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1. Imie¢ i nazwisko

Beata Lebkowska-Wieruszewska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

1999-2005 tytut zawodowy lekarza weterynarii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej Akademii

Rolniczej (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy) w Lublinie

2005-2009 stopien naukowy doktora nauk weterynaryjnych, Wydzial Medycyny

Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie

Tytut rozprawy doktorskiej: Roznice w wartosciach stezen sulfachloropirazyny
w  tkankach kurczqt i indykow oznaczonych technikgq HPLC w aspekcie

wyznaczenia okresu karencji.

Promotor: prof. dr hab. Cezary J. Kowalski

Recenzenci: prof. dr hab. Jacek Rolinski, prof. dr hab. Jerzy Jaroszewski

2014-2015 tytut zawodowy specjalisty z zakresu chorob psow i kotow, Weterynaryjne
Centrum Ksztalcenia Podyplomowego, Panstwowy Instytut Weterynaryjny-

Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych:

2005 -2009  doktorant w Zakladzie Farmakologii, Katedra Przedklinicznych Nauk
Weterynaryjnych, = Wydziat  Medycyny  Weterynaryjnej,  Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie

2009-2010 asystent w Zakladzie Farmakologii, Katedra Przedklinicznych Nauk
Weterynaryjnych, = Wydziat  Medycyny  Weterynaryjnej,  Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie

2010 - do chwili obecnej — adiunkt w Zakladzie Farmakologii, Toksykologii i Ochrony
Srodowiska, Katedra Przedklinicznych Nauk ~Weterynaryjnych, Wydziat

Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z2017r. poz. 1789 z p6zn. zm.)

4.1. Tytul osiagniecia naukowego:

,, Ocena profilu farmakokinetycznego wybranych lekow przeciwbolowych

u zwierzqt towarzyszqcych”.

sktada si¢ z jednotematycznego cyklu pieciu publikacji oryginalnych z listy A bazy JCR.

4.1.1.

Lebkowska-Wieruszewska B., Barsotti G., Lisowski A., Gazzano A., Owen H., Giorgi M. (2017)
Pharmacokinetics and estimated bioavailability of grapiprant, a novel selective prostaglandin E;
receptor antagonist, after oral administration in fasted and fed dogs. New Zealand Veterinary
Journal 65:19-23. DOI: 10.1080/00480169.2016.1241727

(MNiSW2016 = 30; IF2017 = 1,529)

Moj udziat (80%) obejmowal opracowanie koncepcji i planu badan, przeprowadzenie do§wiadczenia, analize

chromatograficzng, analiz¢ farmakokinetyczna, interpretacje wynikow oraz redakcj¢ manuskryptu.

4.1.2.

Lebkowska-Wieruszewska B., De Vito V., Owen H., Poapolathep A., Giorgi M. (2017)
Pharmacokinetics of grapiprant a selective EP, prostaglandin PGE, receptor antagonist after
2 mg/kg oral and IV administrations in cats. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics
40:11-15. DOI: 10.1111/jvp.12414

(MNiSW2016 = 25; IF2017 = 1,441)

M¢éj udziat (85%) obejmowat opracowanie koncepcji i planu doswiadczenia, przeprowadzenie
doswiadczenia, analiz¢ chromatograficzna, analiz¢ farmakokinetyczng, interpretacje wynikéw oraz redakcje

manuskryptu.
4.1.3.

Lebkowska-Wieruszewska B., Kim TW., Chea B., Owen H., Poapolathep A., Giorgi M. (2018)

Pharmacokinetic profiles of the two major active metabolites of metamizole (dipyrone) in cats
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following three different routes of administration. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics 41:334-339. DOI: 10.1111/jvp.12471
(MNiSW2016 = 25; IF2017 = 1,441)

Moj udziat (70%) obejmowat przeprowadzenie dos$wiadczenia, wykonanie analiz materiatu badawczego,

analize i interpretacj¢ wynikow oraz redakcje manuskryptu.

4.1.4.

Giorgi M., Lebkowska-Wieruszewska B., Lisowski A., Owen H., Poapolathep A., Kim T.W.,
De Vito V. (2018) Pharmacokinetic profiles of the active metamizole metabolites after four
different routes of administration in healthy dogs. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics 41:428-436. DOI: 10.1111/jvp.12484

(MNiSW2016 = 25; IF2017 = 1,441)

Moj udziat (55%0) obejmowal opracowanie koncepcji i planu badan, przeprowadzenie do§wiadczenia, analize

i interpretacj¢ wynikow oraz redakcje manuskryptu.

4.15.

Lebkowska-Wieruszewska B., De Vito V., Kowalski C.J., Owen H., Poapolathep A., Lisowski
A., Giorgi. M. (2018) Pharmacokinetic profiles of 5 mg/kg ibudilast, a phosphodiesterase
inhibitor, orally administered to dogs in fasted and non-fasted states. A preliminary study. Polish
Journal of Veterinary Science 21:281-285. DOI: 10.24425/119049

(MNiSW2016 = 20; 1F2017 = 0,839)

Moj udziat (82%) obejmowal opracowanie koncepcji i planu badan, przeprowadzenie do§wiadczenia, analize
chromatograficzng, analiz¢ farmakokinetyczna,, analize¢ i interpretacje wynikow, redakcje manuskryptu

i korespondencj¢ z czasopismem.

Laczny wspolczynnik wptywu (impact factor) prac wchodzacych w sktad jednotematycznego
cyklu publikacji (dla prac opublikowanych w roku 2018 przyjeto wskaznik z roku 2017) wynosi:
6,691 a suma punktow wg listy czasopism punktowanych MNiSW (dla prac opublikowanych
w roku 2018 i 2017 przyjeto ostatni dostepny wskaznik z roku 2016) wynosi: 125.

Kopie publikacji oraz o$wiadczenia wspotautoréw, okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich
w powstanie pracy znajduja si¢ odpowiednio w zatacznikach (4 i 5) do Wniosku o przeprowadzenie
postgpowania habilitacyjnego.
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4.2. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Nowoczesne spojrzenie na bol ocenia go w znacznie szerszych kategoriach niz tylko proste
odbieranie bodzcdéw uszkadzajacych tkanki, poniewaz uwzglednia rdwniez czynnik emocjonalny.
Cho¢ procesy neurofizjologiczne zwigzane z odczuwaniem bolu maja taki sam przebieg, zwierzeta
zwykle ukrywaja bol, gdyz bol oznacza stabo$¢ i zmniejsza szanse przetrwania. Bol wigc istnieje
ale nie jest manifestowany, a weterynaryjni pacjenci czgsto Cierpia w ,ciszy”. Czynnik
emocjonalny w przypadku zwierzat dodatkowo nasila odczuwanie bolu, gdyz czesto sama
obecno$¢ w gabinecie weterynaryjnym moze powodowac silny stres czy stan depresyjny a zarazem
przedtuzaé lub nawet uniemozliwia¢ rekonwalescencje.

W ostatnich latach powstaly miedzynarodowe organizacje zajmujace si¢ zagadnieniami
potrzeby leczenia bolu u zwierzat, takie jak: International Veterinary Academy of Pain
Management (IVAPM). Ta $wiadomo$¢ koniecznosci zastosowania analgetykow spowodowata,
ze rowniez weterynaryjny rynek lekow przeciwbolowych stale si¢ rozszerza (Toutain i Lees, 2004).
Jest to takze zwigzane z rosngcym zapotrzebowaniem w starzejacej si¢ grupie zwierzat
towarzyszacych. Wraz z rozwojem nowoczesnych technik diagnostycznych oraz mozliwos$ci
leczenia, pacjenci geriatryczni zyja coraz dhuzej. Jednoczes$nie sg bardziej podatni na choroby
zwigzane z wiekiem — nowotwory, zapalenie stawOw, zaburzenia metaboliczne, otyto$¢ itp.
Wigkszos¢, jesli nie wszystkie te choroby sg zwigzane z bolem i stanem zapalnym. Czesto bol staje
si¢ nieodlagcznym towarzyszem podesziego wieku, co jest zupelie niepotrzebne i moze on by¢
bezpiecznie eliminowany.

Uwaga klinicystow jest rowniez ukierunkowana na leczenie ostrego bolu z powodu urazu lub
zabiegu chirurgicznego. Chirurgia weterynaryjna wprowadza coraz wigcej nowych technik
operacyjnych, zwiekszajacych liczbg¢ pacjentow, ktorzy powinni zostaé objeci terapia
przeciwbolowg gtownie w okresie okotooperacyjnym.

Ze wzgledu na ostatnio zwiekszone zainteresowanie dobrostanem zwierzat, rowniez metody
1 schematy terapii bolu zostaly poddane doktadnej analizie. Pomimo, ze najnowsze leki
przeciwbolowe sg szeroko dostgpne w medycynie ludzkiej, liczba lekdéw aktualnie
zarejestrowanych do uzytku w weterynarii jest nadal bardzo mata. Jednocze$nie obserwuje si¢
powszechng tendencje wsrod praktykujacych lekarzy weterynarii do stosowania lekow
przeciwbolowych poza wskazaniami (off - label use) dla danego gatunku zwierzat. Przyczyna
takiego dziatania jest che¢¢ zapewnienia tzw. ,komfortu chorowania” gtownie u pacjentow
gatunkow towarzyszacych, ktore nieczesto, jak to ma miejsce W przypadku kotéw, manifestuja
cierpienie, ze wzgledu na spokojny charakter i subtelng ekspresj¢ bolu. Taki schemat postepowania
obarczony jest jednak dziataniami niepozadanymi, zwigzanymi z niedostosowang dawka i
interwatami podawania, badz brakiem wystgpienia efektu terapeutycznego podwazajacego
zasadno$¢ stosowania danego leku przeciwbolowego.

Weterynaryjnych pacjentéw charakteryzuje inny styl zycia, czynigc je bardziej odpowiednimi
modelami zwierzecymi niz wiele tradycyjnych zwierzat laboratoryjnych, ktére moga mie¢ catkiem
inne profile lekoopornosci niz spotykane u ludzi (Giorgi, 2012). Co wigcej, ekstrapolacja dawki
z ludzi na zwierzgta, a nawet pomiedzy réznymi gatunkami zwierzat jest niepoprawna, poniewaz
w farmakokinetyce lekow, wykazano wiele rdznic specyficznych gatunkowo. Przyktadowo
diametralne roznice napotkano w profilach farmakokinetycznych pséow i kotow po podaniu lekow
przeciwbolowych jak tramadol, tapentadol czy flupirtyna (Giorgi, 2010; Lee, 2013; De Vito, 2014
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i 2015a). Szereg opisanych dziatan niepozadanych moze by¢ zatem zwigzanych wiasnie
z nieodpowiednim dostosowaniem dawki dla danego gatunku a nawet samej drogi padania, ktora
zmienia kinetyke leku a nastgpnie modyfikuje efekt koncowy dzialania i poziom skuteczno$ci
leczenia. Co wigcej, producenci nie informuja o tym, czy leki nalezy podawaé na czczo, czy po
karmieniu, co z punktu widzenia farmakokinetyki moze bezposrednio wptywaé na skuteczno$é
leczenia bolu (Kim i wsp., 2014). Wybor leku przeciwbolowego zalezy zatem od schorzenia,
bezpieczenstwa i skutecznosci leku a takze nawykow i wiedzy klinicysty, tatwosci w podawaniu
leku przez wtasciciela i nie mniej istotnego, aspektu ekonomicznego.

U zwierzat towarzyszacych, niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ) i leki opioidowe sa
najczesciej stosowanymi $rodkami w leczeniu bolu. Obie jednak grupy obarczone sa dziataniami
niepozadanymi, chociazby inhibitory cyklooksygenazy (COX) zwlaszcza w dlugoterminowym
stosowaniu. Poszukiwanie zatem nowych szlakow terapeutycznych wykluczajacych np. inhibicje
COX badz taczacych kilka réznych mechanizméw przeciwbdlowych, moze stanowi¢ okazje dla
rozwoju atypowych srodkow przeciwbolowych, ktore badZz zahamuja powstawanie prozapalnych
i pronoceptywnych prostanoidow i Kinin czy tez zablokuja receptory odpowiedzialne za transmisjg
bolu (m.in.: opioidowe p i d, a,-adrenergiczne, GABA B, serotoninowe 5-HT3 i 5-HT2, NMDA,
AMPA, receptory NK-1 dla substancji P czy inne niepoznane) a zarazem nie bg¢da obarczone
szeregiem dziatan niepozadanych.

Badania farmakokinetyczne sg jednym z pierwszych krokéw w przedklinicznej ocenie leku.
Poprzez badanie przebiegu zmian stezenia (ilosci) leku i jego metabolitow w ptynach ustrojowych,
tkankach i wydalinach z réwnoczesnym ustaleniem zalezno$ci matematycznych opisujacych
1 thumaczacych znalezione dane analityczne, mozemy doktadnie pozna¢ losy danej substancji w
ustroju oraz wyznaczy¢ dla niej parametry farmakokinetyczne (Danysz i Kleinrok, 1996;
Grabowski, 2015; Rolinski, 2008). Ocena profilu farmakokinetycznego:

e umozliwia uzyskanie danych odno$nie zachowania leku in vitro a in vivo, np. mniej silne
dziatajagce w warunkach in vitro czasteczki leku, w warunkach in vivo z powodu ich
korzystnej kinetyki (wigksza absorpcja, lepsza dystrybucja itp.), moga by¢ bardziej
skuteczne;

e umozliwia oceni¢ wysoko$¢ stezen leku w osoczu po podaniu roznymi drogami w stosunku
do zastosowanej dawki w aspekcie ekstrapolacji danych np. z medycyny ludzkiej;

e umozliwia oszacowac pole powierzchni pod krzywa i stezenie maksymalne leku stwierdzane
w osoczu, dzigki ktorym mozna oceni¢ ekspozycje organizmu na lek;

e wykazuje roznice w farmakokinetyce migdzy rdéznymi grupami pacjentdow, roéznymi
gatunkami, r6znymi drogami podania czy tez dtugoscig leczenia i innymi czynnikami (np.
podanie przed i po karmieniu);

e umozliwia oceni¢ zmienno$¢ miedzy poszczegdlnymi osobnikami i zidentyfikowaé
przypadki z odbiegajacymi poziomami leku.

W konsekwencji znajomos$¢ kinetyki i efektéw (farmakodynamika) dzialania lekow jest
niezbedna do prawidlowego zastosowania leku w terapii (Herman, 2001) poprzez ustalenie
hipotetycznej dawki i interwatdéw podawania w oparciu o wartos¢ MEC (Minimal Inhibitory
Concentration - minimalne skuteczne stezenie), 0szacowane nie tylko dla danego gatunku

zwierzgcia, ale tez ekstrapolowane z innych gatunkow.

Strona | 6



NG C\M  Beata Lebkowska-Wieruszewska

Moje badania skupily si¢ na ocenie z punktu widzenia farmakokinetyki, trzech zwiazkdéw
o dziataniu przeciwbolowym, ktore w swoim mechanizmie dziatania wychodza poza inhibicjg¢
COX, wlaczajac dodatkowe mechanizmy dziatania przeciwbolowego.
Badaniom poddano nowy w medycynie weterynaryjnej lek przeciwbolowy, grapiprant; od lat
stosowany, ale z ograniczong iloscig dostepnych danych farmakokinetycznych odnos$nie zwierzat
towarzyszacych, metamizol oraz ibudilast, ktorego dzialanie przeciwbdlowe stanowi atrybut
dodatkowy w stosunku do przewodniego dzialania przeciwastmatycznego, rozszerzajacego
naczynia i neuroprotekcyjnego.
Podsumowujac, cele badawcze w poszczegdlnych pracach obejmowaty:
1. ocen¢ wpltywu pokarmu na farmakokinetyke grapiprantu po podaniu doustnym (PO)
u zdrowych psow (4.2.1);

2. okreslnie profilu farmakokinetycznego grapiprantu, po podaniu PO i dozylnym (IV)
u zdrowych kotow (4.2.2);

3. okreslenie profilu farmakokinetycznego dwoch gltownych aktywnych metabolitow
metamizolu, po podaniu trzema roéznymi drogami: IV, PO i domig$niowa (IM)
u zdrowych kotow (4.2.3);

4. okreslenie profilu farmakokinetycznego gtdéwnych aktywnych metabolitow metamizolu po
podaniu IV, IM, PO i doodbytniczym (RC) u zdrowych psow (4.2.4);

5. oceng wplywu pokarmu na farmakokinetyke ibudilastu po podaniu PO u zdrowych psow
(4.2.5).

4.2.1. Profil farmakokinetyczny oraz oszacowanie biodostepnosci grapiprantu, nowego
selektywnego antagonisty receptora prostaglandyny E,, po podaniu doustnym u pséw
przeglodzonych i nakarmionych.

W ciagu ostatnich lat zachecajacymi wynikami we wstgpnych badaniach weterynaryjnych
charakteryzuja sie¢ glowne dwie klasy aktywnych skladnikow przeciwbolowych, sg to:
rozpuszczalne inhibitory epoksydowe (Lee 1 wsp., 2015) i pipranty, nowa klasa farmaceutykow,
ktoére sa antagonistami receptora prostaglandynowego.

Prostaglandyna E, jest kluczowym mediatorem zapalenia i bolu. Wywiera swoje dziatanie
poprzez cztery receptory; EP;, EP,, EPs; i EP, (Woodward i wsp., 2011). Receptor EP, jest
pierwotnym mediatorem uwrazliwienia neurondéw czuciowych i stanu zapalnego wywolanego
przez prostaglandyne E,. Receptor ten nie jest jednak jedynym, zaangazowanym w rozwoj stanu
zapalnego czy bolu, ale moze posredniczy¢ w uwrazliwieniu o$rodkowym i odgrywa rolg
w powstawaniu chronicznego bolu zaréwno u ludzi jak i zwierzat (Lin i wsp., 2006).

