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1. Imig i nazwisko

Tomasz Sylwester Maslanka
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej
2005 Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych w zakresie farmakologii,
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie; tytul rozprawy doktorskiej: ,, Wplyw enrofloksacyny na tkanke
chrzestnq szklistq wybranych stawow oraz tchawicy u kurczqt brojlerow”,
2000 Tytul: lekarz weterynarii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie.
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
15.04.2008 do chwili Adiunkt, Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat
obecnej Medycyny  Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie,

01.04.2006 — 28.03.2008 Postdoctoral  researcher, Department of Veterinary
Molecular Biology, Montana State University, Bozeman,
MT, USA,

01.12.2001 — 16.12.2005 Doktorant, Katedra Farmakologii, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie.

4. Wskazanie osiagnig¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4. 1. Osiagnigcie stanowi cykl publikacji powiazanych tematycznie pod wspolnym

tytulem:

» Wplyw deksametazonu i meloksykamu na wybrane subpopulacje

limfocytow T oraz na komorki NK krwi obwodowej bydta”

Cykl ten obejmuje 7 publikacji w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports (JCR), ktorych sumaryczny IF wynosi 9,507, a taczna liczba punktow MNiSW to 195.
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4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu:
4.2.1. Maslanka T., Jaroszewski J.J. (2012) In Vitro effects of dexamethasone on bovine

CD25"CD4" and CD25CD4" cells. Res. Vet. Sci., 93, 1367-1379 (punktacja MNiSW:
35; IF: 1,774).

4.2.2. Maslanka T., Jaroszewski J.J. (2013) In Vitro effects of meloxicam on the number,

Foxp3 expression, production of selected cytokines and apoptosis of bovine
CD25"CD4" and CD25CD4" cells. J. Vet. Sci., 14, 125-134 (punktacja MNiSW: 25;
IF: 1,142).

4.2.3. Maslanka T., Jaroszewski J.J. (2013) Dexamethasone, but not meloxicam, suppresses

proliferation of bovine CD25"CD4" and CD25CD4" T cells. Pol. J. Vet. Sci., 16, 219-
222 (punktacja MNiSW: 20; IF: 0,712).

4,2.4., MaSlanka T., Jaroszewski J.J. (2013) In vitro studies on the influence of

dexamethasone and meloxicam on bovine WC1* 5 T cells. Vet. Immunol.
Immunopathol., 151, 248-262 (punktacja MNiSW: 30; IF: 1,748).

4,2.5, Maslanka T., Jaroszewski J.J., Markiewicz W., Jasiecka A., Ziotkowski H.,

Jedrzkiewicz D. (2013). Effects of dexamethasone and meloxicam on bovine
CD25"CD8" and CD25CD8" T cells — in vitro study. Res. Vet. Sci., 94, 662-674
(punktacja MNiSW: 35; IF: 1,511).

4.2.6. Maslanka T. (2013) Dexamethasone inhibits and meloxicam promotes proliferation of

bovine NK cells. Immunopharmacol. Immunotoxicol., 35, 225-234 (punktacja MNiSW:
15; IF: 1,109).

4,2.7. Maslanka T. (2014) Effect of dexamethasone and meloxicam on counts of selected T

lymphocyte subpopulations and NK cells in cattle — In vivo investigations. Res. Vet.
Sci., 96, 338-346 (punktacja MNiSW: 35; IF: 1,511).

Oswiadczam, ze:

samodzielnie opracowatem koncepcj¢ badan opisanych w/w publikacjach,

samodzielnie zaplanowatem doswiadczenia oraz dokonatem analizy i interpretacji uzyskanych
wynikow,

we wszystkich pracach bylem wytacznym autorem tekstu i rycin; zgodnie z zataczonym
o$wiadczeniem prof. dr hab. Jerzego J. Jaroszewskiego, jego udziat w pracach wymienionych
przy pozycjach 4.2.1.-4.2.5. byt zwiazany z konsultacjami, radami i uwagami Krytycznymi,
samodzielnie wykonatem wszystkie badania przedstawione w w/w pracach za wyjatkiem
publikacji znajdujacej si¢ przy pozycji 4.2.5.; w tym przypadku wymienieni wspolautorzy
brali udzial w wykonywaniu doswiadczen 1 oznaczen (zgodnie z zalaczonymi
o$wiadczeniami).

W zwiazku z powyzszym swoj udzial w powstaniu cyklu w/w prac oceniam na:
e 95% - publikacje wymienione przy pozycjach: 4.2.1.,4.2.2.,4.2.3.14.2.4.
e 75% - publikacja wymieniona przy pozycji 4.2.5.

e 100% - publikacje wymienione przy pozycjach 4.2.6.14.2.7.
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4.3. Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikow
4.3.1. Wprowadzenie
4. 3. 1. 1. Badane leki

Profilaktyka i minimalizowanie natychmiastowych i odleglych skutkéw reakcji zapalnej
stanowia wazny element terapii wielu choréb i zaburzen u ludzi i zwierzat. Wsérod lekow
przeciwzapalnych wyréznia si¢ dwie grupy: niesteroidowe leki przeciwzapalne [NLPZ; non-steroidal
anti-inflammatory drug (NSAIDs)] i steroidowe leki przeciwzapalne [SLPZ; steroidal anti-
inflammatory drugs (SAIDs)], znane tez jako glikokortykosteroidy (GKS), glukokortykoidy,
kortykosteroidy lub kortykoidy.

Meloksykam jest NLPZ z grupy oksykamow. Jego punktem uchwytu, tak jak i dla innych
NLPZ, jest enzym cyklooksygenaza (COX). Obecnie znamy trzy izoenzymy COX: COX-1, COX-2
i COX-3. COX-1 jest gltéwnie izoforma konstytutywna, ktora wystepuje w wigkszosci tkanek i
odpowiada za produkcje prostanoidéw (tj. prostaglandyn, prostacykliny i tromboksanu) petniacych
wazne funkcje fizjologiczne (m.in. dziatanie cytoprotekcyjne wzgledem blony Sluzowej przewodu
pokarmowego, udzial w procesie hemostazy i regulacji przeptywu krwi w naczyniach nerek). Z kolei
COX-2 jest glownie izoforma indukowana w czasie reakcji zapalnej (w odpowiedzi na cytokiny
prozapalne, endotoksyny 1 inne czynniki), czego nastgpstwem jest wzmozona produkcja
prostaglandyn, bedacych mediatorami prozapalnymi, a takze odpowiadajacych za powstawanie
goraczki oraz odczuwanie bolu (jako wynik sensytyzacji nocyceptorow). Dlatego tez wszystko
wskazuje na to, ze glowny mechanizm odpowiadajacy za przeciwzapalne, przeciwbolowe
1 przeciwgoraczkowe dzialanie NLPZ polega na blokowaniu syntezy prozapalnych prostaglandyn w
wyniku hamowania aktywnosci COX-2, natomiast wiele z dziatan niepozadanych tych lekow jest
skutkiem zmniejszenia produkcji prostanoidéw petniacych funkcje fizjologiczne, co z kolei stanowi
nastgpstwo uposledzenia aktywnosci COX-1 (Vane & Botting, 2003). Meloksykam jest wzglednie
selektywnym inhibitorem COX-2, co teoretycznie powinno si¢ przektada¢ na mniejsze natezenie
dzialan niepozadanych. Nalezy doda¢, ze obecnie odchodzi si¢ od bezwzglednego podzialu na
»dobra”, czyli fizjologiczng COX-1 i ,,zta”, czyli prozapalna COX-2, gdyz prawdopodobnie réwniez
COX-1 bierze udziat w podtrzymywaniu reakcji zapalnej (aktywno$¢ COX-1 pod wplywem
czynnikéw prozapalnych moze wzrastaC nawet kilkakrotnie), a z kolei COX-2 okazuje si¢
wystepowac konstytutywnie w niektorych tkankach (np. OUN i nerkach) i odgrywaé istotna role
w pewnych procesach fizjologicznych. Meloksykam jest podstawowym NLPZ do zwalczania bolu,
goraczki i zapalenia u bydla, przy czym wskazania rejestracyjne leku to leczenie objawowe: ostrych
stanéw zapalnych uktadu oddechowego, biegunki oraz ostrego zapalenia wymienia (Papich, 2011a).
W Polsce, jak i wielu krajach Europy, lek jest dostgpny w szeregu preparatow zarejestrowanych do
stosowania u bydta (Acticam, Emdocam, Contacera, Inflacam, Loxicom, Melovem, Meloxidyl,
Metacam, Novem, Recocam, Rheumocam). Szerokie stosowanie meloksykamu w terapii chorob bydta
jest z jednej strony wynikiem jego wysokiej skutecznosci i bezpieczenstwa podawania [(ktore z kolei
sa nastgpstwem korzystnych wlasciwosci farmakodynamicznych (np. wzgledna selektywnos$¢ wobec
COX-2) i farmakokinetycznych (np. dtugi okres pottrwania leku — przedtuzony czas dziatania)], zas

z drugiej ma w tym pewien udziat fakt, Ze jest on jednym z nielicznych NLPZ (obok karprofenu,
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fluniksyny, ketoprofenu i kwasu tolfenamowego) dostgpnych w preparatach zarejestrowanych do
stosowania u tego gatunku.

Deksametazon to $rodek z grupy SLPZ. Gloéwne efekty farmakologiczne tych lekow to
dziatanie przeciwzapalne, przeciwalergiczne i immunosupresyjne. Mechanizmy odpowiedzialne za
wystepowanie tych dzialan sa bardzo ztozone i1 wieloptaszczyznowe. Na poziomie genomowym sa to
oddziatywania zaréwno bezposrednie, jak i posrednie. Do pierwszych nalezy m.in. pobudzenie
transkrypcji pewnych genow np. dla lipokortyny, IL-10 (IL-10 jest gtowna cytokinag o dziataniu
przeciwzapalnym i immunosupresyjnym) i IkB, czyli inhibitora jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NF kappa B (NF-kB) (Rhen & Cidlowski, 2005). Lipokortyna, poprzez hamowanie aktywnosci
fosfolipazy A, zmniejsza odszczepianie kwasu arachidonowego z fosfolipidow bton komérkowych,
czego efektem jest hamowanie syntezy takich mediatoréw prozapalnych, jak prostaglandyny
i leukotrieny, gdyz kwas ten jest substratem do ich produkcji. Jest to podstawowy, lecz co nalezy
podkresli¢, niejedyny mechanizm odpowiedzialny za przeciwzapalne whasciwosci SLPZ. W $wietle
wspotczesnego stanu wiedzy glowny mechanizm lezacy u podstaw immunosupresyjnego
i przeciwalergicznego dziatania SLPZ to mechanizm genomowy posredni, polegajacy na
unieczynnieniu czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB i AP-1 (aktywatorowe biatko 1), a wigc
czynnikow petniacych wiodaca rolg¢ we wzmacnianiu i podtrzymywaniu procesu zapalnego, m.in. w
wyniku aktywacji genow dla wielu cytokin prozapalnych i chemokin oraz genéw antyapoptotycznych
i regulujacych proliferacj¢ komoérek (Rhen & Cidlowski, 2005). Mechanizm ten jest rowniez
elementem zlozonej mozaiki oddziatywan skladajacych si¢ na przeciwzapalne dziatanie
glikokortykosteroidow. Deksametazon jest podstawowym SLPZ do stosowania u bydta. W Polsce, jak
i w wielu innych krajach, jest to jedyny lek z grupy SLPZ, ktéry jest dostepny w preparatach
zarejestrowanych do stosowania u tego gatunku (Dexacortin, Dexafor, Dexasone, Rapidexon).
Deksametazon odgrywa pierwszoplanowa rol¢ w leczeniu wielu chordb i zaburzen u bydla o
charakterze zapalnym, szczeg6lnie w sytuacji, kiedy odczyn zapalny jest tak silnie wyrazony, ze jego
hamowanie za posrednictwem NLPZ nie jest wystarczajace. Ponadto jest to kluczowy (lub jedyny w
przypadku krajow, w ktorych nie sa dostepne inne SLPZ w preparatach zarejestrowanych do
stosowania u bydta) lek do terapii zaburzen o podtozu alergicznym oraz do leczenia i zapobiegania
konsekwencjom immunologicznym niektérych chordb (Papich, 2011b). Deksametazon znajduje
ponadto zastosowanie w leczeniu ketozy oraz indukcji porodu u bydta (Papich, 2011b).

4.3. 1. 2. Komoérki stanowiace podmiot badan

Chociaz ta kwestia jest tylko szczatkowo poznana u bydta, nalezy wychodzi¢ z zalozenia, ze
u tego gatunku, tak jak u cztowieka i myszy, gtowne populacje limfocytow T, tj. komorki CD4", CD8*
(populacje limfocytéw Tap) i WC1" (czasteczka WC1 jest markerem limfocytow Tyd przezuwaczy),
nie stanowia jednorodnych czynno$ciowo i fenotypowo populacji, lecz sktadaja si¢ z licznych
subpopulacji, petniacych odmienne funkcje. Limfocyty T naiwne maja zdolno$¢ migracji do narzadow
docelowych (np. wezldw chlonnych), gdzie aktywowane przez antygen staja si¢ komorkami
efektorowymi i/lub pamigci. W tym konteks$cie wsrod limfocytow T peliacych funkcje efektorowe
wyrozniamy trzy pule komorek: komorki efektorowe (Teff), komorki efektorowe pamigci (Tem)
i centralne komorki pamigcei (Tem) (Broere et al., 2011).
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Limfocyty T CD4" pod wzgledem kierunku wplywu na odpowiedZ immunologiczna

1 aktywnos$¢ uktadu immunologicznego mozemy podzieli¢ na dwie grupy:

e Limfocyty pomocnicze (tj. komorki petniace funkcje efektorowe), w obrgbie ktorych wyrdznia sig
szereg subpopulacji, sposrod ktorych najwazniejsze to komoérki Thl, Th2 i Thl7. Z duzym
uproszczeniem mozna powiedzie¢, ze limfocyty Thl produkuja gtéwnie IL-2, IFN-y oraz TNF-
i maja wybitne znaczenie we wspomaganiu odpowiedzi typu komoérkowego, a wigc sa
zaangazowane przede wszystkim w zwalczanie patogendw wewnatrzkomorkowych. Z kolei
komorki Th2 produkujac IL-4, -5, -6, 10- i -13 (czynniki wzrostu i réznicowania limfocytow B)
wspomagaja odpowiedz humoralng, tym samym sa zaangazowane w zwalczanie patogenow
zewnatrzkomorkowych (Wan & Flavell, 2009). Limfocyty Thl7 zostaly opisane stosunkowo
niedawno (Harrington et al., 2005); wydzielaja one IL-17, IL-22 i IL-17F. Mimo ze limfocyty te
zyskaty ,,stawe” przede wszystkim jako komorki prozapalne, zaangazowane w patogeneze réznych
chorob alergicznych i autoimmunologicznych, to nalezy zauwazy¢, ze petnia one istotne funkcje
fizjologiczne, m.in. stanowiac wazng lini¢ obrony przed zakazeniami bakteryjnymi (glownie
zlokalizowanymi zewnatrzkomorkowo) i grzybiczymi (Marwaha et al., 2012).

e Limfocyty regulatorowe, czyli komorki, ktore odgrywaja fundamentalna rol¢ w powstawaniu
i utrzymywaniu tolerancji immunologicznej oraz biora udzial w wytwarzaniu tolerancji
pokarmowej, a ponadto w odpowiedzi przeciwzakaznej, poszczepiennej i przeciwnowotworowe;.
Naleza tu obecnie najszerzej opisywane i badane limfocyty T o fenotypie Foxp3*CD25'CD4"
Znane tez jako Tregs (nazwa ta bywa uzywana przez niektdrych autorow w znaczeniu szerszym, tj.
pojecia, pod ktorym kryja si¢ wszystkie typy komorek regulatorowych; w niniejszym opracowaniu
okre$lenie Tregs odnosi si¢ wylacznie do komorek o fenotypie Foxp3'CD25'CD4'), ktore
wystepuja zarowno naturalnie (nTregs), jak i moga mie¢ charakter indukowany (iTregs); naleza tu
ponadto komorki Trl (dzialaja gléwnie za posrednictwem IL-10, ale roéwniez
i TGF-B), Th3 (dziatajace za posrednictwem TGF-B) (Workman et al., 2009) oraz stosunkowo
niedawno opisane (Collison et al., 2007) komoérki Tr35 (dziatajace za posrednictwem produkcji IL-
35). Trzy pierwsze typy limfocytow scharakteryzowalem w pracy przegladowej pt. ,.Komorki
regulatorowe z populacji limfocytéw CD4" (Maslanka, 2010).

Nalezy wyjasni¢, ze chociaz fenotyp CD25'CD4" (bez uwzglednienia koekspresji Foxp3,

a wigc czynnika, ktory w Swietle dzisiejszego stanu wiedzy determinuje wiasciwosci regulatorowe

komoérek wykazujacych jego ekspresj¢) jest utozsamiany z Tregs, to w rzeczywistosci fenotyp ten nie

jest dla nich swoisty, gdyz dziela go one z aktywowanymi limfocytami CD4". Istnieja trzy rodzaje

tancuchow wchodzacych/mogacych wchodzi¢ w sktad receptora dla IL-2 (IL-2R), tj. tancuch a

(CD25), B (CD122) i y (CD132). W zalezno$ci od ich wzajemnej konfiguracji wyrdézniamy:

monomeryczny niefunkcjonalny, czyli nieprzewodzacy sygnatu, receptor o niskim powinowactwie

(CD25'CD122CD132"), dimeryczny funkcjonalny receptor o posrednim powinowactwie (CD25

CD122°CD132) i trimeryczny funkcjonalny receptor o wysokim  powinowactwie

(CD25'CD122°CD132%). Receptor o posrednim powinowactwie wystepuje na limfocytach T

naiwnych oraz pamigci (Létourneau et al., 2009). Kluczowym etapem aktywacji limfocytow T jest

indukcija ekspresji na ich powierzchni czasteczki CD25, ktéra wraz z konstytutywnie wystepujacymi
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czasteczkami CD122 i CD132 formuje receptor o wysokim powinowactwie do IL-2, a wiec umozliwia

wlasciwa czynno$¢ limfocytow efektorowych (Liao et al., 2013). W odroznieniu od aktywowanych

limfocytow T, ktore wykazuja tylko przej$ciowa obecnos¢ czasteczki CD25, Tregs cztowieka i myszy
cechuje jej stala ekspresja, stad tez zwane sa ,limfocytami T regulatorowymi z konstytutywna

ekspresja CD25” (Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009).

Limfocyty T CD8" pod wzgledem kierunku wplywu na odpowiedZ immunologiczna
1 aktywnos¢ uktadu immunologicznego mozemy podzieli¢ na dwie grupy:

e Limfocyty cytotoksyczne (tj. komorki petniace funkcje efektorowe), znane jako CTLs, to kluczowy
element odpornosci komérkowej. Podstawowa funkcja tych limfocytow to zwalczanie patogenow
wewnatrzkomorkowych (przede wszystkim wirusow) oraz niszczenie komoérek nowotworowych.
Wykazano, ze limfocyty T CD8" odgrywaja zasadnicza role w zwalczaniu infekcji wirusowych
(Taylor et al.,, 1995) i bakteryjnych (Villarreal-Ramos et al., 2003) oraz pewnych inwazji
pasozytniczych (McKeever et al., 1994) u bydta.

e Limfocyty regulatorowe wérod ktorych wyrdznia si¢ komorki wystepujace naturalnie (tj. limfocyty
o fenotypie CD8'CD122", CD8'CD28", CD8'CD25'Foxp3” i jelitowe CD8%aa’) oraz komorki
indukowane (tj. limfocyty o fenotypie CD8'CD25'Foxp3®, CD8'Foxp3’, CD8'CD28,
CD8'CD75s", CD8'CD11c" i CD8aa’). To przyporzadkowanie nalezy traktowaé raczej jako
zestawienie wspoétczesnej wiedzy o fenotypach komoérek regulatorowych z populacji komoérek
CD8", niz jako ich $cista klasyfikacje, gdyz przy obecnym stanie wiedzy nie mozna wykluczy¢, ze
niektore z tych grup komorek nie stanowia odrgbnych populacji, lecz ze pokrywaja si¢ ze soba.
Najlepiej poznane limfocyty regulatorowe T CD8" scharakteryzowalem w pracy przegladowej pt.
., Komorki regulatorowe z populacji limfocytéw CDS*” (Maslanka, 2011).

Do chwili obecnej nie ustalono, czy u bydta znajduja sie odpowiedniki ludzkich i/lub mysich
komorek regulatorowych Trl, Tr35, Th3, CD122°CD8", CD28'CD8", CD8'CD75s", CD8'CD11c" i
CD8"0a’. Bez watpienia w obrebie limfocytow T bydta znajduja sie nie tylko komorki efektorowe,
lecz rowniez regulatorowe, jakkolwiek zagadnienie to jest tylko szczatkowo poznane. Wyniki badan
Seo et al. (2007) wskazuja, ze wérod bydlecych limfocytow T CD8" i CD4" znajduja si¢ komoérki o
wlasciwosciach regulatorowych, ale ich charakterystyka fenotypowa i czynno$ciowa nie jest zbadana.
W badaniach wtasnych (Ma$lanka & Jaroszewski, 2012) wykazano obecno$é¢ limfocytow T CD4" u
bydta, ktore produkuja IL-10 oraz TGF-B, ale jest to niewystarczajace, aby utozsamia¢ te limfocyty,
odpowiednio, z komérkami Trl i Th3. Dowiedziono rowniez (Maslanka & Jaroszewski, 2012;
Maglanka, 2014) istnienia u bydla naturalnie wystepujacych limfocytow T CD25""CD4" i
CD25""CD4" wykazujacych ekspresje czynnika Foxp3, ale jego obecnoé¢ dotyczy zaledwie kilku
procent komoérek o takim fenotypie, podczas gdy u czlowieka i myszy warto$ci te sa
nieporownywalnie wyzsze; np. w badaniach Chen et al. (2008) wykazano, ze $redni odsetek komorek
Foxp3" wérod limfocytow T CD25""CD4" i CD25""CD4* krwi obwodowej czlowicka wynosit
odpowiednio 95,34% i 38,01%. Tak wigc wyniki whasne (Maslanka & Jaroszewski, 2012; Maslanka,
2014), a takze i innych badaczy (Seo et., 2009), wskazuja, ze W zakresie ekspresji Foxp3 (a wiec pod
wzgledem liczebnosci limfocytow Foxp3'CD25""CD4* i Foxp3'CD25°"CD4") bydlece komorki
CD25""CD4" i CD25"“CD4" nie stanowia odpowiednikow naturalnie wystepujacych ludzkich i
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mysich komorek o takim fenotypie. Hoek et al. (2009) w ogdle neguja posiadanie wiasciwosci
regulatorowych  przez  limfocyty T  CD25""CD4* i CD25°"CD4" bydla, gdyz
w badaniach czynno$ciowych nie stwierdzili ich supresorowego wptywu wzgledem odpowiednich
komorek docelowych. Jak dotychczas nie zostalo to zweryfikowane przez innych badaczy.
W badaniach wtasnych wykazano, ze we krwi obwodowej bydfa naturalnie wystepuja limfocyty T
CD8" o fenotypie regulatorowym, tj. Foxp3'CD25""CD8" i Foxp3'CD25°“CD8" (Maslanka &
Jaroszewski, 2013b). Zaktadajac, jak to jest obecnie przyjete, ze obecno$é¢ czynnika Foxp3 w komorce
nadaje jej wlasciwosci regulatorowe oraz jest ograniczona do komoérek o takiej funkcji, uzyskane
wyniki sugeruja istnienie u bydta naturalnie wystepujacych komorek regulatorowych o w/w fenotypie,
jakkolwiek potwierdzenie tego wymaga przeprowadzenia odpowiednich badan czynno$ciowych.

