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1. Imie i nazwisko.
Hubert Zidtkowski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajacego

stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

05/04/2009 e Tytul zawodowy: lekarz weterynarii,
e Wydzial i Uczelnia: Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
23/05/2014 e Dyplom/$§wiadectwo ukonczenia studiow doktoranckich,

e Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych w dyscyplinie weterynaria,

e Promotor: prof. dr hab. Jerzy Jaroszewski,

e Recenzenci pracy doktorskiej: prof. dr hab. Andrzej Koncicki, prof. dr hab.
Cezary Kowalski

e Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wphyw pokarmu i jonow metali na wchianianie
z przewodu pokarmowego i farmakokinetyke oksytetracykliny u kurczqt
brojlerow”

e Jednostka nadajaca stopien naukowy: Wydzial Medycyny Weterynaryjne;j,

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

01/10/2009 — Stanowisko: doktorant

30/09/2014 Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

01/10/2012 — Stanowisko: asystent

30/09/2014 Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

15/11/2013 - Stanowisko: technolog

31/12/2015 Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

01/09/2014 do Stanowisko: adiunkt

chwili obecnej Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydzialt Medycyny Weterynaryjne;j,

Uniwersytet Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.
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4. Omowienie osiaggniec, 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 p6zn. zm.).

4.1. Osiagniecie, o ktéorym 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 pdézn. zm.), tj.

osiagniecie stanowigce cykl publikacji powiazanych tematycznie pod wspélnym tytulem:

Znaczenie transporterow wyplywowych P-gp/BCRP oraz procesow pierwszego
przejscia w farmakokinetyce tetracyklin: od nieselektywnej modulacji do oceny

wplywu substancji pomocniczych

4.1.1. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia wraz z informacja o wkladzie
wnioskodawcy w prowadzaniu badan naukowych opisanych w poszczegdélnych
publikacjach, jak i w powstaniu tych publikacji.

Cykl publikacji stanowigcych zglaszane osiagniecie obejmuje 3 oryginalne artykuly naukowe
opublikowane w latach 2023-2026 w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports:

[1] Ziotkowski H.* (2023). Bioavailability of tetracyclines is substantially increased by
administration of cyclosporine A, a non-specific efflux-pump blocker. Drug Metabolism and
Pharmacokinetics; 50:100493. DOI: 10.1016/j.dmpk.2023.100493
IF2023: 2,7; punktacja MNiSW: 70 pkt.; liczba cytowan: WoS:9

Ninigjszym o$wiadczam, ze mdj wklad w powstanie osiggnig¢ naukowych opisanych w w/w

publikacji, jak i w jej powstanie polegat na:

R/

« opracowaniu koncepcji badan oraz zaplanowaniu doswiadczenia,

*,

>

)

» pozyskiwaniu materiatu badawczego oraz wykonywaniu oznaczen laboratoryjnych,

L)

DS

» przeprowadzeniu analizy farmakokinetycznej, statystycznej oraz interpretacji uzyskanych

wynikow,

+» sformutowaniu wnioskow oraz opracowaniu manuskryptu publikacji.

[2] Ziotkowski H.* (2026). P-gp/BCRP efflux and intestinal metabolism limit tigecycline exposure:
effects of elacridar and voriconazole in mice. Drug Metabolism and Disposition; 54:100213.
DOI: 10.1016/j.dmd.2025.100213
IF2024: 4,0; punktacja MNiSW: 100 pkt; liczba cytowan: WoS:1

Ninigjszym o$wiadczam, ze médj wklad w powstanie osiggnig¢ naukowych opisanych w w/w

publikacji, jak i w jej powstanie polegat na:

R/

+» opracowaniu koncepcji badan oraz zaplanowaniu doSwiadczenia,

L)

*

*,

*,

» pozyskiwaniu materialu badawczego oraz wykonywaniu oznaczen laboratoryjnych,

X3

8

przeprowadzeniu analizy farmakokinetycznej, statystycznej oraz interpretacji uzyskanych
wynikow,

+ sformutowaniu wnioskdw oraz opracowaniu manuskryptu publikacji.
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[3] Zioétkowski H*, Szteyn K, Jedrzkiewicz D, Rasinski B, Jaroszewski J. (2023). Tigecycline
Absorption Improved by Selected Excipients. Pharmaceuticals (Basel);16(8):1111. DOI:
10.3390/ph16081111
1F2023: 4,3; punktacja MNiSW: 140 pkt. liczba cytowan: WoS:3

Ninigjszym o$wiadczam, ze mdj wklad w powstanie osiggnig¢ naukowych opisanych w w/w

publikacji, jak i w jej powstanie polegal na:

+ opracowaniu koncepcji badan oraz zaplanowaniu do§wiadczenia,

¢ pozyskiwaniu materiatu badawczego oraz wykonywaniu oznaczen laboratoryjnych,

% przeprowadzeniu analizy farmakokinetycznej, statystycznej oraz interpretacji uzyskanych
wynikow,

+ sformutowaniu wnioskéw oraz opracowaniu manuskryptu publikacji,

*autor korespondencyjny.

Wartos¢ wazniejszych parametréw bibliometrycznych przedmiotowego cyklu publikacji:
+ Laczna liczba punktéw MNISW (wedlug wykazu listy czasopism punktowanych z dn.
5.01.2024): 310

Sumaryczny IF na dzien sktadania wniosku: 11

X3

8

X3

8

Sumaryczna liczba cytowan wedlug bazy WoS: 13

4. 1. 2. Omodwienie osiagniecia
4.1.2.1. Gléwny przedmiot badan

Przedmiotem niniejszych badan byly mechanizmy regulujace farmakokinetyke tetracyklin, w
szczegolnosci  zachodzace na etapie wchlaniania, dystrybucji 1 eliminacji, zwiazane z
przemieszczaniem si¢ tych zwigzkow przez bariery komoérkowe oraz potencjalng aktywna kontrola
tego przenikania przez wyspecjalizowane systemy transportowe. W badaniach stanowiacych niniejsze
osiaggnigcie przyjeto zatozenie, ze obserwowana, utrzymujgca si¢ pomimo podobienstwa
strukturalnego zwigzkow, zmienno$¢ dostepnosci biologicznej i dystrybucji tetracyklin nie musi by¢
wylacznie konsekwencja ich wlasciwoséci fizykochemicznych 1 dyfuzji biernej, lecz moze
odzwierciedla¢ dziatanie wspdlnego, regulacyjnego mechanizmu transportowego. Weryfikacja tej
hipotezy wymagata jej funkcjonalnej oceny w warunkach in vivo oraz rozdzielenia udziatlu transportu
wyplywowego i metabolizmu w ksztattowaniu ekspozycji ogolnoustrojowej i tkankowej wybranych
tetracyklin. W tym celu zastosowano kontrolowang modulacje tych proceséw z wykorzystaniem
farmakologicznych modulatorow aktywnosci transporterow i metabolizmu oraz wybranych substancji
pomocniczych wptywajacych na funkcj¢ bariery jelitowej. Takie podejscie umozliwito identyfikacje
potencjalnego udzialu transporteréw wyplywowych w farmakokinetyce tetracyklin oraz oceng
podatnosci tych mechanizméw na celowg modyfikacje, prowadzac do opracowania i
eksperymentalnej weryfikacji funkcjonalnego modelu regulacji farmakokinetyki tetracyklin.
4.1.2.2. Wprowadzenie i cele badawcze

Tetracykliny nalezag obecnie do jednych z najczgsciej stosowanych chemioterapeutykow
przeciwdrobnoustrojowych zaréwno w medycynie czlowieka, jak i weterynaryjnej [Semenovas et al.
2025]. Wynika to z ich szerokiego spektrum dziatania, wysokiej skuteczno$ci oraz mozliwosci

stosunkowo taniego i wydajnego pozyskiwania tych zwigzkow na skale przemystowa [Chopra and
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Roberts 2001]. W ostatnich latach obserwuje si¢ intensywny rozwoj metod syntezy zarowno
klasycznych tetracyklin, jak i ich nowych analogdéw, co stanowi istotny postep w chemii tych
substancji. Zainteresowanie to jest w duzej mierze nastgpstwem prac prezentujacych innowacyjne
strategie syntezy tetracyklin i pochodnych opartych na ich szkielecie [Charest et al., 2005; Brubaker
et al., 2007; Sun et al., 2017], ale takze z rosngcego problemu lekoopornosci notowanej w ostatnich
latach. Postep w chemii tetracyklin stworzyl tym samym warunki do istotnego poszerzenia ich
zastosowan klinicznych, jednocze$nie ujawniajgc potrzebg lepszego zrozumienia mechanizmow
determinujacych ich los w organizmie.

W ostatnich dekadach wykazano, ze tetracykliny charakteryzuja si¢ szerokim potencjalem
terapeutycznym, obejmujacym nie tylko leczenie zakazen bakteryjnych, lecz takze dziatanie
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne i przeciwgrzybicze [Breinholt et al. 1997; Henehan et al.
2017; Sun et al. 2019]. Rosnace zainteresowanie tg grupa zwigzkéw doprowadzito do syntezy wielu
nowych pochodnych, sposrod ktérych czes¢ — m.in. fluorocykliny, pentacykliny, azatetracykliny i
aminometylocykliny — osiagneta etap badan klinicznych, a niektore zostaly wprowadzone do praktyki
klinicznej (np. erawacyklina, omadacyklina, sarecyklina).

Rownolegle z rozszerzaniem spektrum terapeutycznego tetracyklin coraz wyrazniej ujawnialy
si¢ jednak ograniczenia wynikajace nie z ich aktywnos$ci biologicznej, lecz z wlasciwosci
farmakokinetycznych, ktore w wielu przypadkach determinujg skuteczno$¢ kliniczng i
bezpieczenstwo terapii. Pomimo wieloletnich badan farmakokinetyka tetracyklin pozostaje obszarem
o wysokiej zlozonosci, wynikajacej miedzy innymi z faktu, ze niewielkie rdéznice strukturalne
pomiedzy poszczegélnymi tetracyklinami przekladaja si¢ na znaczaco odmienne wilasciwosci
farmakokinetyczne, obejmujace wchianianie, dystrybucj¢, metabolizm oraz eliminacj¢ [Klein and
Cunha 1995; Zhanel et al. 2004; Ziotkowski et al. 2020]. Stopien wchtaniania jest wysoce
zroéznicowany i zalezy zaro6wno od rodzaju tetracykliny, jak i gatunku zwierzecia. Zakres dostepnosci
biologiczne;j tetracyklin jest wyjatkowo szeroki — od wartosci ponizej 1% w przypadku meklocykliny
i tygecykliny, poprzez niskg i zmienng biodostgpnos¢ chlorotetracykliny oraz oksytetracykliny, az do
warto$ci przekraczajacych 50% dla doksycykliny i niemal catkowitej absorpcji minocykliny u ludzi.
Roéznice te utrzymuja si¢ réwniez pomiedzy gatunkami zwierzat, nawet przy maksymalnym
ograniczeniu znanych czynnikdw wplywajacych na wchlanianie tetracyklin [Gattini i Renzini 1972;
Chin and Lach 1975; Klein and Cunha 1995; Riviere and Lees 2003; Zhanel et al. 2004; Jasiecka-
Mikotajczyk et al. 2018; Ziotkowski et al. 2020]. Tak znaczna zmienno$¢ wskazuje, ze wlasciwosci
fizykochemiczne czgsteczek nie stanowig jedynego czynnika determinujacego dostepnos¢ biologiczng
tetracyklin. Czasteczki tetracyklin charakteryzujg si¢ ograniczong lipofilno$cia, wysoka polarnoscia
oraz masg czasteczkowg przekraczajaca 400 Da. W warunkach fizjologicznych wystepuja gtdéwnie w
formie jonéw obojnaczych, podczas gdy frakcja niezdysocjowana stanowi niewielki odsetek. W
oparciu o te wlasciwosci mozna byloby oczekiwac wzglednie zblizonego stopnia dyfuzji przez bariery
biologiczne, a tym samym podobnych parametréw wchtaniania i dystrybucji.

Po przedostaniu si¢ do krazenia tetracykliny wykazuja szeroka dystrybucj¢ tkankowa,
zroznicowang pod wzgledem stopnia wigzania z biatkami osocza oraz wartosci objetosci dystrybucji.
Pomimo znacznej ekspozycji ogdlnoustrojowej ich penetracja do wyspecjalizowanych
kompartmentéw chronionych, takich jak osrodkowy uktad nerwowy czy struktury oka, pozostaje
ograniczona [Rodvold et al. 2006; Milane et al. 2007; Munyeza et al. 2016; Grada et al. 2022].
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Zjawisko to sugeruje, ze poza dyfuzja bierng w regulacji rozmieszczenia tetracyklin moga
uczestniczy¢ aktywne mechanizmy transportowe.

Metabolizm tetracyklin w dostepnych badaniach opisywany jest jako proces o zréznicowanym i
zwykle ograniczonym znaczeniu ilosciowym, jednak zaréwno watroba, jak i nabtonek jelitowy
stanowig potencjalne miejsca ich biotransformacji oraz regulacji transportu przez btony komorkowe
[Kelly and Buyske 1960; Eisner and Wulf 1963; Kelly and Kanegis 1967; Riond et al. 1989;
Hoffmann et al. 2007]. Eliminacja zachodzi gléwnie droga nerkowa oraz poprzez wydzielanie do
z0tci, z mozliwym udziatem krazenia watrobowo-jelitowego [Kelly and Buyske 1960; Barza et al.
1975; Anadon 1985; Dyer 1988, 1989; Serrano et al. 1999, Hoffmann et al. 2007].

Klasyczne ujecie transportu tetracyklin zaklada dominujaca role dyfuzji biernej w
przemieszczaniu si¢ tych lekow przez blony biologiczne [Hessl and Stamey 1971; Mortimer and
Piddock 1993]. Dostepne dane wskazuja jednak, ze farmakokinetyka tetracyklin wykazuje znaczne
zroznicowanie [Gattini i Renzini 1972; Chin and Lach 1975; Klein and Cunha 1995; Nielsen and
Gyrd-Hansen 1996; Ziotkowski et al. 2020], co nie znajduje pelnego wyjasnienia w klasycznym
modelu dyfuzji biernej i sugeruje udziat innych mechanizméw. W konsekwencji zasadne bylo
zweryfikowanie, czy w regulacji dostgpnosci biologicznej tetracyklin, ich dystrybucji do
kompartmentéw chronionych oraz, w okreslonym zakresie eliminacji, uczestniczg, procesy zalezne od
biatek transportujacych, w szczegolnosci systemow transportu wyptywowego (np. glikoproteinie P, P-
gp; biatku opornosci raka piersi, BCRP). Takie ujecie nie zaktada odrzucenia modelu dyfuzji biernej,
lecz traktuje go jako element szerszego mechanizmu regulacyjnego, w ktorym transport czynny moze
modulowa¢ efekty dyfuzji i wptywac na farmakokinetyke tetracyklin na poziomie catego organizmu.
Biorac powyzsze pod uwage zasadnicza luka poznawczg pozostawal brak funkcjonalnego
rozdzielenia oraz integracyjnego ujecia procesow transportowych, metabolicznych i eliminacyjnych,
ktore pozwolitoby okresli¢, czy obserwowana zmienno$¢ farmakokinetyczna tetracyklin
odzwierciedla dzialanie wspolnego mechanizmu regulacyjnego zwigzanego z aktywnym transportem
przez bariery biologiczne. Te¢ logike badawcza uporzadkowano w trzech kolejnych celach,
odpowiadajacych nastepujacym etapom: 1) nieselektywnej modulacji transporterow btonowych,
metabolizmu i procesow eliminacyjnych w odniesieniu do szeSciu tetracyklin; 2) selektywnego
rozdzielenia udziatlu transportu wyptywowego, metabolizmu i eliminacji w modelu tetracyklin stabo
wchtanianych; 3) oceny mozliwosci modulacji bariery jelitowej przy uzyciu wybranych substancji
pomocniczych w tym samym modelu.

Cel nr 1 — Ocena znaczenia nieselektywnej modulacji transportu wyplywowego, metabolizmu i
eliminacji w ksztaltowaniu farmakokinetyki tetracyklin in vivo.

W $wietle przedstawionych danych zasadne stato si¢ podjecie proby ustalenia, w jakim stopniu
farmakokinetyke tetracyklin — a zwlaszcza proces ich wchlaniania z przewodu pokarmowego — mozna
modulowa¢ poprzez zastosowanie nieselektywnego inhibitora transporterow blonowych i
metabolizmu pierwszego przejscia, jakim jest cyklosporyna A. Zalozenie to wynikato z obserwacji, ze
pomimo podobienstwa strukturalnego tetracykliny wykazuja silnie zréznicowane wartosci
dostepnosci biologicznej, ktorych nie mozna w pelni wyjasni¢ znanymi interakcjami zachodzacymi w
przewodzie pokarmowym ani prostym modelem dyfuzji biernej [Ziotkowski et al. 2020]. W tym

konteks$cie uzasadnione stato si¢ sprawdzenie, czy zastosowanie zwigzku wplywajacego jednoczesnie
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na aktywno$¢ transporterow wyplywowych oraz na procesy metaboliczne moze w sposoéb mierzalny

zmienia¢ dostepno$¢ biologiczng i ekspozycje ogdlnoustrojowa tetracyklin po podaniu doustnym.

W toku badan przyjeto, ze wchlanianie tetracyklin nie jest zjawiskiem determinowanym
wylacznie przez ich wilasciwos$ci fizykochemiczne, lecz moze podlega¢ regulacji przez procesy
aktywne zachodzace na poziomie bariery jelitowej. W zwigzku z tym zaplanowano nie tylko ocen¢
efektu cyklosporyny A po podaniu doustnym, lecz rdwniez analize poroéwnawcza jej wpltywu po
podaniu doustnym i dozylnym na parametry farmakokinetyczne badanych tetracyklin. Takie podejscie
pozwolito rozdzieli¢ udziat procesow zachodzacych na poziomie jelita od proceséw eliminacyjnych,
obejmujace klirens nerkowy, wydzielanie watrobowe oraz metabolizm.

W S$wietle przedstawionych danych literaturowych oraz wynikéw wcze$niejszych badan
wiasnych [Ziotkowski et al. 2020] uzasadnione byto przeprowadzenie analizy, ktora pozwalataby na
catoSciowa ocene¢ podatnosci farmakokinetyki tetracyklin na modulacje aktywnych procesow
regulujacych ich losy ustrojowe. Z tego wzgledu w pierwszym etapie badan przyjeto strategie oparta
na nieselektywnej modulacji kluczowych proceséw aktywnych, obejmujacych transport wyptywowy,
metabolizm oraz funkcje¢ narzadow eliminujacych, traktujac ja jako narzgdzie umozliwiajace globalng
ocen¢ znaczenia tych mechanizméw dla farmakokinetyki tetracyklin. Takie podejscie, cho¢ z
zatozenia nieselektywne, pozwala na uchwycenie skali i kierunku zmian farmakokinetycznych w
warunkach jednoczesnej ingerencji w gltowne szlaki regulacyjne, stanowigc punkt wyjscia do
dalszych, bardziej precyzyjnych analiz realizowanych w kolejnych etapach pracy. Na tej podstawie
przyjeto nastgpujace hipotezy badawcze:

+* Wochlanianie tetracyklin z przewodu pokarmowego moze ulega¢ modyfikacji po zastosowaniu
nieselektywnego inhibitora transporteréw wyptywowych i metabolizmu pierwszego przejscia,
przy czym zasadniczy komponent tej modyfikacji moze ujawnia¢ si¢ na poziomie bariery
jelitowe;.

s W ksztaltowaniu farmakokinetyki tetracyklin procesy eliminacji i metabolizmu mogg mied

charakter wtorny wobec regulacji zachodzacej na etapie ich wchianiania.

Na podstawie sformutowanego celu oraz przyjetych hipotez badawczych, wyznaczono nastepujace

zadania badawcze:

Zadanie badawcze 1:  Ocena wplywu nieselektywnej modulacji transportu  wypltywowego,
metabolizmu i eliminacji, z zastosowaniem cyklosporyny A, na dostgpnos¢
biologiczng oraz wybrane parametry farmakokinetyczne wybranych
tetracyklin po podaniu doustnym.

Zadanie badawcze 2: Ocena wplywu drogi podania cyklosporyny A na farmakokinetyke
wybranych tetracyklin w celu rozrdznienia efektow zachodzacych na
poziomie wchianiania z jelit oraz na poziomie metabolizmu i eliminacji.

Cel nr 2 — ocena znaczenia transporterow P-gp i BCRP oraz proceséw metabolicznych w

regulacji farmakokinetyki tygecykliny in vivo.

Istotnym argumentem wspierajagcym przedstawione wczeSniej hipotezy dotyczace
mechanizméw regulujagcych wchlanianie tetracyklin jest obecno$¢ analogicznych systemow
transportowych u bakterii, w ktorych funkcjonujg bialkowe transportery blonowe zawierajace domene
ABC (ATP binding casette), odpowiedzialne za usuwanie lekow poza komorke [Speer et al. 1992;
Fath and Kolter 1993; Dawson and Locher 2006]. Mechanizm ten stanowi podstaw¢ jednego z

-7-



Autoreferat | Hubert Ziotkowski

najwazniejszych procesow warunkujacych lekooporno§¢ drobnoustrojow, bedacego obecnie
narastajagcym problemem klinicznym i epidemiologicznym. Dane literaturowe wskazuja, ze glownym
mechanizmem oporno$ci bakterii wobec tetracyklin jest ich czynne wypompowywanie z komorki,
realizowane przez systemy pomp wyptywowych [Chopra and Roberts 2001; Thaker et al. 2010].
Systemy te naleza do konserwatywnej rodziny transporteréw ABC, ktorych homologiczne formy
wystepuja zarowno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych [Van Bambeke et al.
2003a,b]. Jednocze$nie wyniki nielicznych badan sugeruja, ze tetracykliny moga wykazywaé
powinowactwo do transporterow wyplywowych w komodrkach eukariotycznych, cho¢ zakres i
znaczenie tego zjawiska nie zostaty dotychczas jednoznacznie okreslone [Grandi and Giuliani 1988;
Kavallaris et al. 1993; Schrickx and Fink-Gremmels 2007].

Systemy transporteréw wyplywowych tworza rozbudowang rodzing biatek blonowych,
obejmujaca obecnie 49 znanych transporterow ABC [Van Bambeke et al. 2003a], a takze ich liczne
odpowiedniki w komoérkach prokariotycznych [Van Bambeke et al. 2003b]. Ich kluczowa funkcja jest
czynne usuwanie ksenobiotykow z komoérki dzigki obecnosci zachowanej domeny wiazacej ATP,
umozliwiajacej transport substancji wbrew gradientowi stezen [Borst and Elferink 2002; Pefia-
Soldrzano et al. 2017]. Sposrod transporteréw biorgcych udzial w mechanizmach obronnych komorki
szczegblne znaczenie przypisuje si¢ P-gp (ABCBI1) oraz BCRP (ABCG2). Zlokalizowane w
zewnetrzne] warstwie btony komodrkowej (np. w enterocytach czy hepatocytach), moga one
ogranicza¢ dostgpno$¢ biologiczng licznych lekow po podaniu doustnym, obnizajac ich stezenie we
krwi i tkankach, co wplywa zarowno na toksyczno$¢ ksenobiotykow, jak i skuteczno$¢ dziatania
wielu substancji terapeutycznych [Jedlitschky et al. 2006].

Wysoka ekspresje P-gp obserwuje si¢ w komorkach tworzacych kluczowe bariery biologiczne,
takie jak bariera jelitowa, bariera krew—modzg oraz bariera krew—oko [Borst and Elferink 2002;
Shinkel and Jonker 2003; Nau et al. 2010; Pefia-Soldérzano et al. 2017; Kroll et al. 2020]. W jelicie P-
gp zlokalizowana jest w apikalnej czesci btony enterocytéw, gdzie moze skutecznie kierowaé swoje
substraty z powrotem do swiatta przewodu pokarmowego. W watrobie natomiast biatko to wystepuje
w blonach hepatocytow tworzacych kanaliki zétciowe, uczestniczac w procesach wydzielania do
zo6kci. Drugim istotnym transporterem obecnym w barierach biologicznych jest BCRP — péttransporter
zawierajacy pojedyncza domene wiazaca nukleotyd oraz pojedyncza domeng transbtonowa, ktorego
ckspresje stwierdzono m.in. w ‘tozysku, jelicie, mozgu oraz innych narzadach istotnych dla
dystrybucji ksenobiotykow [Pena-Solorzano et al. 2017]. Podobnie jak P-gp, BCRP zlokalizowany
jest w zewnetrznych domenach komorek barierowych 1 uczestniczy zar6wno w ograniczaniu
wchianiania substancji z jelita, jak i w nasilaniu ich klirensu watrobowo-zolciowego oraz
wspottworzeniu barier: tozyskowej, krew—modzg i krew—jadro [Shinkel and Jonker 2003; Nau et al.
2010; Pena-Solorzano et al. 2017; Kroll et al. 2020].

W $wietle danych wskazujacych na skuteczne usuwanie tetracyklin z komoérek bakteryjnych
oraz doniesien sugerujacych mozliwe oddzialywanie wybranych tetracyklin z P-gp w komorkach
eukariotycznych [Grandi and Giuliani 1988; Kavallaris et al. 1993; Schrickx and Fink-Gremmels
2007], zasadne stalo si¢ postawienie pytania, czy analogiczne mechanizmy transportowe moga
regulowaé rowniez ich dostgpnos$¢ biologiczng i dystrybucje w organizmie ssakow. Hipoteza ta
nabiera szczegoélnego znaczenia w odniesieniu do tetracyklin o niskiej przyswajalnosci i ograniczonej

penetracji do osrodkowego uktadu nerwowego (takich jak chociazby tygecyklina), w przypadku
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ktorych udzial aktywnego transportu wyplywowego moglby stanowi¢ czynnik ograniczajacy
ekspozycje ogdlnoustrojows i tkankowa. Weryfikacja tej hipotezy wymagata zastosowania podejscia
eksperymentalnego umozliwiajacego selektywna modulacje aktywnosci transporteréw wypltywowych
in vivo, czego nie mozna bylo osiggnaé przy uzyciu nieselektywnego inhibitora, jakim jest
cyklosporyna A. W zwiagzku z tym podjeto probg oceny udzialu transporteréw wyptywowych w
farmakokinetyce tygecykliny poprzez jej podawanie w skojarzeniu z elakridarem — selektywnym
inhibitorem P-gp i BCRP [Liu et al. 2014]. Postgpowanie to umozliwito ocen¢ znaczenia
transporterow wyptywowych dla parametrow farmakokinetycznych tygecykliny po podaniu
dootrzewnowym i doustnym.

Z uwagi na doniesienia wskazujace, ze dystrybucja substratow transporterow wyptywowych
moze rozni¢ si¢ pomigdzy liniami genetycznymi zwierzat doswiadczalnych, badania przeprowadzono
z wykorzystaniem odmiennych wariantéw genetycznych myszy, co pozwolilo oceni¢, czy
obserwowane zjawiska majg charakter uniwersalny i nie sg zalezne od specyficznych uwarunkowan
genetycznych. Dodatkowo przeanalizowano relacje migdzy parametrami osoczowymi i moézgowymi
tygecykliny przy zastosowaniu dawek pojedynczych i podwodjnych, co umozliwito oceng zalezno$ci
pomiedzy ekspozycja ogdlnoustrojowa a dystrybucja do osrodkowego uktadu nerwowego.

Roéwnolegle, w celu rozdzielenia wptywu transporterow wyptywowych od procesow
metabolicznych, zastosowano worykonazol, ktdéry w przeciwienstwie do cyklosporyny A, jest
inhibitorem enzymoéw metabolicznych niewpltywajacym na aktywnos$¢ transporterow wyplywowych
[Jeong et al. 2009; Lempers et al. 2016]. Podanie worykonazolu zar6wno dootrzewnowo, jak i
doustnie pozwolito oszacowa¢ wzgledne znaczenie metabolizmu jelitowego i watrobowego w
regulacji farmakokinetyki tygecykliny. Zastosowanie odrebnych, selektywnych modulatorow dla
transporterow wyplywowych i metabolizmu umozliwito bardziej jednoznaczne rozdzielenie obu
procesow, stanowigc logiczne rozszerzenie 1 poglgbienie zagadnien podjetych w ramach pierwszego
celu badan. Na tej podstawie przyjeto nastepujace hipotezy badawcze:

% Transportery P-gp i BCRP regulujg farmakokinetyke tygecykliny poprzez ograniczanie jej
dostepnosci biologicznej oraz modulowanie dystrybucji, w tym dystrybucji do moézgu, a ich
selektywne hamowanie prowadzi do mierzalnych zmian ekspozycji ogdlnoustrojowej i
mozgowe;j.
% Metabolizm tygecykliny moze stanowi¢ niezalezny od transporterow wyplywowych czynnik
regulujacy jej farmakokinetyke.
% Obserwowane mechanizmy moga mie¢ charakter uniwersalny pomigdzy ré6znymi wariantami
genetycznymi modelu zwierzgcego.
Na podstawie sformutowanego celu oraz przyjetych hipotez badawczych, wyznaczono nastgpujgce
zadania badawcze:
Zadanie badawcze 3: Ocena wptywu selektywnej inhibicji P-gp i BCRP na farmakokinetyke
tygecykliny po podaniu doustnym i dootrzewnowym.
Zadanie badawcze 4: Analiza zalezno$ci miedzy ekspozycja osoczowa a dystrybucja tygecykliny
do moézgu z uwzglednieniem réznic miedzy wariantami genetycznymi

zwierzat do§wiadczalnych.
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Zadanie badawcze 5: Ocena udzialu metabolizmu jelitowego i watrobowego w regulacji
farmakokinetyki tygecykliny z zastosowaniem selektywnej modulacji
enzymow metabolicznych.

Cel nr 3 — Ocena mozliwosci modulacji dostepno$ci biologicznej tygecykliny za pomoca

wybranych substancji pomocniczych oddzialujacych na bariere jelitowa.

Wigkszos¢ lekow przeznaczonych do podawania doustnego zawiera substancje pomocnicze,
ktore zapewniaja prawidtowe podanie preparatu, utatwiaja proces technologiczny, zwigkszaja
stabilno$¢ formulacji oraz modyfikuja jej wtasciwosci fizykochemiczne. Do substancji pomocniczych
stosowanych w formulacjach doustnych i/lub iniekcyjnych naleza m.in. modyfikatory pH,
rozpuszczalne w wodzie rozpuszczalniki organiczne, oleje, surfaktanty, nierozpuszczalne w wodzie
rozpuszczalniki organiczne, triglicerydy o $redniej i dlugiej dlugosci tancucha, cyklodekstryny oraz
fosfolipidy [Strickley 2004]. Cho¢ tradycyjnie traktowane s3 one jako sktadniki o charakterze
technologicznym, coraz liczniejsze doniesienia wskazujg, ze moga wchodzi¢ w interakcje z substancja
czynna, wptywajac na jej wchtanianie i dostepnos¢ biologiczng [Jackson et al. 2000; Strickley 2004].
Powyzsze wlasciwosci dotyczag m.in. takich zwiazkéw jak trimetylochitozan, kaprylan sodu,
deoksycholan sodu, bursztynian tokoferolu z glikolem polietylenowym (TPGS) oraz pochodne B-
cyklodekstryny [Dintaman and Silverman 1999; Lo and Huang 2000; Arima et al. 2001; Zare et al.
2018; Nguyen et al. 2021]. Wykazano ponadto, Ze niektore substancje pomocnicze mogg oddziatywac
z transporterami biatkowymi, w tym z transporterami wyptywowymi [Bittner et al. 2002], lub
wplywaé na integralno$¢ polgczen migdzykomorkowych, takich jak potaczenia Sciste [Ward et al.
2000]. Mechanizmy tych interakcji nie zostaty dotychczas w pelni poznane i majg charakter
wielokierunkowy, obejmujac zarowno wplyw na elementy bariery jelitowej, jak i1 interakcje o
charakterze chemicznym.

Pomimo stosowania substancji pomocniczych w produktach leczniczych zawierajacych
tetracykliny (np. hydroksypropylocelulozy w preparatach z doksycyklina), w dostepnej literaturze
brak jest informacji dotyczacych ich wplywu na dostgpnos¢ biologiczng tetracyklin z przewodu
pokarmowego, nawet w przypadku preparatéw komercyjnych, w ktorych substancje pomocnicze
stanowig integralny sktadnik formulacji. Luka ta jest szczegoélnie istotna w odniesieniu do tetracyklin
charakteryzujacych si¢ bardzo niska dostgpnoscia biologiczng po podaniu doustnym. Jednocze$nie
wiadomo, ze farmakokinetyka tetracyklin wykazuje znaczng zmienno$¢, a ich wchianianie i
dystrybucja nie zawsze koreluja z witasciwosciami fizykochemicznymi, takimi jak lipofilnos¢. W
swietle wczesniejszych badan wskazujacych na istotng rolg transporterow wyptywowych w regulacji
dostepnosci biologicznej tetracyklin, zwlaszcza na poziomie nabtonka jelitowego, zasadne stato sig
réwniez rozwazenie, czy wybrane substancje pomocnicze takie jak trimetylochitozan, kaprylan sodu,
deoksycholan sodu, TPGS oraz pochodne B-cyklodekstryny moga modulowaé te same mechanizmy
regulacyjne. Otwiera to mozliwos$¢ traktowania substancji pomocniczych nie tylko jako sktadnikow
technologicznych, lecz takze jako potencjalnych modulatoréw bariery jelitowe;.

Substancje pomocnicze stosowane w przemysle farmaceutycznym stanowig w tym kontekscie
interesujgce narzedzie badawcze, poniewaz wiele z nich moze modyfikowa¢ wchianianie lekow
poprzez rézne mechanizmy, przy czym wspolng cechg analizowanych w niniejszych badaniach
substancji pozostaje ich potencjalny wplyw na aktywnos$¢ P-gp. Z tego wzgledu bariera jelitowa

stanowila kluczowy obszar przedmiotowych badan niniejszego osiggnigcia, poniewaz to na jej
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poziomie dochodzi do pierwszego i czgsto decydujacego etapu regulacji dostepnosci biologicznej
lekéw podawanych doustnie.

W nawigzaniu do zatozen dwoch poprzednich celow, tygecyklina zostala w tym etapie
potraktowana jako zwigzek modelowy reprezentujacy tetracykliny stabo wchianiane, umozliwiajacy
oceng, czy modulacja bariery jelitowej przez wybrane substancje pomocnicze moze stanowic
uzyteczne podejscie do modyfikacji wchlaniania tej grupy lekéw. Na tej podstawie przyjeto
nastepujacag hipotezg¢ badawcza:

+» Dostepnos$¢ biologiczna tygecykliny po podaniu doustnym moze by¢ modulowana przez
wybrane substancje pomocnicze, ktore poprzez oddziatywanie w obrgbie bariery jelitowej, w
tym wplyw na transportery wyplywowe, moga zwickszaé frakcje dawki przenikajacy przez
nabtonek przewodu pokarmowego, bez istotnej modyfikacji dalszych etapow losow
ustrojowych leku.
Na podstawie sformulowanego celu oraz przyjetej hipotezy badawczej, wyznaczono nastgpujace
zadanie badawcze:
Zadanie badawcze 6: Ocena wplywu wybranych substancji pomocniczych na dostgpnos¢
biologiczna oraz wybrane parametry farmakokinetyczne tygecykliny po
podaniu doustnym.