Grapiprant zostat odkryty w 2007 roku i zidentyfikowany jako konkurencyjny antagonista
prostanoidowego receptora EP,4, o podobne;j sile dziatania u ludzi, szczuréw (Nakao i wsp. 2007),
a ostatnio u pséw (Nagahisa i Okumura 2017). Grapiprant jest wysoce selektywny wobec
ludzkiego receptora EP, w poréwnaniu z innymi receptorami prostanoidowymi (tj. EPy, EP,, EP;3,
receptorami prostaglandyny D, F i | oraz receptorem tromboksanu A). Ostatnie badania wykazaty,
ze grapiprant powoduje niewielkie dzialania niepozadane podczas przewlekltego stosowania
u psoéw, ale w dawkach do 25 razy wiekszych niz sugerowana dawka kliniczna (Rausch-Derra
i wsp. 2015). Randomizowane, wieloosrodkowe badanie kliniczne wykazato, ze grapiprant jest
skuteczny w tagodzeniu bolu u pséw z chorobg zwyrodnieniowa stawow, i zostat oceniony jako
lepiej tolerowany lek przeciwbolowy niz obecnie szeroko stosowane inhibitory COX (Rausch-
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Derra i wsp. 2016a). Jego farmakokinetyka zostata zbadana u tego gatunku po doustnym podaniu
tabletek oraz zawiesiny doustnej, odpowiednio, w dawkach 6 oraz 50 mg/kg (Rausch-Derra i wsp.
2016Db).

Powszechnie wiadomo, zZe staty pokarm obecny w zotadku zmniejsza jego proces oprdzniania,
a jednoczes$nie zwigksza motoryke przewodu pokarmowego, nasilajac pasaz poprzez jelita.
Opdznione przybycie leku do jelita cienkiego, gdzie nastepuje wchtanianie wigkszosci lekow,
moze spowodowaé opdznienie wchianiania, a w konsekwencji niepelne wchlonigcie podanej
dawki. Z drugiej strony, zwigkszona ruchliwos$¢ jelit moze zwigkszy¢ szybko$¢ przechodzenia
lekéw przez jelita i niecatkowita jego absorpcje (Welling, 1977). Nalezy podkresli¢, ze rodzaj
zywnosci moze mie¢ takze wplyw na wchianianie lipofilnych lekéw zaleznych od przeptywu zotci.
76k dziala jako $rodek powierzchniowo czynny w procesie rozpuszczania leku lipofilnego
i poprawia przyswajalnos¢ thuszczu, zwigkszajac absorpcj¢ réwniez leku. Ponadto, wydzielanie
76tci moze by¢ zwiekszone przez diete o wysokiej zawartosci thuszczu (Dongowski i wsp., 2005).

Majac na uwadze brak zalecen ze strony producenta odnosnie wpltywu karmienia na
skuteczno$¢ grapiprantu a takze preferowanym przez wiascicieli pacjentow weterynaryjnych,
podawaniem wigkszosci lekow z pokarmem, celem badania byta ocena wplywu pokarmu na
farmakokinetyke grapiprantu po podaniu doustnym w zalecanej przez producenta dawce 2 mg/kg
1 oszacowanie jego biodostgpnosci.

Do badania wlaczono osiem zdrowych samic psow rasy Labrador, w wieku 4-10 lat, i wadze
34,5-42,1 kg. Badanie przeprowadzono w dwoch fazach. W pierwszej fazie (badanie pilotowe),
dwa losowo wybrane zwierzgta otrzymaty grapiprant dozylnie w dawce 0,5 mg/kg. W drugiej fazie
zwierzeta przydzielono losowo do dwoch grup (metoda otwartej proby, z jednorazowym podaniem,
badanie dwuetapowe, randomizowane i naprzemienne - cross over, 3x3 Latin Square).
Zastosowana doustna dawka odzwierciedla dawke kliniczng zaproponowang przez Rausch-Derra
i in. (2015). Zwierzeta w pierwszej grupie (n = 3) otrzymywaly jednorazowo doustnie (kapsutka
zelatynowa) dawke 2 mg/kg grapiprantu o godzinie 09:00 po 12 godzinach, nocnego gtodzenia.
Zwierzeta w grupie drugiej (n = 3) otrzymywaly doustnie te¢ samg dawke, ale byly karmione jedna
godzing przed podaniem leku, o 08:00, komercyjng karmg dla pséw. Pomiedzy kolejnymi etapami
badania zastosowano tygodniowy okres karencji, po czym zwierzeta zamieniono i powtdrzono
doswiadczenie. Probki krwi  pobierano w  standardowych interwatach czasowych
wykorzystywanych do badan farmakokinetycznych (5, 15, 30 i 45 min oraz 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10, 24
i 36 h po podaniu grapiprantu). Probki osocza do analizy technika wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) detekcja fluorescencyjna przygotowano zgodnie ze zwalidowana metoda do
oznaczania grapiprantu w osoczu psow przez De Vito 1 wsp. (2015). Krzywe st¢zenia grapiprantu
w czasie u psoOw opisano modelem niekompartmentowym z wykorzystaniem oprogramowania
WinNonlin (wersja 5.3.1, Pharsight Corp., St. Louis, MO, USA). Do poréwnania warto$ci miedzy
grupami zwierzat przegtodzonych i nakarmionych wykorzystano test t-Studenta. Za statystycznie
istotne uznano roznice, dla ktorych wartosci p<0,05.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu zadne ze zwierzat nie wykazywato zaburzen zachowania
ani zdrowia zar6wno podczas, jak i w ciggu 7 dni od zakonczenia badania.

Po podaniu IV, stezenie grapiprantu bylo wykrywalne w osoczu do 24 h. Krzywe stezen
W osoczu wzgledem czasu u obu psow byty prawie identyczne i porownywalne ze stwierdzanymi
u trzech psow rasy Beagle we wczesniejszym do$wiadczeniu (Nagahisa i Okumura 2017).
Obliczone wspotczynniki ekstrakcji u obu psow wyniosty odpowiednio 7,7 i 8,6%, co sugeruje, ze
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watroba i nerki psow (gtowne narzady oczyszczajace) wykazuja ograniczong zdolnos¢ usuwania
grapiprantu, cho¢ dane te nie s3 wystarczajace (uzyskane na podstawie 2 osobnikdw) i wymagane
sg dalsze badania farmakokinetyczno-farmakodynamiczne, aby wyjasni¢ t¢ kwestie.

Po podaniu doustnym grapiprantu psom na czczo stwierdzono duza zmienno$¢ w stgzeniach
osoczowych (p<0,05). Generalnie, absorpcja leku byta szybka, a $rednia okresu pottrwania w fazie
eliminacji ty, byta podobna do tego stwierdzanego po podaniu IV. Oszacowana biodostgpnosc¢
F (obliczona z podania I'V) u zwierzat na czczo wynosita 111,9%.

Po doustnym podaniu grapiprantu zwierzgtom nakarmionym stwierdzono opdznione
wchtanianie, cho¢ wystepowaly statystycznie istotne réznice miedzy poszczegdlnymi osobnikami
(p<0,05). Srednie stezenie maksymalne Cpa bylo nizsze, a $redni czas, w ktorym wystapito
stezenie maksymalne T bylo opdznione w porownaniu do pséw na czczo (p<0,05). Okres
pottrwania w fazie eliminacji byt podobny do obserwowanego u pséw przegtodzonych i w grupie
IV. Oszacowana biodostepnos¢ bezwzgledna (obliczona z podania IV) u zwierzat nakarmionych
wynosita 66,19%. Wzgledna biodostepnos¢ u zwierzat nakarmionych wynosita 59,1 (51,5-63,3)%.

Podsumowujac, po podaniu PO na czczo i po nakarmieniu, Ty, Oraz wartosci OKresu
pottrwania w fazie eliminacji byly zgodne z tymi, ktore odnotowano wczesniej (Rausch-Derra
i wsp. 2016b), natomiast parametry takie jak AUC (pole powierzchni pod krzywg stezenia
w funkcji czasu) i Cpax (znormalizowane dla dawki) byly nizsze. Roznice te moga wynikaé
z zastosowania roznych formulacji (tabletki i zawiesiny w poréwnaniu do kapsulek) a takze innych
interwatow pobierania prob w poroéwnywanych doswiadczeniach. Ponadto we wcze$niejszym
badaniu, liczba tabletek lub objetos¢ zawiesiny podawanej wszystkim psom byta taka sama
niezaleznie od masy ciata, co moze réwniez tlumaczy¢ roznice w wartosciach AUC i Cpax.
Co wigcej, w publikacji Rausch-Derra i wsp. 2016b, ktére pojawito sie po zakonczeniu obecnego
badania, doniesiono, ze AUC, a w konsekwencji wzgledna biodostepno$é, dla grapiprantu po
podaniu doustnym byta wigksza niz proporcjonalna do dawki. Podobnie kolejne, inne badanie na
psach przedstawito zwiekszenie bezwzglednej biodostepnosci po podaniu doustnym grapiprantu
w dawkach 1, 3 i 10 mg/kg (odpowiednio, 62, 90 i 110%). Wartosci te obliczono przy uzyciu
wartosci AUC dla psow, ktore otrzymaly 1 mg/kg grapiprantu dozylnie (Nagahisa i Okumura
2017). Przyczyna braku liniowo$ci w warto$ciach klirensu (CI) i objetoéci dystrybucji moga byé
prawdopodobnie takze rozne zastosowane dawki. Jesli ta hipotezg zastosujemy do obecnego
badania, w ktérym zastosowano rézne dawki IV i doustng (odpowiednio 0,5 i 2 mg/kg), nalezaloby
warto$¢ biodostepnosci ponownie przeszacowac.

Sugerowana dawka grapiprantu do podawania wielokrotnego u psow na podstawie badan
Rausch-Derra i wsp. 2015, wynosi 2 mg/kg, co 24 h u pséw. Z uwagi na okres poéttrwania
grapiprantu, ktory wynosi okoto 6 h, a po podaniu, co 24 h, wspétczynnik akumulacji (AUC y stanie
stacjonarnym! AUC  po pierwszej dawce) Wynosi 1,07 nalezy si¢ spodziewac, ze obliczone st¢zenia w stanie
stacjonarnym beda o 7% wyzZsze niz stezenia wystepujace w osoczu po podaniu pierwszej dawki
(Toutain i Bousquet-Mélou 2004 a i b). Dlatego w takim schemacie dawkowania zjawisko
kumulacji jest mato prawdopodobne. Ponadto, gdy zastosuje si¢ ten sam odstep migdzy dawkami
(24h), stosunek stezenia maksymalnego do minimalnego w stanie stacjonarnym wyniesie 16
(Toutain i Bousquet-Mélou 2004 a i b).

Stezenie grapiprantu w osoczu osiggajace dzialanie przeciwbdlowe u psow zostato
teoretycznie oszacowane na 164 ng/ml na podstawie hamowania ostrego bolu u szczurdéw a takze
badan u ludzi z chorobg zwyrodnieniowg stawow (114 ng/ml) (Nagahisa i Okumura 2017). Jesli
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przyjmie sig¢, ze wartos¢ 164 ng/ml jest minimalnym skutecznym stg¢zeniem (MEC) u pséw, to
grapiprant podawany w dawce 2 mg/kg, zardwno u zwierzat przegltodzonych jak i nakarmionych
bedzie przekraczat MEC do 6 h od podania leku. Nalezy podkresli¢, ze moga wystepowac pewne
rozbieznosci miedzy stezeniem w osoczu a faktycznym efektem przeciwbolowym na poziomie
receptora (Toutain i Lees, 2004). W szczegdlnosci, w przypadkach klinicznych spotyka si¢ wigksza
histerez¢ farmakokinetyczno-farmakodynamiczna, niz u zdrowych pacjentow. Wtedy parametry,
takie jak czas poczatkowy osiggniecia i czas wystgpowania stezen powyzej MEC nalezy
zweryfikowaé za pomocg klinicznych badan farmakokinetycznych i farmakodynamicznych.

Obnizona wzgledna biodostepnos¢ po podaniu doustnym (59,1%) u pséw nakarmionych,
w porownaniu ze zwierzgtami przegltodzonymi (111,9%) moze by¢ problemem w przypadku
lekow, ktore musza by¢ podawane raz dziennie przez dluzszy okres, tak jak ma to miejsce
w przypadku grapiprantu. Trudno jest bowiem, uzyska¢ warunki postu w celu optymalizacji
absorpcji grapiprantu, jesli psy sa karmione czgéciej niz raz dziennie. Jednak spadek stezenia
grapiprantu w osoczu wywotany nakarmieniem, stwierdzony w niniejszym badaniu, dotyczy
glownie Cpax, | Ma znikomy wpltyw na dlugo$¢ czasu utrzymywania sie stezenia leku powyzej
MEC.

Podsumowujac, jest to pierwsze badanie dotyczace farmakokinetyki nowego antagonisty
receptora prostaglandynowego EP, zastosowanego w dawce klinicznej u psow. Wyniki wykazaty
znaczng roznice w biodostgpnosci migdzy zwierzetami przegtodzonymi i nakarmionymi.
Co wskazuje, ze wypelnienie przewodu pokarmowego moze mie¢ istotny wplyw na
farmakokinetyke, ale niewielki wplyw na czas wystgpowania stezen grapiprantu w o0soczu
przekraczajacych teoretyczng MEC dla tego gatunku. Konieczne sg dalsze badania w celu rzetelnej
oceny biodostepnosci W przypadku dawki klinicznej a takze oceny liniowos$ci klirensu i objetos¢
dystrybucji.

Wyniki przeprowadzonego badania opublikowano w pierwszej pracy oryginalnej, wchodzacej
w sktad osiggniecia naukowego:

Lebkowska-Wieruszewska B., Barsotti G., Lisowski A., Gazzano A., Owen H., Giorgi M. (2017)
Pharmacokinetics and estimated bioavailability of grapiprant, a novel selective prostaglandin E;
receptor antagonist, after oral administration in fasted and fed dogs. New Zealand Veterinary
Journal 65:19-23.

4.2.2. Farmakokinetyka grapiprantu, selektywnego antagonisty receptora EP,,
prostaglandyny PGE2, po doustnym i dozylnym podaniu w dawce 2 mg/kg u kotow.

Ze wzgledu na spokojny charakter i subtelng ekspresje bolu, koty sa stosunkowo rzadko
leczone przeciwbolowo w poréwnaniu do innych gatunkéw zwierzat (Carroll i Simonson, 2005).
Na rynku istnieje ograniczona liczba zatwierdzonych lekow przeciwbolowych dla kotow, a uzycie
lekdéw niezarejestrowanych dla tego gatunku, moze by¢ niebezpieczne ze wzgledu na duze rdznice
gatunkowe w farmakokinetyce i farmakodynamice wigkszo$ci lekow (Lascelles 1 wsp., 1999, 2007;
Toutain, 2010). Chociaz dostgpnos¢ lekéw jest znikoma, potrzeba usmierzenia bdlu u kotow
wzrasta, szczegdlnie w okresie pooperacyjnym, gdyz czg¢sto wykonywane zabiegi stomatologiczne,
onychektomia (usuwanie pazurow) i zabiegi ortopedyczne sg wysoce bolesne, zwlaszcza w czasie
rekonwalescencji (Hellyer i wsp., 2007; Lorena i wsp., 2014). Z tych powodow, badanie nowych
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substancji aktywnych odpowiednich do skutecznej przeciwbolowej terapii kotéw staje sie
priorytetem.

Grapiprant jest identyfikowany, jako konkurencyjny antagonista receptoréw prostanoidowych
EP, o podobnej sile dziatania u ludzi, szczurow (Nakao i wsp., 2007) oraz u pso6w (Nagahisa
1 Okumura, 2017). Randomizowane badanie kliniczne wykazalo, ze grapiprant jest skuteczny
w tagodzeniu bolu u psow z choroba zwyrodnieniowa stawow (Giorgi, 2015a, Rausch-Derra,
2016a) a ostatnie badania wykazaly jego skuteczno$¢ przeciwbdlows (poréwnywalng do
meloksykamu)

w karagenowym modelu zapalenia u krolikow (De Vito i wsp., 2017). Z uwagi na skape dane
literaturowe oraz wczesniejsze wyniki wilasne badan profilu farmakokinetycznego u psow,
postanowitam kontynuowac te badania na kotach.

Weczesniejsze badanie na kotach (Rausch-Derra i Rhodes, 2016) przedstawito znikome
informacje odno$nie toksykokinetyki, parametréw farmakokinetycznych oraz krzywych profilu
stezenia w funkcji czasu, dlatego tez, badanie zaprojektowano tak, by oceni¢ catkowita
farmakokinetyke grapiprantu, w dawce 2 mg/kg po podaniu doustnym i dozylnym u kotow.

