpujacego charakteru i1 dotyczyto wszystkich
subpopulacji leukocytow z wyjatkiem limfocytow) oraz podwyzszenia srednich warto$ci
cholesterolu w surowicy (Denti 1 wsp. 2022). Efektywnos$¢ 1 bezpieczenstwo OCL (w zakresie
wplywu leku na parametry hematologiczne 1 biochemiczne) zostalo potwierdzone w trakcie
cztero- (Denti 1 wsp. 2022) oraz dziewigciomiesiecznej terapii (Herrmann i wsp. 2023). Co
ciekawe, skuteczno$¢ OCL w redukcji $wiadu i1 towarzyszacych AZS zmian skérnych byta
zblizona do skuteczno$ci stosowania glikokortykosteroidow czy cykolosporyny (Gadeyne

1 wsp. 2014, Little 1 wsp. 2015, Gonzales 1 wsp. 2016).
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4.1.2.1.2. Komorki bedace przedmiotem badan w kontekscie AZS

Jak juz wspomniano, OCL jest lekiem zarejestrowanym do leczenia AZS u psow. AZS jest
to przewlekta, alergiczno, zapalno-$wigdowa choroba skory, w ktorej dochodzi do reakcji
nadwrazliwosci w stosunku do antygendw srodowiskowych i/lub pokarmowych 1 jest jedng
z najczestszych chorob dermatologicznych diagnozowanych u psow (Hillier & Griftin 2001).
Patogeneza AZS jest bardzo zlozona i nadal pozostaje nie do konca poznana. Na skutek
przenikania droga przeznaskérkowa okreslonych alergenow $rodowiskowych lub kontaktu
z alergenem pokarmowym w skdrze pojawiaja si¢ rézne populacje komorek zapalnych,
nastepuje aktywacja komorek rezydualnych skory oraz lokalna produkcja szeregu mediatorow
odpowiedzialnych za zapalenie i $wiad, w tym wielu cytokin prozapalnych (Banovic i wsp.
2019). Kluczowa role w mechanizmie immunologicznym w patogenezie AZS odgrywaja
komoérki Langerhansa wystepujace w naskorku, komorki dendrytyczne obecne w skorze
wiasciwej, immunoglobuliny E (IgE) oraz limfocyty T i B.

W niniejszych badaniach nad mechanizmem i bezpieczenstwem stosowania OCL skupiono
si¢ na zbadaniu wptywu leku na wybrane subpopulacje limfocytow T oraz limfocyty B.
Tradycyjnie limfocyty T dzieli si¢ na limfocyty T pomocnicze (T helper, Th), limfocyty
T cytotoksyczne (T cytotoxic, Tc) oraz limfocyty regulatorowe (T regulatory, Treg):
= Limfocyty Th (tj. pelnigce funkcje efektorowe) maja na swojej powierzchni marker

biatkowy CD4 i moduluja odpowiedz immunologiczng na infekcje wirusowe i bakteryjne

(Honda i wsp. 2014). Swoiscie pobudzony limfocyt Tho réznicuje si¢ w kierunku limfocytow

Thi, Tha lub Thi7. Limfocyty Th: wzmacniaja immunologiczng odpowiedZz komdrkowa

przeciw patogenom wewnatrzkomorkowym, glownie wirusom, poprzez produkcje takich

cytokin prozapalnych jak interferon y (IFN-y), czy IL-2. Limfocyty Thz z kolei wzmacniaja
odpowiedZ humoralng na patogeny zewnatrzkomorkowe, w tym wielokomérkowe pasozyty,

1 wydzielaja cytokiny IL-4, IL-5, IL-10 1 IL-13, ktdre sg czynnikami wzrostu i roznicowania

limfocytow B. Cytokiny wytwarzane przez Thi wplywaja ujemnie na rozw6j komorek Tha

1vice versa. Limfocyty Thi; wspomagaja rozwoj odpowiedzi humoralnej przeciw
zewnatrzkomérkowym bakteriom, grzybom 1 pierwotniakom, a gltéwna cytoking

produkowang przez te limfocyty jest IL-17 (Liickel i wsp. 2020).

Aby dziewicze limfocyty T mogly spelnia¢ swoja funkcje, musza zosta¢ aktywowane.

Kluczowym etapem aktywacji limfocytow T jest indukcja ekspresji czasteczki CD25

(tancuch o wchodzacy w sktad receptora dla IL-2) na ich powierzchni (Liao 1 wsp. 2013).

Czasteczka CD25 jest wiec niezbedna dla wiasciwej czynno$ci limfocytow efektorowych.
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= Limfocyty Tc dzielg si¢ m. in. na limfocyty posiadajgce na swojej powierzchni marker CD8
(cytotoxic T lymphocytes, CTL), limfocyty Tyd, limfocyty NKT oraz komorki NK i biorg
udziat w odpowiedzi komoérkowej na zakazenia bakteryjne i wirusowe oraz petnig
dominujacg role w przeciwnowotworowej odpowiedzi komorkowej (Barry & Bleackley
2002). Przedmiotem niniejszych badan byty limfocyty CTL, a profil wytwarzanych przez te
komorki cytokin mozna poréwna¢ do limfocytow Th. Wérod CTL wyrdznia si¢ limfocyty
Tci (produkujace IFN-y), Tco (produkujace IL-4), Tco (produkujace IL-9) oraz Teciy
(produkujace IL-17).

= Limfocyty Treg (dawniej okreslane rowniez jako supresorowe) jest to subpopulacja

limfocytow T odpowiedzialna za tlumienie zbyt nasilonej lub autoreaktywnej odpowiedzi

immunologicznej w sposob swoisty lub nieswoisty dla danego antygenu, jednak nie

wywotujacy ogélnego uposledzenia odpornosci (Lin 1 wsp. 2021). Czynnikiem
transkrypcyjnym determinujacym funkcje limfocytéw Treg jest Foxp3 (skurfina; forkhead
box P3) (Wing i wsp. 2019). Mutacje tego czynnika wywoluja zespot zaburzenia odpornosci.

Limfocyty Treg zazwyczaj identyfikowane sg z fenotypem Foxp3"'CD25"CD4" (Treg CD4")

lub Foxp3"CD25"CD8" (Treg CD8"). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze fenotyp ten dotyczy

komorek ludzkich oraz mysich (Goldstein 1 wsp. 2016). Na obwodzie limfocyty Treg moga
indukowa¢ przeksztalcenie dziewiczych limfocytow T CD4", rozpoznajacych te same lub
inne od nich antygeny, w obwodowe Treg (indukowalne, iTreg). Oprocz limfocytow
regulatorowych zawierajacych czynnik Foxp3, do tej grupy zalicza si¢ réwniez limfocyty
regulatorowe typu 1 (Type one regulatory T cells; Tri) o fenotypie CD49b"CD223"CD4",
ktore pelnig kluczowa role¢ w hamowaniu reakcji ludzkich limfocytow T na alergeny
srodowiskowe 1 ochronie przed chorobami alergicznymi (Chihara i wsp. 2016, Tousa 1 wsp.

2017).

Mimo biologicznej funkcji, jaka jest wzmacnianie odpowiedzi immunologicznej przeciw
patogenom wewnatrzkomorkowym 1 zewnatrzkomorkowym, nie ulega watpliwosci, ze to
wiasnie limfocyty T efektorowe CD4" (Teff CD4") i wytwarzane przez nie cytokiny odgrywaja
réwniez kluczowa role w patogenezie AZS (i jest to rola promujgca rozwoj choroby) zarowno
u ludzi (Guttman-Yassky i wsp. 2017, Langan 1 wsp. 2020, Eapen 1 wsp. 2022), jak i u psow
(Olivry 1 wsp. 1999; 2016, Pucheu-Haston i wsp 2015, Tamamoto-Mochizuki i wsp. 2024,
Eisenschenk 1 wsp. 2024). Ponadto, nieprawidtowa/niewtasciwa aktywacja tych limfocytow
roOwniez sprzyja reakcji alergicznej, co moze stanowi¢ jeden z elementéw patofizjologii AZS

(Sowden i wsp. 1992, Beccati i wsp. 2016). Chociaz to limfocyty T CD4" odgrywaja
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dominujgca role w patogenezie AZS, istnieja doniesienia potwierdzajace, ze rowniez limfocyty
T CD8" sg zaangazowane w powstawanie tej choroby u pséw (Olivry i wsp. 1997, Sinke i wsp.
1997, Majewska i wsp. 2016). Kwestia, czy réwniez limfocyty regulatorowe moga miec
zwiazek z wystepowaniem AZS u pséw nie jest jednak ustalona. Hauck i wsp. (2016), opisali
zwiekszong liczbe bezwzgledng limfocytow Treg CD4", za$ Majewska i wsp. (2022) wykazali
zwigkszony odsetek tych limfocytow w krwi obwodowej psow ze zdiagnozowanym AZS.
Z kolei Jassies-Van Der Lee i wsp. (2014) wykazali nizszy odsetek limfocytow Treg CD8"
u psow chorych na AZS w poréwnaniu do psow zdrowych. Istniejg roéwniez doniesienia
kliniczne, w ktorych zwigkszenie liczebnosci limfocytow Treg (peligcych funkcje
immunosupresyjnag), jak rowniez limfocytow Tri (petnigcych funkcje ochronng przed alergia),
wydaje si¢ by¢ atrakcyjnym celem terapeutycznym leczenia AZS (Keppel i wsp. 2008, Lee
1 wsp. 2014).

W AZS 1 innych chorobach alergicznych skory u ludzi dochodzi do nadmiernej produkcji
cytokin przez limfocyty Th; (IFN-y, TNF-a) oraz Thy (IL-4, IL-5, IL-13, IL-31), ktore
odgrywaja wazng role w patogenezie tych chorob (Ong i wsp. 2006, Carmi-Levy i wsp. 2011,
Hijnen 1 wsp. 2013). Z duzym prawdopodobienstwem mozna stwierdzi¢, ze rowniez u pséw
cierpigcych z powodu alergicznych choréb skory dochodzi do dysregulacji produkeji cytokin
(Gonzales 1 wsp. 2016, Arcique & Bajwa 2020). Wystepowanie AZS u pséw zwigzane jest
bowiem réwniez, tak jak ma to miejsce u ludzi, z nadmierng produkcjg IL-4 (Olivry i wsp.
1999, Nuttall i wsp. 2002) oraz IFN-y (Nuttall 1 wsp. 2002, Schlotter i wsp. 2011). Ponadto,
Chaudhary 1 wsp. (2019) potwierdzili réwniez wzrost stezenia IL-17 w krwi psow z AZS. IL-
17 produkowana jest przez limfocyty Thi71 jest cytoking prozapalng, ktora utatwia migracje
limfocytow T do skory (Arican 1 wsp. 2005). Tak wigc, powyzsze wyniki wyraznie wskazuja
na to, ze zar6wno odpowiedz Thi-, Tho-, jak 1 Thi7-zalezna przyczynia si¢ do rozwoju AZS
u pséw. W dostepnej literaturze znajduja si¢ rowniez wyniki badan, w ktorych wykazano
zmniejszong ekspresje [L-10 u ludzi (Koning 1 wsp. 1997) oraz u psow (Majewska 1 wsp. 2016,
Maeda 1 wsp. 2007) chorujacych na AZS. IL-10 jest to kluczowa cytokina o silnych
wlasciwo$ciach immunosupresyjnych i przeciwzapalnych, ktéra odgrywa supresyjna role
w AZS 1 jest zaangazowana w tolerancj¢ obwodowych limfocytow T na alergeny
1 autoantygeny (Boyman i wsp. 2012). IL-10 jest produkowana przez rdézne typy komorek
odporno$ciowych, w tym limfocyty Thy, limfocyty T CD4" Treg, limfocyty Tri oraz przez
limfocyty T CD8" (Chen i wsp. 2016). Poniewaz limfocyty Tri odgrywaja kluczowg role

w hamowaniu odpowiedzi ludzkich limfocytow T na alergeny $rodowiskowe oraz ochronie
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przed chorobami alergicznymi, mogg stanowi¢ atrakcyjny cel terapeutyczny w leczeniu AZS
(Chihara i wsp. 2016, Tousa i wsp. 2017). Wykazano rowniez, ze niektore leki
immunosupresyjne generowaty limfocyty Tri z naiwnych limfocytow T CD4" (Barrat i wsp.
2002). Tak wigc, regulacja w goére produkcji IL-10 i/lub generowanie indukowanych
limfocytow Tri powinno by¢ tozsame z ostabieniem/zahamowaniem rozwoju immunologicznej
i zapalnej odpowiedzi w AZS. Biorac pod uwage powyzsze, [L-4, IL-17, IL-10 oraz IFN-y, jak
réwniez limfocyty Try nalezy traktowac¢ jako potencjalne cele w nowych strategiach terapii AZS
u psow.

Limfocyty B odpowiadaja z kolei za humoralng odpowiedz immunologiczng. Gtownag
funkcja tych limfocytow jest produkcja przeciwciat oraz sekrecja cytokin; petnig one réwniez
funkcje komorek prezentujacych antygen (Wang 1 wsp. 2023). Stymulowane antygenem,
limfocyty B moga si¢ ré6znicowa¢ w komorki produkujace przeciwciata lub w limfocyty B
pamieci. Wedlug najnowszych doniesien literaturowych rowniez limfocyty B sg zaangazowane
w patofizjologie AZS u psow (Majewska i wsp. 2022). Zaburzenie rownowagi pomi¢dzy
limfocytami Thi 1 Tha (co ma miejsce w AZS zaro6wno u ludzi, jak i u pséw) prowadzi bowiem
do aktywacji limfocytow B, ktore zaczynaja produkowac IgE, co w konsekwencji prowadzi do
degranulacji mastocytéw 1 uwolnienia mediatoréw stanu zapalnego (Majewska i wsp. 2022).

Oprocz limfocytéw T 1 B, rowniez inne subpopulacje leukocytow biora udziat zaréwno
w odpowiedzi immunologicznej (petniac funkcje fizjologiczne), jak rowniez w patofizjologii
AZS. Zaréowno eozynofile, jak 1 bazofile pelnia rézne funkcje w reakcjach zapalnych oraz
obronie przed r6znymi patogenami, a ich liczba bezwzgledna w krwi obwodowej 1 w niektorych
tkankach zwieksza si¢ rowniez podczas infekcji pasozytniczych (Wada 1 wsp. 2010, Weller &
Spencer 2017, Ramirez 1 wsp. 2018). Z drugiej jednak strony eozynofile 1 bazofile pelnig
réwniez kluczowa role w patofizjologii chordb alergicznych (Plager i wsp. 2012). Kilka
alergicznych chordb dermatologicznych, w tym AZS, jest zwigzanych z wystgpowaniem
eozynofilii (w krwi obwodowej 1 w tkankach) (Stosovi¢ & Bogi¢ 1998, Ramirez 1 wsp. 2018).
U pacjentow chorujgcych na AZS wykazano rowniez, ze za nadmierng produkcje histaminy
oraz innych eikozanoidéw odpowiadaty bazofile (James i1 wsp. 1993). Ponadto, Hashimoto

1 wsp. (2023) potwierdzili, ze bazofile pelnig wiodaca role w patogenezie §wiadu w AZS.
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4.1.2.2. Cele naukowe/podjete problemy badawcze i uzasadnienie badan

Celnr1

Zbadanie wptywu OCL na limfocyty T CD4" i CD8" w aspekcie bezpieczenstwa stosowania
leku u pséw, tj. w kontek$cie mozliwosci jego negatywnego oddziatywania na te komorki. Cel
ten mozna takze zdefiniowac jako ustalenie mozliwo$ci, mechanizméw 1 skali negatywnego
wptywu OCL na limfocyty T, a wiec kluczowe komorki zaangazowane w ksztattowanie
1 utrzymywanie prawidtowej swoistej odpornosci komorkowe;.
Implikacja kliniczna zwigzana z realizacja tego celu

Uzyskanie nowych, oryginalnych danych dotyczacych oceny bezpieczenstwa stosowania
OCL u psow i innych zwierzat, ktore umozliwiag ocen¢ wspotczynnika korzysci do ryzyka
stosowania leku u pacjentow, szczegolnie tych, u ktorych stwierdzono infekcje bakteryjng czy
Wirusows.
Tlo i uzasadnienie badan zwiazanych z realizacja tego celu

W ciggu ostatniej dekady Apoquel zrewolucjonizowat krajobraz dermatologii psow
zapewniajac lekarzom weterynarii nowa mozliwo$¢ leczenia alergicznego zapalenia skory
1 AZS, stanowigc jednocze$nie bezpieczniejsza opcje¢ lecznicza niz steroidowe leki
przeciwzapalne, ktorych stosowanie obarczone jest powaznymi dziataniami niepozgdanymi.
Efekt immunosupresyjny wywolany podawaniem leku immunomodulujacego Ilub
immunosupresyjnego ma zawsze dwa oblicza - stanowi tzw. ,,miecz obosieczny”. Z jednej
strony efekt immunosupresyjny warunkuje skutecznos¢ kliniczng leku, jako ze odpowiada za
przerywanie/hamowanie patogenezy chorob alergicznych i/lub eliminuje/ogranicza jej objawy,
ale z drugiej strony dziatanie immunosupresyjne zwigksza podatno$¢ pacjentdw na infekcje
bakteryjne, wirusowe czy pasozytnicze w trakcie leczenia. Mimo, iz OCL jest stosowany
w medycynie weterynaryjnej od 10 lat i uznaje si¢ go za lek bezpieczny, jego wplyw na uktad
immunologiczny w aspekcie dziatania niepozadanego, przed podjgciem niniejszych badan, byt,
o ile w ogdle, sladowo poznany. Wedtlug producenta, OCL poprzez immunomodulujace
dzialanie moze zwigksza¢ podatnos¢ na zakazenia 1 zaostrza¢ choroby nowotworowe (CHPL
Apoquel). Dlatego psy otrzymujace lek powinny by¢ monitorowane pod katem rozwoju stanow
zapalnych 1 choréb nowotworowych (CHPL Apoquel). Ponadto, badania bezpieczenstwa
przeprowadzone na psach otrzymujacych duze dawki OCL dostarczyty klinicznych dowodow
na immunosupresj¢, w tym na wystgpienie dzialan niepozadanych w postaci bakteryjnego
zapalenia ptuc 1 uogolnionych zakazen swierzbem wywotanym przez nuzence (FDA Apoquel

IS). Co wigcej, bardzo czgstym skutkiem ubocznym stosowania OCL jest piodermia, czyli
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ropne bakteryjne zakazenie skory (CHPL Apoquel, Hillier i wsp 2014, Bajwa 2016). Informacja
w CHPL preparatu Apoquel i powyzsze dane wskazuja, ze OCL moze wywiera¢ dziatanie
immunosupresyjne w rozumieniu dziatania niepozadanego usposabiajacego do zakazen
bakteryjnych i inwazji pasozytniczych. W dostepnej literaturze brak jest danych na temat
wptywu OCL na prawidtowe limfocyty T 1 B w narzadach limfatycznych i krwi obwodowe;j
psow, badz innych zwierzat. Generalnie przed podjeciem niniejszych badan stan wiedzy w tym
zakresie sprowadzal si¢ do wynikoéw badan dotyczacych wptywu OCL wytacznie na odsetek
limfocytow T CD4" i CD8" w krwi pséw z AZS (De Caro Martins i wsp. 2022; Denti i wsp.
2022). De Caro Martins 1 wsp. (2022) wykazali, ze dtugotrwate podawanie OCL prowadzito do
wzrostu odsetka limfocytow T CD4", ale nie CD8", w krwi obwodowej psow z AZS. W CHPL
Apoquel producent twierdzi, ze podawanie OCL nie wptywalo na liczbe bezwzgledng
limfocytow w krwi obwodowej psow. Réwniez Denti i wsp. (2022) nie zanotowali zadnego
wplywu OCL na liczbg bezwzgledng catkowitej subpopulacji limfocytow w krwi obwodowej
u psow chorych na AZS. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze brak wplywu okreslonej substancji na
liczbe bezwzgledng limfocytéw w krwi obwodowej nie musi jednoczes$nie oznaczaé, ze lek nie
ma wplywu na liczebno$¢ tych komoérek w narzadach limfatycznych.

Jezeli chodzi o stan wiedzy na temat wptywu OCL na produkcje cytokin, to przeglad
literatury wskazuje, ze przed rozpoczeciem badan stanowigcych niniejsze osiagniecie naukowe
dostepne byly jedynie dwa doniesienia naukowe dotyczace tego tematu. W pracach tych
stwierdzono, ze w warunkach in vitro: (a) ekspozycja komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej (Peripheral Blood Mononuclear cells; PBMCs) na OCL w stezeniu
odzwierciedlajacym stezenie uzyskiwane przy stosowaniu dawek terapeutycznych prowadzita
do zahamowania produkcji IL-2 (Gonzales 1 wsp. 2014); (b) ekspozycja PBMCs na OCL
w stezeniu 40 nM prowadzita do obnizenia produkcji IL-31, nie wplywajac jednak na produkcje
IFN-y 1 IL-4 (Rugg i wsp. 2014).

Podsumowujac, przed podjeciem niniejszych badan istniala istotna luka w wiedzy
w zakresie badan eksperymentalnych (nie wspominajac juz o badaniach klinicznych), ktore
oceniatyby wptyw OCL na liczbg bezwzgledna limfocytow T oraz B w tkankach limfoidalnych
u zwierzat i ludzi. W dostgpnej literaturze brak bylo danych oceniajacych wplyw OCL na
catkowita liczbe bezwzgledna limfocytow T 1 B, jak réwniez liczbe bezwzgledna
poszczegbdlnych subpopulacji limfocytéw T w weztach chtonnych, §ledzionie oraz w krwi

obwodowej u ludzi i zwierzat.
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Biorac pod uwage powyzsze, pierwszym celem niniejszych badan bylo zbadanie wptywu
OCL na liczebno$¢ limfocytow T CD4" i CD8" w aspekcie bezpieczenistwa stosowania leku
u pséw, tj. w konteks$cie mozliwosci, mechanizmoéw 1 skali negatywnego wptywu OCL na
limfocyty T, a wiec kluczowe komorki zaangazowane w ksztaltowanie i utrzymywanie
prawidtowej swoistej odpornosci komérkowej. W jednych z badan oceniano rowniez wplyw na
liczebno$¢ limfocytow B, jakkolwiek nie byt to wiodacy cel niniejszych badan.

W pierwszych badaniach in vitro pos§wigconych m.in. temu zagadnieniu, wykazano, ze OCL
moze wykazywacé efekt deplecyjny wobec psich limfocytow T CD4" i CD8" (praca 4.1.1.1.).
W zwiazku z tym, postawiono hipotezg, ze OCL moze doprowadza¢ do spadku liczebnosci tych
limfocytéw, jak rowniez limfocytow B, w tkankach limfoidalnych oraz w krwi obwodowe;j.
Zwazywszy na kluczowe znaczenie limfocytow T 1 B w efektywnej odpowiedzi
immunologicznej na patogeny, za stosowne uznano zweryfikowanie tej hipotezy. Z przyczyn
etycznych niemozliwe bylo przeprowadzenie tego typu eksperymentu z uzyciem tkanek
limfoidalnych czy watroby pozyskanych od pséw, stad badania te przeprowadzono na myszach,
a wiec na typowym gatunku wykorzystywanym w badaniach immunologicznych (praca
4.1.1.3.). Badania te wykazatly, ze OCL obnizat liczb¢ bezwzgledng limfocytéw T w tkankach
limfoidalnych. Wyniki obu przeprowadzonych badan wyraznie sugeruja, ze leczenie ASZ
u psow za pomocg OCL moze wigza¢ si¢ z obnizeniem liczebnos$ci limfocytéw T u tych
pacjentow. Dlatego tez kolejnym etapem prowadzonych badan byta weryfikacja uzyskanych
wynikow w warunkach klinicznych, tj. zbadanie liczebnosci limfocytow T CD4" i CD8" w krwi
obwodowej psow chorujacych na AZS leczonych OCL. Badania z tego zakresu tematycznego
omawianego osiggniecia dostarczyly nowych, oryginalnych danych dotyczacych
bezpieczenstwa stosowania OCL u psow, co z kolei moze pomdc w ocenie wspotczynnika
korzys$ci do ryzyka stosowania tego leku o wiasciwosciach immunosupresyjnych u pacjentéw,

szczegOllnie u tych cierpigcych na infekcje bakteryjne 1 wirusowe.

Cel nr 2

Ocena wplywu OCL na regulatorowe i efektorowe limfocyty T CD4" i CD8" w aspekcie ich
zaangazowania w mechanizmy immunologiczne lezace u podstaw skutecznosci klinicznej leku.
Realizacja tego celu z zasady ma znaczenie poznawcze, ale rGwniez niesie pewne mozliwosci
aplikacyjne.
Implikacja kliniczna zwiazana z realizacja tego celu

Ustalenie wptywu OCL na liczebno$¢, apoptoze¢ oraz proliferacje limfocytow T (ze

szczegbdlnym uwzglednieniem subpopulacji limfocytdéw T CD4") oraz zdolno$¢ do produkcji
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przez nie waznych cytokin moze rzuca¢ $wiattlo na mozliwosci zastosowania tego leku
w leczeniu innych choréb niz te, stanowigce wskazania rejestracyjne do jego stosowania.
Tlo i uzasadnienie badan zwigzanych z realizacjq tego celu

Ustalenie wptywu OCL na liczebno$¢, apoptoze oraz proliferacje limfocytow T oraz
zdolnos¢ do produkcji przez nie waznych cytokin moze mie¢ nie tylko znaczenie poznawcze,
ale moze réwniez rzuca¢ $wiatlo na mozliwo$¢ zastosowania tego leku w leczeniu innych
choréb niz te, stanowigce wskazania rejestracyjne do jego stosowania. Konfrontujgc role
i zaangazowanie limfocytow Thj, Thy, Thy7, Treg CD4" oraz Tri, produkcje IL-10 przez
limfocyty T CD4", jak rowniez znaczenie procesu regulacji w gore czasteczki CD25 w procesie
aktywacji limfocytow T i proliferacji tych komoérek w etiopatogenezie chorob alergicznych
i autoimmunologicznych z ustaleniem tego, jak na te komoérki i procesy wptywa OCL, uzyskane
wyniki rzuca $wiatlo na kwesti¢ potencjatu terapeutycznego leku w leczeniu innych choréb
alergicznych niz AZS. Dzi$, kiedy znamy juz bardzo dobrze poszczegdlne ogniwa w tancuchu
patogenezy chorob alergicznych i autoimmunologicznych, w przypadku niepowodzenia
terapeutycznego/braku oczekiwanej odpowiedzi na leczenie konwencjonalne tego rodzaju
chordb (tj. po wyczerpaniu mozliwosci leczniczych wskazanych w stosownych wytycznych),
lekarze zmuszeni sg wdraza¢ inne opcje lecznicze i siggac po leki, ktore wg. literatury moga
hamowac/blokowa¢ ogniwo/ogniwa patogenezy danej choroby, a wiec mie¢ potencjat do jej
leczenia, ale nie zostaty zarejestrowane do leczenia tej choroby. Stosowanie w leczeniu choroéb
alergicznych 1 autoimmunologicznych u pséw 1 kotéw lekow immunomodulujacych lub
immunosupresyjnych w trybie pozarejestracyjnym (tzw. extra-label lub off label use) nie jest
rzadkoscig, bowiem czgstotliwos¢ wystepowania tych chordb u tej grupy pacjentow z roku na
rok narasta, stanowigc coraz wigkszy problem 1 wyzwanie dla lekarzy weterynarii, a typowe
sposoby ich leczenia nie sa zawsze skuteczne lub ich skuteczno$¢ jest niewystarczajagca. Wyniki
kilku badan klinicznych (ClinicalTrials.gov) 1 eksperymentalnych (Georas 1 wsp. 2021,
Krav€enia & Maslanka 2024) wskazuja, ze inhibitory JAK wykazuja wysoki potencjat
terapeutyczny w leczeniu astmy alergicznej. Nalezy zauwazy¢, ze hamowanie/blokowanie
szlaku sygnatowego JAK/STAT zaczgto by¢ wdrazane jako nowa strategia terapeutyczna
w leczeniu niektorych chordb autoimmunologicznych. W 2011 roku FDA zatwierdzita do
uzytku pierwszy inhibitor JAK, ruxolitynib, zarejestrowany do leczenia pierwotnego
wtdknienia szpiku (Coricello 1 wsp. 2020). Rok pozniej zarejestrowano tofacytynib do leczenia
reumatoidalnego zapalenia stawow (Coricello 1 wsp. 2020); w ciggu ostatnich lat jego

zastosowanie kliniczne zostalo poszerzone o luszczycowe zapalenie stawow, wrzodziejace
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zapalenie jelita grubego, tysienie plackowate 1 mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow
o przebiegu wielostawowym (Lv i wsp. 2024). W 2017 roku FDA zarejestrowata baricytinib,
a jego wskazanie kliniczne obejmuje reumatoidalne zapalenie stawow (Markham 2017).
Kolejne trzy inhibitory JAK zostaly zarejestrowane w 2019 roku: federatynib do leczenia
mielofibrozy (Blair 2019) oraz upadacytynib i peficytynib do leczenia reumatoidalnego
zapalenia stawow (Duggan & Keam 2019, Markham & Keam 2019). W 2020 zarejestrowano
filgotynib, a jego wskazania rejestracyjne rowniez obejmuja leczenie reumatoidalnego

zapalenia stawow (Dhillon & Keam 2020).