We wzmiankowanych wyzej badaniach prowadzonych przez Hoek et al. (2009) stwierdzono,
ze limfocyty Tys WC1" pelnia funkcje regulatorowa u bydta. Jednakze z uwagi na to, ze komorki
o tym fenotypie stanowia duza populacje limfocytow o udowodnionej funkcji efektorowej, nie mozna
utozsamiaé limfocytow Tyd WC1" z komorkami regulatorowymi, lecz nalezy przyjaé, ze w obrebie tej
populacji znajduje sig jakas subpopulacja komorek wykazujacych dziatanie regulatorowe. Czasteczka
WCI jest gtownym markerem bydlecych limfocytow Tyd, cho¢ istnieje rowniez pewna pula tych
komoérek, ktora nie wykazuje jej ekspresji. Pod wzgledem fenotypowym limfocyty Tyd WC1™ (dalej
nazywane limfocytami T WC1") mozna okresli¢ jako komorki CD2'CD4'CD6'CD8". U przezuwaczy
limfocyty te wystepuja znacznie liczniej niz u cztowieka i myszy (ok. 2-7% komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej, dalej zwanych PBMCs) (Bucy et al., 1989; Itohara et al., 1989), gdyz u dorostego
bydta stanowig ok. 10-15%, a u cielat nawet do 40% PBMCs (Wilson et al., 1986; Wyatt et al., 1994).
Komoérki T WC1* bydta cechuja sie zaréwno aktywnoécia regulatorowa, jak i efektorowa, jakkolwiek
nie zostalo poznane, czy wykazuja one tak duza plastycznos¢, ze obie te aktywnosci koegzystuja w
jednej komorce, czy tez w ich obrebie wystepuja odrebne subpopulacje komorek efektorowych
i regulatorowych.

Efektorowe ,,0blicze” bydlecych limfocytow WC1™:

e Zasadniczo bydlece limfocyty T WC1* uznawane sa za komorki efektorowe cytotoksyczne oraz
komorki pamigei immunologicznej (Guzman et al., 2012). Wiele badan wskazuje, ze limfocyty T
WC1" stanowia frakcje komoérek efektorowych o wtlasciwosciach cytotoksycznych i NK
podobnych i biora udzialt w zwalczaniu infekcji wirusowych, bakteryjnych, wywotanych pratkami
oraz inwazji pierwotniaczych (Brown et al., 1994; Amadori et al., 1995; Pollock & Welsh, 2002;
Guzman et al., 2012).

e Istnieja dane sugerujace, ze komorki te moga prezentowaé antygen limfocytom T CD4" (Collins
etal., 1998).

e Wiele badan wskazuje, ze limfocyty T WC1" sa waznym zrédlem wielu cytokin prozapalnych
(TNF-a, IL-12 i IFN-y), ze szczegblnym uwzglednieniem IFN-y (Brown et al., 1994; Collins et
al., 1996; Fikri et al., 2001).

Regulatorowe ,,oblicze” bydlecych limfocytow WC1™:

e Hoek et al. (2009) stwierdzili , ze u bydia to limfocyty WC1", a nie CD25'CD4", wykazuja

dziatanie supresorowe.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pollock%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Welsh%20MD%22%5BAuthor%5D
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e Wykazano, ze limfocyty T WC1" syntetyzuja mRNA dla dwoéch gtéwnych cytokin o dziataniu
supresorowym/regulatorowym: TGF-§ (konstytutywnie) i IL-10 (Rogers et al., 2005).

e W badaniach wilasnych (Maslanka et al., 2012) stwierdzono, ze w odpowiedzi na mitogen
limfocyty T WC1" produkowaty I1L-10 i TGF-B; wykazano ponadto, ze pod wzgledem produkcji
IFN-y, IL-10 i TGF-B, limfocyty o fenotypie CD25"WC1" okazuja si¢ mie¢ bardziej supresorowy
profil niz komoérki z subpopulacji CD25WC1".

Oprocz roli fizjologicznej, limfocyty T sa zaangazowane w powstawanie roéznych zaburzen
immunologicznych. Z duzym uproszczeniem mozna powiedzie¢, ze limfocyty Thl biora udzial przede
wszystkim w patogenezie narzadowo swoistych choréb autoimmunizacyjnych, podczas gdy limfocyty
Th2 sg zaangazowane w patogenezg chordb alergicznych i uktadowych chordb autoimmunizacyjnych
(Kidd, 2003). Limfocyty z populacji komorek CD8* najprawdopodobniej réwniez partycypuja
w inicjacji, progresji i regulacji wielu zaburzen autoimmunologicznych. Wykazano, ze komorki te sa
zaangazowane w powstawanie wielu zwierzecych modeli choréb autoimmunizacyjnych (np. modele
cukrzycy typu I i chordb demielinizacyjncych osrodkowego uktadu nerwowego) (Tsai et al., 2008).
Limfocyty Tyo takze moga uczestniczy¢ w patomechanizmie wielu choréb autoimmunologicznych
(Schirmer el al., 2013).

Komorki NK reprezentuja przede wszystkim komorki o charakterze efektorowym, ktore sa
zaangazowane w mechanizmy odpornosci wrodzonej. Tworza one pierwsza lini¢ obrony przed
patogenami wewnatrzkomorkowymi (gléwnie wirusami) i wlasnymi zmienionymi nowotworowo
komoérkami (Lanier, 2005). Ich gtowne funkcje to:

e spontaniczne, tj. zachodzace bez uprzedniego uczulenia, rozpoznawanie i zabijanie komorek
nowotworowych (Wu & Lanier, 2003) oraz zakazonych wirusem (French & Yokoyama, 2003),

¢ regulacja wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej poprzez wydzielanie wielu waznych
chemokin (Inngjerdingen et al., 2010) i cytokin (Cooper et al., 2001).

4. 3. 2. Uzasadnienie podjetych badan oraz cele badawcze

Fakt, ze deksametazon oraz inne SLPZ wywieraja dzialanie immunosupresyjne jest doskonale
znany 1 niepodwazalny, ale wiedza na temat mechanizméw i zjawisk immunologicznych
odpowiadajacych za wystgpowanie tego oddzialywania u bydta jest bardzo skromna i stosunkowo
powierzchowna, szczegdlnie w odniesieniu do limfocytow T i komorek NK. Przed podjeciem badan
opisywanych w niniejszym opracowaniu, wptyw SLPZ na limfocyty T bydta byt w ogoéle bardzo stabo
poznany i ograniczat si¢ gtéwnie do oceny oddzialywania deksametazonu na odsetek limfocytow T
CD3" (Burton & Kehrli, 1996), CD4", CD8" i WC1" (Oldham & Howard, 1992; Burton & Kehrli,
1996; Anderson et al., 1999; Menge & Dean-Nystrom, 2008); nalezy wspomnieé, ze W zakresie
wptywu deksametazonu na odsetek komorek z w/w populacji istnieja niezgodnosci migdzy wynikami
uzyskiwanymi przez poszczegédlne grupy badawcze. Przede wszystkim brakowalo wiarygodnych
danych na temat wplywu deksametazonu na liczbe bezwzgledna limfocytéow T CD4*, CD8" i WC1".
Nie mozna opiera¢ oceny wpltywu leku na faktyczna liczebno$¢ komorek tylko w oparciu o
cytometrycza ocen¢ odsetkowa, gdyz zmiana w zakresie liczebno$ci bezwzglednej nawet jednej z
gtownych populacji limfocytow sktadajacych sie na calkowita populacje limfocytow (np. CD4"),
prowadzi do zmiany/zaklocenia wzajemnego stosunku odsetkowego tych populacji (zmiany o
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charakterze wzglednym, tj. pozorne wzrosty i spadki liczebnosci). Tak wigc zmiany w zakresie
odsetka limfocytow T CD4", CD8" i WC1" oraz limfocytéow B i komérek NK moéwia wyltacznie
0 przesunigciach we wzajemnym stosunku odsetkowym, natomiast wyciaganie na ich podstawie
wniosku na temat zmian w zakresie liczebnosci faktycznej (tj. bezwzglednej), co nieraz ma miejsce,
jest nie tylko nieuzasadnione, ale z zatozenia btedne. Dane na temat wptywu SLPZ na apoptoze
limfocytow T bydta ograniczaja si¢ do jednej pracy (Burton & Kehrli, 1996), w ktorej przedstawiono
wyniki wskazujace, ze deksametazon nie wplywa na apoptoze limfocytow T CD4" i WC1" oraz dziata
antyapoptotycznie wzgledem komorek T CD8*. W $wietle dobrze poznanych proapoptotycznych
wiasciwosci SLPZ wzgledem ludzkich limfocytow T, wyniki te nie moga nie nasuwac watpliwosci i w
moim odczuciu definitywnie wymagaty weryfikacji. W dostgpnym pi$miennictwie brakowato takze
danych na temat wptywu SLPZ na proliferacje poszczeg6lnych populacji limfocytow T bydta, a takze
na produkcje¢ przez nie jakichkolwiek cytokin. Opierajac si¢ na dostgpnej literaturze mozna stwierdzic,
ze przed podjeciem niniejszych badan, cata wiedza dotyczaca wptywu SLPZ na komoérki NK bydta
sprowadzata si¢ do informacji, ze zastosowanie deksametazonu u tego gatunku nie wptywalo na ich
aktywno$¢ (Anderson et al., 1999).

Z jednej strony immunosupresyjne dziatanie deksametazonu i innych SLPZ jest pozadanym
efektem farmakologicznym, gdyz dziatanie to warunkuje ich skuteczno$¢ w terapii choréb i zaburzen
0 charakterze alergicznym i autoimmunizacyjnym. Z drugiej jednak strony, immunosupresyjne
dziatanie SLPZ stanowi powazny efekt uboczny, ktéry znaczaco ogranicza ich zastosowanie kliniczne.
W zwiazku z tym deksametazon, jak i inne SLPZ, sa zasadniczo przeciwwskazane do stosowania
u pacjentow cierpiacych na zakazenia wirusowe, grzybicze, atypowe i wigkszo§¢ bakteryjnych.
Obecnie NLPZ stanowia alternatywe (co prawda wzgledna, ale obecnie jedyna w lecznictwie
weterynaryjnym) wzglgdem SLPZ w chorobach i sytuacjach klinicznych, ktore wymagaja hamowania
towarzyszacej im reakcji zapalnej, a ktore:

e stanowig przeciwwskazanie bezwzglgdne do stosowania SLPZ,

¢ dotycza pacjentdow, u ktorych istnieje inne przeciwwskazanie bezwzgledne do stosowania SLPZ.
U bydta to meloksykam stanowi bardzo czgsto taka whasnie alternatywe. Uwaza sig, ze lek ten nie
wywiera dzialania immunosupresyjnego. Taka opinia stanowita w znacznej mierze domniemanie,
gdyz kwestia jego wplywu na uktad immunologiczny bydta byla szczatkowo poznana. Przeglad
literatury wykazal, ze stan wiedzy na temat wptywu meloksykamu na limfocyty odpowiedzialne za
odpowiedz immunologiczna typu komorkowego sprowadzal sie do dwoch doniesien, w ktorych
oceniano efekt pojedynczej dawki leku na odsetek (Bednarek et al., 2003; Maslanka et al., 2010) i
apoptoze (Maslanka et al., 2010) limfocytow T CD4" i CD8" T cielat.

Konfrontujac duze znaczenie deksametazonu i meloksykamu w terapii chorob bydta ze stabo
poznanym wptywem tych lekéw na limfocyty odpowiedzialne za odpowiedZ immunologiczng typu
komorkowego U tego gatunku, za godne poznania i uzyteczne Uznano przeprowadzenie
kompleksowych badan nad wptywem obu lekéw na komorki NK oraz limfocyty T CD4", CD8"
i WC1" bydta.

W ostatnich latach pojawity si¢ liczne doniesienia wskazujace, ze SLPZ (Karagiannidis et al.,
2004; Braitch et al., 2009; Provoost et al., 2009, Xie et al., 2009) moga wptywa¢ na odsetek komorek
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T CD25'CD4" i/lub ekspresje Foxp3 w ich obrebie, a takze na produkcje przez nie niektérych cytokin.

Wykazano, ze deksametazon oraz inne glikokortykosteroidy indukuja ekspresje Foxp3 (Karagiannidis

et al., 2004; Braitch et al., 2009; Provoost et al., 2009) i zwigkszaja liczbg ludzkich (Karagiannidis et

al., 2004; Provoost et al., 2009) i mysich (Xie et al., 2009) komoérek regulatorowych

Foxp3'CD25'CD4". Wyniki tych badan mocno sugerowaly, ze jednym z mechanizmow

odpowiedzialnych za przeciwzapalne i immunosupresyjne dziatanie SLPZ moze by¢ generowanie

komorek o takim fenotypie, czyli iTregs. NLPZ rowniez moga wptywaé na ekspresj¢ Foxp3, choc
dane na temat kierunku tego oddzialywania sa ze soba sprzeczne (Mahic et al., 2006; Atarashi et al.,

2008; Lonnroth et al., 2008; Yaqub et al., 2008; Javeed et al., 2009). Ponadto stwierdzono, ze PGE,,

a wiegc cel terapeutyczny NLPZ, reguluje w dot ekspresje czasteczki CD25 na ludzkich, zarowno

aktywowanych (Anastassiou et al., 1992; Baratelli et al., 2005), jak i regulatorowych (Tregs)

limfocytach T (Baratelli et al., 2005). Nalezy wyjasni¢, ze w badaniach pilotazowych nad limfocytami

T CD4", CD8" i WCL1" krwi obwodowej bydla stwierdzilem, Zze pewien odsetek tych komorek

wykazuje konstytutywna ekspresjg CD25, przy czym w ich obrgbie mozna wyrézni¢ subpopulacje

0 wysokiej (CD25"") oraz niskiej (CD25"") ekspresji tej czasteczki. Biorac wszystkie powyzsze pod

uwage postanowitem sprawdzié¢, czy deksametazon i meloksykam wplywajq na liczebnos¢ (wzgledna

i bezwzgledna) limfocytow T o fenotypie regulatorowym (tj. Foxp3'CD25""CD4",

Foxp3'CD25""CD4", Foxp3"'CD25™"CD8" i Foxp3'CD25"°"CD8") oraz na liczebnosé limfocytow T

CD4*, CD8" i WC1", ktore wykazuja wysoka (CD25™") i niska (CD25"") ekspresje CD25 oraz ktore

sa pozbawione ekspresji tej czasteczki. W zwiazku z tym, ze w toku badan stwierdzitem, ze kierunek

wptywu deksametazonu (i w pewnym stopniu réwniez meloksykamu) na liczebno$¢ limfocytow T

CD4", CD8" i WC1" byt selektywny, tj. pozostawal w zwiazku z obecnoscia i intensywnosci ekspresji

CD25, za celowe uznatem, aby ocena wplywu lekéw na badane komorki w zakresie ich apoptozy,

proliferacji i produkcji cytokin odbywata si¢ w tym kontekscie, czyli w odniesieniu do subpopulacji

CD25"" CD25"" i CD25". Konfrontacja danych na temat wptywu deksametazonu i meloksykamu na

liczebno$¢ komoérek z tych subpopulacji z wynikami dotyczacymi ich apoptozy i proliferacji

umozliwiaja w sposob posredni ustalenie tego, czy badane leki wptywaja na ekspresj¢ czasteczki

CD25 na limfocytach T bydta.

Za warte poznania uznatem okreslenie wptywu deksametazonu i meloksykamu na produkcje

IL-10, TGF-B (a wigc dwoch gtownych cytokin przeciwzapalnych i immunosupresyjnych) oraz IFN-y

(a wige glownej cytokiny prozapalnej oraz stymulujacej odpowiedz immunologiczng poprzez wpltyw

na réozne komorki immunokompetentne) przez poszczegdlne populacje limfocytow T przede

wszystkim z uwagi na to, ze podejrzewatem/bratem pod uwage, iz:

e wzrost produkcji IL-10 i TGF-B moze by¢ jednym z elementow sktadajacych si¢ na przeciwzapalne
i immunosupresyjne dziatanie deksametazonu. Wykazano bowiem, ze lek ten zwigkszal odsetek
komorek produkujacych IL-10 wéréd ludzkich limfocytow T CD4" i CD8" (Richards et al., 2000)
oraz mysich limfocytow T CD8" (Noble et al., 2006); dostepne sa takze wyniki badan, w ktorych
nie potwierdzono takiego oddzialywania leku.

e hamowanie produkcji IFN-y moze by¢ jednym z elementow sktadajacych si¢ na przeciwzapalne

i immunosupresyjne dziatanie deksametazonu. Stwierdzono bowiem, ze lek ten zmniejszat
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produkcje IFN-y przez limfocyty T CD4" szczura (Ramirez, 1998) oraz redukowatl odsetek
komorek IFN-y* wéréd limfocytow T CD8* cztowieka (Okosieme et al., 2006).

e meloksykam mimo swoich przeciwzapalnych wlasciwosci, moze (teoretycznie) dziataé
stymulujaco na produkcj¢ IFN-y, a hamujaco na syntezg IL-10 i TGF-. Wykazano bowiem, ze
PGE, (a wigc eikozanoid, ktorego wytwarzanie jest hamowane przez meloksykam) redukowata
produkcje IFN-y przez limfocyty T CD4" cztowieka (Katamura et al., 1995), a z kolei hamowanie
aktywnosci COX-2 prowadzilo do wzmocnienia wydzielania tej cytokiny przez mysie splenocyty
(Sharma et al., 2005). Dostepne sa dane wskazujace, ze PGE, produkowana z udziatem COX-2
moze by¢ zaangazowana w regulacje w gore produkcji 1L-10 (Harizi et al., 2002) oraz TGF-$
(Chavez et al., 2010).

Badania nad wptywem meloksykamu i deksametazonu na komorki NK i limfocyty T bydta
byly wykonywane rownocze$nie, z zastosowaniem oceny tych samych parametréw oraz tego samego
materialu biologicznego. Dzigki temu przeprowadzone badania nie tylko znaczaco uzupehniaja
wspoélczesny stan wiedzy na temat wplywu obu lekéw na uktad immunologiczny bydta, ale ich
cennym aspektem jest mozliwo§¢ Dbezposredniego poroéwnania wplywu  steroidowego
i niesteroidowego leku przeciwzapalnego w zakresie ocenianych parametréw. Nalezy podkresli¢, ze
uzyskane wyniki posiadaja warto$¢ kliniczna, gdyz w do§wiadczeniach in vivo uzyto deksametazon
i meloksykam w preparatach zarejestrowanych dla bydta, a zastosowane dawkowanie odpowiadato
zaleceniom producentéw tych preparatow. Wreszcie inna wartoscia prowadzonych badan, byla
mozliwo$¢ zweryfikowania w warunkach in vivo wynikéw uzyskanych w warunkach in vitro, a tym
samym dostarczenie nowych danych na temat wiarygodnosci metod in vitro w badaniach
immunologicznych nad SLPZ i NLPZ.

Biorac pod uwage wszystkie powyzsze, postawiono nastgpujace cele badawcze:

1. Okreslenie wplywu deksametazonu i meloksykamu na liczebno$¢ wzgledna i bezwzgledna
komoérek NK oraz catkowitych populacji limfocytow T CD4", CD8" i WC1" bydta (badania in
vitro oraz in vivo).

2. Okreslenie wpltywu deksametazonu i meloksykamu na liczebno$¢ wzgledna i bezwzgledna
(badania in vitro oraz in vivo):

a) limfocytow T CD4*, CD8"i WC1* o fenotypach CD25"%", CD25"" i CD25,
b) subpopulacji limfocytéw T o fenotypach regulatorowych, tj. Foxp3'CD25""CD4",
Foxp3'CD25°"“CD4", Foxp3'CD25"""CD8" i Foxp3'CD25"*“CD8".
3. Okreslenie wptywu deksametazonu i meloksykamu na apoptozg (badania in vitro):
a) limfocytow T CD4*, CD8" i WC1" o fenotypach CD25"%", CD25"" i CD25,
b) komérek NK.
4. Okreslenie wplywu deksametazonu i meloksykamu na proliferacjg (badania in vitro):
a) limfocytow T CD4", CD8" i WC1" o fenotypach CD25"%", CD25"" i CD25,
b) komérek NK.

5. Okreslenie wptywu deksametazonu i meloksykamu na produkcj¢ IFN-y, IL-10 i TGF-B przez
(badania in vitro):

a) limfocyty T CD4*, CD8" i WC1* o fenotypach CD25"%", CD25"" i CD25,
b) komorki NK (z wytaczeniem TGF-f).
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4. 3. 3. Podsumowanie uzyskanych wynikéw
Badania in vivo

1. Wplyw deksametazonu i meloksykamu na liczebnosé catkowitych populacji limfocytéw T CD4",
CD8" i WC1 oraz komorek NK
a) Deksametazon

e Limfocyty T:

» W 1i 3 dniu po podaniu deksametazonu dochodzito do wzrostu odsetka limfocytow T

CD4", ale nie bylo to wynikiem wzrostu liczby bezwzglednej tych komorek, gdyz
warto$¢ tego parametru 24 godz. po podaniu leku byla zredukowana, natomiast w
kolejnych punktach czasowych nie roznila sig istotnie od wartosci kontrolnych.

» W 1 dniu po podaniu deksametazonu dochodzito do redukcji liczby wzglednej

i bezwzglednej limfocytow T CDS8*. Ubytek tych komérek utrzymywat si¢ w kolejnych
punktach czasowych, ale nie znalazto to odzwierciedlenia w warto$ciach wzglednych,
gdyz odsetek limfocytow T CD8' na dzien 3 po podaniu leku byl podwyzszony,
natomiast w ostatnim punkcie czasowym nie rdznit si¢ od wartosci kontrolnych.