Badanie przeprowadzono na 6 kastrowanych, klinicznie zdrowych, dorostych kotach rasy
europejskiej, o masie ciata w przedziale 3,0-3,8 kg. Zwierzgta zostaty przydzielone losowo do
dwoch grup do$wiadczalnych (badanie prowadzone metodg otwartej proby, z jednorazowym
podaniem, dwuetapowe, randomizowane, naprzemienne — cross over, 3x3 Latin Square). Kazde
zwierz¢ w grupie I (n=3) otrzymalo pojedyncza dawke 2 mg/kg grapiprantu (1 kapsutka
zelatynowa/zwierzg), o godzinie 9:00 rano po 10 godzinnym nocnym przegtodzeniu. Doustna
dawka odzwierciedlata dawke kliniczng dla psow (Rausch-Derra, 2015). Kazde zwierze grupy II
(n=3) otrzymywato te samg dawke jak grupa I ale przez inickcje dozylng (IV). Pomiedzy kolejnymi
etapami badania zastosowano tygodniowy okres karencji, a nastepnie grupy zamieniono i
powtérzono badanie. Probki krwi pobierano w standardowych interwatach czasowych
wykorzystywanych do badan farmakokinetycznych (5, 15, 30 i 45 min oraz 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 10; 24
i 36 h po podaniu grapiprantu). Probki osocza do analizy HPLC z detekcjg fluorescencyjng
przygotowano zgodnie z metoda do oznaczania grapiprantu w osoczu pséw przedstawiong przez
De Vito i wsp. (2015b) a nastepnie zwalidowang pod katem analizy osocza kotow. Krzywe stezenia
grapiprantu w czasie u pséw opisano modelem niekompartmentowym 2z wykorzystaniem
oprogramowania WinNonlin (wersja 5.3.1, Pharsight Corp., St. Louis, MO, USA).

W przeprowadzonym doswiadczeniu zadne ze zwierzat nie wykazalo zaburzen zachowania
ani zdrowia zaréwno podczas jak i w ciggu 3 dni od zakonczenia badania.

Po podaniu IV stezenia grapiprantu byly wykrywalne w osoczu do 24 h, u pigciu z szesSciu
zwierzat. Srednia AUC., czyli do ostatniego zmierzonego punktu czasowego, wynosita 12,295
heng/ml a klirens 173,2 ml/h/kg. Objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym Vg obliczono na
918,5 ml/kg, podczas gdy T, = 5,48 h. Obliczony wspotczynnik ekstrakcji miescit sie w zakresie
3,7%-1,5%, co sugeruje, ze udzial watroby i nerek (gléwne organy oczyszczajace) w wydalaniu
grapiprantu u tego gatunku jest bardzo ograniczony.

Stwierdzono duza zmienno$¢ w wartosciach stezen grapiprantu w osoczu po podaniu
doustnym. Lek ten byt wykrywalny, ale w znikomych ilo$ciach, cho¢ w tym samym przedziale
czasowym (0,083-24 h), co po podaniu dozylnym. Wchianianie leku zachodzito szybko ($rednia
warto$é Tra= 1,33; W zakresie 1-2 h). Srednia wartosci T, (4,40 h) byla podobna do uzyskanej
po podaniu 1V a razem z Ty byly tez zgodne z wczesniej opisywanymi u kotow (Rausch-Derra
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i Rhodes, 2016). Biodostgpno$¢ po podaniu doustnym wynosita 39,6%. Cna.x W zakresie 490-750
ng/ml ($rednia, 625 ng/ml), jesli uwzglednimy znormalizowanie do dawki, byta rowniez zgodna
z maksymalnym stezeniem stwierdzanym w wczesniejszym badaniu Rausch-Derra i Rhodes
(2016), natomiast wartos¢ AUC byla prawie trzykrotnie wyzsza. Ta roznica jest trudna do
wytlumaczenia, poniewaz w badaniu Rausch-Derra i Rhodes's (2016) analizowanych byto tylko
kilka parametréw toksykokinetycznych oraz brak jest danych odnosnie profilu krzywej stezen
grapiprantu do czasu. Takg rozbiezno$¢ mogly wygenerowa¢ m.in. réznice w badanych
populacjach kotow, rézne czasy pobierania prob a takze roznice we wrazliwosci samej metody
analitycznej. Kolejnym czynnikiem, ktéry mogl zmodyfikowa¢ wchianianie grapiprantu, byt stan
wypelnienia przewodu pokarmowego. W przeprowadzonym doswiadczeniu zwierzgta byty
poddane glodzeniu przez noc a pokarm podano 4 h po podaniu badanego leku, podczas gdy
w doswiadczeniu Rausch-Derra i Rhodes (2016), pokarm przywrocono juz po 30-45 min od
podania leku. Warto podkresli¢, ze wczesniejsze badanie u pséw wykazato wyrazng rdznice
miedzy biodostgpnoscia grapiprantu u psow przegtodzonych i nakarmionych (Lebkowska-
Wieruszewska i wsp., 2017).

W leczeniu psow, grapiprant zalecany jest w dawce 2 mg/kg, do podawania wielokrotnego co
24 h (Rausch-Derra i wsp., 2015). Natomiast lek ten nie jest zarejestrowany dla kotow. Biorgc pod
uwagge, okres pottrwania grapiprantu u kotow, ktory wynosi okoto 4-5 h, a podanie w odstepie 24 h
daje wspotczynnik kumulacji blisko 1, to teoretycznie obliczone st¢zenia w stanie stacjonarnym,
beda podobne do uzyskanych stezen w osoczu stwierdzanych juz po pierwszej dawce grapiprantu
(Toutain i Bousquet-Mélou, 2004b). W zwigzku z tym mato prawdopodobne jest, aby doszto do
problemu akumulacji przy takim sposobie dawkowania. Ponadto, stosujac ten sam interwal
podawania (24 h), stosunek stezenia maksymalnego do minimalnego w stanie stacjonarnym
obliczono na 64 (Toutain i Bousquet-Mélou, 2004b), co wskazuje na duza zmiennos$¢ przy takim
dawkowaniu.

Osoczowy poziom stgzenia grapiprantu wymagany do opanowania bdélu u psow zostat
teoretycznie oszacowany w zakresie 114-164 ng/ml (Nagahisa i Okumura, 2017). Stad, jesli
wyzsze stezenie (164 ng/ml) przyjmie sie, jako minimalne skuteczne stezenie przeciwbdlowe
grapiprantu dla kotéw, to na podstawie niniejszego profilu farmakokinetycznego, podanie
grapiprantu PO w dawce 2 mg/kg, bedzie osigga st¢zenia przekraczajace MEC do 10 h. Ta
hipoteza pozwala na teoretyczne obliczenie dawki skutecznej (IV i PO) u kotéw. Odnoszac si¢ do
wzoru obliczeniowego (Toutain i Bousquet-Mélou, 2004a):

Czestotliwos¢ dawkowania = Cl  stgzenie terapeutyczne/ biodostepnosé,

obliczona dawka IV powinna wynosi¢ 0,68 mg/kg/dzien. Natomiast, zgodnie z powyzsza
reguta, ze wzgledu na niskg biodost¢gpnos$¢ po podaniu doustnym (39%), dawka grapiprantu tg
droga powinna wynosi¢ 1,74 mg/kg/dzien, co jest jednocze$nie bardzo zblizone do klinicznej
dawki zalecanej dla psow. Dodatkowo dzigki dobremu profilowi bezpieczenstwa grapiprantu
(Rausch-Derra i Rhodes, 2016), wysoki wspotczynnik stosunku stezenia maksymalnego do
minimalnego w 0soczu nie powinien stanowi¢ problemu i pojedyncza dawka dzienna moze by¢
bezpiecznie stosowana, zamiast rozdzialu na dwa podania, co 12 h (Toutain i Bousquet-M¢lou,
2004b). Nalezy jednak pamigta¢, ze moze wystgpowaé pewna rozbiezno$¢ migdzy osigganym
stezeniem w osoczu i rzeczywistym efektem przeciwbdlowym na poziomie receptora (Toutain
i Lees, 2004) a niniejsze badania sg wylgcznie statystyczng hipoteza skuteczno$ci w oparciu
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o profil farmakokinetyczny. Przyktadowo, ostatnio opublikowane badanie wykazato wydtuzone
dziatanie przeciwbolowe grapiprantu u krolikow, sugerujace wytwarzanie aktywnego metabolitu
lub powolng dysocjacje leku z receptorem (De Vito i wsp., 2017).

Podsumowujac, usredniony profil farmakokinetyczny grapiprantu byt podobny do wcze$niej
opisanego u psow (Lebkowska-Wieruszewska i wsp., 2017). Stwierdzono niskg biodostepnosé
grapiprantu po podaniu doustnym u kotéw, pomimo Ze osoczowe stezenia leku przekraczaty
ekstrapolowany z psow MEC przez 10 h. Sugerowana zmniejszona zdolno$¢ watroby i nerek
kotow do usuwania grapiprantu, jest zgodna z wczeSniejszym przeze mnie przeprowadzonym
badaniem na psach, gdzie wspotczynnik ekstrakcji wynosit 7-8% (Lebkowska-Wieruszewska
i wsp., 2017).

Wyniki przeprowadzonego badania opublikowano w drugiej pracy oryginalnej, wchodzacej
w sktad osiggniecia naukowego:

Lebkowska-Wieruszewska B., De Vito V., Owen H., Poapolathep A., Giorgi M. (2017)
Pharmacokinetics of grapiprant a selective EP, prostaglandin PGE, receptor antagonist after
2 mg/kg oral and IV administrations in cats. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics
40:11-15.

4.2.3. Profile farmakokinetyczne dwéch gléwnych aktywnych metabolitow metamizolu, po
podaniu trzema réznymi drogami u kotéw.

Zachecona wynikami profilu farmakokinetycznego grapiprantu u kotdéw, postanowitam zbadac
kolejny zwigzek o silnym dziataniu przeciwbolowym, ktory jest zatwierdzony do stosowania
u psow i innych gatunkow zwierzat a brak jest danych farmakokinetycznych odnosnie kotow.

Metamizol (MET), znany réwniez jako dipyrone, jest nieopioidowym lekiem
przeciwbolowym. Chociaz, doktadny mechanizm dziatania nadal nie jest w petni wyjasniony; jego
efekt moze wynika¢ z tlumienia syntezy prostaglandyn poprzez hamowanie izoenzymu
cyklooksygenazy 3 (tzw. osrodkowa posta¢ COX), jak rowniez od aktywacji uktadow opioidowych
czy kanabinoidowych (Jasiecka 1 wsp., 2014). MET jest prolekiem, ktory po podaniu ulega
hydrolizie. Stezenie leku macierzystego gwaltownie spada ponizej poziomu wykrywalno$ci we
krwi w ciagu kilku minut po podaniu dozylnym (Levy i wsp., 1995; Vlahov i wsp., 1990). U ludzi
MET jest szybko metabolizowany do czterech glownych metabolitow. Wsréd nich jest:
4-metyloaminoantipiryna (MAA) i 4-aminoanipiryna (AA), ktore zostaty uznane za posiadajace
dziatanie przeciwgoraczkowe, przeciwzapalne i wlasciwoséci przeciwbolowe. Biologicznie
nieistotne sg natomiast pozostate dwa metabolity MET, tj.: 4-formyloaminoanopiryna (FAA)
i 4-acetyloaminoantipiryna (AAA) (EMEA, 2003). Jednocze$nie, MET jest nieodpowiednim
markerem pozostatosci, gdyz jest szybko metabolizowany nieenzymatycznie do MAA u ludzi
i u wigkszo$ci gatunkéw zwierzat, zarowno in vivo, jak i in vitro a zarazem niewykrywalny po
podaniu doustnym (Levy i in., 1995 r., EMEA, 2003).

MET ma stosunkowo wysoki profil bezpieczenstwa zwazywszy na neurologiczne dzialania
niepozadane, w poréwnaniu do innych NLPZ stosowanych u ludzi. Co wigcej, MET jest stosowany
jako jedna z silniejszych opcji tagodzenia bolu u pacjentdw z nowotworami (Gaertner i wsp., 2017;
Hedenmalm i Spigset, 2002; Koétter 1 wsp., 2015). W weterynarii MET jest stosowany gtownie
drogami iniekcyjnymi: IV lub IM jako $rodek przeciwzapalny u koni, bydta, swin a takze stuzy do
tagodzenia bolu pooperacyjnego u pséw (Imagawa i wsp., 2011). Nie zglaszano zadnych istotnych
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dzialan niepozadanych mimo szerokiego zastosowania tego leku u roznych gatunkéw zwierzat
przez wiele lat (EMEA, 2003). W zwiazku z brakiem danych na temat farmakokinetyki MET
u kotow i duze zapotrzebowanie rynku na bezpieczne i tatwe w podawaniu leki przeciwbolowe dla
tego gatunku, za cel badania przyjeto okreslenie profilu farmakokinetycznego dwoch gtéwnych
aktywnych metabolitow, MAA i AA, po podaniu MET trzema réznymi drogami: IV, IM i PO.

Sze$¢ klinicznie zdrowych, dorostych kotow, mieszancow (zakres wagi 3,2-5,2 kg) losowo
przydzielono do trzech grup do$wiadczalnych w uktadzie badania naprzemiennego (Cross-over).
Zwierzgta zostaly przeglodzone 12 h, przed podaniem leku. MET w dawce 25 mg/kg podano
trzema drogami: IV, IM i PO. Dawka zastosowana jest zalecang dawka kliniczng dla pséw.
Pomiedzy poszczegdlnymi etapami zastosowano 2-tygodniowy okres karencji, po ktorym
kazdorazowo grupy zamieniono i powtorzono badanie. W konsekwencji kazda grupa zwierzat
otrzymata MET trzema r6éznymi drogami. Probki krwi pobierano w standardowych dla badan
farmakokinetycznych interwatach czasowych (5; 15; 30; 45 min oraz 1; 1,5; 2; 4, 6; 8; 10; 24; 34
i 48 h po podaniu MET).

Analiza HPLC z detekcjg UV zostala przeprowadzona zgodnie wcze$niej opisang metodyka,
ktora poddano niewielkim modyfikacjom (Dominguez-Ramirez i wsp., 2012; Giorgi i wsp., 2015)
i walidacji pod katem analizy osocza kotow.

Parametry farmakokinetyczne dla dwoch glownych aktywnych metabolitow MET zostaty
okreslone z wykorzystaniem modelu niekompartmentowego (WinNonlin wersja 5.3.1, Pharsight
Corp., St. Louis, MO, USA). Parametry farmakokinetyczne zostaty poddane badaniu pod katem
normalnosci testem Shapiro-Wilka. Aby oceni¢ réznice statystyczne miedzy poszczegdlnymi
drogami podania, przeprowadzono test Wilcoxona dla par obserwacji. Za statystyczne istotne
zostaty uznane réznice, gdy wartosci p<0,05.

Dziatania niepozadane stwierdzono we wszystkich grupach (drogach podania). Slinienie
i wymioty odnotowano po podaniu IV oraz IM u odpowiednio 4 i 2 zwierzat, podczas gdy tylko
jeden kot wykazywat §linienie po podaniu MET drogg PO. Wszystkie te objawy ustgpowaly
samoistnie w ciggu kolejnych 4 h, od podania leku.

W niniejszym badaniu zarowno stezenie MAA jak i AA w osoczu stwierdzono w przypadku
wszystkich drog podania do 24 h, po podaniu leku.

Srednie stezenie MAA w osoczu byto znaczaco wyzsze po podaniu IV w pierwszych punktach
czasowych pobierania probek krwi (do 1 h po podaniu leku) w poréwnaniu do drogi PO oraz IM,
ktore stopniowo zmniejszaty sie do podobnego poziomu stwierdzanego po podaniu PO oraz IM
w 24 h. Chociaz Cpe po podaniu PO oraz IM nie réznity sie istotnie, Tyax byt op6zniony
w przypadku drogi PO w poréwnaniu z pozostalymi drogami podania. Podanie IV tj., bezposrednie
wprowadzenie zwigzku macierzystego - MET do krazenia ogdlnego moglo bowiem spowodowac
szybkie utworzenie metabolitu MAA w poréwnaniu z pozostalymi drogami podania, w ktorych
wymagana jest faza absorpcji. Podobnie zaobserwowano, ze warto$ci Cpax 1 Tmax Metabolitu MAA
sa rozne po podaniu IV oraz IM u owiec, koni i ostéw (Aupanun i wsp., 2016; Giorgi i wsp., 2017).

W przeciwienstwie do niniejszego badania wartosci AUC byly porownywalne po podaniu IV
i IM u koni i1 owiec, co wskazuje na podobng ekspozycje na lek w organizmie w przypadku obu
drog iniekcyjnych, gdzie zaobserwowano wysoki  wspotczynnik  (stosunek  podania
pozanaczyniowego do dozylnego) AUCg, (odpowiednio 1,06 i 1,12 dla koni i owiec) (Giorgi
i wsp., 2017). Co wiecej, w przypadku ostow, AUC bylo nawet wyzsze po podaniu IM
w poréwnaniu z podaniem IV (Aupanun i wsp., 2016). Obecne badanie wykazato, ze koty maja
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stosunkowo niskg warto§¢ AUCgy/iy W poréwnaniu z wczesniej wspomnianymi gatunkami
zwierzat, co wskazuje na wzglednie mniejsze wchtanianie leku do krazenia ogdlnego po podaniu
IM (zaktadajac, ze MET zostat catkowicie przeksztalcony do MAA zaréwno po podaniu IM jak
i IV). Roznice t¢ mozna ttumaczy¢ miejscem podania tj. w niniejszym badaniu MET podano IM
poprzez iniekcje w migsien posladka w przeciwienstwie do badania u koni, owiec i ostow, gdzie
lek zostal wstrzyknigty do migsni szyi (Aupanun i in., 2016; Giorgi i wsp., 2017). Stopien bowiem
wchlaniania ogo6lnoustrojowego lekéw podawanych domigsniowo jest zwykle wyzszy, gdy
miejscem iniekcji jest boczna czgs¢ szyi w porownaniu do podania w migsien posladkowy, gdyz
ten region ma wigkszg powierzchni¢ chtonng zwigzang z wyzszym przeptywem krwi do tkanek
(Baggot, 1998). Co wigcej, chociaz brak jest danych na temat r6znic we wchianianiu zaleznym od
miejsca podania zwigzanym z hydroliza MET, to w poprzednim badaniu brano pod uwage wptyw
czynnikéw fizykochemicznych, takich jak pH, temperatura i stezenie leku a szybkos$¢ hydrolizy
MET (Ergiin i wsp., 2004).