Kwestia interpretacji wynikow w aspekcie ich odniesienia do OCL jako konkretnej
substancji czynnej lub jako narzedzia do blokady JAK1

Z ostroznosci naukowej, uzasadnionej nizej, w niniejszych badaniach oba cele zasadniczo
odnosza si¢ do konkretnej substancji czynnej, czyli do OCL. Niezaleznie od tego, obydwa cele
moga by¢ rozpatrywane przez wielu naukowcoOw szerzej, tj. nie tylko jako badanie/ocena
wptywu OCL jako takiego na limfocyty T, ale rowniez jako badanie/ocena wptywu selektywne;j
blokady JAK1 na te komoérki; w tym drugim ujeciu OCL bylby traktowany jako narzedzie do
oceny nastepstw wplywu selektywnej blokady JAK1 na limfocyty T. Jednakze zdecydowano,
aby wyniki uzyskane w toku niniejszych badan odnosi¢ do OCL jako takiego, a nie w sposob
szeroki, tj. odnoszacy si¢ w sposob uniwersalny do nastgpstw blokady JAKI1 (tak to
przedstawiono w artykutach wchodzacych w sktad omawianego osiggnigcia, jak i w niniejszym
opracowaniu). Uczyniono tak z ostrozno$ci naukowej, poniewaz:

1) OCL nie jest ,,czystym” selektywnym inhibitorem JAK1, gdyz ma takze pewne dzialanie
hamujace JAK2 1 JAK3, a co si¢ z tym wigze, moze wywotywacé efekty zwigzane z blokada
tych dwoch kinaz, co, przy szerszej interpretacji, mogloby by¢ mylnie przypisywane
efektowi blokady JAK1.

2) Jest wiele przyktadow w immunofarmakologii, wskazujacych, ze substancje wptywajace na
identyczny cel terapeutyczny (tj. majac ten sam punkt uchwytu w danym szlaku
sygnalizacyjnym, enzymatycznym itp.), nie wykazujg tozsamego wptywu na poszczegolne
komorki immunokompetentne 1 ich funkcje, co moze by¢ zwigzane z r6znicami w budowie
tych zwigzkow, ktora ma wptyw na ich biotransformacj¢ 1 mozliwo$¢ wptywania na inne

punkty uchwytu.
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4.1.2.3. Zadania badawcze i powigzane z nimi hipotezy

Zadanie badawcze nr 1: Ocena wplywu OCL na odsetek i liczebnosé bezwzgledng
catkowitych populacji limfocytow T CD4* i CD8"

Jak juz wspomniano, wedlug producenta weterynaryjnego produktu leczniczego
zawierajacego OCL, stosowanie leku moze wigza¢ si¢ ze zwickszeniem podatnosci na
zakazenia 1 zaostrza¢ choroby nowotworowe. Inne zrédlta potwierdzily, ze u psow
przyjmujacych wyzsze dawki OCL pojawialy si¢ kliniczne objawy immunosupresji, m.in.
ciezko przebiegajace zapalenia pluc (FDA Apoquel IS). Ponadto, stosowanie leku u psow
pozostawato w facznosci z wystgpowaniem bakteryjnego zapalenia skory (Hillier i wsp. 2014,
Bajwa 2016). Niestety, jak dotad nie byly poznane mechanizmy immunologiczne stojace za
immunosupresja zwigzang ze stosowaniem OCL, a ich naswietlenie jest istota pierwszego celu
badan stanowiacych niniejsze osiagniecie. Biorgc pod uwage opisywane infekcje bakteryjne
1 inwazje pierwotniacze stanowigce powiklanie stosowania leku oraz rolg limfocytéw T w ich
zapobieganiu i zwalczaniu, postawiono hipoteze, ze efekt immunosupresyjny stojacy za
wystepowaniem tego rodzaju zakazen, moze by¢ zwigzany z negatywnym wptywem OCL na
liczebnos¢ limfocytow T. W dostepnej literaturze brak bylo danych na temat wptywu OCL na
odsetek i liczebnos¢ bezwzgledng limfocytow T i B w narzadach limfatycznych i liczebno$¢
bezwzgledna tych komoérek w krwi obwodowej u jakichkolwiek zwierzat. Generalnie przed
podjeciem niniejszych badan caly stan wiedzy w tym temacie sprowadzat si¢ do wynikéw
badan dotyczacych wptywu OCL wylacznie na odsetek limfocytow T CD4" i CD8" w krwi
psow z AZS (De Caro Martins 1 wsp. 2022; Denti 1 wsp. 2022). Dlatego tez, kluczowym
elementem realizacji pierwszego celu niniejszych badan, byto okreslenie wptywu leku na
odsetek i1 liczbe bezwzgledna tych komodrek. W pierwszych badaniach przedstawionych
w przedmiotowym osiagnigciu (publikacja 4.1.1.1.) wykazano, ze ekspozycja psich PBMCs na
OCL spowodowala gleboki ubytek zarowno limfocytow T CD4*, jak i CD8", a efekt ten
polaczono z proapoptotycznym dziataniem leku wobec tych komorek, co rowniez zostato
stwierdzone w tych badaniach. Wyniki te potwierdzily wstepnie zasadno$¢ postawionej
hipotezy i stanowity uzasadnienie do przeprowadzenia badan in vivo. W jednym z etapo6w badan
in vivo oceniono wpltyw stosowania leku na odsetek i liczebno$¢ bezwzgledng limfocytow T
CD4" i CD8" w krwi obwodowej pséw chorujgcych na AZS i leczonych OCL. Zaletg tego
rodzaju badan jest to, ze byty prowadzone na gatunku docelowym (w aspekcie bezpieczenstwa
stosowania leku) 1 do tego w warunkach klinicznych, jednak ich istotnym ograniczeniem byto

to, ze z koniecznos$ci dotyczyly one tylko oceny wpltywu stosowania leku na liczebnos$¢
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limfocytow wylacznie w krwi. Niestety, dobrze wiadomo, ze wyniki dotyczace wpltywu
ksenobiotyku lub braku takiego wplywu na limfocyty w krwi obwodowej, nie odzwierciedlaja
tego, jaki wplyw ma ten lek na liczebno$¢ tych komoérek w narzadach limfatycznych lub nawet
rozmijajg si¢ z tymi wynikami. Dlatego tez dla pelnego, ale i na miar¢ mozliwosci pewnego
ustalenia wplywu OCL na liczebno$¢ limfocytow T CD4" i CDS8", konieczne byto rowniez
przeprowadzenie badan okreslajacych wpltyw stosowania leku na liczebno$¢ wzgledna
i bezwzgledna tych komorek, a niejako ,przy okazji” takze limfocytéw B, w narzadach
limfatycznych 1 krwi obwodowej. Aby uzyska¢ miarodajne wyniki, takie badanie powinno
dotyczy¢ ustalenia wptywu leku na liczebnos¢ komoérek w catym narzadzie, co si¢ wigze
z uSmierceniem zwierzat uzytych do badan. Stad tez, niemozliwe bylo przeprowadzenie tego
etapu badan z uzyciem gatunku docelowego, ktoremu poswigcone sg niniejsze badania.
W zwiazku z tym z konieczno$ci przeprowadzono je z uzyciem myszy jako typowych zwierzat
doswiadczalnych uzywanych w badaniach immunologicznych.

Podsumowujac, w celu zweryfikowania opisanej wyzej hipotezy, przeprowadzono trzy
etapy badan, ktorych celami szczegotowymi byla ocena wptywu OCL na odsetek i liczbg
bezwzgledng catych populacji limfocytow T CD4" i CD8" za pomocg cytometrii przeptywowe;j:

a) w warunkach in vitro; badania te polegaty na ekspozycji PBMCs pozyskanych od

zdrowych pséw na OCL i ocenie w/w parametrow po 48 godz. i 120 godz. hodowli;

b) w warunkach eksperymentalnych in vivo; badania te polegaly na ocenie w/w

parametrow (i dodatkowo odsetka i liczby bezwzglednej limfocytow CD19", czyli B)
w krwi obwodowej, §ledzionie i weztach chlonnych u myszy otrzymujacych przez 14
dni OCL;

c¢) w warunkach klinicznych; badania te polegaty na ocenie w/w parametrow u pséw

chorych na AZS i leczonych OCL w dniu 0, 7, 14 1 28 stosowania leku.

Zadanie badawcze nr 2: Ocena wplywu OCL na apoptoze i proliferacje limfocytow T CD4*
i CD8*

Przed podjeciem niniejszych badan w dostgpnej literaturze brak bylo danych o wplywie
OCL na apoptoze 1 proliferacj¢ limfocytow T, ale mozna bylo znalez¢ dane wskazujace, ze
inhibitory kinazy JAK moga wywiera¢ dzialanie proapoptotyczne i antyproliferacyjne.
Wykazano, ze WHI-P131, inhibitor JAK3, indukowat apoptoze limfocytow T CD4" (Cetkovic-
Cvrlje 1 wsp. 2012), z kolei WHI-P154 i AG490, tj. inne inhibitory tej kinazy, indukowaty
apoptoze¢ chtoniaka anaplastycznego (Amin i wsp. 2003). Ponadto, Lee 1 wsp. (2018) wykazali,
ze ruxolitynib, inhibitor JAK1 1 JAK2, zwigkszal apoptoze komorek linii chioniaka. Biorac to
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pod uwage, oraz fakt, ze w pierwszych badaniach przedstawionych w przedmiotowym
osiggnigciu (publikacja 4.1.1.1.) stwierdzono, ze ekspozycja psich PBMCs na OCL przy braku
stymulacji (a wiec w warunkach, kiedy limfocyty praktycznie nie proliferuja) powodowata
bardzo duzy ubytek limfocytoéw T CD4" i CD8", postawiono hipoteze badawczg zaktadajaca,
ze OCL moze wywiera¢ dzialanie proapoptotyczne wobec tych komorek.

Z duzym uproszczeniem mozna stwierdzi¢, ze szlak JAK/STAT stanowi pro-proliferacyjng
sciezke sygnalizacyjng (cho¢ wptyw na proliferacj¢ zalezy od typu kinazy JAK i biatka STAT).
Wykazano, ze niektére inhibitory JAK wykazywaly antyproliferacyjny efekt wobec
limfocytow T (Ito i wsp. 2017, Reddig i wsp. 2021). Dlatego logiczne i uzasadnione,
szczegllnie w $wietle celow niniejszych badan, bylo postawienie i zweryfikowanie hipotezy,
ze OCL moze wywiera¢ dzialanie antyproliferacyjne wobec limfocytow T CD4" i CDS8".
Prawidlowa funkcja i prawidtowy przebieg procesu proliferacji limfocytow T CD4" i CD8"
w odpowiedzi na okres$lone patogeny sg niezbgdne do skutecznej odpowiedzi immunologicznej
wobec tych patogendéw. Z drugiej strony, limfocyty efektorowe (Teff) CD4" odgrywaja
kluczowa role w patogenezie AZS (jak i innych chorob alergicznych), co stanowi powszechna
wiedze w odniesieniu do patogenezy tej choroby u ludzi, ale co rowniez zostato dowiedzione,
szczegllnie w ostatnich latach, rowniez w odniesieniu do rozwoju AZS u pséw, co zostalo
wcezesniej omowione. Dlatego tez ustalenie, czy OCL moze mie¢ dziatanie proapoptotyczne
i antyproliferacyjne wpisuje si¢ $cisle w realizacje zardwno pierwszego celu niniejszych badan,
czyli oceny wptywu OCL na limfocyty T CD4" i CD8" w aspekcie bezpieczenstwa stosowania
leku u psow, a wigc w kontekscie mozliwosci jego negatywnego oddziatywania na te komorki,
jak i drugiego celu tych badan, a wigc oceny wptywu OCL na Teff i Treg CD4" w aspekcie ich
zaangazowania w mechanizmy immunologiczne odpowiedzialne za skutecznos¢ kliniczng
leku. Bioragc bowiem pod uwage role limfocytow Teff CD4" w patogenezie AZS, wykazanie
wplywu proapoptotycznego i/lub antyproliferacyjnego wobec tych limfocytow mogloby by¢
rozpatrywane jako kolejna sktadowa mechanizmu odpowiedzialnego za skuteczno$¢ kliniczng
OCL w terapii AZS.

W zwiazku z tym kolejnymi celami szczegoétowymi niniejszych badan bylto okreslenie, za
pomoca cytometrii przeplywowej, wptywu OCL na:
a) odsetek komorek wezesnoapoptotycznych wérod limfocytow T CD4" i CD8", a wiec
komorek o fenotypach Annexin"7JAADCD4" i Annexin"7JAADCDS8"; badania te
polegaly na 12 godzinnej ekspozycji PBMCs pozyskanych od zdrowych psow na OCL

bez towarzyszacej aktywacji limfocytow (a wigc przy braku ich proliferacji);
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b) odsetek proliferujagcych limfocytéow T CD4" i CD8", a wigc komorek o fenotypach 5-
bromo-2’deoksyurydyna (BrdU)'CD4" oraz BrdU'CDS8"; badania te polegaty na 72
godz. ekspozycji komodrek jednojadrzastych ze §ledziony myszy na OCL z towarzyszaca
stymulacjg limfocytow. Badania te zostaly przeprowadzone z uzyciem limfocytow
myszy z uwagi na to, ze brak jest na rynku odpowiednich odczynnikéw (t]. przeciwciat
i IL-2) specyficznych dla psa, niezbg¢dnych do skutecznej stymulacji proliferacji

limfocytéw T, a tym samym do optymalnej realizacji tego celu szczegdlowego.

Zadanie badawcze nr 3: Ocena wplywu OCL na liczebnosé limfocytow regulatorowych 7

populacji limfocytow T CD4* i CD8*

Jak juz wspomniano, limfocyty Treg CD4" i CD8" sg odpowiedzialne za tlumienie
(wyciszanie) zbyt nasilonej odpowiedzi immunologicznej, a kluczowym czynnikiem
odpowiedzialnym za powstawanie tych limfocytow 1 jednocze$nie nadajacym im wilasciwosci
supresorowe jest czynnik transkrypcyjny Foxp3 (Workman i wsp. 2009). Szlak sygnalizacyjny
JAK3/STATS5 odgrywa istotng role w powstawaniu i utrzymywaniu czynnika Foxp3
w komorkach Treg CD4" (Goldstein i wsp. 2016). Zwazywszy na fakt, ze OCL jest rOwniez
inhibitorem kinazy JAK3 (chociaz hamuje ja ok. 10 razy stabiej niz JAKI1), postawiono
hipoteze¢, ze zahamowanie JAK3 przez OCL moze regulowa¢ w dot ekspresje Foxp3 w psich
limfocytach Treg CD4" i CD8", tym samym powodujac ubytek tych limfocytow. Taki efekt
nalezaloby rozwaza¢ w kontekscie dziatania niepozadanego leku, szczegodlnie u pacjentow
z chorobami o podtozu alergicznym, gdyz limfocyty Treg odpowiadaja za hamowanie
odpowiedzi uktadu immunologicznego w chorobach alergicznych 1 autoimmunologicznych.
W zwigzku z tym za uzasadnione uznano zweryfikowanie powyzszej hipotezy. W pierwszych
badaniach po$wigconych temu zagadnieniu hipoteza ta zostala zweryfikowana negatywnie
w odniesieniu do oceny wptywu OCL na ekspresje Foxp3 w limfocytach T CD4" i CD8"
w hodowlach niestymulowanych, tj. w odniesieniu do komorek nie poddanych aktywaci.
Niemniej jednak, wyniki kolejnych badan in vitro wykazaty, ze w warunkach aktywacji
limfocytow (tj. z towarzyszaca stymulacja limfocytow) OCL paradoksalnie regulowal w gore
ekspresje Foxp3 w psich limfocytach T CD4" i CD8". Ustalenie to miato duze znaczenie,
bowiem wyniki niektorych badan sugeruja, ze generowanie limfocytow T CD4" i CDS8"
wykazujacych ekspresje Foxp3 (tj. iTreg) reprezentuje nowe, obiecujace podejscie
terapeutyczne leczenia chordb o podlozu alergicznym, w tym AZS (Keppel i wsp. 2008,

Agrawal 1 wsp. 2011, Fyhrquist 1 wsp. 2012). W zwigzku z tym uznano za celowe, aby
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w warunkach klinicznych, tj. u pacjentow chorujacych na AZS, zbada¢ wpltyw leku na ekspresje
Foxp3 w limfocytach T CD4" i CD8" oraz na liczebno$¢ bezwzgledng limfocytow T
Foxp3"CD4" oraz Foxp3"CD8", a przez to rzuci¢ $wiatlo na kwesti¢ tego czy generowanie
limfocytow iTreg CD4" i CD8" moze stanowi¢ dodatkowy mechanizm (tj. niezalezny od
hamowania szlaku JAK/STAT) warunkujacy efekt immunomodulujgcy/immunosupresyjny
OCL.

Podsumowujac, w celu zweryfikowania w/w hipotez przeprowadzono trzy nastgpujace po
sobie etapy badan, ktorych celami szczegdélowymi byla ocena za pomocg cytometrii
przeplywowej wptywu OCL na odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T CD4" i CDS8"
wykazujacych ekspresje Foxp3:

a) w warunkach in vitro bez towarzyszacej aktywacji limfocytow; badania te polegaty na
ekspozycji PBMCs pozyskanych od zdrowych psé6w na OCL (hodowla 48 godz. 1 120
godz.);

b) w warunkach in vitro z towarzyszaca aktywacja limfocytow; badania te polegaly na
ekspozycji PBMCs pozyskanych od zdrowych psow na OCL z towarzyszaca stymulacja
(hodowla 24 godz.);

c) w warunkach klinicznych; badania te polegaly na ocenie w/w parametréw u psow

chorych na AZS i leczonych OCL (ocena w dniu 0, 7, 14 i 28 podawania leku).

Zadanie badawcze nr 4: Ocena wplywu OCL na liczebnosé limfocytow efektorowych
z populacji limfocytow T CD4" i CD8" oraz na konstytutywng i indukowang ekspresje
czgsteczki CD25 na tych komorkach

Istniejg trzy rodzaje tancuchéw wchodzacych/mogacych wchodzi¢ w sktad receptora dla IL-
2 (IL-2R), tj. fancuch a (IL-2a, CD25), B (IL-2B, CD122) iy (IL-2y, CD132). W zalezno$ci od
ich wzajemnej konfiguracji wyrdézniamy: monomeryczny niefunkcjonalny, czyli
nieprzewodzacy sygnatu, receptor o niskim powinowactwie (CD25°CD122°CDI132),
dimeryczny funkcjonalny receptor o posrednim powinowactwie (CD25CDI122°CD132")
i trimeryczny funkcjonalny receptor o wysokim powinowactwie (CD25'CD122°CD132").
Receptor o posrednim powinowactwie wystgpuje na limfocytach T naiwnych oraz pamigci
(Létourneau 1 wsp. 2009).

Kluczowym etapem aktywacji limfocytow T jest indukcja ekspresji na ich powierzchni
czasteczki CD25, ktora wraz z konstytutywnie wystepujacymi czasteczkami CD122 i1 CD132
formuje receptor o wysokim powinowactwie do IL-2, a wigc umozliwia wlasciwg czynnos¢

limfocytow efektorowych (Liao 1 wsp. 2013). Tak wiec indukcja ekspresji CD25 na limfocytach
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T jest rownoznaczna z posiadaniem przez nie receptora o wysokim powinowactwie dla tej
cytokiny, a tym samym nadaje komodrce zdolno$¢ do intensywnego wychwytu IL-2 ze
srodowiska, a tym samym do zwigkszonej responsywno$ci na dziatanie tej cytokiny.
Powigzanie IL-2 z receptorem o wysokim powinowactwie (CD25"CD122"CD132") prowadzi
do aktywacji i proliferacji limfocytow T 1 do ich réznicowania w odpowiednie subpopulacje
limfocytow Teff i pamigci (Liao i wsp. 2013). Regulacja w dot ekspresji CD25 na limfocytach
Teff sprawia, ze nie reagujg one na IL-2, co moze ogranicza¢ autokrynne i parakrynne funkcje
zalezne od IL-2, w tym aktywnos$¢ limfocytow Th i Tc, a przede wszystkim proliferacje
limfocytow T (Cabrera 1 wsp. 2010). Tak wigc, zardowno przeciwdziatanie indukcji ekspresji
czasteczki CD25 na limfocytach Teff w toku ich aktywacji, jak i regulacja w doét juz
wyindukowanej aktywacja ekspresji czasteczki CD25 na limfocytach Teff prowadzi do
uposledzenia proliferacji 1 roznicowania tych komoérek. Tym samym dochodzi do hamowania
odpowiedzi immunologicznej, stad taki kierunek dziatania leku nalezy uzna¢ za dziatanie
immunosupresyjne.

Wiadomo, ze u ludzi chorujacych na AZS notuje si¢ podwyzszong liczbe aktywowanych
limfocytow T CD4" (konkretnie zwiekszong liczbe limfocytow T o fenotypie CD25'CD4")
w krwi obwodowej (Sowden 1 wsp. 1992, Walker 1 wsp. 1993). Réwniez u psow cierpiacych
na AZS stwierdzono w krwi zwigkszenie liczby limfocytow o takim fenotypie (Majewska i
wsp. 2022). Przed podjeciem niniejszych badan w dostepnej literaturze brak byto jakichkolwiek
doniesien na temat wptywu OCL na ekspresje czasteczki CD25 na limfocytach T badz innego
markera aktywacji limfocytow T. Tym niemniej, wykazano, zaréwno w badaniach in vivo jak
1 in vitro, ze inny inhibitor szlaku sygnalizacyjnego JAK/STAT, tj. ruxolitynib (inhibitor kinaz
JAK1 i JAK2), hamowal aktywacje i roznicowanie ludzkich limfocytow T CD4" (Parampalli
Yajnanarayana i wsp. 2015). W $wietle tego postawiono hipoteze badawcza, ze OCL moze
regulowa¢ w dot ekspresje czgsteczki CD25 na powierzchni limfocytow Teff CD4" i w ten
sposob uposledza¢ aktywacje tych komorek 1 powigzang z tym odpowiedz immunologiczng.
Pozytywna weryfikacja tej hipotezy pozwolitaby odpowiedzie¢ na pytanie, czy dzialanie to
stanowi jeden z mechanizméw immunologicznych odpowiedzialnych za przeciwalergiczne
dziatanie leku. Stad tez kolejnym zadaniem badawczym byto zweryfikowanie tej hipotezy.
W tym celu przeprowadzono trzy nastgpujace po sobie etapy badan, ktorych celami
szczegolowymi byla ocena za pomocg cytometrii przeplywowej wplywu OCL na liczbg
bezwzgledng i/lub odsetek limfocytow T CD4" i CD8" wykazujacych ekspresje CD25:
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a) w warunkach in vitro bez towarzyszacej aktywacji limfocytow, a wiec w tym przypadku
oceniano konstytutywna, czyli statg (tj. niezwigzang z aktywacja) ekspresj¢ czasteczki
CD25 na limfocytach T; badania te polegaty na ekspozycji PBMCs pozyskanych od
zdrowych pséw na OCL (hodowla 48 godz. 1 120 godz.),

b) w warunkach in vitro z towarzyszacg aktywacja limfocytow, a wigc w tym przypadku
oceniano indukowang, czyli przejsciows (tj. zwigzang z aktywacja) ekspresj¢ czasteczki
CD25 na limfocytach T; badania te polegaty na ekspozycji PBMCs pozyskanych od
zdrowych pséw na OCL z towarzyszaca stymulacjg (hodowla 24 godz.),

c¢) w warunkach klinicznych; badania te polegatly na ocenie w/w parametrow u pséow

chorych na AZS i leczonych OCL (ocena w dniu 0, 7, 14 i 28 podawania leku).

Zadanie badawcze nr 5: Ocena wplywu OCL na zdolnosé do produkcji wybranych cytokin

przez limfocyty T CD4* i CD8" oraz na indukowanie komorek Tr;

Jak to omowiono wezesniej, limfocyty Teff CD4”, a konkretnie ich subpopulacje Thi, Thy
i Thy7 oraz cytokiny przez nie wytwarzane, tj. odpowiednio IFN-y, IL-4 i IL-17 (z ktérych IFN-
v 1 IL-17 reprezentuja kluczowe cytokiny o dziataniu prozapalnym), sa zaangazowane
w patogenez¢ AZS, w rozumieniu czynnikdw promujacych rozwdj tej choroby. Dlatego tez,
hamowanie zdolno$ci limfocytow Thi, Thz i Thi7 do produkcji tych cytokin wydaje si¢ by¢
waznym celem terapeutycznym dla lekow o dziataniu przeciwalergicznym i przeciwzapalnym.
Odwrotnie jest w przypadku IL-10, w przypadku ktorej uznaje si¢, ze regulacja w gore jej
produkcji moze stanowi¢ skuteczny mechanizm skutkujacy efektem przeciwalergicznym
1 przeciwzapalnym. Nabiera to szczegolnego znaczenia w kontekscie tego, ze podejrzewa sig,
ze dysfunkcja w produkcji tej cytokiny moze by¢ czynnikiem predysponujacym do rozwoju
AZS u ludzi (Koning i wsp. 1997) i u psow (Maeda i wsp. 2007, Majewska 1 wsp. 2016). IL-
10 jest gtowna cytoking o dzialaniu przeciwzapalnym i immunosupresyjnym, a indukcja jej
produkcji powinna skutkowa¢ ostabieniem, badz hamowaniem rozwoju odpowiedzi
immunologicznej 1 reakcji zapalne] w AZS. Producentami IL-10 sg subpopulacje limfocytow T
CD4" takie jak limfocyty Treg i Tri, a wiec komorki regulatorowe, oraz Tha, a wiec komorki
efektorowe. Konkretny sposob dziatania IL-10 bedzie zalezal od mikrosrodowiska do ktorego
zostala uwolniona, jednak kierunek jej dziatania, tj. przeciwzapalny i supresyjny, pozostaje taki
sam, bez wzgledu na to, czy jest produkowana przez limfocyty Treg CD4" czy Teff.