» U zwierzat otrzymujacych deksametazon stwierdzano w kazdym punkcie czasowym

redukcje liczby bezwzglednej limfocytéw T WC1', a zmiana ta byta skorelowana
Ze znaczacym zmniejszeniem odsetka tych komorek.

e Komérki NK: W 3 i 7 dniu po podaniu deksametazonu dochodzito do redukcji liczby
bezwzglednej komorek NK, cho¢ efekt ten nie znalazt odzwierciedlenia w warto$ciach
odsetkowych; $redni ubytek komoérek stanowit odpowiednio 32,96% 1 26,90%
adekwatnych wartosci kontrolnych.

b) Meloksykam

e Limfocyty T: Stosowanie meloksykamu nie wptywato na odsetek i liczbg bezwzgledna
caltkowitych populacji limfocytow T CD4", CD8" i WC1".

e Komorki NK: Podawanie meloksykamu zwigkszato odsetek i liczbe bezwzgledna
komoérek NK, przy czym powstanie tego efektu wymagato czasu, gdyz wystapit on dopiero
w ostatnim punkcie czasowym.

2. Wplyw deksametazonu i meloksykamu na liczebnosé limfocytéow T CD4', CD8" i WC1"
o fenotypach CD25™", CD25"" i CD25 oraz na odsetek i liczhe bezwzglednq limfocytow T
o fenotypach  regulatorowych  (t. = Foxp3'CD25"""CD4*,  Foxp3'CD25"°"CD4",
Foxp3'CD25""CD8" i Foxp3'CD25CD8")

a) Deksametazon

e Liczebno$¢ limfocytow T o fenotypach CD25"%" CD25"" i CD25'™:

» Juz 24 godz. po podaniu leku dochodzito do wzrostu odsetka i liczby bezwzglednej
limfocytow T CD25""CD4*, a zmiana ta miata charakter dtugotrwaty, gdyz
wystepowata rowniez W 3 i 7 dniu po zastosowaniu leku. Deksametazon wywotywat
szybki, lecz krotkotrwaty, tj. wystepujacy tylko w pierwszym dniu po podaniu leku,
wzrost odsetka limfocytow T CD25°YCD4" i redukcje liczby bezwzglednej
limfocytéw T o fenotypie CD25CD4" ($redni ubytek tych komérek stanowit 39,46%
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warto$ci kontrolnych); wzrost odsetka limfocytéw z subpopulacji CD25°YCD4" nie
byl spowodowany wzrostem liczby bezwzglednej komorek o tym fenotypie, a wigc
miat charakter wzgledny.

» W 1i 3 dniu po podaniu deksametazonu dochodzito do wzrostu odsetka limfocytow T
CD25""CD8", ale tylko w drugim przypadku towarzyszyto temu zwigkszenie liczby
bezwzglednej tych komorek. Stosowanie leku indukowalo rowniez wzrost odsetka
komorek o fenotypie CD25""CD8" (dzieh 11 3 eksperymentu), ale efekt ten nie byt
wynikiem wzrostu liczby bezwzglednej komorek z tej subpopulacji, a wige miat
charakter wzgledny. Podawanie deksametazonu wywotywato szybki, tj. wystepujacy
juz 24 godz. po podaniu leku, oraz trwaly, tj. utrzymujacy si¢ w 3 i 7 dniu
eksperymentu, ubytek komorek o fenotypie CD25CD8*. Sredni ubytek tych
limfocytow w 1, 3 i 7 dniu po podaniu leku stanowit odpowiednio 62,78%, 24,10% i
24,01% adekwatnych wartos$ci kontrolnych.

» U zwierzat otrzymujacych deksametazon w kazdym punkcie czasowym stwierdzano
znaczacy wzrost odsetka limfocytow T CD25™"WC1*, przy czym w 1 i 3 dniu po
podaniu leku byto to skorelowane ze wzrostem liczby bezwzglednej komorek o tym
fenotypie. Rowniez odsetek komorek z subpopulacji limfocytow T CD25*WC1* byt
zwigkszony, co stwierdzano w kazdym punkcie czasowym. Wzrost ten nie miat
wylacznie charakteru wzglednego, gdyz w 3 dniu po podaniu leku dochodzito do
zwigkszenia liczby bezwzglednej komorek z tej subpopulacji. Lek wywotywat szybki,
tj. wystepujacy juz 24 godz. po jego podaniu, oraz trwaty, tj. utrzymujacy si¢ W 3 i 7
dniu eksperymentu, ubytek komérek o fenotypie CD25'WC1". Utrata tych limfocytow
byta bardzo gleboka, gdyz ich $rednie ubytki w 1, 3 i 7 dniu od podania leku stanowity
odpowiednio 85,88%, 53,09% i 46,16% adekwatnych wartosci kontrolnych.

e Odsetek komérek Foxp3® wsréd limfocytow T CD25""CD4', CD25°*CD4",
CD25""CD8" i CD25"“CD8" oraz liczba bezwzgledna limfocytéw T o fenotypach
Foxp3'CD25""CD4", Foxp3'CD25""CD4", Foxp3'CD25""CD8* [
Foxp3'CD25"°"CD8":

» U zwierzat otrzymujacych deksametazon, w 1 i 3 dniu po podaniu leku dochodzito do
redukcji odsetka komodrek wykazujacych ekspresje Foxp3 wsrod limfocytow
z subpopulacji CD25""CD4", ale nie towarzyszyla temu zmiana w zakresie liczby
bezwzglednej komoérek o fenotypie Foxp3"CD25""CD4". Lek nie wptywat na odsetek
komoérek Foxp3* wérdd limfocytéw z subpopulacji CD25"°"CD4", ani tez na liczbe
bezwzgledna komérek o fenotypie Foxp3*CD25"“CD4".

» Stosowanie deksametazonu nie oddziatywato na ekspresje Foxp3 wsrod limfocytow
z subpopulacji CD25""CD8" i CD25""CD8", jak réwniez nie wplywato na liczebnos¢
bezwzgledna komorek o fenotypach Foxp3'CD25""CD8" i Foxp3'CD25"°“CD8".
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b) Meloksykam
e Liczebno$¢ limfocytow T o fenotypach CD25™%" CD25"" i CD25™:

» U zwierzat otrzymujacych meloksykam, w 1 i 7 dniu doswiadczenia dochodzito do
redukcji odsetka i liczby bezwzglednej limfocytow T CD25""CD4": 24 godz. po
podaniu pierwszej dawki meloksykamu zanotowano rowniez istotna redukcje liczby
wzglednej i bezwzglednej komérek z subpopulacji o fenotypie CD25°CD4".

» Podawanie meloksykamu wywotywato przejsciowa, tj. wystgpujaca w 3 dniu
eksperymentu, redukcje odsetka i liczby bezwzglednej limfocytow T o fenotypie
CD25M"WC1".

» Stosowanie meloksykamu nie wplywalo na liczbe bezwzgledna limfocytow T
o fenotypach CD25""CD8"*, CD25"*CD8*, CD25""WC1*, CD25CD4", CD25CD8"
i CD25WC1".

e Odsetek komoérek Foxp3® wsréd limfocytéw T CD4* i CD8" o fenotypach CD25"%"

i CD25'" oraz liczba bezwzgledna limfocytow T o fenotypach regulatorowych:

» W 1i 7 dniu po podaniu pierwszej dawki meloksykamu nast¢gpowat wzrost odsetka
komoérek Foxp3* wsrod limfocytow T z subpopulacji CD25""CD4"*, przy czym nie
dochodzilo do zwigkszenia liczby bezwzglednej komoérek o  fenotypie
Foxp3'CD25""CD4".

> Lek nie zmienial odsetka komérek Foxp3® w obrebie limfocytéw z subpopulacji
CD25"°"CD4*, CD25""CD8" i CD25""CD8*, ani tez liczebnosci bezwzglednej
komoérek 0 fenotypie Foxp3'CD25°"CD4", Foxp3*CD25""CDg*
i Foxp3"CD25""CD8".

Badania in vitro
Wplyw deksametazonu i meloksykamu na liczebnosé limfocytéow T CD4", CD8" i WCL1'
o fenotypach CD25"" CD25" i CD25 oraz na odsetek limfocytéow T o fenotypach
regulatorowych (4. na odsetek komdrek wykazujgcych ekspresje Foxp3 wsrod limfocytow T
z subpopulacji CD25""CD4*, CD25""CD4", CD25""CD8" i CD25""CD8")
a) Deksametazon
e Liczebno$¢ limfocytéw T CD4", CD8" i WC1" o fenotypach CD25"%", CD25'" i CD25:

Ekspozycja na deksametazon prowadzita do wzrostu odsetka i liczby bezwzglednej

limfocytow T CD25""CD4*, CD25""CD4", CD25"9"CD8", CD25"*CD8*, CD25""WC1*

i CD25""WC1" oraz redukeji liczby bezwzglednej komoérek z subpopulacji o fenotypach

CD25CD4", CD25CD8" i CD25WC1'. Wazrost liczby bezwzglednej komorek

CD25""CD8" i CD25""CD8 utrzymywat sie krocej (brak efektu, odpowiednio, po 24

i 48 godz. hodowli) niz limfocytow o fenotypach CD25""WC1* i CD25""WC1" (efekt

obecny w w/w punktach czasowych, cho¢ nie po 7 dniach ekspozycji na lek). Zwiekszenie

liczby bezwzglednej komérek CD25™%" i CD25"" w obrebie limfocytow T CD4" wystapito
pdZniej niz miato to miejsce w przypadku limfocytow T CD8" i WC1", ale w przypadku
komorek o fenotypie CD25""CD4" efekt ten byt najbardziej trwaty, gdyz po 7 dniach
hodowli w obecnosci leku byt nadal stwierdzany. Ubytek limfocytow T o fenotypach
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CD25CD8" i CD25'WC1" utrzymywat sie przez caly czas ekspozycji na lek, podczas gdy
w przypadku limfocytow T CD25CD4" stwierdzono rekonstytucje ich liczebno$ci przy
ostatnim punkcie czasowym.
e Odsetek komérek Foxp3 wséréd limfocytow T CD4" i CD8" o fenotypach CD25"%"
i CD25": Efektem ekspozycji na deksametazon byta redukcja odsetka komorek Foxp3*
w obrebie limfocytow T CD25""CD4", CD25"°"CD4" i CD25"CD8"; lek nie wptywat na
odsetek limfocytow Foxp3* wéréd komoérek subpopulacji CD25""CD8",
b) Meloksykam
e Liczebno$¢ limfocytow T CD4", CD8" i WC1" o fenotypach CD25"%", CD25'" i CD25:
Efektem krotkoterminowej (12 i 24 godz.) ekspozycji PBMCs na dziatanie meloksykamu
byta redukcja odsetka, cho¢ nie liczby bezwzglednej, komérek CD25""CD4*. Z kolei po
dtuzszej hodowli PBMCs w obecnosci leku dochodzitlo do zwigkszenia liczby
bezwzglednej tych komoérek. Meloksykam przejsciowo redukowal odsetek i liczbg
bezwzgledna limfocytow T CD25™"CD8*, CD25°“WC1* i CD25""WC1*. Lek nie
wplywal na liczebno§¢ limfocytéw z subpopulacji o fenotypach CD25°*CD4",
CD25""CD8*, CD25'CD4*, CD25CD8" i CD25'WC1".
e Odsetek komérek Foxp3 wsréd limfocytow T CD4" i CD8" o fenotypach CD25"%"
i CD25"": Dlugotrwata (tj. 7-dniowa) ekspozycja na meloksykam indukowata wzrost
odsetka komorek Foxp3* w obrebie limfocytow T CD25™"CD4*. Nie stwierdzono wplywu
meloksykamu na ekspresjc Foxp3 w obrebie komorek z subpopulacji o fenotypach
CD25°"CD4", CD25""CD8" i CD25""CD8".
2. Wplyw deksametazonu i meloksykamu na apoptoze limfocytow T CD4°, CD8" i WCL'
o fenotypach CD25"%" CD25"" i CD25 oraz kemdrek NK
a) Deksametazon
e Limfocyty T: Efektem 12- (limfocyty T CD4" i CD8") i 6-godzinnej (limfocyty T WC1")
ekspozycji PBMCs na deksametazon byt znaczacy wzrost odsetka komorek
wczesnoapoptotycznych (tj. Annexin V*7-AAD") wsréd subpopulacji o fenotypach CD25
CD4", CD25CD8" i CD25WC1", przy czym efekt ten nie byl juz obserwowany
w kolejnym punkcie czasowym. Z kolei obecno$¢ deksametazonu w medium hodowlanym
znaczaco redukowata odsetek komorek wczesnoapoptotycznych wsrdéd limfocytow T
CD25""CD4",  CD25°“CD4*, CD25"CD8', CD25°“CD8’, CD25""wcC1*
i CD25""WCL1",
e Komérki NK: 6-godzinna ekspozycja PBMCs na deksametazon skutkowata znaczacym
wzrostem odsetka komorek wczesnoapoptotycznych wsrod limfocytow NK, ale
w kolejnym punkcie czasowym nie stwierdzano juz zmian w odsetku limfocytow NK
bedacych w tym stadium apoptozy.
b) Meloksykam
e Limfocyty T: Lek nie wplywat na odsetek komodrek wczesnoapoptotycznych w obrgbie

ktorejkolwiek z ocenianych subpopulacji limfocytow T.
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e Komérki NK: Lek nie wywieral wptywu na odsetek komorek wezesnoapoptotycznych
wsrod komorek NK.
3. Wplyw deksametazonu i meloksykamu na proliferacje limfocytow T CD4', CD8" i WC1"
o fenotypach CD25"%", CD25"" i CD25 oraz komdrek NK
a) Deksametazon
e Limfocyty T: Lek redukowat odsetek komorek proliferujacych (tj. BrdU") w obrebie
wszystkich ocenianych subpopulacji limfocytow T.
e Komodrki NK: Lek zmniejszal odsetek komorek proliferujacych wsrdd limfocytow NK.
b) Meloksykam
e Limfocyty T: Lek nie wplywal na odsetek komorek proliferujacych w obrgbie
ktorejkolwiek z ocenianych subpopulacji limfocytow T.
¢ Komérki NK: Ekspozycja na lek prowadzita do wzrostu odsetka komorek proliferujacych
wsrod limfocytow NK.
4. Wplyw deksametazonu i meloksykamu na produkcje IFN-y, IL-10 i TGF-g przez limfocyty T
CD4*, CD8" i WC1" o fenotypach CD25"%", CD25' i CD25 oraz komérki NK
a) Deksametazon
e Limfocyty T:

» IFN-y: Ekspozycja na deksametazon prowadzita do redukcji odsetka komorek
produkujacych IFN-y w obrebie subpopulacji o fenotypach CD25CD4" i CD25CD§8",
natomiast nie wptywata na synteze tej cytokiny przez limfocyty T CD4" i CD8"
wykazujace ekspresje czasteczki CD25. Lek paradoksalnie zwigkszal odsetek
komoérek IFN-y* w obrebie wszystkich ocenianych subpopulacji limfocytow T WC1".

» IL-10: Deksametazon redukowal odsetek komorek produkujacych IL-10 wsrod
wszystkich ocenianych subpopulacji limfocytow T CD4" i WC1", a ponadto w obrgbie
komérek CD25"°"CD8",

» TGF-B: Ekspozycja na deksametazon powodowata wzrost odsetka komorek
produkujacych TGF-B wéréd limfocytow T o fenotypie CD25'WCL1", natomiast nie
wptywata na produkcje tej cytokiny przez reszte badanych subpopulacji limfocytow T.

e Komoérki NK:

»  IFN-y: Ekspozycja na deksametazon redukowata odsetek komorek NK produkujacych
IFN-y.

» 1L10: Deksametazon indukowat wzrost odsetka komérek NK syntetyzujacych IL-10.

b) Meloksykam
e Limfocyty T:

»  IFN-y: Ekspozycja na meloksykam zwigkszata odsetek komorek produkujacych IFN-
v w obrebie limfocytow T CD25CD4", natomiast redukowata odsetek komoérek IFN-
v" wéréd limfocytéw z subpopulacji o fenotypie CD25WC1". Lek nie wplywat na
produkcje IFN-y przez pozostate, oceniane w tym zakresie subpopulacje limfocytow
T.
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» IL-10: Meloksykam redukowal odsetek komorek produkujacych IL-10 wsréd
wszystkich badanych subpopulacji limfocytow T WCI1", natomiast nie wptywat na
produkcje tej cytokiny przez limfocyty T CD4" i CD8".

» TGF-B: Meloksykam nie wptywal na produkcj¢ TGF-p przez ktorakolwiek
z badanych subpopulacji limfocytéw T.

e Komorki NK:

» IFN-y: Ekspozycja na meloksykam redukowata odsetek komérek NK produkujacych
IFN-y.

» 1L-10: Meloksykam nie wptywat na produkcjg IL-10 przez komorki NK.

“Powyzsze zestawienie nie obejmuje wszystkich wynikéw uzyskanych w toku badan.
4. 3. 4. Omoéwienie wynikow
Deksametazon: omowienie i interpretacja wynikéw w kontekscie farmakodynamicznym

Przeprowadzone badania in vivo (Maslanka, 2014) wykazaty, ze stosowanie deksametazonu
u bydla wywotuje znaczaca utrate limfocytow T CD4", CD8" i WC1" krwi obwodowej, ale kierunek
wpltywu leku na liczebno$¢ tych komorek jest selektywny, tj. pozostaje w zwiazku z obecnoscia
i intensywnoscia ekspresji CD25 na tych limfocytach. Redukcja liczebnosci tych komoérek nie byta
wynikiem ubytku limfocytow T CD4", CD8" i WC1" wykazujacych ekspresje CD25, lecz byta
nastgpstwem utraty komoérek o fenotypach CD25CD4*, CD25CD8" i CD25WC1". Wyniki te
znajduja pelne potwierdzenie w adekwatnych badaniach in vitro, w ktorych rowniez wykazano, ze na
cytoredukcyjne dzialanie deksametazonu nie byly wrazliwe komorki z ekspresja CD25, lecz ze
dotyczylo ono limfocytéow T z subpopulacji CD25CD4" (Maslanka & Jaroszewski, 2012), CD25
CD8" (Maslanka et al., 2013) i CD25WC1" (Maslanka & Jaroszewski, 2013d). Odpowiedzi
o0 przyczyng tego zaburzenia dostarczaja wyniki badan in vitro, w ktorych wykazano proapoptotyczne
(Maslanka & Jaroszewski, 2012, 2013d; Maslanka et al., 2013), a ponadto antyproliferacyjne
(Maslanka & Jaroszewski, 2013ad; Maslanka et al., 2013) dziatanie leku wobec komorek o takim
fenotypie. Pozwala to wigc na sformutowanie wniosku, ze kluczowa przyczyna generowanego
deksametazonem ubytku limfocytéw T o fenotypach CD25CD4*, CD25CD8" i CD25WC1" byla
indukcja ich apoptozy, jakkolwiek uposledzenie ich regeneracji rowniez moglo mie¢ pewien udziat
w generowaniu tego efektu, cho¢ ta kwestia nie jest pewna (mozna jedynie hipotetycznie zaktadac, ze
w odpowiedzi na masowa utrate/apoptoze limfocytow T dochodzito do proby ich odtwarzania na
drodze proliferacji). Przytaczane badania in vitro ujawnily, Ze proapoptotyczne dziatanie
deksametazonu miato charakter szybko wystepujacy, lecz krotkotrwaty. PrzejSciowy charakter tego
efektu kaze podejrzewac, ze albo tylko pewna pula komoérek z subpopulacji, o ktéorych mowa, jest
podatna na proapoptotyczne dziatanie leku, albo dziatanie to ma charakter samoograniczajacy si¢. Ta
przejsciowos¢ proapoptotycznego wptywu leku pozostaje w zgodzie z kinetyka ubytku limfocytow T
z subpopulacji CD25CD4*, CD25CD8" i CD25WC1" T obserwowana W badaniach in vivo
(Maslanka, 2014). Redukcja liczby bezwzglednej tych komoérek pojawita sig¢ bardzo szybko, tj. byta
stwierdzana juz w 1 dniu po podaniu leku i nie ulegata pogltebieniu w 3 i 7 dniu eksperymentu, mimo
7ze w tym czasie stezenie terapeutyczne deksametazonu nadal utrzymywato sie¢ w organizmie. Co
wigcej, w tym czasie nastapil powr6t do normy liczby bezwzglednej limfocytow T CD25CD4". Nie
doszto do rekonstytucji liczebnosci bezwzglednej komoérek o fenotypach CD25CD8* i CD25'WC1",
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ale uzyskane wyniki wskazuja, ze zaburzenie to wykazywato wyrazna tendencje¢ ku powrotowi do
normy, poniewaz W 7 dniu eksperymentu $redni ubytek tych komoérek byt odpowiednio 2,61 i 1,86
razy mniejszy od wartoéci tego parametru uzyskanej w 1 dniu eksperymentu (Maslanka, 2014).
Uzyskane wyniki w zakresie ustgpowania lub utrzymywania si¢ ubytku limfocytoéw T CD25™ w trakcie
ekspozycji na deksametazon pozostaja w zgodzie z tymi, otrzymanymi w warunkach in vitro. Badania
te wykazaty, ze ubytek komoérek z subpopulacji CD25CD4" réwniez miat charakter przejéciowy, tj.
liczebnos¢ bezwzgledna tych komorek wracata do normy w trakcie ekspozycji na lek (Maslanka &
Jaroszewski, 2012), podczas gdy redukcja liczby bezwzglednej limfocytow T CD25CD8" (Maslanka
et al., 2013) i CD25WC1" (Maslanka & Jaroszewski, 2013d) utrzymywala sie¢ przez caly okres
doswiadczen. Ta zgodno$¢ migdzy wynikami uzyskanymi w warunkach in vivo oraz in vitro jest
niezwykle wazna, gdyz dowodzi, ze ubytek limfocytow T z krwi obwodowej po zastosowaniu
deksametazonu faktycznie wynikat ze zmniejszenia ich liczebnosci (jako nastgpstwa ich zwigkszonej
apoptozy), a nie z ich przemieszczenia si¢ z uktadu krazenia do wezlow chtonnych, badz innych
elementow uktadu limfatycznego (warunki in vitro wykluczaja mozliwo$¢ wplywu redystrybucji
komoérek na ich liczebnos$¢). Oczywiscie mozna bra¢ pod uwage taka mozliwo$¢, ale w moim
mniemaniu jest to nieprawdopodobne. Redystrybucja limfocytow z ukladu krazenia do weztow
chtonnych, czy tez innych obwodowych narzadéw limfoidalnych, wymagataby nabycia przez nie
odpowiednich receptoréow zasiedlania, np. L-selektyny do =zasiedlenia we¢ztdw chlonnych, lub
integryny B7 do zasiedlenia kepek Peyera i blaszki wlasciwej jelit. Nic nie wskazuje na to, ze
glikokortykosteroidy wywieraja tego typu oddzialywanie. Wrecz przeciwnie, wykazano, m.in.
u cztowieka (Filep et al., 1997) i u bydta (Weber et al., 2004), ze zwiazki te zmniejszaja ekspresjg L-
selektyny na jednojadrzastych leukocytach krwi obwodowe;j.