4. 1. 2.3. Material i metody
Uklad doswiadczenia:
Doswiadczenie 1

Badania przeprowadzono na 192 zdrowych, czterotygodniowych kurczetach brojlerach (Ross),
ktore po tygodniowym okresie aklimatyzacji losowo przydzielono do grup dozylnych i doustnych
(n=8 w kazdej grupie). Dziesig¢ grup obejmowalo schematy z dozylnym podaniem tetracyklin, a
czternascie — z podaniem doustnym. Szesciu grupom podano poszczegolne tetracykliny dozylnie bez
cyklosporyny A w celu wyznaczenia klirensu catkowitego i objetosci dystrybucji, a kolejnym szesciu
— doustnie w celu okreslenia bezwzglednej dostepnosci biologicznej (figura 1). W nastepnych szesciu
grupach cyklosporyng A (50 mg/kg m.c.) podawano doustnie 45 minut przed doustnym podaniem
tetracyklin. Dodatkowo w trzech wariantach krzyzowych (z udziatem tygecykliny i oksytetracykliny)
cyklosporyng A podawano dozylnie lub doustnie przed dozylnym albo doustnym podaniem
tetracykliny, co pozwolitlo rozdzieli¢ wplyw modulacji jelitowej od zmian w eliminacji
ogolnoustrojowej (figura 1).

Tetracykliny stosowano w dawce 10 mg/kg m.c., dozylnie do zyly skrzydtowej lub doustnie
przez zglebnik do wola; cyklosporyng A — w dawce 50 mg/kg m.c., 45 minut przed tetracykling.
Pasze wstrzymywano na 6 godzin, a wode¢ na 1 godzine przed podaniem; dostep do nich przywracano
odpowiednio po 3 i 1 godzinie.

Probki krwi (0,4 ml) pobierano z zyly skrzydtowej przed podaniem leku (0 h), nastgpnie w
grupach dozylnych w 0,083 i 0,25 h, a w grupach doustnych w 0,16 1 0,32 h po podaniu, a nastgpnie
we wszystkich grupach w 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 36; 48; 72; 96 oraz 120 godzinie. Po

odwirowaniu osocze przechowywano w temperaturze —70°C do czasu oznaczen analitycznych.
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Figura 1. Ocena znaczenia nieselektywnej modulacji transportu wyplywowego, metabolizmu i
eliminacji w ksztaltowaniu farmakokinetyki tetracyklin in vivo. (PO — podanie doustne, IV —

podanie dozylne).

Doswiadczenie 2

Badania przeprowadzono na o$miotygodniowych myszach szczepu BALB/c (n=4) oraz
myszach typu dzikiego (n=4). Tygecykling podawano w dawce 10 mg/kg masy ciata (w jednej grupie
w dawce 20 mg/kg masy ciala), elakridar w dawce 100 mg/kg masy ciata, a worykonazol w dawce 40
mg/kg masy ciata. Leki podawano doustnie przez zgltebnik do zotadka lub dootrzewnowo w
zaleznos$ci od schematu do§wiadczalnego. Elakridar oraz worykonazol (w odpowiednich wariantach)
podawano 30 minut przed tygecykling. Pasz¢ wstrzymywano na 6 godzin przed podaniem tygecykliny
i przywracano po 3 godzinach; dostep do wody ograniczano od 1 godziny przed do 1 godziny po
podaniu leku. W pierwszej serii doswiadczen, przeprowadzonej na myszach szczepu BALB/c,
analizowano cztery schematy: dootrzewnowe podanie tygecykliny, dootrzewnowe podanie
tygecykliny poprzedzone doustnym podaniem elakridaru, doustne podanie tygecykliny oraz doustne
podanie tygecykliny poprzedzone doustnym podaniem elakridaru (figura 2). Probki pobierano w
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zakresie od 0,25 do 24 godzin po podaniu w grupach dootrzewnowych oraz od 0,25 do 8 godzin w
grupach doustnych. W drugiej serii do$wiadczen, przeprowadzonej na myszach typu dzikiego,
zastosowano rozszerzony uktad obejmujacy osiem wariantow: dootrzewnowe podanie tygecykliny;
dootrzewnowe podanie tygecykliny poprzedzone doustnym podaniem elakridaru; dootrzewnowe
podanie podwojnej dawki tygecykliny; doustne podanie tygecykliny; doustne podanie tygecykliny
poprzedzone doustnym podaniem elakridaru; doustne podanie tygecykliny poprzedzone
dootrzewnowym podaniem worykonazolu; doustne podanie tygecykliny poprzedzone doustnym
podaniem worykonazolu; oraz doustne podanie tygecykliny poprzedzone jednoczesnym podaniem
elakridaru i worykonazolu (figura 2). Punkty czasowe obejmowaty zakres analogiczny do pierwszej
serii, z dodatkowym pobraniem w 36 godzinie w grupach dootrzewnowych oraz w 12 godzinie w
grupach doustnych.

W wyznaczonych punktach czasowych zwierzeta poddawano eutanazji, a nastepnie pobierano
okoto 1 ml krwi z zyly gléwnej dolnej do probowek z heparyna. Po odwirowaniu osocze
przechowywano w temperaturze —70°C do czasu oznaczen. Po pobraniu krwi mézg usuwano w
catosci, przeptukiwano zimnym roztworem soli fizjologicznej w celu usunigcia pozostatosci krwi,

osuszano i analizowano bezposrednio lub przechowywano w temperaturze —80°C do dalszych

oznaczen.
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Figura 2. Ocena znaczenia transporteréw P-gp i BCRP oraz proceséw metabolicznych w
regulacji farmakokinetyki tygecykliny in vivo. (PO — podanie doustne, IP — podanie

dootrzewnowe).

-13 -



Autoreferat | Hubert Ziotkowski

Doswiadczenie 3

Badania przeprowadzono na 64 zdrowych, czterotygodniowych kurczetach brojlerach (Ross),
ktore po tygodniowym okresie aklimatyzacji losowo przydzielono do jednej grupy z dozylnym
podaniem tygecykliny oraz siedmiu grup z podaniem doustnym (n=8 w kazdej grupie). Tygecykling
podawano w dawce 10 mg/kg masy ciata. Podanie dozylne umozliwiato wyznaczenie bezwzglednej
dostepnosci biologicznej, klirensu calkowitego oraz objetosci dystrybucji. W grupach doustnych
oceniano wpltyw wybranych substancji pomocniczych na wchlanianie tygecykliny (figura 3). W
szeSciu grupach tygecykling podawano jednoczesnie z jedng z nastepujacych substancji
pomocniczych: trimetylochitozanem, dimetylowang p-cyklodekstryng, hydroksypropylowana [3-
cyklodekstryna, TPGS, deoksycholanem sodu oraz kaprylanem sodu. Dawki substancji pomocniczych
dobrano na podstawie danych literaturowych oraz z uwzglednieniem ich profilu bezpieczenstwa i
odmienno$ci strukturalnej, tak aby zapewni¢ mozliwo$¢ wykrycia potencjalnego efektu
modulacyjnego przy zachowaniu bezpieczenstwa modelu doswiadczalnego. Substancje pomocnicze
rozpuszczano indywidualnie w wodzie w objetosci dostosowanej do masy ciata kazdego zwierzecia, a
nastgpniec dodawano odpowiednig dawke tygecykliny, zachowujac stala dawke przeliczong na
kilogram masy ciata. Paszg wstrzymywano na 6 godzin przed podaniem i przywracano po 3
godzinach; dostgp do wody ograniczano od 1 godziny przed do 1 godziny po podaniu preparatu. Leki
podawano doustnie przez zglebnik do wola lub dozylnie do zyty skrzydtowe;.

Probki krwi pobierano z zyly skrzydiowej przed podaniem leku, nastepnie w 0,083 i 0,25
godziny w grupie dozylnej oraz w kolejnych punktach czasowych wspolnych dla wszystkich grup:
0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 24; 36; 48 oraz 72 godziny po podaniu. Po odwirowaniu

osocze przechowywano w temperaturze —70°C do czasu oznaczen analitycznych.
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Figura 3. Ocena mozliwo$ci modulacji dostepnosci biologicznej tygecykliny za pomoca
wybranych substancji pomocniczych oddzialujacych na bariere jelitowa. (PO — podanie
doustne, IV — podanie dozylne).
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Analityka laboratoryjna, farmakokinetyczna i statystyczna w cyklu badan

We wszystkich trzech etapach badan stosowano autorskie metody analityczne z
wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowa spektrometrig
mas (HPLC-MS/MS oraz UPLC-MS/MS), rozwijane systematycznie w toku wieloletniej pracy z
tetracyklinami, co znajduje odzwierciedlenie w cyklu wczesniejszych publikacji [Ziotkowski et al.
2016a,b, 2019, 2020]. Procedury obejmowaly standaryzowane przygotowanie probek (precypitacja
biatek, ekstrakcja ciecz—ciecz, a w przypadku tkanki mézgowej — homogenizacja i ekstrakcja SPE), a
nastgpnie analize¢ chromatograficzng z detekcja MS/MS. Metody byly kazdorazowo walidowane
zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi w zakresie liniowosci, doktadnosci, precyzji, selektywnosci,
efektu matrycy oraz stabilno$ci analitow. W przypadku zmiany gatunku lub matrycy biologicznej
przeprowadzano re-walidacje, zapewniajac porownywalno$¢ i wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikow.
Szczegblowe parametry walidacyjne oraz dane kalibracyjne przedstawiono w publikacjach
zrodtowych 1 materiatach uzupehiajacych do poszczegélnych prac.

Spojnos¢ podejécia analitycznego w trzech kolejnych celach badan — przy jednoczesnym
dostosowaniu szczegotdw procedur do specyfiki modelu eksperymentalnego — stanowi element
ciaglo$ci warsztatu badawczego rozwijanego w obszarze analityki tetracyklin. Zapewnienie wysokiej
jakosci, selektywnosci i powtarzalnos$ci oznaczen st¢zeniowych bylo nie tylko warunkiem poprawnej
interpretacji farmakokinetycznej, lecz takze czynnikiem integrujacym caly cykl badan -
umozliwiajacym poréwnywanie uzyskanych wynikow pomigdzy modelami eksperymentalnymi oraz
stanowigcymi podstawe wiarygodnego modelowania mechanistycznego. W szczegdlnosci w
zadaniach badawczych realizowanych w ramach Celu 2 precyzja danych analitycznych byta kluczowa
dla zastosowania modeli bayesowskich, ktorych stabilno$¢ i trafno$¢ oszacowan zalezata
bezposrednio od jakosci danych wejsciowych.

W niniejszym cyklu badan zastosowano zréznicowane podej$cia analityczne, dostosowane do
charakteru projektu, schematu probkowania oraz celu mechanistycznego poszczegélnych etapow. W
zadaniach badawczych realizowanych w ramach Celu 1 oraz Celu 3 wykorzystano klasyczne
podejscie farmakokinetyczne oparte na analizie niekompartmentowej, uzupetnione — w przypadku
Celu 1 — analiza kompartmentowg. Parametry farmakokinetyczne wyznaczano z wykorzystaniem
oprogramowania ThothPro™ (Gdansk, Polska), wspotopracowanego w ramach projektu
finansowanego z NCBIiR (punkt 7.2). Oprogramowanie to umozliwia spdjng analize¢ danych
farmakokinetycznych w  modelach jedno- i dwukompartmentowych oraz w ujeciu
nickompartmentowym, przy zachowaniu przejrzystosci procedur obliczeniowych. Takie podejscie
bylo mozliwe dzigki konstrukcji eksperymentu, w ktéorym dla kazdego osobnika uzyskiwano petny
profil stezenie—czas, umozliwiajacy wyznaczenie kompletu parametrow farmakokinetycznych na
poziomie indywidualnym. Uzyskanie pelnych krzywych farmakokinetycznych na poziomie
osobniczym umozliwiato zastosowanie klasycznych metod obliczeniowych 1 bezposrednie
poréwnanie parametrOw pomiedzy grupami. W obu tych etapach projektu parametry
farmakokinetyczne obejmowaly m.in. pole pod krzywa stezenie—czas, stalg szybkosci eliminacji,
okres pottrwania, klirens calkowity oraz objeto$¢ dystrybucji, a w grupach doustnych dodatkowo statg
szybko$ci wchtaniania, $redni czas wchlaniania oraz okres pottrwania fazy wchtaniania. Roznice
dotyczyty natomiast sposobu prezentacji i analizy statystycznej danych. W opracowywaniu wynikow
w ramach realizacji Celu 1, zgodnie z charakterem danych o rozktadzie log-normalnym typowym dla
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parametréw farmakokinetycznych, stosowano transformacj¢ logarytmiczng oraz raportowano srednie
geometryczne wraz z geometrycznym odchyleniem standardowym. Podejscie to jest standardem w
analizie parametréw farmakokinetycznych i pozwala na wlasciwa interpretacjc danych o
asymetrycznym rozkladzie. Z kolei podczas opracowywania wynikéw w ramach realizacji Celu 3, ze
wzgledu na konstrukcje eksperymentu oraz jego porownawczy charakter, uzyskane dane
przedstawiano jako S$rednie arytmetyczne wraz z odchyleniem standardowym. Wybor ten miat
rowniez na celu petniejsze zobrazowanie skali zmiennosci biologicznej obserwowanej w badanych
grupach, ktora przy prezentacji w postaci $rednich geometrycznych moze by¢ wizualnie mniej
wyrazna, cho¢ pozostaje uwzgledniona w analizach opartych na transformacji logarytmicznej. Takie
podejscie pozwalato lepiej odda¢ rzeczywista amplitude odpowiedzi farmakokinetycznej w
warunkach modulacji bariery jelitowej przez substancje pomocnicze.

Odmienne podejscie zastosowano dla opracowania wynikow w ramach realizacji Celu 2,
ktorego konstrukcja metodologiczna wymagata niestandardowych rozwigzan. W badaniach tych
zastosowano schemat probkowania seryjnego (tzw. sparse sampling), w ktérym pojedyncze zwierzg
przypisane bylo do konkretnego punktu czasowego, co uniemozliwialo klasyczne wyznaczanie
parametréw farmakokinetycznych dla kazdego osobnika. W konsekwencji zastosowano bayesowskie
modele hierarchiczne, implementowane w $rodowisku R z wykorzystaniem pakietu rstanarm.
Podejscie to umozliwiato:

» pelng propagacje niepewnosci oszacowan,

» czeSciowe taczenie informacji pomiedzy grupami (partial pooling),

» stabilizacje estymacji przy ograniczone;j liczbie obserwacji,

» wyznaczanie rozkladow a posteriori dla parametrow farmakokinetycznych zamiast
punktowych estymatorow.

Parametry farmakokinetyczne obliczano na podstawie losowan z rozkltadow a posteriori, a
wyniki przedstawiano jako mediany wraz z 95% przedziatami wiarygodnosci (credible intervals).
Opracowanie 1 implementacja modeli statystycznych zostaly przygotowane we wspolpracy ze
specjalista z zakresu statystyki bayesowskiej, natomiast moja rola obejmowata merytoryczng i
koncepcyjna interpretacje farmakokinetyczng modeli, dobor parametrow podlegajacych estymacji
oraz weryfikacje zgodnosci uzyskanych oszacowan z zasadami farmakokinetyki klasycznej. Takie
zréznicowane podejscie metodologiczne pozwolito dostosowaé narzedzia analityczne do charakteru
kazdego z etapow badan: od klasycznej, indywidualnej analizy farmakokinetycznej (Cele 1 1 3), po
modelowanie populacyjne oparte na podejsciu bayesowskim (Cel 2), co byto szczeg6lnie istotne w

analizie dystrybucji tkankowej oraz relacji osocze-mozg.

4.1.2.4. Wyniki
1. Wyniki dotyczace farmakokinetyki wybranych tetracyklin po zastosowaniu nieselektywnego
modulatora transportu wyplywowego, metabolizmu i eliminacji — cyklosporyny A.
A. Wplyw doustnego podania nieselektywnego inhibitora transportu wyplywowego i
enzym6w metabolicznych — cyklosporyny A — na osoczowa farmakokinetyke tetracyklin
podanych doustnie:
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Po zastosowaniu cyklosporyny A stgzenia osoczowe wszystkich badanych tetracyklin byty
wyzsze niz po podaniu samych tetracyklin, w niemal calym analizowanym zakresie
czasowym.

Po zastosowaniu cyklosporyny A pole pod krzywa stezenie—czas, maksymalne stezenie
osoczowe, bezwzgledna dostepnos¢ biologiczna wszystkich tetracyklin byly wyzsze niz w
grupie kontrolnej, a wzgledna skala tego wzrostu uktadata si¢ nastgpujaco: tygecyklina (6x) >
oksytetracyklina (4x) > chlorotetracyklina (3x) > tetracyklina = minocyklina = doksycyklina
(2).

U wszystkich zwierzat otrzymujacych cyklosporyng A wartosci ekspozycji ogdlnoustrojowe;j
wszystkich tetracyklin byly wyzsze niz w grupach kontrolnych w zdecydowanej wiekszo$ci
punktow czasowych.

Parametry opisujace fazg wchianiania tetracyklin nie wykazywaty jednolitego, kierunkowego
wzorca zmian.

Wplyw podania dozylnego lub doustnego cyklosporyny A na farmakokinetyke
tygecykliny i oksytetracykliny podanych doustnie:

Podanie doustne cyklosporyny A spowodowalo co najmniej dwukrotny wzrost pola pod
krzywa stezenie—czas, dostepnosci biologicznej oraz trzy i podtkrotny wzrost stezenia
maksymalnego tygecykliny w poréwnaniu z podaniem dozylnym cyklosporyny A.

Podanie doustne cyklosporyny A spowodowalo co najmniej poéttorakrotny wzrost pola pod
krzywa ste¢zenie—czas, dostgpnosci biologicznej oraz stgzenia maksymalnego oksytetracykliny
w poroéwnaniu z podaniem dozylnym cyklosporyny A.

Wplyw podania dozylnego lub doustnego cyklosporyny A na farmakokinetyke
tygecykliny i oksytetracykliny podanych dozylnie:

Podanie dozylne cyklosporyny A spowodowalo okoto pigciokrotny wzrost pola pod krzywa
stezenie—czas oraz trzyipotkrotnie wyzsze stezenie maksymalne tygecykliny, w porownaniu z
podaniem doustnym cyklosporyny A.

Podanie dozylne cyklosporyny A spowodowato dziesieciokrotny spadek klirensu catkowitego
i objetosci dystrybucji w stanie stacjonarnym tygecykliny w poréownaniu z podaniem
doustnym cyklosporyny A.

Podanie doustne i dozylne cyklosporyny A spowodowalo okoto poéttorakrotny wzrost pola
pod krzywa stezenie—czas oraz stezenia maksymalnego oksytetracykliny.

Podanie dozylne cyklosporyny A spowodowalo okolo pottorakrotne zmniejszenie klirensu
catkowitego oksytetracykliny.

Podanie doustne i dozylne cyklosporyny A spowodowato istotne wydluzenie §redniego czasu

przebywania oksytetracykliny w organizmie.

2. Wyniki dotyczace farmakokinetyki tygecykliny po zastosowaniu elakridaru jako

selektywnego inhibitora P-gp i BCRP oraz worykonazolu jako selektywnego inhibitora

metabolizmu.

A.

Wplyw elakridaru (selektywnego inhibitora P-gp i BCRP) podawanego doustnie na
farmakokinetyke osoczowa tygecykliny podanej doustnie i dootrzewnowo:
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Doustne podanie elakridaru spowodowalo ponad dwukrotny wzrost pola pod krzywa w
pierwszych sze$ciu godzinach oraz wzrost maksymalnego stezenia osoczowego tygecykliny
podanej doustnie u myszy BalB/c i szczepu dzikiego. W catym analizowanym zakresie
czasowym stezenia osoczowe tygecykliny (z elakridarem) byly co najmniej poéttorakrotnie
wyzsze niz po podaniu samej tygecykliny (bez elakridaru), a efekt ten obejmowat wszystkie
punkty czasowe.

Doustne podanie elakridaru spowodowato ponad poéttorakrotny wzrost pola pod krzywa
stezenie—czas oraz maksymalnego stezenia osoczowego tygecykliny podanej dootrzewnowo u
myszy BalB/c i szczepu dzikiego. W calym analizowanym zakresie czasowym st¢zenia
osoczowe tygecykliny (z elakridarem) byly istotnie wyzsze niz po podaniu samej tygecykliny
(bez elakridaru), a efekt ten miatl charakter konsekwentny i obejmowat wszystkie punkty
czasowe (przy czym skala wzrostu byla wieksza u myszy BALB/c).

Podanie podwojnej dawki tygecykliny dootrzewnowo spowodowato dwukrotny wzrost jej
pola pod krzywa stezenie—czas w stosunku do dawki pojedynczej oraz niespeilna
pottorakrotny wzrost tego parametru w poréwnaniu z tygecykling podang dootrzewnowo po
uprzednim podaniu elakridaru.

Podanie podwdjnej dawki tygecykliny dootrzewnowo spowodowato pottorakrotny wzrost
stezenia maksymalnego tygecykliny we wczesnej fazie przebiegu krzywej, natomiast w fazie
poznej stezenia byty zblizone lub nizsze niz u myszy otrzymujacych dawke pojedyncza
tygecykliny po uprzednim podaniu elakridaru.

Przebieg krzywej (zmian stezenia tygecykliny w czasie) w grupie otrzymujacej tygecykling
dootrzewnowo po uprzednim podaniu elakridaru r6znit si¢ od przebiegu krzywej po podaniu
podwojnej dawki tygecykliny dootrzewnowo. Przebieg ten charakteryzowal sig
utrzymywaniem podwyzszonych stgzen w fazie posredniej (dystrybucja/metabolizm) i pdznej
(eliminacja) w grupie otrzymujacej elakridar i pojedyncza dawke tygecykliny, bez wylacznie
proporcjonalnego przesunigcia krzywej stezenie—czas.

Wplyw elakridaru (selektywnego inhibitora P-gp i BCRP) podawanego doustnie na
dystrybucje do mézgu tygecykliny podanej dootrzewnowo:

Profil stezen mdézgowych tygecykliny po zastosowaniu elakridaru miat charakter dwufazowy;
w odniesieniu do stezen tygecykliny nie obserwowano wyraznej przewagi w
najwczesniejszych punktach czasowych, natomiast wtorne zwigkszenie jej stezen
wystepowato w przedziale okoto 1-4 godzin, z utrzymywaniem istotnie wyzszych wartosci w
fazie posrednie;j.

Doustne podanie elakridaru spowodowato okoto dwukrotny wzrost pola pod krzywa stgzenie-
czas oraz istotny wzrost (niespetna pottorakrotny) maksymalnego stgzenia tygecykliny w
moézgu u myszy BalB/c i szczepu dzikiego.

Podanie podwojnej dawki tygecykliny zwigkszato jej stezenia w mozgu w poroOwnaniu z
dawka pojedyncza. Przebieg zmian stezenia tygecykliny w czasie pozostawal podobny do
obserwowanego w grupie kontrolnej — stezenia tygecykliny w mozgu stopniowo si¢
zmnigjszaly i nie wykazywaty wtdrnego wzrostu, ktory wystepowat po uprzednim podaniu
elakridaru. W fazie wczesnej (dystrybucja) stgzenia tygecykliny w mozgu po podaniu
podwoéjnej dawki byly wyzsze niz po podaniu pojedynczej dawki w skojarzeniu z
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elakridarem, natomiast w przedziale 2-24 godzin stgzenia tygecykliny po zastosowaniu
elakridaru byly zblizone lub w niektorych punktach wyzsze.

Podanie doustne elakridaru poprzedzajace podanie tygecykliny prowadzito do zwigkszenia
stosunku ekspozycji mozgowej do osoczowej tygecykliny (wyrazonej jako stosunek warto$ci
pola stgzenie-czas) myszy szczepu BALB/c. U myszy typu dzikiego wplyw elakridaru
podanego przed tygecykling na ten parametr byt niejednoznaczny i wykazywatl zaleznos¢ od
zmienno$ci indywidualne;j.

W  przeciwienstwie do podwdjnej dawki tygecykliny, podanie pojedynczej dawki
dootrzewnowo u myszy typu dzikiego skutkowato wyzszym stosunkiem pola pod krzywa
stezenie—czas w mozgu do pola pod krzywa w osoczu.

Wplyw drogi podania worykonazolu (selektywnego inhibitora enzymoéw
metabolicznych) na farmakokinetyke osoczowa tygecykliny podanej doustnie:

Zaréwno po doustnym, jak i dootrzewnowym podaniu worykonazolu st¢zenia osoczowe
tygecykliny podanej doustnie byly wyzsze we wczesnych punktach czasowych (0,25-0,5
godziny) w poroéwnaniu z podaniem same;j tygecykliny.

Niezaleznie od drogi podania worykonazolu dochodzitlo do wzrostu pola pod krzywa
stezenie—czas oraz maksymalnego stgzenia osoczowego tygecykliny w zakresie od nieco
ponizej pottorakrotnego do okoto dwukrotnego.

Roéznice pomigdzy doustnym a dootrzewnowym podaniem worykonazolu w odniesieniu do
pola pod krzywa oraz maksymalnego stezenia osoczowego tygecykliny byly
niejednoznaczne, z wyjatkiem najwczesniejszego punktu czasowego, w ktorym wyzsze
stezenia tygecykliny obserwowano po podaniu dootrzewnowym worykonazolu.

Podanie tygecykliny po uprzednim zastosowaniu doustnym worykonazolu i elakridaru nie
powodowato dalszego istotnego zwigkszenia pola pod krzywa stgzenie—czas ani
maksymalnego stezenia osoczowego tygecykliny w poréwnaniu z podaniem tygecykliny po

uprzednim zastosowaniu wytacznie elakridaru.

Wyniki dotyczace wplywu substancji pomocniczych na farmakokinetyke tygecykliny
podanej doustnie:

Podanie wszystkich badanych substancji pomocniczych, z wyjatkiem sodu kaprylanu,
prowadzilo do zwigkszenia pola pod krzywa stgzenie—czas oraz bezwzglednej dostepnosci
biologicznej tygecykliny po jej podaniu doustnym, przy czym wzgledna sita efektu oraz
przyblizona skala wzrostu uktadaly si¢ nastepujaco: hydroksypropylowana B-cyklodekstryna
(okoto x2-3) = TPGS (okoto x2-3) > sodu deoksycholan (okoto x2) > dimetylowana j-
cyklodekstryna (okoto x1,5) = trimetylochitozan (okoto x1,5).

Maksymalne stezenie osoczowe tygecykliny zwigkszato si¢ po zastosowaniu wszystkich
substancji pomocniczych, przy czym wyrazny, ponad dwukrotny wzrost obserwowano po
podaniu hydroksypropylowanej B-cyklodekstryny oraz TPGS, natomiast w przypadku
pozostalych substancji skala wzrostu byta mniejsza i obarczona wigkszg zmiennoscia.
Warto$ci parametrow opisujacych faze wchtaniania tygecykliny nie wykazywaty jednolitych
zmian po zastosowaniu substancji pomocniczych, natomiast parametry fazy eliminacji oraz

sredni czas przebywania tygecykliny w organizmie pozostawaty zasadniczo niezmienione.
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4.1.2.5. Oméwienie wynikéw
Ocena wplywu nieselektywnej modulacji transportu wyplywowego, metabolizmu i eliminacji, z
zastosowaniem cyklosporyny A, na dostepnos¢ biologiczna oraz wybrane parametry
farmakokinetyczne wybranych tetracyklin po podaniu doustnym (zadanie badawcze 1)

Pierwsze zadanie badawcze w ramach realizacji Celu nr 1 zostato zaprojektowane jako punkt
wyjscia do weryfikacji hipotezy, ze farmakokinetyka tetracyklin po podaniu doustnym nie jest
determinowana wylacznie przez dyfuzje bierna i wilasciwosci fizykochemiczne tych lekow, lecz
podlega takze istotnej regulacji przez mechanizmy aktywne na poziomie bariery jelitowej. Zatozenie
to wynikato zarowno z danych literaturowych [Grandi and Giuliani 1988; Kavallaris et al. 1993;
Schrickx and Fink-Gremmels 2007], jak i z wcze$niejszych badan wlasnych, wskazujacych na
skrajnie zréznicowane wartosci biodostgpnosci tetracyklin [Zidtkowski et al. 2020]. Dominujace w
literaturze wyjasnienia tego zjawiska odwolywaty si¢ do réznic w lipofilnosci oraz szybkosci dyfuzji
przez blony biologiczne [Hessl and Stamey 1971; Chin and Lach 1975; Argast and Beck 1985;
Nikaido and Thanassi 1993; Shnappinger and Hillen 1996]. Jednak dane eksperymentalne wskazuja,
ze parametry farmakokinetyczne tetracyklin nie korelujag w sposob jednoznaczny z ich parametrami
fizykochemicznymi opisujacymi lipofilno§¢ (np. wspolczynnik podziatu oktanol/woda) ani z
wynikami badan prowadzonych w modelach btonowych [Barza et al. 1975; Sigler et al. 2000]. Co
wigcej, nawet w warunkach doswiadczalnych minimalizujgcych wptyw czynnikow takich jak sktad
paszy, jony metali czy formulacja, dostgpno$¢ biologiczna tetracyklin pozostaje silnie zréznicowana
[Ziotkowski et al. 2016b; 2020]. Obserwacje te sugerowaly istnienie dodatkowych, dotychczas
niedostatecznie scharakteryzowanych mechanizmow regulacyjnych.

W tym kontekscie cyklosporyna A zostala wykorzystana jako narzedzie farmakologiczne o
charakterze nieselektywnym, oddzialujace zardwno na transportery wyptywowe z rodziny ABC, w
tym P-gp, BCRP, jak i — w pewnym zakresie — na metabolizm oraz eliminacj¢ nerkowa i watrobowa
[Laskow et al. 1990; Hebert 1997; FDA 2020]. Zastosowanie cyklosporyny A umozliwito zatem
jednoczesne zahamowanie gtownych proceséw aktywnych potencjalnie ograniczajacych dostepnosé
biologiczng tetracyklin, co pozwalalo na globalng oceng podatnosci farmakokinetyki tetracyklin na
modulacje tych mechanizméw. Takie podej$cie, cho¢ celowo nieselektywne, bylo adekwatne na
etapie wstepnej weryfikacji istnienia aktywnej regulacji farmakokinetyki tetracyklin szczeg6lnie na
poziomie wchianiania. Warto w tym miejscu zaznaczyC, ze cyklosporyna A od wielu lat zajmuje
szczegolne miejsce w badaniach nad rolg transporteréw wyptywowych w farmakokinetyce lekow.
Zwiazek ten byl jednym z pierwszych szeroko stosowanych inhibitorow P-gp wykorzystywanych do
funkcjonalnego ujawniania udziatu transportu wyptywowego w regulacji dostepnosci biologicznej,
dystrybucji tkankowej oraz interakcji lek—lek, zarowno w badaniach in vitro, jak i in vivo [Demeule et
al. 1999; FDA 2020].

Uzyskane wyniki dostarczyly silnych przestanek wskazujacych, ze doustne podanie
cyklosporyny A prowadzito do istotnego wzrostu stezen osoczowych wszystkich badanych tetracyklin
w niemal wszystkich analizowanych punktach czasowych. Efekt ten byt obserwowany
konsekwentnie, niezaleznie od indywidualnych wtasciwosci farmakokinetycznych poszczegdlnych
tetracyklin, co wskazuje na jego uogoélniony charakter w badanym modelu. Jednoczes$nie skala
wzrostu maksymalnych stezen osoczowych byla wyraznie zroznicowana pomigdzy tetracyklinami —

od umiarkowanej w przypadku minocykliny do bardzo nasilonej w przypadku tygecykliny.
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Zréznicowanie to zdaje si¢ potwierdzaé, ze obserwowany efekt wynikat nie tylko z obecnosci
cyklosporyny A w krazeniu, lecz pozostawal zalezny od wlasciwosci farmakokinetycznych
poszczegodlnych tetracyklin.

Szczegblnie istotne zmiany dotyczyly parametrow opisujacych catkowita ekspozycje
ogolnoustrojowa, tj. pola pod krzywa stezenie-czas i wynikajacej z tego bezwzglednej dostgpnosci
biologicznej tetracyklin. Po doustnym podaniu cyklosporyny A warto$ci tych parametrow wzrastaty
W sposob znaczacy i1 wielokrotny, przy czym najwigksze wzgledne zmiany obserwowano dla
tetracyklin charakteryzujacych si¢ najnizszym ,wyjsciowym” wchlanianiem z przewodu
pokarmowego. W przypadku tygecykliny dostgpnos$¢ biologiczna wzrastata kilkukrotnie, natomiast
dla doksycykliny — leku o wysokiej dostepnosci biologicznej — efekt ten byl wyraznie stabszy. Taki
wzorzec zmian ma istotne znaczenie interpretacyjne, poniewaz wskazuje, ze cyklosporyna A
najsilniej znosi ograniczenia farmakokinetyczne tych zwigzkow, ktorych losy ustrojowe moga by¢ w
najwickszym stopniu determinowane przez mechanizmy aktywne.

Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze wszystkie zwierzeta otrzymujace cyklosporyng A
wykazywaly wyzsze wartosci pola pod krzywa stezenie-czas i dostgpnos$ci biologicznej tetracyklin niz
jakikolwiek osobnik w grupach kontrolnych. Taka jednorodno$¢ kierunku zmian, przy jednoczesnym
zroznicowaniu ich skali pomiedzy poszczegdlnymi tetracyklinami, przemawia przeciwko
przypadkowemu charakterowi obserwowanego efektu i wskazuje na jego wysoka powtarzalnos¢ w
warunkach zastosowanego modelu doswiadczalnego. Co istotne, brak jednoznacznej korelacji
pomigdzy wielko$cig efektu a lipofilnoscig czasteczek dodatkowo podwaza model, w ktorym dyfuzja
bierna stanowilaby dominujacy mechanizm regulujacy wchianianie tetracyklin z przewodu
pokarmowego.

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze
farmakokinetyka tetracyklin po podaniu doustnym podlega istotnej regulacji przez procesy aktywne, a
ich nieselektywna inhibicja prowadzi do znaczacych, iloSciowo zrdznicowanych zmian ekspozycji
ogolnoustrojowe;j.

Ograniczenia metodologiczne: Nalezy podkresli¢, Zze zastosowane narz¢dzie farmakologiczne
(cyklosporyny A) nie pozwalato na jednoznaczne rozdzielenie udziatu transportu wyplywowego i
metabolizmu w regulacji farmakokinetyki tetracyklin, co w sposdb naturalny uzasadniato konieczno$¢
realizacji kolejnych zadan badawczych, ukierunkowanych na bardziej precyzyjne przypisanie
obserwowanych efektow poszczegdélnym mechanizmom regulacyjnym. Cho¢ nieselektywno$¢
cyklosporyny A jest obecnie postrzegana jako ograniczenie metodologiczne, to w poczatkowym
etapie analizy mechanizméw regulacyjnych stanowi ona istotng zalete, pozwalajaca na jednoznaczne
wykazanie, ze aktywne procesy transportowe uczestnicza w ksztattowaniu farmakokinetyki badanych
zwigzkow.