Przed podjeciem niniejszych badan w dostepnej literaturze brak byto danych o wplywie

OCL na zdolno$¢ do produkeji przez limfocyty T CD4" takich cytokin jak IL-4, IL-10, IL-17
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1 IFN-y. Wiadomo, ze w regulacje produkcji cytokin zaangazowany jest szlak sygnatowy
JAK/STAT, a inhibitory kinaz JAK moga mie¢, w sposob posredni, hamujacy lub pobudzajacy
efekt na ich produkcje (Hodge i wsp. 2016, Hammitzsch i wsp. 2018). Biorac pod uwage role
tych cytokin w patogenezie AZS u ludzi i pséw oraz zaangazowanie szlaku sygnalizacyjnego
JAK/STAT w regulacje produkcji cytokin, za warte poznania uznano ustalenie, czy OCL moze
wptywac, a jezeli tak, to w jakim kierunku, na zdolnos$¢ do produkcji IL-4, IL-10, IL-17 1 IFN-
v przez limfocyty T CD4'. Ponadto, postanowiono sprawdzi¢, czy OCL ma wplyw na
generowanie komorek regulatorowych Tri, a wigec indukowalne komorki regulatorowe
powstajace w odpowiedzi na alergeny i zaangazowane w tlumienie reakcji alergicznych
i ksztaltowanie tolerancji immunologicznej. Nalezy dodaé, ze nie bylo naukowego
uzasadnienia dla tworzenia hipotezy, ze OCL moze wptywaé na generowanie tych komorek,
bowiem wg wiedzy na czas, w ktorym prowadzono przedmiotowe badania, jak i obecnie, nie
ma danych na temat bezposredniej facznosci miedzy szlakiem sygnalizacyjnym JAK/STAT
a komorkami Tr;. Tak wiec motywacja do przeprowadzenia tych badan byta tylko tzw.
,ciekawos¢ naukowa”. Ustalenie, czy i jak OCL moze wptywa¢ na zdolnos$¢ do produke;ji IL-
4, IL-10, IL-17 i IFN-y przez limfocyty T CD4" oraz generowanie komoérek Tr; wpisuje sie
przede wszystkim w realizacje celu nr 2 niniejszych badan, a wigc naswietlenia mechanizméw
immunologicznych odpowiadajacych za skuteczno$¢ kliniczng leku. Niezaleznie od tego,
biorgc pod uwage funkcje biologiczne jakie petni IFN-y wydzielany przez limfocyty T CD4"
i CD8", tj. komorki Thy i Tci, oraz IL-4 wydzielana przez limfocyty T CD4" i CD8", tj. komorki
Thz 1 Tez (a wige przeciwdziatanie 1 zwalczanie zakazen bakteryjnych i wirusowych, jak
1 przeciwdziatanie rozwojowi chorob nowotworowych), ustalenie czy 1 jak OCL wptywa na
zdolnos¢ do produkcji IFN-y i1 IL-4 przez te komorki, rowniez dostarcza nowych danych na
temat bezpieczenstwa stosowania leku w aspekcie jego mozliwego niepozadanego wptywu na
prawidlowa odpowiedZz immunologiczng na zakazenia i rozw6j nowotworow.
W zwiazku z tym kolejnymi celami szczegélowymi niniejszych badan byto okreslenie, za
pomoca cytometrii przeptywowej, wptywu OCL na:

» odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-4 TFN-y CD4" (Thy);
odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-4 IFN-y"CD4" (Thy);
» odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-4 TFN-y CD8" (Tc»);
» odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-4 IFN-y"CDS8" (Tc1);
» odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-17°CD4" (Thi7) i IL-17°CD8" (Tc17);
» odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-10"CD4" i IL-10°CDS8;
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» odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T CD49b"CD223°CD4" (Try).

Badania te polegaty na 72 godz. ekspozycji komodrek jednojadrzastych pozyskanych ze
sledziony myszy na OCL z towarzyszaca stymulacja i re-stymulacja limfocytow w obecnosci
inhibitora wyrzutu cytokin. Badania te zostaly przeprowadzone z uzyciem limfocytow myszy
z uwagi na to, ze brak jest na rynku odpowiednich przeciwciat specyficznych dla psa (m.in.
przeciwcial stuzacych do skutecznej stymulacji limfocytow T do produkcji cytokin oraz do

detekcji komorek Tr) umozliwiajacych zrealizowanie przedmiotowego zadania badawczego.

Zadanie badawcze nr 6: Ocena wplywu OCL na poszczegolne subpopulacje leukocytow w

krwi obwodowej myszy i psow

Ostatnim zadaniem badawczym prezentowanych badan byta ocena wptywu podawania OCL
na odsetek 1 liczbg bezwzgledna poszczegdlnych subpopulacji leukocytow, tj. eozynofilow,
neutrofilow, bazofilow, monocytow 1 catkowitej populacji limfocytéw w krwi obwodowe;j
zdrowych myszy oraz ps6w chorych na AZS. Dla jasno$ci sytuacji nalezy podkresli¢, ze ta
cze$¢ badan nie miala charakteru oryginalnego — a przynajmniej nie w odniesieniu do psow -
poniewaz producent preparatu Apoquel w CHPL okreslil jaki wplyw moze mie¢ stosowanie
OCL na liczebnos$¢ tych komorek u psow. Pacjenci, od ktorych pozyskiwano krew do badan
opisanych w publikacji 4.1.1.4., na zlecenie lekarza weterynarii mieli wykonywane regularne
badania morfologii krwi w celu monitorowania ich stanu zdrowia poprzez ocen¢ wptywu
leczenia OCL na komorki 1 inne parametry uktadu biato- i czerwonokrwinkowego. Uznano, ze
bedzie wartos$cia dodang przedstawienie w niniejszej publikacji tych wynikow badan, tym
bardziej, ze czesciowo roznily si¢ one od tego, co w przedmiotowym wzgledzie opisuje
producent preparatu Apoquel w CHPL. Za warte opublikowania uznano takze wyniki dotyczace
wplywu podawania OCL na liczbg bezwzgledna poszczegodlnych subpopulacji leukocytéw
w krwi myszy, poniewaz wpltyw ten réznil si¢ zasadniczo od tego, jaki ustalono u psow.
Podsumowujac, w tym zadaniu badawczym oceniano wplywu OCL na odsetek 1 liczbe
bezwzgledng eozynofiloéw, neutrofilow, bazofiléw, monocytow 1 calkowitej populacji
limfocytéw w krwi obwodowe;:

a) w warunkach eksperymentalnych, tj. u zdrowych myszy otrzymujacych lek przez 14
dni;

b) w warunkach klinicznych; tj. u pséw chorych na AZS 1 leczonych OCL w 0, 7, 141 28

dniu podawania leku.
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4.1.2.4. Uklad eksperymentéow

W celu zrealizowania powyzszych zadan badawczych przeprowadzono sze$¢ typow
eksperymentow (kazdy w 2 lub 3 powtdrzeniach) w warunkach in vitro i dwa doswiadczenia in
vivo z wykorzystaniem zdrowych myszy oraz psow ze zdiagnozowanym AZS, ktérym
podawano OCL per os w dawkach terapeutycznych. Najwazniejsze dane dotyczace

przeprowadzonych doswiadczen przedstawia Tabela 1.

Tabela nr 1. Uklad eksperymentéw bedacych przedmiotem opisywanego osiggnigcia
naukowego.

UKLAD EKSPERYMENTOW
Kombinacja
Material do Warunki
przeciwcial Analizowane parametry
badan eksperymentu
monoklonalnych

Badania in vitro

Eksperyment 1. Ocena wplywu OCL na liczebno$¢ limfocytow T CD4" i CD8" regulatorowych
i efektorowych psa oraz na konstytutywng (badania bez towarzyszacej aktywacji limfocytow) i
indukowang (badania w warunkach aktywacji limfocytow) ekspresje czasteczki CD2S na tych
komérkach

Odsetek i liczba bezwzgledna
limfocytow T:

= CD25CD4*
» CD25CD8"
» CD25°CD4"
= CD25"CD8"
* Foxp3*CD25"CD4*
» Foxp3*CD25"CD8"

Hodowla
niestymulowana 48 godz.
anti-canine CD4 FITC

anti-canine CD8a APC
anti-canine CD25 PE

oraz 120 godz. w
obecnosci OCL w
stezeniu 10 M?i 107 M

PBMCs pozyskane
z krwi obwodowej
zdrowych psow
(n=11; 2 niezalezne

anti-mouse/rat/dog
eksperymenty)

Foxp3 PerCP-Cy5.5

Hodowla stymulowana Odsetek limfocytow T

24 godz. w obecnosci . CD25°CD4*

OCL w stezeniu 10 Mi
107 M

Eksperyment 2. Ocena wplywu OCL na liczebno$¢ limfocytéw T CD4" i CD8" regulatorowych
psa w warunkach aktywacji

Hodowla stymulowana

PBMC:s pozyskane
z krwi obwodowej
zdrowych psow
(n=15; 3 niezalezne
eksperymenty)

24 godz. w obecnosci
OCL w stezeniu 10 M i
107 M

anti-canine CD4 FITC
anti-canine CD8a APC

anti-mouse/rat/dog
Foxp3 PerCP-Cy5.5

Odsetek i liczba bezwzgledna
limfocytow T:

» Foxp3*CD4"
» Foxp3*CD8*
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Eksperyment 3. Ocena wplywu OCL na apoptoze limfocytéw T CD4" i CD8" psa

PBMCs pozyskane
z krwi obwodowej
zdrowych psow
(n=11; 2 niezalezne

Hodowla
niestymulowana 12 godz.
w obecnosci OCL w
stezeniu 10 Mi 107 M

eksperymenty)

anti-canine CD4 FITC
anti-canine CD8a APC
Annexin V APC
7-AAD

Odsetek limfocytow T:
= Annexin'7AADCD4"
= Annexin"7AADCDS8"

Eksperyment 4. Ocena wplywu OCL na
limfocyty T CD4" i CD8" myszy

zdolno$¢ do produkceji wybranych cytokin przez

MCs pozyskane ze
$ledzony
zdrowych myszy
(n=15; 3 niezalezne
eksperymenty)

Hodowla stymulowana
72 godz. w obecnosci

MCs pozyskane z
phuc
zdrowych myszy
(n=15; 3 niezalezne
eksperymenty)

OCL w stezeniu 10° M i
107 M

anti-mouse CD4 FITC

anti-mouse CD8a
APC-Cy7
anti-mouse IL-4 PE-
CF594

anti-mouse IL-10 APC

anti-mouse IFN-y AF
700

Odsetek i liczba bezwzgledna
limfocytow T:

» IL-4'TFN-y CD4" (Th2)
» IL-4- IFN-y"CD4" (Thl)
IL-4*TFN-y CD8" (T¢2)
» IL-4- IFN-y*CD8" (Tcl)
= IL-10°CD4*
IL-10°CD8"

anti-mouse CD4 FITC

anti-mouse CD8a
APC-Cy7

anti-mouse IL-17

Odsetek i liczba bezwzgledna
limfocytow T:

= [L-17°CD4" (Th17)
» IL-17°CD8" (Tcl17)

Eksperyment S. O

cena wplywu OCL na generowanie limfocytow

regulatorowych Tr; myszy

MCs pozyskane ze
sledzony
zdrowych myszy
(n=15; 3 niezalezne
eksperymenty)

Hodowla stymulowana
72 godz. w obecnosci
OCL w stezeniu 10 M i
107 M

anti-mouse CD4 FITC

anti-mouse CD49b PE-
CF594

anti-mouse CD223
BB700

Odsetek i liczba bezwzgledna
limfocytow T
CD49b"CD223*CD4*(Trl)

Eksperyment 6. O

cena wplywu OCL na proliferacje limfocytéw T CD4" i CD8" myszy

MCs pozyskane ze
$ledzony
zdrowych myszy
(n=15; 3 niezalezne
eksperymenty)

Hodowla stymulowana
72 godz. w obecnosci
OCL w stezeniu 10° Mi
107 M

anti-mouse CD4 FITC

anti-mouse CD8a
APC-Cy7
anti-mouse BrdU APC

Odsetek limfocytow T:
= BrdU'CD4"
= BrdU'CDS8"*
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Badania in vivo

bialokrwinkowego myszy otrzymujacych OCL

Eksperyment 1. Ocena (a) liczebnosci limfocytow T CD4" i CD8" i B w wybranych narzadach

limfatycznych i krwi obwodowej myszy otrzymujacych OCL; (b) liczebno$ci komorek ukladu

PBMCs
pozyskane z krwi
peinej myszy
(n=12)

MCs
pozyskane ze
$ledzony myszy
(n=12)

OCL podawany per os

anti-mouse CD4 FITC

anti-mouse CD8a
APC-Cy7
anti-mouse CD19 AF

Odsetek i liczba bezwzgledna:
® limfocytow T CD4*

® limfocytow T CD8"

= limfocytow B (CD19%)

przez 14 dni co 12 godz.

Limfocyt
7 w dawce 2,7 mg/kg m.c.b

700
pozyskane z
HNLNSs myszy

(n=12)

Limfocyty
pozyskane z MLNs
myszy (n=12)

Odsetek i liczba bezwzgledna
eozynofilow, neutrofilow,
bazofiléw, monocytow i
catkowitej populacji limfocytow

Krew obwodowa nie dotyczy

Eksperyment 2. Ocena (a) liczebnosci limfocytow T CD4" i CD8" regulatorowych i
efektorowych oraz ekspresji czynnika Foxp3 i czasteczki CD25 w/na, odpowiednio, tych
komoérkach w krwi obwodowej pséw chorujacych na AZS i leczonych OCL; (b) liczebnoSci

komorek ukladu bialokrwinkowego psow chorujacych na AZS i leczonych OCL

anti-canine CD4 FITC

Odsetek i liczba bezwzgledna:

OCL podawany per os | anti-canine CD8a APC | ® limfocytéw T CD4*
PBMCs pozyskane | €0 12 godz. przez 14.dni | 4nti-mouse/rat/dog * limfocytow T CD8"
z krwi psow a nastgpnie co 24 Foxp3 PerCP-Cy5.5
chorujacych na godziny przez 14 dni w —
AZS (n=8) dawee 0,4 mg/kg m.c. Odsetek i liczba bezwzgledna

eozynofilow, neutrofilow,
bazofiléw, monocytow i
catkowitej populacji limfocytow

nie dotyczy

2 stezenie 10 M odpowiada stezeniu terapeutycznemu OCL osigganemu w osoczu pséw po podaniu leku per
os w dawce rekomendowanej przez producenta (Collard i wsp. 2014).

® dawka 2,7 mg/kg m.c. podawana myszom odpowiada dawce terapeutycznej 0,4 mg/kg m.c. OCL podawanej
psom (Reagan-Shaw i wsp. 2007, CHPL Apoquel)

OCL — oklacytynib; PBMCs - komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells);
MCs — komorki jednojadrzaste (mononuclear cells); HNLNs — wezly chlonne gtowy i szyi (head and neck
lymph nodes); MLNs - wezty chlonne §rodpiersiowe (mediastinal lymph nodes)
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4.1.2.5. Podsumowanie uzyskanych wynikéw

W przeprowadzonych badaniach uzyskano nastepujace wyniki:

Wyniki uzyskane w badaniach in vitro prowadzonych z uzyciem hodowli limfocytow psa

Ekspozycja na OCL:

nie wptywala na konstytutywna (tj. stala/nie indukowang aktywacjg) ekspresj¢ czasteczki
CD25 na limfocytach T CD4" i CD8";

nie wplywata na ekspresje czynnika Foxp3 w limfocytach T CD4" i CD8" w warunkach
braku stymulacji/braku aktywacji limfocytow;

prowadzita do zmniejszenia liczby bezwzglednej limfocytow T CD25°CD4", CD25"CD8",
Foxp3'CD25°CD4" oraz Foxp3'CD25°CD8" w warunkach braku stymulacji/braku
aktywacji limfocytow;

prowadzita do redukcji (tj. regulacji w dot) indukowanej aktywacja limfocytow ekspresji
czasteczki CD25 na limfocytach T CD4";

prowadzita do zwigkszenia ekspresji Foxp3 w limfocytach T CD4" i CD8" w warunkach
stymulacji/aktywacji limfocytow, cho¢ nie wplywata na liczebno$¢ bezwzgledna
limfocytéw T Foxp3"CD4"i Foxp3"CD8";

w wyzszym stezeniu prowadzita do wzrostu odsetka komorek Annexin"7-AADCD4" oraz

Annexin"7-AAD CD8" - czyli limfocytow T CD4" i CD8" w fazie wczesnej apoptozy.

Wyniki uzyskane w badaniach in vitro prowadzonych 7 uZyciem hodowli limfocytow myszy

Ekspozycja na OCL:

nie wplywala na odsetek ani na liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-4TFN-y"'CD4", tj.
komorek Thy;

w wyzszym stezeniu prowadzita do redukcji odsetka, ale nie liczby bezwzglednej,
limfocytow T IL-4 TFN-y"CD4", tj. komorek Thy, natomiast, co ciekawe, w nizszym stezeniu
powodowata zmniejszenie wartosci drugiego parametru;

nie wpltywata na odsetek ani liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-4TFN-y'CDS8™ tj.
komorek Tcy;

prowadzita do redukcji zardwno odsetka, jak i liczby bezwzglednej limfocytéw T IL-4 TFN-
y'CD8™tj. komorek Teo;
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nie wptywata na odsetek i na liczbe bezwzgledng zaréwno limfocytow T IL-17°CD4", tj.
komorek Thiz, jak i limfocytow IL-17°CDS8", tj. komorek Tci7;

bardzo drastycznie obnizata odsetek oraz liczbe bezwzgledng limfocytow T IL-10°CD4"
oraz limfocytow T IL-10"CD8" w wyzszym stezeniu prawie znoszac zdolnos$¢ do produkcji
IL-10 przez limfocyty T CD4" i CDS8";

prowadzita do bardzo duzej (szczegdlnie przy ekspozycji na wyzsze stezenie leku) redukcji
odsetka i liczby bezwzglednej limfocytow T CD49b"CD223°CD4", tj. komorek Tri;

nie wplywala na odsetek limfocytow T BrdU'CD4", tj. proliferujacych limfocytow T CD4",
natomiast w wyzszym stezeniu prowadzita do redukcji odsetka limfocytow T BrdU'CDS",
tj. proliferujgcych limfocytow T CDS8", jakkolwiek wpltyw ten byt relatywnie stabo

wyrazony.

Wyniki uzyskane w badaniach in vivo prowadzonych w warunkach eksperymentalnych, tj.

z uZyciem myszy otrzymujgcych OCL

Podawanie OCL myszom:

wywolywalo redukcje liczby bezwzglednej, ale nie odsetka, limfocytow T CD4" oraz B
w weztach chlonnych glowy 1 szyi (HNLNs, head and neck lymph nodes);

nie wptywato na liczbe bezwzgledng limfocytow T CD8" w HNLN, cho¢ zwiekszato ich
odsetek;

powodowalo redukcje liczby bezwzgledne;j, ale nie odsetka, limfocytow T CD4" w weztach
chtonnych srédpiersiowych (MLNs, mediastinal lymph nodes);

nie wplywato na odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T CD8" oraz B w MLN;
wywolywalo redukcje liczby bezwzglednej, ale nie odsetka, limfocytow T CD4" i CD8"
w $ledzionie;

nie wptywalo na odsetek 1 liczbe bezwzgledna limfocytow B w $ledzionie;

prowadzito do wzrostu odsetka limfocytow T CD4", ale nie CD8", w krwi obwodowej;

nie wptywato na liczbe bezwzgledng limfocytow T CD4" i CD8" w krwi obwodowej;
obnizalo liczbe bezwzgledna, ale nie odsetek, limfocytow B w krwi obwodowej;
wywolywato obnizenie liczby bezwzglednej eozynofilow, neutrofiléw, bazofilow,

monocytow 1 catkowitej populacji limfocytarnej.
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Wyniki uzyskane w badaniach in vivo prowadzonych w warunkach klinicznych, tj.

z uiyciem probek krwi obwodowej psow chorujacych na AZS pozyskanych w dniu 0, 7, 14

i 28 terapii OCL

Podawanie OCL psom chorujacym na AZS:

nie wplynelo na odsetek limfocytow T CD4" w zadnym z punktéw czasowych;
powodowalo przejsciowy, tj. na 7 dzien terapii, wzrost odsetka limfocytow T CD8" oraz
liczby bezwzglednej limfocytow T CD4" i CD8";

prowadzito do zmniejszenia ekspresji czasteczki CD25 na limfocytach T CD4" w 14 i 28
dniu terapii;

prowadzito do zmniejszenia ekspresji czgsteczki CD25 na limfocytach T CD8" w 14 dniu
terapii;

w 7 dniu terapii prowadzito do zwigkszenia liczby bezwzglednej limfocytow T CD25"CD4",
natomiast w 14 dniu wywotywalo redukcje¢ liczby bezwzglednej limfocytow T CD25"CD4";
i CD25"CD8";

powodowato zwigkszenie odsetka komoérek limfocytow T CD4" wykazujacych ekspresje
czynnika Foxp3 w 14 1 28 dni terapii, ale nie wpltywajac na ekspresj¢ tego czynnika
w limfocytach T CD8";

spowodowato zwigkszenie liczby bezwzglednej limfocytow T Foxp3 CD4" i Foxp3'CD8*
w 7 dniu terapii, przy czym w przypadku limfocytow T Foxp3*CD4" efekt ten byt rowniez
widoczny w ostatnim punkcie czasowym;

prowadzito do zwigkszenia odsetka catkowitej populacji limfocytarnej w kazdym punkcie
czasowym, jakkolwiek ich liczba bezwzgledna byla istotnie zwigkszona jedynie w 7 dniu
terapii;

spowodowato spadek odsetka i liczby bezwzglednej eozynofilow w kazdym punkcie
czasowym, przy czym trzeba zauwazy¢, ze ich $rednia liczba bezwzgledna przed leczeniem
byta prawie na poziomie gornej wartosci zakresu referencyjnego dla tych komorek;
prowadzito do zmniejszenia odsetka monocytow oraz neutrofili w 7 1 28 dniu terapii, nie
wptywajac jednak na ich liczbe bezwzgledna;

nie wptyneto na odsetek oraz liczbg bezwzgledna bazofili.
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4.1.2.6. Omowienie uzyskanych wynikow

Ocena wplywu OCL na odsetek i liczebnos¢ bezwzgledng catkowitych populacji
limfocytow T CD4* i CD8*

Pierwszym celem badan stanowigcych przedmiotowe osiggni¢cie bylo nakreslenie
mechanizmow immunologicznych stojagcych za immunosupresyjnym dzialaniem OCL
w aspekcie bezpieczenstwa stosowania leku. Postawiona hipoteza w zadaniu badawczym nr 1
zakladata, ze efekt immunosupresyjny leku moze wynika¢ z negatywnego wplywu na
liczebno$¢ limfocytow T, a wigc kluczowych komorek zaangazowanych w ksztaltowanie
1 utrzymywanie swoistej odpornosci komorkowej. W badaniach in vitro (publikacja 4.1.1.1.)
wykazano znaczny ubytek limfocytow T, zarébwno CD4', jak i CD8*, w odpowiedzi na
ekspozycje psich PBMCs na OCL, co wstepnie potwierdzito zasadno$¢ postawionej hipotezy
1 stanowilo przestanke do jej zweryfikowania w warunkach in vivo. Nie zanotowano jednak
wplywu OCL na liczbe bezwzgledng limfocytéw T CD4" oraz CD8" w krwi obwodowej myszy
po 14 dniach podawania leku, cho¢ obserwowano pewng tendencj¢ do spadku wartosci tego
parametru (praca 4.1.1.3.). Podawanie OCL psom chorujacym na AZS réwniez nie wptywato
na liczbe bezwzgledng limfocytow T CD4" i CD8" w krwi obwodowej po 14 i 28 dniach terapii
(praca 4.1.1.4.). Zanotowano co prawda przejsciowy wzrost liczby bezwzglednej limfocytow
T CD4"i CD8" w krwi obwodowej leczonych pséw po 7 dniach podawania leku, co sugeruje,
ze podanie OCL skutkowato szybkim, ale stosunkowo krotkim i przejsciowym zwigkszeniem
si¢ liczby limfocytow T CD4" i CD8" w krwi psow chorych na AZS. Nie ma naukowych
dowodow, aby wnioskowaé, ze za taki efekt odpowiadala aktywacja lub proliferacja
limfocytow T, gdyz takie dziatanie OCL zostalo zanegowane w badaniach opublikowanych w
pracy 4.1.1.2. Jedynym wyjasnieniem wydaje si¢ by¢ to, ze efekt ten spowodowany byt
redystrybucja limfocytow T z weztéw chtonnych lub innych narzadow limfoidalnych do krwi.
Redystrybucja limfocytow z weztow chlonnych, czy tez innych obwodowych narzadow
limfoidalnych do uktadu krazenia, wymagataby jednak obnizenia/regulacji w dot liczby
odpowiednich receptorow zasiedlania, ktore sg niezbedne do zasiedlania weziéw chionnych (L-
selektyna) czy kepek Peyera i blaszki wlasciwej jelit (integryna B7). Niestety, na dzien
dzisiejszy nie ma zadnych doniesien oceniajacych wptyw jakichkolwiek inhibitoréw JAK na
receptory zasiedlania. Przedstawione wyniki opublikowane w pracach 4.1.1.3. oraz 4.1.1.4.
stanowig pierwsze doniesienia literaturowe oceniajgce wptyw OCL na liczbg bezwzgledng
limfocytow T w krwi obwodowej zwierzat. W dostepnych bazach danych nie ma wynikow

podobnych badan, cho¢ trzy doniesienia mozna zaliczy¢ jako zblizone do poruszanej tematyki.

34



Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk Autoreferat

De Caro Martins i wsp. (2022) badali wptyw OCL na limfocyty T CD4" i CD8" w krwi psow
z AZS, natomiast tylko w odniesieniu do odsetka tych komorek. Autorzy Ci wykazali, ze po
60-ciu dniach terapii OCL nie wptynat na odsetki limfocytow T CD4" i CD8", co pozostaje w
zgodzie z wynikami bedacymi przedmiotem przedmiotowego doniesienia uzyskanymi w 28
dniu terapii OCL (praca 4.1.1.4.). Nie ulega watpliwosci, ze liczba bezwzgledna reprezentuje
bardziej wiarygodny parametr niz odsetek komorek przy ocenie czy jaki$ lek wykazuje efekt
deplecyjny wobec badanych subpopulacji limfocytéw. W CHPL Apoquel producent podaje, ze
podawanie OCL nie wplyne¢to na liczbe catkowitej populacji limfocytéw w krwi obwodowe;j
psow. Roéwniez Denti 1 wsp. (2022) nie wykazali zmian w liczbie catkowitej populacji
limfocytow w krwi po stosowaniu OCL u pséw z AZS. Wyniki te pozostaja w zgodzie
z wynikami przedstawionymi w pracy 4.1.1.4., gdzie nie zanotowano istotnego wptywu leku
na liczbe bezwzgledng catkowitej populacji limfocytow w krwi pséw. Jednakze w badaniach
bedacych przedmiotem pracy 4.1.1.3. wykazano, ze OCL spowodowal spadek liczby
bezwzglednej catkowitej populacji limfocytow w krwi obwodowej myszy. Efekt ten
najprawdopodobniej mogt wynika¢ ze spadku liczby bezwzglednej limfocytow B, a nie
limfocytow T. Wykazano bowiem (praca 4.1.1.3.), ze podawanie OCL myszom przez 14 dni
spowodowato spadek liczby bezwzglednej limfocytow B, ale nie T, w krwi obwodowe;.
Rozbieznosci pomiedzy wynikami prawdopodobnie wynikaja z réznic gatunkowych zwierzat
wykorzystanych w do$wiadczeniach. Warto jednak zaznaczyé, ze liczba bezwzgledna
calkowitej populacji limfocytow w krwi myszy po podaniu OCL nadal byla w zakresie
referencyjnym i nie wiadomo, czy wychwycone zmiany mialy znaczenie istotne kliniczne.
Nalezy wyraznie podkresli¢, ze brak wptywu jakiego$ leku na konkretne subpopulacje
limfocytow w krwi obwodowej nie oznacza, ze lek nie bedzie wykazywal wptywu na te
populacje w narzadach limfoidalnych. Wykazano bowiem (praca 4.1.1.3.), ze podawanie OCL
przez 14 dni doprowadzito do spadku liczby bezwzglednej limfocytow T CD4", ale nie CDS8",
w HNLNs i MLNs u myszy. Ponadto, lek spowodowat znaczny spadek liczby bezwzglednej
limfocytow B w HNLNs, nie wptywajac jednak na liczebno$¢ tych limfocytow w MLNSs.
Spadek liczebnosci limfocytéw T CD4" oraz limfocytow B w HNLNs znalazt odzwierciedlenie
w zwigkszonym odsetku limfocytow T CD8" w tych narzadach, co nalezy jednak traktowaé
jako wzrost pozorny, tj. bedacy matematyczng konsekwencja spadku liczebnosci powyzszych
badanych subpopulacji limfocytow. Wyniki badan w zakresie wptywu OCL na liczebnos¢
limfocytow w weztach chionnych sugeruja wigc, ze lek charakteryzuje si¢ efektem

deplecyjnym wytgcznie wobec limfocytow T CD4". Co ciekawe, powyzsza preferencija nie byta
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juz obserwowana wobec limfocytow w $ledzionie u myszy. Podawanie OCL spowodowato
bowiem zaréwno ubytek limfocytow T CD4" jak i CD8" w $ledzionie, nie wplywajac przy tym
na liczebno$¢ limfocytow B.