Wiadomo, ze po podaniu doustnym, MET jest hydrolizowany w przewodzie pokarmowym
i szybko wchtania si¢ z Tryax rownym 1-2 h (Levy i wsp., 1995). W niniejszym badaniu Ty
wynidst okoto 6 h dla MAA po podaniu PO i warto$¢ ta byta najwolniejsza w poréwnaniu do
innych drog podania (0,083 i 1,16 h odpowiednio dla podania IV i IM). Ponadto, stwierdzono
prawie catkowite wchtanianie leku po podaniu PO, co réowniez potwierdzil wysoki stosunek
AUCegyvy, ktory byt wyzszy niz dla podania IM (0,63) i porownywalny ze stwierdzanym u ludzi
(0,81) (Nikolova i wsp., 2012).

Stata szybkosci eliminacji (Az) MAA byta podobna w przypadku wszystkich drog podania,
podczas gdy okres péttrwania w fazie eliminacji wynosit okoto 6-7 h, czyli znaczaco dtuzej niz
stwierdzany u owiec, koni i ostow (ok 1-3 h) (Aupanun i wsp., 2016 r., Giorgi i wsp., 2017). Moze
to sugerowa¢ wzglednie powolng eliminacje samego MAA lub konwersjc MAA do AA u kotow.
U ludzi ponad 90% podawanego MET jest wydalane w postaci metabolitow droga nerkowa, a tylko
10% jest wydalane w postaci MAA (Nikolova et al., 2012). Jesli eliminacja u kotow jest taka sama
jak u ludzi, badz przynajmniej czeSciowo podobna, to za stwierdzang stosunkowo powolng
eliminacje moze by¢ odpowiedzialne powolne przeksztalcanie MAA w AA, CO wiaze si¢ rOwniez
z wyzszym S$rednim stezeniem AA, jesli porownamy te wartosci opisane u koni i ostow (Aupanun
i wsp., 2016; Giorgi et al., 2017).

W poréwnaniu do MAA, metabolit AA wykazal nizsze $rednie stgzenia w 0SOCZU we
wszystkich badanych grupach. W zwigzku z tym warto$ci parametrow farmakokinetycznych,
takich jak Cpax, Tmax 1 AUC, byly rowniez mniejsze. Powstawanie metabolitu AA byto znacznie
szybsze po podaniu IV niz po podaniu PO i IM. Metabolit AA wykazat dluzszy ti4, niz MAA
w przypadku wszystkich drog podania. Podanie IM wykazato najkrotszy potokres eliminacji wsrod
wszystkich drog podania. Ponadto, zaobserwowano znacznie dtuzszy okres péitrwania w fazie
eliminacji w przypadku wszystkich dréog podania w poréwnaniu do wczesniej opisywanych u ludzi
(4-5,5 h), koni (4,2-6,4 h) i ostéw (2,6-3,8 h) natomiast z wyzszymi warto§ciami Cpax i AUC
(Aupanun i wsp., 2016; Giorgi wsp., 2017; Vlahov i wsp., 1990). Wiadomo, Zze metabolit AA
przeksztatca si¢ do AAA z udzialem polimorficznego enzymu N-acetylotransferazy (NAT2)
(Geisslinger i wsp., 1996). NAT jest waznym enzymem, uczestniczacym w szeregu reakcji
metabolicznych aryloaminy. W badaniu Trepanier i wsp. (1998) zaobserwowano, ze koty maja
mniejszg ilo§¢ systemoéw enzymatycznych NAT2 w poréwnaniu do innych gatunkéw zwierzat, co
moze mie¢ wplyw na nizszg acetylacje niektorych lekow przez watrobg kota. Niedobdr szlaku
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NAT?2 u kotéw moze, wigc op6znia¢ konwersje AA do AAA i powodowal wzrost stezenia AA
W 0SOCzU.

Za wiekszos¢ efektow analgetycznych MET u ludzi odpowiedzialne sg metabolity MAA i AA,
cho¢ w rozny sposob. Zaobserwowano, ze MAA charakteryzuje krotszy czas wystapienia
zauwazalnego dzialania, podczas gdy AA ma dluzszy okres pottrwania w fazie eliminacji
(Nikolova i wsp., 2012). Srednia dawka skuteczna EDs, dziatania przeciwbélowego dla MAA i AA
wynosi odpowiednio 99 i 104 mg/kg, cho¢ AA wykazywalo jeszcze nizsze wartosci EDsp niz MAA
w tescie aktywnosci przeciwzapalnej (EMEA, 2003). Ponadto, MAA hamuje cyklooksygenazg
0 50 razy silniej niz MET, a AA ma mniejszg aktywno$¢ w tym zakresie niz MAA (Nikolova
1 wsp., 2012). Chociaz doktadny udzial metabolitow w dzialaniu przeciwbolowym u kotow jest
nadal niepoznany, mozna si¢ spodziewaé, ze wyzsza osoczowa S$rednia stgzen AA moze
powodowa¢ wydtuzenie dziatania przeciwbdlowego w porownaniu z innymi gatunkami zwierzat.

Warto podkresli¢, ze droga PO wykazata wyzszy stosunek AUCgyy W porownaniu do
podania IM zaréwno dla metabolitu AA, jak i MAA, co wskazuje na lepsze wchtanianie. Co
wiecej, pomimo ze przy wszystkich drogach podania stwierdzono przemijajace dziatania
niepozadane jak S$linienie i wymioty, podanie PO charakteryzowato si¢ najnizsza czgsto$ciag
wystepowania tych objawow (tylko jeden kot) w poréwnaniu do pozostatych drog podania (1V: 4,
IM: 2). W przeciwienstwie do drogi IV i IM, droga doustna ma te zalete, Ze pozwala wilascicielowi
samemu aplikowac lek swojemu pupilowi w domu, bez potrzeby interwencji lekarza (zastrzyki).
Podanie PO moze, zatem by¢ wygodniejsza droga aplikacji, w porownaniu do drogi IM.

Wyniki przeprowadzonego badania opublikowano w trzeciej pracy oryginalnej, wchodzacej
w sktad osiggniecia naukowego:

Lebkowska-Wieruszewska B., Kim TW., Chea B., Owen H., Poapolathep A., Giorgi M. (2018)
Pharmacokinetic profiles of the two major active metabolites of metamizole (dipyrone) in cats
following three different routes of administration. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics 41:334-339.

4.2.4. Profile farmakokinetyczne aktywnych metabolitow metamizolu, po podaniu czterema
roznymi drogami u pséw.

Praca ta stanowi kontynuacje badan nad farmakokinetyka metamizolu (MET). Lek ten jest
szeroko stosowany w weterynaryjnej praktyce klinicznej, cho¢ dane odnosnie profilu
farmakokinetyczno-farmakodynamicznego MET lub jego aktywnych metabolitéw u zwierzat sa
ograniczone lub jest ich brak. W przypadku pséw, tylko dwa badania opisuja podstawowe
parametry farmakokinetyczne MAA i AA po podaniu doustnym pojedynczej dawki 50 mg MET/kg
(Kalchofner Guerrero i wsp., 2015; Loescher et al., 1993).

Biorgc powyzsze pod uwage, badanie zostalo zaprojektowane w celu poréwnania profilu
farmakokinetycznego MAA i AA po podaniu MET réznymi drogami: dozylnie (IV), domig$niowo
(IM), doustnie (PO) i doodbytniczo (RC), u zdrowych psow. Badanie przeprowadzono na sze$ciu
zdrowych, dorostych, samicach psow, rasy Labrador, w wieku 3- 6 lat i wadze 36-42 kg. Psy
losowo przydzielono do czterech grup badawczych, stosujac metode otwartej proby,
z jednorazowym podaniem i podaniem czterema drogami (badanie czterofazowe, niesparowane,
naprzemienne cross over (4x4 Latin square)). Zwierzeta zostaty poddane gtodowce na 10 h przed
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rozpoczeciem doswiadczenia. Pokarm byt dostepny od 4 h po podaniu leku. Ponadto, zwierzeta
poddano obserwacji klinicznej w trakcie i przez tydzien po zakonczeniu badania.

W pierwszej fazie kazdemu ze zwierzat w grupie 1 (n=2) podawano pojedyncza dawke
25 mg/kg MET dozylnie. Grupa 2 (n=1) otrzymata wstrzykniecie domig¢sniowe w tej samej dawce,
co grupa 1, w srodkowa ¢wiartke migsnia posladkowego. Grupa 3 (n=2) otrzymata t¢ samg dawke
doustnie, w postaci tabletki szybko-uwalniajacej (preparat dla ludzi). Grupa 4 (n=1) otrzymata
MET w w/w dawce w postaci czopka doodbytniczego, RC. Dawki zostaty przygotowane poprzez
wczesniejszy podziat i odwazenie leku w zalezno$ci od wagi kazdego psa. Dawka zostata ustalona
na podstawie wskazan dostepnych na ulotce weterynaryjnego preparatu iniekcyjnego oraz danych z
wczesniejszego badania wykazujacego skutecznos¢ dawki 25 mg/kg u pséw (Imagawa i wsp.,
2011). Okres karencji pomiedzy czterema fazami (aby zapewni¢ calkowitg eliminacje MAA i AA)
wynosit 1 tydzien. Nastgpnie grupy zostaly zamienione, az do zakonczenia badania w uktadzie
naprzemiennym. Probki krwi pobierano w interwatach czasowych zwykle stosowanych w
badaniach farmakokinetycznych (5, 15, 30 i 45 min oraz 1; 1,5; 5; 4; 6; 8; 10; 24; 36 i 48 h od
podania leku). Oznaczenie metabolitow MET przeprowadzono technikg HPLC z detekcja UV
wykorzystujac metode analityczng zmodyfikowana w oparciu o wczesniej opisane metody
(Dominguez-Ramirez i wsp., 2012; Giorgi i wsp., 2015b) oraz rewalidowana, dla osocza psa.
Obliczenia farmakokinetyczne przeprowadzono w oparciu o analiz¢ niekompartmentowa
(WinNolin wer. 5.3.1., Pharsight Corp.). Aby dokona¢ poréwnan migedzy poszczegdlnymi drogami
podania leku, najpierw przetestowano rdézne parametry pod katem rozktadu normalnego i
jednorodnosci wariancji. Dane badano wykorzystujac test ANOVA lub test nieparametryczny
Wilcoxona w zaleznosci od tego, czy dane przeszly test normalno$ci. Za statystycznie istotne
uznano réznice, dla ktorych wartosci p<0,05.

Nie zaobserwowano dziatan niepozadanych u zwierzat po podaniu IV, IM oraz RC w trakcie
i przez 14 dni po zakonczeniu doswiadczenia. U trzech pséw po podaniu doustnym stwierdzono
samoustepujace (po 15-30 min) zwigkszone $linienie.

Stezenia MAA i AA w osoczu po podaniu MET wszystkimi badanymi drogami byly
wykrywalne do 24 h u wszystkich zwierzat, z wyjatkiem fazy poczatkowej gdzie, st¢zenia
w funkcji czasu dla podania IV oraz IM byty podobne.

Najwyzsze stezenia MAA stwierdzono odpowiednio po podaniu IV> IM > PO > RC.
Stwierdzone istotne roznice w wartosciach Cpax przypisano réznym drogom podania MET.
Stezenia MAA byly wyzsze niz AA po podaniu IV oraz IM. Catkowite i nagle wprowadzenie MET
do kompartmentu naczyniowego (wstrzyknigcie dozylne) moglo w poczatkowych minutach
spowodowaé szybszy metabolizm leku (MET do MAA), zwigkszajac Cmax Mmetabolitu MAA,
w poréwnaniu do podania IM, w ktérym na tym etapie spodziewana jest faza absorpcji. Tworzenie
MAA zalezy bowiem od nieenzymatycznej, zaleznej od pH hydrolizy MET 1 jest natychmiastowe,
gdy tylko MET dociera do krazenia ogdlnego (Ergun i wsp., 2004). pH krwi moze przyspieszac
tworzenie MAA, gdyz im nizszy pH, tym szybciej zachodzi hydroliza (Ergun i wsp., 2004). Nalezy
jednak podkresli¢, ze nie stwierdzono u badanych zwierzat zadnych dziatan niepozadanych po
podaniu IV pomimo natychmiastowego osiggania wysokiego stezenia MAA w krazeniu ogdlnym.
Natomiast stezenie AA przekraczato najwyzsza wartos¢ MAA w 6 h po podaniu MET droga PO
i RC. Warto zauwazy¢, ze $rednie stezenie AA po podaniu PO bylo wyzsze (podwojnie) niz po
podaniu innymi drogami.
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Réznice w wartosciach Ty moga by¢ réwniez zwigzane z faza absorpcji. Na podstawie
wzglednych wartosci AUCq. .5t (pole powierzchni pod krzywa stezenie-czas od zera do ostatniego
zmierzonego stezenia), obliczono: AUC  maa/AUCH  maa, AUCpeo  man/AUCH  maa
i AUCgc maa/AUC v maa, ktore wynosity odpowiednio 0,75+0,11; 0,59+0,08 i 0,32+0,05. Wartosci
AUC MAA (1V vs. IM) wykazaty, ze po podaniu leku droga IM, ekspozycja na aktywny metabolit
w stosunku do czasu jest statystycznie inna, ale nadal wysoka (75%).

T2, osiagnicty dla MAA byt podobny do opisanego wczesniej u psow (4-5 h) i koni (4,85 h),
wyzszy niz u owiec (1,45-3 h) i ostow (1,81 h) oraz nizszy niz u prosiat (8,57 h) (Aupanun i wsp.,
2016; Burmanczuk i wsp., 2016; Klaus i wsp., 1997). Przyczyny tych rozbieznosci moga by¢
spowodowane roéznymi czynnikami, jak: odmienne drogi podania, gatunki zwierzat, wiek i warunki
patofizjologiczne zwierzat czy tez wrazliwos¢ metody analityczne;.

Zaktadajac, ze po podaniu IV caty lek jest przeksztalcany do MAA, parametry takie jak:
stosunek Vy/F i stosunek CI/F mozna uzna¢ za wartosci bezwzgledne. Wspotczynnik Vy/F byt
duzy, i zgodny ze stwierdzanym w ptynie mézgowo-rdzeniowym a CI/F okresla wspotczynnik
ekstrakcji, ktory osiagnat 6-9% (Cohen i wsp., 1998). To odkrycie sugeruje, ze udzial watroby
i nerek (glowne narzady oczyszczania) u psow w wydalaniu MAA jest ograniczony. Nawigzuje to
tez do niewielkiej ilo$ci wyprodukowanego metabolitu AA.

Warto$¢ Cpax metabolitu MAA po podaniu leku PO, jesli ujednolicimy dawki, byta
poréwnywalna z ta przedstawiong w poprzednim badaniu u psow (Kalchofner Guerrero i wsp.,
2015). Jednak, pomimo ze, w badaniu Kalchofnera-Guerrero (2015) nie przedstawiono parametrow
farmakokinetycznych, faza eliminacji MAA wydaje si¢ wolniejsza niz w niniejszym badaniu.
Prawdopodobnie wynika to z zastosowania réznych formulacji zawierajacych MET: preparat
natychmiastowego uwolnienia (moje badanie) vs. preparat wolno uwalniajacy (Kalchofner
Guerrero i wsp., 2015).

Profil farmakokinetyczny MAA po podaniu doodbytniczym leku odzwierciedla profil
uzyskany po podaniu PO, ale w nizszych st¢zeniach. Podanie RC dato zaréwno najnizsze Cpax
metabolitu MAA (2,72 pg/ml) jak i najnizszy wspotczynnik AUC gy (32,78%) wsrod badanych
drog podania. Prawdopodobng przyczyng niskiego stezenia MAA po podaniu RC jest sekwestracja
leku w kale, czyli gtowna wada podania doodbytniczego. Zjawisko to moze ttumaczy¢ takze niski
wspotczynnik AUC uzyskany ta drogg podania. Poprzednie badania z zastosowaniem czopkow
doodbytniczych przeznaczonych dla ludzi réwniez wykazaty zmniejszong biodostepno$¢ u psoéw
(De Vito i wsp., 2015a, Giorgi i wsp., 2009). Poniewaz podanie doodbytnicze wykazato skrocenie
czasu wystepowania uzyskanych stezen powyzej wartosci MEC nalezy przyja¢, ze ta droga
podania jest najmniej skuteczng u psa.

Profile farmakokinetyczne uzyskane dla metabolitu AA po podaniu leku droga 1V, IM oraz
RC byty podobne. Na podstawie wzglednych wartosci AUCq. s, Obliczono: AUCy aa/AUC )y aa,
AUCpo aa/AUCy aa | AUCgc aa/AUCy aa, ktore wynosity odpowiednio 1,21+0,33; 2,17+0,62
i 1,08 £ 0,19. Jedynie po podaniu leku PO, stezenia w osoczu, oraz AUC.j.x podwajajg wartosci
uzyskane po podaniu pozostatymi drogami. Zjawisko to jest niejasne, ale podobna roznice
w stezeniach AA w osoczu zaobserwowano u koni po podaniu IM i IV (Giorgi i wsp., 2017) i
prawdopodobnie moze by¢ wynikiem metabolizmu pierwszego przejscia MAA do AA
w przypadku drogi doustnej.