Ocena wpltywu drogi podania cyklosporyny A na farmakokinetyke wybranych tetracyklin w
celu rozroznienia efektéw zachodzacych na poziomie wchlaniania z jelit oraz na poziomie
metabolizmu i eliminacji (zadanie badawcze 2)

Cho¢ nieselektywna inhibicja procesow aktywnych przy uzyciu cyklosporyny A jednoznacznie
wykazata podatno$¢ tetracyklin na modulacj¢ ich farmakokinetyki, sama skala wzrostow stezen
osoczowych 1 dostgpnosci biologicznej nie pozwalata jeszcze na catkowite przypisanie

obserwowanych efektow dominujacemu mechanizmowi regulacyjnemu. W szczegolno$ci
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pozostawato otwarte pytanie, w jakim stopniu obserwowane zmiany wynikaly z zahamowania
transporterow wyptywowych w nabtonku jelitowym, a w jakim z ograniczenia klirensu nerkowego 1
watrobowego, rozumianego przede wszystkim jako procesy wydzielnicze i transportowe, a nie
intensywna biotransformacja enzymatyczna. Rozdzielenie tych efektow wymagalo zastosowania
strategii eksperymentalnej umozliwiajacej funkcjonalne oddzielenie procesow zachodzacych na etapie
wchtaniania od proceséw odpowiedzialnych za eliminacje i inne losy ogdlnoustrojowe. Z tego
wzgledu skoncentrowano si¢ na dwoch tetracyklinach o odmiennych wlasciwosciach
farmakokinetycznych — tygecyklinie, charakteryzujacej si¢ skrajnie niska dostepnoscia biologicznag,
oraz oksytetracyklinie, wykazujacej zdecydowanie wyzsze wchlanianie z przewodu pokarmowego
(Zidtkowski et al. 2020).

W pierwszym uktadzie eksperymentalnym tygecykling oraz oksytetracykling podawano
dozylnie kurczetom brojlerom, co poprzedzono doustnym lub dozylnym podaniem cyklosporyny A.
Ograniczato to znaczgco etap wchlaniania jelitowego (poza cyklem jelitowo-watrobowym) badanych
tetracyklin i pozwalalo oceni¢ wyltacznie wpltyw cyklosporyny A na procesy metaboliczne i
eliminacyjne. Dozylne podanie cyklosporyny A przed dozylnym podaniem tygecykliny powodowato
okoto 10-krotny wzrost stgzen osoczowych i wartosci pola pod krzywa stezenie-czas tygecykliny,
czemu towarzyszyl proporcjonalny spadek klirensu catkowitego. Doustne podanie cyklosporyny A
przed dozylnie podana tygecykling spowodowato okoto 2,5-krotny wzrost stezen i pola pod krzywa
stezenie-czas oraz analogiczny spadek klirensu. W tym ukladzie zalezno$¢ pomigdzy wzrostem
warto$ci pola pod krzywa stezenie-czas a zmniejszeniem klirensu byta bezposrednia, co wskazuje, ze
modulacja eliminacji ogoélnoustrojowej moze istotnie zwicksza¢ ekspozycje tygecykliny, gdy nie
wystepuje etap wchtaniania. Interpretacja ta pozostaje zgodna z literaturg wskazujaca, ze w przypadku
tygecykliny dominujace znaczenie ma eliminacja watrobowa z istotnym udzialem wydzielania
z0lciowego, przy ograniczonym udziale metabolizmu (Hoffmann 2007). Oznacza to, ze wplyw
cyklosporyny A — jako inhibitora transporterow oraz umiarkowanego inhibitora enzymoéw
cytochromu P450 — moze w tym modelu obejmowac zaréwno komponent transportowy, jak i
metaboliczny. W analogicznym schemacie dotyczacym oksytetracykliny dozylne podanie
cyklosporyny A przed dozylnie podang oksytetracykling powodowato okoto 1,5-krotny wzrost stezen
osoczowych oraz wartosci pola pod krzywa stezenie—czas oksytetracykliny, z towarzyszacym
proporcjonalnym spadkiem klirensu catkowitego, natomiast doustne podanie cyklosporyny A przed
dozylnie podang oksytetracykling prowadzito do okoto 1,5-krotnego wzrostu wartosci pola pod
krzywa stezenie—czas przy braku istotnych zmian klirensu catkowitego. Obserwacje te sg zgodne z
danymi literaturowymi wskazujacymi, ze udzial eliminacji z z6tcig w przypadku oksytetracykliny jest
znacznie mniejszy niz w przypadku tygecykliny, a wigksze znaczenie ma najprawdopodobniej
eliminacja nerkowa, co moze tlumaczy¢ mniejsza wrazliwo$¢ parametrow farmakokinetycznych
oksytetracykliny na modulacje transportowo-watrobowa. Klirens watrobowy, w odrdznieniu od
nerkowego, obejmuje zaro6wno komponent transportowy (wydzielanie zolciowe zalezne od
transporterow wyplywowych) [Kroll et al. 2021], jak i metaboliczny, a poniewaz cyklosporyna A jest
umiarkowanym inhibitorem izoenzymoéw cytochromu P450, nie mozna jednoznacznie przypisac
obserwowanych zmian klirensu wytacznie mechanizmom transportowym. W analizowanym modelu

zmnigjszenie klirensu oraz wzrost wartosci pola pod krzywa stezenie—czas byly istotne w przypadku
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tygecykliny i umiarkowane w przypadku oksytetracykliny, co wskazuje, ze modulacja eliminacji
ogolnoustrojowej moze istotnie zwigkszac ekspozycje tetracyklin po podaniu dozylnym.

W drugim uktadzie eksperymentalnym tygecykling oraz oksytetracyklinge podawano doustnie,
co poprzedzono doustnym lub dozylnym podaniem cyklosporyny A. W tym uktadzie analizowano
wzrost stezen osoczowych tetracyklin, warto$ci pola pod krzywa st¢zenie-czas oraz bezwzglednej
dostepnosci biologicznej w zalezno$ci od drogi podania cyklosporyny A. W przypadku doustnego
podania tetracyklin wzrost stezen osoczowych, wartosci pola pod krzywa stezenie-czas oraz
bezwzglednej dostepnosci biologicznej byl konsekwentnie wigkszy po doustnym podaniu
cyklosporyny A niz po jej podaniu dozylnym, mimo ze dostepnos¢ biologiczna samej cyklosporyny A
po podaniu doustnym jest ograniczona [Hebert 1997].

Taki rozklad wynikdbw ma kluczowe znaczenie interpretacyjne. Gdyby dominujacym

mechanizmem odpowiedzialnym za wzrost ekspozycji po doustnym podaniu tetracyklin byto
zahamowanie klirensu nerkowego, nalezatoby oczekiwaé silniejszego efektu po dozylnym podaniu
cyklosporyny A, ktére zapewnia wyzsze i bardziej powtarzalne stezenia ogolnoustrojowe inhibitora.
Analogicznie, gdyby glowng rol¢ odgrywato ograniczenie klirensu watrobowego o charakterze
transportowo-wydzielniczym, przewaga efektu po dozylnym podaniu cyklosporyny A bylaby
logiczng konsekwencjg farmakokinetyki inhibitora. Takiego uktadu zaleznosci jednak nie
zaobserwowano. Pomimo wyraznego wptywu cyklosporyny A na klirens w modelu dozylnym
cyklosporyny A i badanych tetracyklin (pierwszy uklad eksperymentalny), efekt ten nie byt
dominujacy w warunkach doustnego podania tetracyklin. Oznacza to, ze mechanizmy wykazane w
pierwszym ukladzie eksperymentalnym — cho¢ ilociowo istotne — nie stanowig czynnika
determinujacego ekspozycje przy drodze doustnej podawania oksytetracykliny i tygecykliny. Z kolei
wieksza skala wzrostu parametrow farmakokinetycznych po doustnym podaniu cyklosporyny A
poprzedzajacym doustne podanie tetracyklin wskazuje na istotny udziat proceséw zachodzacych na
poziomie nabtonka jelitowego, w tym zahamowania transporterow wyptywowych ograniczajacych
wchlanianie. Zalezno$¢ ta byta szczegoélnie wyrazna w przypadku tygecykliny — zwigzku o bardzo
niskiej wyjsciowe]j biodostepnosci po podaniu doustnym [Zidtkowski et al. 2020] — w przypadku
ktorej wzgledna skala wzrostu wartosci pola pod krzywa stezenie-czas byla najwicksza. To wlasnie ta
obserwacja uzasadniata wybor tygecykliny jako modelu do dalszych, bardziej szczegoétowych badan
nad rolg transporterow wyplywowych w regulacji farmakokinetyki tetracyklin.
Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki sugeruja, ze obserwowany
wzrost ekspozycji ogolnoustrojowej tygecykliny i oksytetracykliny byt przede wszystkim zwigzany z
zahamowaniem aktywnosci transporteréw wyplywowych na poziomie nablonka jelitowego. Wplyw
inhibitora na klirens nerkowy i watrobowy byt obecny i mozliwy do iloSciowego wykazania, miat
jednak charakter wtorny i nie ttumaczyt ani skali obserwowanych efektow, ani ich zalezno$ci od drogi
podania. Wyniki te wskazuja, ze nabtonek jelitowy odgrywa kluczowa role w ograniczaniu
dostepnosci biologicznej badanych tetracyklin.

Przyjeta strategia badawcza, oparta na zastosowaniu nieselektywnego inhibitora, nie pozwalata
na jednoznaczne rozdzielenie udziatu poszczegdlnych transporterow wyptywowych ani na precyzyjne
oddzielenie efektow transportowych od metabolicznych. Ograniczenie to wynikalo zaré6wno z
szerokiego spektrum dziatania cyklosporyny A, jak i z naktadania si¢ jej wplywu na procesy
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transportowe oraz metaboliczne, zwlaszcza w obrgbie watroby. W konsekwencji obserwowane
zmiany farmakokinetyczne mogly by¢ interpretowane wylacznie na poziomie globalnym, bez
mozliwosci ich przypisania do konkretnych mechanizméw regulacyjnych.

W tej sytuacji dalsze postepowanie badawcze wymagato przyjecia odmiennej strategii,
ukierunkowanej na funkcjonalne i mozliwie selektywne rozdzielenie wptywu transporterow
wyplywowych oraz proceséw metabolicznych na farmakokinetyke tetracyklin. Przyjete podejscie nie
miato charakteru eksploracyjnego ani opisowego, lecz stanowito logiczne nastepstwo wczesniejszych
obserwacji i bylo podporzadkowane poglebieniu interpretacji mechanistycznej przy jednoczesnym
ograniczeniu liczby zmiennych zaklocajacych analizg.

Pierwszym elementem tej strategii byt wybor tygecykliny jako zwiazku modelowego. Jej
szczegblny profil farmakokinetyczny czyni ja wyjatkowo wrazliwym narzedziem do badania
mechanizméw ograniczajacych ekspozycje ogolnoustrojowa oraz dystrybucje tkankowa. Tygecyklina
charakteryzuje si¢ bardzo niska dostepnoscig biologiczng po podaniu doustnym oraz ograniczong
penetracja do kompartmentow chronionych, w szczegdlnosci do osrodkowego ukladu nerwowego
[Hoffman et al. 2007; Munyeza et al. 2016; Zidtkowski et al. 2020]. Wiasciwosci te sprawiajg, ze
nawet niewielka modulacja procesow regulujacych jej losy ustrojowe prowadzi do mierzalnych zmian
parametréw farmakokinetycznych, co istotnie zwigksza czuto§¢ zastosowanego modelu badawczego.

Jednoczesnie dostepne dane literaturowe wskazuja, ze eliminacja tygecykliny zachodzi w duzej
mierze droga zo6tciowa oraz nerkowa, przy stosunkowo niewielkim udziale procesow metabolicznych
[Hoffman et al. 2007]. Taki profil eliminacji implikuje potencjalny udzial transporterow
wyplywowych w regulacji klirensu leku, zar6wno na poziomie watroby, jak i nerek. W konsekwencji
tygecyklina stanowita adekwatny model do testowania hipotezy o istotnej roli P-gp i BCRP w
regulacji farmakokinetyki tetracyklin in vivo.

Drugim filarem przyjetej strategii byt wybor modelu mysiego. W poréwnaniu z modelem
ptasim zastosowanym, model myszy oferuje istotne przewagi metodologiczne, w szczegolnosci w
zakresie mozliwosci analizy dystrybucji tkankowej leku. Zastosowanie myszy umozliwia oznaczanie
stezen tygecykliny w moézgu, co stanowi warunek konieczny do oceny znaczenia transporteréw
wyplywowych zlokalizowanych w obrgbie bariery krew—mozg. Dodatkowym uzasadnieniem wyboru
modelu mysiego byla dostepnos¢ dobrze scharakteryzowanych szczepow rdézniacych sie tlem
genetycznym, co pozwala na ocen¢ powtarzalnosci obserwowanych zjawisk oraz ich niezaleznosci od
specyficznych uwarunkowan jednego modelu zwierzgcego. Wiaczenie do badan myszy szczepu
BALB/c oraz myszy typu dzikiego umozliwilo analiz¢ potencjalnych roéznic ilosciowych
wynikajacych z odmiennej ekspresji i aktywnoS$ci transporteréw ABC, co ma istotne znaczenie
interpretacyjne w konteks$cie uogélniania uzyskanych wynikoéw [Barr et al. 2020].

Kolejnym, kluczowym elementem strategii badawczej bylo zastosowanie selektywnych
narzedzi farmakologicznych umozliwiajacych funkcjonalne rozdzielenie wplywu transporterow
wyptywowych i metabolizmu. W tym celu wykorzystano elakridar jako inhibitor transporterow P-gp i
BCRP oraz worykonazol jako inhibitor metabolizmu tetracyklin niewptywajgcy na aktywno$é
transporterow wyplywowych [Jeong et al. 2009; Liu et al. 2014; Lempers et al. 2016]. Elakridar zostat
wybrany ze wzgledu na potencjalnie wysoka selektywno$¢ wobec transporterow P-gp i BCRP przy
jednoczes$nie ograniczonym wptywie na metabolizm, co wykazano w badaniach wczes$niejszych

[Ward and Azzarano 2004; Englund et al. 2014]. W przeciwienstwie do cyklosporyny A, elakridar
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umozliwia ocen¢ wpltywu zahamowania transportu wyptywowego bez istotnego naktadania sig
efektow metabolicznych, co stanowito warunek konieczny do poglebionej analizy mechanistyczne;.
Nalezy jednak podkresli¢, ze zastosowane podejscie miato charakter funkcjonalny i opierato si¢ na
farmakologicznej modulacji aktywnoSci transporterow, bez bezposredniego oznaczania ich ekspresji
ani aktywnos$ci w badanych tkankach.

Istotnym elementem uzasadniajacym wybor elakridaru byta rowniez decyzja dotyczaca drogi
jego podania. Elakridar byt podawany doustnie, co wynikato z danych wskazujacych na wielokrotnie
wyzsza dostepnos$¢ biologiczng tej drogi podania w porownaniu z droga dootrzewnowa [Sane et al.
2012]. Zastosowanie drogi doustnej umozliwiato osiaggnigcie stgzen systemowych wystarczajacych do
skutecznej modulacji transporterow P-gp i BCRP, co bylo istotne dla uchwycenia jego efektu
farmakodynamicznego. Jednoczesnie bardzo staba, a w praktyce marginalna rozpuszczalnosé
elakridaru w wodzie stanowila istotne ograniczenie dla jego podania droga dozylna, ktéra w
warunkach do$wiadczalnych wymagataby zastosowania rozpuszczalnikow o potencjalnie istotnym
wplywie na farmakokinetyke badanych zwiazkow. W konsekwencji doustna droga podania elakridaru
stanowita najbardziej racjonalny i metodologicznie bezpieczny wybor.

Uzupehieniem tej strategii bylo zastosowanie worykonazolu jako selektywnego inhibitora
metabolizmu, niewykazujacego istotnego wplywu na aktywno$¢ transporterow wyptywowych [Jeong
et al. 2009; Lempers et al. 2016]. Podanie worykonazolu zar6wno doustnie, jak i dootrzewnowo
umozliwito dodatkowo rozréznienie udziatu metabolizmu jelitowego i watrobowego, co nie byto
mozliwe przy zastosowaniu inhibitorow nieselektywnych. Takie podejscie pozwolito na
przeprowadzenie analizy porownawczej, w ktorej efekty wynikajace z modulacji transportu
wyplywowego mogly zostac¢ zestawione z efektami wynikajagcymi z zahamowania metabolizmu, przy
zachowaniu spojnych warunkéw doswiadczalnych.

Istotnym elementem przyjetej strategii byto rowniez zastosowanie roznych dréog podania
tygecykliny oraz modulatorow farmakokinetyki. Podanie dootrzewnowe tygecykliny umozliwiato
analiz¢ wptywu elakridaru i worykonazolu na parametry farmakokinetyczne niezaleznie od procesow
zachodzacych w $wietle przewodu pokarmowego, natomiast podanie doustne pozwalalo na
bezposrednig oceng mechanizméw regulujacych wchlanianie z jelita. Szczegélnie istotne byto
skojarzenie doustnego podania elakridaru z dootrzewnowym podaniem tygecykliny. Takie podejscie
umozliwiato ocene wplywu zahamowania transportu wyptywowego na eliminacje¢ i dystrybucje leku
przy zalozeniu, ze wchlanianie z jamy otrzewnej jest procesem efektywnym i mato podatnym na
modulacj¢ transporterowg [Porter et al. 1985; Al. Shoyaib 2019]. Tym samym mozliwe bylo
funkcjonalne rozdzielenie wpltywu transporterow wyptywowych na wchtanianie od ich roli w
procesach eliminacyjnych i dystrybucyjnych.

Ocena wplywu selektywnej inhibicji P-gp i BCRP na farmakokinetyke tygecykliny po podaniu
doustnym i dootrzewnowym (zadanie badawcze 3)

Pierwszym krokiem w realizacji przyjetej strategii badawczej byla charakterystyka
farmakokinetyki osoczowej tygecykliny w warunkach niezaktoconego funkcjonowania transporterow
wyptywowych. Analiza ta stanowila punkt odniesienia dla dalszych rozwazan i obejmowata
obserwacje uzyskane po podaniu tygecykliny zar6wno droga dootrzewnowa, jak i doustna, przy
zatozeniu braku farmakologicznej modulacji transporterow wyplywowych, ktoére — zgodnie z danymi

literaturowymi — odgrywaja istotng role w regulacji dostgpnosci licznych ksenobiotykow w
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organizmie ssakoéw [Borst and Elferink 2002; Shinkel and Jonker 2003; Nau et al. 2010; Pefa-
Solérzano et al. 2017].

Po dootrzewnowym podaniu tygecykliny myszom obserwowano w osoczu szybkie pojawienie
si¢ leku oraz osiaganie maksymalnych stezen w bardzo wczesnych punktach czasowych. Nastepnie
stezenia tygecykliny ulegaly stopniowemu obnizeniu wraz z uptywem czasu obserwacji. Profil
stezenie—czas miat charakter ciagly, z wyraznym rozréznieniem fazy wczesnej (dystrybucyjnej) oraz
poOzniejszej (eliminacyjnej), bez cech sugerujacych wtorne narastanie ekspozycji. Taki przebieg
pozostaje zgodny z doniesieniami wskazujacymi, ze pozajelitowe podanie tetracyklin prowadzi do
szybkiego uzyskania istotnych stezen leku przy jednoczesnym braku ograniczen zwigzanych z bariera
jelitowa [Porter et al. 1985; Al Shoyaib et al. 2019]. Warto$ci stezen oznaczane w kolejnych punktach
czasowych miescily si¢ w zakresie typowym dla tej drogi podania i prowadzity do uzyskania
stabilnej, powtarzalnej catkowitej ekspozycji osoczowej, wyrazonej jako wartosci pola pod krzywa
stezenie-czas. Uzyskane wartosci pola pod krzywa stezenie-czas oraz stezenia maksymalnego byly
zgodne zaréwno z danymi literaturowymi, jak i z wcze$niejszymi obserwacjami wlasnymi
dotyczacymi farmakokinetyki tetracyklin po podaniu pozajelitowym [Anadon 1985; Dyer 1988;
Zhanel et al. 2004; Ziotkowski et al. 2016a, 2020], co wskazuje na brak nietypowych zaburzen w
przebiegu losow ustrojowych tygecykliny w tym uktadzie.

Odmienny obraz uzyskano po doustnym podaniu tygecykliny w warunkach braku modulacji
transporterow wypltywowych. W tym przypadku stezenia osoczowe byly wyraznie nizsze niz po
podaniu dootrzewnowym, a wartosci maksymalne charakteryzowaty si¢ wicksza zmiennoscia
osobnicza. Profile czasowe mialy bardziej sptaszczony charakter, a moment osiagniecia stgzenia
maksymalnego byt przesunicty w czasie. Catkowita ekspozycja osoczowa, wyrazona jako warto$ci
pola pod krzywa stezenie-czas, pozostawala istotnie nizsza, co jest zgodne z dobrze udokumentowanag
bardzo ograniczong doustng dostgpnoscia biologiczng tygecykliny, wynikajaca z jej whasciwosci
fizykochemicznych oraz interakcji zachodzacych na poziomie bariery jelitowej [Jasiecka-Mikolajczyk
et al. 2018; Ziotkowski et al. 2020]. Pomimo istotnych réznic ilosciowych pomiedzy drogami
podania, jako$ciowy charakter profili osoczowych tygecykliny pozostawal zasadniczo podobny.
Zarowno po podaniu dootrzewnowym, jak i doustnym, krzywe stezenie—czas miaty regularny
przebieg, bez wtérnych maksimow czy odwrocenia trendu zmian stezen.

W kolejnym etapie analizy farmakokinetyki osoczowej tygecykliny oceniono przebieg jej
stezen w warunkach farmakologicznej modulacji transporterow wyptywowych poprzez zastosowanie
elakridaru, przy zachowaniu analogicznego schematu obserwacji jak w warunkach kontrolnych.
Analiza obejmowata zaréwno podanie tygecykliny droga dootrzewnowa, jak i doustna, przy
jednoczesnym doustnym podaniu elakridaru, i miata charakter opisowy, stanowigcy bezposrednie
rozszerzenie obserwacji poczynionych w odpowiednich grupach kontrolnych.

Po podaniu tygecykliny w obecnosci elakridaru — zarowno w schemacie dootrzewnowym, jak i
doustnym — obserwowano wyrazne zwigkszenie ekspozycji osoczowej w poréwnaniu z warunkami
braku modulacji farmakologicznej. Wzgledna skala wzrostu wartosci pola pod krzywa stezenie—czas
byta jednak wigksza po doustnym podaniu tygecykliny niz po podaniu dootrzewnowym, co wskazuje,
ze efekt modulacji nie ograniczal si¢ wylacznie do etapu eliminacyjnego, lecz obejmowal réwniez
procesy zachodzace na etapie wchlaniania. W obu przypadkach wzrost dotyczyl zaré6wno stezen

osigganych we wczesnych punktach czasowych, jak i dalszego przebiegu profilu st¢zenie—czas.
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Stezenia maksymalne byly istotnie wyzsze, a calkowita ekspozycja osoczowa, wyrazona jako pole
pod krzywa stgzenie—czas, ulegala znacznemu zwigkszeniu. Profile czasowe zachowywaly regularny
przebieg, jednak w obecnosci elakridaru cechowaty si¢ wolniejszym obnizaniem si¢ stgzen w czasie.
W fazie posredniej i pdznej stezenia osoczowe pozostawaly konsekwentnie wyzsze niz w grupach
otrzymujacych wylacznie tygecykling, co prowadzilo do trwatego ,,wypigtrzenia” krzywej stezenie—
czas w calym okresie obserwacji. Zmiany te s3 zgodne z modyfikacja réwnowagi pomiedzy
doptywem leku do krazenia ogolnoustrojowego a jego dalsza eliminacjg i dystrybucja, przy
zachowaniu regularnego przebiegu profili czasowych. Istotne jest przy tym, ze taki rozklad zmian w
czasie dotyczyt zarowno schematu dootrzewnowego, w ktorym tygecyklina omija bariere jelitowa, jak
i schematu doustnego, w ktérym proces wchtaniania z przewodu pokarmowego stanowi potencjalne
miejsce oddziatywania wielu mechanizmoéow regulacyjnych. Utrzymywanie si¢ podwyzszonych stezen
osoczowych w catym analizowanym przedziale czasowym, niezaleznie od drogi podania tygecykliny,
jest trudne do wyjasnienia wylacznie wptywem na jeden etap losow leku i sugeruje udziat procesow
wspolnych dla obu schematéw podania. W przypadku podania doustnego nalezy jednak uwzglednic,
ze tygecyklina podlega sekwencyjnej regulacji na co najmniej dwoch poziomach
farmakokinetycznych. Pierwszym z nich jest nablonek jelitowy, w ktorym transportery wyptywowe
moga ogranicza¢ przenikanie leku do krazenia wrotnego, drugim natomiast jest etap watrobowy,
obejmujacy wydzielanie zolciowe oraz komponent transportowo-metaboliczny. Oznacza to, ze
obserwowany wzrost stezen po podaniu doustnym nie musi by¢ wytacznie konsekwencja modulacji
eliminacji ogolnoustrojowej, lecz moze odzwierciedla¢ taczny efekt zahamowania wyptywu
jelitowego oraz ograniczenia wydzielania zotciowego. W kontekscie danych wskazujacych na
dominujaca eliminacj¢ tygecykliny droga przewodu pokarmowego, obserwowany spadek
efektywnego klirensu w warunkach selektywnej inhibicji P-gp/BCRP pozostaje spojny z udziatem
transporterow wyptywowych w procesic wydzielania zotciowego. Cho¢ w ramach niniejszego
projektu nie prowadzono bezposrednich oznaczen wydzielania zolciowego ani pomiaréw aktywnosci
transporterow w watrobie, zgodno$¢ obserwowanego efektu z profilem eliminacyjnym tygecykliny
opisanym w literaturze wskazuje, ze taka interpretacja pozostaje najbardziej logicznym wyjasnieniem
uzyskanych zmian klirensu [Hoffmann et al. 2007].

W tym ujeciu szczegdlnego znaczenia nabiera fakt, ze zastosowany modulator charakteryzuje
si¢ selektywno$cig wobec transporteréw P-gp i BCRP, a obserwowane zmiany farmakokinetyki
osoczowej tygecykliny miaty charakter trwaly i powtarzalny. Cho¢ charakter przeprowadzonych
analiz nie pozwala na bezposrednie przypisanie obserwowanych efektow pojedynczym strukturom
molekularnym, zbiezno$§¢ odpowiedzi po podaniu dootrzewnowym i doustnym, przemawia za
udziatlem systemoéw transportu wyplywowego w regulacji losow tygecykliny w krazeniu
ogolnoustrojowym.

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki wskazuja, ze zahamowanie
aktywnosci P-gp i BCRP wptywa na farmakokinetyke tygecykliny nie tylko na etapie jej wchianiania,
lecz takze na dalsze losy leku w organizmie. Oznacza to, ze transportery te moga uczestniczy¢
zardwno w ograniczaniu doplywu tygecykliny do krazenia, jak i w regulacji jej utrzymywania si¢ w

organizmie oraz eliminacji.
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Analiza zalezno$ci miedzy ekspozycja osoczowa a dystrybucja tygecykliny do moézgu z
uwzglednieniem réznic miedzy wariantami genetycznymi zwierzat do§wiadczalnych
(zadanie badawcze 4)

Kolejnym, logicznie wynikajacym z wcze$niejszych obserwacji, elementem przyjetej strategii
badawczej byla analiza zaleznosci pomigdzy ekspozycja osoczowa tygecykliny a jej dystrybucja do
osrodkowego ukladu nerwowego, rozumiang jako wynik interakcji pomigdzy stezeniami
ogolnoustrojowymi a funkcja wyspecjalizowanych barier biologicznych, w szczegdlnosci bariery
krew—mozg. W niniejszym zadaniu badawczym uwaga zostata celowo skupiona nie na syntetycznym
ujeciu iloSciowym, lecz na jakosciowym opisie przebiegdw czasowych stezen tygecykliny w mozgu,
z uwzglednieniem ro6znic pomiedzy schematami podania oraz pomiedzy badanymi szczepami myszy.
Takie podejscie miato na celu uchwycenie subtelnych, ale powtarzalnych réznic, ktéore w analizie
stricte parametrycznej mogtyby ulec sptaszczeniu. Jednocze$nie analiza ta pozwolita oceni¢, w jakim
stopniu obserwowane zmiany majg charakter powtarzalny w odmiennych wariantach genetycznych
modelu do$wiadczalnego, a wiec czy ich kierunek i stabilno$¢ pozostaja zachowane mimo rdéznic
szczepowych.

W grupach kontrolnych, w ktérych tygecyklina byla podawana dootrzewnowo bez
jednoczesnej modulacji transporterow wyplywowych, obserwowano stosunkowo prosty i jednorodny
profil zmian stgzenia leku w mozgu. Stgzenia tygecykliny w mozgu osiggaly wartosci najwyzsze we
wcezesnych punktach czasowych po podaniu leku, po czym nastepowat do$¢ szybki spadek w ciggu
pierwszych 23 godzin, a nastgpnie wolniejsza faza obnizania stezen az do ostatniego analizowanego
punktu czasowego. Podanie elakridaru doustnie przed dootrzewnowym podaniem tygecykliny
prowadzito do istotnej zmiany charakteru profili czasowych stezen mézgowych. W obu badanych
szczepach myszy krzywe stezen tygecykliny w moézgu przestawaly mie¢ charakter monotonicznie
malejacy. W pierwszych punktach czasowych (0,25-0,5 h) obserwowano czesto wzglednie niskie lub
porownywalne stezenia w pordwnaniu z grupa kontrolna, co moze sugerowac, ze efekt elakridaru nie
ujawniat si¢ natychmiast po podaniu tygecykliny. Nastepnie jednak, w przedziale od okoto 1 do 4
godzin, stezenia tygecykliny w mozgu ulegaly wtérnemu wzrostowi lub utrzymywaly si¢ na
podwyzszonym poziomie, tworzac wyraznie odmienny ksztatt krzywej stezenie—czas niz w grupach
bez inhibitora. Ten jako$ciowy (ale takze ilosciowy) ,,dwufazowy” charakter profilu moézgowego po
zastosowaniu elakridaru byt szczeg6lnie wyrazny u myszy BALB/c. U myszy typu dzikiego tendencja
ta byla rowniez obecna, cho¢ w nieco mniej wyraznej formie, co znalazto odzwierciedlenie w
wigkszej zmienno$ci indywidualnych profili. Zjawisko ,,dwufazowego” charakteru profilu
moézgowego tygecykliny po zastosowaniu elakridaru moze pozostawa¢ w zwiazku z farmakokinetyka
samego elakridaru. Wykazano bowiem, ze maksymalne st¢zenia elakridaru w mozgu sa osiggane z
opdznieniem wzgledem momentu podania doustnego (Sane et al. 2012). W niniejszym modelu
tygecykling podawano dootrzewnowo 45 minut po doustnym podaniu elakridaru, co oznacza, ze w
najwczesniejszych punktach czasowych ekspozycja mézgowa inhibitora mogta jeszcze nie osiggac
warto$ci maksymalnych. Taka sekwencja czasowa moze cze$ciowo wyjasnia¢ opdzniony charakter
wzrostu stezen tygecykliny w mozgu po zastosowaniu elakridaru.

Istotnym elementem opisu dystrybucji do mozgu jest porownanie profili uzyskanych po
zastosowaniu elakridaru 1 pojedynczej dawki tygecykliny z profilami obserwowanymi po
dootrzewnowym podaniu podwoéjnej dawki tygecykliny u myszy szczepu dzikiego. Po
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dootrzewnowym podaniu podwdjnej dawki tygecykliny stezenia w mozgu (oraz w osoczu) byty
wyzsze niz po dawce pojedynczej] w niemal wszystkich punktach czasowych, jednak przebieg
krzywej stezenie—czas pozostawal zasadniczo taki sam. Oznacza to, ze zwigkszenie dawki
tygecykliny prowadzito wigc do iloSciowego podwyzszenia stezen, bez zmiany ich przebiegu
czasowego. W przeciwienstwie do tego, elakridar nie tylko zwigkszatl stezenia tygecykliny (w dawce
pojedynczej) w mozgu, lecz takze modyfikowat ich rozktad czasowy. W przedziale 2-24 h stezenia
badanego leku w mozgu po elakridarze byly poréwnywalne lub wyzsze niz po podwdjnej dawce (przy
podobnych a nawet nizszych stezeniach w osoczu), mimo ze w najwczesniejszych punktach
czasowych sytuacja byta odwrotna. Roznica ta wskazuje, ze efekt inhibitora nie sprowadza si¢ do
prostego zwigkszenia stezen tygecykliny w mozgu, lecz obejmuje zmiane czasowej relacji migdzy
ekspozycja ogdlnoustrojowa a mézgowa.

W tej sytuacji przeprowadzono ostrozne pordwnanie ekspozycji moézgowej i osoczowej
tygecykliny. Analiza ta nie miata charakteru odrgbnego punktu koncowego ani bezposredniego
wskaznika funkcjonalnego, lecz stanowita narzedzie pomocnicze, pozwalajace oceni¢ profile
moézgowe w odniesieniu do zmian ekspozycji ogodlnoustrojowej. Takie podejScie pozwala na
jakosciowa oceng, czy zmiany stezen tygecykliny w moézgu pozostaja jedynie wtérnym
odzwierciedleniem zmian osoczowych, czy tez sugeruja modyfikacje¢ stosunku pomigdzy tymi dwoma
kompartmentami, przy petnej $wiadomosci ograniczen interpretacyjnych wynikajacych z pochodnego
charakteru tego typu analiz. Uwzglednienie dwdoch odmiennych szczepéw umozliwialo dodatkowo
oceng stabilnosci tej relacji w warunkach zmiennosci biologicznej wynikajacej z roznic genetycznych.
U myszy BALB/c analiza wykazata zwigkszenie stosunku wartosci pola pod krzywa stezenie—czas
moézg/osocze po dootrzewnowym podaniu tygecykliny poprzedzonym doustnym podaniem elakridaru
W porownaniu z grupg otrzymujaca wylacznie tygecykling dootrzewnowo. Wzrost ekspozycji
mozgowej tygecykliny byt proporcjonalnie wigkszy niz wzrost ekspozycji osoczowej po podaniu
elakridaru, co wskazuje na zmiang relacji pomigdzy tymi kompartmentami. Z kolei u myszy typu
dzikiego wyniki byly mniej jednoznaczne — przedziaty ufnosci obejmowaly zaréwno brak roznicy, jak
i potencjalny wzrost stosunku po zastosowaniu inhibitora. Analiza wykazata ponadto wrazliwos¢
wskaznika na pojedyncze obserwacje odstajace; po wylaczeniu jednego zwierzgcia z wyjatkowo
niskim stg¢zeniem moézgowym w poéznym punkcie czasowym oszacowany stosunek mozg/osocze w
grupie z elakridarem wzrastal, jednak analiza ta miata charakter pomocniczy. Dopiero w dalszej
kolejnosci przeanalizowano wplyw podwojenia dawki tygecykliny w modelu bez inhibitora. W tej
grupie zaobserwowano, ze stosunek wartosci pola pod krzywa stgzenie—czas mdzg/osocze byt nizszy
niz po podaniu pojedynczej dawki tygecykliny, pomimo istotnie wyzszych stezen osoczowych.
Oznacza to, ze zwickszenie dawki tygecykliny nie prowadzilo do proporcjonalnego zwigkszenia jej
ekspozycji w mozgu, a wrecz skutkowalo wzglednym ,rozcienczeniem” ekspozycji mézgowej
wzgledem osoczowej. Obserwacja ta wskazuje, ze relacja mozg/osocze nie ma charakteru statego i
moze ulega¢ modulacji w zalezno$ci od schematu podania.