Uzyskane wyniki badan wpisujg si¢ w realizacj¢ celu nr 1 niniejszego osiggni¢cia
naukowego 1 dostarczaja nowe dane niezbedne do oceny bezpieczenstwa stosowania leku
u pséw. Biorac pod uwage przedstawione wyniki badan w ujeciu calosciowym (tj. nie tylko
w oparciu o ocen¢ wptywu podawania OCL na limfocyty T i B w krwi obwodowej, ale rowniez
na te pozyskane z tkanek/narzagdow limfoidalnych), nalezy stwierdzi¢, ze podawanie OCL
wiaze si¢ ze spadkiem liczebnosci limfocytow T 1 B, a efekt ten zalezy od rodzaju badane;j
tkanki/narzadu. Tak wiec, postawiona hipoteza badawcza zostata zweryfikowana pozytywnie,
chodz skala efektu deplecyjnego OCL wobec limfocytow T pozyskanych z we¢ztow chtonnych
1 $ledziony w warunkach in vivo byla nieporownywalnie stabsza niz w warunkach in vitro.
Nalezy zaznaczy¢, ze dziatania niepozadane leku, lub nawet efekty jego toksycznosci
zazwyczaj s3 wyrazniej widoczne w warunkach in vitro niz in vivo. W warunkach in vivo OCL
ulegl metabolizmowi i1 wywieral dziatanie tylko przez okres$lony czas, podczas gdy
w warunkach in vitro komorki byty poddane ekspozycji na lek przez caty czas eksperymentu.
Ponadto, w organizmie Zywym maja rdéwniez miejsce pewne mechanizmy regulujace efekty
dziatania leku. Na podstawie wynikow badan bedacych przedmiotem prac 4.1.1.1., jak réwniez
4.1.1.2. nalezy wyciagna¢ wniosek, ze za efekt deplecyjny OCL wobec limfocytow T
odpowiedzialny jest raczej efekt proapoptotyczny leku, anizeli hamowanie proliferacji
badanych komorek. Znajduje to rowniez potwierdzenie w wynikach badan innych autorow,
gdzie po ekspozycji psich PBMCs na stezenie OCL odpowiadajace jego dawce terapeutycznej
nie wykazano wplywu leku na proliferacje tych komorek (Banovic 1 wsp. 2019), z kolei podanie
WHI-P131, inhibitora JAK3, indukowato apoptoze limfocytow T CD4" (Cetkovic-Cvrlje i wsp.
2012).

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Zwazywszy na kluczowe znaczenie
limfocytow T 1 B w efektywnej odpowiedzi immunologicznej na patogeny, spadek liczebnosci
limfocytow T CD4" i CD8" oraz limfocytéw B spowodowany podawaniem OCL moze
stanowi¢ jeden z mechanizméw immunologicznych odpowiadajacych za efekt
immunosupresyjny leku w znaczeniu negatywnym, tj. usposabiajacym pacjentow do zakazen.
Dlatego tez, przed rozpoczgciem leczenia pséw z uzyciem tego leku, lekarz weterynarii

powinien rozwazy¢ wspotczynnik korzysci do ryzyka, szczegolnie u pacjentow cierpigcych na
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infekcje bakteryjne, wirusowe czy pasozytnicze oraz u pacjentOw z immunosupresj3.

Omowione wyzej wyniki badan wpisuja si¢ gldownie w realizacj¢ celu nr 1 niniejszych badan.

Ocena wplywu OCL na apoptoze i proliferacje limfocytow T CD4* i CD8*

Hipoteza postawiona w tym zadaniu badawczym zakltadata, ze OCL moze wywierad
dziatanie proapoptotyczne oraz antyproliferacyjne wobec limfocytow T CD4" i CDS8".
Uzyskane wyniki wykazaly, ze ekspozycja psich PBMCs na OCL w stezeniu 10 M prowadzita
do wzrostu odsetka zarobwno komorek Annexin'7-AAD CD4" oraz Annexin'7-AADCDS8" -
czyli odpowiednio limfocytow T CD4" i CD8" w fazie wczesnej apoptozy (praca 4.1.1.1.). Nie
zanotowano wplywu OCL w nizszym stezeniu na apoptoze badanych komoérek, co moze
sugerowac, ze efekt proapoptotyczny leku moze by¢ dawkozalezny. Wyniki badan w zakresie
wptywu leku na apoptoze pozwolily na pozytywne zweryfikowanie postawionej hipotezy
1 umozliwity wyciagnigcie wniosku, ze za efekt immunosupresyjny OCL moze odpowiadaé
jego dziatanie proapoptotyczne wobec limfocytow T CD4" i CD8". Prezentowane wyniki badan
zostaly opublikowane w literaturze po raz pierwszy, stad wymagaja dalszej weryfikacji, gdyz
na dzien dzisiejszy nie mozna ich porowna¢ z wynikami innych badaczy. Mozna jedynie
zaznaczy¢, ze uzyskane wyniki badan sg zgodnie z badaniami innych autoréw, gdzie wykazano,
ze WHI-P131, inhibitor JAK3, indukowat apoptoze mysich limfocytow T CD4" (Cetkovic-
Cvrlje i wsp. 2012), a inne inhibitory JAK3, takie jak WHI-P154 czy AG490 indukowaty
apoptoze chtoniaka anaplastycznego z duzych komoérek (Amin i wsp. 2003). Ponadto, Lee
1 wsp. (2018) wykazali, Ze ruxolitynib, inhibitor JAK1 i JAK2, indukowat apoptoze komorek
linii chtoniaka.

Przedstawione wyniki badan nie wykazaty jednak wptywu OCL na proliferacje limfocytow
T CD4", natomiast w wyzszym stezeniu ekspozycja na OCL prowadzita do redukcji odsetka
proliferujgcych limfocytow T CDS8", jakkolwiek wptyw ten byt relatywnie stabo wyrazony
(szczegolnie w porownaniu do efektu mykofenolanu mofetylu, a wiec leku o potwierdzonym
dzialaniu antyproliferacyjnym) (praca 4.1.1.2.). Tak wigc, postawiona hipoteza badawcza
w tym zakresie zostala zweryfikowana negatywnie, a efekt immunosupresyjny OCL nie wydaje
sie wynika¢ z hamowania proliferacji limfocytow T CD4". Bylo to pierwsze doniesienie
oceniajgce wplyw OCL na proliferacje limfocytow T CD4" i CD8". W dostepnej literaturze
znajduje si¢ praca Banovic 1 wsp. (2019), w ktorej wykazano co prawda efekt
antyproliferacyjny OCL wobec PBMCs pozyskanych z krwi pelnej zdrowych pséw, jednak
warto zaznaczy¢, ze efekt ten byt widoczny jedynie po ekspozycji komorek na lek w wysokim

stezeniu, tj.10 uM. Badajac wptyw OCL w stezeniu 1 uM (tj. w stezeniu odpowiadajagcemu
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stezeniu terapeutycznemu leku osigganemu w osoczu psow) badacze Ci nie wykazali efektu
antyproliferacyjnego OCL wobec badanych komoérek. Powyzsze wyniki badan trudno jednak
porownac z tymi uzyskanymi w badaniach stanowigcych niniejsze osiagnigcie, gdyz w sktad
PBMCs wchodzg nie tylko limfocyty T, ale takze limfocyty B, komorki NK czy monocyty.
W odroéznieniu od Banovic i wsp. (2019), w niniejszych badaniach wlasnych oceniano wptyw
OCL na proliferacje konkretnych subpopulacji limfocytéw T, tj. na limfocyty T CD4" i CD8",
a oceny tej dokonano =za pomocg cytometrii przeplywowej, a nie technik
immunofluorescencyjnych. Postawiona hipoteza badawcza opierata si¢ na wynikach badan
innych autoréw, ktorzy wykazali, ze peficytynib oraz tofacytynib (inhibitory JAK1 i JAK3),
jak rowniez baricytynib (inhibitor JAK1 i JAK2) oraz upadacytynib i filgotynib (inhibitory
JAK1) hamowaty proliferacj¢ limfocytow T (Ito i wsp. 2017, Reddig i wsp. 2021). Szlak
JAK/STAT stanowi proliferacyjng $ciezke sygnalizacyjna, a jego wplyw na proliferacje jest w
duzej mierze zalezny od kinaz JAK 1 biatek STAT. Nalezaloby wigec wyciagna¢ wniosek, ze
w odrdznieniu od innych inhibitorow JAK, hamowanie JAK1 przez OCL nie jest wystarczajace
do wywotania efektu antyproliferacyjnego wobec limfocytoéw T. W tym miejscu nalezy jednak
ponownie zaznaczy¢, ze w niniejszych badaniach wilasnych oceniano wplyw OCL na
proliferacje konkretnych subpopulacji limfocytéw T, a w badaniach Ito 1 wsp. (2017) oraz
Reddig i wsp. (2021) oceniano wptyw inhibitorow JAK na proliferacj¢ catkowitej populacji
limfocytow T za pomocg metod immunofluorescencyjnych. Kwestia wptywu OCL na
proliferujace limfocyty T, B czy komorki NK wymaga jednak przeprowadzenia szerszych
badan.

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Biorac pod uwage fakt, ze limfocyty
Teff CD4" odgrywaja kluczowg role w patogenezie AZS oraz innych chordb alergicznych,
uzyskane wyniki sugeruja, ze indukcja apoptozy tych komorek przez OCL, ale nie
zahamowanie ich proliferacji, moze stanowi¢ jeden z mechanizméw stojacych za
immunosupresyjnym dziataniem leku odpowiedzialnym za jego skuteczno$¢ kliniczng.
Dodatkowo, majac na uwadze tez to, ze limfocyty T CD8" rowniez biorg udziat w patogenezie
AZS u psow, wydaje sig¢, ze efekt proapoptotyczny oraz antyproliferacyjny (jakkolwiek stabo
wyrazony) OCL wobec tych limfocytow w jakim§ zakresie moze by¢ roéwniez
wspotodpowiedzialny za dziatanie immunosupresyjne. Oceniajac uzyskane wyniki w aspekcie
bezpieczenstwa stosowania OCL u psow, efekt proapoptotyczny leku wobec limfocytow T
CD4" i CD8", jak rowniez efekt antyproliferacyjny wobec limfocytow T CD8" (jakkolwiek

stabo wyrazony) nalezy traktowa¢ jako dziatanie negatywne OCL na te komorki,
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najprawdopodobniej odpowiadajace za efekt deplecyjny OCL wobec prawidtowych
limfocytow T. Uzyskane wyniki badan w tym zakresie wpisujg si¢ realizacj¢ zaréwno celu nr

1, jak i nr 2 niniejszych badan.

Ocena wplywu OCL na liczebnosé limfocytow T regulatorowych z populacji limfocytow T
CD4"i CD8*

Jak wspomniano wcze$niej, kinaza JAK3 jest niezbedna dla prawidtowej ekspresji czynnika
Foxp3, poniewaz, szlak IL-2/JAK3/STATS bierze udziat w zapoczatkowaniu i utrzymywaniu
prawidtowej ekspresji tego czynnika w limfocytach Treg (Goldstein 1 wsp. 2016). W badaniach
na myszach wykazano, ze takie inhibitory JAK3 jak WHI-P131 (Cetkovic-Cvrlje i wsp. 2012),
ZM39923 oraz AG490 (Goldstein i wsp. 2016) redukowaly ekspresje Foxp3 w limfocytach
Treg CD4" w warunkach in vitro. Podobne wyniki otrzymali rowniez Goldstein i wsp. (2016)
badajac wpltyw inhibitorow JAK3 na ekspresj¢ Foxp3 w ludzkich limfocytach Treg.
W prezentowanych badaniach wilasnych stanowigcych przedmiotowe osiagniecie kolejna
postawiona hipoteza badawcza zaktadata, ze podawanie OCL, jako inhibitora JAK1, JAK2, ale
takze JAK3, rowniez spowoduje redukcje ekspresji tego czynnika w psich limfocytach T.
W badaniach in vitro ekspozycja psich PBMCs na OCL bez towarzyszacej aktywacji
limfocytow nie wplyneta na ekspresje czynnika Foxp3 w limfocytach T CD25°CD4"
i CD25'CDS8", natomiast zanotowano redukcje liczby bezwzglednej limfocytow T
Foxp3"CD25'CD4" oraz Foxp3'CD25'CD8", za co najprawdopodobniej odpowiadal efekt
proapoptotyczny leku (praca 4.1.1.1.). Wyciagnigto wiec wniosek, ze hamowanie JAK3 przez
OCL najwyrazniej jest na tyle stabe, ze nie wywiera wptywu na ekspresje Foxp3. Wyniki badan
w tym zakresie uzupetniono o eksperyment in vitro, w ktorym zbadano jak ekspozycja psich
PBMCs na OCL wplynie na ekspresj¢ Foxp3 w limfocytach T w warunkach aktywacji.
Zaskakujaco, wykazano, ze w odpowiedzi na ekspozycje¢ PBMCs na OCL z towarzyszaca
stymulacjg limfocytow doszlo do regulacji w goére ekspresji czynnika Foxp3 zardéwno
w limfocytach T CD4" jak i CD8" (praca 4.1.1.4.). W tym miejscu nalezy wyjasni¢, ze
w badaniach wplywu leku na ekspresj¢ czynnika Foxp3 bez towarzyszacej stymulacji
limfocytow przedmiotem analizy byly limfocyty T o fenotypie Foxp3'CD25°CD4" oraz
Foxp3"CD25°CDS8", natomiast w warunkach aktywacji limfocytow analiza wynikow
obejmowata limfocyty T o fenotypie Foxp3*CD4" i Foxp3"CDS8". Jak wspomniano we
wstepnie, limfocyty Treg sa zazwyczaj identyfikowane z fenotypem Foxp3'CD25'CD4" lub
Foxp3"CD25'CDS8", jednakze dotyczy on glownie komorek ludzkich oraz mysich. Czynnik

Foxp3 nadaje komorce wihasciwosci supresorowe (Fontenot i wsp. 2003), podczas gdy
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czasteczka CD25 moze bra¢ udziat w tworzeniu wiasciwosci regulatorowych tych komorek,
ale okazuje si¢, ze raczej dotyczy to myszy a nie czlowieka, czy psa, jak kiedy$ sadzono
(Curotto de Lafaille i wsp. 2004, Biller i wsp. 2007). W badaniach Biller i wsp. (2007) czynnik
Foxp3 zostal uznany za jedyny marker do identyfikacji limfocytoéw Treg u pséw. Po
opublikowaniu pierwszego etapu badan in vitro (praca 4.1.1.1.) zostal przeanalizowany rozktad
procentowy limfocytow T Foxp3'CD25", Foxp3"CD25" oraz Foxp3 CD25" wsrdd limfocytow
T CD4" w krwi psow, a wyniki tej analizy przedstawiono w publikacji 4.1.1.4. Okazalo sig, ze
odsetek limfocytow T Foxp3'CD25CD4" byt ok. 7 razy wyzszy niz odsetek komoérek
o fenotypie Foxp3'CD25°CD4". Stad, uznano, ze ekspresja czynnika Foxp3 nie jest
skorelowana u pséw z czasteczkg CD25, co zostato rowniez wzigte pod uwage przy analizie
wynikow doswiadczenia w warunkach klinicznych. Jednoczesnie nalezy nadmieni¢, ze po
ponownym przeanalizowaniu wynikow badan in vitro pierwszego etapu (tj. bez towarzyszacej
aktywacji limfocytow), w oparciu o fenotyp limfocytow Treg Foxp3'CD4" i Foxp3'CDS8"
réwniez nie wykazano wplywu leku na ekspresje¢ czynnika Foxp3.

Fakt, ze OCL regulowat w gore ekspresje czynnika Foxp3 w limfocytach T CD4" i CD8"
w warunkach aktywacji limfocytow miat duze znaczenie poznawcze, ale niesie ze sobg rowniez
pewne znaczenie praktyczne. Generalnie limfocyty Treg mozna podzieli¢ na naturalne
limfocyty Treg (nTreg) i indukowane iTreg (Fontenot & Rudensky 2005, Mahic i wsp. 2008,
Meénoret 1 wsp. 2023). Wyniki niektérych badan sugeruja, ze generowanie limfocytow iTreg,
a wiec limfocytow T CD4" i CD8" wykazujacych ekspresje Foxp3, ktore wczesniej jej nie
wykazywaly, moze by¢ obiecujacym celem terapeutycznym w kontekscie leczenia wielu
chordb alergicznych, w tym AZS (Keppel 1 wsp. 2008, Agrawal 1 wsp. 2011, Fyhrquist 1 wsp.
2012). Uzyskane wyniki badan w warunkach klinicznych (tj. u pséw chorych na AZS leczonych
OCL) wykazatly, ze terapia OCL prowadzita do wzrostu zaréwno odsetka, jak i liczby
bezwzglednej limfocytow T Foxp3"CD4", cho¢ nalezy obiektywnie stwierdzi¢, ze skala tego
zjawiska byta niska (praca 4.1.1.4.). Niemniej jednak, wyniki te sugeruja, ze OCL moze
regulowa¢ w gore ekspresje czynnika Foxp3 w limfocytach T Foxp3'CD4", a tym samym
promowac¢ konwersj¢ nie-regulatorowych limfocytow T CD4" w limfocyty T regulatorowe (w
iTreg), co  moze stanowi¢  dodatkowy  mechanizm  odpowiadajacy  za
immunomodulujacyjne/immunosupresyjne wilasciwosci leku. Poniewaz jednak OCL nie
wplywat na ekspresje Foxp3 w limfocytach T CD4" w warunkach in vitro bez towarzyszgcej
aktywacji limfocytow, a nawet wykazywat wobec tych limfocytéw efekt deplecyjny, pojawita

sie wigc hipoteza, ze OCL moze generowaé¢ komorki iTreg CD4" jedynie u pacjentow
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cierpigcych na choroby o podiozu alergicznym przebiegajace z aktywacja limfocytow T.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze taki efekt niesie ze soba pewne ryzyko. Poniewaz limfocyty Treg
CD4" hamujg m.in. rdéwniez odpowiedz przeciwnowotworowg (Saleh i wsp. 2020), nalezatoby
monitorowac pacjentow dlugotrwale przyjmujacych OCL pod katem wystepowania chordb
nowotworowych, a u tych, u ktoérych zdiagnozowano juz nowotwor, powinno si¢ wywazyc¢
korzysci do ryzyka zastosowania preparatu z OCL.

Z kolei, jezeli chodzi o wptyw leku na limfocyty Treg CDS8", to zanotowano co prawda
wzrost liczby bezwzglednej tych komorek w 14 dniu terapii OCL w krwi pséw, nie bylo to
jednak skorelowane ze wzrostem ich odsetka, ale ze wzrostem liczby bezwzglednej catkowitej
subpopulacji limfocytow. Wobec powyzszego, przejsciowa zwigkszona liczebnos¢ limfocytow
Treg CD8" nie powinna by¢ interpretowana ze wzrostem ekspresji Foxp3 w tych limfocytach
w odpowiedzi na lek, a raczej jako wynik redystrybucji tych limfocytéw z tkanek limfoidalnych
do krwi.

Biorgc pod uwage to, ze lek jednocze$nie zmniejszal liczebnos$¢ limfocytow Teff CD4"
i zwickszal liczebnos$¢ limfocytow Treg CD4" u psow z AZS, mozna wyciagngé wniosek, ze
w wyniku podawania OCL doszto do zmiany rownowagi pomi¢dzy limfocytami Teff 1 iTreg
w kierunku zwigkszenia tych drugich. Uzyskane wyniki badan byly pierwszym doniesieniem
oceniajgcym wptyw podawania OCL na liczebno$¢ limfocytow Treg CD4" 1 CD8* w krwi psow
chorych na AZS, stad niemozliwe jest ich poréwnanie z wynikami innych autoréw. W
dostepnej literaturze znajduje si¢ jedynie publikacja Herrmann i wsp. (2023), ktorzy nie
wykazali wptywu dtugoterminowej terapii OCL na odsetek limfocytow T Foxp3"CD25"CD4"
w krwi pséw. Réznice pomiedzy wynikami uzyskanymi przez tych autorow a wynikami badan
stanowigcych niniejsze doniesienie naukowe wynikaja przede wszystkim z rdznego czasu
podawania OCL — Herrmann i wsp. (2023) podawali lek psom przez co najmniej 9 miesigcy, a
w niniejszych badaniach byto to 28 dni. Po drugie, badacze Ci poddali analizie odsetki
limfocytow T o fenotypie Foxp3*CD25'CD4", podczas gdy w badaniach wilasnych, jak
wyjasniono to powyzej, analizowano odsetek limfocytow T o fenotypie Foxp3"'CD4", a wigc
liczniejsza populacje limfocytow T wykazujacych ekspresj¢ czynnika Foxp3.

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki badan sugeruja, ze
generowanie komorek iTreg CD4", ale nie iTreg CD8", moze stanowi¢ jeden z mechanizmow
immunologicznych odpowiedzialnych za skutecznos¢ kliniczng OCL w terapii AZS u psow.
Uzyskane wyniki badan wpisujg si¢ przede wszystkim w realizacj¢ celu naukowego nr 2 i majg

w duzej mierze gtownie znaczenie poznawcze, cho¢ biorac pod uwage fakt, ze generowanie
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iTreg wydaje si¢ by¢ obiecujacym celem terapeutycznym leczenia wielu choréb alergicznych,
niesie to ze sobg rowniez pewne implikacje praktyczne. Z drugiej jednak strony, poniewaz
limfocyty Treg CD4" hamujg takze odporno$¢ przeciwnowotworows, sugeruje to, ze
nalezatoby monitorowa¢ pacjentow otrzymujacych OCL pod katem rozwoju chordb
nowotworowych, a u pacjentow z juz zdiagnozowanymi nowotworami wywazy¢ stosunek

korzys$ci do ryzyka leczenia przy uzyciu tego leku.

Ocena wplywu OCL na liczebnosé limfocytow T efektorowych z populacji limfocytow T
CD4* i CD8" oraz na konstytutywngq i indukowangq ekspresje czgsteczki CD25 na tych

komorkach

Czasteczka CD25, tj. lancuch o receptora dla IL-2, umozliwia wilasciwg czynno$¢
limfocytow Teff. Ekspresja czasteczki CD25 na limfocytach T moze by¢ konstytutywna lub
indukowana w odpowiedzi na aktywacje¢ limfocytow. U myszy, konstytutywna ekspresja CD25
na limfocytach T skorelowana jest z koekspresja czynnika Foxp3, a tym samym z fenotypem
limfocytéw regulatorowych. U psow, podobnie jak u bydta, pewna pula limfocytow T CD4"
i CD8" wykazuje konstytutywna ekspresje CD25, chociaz nie jest to skorelowane z koekspresja
czynnika Foxp3 (Maslanka 2014). Rola komoérek o fenotypie Foxp3'CD25"'CD4" czy Foxp3®
CD25°CD8" nie jest jeszcze do konica poznana. Natomiast indukowana ekspresja czgsteczki
CD25 ma miejsce w momencie aktywacji limfocytow Teff, co pozwala na przytaczenie si¢ do
nich IL-2, zwigkszajac tym samym responsywnos$¢ limfocytow Teff na IL-2. Tak wiec,
czasteczka CD25 uznawana jest za wczesny marker aktywacji limfocytow T. Postawiona
hipoteza badawcza zaktadata, ze OCL moze regulowa¢ w dot ekspresje czasteczki CD25 na
powierzchni limfocytow Teff CD4" i w ten sposob uposledzaé aktywacje tych komorek
1 powigzang z tym odpowiedZ immunologiczna, wywotujac tym samym dziatanie
immunosupresyjne.

W prezentowanych badaniach wykazano, ze w warunkach in vitro ekspozycja psich PBMCs
na OCL nie wptywala na konstytutywng ekspresje czasteczki CD25 na limfocytach T CD4"
i CD8", natomiast prowadzita do zmniejszenia liczby bezwzglednej limfocytow T CD25"CD4"
i CD25"CD8" w warunkach braku stymulacji (praca 4.1.1.1.). Wyniki badan in vitro wykazatly
co prawda niewielki spadek odsetka limfocytow T CD25°CD4" po ekspozycji na wyzsze
stezenie leku w warunkach niestymulowanych, efekt ten nie wynikat jednak ze spadku ekspres;ji
czasteczki CD25 na limfocytach T CD4", ale byt matematyczng konsekwencjg tego, ze OCL
spowodowat wigkszy spadek liczby bezwzglednej limfocytow T CD257CD4" niz CD25CD4".

Dodatkowo, wykazano, ze ekspozycja na OCL, doprowadzita do redukcji (regulacji w dot)
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indukowanej aktywacja ekspresji czasteczki CD25 na limfocytach T CD4", ale catkowicie jej
nie zapobiegla (praca 4.1.1.1.). Wyniki badan in vitro zostaly nastepnie zweryfikowane
w warunkach klinicznych, gdzie wykazano, ze podawanie OCL psom chorym na AZS
prowadzito do zmniejszenia ekspresji czgsteczki CD25 na limfocytach T CD4" w 14 i 28 dniu
terapii oraz na limfocytach T CD8" w 14 dniu terapii (praca 4.1.1.4.). Ponadto, zanotowano
przej$ciowy wzrost liczby bezwzglednej limfocytow T CD25°CD4" w 7 dniu terapii oraz
redukcje liczby bezwzglednej limfocytow T CD25°CD4" i CD25"CD8" w 14 dniu terapii OCL
w krwi psow chorych na AZS. Uzyskane wyniki badan in vivo potwierdzity, ze OCL reguluje
w dot ekspresje CD25 na limfocytach Teff CD4". Tak wigc, postawiona hipoteza badawcza
zostata zweryfikowana pozytywnie. Pojawia si¢ jednak pytanie, czy OCL podawany psom
regulowal w dot konstytutywna, czy moze indukowana ekspresj¢ czasteczki CD25? Niestety
na dzien dzisiejszy nie mamy narzg¢dzi, aby to ustali¢. Niemniej jednak, wyniki badan in vitro
prezentowane w pracy 4.1.1.1. wykazaty, ze OCL nie wptywal na konstytutywna ekspresje¢
CD25 na limfocytach T CD4" i CD8", ale regulowat w dot indukowang aktywacija ekspresije tej
czgsteczki na limfocytach T CD4". Drugie nasuwajace si¢ pytanie brzmi, czy regulacja w dot
czasteczki CD25 jest dziataniem bezposrednim tj. wynikajagcym z hamowania ekspresji genow
CD25, czy posrednim, tj. bedacym konsekwencja hamowania szlaku JAK/STAT? Odpowiedz
na to pytanie wymaga przeprowadzenia dalszych badan.

Rowniez w zakresie wptywu OCL na limfocyty Teff i na ekspresj¢ czasteczki CD25 na
limfocytach T niemozliwe jest porownanie uzyskanych wynikow badah z innymi autorami,
gdyz w dostepnej literaturze brak jest podobnych badan. Warto jednak zaznaczy¢, ze dostepne
sa wyniki badan przeprowadzonych przez Parampalli Yajnanarayana i wsp. (2015), ktorzy
wykazali, ze ruxolitynib, tj. inhibitor kinaz JAKI1 1 JAK2, obnizat liczb¢ bezwzgledng
aktywowanych limfocytow T CD4".