Stosowanie deksametazonu u bydta wywotato ubytek komorek NK (Maslanka, 2014), cho¢
efekt ten nie wystapit tak szybko, jak miato to miejsce w warunkach in vitro, kiedy to juz po 6 godz.
ekspozycji PBMCs na lek dochodzito do redukcji liczby bezwzglednej tych komorek (Maslanka,
2013). Przyczyny tego efektu nalezy upatrywa¢ w indukowanej deksametazonem apoptozie komorek
NK, gdyz badania in vitro ujawnily proapoptotyczne dzialanie leku wobec tych limfocytow
(Maslanka, 2013).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wrazliwo§¢ komorek NK oraz limfocytow T CD25
CD4", CD25CD8" i CD25WC1" na cytoredukcyjne dziatanie deksametazonu jest zréznicowana i to
nie tylko w odniesieniu do czasu trwania tego efektu, lecz réwniez, a moze przede wszystkim,
w zakresie jego skali. Szczegolnie dobitnie wskazuja na to wyniki uzyskane w warunkach in vivo
(Maslanka, 2014). Badania te wykazaly, ze stosunkowo najmniej podatne na to dziatanie byly dwa
pierwsze rodzaje komorek, gdyz ich $redni ubytek byl mniejszy niz 40%. Redukcja liczby
bezwzglednej limfocytow T o fenotypie CD25CD8" byta powazniejsza, poniewaz $redni ubytek
komorek z tej subpopulacji wynosit 62,78% w pierwszym dniu eksperymentu. Najbardziej
dramatyczny ubytek dotyczyt jednakze limfocytow T CD25'WC1", gdyz éredni odsetek utraconych
komorek z tej subpopulacji w tym punkcie czasowym wynosit az 85,88%. To zrdznicowanie
w skali ubytku poszczegdlnych typoéw limfocytow thumaczy wyniki dotyczace wptywu deksametazonu
na odsetek komérek NK oraz catkowitych populacji limfocytéow T CD4", CD8" i WC1". Najwigkszy

ubytek dotyczyt limfocytow T WC1', dlatego tez znalazlo to odzwierciedlenie w wartosciach
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odsetkowych. Na pierwszy rzut oka moze dziwi¢ fakt, ze w 1 dniu po podaniu deksametazonu
wystapit wzrost odsetka limfocytow T CD4", mimo ze lek spowodowat redukcje liczby bezwzglednej
tych limfocytow. Bylo to konsekwencja tego, ze ubytek limfocytow T CD4" nie byl tak gleboki jak
komoérek T CD8" i WC1". W kolejnych punktach czasowych liczba bezwzgledna limfocytow T CD4"
wrocila do normy, podczas gdy ubytek komérek T z populacji CD8" i WC1" nadal si¢ utrzymywatl;
ujawnito si¢ rowniez cytoredukcyjne dziatanie deksametazonu wobec komorek NK. Naturalnym tego
nastgpstwem byt wzrost odsetka limfocytow T CD4". Tak wiec ,niekompatybilno$¢” wynikéw
dotyczacych odsetka i liczby bezwzglednej komérek NK i limfocytow T CD4", CDS8"
i WC1" jest wynikiem tego, ze indukowany deksametazonem ubytek tych komorek roznit sie¢ miedzy
soba pod wzgledem glebokosci, czasu pojawienia si¢ oraz czasu trwania. Nalezy takze wzia¢ pod
uwage, ze w wywotywanie zaklocenia we wzajemnym stosunku odsetkowym pomigdzy limfocytami
T CD4", CD8" i WC1" oraz komérkami NK, mogt rowniez by¢ zaangazowany wptyw leku na liczbe
limfocytéw B. Dostgpne jest bowiem doniesienie wskazujace, ze stosowanie deksametazonu u bydta
moze powodowac redukcje liczby bezwzglednej tych komorek (Oldham & Howard, 1992).

Podawanie deksametazonu u bydta nie zmienialo liczebnosci bezwzglednej limfocytow T
z subpopulacji CD25CD4" i CD25"°"CD8", natomiast indukowato wzrost liczby bezwzglednej
limfocytow T o fenotypach CD25""CD4*, CD25""CD8*, CD25""WC1* i CD25"WC1* (Maslanka,
2014). Notowany w niektdérych punktach czasowych wzrost odsetka limfocytow T o fenotypach
CD25""CD4*, CD25"""CD8*, CD25""CD8*, CD25""WC1* i CD25"“WC1" bez towarzyszacego
wzrostu liczby bezwzglednej tych komorek, nalezy interpretowaé jako wzrost o charakterze
wzglednym, stanowiacy nastepstwo utraty komérek z subpopulacji CD25'CD4", CD25CD8" i CD25
WC1". Wyniki te sa stosunkowo zgodne z rezultatami adekwatnych badan in vitro (Maslanka &
Jaroszewski, 2012, 2013d; Maslanka et al., 2013). Podobnie jak to miato miejsce w warunkach in vivo,
deksametazon albo nie wplywal na liczbe komoérek o fenotypie CD25""CD4*, CD25"“CD4*
(Maslanka & Jaroszewski, 2012), CD25""WC1" i CD25"WC1" (Maslanka & Jaroszewski, 2013d),
albo zwigkszal liczbg bezwzgledna komoérek z tych subpopulacji (w zaleznosci od czasu ekspozycji
PBMCs na lek). Krotkotrwate traktowanie PBMCs lekiem indukowato rowniez wzrost liczby
bezwzglednej limfocytéow T CD25"""CD8*, CD25""CD8" (Maslanka et al., 2013). Przyczyna wzrostu
liczby bezwzglednej limfocytéw T z w/w subpopulacji bez watpienia nie byla zwigkszona proliferacja
tych komorek, gdyz wyniki badania in vitro (Maslanka & Jaroszewski, 2013ad; Maslanka et al., 2013)
wskazuja jednoznacznie, ze deksametazon nie wzmaga, lecz uposledza proliferacje komorek o takim
fenotypie. Zwazywszy na to oraz na fakt, ze stosowanie leku u zwierzat nie zmniejszato liczebnos$ci
bezwzglednej limfocytow T o fenotypach CD25°"CD4*, CD25""“CD8" i CD25""WC1" (Maslanka et
al., 2014) jasne staje sig, ze efekt ten byt nastgpstwem regulacji w gore ekspresji czasteczki CD25 na
limfocytach T CD25CD4°, CD25CD8" i CD25WC1". Nalezy doda¢, ze mialo to marginalne
znaczenie w generowaniu ubytku komoérek o tym fenotypie. Juz pobiezna analiza uzyskanych
wynikow wskazuje na to: 24 godz. po podaniu leku dochodzito do gltebokiego ubytku limfocytow T
CD25WC1", podczas gdy nie towarzyszyl temu wzrost liczby bezwzglednej limfocytow T
CD25""WC1*, a przyrost komorek o fenotypie CD25""WC1" byt blisko 40-krotnie mniejszy niz
utrata limfocytow T CD25"WC1".
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W generowaniu wzrostu liczby bezwzglednej limfocytow T CD25""CD4*, CD25"“CD4,
CD25""CD8*, CD25"*CD8*, CD25""WC1" i CD25""WC1" w warunkach in vitro uczestniczyt
dodatkowo mechanizm, ktory nie mogt by¢ zaangazowany we wzrost liczby tych komorek
stwierdzany in vivo. W badaniach in vitro wykazano bowiem, ze deksametazon znaczaco zmniejszat
apoptoze komorek o takim wiasnie fenotypie (Maslanka & Jaroszewski, 2012, 2013d; Maslanka et al.,
2013). To drugie odkrycie uczynito niemozliwym ustalenie, czy wzrost liczby bezwzglednej tych
komorek obserwowany w warunkach in vitro wynikat wytacznie z ich zmniejszonej $miertelnosci, czy
tez indukcja ekspresji czasteczki CD25 na limfocytach T CD25CD4*, CD25CD8" i CD25WC1*
rowniez miata w tym swoj udzial. Nalezy zauwazy¢, ze podczas hodowli PBMCs pewna pula
komorek stale ulega apoptozie, co jest zwiazane ze specyfika warunkéw hodowlanych. Tak wige w
warunkach in vitro antyapoptotyczne dziatanie deksametazonu wobec limfocytow T CD4", CD8" i
WC1" wykazujacych ekspresje¢ CD25 mialo mozliwo$é ujawnienia si¢, a wiec moglo byé
odpowiedzialne za wzrost liczby bezwzglednej komorek o takim fenotypie. W warunkach in vivo
komorki nie sa narazone na proapoptotyczne oddziatywania, ktore wystepuja in vitro, dlatego nie
nalezy wnioskowac¢, ze wykazany po stosowaniu deksametazonu u bydta wzrost liczby bezwzgledne;j
komorek o fenotypach CD25""CD4*, CD25""CD8*, CD25""WC1* i CD25"WC1" byt wynikiem
ich zmniejszonej $miertelnosci. Tym niemniej, uzyskane wyniki sugeruja, ze w przypadku stosowania
deksametazonu u bydla, lek nie bedzie indukowaé¢ apoptozy limfocytow T CD4*, CD8" i WC1*
wykazujacych ekspresje CD25, lecz by¢ moze bedzie chroni¢ je przed tym typem $mierci komorkowej
w przypadku rownoczesnego wystapienia jakiego$ czynnika oddziatujacego na nie proapoptotycznie.

Odkrycie, ze limfocyty T z ekspresja CD25 sa nie tylko niewrazliwe na proapoptotyczne
dziatanie deksametazonu, ale ze lek zmniejsza podatnosci tych komorek w ogdle na apoptoze, jest
niezwykle ciekawe i intrygujace. Dostgpne sa wyniki badan wskazujacych, ze obecno$¢ czasteczki
CD25 moze chroni¢ mysie limfocyty T CD4" i CD8" przed apoptoza indukowana deksametazonem
(Chen et al., 2004), ale brak jest danych wskazujacych, Ze deksametazon, badZz inne
glikokortykosteroidy, wywieraja dziatanie antyapoptotyczne (jako takie) wobec limfocytow T CD25"
cztowieka, badz zwierzat. Nie znajduj¢ wyttumaczenia dla tego ostatniego fenomenu, ale postawitem
hipotezg (Maslanka, 2014) stanowiaca probg wyjasnienia niewrazliwosci tych komorek na
indukowana deksametazonem apoptoze. Przypuszczam, ze obecnos¢ czasteczki CD25 na limfocytach
T bydta nie jest przypadkowo skorelowana z brakiem ich podatnosci na proapoptotyczne
oddziatywanie leku, lecz ze determinuje to zjawisko, gdyz czyni te komorki wrazliwymi na
antyapoptotyczne dziatanie IL-2, lub poteguje ich wrazliwo$¢ na to dziatanie. Ekspresja CD25 na
komorce, a wiec tancucha o receptora dla IL-2 (IL-2R), jest rownoznaczna z posiadaniem przez nia
receptora o wysokim powinowactwie dla tej cytokiny (jak wspomniano wczes$niej, pozostate tancuchy,
tj. B iy, sktadajace sie na IL-2R wystepuja konstytutywnie na limfocytach T). Obecnos$¢ tego receptora
nadaje komorce zdolnos¢ intensywnego wychwytu IL-2 ze srodowiska. Nalezy zaktada¢, ze limfocyty
T bydta niewykazujace ekspresji CD25, albo nie sa w ogole zdolne do wigzania IL-2, lub zdolnos¢ ta
jest znacznie ograniczona w porownaniu do limfocytow T wykazujacych ekspresje tej czasteczki.
Wiele badan wskazuje, ze IL-2 chroni limfocyty T przed apoptoza indukowana
glikokortykosteroidami (Guizani et al., 1996; Xie et al.,, 1997; Distelhorst et al., 2002).

Glikokortykosteroidy promuja proces apoptozy za posrednictwem indukcji ekspresji IkB, ktory jest
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inhibitorem NF-xB, czyli czynnika transkrypcyjnego krytycznego dla produkcji proprzezyciowych
cytokin (Distelhorst et al., 2002). Efekt ten moze by¢ najprawdopodobniej niwelowany przez IL-2,
gdyz dostgpne sa doniesienia wskazujace, ze chroni ona limfocyty T przed proapoptotycznym
dziataniem glikokortykosteroidow poprzez hamowanie ekspresji IkB indukowanej tymi zwiazkami
(Xie et al., 1997). Ponadto IL-2 przeciwdziala apoptozie poprzez indukcje ekspresji
antyapoptotycznych biatek, m.in. Bel-2 (Kim et al., 2001). Co wigcej, wyniki badan Walker et al.
(1993) i Guizani et al. (1996) mocno sugeruja, ze IL-2 przeciwdziala apoptozie limfocytow T
indukowanej glikokortykosteroidami za posrednictwem wplywu na AP-1, czyli wazny czynnik
proprzezyciowy. Tak wigc przypuszczam, ze deksametazon nie indukowal apoptozy limfocytéw T
CD4", CD8" i WC1" wykazujacych ekspresje CD25 z uwagi na to, Ze czasteczka ta umozliwiata im
intensywny wychwyt IL-2 ze $rodowiska, a ta z Kolei dzigki swym antyapoptotycznym
oddziatywaniom niwelowata/znosita proapoptotyczna aktywnos¢ leku.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze stosowanie deksametazonu wywotato redukcj¢ odsetka
komoérek Foxp3" wérdd limfocytow T o fenotypie CD25""CD4* (Maslanka, 2014), co wskazywatoby,
ze lek zmniejszat ekspresje Foxp3 wsrod tych komorek. Jednakze w kontekscie catoksztattu
uzyskanych wynikow taki wniosek wydaje si¢ btedny. Zwazywszy na to, ze podanie leku nie wptyneto
na liczbe bezwzgledna limfocytow T o fenotypie Foxp3'CD25""CD4*, a zwickszalo liczbe
bezwzgledna komoérek z subpopulacji CD25™"CD4*, to najwyrazniej redukcja odsetka komorek
Foxp3* wsrod limfocytow T CD25""CD4" miata charakter wzgledny, tj. wynikata ze wzrostu liczby
bezwzglednej komorek Foxp3'CD25""CD4'. W badaniach in vitro roéwniez stwierdzono, ze
w obecnosci deksametazonu dochodzito do redukcji odsetka komoérek Foxp3™ wérdd limfocytow T
z subpopulacji CD25""CD4" (Maslanka & Jaroszewski, 2012). Jakkolwiek wykazano réwniez, ze lek
redukowatl odsetek komorek wykazujacych ekspresje Foxp3 wérdd limfocytow T CD25°*CD4*
(Maslanka & Jaroszewski, 2012) i CD25"“CD8" (Maslanka et al., 2013), podczas gdy w warunkach in
vivo efekt ten nie miat miejsca (Maslanka, 2014). Najprawdopodobniej rozbieznosci te wynikaja
z tego, ze podawanie zwierzgtom deksametazonu nie wptywato na liczebno$é bezwzgledna
limfocytow T o fenotypie CD25“CD4" i CD25"CD8", podczas gdy ekspozycja na lek w warunkach
in vitro wplywata znaczaco na liczebno$¢ tych komorek, co rzutowalo na odsetek komorek
wykazujacych ekspresje Foxp3”.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze deksametazon redukowal odsetek komorek
produkujacych IFN-y wéréd komérek NK oraz limfocytéw T z subpopulacji CD25CD4" i CD25
CD8", natomiast nie wptywat na synteze tej cytokiny przez limfocyty T CD4" i CD8" wykazujace
ekspresje czasteczki CD25. Zwazywszy na to, ze deksametazon wywotuje znaczacy ubytek komorek
NK i limfocytéow T CD25°CD4" i CD25 CD8’, jasne staje sig, ze rzeczywiste uposledzenie produkcji
IFN-y moze by¢ znacznie wieksze niz wynika to z danych odsetkowych. Lek paradoksalnie zwiekszat
odsetek komorek syntetyzujacych I[FN-y, a wigc kluczowa cytoking prozapalna, w obrgbie wszystkich
ocenianych subpopulacji limfocytow T WC1"; wzrostu odsetka komoérek IFN-y"WC1" nie nalezy
jednak przektada¢ na wartosci bezwzgledne, gdyz trzeba mie¢ na uwadze ,,Spustoszenie” jakie
deksametazon wywotuje wérdd limfocytow T WCI1'. Uzyskane wyniki w zakresie indukowanego
deksametazonem upos$ledzenia produkcji IFN-y przez limfocyty T CD4" i CD8" sa zgodne z wynikami

innych badan tego typu. Stwierdzono bowiem, ze deksametazon zmniejszat produkcje IFN-y przez
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szczurze limfocyty T CD4" (Ramirez, 1998) oraz ludzkie (Okosieme et al., 2006) i mysie (Hinrichs et
al., 2005) limfocyty T CD8"; wykazano ponadto, ze lek wywieral hamujace dziatanie na ekspresje
mRNA dla IFN-y w limfocytach T CD4" cztowieka (Choy et al., 1999). Hamujacy wplyw
deksametazonu na produkcj¢ IFN-y wydaje si¢ naturalny, gdyz glikokortykosteroidy sa inhibitorami
NF-kB, a produkcja IFN-y jest zalezna od aktywnosci tego czynnika, gdyz jest on aktywatorem genu
tej cytokiny (Najjar et al., 2005). Uzyskane wyniki wskazuja, ze mechanizm ten nie dotyczy
limfocytow T WCI1" bydta, przy czym nie nalezy raczej tego ttumaczy¢ brakiem NF-kB w tych
komoérkach. Mimo braku danych na temat obecno$ci/nieobecnosci NF-kB w limfocytach T WC1*
bydta, nalezy zakladaé, ze czynnik ten jest w nich obecny, gdyz byt on stwierdzany niemal we
wszystkich typach komoérek ludzi i réznych zwierzat, wlaczajac w to limfocyty T yd czlowieka
(Ferrarini et al., 2008). Oprocz NF-kB w regulacje produkcji IFN-y zaangazowana jest COX-2 i, co sig
z tym wiaze, PGE,. Sharma et al. (2005) stwierdzili, ze hamowanie COX-2 znaczaco wzmacniato
produkcje IFN-y przez mysie splenocyty. Z kolei w innych badaniach wykazano, ze PGE, redukowata
produkcje tej cytokiny przez limfocyty T CD4" krwi czlowieka (Katamura et al., 1995). Tak wigc
biorac po uwage fakt hamujacego wptywu SLPZ na aktywnos¢ COX-2 i produkcje PGE, mozna
powiedzie¢, ze leki te wywieraja przeciwstawne wpltywy na produkcje IFN-y: uposledzaja produkcje
tej cytokiny poprzez hamowanie NF-kB, natomiast wzmagaja jej synteze ograniczajac hamujace
dzialanie PGE, na ten proces. Biorac powyzsze pod uwage, nalezy rozwazy¢ mozliwosé, ze
w przypadku wptywu deksametazonu na produkcje IFN-y przez limfocyty T WC1" bydta dominuje
ten drugi kierunek oddzialywania leku. Co za$ si¢ tyczy wptywu leku na syntezg tej cytokiny przez
bydlece limfocyty T CD4" i CD8", to najwyrazniej w tym przypadku przewaza hamujace dziatanie
leku na NF-kB. Istnieje jeszcze inne, moze bardziej prawdopodobne, wytlumaczenie opisywanego
zrdéznicowania w zakresie produkcji IFN-y, o czym bgdzie mowa dalej. Nalezy jeszcze zwrdci¢ uwage
na fakt, ze u bydla najwyrazniej hamowanie produkcji IFN-y zachodzace pod wplywem
deksametazonu dotyczy tylko komérek CD4" i CD8" niewykazujacych ekspresji CD25, podczas gdy
komoérki CD25'CD4" i CD25'CD8" sa ,,oporne” na takie dziatanie leku. Trudno znalez¢é przekonujace
wytlumaczenie takiego zrdéznicowania. Ustalenie czy ,,oporno$¢” ta jest warunkowana przez
czasteczkg CD25, czy tez obserwowana korelacja jest przypadkowa, wymaga podjecia dalszych
badan.

Deksametazon zwiekszal odsetek komérek IL-10" w obrebie limfocytow NK, natomiast
redukowatl odsetek komorek produkujacych IL-10 wsrod wszystkich ocenianych subpopulacji
limfocytow T CD4* i WC1*, a ponadto w obrebie komérek CD25CD8"*. Tak wigce paradoksalnie lek
o niepodwazalnych wlasciwosciach przeciwzapalnych i immunosupresyjnych uposledza produkcje
gtownej cytokiny przeciwzapalnej i immunosupresyjnej przez limfocyty T bydta. Efekt ten byt
niespodzianka, gdyz w $wietle wynikéw wskazujacych, ze glikokortykosteroidy indukuja ekspresje
genu dla IL-10 w limfocytach cztowieka (Unterberger et al., 2008) oczekiwano, ze ekspozycja na
deksametazon zwigkszy odsetek komorek IL-10" w obrebie badanych limfocytéw T. Co wigcej, taki
kierunek dziatania leku pozostaje w kontrascie z wynikami dotyczacymi jego wplywu na produkcije
IL-10 przez ludzkie i mysie limfocyty T. Wykazano bowiem, ze deksametazon wywieral hamujace
oddzialywanie na produkcje IL-10 przez limfocyty T CD4" i CD8" cztowieka (Richards et al., 2000)

oraz limfocyty T CD8" myszy (Noble et al., 2006). Hipotetyczne wyjasnienie takiego kierunku
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wptywu leku na produkcj¢ IL-10 jest analogiczne z tym, opisanym wyzej dla indukowanego
deksametazonem wzrostu odsetka komoérek IFN-y"WC1'. Niezaleznie od wplywu na poziomie
genowym, glikokortykosteroidy moga ogranicza¢ produkcje IL-10 poprzez zmniejszanie syntezy
PGE;, gdyz autakoid ten jest silnym induktorem produkcji IL-10 i odgrywa kluczowa rolg
w regulacji wzajemnej rownowagi migdzy wydzielaniem IL-10 i IL-12 (Stolina et al., 2000; Harizi et
al., 2002). Tak wigc u cztowieka w zakresie wptywu deksametazonu na produkcjg IL-10 $cieraja sig
dwa przeciwstawne kierunki dziatania leku - indukcja ekspresji genu dla IL-10 versus hamowanie
syntezy PGE; - przy czym do glosu najwyrazniej dochodzi pierwszy z nich. By¢ moze w limfocytach
T bydta dominuje drugi kierunek oddziatywania leku, lub glikokortykosteroidy w ogole nie stymuluja
ekspresji genu dla 1L-10.

Biorac powyzsze pod uwage oraz fakt, ze w zakresie wplywu deksametazonu na produkcje
TGF-B jedyna stwierdzona zmiana byt wzrost odsetka komorek produkujacych te cytoking wérod
limfocytow T z subpopulacji CD25WC1®, nalezy wnioskowaé, ze zdolno$¢ oddzialywania
deksametazonu (i najprawdopodobniej innych SLPZ) na produkcj¢ IL-10, IFN-y i TGF-p przez
komoérki NK i limfocyty T bydla oraz kierunek tego oddziatywania nie sa jednolite, lecz zaleza od
typu limfocytu, a w niektorych przypadkach pozostaja w zwiazku z obecno$cia czasteczki CD25.