Interpretujgc znaczenie zarowno stezen mozgowych, jak rowniez stosunku wartosci pola pod
krzywa stezenie-czas mozg/osocze tygecykliny, nalezy rowniez podkreslic, ze wskazniki te nie
pozwalaja na bezposrednie wnioskowanie o przepuszczalnosci bariery krew—mozg. Zwigkszenie tych
parametréw moze wynikac¢ z co najmniej trzech odmiennych zjawisk: (i) rzeczywistego zwickszenia

przenikania leku przez bariere krew-moézg, (ii) zmniejszenia klirensu leku z mézgu, lub (iii) zmiany
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profilu czasowego stezen osoczowych, ktora wtornie wplywa na pole pod krzywa w mozgu. W
przeprowadzonych badaniach nie bytlo mozliwosci rozdzielenia tych mechanizméw, poniewaz nie
oznaczano stezen w plynie mézgowo-rdzeniowym ani nie oceniano frakcji wolnej leku. Dodatkowym
ograniczeniem jest fakt, ze stezenia tygecykliny oznaczane w homogenatach mézgowych obejmuja
zarowno lek zlokalizowany w przestrzeni naczyniowej, jak i pozanaczyniowej. Przy wysokich
stezeniach osoczowych czg$¢ stezenia mozgowego moze zatem odzwierciedla¢é komponent
naczyniowy, co dodatkowo komplikuje interpretacje stosunku wartosci pola pod krzywa stgzenie-czas
mozg/osocze.

Mimo tych ograniczen, analiza stezen jak rowniez stosunku wartosci pola pod krzywa stezenie-
czas mozg/osocze tygecykliny wnosi istotng warto$¢ do cato$ci rozwazan w ramach celu 2. Po
pierwsze, pokazuje ona, ze relacja pomigdzy ekspozycja osoczowa a mozgowa tygecykliny nie jest
stala i moze ulega¢ zmianom w zaleznosci od schematu leczenia. Po drugie, wskazuje, ze modulacja
transporterow wyplywowych moze wptywac nie tylko na bezwzgledne stgzenia leku w mozgu, ale
rowniez na ich relacje¢ do ekspozycji ogolnoustrojowej, przynajmniej w niektdérych warunkach
doswiadczalnych i w okreslonych szczepach myszy. Po trzecie, uwypukla znaczenie czynnikoéw
osobniczych i zmiennosci biologicznej, ktére w analizach opartych na wskaznikach pochodnych
moga odgrywac role decydujaca.

Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki wskazuja, ze hamowanie
aktywnosci transporteréw wyptywowych P-gp i BCRP prowadzi nie tylko do zwigkszenia stezen
tygecykliny w mozgu, lecz w okreslonych warunkach takze do zmiany relacji migdzy stezeniami
tygecykliny w mozgu a jej ekspozycja ogdlnoustrojowa. Odmienny przebieg zmian stezen
tygecykliny w mozgu, niewyjasniany wytacznie wzrostem stezen osoczowych, sugeruje, ze dziatanie
selektywnego inhibitora P-gp i BCRP obejmuje nie tylko wptyw na stezenie leku w krazeniu, lecz
takze na procesy regulujace jego dystrybucje do osrodkowego ukladu nerwowego. Kierunek
obserwowanego efektu byt podobny w obu analizowanych wariantach genetycznych zwierzat
doswiadczalnych, cho¢ roznit si¢ jego nasileniem.

Ograniczenia metodologiczne: Zastosowane oznaczenia tkankowe nie pozwalaja jednoznacznie
rozdzieli¢ wplywu zastosowanego inhibitora transportu wyptywowego na przenikanie przez bariere
krew—mozg od wptywu na klirens mozgowy lub komponente naczyniows, dlatego wnioski dotyczace
mechanizmu dziatania transporterow w obrebie bariery powinny pozosta¢ ostrozne i ograniczone do
poziomu zalezno$ci farmakokinetycznych.

Ocena udzialu metabolizmu jelitowego i watrobowego w regulacji farmakokinetyki tygecykliny

z zastosowaniem selektywnej modulacji enzymo6w metabolicznych (zadanie badawcze 5)

Jednym z kluczowych problemow interpretacyjnych w badaniach farmakokinetycznych
ukierunkowanych na identyfikacj¢ mechanizméw regulujacych losy lekow w organizmie jest
rozdzielenie efektow wynikajacych z aktywnego transportu wyptywowego od efektow zwigzanych z
procesami metabolicznymi, zwlaszcza na etapie wchtaniania. W poprzednich etapach badan
wykazano, ze inhibicja transporterow wyptywowych prowadzita do istotnego zwigkszenia ekspozycji
ogdlnoustrojowej tygecykliny niezaleznie od drogi jej podania. Wzrost ekspozycji obserwowano
zaréwno po podaniu dootrzewnowym, gdzie wykluczony byt udziat bariery jelitowej, jak 1 po podaniu
doustnym, przy czym efekt byt wyrazniejszy w schemacie doustnym. Oznacza to, ze transportery

wyplywowe uczestniczg w regulacji farmakokinetyki tygecykliny na poziomie ogélnoustrojowym, a
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w warunkach podania doustnego dodatkowo ograniczajg jej dostepno$¢ na etapie wchianiania.
Jednoczes$nie sama obserwacja wzrostu ekspozycji po inhibicji transportu wyptywowego nie pozwala
jednoznacznie oceni¢ udzialu metabolizmu jelitowego Iub watrobowego w ograniczaniu dostepnosci
biologicznej ani tego, czy jego zahamowanie mogtoby nasila¢ obserwowane efekty.

W tym kontek$cie zasadne stato si¢ pytanie, czy — obok transportu wyplywowego — istotng role
w regulacji farmakokinetyki tygecykliny moze odgrywa¢ réwniez metabolizm jelitowy lub
watrobowy. Dane literaturowe wskazuja, ze udzial biotransformacji watrobowej w catkowitym
klirensie tygecykliny jest ograniczony, cho¢ mierzalny (rzedu kilkunastu procent) [Hoffman et al.
2007], przy jednoczesnym znaczacym udziale procesoOw eliminacyjnych o charakterze
pozametabolicznym, w tym wydzielania zélciowego. Oznacza to, ze zmiany stezen osoczowych,
szczegolnie po podaniu doustnym, moga teoretycznie wynikaé zarowno z modulacji transportu, jak i z
wplywu na enzymy metaboliczne uczestniczace w efekcie pierwszego przejscia.

W celu oddzielenia udziatu procesow metabolicznych od udziatu transportu wyplywowego w
farmakokinetyce tygecykliny zastosowano uktad do$wiadczalny obejmujacy selektywna inhibicje
metabolizmu przy uzyciu worykonazolu oraz — jako punkt odniesienia — selektywng modulacje
transporterow wyptywowych za pomoca elakridaru. Worykonazol jest dobrze scharakteryzowanym
inhibitorem enzyméw cytochromu P450, opisywanym jako zwigzek niewykazujacy istotnego wplywu
na aktywno$¢ transporterow z rodziny ABC, w tym P-gp i BCRP [Jeong et al. 2008; Lempers et al.
2016]. Taki profil farmakologiczny umozliwia ocen¢ wplywu zahamowania procesow
metabolicznych na stezenia tygecykliny w osoczu przy ograniczeniu ryzyka jednoczesnej modulacji
transportu wyplywowego, co miato szczegdlne znaczenie w analizie zmian ekspozycji po podaniu
doustnym, gdzie potencjalny udzial efektu pierwszego przejscia jest najwiekszy.

Analiza profili czasowych stezen tygecykliny w osoczu podanej doustnie po wczesniejszym
podaniu worykonazolu, zar6wno doustnie, jak i dootrzewnowo, w odniesieniu do grupy kontrolnej
nieotrzymujacej inhibitora, wykazata, ze zahamowanie metabolizmu prowadzito do wzrostu stezen
tygecykliny w bardzo wczesnych punktach czasowych, szczegélnie w 0,25 oraz 0,5 godziny od
podania. W pdzniejszych punktach czasowych roznice pomiedzy grupami otrzymujacymi
worykonazol a grupg kontrolng stopniowo si¢ zmniejszaty, a wartosci stgzen w obu grupach stawaty
si¢ zblizone. Rowniez analiza parametrow ekspozycji osoczowej, wyrazonych jako wartosci pola pod
krzywa stezenie—czas, wskazywala na jedynie umiarkowany wzrost tego parametru po zastosowaniu
worykonazolu w poréwnaniu z kontrola, przy czym w wielu zestawieniach przedzialy ufnosci
obejmowaly wartosci bliskie jednosci. Obserwacje te wskazujg, ze zahamowanie metabolizmu
wplywalo gtéwnie na poczatkowg faze wchlaniania tygecykliny wzgledem warunkéw bez inhibitora,
nie prowadzac jednak do wyraznego zwigkszenia jej catkowitej ekspozycji ogolnoustrojowe;.

Niezaleznie od powyzszego poréwnania z grupa kontrolna, istotnym elementem analizy byto
zestawienie efektow uzyskanych po podaniu worykonazolu réznymi drogami, tj. doustnie i
dootrzewnowo, poprzedzajacego podanie tygecykliny. Takie bezposrednie poréwnanie obu
schematow umozliwito rozwazenie potencjalnych roznic pomiedzy metabolizmem jelitowym a
watrobowym przy zastosowaniu tego samego czynnika hamujacego. W analizowanych parametrach
farmakokinetycznych, obejmujacych stezenia tygecykliny w osoczu oraz wartosci pola pod krzywa
stezenie—czas, roznice pomi¢dzy doustnym a dootrzewnowym podaniem worykonazolu byly

niewielkie, co ograniczalo mozliwos$¢ jednoznacznego rozdzielenia udziatu metabolizmu jelitowego i
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watrobowego w regulacji jej farmakokinetyki. Jedynie w bardzo wczesnym punkcie czasowym (0,25
h) stezenia tygecykliny byly wyzsze po doustnym podaniu worykonazolu niz po jego podaniu
dootrzewnowym, co moze sugerowac udzial metabolizmu jelitowego w ograniczaniu dostgpnosci
biologicznej leku w poczatkowej fazie wchtaniania. Brak utrzymania tego efektu w pdzniejszych
punktach czasowych wskazuje jednak na jego ograniczone znaczenie ilosciowe. Taki obraz wynikow
pozostaje spojny z danymi literaturowymi dotyczacymi wiasciwosci metabolicznych tygecykliny,
zgodnie z ktorymi lek ten ulega biotransformacji w ograniczonym stopniu, a zasadnicza czg¢$¢ podane;j
dawki eliminowana jest w postaci niezmienionej [Hoffmann et al. 2007]. W konsekwencji nawet
istotne zahamowanie aktywnos$ci enzymow metabolizujgcych nie powinno prowadzi¢ do gigbokich i
trwatych zmian catkowitej ekspozycji ogolnoustrojowej, szczegdlnie w warunkach, w ktérych
procesy transportowe pozostajg gldownym czynnikiem ograniczajacym dostepno$¢ biologiczng leku.

Uzupelieniem powyzszych analiz byto zestawienie schematoéw obejmujacych jednoczesne

doustne podanie elakridaru oraz worykonazolu poprzedzajgce doustne podanie tygecykliny z
odpowiednimi schematami, w ktorych modulowano wylacznie transportery wyptywowe przy uzyciu
elakridaru lub wytacznie procesy metaboliczne przy uzyciu worykonazolu. Takie pordéwnanie
pozwalato oceni¢, czy zahamowanie metabolizmu wnosi dodatkowy, niezalezny wktad do zmian
ekspozycji ogolnoustrojowej obserwowanych przy inhibicji transporteréw, a takze czy efekt obu
interwencji ma charakter addytywny. W analizowanych parametrach farmakokinetycznych,
obejmujacych wartosci st¢zenia maksymalnego oraz pola pod krzywa stgzenie—czas, nie
obserwowano wyraznych, proporcjonalnych wzrostow ekspozycji tygecykliny po dolaczeniu
worykonazolu do elakridaru w poroéwnaniu z zastosowaniem samego elakridaru. W wielu
zestawieniach przedzialy ufnosci dla réznic pomigdzy tymi schematami obejmowaly wartosci bliskie
jednosci. Obserwacja ta wskazuje, ze w warunkach skutecznej modulacji transporterow
wyplywowych dodatkowe zahamowanie metabolizmu nie prowadzi do dalszego istotnego
zwigkszenia ekspozycji ogolnoustrojowej tygecykliny. W ujeciu funkcjonalnym sugeruje to, ze udziat
metabolizmu w ograniczaniu dostepnosci biologicznej tygecykliny ma charakter wtorny wobec
procesow transportowych i nie stanowi dominujacego czynnika regulacyjnego w analizowanych
warunkach doswiadczalnych.
Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Zestawienie powyzszych obserwacji
wskazuje, ze metabolizm tygecykliny wptywa na jej farmakokinetyke, jednak jego rola ma charakter
wtorny. Wplyw ten ujawnia si¢ gtownie w bardzo wczesnej fazie profilu stezenie—czas i nie przeklada
si¢ na istotne, trwate zmiany catkowitej ekspozycji ogélnoustrojowej ani na dalszy przebieg profilu
stezen leku w krazeniu, co pozostaje zgodne z ograniczonym udzialem biotransformacji w jego
catkowitym klirensie opisywanym w literaturze.

Wyniki uzyskane w dotychczasowych etapach badan wykazatly, ze farmakokinetyka tetracyklin
jako cato$¢ podlega istotnej regulacji przez aktywne mechanizmy transportowe i eliminacyjne, przy
czym znaczenie tych procesow ujawnia si¢ szczegolnie wyraznie w warunkach podania doustnego. W
tym schemacie aktywne mechanizmy dziatajgce na poziomie bariery jelitowej odgrywaja kluczowa
role, a ich udzial r6zni si¢ pomiedzy poszczegdlnymi przedstawicielami tej grupy. Tygecyklina
ujawnita si¢ jako szczegolnie wrazliwy przedstawiciel tetracyklin, u ktorego aktywne procesy

ograniczajgce wchlanianie dominuja wzgledem dyfuzji biernej i w decydujacym stopniu ksztattuja
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dostepnos¢ biologiczng po podaniu doustnym. Zastosowane w tych etapach narzgdzia
farmakologiczne miaty charakter funkcjonalny i pozwolily na funkcjonalne rozdzielenie udziatu
transportu  wyptywowego, metabolizmu oraz proceséOw eliminacyjnych, nie stanowiac jednak
rozwiazan o charakterze technologicznym.

Jednoczesnie uzyskane obserwacje sklonily do postawienia pytania, czy modulacja
transporterow wyptywowych moze zachodzi¢ nie tylko w warunkach celowej inhibicji
farmakologicznej, lecz rowniez w obecnosci substancji wspotpodawanych z lekiem jako sktadniki
postaci farmaceutycznej. Innymi stowy, nalezato ustali¢, czy wybrane substancje pomocnicze, ktorym
w literaturze przypisuje si¢ zdolno$¢ oddzialywania z transporterami wyptywowymi, moga w
warunkach in vivo w sposob funkcjonalnie mierzalny wplywac¢ na dostgpnos¢ biologiczna tetracyklin.

Weryfikacje tej hipotezy przeprowadzono w modelu kurczat brojlerow opracowanym na
potrzeby realizacji celu pierwszego, pozwalajagcym na uzyskanie petnych profili farmakokinetycznych
po podaniu doustnym oraz ilo§ciowa ocen¢ zmian ekspozycji ogdlnoustrojowej tygecykliny. W tym
yjeciu tygecyklina peinila role szczegdlnie czulego narzedzia, umozliwiajacego wykrycie nawet
umiarkowanej modulacji procesow ograniczajacych jej wchtanianie.

Ocena wplywu wybranych substancji pomocniczych na dostepnos$é biologiczng oraz wybrane
parametry farmakokinetyczne tygecykliny po podaniu doustnym (zadanie badawcze 6)

Realizacja niniejszego zadania badawczego miata na celu oceng, czy jednoczesne doustne
podanie tygecykliny z wybranymi substancjami pomocniczymi prowadzi do mierzalnych zmian jej
dostepnosci biologicznej oraz parametrow ekspozycji ogolnoustrojowej. Analiza obejmowata catosé
profili farmakokinetycznych uzyskanych po podaniu doustnym tygecykliny w obecnos$ci szesciu
substancji pomocniczych: trimetylochitozanu, kaprylanu sodu, deoksycholanu sodu, TPGS oraz
dwodch pochodnych B-cyklodekstryny — dimetylowanej i hydroksypropylowanej. Zastosowanie
takiego zestawu umozliwiato oceng efektu modulacji w szerokim spektrum substancji r6znigcych si¢
budowa chemiczna, lecz opisywanych w literaturze jako potencjalnie oddziatujace z transporterami
wyplywowymi [Dintaman and Silverman 1999; Lo and Huang 2000; Arima et al. 2001; Zare et al.
2018; Nguyen et al. 2021].

Uzyskane wyniki wykazaty, ze wickszo$¢ zastosowanych substancji pomocniczych prowadzita
do wzrostu ekspozycji ogolnoustrojowej tygecykliny po jej podaniu doustnym. Zmiany te
obejmowaly zaréwno wartosci pola pod krzywa stezenie—czas, jak i bezwzgledng dostgpnosé
biologiczna, przy czym ich skala byla zréznicowana pomiedzy poszczegdlnymi substancjami.
Najbardziej wyrazne i istotne wzrosty obserwowano po zastosowaniu hydroksypropylowanej -
cyklodekstryny, TPGS oraz deoksycholanu sodu. W przypadku dimetylowanej -cyklodekstryny oraz
trimetylochitozanu obserwowany wzrost dostgpnosci biologicznej miat charakter umiarkowany i
obarczony wicksza niepewnosciag oszacowania, co znalazto odzwierciedlenie w szerokich
przedziatach ufnosci. Odrebnego komentarza wymaga przypadek kaprylanu sodu, ktéry jako jedyna z
badanych substancji pomocniczych nie wykazat istotnego wpltywu na dostgpno$¢ biologiczng
tygecykliny. Jednocze$nie jednak kierunek obserwowanych zmian wskazywal na tendencj¢ do
zwigkszenia ekspozycji ogolnoustrojowej, a przedzialy ufno$ci obejmowaly zaréwno wartosci
wskazujace na brak efektu, jak 1 na jego potencjalng obecnosé. Taki obraz wynikéw nie pozwala na
jednoznaczne wnioskowanie o stopniu modulacji procesow wchianiania przez t¢ substancje w

zastosowanym schemacie do$wiadczalnym, lecz sugeruje raczej ograniczong site efektu w
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poréwnaniu z pozostatymi substancjami pomocniczymi lub niewystarczajacg precyzje oszacowania
przy zastosowanej liczebno$ci grup.

Analiza profili stezenie—czas tygecykliny po doustnym podaniu w obecnosci substancji
pomocniczych wykazala, ze obserwowane zmiany mialy charakter przede wszystkim ilo§ciowy, a nie
jakosciowy. W poroéwnaniu z grupa kontrolng krzywe stezenie—czas ulegaly ,,wypictrzeniu”,
wyrazonemu wzrostem warto$ci stezen osoczowych oraz pola pod krzywa stezenie—czas, przy
zachowaniu zasadniczo podobnego przebiegu czasowego wczesnej fazy wchlaniania. Moment
osiggnigcia stezenia maksymalnego nie ulegat istotnym przesunigeciom, a krzywe nie wykazywaty
cech sugerujacych wyrazng zmiang szybkosci procesu absorpcji. Brak istotnych zmian czasu
osiggania stezenia maksymalnego nie wyklucza zwigkszenia catkowitej frakcji wchtonigtej, lecz
wskazuje, ze obserwowany wzrost ekspozycji ogélnoustrojowej nie wynikat z przyspieszenia samego
procesu wchianiania. Rdwnocze$nie nie obserwowano systematycznych zaburzen w pdzniejszych
fazach profilu farmakokinetycznego, ktore moglyby sugerowaé dominujacy wptyw mechanizméw
ogolnoustrojowych. W rezultacie uzyskany wzorzec zmian przemawia za zwigkszeniem ilosci leku w
krazeniu, ktora przekracza bariere jelitows, przy zachowaniu zasadniczo niezmienionej dynamiki
procesu absorpcji.

Z punktu widzenia interpretacji funkcjonalnej obserwacja ta ma istotne znaczenie. Gdyby
wzrost ekspozycji ogolnoustrojowej tygecykliny wynikat gltownie ze zmian przepuszczalnosci
nabtonka jelitowego niezaleznych od aktywnos$ci transporterow wyplywowych, takich jak
przejsciowe rozluznienie potaczen Scistych, zwickszenie transportu miedzykomorkowego,
modyfikacja ptynnosci blony komodrkowej czy efekt detergentowy prowadzacy do nieswoistego
zwigkszenia przepuszczalnos$ci, nalezatoby oczekiwa¢ wyrazniejszych zmian w dynamice narastania
stezen osoczowych lub modyfikacji ksztattu wczesnego fragmentu krzywej stezenie—czas. Takich
zaleznosci nie obserwowano w sposob systematyczny. Obraz wynikow pozostaje natomiast zgodny z
interpretacja, w ktorej zastosowane substancje pomocnicze zwickszaly efektywna frakcje dawki
pokonujacg bariere jelitows, bez zasadniczej ingerencji w szybkos$¢ procesu wchlaniania.

Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze badane substancje pomocnicze moga oddzialywa¢ na
barierg jelitowa w sposob wielokierunkowy, obejmujacy wptyw na organizacj¢ bton komdrkowych,
interakcje z faza lipidowa, lokalne zmiany $rodowiska blonowego oraz modulacje aktywnosci biatek
transportowych.  Ztozono$¢ tych potencjalnych oddziatywan uniemozliwia przypisanie
obserwowanego efektu  pojedynczemu, jednoznacznie  zdefiniowanemu mechanizmowi
molekularnemu. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze cze$¢ zastosowanych substancji pomocniczych
ulegata wchtanianiu i w ograniczonym stopniu mogta wptywac na wybrane procesy ogolnoustrojowe;
brak jednak systematycznych zmian w pdzniejszych fazach profilu farmakokinetycznego tygecykliny
przemawia przeciwko dominujagcemu znaczeniu takiego mechanizmu. W niniejszym zadaniu
badawczym nie prowadzono bezposrednich pomiaréw aktywno$ci transporterow wypltywowych,
markeréw integralno$ci bariery jelitowej ani oznaczen ekspresji biatek transportowych; interpretacja
ma zatem charakter funkcjonalny 1 opiera si¢ na analizie spdjnosci wzorca zmian
farmakokinetycznych.

Pomimo istotnych roznic strukturalnych i fizykochemicznych pomiedzy zastosowanymi
substancjami pomocniczymi obserwowany efekt zwigkszenia ekspozycji ogdlnoustrojowej

tygecykliny miat kierunek zgodny tj. zwigkszenie stgzen osoczowych i dostepnosci biologiczne;.
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Sugeruje to istnienie wspolnego elementu funkcjonalnego ich dziatania na poziomie bariery jelitowe;.
Takim wspolnym elementem moze by¢ zdolno$¢ tych substancji do modulowania aktywnosci
transporterow wyptywowych w obrebie nabtonka jelitowego [Dintaman and Silverman 1999; Lo and
Huang 2000; Arima et al. 2001; Zare et al. 2018; Nguyen et al. 2021]. W tym uj¢ciu interpretacja
najbardziej spdjna z uzyskanym obrazem danych pozostaje funkcjonalne ograniczenie procesow
zmniejszajacych ilos¢ tygecykliny dostepnej do wchlaniania, przy zachowaniu §wiadomosci, ze
przedstawione wyniki nie stanowig bezposredniego dowodu molekularnego udzialu konkretnych
transporterow. Przedstawione obserwacje wskazuja zatem, ze wplyw substancji pomocniczych
ujawniat si¢ przede wszystkim na etapie przechodzenia leku przez barier¢ jelitowa i prowadzit do
zwickszenia efektywnej frakcji dawki dostepnej do wchlonigcia, bez istotnej modyfikacji dalszych
etapow losow ustrojowych tygecykliny.

Zestawienie powyzszych obserwacji z wynikami uzyskanymi w ramach realizacji Celu 1 i Celu
2 wskazuje, ze cho¢ skala wzrostu dostgpnosci biologicznej tygecykliny po zastosowaniu substancji
pomocniczych byla wyraznie mniejsza niz w przypadku nieselektywnej (cyklosporyna A) oraz
selektywnej (elakridar) inhibicji transporteréw wyptywowych to charakter obserwowanych zmian w
farmakokinetyce tygecykliny pozostawal zasadniczo odmienny od zmian opisanych w obu
wczesniejszych celach. W wynikach uzyskanych w ramach realizacji Celu 1 obserwowano
uogoblniong modyfikacje wielu etapow losow ustrojowych, obejmujaca zaréwno wchtanianie, jak i
procesy eliminacyjne. Z kolei wyniki uzyskane w ramach realizacji Celu 2 wykazaty, ze selektywna
inhibicja transporterow P-gp i BCRP prowadzi do systemowej modulacji ekspozycji tygecykliny,
ujawniajacej si¢ niezaleznie od drogi podania oraz wplywajacej rowniez na dystrybucje tkankowa. Na
tym tle efekt obserwowany po zastosowaniu substancji pomocniczych ma charakter bardziej
ograniczony i lokalny: dotyczy zwickszenia ilo$ci leku dostgpnego do wchionigcia na poziomie
bariery jelitowej, bez przestanek wskazujacych na modyfikacje dalszych etapow farmakokinetyki po
przekroczeniu tej bariery.
Whiosek koncowy niniejszego zadania badawczego: Uzyskane wyniki wskazuja, ze wybrane
substancje pomocnicze moga zwigksza¢ dostgpnos¢ biologiczna tygecykliny po podaniu doustnym.
Brak systematycznych zmian w p6zniejszych fazach profilu farmakokinetycznego sugeruje, ze efekt
ten ma charakter lokalny i dotyczy przede wszystkim zwigkszenia frakcji dawki pokonujacej bariere

jelitowa, bez istotnej modyfikacji dalszych etapow jej losow ustrojowych.

4.1.2.5. Whnioski konicowe osiagniecia

Przedstawione badania stanowily wieloetapowa, funkcjonalnie ukierunkowang analize
czynnikow regulujacych farmakokinetyke tetracyklin in vivo, ze szczegdtowa charakterystyka
tygecykliny jako zwigzku modelowego. Plan badawczy obejmowat identyfikacje udziatu transportu
wypltywowego, jego funkcjonalne rozdzielenie od metabolizmu i proceséw eliminacyjnych oraz oceng
wplywu modulacji tych mechanizméw na dostepnos¢ biologiczng, ekspozycje ogdlnoustrojowa i
dystrybucje tkankows tetracyklin. Ujgcie to umozliwito przejsScie od obserwacji farmakokinetycznych
do sformulowania spojnego modelu regulacyjnej roli aktywnych procesow transportowych, a takze
wykazanie mozliwosci ich celowej modulacji. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna

sformutowac nastepujace wnioski koncowe:
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1. Farmakokinetyka tetracyklin in vivo podlega aktywnej regulacji transportowej, w
ktérej kluczowa role odgrywaja transportery wyplywowe P-gp i BCRP. Nieselektywna
modulacja procesow transportowych prowadzita do uogoélnionego i powtarzalnego wzrostu
ekspozycji ogoélnoustrojowej szesciu analizowanych tetracyklin, co wskazuje, ze dostepnosc
biologiczna tej grupy lekow jest wspotdeterminowana przez aktywne mechanizmy na
poziomie bariery jelitowej. Dalsza, selektywna inhibicja P-gp i BCRP w modelu tygecykliny
pozwolita zawezi¢ identyfikacje mechanizmu do konkretnych transporteréw wyptywowych.
Kierunek obserwowanych efektéw byl zgodny zaré6wno w odmiennych wariantach
genetycznych modelu myszy, jak i w dwoch gatunkach modeli doswiadczalnych (brojler i
mysz), co wskazuje na stabilno§¢ badanego mechanizmu regulacyjnego.

2. W analizowanym modelu transport wyplywowy pelni role¢ dominujaca wzgledem
metabolizmu w Kksztaltowaniu ekspozycji ogélnoustrojowej oraz relacji pomiedzy
kompartmentami tygecykliny. Selektywna inhibicja P-gp i BCRP prowadzita do trwalej
zmiany calego profilu stgzenie—czas, obejmujacej zard6wno ekspozycje ogolnoustrojowa, jak i
relacje miedzy stezeniami osoczowymi a stezeniami w mézgu. Zahamowanie metabolizmu
wywolywato natomiast jedynie przejSciowe zmiany w bardzo wczesnej fazie dostgpnosci
leku, bez istotnego wpltywu na catkowitg ekspozycje. Wyniki te wskazuja, ze metabolizm ma
charakter wtorny i modulujacy, podczas gdy nadrzedng role w regulacji farmakokinetyki
odgrywa transport wyptywowy.

3. Zidentyfikowany mechanizm transportowy moze by¢ celowo modulowany zaréwno
farmakologicznie, jak i formulacyjnie. Selektywna inhibicja P-gp i BCRP prowadzita do
systemowej zmiany ekspozycji leku, natomiast wybrane substancje pomocnicze zwigkszaly
frakcje dawki tygecykliny przekraczajaca bariere jelitowa, bez istotnej ingerencji w jej dalsze
losy ustrojowe. Oznacza to, ze aktywne procesy regulujace farmakokinetyke tetracyklin
stanowig uchwytny i modyfikowalny poziom kontroli ich dostgpnos$ci biologicznej in vivo.

Uzyskane wyniki umozliwiajg sformutowanie funkcjonalnego modelu proceséw regulujacych
farmakokinetyke tetracyklin in vivo, w ktorym aktywne zjawiska transportowe petnia role dominujaca
wzgledem metabolizmu oraz mechanizmoéw eliminacyjnych. Model ten wyja$nia zar6wno zmienno$¢
dostepnosci biologicznej po podaniu doustnym, jak i réznice w retencji ogolnoustrojowej oraz
dystrybucji tkankowej tetracyklin. W kontekScie medycyny weterynaryjnej ma to szczegolne
znaczenie, poniewaz tetracykliny naleza do najczeSciej stosowanych chemioterapeutykow
przeciwdrobnoustrojowych, a zmienno$¢ ich ekspozycji moze wptywaé na skuteczno$¢ terapii,
bezpieczefistwo stosowania oraz ryzyko lekoopornosci. Jednoczesnie mechanizmy opisane w
niniejszej pracy majg charakter miedzygatunkowy, co nadaje uzyskanym wynikom wymiar
translacyjny i pozwala osadzi¢ je w szerszym kontek$cie farmakologii tych chemioterapeutykow.
Przedstawiona sekwencja badan umozliwita funkcjonalne rozdzielenie proceséw transportowych,
metabolicznych i eliminacyjnych w warunkach in vivo, tworzac spdjny model ich wzajemnych

zaleznosci.
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4.2. Inne osiagniecie, o ktorym mowa 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 p6zn. zm.)

4. 2. 1. Osiagniecie pt. ,,Wplyw pokarmu i jonow dwuwartosciowych na dostepnosé biologiczng
enrofloksacyny u indykow.”

Publikacja omawiajaca osiagniecie wraz z informacja o wkladzie wnioskodawcy w prowadzaniu

badan naukowych opisanych w publikacji, jak i w jej powstanie:

« Ziotkowski H., Jaroszewski J., Maslanka T., Grabowski T., Katolik K., Paweska J.,
Siemianowska M., Markiewicz W., Jasiecka A. Spodniewska A. Influence of oral co-
administration of a preparation containing calcium and magnesium and food on enrofloxacin
pharmacokinetics. Research in Veterinary Science, 2014, 97: 99—104.
1F=1,409; MNiSW=35

Moj wklad w powstanie osiggnigcia obejmowal wspottworzenie koncepcji badan, zaplanowanie i
przeprowadzenie do$wiadczenia, wykonanie analiz laboratoryjnych 1 farmakokinetycznych,
opracowanie i interpretacje wynikow, sformutowanie wnioskow oraz przygotowanie manuskryptu.
4.2.1.1. Wprowadzenie

Enrofloksacyna nalezy do kluczowych lekow przeciwbakteryjnych stosowanych w medycynie
weterynaryjnej, szczegoélnie w terapii zakazen bakteryjnych u zwierzat gospodarskich. Jako
przedstawiciel fluorochinolonéw charakteryzuje si¢ szerokim spektrum dziatania oraz korzystnymi
wlasciwosciami farmakokinetycznymi, ktore w warunkach eksperymentalnych zapewniaja wysoka
skuteczno$¢ kliniczng. Jednoczesnie fluorochinolony wykazuja zdolno$¢ do tworzenia kompleksow z
wielowarto$ciowymi kationami metali (Ca**, Mg*", Fe**, AI*"), co moze prowadzi¢ do ograniczenia
ich wchtaniania z przewodu pokarmowego.

Dotychczasowe badania wskazywaly, ze zaré6wno obecno$¢ jonoéw, jak i pokarmu moze
wplywaé¢ na farmakokinetyke fluorochinolonéw, jednak dane te pochodzity glownie z badan
prowadzonych u ludzi lub w modelach innych gatunkéw zwierzat. Brakowalo natomiast
jednoznacznych danych odnoszacych si¢ do warunkow produkcyjnych drobiu, w ktorych zwierzeta
majg staty dostep do paszy oraz sa rutynowo eksponowane na wysokie stezenia jonow mineralnych w
wodzie i paszach.
4.2.1.2. Uzasadnienie podjetych badan i ich cele naukowe/podjete problemy badawcze

W praktyce produkcji drobiarskiej farmakoterapia przeciwbakteryjna prowadzona jest w
warunkach znaczaco odbiegajacych od modeli eksperymentalnych, w ktorych zwierzgta pozostaja na
czczo lub w warunkach kontrolowanych pod wzglegdem podazy sktadnikow mineralnych. W
konsekwencji stosowane schematy dawkowania nie uwzgledniaja potencjalnych interakcji
zachodzacych w przewodzie pokarmowym, ktore moga istotnie modyfikowaé biodostepnos¢ lekow.
Podjete badania mialy na celu rozwigzanie istotnego problemu poznawczego i aplikacyjnego:
okreslenie, w jakim stopniu jednoczesna obecno$¢ pokarmu oraz jonéw dwuwartoSciowych wptywa
na wchianianie i ekspozycje ogodlnoustrojowa enrofloksacyny u indykéw, a tym samym — na
potencjalng skutecznos$¢ terapii przeciwbakteryjnej w warunkach produkcyjnych. Na tej podstawie
przyjeto nastgpujace hipotezy badawcze:

+ jednoczesna obecno$¢ pokarmu oraz jonow dwuwartosciowych w przewodzie pokarmowym

istotnie ogranicza dostepnos¢ biologiczng enrofloksacyny,
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¢ mechanizmy oddziatywania pokarmu i jonéw sa odmienne, a ich wplyw na parametry
farmakokinetyczne enrofloksacyny rézni si¢ pod wzgledem nasilenia,

% zmiany farmakokinetyczne moga prowadzi¢ do obnizenia wartosci wskaznikow
farmakokinetyczno-farmakodynamicznych (PK/PD) ponizej poziomdéw warunkujacych
skutecznos¢ kliniczng enrofloksacyny wobec czesci patogenow.