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Biorac pod uwage fakt, ze limfocyty
Teff CD4" biorg udzial w patofizjologii wielu chorob alergicznych, w tym AZS, regulacja
w dot ekspres;ji czasteczki CD25 na ich powierzchni 1 uposledzenie w ten sposob aktywacji tych
limfocytow przez OCL moze stanowi¢ wazny element mechanizméw immunologicznych
odpowiedzialnych za przeciwalergiczne dziatanie leku. Nalezy jednak po raz kolejny
zaznaczy¢, ze efekt immunosupresyjny, ktory odpowiada za hamowanie patogenezy chordb
alergicznych prowadzi rowniez do zwigkszenia podatnosci pacjentéw na zakazenia, stad
uposledzenie aktywacji limfocytow T CD4" przez OCL nalezy rowniez rozwaza¢ w konteks$cie

negatywnego oddziatywania leku na te komorki, a zastosowanie OCL u pacjentéw
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z zakazeniami bakteryjnymi i wirusowymi wymaga rozwazenia wspotczynnika korzysci do
ryzyka przez lekarza weterynarii. Uzyskane wyniki badan wpisuja si¢ w realizacje¢ obu celow
naukowych, poniewaz rzucaja $wiattlo na mechanizmy immunologiczne odpowiedzialne za
efekt terapeutyczny leku, jak rowniez pozwalaja oceni¢ bezpieczenstwo jego stosowania.
Dodatkowo, fakt, ze OCL moze upo$ledza¢ aktywacje limfocytow Teff CD4" moze nie$é¢
réwniez pewne mozliwosci aplikacyjne, tj. poszerzenie w przysztosci wskazan do stosowania
OCL o inne choroby, w ktérych etiopatogenezie rolg odgrywa nadmierna aktywacja tych

komorek.

Ocena wplywu OCL na zdolnosé do produkcji wybranych cytokin przez limfocyty T CD4" i

CD8* oraz na indukowanie komdorek Tri

Jak podkreslono we wstepnie, szlak sygnatowy JAK/STAT jest plejotropowa droga
transdukcji sygnatu dla wielu prozapalnych, proalergicznych i §wigdogennych cytokin (m.in.
IFN-y, IL-4 i IL-17), ktore sa zaangazowane w patogenez¢ AZS, w rozumieniu czynnikow
promujacych rozwdj tej choroby. Hamowanie zdolnosci limfocytow Thi, Tha czy Thi7 do
produkcji tych cytokin wydaje si¢ by¢ waznym celem terapeutycznym dla lekéw
przeciwalergicznych. Z drugiej strony regulacja w gore produkcji IL-10, a wigc glownej
cytokiny o dzialaniu przeciwzapalnym i immunosupresyjnym rowniez moze stanowié
skuteczny mechanizm dziatania odpowiedzialny za skuteczno$¢ kliniczng lekoéw
przeciwalergicznych. =~ W celu  naswietlenia ~ mechanizméw  immunologicznych
odpowiadajacych za skuteczno$¢ kliniczng OCL zbadano jego wptyw na zdolno$¢ do produkcji
IL-4, IL-10, IL-17 i IFN-y przez limfocyty T CD4" i CDS8", jak rowniez na generowanie
limfocytow Tr.

Nie wykazano wptywu ekspozycji na OCL na odsetek i liczbe bezwzgledna limfocytow T
CD4" i CD8" produkujacych IFN-y oraz IL-17, a wiec limfocytéw, ktorych fenotyp nalezy
utozsamia¢ z komorkami Thi, Tci, Thi7 1 Tei7 (praca 4.1.1.2.). Uzyskane wyniki wskazuja, ze
OCL nie zahamowal, ale tez nie zwiekszyt produkcji IFN-y i IL-17 przez limfocyty T CD4"
i CD8', tak wiec efekt terapeutyczny leku najprawdopodobniej nie jest zwigzany
z hamowaniem produkcji tych dwdch cytokin prozapalnych przez te komorki.

Zanotowano jednak, ze ekspozycja na OCL doprowadzita do zahamowania produkcji IL-4,
zarowno przez limfocyty T CD4" (Thy) jak i CD8" (Tc2) (praca 4.1.1.2.). Biorgc pod uwage
patologiczng rol¢ IL-4 w rozwoju AZS, jak rowniez w innych chorobach alergicznych, szlak
sygnatowy tej cytokiny wydaje si¢ by¢ obiecujagcym potencjalnym celem terapeutycznym

w leczeniu tych chordb (Chiricozzi i wsp. 2020). Mimo, ze uwaza sie, ze to limfocyty T CD4"
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sg glownymi producentami IL-4 w odpowiedzi alergicznej, potwierdzono, ze rdéwniez
limfocyty T CD8" mogg by¢ odpowiedzialne za nadprodukcje IL-4 w AZS. Wykazano bowiem,
ze AZS zwigzane jest z przejsciem do skory nie tylko limfocytow Thy, ale rowniez limfocytow
Tca, co zostato potwierdzone u ludzi (Czarnowicki 1 wsp. 2015) oraz u pséw (Olivry 1 wsp.
1997, Sinke 1 wsp. 1997). Kaplan i wsp. (1999) wykazali, ze powstawanie limfocytow Th;
i Tcy jest zalezne od biatka STAT6. Wynika z tego, ze zahamowanie szlaku JAK/STAT nie
tylko moze prowadzi¢ do zablokowania sygnalizacji cytokinowej, ale rdwniez moze hamowac
generowanie komorek produkujacych te cytokiny. Uzyskane wyniki badan stanowigcych
przedmiotowe osiggni¢cie wyraznie wskazuja, ze hamowanie produkcji IL-4 przez limfocyty
Thy 1 Tca moze stanowi¢ jeden z mechanizmoéw odpowiedzialnych za przeciwalergiczne
dziatanie OCL. Dodatkowo, bioragc pod uwage fakt, ze IL-4 odgrywa takze wazng role
w rozwoju astmy oskrzelowej (Nakagome & Nagata 2024), hamowanie produkcji tej cytokiny
przez OCL moze réwniez przyczyni¢ si¢ do poszerzenia w przyszlosci wskazan rejestracyjnych
leku o inne choroby o podtozu alergicznym, chociazby o leczenie astmy oskrzelowe;.

Wyniki badan przedstawione w pracy 4.1.1.2. wykazaty rowniez, ze ekspozycja na OCL
nieoczekiwanie prowadzita do regulacji w dot produkcji IL-10 przez limfocyty T CD4" i CD8",
a efekt ten byl silnie wyrazony, poniewaz uzyskane wartosci odsetka i liczby bezwzgledne;j
limfocytow T IL-10"CD4" i IL-10"CD8" komorek po ich ekspozycji na wyzsze stezenie leku
stanowily zaledwie kilkanascie procent warto$ci kontrolnych. Na podstawie tych wynikow
mozna wnioskowac, ze OCL w wyzszym stezeniu prawie catkowicie zahamowat produkcje IL-
10 przez limfocyty T CD4" i CD8". Podobne spadki zanotowano rowniez w odsetku oraz liczbie
bezwzglednej limfocytow Tri po ekspozycji MCs na OCL, co réwniez zostato przedstawione
w pracy 4.1.1.2. Nalezy zaznaczy¢, ze limfocyty Tri nie byly obecne w kontrolnej
niestymulowanej hodowli, co nie bylo zaskakujacym faktem, gdyz ta subpopulacja limfocytow
T reprezentuje indukowalne komorki regulatorowe, ktore sa produkowane w odpowiedzi na
aktywacje limfocytow T (tj. w warunkach stymulacji) (Groux i wsp. 1997). Wyniki badan
wskazuja, ze OCL raczej zapobiegl generowaniu limfocytow Tri, niz redukowat ich liczbe, co
pozostaje w lacznosci z wynikami wskazujacymi, ze lek regulowat w dot indukowanag
aktywacja ekspresje czasteczki CD25 na limfocytach T CD4", uposledzajagc tym samym
aktywacje tych limfocytow. Tak wiec, wraz z upo$ledzeniem aktywacji limfocytow T CD4"
w obecnosci OCL nie doszto rowniez do generowania komorek Tri. Za aktywnos$¢
regulatorowg limfocytow Tr; (a wigc zapobieganie odpowiedzi zapalnej 1 utrzymywanie

tolerancji immunologicznej) w duzej mierze odpowiada produkcja IL-10 przez te komorki.
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W $wietle powyzszych wynikow mozna stwierdzi¢, ze regulacja w dot produkceji IL-10, jak
rébwniez zapobiegnigcie generowania limfocytow Tri (tj. producentow tej cytokiny)
w odpowiedzi na ekspozycje na OCL rowniez pozostaja ze soba w zwiazku. Tak wiec, regulacja
w gore produkcji IL-10 oraz generowanie limfocytéw Tri, jak zaktadata to hipoteza badawcza,
nie stanowi jednego z mechanizméw odpowiedzialnych za immunosupresyjny efekt OCL.
Wrecz przeciwnie, wyniki badan wykazaty, ze lek, ktéry ma bezdyskusyjne dzialanie
przeciwalergiczne, zapobiegt generowaniu limfocytow Tri i produkcji waznej przeciwzapalnej
cytokiny. By¢ moze efekt ten zwigzany byt w jakim§ stopniu z zahamowaniem w szlaku
JAK/STAT fosforylacji biatek STAT1 oraz STAT3 poprzez zahamowanie kinazy JAK1 przez
OCL, gdyz wykazano, ze bialka te sa niezb¢dne nie tylko do indukcji produkcji IL-10 przez
limfocyty T CD4" takie jak Th oraz Treg (Jankovic i wsp. 2010, Seif i wsp. 2017) ale rowniez
do produkcji samych limfocytow Try (Pot i wsp. 2011; Brockmann i wsp. 2017).

Wyniki przedstawione w pracy 4.1.1.2. byly pierwszym doniesieniem w literaturze
oceniajgcym wpltyw OCL na produkcije cytokin przez limfocyty T CD4" i CD8". W dostepnej
literaturze znajduje si¢ cytowana juz wczesniej praca Banovic i wsp. (2019), w ktorej
wykazano, ze ekspozycja psich PBMCs na OCL w stezeniu 0,5 i 1 uM (4. stezeniu
odpowiadajagcemu stezeniu terapeutycznemu osigganemu w osoczu) nie wptyneta na produkcje
IL-2, IL-10, IL-15, IL-18, IFN-y oraz TNF-0, natomiast ekspozycja na OCL w stezeniu 10 uM
prowadzita do zahamowania produkcji IL-2, IL-15, IFN-y i IL-18. Jak juz podkreslono
wczesniej, uzyskanych przez tych badaczy wynikow nie da si¢ porownaé z uzyskanymi
w badaniach stanowigcych niniejsze osiggnigcie naukowe, gdyz w sktad PBMCs wchodzi wiele
réznych subpopulacji leukocytow, nie tylko limfocyty T. W roku 2023 Herrmann 1 wsp.
opublikowali wyniki badan, gdzie nie wykazali wptywu OCL na produkcje IL-10 1 TGF-B;
w surowicy pozyskanej od pséw chorych na AZS przy zastosowaniu rekomendowanej dawki
leku. W tym przypadku takze trudno poréwnaé ze sobg uzyskane wyniki, gdyz w powyzej
cytowanej pracy badano stezenie cytokin metodg immunoenzymatyczng (ELISA) w surowicy
psOw, natomiast w niniejszych badaniach oceniano wptyw OCL na liczbe bezwzgledna
konkretnych subpopulacji limfocytow T produkujacych wybrane cytokiny metoda cytometrii
przeplywowej. Druga kwestia to czas terapii. Herrmann i wsp. (2023) oceniali poziom cytokin
po 9-cio miesigcznej terapii, tak wiec niektore zmiany w poczatkowych etapach podawania
OCL mogty nie by¢ uchwycone. W badaniach nad innymi inhibitorami kinaz JAK Hammitzsch
1 wsp. (2018) wykazali, ze tofacytynib (inhibitor kinaz JAK1 1 JAK3), baricytynib oraz
ruxolitynib (inhibitory kinaz JAK1 i JAK2) obnizaty produkcje IL-17 przez limfocyty T CD4",
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podczas gdy w niniejszych badaniach OCL (inhibitor JAK1, JAK 2 1 JAK3) nie wptynat na
produkcje tej cytokiny. Z kolei Ghoreschi i wsp. (2011) opisali zahamowanie produkcji IFN-y
przez mysie limfocyty T CD4" w odpowiedzi na ekspozycje na tofacytynib. Z powyzszej
dyskusji wynika fakt, ze mimo, ze rézne inhibitory JAK mogg hamowac¢ te same kinazy,
wywierajg jednak inny efekt na produkcj¢ poszczegdlnych cytokin. Znajduje to potwierdzenie
w pracy Seif i wsp. (2017), gdzie opisano, ze biatkko STAT3 wzmacnia zaréwno produkcje
przeciwzapalnej IL-10 oraz prozapalnych IL-17 czy IL-6. Aktywacja STAT3 przez IL-10 r6zni
si¢ jednak od aktywacji tego samego biatka przez IL-6. W szlaku sygnatowym IL-6 posredniczy
bowiem dodatkowo supresor sygnalizacji cytokin 3 (SOCS3; suppressor of cytokine signaling),
podczas gdy nie ma to miejsca przy aktywacji IL-10. Nalezy wspomnieé¢, ze o ile $ciezka
sygnatowa cytokin JAK/STAT jest do$¢ szczegblowo opisana, to jej zaangazowanie
w regulacje produkcji konkretnych cytokin nie zostato juz tak doktadnie zbadane.

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki wskazuja, Ze
regulacja w dot produkcji IL-4 przez limfocyty Thy i Tco moze stanowi¢ kolejny mechanizm
immunologiczny odpowiedzialny za przeciwalergiczne dzialanie leku. Natomiast,
przeprowadzone badania nie wykazaly, aby za efekt ten odpowiadat wplyw OCL na: (a)
produkcje IFN-y przez limfocyty Thi 1 Tcy oraz IL-17 przez limfocyty Thi7 1 Tei7; (b) regulacja
w gore produkcji IL-10 przez limfocyty T CD4" i CD8"; (c¢) generowanie komorek Tri.
Niezaleznie od naswietlenia mechanizméw immunologicznych stojacych za skutecznoscia
kliniczng leku nalezy dodaé, ze wywotana podaniem OCL regulacja w dot produkcji 1L-4,
a wigc cytokiny, ktorej funkcja jest przeciwdzialanie 1 zwalczanie zakazef bakteryjnych
1 wirusowych, moze by¢ rowniez rozpatrywana w kontek$cie niepozadanego wpltywu na
prawidtowg odpowiedz immunologiczng, tj. uposledzenia odpowiedzi ze strony limfocytow
Thy 1 Teo, stad, 1 z tego wzgledu, stosowanie leku u pacjentow z zakazeniami powinno by¢
poprzedzone wywazeniem korzysci do ryzyka. Wyniki badan wpisuja si¢ gtownie w realizacje
celu naukowego nr 2 1 pozwalajg rzuci¢ swiatto nie tylko na mechanizmy lezace u podstaw
skutecznosci klinicznej leku, ale réwniez na mozliwosci zastosowania OCL w przysztosci

w leczeniu innych chordb, niz te, stanowigce wskazania rejestracyjne do jego stosowania.

Ocena wplywu OCL na poszczegolne subpopulacje leukocytow w krwi obwodowej myszy
i psow
W niniejszym zadaniu badawczym oceniono wptyw OCL na odsetek i liczbe bezwzgledna

poszczegblnych populacji leukocytow, tj. eozynofilow, bazofiléw, monocytéw, neutrofiléw

1 limfocytow w krwi obwodowej u zdrowych myszy oraz psow chorych na AZS. Wyniki
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w zakresie wptywu OCL na poszczegolne subpopulacje leukocytow w krwi pséw (praca
4.1.1.4.) stanowig warto$¢ dodang (producent preparatu Apoquel okreslit je w CHPL),
natomiast badanie oceniajace wplyw leku na te parametry w krwi myszy (praca 4.1.1.3.)
dostarcza nowych danych.

Wykazano, ze podawanie OCL spowodowato spadek liczby bezwzglednej wszystkich
badanych subpopulacji leukocytéw, tj. eozynofilow, neutrofili, bazofildow, monocytow oraz
0 czym wspomniano juz wczesniej, limfocytow w krwi myszy po 14 dniowym podawaniu leku.
Nalezy jednak podkresli¢, ze mimo zanotowania istotnego spadku, wszystkie $rednie wartosci
badanych parametrow po podaniu OCL byty nadal w zakresie referencyjnym, dlatego tez nie
wiadomo, czy wychwycone spadki liczebnosci leukocytow maja znaczenie kliniczne. Badajac
wpltyw leku na te same subpopulacje leukocytéw u pséw wykazano, ze 28-dniowa terapia OCL
spowodowata jedynie spadek liczby bezwzglednej eozynofilow, nie wplywajac na liczebno$¢
monocytow, neutrofiléw, bazofilow oraz limfocytow. Zaskakujaco, w 7 dniu podawania OCL
zanotowano przejsciowy wzrost liczby bezwzglednej catkowitej populacji limfocytow w krwi
psow, co znalazto potwierdzenie rowniez we wzroscie liczby bezwzglednej limfocytow T CD4*
i CD8", a co zostato opisane wyzej w punkcie: Ocena wplywu OCL na odsetek i liczebnosé¢
bezwzgledng catkowitych populacji limfocytow T CD4" i CD8". Na podstawie uzyskanych
wynikow mozna wywnioskowaé, ze zanotowane réznice w odsetkach monocytéw, neutrofili
i limfocytéw w odpowiedzi na podawanie OCL byty wzgledne, tj. nie wynikaly z rzeczywistych
zmian w liczebno$ci tych komorek, ale byly jedynie konsekwencja pewnych zmian
w proporcjach poszczegdlnych subpopulacji leukocytow. Poniewaz rowniez w tym przypadku
wszystkie $rednie wartosci badanych parametrow w odpowiedzi na podawanie OCL byly
w zakresie referencyjnym, mozna wnioskowac, ze miesi¢czne podawanie leku psom chorym
na AZS nie wptywalo na liczebno$¢ bazofiléw, limfocytow, monocytdow i neutrofiléw w sposob
istotny klinicznie. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze S$rednia warto$¢ liczby bezwzglednej
eozynofilow przed podaniem leku u pséw prawie osiggneta goérny przedziat zakresu
referencyjnego (a u dwoch ps6w znacznie go przekroczyta), natomiast po podaniu OCL istotnie
spadta. Bioragc pod uwage kluczowa role eozynofilbw w patogenezie zmian skérnych
u pacjentow z AZS (Plager i wsp. 2012), redukcja/normalizacja liczby tych komorek
w odpowiedzi na leczenie OCL nie powinna by¢ rozwazana jako dziatanie niepozadane leku,
ale raczej jako efekt korzystny, tj. majacy udziat w efekcie terapeutycznym leku u pacjentow
AZS.
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Producent preparatu Apoquel twierdzi w CHPL, zZe obnizenie liczby leukocytow
obserwowane u pséw nie miato postepujacego charakteru i dotyczyto wszystkich leukocytow
z wyjatkiem limfocytow; Zadne zmiany nie byty istotne z klinicznego punktu widzenia. W roku
2022 Denti i wsp. opublikowali prace, w ktorej rowniez wykazano, ze OCL spowodowat spadek
liczby bezwzglednej neutrofili, eozynofilii i monocytdw, natomiast cytujgc autoréw, zadna
zmiana nie miala znaczenia klinicznego i1 nie byta powodem do modyfikacji dawki leku.
W prawdzie uzyskane w przedmiotowym doniesieniu wyniki r6znig si¢ od tych uzyskanych
przez innych autoréw oraz producenta leku, to biorgc pod uwage fakt, ze zard6wno u myszy, jak
1 u psow wszystkie uzyskane wartosci badanych parametrow znajdowaty si¢ w zakresie
referencyjnym, nalezy wyciagna¢ podobny wniosek, tj., ze zadne zmiany nie byly istotne
z klinicznego punktu widzenia.

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki wskazuja, Ze
w zakresie wptywu OCL na liczebno$¢ poszczegélnych subpopulacji leukocytow w krwi,
miesigczna terapia lekiem wydaje si¢ by¢ bezpieczna, gdyz wszystkie wartosci badanych
parametréw pozostaja w zakresie referencyjnym, a uchwycone zmiany nie sg istotne
z klinicznego punktu widzenia. Dodatkowo, redukcja/normalizacja liczby eozynofilow w krwi
psow w odpowiedzi na leczenie OCL moze by¢ rozpatrywana w kontekscie jednego
z elementdw mechanizmu przeciwalergicznego dzialania leku, stojacego za skuteczno$cia
terapeutyczng OCL w leczeniu AZS. Uzyskane wyniki wpisuja si¢ przede wszystkim
w realizacje celu nr 1 niniejszych badan, ale ustalenia dotyczace wplywu leku na eozynofile
réwniez rzucaja $wiatlo na kwestie ustalenia catoksztattu mechanizméw immunologicznych

odpowiedzialnych za dziatanie terapeutyczne leku.

4.1.2.7. Wnioski koncowe osiagni¢cia

Przeprowadzone badania miaty na celu poszerzenie stanu wiedzy na temat bezpieczenstwa
stosowania OCL u pso6w w kontekscie mozliwosci negatywnego wptywu leku na limfocyty T
CD4" i CD8", jak rowniez zbadanie wptywu OCL na regulatorowe i efektorowe limfocyty T
CD4"i CD8" w aspekcie ich zaangazowania w mechanizmy immunologiczne lezace u podstaw
skuteczno$ci klinicznej leku. W badaniach stanowiacych przedmiotowe osiggnig¢cie naukowe
wykazano pewne mechanizmy immunosupresyjnego dziatania OCL, ktore z jednej strony moga
by¢ odpowiedzialne =za skuteczno$¢ kliniczng leku, tj. efekt przeciwalergiczny
1 przeciwzapalny, ale z drugiej strony rowniez za dzialanie immunosupresyjne leku w znaczeniu
negatywnym tj. uspasabiajacym pacjentow do =zakazen 1 choréb nowotworowych.

W zdecydowanej wigkszos$ci ustalenia uzyskane w niniejszych badaniach na temat wptywu
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OCL na limfocyty T 1 B, stanowig pierwsze doniesienia w tym zakresie. Na podstawie

uzyskanych wynikéw mozna wyciagna¢ trzy gtowne wnioski:

X/
°

Zwazywszy na kluczowe znaczenie limfocytow T i B w efektywnej odpowiedzi
immunologicznej na patogeny, takie dziatania leku jak (a) efekt deplecyjny OCL wobec
limfocytow T i B; (b) efekt proapoptotyczny leku wobec limfocytow T CD4" i CDS™; (¢)
efekt antyproliferacyjny wobec limfocytow T CDS8; (d) regulacja w dot ekspresji
czasteczki CD25 na limfocytach Teff CD4"; (e) regulacja w dot produkcji IL-4 przez
limfocyty Tho 1 Tc2, nalezy uzna¢ jako mozliwe mechanizmy immunologiczne
odpowiadajgce za dziatanie immunosupresyjne leku w znaczeniu negatywnym, tj.
powodujacym zwigkszenie podatnosci pacjentow na zakazenia w trakcie stosowania leku.
Efekt immunosupresyjny warunkujacy skuteczno$¢ kliniczng OCL, moze wynikad
z wyzwalania/uruchamiania przez lek nast¢pujacych mechanizmoéow immunologicznych:
(a) redukcja liczebnosci limfocytow Teff CD4", a by¢ moze i CD8" oraz limfocytow B,
zaangazowanych w patogeneze AZS; (b) indukcja apoptozy limfocytow T CD4" i CD8*
zaangazowanych w patogeneze AZS; (c) zahamowanie proliferacji limfocytow T CD8*
zaangazowanych w patogeneze AZS; (d) generowanie komorek iTreg CD4™; () regulacja
w dot ekspresji czasteczki CD25 na limfocytach Teff CD4", a przez to upo$ledzenie
aktywacji limfocytow T CD4"; (f) regulacja w dot produkcji IL-4 przez limfocyty Thy lub
Tco; (g) redukcja/normalizacja liczby eozynofilow w krwi obwodowej. Ustalenie, czy
powyzsze mechanizmy immunologiczne sg konsekwencja bezposredniego mechanizmu
dziatania leku, tj. hamowania kinaz JAK, czy tez innych mechanizméw, wymaga
przeprowadzenia dalszych badan.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze OCL (a) nie wywiera dziatania antyproliferacyjnego
wobec limfocytow T CD4"; (b) nie wptywa na regulacje produkeji IFN-y i IL-17 przez
limfocyty Thi, Tci, Thi7 1 Tci7; (c) nie wplywa na regulacje produkcji IL-10 przez
limfocyty T CD4" i CD8" i (d) nie generuje komorek Tri, lecz moze zapobiegaé ich
powstawaniu w odpowiedzi na aktywacje limfocytéw T. Biorac to pod uwage, dziatanie
przeciwalergiczne 1 zwigzana z nim skutecznos$¢ kliniczna OCL nie wydaje si¢ by¢ w
zwigzku, ani z wptywem leku na produkcje IFN-y, IL-10 czy IL-17 przez wyzej

wymienione komorki, ani z generowaniem komorek Tr.

Wyniki przedmiotowych badan nie tylko poszerzyly wiedze na temat mechanizmow

immunosupresyjnego dzialania OCL, ale réwniez rzucily $wiatlo na bezpieczenstwo

stosowania leku w aspekcie jego wptywu na limfocyty T 1 B. Czestotliwo$¢ diagnozowania
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chorob dermatologicznych o podlozu alergicznym ciggle wzrasta, a ich leczenie staje si¢
wyzwaniem. Wiedza na temat mechanizmow immunologicznych
wyzwalanych/uruchamianych przez OCL moze pozwoli¢ w przysztosci na rozszerzenie
wskazan leku o inne choroby o podtozu alergicznym (np. astma oskrzelowa). Catoksztatt
uzyskanych wynikéw wskazuje, ze podejmujac decyzje o rozpoczeciu leczenia psow
z zastosowaniem OCL lekarz weterynarii powinien rozwazy¢ wspdtczynnik korzysci do
ryzyka, szczegélnie u pacjentdow cierpiagcych na infekcje bakteryjne, wirusowe czy
pasozytnicze oraz u pacjentOw z immunosupresjg. Natomiast u pacjentow leczonych OCL,
stosowanie leku powinno odbywac si¢ z nalezytg ostroznoscia, tj. psy otrzymujace go powinny

by¢ monitorowane pod katem rozwoju zakazen oraz choréb nowotworowych.
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4.2. Omoéwienie pozostalych osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. ,,prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478

Z pozn. zm.)

4.2.1.Osiagniecie pt. ,,Badania nad wplywem tigecykliny na liczebnosé¢ komorek
regulatorowych o fenotypie Foxp3*CD25"CD4" oraz na zdolnos¢ do produkcji
wybranych cytokin przez limfocyty T CD4* i CD8*”

Po uzyskaniu stopnia doktora i odbyciu stazu zagranicznego w Japonii rozpocz¢tam nowy
nurt badan, tj. badania z zakresu immunofarmakologii. Pierwsze z nich dotyczyly zbadania
wplywu tigecykliny (TIG), tj. pierwszej glicylocykliny z grupy tetracyklin, w aspekcie
mozliwo$ci wywierania przez nig dziatania immunosupresyjnego i przeciwzapalnego poprzez
wptyw na zdolno§¢ do produkcji wybranych cytokin przez limfocyty T, jak i poprzez
mozliwos¢ indukeji komorek regulatorowych o fenotypie Foxp3"CD25"CD4". Uzasadnieniem
dla przeprowadzenia tego badania byto przede wszystkim to, ze potwierdzone jest, ze inne
tetracykliny wykazuja takie dzialanie (Sun i wsp. 2015). Nalezy wyjasni¢, ze efekt
przeciwzapalny antybiotyku, tj. wywieranie facznego dzialania przeciwbakteryjnego
1 przeciwzapalnego, bywa korzystny w niektorych sytuacjach klinicznych (von Seth i1 wsp.
2015). Z drugiej jednak strony, hamowanie odpowiedzi immunologicznej w przypadku
niektorych zakazen, szczegdlnie u pacjentdéw z immunosupresja, moze wptywac niekorzystnie
na zwalczanie zakazenia przez odpowiednie komoérki immunokompetentne. Przeprowadzone
badania nie wykazaly wplywu ekspozycji hodowli limfocytarnych na TIG, zastosowang
w stezeniu odzwierciedlajagcym jej stezenie terapeutyczne osiggane w osoczu, na liczbe
bezwzgledng catkowitych populacji limfocytow T CD4" i CD8" oraz na liczbe bezwzgledna
limfocytow Treg o fenotypie Foxp3"CD25'CD4"; nie wykazano réwniez wptywu TIG na
odsetek komorek Foxp3™ w obrebie populacji komorek CD25°CD4", co wskazuje, ze lek nie
wplywa na ekspresje Foxp3 w limfocytach T CD4". Nie wykazano ponadto, aby ekspozycja na
TIG wplywala na zdolno$¢ do produkcji przez limfocyty T CD4" kluczowych cytokin
o dziataniu przeciwzapalnym, tj. IL-4, przeciwzapalnym i immunosupresyjnym, tj. IL-10
1 TGF-pB oraz prozapalnym, tj. IL-17, a ponadto nie wptywala na zdolno$¢ do produkcji innej
waznej cytokiny prozapalnej, tj. IFN-y, przez limfocyty T CDS8".