U ludzi, dziatanie przeciwbolowe MET koreluje ze stezeniem dwoch aktywnych metabolitow:
MAA i AA w osoczu, ktore réznig si¢ w odniesieniu do czasu ich wystapienia (MAA<AA)
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i okresu pottrwania w fazie eliminacji (MAA i AA, odpowiednio 4-5 i 5-8 h) (Nikolova i wsp.,
2012). Wykazano, ze oba metabolity hamuja ludzki COX-1 i COX-2 przy odpowiednio $rednim
stezeniu hamujacym 1Cso rownym 2,55 uM i 4,65 uM oraz 8,2- do 9-krotnie wyzszych wartosciach
ICs dla AA (Hinz i wsp., 2007). Ponadto, MAA jest okoto 50 razy bardziej aktywny niz MET jako
inhibitor enzymu COX-3, podczas gdy AA jest mniej aktywny niz MET (Nikolova i wsp., 2012).
Jest to wazna informacja, dla podkreslenia, ze metabolity, ktore generuja efekt przeciwbolowy
u psow sg nadal nieznane. Jesli przyjmuje si¢, ze u psoéw dziatanie przeciwbdlowe zwigzane jest
jedynie z metabolitami MAA i AA, tak jak ma to miejsce u ludzi, to wplyw metabolitu AA na
og6lny terapeutyczny efekt przeciwbolowy mozna uznaé za nieistotny ze wzgledu na jego stabg
aktywno$¢ i niskie stezenia w osoczu (ponizej ICso dla COX-1/2) we wszystkich badanych w tym
doswiadczeniu drogach podania. Na tej podstawie wysunig¢to wniosek, ze metabolit MAA wydaje
si¢ by¢ jedynym zwiazkiem generujacym efekt terapeutyczny u psow. Jednak niezbedne sa
dodatkowe badania, aby oceni¢, czy przyjety wzor metaboliczny znany z badan u ludzi mozna
przetozy¢ na psy.

Wyniki przeprowadzonego doswiadczenia opublikowano w czwartej pracy oryginalnej,
wchodzacej w sktad osiagniecia naukowego:

Giorgi M., Lebkowska-Wieruszewska B., Lisowski A., Owen H., Poapolathep A., Kim T.W.,
De Vito V. (2018) Pharmacokinetic profiles of the active metamizole metabolites after four
different routes of administration in healthy dogs. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics 41:428-436.

Wyniki, zostaly rowniez zaprezentowane na migdzynarodowej konferencji w postaci
doniesienia posterowego:
o  Giorgi M., Lebkowska-Wieruszewska B., Lisowski A., Owen H., Poapolathep A., De Vito
V., Sitovs A. Biopharmaceutics of Metamizole in Healthy Dogs. RSU ZINATNISKA
KONFERENCE, 6-7 kwietnia 2017, Ryga, Lotwa, str.238.

4.2.5. Profil farmakokinetyczny ibudilastu, inhibitora fosfodiesterazy, po doustnym podaniu
5 mg/kg psom przeglodzonym i nakarmionym. Badanie wstepne.

Poszukujac nowych $rodkéw o dzialaniu przeciwbolowym natrafitam na Ibudilast, ktorego
charakterystyka farmakologiczna wydata mi si¢ wyjatkowo ciekawa.

AV-411, ibudilast, jest nieselektywnym inhibitorem cyklicznej fosfodiesterazy nukleotydowej
(PDE). Hamuje gtownie fosfodiesteraz¢ PDE3A, PDE,, PDE;, i PDE;; z potowa maksymalnego
stezenia hamujacego (ICsg) w zakresie okoto 1-10 uM. Ibudilast hamuje takze inne rodzaje PDE,
ale w mniejszym stopniu (Gibson i wsp. 2006). Stad, klinicznie stosuje si¢ go w leczeniu astmy,
zaburzeniach naczyniowo-mozgowych (Rolan i wsp. 2009) i alergiach ocznych (Yokogaki i wsp.
2002). Ibudilast hamuje takze produkcje wielu mediatorow zapalnych, takich jak TNF-a,
interleukiny (1-B i 6) oraz tlenku azotu, ponadto hamuje wytwarzanie reaktywnych form tlenu
w sposob zalezny od stezenia (Kawanokuchi et al. 2004, Mizuno i in. 2004). Wiadomo,
ze wszystkie te mediatory dziatajg na neurony nocyceptywne w celu indukcji, utrzymania
i nasilenia bolu (Watkins i Maier 2003). Nic wi¢c dziwnego, ze ibudilast ma dziatanie
przeciwbolowe, ktore przejawia si¢ przy dawkach 5-10 razy wyzszych niz tych stosowanych

w leczeniu astmy zaobserwowanych w dos$wiadczeniach na szczurzych modelach bolu
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neuropatycznego (Ledeboer i wsp. 2007). Stwierdzono rowniez, ze ibudilast nasila dzialanie
przeciwbolowe morfiny, zmniejszajac ryzyko wystapienia tolerancji (Hutchinson i wsp. 2009).

Mechanizm dziatania ibudilastu w lagodzeniu bolu nadal nie jest jasny. Spekuluje sie, ze
hamowanie PDE moze nie odgrywac gldwnej roli, natomiast istotny bedzie wpltyw na regulacje
funkcji komorek glejowych (Rolan i wsp. 2009).

W literaturze weterynaryjnej dostepne sa dane odno$nie farmakokinetyki ibudilastu u zwierzat
laboratoryjnych oraz psow. Jednakze, farmakokinetyka ibudilastu u réznych gatunkow zwierzat
wykazuje znaczng wewnatrz- i migdzygatunkowa zmiennos$¢ (Sanftner i wsp. 2009). Zwazywszy,
ze obecnos¢ pokarmu w przewodzie pokarmowym moze znaczaco wyptywaé na losy leku
w organizmie (Welling 1997; Dongowski et al. 2005), celem badania byla ocena profilu
farmakokinetycznego ibudilastu w dawce 5 mg/kg po podaniu doustnym u psow przegtodzonych
i nakarmionych.

Do doswiadczenia wiaczono sze$¢ zdrowych, dorostych, pséw, rasy Labrador (1 samiec
i 5 samic), w wieku od 3 do 6 lat i masie ciala w zakresie 34-40 kg. Psy zostaly losowo
przydzielane do dwoch grup doswiadczalnych, gdzie zastosowano model badania otwarty,
jednodawkowy, jednorazowego podania, dwufazowy, naprzemienny - cross over (2x2 Latin-
square). Zwierzeta poddano obserwacji klinicznej w trakcie i przez 2 tygodnie po zakonczeniu
badania. Psy w grupie 1 (n=3) zostaly przegtodzone noca, przez co najmniej 10 h przed
rozpoczeciem doswiadczenia i nakarmione 4 h po podaniu leku, podczas gdy psy w grupie 2 (n=3)
otrzymywaly karme¢ komercyjng ad libitum. W pierwszym etapie badania kazdy pies w grupie 1 i 2
otrzymal pojedyncza dawke ibudilastu w ilosci 5 mg/kg podang doustnie. Dziatanie tagodzace bol
wywotywane przez ibudilast wystepuje w dawce 5-10 razy wigkszej od dawki klinicznej normalnie
stosowanej (10-30 mg/cztowieka) (Ledeboer i in. 2007). W oparciu o $rednig mase ciata cztowieka
60-70 kg, znormalizowana dawke, ktora bedzie przynosita ulge w bolu, zastosowang do badania
dawke¢ oszacowano na 5 mg/kg. Dawki przygotowano przez r¢czne wazenie i rozdzielenie leku
(10 mg/kapsutka) adekwatnie do wagi poszczegdlnych zwierzat. Pomiedzy kolejnymi etapami
zastosowano jednotygodniowy okres karencji, po czym grupy zamieniono a badanie powtorzono.

Probki krwi pobierano w interwatach czasowych charakterystycznych dla badan
farmakokinetycznych (5, 15, 30, 45 minoraz 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10, 24 i 48 h po podaniu ibudilastu).

Do oznaczenia ibudilastu w probkach osocza wykorzystano technike HPLC-DAD. Metoda
analityczna z niewielkimi modyfikacjami zostata opracowana w oparciu o wczes$niejsze badania
(Yoona i wsp. 2010, Cho i in. 2013) a takze zwalidowana pod katem analizy osocza pséw. Analize
farmakokinetyczng ibudilastu przeprowadzono wykorzystujac model niekompartmentowy
(WinNonlin wersja 5.3.2, Pharsight Corp., St. Louis, MO, USA). Zmienno$¢ farmakokinetyczna
zostala oceniona przy uzyciu testu t-Studenta. Okreslono statystycznie istotne rdznice migdzy
grupami terapeutycznymi. Zaréwno parametry farmakokinetyczne jak i stgzenia ibudilastu
w o0soczu testowano pod katem normalnosci rozktadu testem Shapiro-Wilka. Za statystycznie
istotne uznano roznice, dla ktérych p<0,05.

Nie zaobserwowano zadnych zaburzen zachowania ani zdrowia u zwierzat podczas, jak tez
przez 2 tygodnie po badaniu.

Ibudilast byl wykrywalny w osoczu pséw do 24 h po podaniu leku. Stwierdzono duza
zmienno$¢ pomiedzy zwierzgtami zarowno w grupie psow nakarmionych jak i przeglodzonych.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic migdzy grupami.
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Maksymalne stezenia leku (Cpax 6,27 1 5,24 pg/ml po podaniu psom odpowiednio,
nakarmionym i przegtodzonym) stwierdzone w tym badaniu, po znormalizowaniu do zastosowanej
dawki, byty zgodne z opisanymi we wczesniejszym badaniu (Fanbo i wsp. 2000), gdzie podawano
psom ibudilast doustnie w dawce 10 mg/kg (Crmax 9,68 pug/ml). Oraz sprzeczne z wynikami u psow
rasy Beagle, ktorym podawano ibudilast doustnie w dawce 1 mg/kg (Sanftner i wsp. 2009), gdzie
wykazano nizsza warto$¢ Cpax (0,7 ng/ml). Wartosci AUC (52,906 hepg/ml i 31,909 hepg/ml
odpowiednio u pséw przegtodzonych i nakarmionych) byly porownywalne z tymi stwierdzonymi
wcze$niej u psow (Fanbo i wsp. 2000), ale znacznie wyzsze niz obserwowane u szczurow,
krolikow, ostow i $winek miniaturowych w dawce 1 mg/kg (w zakresie od 0,0003 do
0,0869 pgeh/ml).

Wartosci ty/4,, nie réznily si¢ znaczaco pomigdzy grupami badanymi jak i w poréwnaniu
z przedstawionymi we wcze$niejszych badaniach na psach (Fanbo i wsp. 2000). Jesli jednak
wartosci z niniejszego badania poréwnamy z wartosciami uzyskanymi w poprzednich badaniach na
szczurach, krolikach, ostach i §winkach miniaturowych, stwierdza si¢ dla tego parametru znaczng
zmienno$¢ migdzygatunkowa (Sanftner i wsp. 2009); zakres 0,69-12,27 h. Roznice obserwowane
w parametrach farmakokinetycznych ibudilastu u r6znych gatunkow zwierzat moga by¢ czgsciowo
tlumaczone zastosowaniem réznych postaci lekow, droég podania (Sanftner 1 wsp. 2009),
metabolizmem leku (Martignoni i wsp. 2006) oraz rasg (Labradory vs. Beagle) (Toutain i Ferran
2010). Konieczne sg wigc dalsze badania, aby je wyjasnic.

Podsumowujgc, w niniejszym badaniu zmienno$¢ byta wigksza niz oczekiwano, stad sita
badania do wykrycia réznic migdzy grupami zmalata. Za dodatkowe wyjasnienie znacznej
zmienno$ci mozna uznaé uzycie duzej liczby tabletek podawanych kazdemu psu, a co za tym idzie
duzej ilosci podanego leku (dawka 5-10 razy wiekszej od dawki klinicznej normalnie stosowanej),
ktora mogta spowodowaé zréznicowanie wchlaniania ibudilastu u poszczegdlnych pséw (Letendre
i wsp. 2016). Bioragc pod uwage wyniki tego wstepnego badania, choé nieistotne statystycznie,
uzasadniaja podjecie dalszych badan nad wplywem podania pokarmu na farmakokinetyke
ibudilastu na wigkszej populacji zwierzat.

Wyniki przeprowadzonego badan opublikowano w pigtej pracy oryginalnej, wchodzacej
w sktad osiggniecia naukowego:

Lebkowska-Wieruszewska B., De Vito V., Kowalski C.J., Owen H., Poapolathep A., Lisowski
A., Giorgi M. (2018) Pharmacokinetic profiles of 5 mg/kg ibudilast, a phosphodiesterase inhibitor,
orally administered to dogs in fasted and non-fasted states. A preliminary study. Polish Journal of
Veterinary Studies 21:281-285.

Whnioski wynikajace z przeprowadzonych badan
Przedstawione powyzej badania pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskow

dotyczacych kinetyki badanych lekéw przeciwbolowych:

e  Wypehienie przewodu pokarmowego moze mie¢ istotny wpltyw na farmakokinetyke
grapiprantu u pséw, cho¢ niewielki wpltyw na czas wystgpowania stgzen grapiprantu w
osoczu przekraczajacych teoretyczng wartos¢ MEC.

e  Profil farmakokinetyczny grapiprantu u kotow jest podobny do przedstawionego u psow.
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e Niskie wartosci obliczonych wspotczynnikow ekstrakcji grapiprantu zaréwno u psoéw jak
i kotow sugeruja, ze watroba i nerki u tych gatunkéw maja ograniczong zdolnos¢ usuwania
grapiprantu.

e Proponowana kliniczna dawka grapiprantu (2 mg/kg) dla psoéw, zastosowana u kotoéw
w terapii powtarzanej co 24 h, wydaje si¢ by¢ skuteczna, bezpieczna i zblizona, do
obliczonej w oparciu o analiz¢ profilu farmakokinetycznego dawki dla kotow, pomimo
uzyskania niskiej warto$ci biodostepnosci u tego gatunku.

o U kotow metamizol przeksztatca si¢ w aktywne metabolity, podobnie jak u innych gatunkow
zwierzat i ludzi; jednak okresy pottrwania zarowno metabolitu MAA, jak i AA sg dluzsze, co
moze zapewni¢ dtuzsza skuteczno$¢ przeciwbolowa u tego gatunku zwierzat.

o  Wyzszy stosunek wartosci AUCgyv po podaniu metamizolu PO niz IM, przy minimalnych
samo ustepujacych dziataniach niepozadanych (IV>IM>PO) sugeruje, ze droga doustna jest
najlepsza do podawania u kotow.

o  Profile farmakokinetyczne metabolitu metamizolu, MAA u pséw byly rozne dla kazdej drogi
podania, podczas gdy profile farmakokinetyczne metabolitu AA byly podobne dla podania
droga IV, IM i RC.

e  Metabolit MAA wydaje si¢ by¢ jedynym zwigzkiem generujacym efekt terapeutyczny u
psow ze wzgledu na niskie stezenia w osoczu uzyskiwane przez metabolit AA.

e  Skrdcenie czasu uzyskanych stezen MAA powyzej wartosci MEC po podaniu RC, sugeruje,
ze ta droga wydaje si¢ najmniej skuteczng u psow.

e Pomimo, ze w badaniu pilotowym, nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic
w profilu farmakokinetycznym ibudilastu u pséw przegtodzonych i nakarmionych, ocena
danych sugeruje, ze stan wypelienia przewodu pokarmowego moze mie¢ wpltyw na warto$é
AUC, co uzasadnia przeprowadzenie w przysztosci podobnych badan na wiekszej populacji

zwierzat.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Jestem autorem badZz wspotautorem tacznie 45 publikacji naukowych, w sktad ktorych
wchodzi 22 oryginalnych prac naukowych oraz 51 doniesien zjazdowych prezentowanych
w formie referatow i plakatow zarowno na krajowych jak i zagranicznych konferencjach
naukowych. Sposrod opublikowanych prac oryginalnych w 7 jestem pierwszym autorem.
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Po wylaczeniu 5 prac oryginalnych stanowigcych podstawe cyklu habilitacyjnego, na moj

dorobek sktada sig:

e 15 prac oryginalnych w jezyku angielskim

e 1 praca przegladowa w jezyku angielskim

e 2 prace oryginalne w jezyku polskim

e 2 prace przegladowe w jezyku wloskim

e 13 prac przegladowych w jezyku polskim

e 7 monografii — autorstwo rozdziatow

e 51 doniesien konferencyjnych (ustne lub plakatowe)

w tym po uzyskaniu stopnia naukowego doktora:

e 9 prac oryginalnych w jezyku angielskim
e 1 praca oryginalna w jezyku polskim

e 5 prac przegladowych w jezyku polskim
e 3 monografie — autorstwo rozdziatow

e 37 doniesien konferencyjnych (ustne lub plakatowe)

Laczny IF mojego dorobku naukowego wynosi 29,265. Analogicznie liczona, zsumowana
liczba punktéw MNiISW wynosi 582. Aktualny indeks Hirscha (H) liczony wg. Bazy Web of
Science wynosi 7.

Dotychczasowo moje publikacje byly cytowane 162 razy w krajowych i zagranicznych
czasopismach z listy A JCR (na dzien 12 lipca 2018r. na podstawie raportu Biblioteki Gtownej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie).