Na podstawie sformutowanego celu oraz przyjetych hipotez badawczych, wyznaczono
nastepujace zadania badawcze:

» ocena wptywu jonow Ca?" i Mg?" na parametry farmakokinetyczne enrofloksacyny,

» ocena wptywu pokarmu na przebieg wchianiania leku,

» pordownanie sity i charakteru obu typow interakcji,

» analiza konsekwencji obserwowanych zmian w kontekscie wskaznikow PK/PD obejmujacych
stosunek najwyzszego stezenia leku osigganego we krwi do najmniejszego stezenia leku
hamujgcego wzrost 90% badanych szczepow drobnoustrojéw (Cmax/MIC90).

4.2.1.3. Wyniki

Przeprowadzone badania wykazaly jednoznacznie, ze jednoczesna obecno$¢ jonoéw
dwuwarto$ciowych oraz pokarmu prowadzi do istotnych zmian w farmakokinetyce enrofloksacyny
podawanej doustnie u indykéw, przy czym charakter i nasilenie tych zmian zalezg od rodzaju
czynnika towarzyszacego. Najbardziej wyraznym efektem obserwowanym w obu wariantach
doswiadczalnych bylo obnizenie dostepnosci biologicznej leku. W warunkach eliminujacych
interakcje na poziomie przewodu pokarmowego dostgpno$¢ biologiczna enrofloksacyny utrzymywata
si¢ na poziomie okolo 80%, natomiast wspotpodanie z jonami dwuwarto$ciowymi lub pokarmem
prowadzito do spadku tego parametru odpowiednio do okoto 66% i1 48%. Oznacza to, ze obecnosé
jonoéw powodowala istotng redukcje dostepnosci biologicznej o blisko 20%, podczas gdy obecnos¢
pokarmu prowadzita do jej obnizenia o ponad 40% wzglgdem warunkéw kontrolnych. Zmianom tym
towarzyszylo istotne obnizenie maksymalnych stezen enrofloksacyny (Cmax) W 0soczu. W przypadku
wspoélpodania enrofloksacyny z jonami wartosci Cmax byly istotnie nizsze o okoto 30-40% w
porownaniu z grupa kontrolna, natomiast w obecnosci pokarmu spadek ten mial charakter znacznie
bardziej nasilony i przekraczat 50%, co wskazuje na wyrazne ograniczenie ilosci leku wchtanianego
do krazenia ogo6lnego. Jednoczesnie wykazano, ze obecno$¢ pokarmu w istotny sposob modyfikuje
kinetyke procesu wchtaniania enrofloksacyny. W tej grupie czas osiaggni¢cia maksymalnego stezenia
w osoczu ulegal wydtuzeniu kilkukrotnie — z okoto 2 godzin w warunkach kontrolnych do ponad 8
godzin w obecnosci paszy. Zjawisku temu towarzyszylo istotne wydtuzenie parametréw opisujacych
faze absorpcji, w tym $redniego czasu wchianiania oraz okresu pottrwania wchianiania. Analogiczne
zmiany nie byly obserwowane w grupie otrzymujacej lek wraz z jonami, gdzie parametry te
pozostawatly zblizone do warto$ci kontrolnych.

Analiza przebiegu krzywych stezenie—czas wskazuje ponadto, ze w obecnosci pokarmu
dochodzito do wyraznego ,,splaszczenia” profilu stezeniowego oraz przesunigcia fazy absorpcji w
czasie, z utrzymywaniem si¢ nizszych stezen enrofloksacyny w pdzniejszych punktach czasowych.
Towarzyszyly temu istotne zmiany w parametrach eliminacyjnych, w tym wzrost wartosci st¢zenia
koncowego oraz wydtuzenie czasu obecnosci leku w organizmie.

Kluczowym elementem analizy bylo zestawienie uzyskanych danych farmakokinetycznych
enrofloksacyny z jej parametrami farmakodynamicznymi. Wykazano, ze obnizenie maksymalnych

-42 -



Autoreferat | Hubert Ziotkowski

stezen leku prowadzi do istotnego zmniejszenia wartosci wskaznika Cmax/MIC90. W przypadku
podania leku wraz z pokarmem spadek ten mial charakter na tyle nasilony, ze dla cze$ci patogenow
wartosci wskaznika obnizaty si¢ ponizej poziomu uznawanego za warunek skutecznej terapii. W
przypadku wspdlpodania z jonami efekt ten byl mniej wyrazny, jednak réwniez prowadzil do
przekroczenia granicy skutecznosci w odniesieniu do wybranych drobnoustrojow.

4.2.1.4. Oméwienie wynikéw

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wplyw pokarmu i jondw dwuwartosSciowych na
farmakokinetyke enrofloksacyny ma charakter jako$ciowo odmienny, mimo ze w obu przypadkach
prowadzi do zmnigjszenia dostgpnosci biologicznej leku. W przypadku jonow dwuwartosciowych
podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za obserwowane zmiany jest tworzenie trudno
rozpuszczalnych kompleksow chelatowych pomiedzy czasteczka fluorochinolonu a kationami metali.
Kompleksy te nie ulegaja efektywnemu wchlanianiu w przewodzie pokarmowym, co prowadzi do
zmnigjszenia frakcji wolnego leku dostgpnego do absorpcji. Mechanizm ten ma charakter glownie
chemiczny i nie wplywa istotnie na dynamike pasazu tresci pokarmowej ani na czas osiggania
maksymalnych st¢zen w osoczu, co znajduje odzwierciedlenie w relatywnie niezmienionych
parametrach opisujacych szybko§¢ wchtaniania. Odmienny i bardziej ztozony charakter ma wpltyw
pokarmu. Wyniki wskazuja, Ze jego obecno$¢ prowadzi nie tylko do zmniejszenia dostepnosci
biologicznej enrofloksacyny, ale rowniez do istotnej zmiany przebiegu procesu absorpcji. Mozna
przypuszczaé, ze enrofloksacyna ulega wymieszaniu z tre$cia pokarmowa w wolu i dalszych
odcinkach przewodu pokarmowego, co prowadzi do jego ,rozcienczenia” oraz ograniczenia
bezposredniego kontaktu z powierzchnig absorpcyjna jelita cienkiego. Jednoczesnie obecnos¢
pokarmu spowalnia pasaz tresci pokarmowej, co skutkuje wydluzeniem czasu wchtaniania oraz
przesunigciem momentu osiggni¢cia maksymalnego stezenia w osoczu. Dodatkowo mozna zaktadaé,
ze czg$¢ leku, zamiast ulec wchionigciu w proksymalnych odcinkach przewodu pokarmowego, jest
transportowana do dalszych jego cze$ci, gdzie warunki wchtaniania sa mniej sprzyjajace. Mechanizm
ten thumaczy zarowno obnizenie dostgpnosci biologicznej, jak i obserwowane zmiany w parametrach
eliminacyjnych enrofloksacyny, w tym wzrost stgzen koncowych i wydluzenie czasu obecnosci leku
W organizmie.

Istotnym aspektem jest réwniez ograniczona mozliwos¢ ekstrapolacji danych uzyskanych u
innych gatunkoéw zwierzat na ptaki. W przeciwienstwie do niektorych badan przeprowadzonych u
ssakow, w ktorych nie wykazano istotnego wptywu pokarmu na wchtanianie enrofloksacyny, w
niniejszym badaniu efekt ten byl wyrazny i jednoznaczny. Roznice te moga wynikac ze specyficznej
budowy i fizjologii przewodu pokarmowego ptakdéw, w szczegdlnosci obecnosci wola oraz odmiennej
dynamiki pasazu tresci pokarmowe;.

Z punktu widzenia farmakodynamiki przeciwbakteryjnej szczegélne znaczenie ma wykazanie,
7ze obserwowane zmiany farmakokinetyczne przektadaja si¢ na istotne obnizenie wartosci
wskaznikow PK/PD. W przypadku czgsci drobnoustrojow, zwlaszcza o wyzszych wartosciach MIC,
spadek Cmax prowadzit do obnizenia stosunku Cmax/MIC90 ponizej poziomu uznawanego za
warunek skutecznego dziatania fluorochinolonéw. Oznacza to, Zze mimo stosowania standardowych
dawek leku, rzeczywista ekspozycja na chemioterapeutyk moze by¢ niewystarczajagca do eradykacji
patogenu. W konsekwencji uzyskane wyniki wskazuja, Ze interakcje zachodzace w przewodzie

pokarmowym mogg stanowi¢ istotny, a dotychczas niedostatecznie uwzgledniany czynnik
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determinujacy skutecznos$¢ terapii przeciwbakteryjnej u drobiu. Szczegodlne znaczenie ma fakt, ze
warunki sprzyjajace wystepowaniu tych interakcji — staly dostgp do paszy oraz obecno$¢ jonow
mineralnych w wodzie i paszach — sa typowe dla intensywnej produkcji zwierzecej, co nadaje
obserwowanym zjawiskom wymiar praktyczny 1 systemowy, wykraczajagcy poza model
eksperymentalny.

4.2.1.5. Whnioski konicowe osiagniecia

Jednoczesna obecno$¢ pokarmu oraz jondw dwuwartoSciowych w przewodzie pokarmowym
istotnie obniza dostepno$¢ biologiczng enrofloksacyny podawanej doustnie u indykow, zmniejsza
maksymalne stgzenia leku w osoczu oraz op6znia jego wchlanianie, przy czym wptyw pokarmu ma
charakter wyraznie silniejszy niz wptyw jonoéw. Obserwowane zmiany prowadza do istotnego
obnizenia ekspozycji ogodlnoustrojowej leku, a w konsekwencji do spadku wartosci wskaznikow
PK/PD ponizej pozioméw warunkujacych skuteczno$¢ dziatania fluorochinolonéw wobec czesci
patogendw. W warunkach produkcyjnych, w ktorych zwierzeta maja staty dostep do paszy oraz sg
narazone na wysokie stezenia jonow mineralnych, standardowe schematy dawkowania
enrofloksacyny moga prowadzi¢ do niewystarczajacej ekspozycji na lek i ryzyka nieskutecznos$ci
terapii, szczegolnie w zakazeniach wywotanych przez drobnoustroje o nizszej wrazliwosci.

Uzyskane wyniki wskazujg na konieczno$¢ uwzgledniania interakcji lek—pokarm—§rodowisko
w praktyce klinicznej oraz potencjalnej modyfikacji schematéw dawkowania, a takze na znaczenie
tych interakcji jako czynnika sprzyjajacego rozwojowi opornosci drobnoustrojow w warunkach
niedostatecznej ekspozycji na chemioterapeutyk.

Osiagniecie to wnosi istotny wklad w rozwdj farmakologii weterynaryjnej poprzez wykazanie,
ze dostepnos¢ biologiczna badanych lekow przeciwbakteryjnych u zwierzat produkcyjnych jest w
sposob zasadniczy determinowana przez warunki $rodowiskowe ich stosowania, a nie wylacznie
przez wlasciwosci fizykochemiczne substancji czynne;j.

Przeprowadzone badania w sposob jednoznaczny wykazaly, ze standardowe modele
farmakokinetyczne, oparte na warunkach eksperymentalnych, nie odzwierciedlaja rzeczywistej
ekspozycji na lek w warunkach produkcyjnych, co podwaza zatozenie o uniwersalnosci stosowanych
schematow dawkowania. Wykazanie, ze interakcje zachodzace w przewodzie pokarmowym moga
prowadzi¢ do klinicznie istotnego obnizenia wskaznikéw PK/PD, stanowi istotny wklad w rozwoj
racjonalnej antybiotykoterapii w weterynarii, wskazujac na potrzebe integracji farmakokinetyki z
warunkami utrzymania zwierzat oraz praktyka produkcyjna. Osiagnigcie to rozszerza rozumienie
zmienno$ci odpowiedzi na leczenie przeciwbakteryjne, wskazujac, ze czynniki srodowiskowe moga
w sposob systemowy modulowa¢ skuteczno$¢ terapii, co ma bezposrednie znaczenie zaré6wno dla

efektywnosci produkcji zwierzgcej, jak i dla ograniczania ryzyka rozwoju opornosci drobnoustrojow.

4. 2.2. Osiagniecie pt. ,,Zmiennos¢ farmakokinetyczna tetracyklin u kurczgt brojlerow w
warunkach maksymalnej standaryzacji eksperymentalnej.”

Publikacja omawiajaca osiagniecie wraz z informacjg o wkladzie wnioskodawcy w prowadzaniu
badan naukowych opisanych w publikacji, jak i w jej powstanie:

% Ziélkowski H., Jasiecka-Mikolajczyk A., Madej-Smiechowska H., Janiuk J., Zygmuntowicz

A., Dabrowski M. Comparative pharmacokinetics of chlortetracycline, tetracycline,

minocycline and tigecycline in broiler chickens. Poultry Science, 2020, 99:4750-4757.
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1F=3,352; MNiSW=140
Moj wklad w powstanie osiggnigcia obejmowal wspottworzenie koncepcji badan, zaplanowanie i
przeprowadzenie doswiadczenia, wykonanie analiz laboratoryjnych i farmakokinetycznych,
opracowanie i interpretacj¢ wynikow, sformutowanie wnioskdw oraz przygotowanie manuskryptu.
4.2.2.1. Wprowadzenie

Tetracykliny nalezg do najczesciej stosowanych grup lekow przeciwbakteryjnych w medycynie
weterynaryjnej, przy czym ich zuzycie jest w dominujacym stopniu determinowane przez skale i
charakter produkcji zwierzecej, zwlaszcza w intensywnej hodowli drobiu. Ich znaczenie wynika z
szerokiego spektrum dziatania, relatywnie niskiej toksyczno$ci oraz dostepnosci ekonomicznej.
Pomimo diugiej historii stosowania tej grupy antybiotykow, wiedza dotyczaca ich wlasciwosci
farmakokinetycznych, szczegélnie w odniesieniu do poszczegdlnych gatunkéw zwierzat, pozostaje
niepelna i niespojna.

Charakterystyczng cecha tetracyklin jest wysoki stopien podobienstwa strukturalnego, ktory
sugerowalby zblizone wlasciwosci farmakokinetyczne. Jednocze$nie dostepne dane wskazuja na
bardzo duza zmienno$¢ w zakresie kluczowych parametrow, w szczegdlnosSci dostepnosci
biologicznej po podaniu doustnym, ktéra moze waha¢ si¢ od warto§ci marginalnych, rzedu kilku
procent, do wartoéci przekraczajacych polowg dawki podanej. Zmienno$¢ ta obserwowana jest
zaré6wno pomiedzy poszczegolnymi substancjami, jak i pomiedzy gatunkami zwierzat.

Dotychczasowe badania farmakokinetyczne tetracyklin u drobiu byly prowadzone najczesciej
dla pojedynczych substancji, w odmiennych warunkach eksperymentalnych. Réznice w dawkowaniu,
wieku 1 typie zwierzat, warunkach zywienia czy zastosowanych metodach analitycznych
powodowaly, ze uzyskane wyniki nie byly w pelni poréwnywalne. W konsekwencji brakowato
spojnego modelu interpretacyjnego, ktory pozwalalby powiaza¢ wlasciwosci strukturalne tetracyklin z
ich zachowaniem w organizmie, a tym samym racjonalnie przewidywac¢ ich skutecznos¢ kliniczng.
4.2.2.2. Uzasadnienie podjetych badan i ich cele naukowe/podjete problemy badawcze

Kluczowym problemem poznawczym niniejszych badan bylo ustalenie, czy obserwowana
zmienno$¢ farmakokinetyki tetracyklin wynika wytacznie z réznic eksperymentalnych pomiedzy
badaniami, czy tez stanowi rzeczywista, wewnetrzng ceche tej grupy lekow, ujawniajagca si¢ nawet w
warunkach pelnej standaryzacji modelu badawczego. Rozstrzygniecie tego problemu ma
fundamentalne znaczenie dla farmakologii weterynaryjnej. Jezeli bowiem tetracykliny — mimo
podobienstwa strukturalnego — wykazuja istotnie odmienne wlasciwosci farmakokinetyczne w
identycznych warunkach eksperymentalnych, oznacza to, ze nie mogg by¢ traktowane jako grupa
jednorodna z punktu widzenia dawkowania i skutecznos$ci klinicznej. W konsekwencji stosowanie
uogoblnionych schematow terapeutycznych moze prowadzi¢ do istotnych btedow w ocenie ekspozycji
na lek, a tym samym negatywnie rzutowac¢ na skuteczno$¢ terapii. W zwigzku z powyzszym celem
badan bylo jednoznaczne okreSlenie charakteru i skali réznic farmakokinetycznych pomiedzy
wybranymi tetracyklinami w warunkach pelnej standaryzacji eksperymentalnej, poprzez ich
bezposrednie poréwnanie u jednego gatunku zwierzat, przy identycznym schemacie dawkowania,
warunkach utrzymania oraz metodologii analitycznej. Na tej podstawie przyjeto nastgpujace hipotezy
badawcze:

% tetracykliny, pomimo wysokiego podobienstwa strukturalnego, wykazuja istotne i
systematyczne r6znice w parametrach farmakokinetycznych w warunkach kontrolowanych,
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% roznice te obejmujg zarowno procesy dystrybucji i eliminacji po podaniu dozylnym, jak i
wchtaniania oraz dostepnosci biologicznej po podaniu doustnym,

« skala obserwowanych rdéznic przekracza zakres mozliwy do wyjasnienia wyltacznie
wiasciwosciami fizykochemicznymi.

Na podstawie sformutowanego celu oraz przyjetych hipotez badawczych, wyznaczono
nastgpujace zadania badawcze:

» porOéwnanie parametréw farmakokinetycznych tetracyklin po podaniu dozylnym w
identycznych warunkach eksperymentalnych,
» ocena dostgpnosci biologicznej oraz przebiegu wchtaniania po podaniu doustnym,
» analiza zalezno$ci pomigdzy ekspozycjg ogdlnoustrojows a klirensem catkowitym,
» identyfikacja wzorcéw farmakokinetycznych mogacych wskazywaé na udziat dodatkowych
mechanizmoéw regulujacych wchtanianie i dystrybucje¢ badanych lekow.
4.2.2.3. Wyniki

Przeprowadzone badania wykazaly jednoznacznie, ze badane tetracykliny r6znig si¢ istotnie
pod wzgledem farmakokinetyki zaréwno po podaniu dozylnym, jak i doustnym, pomimo
zastosowania identycznych warunkow eksperymentalnych, tej samej dawki oraz jednolitego modelu
zwierzecego.

Po podaniu dozylnym stwierdzono wyrazne réznice w ekspozycji ogoélnoustrojowej wyrazonej
wartosciami pola pod krzywa stezenie-czas. Najwyzsze wartosci tego parametru uzyskano dla
chlorotetracykliny i minocykliny, ktore byly ponad dwukrotnie wyzsze niz w przypadku tygecykliny i
tetracykliny. Roznice te znajdowaly bezposrednie odzwierciedlenie w wartosciach klirensu
catkowitego, ktory dla tygecykliny i tetracykliny byt okoto dwukrotnie wyzszy niz dla
chlorotetracykliny i minocykliny, co wskazuje na szybsza eliminacje tych substancji z organizmu.
Analiza przebiegu stezen w osoczu wykazata, ze minocyklina osiggala najwyzsze stezenia w
poczatkowej fazie obserwacji, przewyzszajac stgzenia pozostalych tetracyklin nawet ponad
dwukrotnie w pierwszych godzinach po podaniu. Chlorotetracyklina rowniez charakteryzowata si¢
wyzszymi stgzeniami niz tygecyklina i tetracyklina, podczas gdy profile stezen tych dwdch ostatnich
lekow byty zblizone i utrzymywaly si¢ na nizszym poziomie.

Znacznie bardziej wyrazne réznice obserwowano po podaniu doustnym, szczegolnie w zakresie
dostepnosci biologicznej. Chlorotetracyklina osiggata dostgpnos¢ biologiczng na poziomie okoto
30%, natomiast minocyklina i tetracyklina charakteryzowaly si¢ wyraznie wyzsza wartoécig tego
parametru, przekraczajaca 50%. Najnizsza dostgpnos$¢ biologiczng wykazano dla tygecykliny, ktora
wynosita okoto 1,5%, co oznaczato, ze byla ona wchlaniana ponad 20-krotnie stabiej niz
chlorotetracyklina, ponad 30-krotnie stabiej niz minocyklina oraz ponad 35-krotnie stabiej niz
tetracyklina. Réznice w dostgpnosci biologicznej znajdowaly odzwierciedlenie w warto$ciach
maksymalnych st¢zen w osoczu oraz ekspozycji ogodlnoustrojowej po podaniu doustnym. Stezenia
tygecykliny pozostawaty wielokrotnie nizsze niz pozostatych tetracyklin — nawet ponad 20-krotnie — i
byly wykrywalne jedynie przez krotki okres czasu. W przeciwienstwie do tego, minocyklina,
tetracyklina i chlorotetracyklina utrzymywaly si¢ w osoczu przez znacznie dluzszy czas, przy czym
minocyklina charakteryzowata si¢ najwyzszg ekspozycja ogolnoustrojows.

Pomimo istotnych réznic w stopniu wchianiania, parametry opisujace szybko$¢ absorpcji, takie
jak $redni czas wchtaniania oraz okres pottrwania wchianiania, pozostawaty zblizone dla wszystkich
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badanych tetracyklin. Jednoczesnie obserwowane roznice w dostepnosci biologicznej wptywaty na
przebieg fazy eliminacji, co znalazto odzwierciedlenie w zréznicowanych warto$ciach okresu
poltrwania w fazie eliminacji, ktory uktadat si¢ w kolejnosci: tygecyklina < chlorotetracyklina <
tetracyklina < minocyklina. Ponadto czas obecno$ci poszczegélnych tetracyklin w organizmie po
podaniu doustnym rowniez roznit si¢ istotnie — tygecyklina byta wykrywalna jedynie przez okoto 13
godzin, podczas gdy pozostate tetracykliny utrzymywaty si¢ w osoczu od kilkudziesigciu do nawet
okoto 100 godzin.

4.2.2.4. Oméwienie wynikéw

Uzyskane wyniki wskazujg jednoznacznie, ze badane tetracykliny — pomimo wysokiego
podobienstwa strukturalnego — wykazuja wyraznie odmienne profile farmakokinetyczne, obejmujace
zarowno procesy dystrybucji i eliminacji po podaniu dozylnym, jak i wchtaniania po podaniu
doustnym. Kluczowe znaczenie ma fakt, ze roznice te ujawniaja si¢ w warunkach petnej standaryzacji
eksperymentalnej, co wyklucza ich przypadkowy charakter oraz ogranicza mozliwo$¢ ich wyjasnienia
wylacznie czynnikami zewngtrznymi.

W zakresie farmakokinetyki po podaniu dozylnym istotnym spostrzezeniem jest odwrotna
relacja pomiedzy ekspozycja ogodlnoustrojowa a klirensem catkowitym. Wyzsze wartosci pola pod
krzywa stgzenie-czas dla minocykliny i chlorotetracykliny odpowiadaja nizszym wartosciom klirensu,
co wskazuje na wolniejsze usuwanie tych substancji z organizmu. Z kolei tygecyklina i tetracyklina,
charakteryzujace si¢ wyzszym klirensem i osiagaja nizsza ekspozycje ogoélnoustrojowa. Roznice te
nie moga by¢ thumaczone jedynie wtasciwosciami fizykochemicznymi, poniewaz badane substancje
nalezg do jednej grupy chemicznej i wykazuja wysokie podobienstwo strukturalne. Wskazuje to na
udziat dodatkowych czynnikéw regulujacych dystrybucje 1 eliminacje lekow, potencjalnie
zwigzanych z ich transportem przez bariery biologiczne.

Najbardziej wyrazne i jednoczesnie kluczowe z punktu widzenia praktyki klinicznej réznice
dotycza procesu wchtaniania. Uzyskane wyniki pokazuja, ze dostgpnos¢ biologiczna tetracyklin moze
r6zni¢ si¢ w sposob skrajny, od wartosci marginalnych w przypadku tygecykliny do warto$ci
przekraczajacych potowe dawki w przypadku minocykliny i tetracykliny. Co istotne, przy tak duzych
roéznicach w stopniu wchlaniania, parametry opisujace szybko$¢ tego procesu pozostaja wzglednie
podobne. Oznacza to, ze zasadniczym czynnikiem roznicujacym farmakokinetyke badanych
substancji nie jest tempo absorpcji, lecz zakres, w jakim lek ulega wchtonigciu z przewodu
pokarmowego. Taki obraz wskazuje, ze proces wchianiania tetracyklin nie jest determinowany
wylgcznie przez bierng dyfuzje przez blony biologiczne. Gdyby dominujgcym mechanizmem byta
dyfuzja, nalezatoby oczekiwa¢ bardziej spdjnych wartosci dostgpnosci biologicznej pomiedzy
substancjami o zblizonej strukturze i wlasciwosciach fizykochemicznych. Tymczasem obserwowane
roznice, siggajace kilkudziesieciokrotnosci, sugerujg istnienie dodatkowych mechanizmow
regulacyjnych, ktére ograniczajg lub promujg transport leku przez nablonek jelitowy. W tym
kontek$cie najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem obserwowanych zjawisk jest udziat
mechanizméw transportu aktywnego, ktore mogg selektywnie ogranicza¢ wchtanianie niektorych
tetracyklin. Mechanizm ten ttumaczylby zarowno bardzo niska dostgpnos¢ biologiczng tygecykliny,
jak 1 istotne roznice pomigdzy pozostalymi substancjami, pomimo ich podobienstwa strukturalnego.

Jednoczesnie obserwowane roznice w parametrach dystrybucji i eliminacji po podaniu dozylnym
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moga wskazywaé, ze mechanizmy te odgrywaja rolg nie tylko na poziomie przewodu pokarmowego,
ale rowniez w transporcie lekow w ustroju.

Istotnym elementem interpretacyjnym jest rowniez zestawienie uzyskanych wynikow z danymi
literaturowymi. Dotychczasowe badania, prowadzone dla pojedynczych tetracyklin w roéznych
modelach eksperymentalnych, wskazywatly na duza zmienno$¢ parametréw farmakokinetycznych,
jednak nie pozwalaly na jednoznaczne okres$lenie charakteru tych réznic. Przeprowadzenie
bezposredniego poréwnania w identycznych warunkach eksperymentalnych pozwolito wykaza¢, ze
zmienno$¢ ta ma charakter systemowy i wynika z wlasciwosci badanych substancji, a nie jedynie z
ro6znic metodologicznych pomigdzy badaniami.

W konsekwencji uzyskane wyniki wskazuja, ze farmakokinetyka tetracyklin stanowi ztozony
uktad zalezno$ci, w ktorym podobienstwo strukturalne nie przektada si¢ na podobienstwo zachowania
w organizmie. Ma to istotne znaczenie zarowno dla interpretacji danych farmakokinetycznych, jak i
dla praktyki klinicznej, poniewaz podkresla konieczno§¢ indywidualnego podejécia do
poszczegblnych substancji w obrebie tej samej grupy terapeutyczne;j.

4. 2.2.5. Whnioski koficowe osiagniecia

Przeprowadzone badania wykazaty jednoznacznie, ze tetracykliny — pomimo wysokiego
podobienstwa strukturalnego — nie stanowig farmakokinetycznie jednorodnej grupy lekow. Roznice
pomigdzy badanymi substancjami majg charakter zasadniczy i obejmuja zarowno ekspozycije
ogolnoustrojowa po podaniu dozylnym, jak i dostepno$¢ biologiczna po podaniu doustnym, ktéra w
skrajnych przypadkach r6zni si¢ kilkudziesigciokrotnie.

Najwazniejszym wnioskiem wynikajacym z przeprowadzonych badan jest stwierdzenie, ze
stopien wchtaniania tetracyklin z przewodu pokarmowego stanowi gtdwny czynnik determinujgcy ich
farmakokinetyke po podaniu doustnym, a obserwowane réznice nie moga by¢ wyjasnione wytacznie
wiasciwosciami fizykochemicznymi tych substancji. Uzyskane wyniki wskazujg, ze procesy
regulujace transport lekow przez bariery biologiczne najprawdopodobniej odgrywaja kluczowa rolg w
ksztattowaniu ich dostepnosci biologicznej oraz ekspozycji ogdlnoustrojowej. W konsekwencji
uzyskane dane pozwalajg wyjasni¢, ze traktowanie tetracyklin jako farmakokinetycznie jednorodnej
grupy lekéw moze prowadzi¢ do istotnych btedow w ocenie ekspozycji na lek, a tym samym do
nieskutecznosci terapii lub zwigkszonego ryzyka selekcji opornosci drobnoustrojow. Wyniki te
wskazuja na konieczno$¢ indywidualizacji podejscia do poszczegolnych substancji, nawet w obrgbie
jednej grupy chemiczne;j.

Osiagnigcie to wnosi istotny wktad w rozwdj farmakologii weterynaryjnej poprzez wykazanie,
ze podobienstwo strukturalne lekow przeciwbakteryjnych nie stanowi wiarygodnej podstawy do
przewidywania ich wlasciwosci farmakokinetycznych. Przeprowadzone badania po raz pierwszy w
sposob jednoznaczny udokumentowaly, ze rdéznice pomiedzy tetracyklinami maja charakter
systemowy 1 ujawniaja si¢ w warunkach pelnej standaryzacji eksperymentalnej, co wskazuje, ze
traktowanie tej grupy lekow jako farmakokinetycznie jednorodnej wymaga rewizji.

Wykazanie, ze procesy wchlaniania i dystrybucji tetracyklin sg regulowane przez mechanizmy
wykraczajace poza bierng dyfuzje, stanowi istotny wklad poznawczy, ktory rozszerza rozumienie
mechanizméw determinujacych losy lekow w organizmie zwierzat. Uzyskane wyniki tworza

podstawe do dalszych badan nad rolg transporterow btonowych w farmakokinetyce badanych
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chemioterapeutykow oraz wskazuja na konieczno$¢ integracji danych farmakokinetycznych z
mechanizmami molekularnymi transportu lekow.

Z punktu widzenia praktyki klinicznej oraz produkcji zwierzecej uzyskane wyniki wskazuja, ze
roéznice w dostgpnosci biologicznej tetracyklin moga osiagac skale, ktéra w istotny sposéb wptywa na
rzeczywista ekspozycje na lek. W konsekwencji dobor substancji czynnej, nawet w obrgbie jednej
grupy chemicznej, moze mie¢ kluczowe znaczenie dla skutecznos$ci terapii, co podkresla znaczenie
uwzgledniania indywidualnych wtasciwosci farmakokinetycznych poszczegolnych tetracyklin.

Uzyskane wyniki stanowig istotny wklad w rozwdj dyscypliny weterynaria poprzez poglebienie
wiedzy na temat zmiennosci farmakokinetyki tetracyklin, jednych z najczgsciej stosowanych lekow
przeciwdrobnoustrojowych w weterynarii, oraz wskazanie nowych kierunkéw badan nad

mechanizmami regulujacymi ich dostepno$¢ biologiczng i skutecznos¢ terapeutyczng.
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4.3. Osiaggniecia naukowe przedstawione w rozprawie doktorskiej pt. ,,Wplyw pokarmu i jonow
metali na wchlanianie 7 przewodu pokarmowego i farmakokinetyke oksytetracykliny u
kurczqt brojlerow”

Publikacje omawiajace osiagniecie wraz z informacja o wkladzie wnioskodawcy w prowadzaniu

badan naukowych opisanych w publikacjach, jak i w ich powstanie:

< Ziélkowski H., Grabowski T., Jasiecka A., Zuska-Prot M., Barski D., Jaroszewski J.
Pharmacokinetics of oxytetracycline in broiler chickens following different routes of
administration. The Veterinary Journal, 2016, 208:96-98.
1F=1,802; MNiSW=40

«» Ziotkowski H., Jasiecka A., Zuska-Prot, Przybysz J., Grabowski T., Jaroszewski J. Metal
ion-oxytetracycline pharmacokinetic interactions after oral co-administration in broiler
chickens. Poultry Science, 2016, 95:1927-1933.
1F=1,908; MNiSW=40

% Ziotkowski H., Madej—Smiechowska H., Grabowski T., Jaroszewski J.J., Maslanka T. Hard
water may increase the inhibitory effect of feed on the oral bioavailability of oxytetracycline
in broiler chickens. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2019, 22:251-258.
1F=0,516; MNiSW=40

Moj wkiad w powstanie osiggnigcia naukowego opisanego w w/w publikacjach, jak i w ich
powstanie polegat na opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu doswiadczenia, zebraniu
materialu do badan, przeprowadzeniu analizy instrumentalnej, obliczen farmakokinetycznych i
obliczen statystycznych, zebraniu pi§miennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem
ostatecznej wersji manuskryptow. Ponadto, niniejsze osiagnigcie badawcze byto podstawg do nadania
mi w 2014 roku stopnia doktora nauk weterynaryjnych.

Rozprawa doktorska stanowita podstawe mojego dalszego rozwoju w obszarze
farmakokinetyki eksperymentalnej, koncentrujac si¢ na czynnikach regulujacych wchianianie i
dostepnos¢ biologiczng oksytetracykliny u drobiu.

Oksytetracyklina jest szeroko stosowanym chemioterapeutykiem przeciwbakteryjnym
wykorzystywanym zarowno w medycynie czlowieka, jak i w medycynie weterynaryjnej. Skutecznosé
terapeutyczna tego leku zalezy w istotnym stopniu od jego wchlaniania z przewodu pokarmowego,
ktore moze ulega¢ modyfikacjom pod wplywem czynnikéw zywieniowych i Ssrodowiskowych.
Zrozumienie determinant biodostepnosci oksytetracykliny u zwierzat gospodarskich ma znaczenie dla
racjonalizacji terapii przeciwbakteryjnych w warunkach produkcyjnych.

Celem pracy bylo okreslenie farmakokinetyki oksytetracykliny u kurczat brojlerow oraz ocena
czynnikow wptywajacych na jej wchlanianie z przewodu pokarmowego. W pierwszym etapie
ustalono parametry farmakokinetyczne po podaniu dozylnym i doustnym, okreslajac profil absorpcji,
dystrybucji i eliminacji leku u badanego gatunku. W kolejnych etapach analizowano interakcje
zachodzgce na poziomie wchianiania w obecno$ci pokarmu oraz jonow dwuwartosciowych wapnia
(Ca?") i magnezu (Mg?*), a takze oceniano ich taczny wptyw na badane parametry.

Realizacja projektu wymagata opracowania i walidacji metody oznaczania oksytetracykliny w
osoczu z wykorzystaniem chromatografii cieczowe] sprzgzonej z tandemowa spektrometria mas
(HPLC-MS/MS). Metoda zostala zwalidowana zgodnie z wytycznymi FDA i EMA, co umozliwito
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uzyskanie wiarygodnych danych stezeniowych stanowigcych podstawe dalszej analizy i interpretacji
farmakokinetycznej.