Na podstawie uzyskanych badan wyciaggnigto wniosek, ze TIG nie wywiera dziatania
przeciwzapalnego ani immunosupresyjnego w zakresie ocenianych parametréw (co nie
wyklucza, Zze moze wywiera¢ takie dziatanie w innych sposob). Brak takiego oddziatywania

moze by¢ uznany za korzystny lub niekorzystny, w zaleznosci od tego czy bytby on pozadany,
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czy tez nie. Zalezy to bowiem od konkretnej sytuacji klinicznej, tj. od rodzaju i cigzkosci
zakazania bakteryjnego, nat¢zenia towarzyszacej mu reakcji zapalnej 1 statusu
immunologicznego pacjenta. Wyniki niniejszych badan zostaly przedstawione w nastepujace;j
publikacji:

s Jasiecka-Mikolajczyk A, Jaroszewski J.J, Maslanka T. Effect of tigecycline on the
production of selected cytokines and counts of murine CD4" and CDS8" T cells - in vitro
study. Pol J Vet Sci 2018, 21: 819-822. Punktacja MNiSW201s = 20; IF2018 = 0,802

Moj wklad w powstanie tej publikacji: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie
1 wykonywanie do$wiadczen, wykonywanie analiz cytometrycznych, analiza i interpretacja
uzyskanych wynikoéw, napisanie manuskryptu, dyskusja z recenzentami, korekta manuskryptu
po recenzji oraz edycja jego wersji ostatecznej. Bytam autorem korespondencyjnym niniejsze;j

publikacji.

4.2.2.Osiagniecie pt. ,, Badania nad wplywem teryflunomidu na limfocyty T CD4" i CD8" psa
w aspekcie ich udzialu w mechanizmach immunologicznych odpowiedzialnych za

immunosupresyjne dzialanie leku”

Innymi badaniami, ktoére lokuja si¢ w nurcie immunofarmakologii, a ktére moge
przedstawié, jako swoje osobiste osiagniecie naukowe, byly badania nad wplywem
teryflunomidu (TER), leku immunomodulujacego bedacego aktywnym metabolitem
leflunomidu (LEF), na limfocyty T CD4" i CD8" psa. Okoto roku 2000 zaczely pojawiaé sie
w literaturze doniesienia potwierdzajace efektywnos$¢ dzialania immunosupresyjnego LEF
u psow ze zdiagnozowanymi chorobami immunologicznymi lub stanem zapalnym (Affolter &
Moore 2000; Colopy i wsp. 2010; Chesne 1 wsp. 2024). LEF wszedl do leczenia chorob
autoimmunologicznych u pséw, poniewaz czestotliwo$¢ wystgpowania tych chordb narasta,
a rutynowe metody ich leczenia nie zawsze sg skuteczne, co zmusza lekarzy do poszukiwania
nowych opcji terapeutycznych. Liczne wyniki badan potwierdzity skuteczno$¢ LEF w leczeniu
u psow takich choréb jak: zapalenie wielostawowe o podlozu immunologicznym (Jacques
1 wsp. 2002; Colopy 1 wsp. 2010; Chesne 1 wsp. 2024), zapalenie naczynidéwki o podlozu
immunologicznym (Kim 2024), niedokrwisto§¢ hemolityczna o podtozu immunologicznym
(Lim 1 wsp. 2022), matoptytkowos$¢ o podlozu immunologicznym (Affolter & Moore 2000)
oraz polipy zapalne jelita grubego (Fukushima i wsp. 2016). Potwierdzono réwniez skuteczny
efekt immunosupresyjny leku po przeszczepie nerki u psow, przy niewielkiej ilosci dziatan

niepozadanych (Sato i wsp. 2017).
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Glownym celem badan przedstawionych w niniejszym osiggni¢ciu byto ustalenie -
w wybranych aspektach - udzialu limfocytow T CD4" i CD8" w mechanizmach
immunologicznych uruchamianych przez TER, a odpowiadajacych za immunosupresyjne
dziatanie leku, a tym samym za jego skuteczno$¢ kliniczng. Niezaleznie od tego, uzyskane
wyniki rzucily takze $wiatlo na wptyw TER na limfocyty T CD4" i CD8" psa w kontekscie
mozliwos$ci jego negatywnego oddzialywania na te komorki.

Przyjete jest, ze mechanizm dziatania TER odpowiadajacy za jego dziatanie
immunosupresyjne/lecznicze w chorobach i1 zaburzeniach autoimmunologicznych polega na
hamowaniu dehydrogenazy dihydroorotanowej (DHODH), enzymu wystepujacego
w mitochondriach, co prowadzi do hamowania syntezy pirymidyny niezbednej do proliferacji
aktywowanych — w zatozeniu autoreaktywnych - limfocytow T i B (proliferacja limfocytow
spoczynkowych ma by¢ niezakldcona, poniewaz nie wymagaja do tego procesu pirymidyny
syntezowanej de novo) (Cherwinski 1 wsp. 1995, Ransom 1 wsp. 1995). Wydaje si¢ jednak, ze
sposob dzialania TER nie zostal jeszcze w peini wyjasniony. Dostepne sa wyniki badan
wskazujacych, ze takie mechanizmy jak hamowanie JAK1, JAK2 i JAK3 (Xu i wsp. 1995;
Siemasko 1 wsp. 1998; Korn i wsp. 2001; Gonzélez-Alvaro i wsp. 2009) lub hamowanie
aktywnosci jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB) (Manna & Aggarwal
1999) i cyklooksygenazy (COX) 2 (Hamilton i wsp. 1999) moga by¢ réwniez zaangazowane w
indukcje immunomodulujacego dziatania TER.

W momencie rozpoczgcia badah opisanych w niniejszym osiggnig¢ciu, dostgpne dane
dotyczace wptywu TER na uktad immunologiczny psoéw ograniczaty si¢ do publikacji Nafe i
wsp. (2014), w ktorej oceniono tylko wptyw leku na proliferacje limfocytéw T. Biorac pod
uwage fakt, ze TER jest obiecujacym lekiem do terapii choréb o podtozu immunologicznym
u psow, uzasadnione wydato si¢ przeprowadzenie badan, ktore wyjasniatyby wptyw tego leku
na limfocyty T u psow w odniesieniu do udzialu tych komoérek w mechanizmach
immunologicznych uruchamianych przez TER, a odpowiadajacych za dzialanie
immunosupresyjne, a tym samym za jego skuteczno$¢ kliniczng. Wybdr tego problemu
naukowego byt podyktowany faktem, ze limfocyty T CD4" odgrywaja kluczowg role
w patogenezie chordb alergicznych i1 autoimmunologicznych, w znaczeniu zaréwno
,promotorow” (limfocyty Teff), jak i ,,hamulcow” (limfocyty Treg) rozwoju tych choréb.
Ponadto, Tsai i wsp. (2008) wykazali, ze rowniez limfocyty T CD8" przyczyniaja sie do
patogenezy kilku zwierzgcych modeli choréb autoimmunologicznych. Uzyskane wyniki

w przedmiotowych badaniach, cho¢ dotycza komorek psa, to wykraczaja poza zakres nauk
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weterynaryjnych, poniewaz poszerzyly ogolng wiedz¢ na temat mechanizmow dzialania
1 efektow immunologicznych odpowiedzialnych za immunosupresyjne dzialanie TER.

We weczesniejszych badaniach wtasnych (publikacja 4.1.1.1. pierwszego osiagnigcia)
wykazano, ze jeden z mechanizmoéw immunologicznych, ktore moga odpowiadac za dziatanie
lecznicze OCL, a wigc inhibitora JAKI1, z pewnym dzialaniem hamujagcym wobec JAK?2
1 JAK3, polega na regulacji w dot ekspresji czasteczki CD25 na powierzchni limfocytow Teff
CD4", i w ten sposob moze uposledzaé¢ aktywacje tych komorek i powigzang z tym odpowiedz
immunologiczng. W $wietle tego, ze TER, niezaleznie od gldéwnego mechanizmu dziatania, tj.
inhibicji DHODH, réwniez wywiera dzialanie hamujace na JAK1, JAK2 i JAK3 (Xu 1 wsp.
1995; Siemasko 1 wsp. 1998; Korn i wsp. 2001; Gonzélez-Alvaro i wsp. 2009) — cho¢ ta
kwestia, co ciekawe, jest relatywnie rzadko podnoszona — w niniejszych badaniach postawiono
hipotezg, ze TER, analogicznie jak OCL, moze regulowac¢ w dot ekspresje czasteczki CD25 na
powierzchni limfocytow Teff CD4" i CDS8".

Druga hipoteza postawiona w tych badaniach brzmiata: TER moze generowac komorki Treg
o fenotypie Foxp3'CD4" poprzez indukcje ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3
w limfocytach T CD4" Foxp3-negatywnych. Uzasadnieniem dla tej hipotezy byty wyniki badan
Ochoa-Repéraz i wsp. (2016), ktore sugerowaly, ze lek moze wywiera¢ takie dziatanie. Biorac
pod uwage powyzsze oraz fakt, ze farmakologiczna indukcja komoérek Treg o fenotypie
Foxp3"CD4" i Foxp3'CD8" (tj. iTreg) moze stanowi¢ strategie/mozliwo$¢ leczenia chordb
autoimmunologicznych, za warte ustalenia uznano przeprowadzenie badan naswietlajacych
kwestie tego, czy TER moze indukowaé ekspresje Foxp3 w limfocytach T CD4" i CD8" psa
1 czy zalezy to od stanu aktywacyjnego komorki, czy tez nie.

Dziatanie terapeutyczne niektorych lekow immunosupresyjnych mozna przypisa¢ rowniez
ich dziataniu proapoptotycznemu na limfocyty T (Distelhorst 2002). Majac na uwadze to, ze
wykazano dziatanie proapoptotyczne TER na niektdre linie komorkowe (Ringshausen 1 wsp.
2008, Jiang 1 wsp. 2018), uznano, ze warto zbadac, czy dziatanie immunosupresyjne TER moze
by¢ zwigzane z indukcjg apoptozy limfocytow T CD4" i CD8". W zwigzku z tym, trzecim
problemem podjetym w niniejszych badaniach bylo okreslenie wplywu TER na apoptoze
limfocytow T CD4" i CD8" psa.

W celu zweryfikowania powyzszych hipotez, przeprowadzono badania oceniajace wptyw TER

na:
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a) odsetek limfocytow T CD4" i CD8" wykazujacych ekspresj¢ CD25 w warunkach in vitro
z towarzyszaca aktywacja limfocytow; badania te polegaly na ekspozycji PBMCs
pozyskanych od zdrowych pséw na TER z towarzyszaca stymulacja (hodowla 24 godz.);

b) odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T CD4" i CD8" wykazujacych ekspresje Foxp3
w warunkach in vitro z towarzyszaca aktywacja limfocytow; badania te polegaty na
ekspozycji PBMCs pozyskanych od zdrowych pséw na TER z towarzyszaca stymulacja
(hodowla 24 godz.);

¢) odsetek i liczbe bezwzgledng limfocytow T CD4" i CD8" wykazujacych ekspresje Foxp3
oraz catkowitych populacji tych komoérek w warunkach in vitro bez towarzyszacej
aktywacji limfocytow; badania te polegaly na ekspozycji PBMCs pozyskanych od
zdrowych psoéw na TER (hodowla 96 godz.);

d) odsetek komoérek wezesnoapoptotycznych wérod limfocytow T CD4" i CD8”, a wiec
komorek o fenotypach Annexin"7AAD CD4" i Annexin"7AAD CD8"; badania te polegaly
na 12 godzinnej ekspozycji PBMCs pozyskanych od zdrowych psow na TER bez
towarzyszacej aktywacji limfocytow (a wiec przy braku ich proliferacji).

W niniejszych badaniach wykazano, ze ekspozycja hodowli psich PBMCs na TER
zastosowany w stezeniu odzwierciedlajacych stezenie, jakie moze uzyskiwaé w osoczu przy
stosowaniu go w dawkach rutynowych/terapeutycznych:

= zapobiegala wywolanej aktywacja indukcji ekspresji czasteczki CD25 na limfocytach T
CD4*;

* nie zapobiegla, ale silnie ograniczyta wywolang aktywacja indukcje ekspresji czasteczki
CD25 na limfocytach T CD8";

» wywotala zwigkszenie odsetka limfocytow T CD4" i CD8" wykazujacych ekspresje
czynnika Foxp3 w warunkach stymulacji/aktywacji limfocytow;

» wywolala zmniejszenie odsetka i liczby bezwzglednej limfocytow T CD4" i CD8"
wykazujacych ekspresje czynnika Foxp3 w warunkach braku stymulacji/braku aktywacji
limfocytow;

* nie wplynela na odsetek i liczb¢ bezwzgledna catkowitych populacji limfocytéw T CD4"
i CD8" (w warunkach braku aktywacji limfocytow);

* nie wplyneta na odsetek komorek wcezesnoapoptotycznych wsrdd limfocytow T CD4*
i CD8", a wiec komorek o fenotypach Annexin“7AAD CD4" i Annexin"7AAD CDS".

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mechanizm odpowiadajacy za immunosupresyjne dzialanie

TER moze nie by¢ zwigzany wylacznie z hamowaniem proliferacji aktywowanych limfocytéw
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T i B poprzez blokowanie syntezy pirymidyny. Jak juz to wczesniej opisano, indukcja ekspresji
CD25 na limfocytach T jest rownoznaczna z posiadaniem przez nie receptora o wysokim
powinowactwie dla tej cytokiny, a tym samym nadaje komodrce zdolno$¢ do intensywnego
wychwytu IL-2 ze srodowiska. Powigzanie IL-2 z receptorem o wysokim powinowactwie
prowadzi do aktywacji i proliferacji limfocytow T i do ich r6znicowania w odpowiednie
subpopulacje komorek Teff i pamigci (Liao i wsp. 2013). Regulacja w dot ekspresji CD25 na
komoérkach Teff sprawia, Zze nie reaguja one na IL-2, co moze ogranicza¢ autokrynne
1 parakrynne funkcje zalezne od IL-2, w tym przede wszystkim proliferacj¢ limfocytow T
(Cabrera i wsp. 2010). TER zapobiegat lub zmniejszat indukowang aktywacjg ekspresje CD25
na limfocytach T CD4" i CD8". Dlatego tez, biorgc pod uwage kluczowg role CD25
w proliferacji limfocytow T, takie oddziatywanie moze stanowi¢ mechanizm odpowiedzialny
za antyproliferacyjne dziatanie leku. Logiczna jest wigc konkluzja, ze uzyskane wyniki
wskazuja, iz mechanizmem odpowiedzialnym za dzialanie antyproliferacyjne TER nie jest
wylacznie hamowanie syntezy pirymidyny, ale rowniez uposledzanie wychwytu IL-2, a wigc
cytokiny bedacej ,.kotem napedowym” proliferacji tych komorek.

W warunkach stymulacji TER indukowat ekspresje Foxp3 w limfocytach T Foxp3-
ujemnych CD4" i CD8", jednocze$nie zmniejszajac ja w warunkach niestymulowanych.
Wyniki te mocno sugeruja, ze TER moze generowaé¢ komorki iTreg, ale proces ten wymaga
aktywacji limfocytow T. Takie wyniki pozwalaja na postawienie kolejnych hipotez,
a mianowicie ze TER moze generowa¢ komorki iTreg tylko u pacjentdw chorujacych na
choroby o podlozu immunologicznym przebiegajace z aktywacja limfocytow T 1 tylko
w kompartmencie immunologicznym/mikrosrodowisku immunologicznym objetym procesem
chorobowym, za$§ w kazdych innych warunkach moze regulowa¢ w dot ekspresj¢ Foxp3 na
naturalnie wystgpujacych komorkach Treg.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, Ze dziatanie terapeutyczne TER nie jest
zwigzane z wplywem na apoptoze limfocytow T CD4" i CDS8*, natomiast uposledzenie
ekspresji CD25 podczas aktywacji tych limfocytow oraz generowanie komoérek 1Treg moga
stanowi¢ dodatkowe, tj. poza hamowaniem DHODH, mechanizmy immunologiczne
odpowiadajace za immunosupresyjne dziatanie TER.

Wyniki powyzszych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:
s Jasiecka-Mikolajczyk A, Socha P. Teriflunomide inhibits activation-induced CD25
expression on T cells and may affect Foxp3-expressing regulatory T cells. Res Vet Sci
2020, 132: 17-27. Punktacja MNiSW2020 =100; IF2020 = 2,534
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Moj wkltad w powstanie tej publikacji: opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie
i wykonywanie do§wiadczen, wykonywanie analiz cytometrycznych, analiza i interpretacja
uzyskanych wynikoéw, napisanie manuskryptu, dyskusja z recenzentami, korekta manuskryptu
po recenzji oraz edycja jego wersji ostatecznej. Bylam autorem korespondencyjnym niniejszej

publikacji.

4.2.3.Osiagniecie pt. ,,Ocena i porownanie indywidualnego oraz lgcinego stosowania
wybranych substancji pod kgtem ich zdolnosci do generowania komorek

regulatorowych z populacji limfocytow T CD8" — badania in vitro”

Kontynuujac badania nad wptywem TER na limfocyty T, wraz z prof. dr hab. Tomaszem
Maslankg prowadzitam szersze badania nad wptywem IL-27, TER i kwasu catkowicie trans-
retinowego (ATRA) na limfocyty T CD8" pod katem zdolnosci do generowania przez te
substancje limfocytow Treg z tej populacji (tj. komorek o fenotypie CD8"CD25 Foxp3™,
CD8'CD122*°CD49d i CD8'Foxp3'CD103") i/lub zwickszania ich wlasciwosci
supresorowych poprzez zwigkszenie ekspresji CD39 oraz produkcji TGF-B (w odniesieniu do
komorek CD8'CD25'Foxp3™) i IL-10 (w odniesieniu do komoérek CD8'CD25Foxp3*
i CD8Foxp3'CD103"). Celem naukowym tych badan bylo wstepne okreSlenie, ktora z
badanych substancji ma najwigkszy potencjat do generowania okreslonego typu komorek Treg
oraz czy w tym zakresie istnieje mi¢dzy nimi synergizm. Wyniki tych badan stanowig punkt
wyjscia do dalszych badan nad samodzielnym i tacznym stosowaniem tych substancji w
zapobieganiu i leczeniu chorob alergicznych 1 autoimmunologicznych. Tym samym moga by¢
podstawg do dalszych badan z uzyciem mysiego modelu tego typu chordb, np. modelu
stwardnienia rozsianego, reumatoidalnego zapalenia stawow czy astmy alergicznej. Wyniki
badan wykazaty, ze ekspozycja hodowli na IL-27 indukowata ekspresje CD39 na komoérkach
CD8'CD25"Foxp3™, zwigkszala zdolno$¢ komorek CD8 Foxp3'CD103" do produkcji IL-10
oraz zwiekszala liczbe bezwzgledng komorek CD8"Foxp3 CD103 IL-10". Ekspozycja hodowli
na TER indukowata ekspresj¢ Foxp3 w komoérkach CD8'CD25" i ekspresje CD103 na
komorkach CD8 Foxp3~ oraz zwigkszata liczbe bezwzgledng komorek CD8 CD25 Foxp3™. Z
kolei ekspozycja hodowli na ATRA zwigkszata zdolno$¢ komorek CD8"CD25"Foxp3™ do
produkcji IL-10. Wykazano nastepujace interakcje migdzy IL-27 1 ATRA: (a) silny
synergistyczny (hiperaddycja) efekt w zakresie indukcji ekspresji CD39 na komorkach
CD8"CD25Foxp3" i zwigkszenia zdolnoéci produkcji IL-10 przez te komorki; (b)
synergistyczny efekt w zakresie zwigkszenia liczebno$ci bezwzglednej komorek

CD8"CD25 Foxp3"CD39". Badania wykazaty, ze ekspozycja hodowli na TER znosila wyzej

58



Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk Autoreferat

opisane efekty indukowane przez IL-27 1 ATRA. Podsumowujac, zadna z kombinacji badanych
substancji nie byla zdolna do generowania tzw. komodrek ,super Treg” o fenotypie
CD8'CD25"Foxp3" i CD8 Foxp3'CD103", tj. komorek o takim fenotypie, ale ze zwigkszong
zarowno ekspresja CD39 jak i produkcja IL-10. W kontekscie mozliwosci farmakologicznej
indukcji komorek CD8'CD25 Foxp3"CD39'IL-10" i CD8Foxp3'CD103IL-10", uzyskane
wyniki wskazuja, ze kombinacja TER z IL-27 i/lub ATRA nie przyniosta zadnych korzys$ci
w poréwnaniu do stosowania samego TER lub kombinacji IL-27 i ATRA. Co wigcej, taka
kombinacja zniosta korzystne efekty indukowane przez IL-27 i ATRA i ich kombinacje.
Dlatego w tych badaniach postawiono hipoteze, ze aby uzyska¢ komorki ,,super Treg”, tj.
komorki o fenotypie CD8'CD25 Foxp3"CD39°IL-10", w pierwszej kolejnosci nalezatoby
eksponowa¢ limfocyty na dziatanie TER w celu indukcji ekspresji Foxp3 w Foxp3-
negatywnych limfocytach CD8", a nastepnie zaprzesta¢ poddawac je dziataniu TER, natomiast
poddac¢ je ekspozycji na kombinacje IL-27 i ATRA w celu indukeji ekspresji na nich CD39
i produkcji przez nie IL-10. Zweryfikowanie tej hipotezy, wymaga przeprowadzenia dalszych
badan. Wyniki powyzszych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

% Maslanka T, Jasiecka-Mikolajczyk A. Teriflunomide induces Foxp3 expression in
murine CD8'T cells while IL-27 and retinoic acid exert a synergistic effect on the
induction of CD39 expression on these cells. Pol J Vet Sci 2023, 26: 591-609. Punktacja
MEIiN2023 = 100; IF2023 = 0,800

Moj wklad w powstanie tej publikacji: udziat w opracowaniu koncepcji badan, wykonywanie
doswiadczen, udzial w analizie cytometrycznej, udzial w analizie 1 interpretacji uzyskanych

wynikow.
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4.3. Osiagniecie naukowe przedstawione w pracy magisterskiej pt. ,,Badania nad

wchlanianiem si¢ simwastatyny z przewodu pokarmowego indykow”

Badania te prowadzitam jeszcze w trakcie studiow magisterskich na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej UWM w Olsztynie w latach 2009-2010. Simwastatyna (SIM), statyna I
generacji, jest zarejestrowana jedynie do stosowania u ludzi, a jej wskazania rejestracyjne
obejmujag leczenie mieszanej dyslipidemii, pierwotnej hipercholesterolemii oraz
homozygotycznej hipercholesterolemii rodzinnej. Jezeli chodzi o mozliwe zastosowanie tych
lekbw w przysztosci réwniez w medycynie weterynaryjnej, wydaje si¢, ze najwicksze
mozliwo$ci zastosowania ze wszystkich statyn, ze wzgledu na budowe i mechanizm dziatania
ma SIM (Glinska i wsp. 2006). Badania przeprowadzone przez Davis 1 wsp. (2003) wykazaty,
ze podawanie SIM psom zywionym karma bogatotluszczowa powodowato obnizenie poziomu
cholesterolu o 36% w poréwnaniu z grupa kontrolng. Z kolei w badaniach przeprowadzonych
przez Elkin i wsp. (1999) wykazano, ze SIM podawana kurom nioskom redukowata st¢zenie
cholesterolu w jajach, watrobie i osoczu zwierzat. Bardzo mozliwe wigc, ze w przysztosci SIM
znajdzie zastosowanie nie tylko w leczeniu hipercholesterolemii pséw czy kotow. Biorac pod
uwage fakt, ze wysokie stezenie cholesterolu moze przyczynia¢ si¢ do miazdzycy czy choroby
niedokrwiennej serca u ludzi, spozywanie jaj o nizszej zawarto$ci cholesterolu w przysztosci
mogloby by¢ jednym z elementdéw profilaktyki zapobiegania wyzej wymienionym chorobom.