5.1. Wykaz i oméwienie publikacji naukowych opublikowanych przed uzyskaniem stopnia
doktora nauk weterynaryjnych

Po ukonczeniu studiow na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w
Lublinie (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) rozpoczetam studia doktoranckie w
Zaktadzie Farmakologii, Katedry Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych tego samego Wydziatu,
pod opieka prof. dr hab. Cezarego Kowalskiego.

W okresie studiow doktoranckich skupitam si¢ na opanowaniu technik stosowanych
w badaniach dotyczacych farmakokinetyki, farmakodynamiki oraz okres§lania pozostatosci lekow
uzywanych w medycynie weterynaryjnej (antybiotykow i chemioterapeutykow). W tym czasie
rozpoczetam szczegdtowe badania nad opracowaniem odpowiednio czulej metody analitycznej,
umozliwiajacej oznaczenie pozostatosci sulfachloropirazyny (SCP) w tkankach jadalnych drobiu
po podaniu doustnym a nastgpnie zajetam si¢ przeanalizowaniem wptywu rozktadu pozostatosci
sulfachloropirazyny w tkankach kurczat i indykéw na okres karencji.

Badania przeprowadzitam na 34 kurczgtach rzeznych oraz na 33 indykach. SCP zostata
podana kurczetom oraz indykom indywidualnie, per os (do wola), w jednakowej dawce 50 mg/kg
przez 3 kolejne dni. Tkanki zostaly pobrane w przypadku kurczat po 5, 10, 14 i 16 dniach,
natomiast u indykéw po 7, 12, 18, 21 i 23 dniach od momentu zaprzestania podawania leku.
Zawarto§¢ SCP zostala oznaczona, wedlug modyfikacji wlasnej z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjag UV, poddanej walidacji dla badanych tkanek
drobiu.
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Wykazano przydatno$¢ opracowanej metody analitycznej do badan nad oznaczaniem
pozostatosci SCP w tkankach, jak réwniez w badaniach innych chemioterapeutykow z grupy
sulfonamidoéw w procesie wyznaczenia okresu karencji.

Pomimo, 7e najwyzsze stezenia badanego leku stwierdzilam w migéniach, rozktad
pozostatosci SCP w nerce oraz watrobie wydaje si¢ mie¢ rowniez istotny wplyw na dlugosé
karencji w tkankach drobiu. Jednocze$nie roznice zarowno w wartoSciach stezen leku jak
i szybkosci spadku pomigdzy kolejnymi dniami, §wiadcza o duzym wptywie gatunku na rozktad
pozostatosci SCP w poszczegolnych tkankach.

Wyniki przedstawitam w pracy doktorskiej oraz 3 publikacjach naukowych w czasopismach
z listy JCR:

5.1.1. Kowalski C., Lebkowska-Wieruszewska B., Osypiuk M. (2009) High performance liquid
chromatography determination of sulphachloropyrazine residues in broiler and turkey edible
tissues. Journal of Chromatography B 877:1787-1791. (MNiSW2009 = 24; IF2009 = 2,777)

5.1.2. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C. (2010) Sulfachloropyrazine residues
depletion in turkey edible tissues. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics
33:389-395. (MNiSW2010 = 32; IF2010 = 1,675)

5.1.3. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C. (2013) The residue depletion of
sulfachloropyrazine in edible tissues of broiler chickens. Food Additives and Contaminants
Part A 30:272-277. (MNiSW2013 = 30; 1F2013 = 2,341)

Wyniki zostaty rowniez zaprezentowane na konferencjach krajowych i migdzynarodowych w

postaci wyktadéw i doniesien posterowych:

o Lebkowska-Wieruszewska B. Roznice w oznaczonych technika HPLC warto$ciach stezen
sulfachloropirazyny w tkankach kurczat i indykow w aspekcie wyznaczania okresu karencji, VI
Konferencja naukowa doktorantow ,, Problemy technologii produkcji roslinnej, zwierzecej
i Zywnosci”, 06-07.03.2008 Lublin, str.60-61.

e Lebkowska—\Wieruszewska B., Kowalski C., Osypisk M., Polska B. Monitorowanie
pozostatosci sulfachloropirazyny w tkankach indykow w aspekcie bezpieczenstwa konsumenta.
X1l Kongres PTNW “Od nauki do praktyki”, 18-20.09.2008, Olsztyn, str.114.

o Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Burmanczuk A., Osypisk M., Klimont E.
Zroznicowanie poziomoéw pozostatosci sulfachloropirazyny w tkankach jadalnych drobiu.
Konferencja  Naukowa , Farmakologiczne i  Toksykologiczne — Aspekty  Dzialania
Ksenobiotykéw”, 24-25.06.2010, Olsztyn, str. 24-26. Wyktad W7.

o Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Burmanczuk A, Osypiuk M., Polska B.
Variability in the sulfachlorpyrazine residue values in the edible poultry tissues. 2nd
International Congress on Pathogens at the Human-Animal Interface (ICOPHAI): “One Health
for Sustainable Development”, 14-17.08.2013, Porto di Galinhas, Brazylia, str. 75.

W  czasie trwania studiow doktoranckich nawigzalam wspdlprace zagraniczng
z prof. Mario Giorgi, pracownikiem naukowym Zaktadu Farmakologii i Toksykologii na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej w Pizie we Wtoszech, ktory zaangazowal mnie w projekt badawczy
okreslajacy profil farmakokinetyczny tramadolu u pséw po podaniu réznymi drogami.

Tramadol wydat si¢ interesujacy z punktu widzenia zastosowania w weterynarii, gdyz przez
ostatnie dwie dekady stosowany byt w leczeniu bélu u ludzi. Potwierdzono efektywno$¢ tramadolu
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w przypadku zaré6wno analgezji pooperacyjnej jak rowniez w przypadkach niechirurgicznych.
Co wigcej, tramadol obniza pooperacyjne zapotrzebowanie na morfing, gdyz w wyzszych
stezeniach wywotuje silniejsza analgezje w kombinacji z dodatkiem morfiny, w poréwnaniu do
leczenia samg morfing. Ze wzglgdu zaréwno na réozne mozliwe formulacje i drogi podania (dozylna
(IV), domigéniowa (IM), krople, czopki doodbytnicze, kapsutki szybko-uwalniajace (IR-
immediate release) si¢, dlugo-uwalniajace si¢ tabletki (SR- sustained release) jak i jego odmienng
farmakokinetyke wystepujacg u zwierzat, w stosunku do ludzi, zaobserwowano duzy problem
z wilasciwym ustaleniem odpowiedniej dawki, czgstotliwoscia aplikacji jak i samego sposobu
podania.

Przeprowadzone badania tramadolu po podaniu pigcioma réznymi drogami na psach,
w ktorych bralam udzial, wykazaly niespodziewane wyniki. Stwierdzono, ze lek ten jest duzo
szybciej metabolizowany u pséw w poréwnaniu do ludzi i innych gatunkéw zwierzat, zwlaszcza
kotow, jak rowniez ilo§¢ poszczegdlnych metabolitow odpowiedzialnych za efekt przeciwbolowy
jest r6zna, udowadniajac duzo nizszg jego skutecznos¢ u tego gatunku. Tramadol podawany
w postaci tabletek szybko uwalniajacych oraz czopkéw doodbytniczych nie wydaje si¢ by¢
z punktu widzenia farmakokinetyki wystarczajaco efektywnym w leczeniu bolu u psow w dawce
100mg/psa. Skuteczno$¢ dziatania tramadolu w tych formulacjach leku jak i postaciach
iniekcyjnych (IV i IM) wydaje si¢ by¢ optymalna przy podawaniu w/w dawki, co 1,5-2 h,
natomiast w postaci tabletek dtugo uwalniajgcych, co 6-8 h.

Wyniki opublikowano w 6 pracach w czasopismach z listy JCR:

5.1.4 Giorgi M., Saccomanni G., Lebkowska-Wieuszewska B., Kowalski C. (2009)
Pharmacokinetic evaluation of tramadol and its major metabolites after single oral sustained
tablet administration in the dog: a plot study. Veterinary Journal 180:253-255.
(MNiISW2009 = 24; I1F2009 = 2,323)

5.1.5 Giorgi M., Del Carlo S., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C., Saccomanni G.
(2009) Pharmacokinetics of tramadol and its major metabolites following rectal and
intravenous administration in dogs. New Zealand Veterinary Journal 57:146-152.
(MNiSW2009 = 24; 1F2009 = 1,205)

5.1.6 Giorgi M., Del Carlo S., Saccomanni G., Lebkowska-Wieruszewska B., Turini V.,
Kowalski C. (2009) Biofarmaceutical profile of tramadol in the dog. Veterinary Research
Communication 33:189-192. (MNiSW2009 = 15; IF2009 = 1,050)

5.1.7 Giorgi M., Del Carlo S., Saccomanni G., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.
(2009) Pharmacokinetic and urine profile of tramadol and its major metabolites following
oral immediate release capsules administration in dogs. Veterinary Research Communication
33:875-885. (MNiSW2009 = 15; 1F2009 = 1,050)

5.1.8 Giorgi M., Del Carlo S., B. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Saccomanni G.
(2010) Pharmacokinetics of tramadol and metabolites after injective administrations in dogs.
Polish Journal of Veterinary Science 13:639-644. (MNiSW2010 = 20; 1F2010 = 0,507)

Wyniki byty rowniez publikowane w innych recenzowanych czasopismach:

5.1.9. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C., Giorgi M., Saccomanni G. (2008) Tramadol
— nowy analgetyk opioidowy w leczeniu bolu u zwierzat towarzyszacych. Magazyn
Weterynaryjny 18:1183-1188.
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5.1.10. Del Carlo S., Saccomanni G., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C., Giorgi M.
(2008) Farmacocinesi del tramadolo nel cane. Valutazione dopo somministarazione orale
signola di compresse a rilascio prolongato. Obiettivi & Documenti Veterinari 2:49-55.

5.1.11. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C., Saccomanni G., Giorgi M. (2009)
Farmakokinetyka tramadolu oraz jego gtéwnych pochodnych po jednorazowym podaniu per
os tabletki o przedtuzonym uwalnianiu oraz czopkdéw per rectum u psoéw. Medycyna
Weterynaryjna 65:687-692. (MNiSW2009 = 6)

5.1.12. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C., Giorgi M., Saccomanni G. (2009)
Zastosowanie tramadolu w postaci czopkow u psow z punktu widzenia farmakokinetyki.
Magazyn Weterynaryjny 18:1118-1121.

5.1.13. Del Carlo S., Turini V., Saccomanni G., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.,
Giorgi M. (2009) Somministrazione rettale di tramadolo nel cane: un aiuto nel trattamento
del dolore? Rivista Veterinaria 23:9-18.

5.1.14. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C., Saccomanni G., Giorgi M. (2012)
Zastosowanie tramadolu w iniekcji u psow. Magazyn Weterynaryjny 21:870-874.
(MNiSW2012 = 3)

Oraz na konferencjach krajowych i mi¢dzynarodowych w postaci wyktadow i doniesien
posterowych:

e Giorgi M., Del Carlo S., Saccomanni G., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.
Tramadol recital administration in dogs: A pharmacokinetic study. Fourth International
Conference on Antimicrobial Agents in Veterinary Medicine (AAVM), 24-28.08.2008, Praga,
Czechy, str. 88.

o Lebkowska—\Wieruszewska B., Kowalski C., Giorgi M., Del Carlo S., Saccomanni G. Can
tramadol rectal administration be useful in dog's pain management? A pharmacological study.
XII Kongres PTNW “Od nauki do praktyki”, 18-20.09.2008, Olsztyn, str. 44.

o Kowalski C., Lebkowska-Wieruszewska B., Saccomanni G., Giorgi M. Differences in
concentrations of tramadol and its major metabolites after per os sustained release tablet or per
rectum suppository application. VII Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, 10 —
12.05.2010, Zakopane, str. 60.

o Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Giorgi M. Farmakokinetyka tramadolu
u roznych gatunkéw zwierzat. 11 Konferencja Naukowa ,, Farmakologiczne i srodowiskowe
aspekty racjonalnej terapii ”, 11-14.12.2012, Krynica Zdrdj, str. 25. Wyktad WS.

Bratam takze aktywny udzial w realizacji kilku badan na zlecenie firm farmaceutycznych
dotyczacych okreslenia profilu farmakokinetycznego oraz oznaczania pozostatosci antybiotykow
w materiale biologicznym pozyskiwanym od zwierzat. Efektem prowadzonych badan jest jedna
publikacja w recenzowanym czasopi$mie:

5.1.15. Kowalski C., Pomorska M., Lebkowska B., Stawik T. (2007) Determination of
oxytetracycline in biological matrix. Acta Polonie Pharmaceutica. Drug Research 64:277-
280. (MNiSW2007 =4)

Pozostate wyniki prezentowane byty na konferencjach krajowych w postaci doniesien
posterowych:
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o Kowalski C., Pomorska M., Lebkowska B. Determination of OTC in biological matrices. The
fifth Multidisciplinary Conference on Drug Research. 15-17.05.2006, Dartowko Wschodnie str.
57.

e Kowalski C., Pomorska M., Lebkowska B. Pozostatosci sulfadiazyny oraz trimetoprimu w
jadalnych  tkankach  warchlakow. Il Konferencja  szkoleniowa ,,Immunologia
i Immunotoksykologia” Naturalne i syntetyczne modulatory odpowiedzi immunologicznej
i angiogenezy. 2-3.06.2006, Jurata, str. 35.

e Kowalski C., Pomorska M., Lebkowska B. Oznaczanie erytromycyny w 0SOCZU PO jej
zastosowaniu w dawkach terapeutycznych. Sympozjum: Nowoczesne techniki badawcze
w ocenie jakosci produktow leczniczych 21-22.09.2006, Lublin, str. 65-66.

o Kowalski C., Lebkowska B., Pomorska M. Oznaczanie stezenia tylozyny w osoczu
z wykorzystaniem techniki HPLC. Sympozjum: Nowoczesne techniki badawcze w ocenie jakosci
produktow leczniczych 21-22.09.2006, Lublin, str. 67-68.

e Burmanczuk A., Lebkowska-Wieruszewska B., Klimont E., Polska B., Osypiuk M. Kontrola
pozostatosci ampicyliny i kloksacyliny po podaniu dowymieniowym. V Konferencja Naukowo-
Szkoleniowa ,, Wplhyw ksenobiotykow i zagrozen cywilizacyjnych na mechanizmy odpornosci i

angiogenezy oraz mozliwosci zapobiegania”, 28-30.05.2009, Jurata, str. 13.

Zwienczeniem tego etapu moich badan byto uzyskanie stopnia doktora nauk weterynaryjnych
decyzjg rady Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
w dniu 16 listopada 2009 roku na podstawie pracy ,Rdéznice w wartosciach stezen
sulfachloropirazyny oznaczonych technikq HPLC w tkankach kurczqt i indykow w aspekcie
wyznaczenia okresu karencji”, ktorej promotorem byt prof. dr hab. Cezary Jacek Kowalski.

Warto podkresli¢, ze jestem laureatem (3 miejsce) nagrody, stypendium naukowego dla
doktorantow, wspieranego przez Urzad Marszatkowski i Uni¢ Europejska w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki - Regionalne Strategie Innowacji 8.2.2. w latach 2008/2009, za w/w
prace doktorska.

5.2. Osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych zostalam zatrudniona w Zaktadzie
Farmakologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie,
kierowanym przez prof. dr hab. Cezarego Jacka Kowalskiego, w ktorym pracuje¢ do chwili obecnej.

Zachecona ciekawymi wynikami wezesniejszych badan farmakokinetycznych we wspotpracy
z Zaktadem Farmakologii i Toksykologii na Uniwersytecie w Pizie, charakter moich zainteresowan
naukowych skupit sie na kontynuacji, wspdlnych z mi¢dzynarodowym zespotem, badan profilu
farmakokinetycznego lekow przeciwbolowych a takze przeciwbakteryjnych u réznych gatunkéw
zwierzat.

Pierwszy kierunek badan dotyczy poszukiwania lekow przeciwbolowych, ktorych silne
dzialanie przeciwbolowe stwierdzane u ludzi, badz innych gatunkdéw zwierzat, nie byloby
obarczone szeregiem dziatan niepozadanych zwlaszcza u zwierzat towarzyszacych takich jak pies
i kot. Natomiast przeprowadzona ocena profilu farmakokinetycznego umozliwi precyzyjniejsze
oszacowanie dawki zarowno efektywnej jak i bezpiecznej dla gatunku badanego. W tym obszarze
bratam udzial w trzech badaniach:

Strona | 31



NG C\M  Beata Lebkowska-Wieruszewska

1. okresleniu profilu farmakokinetycznego tapentadolu u kotéw (5.2.1)

2. okresleniu profilu farmakokinetycznego flupirtyny u pséw i kotéw (5.2.2)

3. okresleniu wpltywu pozywienia oraz dawki na profil farmakokinetyczny cymikoksybu
u psow (5.2.3)

Ze wzgledu na poszerzajacy si¢ udzial na rynku $wiatowym mleka koziego, jako alternatywy
dla produktow krowich, w ostatnich latach zainteresowanie farmakologéw kieruje si¢ na gatunek
kozy domowej w aspekcie oceny parametrow farmakokinetycznych a takze okre$lenia pozostatosci
w mleku stosowanych lekow przeciwbakteryjnych oraz przeciwbolowych. Na tym polu bralam
udziat w kolejnych 2 migdzynarodowych badaniach:

4. okreS$leniu profilu farmakokinetycznego meloksykamu u kozy domowej wraz
z okresleniem pozostatosci w mleku (5.2.4)
5. okresleniu profilu farmakokinetycznego metamizolu u kozy domowej wraz z okresleniem

pozostatosci w mleku (5.2.5)

5.2.1. Klasyczni silni agonisci receptor6w opioidowych cechuja si¢ powaznymi dzialaniami
niepozadanymi, dlatego tez, atypowe leki opioidowe jak np. tapentadol (TAP), staly si¢ bardzo
popularne w praktyce klinicznej zwierzat towarzyszacych. TAP stosowany jest klinicznie u ludzi
od 2011 roku, w tagodzeniu bolu o nasileniu fagodnym do umiarkowanego, jednocze$nie wykazuje
stabe nasilenie dziatan niepozadanych w poréwnaniu do rownowaznych dawek morfiny. TAP
przyciggnat uwage Swiata weterynarii, poniewaz jego powinowactwo do receptora opioidowego p
jest 50-krotnie stabsze niz morfiny, ale 120 razy silniejsze od tramadolu. Dodatkowo, jego drugi
synergistyczny mechanizm dziatania wydaje si¢ nie wiacza¢ inhibicji zwrotnego wychwytu 5-HT,
redukujac w ten sposob mozliwos¢ wystapienia ,,zespolu serotoninowego”, dzialania
niepozadanego charakterystycznego dla szybkiej dozylnej iniekcji np. tramadolu. Zwazywszy, ze
zwlaszcza w medycynie weterynaryjnej skuteczno$¢ lekow opioidowych wydaje si¢ mie¢ zwigzek
z droga podania, celem badania opisujacego profil biofarmaceutyczny tapentadolu u kotow, byta
proba wyboru najlepszej drogi podania u tego gatunku.