Uzyskane wyniki pozwolity na kompleksowa charakterystyk¢ farmakokinetyki
oksytetracykliny u kurczat brojlerow. Dostepnos¢ biologiczna oksytetracykliny po podaniu doustnym
wynosita okoto 16%, co wskazuje na ograniczone wchianianie w warunkach wyjsciowych.
Wykazano, ze obecno$¢ pokarmu istotnie obnizata dostepnos¢ biologiczng badanego leku — o okoto
30% — prawdopodobnie w wyniku tworzenia kompleksow oksytetracykliny z jonami
wielowarto$ciowymi obecnymi w paszy, zmian w oprdznianiu przewodu pokarmowego, a takze
fizycznej bariery, jaka stanowi tre$¢ pokarmowa w $wietle jelita, ograniczajacej kontakt leku z
powierzchniag wchianiania. Jony Ca** i Mg?*" obecne w wodzie w stezeniach zgodnych z
obowigzujacymi normami nie powodowaly istotnych zmian parametrow farmakokinetycznych,
obnizajac dostgpnos$¢ biologiczna o mniej niz 5%. Jednak w potaczeniu z pokarmem nasilaty
hamujacy wptyw na wchtanianie, prowadzac do dodatkowego, okoto 20-procentowego spadku stezen
oksytetracykliny w osoczu. Wyniki te potwierdzaja znaczenie interakcji fizykochemicznych
tetracyklin z jonami dwuwartoSciowymi w warunkach obecnosci sktadnikow pokarmowych. Na
podstawie przeprowadzonych badan sformulowano nastepujace wnioski:

+ Wochtanianie oksytetracykliny z przewodu pokarmowego kurczat brojleréw jest ograniczone.
+ Dostep do pokarmu podczas doustnego podawania oksytetracykliny istotnie obniza
ekspozycje ogdlnoustrojowa leku.
« Jony Ca* i Mg* w dopuszczalnych stgzeniach nie wplywajg istotnie na farmakokinetyke
oksytetracykliny.
+ Jednoczesna obecno$¢ pokarmu i jonéw dwuwartosciowych nasila hamowanie wchtaniania
oksytetracykliny.
« Opracowana metoda HPLC-MS/MS stanowi wiarygodne narzedzie do analiz

farmakokinetycznych oksytetracykliny u drobiu.
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4. 4. Pozostala aktywno$é naukowa

Cato$¢ mojego dorobku naukowego koncentruje si¢ w trzech obszarach badawczych:
farmakokinetyczno-analitycznym, immunofarmakologicznym oraz badaniach nad funkcjonowaniem i
zaburzeniami gatki ocznej. Obszary te laczy podejscie eksperymentalne oraz koncentracja na
zagadnieniach wymagajacych podejscia ilosciowego w analizie zjawisk biologicznych. Niezaleznie
od tematyki prowadzone przeze mnie badania opieraly si¢ na jasno okreslonych modelach
doswiadczalnych oraz konsekwentnie rozwijanych kompetencjach metodologicznych. Dorobek ten
obejmuje prace realizowane zaré6wno samodzielnie, jak 1 we wspdlpracy z zespolami

interdyscyplinarnymi oraz partnerami krajowymi i zagranicznymi.

4. 4. 1. Badania z zakresu farmakokinetyKki i analityki lekow

Pierwszy i dominujacy obszar moich badan obejmuje farmakokinetyke lekdw, $cisle powigzana
z rozwojem 1 zastosowaniem metod analitycznych opartych na chromatografii cieczowej
(HPLC/UPLC-MS/MS) jako narzedzia iloSciowej oceny stezen lekow w matrycach biologicznych.
Obszar ten towarzyszy mi od poczatku kariery naukowej — poczawszy od pracy przegladowe]
dotyczacej farmakokinetyki lekow przeciwpadaczkowych drugiej generacji u pséw, poprzez rozprawe
doktorska, az po aktualne projekty realizowane we wspoélpracy krajowej i migdzynarodowej.
Tematyka ta stanowi ponad potowe (=70%) mojego catkowitego dorobku publikacyjnego. Badania z
tego obszaru obejmuja zaro6wno klasyczne analizy farmakokinetyczne w weterynarii (drdb, konie,
psy), jak i projekty realizowane we wspotpracy z osrodkami medycznymi, w tym z zakresu
farmakokinetyki populacyjnej, terapii nerkozastepczej oraz badan przedklinicznych prowadzonych we
wspoOlpracy z przemystem farmaceutycznym. Charakterystyczng cecha tego obszaru jest integracja
kompetencji analitycznych i farmakokinetycznych — od opracowania i walidacji metod oznaczen,
poprzez analiz¢ farmakokinetyczna, po interpretacje danych w kontekscie klinicznym i translacyjnym.
4.4.1.1. Studia literaturowe nad charakterystyka farmakologiczng wybranych lekéw

przeciwpadaczkowych drugiej generacji u psow

Poczatki mojej dziatalnosci naukowej zwigzane byly z analiza farmakokinetyki lekéw
przeciwpadaczkowych u psow. Padaczka psow pozostaje istotnym problemem klinicznym, a znaczna
cze¢$¢ przypadkdw wykazuje ograniczona odpowiedz na standardowe leczenie. Jednocze$nie
dostepnos¢ lekow przeciwpadaczkowych ulega systematycznemu rozszerzeniu, co stwarza
mozliwosci modyfikacji terapii, w tym leczenia skojarzonego.

W niniejszych studiach nad literaturg przedstawiono analiz¢ farmakodynamiczng i
farmakokinetyczna lekéw przeciwpadaczkowych drugiej generacji dopuszczonych do obrotu po 1990
roku, ktore nie sg powszechnie stosowane w medycynie weterynaryjnej. Do tej grupy naleza:
felbamat, gabapentyna, lewetyracetam, okskarbazepina, topiramat oraz zonisamid. Charakterystyke
opracowano na podstawie danych literaturowych, ze szczegdélnym uwzglednieniem parametrow
farmakokinetycznych okreslonych u psow. Profile farmakokinetyczne poszczegolnych lekow zostaty
zestawione 1 poddane analizie porownawczej w celu oceny ich potencjalnej uzytecznosci kliniczne;.

Porownanie parametréw farmakokinetycznych wykazalo, ze czgs¢ lekow drugiej generacji
moze stanowi¢ wartoSciowe uzupelnienie terapii padaczki u psdéw, zwlaszcza w przypadkach
opornych na leczenie pierwszej linii. Jednym z czynnikéw ograniczajacych ich szersze zastosowanie

pozostaje koszt terapii w poréwnaniu z lekami pierwszej generacji, takimi jak fenobarbital czy
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karbamazepina. Istotne znaczenie majg rowniez wilasciwosci farmakokinetyczne determinujace
schemat dawkowania — krotki okres poltrwania niektdrych substancji wymaga czestego podawania,
co ogranicza praktycznos$¢ terapii. W tym kontekscie zonisamid, umozliwiajacy podawanie raz lub
dwa razy na dobe, wyr6znia si¢ korzystniejszym profilem dawkowania.

Ponadto przeprowadzona analiza wykazata, ze wsérdd lekow drugiej generacji znajdujg si¢
substancje, ktorych farmakokinetyka u psOw pozostaje niewystarczajaco poznana (lamotrygina,
tiagabina, wigabatryna). Rownoczesnie w medycynie ludzkiej wprowadzane sa kolejne leki
przeciwpadaczkowe trzeciej generacji, co wskazuje na dynamiczny rozwoj tej grupy farmaceutykow i
potencjalne kierunki dalszych badan w weterynarii.

Whnioski  sformulowane na podstawie analizy literaturowej wskazuja, ze leki
przeciwpadaczkowe drugiej generacji moga by¢ stosowane zarOwno w monoterapii, jak i w leczeniu
skojarzonym u psow, zwlaszcza w przypadkach padaczki opornej. Ich korzystniejszy margines
bezpieczenstwa oraz profil farmakokinetyczny moga umozliwiaé optymalizacje terapii i redukcje
dawek lekoéw pierwszej generacji. Praca ta miata charakter analityczny tj. nie ograniczata si¢ jedynie
do syntezy literatury, lecz obejmowala takze porownawcza oceng parametrow farmakokinetycznych
w kontekscie ich implikacji klinicznych.

Wyniki niniejszej pracy zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

R/

« Ziotkowski H. Jaroszewski J., Jasiecka A., Zidtkowska N. Characteristics of selected second-
generation antiepileptic drugs used in dogs. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2012, 15:
571-582.

IF=0,570; MNiSW=20

Moj wktad w powstanie niniejszej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji, zebraniu danych,

przeprowadzeniu poréwnan farmakokinetycznych, weryfikacji poprawnosci przeprowadzenia

obliczen, zebraniu piSmiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej
wersji manuskryptu.

W ostatnim okresie moja aktywno$¢ naukowa ponownie objeta zagadnienia farmakokinetyki
lekow przeciwpadaczkowych. Wspodtuczestniczg w  badaniu dotyczacym wplywu terapii
nerkozastepczej na eliminacj¢ lakozamidu w modelu in vitro; manuskrypt znajduje si¢ obecnie na
etapie procedury recenzyjnej. Badanie to rozszerza wcze$niejsze zainteresowania farmakokinetyka
lekéw przeciwpadaczkowych na obszar medycyny cztowieka oraz kontekst kliniczny terapii
nerkozastepczej, koncentrujac si¢ na ocenie, czy procedury dializacyjne moga istotnie modyfikowaé
ekspozycje na lakozamid, a tym samym wpltywa¢ na skuteczno$¢ i bezpieczenstwo terapii u
pacjentdow z niewydolnoscia nerek.
4.4.1.2. Badania nad farmakokinetyka in silico

Rownolegle do badan eksperymentalnych prowadzitem analizy metodologiczne dotyczace
interpretacji parametrow farmakokinetycznych w modelach in silico. Celem przedstawionych badan
byla ocena sposobu wyznaczania maksymalnego obserwowanego stezenia (Cimax,obs) OTaz czasu jego
wystapienia (tmaxobs) Przy zatozeniu statej szybkosci wchlaniania, ze szczegdlnym uwzglednieniem
profili stezenie—czas (C-T) wykazujacych wigcej niz jedno maksimum. W analizie skoncentrowano
si¢ na problemie interpretacji krzywych C-T, w ktorych obecno$¢ kilku maksiméw stgzenia moze

prowadzi¢ do blednego przypisania warto$ci Cuax,obs 1 tmax,obs d0 niewlasciwej fazy absorpcji.
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Porownanie danych hipotetycznych z rzeczywistymi profilami in vivo wykazato, ze
nieuwzglednienie ztozonego charakteru absorpcji moze skutkowac nieprecyzyjnym oszacowaniem
tych parametréw. Dodatkowo, podjeto probe zastosowania transformacji danych z wykorzystaniem
ciagu Fibonacciego w celu utatwienia wizualnej analizy dynamiki zmian st¢zenia. Wykazano, ze takie
przeksztatcenie moze uwidoczni¢ subtelne roznice w warto$ciach stezenia w skali potlogarytmiczne;j,
wspierajac interpretacje ztozonych profili farmakokinetycznych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przypadku krzywych C-T z wieloma maksimami weryfikacja
warto$ci Cmax 1 tmax Z uwzglednieniem odrebnych faz absorpcji pozwala na bardziej precyzyjna oceng
tych parametréw oraz ogranicza ryzyko blednej interpretacji danych farmakokinetycznych.

Wryniki tych badan zestaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

R/

«» Grabowski T., Jaroszewski J.J., Borucka B., Ziotkowski H. Cmax and tmax verification using
Fibonacci sequence and absorption rate. European Journal of Drug Metabolism and
Pharmacokinetics, 2013, 38: 131-138.
1F=1,312; MNiSW=15

Moj wklad w powstanie niniejszej publikacji polegat na weryfikacji poprawnosci przeprowadzenia

obliczen, zebraniu piSmiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej

wersji manuskryptu.

4.4.1.3. Badania nad farmakokinetyka lekéw przeciwdrobnoustrojowych

Tygecyklina — farmakokinetyka u indykow

Kolejnym obszarem mojej aktywnosci naukowej byla farmakokinetyka lekow
przeciwdrobnoustrojowych, zapoczatkowana udzialem w badaniach nad tygecykling u indykow
prowadzonych w ramach wspoélpracy zespotowej. Udzial w tym projekcie (punkt 7.1) stanowit dla
mnie istotne rozszerzenie do§wiadczenia w zakresie analityki biofarmaceutycznej oraz interpretacji
danych farmakokinetycznych w odniesieniu do skuteczno$ci przeciwdrobnoustrojowe;.

Badania wykazaty, ze tygecyklina podana parenteralnie charakteryzuje si¢ dtugim okresem
poéttrwania oraz znaczng objetoscia dystrybucji, co wskazuje na jej rozlegla penetracje tkankowa.
Parametry uzyskane po podaniu domig$niowym i podskérnym byly zblizone, a dostgpnos¢
biologiczna w tych drogach wynosita okoto 34%. Jednocze$nie stwierdzono skrajnie ograniczone
wchlanianie po podaniu doustnym — biodostgpno$¢ wynosila okoto 1%. Tak wyrazna dysproporcja
pomigdzy drogami podania, przy zachowaniu zgodno$ci parametréow eliminacyjnych z danymi
uzyskiwanymi u innych gatunkow, wskazywata, ze zasadniczym czynnikiem ograniczajacym
ekspozycje ogoélnoustrojowg jest etap wchlaniania jelitowego. Obserwacja ta miata dla mnie istotne
znaczenie poznawcze, poniewaz sugerowala istnienie mechanizméw regulujacych dostgpnosé
biologiczna, wykraczajacych poza klasyczne uwarunkowania fizykochemiczne czgsteczki.

Wyniki tych badafh stanowily bezposredni impuls do dalszych analiz poréwnawczych
obejmujacych inne tetracykliny oraz do podjgcia systematycznych badan nad rola mechanizméw
transportowych w regulacji farmakokinetyki tej grupy lekow.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

v Jasiecka-Mikotajczyk A., Ziétkowski H., Jaroszewski J. Pharmacokinetics of tigecycline in
turkeys following different routes of administration. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, 2018, 41: 22-29.
1F=1,175; MNiSW=70
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Mo¢j wklad w powstanie niniejszej publikacji polegal na udziale w pozyskiwaniu probek oraz w
analizie instrumentalnej, weryfikacji poprawnosci przeprowadzenia obliczen farmakokinetycznych,
zebraniu pi$miennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji
manuskryptu.

Flumechina — wplyw paszy na farmakokinetyke

Kolejnym projektem z zakresu farmakokinetyki lekéw przeciwdrobnoustrojowych byta analiza
wplywu sposobu podania leku oraz obecnosci paszy na parametry farmakokinetyczne flumechiny u
kurczat brojlerow. W badaniu poréwnano profil farmakokinetyczny flumechiny po podaniu
pojedynczej doustnej dawki leku ptakom z ograniczonym i nieograniczonym dostgpem do paszy, a
takze po podaniu leku w sposob ciagly z woda do picia przez kilka dni, co stanowito symulacje
warunkow fermowych.

Wyniki wykazaty, ze obecno$¢ paszy istotnie zmniejsza dostepnos¢ biologiczng flumechiny po
podaniu pojedynczej dawki doustnej. Jednoczesnie podawanie leku w sposob ciagly z woda do picia
prowadzilo do zwigkszenia ekspozycji ogdlnoustrojowej, co kompensowato spadek wchtaniania
obserwowany w obecnos$ci paszy. W konsekwencji uzyskiwano st¢zenia umozliwiajgce osiggnigcie
efektu terapeutycznego wobec wrazliwych patogenow.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:
% Madej-Smiechowska H., Orzot A., Jasiecka-Mikotajczyk A., Ziétkowski H., Jaroszewski J.

Differences in the pharmacokinetics of flumequine after single and continuous oral

administration in non-fasted broiler chickens. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2018,

21: 631-634.

1F=0,839; MNiSW=40
Moj wkitad w powstanie niniejszej publikacji polegat na udziale w pozyskiwaniu prébek do analizy
instrumentalnej, przeprowadzeniu analizy = chromatograficznej, weryfikacji  poprawnosci
przeprowadzenia obliczen farmakokinetycznych, zebraniu pi$miennictwa oraz wykonaniu prac
zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

Chemioterapeutyki przecibakteryjne — farmakokinetyka podczas terapii nerkozastepczej (CRRT)

Kolejnym etapem mojej aktywnosci naukowej byt cykl badan dotyczacych farmakokinetyki
lekow przeciwdrobnoustrojowych stosowanych u pacjentéw poddawanych ciaglej terapii
nerkozastepczej (CRRT). Projekty te obejmowaly zarowno badania in vitro z wykorzystaniem modeli
hemofiltracji, jak i analizy kliniczne in vivo prowadzone u pacjentow oddziatéw intensywnej terapii.

W  badaniach in vitro oceniano adsorpcje wybranych antybiotykow (wankomycyny,
gentamycyny, cyprofloksacyny, tygecykliny oraz linezolidu) w modelu ciaglej zylno-zylnej
hemofiltracji. Analizy prowadzono z wykorzystaniem réznych typow membran filtracyjnych
(poliakrylonitrylowych modyfikowanych polietylenoiming — PAN PEI, niemodyfikowanych PAN
oraz polisulfonowych — PS).

W pierwszym etapie stosowano krystaloidy jako nosnik lekow, natomiast w kolejnym — krew
petna jako model nasladujacy warunki kliniczne. W przypadku krystaloidow obserwowano istotny
spadek stezen wybranych antybiotykow, szczegélnie na filtrach PAN PEI. W modelu z uzyciem krwi
petnej potwierdzono istotng adsorpcje wankomycyny, cyprofloksacyny, linezolidu oraz tygecykliny,

zwlaszcza w przypadku membran poliakrylonitrylowych.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze adsorpcja antybiotykow na okre§lonych typach membran moze
mie¢ znaczenie kliniczne i wplywaé na rzeczywista ekspozycje na leki pacjentéw poddawanych
terapii CRRT. W cze$ci klinicznej przeprowadzono dwa niezalezne projekty. Pierwszy dotyczyt
oceny farmakokinetyki cyprofloksacyny oraz prawdopodobienstwa osiagniecia celu PK/PD podczas
terapii CRRT z zastosowaniem filtrow o duzej powierzchni i wysokiej intensywnosci. Pomimo
istotnej zmienno$ci miedzyosobniczej parametréw farmakokinetycznych, u wszystkich pacjentéw
osiggnigto docelowe wartosci wskaznikow PK/PD. Analiza wskazata, ze stosowanie dawek 400 mg
co 8 godzin dozylnie cyproflksacyny zwicksza prawdopodobienstwo uzyskania skutecznej ekspozycji
terapeutycznej.

Drugie badanie obejmowato opracowanie modelu farmakokinetyki populacyjnej meropenemu u
krytycznie chorych pacjentow poddawanych CRRT. Zastosowano model dwukompartmentowy oraz
symulacje Monte Carlo w celu oceny prawdopodobienstwa osiagnigcia celu terapeutycznego. Model
pozwolit na opis przebiegu stezen meropenemu u 90% badanej populacji. W analizie wykazano
rowniez zwigzek miedzy poziomem albumin a utrzymywaniem si¢ meropenemu w krazeniu, co ma
znaczenie przy interpretacji wynikow dotyczacych ekspozycji na badany lek w tej grupie chorych.
Wryniki tych badan zestaly przedstawione w nastepujacych publikacjach:

+ Onichimowski D., Ziotkowski H, Nosek K., Jaroszewski J., Rypulak E., Czuczwar M.

Comparison of adsorption of selected antibiotics on the filters in continuous renal

replacement therapy circuits: in vitro studies. Journal of Artificial Organs, 2020, 23:163-170.
IF=1,731; MNiSW=40
+¢ Onichimowski D., BedZzkowska A., Ziétkowski H, Jaroszewski J., Borys M., Czuczwar M.,
Wiczling P. Population pharmacokinetics of standard dose meropenem in critically ill
patients on continuous renal replacement therapy — a prospective observational trial.
Pharmacological Reports, 2020, 72:719-729.
1F=3,024; MNiSW=70
«* Onichimowski D., Wolska J., Ziolkowski H., Nosek K., Jaroszewski J., Czuczwar M.
Pharmacokinetics of ciprofloxacin during CRRT in intensive care patients — new assessment.
Anaesthesiology Intensive Therapy, 2020, 52: 267-273.
MNiSW=70
¢ Onichimowski D., Nosek K., Ziotkowski H, Jaroszewski J., Pawlos A., Czuczwar M.
Adsorption of vancomycin, gentamycin, ciprofloxacin and tygecycline on the filters in
continuous renal replacement therapy circuits: in full blood in vitro study. Journal of
Artificial Organs, 2021, 24:65-73.
1F=1,385; MEiN=40
+ Nosek K, Samiec M, Ziodtkowski H, Markowska-Bunka P, Czuczwar M, Borys M,
Onichimowski D. Linezolid adsorption on filters during continuous renal replacement
therapy: an in vitro study. Pharmaceuticals (Basel). 2024,17:1317.
1F=4,30; MNiSW=100
Mo¢j wklad w powstanie niniejszych publikacji polegat na opracowaniu metod analitycznych oraz
przeprowadzeniu oznaczen instrumentalnych, przeprowadzeniu obliczen farmakokinetycznych i
statystycznych, zebraniu pi$miennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem

ostatecznej wersji manuskryptu.
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4.4.1. 4. Badania nad farmakokinetyka lekow przeciwpasozytniczych

Albendazol — farmakokinetyka i oznaczanie metabolitow u indykow

Pierwszym  doswiadczeniem w  ramach badan nad  farmakokinetyka lekow
przeciwpasozytniczych bylo okreslenie farmakokinetyki albendazolu i jego metabolitéw u indykow z
wykorzystaniem metody analitycznej umozliwiajgcej oznaczanie stezen tych substancji w osoczu. W
ramach tego badania opracowano i zwalidowano nowa metode analityczng do oznaczania albendazolu
oraz jego dwoch gtownych metabolitow z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detekcja fluorescencyjng. Metoda obejmowala zastosowanie dwoch réznych standardow
wewnetrznych, odmiennych programéw elucji gradientowej oraz jednoetapowej ekstrakcji ciecz—
ciecz.

W dalszym etapie przeprowadzono poréwnanie kolumn przeznaczonych do wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z kolumnami stosowanymi w ultrasprawnej chromatografii
cieczowej (UPLC) w celu oceny ich przydatnosci do oznaczania st¢zen albendazolu i jego gtdéwnych
metabolitow w osoczu indykéw. Opracowana metoda analityczna umozliwiata oznaczanie stezen
albendazolu i jego dwodch gltownych metabolitow przy limitach oznaczalnosci wynoszacych
odpowiednio 10,5, 51,6 oraz 9,99 ng/ml. Uzyskane wyniki potwierdzity mozliwo§¢ wykorzystania
kolumn UPLC do oznaczania albendazolu z =zastosowaniem metody HPLC. Analiza
farmakokinetyczna wykazata ponadto istotne roznice w metabolizmie albendazolu u indykow w
porownaniu z metabolizmem opisanym u réznych gatunkow ssakow.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

% Grabowski T., Jaroszewski J.J., Swierczewska A., Sawicka R., Maslanka T., Markiewicz W.,
Ziotkowski H. Application of ultra performance columns in high performance liquid
chromatography for albendazole and its metabolites determination in turkeys. Biomedical
Chromatography, 2011, 25:1159-1167.
1F=1,966; MNiSW=27

Moj wktad w powstanie niniejszej publikacji polegat na przeprowadzeniu analizy instrumentalne;j,
pomocy w przeprowadzeniu obliczen farmakokinetycznych i statystycznych, zebraniu pi§miennictwa
oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

Iwermektyna — farmakokinetvka u koni

Kolejnym zagadnieniem w ramach badan nad farmakokinetyka lekow przeciwpasozytniczych
byl cykl dwoch badan poswieconych farmakokinetyce iwermektyny stosowanej w terapii
przeciwrobaczej u koni.

W pierwszym doswiadczeniu okre$lono charakterystyke farmakokinetyczng iwermektyny
podawanej doustnie koniom w trakcie dwdch sezonowych terapii odrobaczajacych, a takze oceniono
skuteczno$¢ stosowanej terapii wobec pasozytow z podrodziny Cyathostominae. Uzyskane wyniki
wskazaty, ze pora roku, w ktorej prowadzono terapig, oraz réoznice w zywieniu zwierzat nie wptywaty
istotnie na wigkszos$¢ parametrow farmakokinetycznych iwermektyny.

Drugie badanie dotyczylo oceny mozliwych roznic w farmakokinetyce iwermektyny
podawanej doustnie koniom rasy huculskiej i toryjskiej, czyli rasom znaczaco rdznigcym si¢ cechami
anatomiczno-fizjologicznymi. W przeprowadzonych analizach wykazano ponad dwukrotnie wyzsze
stezenia iwermektyny w osoczu koni toryjskich w poréwnaniu ze st¢zeniami obserwowanymi u koni

huculskich, pomimo podania takich samych dawek i zastosowania tej samej drogi podania.
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Zaobserwowane rtOznice wskazuja, ze rasa moze stanowiC istotny czynnik wptywajacy na
farmakokinetyke iwermektyny, a tym samym oddzialywa¢é na skuteczno$¢ farmakoterapii
przeciwpasozytniczej u koni.
Wryniki tych badan zestaly przedstawione w nastepujacych publikacjach:

« Sokoét R., Ras-Norynska M., Michalczyk M., Jasiecka A., Ziétkowski H., Jaroszewski J.J. 4

comparison of the efficacy and pharmacokinetics of ivermectin after spring and autumn

treatments against Cyathostominae in horses. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2015,

18(2): 371-377.

1F=0,719; MNiSW=20

* Vyniarska A., Ziotkowski H., Madej—Smiechowska H., Jaroszewski JJ. The

pharmacokinetics and antiparasitic activity of ivermectin in Hutsul and Toric horses. Journal

of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 2021, 44: 11-17.

1F=1,567; MEiN=70
Moj wktad w powstanie niniejszych publikacji polegal na opracowaniu metody analitycznej oraz
przeprowadzeniu oznaczen instrumentalnych, przeprowadzeniu obliczen farmakokinetycznych i
statystycznych oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.
Pochodne izoksazoliny — oznaczanie w osoczu metodg UPLC-MS/MS

Jednym z zagadnien podejmowanych w ramach badan nad farmakokinetyka i analitykg lekow
przeciwpasozytniczych byto opracowanie i walidacja metody umozliwiajacej jednoczesne oznaczanie
czterech pochodnych izoksazolin — fluralaneru, sarolaneru, lotilaneru i afoxolaneru — w osoczu oraz
ocena jej przydatnosci w badaniach przesiewowych. Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem
ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzg¢zonej z tandemowa spektrometrig mas (UPLC-
MS/MS). Metode zwalidowano w osoczu kur niosek, a nastgpnie przeprowadzono jej ponowna
walidacje w osoczu psa, kota i czlowieka w zakresie selektywnosci, efektu matrycy i odzysku. Ocenie
poddano liniowos¢, precyzje, doktadnos¢, granice wykrywalnosci i oznaczalnosci, stabilnos¢ analitow
oraz przenoszenie sygnatu.

Uzyskane wyniki potwierdzily precyzyjnos$¢, doktadnos$¢ oraz liniowo$¢ metody w zakresie
stezen 0,001-1,5 ug/mL. Granica oznaczalnos$ci wynosita 1 ng/mL, a odzysk catkowity miescit si¢ w
zakresie 85-99%, w zaleznosci od zwigzku i badanej matrycy. Efekt matrycy nie przekraczal 15%, a
stabilno$¢ analitow byta zachowana w réznych warunkach przechowywania i przygotowania probek.
Opracowana metod¢ z powodzeniem zastosowano rowniez w badaniach przesiewowych probek
osocza psow i kotdw pochodzacych z kliniki weterynaryjne;j.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze metoda UPLC-MS/MS umozliwia szybkie i wiarygodne
oznaczanie izoksazolin w osoczu i moze by¢ stosowana zar6wno w badaniach farmakokinetycznych,
jak i w rutynowych analizach kontrolnych.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:
+ Markowska-Bunka P., Jaroszewski J., Rasinski B., Ziétkowski H. A novel method for the
determination of isoxazoline derivatives in plasma by UPLC-MS/MS: validation and

applicability to screening tests. Journal of Veterinary Research. 2025, 69:405-415.
1F=1,500; MNiSW=140
Mo¢j wklad w powstanie niniejszych publikacji, ktorej bytem autorem korespondencyjnym polegal na

znaczacym udziale w opracowaniu koncepcji badania, pomocy w przeprowadzeniu analizy
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chromatograficznej, zebraniu pisSmiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem
ostatecznej wersji manuskryptu.

Dimetoat i pyrantel — wplyw na uktad antyoksydacyjny

Uzupelieniem badan z zakresu lekéw przeciwpasozytniczych byla ocena wplywu
jednoczesnej ekspozycji na dwa zwigzki o aktywnosci przeciwpasozytniczej — embonian pyrantelu
oraz dimetoat — na wybrane parametry uktadu antyoksydacyjnego. Substancje o wysokiej aktywnosci
biologicznej moga indukowac stres oksydacyjny i zaburza¢ mechanizmy antyoksydacyjne organizmu,
zwlaszcza w przypadku jednoczesnego dziatania kilku ksenobiotykow.

Celem pracy byla ocena wptywu pojedynczego oraz skojarzonego podawania dimetoatu i
embonianu pyrantelu na stgzenie zredukowanego glutationu (GSH) w watrobie oraz aktywnos$¢
enzymow glutationozaleznych — peroksydazy glutationowej (GPx) i reduktazy glutationowej (GR) —
w erytrocytach szczurow.

Ekspozycja na dimetoat powodowala wyrazne zaburzenia funkcjonowania uktadu
antyoksydacyjnego, objawiajace si¢ spadkiem stezenia GSH w watrobie oraz wzrostem aktywnosci
GPx i GR w erytrocytach. Embonian pyrantelu podawany samodzielnie wywotywat jedynie
niewielkie zmiany analizowanych parametrow. W przypadku jednoczesnego podania obu zwigzkow
obserwowano profil zmian zblizony do dzialania dimetoatu, jednak o wyraznie wigkszym nasileniu,
co wskazuje na efekt addytywny Iub synergistyczny. Wyniki te sugeruja, ze skojarzona ekspozycja na
oba zwigzki moze prowadzi¢ do nasilonych zaburzen réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjne;j.
Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

+» Spodniewska A., Barski D., Ziétkowski H. Glutathione and glutathione-related enzymes in
rats exposed to dimethoate and/or pyrantel. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2014, 17:
105-112.
1F=0,604; MNiSW=20
Moj wkiad w powstanie niniejszej publikacji polegat na udziale w przeprowadzeniu do$wiadczenia,
przeprowadzeniu analiz laboratoryjnych oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem
ostatecznej wersji manuskryptu.

Studia literaturowe nad charakterystykq pochodnych izoksazoliny

W ramach pozostatej aktywnosci naukowej prowadzitem rowniez prace o charakterze
przegladowym, ukierunkowane na kompleksowa oceng nowoczesnych lekow przeciwpasozytniczych
z grupy izoksazolin, ktére w ostatnich latach staty si¢ istotnym elementem terapii ektopasozytow w
medycynie  weterynaryjnej. W analizach tych przedstawiono wlasciwosci  chemiczne,
farmakologiczne i toksykologiczne gltéwnych przedstawicieli tej grupy (fluralaner, afoxolaner,
sarolaner, lotilaner), ze szczegdlnym uwzglednieniem ich mechanizmu dziatania polegajacego na
hamowaniu kanatow chlorkowych zaleznych od GABA i glutaminianu u stawonogdéw. Omowiono
rowniez ich charakterystyczne wtasciwosci farmakokinetyczne, takie jak duza objeto$¢ dystrybucii,
silne wigzanie z biatkami osocza oraz dhugi okres pottrwania, ktore warunkuja wysoka skutecznosé
kliniczng, ale moga sprzyja¢ kumulacji 1 wystepowaniu op6znionych dziatan niepozgdanych.

Zwrocono uwage, ze mimo szerokiego marginesu bezpieczenstwa potwierdzonego w badaniach
kontrolowanych, dane z nadzoru porejestracyjnego wskazuja na rzadkie przypadki dziatan
niepozadanych o charakterze neurologicznym, zwlaszcza u zwierzat predysponowanych, m.in. z

zaburzeniami funkcji transporteréw blonowych. W opracowaniu uwzgledniono takze aspekty
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zwigzane z bezpieczenstwem zywnosci oraz potencjalnym wplywem na $rodowisko, podkreslajac

konieczno$¢ dalszego monitorowania pozostato$ci oraz oceny ryzyka ekotoksykologicznego.
Przeprowadzone analizy literaturowe wykazaly, ze izoksazoliny stanowia skuteczng, lecz

ztozona grupe lekow, ktérych bezpieczne stosowanie wymaga uwzglednienia zaré6wno aspektow

farmakologicznych, jak i toksykologicznych oraz srodowiskowych.

Wyniki niniejszej pracy zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

R/

« Markowska-Bunka P., Rasinski B., Ziétkowski H. Pharmacology and toxicology of veterinary
isoxazolines. a review. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance. 2026,
31:100645.

IF=3,4; MNiSW=100

Moj wktad w powstanie niniejszej publikacji, ktorej bytem autorem korespondencyjnym polegat na

znaczacym udziale w opracowaniu koncepcji pracy, gromadzeniu i opracowaniu danych, pomocy w

przeprowadzeniu analizy, zebraniu piSmiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z

przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

4.4.1.5. Badania nad farmakokinetykg kandydatéw na leki oraz nowych postaci

farmaceutycznych lekéw w testach przedklinicznych

CPL207280 — kandydat na lek przeciwcukrzycowy (agonista GPR40)

W toku mojej dziatalno$ci naukowej nawigzatem réwniez wspolprace z sektorem prywatnym,

w ramach ktérej uczestniczylem w projektach badawczych (punkt 7.1) dotyczacych oceny
farmakokinetyki oraz bezpieczenstwa potencjalnych kandydatéow na leki. Dwa z tych projektow
zaowocowaly publikacjami naukowymi.

Pierwsze z badan dotyczyto charakterystyki nowego kandydata na lek przeciwko cukrzycy typu
IT — zwigzku CPL207280, bedacego agonista receptora GPR40 (FFARI). Receptor ten, nalezacy do
receptorow sprzg¢zonych z biatkiem G (GPCR) dla dlugo- i $redniotancuchowych wolnych kwasow
thuszczowych, zlokalizowany jest w btonach komorek  wysp Langerhansa trzustki. Jego aktywacja
nasila zalezne od glukozy wydzielanie insuliny, co moze umozliwia¢ skuteczng kontrole glikemii przy
jednoczesnym ograniczeniu ryzyka epizodow hipoglikemii obserwowanych w przypadku stosowania
pochodnych sulfonylomocznika.