Nalezy bra¢ pod uwage, ze zachodzace pod wplywem deksametazonu zmiany w zakresie
odsetka komorek produkujacych badane cytokiny (oraz by¢ moze i inne obserwowane efekty) mogty
nie by¢ wynikiem bezposredniego oddziatywania leku na badane komorki, lecz mogly mie¢ charakter
posredni. Efekty te mogly pozostawaé w zwiazku z indukowana lekiem zmieniong liczebnoscia,
proliferacja i apoptoza komorek NK i limfocytéw T, lecz rowniez mogty by¢ konsekwencja wptywu
deksametazonu na inne typy komorek immunokompetentnych. Zwazywszy na catg sie¢ wzajemnych
powiazan w ukladzie immunologicznym, jest bardziej niz prawdopodobne, ze w odpowiedzi na tak
duze zaktocenia w jego funkcjonowaniu jakie zachodza w obecnosci deksametazonu, dochodzi do
zmian w zakresie przebiegu roznych proceso6w immunologicznych oraz do inicjowania procesow
niewystepujacych w organizmie nieeksponowanym na dziatanie leku. Redukcja liczebno$ci komorek
produkujacych TL-10 (a wiec cytoking antyzapalna, ktdéra hamuje odpowiedZz immunologiczna typu
komoérkowego) wsréd limfocytow T CD4*, CD8" i WC1" oraz wzrost odsetka limfocytow T WC1*
syntetyzujacych IFN-y (a wiec cytoking prozapalna, ktéra odgrywa kluczowa role w odpowiedzi
immunologicznej typu komorkowego) mogly nie by¢ wynikiem bezposredniego oddziatywania leku
na produkcj¢ tych cytokin, lecz mogly stanowi¢ mechanizm kompensujacy/probg kompensacji
uposledzenia odpornosci komorkowej, jako nastgpstwa ubytku komorek NK i limfocytéw T oraz
depresji produkcji IFN-y przez komérki NK i limfocyty T CD4" i CD8".

Efekt posredni a efekt bezposredni

W prezentowanych badaniach oceniano wplyw deksametazonu 1 meloksykamu na
poszczegolne komorki NK oraz limfocyty T CD4*, CD8* i WC1*, w tym ich subpopulacje CD25™",
CD25"" i CD25. Poszczegdlne populacje i subpopulacje nie byly sortowane, lecz badania
prowadzono na PBMCs oraz in vivo. W toku badan wykazano, ze badane leki wywolywaly rdzne
zmiany dotyczace w/w limfocytow. Jak wyzej wspomniano, niektore z obserwowanych efektow
mogly mie¢ charakter wtorny/posredni, tj. mogly nie by¢ wynikiem bezposredniego oddzialywania

leku na badane komorki. Niektorzy badacze uwazaja, ze o wpltywie leku (lub innej badanej substancji)
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na dany typ komoérek mozemy mowic tylko wtedy, kiedy ma on charakter bezposredni, a wigc wynika
wylacznie z bezposredniego oddziatywania leku na te komorki. Dlatego tez wskazuja na koniecznosé
prowadzenia badan z uzyciem wysortowanych komorek okre$lonego typu lub okreslonej subpopulacji,
tak aby wykluczy¢ wpltywy posrednie badanej substancji. W zwiazku z tym sprzeciwiaja si¢
okreslaniu wplywow leku wykazanych w badaniach in vitro z zastosowaniem PBMCs (lub
niesortowanej, tj. catkowitej populacji limfocytow) jako ,,wywotanych lekiem”, lecz kaza je okresla¢
jako ,,zachodzace w obecnosci leku”, ,,wywotane ekspozycja na lek” etc. Jest to rozumowanie
zupelnie niepowazne, gdyz w jego $wietle efekty leku wystepujace w warunkach in vivo nie moglyby
rowniez zosta¢ okreslone jako wywotane przez niego. Nastgpuje tutaj pomieszanie pojec
1 niezrozumienie idei przy$wiecajacej badaniom z zastosowaniem komorek sortowanych. Tego
rodzaju badania shuiza do wyjasniania poszczegolnych etapéw mechanizméw rdznych zjawisk
immunologicznych i1 mechanizméw dziatania lekow, a nie do ustalania tego, jakie efekty
farmakologiczne wywotuje przyzyciowo dany lek, lub inna badana substancja. Nie mozna bowiem
mie¢ pewnosci, ze brak lub obecno$¢ danego efektu stwierdzonego w badaniach z uzyciem okreslonej
wysortowanej subpopulacji komorek faktycznie wystapi w organizmie, jezeli bowiem dana substancja
dziata na jeden typ komorek immunokompetentnych, to najprawdopodobniej dziata takze i na inne
tego typu komorki, bezposrednio lub posrednio. Z tym z kolei wiaze si¢ mnostwo wzajemnych
oddziatywan migdzy r6znymi typami komorek immunokompetentnych, a tym samym migdzy réznymi
procesami immunologicznymi (znoszenie dziatan, wzmaganie, kompensacja etc.; efekt finalny zwykle
stanowi tego wypadkowa). Interakcje te sa nieobecne w warunkach badan na komérkach sortowanych,
natomiast maja miejsce przyzyciowo, a ponadto w znacznym zakresie wystgpuja w przypadku badan
prowadzonych na PBMCs lub niesortowanej, tj. catkowitej populacji limfocytow. Nalezy z cata moca
podkresli¢, ze w oczach medycyny bezsporne jest, ze efekty (zarowno te pozadane, jak i niepozadane)
zachodzace pod wplywem leku, bez wzgledu na to czy maja charakter bezposredni (czyli stanowia
bezposredni skutek uruchomienia okreslonego mechanizmu dziatania), czy posredni (czyli stanowia
daleko idace skutki efektu bezposredniego: zwykle jako ,.efekt kaskadowy”, lub efekt jakiego$
procesu uruchamianego w odpowiedzi na lek) sa traktowane jako efekty farmakologiczne lub
dziatania niepozadane tego leku. Z takiego punktu widzenia pisany jest niniejszy autoreferat, a takze
przygotowywane byly artykuly stanowiace moja rozprawe habilitacyjna.

Wszystkie zjawiska stanowiqce nastepstwo oddzialywania leku to jego efekty, bez wigledu na

to, jakimi drogami do nich dochodzi
Deksametazon: klasyfikacja wplywow leku na uklad immunologiczny bydla w kontekscie
przeprowadzonych badan

Immunosupresyjny i przeciwzapalny efekt deksametazonu oraz innych SLPZ na organizm
bydla jest niepodwazalny. Tym niemniej, jak pokazuja prezentowane badania, oddziatywanie
deksametazonem na limfocyty T bydta indukuje nie tylko efekty o charakterze immunosupresyjnym,
lecz rowniez wyzwala dziatania, ktore nalezy raczej wiaza¢ z regulacja w gorg aktywnos$ci uktadu
immunologicznego. Do pierwszego typu efektow nalezy zaliczy¢ proapoptotyczne dziatanie leku
wobec komoérek NK oraz limfocytow T CD25CD4", CD25CD8", CD25WCL1", antyproliferacyjne
dziatanie wobec komorek NK oraz limfocytow T CD4", CD8", WC1", uposledzanie produkcji IFN-y

przez komoérki NK oraz limfocyty T CD4" i CD8", wzrost odsetka komérek NK syntetyzujacych IL-10
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oraz odsetka komorek TGF-B* wérdd limfocytéow T WC1™. Z kolei uposledzenie produkeji IL-10 przez
limfocyty T CD4", CD8" i WC1", wzrost odsetka komorek wydzielajacych IFN-y wérdd limfocytow T
WC1" oraz indukcje ekspresji CD25 na limfocytach T nalezy zakwalifikowa¢ do oddziatywan
zwigzanych z regulacja w gore aktywnosci uktadu immunologicznego. Do takiego typu oddzialywan
nalezy takze przypisaé antyapoptotyczne dzialanie leku wobec limfocytow T CD4*, CD8*, WC1"
wykazujacych obecnos¢ CD25, gdyz, zwazywszy na wrecz Sladowa ekspresje Foxp3 w obrgbie dwoch
pierwszych populacji, nalezy je postrzega¢ przede wszystkim jako komorki efektorowe, a nie
regulatorowe (przynajmniej w $wietle dzisiejszego stanu wiedzy; ta kwestia zostala omowiona
w dalszej cze$ci autoreferatu).
Deksametazon: interpretacja wynikéw w kontekscie klinicznym

Biorac pod uwage fakt, ze deksametazon indukowat apoptozg i w konsekwencji ubytek komorek
NK i limfocytow T CD8" i WC1", jasne staje sie, ze lek wywiera niszczacy efekt przede wszystkim na
cytotoksyczne komorki efektorowe ze zdolnoscia do produkcji IFN-y. Co wigcej, lek nie tylko
powodowatl ubytek producentow tej cytokiny, ale wywieral hamujace dziatanie na sam proces jej
syntezy przez limfocyty T CD8" i komoérki NK. Deksametazon redukowat takze liczbe limfocytow T
CD4" wydzielajacych IFN-y (a takze liczebno$é tej populacji), co wskazuje, ze lek wplywa
negatywnie na dziatanie limfocytow Th1. Wyniki te jednoznacznie dowodza, ze u bydta deksametazon
wywiera destrukcyjne dziatanie na komoérki determinujace odpowiedz typu komoérkowego.
Zwazywszy na mocno wyrazone dziatanie antyproliferacyjne leku wobec wszystkich ocenianych
subpopulacji limfocytow T nalezy wychodzi¢ z zalozenia, Ze jego stosowanie wiaze si¢ z uposledzona
proliferacja tych komorek wystgpujaca w odpowiedzi na zakazenia bakteryjne, wirusowe i grzybicze;
dotyczy to rowniez komoérek NK, poniewaz, jak wykazano, i one proliferuja w odpowiedzi na pewne
zakazenia wirusowe (Zhao & French, 2013).

Bez watpienia powyzsze efekty w ogromnej mierze sa odpowiedzialne za wystepujaca w czasie
stosowania deksametazonu oraz innych SLPZ podatno$¢ pacjentow na zakazenia, szczegélnie
wewnatrzkomorkowe. Tym samym uzyskane wyniki potwierdzaja stusznos$¢ zalecenia, ze obecnos¢
u pacjenta zakazenia, szczegdlnie wywotanego przez patogeny wewnatrzkomorkowe, powinna
stanowi¢ przeciwwskazanie do stosowania deksametazonu. Cho¢ to zagadnienie zasadniczo nie
dotyczy terapii chordb bydta, nalezy zauwazy¢, ze proapoptotyczne i antyproliferacyjne dziatanie
deksametazonu wobec limfocytow T oraz jego zdolno$¢ do uposledzenia produkcji IFN-y pozostaja
w zwiazku ze skutecznos$cia kliniczng leku w terapii wielu chordb i zaburzen autoimmunologicznych,
gdyz limfocyty T CD4", CD8" i v T sa zaangazowane w patogeneze tego typu zaburzen (Kidd, 2003;
Tsai et al., 2008; Schirmer el al., 2013). Jak juz wspomniano wcze$niej, istnieja doniesienia
wskazujace, ze innym mechanizmem partycypujacym w tworzeniu immunosupresyjnego dziatania
deksametazonu oraz innych SLPZ ma by¢ generowanie komorek regulatorowych o0 fenotypie
Foxp3'CD25'CD4" (Karagiannidis et al., 2004; Braitch et al., 2009; Provoost et al., 2009; Xie et al.,
2009). Uzyskane wyniki wskazuja, ze u bydta deksametazon nie oddzialuje w ten sposob. By¢ moze
u tego gatunku lek wptywa na inne komorki regulatorowe, jednakze dopoki nie zostana one
odpowiednio zidentyfikowane pod wzgledem fenotypowym, nie bedzie mozliwe zweryfikowanie tej
kwestii. Bydto rozni si¢ od cztowieka i myszy rowniez pod wzglgdem udziatu IL-10 w wywolywaniu

przeciwzapalnego i1 immunosupresyjnego oddziatywania deksametazonu. Prezentowane badania
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jednoznacznie wskazuja, ze w wywolywanie tego dziatania u bydla nie jest zaangazowany wzrost
produkcji 1L-10 przez limfocyty T, tak jak ma to mie¢ miejsce u cztowieka i myszy (Richards et al.,
2000; Noble et al., 2006). Mimo ze wykazano, iz deksametazon zwigkszal odsetek komorek
produkujacych IL-10 wsréd komorek NK oraz komoérek TGF-B* w obrebie limfocytow T
z subpopulacji CD25'WC1", to nalezy zachowaé ostrozno$¢ w interpretacji tego efektu. Jest bowiem
niejasne czy efekt ten znajduje przetozenie w realnie zwigkszonej produkcji tych cytokin, gdyz, jak
wykazano, lek indukuje powazny ubytek zaréwno komoérek NK, jak i limfocytow T CD25'WC1". Tak
wiec kwestia udziatu wzrostu produkcji IL-10 przez komérki NK oraz TGF-B* przez limfocyty T
WC1" w ksztaltowaniu przeciwzapalnego i immunosupresyjnego dziatania deksametazonu jest
niepewna. Bez watpienia w wielu przypadkach klinicznych indukowane deksametazonem
uposledzenie produkcji IFN-y przez komérki NK oraz limfocyty T CD4" i CD8" jest jednym
z elementow sktadajacych si¢ na przeciwzapalne dziatanie leku.

Przy dzisiejszym stanie wiedzy w zasadzie niemozliwa jest interpretacja kliniczna wzrostu liczby
bezwzglednej limfocytow T CD4*, CD8" i WCL1" z ekspresja czasteczki CD25 w odpowiedzi na
stosowanie deksametazonu u bydta. Naturalnym jest postawienie pytania: jaki rodzaj komorek
reprezentuja bydlece limfocyty T CD25'CD4*, CD25'CD8" i CD25"WC1*? Jak juz wspomniano,
czasteczka CD25 wystepuje przejsciowo na aktywowanych limfocytach T oraz konstytutywnie na
ludzkich i mysich Foxp3" komérkach regulatorowych z populacji limfocytéow CD4" i prawdopodobnie
CD8". Tak wiec w $wietle tego, generowane przez deksametazon limfocyty T CD25°CD4" i T
CD25'CD8" powinny stanowi¢ albo komérki regulatorowe, albo aktywowane komorki efektorowe. W
przesztosci w taki wtasnie sposob interpretowano indukowane glikokortykosteroidami limfocyty T o
fenotypie CD25"CD4", tj. niektorzy badacze uznawali je za komorki regulatorowe (Karagiannidis et
al., 2004; Braitch et al., 2009; Provoost et al., 2009; Xie et al., 2009), inni, w tym nasz zespét, za
komorki aktywowane (Anderson et al., 1999; Maslanka & Jaroszewski, 2012), a wreszcie kolejni
rozwazali obie mozliwosci (Menge & Dean-Nystrom, 2008). Nalezy zauwazy¢, ze juz od dawna
wiadomo, iz indukcja ekspresji CD25 na limfocytach T CD25'CD4" sama przez si¢ nie nadaje tym
komorkom whasciwosci regulatorowych (Thornton & Shevach, 1998). W ogole nie jest pewne, czy
czasteczka CD25 bierze udzial w tworzeniu wilasciwosci regulatorowych Tregs, gdyz dane na ten
temat nie sa zgodne (Thornton & Shevach, 1998; McNally et al., 2011); obecnie nalezy bra¢ pod
uwagg, ze wspotwystgpowanie wiasciwosci regulatorowych i ekspresji czasteczki CD25 na ludzkich
i mysich Tregs moze by¢ tylko przypadkowa korelacja. W zwiazku z tym, ze prezentowane badania
nie wykazaty, aby deksametazon zwigkszat liczbe limfocytow T CD25" o fenotypach regulatorowych,
czyli Foxp3'CD25'CD4" i Foxp3'CD25'CD8" nalezy wykluczy¢, ze generowane lekiem limfocyty T
CD25'CD4" i CD25'CD8" reprezentowaty soba komérki regulatorowe. Swiadczy o tym rowniez fakt,
ze deksametazon zwigkszat liczbe limfocytow T CD25"WC1* i CD25""WC1*, a wigc komorek,
ktore z natury nie wykazuja ekspresji Foxp3 (Maslanka et al., 2012). W $wietle tego indukowane
lekiem limfocyty T CD25°CD4°, CD25'CD8" i CD25'"WC1" nalezatloby uznaé za komorki
aktywowane. Jezeli rzeczywiscie takimi sa, to ich powstanie stanowiloby raczej wtérne nastgpstwo
stosowania leku (mechanizm kompensacyjny w odpowiedzi na wyniszczenie limfocytow T?), a nie
jego efekt bezposredni, gdyz wiadomo, ze deksametazon, tak jak i inne glikokortykosteroidy, hamuje

aktywacje¢ limfocytow T, m.in. poprzez depresyjny wplyw na NF-kB (Ayroldi et al., 2001). Istnieje
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jeszcze inne wytlumaczenie genezy zjawiska, o ktorym mowa i moim zdaniem jest ono najbardziej
prawdopodobne. Lek moégt indukowaé ekspresje CD25 w sposdb bezposredni, tj. niezwigzany
z procesem aktywacji. Hipotezg t¢ wspieraja wyniki badan, w ktorych dowiedziono, ze
glikokortykosteroidy wzmagaja ekspresj¢ CD25 na roznych liniach mysich limfocytow T (Lamas et
al., 1993); wykazano, ze sekwencja promotorowa genu dla CD25 zawiera elementy oddziatujace z
glikokortykosteroidami (Lamas et al., 1997). W $wietle tej hipotezy, indukowane deksametazonem
limfocyty T CD25'CD4", CD25'CD8" i CD25"WC1" nalezy rozpatrywa¢ jako nieaktywowane
i nieregulatorowe limfocyty T wyposazone w receptor o wysokim powinowactwie do IL-2. Trzeba
jednak jasno powiedzie¢, ze status i znaczenie tych komorek, tak samo jak i konstytutywnie
wystepujacych u bydia limfocytow o takim fenotypie, w chwili obecnej nalezy uznaé za nieznane;
ustalenie tej kwestii wymaga podjecia dalszych badan, szczegdlnie o charakterze czynno$ciowym.
Meloksykam: omdéwienie i interpretacja wynikow w kontek$cie farmakodynamicznym

W przeciwienstwie do deksametazonu, stosowanie u bydta meloksykamu nie prowadzito do
ubytku limfocytow T CD4", CD8" i WC1" (Maslanka, 2014), co znajduje pokrycie w adekwatnych
badaniach in vitro (Maslanka & Jaroszewski, 2013cd; Maslanka et al., 2013), gdyz nie stwierdzono
w nich, aby lek wplywal na liczebnos¢ catkowitych populacji w/w komorek. Pozostaje to w zgodzie
z wynikami badan nad wplywem meloksykamu na apoptoze i proliferacje limfocytow T CD4"
(Maslanka & Jaroszewski, 2013ac), CD8" (Maslanka et al., 2013) i WC1" (Maslanka & Jaroszewski,
2013d), gdyz nie wykazano, aby lek oddziatywal na te procesy. W badaniach in vivo jedyne
uchwycone zmiany dotyczace limfocytow T obejmowaty redukcje odsetka i liczby bezwzglednej
limfocytow T z subpopulacji o fenotypach CD25“CD4*, CD25""CD4" i CD25""WC1". Nalezy
raczej wykluczy¢, ze efekt ten byt wynikiem zwigkszonej $miertelnosci lub zmniejszonej proliferacji
tych komorek, gdyz badania in vitro nie wykazaty, aby meloksykam wptywat na nie proapoptotycznie
(Maslanka & Jaroszewski, 2013cd; Maslanka et al., 2013) lub antyproliferacyjnie (Maslanka &
Jaroszewski, 2013ad; Maslanka et al., 2013). Z uwagi na to oraz na fakt, ze podawanie meloksykamu
nie zmieniato liczebnos$ci bezwzglednej catkowitych populacji limfocytow T CD4" i WC1" (Maslanka,
2014) nalezy wnioskowaé, ze lek regulowat w dot ekspresje CD25 na limfocytach T CD4" i WC1".
Ten wniosek jest cze$ciowo zgodny z wynikami badan in vitro, w ktérych wykazano, ze nastgpstwem
oddziatywania meloksykamem na PBMCs byla redukcja liczebnosci limfocytow T CD25""CD8*
(Maslanka et al., 2013), CD25°"WC1', CD25"""WC1' (Maglanka & Jaroszewski, 2013d)
i CD25"""CD4" (Maslanka & Jaroszewski, 2013c). Bez watpienia regulacja w dot ekspresji CD25 nie
byta nastgpstwem podstawowego mechanizmu dziatania meloksykamu, czyli redukcji syntezy PGE,,
gdyz w naszych ostatnich badaniach dowiedliSmy, Zze PGE, za posrednictwem receptora EP4
Zmniejsza ekspresje czasteczki CD25 na limfocytach T CD4", CD8" i WC1" bydta (Maslanka et al.,
2014b). Tak wigc uzyskane wyniki wskazuja, ze albo meloksykam wykazuje jaki§ dodatkowy
mechanizm dziatania, za posrednictwem ktorego reguluje w dot ekspresjge CD25 lub jest to efekt
wtorny, czyli stanowi nastgpstwo jakichs$ innych oddziatywan leku.

Stosowanie meloksykamu prowadzito do wzrostu odsetka komoérek wykazujacych ekspresje
Foxp3 wérod limfocytow T z subpopulacji CD25™"CD4" (Maslanka, 2014), co réwniez wykazano
w hodowlach PBMCs eksponowanych na lek (Maslanka & Jaroszewski, 2013c). Analiza wynikow

badan in vitro wskazywata wyraznie, ze ekspozycja PBMCs na meloksykam prowadzita do wzrostu
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liczby bezwzglednej komorek o fenotypie Foxp3*CD25""CD4" (Maslanka & Jaroszewski, 2013c),
podczas gdy nie znalazto to potwierdzenia w warunkach in vivo (Maslanka, 2014). Brak przetozenia
indukowanego meloksykamem wzrostu odsetka komoérek Foxp3™ na wzrost liczby bezwzgledne;j
limfocytow T o fenotypie Foxp3'CD25""CD4" wynikat z tego, ze lek jednoczesnie powodowat
ubytek komoérek z subpopulacji CD25""CD4*. Wyniki te wskazuja, ze wnioskowanie, iz meloksykam
zwigksza ekspresjc Foxp3 wérod komorek o fenotypie CD25™"CD4*, prawdopodobnie jest
nadinterpretacja. Skoro podawanie meloksykamu nie wptywato na liczbg bezwzgledna limfocytow T
Foxp3'CD25""CD4", a redukowato liczbe bezwzgledna limfocytow T CD25""CD4" (Maslanka,
2014), to obserwowany wzrost odsetka komoérek z ekspresja Foxp3 wsérdod limfocytow T
CD25""CD4" miat najwyrazniej charakter wzgledny, tj. wynikat ze zmniejszenia liczby bezwzgledne;
limfocytow z subpopulacji Foxp3'CD25"""CD4*. Tak wigc jest to sytuacja odwrotna wzgledem tej,
ktora dotyczyta wptywu deksametazonu na liczebno$¢ komorek z w/w populacji.