Badanie wykonano na szesciu klinicznie zdrowych kotach, samcach (n=4) i samicach (n=2)
rasy europejskiej, w wieku 3-6 lat i masie ciata w zakresie 3,4-4,8 kg. Zwierzeta zostaly losowo
podzielone na 3 grupy do$wiadczalne zgodnie z otwartym, jednodawkowym, modelem badania
cross-over, w potrojnym uktadzie leczenia. Wszystkie zwierzeta zostaty przegtodzone przez 12 h
przed rozpoczeciem doswiadczenia. Kotom z grupy | (n=2), TAP w dawce 5mg/kg podano poprzez
iniekcj¢ dozylna (IV). Grupa Il (n=2) otrzymata TAP w tej samej dawce w postaci iniekcji
domigéniowej (IM). Natomiast grupa III (n=2) otrzymata iniekcje podskorng. Dawka zostata
ustalona na podstawie danych literaturowych opisujacych skutecznos¢ TAP u ludzi, zwierzat
laboratoryjnych oraz psow. Zastosowano 1 tygodniowy okres karencji pomiedzy kolejnymi
etapami.

Stezenia TAP w osoczu oznaczono z wykorzystaniem zmodyfikowanej metody HPLC
z detekcja fluorescencyjna, ktora poddano walidacji dla osocza kota. Zmiany st¢zenia TAP
w funkcji czasu oraz parametry farmakokinetyczne oceniano stosujgc analize niekompartmentowa.
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Stwierdzone dziatania niepozadane, byly bardzo podobne do tych zaobserwowanych po
podaniu TAP u psoéw. Jednakze u kotow wystapito pobudzenie, podczas gdy u psow
zaobserwowano uspokojenie i otepienie. Podobne zachowanie opisano rowniez zar6wno u kotow
jak i psow po podaniu morfiny. Dziatania niepozadane byly silniej wyrazone i trwaty znacznie
dtuzej po podaniu IV w poréwnaniu do podania IM i SC. Jest to prawdopodobnie wynik szybkiego
osiggania przez TAP wysokiego stezenia we krwi po podaniu tg drogg. Jednakze zadne zwierzg nie
wymiotowato, o jest charakterystyczne dla podania morfiny u kotow.

Poniewaz wczesniej opisane dzialania niepozadane TAP u pséw oraz ludzi sg zalezne od
dawki, mniejsza dawka zastosowana u kotoéw moze zminimalizowaé wystepowanie niekorzystnych
efektow TAP przy zachowaniu petnej skutecznosci przeciwbolowe;j.

Zarowno stezenia w osoczu jak i1 parametry farmakokinetyczne wykazaty zmienno$¢
wewnatrz- oraz zewnatrzgrupowa, co potwierdzaja wczesniejsze doniesienia na temat opioidow.

Stezenia leku w osoczu po podaniu IV byty podobne do uzyskanych u krolikow po podaniu tej
samej dawki. Z drugiej strony, okres wykrywalnosci TAP w osoczu byt dtuzszy w porownaniu do
opisywanych u psow (6 h) i krolikow (4 h), cho¢ dawka byta odpowiednio: nizsza i rowna do
zastosowanej w niniejszym doswiadczeniu. Zgadza si¢ to takze z dluzszym okresem poltrwania
w fazie eliminacji, w poréwnaniu do psow (~1 h) czy krolikéw (0,52 h). Proces glukuronidacji jest
glowng drogg metabolizmu TAP u ludzi, gdzie 83% dawki doustnej jest konwertowane i wydalane
jako nieaktywny metabolit. Nalezy pamigta¢, ze koty maja ograniczong ilos¢ UDP-
glukuronylotransferazy, co moze ttumaczy¢ réznice w wartosciach Ty, pomiedzy gatunkami.

Biodostepnos¢ dla podania IM i SC byta duza i podobna do uzyskanych we wczesniejszych
badaniach atypowych lekéw opioidowych. Pomimo, ze stwierdzono nizszg, $rednig wartos¢
parametru Cpax po podaniu SC, réznica w biodostepnosci w porownaniu do podania IM nie okazata
si¢ byC statystycznie znaczaca. Podanie SC faktycznie wywotato efekt depot zatrzymujac lek
w miejscu podania i hamujac jego zbyt szybka eliminacje poprzez stopniowe jego uwalnianie, niz
po podaniu IM, co byto szczegdlnie widoczne w krzywych farmakokinetycznych poszczegdlnych
osobnikéw. Przedluzyto to faze eliminacji TAP (jednakze nie znaczaco), co miato pozytywny
wplyw na warto$¢ AUC. Takie zachowanie moze réwniez thumaczy¢ stabiej wyrazone dziatania
niepozadane w grupie zwierzat, ktora otrzymywata lek droga SC w poroéwnaniu do pozostatych
badanych iniekcyjnych drog podania.

Minimalne stezenie efektywne u ludzi zostalo oszacowane na 0,67 uM/I, co odpowiada
148 ng/ml. Jesli zatozymy u kotoéw w/w MEC, to stezenie w 0soczu oznaczone w niniejszym
badaniu przekraczato wspomniang warto$¢ przez co najmniej 3 h. Jednakze ekstrapolacja wartosci
MEC z cztowieka na zwierzgta nie wydaje si¢ by¢ miarodajna, gdyz istniejg dane literaturowe
$wiadczagce o mozliwo$ci wystgpienia réznic pomigdzy stezeniem w osoczu a wilasciwym
dzialaniem na poziomie samego receptora. Przykladowo TAP wydawal si¢ by¢ efektywny
w leczeniu bolu u krolikéw przez co najmniej 10 h po podaniu IV w dawce 5mg/kg pomimo, ze
jego stezenie w 0s0czU osiagato wartos¢ MEC tylko przez 2 h.

Podsumowujac, bylo to pierwsze badanie dotyczace profilu biofarmaceutycznego tapentadolu
u kotow. Otrzymane wyniki sugeruja odmienne cechy farmakokinetyczne TAP u kotéw
w porownaniu do innych gatunkow zwierzat. Jednocze$nie, TAP wydaje si¢ by¢ obiecujagcym
nietypowym lekiem opioidowym w terapii bolu u kotow po podaniu wszystkimi trzema badanymi
drogami iniekcyjnymi (IV, IM i SC), zwtaszcza w konteks$cie zwierzat wrazliwych na dziatania
niepozadane, obserwowane po podaniu innych opioidow.
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Wyniki tego badania przedstawiono w 1 publikacji w czasopi$mie z listy JCR:

5.2.1. Lee H.K., Lebkowska-Wieruszewska B., Kim T.W., Kowalski C., Giorgi M. (2013)
Pharmacokinetics of the novel atypical opioid tapentadol after intravenous, intramuscular
and subcutaneous administration in cats. Veterinary Journal 198:620-624.
(MNiSW2013 = 45; IF2013 = 2,165)

Oraz zaprezentowane na konferencjach krajowych i migdzynarodowych w postaci wyktadow i
doniesien posterowych:

e Lee H.K., Lebkowska-Wieruszewska B., Kim T.W., Kowalski C.J., Giorgi M.
Pharmacokinetics of the novel atypical opioid tapentadol after intravenous, intramuscular
and subcutaneous administration in cats. Atti S.1.S.Vet. LXVII, 14-15.09.2013, Brescia,
Wiochy, str. 171.

o Lebkowska-Wieruszewska B., Lee H., Kim T., Kowalski C.J., Lisowski A., Giorgi M.
Farmakokinetyka tapentadolu po podaniu doustnym u kotoéw, Il Konferencja Naukowa pt.:
., Postepy w medycynie i farmakoterapii”, 10-13.12.2013, Karpacz, str. 53.

e Lebkowska-Wieruszewska B., Lee H., Kim T., Kowalski C.J., Lisowski A., Giorgi M.
Farmakokinetyka tapentadolu po podaniu domigsniowym u kotow. 111 Konferencja Naukowa
pt.. ,, Postepy w medycynie i farmakoterapii”, 10-13.12.2013, Karpacz, str. 56.

e Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Lee HK., Kim TW, Lisowski A., Meizler A.,
Mills P.C., Giorgi M. Tapentadol w terapii przeciwbolowej matych zwierzat. IV Konferencja
Naukowo-Szkoleniowa “Innowacje w medycynie i farmakoterapii”, 8-11.03.2016, Zakopane.

5.2.2. Ciekawe mechanizmy dziatania przeciwbolowego, zwrocily uwage farmakologow
weterynaryjnych na Flupirtyng (FLU), ktora nalezy do klasy antagonistow N-metylo-D-
asparaginianu (NMDA), chociaz rowniez w tej klasie uwaza si¢ ja za nietypowa. FLU
wspotdziatata ze sprz¢zonymi z biatkiem G kanatami potasowymi (GIRK), ale poprzez wyplyw
jonow potasowych w komorkach (aktywacja kanatéw KCNQ) stabilizuje ich potencjat
spoczynkowy i zmniejsza aktywacj¢ bton komoérek nerwowych. Ponadto FLU hamuje posrednio
receptor NMDA, podczas gdy blokada Mg®* na tym receptorze pozostaje niezmieniona. Poniewaz
zwigzek ten selektywnie wchodzi w interakcje z neuronalnym K*, FLU okrzyknigto prototypem
nowej klasy leku, tzw. zwigzkow selektywnie otwierajgcych neuronalny kanat potasowy (Selective
Neuronal Potassium Channel Openers w skrocie. SNEPCO).

W  stezeniach terapeutycznych FLU nie wykazuje aktywnosci wobec receptorow
adrenergicznych 1 i 2, 5HT,, 5HT,, dopaminergicznych, benzodiazepinowych, opioidowych,
osrodkowych muskarynowych 1 nikotynowych. Co wigcej, jej dziatanie jako s$rodka
rozluzniajacego miegsnie stanowi dodatkowa warto§¢ w przypadkach zwigzanych ze wzrostem
napigcia migsni, takich jak bol uktadu miesniowo-szkieletowego kregostupa czy bolu migsniowo-
powigziowego 1 bolach napigciowych. Jednocze$nie posiada udowodnione wlasciwosci
neuroprotekcyjnie poprzez silne dziatanie przeciwutleniajace a takze podnosi poziom glutationu,
przy ktorego niedoborze nasila si¢ apoptoza komorek. Jest to informacja bardzo wazna przy
stosowaniu FLU u gatunkow, u ktorych zwigzek ten wystepuje w niktych ilo$ciach, jak ma to
miejsce np. u kotow.
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Chociaz istnieje znaczna liczba dowodow na skuteczno$¢ FLU u ludzi, mato jest badan nad jej
dzialaniem przeciwbolowym u zwierzat. Najwiecej jest doniesien zastosowania FLU u zwierzat
laboratoryjnych ale jej farmakokinetyka opisana byta wylacznie u ostow i koni.

Warto podkresli¢, ze FLU jest metabolizowana w watrobie do dwdch gtownych metabolitow,
kwasu 4-fluoro-hipurowego tzw. M1 oraz N-acetylowanego analogu D13223. Jedynie pierwszy
metabolit jest czynny farmakologicznie (okoto 30% sity przeciwbdlowej macierzystego leku), co
z punktu widzenia ekstrapolacji dawki moze mie¢ kluczowe znaczenie w osigganiu MEC. Ponadto,
FLU nie wydaje si¢ ulega¢ metabolizmowi z udziatem cytochromu P450; jednoczesnie uwaza sie,
ze ludzkie izoenzymy oksydazy monoaminowej rowniez prawdopodobnie nie uczestnicza
w metabolizmie leku in vivo. Z drugiej strony, ludzka mieloperoksydaza i peroksydaza chrzanowa
powoduja szybki metabolizm FLU, co sugeruje, ze lek ten jest doskonatym substratem dla tych
szlakow enzymatycznych. Te dane umozliwity wysuniecie hipotezy odnosnie odmiennej
farmakokinetyki flupirtyny u zwierzat, zwtaszcza u kotow.

Celem tego badania byta ocena profilu farmakokinetycznego FLU po podaniu réznymi
drogami u kotéw (dozylnie —IV; doustne, w kapsulce o natychmiastowym uwalnianiu- POIR)
a takze u pséw (IV; POIR; doustnie, w kapsulce o przedtuzonym uwalnianiu - POPR oraz
doodbytniczo - RC).

W pierwszym etapie, 6 kotdow rasy europejskiej podzielono losowo na dwie réwnoliczne
grupy (badanie dwuetapowe, sparowane, naprzemienne — cross over). Grupa 1 otrzymata
pojedyncza dawke 5 mg/kg FLU w postaci iniekcji IV. Grupa 2 otrzymata taka samg dawke,
podana doustnie - POIR.

W drugim etapie, 6 psow rasy Labrador przydzielono losowo do czterech grup (uktad
czteroetapowy, sparowany, naprzemienny — cross over). Zwierzgta w grupach 1, 2 i 4 otrzymaty
pojedyncza dawke FLU (5 mg/kg) podawana odpowiednio IV, POIR i RC. Grupa 3 otrzymata
pojedyncza dawke FLU, 200 mg/ psa, doustnie - POPR. Okres karencji pomigedzy kolejnymi
etapami u obu gatunkow wynosit 1 tydzien.

Stezenia FLU oznaczono z wykorzystaniem wcze$niej zwalidowanej pod katem analizy
osocza psa 1 kota techniki HPLC 2z detekcja fluorescencyjna. Do opisu profilu
farmakokinetycznego kotow wykorzystano model dwukompartmentowy. Natomiast u pséw, model
niekompartmentowy.

Zastosowana dawka 5 mg/kg (IV, POIR i RC) oraz 200 mg/psa (POPR) byta trzykrotna
minimalng dawkag stosowang u ludzi (100 mg/osobe). Jednoczesnie byla nadal w zakresie
klinicznej dawki przeznaczonej dla ludzi (100-400 mg/osobe/dzien). Wybor zastosowanej dawki
potwierdzaty réowniez wyniki oceny EDsy FLU po podaniu doustnym w tescie elektrycznej
stymulacji miazgi zebowej zarowno u psoéw jak i kotow (odpowiednio, 3,5 i 3 mg/kg).

Nalezy podkresli¢, ze podczas badania nie stwierdzono dzialan niepozadanych u kotow.
U psow jedynie w grupie IV odnotowano §linienie, drgawki i wymioty, ktore ustgpowaly
samoistnie w ciggu 10 minut. Mozna to wytlumaczy¢ szybkim osigganiem wysokich stgzen FLU
W 0soczu w pierwszych minutach od podania.

U kotow stezenie FLU w osoczu wykryto we wszystkich badanych grupach przez 36 h od
podania leku. U pséw po podaniu doustnym, stezenia FLU w osoczu byty nizsze niz te po podaniu
dozylnym (do 36 h), ale byly wykrywalne w tym samym przedziale czasowym.
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U kotow wartosci klirensu i objetosci dystrybucji po podaniu PO nawet po ich normalizacji
dla biodostgpnosci byly inne niz po podaniu dozylnym, co wskazuje, ze zarowno forma leku dla
podania 1V i PO (zastosowano FLU w formie odpowiednio: D-glukonianu i maleinianu) jak
i nasycenie enzymow metabolicznych (wywotane przez wysokie st¢zenia leku w grupie IV), moze
wygenerowac takie roznice.

U ludzi, po podaniu PO 100 mg FLU, $redni okres pottrwania w fazie eliminacji wynosit 6,5 h
i byt zgodny z warto$ciami uzyskanymi w badaniu u pséw, podczas gdy u kotdéw czas ten ulegt
wydtuzeniu dwukrotnie (13,6 h). Jest to zwigzane ze zmniejszonym klirensem u kotow, w
poréwnaniu do ludzi. Wydluzony okres poéttrwania u kotow jest wiec, prawdopodobnie
nastepstwem wolniejszej lub w ogodle brakiem biotransformacji do N-acetylowanego analogu
D13223, ktory jest stwierdzany u ludzi. Wskazuje na to brak u kotow jednego z dwoch enzymow
N-acetylo-transferazy (NAT?2), ktéry u ludzi odpowiada za tworzenie metabolitu D13223.