W zwiazku z brakiem doniesien oceniajacych farmakokinetyke SIM u drobiu wraz z Prof.
dr hab. Jerzym Jaroszewskim podjeliSmy si¢ przeprowadzenia badan majacych na celu oceng
wybranych parametréw farmakokinetycznych SIM w osoczu u indykoéw, co pozwolito
jednoczes$nie odpowiedzie¢ na pytanie, czy SIM wchlania si¢ z przewodu pokarmowego po
podaniu per os. W przeprowadzonych badaniach wykazano stosunkowo szybki czas
wystapienia Cmax SIM W osoczu, co wskazuje na dobre wchtanianie leku z przewodu
pokarmowego ptakow. Wartosci uzyskanych badanych parametréw farmakokinetycznych SIM
u indykow byly czeSciowo zbiezne z wartosciami okreslonymi u ludzi. W niniejszych
badaniach podawano indykom dawke 2, 4 lub 6 mg/kg m.c., natomiast na podstawie danych
literaturowych (Elkin 1 wsp. 1999) nalezy wnioskowac, ze aby doszlo do obnizenia poziomu
cholesterolu w jajach, dawki tej statyny powinny by¢ o wiele wyzsze 1 wynosi¢ co najmniej 60
mg/kg m.c. Ustalenie dawki leku, ktéra z jednej strony bylaby bezpieczna dla zwierzat,
a z drugiej strony pozwolitaby na obnizenie stezenia cholesterolu w jajach wymagatoby
przeprowadzenia o wiele szerszych badan. Wyniki powyzszych badan zostaty przedstawione

w nastepujacej publikacji:
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«» Jasiecka A, Grabowski T, Maslanka T, Ziotkowski H, Jaroszewski J.J. Pharmacokinetics
of orally administered simvastatin in turkeys. Pol J Vet Sci 2013, 16: 377-379. Punktacja
MNiSW2013 = 20; IF2013 = 0,712

Moj wktad w powstanie tej publikacji: udziat w opracowaniu koncepcji badan, zaplanowanie i
wykonywanie doswiadczen, analiza i1 interpretacja uzyskanych wynikéw oraz napisanie

manuskryptu.
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4.4. Osiggniecie naukowe przedstawione w rozprawie doktorskiej pt. ,,Badania nad

farmakokinetykq tigecykliny podanej roZnymi drogami u indykow”

Nie ulega watpliwosci, ze caly czas poszukuje si¢ nowych lekow przeciwbakteryjnych,
miedzy innymi z grupy tetracyklin, ktore moglyby zastapic te substancje czynne, wobec ktorych
pojawila si¢ opornos¢. Szczegdlnie obiecujacym antybiotykiem wydata si¢ by¢ tigecyklina
(TIG), a wigc lek z grupy tetracyklin, bedacy jednoczesnie pierwszg glicylocykling,
wprowadzong do terapii zakazen bakteryjnych u ludzi. W chwili opracowywania koncepcji
badawczej dostepne byly jedynie pojedyncze publikacje na temat farmakokinetyki tego leku
u cztowieka, szczura i krolika, po podaniu dozylnym i1 dootrzewnowym. W dostepnych bazach
danych brak bylo jakichkolwiek informacji na temat wchianiania TIG z przewodu
pokarmowego ludzi oraz zwierzat, co stanowilo istotng luk¢ w wiedzy. Biorac pod uwage
powyzsze, celem naukowym przeprowadzonych badan bylo poznanie wlasciwosci
farmakokinetycznych TIG, co jest niezbedne dla optymalnego ustalenia dawkowania, a tym
samym skutecznosci antybiotykoterapii. W zwigzku z powyzszym w omawianych badaniach
sformutowano nastgpujace cele badawcze: (a) opracowanie nowej, czutej i specyficznej metody
oznaczania TIG w osoczu indykéw za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprz¢zonej z tandemowa spektrometria mas (HPLC-MS/MS); (b) okreslenie wtasciwosci
farmakokinetycznych TIG u indykéw po podaniu dozylnym, domigsniowym, podskérnym oraz
per os. W niniejszych badaniach wykazano, ze TIG wchtaniata si¢ po podaniu domigsniowym
1 podskornym w ok. 34%, za$ po podaniu per os jej biodostgpno$¢ wynosita zaledwie 1%.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze lek podany domigsniowo i podskoérnie w dawce 10 mg/kg m.c.,
jak rowniez podany dozylnie, osiggat stezenia terapeutyczne w osoczu indykéw wobec wielu
patogendéw odpowiedzialnych za wywotywanie zakazen bakteryjnych u tego gatunku. Analiza
PK/PD w oparciu o uzyskane wyniki i wrazliwo$¢ wybranych patogendéw na TIG wykazala, ze
po podaniu leku droga domig$niowa, podskorng 1 dozylng wspdiczynnik AUCo—: (pole
powierzchni pod krzywa od 0 do t)/MICoo (minimalne stezenie hamujace) przekroczyt wartos¢
wymagang dla skutecznej terapii wobec takich patogendow jak: Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, Enterococcus avium, Chlamydia pneumoniae, Enterococcus spp.,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus hirae, Enterococcus durans,
Shigella spp, Clostridium perfringens 1 Mycoplasma pneumoniae. Ponadto, lek podany
dozylnie powinien wykazywa¢ skuteczno$§¢ wobec takich patogenow, jak Escherichia coli,

Salmonella spp. oraz Staphylococcus aureus. Po podaniu per os TIG wspotczynnik
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AUCo—/MICoy nie osiggngt wartosci terapeutycznej wobec zadnego z wymienionych

patogendw. Na podstawie uzyskanych wynikow wyciagnieto nastepujace wnioski:

= opracowana metoda oznaczania TIG przy uzyciu metody HPLC-MS/MS spetnila kryteria
walidacyjne 1 pozwala na oznaczanie niskich st¢zen leku w osoczu indykow;

= TIG podana indykom parenteralnie charakteryzuje si¢ dlugim okresem pottrwania oraz duzg
objetoscia dystrybucji, co kwalifikuje ja jako antybiotyk dlugodziatajacy;

* TIG podana domigsniowo i1 podskornie charakteryzuje si¢ podobnymi wilasciwosciami
farmakokinetycznymi u indykow;

= TIG podana indykom parenteralnie w dawce 10 mg/kg m.c. osiggata st¢zenia terapeutyczne
wobec wielu patogenéw odpowiedzialnych za wywotywanie zakazen bakteryjnych u tego
gatunku;

» TIG podana per os wchlaniala si¢ z przewodu pokarmowego indykéw

w $ladowym stopniu;

Podsumowujac uzyskane wyniki badan, TIG podawana per os moglaby znalez¢
zastosowanie kliniczne u ptakéw jedynie w przypadku leczenia zakazen przewodu
pokarmowego. Zastosowanie tego antybiotyku w leczeniu zakazen bakteryjnych, innych niz
zakazenia przewodu pokarmowego, wymaga dozylnego podania leku lub opracowania takiej
postaci farmaceutycznej, ktora pozwolitaby na podanie domi¢sniowe leku.

W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze na terenie Unii Europejskiej od roku 2023 zgodnie
z Rozporzadzeniem wykonawczym Komisji (UE) 2022/1255 z dnia 19 lipca 2022 TIG nalezy
do grupy $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych lub grup $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych
zarezerwowanych do leczenia niektorych zakazen u ludzi zgodnie z rozporzadzeniem
Parlamentu Europejskiego 1 Rady (UE) 2019/6. Tym samym, na dzien dzisiejszy TIG jest
zabroniona do stosowania u zwierzat.

Wyniki powyzszych badan zostaly przedstawione w nastepujacych publikacjach:

s Jasiecka-Mikolajczyk A, Jaroszewski J.J. Determination of tigecycline in turkey in
plasma by LC-MS/MS: validation and application in a pharmacokinetic study. Pol J Vet
Sci 2017, 20: 241-249. Punktacja MNiSW2017 = 20; IF2017 = 0,839
% Jasiecka-Mikolajczyk A, Ziotkowski H, Jaroszewski J.J. Pharmacokinetics of
tigecycline in turkeys following different routes of administration. J Vet Pharmacol Ther
2018, 41: €22-¢29. Punktacja MNiSW2018 = 30; IF2018 = 1,441
Moj wkiad w powstanie tych publikacji: wspédtudziat w opracowaniu koncepcji badan,

zaplanowanie i wykonywanie do§wiadczen, analiza i interpretacja uzyskanych wynikéw oraz
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napisanie manuskryptu. Niniejsze osiggni¢cie badawcze bylo podstawg do nadania mi w 2017
roku stopnia doktora nauk weterynaryjnych i bylo wynikiem realizacji projektu naukowego

wFarmakokinetyka tigecykliny i jej interakcje u indykow” uzyskanego w ramach konkursu

Preludium 5 Narodowego Centrum Nauki.
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4.5. Pozostala aktywnos¢ naukowa

4.5.1.Badania nad poszukiwaniem i testowaniem nowych celow terapeutycznych

w leczeniu astmy alergicznej z wykorzystaniem modelu mysiego

Uczestniczylam rowniez w badaniach nad poszukiwaniem i testowaniem nowych celow
terapeutycznych w leczeniu astmy alergicznej (badania z zastosowaniem mysiego modelu
astmy alergicznej). Stale poszukuje si¢ nowych lekow do terapii astmy, a szczegolnie jej postaci
opornych na leczenie glikokortykosteroidami. Jednymi z kandydatéw na tego typu leki moga
by¢ substancje hamujace aktywno$¢ jadrowego czynnika kB (NF-kB) za pomoca hamowania
kinazy inhibitora NF-kB (IKK). W tym celu oceniano wptyw IMD-0354 (tj. inhibitora IKK) na
rozw0j 1 natezenie modelu astmy alergicznej i na odpowiedZ immunologiczng ze strony
efektorowych i regulatorowych limfocytow T CD4" w weztach chtonnych $rddpiersiowych
i plucach - a wiec odpowiednio w strefach indukcyjnej i efektorowej odpowiedzi
immunologicznej, zwigzanej z patogeneza astmy alergicznej. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze hamowanie aktywacji NF-kB za pomoca IMD-0354 zapobiegato rozwojowi
astmy alergicznej, a efekt ten bylo skorelowany z brakiem rekrutacji efektorowych limfocytow
T CD4" na teren dolnych drog oddechowych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze ten ostatni efekt
mial charakter wtorny, tj. wynikal z zablokowania klonalnej ekspansji limfocytow T CD4"
w weztach chtonnych $rédpiersiowych w odpowiedzi na prowokacje alergenem, a nie
z hamowania jako takiego rekrutacji tych komorek na teren pluc. Wyniki powyzszych badan
zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

*¢ Maslanka T, Otrocka-Domagata I, Zuska-Prot M, Mikiewicz M, Przybysz J, Jasiecka A,
Jaroszewski J.J. IkB kinase f inhibitor, IMD-0354, prevents allergic asthma in a mouse
model through inhibition of CD4" effector T cell responses in the lung draining
mediastinal lymph nodes. Eur J Pharmacol 2016, 775: 78-85. Punktacja MNiSW2016 =
30; IF2016 = 2,896

Badania te stanowily w pewnym zakresie badania pilotazowe, poniewaz w oparciu o nie
prowadzono juz bardziej poglebione badania nad hamowaniem aktywnos$ci NF-kB, jako
nowatorskiej  strategii  leczenia astmy alergicznej. Celem tych badan bylo
poszerzenie/rozwijanie wiedzy na temat mechanizméw 1 efektow immunologicznych
odpowiedzialnych za przeciwastmatyczny efekt hamowania aktywnos$ci NF-kB za pomoca
hamowania IKK lub blokowania translokacji NF-kB do jadra komoérkowego. Dodatkowym
celem tych badan bylo ustalenie czy zablokowanie wzajemnego odziatywania migdzy RANK
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(receptor aktywujacy NF-kB) a RANK-L (ligand RANK) moze przynosi¢ korzysci
terapeutyczne w leczeniu astmy, a wiec przetestowanie, czy blokada tej interakcji moze by¢
celem terapeutycznym mogacym znalez¢ zastosowanie w leczeniu astmy alergicznej. Wyniki
badan wykazaly, ze (a) zarowno zahamowanie translokacji NF-«kB, jak i blokada interakcji
RANK/RANK-L, ale nie zahamowanie IKK, moga wywiera¢ bezposredni hamujacy wptyw na
produkcje IL- 4, IL-10 i IL-17 przez limfocyty CD4" Teff - cho¢ nie wydaje sig, aby wptyw ten
miat wiodace znaczenie w wywotywaniu przeciwastmatycznego dziatania zwigzanego z tymi
strategiami terapeutycznymi, przynajmniej w odniesieniu do zastosowanego modelu astmy; (b)
dziatanie przeciwastmatyczne wynikajace z zahamowania aktywacji NF-kB — bez wzgledu na
to, czy poprzez inhibicje IKK, czy blokade translokacji tego czynnika do jadra komérkowego
- 1 blokady interakcji RANK/RANK-L nie jest posredniczone przez wzbudzanie produkcji IL-
10 1 TGF-p przez komorki Treg; (c) zahamowanie aktywacji NF-«xB - zarowno poprzez blokade
IKK, jak i translokacji tego czynnika do jadra komorkowego — 1 blokada interakcji
RANK/RANK zapobiegaja indukowanej immunizacjg odpowiedzi ze strony limfocytow Tc:
i Tc17. Wyniki powyzszych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

% Gregorczyk I, Jasiecka-Mikolajczyk A, Maslanka T. Blockade of NF-kB translocation
and of RANKL/RANK interaction decreases the frequency of Th2 and Thl7 cells capable
of IL-4 and IL-17 production, respectively, in a mouse model of allergic asthma.
Molecules 2020, 26: 3117. Punktacja MNiSW2020 = 140; [F2020 = 4,927

Moj wkiad w powstanie obu powyzszych publikacji: wykonywanie doswiadczen,

wykonywanie analizy cytometrycznej, udzial w analizie i interpretacji uzyskanych wynikow.

4.5.2. Badania nad wplywem deksametazonu i meloksykamu na limfocyty T CD8" bydia

Konfrontujac duze znaczenie deksametazonu (DEX) (glikokortykosteroidu) i meloksykamu
(MEL) (niesteroidowego leku przeciwzapalnego) w terapii chordob bydia ze stabo poznanym
wpltywem tych lekéw na limfocyty T CDS8*, za godne poznania i uzyteczne uznano
przeprowadzenie kompleksowych badan nad wplywem obu lekow na te komorki. W efekcie
przeprowadzonych badan ustalono, Ze:

» dojrzate limfocyty T CD8" byly wrazliwe na proapoptotyczne dziatanie DEX, przy czym

dziatanie to miato charakter szybko wystepujacy, lecz krotkotrwaty;

» DEX uposledzat proliferacje limfocytow T CD8" u bydla;

* bydlece limfocyty T CD8" wykazujace ekspresje czgsteczki CD25 byly niewrazliwe na

proapoptotyczne dziatanie DEX;
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* DEX zwickszal liczebno$¢ limfocytow T CD25'CD8" co bylo wynikiem indukcji
ekspresji CD25 na limfocytach T CD8" nie wykazujacych tej ekspres;ji;

= w wywotywaniu przeciwzapalnego i immunosupresyjnego dziatania DEX u bydla nie
miat udziatu wptyw leku na ekspresje Foxp3 w limfocytach T CD8", natomiast jednym
z elementow odpowiedzialnych za te efekty bylo zmniejszenie produkcji IFN-y przez
limfocyty T CD8";

* MEL nie wptywat na liczebno$¢, apoptoze i proliferacje limfocytow T CD8" u bydta;

* pod wzgledem wptywu na limfocyty T CD8" w zakresie ocenianych parametréw, MEL
okazat si¢ lekiem nieporownywalnie bezpieczniejszym od DEX.

Efektem udzialu w tych badaniach bylo wspotautorstwo niniejszej publikacji:

s Maslanka T, Jaroszewski J.J, Markiewicz W, Jasiecka A, Ziotkowski H, Jedrzkiewicz
D. Effects of dexamethasone and meloxicam on bovine CD25"CD8" and CD25CD8" T
cells — in vitro study. Res Vet Sci 2013, 94: 662-674. Punktacja MNiSW2013 = 35; IF2013
=1,511

Moj wktad w powstanie tej publikacji: wykonywanie eksperymentow, wykonywanie analizy

cytometrycznej, udziat w analizie wynikow.

4.5.3. Badania nad wplywem prostaglandyny PGE: na ekspresj¢ czasteczki CD2S na
limfocytach T oraz na komorki NK u bydla

Obranie tego kierunku badan w Katedrze Farmakologii i Toksykologii byto $cisle zwigzane
z szeregiem obserwacji poczynionych w naszej Jednostce w ramach eksperymentow nad
wplywem meloksykamu (MEL) na limfocyty bydfa. Podstawowy mechanizm dziatania MEL
polega na redukcji syntezy PGE:> (ktora w zaleznosci od poziomu i miejsca jej wydzielania
odgrywa role fizjologicznego autakoidu lub mediatora prozapalnego). Dlatego tez jedna
z przestanek do podjecia badah w powyzszym nurcie byto okre$lenie, czy efekty wywierane
przez MEL na limfocyty T 1 komorki NK byly zwigzane z hamowaniem syntezy PGEa, czy tez
w ich wywotywaniu posredniczyly jakie$s inne mechanizmy. Jedne z badanh z tego obszaru
tematycznego dotyczyly wptywu PGE> na czasteczke CD25 na limfocytach T bydla.
W badaniach tych stwierdzono, ze PGE2 zmniejszata indukowang aktywacja ekspresje¢ CD25
na limfocytach T CD4", CD8"i WC1" bydla, a selektywna blokada receptora EP4, ale nie EP;
i EP3, zapobiegata temu efektowi. Dowodzi to, ze PGE; reguluje w dot ekspresje CD25 za
posrednictwem receptora EP4. Nieoczekiwanie stwierdzono, ze ekspozycja badanych komorek
na selektywnego agoniste receptora EP» prowadzila do wzrostu ekspresji CD25 na ich

powierzchni. Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ farmakologicznej manipulacji
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ekspresjag CD25 na limfocytach T bydta z uzyciem selektywnych antagonistow 1 agonistow
receptoréw EP> i EP4. Nalezy zauwazy¢, ze wyniki tych badan po raz pierwszy zidentyfikowaty
receptory zaangazowane we wptyw PGE» na ekspresje czasteczki CD25. Wyniki tych badan
zostaly opublikowane w pracy:

* Maslanka T, Spodniewska A, Barski D, Jasiecka A, Zuska-Prot M, Ziotkowski H,
Markiewicz W, Jaroszewski J.J. Prostaglandin E2 down-regulates the expression of
CD25 on bovine T cells, and this effect is mediated through the EP4 receptor. Vet
Immunol Immunopathol 2014, 160: 192-200. Punktacja MNiSW2014 = 25; 1F2014 =
1,535

W innych badaniach z tego obszaru tematycznego ustalono, ze: (a) PGE2 moze uposledzac
proliferacje bydlecych komodrek NK oraz indukowac ich apoptoze; pierwszy z tych efektow
najwyrazniej jest wywierany za posrednictwem receptora EP4, podczas gdy w wywotaniu
drugiego nie posredniczg receptory EP, a wigc najprawdopodobniej ma on charakter posredni;
(b) proapoptotyczne i antyproliferacyjne dzialanie PGE> najwyrazniej nie wystepuje przy jej
fizjologicznym poziomie, natomiast moze mie¢ miejsce w trakcie reakcji zapalnej; (c)
wystepowanie i nat¢zenie proapoptotycznego dzialania PGE; bylo zalezne od jej stezenia.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze stosowanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych u zwierzat
z zakazeniami wirusowymi moze chroni¢ komoérki NK przed indukowang przez PGE; apoptoza
oraz upo$ledzeniem proliferacji. Efektem udzialu w powyzszych badaniach byto
wspotautorstwo w ponizszej publikacji:

% Maslanka T, Chrostowska M, Otrocka-Domagata I, Snarska A, Mikiewicz M, Zuska-Prot
M, Jasiecka A, Ziotkowski H, Markiewicz W, Jaroszewski J.J. Prostaglandin E2 exerts
the proapoptotic and antiproliferative effects on bovine NK cells. Res Vet Sci 2016, 107:
80-87. Punktacja MNiSW2o16 = 35; IF2016 = 1,298

Mo¢j wkiad w powstanie powyzszych publikacji: wykonywanie eksperymentow, wykonywanie

analizy cytometrycznej, udziat w analizie wynikow.

4.5.4. Badania nad farmakokinetyka tetracyklin i chinolonow oraz ich interakcjami

z jonami metali i pasza na poziomie wchlaniania z przewodu pokarmowego

Wraz z dr Hubertem Zidtkowskim bralam udzial w badaniach nad farmakokinetyka
wybranych tetracyklin i chinolondw oraz ich interakcjami z jonami i/lub pasza na etapie
wchianiania z przewodu pokarmowego. Byly to badania przeprowadzone za pomoca

nowoopracowanych 1 w pelni przez nas zwalidowanych metod analitycznych przy uzyciu
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HPLC-MS/MS. Istniejg doniesienia potwierdzajace, ze zarowno chinolony, jak i tetracykliny
wchodza w interakcje z jonami metali wystepujacymi w wodzie, pokarmie oraz suplementach
paszowych tworzac z nimi zwigzki kompleksowe. Celem niniejszych badan byla ocena
1 poréwnanie profili farmakokinetycznych wybranych chemioterapeutykéw z grupy tetracyklin
1 chinolondéw po jednorazowym podaniu réznymi drogami oraz w odwzorowanych warunkach
fermowych, jak rowniez zbadanie interakcji lekow z jonami metali na etapie wchtaniania
z przewodu pokarmowego u drobiu.

W badaniach nad farmakokinetyka enrofloksacyny (ENRO), chinolonem trzeciej generacji,
oraz jej interakcjami wykazano, ze jednoczesne podawanie wraz z lekiem jondw wapnia,
magnezu oraz kobaltu lub paszy istotnie opdznialo wchianianie leku z przewodu pokarmowego
indykow. Biodostepnos¢ ENRO podawanej per os w dawkach terapeutycznych wynosita ok.
66% w obecno$ci jonow oraz ok. 48% w obecnosci paszy. Wyniki badan wykazatly, Zze jony
majg istotny wplyw na biodostgpno$¢ podawanej per os ENRO. Wiedza ta ma znaczenie
szczegolnie w warunkach hodowli fermowej, kiedy to lek rozpuszcza si¢ czesto w twardej
wodzie z wysoka zawarto$ciag mineratow, co wymagatoby rozwazenia zastosowania wickszych
dawek ENRO, aby lek osiagnal stezenie terapeutyczne w organizmie zwierzat. Efektem udzialu
w powyzszych badaniach bylo wspotautorstwo w publikacji:

s Ziotkowski H, Jaroszewski J.J, Maslanka T, Grabowski T, Katolik K, Paweska J,
Siemianowska M, Jasiecka A, Markiewicz W, Spodniewska A. Influence of oral co-
administration of a preparation containing calcium and magnesium and food on
enrofloxacin pharmacokinetics. Res Vet Sci 2014, 97: 99-104. Punktacja MNiSW2014 =
35; IF2014 = 1,409

Moj wktad w powstanie tej publikacji: udziat w doswiadczeniach, analizie chromatograficznej
oraz analizie wynikow.

W badaniach nad farmakokinetyka innego chinolonu, flumechiny (FLU), wykazano, ze
pokarm uposledzat jej biodostepnos¢ w ok. 50%. Wszystkie parametry farmakokinetyczne
zwigzane z wchlanianiem leku byly istotnie nizsze w obecnosci pokarmu w poréwnaniu do
podania FLU zwierze¢tom, ktore przed podaniem leku przez 6 godzin nie mialy dostgpu do
paszy. Co ciekawe, najwyzsza biodostepnos¢ leku zanotowano podajac lek w wodzie do picia,
do ktorej zwierzgta miaty nieograniczony dostep przez 72 godziny. Wyniki badan wskazuja, ze
pasza ograniczala wchtanianie FLU z przewodu pokarmowego ptakéw po jednorazowym
podaniu. Kiedy jednak FLU podawana byla w sposéb ciagly w wodzie do picia, wigksza

ekspozycja zwierzat na lek wydawata si¢ kompensowaé obnizone wchtanianie z przewodu
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pokarmowego spowodowane interakcja z pasza 1 FLU osiggata skuteczne stezenia
terapeutyczne w osoczu zwierzat. Efektem wudzialu w powyzszych badaniach byto
wspotautorstwo w publikacji:

<> Madej-Smiechowska H, Orzot A, Jasiecka-Mikolajczyk A, Ziotkowski H, Jaroszewski
JJ. Differences in the pharmacokinetics of flumequine after single and continuous oral
administration in non-fasted broiler chickens. Pol J Vet Sci 2018, 21: 631-634.
Punktacja MNiSW2018 = 20; IF2018 = 0,802

Moj wkilad w powstanie tej publikacji: udziat w eksperymentach, walidacji metody oraz
prowadzeniu analiz chromatograficznych.

W badaniach nad farmakokinetyka oksytetracykliny (OXY) podawanej réznymi drogami
oraz jej interakcjami z jonami wykazano, ze OXY charakteryzowata si¢ stabym wchtanianiem
z przewodu pokarmowego (jej biodostgpnos¢ wynosita ok. 12%), nawet, gdy byta podawana
bez obecnosci paszy i w wodzie dejonizowanej. Najprawdopodobniej za niska wchianialnos¢
leku moze by¢ odpowiedzialne czynne wypompowywanie OXY przez jedng badz kilka pomp,
jak 1 innych tetracyklin z powrotem do miejsca, z ktérego wnikneta do komorki. Tym bardzie;j,
ze wiadomo, ze bakterie jako jeden z gtownych mechanizméw opornosci na tetracykliny
wyksztalcily wlasnie czynne wypompowywania leku z komorki. Wyniki badan pozwolity
stwierdzi¢, ze OXY podana podskoérnie lub domig$niowo charakteryzowata si¢ podobnymi
wlasciwosciami farmakokinetycznymi. Ponadto, wykazano, ze proces wchtaniania leku jest
szybki, niezaleznie od drogi podania. Z kolei badajac interakcje OXY z jonami potwierdzono,
ze wysokie stezenie jonow w wodzie (co moze mie¢ miejsce w warunkach fermowych) moze
niekorzystnie wplywac¢ na wchlanianie si¢ leku z przewodu pokarmowego kurczat brojlerow,
co znalazlo potwierdzenie w niskich wartosciach parametrow farmakokinetycznych
zwigzanych z procesem wchtaniania. Wynika z tego, ze wspolczesne wytyczne dotyczace
farmakoterapii chorob bakteryjnych u drobiu obejmujace OXY moga nie by¢ optymalne, gdyz
najprawdopodobniej nie biorg pod uwage faktu uposledzania wchtaniania si¢ leku w obecnosci
jonéw. Efektem udzialu w powyzszych badaniach byto wspotautorstwo w ponizszych
publikacjach:

«» Ziodtkowski H, Grabowski T, Jasiecka A, Zuska-Prot M, Barski D, Jaroszewski J.J.
Pharmacokinetics of oxytetracycline in broiler chickens following different routes of
administration, Vet J 2016, 208: 96-98. Punktacja MNiSW2016 = 40; IF2016 = 1,802

*» Ziotkowski H, Jasiecka A, Zuska-Prot M, Przybysz J, Grabowski T, Jaroszewski J.J.

Metal ion-oxytetracycline pharmacokinetic interactions after oral co-administration in
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broiler chickens. Poultry Science 2016, 95: 1927-1933. Punktacja MNiSW2016 = 35;
IF2016 = 1,908
Moj wktad w powstanie powyzszych publikacji: udziat w eksperymentach, walidacji metody
oraz prowadzeniu analiz chromatograficznych.

Kolejne badania nad farmakokinetyka tetracyklin dotyczyly porownania profili
farmakokinetycznych chlorotetracykliny (CTC), tetracykliny (TET), minocykliny (MIN) oraz
tigecykliny (TIG) po podaniu dozylnym oraz per os u kurczat brojlerow. Wyniki badan
wykazaly, ze stezenia tych czterech tetracyklin osiggane w osoczu po podaniu per os, jak
rowniez ich biodostgpnos¢, rdznity si¢ miedzy sobg, pomimo tego, ze leki byly podawane w tej
samej dawce, tg samg droga i w tych samych warunkach. Co ciekawe, po podaniu dozylnym
sredni czas przebywania leku w ustroju wszystkich badanych lekow byt bardzo podobny.
Uzyskane wyniki wskazuja, Zze pomimo podobienstw w budowie chemicznej oraz
wilasciwos$ciach fizykochemicznych CTC, TET, MIN i TIG, ich profil farmakokinetyczny jest
istotnie rozny. Efektem udziatu w powyzszych badaniach bylo wspétautorstwo w publikacji:

% Ziotkowski H, Jasiecka-Mikolajeczyk A, Madej-Smiechowska H, Janiuk J,
Zygmuntowicz A, Dabrowski M. Comparative pharmacokinetics of chlortetracycline,
tetracycline, minocycline, and tigecycline in broiler chickens. Poult Sci 2020, 99: 4750-
4757. Punktacja MNiSW2020 = 140; 1F2020 = 3,352

Moj wktad w powstanie tej publikacji: udzial w eksperymentach, walidacji metody oraz

prowadzeniu analiz chromatograficznych.

4.5.5.Badania nad farmakokinetyka iwermektyny oraz efektywnoscia jej dzialania

przeciwpasozytniczego u koni

W 2015 roku w ramach wspotpracy z Katedra Parazytologii i Choréb Inwazyjnych Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie prowadzilam badania majace na celu
porownanie parametrow farmakokinetycznych iwermektyny (IWER) podanej w roznych
porach roku koniom z infekcja Cyathostominae oraz oceng efektywno$ci stosowania leku.
Pierwszym etapem prowadzonych badan bylo opracowanie oraz walidacja nowej metody
oznaczania IWER w osoczu koni za pomocg HPLC sprzezonej z detektorem fluorescencyjnym.
Opracowana metoda spetnita wszystkie kryteria akceptacji. W nastepnym etapie
przeprowadzono dos$wiadczenia terenowe w celu zebrania probek do dalszych analiz.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze IWER podana jesienig wchtaniata si¢ dwa razy wolniej
w porownaniu do podania leku w porze wiosennej. Zanotowano réznice w maksymalnym

stezeniu leku, ktore przez pierwsze 4 godziny od podania byto istotnie wyzsze po podaniu
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w porze wiosennej. Leczenie przy uzyciu IWER doprowadzito do 100% eliminacji pasozytow
z przewodu pokarmowego, co znalazto potwierdzenie w probkach kalu, w ktorych nie
znaleziono jaj pasozytow. Leczenie IWER okazato si¢ skuteczne, niezaleznie od pory roku,
w ktorej podawano IWER. Efektem udzialu w powyzszych badaniach bylo wspoétautorstwo
w ponizszej publikacji:

s Sokot R, Ras-Norynska M, Michalczyk M, Jasiecka A, Ziotkowski H, Jaroszewski J.J.
A comparison of the efficacy and pharmacokinetics of ivermectin after spring and autumn
treatments against Cyathostominae in horses. Pol J Vet Sci 2015, 18: 371-377.
Punktacja MNiSW2o15=20; IF2015 = 0,719

Moj wktad w powstanie tej publikacji: opracowanie i walidacja nowej metody oznaczania leku
w osoczu koni, przeprowadzenie analiz chromatograficznych oraz przygotowanie cze$ci

manuskryptu.