Badania in vivo (Maslanka, 2014) potwierdzilty wyniki badan in vitro (Maslanka, 2013) w
zakresie wptywu meloksykamu na proliferacje i liczbe komérek NK. W badaniach in vitro wykazano,
ze tygodniowa, ale nie 2-dniowa, ekspozycja PBMCs na lek prowadzita do istotnego wzrostu liczby
komoérek NK (Maslanka, 2013). Znalazlo to pelne potwierdzenie w badaniach in vivo, gdyz
stosowanie meloksykamu znaczaco zwigkszyto liczbg bezwzgledna komorek NK, przy czym nie byt
to efekt szybko wystegpujacy, lecz jego rozwinigcie si¢ wymagato czasu. Wszystko wskazuje na to, ze
za wystapienie tego efektu odpowiadata zwigkszona proliferacja komorek NK, gdyz w badaniach in
vitro wykazano, ze meloksykam wzmagat istotnie ich proliferacj¢ (indukowana mitogenem). Komorki
te jednak nie proliferuja w zdrowym organizmie (wedlug mojej wiedzy), lecz proces ten ma miejsce w
przypadku pewnych zakazen. Sugeruje to wigc, ze meloksykam wyzwala jaki$ proces/czynnik, ktory
inicjuje proliferacjg komorek NK bydta. Czyzby byt nim spadek poziomu PGE,? Mechanizm dziatania
meloksykamu polega na hamowaniu syntezy PGE,. W naszych ostatnich badaniach (Maslanka et al.,
2014b) wykazali$my, ze PGE, w stezeniach wyzszych niz fizjologiczne (> 10°® M) wywiera hamujace
dziatanie na proliferacj¢ komorek NK. Nie mozna jednak twierdzi¢, ze PGE, jest fizjologicznym
inhibitorem proliferacji komorek NK, skoro taki proces nie wystgpuje w zdrowym organizmie, a PGE;
w stezeniu fizjologicznym (10® M) nie wplywa na indukowana mitogenem proliferacje tych
limfocytow (Maslanka et al., 2014b). Tak wigc w $wietle tego oraz uzyskanych wynikéw mozna
raczej stawia¢ hipoteze, ze obnizona produkcja PGE, stanowi czynnik inicjujacy proliferacje komorek
NK. Trzeba doda¢, ze zalozenie to wcale nie stoi w kolizji z faktem, ze meloksykam preferencyjnie
blokuje COX-2, gdyz wiele badan wskazuje, Ze enzym ten nie odgrywa tylko prozapalnej roli, lecz
rowniez petni funkcje fizjologiczne. Jest bardzo prawdopodobne, ze PGE, dziala jako inhibitor
proliferacji komorek NK bydta, ale dotyczy to sytuacji, w ktorych zaistnieje czynnik inicjujacy ten
proces (tj. pewne zakazenia wirusowe, biorac pod uwage wspdlczesny stan wiedzy
w tym zakresie) z towarzyszacym wzrostem produkcji PGE, (tj. reakcja zapalna), co z zasady jest ze
soba sprzezone. Takie zalozenie pozostaje w lacznos$ci z wynikami wskazujacymi, ze PGE, jest
inhibitorem takich funkcji komorek NK cztowieka i myszy, jak migracja i cytotoksyczno$¢ (Martinet
et al., 2010; Holt et al., 2011). W przytaczanych wyzej badaniach (Maslanka et al., 2014b)
stwierdzono takze, ze PGE, indukuje apoptoz¢ komoérek NK. Nalezy jednak wykluczyé, ze
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generowany meloksykamem w warunkach in vitro wzrost liczby komorek NK moégt wynika¢ z ich
zmniejszonej apoptozy, poniewaz nie stwierdzono, aby lek wptywat na ten proces (Maslanka, 2013).

Analogicznie jak w przypadku deksametazonu, zdolno$¢ oddziatywania meloksykamu na
produkcje IFN-y i IL-10 przez komorki NK i limfocyty T bydta oraz kierunek tego oddzialywania nie
sa jednolite, lecz zaleza od typu limfocytu i moga pozostawa¢ w zwiazku z obecnoscia czasteczKi
CD25. Wzrost odsetka komorek produkujacych IFN-y w obrebie limfocytow T CD25CD4" oraz
redukcja odsetka komoérek IL-10" wérdéd limfocytéow T WCI1* pod wplywem meloksykamu
najwyrazniej wynika z podstawowego mechanizmu dziatania leku, gdyz, jak juz wzmiankowano,
wykazano, ze hamowanie COX-2 wzmacnia produkcj¢ IFN-y (Sharma et al., 2005), a PGE, dziata
z jednej strony jako inhibitor produkcji tej cytokiny przez limfocyty T CD4" krwi cztowieka
(Katamura et al., 1995), a z drugiej jest silnym induktorem syntezy IL-10 (Stolina et al., 2000; Harizi
et al., 2002). Brak wptywu leku na produkcje IFN-y przez limfocyty T CD8" i limfocyty T CD4"
i WC1" wykazujace ekspresje CD25 oraz na synteze IL-10 przez komérki NK oraz limfocyty T CD4"
i CD8" sugeruje, z2 COX-2 i PGE, wytwarzana przy jej udziale nie sa zaangazowane w regulacje
produkcji obu cytokin przez te komorki. Zaskakujace sa wyniki dotyczace hamujacego wpltywu
meloksykamu na synteze IFN-y przez komoérki NK i limfocyty T CD25WCL1", gdyz uderzaja
w biezace poglady na temat udziatu COX-2 i PGE, w regulacji syntezy tej cytokiny. Tak wigc, albo
w przypadku bydlecych komérek NK i limfocytow T CD25'WC1* PGE; dziata albo jako stymulator
wytwarzania IFN-y, lub tez meloksykam uruchamia jaki§ inny mechanizm (tj. niezwiazany
z hamowaniem syntezy PGE;), poprzez ktory uposledza produkcje IFN-y przez te komorki, badz
wreszcie zjawisko, o ktorym mowa, jest efektem posrednim, tj. stanowiacym nastgpstwo innych
wplywow leku; jest prawdopodobne, ze redukcja produkcji IFN-y jest mechanizmem uruchamianym
wtornie w celu kompensacji/utrzymania réwnowagi Th1/Th2 zaktoconej depresyjnym wpltywem
meloksykamu na produkcje IL-10 przez limfocyty T WC1".

Meloksykam: klasyfikacja wplywow leku na uklad immunologiczny bydla w kontekscie
przeprowadzonych badan

Przeprowadzone badania wykazaty, ze u bydita meloksykam w bardzo niewielkim stopniu
oddzialuje na limfocyty stanowiace istot¢ odpornosci typu komoérkowego. Tym niemniej stosowanie
leku moze wiaza¢ si¢ z pewnymi wptywami na te komorki, a w ich obrgbie da si¢ zaobserwowac
zarOwno dziatania o charakterze immunosupresyjnym, jak i immunostymulujacym. Chociaz rola
i status bydlecych limfocytow T z konstytutywna ekspresja CD25 sa niejasne, to redukcje ekspres;ji tej
czasteczki, zwazywszy na jej rolg w procesie aktywacji limfocytow T, nalezy traktowac jako dziatanie
zwigzane z regulacja w dot aktywnosci uktadu immunologicznego. Do dzialan o charakterze
immunosupresyjnym nalezy rowniez zaliczy¢ uposledzenie produkcji IFN-y przez komorki NK oraz
limfocyty T WC1". Z kolei wzrost liczby limfocytéw T CD4" produkujacych IFN-y oraz zwigkszanie
proliferacji 1 liczebnosci komoérek NK stanowia bez watpienia efekty o charakterze
immunostymulujacym. Tego rodzaju efekt stanowi rdéwniez upo$ledzenie produkciji IL-10 przez
limfocyty T WC1", gdyz taki kierunek wplywu wiaze si¢ z regulacja w gore odpowiedzi komoérkowe;,
zaleznej od limfocytow typu Thl.
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Meloksykam: interpretacja wynikow w kontekscie klinicznym

Na wstegpie nalezy zaznaczyé, ze preparaty z meloksykamem przeznaczone do stosowania
u bydta posiadaja okre$lone wskazania rejestracyjne, czego w zadnym stopniu nie neguja (ani nie
moga negowac) niniejsze badania. Nie zmienia to jednak faktu, ze wptyw leku na limfocyty T oraz
komorki NK bydta (tak samo jak i innych zwierzat oraz cztowieka) przed podjgciem badan wiasnych
byl prawie nieznany. Celowym wydato si¢ wypetnienie tej luki wiedzy, chociazby ze wzgledu na to,
ze najczestsze zastosowanie kliniczne NLPZ to tagodzenie reakcji zapalnej towarzyszacej roznym
zakazeniom. OczywiScie pelne oszacowanie bezpieczenstwa stosowania meloksykamu w celu
zwalczania objawow zapalenia u zwierzat cierpiacych z powodu okreslonych infekcji (szczegdlnie
wewnatrzkomorkowych) wymagatoby wykonania nieporéwnanie szerszych badan z udziatem
zwierzat zakazonych. Jestem $wiadomy ograniczen przeprowadzonych badan i zdaj¢ sobie sprawe, ze
pozwalaja one tylko na wyciaganie ostroznych wnioskow, zawgzonych do badanych zagadnien. Mam
jednak nadziejg, ze uzyskane wyniki maja nie tylko znaczenie poznawcze, ale réwniez pewne
znaczenie kliniczne, gdyz daja jaki$ poglad w zakresie wptywu leku na odpornos¢ komorkowa, a tym
samym pomoga optymalizowac/poprawia¢ oceng bilansu korzys¢/ryzyko zwiazanego ze stosowaniem
meloksykamu u bydta ze wskazan rejestracyjnych, a przede wszystkim w zwiazku z jego stosowaniem
w trybie pozarejestracyjnym, co nierzadko ma miejsce w praktyce weterynaryjnej.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pod wzgledem wpltywu na liczebno$¢, apoptoze i proliferacje
limfocytow T CD4", CD8" i WC1" oraz komoérek NK, meloksykam wydaje sie by¢ lekiem relatywnie
bezpiecznym do stosowania u bydta. W przeciwienstwie do deksametazonu, lek nie wywiera
destrukcyjnego dziatania na limfocyty lezace u podstaw odpowiedzi immunologicznej typu
komorkowego. Co prawda meloksykam moze zmniejsza¢ ekspresje CD25 na limfocytach T bydta, ale
z uwagi na niewielka skalg tego zjawiska, nie jest pewne, czy jest ono w ogole znaczace klinicznie. Za
faktyczny mankament leku nalezy uzna¢ mozliwo$¢ hamowania produkcji IFN-y przez komorki NK
i limfocyty T WC1", co nakazuje zachowaé ostroznoéé w przypadku jego stosowania U pacjentow
z zakazeniami wywolanymi przez patogeny wewnatrzkomorkowe. Z drugiej jednak strony
przeprowadzone badania wskazuja, ze meloksykam promuje proliferacje komoérek NK, moze
zwigkszaé ich liczebno$¢, a ponadto moze nasilaé produkcje IFN-y przez limfocyty T CD4", co z kolei
jest bardzo cenne u pacjentow z tego rodzaju infekcjami. Prawdopodobnie powyzsze efekty
o charakterze immunostymulujacym moga w jakim$§ zakresie wyrownywac dzialania o naturze
immunosupresyjnej. Trzeba podkresli¢, ze zaobserwowane efekty o charakterze immunosupresyjnym
nalezy traktowa¢ jako mankament (w kontekScie stosowania leku U pacjentow z zakazeniami lub
Z immunosupresja), natomiast nie daja one najmniejszych podstaw do ,.etykietowania” leku, jako
dziatajacego immunosupresyjnie W rozumieniu efektu farmakologicznego wykorzystywanego
w leczeniu zaburzen alergicznych i autoimmunologicznych. Pojedyncze oddziatywania o takim
charakterze zupehie nie stanowia o immunosupresyjnej naturze leku w takim rozumieniu. Wszystko
wskazuje na to, ze nie nalezy oczekiwaé, aby meloksykam mogt w istotny sposob znosi¢/hamowaé
zaburzenia o charakterze autoimmunologicznym, gdyz wywieranie takiego efektu wymaga zwykle
dziatania antyproliferacyjnego i/lub proaoptotycznego wobec limfocytow T. Co wiecej, z uwagi na to,

ze meloksykam moze zmniejsza¢ produkcje IL-10 zasadna wydaje si¢ sugestia, aby zachowaé

-31-



Tomasz Maslanka Autoreferat

ostrozno$¢ przy jego stosowaniu (lub nawet unika¢ jego podawania) u pacjentow cierpiacych
z powodu zaburzen o charakterze alergicznym i autoimmunologicznym.

Pod wzgledem ocenianych parametrow meloksykam okazuje si¢ lekiem nieporéwnanie
bezpieczniejszym od deksametazonu. Tym samym stuszne jest jego stosowanie, jako alternatywnego
leku przeciwzapalnego wzgledem deksametazonu w terapii tych chorob bydta, ktore wymagaja
hamowania reakcji zapalnej, ale ktore jednoczesnie stanowia przeciwwskazanie do stosowania lekow
o tak znaczacym dziataniu immunosupresyjnym, jakie wywiera deksametazon i inne SLPZ. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze nie ma zadnych podstaw, aby sadzi¢, ze lek ten moze w jakimkolwiek zakresie
stanowi¢ alternatywe wzgledem immunosupresyjnego dziatania deksametazonu, rozumianego
w kategorii dziatania terapeutycznego, tj. wykorzystywanego w leczeniu zaburzen o naturze
autoimmunologicznej.

Podsumowanie & Wnioski’

e Stosowanie deksametazonu u bydla wywoluje znaczaca utrate limfocytéw T CD4*, CD8" i WC1*
krwi obwodowej, ale kierunek wptywu leku na liczebno$¢ tych komorek jest selektywny, tj.
pozostaje w zwiazku z obecnoscia i intensywnoscia ekspresji czasteczki CD25.

e Indukowana deksametazonem redukcja liczebnosci limfocytow T CD4", CD8" i WC1" nie jest
wynikiem ubytku komoérek o fenotypie CD25'CD4*, CD25'CD8" i CD25"WC1", lecz stanowi
nastepstwo utraty komoérek z subpopulacji CD25CD4", CD25CD8" i CD25WC1".

e Przyczyna wywolanego przez deksametazon ubytku limfocytéw T o fenotypach CD25CD4",
CD25CD8" i CD25'WC1" jest najwyrazniej indukowana lekiem apoptoza tych komorek.

e Dojrzate limfocyty T oraz komorki NK bydla sg wrazliwe na proapoptotyczne dziatanie
deksametazonu, przy czym dziatanie to:

» ma charakter szybko wystepujacy, lecz krotkotrwaty, co kaze podejrzewac, ze tylko
pewna pula komorek o ktorych mowa, jest podatna na takie dziatanie leku, lub ma ono
charakter samoograniczajacy sie,

> dotyczy limfocytow T CD4", CD8" i WC1" niewykazujacych ekspresji CD25.

e Deksametazon upo$ledza proliferacje komérek NK oraz limfocytow T CD4*, CD8" i WCL1",
zarowno wykazujacych, jak i niewykazujacych ekspresji CD25.

e Wrazliwo$¢ komoérek NK oraz limfocytow T CD25CD4*, CD25CD8" i CD25WC1" na
cytoredukcyjne dziatanie deksametazonu jest zroznicowana, zar6wno w odniesieniu do czasu
trwania tego efektu, jak réwniez w zakresie jego skali; stosunkowo najmniej podatne na to
dziatanie wydaja si¢ by¢ dwa pierwsze rodzaje komorek, w wigkszym stopniu dotyczy to
limfocytéw T o fenotypie CD25°CD8", a najwiekszy ubytek dotyczy limfocytow T CD25'WC1*. W
przypadku limfocytow T efekt ten wykazuje mniejsza lub wigksza (zaleznie od rodzaju komorek)
tendencje ku powrotowi do normy, jeszcze w trakcie ekspozycji na lek.

e Deksametazon redukuje liczebnos¢ komorek produkujacych IFN-y, zarowno wérdod komorek NK,
jak i w obrebie limfocytow T CD25CD4" i CD25CD8".

"Powyzsze wnioski odnosza si¢ wytacznie do limfocytow T i komérek NK bydta.
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e Biorac powyzsze pod uwage nalezy stwierdzi¢, ze u bydta deksametazon wywiera destrukcyjne
dziatanie na komorki determinujace odpowiedz typu komodrkowego, co bez watpienia stanowi
kluczowy element ztozonej mozaiki oddziatywan leku sktadajacych si¢ na jego immunosupresyjne
1 przeciwzapalne dziatanie.

e By¢ moze w wywotywaniu tych dziatan ma jaki§ udzial indukowany lekiem wzrost odsetka
komoérek NK syntetyzujacych IL-10 oraz zwickszenie odsetka komérek TGF-B* wérod limfocytow
CD25WC1".

e W wywolywaniu przeciwzapalnego i immunosupresyjnego dziatania deksametazonu u bydta nie
ma udziatu wptyw leku na produkcje I1L-10 przez limfocyty T CD4*, CD8" i WC1', ani tez na
synteze TGF-p przez limfocyty T CD4" i CD8".

e Deksametazon paradoksalnie redukuje liczebno$¢ komoérek syntetyzujacych IL-10 w obregbie
limfocytow T CD25'CD4*, CD25CD4", CD25"*CD8", CD25'WC1* i CD25WC1", a zwigksza
odsetek komorek produkujacych IFN-y wérod limfocytow T CD25"WC1* i CD25WC1".

e Zdolno$¢ oddzialywania deksametazonu na produkcje IL-10, IFN-y i TGF-f przez komorki NK i
limfocyty T bydta oraz kierunek tego oddziatywania nie sa jednolite, lecz zaleza od typu limfocytu,
a w niektorych przypadkach pozostaja w zwiazku z obecnoscia czasteczki CD25.

e Bydlece limfocyty T CD4", CD8" i WC1" wykazujace ekspresje czasteczki CD25, sa niewrazliwe
na proapoptotyczne dziatanie deksametazonu; uzyskane wyniki sugeruja, ze lek moze zmniejszac
ich apoptoze w przypadku zaistnienia czynnika indukujacego ten typ $mierci komdrkowe;.

e Deksametazon zwigksza liczebnoéé limfocytow T CD25'CD4", CD25°CD8" i CD25"WC1", co nie
jest wynikiem ich zwigkszonej proliferacji, lecz stanowi nastgpstwo indukcji ekspresji CD25 na
limfocytach T CD25°CD4", CD25°CD8" i CD25'WC1"*; w warunkach in vitro w wywolywaniu tego
efektu dodatkowo uczestniczy antyapoptotyczne oddziatywanie leku wobec komoérek o takim
fenotypie.

e Status i znaczenie generowanych deksametazonem limfocytow T CD25'CD4", CD25'CD8" i
CD25"WC1" - tak samo jak i naturalnie wystepujacych u bydla limfocytéw o tym fenotypie -
w chwili obecnej nalezy uznac¢ za nieznane.

e Indukcja ekspresji CD25 na limfocytach T CD25CD4", CD25CD8" i CD25WC1" odgrywa
marginalna role w generowaniu ich ubytku.

o W przeciwienistwie do czlowieka i myszy, u bydla tylko niewielki odsetek limfocytow T
CD25""CD4" i CD25"CD4" wykazuje ekspresje Foxp3. Tak wigc komorki te pod wzgledem
ekspresji Foxp3, a takze i zdolnosci proliferacyjnej, zupelnie nie stanowia odpowiednikoéw
ludzkich i mysich komérek o takim fenotypie.

e Stosowanie deksametazonu u bydta nie prowadzi do wzrostu liczebnosci komorek o fenotypach
regulatorowych, tj. Foxp3'CD25'CD4" i Foxp3'CD25'CD8"; tak wiec indukowanie Tregs nie
bierze udzialu w wywotywaniu przeciwzapalnego i immunosupresyjnego dziatania leku u tego
gatunku.

e Mimo niepodwazalnego immunosupresyjnego dzialania, deksametazon wyzwala u bydta takze
efekty, ktore nalezy zalicza¢ do oddziatywan zwiazanych z regulacja w gore aktywno$ci ukladu
immunologicznego; naleza tutaj: indukcja ekspresji CD25 na limfocytach T CD4*, CD8" i WC1",
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uposledzenie produkcji IL-10 przez te komorki, wzrost odetka komorek produkujacych IFN-y
wéréd limfocytow T WCL* oraz oddziatywanie antyapoptotyczne wzgledem CD25" limfocytow T.
By¢ moze sa to dzialania stanowiace mechanizmy kompensujace indukowane deksametazonem
uposledzenie odpornosci komorkowe;.

e Meloksykam nie wplywa na liczebno$¢, apoptoze i proliferacje limfocytow T CD4", CD8" i WC1".