CPL207280 wykazywal dziatanie przeciwcukrzycowe w modelach zwierzgcych cukrzycy, w
tym u szczuréw Zucker Diabetic Fatty, szczuréw Goto Kakizaki oraz myszy db/db. W
przeprowadzonych badaniach oceniano potencjalng hepatotoksycznos¢ tego zwiazku, poréwnujac ja z
toksycznoscig TAK-875 — najbardziej zaawansowanego w badaniach agonisty receptora GPR40.
Analizy obejmowaly badania in vitro dotyczace hamowania transporterow kwasow zotciowych,
funkcji mitochondriow oraz profilowania metabolicznego w hepatocytach réznych gatunkow, a takze
badania toksycznosci przewlektej prowadzone in vivo u szczuréw i matp.

Uzyskane wyniki wskazaty, ze CPL207280 w znacznie mniejszym stopniu niz TAK-875
hamuje transportery kwasow zolciowych oraz nie wykazuje istotnego wplywu na funkcje
mitochondriow watrobowych. W przeciwienstwie do TAK-875, metabolizowanego poprzez
potencjalnie toksyczng glukuronidacje, CPL207280 ulegal glownie przemianom oksydacyjnym. W
badaniach in vivo nie stwierdzono réwniez szkodliwego wptywu tego zwigzku na watrobg u zwierzat
poddawanych dlugotrwatemu leczeniu. Ponadto uzyskane wyniki wskazuja, ze hepatotoksycznosé¢

obserwowana w przypadku niektérych agonistow GPR40 nie stanowi cechy charakterystycznej catej
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tej klasy zwigzkow, lecz moze wynika¢ z wlasciwosci poszczegoélnych czasteczek. W tym kontekscie
CPL207280 jawi sie jako obiecujacy kandydat na lek przeciwcukrzycowy o korzystnym profilu
bezpieczenstwa w modelach zwierzecych.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

+ Bazydlo-Guzenda K., Buda P., Mach M., Pieczykolan J., Kozlowska 1., Janiszewski M.,
Drzazga E., Dominowski J., Ziolkowski H., Wieczorek M., Gad S.C. Evaluation of the
hepatotoxicity of the novel GPR40 (FFARI) agonist CPL207280 in the rat and monkey. PLoS
One, 2021, 16:e0257477.

IF=3,752; MEiN=100

Esketamina — innowacyjna inhalacyjna postaé farmaceutyczna

Drugie z badan realizowanych we wspoélpracy z sektorem prywatnym dotyczylo opracowania
nowej postaci farmaceutycznej enancjomeru ketaminy — esketaminy — bedacej obiecujacym
kandydatem w terapii depresji opornej na leczenie. Ketamina oraz jej enancjomer esketamina
wzbudzity w ostatnich latach duze zainteresowanie jako szybko dziatajace leki przeciwdepresyjne. Ze
wzgledu jednak na intensywny metabolizm w trakcie pierwszego przej$cia uzyskanie odpowiedniej
ekspozycji ogblnoustrojowej wymaga zastosowania alternatywnych, pozajelitowych drog podania.

W prezentowanych badaniach zaproponowano nowa droge podania esketaminy w postaci
suchego proszku do inhalacji. Przeprowadzono kompleksowa ocene tej postaci leku obejmujaca
analize farmakokinetyki, farmakodynamiki, toksykologii oraz bezpieczefnstwa stosowania. Badania
dotyczyly m.in. poréwnania farmakokinetyki inhalacyjnej esketaminy z racematem ketaminy, oceny
bezwzglednej biodostepnosci esketaminy po podaniu inhalacyjnym i dotchawiczym, analizy efektow
farmakodynamicznych w homogenatach moézgu szczura oraz oceny bezpieczenstwa w badaniach
toksykologicznych prowadzonych zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;.

Opracowana posta¢ esketaminy wykazywata korzystny profil farmakokinetyczny,
charakteryzujacy si¢ wysoka biodostgpnoscia (okoto 62%) oraz stosunkowo niskimi warto§ciami
stezenia maksymalnego. Stwierdzono rowniez efektywna penetracje zwigzku przez barierg krew—
moézg. W badaniach farmakodynamicznych nie obserwowano istotnych zmian w fosforylacji ani
ekspresji analizowanych biatek w homogenatach mézgu szczura.

Przeprowadzone badania toksykologiczne obejmujace 14- i 28-dniowe podawanie inhalacyjne
u szczuréw i psow pozwolity okreslic maksymalne dawki dobowe odpowiednio na poziomie 46,5
mg/kg 1 36,5 mg/kg. Wdychana esketamina wykazywata oczekiwany profil bezpieczenstwa zgodny z
jej dziataniem farmakologicznym, a obserwowane efekty miaty charakter przejsciowy i nie byly
istotne toksykologicznie. Uzyskane wyniki wskazuja, ze inhalacyjna posta¢ esketaminy umozliwia
uzyskanie odpowiedniej ekspozycji ogolnoustrojowej przy nizszych maksymalnych stezeniach, co
moze ogranicza¢ dziatania niepozadane. Rozwijana forma podania moze zatem stanowi¢ obiecujaca
alternatywe dla dotychczas stosowanych sposobow dostarczania tego leku.

Wryniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:
+ Matloka M., Janowska S., Gajos-Draus A., Ziotkowski H., Janicka M., Perko P., Kisto K.,
Pankiewicz P., Moszczynski-Pegtkowski R., Mach M., Dera P., Abramski K., Teska-Kaminska
M., Tratkiewicz E., Wieczorek M., Pieczykolan J. Esketamine inhaled as dry powder:

Pharmacokinetic, pharmacodynamic and safety assessment in a preclinical study. Pulmonary
Pharmacology and Therapeutics, 2022, 73—74:102127.
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1F=3,282; MEiN=70
Moj wklad w powstanie powyzszych publikacji obejmowal przeprowadzenie obliczen
farmakokinetycznych, interpretacje uzyskanych wynikow oraz udziat w przygotowaniu ostatecznej
wersji manuskryptu.
4.4.1. 6. Badania nad farmakokinetyka pozostalych/wybranych lekéow

Simwastatyna — farmakokinetyka u indykow

Jednym z badan obejmujacych farmakokinetyke wybranych lekow byta ocena farmakokinetyki
simwastatyny u indykow. Simwastatyna jest przedstawicielem statyn powszechnie stosowanych w
medycynie ludzkiej w leczeniu hipercholesterolemii, gdzie jej dziatanie polega na hamowaniu
reduktazy HMG-CoA — kluczowego enzymu szlaku syntezy cholesterolu. Doniesienia literaturowe
wskazujg rowniez na mozliwos¢ wykorzystania simwastatyny w produkcji drobiarskiej, zwlaszcza w
kontek$cie obnizania zawarto$ci cholesterolu w jajach kurzych, co czyni ja potencjalnym dodatkiem
paszowym ukierunkowanym na poprawe¢ jakosci zywnosci pochodzenia zwierzgcego. Pomimo
rosnacego zainteresowania tym zagadnieniem, dane dotyczace farmakokinetyki simwastatyny u
ptakow pozostawaty dotychczas ograniczone.

W przeprowadzonym badaniu oceniono farmakokinetyke simwastatyny po jednorazowym,
doustnym podaniu leku indykom w wieku szeSciu tygodni w dawce 2 mg/kg masy ciata. Analiza
uzyskanych wynikéw wykazata, ze srednie maksymalne stgzenie simwastatyny w osoczu wynosito
0,49 ng/ml, a czas jego osiagniecia okoto 1,6 godziny. Ekspozycja ogolnoustrojowa, wyrazona jako
pole pod krzywa stezenie—czas byta niska, natomiast biologiczny okres pottrwania w fazie eliminacji
oszacowano na okoto 2 godziny.

Poréwnanie uzyskanych parametrow farmakokinetycznych z danymi dostgpnymi dla ssakow, w
tym ludzi i $win, wykazato istotnie nizsze wartosci u indykow, pomimo zastosowania relatywnie
wyzszej dawki leku. Wyniki te wskazuja na ograniczong biodostepnos¢ simwastatyny u ptakow, ktora
moze wynika¢ z nasilonego efektu pierwszego przejscia w watrobie lub ograniczonego wchtaniania z
przewodu pokarmowego. Uzyskane dane sugeruja, ze skuteczne obnizenie zawartosci cholesterolu w
produktach drobiowych z wykorzystaniem simwastatyny mogloby wymagaé stosowania dawek
wyzszych niz te wykorzystywane w medycynie ludzkiej. Jednoczesnie wskazuje to na potrzebe
dalszych badan nad bezpieczenstwem, skutecznoscia oraz farmakokinetyka statyn u ptakéw przed ich
ewentualnym zastosowaniem w praktyce produkcyjne;j.

Wryniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

+»+ Jasiecka A., Grabowski T., Maslanka T., Ziétkowski H., Jaroszewski J.J. Pharmacokinetics
of orally administered simvastatin in turkeys. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2013, 16:
377-379.
1F=0,712; MNiSW=20
Moj wktad w powstanie niniejszej publikacji polegal na udziale w przeprowadzeniu obliczen
farmakokinetycznych oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji
manuskryptu.

Agomelatyna — farmakokinetyka u psow

Kolejnym badaniem z zakresu farmakokinetyki wybranych lekow byta ocena farmakokinetyki
agomelatyny z uwzglednieniem jej potencjalnego zastosowania u psow. Agomelatyna jest

melatonergicznym lekiem przeciwdepresyjnym stosowanym w medycynie ludzkiej, wyrdzniajacym
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si¢ niemonoaminergicznym mechanizmem dziatania oraz zdolnoscig do resynchronizacji rytmow
dobowych. Pomimo szerokiego zastosowania tego leku w terapii depresji u ludzi, dane dotyczace jego
farmakokinetyki u pséw pozostajg bardzo ograniczone.

Celem badania byla ocena profilu stezenia agomelatyny w osoczu pséw po podaniu
pojedynczej dawki doustnej zarowno na czczo, jak i po positku, oraz wstgpna analiza wptywu
pokarmu na wybrane parametry farmakokinetyczne. Badanie przeprowadzono u zdrowych pséw w
schemacie krzyzowym, a stezenia agomelatyny w osoczu oznaczano z wykorzystaniem zwalidowanej
metody LC-MS/MS.

Uzyskane profile farmakokinetyczne charakteryzowaty si¢ bardzo duza zmiennosSciag
migdzyosobniczag w obu warunkach podania. W przypadku podania na czczo obserwowano wyzsze
warto$ci maksymalnego stezenia w osoczu oraz wigksza ekspozycj¢ ogdlnoustrojowa w pordwnaniu z
podaniem po positku, ktéremu towarzyszylo takze opdznienie czasu osiggnigcia maksymalnego
stezenia. Ze wzgledu na niewielkg liczebno$¢ badanej grupy oraz znaczng zmienno$¢ wynikow nie
bylo jednak mozliwe przeprowadzenie wiarygodnej analizy statystycznej wptywu pokarmu. Uzyskane
wyniki wskazuja na istotng zmienno$¢ ekspozycji ogdlnoustrojowej na agomelatyng u psow, co
uniemozliwia jednoznaczng oceng¢ wptywu pokarmu na jej farmakokinetyke. Pomimo uzyskiwania
stezen wyzszych niz osiggane u ludzi przy stosowaniu dawek terapeutycznych, obecnie nie mozna
rekomendowaé stosowania agomelatyny w terapii off-label u pséw. Konieczne sa dalsze badania
obejmujace wicksza liczbe zwierzat oraz analizg¢ czynnikoéw odpowiedzialnych za obserwowana
zmiennos$¢.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:
< Lebkowska-Wieruszewska B., Ziolkowski H., Sartini 1., Lisowski A., Kowalski C.J.,
Poapolathep A., Giorgi M. Agomelatine: A novel melatonergic antidepressant. Method

validation and first exploratory pharmacokinetic study in fasted and fed dogs. Research in
Veterinary Science, 2021, 139:140-144.
1F=2,554; MEiN=100
Moj wkiad w powstanie niniejszych publikacji polegal na opracowaniu metody analitycznej,
wykonania oznaczen instrumentalnych oraz prac zwiazanych z przygotowaniem ostatecznej wersji

manuskryptu.
Pranobeks inozyny — farmakokinetyka u swin

Jednym z badan z zakresu farmakokinetyki wybranych lekow byla analiza farmakokinetyki
pranobeksu inozyny u $win, poprzedzona opracowaniem 1 walidacja metody analitycznej
umozliwiajacej oznaczanie jego glownego skladnika — kwasu 4-acetamidobenzoesowego.
Opracowana metoda zostata nastepnie wykorzystana w pilotazowym badaniu farmakokinetycznym tej
substancji po podaniu doustnym.

Analizy prowadzono z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometria mas (LC-MS/MS). Przygotowanie probek biologicznych oparto na jednoetapowe;j
ekstrakcji ciecz—ciecz polaczonej z wytrgcaniem biatek przy uzyciu acetonitrylu, a jako wzorzec
wewngtrzny zastosowano deuterowany kwas 4-acetamidobenzoesowy. Walidacja wykazata, ze
opracowana metoda jest liniowa w szerokim zakresie stezen (1 > 0,99), precyzyjna i doktadna oraz
charakteryzuje si¢ wysoka selektywnoscia i czuto$cig. Dzigki prostej procedurze przygotowania
probek metoda moze by¢ stosowana w rutynowych analizach farmakokinetycznych.
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W badaniu farmakokinetycznym pranobeks inozyny podawano $winiom w warunkach
fermowych z woda do picia w kilku dawkach. Uzyskane wyniki wskazaly, ze kwas 4-
acetamidobenzoesowy jest szybko wchtaniany i eliminowany z organizmu §win, a okres pottrwania w
fazie eliminacji byt krotki. Zaobserwowano réwniez wyktadniczy wzrost stopnia wchianiania wraz ze
zwigkszaniem dawki, co sugeruje nieliniowy charakter absorpcji badanej substancji.

Wryniki tych badan zostaly opisane w niniejszej pracy:

+ Markowska P., Procajlo Z., Wolska J., Jaroszewski J.J., Ziétkowski H. Development,
Validation, and Application of the LC-MS/MS Method for Determination of 4-
Acetamidobenzoic Acid in Pharmacokinetic Pilot Studies in Pigs. Molecules, 2021, 26:4437.
1F=4,927; MEiN=100

Moj wktad w powstanie niniejszej publikacji, ktorej bylem autorem korespondencyjnym, polegat na
istotnym wspotudziale w opracowaniu projektu badania, opracowaniu metody analitycznej,
wykonaniu oznaczen instrumentalnych oraz analiz farmakokinetycznych jak rowniez wykonaniu prac

zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

4.4.2. Badania z zakresu immunologii i immunofarmakologii

Drugim obszarem prowadzonych przeze mnie badan s3 zagadnienia z zakresu
immunofarmakologii, ze szczegdlnym uwzglednieniem komoérek regulatorowych oraz subpopulacji
limfocytow w modelach zwierzecych. Badania te obejmujg zarowno mechanizmy modulacji
odpowiedzi immunologicznej przez mediatory zapalne (m.in. prostaglandyny), jak i charakterystyke
fenotypowsa oraz funkcjonalng limfocytow T i komorek NK w roznych stanach fizjologicznych i
patologicznych. Prace z tego zakresu maja charakter eksperymentalny i koncentruja si¢ na analizie
mechanizmoéw regulacyjnych uktadu odpornosciowego w modelach zwierzecych.
4.4.2.3. Badania nad regulacja funkcji limfocytow T, komérek NK oraz wybranych

mechanizméw odpornosci u bydia

Prace przedstawione w niniejszym podrozdziale koncentruja si¢ na mechanizmach regulacji
odpowiedzi immunologicznej u bydla, ze szczegdélnym uwzglednieniem funkcji limfocytéw T,
komoérek NK oraz wybranych elementéw nieswoistej odpornosci komorkowej 1 humoralnej. Badania
te obejmowaly zaré6wno charakterystyke fenotypowa i1 funkcjonalng wybranych subpopulacji
limfocytow, jak i analize wptywu czynnikéw farmakologicznych oraz mediatoréw zapalnych na
aktywno$¢ komorek uktadu odpornosciowego. Uzyskane wyniki pozwolity na lepsze zrozumienie
mechanizméw modulujgcych odpowiedz immunologiczng u bydta w warunkach fizjologicznych oraz
w przebiegu reakcji zapalne;.
Limfocyty Tyd WCI*— charakterystyka fenotypowa i funkcjonalna

Pierwsze z badan dotyczylo charakterystyki fenotypowej oraz czynnosciowej limfocytow T
WCI1* bydta, nalezacych do populacji limfocytow Tyd, ktore w ukladzie odpornosciowym
przezuwaczy moga peli¢ zaréwno funkcje efektorowe, jak i regulatorowe. Celem pracy byto
okreslenie, czy produkcja cytokin o odmiennym znaczeniu funkcjonalnym — interferonu y (IFN-y),
zwigzanego z odpowiedzig efektorowa, oraz interleukiny 10 (IL-10), kojarzonej z aktywnoscig
regulatorowg — zachodzi w obrebie tych samych komodrek WC17, czy tez jest wlasciwosciag odrgbnych

subpopulacji limfocytow. Dodatkowo analizowano zwigzek pomiedzy ekspresja czasteczki CD25,
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stanowigcej tancuch o receptora dla interleukiny 2, a zdolnoscig limfocytow WCI1* do produkcji
cytokin regulatorowych.

Badania przeprowadzono na komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC)
uzyskanych od jatéwek w wieku okoto 12 miesiecy. Wykazano, ze niewielki odsetek limfocytow
WCI1* wykazuje konstytutywna ekspresje czasteczki CD25, przy czym w obrebie tej populacji mozna
wyrdzni¢ komoérki o wysokiej oraz niskiej ekspresji tego receptora. Analiza produkcji cytokin po
stymulacji komorek wykazata, ze zar6wno w subpopulacji CD25"WC1*, jak 1 CD25*WCI1* komorki
produkujace IFN-y oraz IL-10 stanowity w dominujacej mierze odrebne subpopulacje, a jednoczesna
produkcja obu cytokin wystepowata jedynie w niewielkim odsetku komorek.

W dalszej analizie stwierdzono dodatnig korelacje pomigdzy obecnoscia czasteczki CD25 na
limfocytach WC1* a zdolnoscig tych komorek do produkcji cytokin o charakterze regulatorowym, w
szczegolnosci IL-10 oraz transformujacego czynnika wzrostu  (TGF-B). Nie obserwowano natomiast
zaleznos$ci pomigdzy ekspresjag CD25 a produkcja IFN-y. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w populacji
limfocytow WC1* bydlta mozna wyr6zni¢ subpopulacje o odmiennym profilu funkcjonalnym, a
komorki o fenotypie CD25"WC1* wykazuja cechy bardziej zblizone do komodrek regulatorowych niz
komoérki CD25"WCI™.

Wyniki tych badan zostaly opisane w nastepujacej publikacji:
+ Maslanka T., Jaroszewski J., Markiewicz W., Ziolkowski H., Barski D. The presence of
CD25 on bovine WCI1+ yd T cells is positively correlated with their production of IL-10 and
TGF-f, but not IFN-y. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2012, 15:11-20.
1F=0,570; MNiSW=20
Deksametazon i meloksykam — wplyw na limfocyty CD8" bydta

Kolejne badania dotyczyty oceny wptywu wybranych lekéw przeciwzapalnych na subpopulacje
limfocytow T CDS8* bydla oraz na wybrane parametry funkcjonalne tych komorek. Przedmiotem
badan byt deksametaz — glikokortykosteroid o silnym dzialaniu przeciwzapalnym i
immunosupresyjnym — oraz meloksykam, niesteroidowy lek przeciwzapalny bedacy preferencyjnym
inhibitorem cyklooksygenazy-2.

Badania przeprowadzono w warunkach in vitro przy uzyciu komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej bydta. Wykazano, ze deksametazon indukowat szybko pojawiajacy si¢ i utrzymujacy si¢
ubytek limfocytow T o fenotypie CD25 CD8". Zjawisko to bylo przede wszystkim wynikiem
proapoptotycznego dziatania deksametazonu wobec tej subpopulacji komorek, a w dalszej fazie takze
jego dziatania antyproliferacyjnego. Jednocze$nie obserwowano przejsciowe zwigkszenie wzglednej
oraz bezwzglednej liczby komorek CD257highCD8* oraz CD25"lowCD8". Analiza mechanizmow
odpowiedzialnych za ten efekt wskazala, ze nie byl on nastepstwem zwigkszonej proliferacji
komorek, lecz wynikat przynajmniej czesciowo z antyapoptotycznego dziatania deksametazonu
wobec tych subpopulacji limfocytow.

Ponadto stwierdzono, ze deksametazon prowadzil do uposledzenia produkcji interferonu y
przez limfocyty T CD8*. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zarowno indukcja ubytku limfocytow T
CD8*, jak i zahamowanie produkcji IFN-y mogg odgrywaé istotng role w mechanizmie
przeciwzapalnego i immunosupresyjnego dziatania deksametazonu u bydta. W badaniach tych nie

stwierdzono natomiast, aby obserwowane efekty byly zwiazane ze zwigkszeniem ekspresji czynnika
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transkrypcyjnego Foxp3 oraz ze wzrostem produkcji cytokin regulatorowych IL-10 i TGF-p przez
limfocyty T CDS8"*.

W przeciwienstwie do deksametazonu, meloksykam nie wykazywat istotnego wptywu na
analizowane parametry limfocytow T CD8*. Nie obserwowano zmian ani w odsetku, ani w liczbie
bezwzglednej, a takze w zakresie proliferacji, apoptozy, ekspresji Foxp3 czy produkcji IFN-y, IL-10 i
TGF-B.

Wyniki tych badan zostaly opisane w nastepujacej publikacji:
+» Maslanka T., Jaroszewski J., Markiewicz W., Jasiecka A., Ziétkowski H., Jedrzkiewicz D.
Effects of dexamethasone and meloxicam on bovine CD25+CD8+ and CD25-CD8+ T cells —
in vitro study. Research in Veterinary Science, 2013, 94: 662-674.
IF=1,511; MNiSW=35
Prostaglandyna E: — wplyw na funkcje limfocytow T i komorek NK

Kolejne badania dotyczyly wptywu prostaglandyny E. (PGE:), waznego mediatora reakcji
zapalnej, na funkcje komorek efektorowych uktadu odpornosciowego bydta. PGE: wykazuje
wielokierunkowe dzialanie immunomodulujace, a jej efekty biologiczne sg zalezne od aktywacji
specyficznych receptoréow z rodziny EP. Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie, w jaki
sposdb PGE: wptywa na aktywacje¢ i funkcje wybranych populacji limfocytow bydta, w szczegolnosci
limfocytow T oraz komorek NK.

W pierwszym etapie badan analizowano wptyw PGE: na ekspresje czasteczki CD25,
stanowigcej tancuch o receptora dla interleukiny 2, na powierzchni limfocytow T CD4*, CD8" oraz
WCI1*. Wykazano, ze PGE: prowadzi do obnizenia ekspresji CD25 na analizowanych subpopulacjach
limfocytow T. Efekt ten byl znoszony przez selektywna blokade receptora EP4, natomiast nie
obserwowano jego zahamowania po blokowaniu innych receptorow EP. Wyniki te wskazuja, ze PGE-
reguluje w dot ekspresje CD25 na limfocytach T bydta gtéwnie za posrednictwem receptora EP4.

W kolejnym etapie badan oceniano wptyw PGE: na funkcj¢ komorek NK, ktore odgrywaja
kluczowa role w odpornosci wrodzonej poprzez cytotoksycznos¢ oraz produkcje interferonu v.
Wykazano, ze dtugotrwata ekspozycja komorek na PGE- prowadzi do zwigkszenia odsetka komorek
NK ulegajacych apoptozie oraz do zmniegjszenia ich liczebnos$ci. Jednoczesnie stwierdzono, ze PGE:
hamuje proliferacje komorek NK, a efekt ten jest zalezny od aktywacji receptora EP4, poniewaz jego
selektywna blokada znosita obserwowane dziatanie antyproliferacyjne.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze PGE. moze odgrywac istotng rol¢ w regulacji odpowiedzi
immunologicznej bydta poprzez modulowanie aktywacji limfocytéw T oraz funkcji komorek NK.
Mechanizmy te moga mie¢ szczegdlne znaczenie w przebiegu reakcji zapalnych, w ktorych
zwigkszone stezenie PGE. moze prowadzi¢ do ograniczenia aktywnosci komorek efektorowych
uktadu odpornosciowego.

Wyniki tych badan zostaly opisane w nastepujacych publikacjach:
+ Maslanka T., Spodniewska A., Barski D., Jasiecka A., Zuska-Prot M., Ziétkowski 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. Veterinary
Immunology and Immunopathology, 2014, 160: 192-200.
IF=1,535; MNiSW=25
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+ Maslanka T., Chrostowska M., Otrocka-Domagata 1., Snarska A., Mikiewicz M., Zuska-Prot
M., Jasiecka A., Ziotkowski H., Markiewicz W., Jaroszewski J. Prostaglandin E2 exerts the
proapoptotic and antiproliferative effects on bovine NK cells. Research in Veterinary Science,
2016, 107: 80-87.
1F=1,298; MNiSW=30

¢ Przybysz J., Chrostowska M., Ziétkowski H., Jaroszewski J., Maslanka T. The influence of
prostaglandin E> on the production of IFN-y by bovine CD4", CD8" and WCI" T cells.
Research in Veterinary Science, 2016, 105: 31-35.
1F=1,298; MNiSW=35

Moj wkitad w powstanie powyzszych publikacji polegat na udziale w wykonaniu eksperymentow,
analizie cytometrycznej oraz w analizie wynikow.

Meloksykam — wplyw na nieswoiste mechanizmy odpornosci u bydia

W  kolejnych badaniach oceniano wpltyw meloksykamu, niesterydowego leku
przeciwzapalnego, na nieswoiste komorkowe i humoralne mechanizmy obronne u bydta. Badania
przeprowadzono na dojrzatych jaldéwkach podzielonych na dwie grupy: do$wiadczalna, ktorej
jednorazowo podano meloksykam dozylnie w dawce 0,5 mg/kg masy ciata, oraz kontrolna,
otrzymujaca plyn fizjologiczny. Krew pobierano przed podaniem preparatu oraz w 5., 10. i 15. dniu
po iniekcji.

W badaniach oceniano wybrane wskazniki nieswoistej odporno$ci humoralnej, obejmujace
aktywno$¢ lizozymu oraz poziom biatka catkowitego, gammaglobulin i ceruloplazminy, a takze
parametry nieswoistej odpornosci komorkowej. W tej czesci analizowano aktywno$¢ metaboliczng
fagocytow okreslang jako respiratory burst activity (RBA), zdolno$¢ wewnatrzkomorkowego
zabijania drobnoustrojow przez komorki zerne (PKA) oraz odpowiedz proliferacyjng limfocytow
stymulowanych mitogenami.

Uzyskane wyniki wskazaly na istotne zmiany w funkcjonowaniu nieswoistych mechanizmow
odpornosci po podaniu meloksykamu. Obserwowano wyrazny spadek poziomu gammaglobulin oraz
aktywnosci lizozymu juz od pigtego dnia po podaniu leku. Jednocze$nie odnotowano przejsciowy
wzrost poziomu ceruloplazminy, natomiast poziom biatka catkowitego nie ulegal istotnym zmianom.
W zakresie odpornosci komorkowej stwierdzono wyrazne obnizenie aktywno$ci metabolicznej
fagocytow, zdolnosci wewnatrzkomorkowego zabijania drobnoustrojow oraz proliferacji limfocytow,
utrzymujace si¢ do konca okresu obserwacji.

Wyniki te wskazuja, ze stosowanie meloksykamu moze modulowac nieswoiste mechanizmy
obronne organizmu, co w okreslonych warunkach moze wplywaé na podatno$¢ zwierzat na zakazenia
oraz ksztaltowanie si¢ odpowiedzi poszczepienne;j.

Wyniki tych badan zostaly opisane w nastepujacej publikacji:
« Markiewicz W., Wojcik R., Mataczewska J., Ziétkowski H., Jaroszewski J., Siwicki A.K.

Influence of meloxicam on cellular and humoral defense mechanisms during the luteal phase

of the estrous cycle in cattle. Medycyna Weterynaryjna, 2011, 67: 433-504.

MNiSW=10
Mo¢j wkiad w powstanie w/w publikacji polegat na zebraniu i przygotowaniu materiatu do badania,
zebraniu pi$miennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji
manuskryptu.
4. 4. 2. 2.Badania nad podwdjnie pozytywnymi limfocytami T CD4"CD8* w patogenezie astmy
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Badania te dotyczyly roli podwojnie pozytywnych limfocytow T CD4*CD8* (tzw. komoérek DP
— double positive cells) w przebiegu alergicznego zapalenia drég oddechowych. Przeprowadzono je z
wykorzystaniem mysiego modelu astmy alergicznej indukowanej ovalbuming (OVA), w ktérym
analizowano rozmieszczenie oraz bezwzgledna liczebno$¢ tych komoérek w roznych kompartmentach
uktadu odpornosciowego.

W badaniu oceniano liczbe limfocytow T CD4*CD8" w plucach, weztach chtonnych
srodpiersiowych (MLNs), weztach chtonnych glowy i szyi (HNLNs) oraz we krwi obwodowej myszy
zdrowych 1 zwierzat z indukowanag astma. Analizy prowadzono z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej po wczesniejszej izolacji komorek z badanych tkanek oraz oznaczeniu ich liczby
bezwzgledne;j.

Uzyskane wyniki wykazaly istotny wzrost liczby limfocytow T CD4*CD8* w ptucach oraz w
MLNs myszy z astma alergiczng w poréwnaniu ze zwierzetami zdrowymi. Jednoczes$nie stwierdzono
zmniejszenie liczby tych komoérek w HNLNs oraz we krwi obwodowej. Obserwowane zmiany
wskazuja, ze w przebiegu reakcji alergicznej moze dochodzi¢ do proliferacji komérek DP w MLNs
oraz ich rekrutacji do tkanki plucnej, bedacej miejscem toczacego si¢ procesu zapalnego.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze podwojnie pozytywne limfocyty T CD4'CD8" moga
uczestniczy¢ w mechanizmach odpowiedzialnych za patogenezg astmy alergicznej, jednak doktadna
rola tych komorek w rozwoju choroby wymaga dalszych badan.

Wryniki tych badan zostaly opisane w nastepujacej publikaciji:
< Zu$ka-Prot M., Ziélkowski H., Jaroszewski J., Mas$lanka T. Distribution of CD4"CD8"
double positive T cells in a mouse model of allergic asthma. Polish Journal of Veterinary
Sciences, 2016, 19: 217-219.
1F=0,697; MNiSW=20

Moj wkiad w powstanie niniejszej publikacji polegal na udziale w wykonaniu eksperymentow,

analizie cytometrycznej oraz analizie wynikow.

4. 4. 3. Badania nad funkcjonowaniem i zaburzeniami galki ocznej

Trzeci obszar obejmuje badania nad funkcjonowaniem i zaburzeniami gatki ocznej. Zakres tych
badan obejmuje zar6wno analizy immunohistochemiczne, jak i zagadnienia zwigzane z fizjologia
narzagdu wzroku, w tym dobowe zmiany cisnienia $rodgatkowego. Cze¢s¢ prowadzonych prac
pozostaje powiazana z problematyka immunofarmakologiczna, zwlaszcza w zakresie charakterystyki
komorek uktadu odpornosciowego obecnych w strukturach oka oraz ich udzialu w procesach
zapalnych. Badania te stanowia rozwinigcie wczesniejszych zainteresowan immunologicznych w
odniesieniu do narzadu o szczegodlnych wlasciwosciach immunologicznych.

4. 4. 3. 1. Badania nad zasiedlaniem komor oka przez limfocyty T CD4" i CD8"

Pierwsze badania z tego cyklu byly prowadzone na myszach, a ich wyniki sugeruja, ze u tego
gatunku komory oka, jako strefa efektorowa odpowiedzi immunologicznej, stanowig element
normalnego szlaku migracyjnego naiwnych limfocytow T CD8", przy czym wigkszo$¢ tych komorek,
w przeciwienstwie do ich odpowiednikéw obecnych we krwi, wykazuje niska ekspresje czasteczki
CD8. Przeprowadzone badania ujawnily jedynie $ladowy udzial limfocytow T CD4" w populacji
limfocytarnej komor oka myszy, gdyz ich $redni odsetek wynosit zaledwie 0,56. Z badan wynika, ze
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taki selektywny sposob zasiedlania komoér oka przez limfocyty T CD4" i CD8" moze byé
zaangazowany w utrzymanie statusu immunologicznego uprzywilejowania oka.

Kolejne badania z tego obszaru prowadzono u bydia i $win, u ktorych stwierdzono, ze w
komorach ich oczu wystepuja limfocyty T o fenotypach CD4°CDS8", CD4 CD8" oraz CD4"'CDS8" (DP),
chociaz ich liczebno$¢ bezwzgledna byta bardzo mata. Przeprowadzone badania wykazaty, ze pod
wzgledem udziatu odsetkowego limfocytow T CD4", populacja limfocytarna komoér oka bydta nie
rozni sie¢ istotnie od tej obserwowanej we krwi obwodowe;j. Z kolei w przypadku limfocytow T CD8™
udzial tych komorek w populacji limfocytarnej komor oka byt mniejszy w poréwnaniu z analogiczng
populacja we krwi. Komory oka bydta okazaly si¢ natomiast szczegélne pod wzgledem obecnosci
komoérek DP, gdyz ich udzial w populacji limfocytarnej wystepujacej w tym miejscu byt okoto
pigciokrotnie wiekszy niz we krwi, przy czym wigkszos¢ tych komoérek wykazywata niska ekspresje
zaréwno czasteczki CD4, jak i CDS.

W przypadku $win stwierdzono, ze — podobnie jak u myszy — udziat odsetkowy limfocytéw T
CD4" w populacji limfocytarnej komor oka byt bardzo maty. Pod wzgledem udziatu odsetkowego w
populacji limfocytarnej limfocyty T CD8" komor oka $wini nie réznity si¢ od adekwatnego parametru
obserwowanego we krwi obwodowej. Wiadomo roéwniez, ze populacja limfocytarna $win, w
przeciwienstwie do innych gatunkéw zwierzat oraz czlowieka, zawiera bardzo duzy udziat komoérek
DP. Na terenie komér oka $wini stwierdzono takze obecno$¢ znaczacej populacji tych komorek,
jednak roznity si¢ one istotnie pod wzgledem gestosci czasteczek CD4 i CDS8: we krwi obwodowej
dominowaly komorki DP z wysoka ekspresjg CD4, natomiast w komorach oka przewazalty komorki z
wysoka ekspresja CDS. Wyniki te wskazuja, ze komory oka bydla i $wini stanowig element w
procesie fizjologicznej migracji limfocytow T CD4"CD8, CD4CDS8" oraz CD4"'CD8" w organizmie.
Wskazuje to rowniez, ze udzial tych subpopulacji w populacji limfocytarnej komoér oka moze sie
znaczaco r6zni¢ pomiedzy réznymi gatunkami zwierzat.