4.5.6. Badania nad wplywem doksazosyny na aktywnos¢ skurczowq miesniowki gladkiej

pecherza moczowego Swini

Wspolnie z pracownikami Katedry Fizjologii 1 Patofizjologii Czlowieka Wydziatu Nauk
Medycznych UWM w Olsztynie bratam udzial w badaniach okreslajacych wplyw doksazosyny
na aktywnos$¢ skurczowa migsniowki gtadkiej pecherza moczowego $wini. W badaniach tych
okreslano in vitro wptyw acetylocholiny (ACh), noradrenaliny (NA) oraz 5-hydroksytrptaminy
(5-HT) na kurczliwos$¢ pecherza moczowego $win niedojrzatych ptciowo, ktorym przez 30 dni
podawano doksazozyneg. Wykazano, ze ACh 1 5-HT w mniejszym stopniu zwigkszaly napigcie
migsni gladkich w grupie otrzymujacej doksazosyne niz w grupie kontrolnej. Z kolei NA
w wigkszym stopniu obnizala napigcie migsnidowki w grupie kontrolnej niz w grupie
otrzymujacej doksazosyne. Na podstawie uzyskanych wynikéw wyciagnigto wnioski, ze
dlugotrwate stosowanie doksazosyny prowadzi do desensytyzacji receptorow ukladu
autonomicznego w migsniach gladkich wypieracza pecherza. Wyniki powyzszych badan
przedstawiono w pracy:

% Markiewicz W, Jasiecka A, Janiuk J, Bossowska A, Jaroszewski J.J. The influence of
doxazosin, an al-adrenergic receptor antagonist on the urinary bladder contractility in
pigs. PolJ Vet Sci 2014, 17: 527-529. Punktacja MNiSW2014 = 20; IF2014 = 0,604

Mo wktad w powstanie tej publikacji: obliczenie 1 przygotowanie odpowiednich stezen

podawanych substancji oraz wykonywanie eksperymentow.
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4.5.7. Badania nad opracowaniem nowych metod oczyszczania syntetycznych Sciekow

przemystowych

W 2021 roku rozpoczetam wspotprace z Katedra Chemii Wydzialu Rolnictwa i Le$nictwa
UWM w Olsztynie w zakresie opracowania nowych metod oczyszczania syntetycznych
barwnikow, w ktorych moja rola polegata gtownie na analizie dostarczonych probek metoda
HPLC-MS/MS. Gtéwna wada aktualnie wykorzystywanych tradycyjnych elektrochemicznych
metod oczyszczania jest wysokie zuzycie energii elektrycznej poprzez zastosowanie
spontanicznego procesu korozji anodowej zelaza oraz rownoleglych procesow
elektrokoagulacji 1 elektrooksydacji. Celem prowadzonych badan bylo opracowanie
nowatorskiej, energooszczednej metody oczyszczania syntetycznych Sciekéw przemystowych
zawierajacych barwniki azowe, wykorzystujacej samowystarczalne ogniwa galwaniczne typu
Cu/Fe (miedZ/zelazo). W przeprowadzonych badaniach potwierdzono wysoka skutecznos¢
nowoopracowanej metody, osiggajac usunigcie barwnikéw Acid Violet 90 oraz Acid Red 357
powyzej 98%, a w przypadku barwnika Disperse Red 167 nawet 97% juz po godzinie procesu.
W kolejnym etapie prac zintegrowano elektrochemiczne oczyszczanie Sciekéw z biologiczng
metoda oczyszczania z uzyciem Lemna minor (rzgsy drobnej), co pozwolito nie tylko na
catkowite wusunigcie zanieczyszczen barwnikowych, lecz rdéwniez ocene wplywu
srodowiskowego powstajacych produktéw posrednich. Wykazano przy tym istotne rdéznice w
fitotoksycznosci $Scieckow w zaleznosci od rodzaju elektrod stosowanych podczas
elektrooksydacji. Uzyskane w tych badaniach wyniki wskazuja na potencjat praktycznego
wdrozenia metody w przemysle oraz jej pozytywny wplyw na ochron¢ zasobéw wodnych.
Wyniki powyzszych badan przedstawiono w pracach:

s Kuczynski M, Luba M, Mikotajezyk T, Pierozynski B, Jasiecka-Mikolajezyk A,
Smoczynski L, Solowiej P, Wojtacha P. Electrodegradation of acid mixture dye through
the employment of Cu/Fe Macro-Corrosion galvanic cell in Na>SOy synthetic wastewater.
Molecules 2021, 26: 4580. Punktacja MEiN2021 = 140; 1F2021 = 4,927

¢ Be¢s$ A, Sikorski £, Mikotajczyk T, Kuczynski M, Luba M, Pierozynski B, Jasiecka-
Mikolajeczyk A. Electrodegradation of Acid Mixture Dye through the Employment
Electrooxidation and Lemnoideae in NaxSOq Synthetic Wastewater. Appl Sci 2022, 12:
1-17. Punktacja MNiSW2022 = 100; 1F2022= 2,700

s Luba M, Mikotlajczyk T, Kuczynski M, Pierozynski B, Jasiecka-Mikolajczyk A,
Rasinski B, Wojtacha P. Electrochemical purification of Disperse Red 167 azo dye-based

synthetic waste- water through the electrooxidation and electrocoagulation with Fe ions
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derived from Cu/Fe macro-corrosion galvanic cell. Desalin Water Treat 2023, 287: 67-
79. Punktacja MEiN2023= 100; IF2023 = 1,000
Moja rola w tych badaniach polegata na opracowaniu nowej metody detekcji badanych
barwnikow za pomoca HPLC-MS/MS 1 przeprowadzeniu analizy chromatograficznej

dostarczonych probek, jak rowniez przygotowaniu czg¢sci manuskryptu.
4.5.8. Studia literaturowe nad wlasciwosciami farmakologicznymi metamizolu

W swojej pracy naukowej dokonatam réwniez przegladu aktualnej literatury dotyczacej
wiasciwosci farmakologicznych metamizolu (MET), nieopioidowego leku przeciwbolowego
stosowanego na szeroka skale, zar6bwno w medycynie ludzkiej, jak 1 weterynaryjnej, czego
efektem byla publikacja przegladowa:

s Jasiecka A, Mas$lanka T, Jaroszewski J.J. Pharmacological characteristics of
metamizole. Pol J Vet Sci 2014, 17: 207-214. Punktacja MNiSW 2014 = 20; IF 2014 =
0,604.

Moj wktad w powstanie tej publikacji: udziat w opracowaniu koncepcji oraz catoksztalt prac
zwigzanych napisaniem i opublikowaniem tej publikacji.

W badaniach tych zestawiono najnowsze dane dotyczace klasyfikacji leku, jego wtasciwosci
farmakokinetycznych, mechanizmu dziatania czy efektow terapeutycznych. Pierwszym
spostrzezeniem byt fakt, ze mimo, iz MET stosowany jest od kilkudziesigciu lat (zostat
zsyntetyzowany ponad 100 lat temu), wciaz niektorzy autorzy klasyfikuja go btednie jako
niesteroidowy lek przeciwzapalny (NLPZ). Wedtug aktualnych danych MET powinno si¢
klasyfikowac¢ jako nieopioidowy lek przeciwbdlowy, nie bedacy NLPZ. Lek ten charakteryzuje
si¢ dzialaniem przeciwbolowym 1 przeciwgoraczkowym (a efekty te sg silniejsze w pordwnaniu
do NLPZ) oraz rozkurczowym 1 stabym uspokajajacym; nie dziata jednak przeciwzapalnie (nie
hamuje bowiem aktywnosci COX-2, jak to wcze$niej sagdzono, a jedynie aktywnos¢ izoformy
COX-3, tj. wariantu COX-1, ktéry zachowuje intron). Efektem przegladu literatury byto
réwniez ustalenie, ze dzialanie przeciwbolowe leku dodatkowo spotegowane jest rowniez tym,
ze MET jest stabym agonistg receptoréw opioidowych 1 kannabinoidowych. Poniewaz lek nie
wplywa na aktywnos¢ COX-1, a wigc izoformy enzymu, przy udziale ktorego powstaje PGE,,
tj. prostaglandyna majaca dziatanie gastro- i nefroprotekcyjne, MET pozbawiony jest dzialania
gastrotoksycznego, tak bardzo charakterystycznego dla dlugoterminowej terapii NLPZ. Na
podstawie dokonanego przegladu literatury wyciaggnigto wniosek, ze MET wydaje si¢ by¢
lekiem bezpiecznym. Tym bardziej, ze na podstawie dostepnych wynikéw badan 1 metaanaliz

oceniono, ze ryzyko agranulocytozy przedstawianej jako jedno z powaznych dziatan
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niepozadanych leku bylo nie do konca poprawnie oszacowane 1 od czasu wycofania preparatow
z MET (m.in. ze Standéw Zjednoczonych, Szwecji, Japonii, Kanady czy Niemiec) zostalo
opublikowanych juz wiele badan potwierdzajacych, ze rzeczywiste ryzyko wystapienia
agranulocytozy jest bardzo niskie. Podsumowujac, w opublikowanym artykule przegladowym
przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat wtasciwos$ci farmakologicznych MET w oparciu
o aktualne wyniki badan, przedstawiajac lek jako skuteczny i bezpieczny, ktory z powodzeniem
moze by¢ i jest stosowany zarowno w medycynie ludzkiej, jak i weterynaryjnej. Warto
nadmienié, ze jest to najczgsciej cytowana praca w moim dorobku naukowym (liczba cytowan

w bazie Scopus — 132; w bazie Web of Science — 104).
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI,
INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI
ZAGRANICZNEJ

5.1. Badania prowadzone w National Research Center for Protozoan Diseases, Obihiro

University of Agriculture and Veterinary Medicine w Japonii

W 2017 roku w trakcie dwumiesigcznego pobytu w National Research Center for Protozoan
Diseases Uniwersytetu Obihiro University of Agriculture and Veterinary Medicine w Japonii
prowadzitam badania naukowe pt. “The use of cross-protection between Babesia microti and
Plasmodium chabaudi to study the host defence mechanism against blood-stage malaria”. W
ramach swoich obowigzkéw wykonywatam iniekcje dootrzewnowe Plasmodium chabaudi oraz
Babesia microti u myszy oraz pobieratam probki krwi, a nastepnie wykonywatam rozmazy krwi
w celu identyfikacji poziomu parazytemii. Dodatkowo, prowadzitam réwniez oznaczenia
poziomu wybranych cytokin (TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10, IL12, IFN-y) oraz przeciwciat (IgG1,
IgG2a, IgG2b) w osoczu pozyskanym od myszy przy uzyciu testow ELISA. Nastgpnie
dokonywatam analizy statystycznej uzyskanych wynikéw oraz poréwnywalam uzyskane
wyniki pomigdzy grupami badawczymi. Nalezy zaznaczy¢, ze powyzsze badania byty
wycinkiem bardzo szerokich badan prowadzonych przez migdzynarodowy zesp6t naukowcow
w tej jednostce badawczej przez kilka lat, niemniej jednak w jakim$ stopniu przyczynily si¢ do
uzyskania wynikow majacych znaczenie kliniczne. Uzyskane wyniki kilkuletnich badan
prowadzonych w jednostce wykazaly, ze wczesniejsze zakazenie Babesia microti chronito
myszy przed $miertelnymi zakazeniami malarig, a za tg ochrone w duzej mierze odpowiadaty
makrofagi. Dodatkowo w roku 2019 odbytam rowniez krotszy, dwutygodniowy staz w tej
samej jednostce badawczej, w trakcie ktorego prowadzitam gltownie badania dotyczace
okreslenia liczebno$ci komoérek NK oraz makrofagdw u myszy z malarig i/lub babeszjoza za

pomoca cytometrii przeplywowe;.

5.2. Badania prowadzone w Zakladzie Biotechnologii Wydzialu Farmaceutycznego

Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

W 2022 roku podczas trzytygodniowego pobytu w Zaktadzie Biotechnologii Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku prowadzitam badania dotyczace

oceny wlasciwosci cytotoksycznych pochodnych 4-thiazolidinonu (zsyntetyzowanych w
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Zaktadzie) wobec linii komorkowych raka piersi. W tym celu pasazowatam linie komorkowe
MCF-7 i MDA-MB-231, zaktadatam ich hodowle in vitro i eksponowatam komoérki na badane
substancje (m.in. na LES-331), a nast¢pnie po 24 godzinach inkubacji prowadzitam testy MTT
wraz z odczytem jego wynikow za pomocg analizy spektrofotometrycznej. Wyniki badan
wykazaty, ze LES-331 wykazywal dziatanie cytotoksyczne wobec obu badanych linii
komoérkowych. Prowadzone badania byty cze$cig wigkszego projektu realizowanego w
Zakladzie, w ktorym oceniano rowniez inne molekularne mechanizmy dziatania LES-331
(m.in. jego wplyw na apoptoze czy poziom kaspazy 8 1 9 oraz topoizomerazy II). Wyniki badan
tego projektu wykazaty, ze LES-3331 wydaje si¢ by¢ obiecujacg substancja bedaca kandydatem

na lek przeciwnowotworowy w leczeniu raka piersi.

86



Agnieszka Jasiecka-Mikolajczyk Autoreferat

6.

=)

INFORMACJA 0] OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,
ORGANIZACYJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE

1. Osiagniecia dydaktyczne

Kierownik i koordynator dydaktyczny przedmiotéw: Farmacja (w jezyku angielskim dla
studentéw kierunku weterynaria); Technologia postaci leku (dla studentéw kierunku
biotechnologia farmaceutyczna); Technologia postaci leku (w jezyku polskim 1 angielskim
dla studentow kierunku weterynaria).

Prowadzaca wyktady z przedmiotow: Technologia postaci leku (dla studentow kierunku
biotechnologia farmaceutyczna) oraz Technologia postaci leku (w jezyku polskim i
angielskim dla studentow kierunku weterynaria).

Prowadzaca ¢wiczenia z przedmiotéw: Farmacja (dla studentéw kierunku weterynaria);
Farmakologia weterynaryjna I i Il (dla studentéw kierunku weterynaria); Technologia
postaci leku (dla studentéw kierunku weterynaria); Farmakologia (dla studentow kierunku
biotechnologia farmaceutyczna); Technologia postaci leku (dla studentow kierunku
biotechnologia farmaceutyczna

Koordynator wprowadzania plandw obciazenia dydaktycznego w systemie USOS w
Katedrze Farmakologii i Toksykologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej w Olsztynie.
Nauczyciel przedmiotu technologia postaci leku w Policealnej Szkole dla mtodziezy Pasja
na kierunku technik farmaceutyczny w latach 2014-2024.

Ukonczony kurs pedagogiczny dla czynnych zawodowo nauczycieli.

. 2. Osiagniecia organizacyjne

Promotor pomocniczy w rozprawie doktorskiej mgr inz. Bernarda Kravéeni. Uchwata Rady
Naukowej Szkoty Doktorskiej UWM w Olsztynie z 11 grudnia 2024.

Promotor pomocniczy w rozprawie doktorskiej mgr inz. Aleksandry tukawskiej. Uchwata
Rady Naukowej Szkoty Doktorskiej UWM w Olsztynie z 13 wrzesnia 2021.

Recenzent pracy magisterskiej mgr Anny Chmielewskiej zatytutowanej ,,Ocena wplywu
kwasu mykofenolowego na limfocyty T i B oraz komorki NK w zakresie wybranych
parametrow”. Obrona pracy 02.07.2021.

Promotor pracy magisterskiej mgr Justyny Pstrag zatytulowanej ,, Wptyw niesteroidowych
lekoéw przeciwzapalnych o rdznej selektywnosci wzgledem COX na produkcj¢ wybranych
cytokin przez limfocyty T CD4" i CD8" - badania in vitro z uzyciem mysich limfocytow”.

Obrona pracy 30.09.2020.
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= Koordynator Systemu Zapewnienia Jakosci w zakresie Dobrej Praktyki Laboratoryjnej oraz
Dobrej Praktyki Klinicznej Weterynaryjnej na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej w
Olsztynie w latach 2013-2022.

= (Czlonek Komitetu Sterujgcego w projekcie ,,Budowa i Wyposazenie Centrum Popularyzacji
Nauki 1 Innowacji Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie” na podstawie
Decyzji Nr 59/2022 Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego. Komitet dziatat w
okresie 24.05.2022 - 01.09.2023.

= (Czlonek Komitetu Naukowego organizujacego Olsztynskie Dni Nauki 1 Sztuki w dniach 20-
22 wrzesnia 2023.

= Opiekun Pracowni Immunofarmakologii i Biotechnologii w Katedrze Farmakologii i
Toksykologii od roku 2018.

= (Czlonek komitetu organizacyjnego konferencje naukowo-szkoleniowsa: ,,Nowe trendy w
farmakologii i toksykologii weterynaryjnej”, Warchaty, 27 - 29.06.2017.

= Czlonek komitetu organizacyjnego konferencje naukowo-szkoleniows: ,,Wspotczesne
kierunki badan w farmakologii i toksykologii weterynaryjnej”, Lansk, 25 - 28.06.2019.

= (Czlonek komitetu organizacyjnego konferencje naukowo-szkoleniowa: ,,Nowe koncepcje
leczenia chorob ludzi i zwierzqt z zastosowaniem lekow konwencjonalnych, biologicznych i
preparatow probiotycznych”, Barczewo, 12 - 15.06.2023.

= Czlonek komitetu organizacyjnego XVII Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych: ,,Sanitas animalium pro salute homini” Olsztyn, 19 - 21.09.2024, w
ktorym petnitam réwniez rol¢ Kierownika Biura Kongresu.

= Opiekun naukowy stazu dr hab. Agnieszki Gornowicz z zakladu Biotechnologii
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku w Katedrze Farmakologii 1 Toksykologii
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie w dniach 06-17.09.2021.

= Czlonek Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych od 2017 roku.

= (Czlonek Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego od 2013 roku.

= (Czlonek Europejskich Towarzystw Toksykologicznych od 2013 roku.

= Czlonek Migdzynarodowej Unii Toksykologicznej od 2013 roku.

» Czlonek Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej jako przedstawiciel doktorantdéw w
latach 2013-2014.

= Kierownik projektu ,,Wdrozenie metod dotyczqcych oceny cytotoksycznosci limfocytow T
oraz komorek NK w warunkach in vitro” finansowanego przez Konsorcjum Naukowe

KNOW ,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢” w ramach rozwoju warsztatu
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badawczego miodych pracownikow nauki na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej w
Olsztynie. Kwota dofinansowania: 64 000 zi. Czas trwania projektu: 07.05.2019 —
30.10.2019.

= Kierownik projektu ,,Farmakokinetyka i intreakcje tigecykliny u indykow”. Projekt
finansowany ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu Preludium 5.
Okres kierowania projektem: 12.03.2014 - 11.03.2016. Nr projektu 2013/09/N/NZ7/03545.

= Recenzent artykutdéw naukowych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym: Journal of
Elementology (1), Multiple Sclerosis and Related Disorders (1), Journal of Applied
Pharmaceutical Science (2), Acta Poloniae Pharmaceutica — Drug Research (1), Veterinary

Anaesthesia and Analgesia (1), Veterinary Research Communication (1).
6.3. Osiagni¢cia popularyzujace nauke

» Przeprowadzenie zaj¢¢ praktycznych ,,Apteka od kuchni” dla dzieci i mlodziezy w ramach
21 Olsztynskich Dni Nauki 1 Sztuki w dniach 20-22 wrze$nia 2023. Identyczne warsztaty
zaplanowane sg réwniez na dzien 25.06.2025 w ramach 23 Dni Nauki i Sztuki.

» Przeprowadzenie szkolenia z zakresu technik hodowli komodrkowej dla uczniow
Uniwersyteckiego XII Liceum Ogolnoksztatcacego im. Marii i Georga Dietrichow w

Olsztynie w wymiarze 3 godzin.
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7. INNE INFORMACJE DOTYCZACE KARIERY ZAWODOWEJ

7.1.

7.2.

Zrealizowane projekty badawcze

Wykonawca w projekcie “Opracowanie karmy na bazie biatka owadziego dla zwierzqgt
towarzyszqcych z dietozaleznymi enteropatiami” realizowanym w ramach programu Lider
XII finansowanego ze $srodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Okres pelnienia
funkcji  wykonawcy:  01.02.2023-29.02.2024. Nr projektu  LIDER/5/0029/L-
12/20/NCBR/2021.

Wykonawca w projekcie ,,Badania nad innowacyjnym lekiem o dziataniu
immunostymulujgcym u zwierzqt”. Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejskg w
ramach FEuropejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego. Okres pelnienia funkcji
wykonawcy: 04.11.2013-31.12.2015. Nr projektu UDA-POIG.01.03.01-28-108/10-01.
Kierownik projektu ,,Farmakokinetyka i intreakcje tigecykliny u indykow”. Projekt
finansowany ze $srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu Preludium 5.
Okres  kierowania  projektem:  12.03.2014 - 11.03.2016. Nr  projektu
2013/09/N/NZ7/03545.

Kierownik projektu ,,Wdrozenie metod dotyczqgcych oceny cytotoksycznosci limfocytow T
oraz komorek NK w warunkach in vitro” finansowanego przez Konsorcjum Naukowe
KNOW ,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$é” w ramach rozwoju warsztatu
badawczego mtodych pracownikow nauki na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej w
Olsztynie. Okres kierowania projektem: 07.05.2019 —30.10.2019.

Odbyte staze zagraniczne i krajowe

Staz naukowy w National Research Center for Protozoan Disease, Obihiro University of
Agriculture and Veterinary Medicine, Obihiro, Japonia, w okresie od 17 kwietnia do 12
czerwca 2017.

Staz naukowy w National Research Center for Protozoan Disease, Obihiro University of
Agriculture and Veterinary Medicine, Obihiro, Japonia, w okresie 3-14 wrze$nia 2019.
Staz naukowo-dydaktyczny w Zakladzie Biotechnologii Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku 01.08.2022-21.08.2022. Wyjazd finansowany
z programu POWR.03.05.00-00-Z310/17 pn. Program Rozwojowy Uniwersytetu

Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.
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7.3. Ukonczone kursy i szkolenia specjalistyczne

Certyfikat Cambridge English Level 1 Certificate in ESOL International (First).
Szkolenie ,,Na styku psychologii z technologiq — jak mozna wspierac¢ budowanie
dobrostanu pracownikow i zespotow” 29.11.2023 w Olsztynie.

Stypendium Santander Universidades ,,Business for all — Managing yourself” prowadzone
przez Harvard Business Publishing w terminie 18.07.2023 — 06.10.2023.

Stypendium jezykowe Santander Universidades — kurs jgzyka angielskiego na poziomie
C2 prowadzony przez British Council w terminie 02.06.2023- 02.08.2023.

Udziat w warsztatach Design Thinking majagcym na celu wypracowanie strategii
wspotpracy migdzy biznesem i nauka w ramach Regionalnej Inteligentnej Specjalizacji
,Zywno$é Wysokiej Jakoéci” zorganizowanym przez Centrum Wspolpracy z Otoczeniem
Spoteczno-Gospodarczym UWM w Olsztynie. 15.03.2023 w Olsztynie.

Szkolenie z jezyka angielskiego poziom C1 realizowane przez Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie w ramach projektu pt. Program Rozwojowy Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wspotfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskiej
w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego w ramach dziatania 3.5 Kompleksowe
programy szkol wyzszych 14.11.2020- 28.06.2021.

Szkolenie specjalistyczne ,,Unikanie kontaminacji w hodowlach komorkowych”
11.06.2019 (Eppendorf).

Szkolenie specjalistyczne ,,XI Szkota Cytometrii Przeptywowej” w dniach 18-18.04.2018
w Warszawie (BD Biosciences).

Szkolenie specjalistyczne ,,[nnowacyjne technologie do analizy komorek” 14.03.2018 w
Olsztynie (Merck).

Szkolenie ,,Praktyczne aspekty Dobrej Praktyki Laboratoryjnej DPL” 01.09.2017 w
Olsztynie (Rondo sp z 0.0.).

Szkolenie specjalistyczne Polskiego Towarzystwa Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych
dla o0so6b odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen oraz za ich
przeprowadzenie, osob wykonujacych procedury i1 u$miercajacych zwierzeta O01-
05.02.2016 w Warszawie (Pollasa).

Szkolenie ,.,Koordynator systemu zapewnienia jakosci GLP” 18.05.2014 w Olsztynie
(Leader Group).

Szkolenie ,,Prowadzenie badan wedtug zasad Dobrej Praktyki Klinicznej Weterynaryjnej”
23.04.2014 (ClinMed Pharma).
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74.

Szkolenie ,,Praktyczne aspekty wdrozenia systemu Dobrej Praktyki Laboratoryjnej
(GLP)” 04.12.2013 w Warszawie (CE2 Centrum Edukacji).

Szkolenie ,,Mlody przedsiebiorca” w ramach projektu: Komercjalizacja wynikéw badan
oraz kreowanie postaw przedsigbiorczych przez UWM poprzez staze. Szkolenia i dziatania
uswiadamiajace z zakresu przedsigbiorczosci akademickiej. 03.11.2010 - 27.05.2011 w

Olsztynie.

Uzyskane nagrody i wyroznienia

Nagroda indywidualna III stopnia Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie za osiagnigcia organizacyjne 01.12.2024.

Nagroda Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie za wyrdzniajace
si¢ publikacje w 2021 roku 17.11.2022.

Nagroda Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie za wyr6zniajace
si¢ publikacje w 2020 roku 29.01.2021.
Nagroda zespotowa Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie 111
stopnia za osiggni¢cia w dziedzinie naukowej 01.12.2018.

Nagroda Indywidualna III stopnia Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie za osiggnigcia w dziedzinie naukowej 01.12.2017
Nagroda Indywidualna II stopnia Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w

Olsztynie za osiggnig¢cia w dziedzinie naukowej 01.12.2015.

7.5. Wykaz opublikowanych artykuléw w czasopismach naukowych
Punktacja Cytow.
Lp. Publikacja MNiSW/ IF WEOaT
MEiN Science
1. ORYGINALNE PRACE EKSPERYMENTALNE
a) Prace opublikowane przed obrong pracy doktorskiej
Jasiecka A, Grabowski T, Maslanka T, Ziolkowski H,
1. 1. | Jaroszewski JJ. (2013) Pharmacokinetics of orally administered 20 0,712 1
simvastatin in turkeys. Pol J Vet Sci 16: 377-379.
Maslanka T, Jaroszewski JJ, Markiewicz W, Jasiecka A,
Ziotkowski H, Jedrzkiewicz D. (2013) Effects of dexamethasone
1.2. 35 1,511 17

and meloxicam on bovine CD25"CD8" and CD25CDS8" T cells —
in vitro study. Res Vet Sci 94: 662-674.
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Zidtkowski H, Jaroszewski JJ, Maslanka T, Grabowski T, Katolik
K, Paweska J, Siemianowska M, Jasiecka A, Markiewicz W,
Spodniewska A. (2014) Influence of oral co-administration of a
preparation containing calcium and magnesium and food on
enrofloxacin pharmacokinetics. Res Vet Sci 97: 99-104.

35

1,409

17

Zuska-Prot M, Maslanka T, Jasiecka A, Jaroszewski JJ. (2014)
Prostaglandin E2 inhibits IL-10 production by bovine CD4" T
cells. Pol J Vet Sci 17: 511-513.

20

0,604

Maslanka T, Spodniewska A, Barski D, Jasiecka A, Zuska-Prot
M, Ziotkowski H, Markiewicz W, Jaroszewski JJ. (2014)
Prostaglandin E2 down-regulates the expression of CD25 on
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