¢ Stosowanie meloksykamu moze prowadzi¢ do wzrostu liczebnosci komorek NK.

e Meloksykam zwigksza proliferacj¢ komorek NK indukowana mitogenem.

o W przeciwienstwie do deksametazonu, meloksykam nie wptywa destrukcyjnie na limfocyty lezace
u podstaw odpowiedzi immunologicznej typu komdrkowego.

e Meloksykam moze zmniejsza¢ ekspresje CD25 na limfocytach T bydta, ale z uwagi na niewielka
skale tego zjawiska, nie jest pewne, czy jest ono w ogole znaczace klinicznie.

e Meloksykam nie wptywa na liczbe bezwzgledna limfocytéow T o fenotypie Foxp3'CD25'CD4"
i Foxp3'CD25°CD8".

e Meloksykam nie wptywa na produkcje TGF- przez limfocyty T.

e Ekspozycja na meloksykam: a) zwigksza odsetek komorek produkujacych IFN-y w obrebie
limfocytow T CD25 CD4"; b) redukuje odsetek komérek IFN-y" wéréd limfocytow T CD25WC1*
oraz komoérek NK; c) nie wplywa na produkcje IFN-y przez limfocyty T CD8" oraz komérki
z subpopulacji o fenotypach CD25°CD4" i CD25'WC1"; d) redukuje odsetek komorek
produkujacych IL-10 wérod limfocytow T WC1'; e) nie wptywa na produkcje IL-10 przez komorki
NK oraz limfocyty T CD4" i CDS8".

e Analogicznie jak w przypadku deksametazonu, zdolno$¢ oddziatywania meloksykamu na
produkcjg IL-10 i IFN-y przez komorki NK i limfocyty T bydta oraz kierunek tego oddziatywania
nie sa jednolite, lecz zaleza od typu limfocytu, a w niektorych przypadkach pozostaja w zwiazku
obecnoscia czasteczki CD25.

e W kontek$cie stosowania meloksykamu u pacjentow cierpiacych na  zakazenia
wewnatrzkomoérkowe za cenny atrybut leku nalezy uznac jego wptyw na liczebno$¢ i proliferacje
komoérek NK oraz wzrost liczby limfocytow T CD4" produkujacych IFN-y, natomiast jego
mankamentem jest zdolnos¢ do upos$ledzania produkcji tej cytokiny przez komoérki NK oraz
limfocyty T WC1". Byé moze dziatania o charakterze immunostymulujacym moga w jakims
zakresie wyrownywac dziatania o naturze immunosupresyjnej.

e Zuwagi na to, ze meloksykam moze zmniejsza¢ produkcje IL-10 nalezy zachowaé ostrozno$é przy
stosowaniu leku u pacjentow cierpiacych z powodu zaburzen o charakterze alergicznym
i autoimmunologicznym.

e Nalezy bra¢ pod uwagg, ze pewne efekty wywotane przez deksametazon i meloksykam
(szczegolnie w zakresie produkcji cytokin) moga nie by¢ wynikiem ich bezposredniego
oddziatywania na badane komorki, lecz moga mie¢ charakter posredni.

e Pod wzglegdem ocenianych parametrow, meloksykam okazuje si¢ lekiem nieporéwnywalnie
bezpieczniejszym od deksametazonu. Tym samym shluszne jest jego zastosowanie jako
alternatywnego leku przeciwzapalnego wzgledem deksametazonu w terapii tych chorob bydta,
ktére wymagaja hamowania reakcji zapalnej, ale ktore jednocze$nie stanowia przeciwwskazanie do
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stosowania lekow o tak znaczacym dziataniu immunosupresyjnym, jakie wywiera deksametazon
i inne SLPZ.

e Wyniki uzyskane w warunkach in vivo sa w wiekszos$ci zgodne z wynikami adekwatnych badan
prowadzonych in vitro, co potwierdza, ze ten sposob oceny wptywu SLPZ i NLPZ na komorki
immunokompetentne stanowi wartosciowe i wiarygodne narzedzie badawcze.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é¢ naukowo-badawczych

5.1. Badania, w prowadzeniu i opisaniu ktéorych odegralem pierwszoplanowa rol¢ & Prace
przegladowe, ktorych bylem wylacznym autorem, lub w ktérych przygotowaniu odegralem
pierwszoplanowa role

W ostatnim okresie prowadzitem badania nad wptywem PGE, na rézne procesy i funkcje
limfocytow T i komoérek NK bydta. Efektem tych badan byto m.in. ustalenie, Ze:

e PGE; moze uposledza¢ proliferacj¢ bydlecych komoérek NK oraz indukowaé ich apoptozg;
pierwszy z tych efektéw jest wywierany za posrednictwem receptora EP4, podczas gdy w
wywolaniu drugiego nie posrednicza receptory EP (czyli receptory dla PGE;), wigc
najprawdopodobniej ma on charakter posredni,

e proapoptotyczne i antyproliferacyjne dziatanie PGE, najwyrazniej nie wystepuje przy jej
fizjologicznym poziomie, natomiast moze mie¢ miejsce W trakcie reakcji zapalnej,

e Wystgpowanie i natezenie proapoptotycznego dziatania PGE; jest zalezne od dawki.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze stosowanie NLPZ u zwierzat z zakazeniami wirusowymi moze chronic¢
komorki NK przed indukowanymi przez PGE, apoptoza oraz uposledzeniem proliferacji. Rezultaty te
referowatem podczas tegorocznego (tj. XV-stego) Zjazdu Polskiego Towarzystwa Immunologii
Doswiadczalnej i Klinicznej we Wroctawiu (aktualnie przygotowuj¢ pelnotekstowa prace

przedstawiajaca caloksztalt wyzej przytaczanych badan):

Maslanka T., Chrostowska M., Rekawek W., Zuska-Prot M., Jasiecka A., Jaroszewski J.J. (2014) In
vitro exposure to prostaglandin E; inhibits proliferation and enhances apoptosis of bovine NK cells.
XV Zjazd Polskiego Towarzystwa Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Wroctaw, 2014. Centr.
Eur. J. Immunol., 39 (Suppl.), 71 (abstract).

Inne badania z tego obszaru tematycznego dotyczyty wptywu PGE; na ekspresj¢ tancucha o
receptora dla IL-2, czyli czasteczki CD25 na limfocytach T bydta. Badania te wykazaty, ze PGE,
zmniejsza ekspresje CD25 na limfocytach T CD4", CD8" i WC1" bydta, a selektywna blokada
receptora EP4, ale nie EP1 i EP3, zapobiegata temu efektowi. Dowodzi to, ze PGE; reguluje w dét
ekspresj¢ CD25 za posrednictwem receptora EP4. Nieoczekiwanie stwierdzono, ze ekspozycja
badanych komorek na selektywnego agoniste receptora EP2 prowadzita do wzrostu ekspresji CD25 na
ich powierzchni. Wyniki te wskazuja, ze pod wzglgdem wpltywu PGE, na ekspresj¢ CD25 na
limfocytach T bydta receptor EP4 stuzy jako receptor hamujacy, podczas gdy receptor EP2 pelni
funkcje receptora pobudzajacego. Fakt, ze nieselektywna, tj. wywotana przez PGE,, aktywacja
receptorow EP zmniejsza ekspresje CD25 dowodzi, ze oddziatywania hamujace przewazaja nad
oddziatywaniami pobudzajacymi. Upo$ledzenie indukcji ekspresji CD25 na limfocytach T CD4"
i CD8" i WC1" bydta nalezy rozpatrywaé jako dzialanie o charakterze immunosupresyjnym, poniewaz
limfocyty te reprezentuja przede wszystkim komorki efektorowe, a odpowiednia ekspresja badanej
czasteczki jest niezbgdna dla ich czynnosci (kluczowy etap aktywacji limfocytow T). Uzyskane
wyniki wskazuja na mozliwo$¢ farmakologicznej manipulacji ekspresja CD25 na limfocytach T bydta
z uzyciem selektywnych antagonistow i agonistow receptorow EP2 i EP4. Nalezy podkresli¢, Ze jest to
pierwsze doniesienie (nie tylko w odniesieniu do bydla, ale w ogodle) identyfikujace receptory
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zaangazowane we wplyw PGE, na ekspresje czasteczki CD25. Potwierdzenie tych wynikow
W odniesieniu do czlowieka otwieraloby nowe mozliwosci/kierunki w leczeniu chordb i zaburzen
autoimmunologicznych poprzez farmakologiczng manipulacj¢ ekspresja CD25 na limfocytach T
z uzyciem selektywnych antagonistow i agonistow receptora EP1 i EP2 (najprawdopodobniej:
antagonistow receptora EP2 i agonistow receptora EP4). Powyzsze ustalenia uwazam za swoje
najwartosciowsze odkrycie. Wyniki tych badan zostaty niedawno opublikowane:

Maslanka T., Spodniewska A., Barski D., Jasiecka A., ZuSka-Prot M., Ziotkowski H., Markiewicz
W., Jaroszewski J.J. (2014) Prostaglandin E2 down-regulates the expression of CD25 on bovine T
cells, and this effect is mediated through the EP4 receptor. Vet. Immunol. Immunopathol., 160, 192-
200 (punktacja MNiSW: 30; IF: 1,748).

Wazne miejsce W moich zainteresowaniach naukowych zajmuja komorki regulatorowe,
szczegblnie W znaczeniu celu terapeutycznego. Farmakologiczna manipulacja funkcja i liczebnoscia
tych komérek moze by¢ wartoSciowym elementem nowych strategii leczenia wielu choréb. Efektem
tych zainteresowan byla publikacja cyklu prac charakteryzujacych najlepiej poznane komorki
regulatorowe u ludzi i wspoétczesny stan wiedzy na temat tych komorek u bydta, $wini i psa. Wedtug
mojej wiedzy bylo to pierwsze w Polsce tak szerokie opracowanie przegladowe dotyczace tego
zagadnienia. W oparciu o dostgpne bazy danych moge tez stwierdzi¢, ze jest to jedyna publikacja
przedstawiajaca stan wiedzy na temat komorek regulatorowych bydta, Swini i psa.

Maslanka T. (2010) Komérki regulatorowe z populacji limfocytéw CD4". Med. Weter., 66, 827-832
(punktacja MNiSW: 15).

Maslanka T. (2011) Komorki regulatorowe z populacji limfocytow CD8. Med. Weter., 67, 91-96
(punktacja MNiSW: 15).

Maslanka T. (2011) Aktualne poglady na temat komorek regulatorowych bydla, swini i psa. Med.
Weter., 67, 172-176 (punktacja MNiSW: 15).

W tym obszarze tematycznym prowadzitem takze wiasne badania. Jak wspomniano wczesniej,
wedlug danych literaturowych limfocyty T WC1® bydla cechuja sie zaréwno aktywnoscia
regulatorowa, jak i efektorowa, jakkolwiek nie zostalo poznane, czy wykazuja one tak duza
plastyczno$¢, ze obie te aktywnosci koegzystuja w jednej komorce, czy tez w ich obrgbie wystepuja
odrgbne subpopulacje komorek efektorowych i regulatorowych. Jako ze z funkcja efektorowa
i regulatorowa komoérek WC1* wydaje si¢ byé zwiazana, odpowiednio, produkcja IFN-y i IL-10,
podjeto badania nad ustaleniem, czy cytokiny te produkowane sa przez odrebne subpopulacje
limfocytéow WC1", czy tez sa koprodukowane przez te komorki. Ze wzgledu na postulowana role
zuzycia IL-2 w mechanizmie supresorowego dzialania mysich limfocytow regulatorowych o fenotypie
Foxp3'CD25"CD4" dokonano oceny ekspresji czasteczki CD25 na bydlecych limfocytach T WC1™. W
badaniach tych ustalono, Ze zaréwno w obrebie subpopulacji CD25'WC1", jak i CD25"WC1" komoérki
produkujace IFN-y i IL-10 stanowily w dominujacej mierze odrgbne subpopulacje. Stwierdzono
ponadto dodatnia korelacje miedzy obecno$cia czasteczki CD25 na limfocytach T WC1*
a produkcja IL-10 i TGF-B. Uzyskane wyniki wskazuja, ze pod wzglgdem produkcji IFN-y, IL-10
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i TGF-B, limfocyty T CD25"WC1" okazuja si¢ mieé¢ bardziej supresorowy profil niz komorki
o fenotypie CD25'WC1". Wyniki tych badan znalazty si¢ w nastepujacej publikacji:

Maslanka T., Jaroszewski J.J., Markiewicz W., Ziotkowski H., Barski D. (2012) The presence of
CD25 on bovine WC1" yé T cells is positively correlated with their production of IL-10 and TGF-5,
but not IFN-y. Pol. J. Vet. Sci., 15, 11-20 (punktacja MNiSW: 20; IF: 0,570).

W kolejnych badaniach wykazano we krwi bydla naturalne wystgpowanie limfocytéw T
o fenotypie Foxp3"CD25"CD8". Najprawdopodobniej sa to komoérki regulatorowe, poniewaz wszystko
wskazuje na to, ze obecnos¢ czynnika Foxp3 nadaje komorce whasciwosci regulatorowych. Dostepne
sa badania $wiadczace, ze u ludzi i myszy komorki o takim fenotypie petnia funkcje regulatorowe.

Wyniki te zostaly przedstawione w publikacji:

Maslanka T., Jaroszewski J.J. (2013) Foxp3 expression in bovine CD8™ T cells is associated with the
intensity of CD25 expression. J. Vet. Med. Sci., 75, 241-244 (punktacja MNiSW: 25; IF: 0,875).

Moje pierwsze badania dotyczace limfocytow T bydta miaty na celu oceng wptywu stosowania
meloksykamu i fluniksyny (NLPZ) na odsetek i apopotoze limfocytéw T CD4" i CD8" u cielat. Byly
to badania pilotazowe do szerszych badan na wplywem meloksykamu na limfocyty T i komodrki NK
bydta, ktore stanowia cze$¢ mojej rozprawy habilitacyjnej. Wyniki tych badan zostaly omowione w
nastepujacej pracy:

Maslanka T., Jaroszewski J.J., Markiewicz W., Jakubowski P. (2010) Evaluation of the influence of
meloxicam and flunixin meglumine on the apoptosis of peripheral blood CD4" and CD8" T cells in
calves. Pol. J. Vet. Sci., 13, 3-12 (punktacja MNiSW: 20; IF: 0,507).

Wobec niepoznanego zagadnienia chondrotoksycznos$ci chinolonéw u drobiu, podczas studiow
doktoranckich podjatem badania nad ustaleniem wplywu enrofloksacyny na tkanke chrzegstna szklista
chrzastek stawowych i pierscieni tchawicy brojlerow kurzych. Wstgpem do tej pracy byto zgtebienie
zagadnienia patogenezy i epidemiologii chondrotoksyczno$ci chinolondéw u ludzi i zwierzat, czego
efektem bylo przygotowanie publikacji przegladowe]j przedstawiajacej biezacy (na owe czasy) stan
wiedzy w tym zakresie:

Maslanka T., Jaroszewski J., Chrostowska M. (2004) Pathogenesis of quinolone-induced
arthropathy. Review of hypotheses’. Pol. J. Vet. Sci., 7, 323-331 (punktacja MNiSW: 20)

We wzmiankowanych wyzej badaniach wykazatem m.in., Ze:

e stosowanie enrofloksacyny u rosnacych brojlerow kurzych, w zalecanej dawce i1 przez
rutynowy czasie terapii, a nawet przez okres dluzszy, jest bezpieczne z punktu widzenia
mozliwosci chondrotoksycznego oddzialywania leku,

o enrofloksacyna wywiera dziatanie chondrotoksyczne u rosnacych brojleréw kurzych po jej
jednokrotnym podaniu, ale tylko w przypadku 10-krotnego przekroczenia zalecanej dawki,

e enrofloksacyna wywiera niekorzystne oddzialywanie wzglgdem chrzastki stawowej U
rosnacych brojleréw kurzych po jej kilkukrotnym podaniu, ale tylko w przypadku 5-krotnego
przekroczenia zalecanej dawki.
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e natezenie chondrotoksycznego oddzialywania enrofloksacyny narasta wraz ze zwigkszaniem
wielkosci i liczby dawek leku, a ponadto jest uzaleznione od lokalizacji chrzastki stawowej,
e odziatywanie chondrotoksyczne fluorochinolonéw u ptakéw jest zdecydowanie slabiej

wyrazone w porownaniu do ssakow.

Wyniki powyzszych badan przedstawitem w rozprawie doktorskiej pt. ,, Wphyw enrofloksacyny
na tkanke chrzestnq szklistq wybranych stawow oraz tchawicy u kurczqt brojlerow”, ktora obronilem
16.12.2005 roku na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie. Wyniki tych badan zostaty opublikowane W pozniejszym okresie w dwoch artykutach:

Maslanka T., Jaroszewski J.J. (2009) Effect of long-term treatment with therapeutic doses of
enrofloxacin on chicken articular cartilage. Pol. J. Vet. Sci., 12, 363-367 (punktacja MNiSW: 20; IF:
0,435).

Maslanka T., Jaroszewski J.J, Mikotajezyk A., Rotkiewicz T. (2009) Effect of increasing doses of
enrofloxacin on chicken articular cartilage. Pol. J. Vet. Sci., 12, 21-33 (punktacja MNiSW: 20; IF:
0,435).

W czasie studiow doktoranckich przygotowatem takze pracg oryginalna przedstawiajaca
zbiorcze wyniki badan pozostalosci substancji hamujacych w mleku i antybiotykow w tkankach
zwierzecych, ktore byly wykonywane w Zaktadzie Higieny Weterynaryjnej w Olsztynie. Badania te
prowadzono w ramach krajowego programu badan monitoringowych pozostatosci antybiotykow
w tkankach zwierzecych i mleku oraz jako rutynowe badania nadzoru sanitarno-weterynaryjnego nad
pozyskiwaniem i przetworstwem zywnosci pochodzenia zwierzgcego.

Maslanka T., Jaroszewski J., Gonkiewicz B., Sobczak J. (2004) Pozostatosci substancji hamujqcych
W mleku i antybiotykéow w tkankach zwierzecych. Med. Weter., 60, 320-322 (punktacja MNiSW: 15;
IF: 0,285).

Obok immunofarmakologii do moich glownych zainteresowan naukowych nalezy
farmakologia okulistyczna. Niestety, nie dane mi bylo prowadzi¢ badan w tym obszarze, jednakze
zainteresowanie to zaowocowato kilkoma publikacjami przegladowymi dotyczacymi tej tematyki.
Pierwsze opracowanie stanowito charakterystyke farmakologiczna antybiotykdéw i fluorochinolondéw

w kontekscie okulistycznym:

Maslanka T. (2004) Antybiotyki i fluorochinolony stosowane w okulistyce weterynaryjnej matych
zwierzqt. Zycie Wet., 79, 220-224 (punktacja MNiSW: 4).

W Kkolejnej pracy scharakteryzowatem udzial metaloproteinaz macierzy (MMPs) w
patogenezie wrzodziejacego zapalenia rogéwki oraz przedstawilem biezacy stan wiedzy na temat

stosowania inhibitorow MMPs w leczeniu tej choroby.

Maslanka T. (2004) Metaloproteinazy macierzy oraz ich inhibitory a wrzodziejqce zapalenie rogowki
u zwierzqt. Zycie Wet., 79, 676-681 (punktacja MNiSW: 4).
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Nastepna praca dotyczyta NLPZ pod katem ich zastosowania w okulistyce weterynaryjne;j:

Maslanka T., Jaroszewski J., Barszczewska B. (2005) Niesteroidowe leki przeciwzapalne stosowane
w okulistyce weterynaryjnej. Magazyn Wet., 14 (101), 68-70 (punktacja MNiSW: 3).

W ostatnim czasie pracowalem nad cyklem prac przegladowych dotyczacych lekow
obnizajacych ci$nienie wewnatrzgatkowe (IOP). Prace te stanowia kompilacj¢ danych na temat
mechanizmu dziatania tych lekéw oraz ich skutecznosci w obnizaniu IOP u pséw i kotow, a ponadto
omawiaja miejsce i rolg tych $srodkow w terapii poszczegolnych typow jaskry u matych zwierzat.
Pierwsza z tych prac zostala przyjeta do druku w Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, a pozostate znajduja si¢ w recenzji w innych czasopismach.

Maslanka T. (2014) Pharmacology of topical prostaglandin F2a analogs and their place in the
treatment of glaucoma in small animals. J. Vet. Pharmacol. Ther., doi: 10.1111/jvp.12161 (punktacja
MNiSW: 30; IF: 1,323).

W czasie studiow doktoranckich opublikowatem prace przegladowe przedstawiajace

charakterystyke farmakologiczng klindamycyny oraz chinolonéw w kontekscie weterynaryjnym:

Maslanka T., Jaroszewski J., Barszczewska B. (2004) Charakterystyka klindamycyny stosowanej
w farmakoterapii pséw i kotéw. Med. Weter., 60, 461-464 (punktacja MNiSW: 15; IF: 0,285).

Maslanka T., Jankowski M., Jaroszewski J. (2003) Charakterystyka 4-chinolonéw stosowanych
w farmakoterapii weterynaryjnej. Magazyn Wet., 12 (80), 54-57 (punktacja MNiSW: 3).

Maslanka T., Jankowski M., Jaroszewski J. (2003) Charakterystyka 4-chinolonéw stosowanych
w farmakoterapii weterynaryjnej. Cz. Il. Magazyn Wet., 12 (82), 69-70 (punktacja MNiSW: 3).

5.2. Pozostale prace oryginalne i przegladowe

W czasie studiow doktoranckich oraz w trakcie pracy na stanowisku adiunkta uczestniczytem
w licznych do$wiadczeniach prowadzonych w Katedrze Farmakologii 1 Toksykologii (wcze$niej
noszacej nazwe Katedry lub Zespotu Farmakologii), ktérych tematyka dotyczyta przede wszystkim
farmakologii uktadu rozrodczego zwierzat oraz farmakokinetyki lekow weterynaryjnych. Bytem takze
zaangazowany W przygotowanie trzech publikacji przegladowych, ktére zostaly opracowane
w Katedrze. W trakcie pobytu na stazu podoktorskim w Department of Veterinary Molecular Biology
(Montana State University, Bozeman, MT, USA) uczestniczylem w eksperymentach szeroko
zakrojonego projektu nad zastosowaniem biatka 61 w wywotywaniu tolerancji immunologiczne;.
Efektem udziatu w tych pracach badawczych jest wspotautorstwo w licznych publikacjach:

5.2.1. Publikacje oryginalne

Ziotkowski H., Jaroszewski J.J., Maslanka T., Grabowski T., Katolik K., Paweska J., Siemianowska
M., Jasiecka A., Markiewicz W., Spodniewska A. (2014) Influence of oral co-administration of a
preparation containing calcium and magnesium and food on enrofloxacin pharmacokinetics. Res. Vet.
Sci., 97, 99-104 (punktacja MNiSW: 35; IF: 1,511).
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Jasiecka A., Grabowski T., Maslanka T., Ziotkowski H., Jaroszewski J.J. (2013) Pharmacokinetics of
orally administered simvastatin in turkeys. Pol. J. Vet. Sci., 16, 377-379 (punktacja MNiSW: 20; IF:
0,712).

Markiewicz W., Kaminska K., Bogacki M., Maslanka T., Jaroszewski J. (2012) Participation of
analogues of lysophosphatidic acid (LPA): oleoyl-sn-glycero-3-phosphate (L-alpha-LPA) and 1-
oleoyl-2-O-methyl-rac-glycerophosphothionate (OMPT) in uterine smooth muscle contractility of the
pregnant pigs. Pol. J. Vet. Sci., 15, 635-643 (punktacja MNiSW: 20; IF: 0,570).

Grabowski T., Jaroszewski J.J., Swierczewska A., Sawicka R., Maslanka T., Markiewicz W.,
Zidtkowski H. (2011) Application of ultra performance columns in high performance liquid
chromatography for albendazole and its metabolites determination in turkeys. Biomed Chromatogr.,
25, 1159-1167 (punktacja MNiSW: 20; IF: 1,545).

Jakubowski P., Jaroszewski J.J., Grabowski T., Markiewicz W., Maslanka T. (2010) Determination
of enrofloxacin in chicken plasma by high-performance liquid chromatography for pharmacokinetic
study. Acta Vet-Beograd, 60, 563-572 (punktacja MNiSW: 15; IF: 0.169).