Ostatnie badania z tego obszaru dotyczyty obecnosci limfocytéw T w komorach oka psow
zdrowych oraz pséw z zaéma; dodatkowa grupe referencyjng stanowily psy z zapaleniem
naczyniowki. W badaniach tych celem byto miedzy innymi ustalenie, czy za¢mie starczej towarzysza
zmiany w zakresie zasiedlania komor oka przez limfocyty T CD4" i CD8", a wiec czy procesowi temu
towarzyszy odpowiedz immunologiczna ze strony limfocytow T. Badania prowadzono w oparciu o
probki cieczy wodnistej pobieranej w trakcie operacji wewnatrzgatkowych (gléwnie podczas operacji
za¢my) lub z oczu pséw poddawanych eutanazji z przyczyn innych niz choroby oczu. Wyniki
przeprowadzonych badan sugerujg miedzy innymi, ze: 1) limfocyty T CD4" i CD8" znajdujg si¢ w
komorze oka zdrowych pséw, jednak jedynie w ilosciach §ladowych; 2) rozwdj zaémy moze nie by¢
procesem immunologicznie oboj¢tnym, lecz moze by¢ powigzany z rekrutacjg limfocytow T CD8+ do
komor oka.

Wyniki tych badan zostaly opisane w nastepujacych publikacjach:
+ Maslanka T., Ziotkowska N., Ziotkowski H., Mataczewska J. CD25+CD127+Foxp3- Cells
Represent a Major Subpopulation of CD8+ T Cells in the Eye Chambers of Normal Mice.
PLoS One, 2017, 12:e0170021
1F=2,806; MNiSW=100
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+ Maslanka T., Socha P., Zidtkowska N., Dabrowski M., Mataczewska J., Ziétkowski H.,
CD4- and CDS-expressing cells found in the bovine and porcine anterior chamber of the eye.
Polish Journal of Veterinary Sciences, 2018, 21: 293-298.
1F=0,839; MNiSW=40
+ Maslanka T., Ziétkowski H., Garncarz J., Zidtkowska N. CD4- and CD8-expressing cells in
the chambers of normal, cataract and uveitic eyes: A comparative study in dogs. Research in
Veterinary Science, 2020, 132:393-399.
1F=2,534; MNiSW=100
Mo¢j wklad w powstanie niniejszych publikacji polegat na zebraniu i przygotowaniu materiatu do
badan, zebraniu pi$miennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej
wersji manuskryptu.
4.4.3.2. Badania nad charakterystyka zapalenia struktur oka u kotéw z FIP

Zakazne zapalenie otrzewnej kotow (FIP) jest jedna z gldwnych przyczyn $miertelnosci
mtodych kotow, a mimo wieloletnich badan patogeneza tej choroby nie zostala w pelni wyjasniona.
Celem przeprowadzonych badan byta szczegdétowa charakterystyka zmian histopatologicznych i
immunohistochemicznych w strukturach gatki ocznej kotow z FIP, ze szczegdlnym uwzglednieniem
rodzaju, nasilenia oraz sktadu komorkowego odczynu zapalnego.

Do badan wykorzystano gatki oczne pobrane od 15 kotow roznych ras, w wieku od 8 miesigcy
do 3 lat, z zaawansowanymi objawami klinicznymi FIP, ktére z powodu bardzo ztego stanu ogélnego
zostaly poddane eutanazji i badaniu sekcyjnemu. Materiat okulistyczny oceniano histologicznie po
barwieniu hematoksyling i eozyna oraz immunohistochemicznie, stosujac przeciwciata skierowane
przeciwko markerom limfocytow T (CD3), limfocytow B (CD79a), makrofagow (MAC387),
komorek glejowych (GFAP), proliferacji komoérkowej (PCNA) oraz antygenom koronawirusa kotow
(FCoV). Nasilenie zapalenia okreslano na podstawie liczby komorek zapalnych, stosujac
pieciostopniowy system oceny.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze niezaleznie od postaci klinicznej FIP zapalenie byto
obecne u wszystkich kotoéw w wielu strukturach gatki ocznej, w tym w tgczowce, ciele rzeskowym,
naczyniowce, siatkowce, twardowce i spojowce, a u czgsci zwierzat takze w nerwie wzrokowym oraz
rogowce. W dwoch przypadkach stwierdzono zapalenie ziarniniakowe w obrebie ciata rzeskowego.
Analiza sktadu komérkowego nacieku zapalnego wykazata, ze w zmianach o najwigkszym nasileniu
dominowaly limfocyty B oraz plazmocyty, co wskazuje na przewlekty charakter procesu zapalnego
oraz istotny udziat odpowiedzi humoralnej. Liczba makrofagéow zwigkszata si¢ wyraznie dopiero w
przypadkach znacznego uszkodzenia naczyn krwiono$nych. Antygeny FCoV wykryto w makrofagach
jedynie u trzech kotéw. Ponadto stwierdzono zwigkszong ekspresje GFAP w komorkach Miillera oraz
obecno$¢ antygenu proliferacyjnego PCNA w siatkowce, co sugeruje aktywacje i proliferacje tych
komoérek w odpowiedzi na proces zapalny. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zapalenie oka w przebiegu
FIP ma zlozony charakter, a jego obraz jest w duzej mierze determinowany przez odpowiedz
humoralng oraz wtdrne uszkodzenia bariery naczyniowej.

Wryniki tych badan zostaly opisane w nastepujacej publikaciji:
« Zidtkowska N., Pazdzior-Czapula K., Lewczuk B., Mikulska-Skupien E., Przybylska-

Gornowicz B., Kwiecinska K., Ziolkowski H. Feline infectious peritonitis:
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immunohistochemical features of ocular inflammation and the distribution of viral antigens in
structures of the eye. Veterinary Pathology, 2017; 54:933-944.
1F=1,795; MNiSW=40
Moj wklad w powstanie niniejszej publikacji polegatl na zebraniu i przygotowaniu materiatu do
badania, zebraniu piSmiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej
wersji manuskryptu.
4.4.3.3. Badania nad dobowa zmiennoscia ciSnienia wewnatrzgalkowego u koz

Kolejne badania z tego obszaru dotyczyly analizy dobowej i okotodobowej zmiennosci
cisnienia wewnatrzgatkowego u koéz oraz oceny wptywu warunkéow o§wietlenia na rytm tych zmian.
Celem pracy byto okreslenie, czy wahania ci$nienia wewnatrzgatkowego rdznig si¢ pomiedzy
zwierzgtami utrzymywanymi w warunkach naturalnego cyklu $wiatlo—ciemno$¢ oraz w warunkach
stalego o§wietlenia lub statej ciemnosci.

Badania przeprowadzono na 50 zdrowych kozach w wieku okoto 5-6 tygodni, ktore
utrzymywano w trzech réznych warunkach os§wietleniowych: w cyklu 12 godzin $wiatta i 12 godzin
ciemnosci, w statej ciemno$ci oraz w staltym oswietleniu. Po okresie adaptacji zwierzat cisnienie
wewnatrzgatkowe mierzono metoda tonometrii aplanacyjnej w godzinach porannych i wieczornych w
kolejnych dniach doswiadczenia.

Uzyskane wyniki wykazaly wyrazny dobowy rytm zmian ci$nienia wewnatrzgatkowego u koz
utrzymywanych w warunkach naprzemiennego cyklu $wiatta i ciemnosci. W tych warunkach wartosci
cisnienia byly wyzsze w godzinach porannych niz wieczorem. Natomiast u zwierzat utrzymywanych
w statej ciemnosci lub statym o$wietleniu obserwowany rytm zmian byt znacznie stabiej zaznaczony
lub nie wykazywat wyraznego wzorca. Uzyskane wyniki wskazujg, Zze rytmiczne zmiany ci$nienia
wewnatrzgatkowego u koz pozostajg w istotnym stopniu zalezne od naprzemiennej ekspozycji na
$wiatlo 1 ciemnos¢. Sugeruje to, ze cykl $wietlny moze odgrywac istotng role w synchronizacji
mechanizméw regulujacych ci$nienie wewnatrzgatkowe u tego gatunku.

Wyniki tych badan zostaly opisane w nastepujacej publikacji:

«» Zidtkowska N., Ziétkowski H., Jagoda M., Bucko M., Kaczorek-Lukowska E., Lewczuk B.
Diurnal and circadian variations in intraocular pressure in goats exposed to different
lighting conditions. Chronobiology International, 2019, 36:1638-1645
1F=2,486; MNiSW=100

Moj wkitad w powstanie niniejszej publikacji polegat na udziale w prowadzeniu pomiaréw ci$nienia

wewnatrzgalkowego, zebraniu piSmiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem
ostatecznej wersji manuskryptu.
4.4.3.4. Studia literaturowe nad dysplazjq siatkéwki u psow i kotow

Kolejna praca z tego obszaru miata charakter przegladowy i dotyczyta aktualnego stanu wiedzy
na temat dysplazji siatkowki u pséw 1 kotow. Celem opracowania bylo przedstawienie
najwazniejszych informacji dotyczacych budowy i rozwoju siatkowki, obrazu klinicznego oraz
histopatologicznego tej choroby, a takze omowienie jej etiopatogenezy, uwarunkowan genetycznych
oraz mozliwosci diagnostyki i profilaktyki.

Dysplazja siatkowki jest zaburzeniem rozwojowym polegajacym na nieprawidlowym
réznicowaniu i organizacji warstw siatkowki w okresie zycia ptodowego lub wczesnego okresu

postnatalnego. W obrazie histologicznym choroba ta charakteryzuje si¢ obecno$cig faldow siatkdwki
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oraz struktur rozetopodobnych utworzonych przez komorki nerwowe. Zmiany te prowadza do
zaburzenia prawidtowej architektoniki siatkoéwki i moga powodowac réznego stopnia uposledzenie
funkcji wzrokowych.

W pracy omdwiono rézne postacie kliniczne dysplazji siatkowki u pséw, w tym forme
ogniskowa, wieloogniskowa oraz geograficzna, a takze postacie choroby przebiegajace z
odwarstwieniem siatkdbwki i innymi wadami w obrgbie gatki ocznej. Wskazano réwniez, ze
etiopatogeneza choroby ma charakter wieloczynnikowy i moze by¢ zwigzana zaréwno z
uwarunkowaniami genetycznymi, jak i dzialaniem czynnikéw s$rodowiskowych, w tym infekcji
wirusowych czy czynnikow fizycznych oddzialujacych na rozwijajaca si¢ siatkowke. Szczegolng
uwage poswigcono dziedzicznym postaciom dysplazji siatkdwki, ktore opisano u wielu ras psoéw i
ktore najczesciej dziedzicza si¢ w sposob autosomalny recesywny. Wskazano rowniez na zwigzek
niektoérych form choroby z mutacjami w genach kodujacych sktadniki kolagenu typu IX, a takze na
znaczenie badan genetycznych w identyfikacji zwierzat bedacych nosicielami tej wady.

Podsumowujac, przedstawione w pracy dane wskazuja, ze dysplazja siatkowki stanowi ztozone
zaburzenie rozwojowe o zroznicowanej etiologii i obrazie klinicznym, a dalsze badania — szczeg6lnie
w zakresie genetyki molekularnej — sa niezbgdne do peniejszego poznania mechanizméw jej
powstawania oraz opracowania skutecznych metod wczesnej diagnostyki 1 zapobiegania tej chorobie.

Wyniki niniejszej pracy zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

*»  Zidtkowska N., Prusik M., Ziétkowski H. Dysplazja siatkowki u psow i kotow — aktualny stan
wiedz. Medycyna Weterynaryjna, 2012, 68: 15-21.
MEIiN =15
Moj wkiad w powstanie niniejszej publikacji polegal na zebraniu danych i pi$miennictwa oraz

wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczng realizowana w
wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegélnoSci
zagranicznej

5.1. Badania prowadzone w The Department of Veterinary Medicine, College of Natural

Science & Mathematics, University of Alaska Fairbanks, USA

Celem stazu bylo nawiazanie blizszej wspotpracy z Department of Veterinary Medicine,
College of Natural Science & Mathematics, University of Alaska Fairbanks, jak rowniez
wspotprowadzenie badan nad szlakami transportowymi glukozy oraz $ciezkami sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej towarzyszacymi stanom zapalnym. W trakcie pobytu zostatem przydzielony do
badan realizowanych w ramach projektu ,,7he effect of glucose on macrophage metabolism and
inflammatory regulation and the role of hydrogen sulfide on inflammasome regulation in microglia.”,
ktoérego kierownikiem byt moj opiekun stazu Dr Alireza Bidiei. W badaniach, w ktorych bratem
czynny udzial podjeto probe okreslenia krytycznej roli metabolizmu glukozy zaleznego od
transportera Glutl w odpowiedzi zapalnej makrofagéw, ktére naleza do komoérek o wysokim
zapotrzebowaniu energetycznym w obrebie wrodzonego ukladu odporno$ciowego. Zapalenie
prowadzi do zwickszonej ekspresji Glutl, zapewniajac tym samym wystarczajacy wychwyt glukozy
w celu wsparcia funkcji makrofagow. W przeprowadzonych badaniach wykazaliSmy, ze uzycie
siRNA do wylaczenia Glutl zmniejsza ekspresje réznych cytokin i markerow prozapalnych, takich
jak IL-6, iNOS, MHC II/CD40, reaktywne formy tlenu i y-liaza cystationinowa (CSE) — enzym
wytwarzajacy siarkowodor (H2S). Najprawdopodobniej Glutl aktywuje szlak proprozapalny poprzez
czynnik jadrowy (NF)-xB, w zwigzku z czym wyciszenie Glutl zapobiega degradacji IxB
indukowanej przez lipopolisacharyd (LPS), blokujac tym samym aktywacj¢ NF-kB. Ponadto
okreslilismy takze role Glutl w zjawiskach autofagii, niezbednych dla funkcji makrofagow, takich jak
prezentacja antygenu, fagocytoza i wydzielanie cytokin. Wyniki naszych badan pokazaty, ze
stymulacja LPS zmniejszata powstawanie autofagosomow, natomiast wyciszenie Glutl odwracato ten
efekt, zwiekszajac autofagi¢ poza poziomy kontrolne.

Przeprowadzone badania przedstawiajg znaczenie Glutl w odpowiedziach immunologicznych
makrofagdw oraz jego role w regulacji apoptozy podczas stymulacji LPS. Wyciszenie Glutl
negatywnie wptywa na zywotnos¢ komorek i sygnalizacje wewnetrznej $ciezki mitochondrialne;.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze ukierunkowanie metabolizmu glukozy makrofagow poprzez Glutl
moze potencjalnie stuzy¢ jako cel kontroli stanu zapalnego.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w nastepujacej publikacji:

s Cornwell A., Ziétkowski H., Badiei A. Glucose Transporter Glutl-Dependent Metabolic

Reprogramming Regulates Lipopolysaccharide-Induced Inflammation in  RAW264.7
Macrophages. Biomolecules, 2023, 13, 770.
1F=4,80; MEiN=140
Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaktadaniu hodowli komorkowej makrofagow, ekstrakcji
mRNA i bialek, przygotowaniu probek do analiz qPCR i analiz Western Blott oraz udziat w

przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.
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5.2. Badania prowadzone w Faculty of Veterinary Medicine, The Justus-Liebig-University
Giefien, Niemcy.

Kroétki staz naukowy realizowany w Instytucie Farmakologii i Toksykologii Weterynaryjnej,
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, Justus Liebig University Gieflen, miat na celu nawigzanie
wspoOlpracy naukowej oraz poszerzenie kompetencji badawczych w zakresie nowoczesnych metod
analizy transportu molekularnego lekdw w organizmie. Tematyka ta byla bezposrednio zwigzana z
prowadzonymi rownolegle badaniami w Katedrze Farmakologii i Toksykologii Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej UWM w Olsztynie, dotyczacymi farmakokinetyki i farmakodynamiki lekow, w
szczegblnosci z grupy tetracyklin.

W trakcie pobytu zapoznatem si¢ z podstawami hodowli komoérkowych oraz technikami
badawczymi stosowanymi w analizie transportu przez btony biologiczne, co stanowilo istotne
rozszerzenie mojego warsztatu badawczego. Zdobyta wiedza dotyczyta w szczegdlnosci oceny roli
transporteré6w blonowych oraz mechanizmoéw zwigzanych z dystrybucja i metabolizmem lekow.

Bezposrednim efektem stazu bylo nawigzanie trwatej wspdipracy naukowej, ktora po jego
zakonczeniu zostata rozwinigta w formie wspolnych badan pilotazowych. Poczatkowo koncentrowaty
si¢ one na molekularnych mechanizmach transportu tetracyklin, jednak w krotkim czasie zostaly
rozszerzone o badania nad pochodnymi izoksazolin — nowoczesng grupe lekow
przeciwpasozytniczych. Wspodlpraca ta przetozyta si¢ na rozwdj badan nad farmakokinetyka i
transportem tych zwiazkow, ktore sa kontynuowane do chwili obecnej i zaowocowaly publikacjami
naukowymi w tym obszarze.

W ramach wspotpracy prowadzono réwniez oznaczenia analityczne probek przygotowanych w
Gieflen, w tym z wykorzystaniem opracowywanych metod iloSciowego oznaczania wybranych
substancji czynnych, takich jak fluralaner i sarolaner, a takze makrocyklicznych laktonow. Ze
wzgledu na charakter wspotpracy z partnerami gospodarczymi oraz ograniczenia dotyczace poufnosci
danych, wyniki tych analiz nie moga by¢ obecnie upublicznione.

Calos¢ stazu stanowila istotny etap w rozwoju kompetencji badawczych, umozliwiajgc
wdrozenie nowych metod eksperymentalnych oraz zainicjowanie dlugofalowej wspotpracy
mig¢dzynarodowej, ktorej efekty sg rozwijane w kolejnych projektach badawczych.

Wyniki badan uzyskanvch na podstawie nawiazanej wspolpracy zostaly przedstawione w

nastepujacej publikacji:
+ Markowska-Bunka P., Jaroszewski J., Rasinski B., Ziétkowski H. A novel method for the
determination of isoxazoline derivatives in plasma by UPLC-MS/MS: validation and

applicability to screening tests. Journal of Veterinary Research. 2025, 69:405-415.

1F=1,500; MNiSW=140
Moj wkiad w powstanie niniejszych publikacji, ktorej bytem autorem korespondencyjnym polegat na
znaczacym udziale w opracowaniu koncepcji badania, pomocy w przeprowadzeniu analizy
chromatograficznej, zebraniu pisSmiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem

ostatecznej wersji manuskryptu.
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6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

lub sztuke

6. 1. Osiagniecia dydaktyczne

+» Pehilem funkcje zastepcy opiekuna roku dla studentow kierunku ,,Weterynaria” rocznik
2016-2022.

* W ramach corocznego plebiscytu na najlepszego nauczyciela akademickiego UWM zajalem

II miejsce w plebiscycie "Belfer roku 2023". Ponadto, w badaniu ankietowym prowadzonym

wsrdd absolwentow kierunku "Weterynaria" na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UWM

w Olsztynie zajatem odpowiednio:

rocznik 2012-2018 7 miejsce w kategorii ,,najlepszy prowadzacy ¢wiczenia”,

rocznik 2014-2020 4 miejsce w kategorii ,,najlepszy prowadzacy ¢wiczenia”,

rocznik 2015-2021 3 miejsce w kategorii ,,najlepszy prowadzacy ¢wiczenia” oraz 6
miejsce ,,najlepszy prowadzacy fakultet”,

rocznik 2016-2022 3 miejsce w kategorii ,,najlepszy prowadzacy ¢wiczenia” oraz 7
miejsce ,,najlepszy prowadzacy fakultet”,

rocznik 2017-2023 4 miejsce w kategorii ,,najlepszy prowadzacy ¢wiczenia” oraz 5
miejsce ,,najlepszy prowadzacy fakultet”,

rocznik 2018-2024 oraz 2019-2025 4 miejsce w kategorii ,,najlepszy prowadzacy

¢wiczenia”.

+ Nagrody & Wyréznienia

2023.12.01 — Nagroda Rektora, Nagroda Zespotowa I Stopnia za osiagniccia
dydaktyczne.

2024.01.17 — Nagroda Rektora, za zajecie II miejsca w Plebiscycie Belfer UWM
2023.

2024.12.01 — Nagroda Rektora, Nagroda indywidualna II stopnia za osiggnigcia
dydaktyczne.

« Zajecia dydaktyczne prowadzone na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UWM w

Olsztynie dla kierunkéw Weterynaria oraz Biotechnologia:

Na kierunku weterynaria:

0Od 2009 r. prowadze ¢wiczenia z przedmiotu ,,Farmakologia weterynaryjna”.

Od 2012 r. wspolprowadze wyklady oraz ¢wiczenia z przedmiotu fakultatywnego
wFarmakologia kliniczna”.

Od 2021 r. prowadze ¢wiczenia z przedmiotu ,,Toksykologia weterynaryjna” dla
studentow programu ERASMUS.

Od 2022 r. kieruje oraz jestem autorem programu nauczania przedmiotu

fakultatywnego ,,Podstawy farmakokinetyki klinicznej”.

Na kierunku biotechnologia:

Od 2015 r. prowadze wyktady oraz ¢wiczenia z przedmiotu ,,Farmakologia” na

kierunku biotechnologia (specjalno$¢: ,,.Biotechnologia farmaceutyczna”).
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Od 2021 r. kieruj¢ oraz jestem autorem programu nauczania przedmiotu
~Farmakokinetyka lekéw” na kierunku biotechnologia (specjalnos¢: ,,Biotechnologia
farmaceutyczna”).

6. 2. Osiagniecia organizacyjne

% Dzialalno$¢ organizacyjna na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie:

W latach 2009-2014 oraz w 2016 bytem czlonkiem Rady Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej UWM w Olsztynie — poczatkowo jako przedstawiciel doktorantow,
nastepnie adiunktow.

W latach 2013-2014 bylem cztonkiem zespotu ds. zapewniania jakosci.

W 2019 r. pehlitem funkcje kierownika projektu ,,Utworzenie zintegrowanej
pracowni badan podstawowo-klinicznych z wykorzystaniem krolikow jako modelu
doswiadczalnego”, finansowanego przez Konsorcjum Naukowe KNOW ,Zdrowe
Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢” w ramach programu rozwoju warsztatu badawczego
mtodego pracownika nauki.

Od 2024 jestem cztonkiem Zespotu ds. przegladu warunkow pracy na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej oraz cztonkiem Zespotu ds. pozyskiwania funduszy na
badania naukowe i rozwdj Wydziatu Medycyny Weterynaryjne;.

¢ Dzialalno$¢ organizacyjna na Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w Olsztynie:

09.06.2024 r. bylem wspotorganizatorem stanowiska Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej podczas Pikniku Nauki i Sztuki w ramach obchodéw 25-lecia UWM
w Olsztynie.
W 2024 r. otrzymalem Nagrode Rektora za dzialalno$¢ organizacyjna (udzial w
organizacji XVII Kongresu Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, 19—
21.09.2024).

% Jestem aktywnym czlonkiem kliku towarzystw naukowych:

0Od 2013 1. cztonek Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych.

Od 2014 r. czlonek Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego; od 2025
przewodniczacy Oddzialu Warminsko-Mazurskiego oraz czlonek Zarzadu
Gléwnego.

0d 2014 r. cztonek Federation of European Toxicologists and European Societies of
Toxicology EUROTOX.

0d 2023 1. cztonek The International Society of Veterinary Ophthalmology ISVO.

¢ Czlonkiem komitetéw organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych:

Konferencja naukowo-szkoleniowa ,, Farmakologiczne i toksykologiczne aspekty
dziatania ksenobiotykow”, Olsztyn 24-25 czerwca 2010. Czlonek Kkomitetu
organizacyjnego.

Konferencja szkoleniowo-naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego,
,, Czlowiek, zywnosé, srodowisko — problemy wspotczesnej toksykologii”, Olsztyn 16-

19 wrzesnia 2014. Czlonek komitetu organizacyjnego.
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e Konferencja szkoleniowo-naukowa, ,, Farmakologiczne i toksykologiczne aspekty

stosowania substancji antropogennych”, Gdansk-Sobieszewo 14-16 czerwca 2015.

Czlonek komitetu organizacyjnego.

e Konferencja naukowo-szkoleniowa ,, Nowe trendy w farmakologii i toksykologii

weterynaryjnej”’,  Warchaty  27-29  czerwca 2017. Czlonek Kkomitetu

organizacyjnego.

e Konferencja naukowo-szkoleniowa ,,Wspolczesne kierunki badan w farmakologii i

toksykologii weterynaryjnej”, Lansk 25-28 czerwca 2019. Czlonek komitetu

organizacyjnego.

e Konferencja naukowo-szkoleniowa ,, Nowe koncepcje leczenia chorob ludzi i zwierzgt

z  zastosowaniem lekow  konwencjonalnych, biologicznych i preparatow

probiotycznych”. Barczewo 12-15 czerwca 2023. Czlonek komitetu naukowego.

e Konferencja naukowo-szkoleniowa ,, Innowacyjne terapie w leczeniu chorob ludzi i

zwierzqt”, Lansk 23-26 czerwca 2026. Czlonek komitetu naukowego.

6. 3. Osiagniecia popularyzujace nauke

+ Przeprowadzone wyklady

R/

W 2023 oraz 2024 przeprowadzitem wyktad na zaproszenie studentow Wydziatu
Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pt. Chromatografia cieczowa
w weterynarii w ramach fakultetu ,,Diagnostyka Weterynaryjna”.

W 2023 przeprowadzitem wyktad na zaproszenie Studenckiego Kota Naukowego
Immunologii Chorob Zakaznych i Nowotworowych Uniwersytetu Szczecinskiego pt.
Toksycznos¢ narzqdowa wybranych lekow przeciwbakteryjnych u ludzi i zwierzqt.

W 2024 przeprowadzitem wyktad na zaproszenie cztonkéw olsztynskiego oddziatu
International Veterinary Students Association (IVSA) pt. ,,Prawo farmaceutyczne dla

lekarzy weterynarii.”

< Publikacje popularno-naukowe

H. Ziotkowski. Okulistyka (nie)ludzka — gars¢ informacji o okulistyce weterynaryjne;j.
CX News 2016; 55:6.

%+ Wykonane ekspertyzy lub inne opracowania wykonane na zamowienie instytucji

publicznych lub przedsi¢biorcow.

>

06.04.2022 — 06.02.2023 — Ekspertyza dla Svine Vet Consulting Sp.z o.0. Sp. K.
obejmujaca weryfikacje zgodno$ci stezen amoksycyliny trojwodnej w produktach
leczniczych weterynaryjnych z wykorzystaniem ultrawysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzgzonej z detekcja ultrafioletows.

03.09.2024 — 10.11.2024 — ,.Opracowanie schematow dawkowania prazykwantelu i
pyrantelu u psow i kotow” dla JDG Robert Janeczek w celu dopuszczenia produktu
leczniczego weterynaryjnego do obrotu na terenie Polski na zasadzie importu
rownoleglego.
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Inne informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

7.1. Odbyte staze zagraniczne i krajowe

7.2.

Staz naukowy w Centrum Badan Farmakokinetycznych FILAB, Ravimed Spoltka z 0.0. Polna
54, 05-119 Lajski, Polska. 2010.06.28 — 2010.10.29.

Staz naukowy w Centrum Badan Farmakokinetycznych FILAB, Ravimed Spoltka z 0.0. Polna
54, 05-119 Lajski, Polska. 2011.06.20 — 2011.09.30.

Staz naukowy w Centrum Badan Farmakokinetycznych FILAB, Ravimed Spoltka z 0.0. Polna
54, 05-119 Lajski, Polska. 2012.06.04 — 2012.09.01.

Staz naukowy w The Department of Veterinary Medicine, College of Natural Science &
Mathematics, University of Alaska Fairbanks, USA. 2022.08.11 — 2022.10.27.

Zrealizowane projekty badawcze

R/
0’0

Wykonawca w projekcie badawczym pt. ,,Badania nad innowacyjnym lekiem o dziataniu
immunostymulujgcym u zwierzqt”. Projekt wspotfinansowany przez NCBiR nr UDA-
POIG.01.03.01-28-108/12-01, okres realizacji 03.12.2012 — 15.06.2015, kwota
dofinansowania — 11 757 550,00 PLN.

Wykonawca w projekcie badawczym pt. ,,Opracowanie i walidacja metody oznaczania
tigecykliny oraz farmakokinetyka tego leku u indykow”. Projekt finansowany ze $rodkow
Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu ,,PRELUDIUM 57 nr
2013/09/N/NZ7/03545, okres realizacji 12.03.2014 — 11.03.2016, kwota dofinansowania — 99
320 PLN.

Kierownik projektu badawczego pt. ,,Badania nad mechanizmami ograniczania dostgpnosci
biologicznej wybranych tetracyklin z przewodu pokarmowego”. Projekt finansowany ze
srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu Miniatura 1, nr DEC-
2017/01/X/NZ7/00931, okres realizacji 28.10.2017 — 27.10.2018, kwota dofinansowania — 49
995,00 PLN.

Kierownik projektu badawczego pt. ,,Wphyw p-glikoproteiny na dostgpnosc biologiczng
tigecykliny z przewodu pokarmowego”. Projekt finansowany ze $rodkow Konsorcjum
Naukowego KNOW (Krajowego Naukowego Os$rodka Wiodacego) ,.Zdrowe Zwierze —
Bezpieczna Zywno$¢” nr UMO-KNOW2018/UWM/ESR4/01/1, okres realizacji 22.01.2018 —
21.01.2019, kwota dofinansowania — 50 000,00 PLN.

Wykonawca (na podstawie umowy zlecenia w ramach przeprowadzonego konkursu) —
specjalista ds. farmakokinetyki — w projekcie badawczym pt. ,,Badania przedkliniczne i
kliniczne kandydata na innowacyjny lek w terapii inwazyjnych grzybic uktadowych”. Projekt
wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju nr POIR.01.01.01-00-
1990/15-00, okres realizacji 01.01.2016 — 31.12.2018, kwota dofinansowania — 10 301 172,96
PLN.

Wykonawca (18/100 oraz 36/100 etatu) — wewnetrzny tester funkcjonalnosci
oprogramowania farmakokinetycznego ThothPro® - w projekcie badawczym pt.
"Opracowanie , best in class” kompleksowego, szybkiego i intuicyjnego w uzyciu
bioinformatycznego narzedzia do obliczen i modelowania populacyjnych danych

farmakometrycznych o szerokim zastosowaniu w procesach opracowywania i rozwoju nowych
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lekow". Projekt wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju nr
POIR.01.01.01-00-0649/16-00, okres realizacji 01.01.2017 - 01.01.2019, kwota
dofinansowania — 3 976 172,02 PLN.

+ Wykonawca (na podstawie umowy zlecenia w ramach przeprowadzonego konkursu) —
specjalista ds. farmakokinetyki* — w projekcie badawczym pt. ,,Rozwoj przedkliniczny i
kliniczny inhibitora Sciezki ubikwityna-proteasom jako innowacyjnego leku stosowanego w
terapii nowotworow”. Projekt wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju
nr POIR.01.02.00-00-0009/17, okres realizacji 08.04.2017 — 31.12.2020, warto$¢ projektu —
37 472 533,50 PLN; kwota dofinansowania NCBiR — 25 646 443,69 PLN.

*wykonywanie prac w projekcie obejmujacych: analizy i konsultacji strategii badan projektu oraz uzyskiwanych
wynikow badawczych farmakologii (badania z zakresu PK; PK/PD; modelowanie i analiza PK;PK/PD; wstgpna
analiza toksykologiczna).

< Wykonawca (na podstawie umowy zlecenia w ramach przeprowadzonego konkursu) —
specjalista ds. farmakokinetyki* — w projekcie badawczym pt. ,,Rozwoj przedkliniczny i
kliniczny innowacyjnego agonisty receptora GPR40 w terapii cukrzycy typu II”. Projekt
wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju nr POIR.01.01.01-00-
0334/17, okres realizacji 01.07.2017 — 21.01.2022, warto$¢ projektu — 39 436 596,20 PLN;
dofinansowanie NCBiR — 24 818 953,75 PLN.

*wykonywanie prac w projekcie obejmujacych: analizy i konsultacji strategii badan projektu oraz uzyskiwanych
wynikow badawczych farmakologii (badania z zakresu PK; PK/PD; modelowanie i analiza PK;PK/PD).

< Wykonawca (na podstawie umowy zlecenia w ramach przeprowadzonego konkursu) —
specjalista ds. farmakokinetyki * — w projekcie badawczym pt. ,,Opracowanie
innowacyjnego, pierwszego w klasie, maloczgsteczkowego, podwoijnie ukierunkowanego
terapeutyku o dziataniu immunomodulujgcym i cytotoksycznym, jako kandydata na lek w
terapii biataczek i nowotworow litych”. Projekt wspotfinansowany przez Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju nr POIR.01.01.01-00-0472/19, okres realizacji 1.08.2019 — 07.05.2024,
warto$¢ projektu — 45 757 190,00 PLN; kwota dofinansowania NCBiR — 27 936 255,00 PLN.

*obliczanie parametrow farmakokinetycznych z przeprowadzonych badan na réznych gatunkach zwierzat;
modelowanie, analiza i interpretacja uzyskanych parametréw farmakokinetycznych (PK) oraz
farmakodynamicznych (PD), konsultacja strategii badan PK/PD, wstepna analiza danych toksykologicznych.

7.3. Nagrody & Wyrdznienia za osiagniecia naukowe:
» Nagroda Zespotowa III Stopnia za osiggni¢cia w dziedzinie naukowej w 2014 oraz 2016 roku.
» Nagroda Zespotowa II Stopnia za osiagni¢cia w dziedzinie naukowej w 2018 roku.

» Nagroda Rektora za wyro6zniajaca si¢ publikacje naukowa wydang w roku 2021, 2023, 2024.

7.4. Pozostale informacje:
» Stypendysta w projekcie ,,Dr INNO 3. Stypendia doktoranckie” realizowanego w ramach
Priorytetu VIII Regionalne Kadry Gospodarki, Dzialania 8.2. Transfer wiedzy, Poddziatania
8.2.1. Wsparcie dla wspotpracy sfery nauki i przedsigbiorstw Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki. Umowa DrINNO 3 nr 89/2013.
» Kierownik w zltozonym wniosku o finansowanie badan podstawowych w ramach programu
SONATA 15 pt. ,,Badania nad regulacjq dostepnosci biologicznej tygecykliny z przewodu

pokarmowego z wykorzystaniem specyficznych i niespecyficznych modulatorow transportu
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Jjelitowego”, nr 2019/35/D/NZ7/01212; wniosek niezakwalifikowany do finansowania (panel
1, ocena 11/24).

Kierownik w zlozonym wniosku w ramach programu ,,SPUB Aparatura badawcza i
specjalne urzgdzenie badawcze”™ na rok 2024 pt. | Cviomelrvezno-chromatograficzne
stanowisko badawcze Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej”, nr SPUB/SP/596057/2024;
wniosek niezakwalifikowany do finansowania.

Opiekun w zlozonym projekcie badawczym w ramach programu PRELUDIUM 23 pt.
Farmakokinetyka pochodnych izoksazolin u kur niosek”, nr 2024/53/N/NZ7/02145; wniosek
niezakwalifikowany do finansowania (panel 1, ocena 11/15).

Kierownik w zlozonym wniosku o przyznanie srodkéw finansowych na utrzymanie aparatury
naukowo-badawczej lub stanowiska badawczego (SPUB) oraz utrzymanie specjalnej
infrastruktury informatycznej (SPUB-I) na rok 2025 pt. ,,Cytometryczno-chromatograficzne
stanowisko badawcze Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej”, nr SPUB/SP/0122/2026; status
wniosku: rozpatrywany.

(podpis wnioskodawcy)
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