Jaroszewski J.J., Markiewicz W., Maslanka T., Skarzynski D.J. (2009) Influence of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs on progesterone production by cultured bovine luteal cells. Pol. J. Vet Sci., 12,
305-310 (punktacja MNiSW: 20; IF: 0,435).

Rynda A., Maddolani M., Mierzejewska D., Ochoa-Raparaz J., Maslanka T., Crist K., Riccardi C.,
Barszczewska B., Fujihashi K., Mc Ghee J.R., Pascual D.W. (2008) Low-dose Tolerance is mediated
by the M cell ligand reovirus protein sigmal. J. Immunol., 180, 5187-5120 (punktacja MNiSW: 35;
IF: 6.0).

Wojcik R., Markiewicz W., Mataczewska J., Chrostowska M., Maslanka T., Rotkiewicz Z.,
Jaroszewski J.J., Siwicki J.K. (2006) Wphw meloksykamu na nieswoiste komorkowe i humoralne
mechanizmy obronne u bydfa. Med. Weter., 62, 1400-1402 (punktacja MNiSW: 15).

Jaroszewski J.J., Markiewicz W., Barszczewska B., Maslanka T., Chrostowska M., Janiuk J. (2006)
Wpbyw peptydu zwiqzanego z genem kalcytoniny (CGRP) na przephw krwi w tetnicy macicznej Swini.
Med. Weter., 62, 1164-1166 (punktacja MNiSW: 15).

Barszczewska B., Jaroszewski J.J. Markiewicz W., Maslanka T., Chrostowska M. (2005) Influence of
nitric oxide on the blood flow in the porcine uterine artery; an in vivo study. Pol. J. Vet. Sci., 8, 195-
200 (punktacja MNiSW: 20).

Korzekwa A., Jaroszewski J. J., Bogacki M., Deptuta K., Maslanka T. S., Acosta T. J., Okuda K.,
Skarzynski D. J. (2004) Effects of prostaglandin F2o0 and nitric oxide on the secretory function of the
bovine luteal cells. J. Reprod. Dev., 50, 411-417 (punktacja MNiSW: 25; IF: 0, 420).

Markiewicz W., Jaroszewski J. J., Barszczewska B., Maslanka T., Majewski M. (2004) The
distribution and influence calcitonin gene-related peptide (CGRP) on the perfusion pressure in the
isolated ovarian artery in the pig. Folia Morphol., 63, 99-101 (punktacja MNiSW: 15).
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5.2.2. Publikacje przegladowe

Jasiecka A., Maslanka T., Jaroszewski J.J. (2014) Pharmacological characteristics of metamizole.
Pol. J. Vet. Sci., 17, 207-214 (punktacja MNiSW: 20; IF: 0,712).

Chrostowska M., Jaroszewski J.J., Maslanka T. (2005) Wphw niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych na owulacje i tworzenie ciatka Zoltego. Med. Weter., 61, 865-869 (punktacja
MNiSW: 15; IF: 0,259).

Barszczewska B., Jaroszewski J.J., Maslanka T. (2004) Rola tlenku azotu w ukladzie krqzenia —
regulacja przeptywu krwi w narzqdzie rodnym. Med. Weter., 60, 920-923 (punktacja MNiSW: 15; IF:
0,285).

6. Udzial w konferencjach naukowych krajowych i migdzynarodowych

W moim dorobku naukowym znajduje si¢ 31 doniesien konferencyjnych, z czego w 15
przypadkach jestem ich pierwszym lub wylacznym autorem. Doniesienia te byly prezentowane na 17
konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Szczegdtowe dane na ich temat znajduja sig
W Zataczniku nr 3 dotaczonym do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego. W 11
konferencjach uczestniczytem czynnie (obecno$¢ na konferencji wraz z prezentacja wynikow
w formie plakatowej lub wystapienia ustnego); naleza tutaj:

o Kaonferencja szkoleniowo-naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego pt. ,,Czlowiek,
Zywnos¢, srodowisko - problemy wspoiczesnej toksykologii”, Olsztyn 2014.

e XV Zjazd Polskiego Towarzystwa Immunologii Do§wiadczalnej i Klinicznej, Wroctaw 2014.

e Kaonferencja naukowa pt. ,,Biologia medyczna - dyscyplina wielu dziedzin”, Jurata 2014.

e XVIII Migdzynarodowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmakologicznego, Kazimierz Dolny
2013.

e XIV Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Wroctaw 2012

o Konferencja Szkoleniowo-Naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego pt.
»Toksykologia w stuzbie publicznej”, Jurata 2011.

e XIV Kongres Polskiego Towarzystwa Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Gdansk 2011.

o Konferencja naukowa pt. ,,Farmakologiczne i toksykologiczne aspekty dzialania
ksenobiotykow”, Olsztyn 2010.

e XIlIl Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Olsztyn 2008.

e The 94™ Annual Meeting of the American Association of Immunologists, Miami, USA, 2007.

e XII Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Warszawa 2004.

7. Inna aktywnos$¢ naukowa
Wyglosilem nastepujace referaty:

Maslanka T. Leki przeciwjaskrowe - charakterystyka farmakologiczna z uwzglednieniem
zastosowania klinicznego w terapii jaskry malych zwierzqt. Wyktad wygloszony na zaproszenie
organizatorow Il Konferencji studenckiej pt. ,,Okulistyka i kardiologia matych zwierzqt”. Wydzial
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, 16.02.2013.
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MaSslanka T. Toksycznos¢é narzqdowa wybranych lekow przeciwbakteryjnych. Wyktad wygltoszony na
zaproszenie Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego. Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, 07.12.2012.

Maslanka T. Wphw steroidowych i niesteroidowych lekow przeciwzapalnych na wybrane
subpopulacje limfocytow T. Wyklad wygloszony na zaproszenie Polskiego Towarzystwa
Fizjologicznego. Wydziat Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie,
22.03.2012.

Bylem jednym z tlumaczy kompendium lekow pt. ,,Saunders Handbook of Veterinary Drugs.
Small and Large Anima/” autorstwa Marka G. Papicha (Elsevier Saunders, St. Louis, 2011), ktore
zostato wydane w Polsce (Elsevier Urban & Partner, Wroctaw, 2013; redakcja naukowa: prof. dr hab.
B. Obminska-Mrukowicz i prof. dr hab. M. Switata) jako ,,Leki w weterynarii. Male i duze zwierzeta.
Przettumaczylem nastepujace monografie: acepromazyna, acetylocyteina, alprazolam, atowakwon,
atrakurium, betanechol, bromek N-butyloskopolaminy, bupiwikaina, chlorek potasu, cyzapryd, cynk,
dantrolen, dekstran zelaza, diklazuril, dinoprost, doksapram, domperidon, fenylefryna, fosforan
potasu, glukonian potasu, imidokarb, izotretynoina, klopidogrel, kloprostenol, mepiwakaina,
metokarbamol, metoksamina, metronidazol, metylonaltrekson, mitotan, nalokson, naltrekson,
nitazoksanid, olej MCT, pankrelipaza, pankuroniom, pirymetamina + sulfadiazyna, ponazuril,
ronidazol, siarczan zelaza, tauryna, tegaserod, tinidazol, toltrazuril, wazopresyna, wodorotlenek glinu i

weglan glinu.
8. Zestawienie liczbowe dorobku naukowego (dotyczy tylko publikacji pelnotekstowych)

8.1. Zestawienie liczbowe dorobku naukowego pod katem rodzaju publikacji oraz tego, czy
zostaly opublikowane w czasopismach z naliczonym IF (lista JCR = lista ,,A” MNiSW), czy
tez nieposiadajacych tego wskaznika (obecnie lista ,,B” MNiSW)

Rodzaj publikacji Liczba | Punktacja |
publikacji MNiSW
Prace oryginalne w czasopismach z listy JCR (lista ,,A” MNiSW) 22 535 25,724
(w tym wykorzystane w rozprawie habilitacyjnej) @) (195) (9,507)
Prace oryginalne w czasopismach z listy ,,B” MNiSW
5 68 -
(tj. czasopisma bez naliczonego IF)
Prace przegladowe w czasopismach z listy JCR (lista ,,A” MNiSW) 5 95 2,864
Prace przegladowe w czasopismach z listy ,,B” MNiSW
9 82 -
(tj. czasopisma bez naliczonego IF)
Lacznie 41 780 28,588
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8.2. Zestawienie liczbowe dorobku naukowego w kontekscie: pierwsze (lub wylaczne) autorstwo
Versus inne miejsca w szeregu autorskim

Liczba publikacji Punktacja MNiSW IF

Suma Odsetek Suma Odsetek Suma Odsetek

Publikacje oryginalne*

Publikacje, ktorych
jestem pierwszym lub 14 51,85% 345 57,21% 14,362 55,83%

wylacznym autorem

Pozostale publikacje 13 48,15% 258 42,79% 11,362 44,17%

Publikacje przegladowe™**

Publikacje, ktorych
jestem pierwszym lub 11 78,57% 127 71,75% 1,608 56,15%

wylacznym autorem

Pozostale publikacje 3 21,43% 50 28,25% 1,256 43,85%

Lacznie***

Publikacje, ktorych
jestem pierwszym lub 25 60,98% 472 60,51% 15,97 55,86%
wylacznym autorem

Pozostale publikacje 16 39,02% 308 39,49% 12,618 44,14%

e Punktacjg¢ MNiSW podano wedlug komunikatu MNiSW z dn. 17 grudnia 2013 r. ws. wykazu czasopism
naukowych.

e JF (Impact Factor / Wspolczynnik wptywu) podano dla roku, w ktorym opublikowano pracg. Dla
artykutéw opublikowanych w roku 2014 podano ostatni ustalony IF, tj. dla roku 2013.

e Warto$¢ odsetka odnosi si¢ do catkowitej wartoSci poszczegdlnych parametréw dotyczacych albo
artykulow oryginalnych*, albo przegladowych**, badz tez wszystkich publikacji***.

8.3. Pozostale dane bibliograficzne
e Liczba cytowan:
« Wedlug bazy ,, Thomson Reuters Web of Science™: 104 (78 bez autocytowan),
s Wedhug bazy danych ,,Scopus” (Elsevier): 119 (92 bez autocytowan),
¢ Indeks Hirscha: 4 (wedtug baz ,,Thomson Reuters Web of Science” oraz “Scopus”)
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9. Udzial w projektach badawczych

9.1. Projekty badawcze prowadzone w ramach dzialalnosci statutowej

Y/
0'0

Temat statutowy nr 0533-0807 pt. ,, Farmakokinetyka i immunofarmakologia lekow
weterynaryjnych”. Eksperymenty prowadzone w ramach badan przedstawionych
w cyklu publikacji stanowiacych moja rozprawe habilitacyjna byly finansowane
z tego tematu, tak jak i doswiadczenia opisane w innych pracach: Maslanka et al., 2012,
Maslanka & Jaroszewski, 2013b i Maslanka et al., 2014ab.

9.2. Projekty badawcze KBN i NCN

Y/
0'0

0/
0'0

KBN (2 PO6K 025 30) ,,Wplyw niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych na funkcje
wydzielniczq jajnika krowy” - wykonawca.

NCN (198893) ,,Odpowiedz immunologiczna komorkowa i humoralna na zakazenie
pestiwirusami bydla poprzez stosowanie zanieczyszczonych nimi szczepionek” -
wykonawca.

10. Nagrody/wyréznienia w obszarze dzialalnos$ci naukowej

0/
0'0

0/
0'0

Wyréznienie Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie za rozprawg doktorska, Olsztyn 2005.

Nagroda Il stopnia PTNW za rok 2009 [za wspotautorstwo w pracy: Maslanka T.,
Jaroszewski J.J, Mikotajczyk A., Rotkiewicz T. (2009) Effect of increasing doses of
enrofloxacin on chicken articular cartilage. Pol. J. Vet. Sci., 12, 21-33], Warszawa 2010.
Nagroda indywidualna III stopnia Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w

Olsztynie za osiagnigcia w dziedzinie naukowej, Olsztyn 2011.

11. Dzialalno$¢ dydaktyczna i osiagnigcia w tym obszarze

11.1. Zajecia dydaktyczne ze studentami kierunku ,weterynaria” na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej UWM w Olsztynie:

Od roku 2002 (z przerwa w okresie od kwietnia 2006 do maja 2008) prowadzg ¢wiczenia
z przedmiotu ,,Farmakologia weterynaryjna”.

Od dwoch lat jestem kierownikiem przedmiotu ,,Farmacja”; od roku 2009 prowadzg
¢wiczenia z tego przedmiotu (tj. od roku rozpoczecia jego realizacji na Wydziale),
a od dwoch lat rowniez wyktady.

Jestem kierownikiem i jedynym prowadzacym przedmiot fakultatywny , Farmakologia
kliniczna” od momentu jego wprowadzenia na Wydziale, tj. od roku 2012.

11.2. Inne zajecia dydaktyczne

K/
0‘0

K/
0‘0

W okresie od wrzesnia 2004 do marca 2006 bylem wyktadowca przedmiotu
»Farmakologia z elementami chemii lekow” na kierunku ,technik farmaceutyczny”
realizowanym w Policealnym Studium Farmaceutycznym przy Zespole Szkot
Chemicznych i Ogolnoksztatcacych w Olsztynie.

W okresie od wrzesnia 2009 do czerwca 2012 bylem wykladowca przedmiotu
»Farmakologia z elementami chemii lekow” na kierunku ,technik farmaceutyczny”
realizowanym w Medycznej Szkole Zawodowe;j ,,Promedica” w Olsztynie.
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11.3. Osiagniecia w zakresie wynikow badania ankietowego prowadzonego wsrod studentow IV
roku kierunku ,weterynaria” realizowanego na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
UWM w Olsztynie oraz w ramach rokrocznie organizowanego plebiscytu ,,Belfer roku”, a
wigc plebiscytu na najlepszego nauczyciela akademickiego UWM.

/7

¢ W wyzej wymienionym badaniu ankietowym zajmowalem pierwsze (badanie ankietowe
prowadzone ws$rdéd absolwentow rocznika 2006-2012) i drugie (badania ankietowe
prowadzone wérod absolwentow rocznikow: 2005-2011 i 2007-2013) miejsce w kategorii
»Najlepsi nauczyciele prowadzacy ¢wiczenia”. Wyniki tych badan sa dostgpne na stronie
Wydziatu: (http://www.uwm.edu.pl/wmww/specjalizacja/wszjk/ankiety6rok.htm

7
0.0

W roku 2010 oraz 2012 zajatem drugie miegjsce (glosowanie tajne wsrdéd studentow
kierunku ,,weterynaria”) w wydzialowym etapie plebiscytu, odpowiednio, ,,Belfer 2010” i
,,Belfer 2012”.

% W roku 2009 i 2013 zajatem pierwsze miejsce (gtosowanie tajne wsrod studentéw Kierunku
,weterynaria”) w wydzialowym etapie plebiscytu, odpowiednio, ,,Belfer 2009” i ,,Belfer
20137, w zwiazku z czym bytem przedstawicielem Wydziatu do drugiego etapu konkursu,
ktory sposrod kandydatow wydzialowych w drodze glosowania internetowego wytania
zwycigzcg. Wygratem plebiscyt ,Belfer 2009”, tym samym otrzymujacego tytut
najlepszego nauczyciela akademickiego UWM roku 2009, a w zeszlorocznej edycji
konkursu zajatem drugie miejsce. Te dwa wyrdznienia sa dla mnie szczegolnie cenne, gdyz

ich uzyskanie wynikalo wytacznie z dobrej woli studentéw. Rekompensuja mi one wiele.
11.4. W biezacym roku opublikowalem nastepujaca pozycje:

Maslanka T. Farmakologia kliniczna mafych zwierzqt — wybrane zagadnienia. ISBN: 978-83-63503-
17-8, Wydawnictwo Druk-24h.com.pl, Biatystok 2014.

Podrecznik zostat przygotowany i wydany w ramach projektu pt. ,,Wzmocnienie potencjatu
dydaktycznego UWM w Olsztynie” wspoétfinansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu
Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, realizowanego przez Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie. Publikacja zostata wydana w otwartym dostepie; jest dostepna w
wersji  elektronicznej na  stronie  Warminsko-Mazurskiego  Portalu  Weterynaryjnego:
http://pl.wet.uwm.edu.pl/wiedza-ogolna/artykul/farmakologia-kliniczna-malych-zwierzat-wybrane-
zagadnienia/. Opracowanie to jest przeznaczone dla studentéw kierunku ,,weterynaria”, ma charakter
dydaktyczny i stanowi material pomocniczy do zaje¢ z farmakologii klinicznej. Przygotowujac tg
pozycj¢ moim gtownym zamystem bylo zebranie i przedstawienie biezacych zalecen/schematow
postepowania w zakresie farmakoterapii wybranych choréb matych zwierzat. Publikacja ta obejmuje
sze$¢ zasadniczych rozdziatlow: (1) Antybiotykoterapia praktyczna;, (2) Steroidowe leki
przeciwzapalne; (3) Farmakoterapia astmy oskrzelowej kotow; (4) Farmakologia okulistyczna; (5)
Farmakoterapia wybranych choréb uktadu krazenia; (6) Leki stosowane w zaburzeniach
behawioralnych. W publikacji tej znalazto si¢ ponad 70 oryginalnych tabel o charakterze
kompilacyjnym, tj. opracowanych przeze mnie na podstawie odpowiednich danych literaturowych,
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ktore przedstawiaja wytyczne towarzystw naukowych badz ekspertoéw, a ponadto moje wlasne
sugestie m.in. w zakresie:

Y/
0'0

B

R/
0’0

@,
0’0

doboru antybiotykow i chemioterapeutykow syntetycznych do terapii zakazen/zapalen
nieswoistych (13 jednostek chorobowych; w wielu przypadkach przedstawiono kilka
niezaleznych rekomendacji/wytycznych) oraz wybranych choréb zakaznych (6 jednostek
chorobowych) pséw i kotow,

algorytméw leczenia astmy kotow,

zasad farmakoterapii (u matych zwierzat): zakazenia powiek, zapalenia spojowek,
wrzodziejacego zapalenia rogowki, bakteryjnego zapalenia wnetrza gatki ocznej,
zapalenia rogéwki u kotow na tle zakazenia herpeswirusem typu 1, suchego zapalenia
rogowki i spojowek, przewleklego powierzchownego zapalenia rogdéwki, zapalenia blony
naczyniowej, postgpowania w ostrym ataku jaskry z zamknigtym katem przesaczania oraz
wystepujacej wtornie do zapalenia btony naczyniowej,

algorytméw doboru lekow do terapii nadci$nienia u malych zwierzat, leczenia
kardiomiopatii przerostowej u kotow oraz biezacych wytycznych w zakresie zasad
i doboru lekow do terapii niewydolno$ci serca u pséw spowodowanej przewlekta choroba
zastawek oraz kardiomiopatia rozstrzeniowa,

doboru lekow do terapii zaburzen obsesyjno-kompulsyjnych, lgku separacyjnego
1 agresji dominacyjnej u matych zwierzat.

Ponadto opracowatem wiele tabelarycznych zestawien lekow w réznych aspektach; naleza tu m.in.

zestawienia;

@,
0’0

R/
0.0

DS

>

DS

>

R/
0.0

’0

X3

poszczegdlnych grup lekdéw przeciwbakteryjnych pod katem ich spektrum dziatania,
lekow przeciwbakteryjnych pod katem ich dystrybucji w obrebie rdéznych przestrzeni
organizmu,

lekéw przeciwbakteryjnych pod katem ich toksycznosci narzadowej,

kombinacji lekéw przeciwbakteryjnych stosowanych w leczeniu skojarzonym zakazen
bakteryjnych u matych zwierzat,

sercowo-naczyniowych efektow farmakologicznych lekow znajdujacych zastosowanie

w terapii niewydolnosci serca i nadcisnienia tetniczego u matych zwierzat,

% dawkowania lekow z roznych grup,

+» dostepnosci na terenie kraju lekéw z grup, o ktérych mowa w opracowaniu.

Odmiennym od reszty rozdzialem jest ten, ktory poswigcitem SLPZ. Leki te, obok

antybiotykéw 1 fluorochinolondéw, stanowia najczesciej stosowana grupe srodkéw w weterynarii.

Wobec braku aktualnego kompleksowego opracowania dotyczacego tych srodkow (w kontekscie ich

zastosowania w weterynarii) za celowe uznalem przygotowanie rozdzialu po$wieconego temu

zagadnieniu. Mysle, ze rozdzial poswigcony farmakologii okulistycznej moze by¢ szczegdlnie

przydatny (kazdy, kto zajmuje si¢ okulistyka weterynaryjna wie, jak wielka nisze Stanowi
weterynaryjna farmakologia okulistyczna); bez watpienia jest to jedyne tego typu polskie
opracowanie.

Omawiana pozycja stanowi pierwszy polski podrecznik z zakresu farmakologii klinicznej

matych zwierzat. Stanowi ona wynik moich dtugotrwatych studiéw literaturowych i przemyslen.
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Farmakolodzy réznig si¢ po wzgledem wizji/definicji/istoty farmakologii klinicznej. Ja widze ja tak,
jak to przedstawitem w omawianym opracowaniu. Zdaje sobie sprawe z jego mankamentow, ale
mysle, ze nie przesadzg jesli powiem, ze pod wzgledem uktadu i pomystu, pozycja ta jest dosy¢
oryginalna. Liczg, ze w przysztosci uda mi sie ja wydaé w poprawionej i rozszerzonej wersji.

12. Dzialalnos$¢ organizacyjna, cztonkowstwo w towarzystwach naukowych i inne

* Dziatalnos¢ organizacyjna na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie:

% Jestem czlonkiem Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej (jako przedstawiciel
nauczycieli akademickich nie bedacych samodzielnymi pracownikami naukowo-
dydaktycznymi).

< Jestem czlonkiem Wydziatlowej Komisji ds. Oceny Nauczycieli Akademickich (jako
przedstawiciel nauczycieli akademickich nie bedacych samodzielnymi pracownikami
naukowo-dydaktycznymi).

* Pelni¢ funkcje przewodniczacego Komisji skrutacyjnej Rady Wydzialu Medycyny
Weterynaryjne;j.

< Pelni¢ funkcj¢ przewodniczacego Wydziatowego Zespotu ds. Zapewniania Jakosci
Ksztatcenia.

 Pelni¢ funkcje promotora pomocniczego w otwartym przewodzie doktorskim mgr Agnieszki
Jasieckiej pod roboczym tytutem ,,Farmakokinetyka tigecykliny i jej interakcje z paszq u
indykow”.

o Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych oraz Polskiego
Towarzystwa Toksykologicznego.

e Bylem czlonkiem komitetu organizacyjnego konferencji naukowej ~Farmakologiczne i
toksykologiczne aspekty dzialania ksenobiotykéw” (Olsztyn, 24-25 czerwca 2010) oraz
konferencji szkoleniowo-naukowej Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego ,,Czlowiek,
Zywnos¢, Srodowisko - problemy wspdlczesnej toksykologii” (Olsztyn, 16-19 wrzesnia 2014).
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