Biodostepnos¢ po podaniu doustnym u kotow wyniosta okoto 40%, podczas gdy u psow po
podaniu doustnym POIR, POPR i RC wynosita odpowiednio: 41,93%, 36,78% i 29,43%. Warto
jednak zauwazy¢, ze u kotow (pomimo niskiej doustnej biodostgpnosci) dawka 5 mg/kg po podaniu
PO wytworzyta stezenia w osoczu wyzsze niz wytwarzane przez kliniczng dawke po podaniu PO
(100 mg/osobnika) zgtaszana u ludzi.

Formulacje o zmodyfikowanym uwalnianiu wydajg si¢ u psoOw sugerowaé szereg zalet, jak
wydtuzenie interwatow podawania oraz zmniejszenie wystepowania dziatan niepozadanych
zwigzanych z gwalttownym wzrostem osoczowych stezen i nawrotach tych objawow (ze wzgledu
na gwaltowny spadek po szczycie stezenia w osoczu). Jednakze u psow stwierdzono zaskakujacy
profil farmakokinetyczny po podaniu POPR, ktory byt prawie identyczny z podaniem POIR.

Gloéwne uzasadnienie stosowania czopkow w medycynie ludzkiej to unikanie efektu
pierwszego przejscia spowodowanego wysokim klirensem watrobowym. FLU ma minimalny
wptyw na klirens watrobowy u ludzi, dlatego gtéwna korzyscia tej postaci jest szybka absorpcja do
krazenia ogolnoustrojowego. W niniejszym badaniu, podanie FLU droga RC spowodowato
osiggniecie nizszych osoczowych stezen (635,34 ng/ml) i F = 29,43% (najnizsza sposrod badanych
formulacji). Klirens watrobowy flupirtyny u psoéw jest nieznany, jednakze ze wzgledu na
specyficzng budowe ostatniego odcinka jelita grubego, mozna si¢ spodziewac sekwestracji czopka
oraz jego niekontrolowanej migracji doglowowo a nastepnie przy$pieszonego metabolizmu
i w konsekwencji niskiej biodostepnosci. Wezesniejsze badania wykorzystujace czopki réwniez
wykazaty zmniejszong biodostepnos¢ u psow.

Podsumowujac, profile farmakokinetyczne FLU u psow i kotow, réznily si¢ nieznacznie w
poréwnaniu do uzyskanych u ludzi. Chociaz podanie doustne wykazato nizsza biodostepnosc¢ niz ta
stwierdzona u ludzi, dawka 5 mg FLU/kg podana w kapsulce o natychmiastowym uwalnianiu-
POIR zaréwno u kotow jak i psow, oraz dawka 200 mg/zwierze po podaniu doodbytniczym psow
osiggaly podobne wartosci stgzen w osoczu do opisanych u ludzi po podaniu dawki klinicznej.
Konieczne sg dalsze badania farmakokinetyczno-farmakodynamiczne w celu oceny Klinicznej
skutecznosci FLU zaréwno u kotow jak i psow.

Wyniki tych badan przedstawiono w 2 publikacjach w czasopismach z listy JCR:

5.2.2.a. De Vito V., Lebkowska-Wieruszewska B., Owen H., Kowalski C.J., Giorgi M. (2014)
Pharmacokinetic profiles of the analgesic drug flupirtine in cats. Veterinary Journal
202:309-13. (MNiSW2014 = 45; IF2014 = 1,693)
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5.2.2.b. De Vito V, Lebkowska-Wieruszewska B, Shaban A, Kowalski CJ, Lisowski A, Giorgi
M. (2015) Pharmacokinetic profiles of the analgesic drug flupirtine in dogs after the
administration of four pharmaceutical formulations. Veterinary Anaesthesia and Analgesia
42:629-637. (MNiSW2015 = 35; 1F2015 = 1,485)

A takze zaprezentowano na konferencjach krajowych i migdzynarodowych w postaci
wyktaddéw i doniesien posterowych:

e De Vito V., Lebkowska-Wieruszewska B., Shaban A., Kowalski C.J., Lisowski A., Giorgi
M. Pharmacokinetics and disposition of flupirtine after administration of four different
formulations in dogs. Societa’ italiana delle scienze veterinarie, Ixviii convegno nazionale
Sisvet, CONVEGNO SICV, XI CONVEGNO Aipvet, XIl CONVEGNO SIRA, 16-18 Giugno
2014, Pisa, Wilochy, str. 21.

e De Vito V. Lebkowska-Wieruszewska B., Owen H., Kowalski C.J., Giorgi M.
Pharmacokinetics of flupirtine in healthy cats following oral and intravenous
administrations. Societa’ italiana delle scienze veterinarie, Ixviii convegno nazionale Sisvet,
CONVEGNO SICV, XI CONVEGNO Aipvet, XIl CONVEGNO SIRA, 16-18 Giugno 2014,
Pisa, Wiochy, str. 173.

e De Vito V., Lebkowska-Wieruszewska B., Shaban A., Owen H., Kowalski C.J., Lisowski
A., Giorgi M., Pharmacokinetics of flupirtine in dogs and cats. International Conference
“Current Approaches to Health and Diseases in Animals and Humans” 19-20.09.2014,
Lublin, Wyktad.

o Lebkowska-Wieruszewska B., De Vito V., Owen H., Shaban A., Lisowski A., Kowalski
C.J., Giorgi M. Flupirine in small animals pain management. XV Kongres PTNW 22—
24.09.2016, Lublin, str. 170.

5.2.3. Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) wioda prym wsrdd lekow przeciwbdlowych
w medycynie weterynaryjnej, stad tez w ostatnich latach zainteresowanie farmakologow
weterynaryjnych skierowato si¢ na selektywne inhibitory COX-2.

Pomimo, Ze istnieje stosunkowo wiele danych literaturowych odnosnie inhibitoréw COX-2
przeznaczonych zarowno dla ludzi, jak i wykorzystywanych w medycynie weterynaryjnej, zadne
z badan nie podejmuje oceny profilu farmakokinetycznego cymikoksybu (CX) u psow w
zaleznos$ci od wypehienia przewodu pokarmowego czy roznic w dawce.

Poprzednie badania nad innym inhibitorem COX-2, celekoksybem wykazaty, ze pokarm
moze wplywaé na profil farmakokinetyczny tej grupy lekow. Stwierdzono, ze wraz z wysoka
zawarto$cig tluszczu w diecie zwigksza si¢ wchianianie leku w porownaniu do zwierzat
kontrolnych bedacych na czczo czy na diecie ubogotluszczowej. W niniejszym badaniu positek byt
przygotowany tak, aby zasymulowaé¢ normalng sytuacje. Wykorzystana karma byla komercyjng
miesng karmg w puszce, dostepng dla kazdego witasciciela potencjalnego pacjenta.

Uzasadnieniem przeprowadzenia badan byta rowniez proba oceny wplywu usrednionej dawki
cymikoksybu na rézne populacje, gdzie wystepowaty duze réznice w masie ciata psdéw, rasie czy
warunkach osobniczych itd., w odniesieniu do dawki precyzyjnej (2 mg/kg) podawanej psom rasy
Beagle, o stosunkowo jednorodnej genetycznie populacji, w podobnym wieku, masie ciala
i warunkach eksploatacji. Takie postgpowanie jest szczegolnie wartosciowe dla oceny lekow
stosowanych w leczeniu bolu i standw zapalnych, poniewaz leczenie jest czesto dtugotrwate i moze
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by¢ dowolnie przerywane bez obawy o wysoka czestotliwo$¢ wystepowania dzialan
niepozadanych. Podobnie jak inne inhibitory COX, CX jest oferowany w postaci doustnej tabletki
do zucia (smakowa), co umozliwia bezstresowe aplikowanie przez wiasciciela. Chociaz postaé
tabletki do Zucia ma zalety tatwo$ci podawania, ma rowniez t¢ wade, ze nie pozwala na precyzyjne
dawkowanie. W przypadku tabletek do zucia dokladne dawkowanie mozna osiaggna¢ jedynie
poprzez podzial tabletki na podstawie masy ciata, ktory jest procesem zmudnym, a i tak czesto
bywa niedoktadnym. Tak wigc powszechng praktyka w leczeniu zwierzat jest stosowanie tego typu
produktéw w zakresie mas o tej samej dawce, osiggajac w przyblizeniu dawke zalecang. Stad tez
badanie zostalo zaprojektowane tak, aby takze okresli¢ takze zakres dawkowania u psow, by
leczenie byto w petni skuteczne.

Badanie podzielono na dwa etapy. W pierwszym etapie brato udzial pie¢ zdrowych dorostych
samcow rasy Beagle o masie ciata 9-12 kg, w wieku 4-5 lat. Psy otrzymywaly CX w dawce
precyzyjnie okreslonej tj. 2 mg/kg doustnie (PO), na czczo - po 12 h przeglodzenia przez noc.
Indywidualnie dobrane dawki zostaty przygotowane przez precyzyjny podziat tabletki.

W drugim etapie wykorzystano sze$¢ zdrowych psow rasy Labrador retriever o masie ciata
32-41 kg, w wieku od 2 do 4 lat, ktore zostaly losowo podzielone na 2 grupy doswiadczalne. Kazde
zwierze¢ otrzymato jednorazowo cymikoksyb w dawce przyblizonej tj. 80 mg/psa. Jednakze
pierwsza grupa (n=3) otrzymata lek rano na czczo - po 12 h, nocnym przegtodzeniu, natomiast
drugiej grupie (n=3) podano lek réowniez rano, ale po 15 minutach od nakarmienia karmg
komercyjng. Po 2-tygodniowym okresie karencji, grupy zamieniono (grupa nakarmiona stata si¢
grupa przeglodzong i odwrotnie) i powtdrzono doswiadczenie.

Stezenia cymikoksybu oznaczono technikg HPLC z detekcjg florescencyjna zgodnie z metoda
analityczng wczeséniej opublikowang (Giorgi i wsp., 2013). Zmiany st¢zenia CX oceniano stosujac
analiz¢ 1-kompartmentows.

Po podaniu CX w dawce 2 mg/kg w do$wiadczeniu na Beaglach, stwierdzono zaré6wno dla
parametru Tpax, jak i okresu poltrwania w fazie eliminacji warto$¢ rowng ok. 2,9 h. Wczeéniejsze
badania wykazaty, ze w przypadku podania CX (1 mg/kg) doustnie, jednorazowo psom rasy
Beagle wartosci Trax byly podobne (2 h), jednakze nie w przypadku tiox, (7 h). Ta roznica
w okresie poltrwania odnotowana zostata rowniez w raporcie EMA/CVMP (2011) dotyczacym
CX, gdzie parametr ten wynosit okoto 2,5-4 h u psow z normalnym metabolizmem oraz ponad 8 h
u Beagli ze zwolnionym metabolizmem. Wydaje si¢ zatem, ze dawka CX powinna by¢
zmniejszona u pséw z zaburzeniami czynno$ci watroby.

Wyniki drugiego do$wiadczenia (u psoOw na czczo), okazaly si¢ bardzo podobne do wynikow
uzyskanych po podaniu precyzyjnej dawki 2 mg/kg, jaka zastosowano w doswiadczeniu 1. Nasuwa
si¢ wigc wniosek, ze orientacyjne dawkowanie oraz rdznice rasowe nie wydajg si¢ miec
znaczacego wpltywu na parametry farmakokinetyczne. MEC dla pséw okreslono na 0,2 ug/ml, co
potwierdza w/w raport EMA/CVMP. Symulacja podawania CX doustnie w dawce 1,95; 2,00 i 2,50
mg/kg wykazata obecno$¢ w osoczu stezenia leku na poziomie MEC w zakresie 8,3-9,4 h.

Otrzymane wyniki wykazaly, Zze parametry farmakokinetyczne cymikoksybu u psow po
podaniu dawki precyzyjnej (2 mg/kg) i dawki przyblizonej (1,95~2,5 mg/kg) byty podobne,
niezaleznie od dawki i wypetienia przewodu pokarmowego (na czczo czy po nakarmieniu). Czas
trwania minimalnego skutecznego stgzenia (MEC), okazal si¢ podobny po podaniu wszystkich
badanych dawek.
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Wyniki tych badan przedstawiono w czasopismach z listy JCR:

5.2.3.a. Kim T.W., Lebkowska-Wieruszewska B., Owen H., Hyoin Yun, Kowalski C.J., Giorgi
M. (2014) Pharmacokinetic profiles of the novel COX-2 selective inhibitor cimicoxib in
dogs. Veterinary Journal 200:77-81. (MNiSW2014 = 45; 1F2014 = 1,693)

5.2.3.b. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J, Kim T.W, Owen H., Yun H., Giorgi M.
(2015) Wptyw pokarmu oraz sposobu dawkowania na farmakokinetyke cymikoksybu u
pséw. Medycyna Weterynaryjna 71:626-631. (MNiSW2015 = 15; 1F2015 = 0,195)

A takze zaprezentowano na konferencjach migdzynarodowych w postaci posterow:
o Kim T.W., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Giorgi M. Pharmacokinetic
profiles of cimicoxib. Atti S.1.S.Vet. LXVII, 14-15.09.2013, Brescia, Wiochy, str. 178.
o Lebkowska-Wieruszewska B., C.J. Kowalski, T.W. Kim, H. Owen, Hyoin Yun, M. Giorgi.
Czy obecno$¢ pokarmu moze wplywa¢ na stezenia cymikoksybu w osoczu u psow?

International Conference “Current Approaches to Health and Diseases in Animals and
Humans” 19-20.09.2014, Lublin, str. 117.

5.2.4. Wytwarzanie produktow pochodzenia zwierzecego bezpiecznych dla ludzi jest jedna
z najwazniejszych kwestii tego stulecia. Z drugiej jednak strony spoteczenstwo stopniowo staje si¢
coraz bardziej $wiadome potencjalnego cierpienia zwierzat hodowlanych 1 koniecznosci
stosowania nowych terapii przeciwbolowych zarowno w celu zapobiegania jak i leczenia bolu.
W zwigzku z tym istnieje zapotrzebowanie na nowe leki tagodzace bol rowniez u zwierzat
produkcyjnych.

Pomimo ze hodowla kozy domowej jest obecna na catym $wiecie w ilo$ciach wystarczajgco
duzych, aby nada¢ im status waznego gatunku produkcyjnego, zwierzgta te sa nadal uwazane przez
agencje ds. zywnosci w Europie i USA za malo znaczace. Ze wzgledu na mniejsza liczbg¢ populacji
kéz w poréwnaniu z innymi gatunkami zwierzat, okrojona liczbe badan i dostepnych danych
wszelkie problemy zdrowotne nie mogg by¢ rozwigzywane za pomoca niewielkiej ilosci lekow
zatwierdzonych przez EMA lub FDA. W zwigzku z tym wiele lekow podaje si¢ kozom w sposob
off - label use (poza wskazaniami na ulotce), bez zadnych informacji naukowych na temat
zachowania leku w organizmie, potencjalnej toksycznosci i odpowiednich okreséw karencji dla
produktow przeznaczonych do spozycia przez ludzi.

Co wigcej, ostatnio koza domowa stata si¢ zwierzgciem towarzyszacym, ktore wykazuje silne
podobienstwo z innymi zwierzgtami towarzyszacymi, takimi jak psy i konie, w zrachowaniach
komunikacyjnych z czlowiekiem. Terapia przeciwbolowa nieobarczona dziataniami
niepozadanymi, staje si¢ zatem istotnym elementem w wykonywaniu dziatan lekarskich takich jak
wspomaganie porodu czy usuwanie rogow, ktore jest wyjatkowo bolesne i moze wywotywac
skrajny stres z nadpobudliwosciag. Pomimo ze, istnieje tendencja do dziatan promujgcych
bezpieczenstwo i dobrostan zwierzat, czesto rowniez wzgledy ekonomiczne ograniczajg stosowanie
srodkow przeciwbolowych tym bardziej, ze istnieje tylko niewielka liczba zarejestrowanych lekow
dla koz.

Meloksykam (MEL) jest silnym lekiem przeciwzapalnym o wiasciwosciach przeciwbdlowych
i przeciwgoraczkowych. Wykazano, ze MEL preferencyjnie hamuje COX-2 (12 razy bardziej
selektywnie jako inhibitor COX-2 u ps6éw) niz izoenzym COX-1.
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Profil farmakokinetyczny MEL wykazuje dobra absorpcje¢, dtuzszy okres poltrwania i wysoka
dostgpnos¢ biologiczng po podaniu pozanaczyniowym u réznych gatunkow zwierzat. Brak jest
jednak danych farmakokinetycznych odnosnie zastosowania meloksykamu u kozy po podaniu
domigéniowym oraz na temat pozostatosci tego leku w mleku. Cel zadania byt zatem dwojaki:
okreslenie farmakokinetyki MEL po podaniu dozylnym (IV) i domigsniowym (IM) w dawce 0,5
mg/kg u kozy domowej; oraz ilo§ciowe oznaczanie pozostatosci MEL w mleku.

Badanie przeprowadzono na szesciu zdrowych 1-2 letnich kozach mlecznych rasy mieszanej,
o $redniej wadze 55 (+4) kg. Kozy zostaly losowo przydzielone do 2 grup terapeutycznych (model
badania otwartego, z jednorazowym podaniem, dwufazowego, niesparowanego, typu cross-over
(2x2 Latin square). Grupa A (n=3) otrzymata pojedynczg dawke 0,5 mg/kg MEL w postaci
roztworu do wstrzykiwan dozylnie. Grupa B (n=3) otrzymala t¢ sama dawke MEL przez
wstrzykniecie domig$niowe w prawy migsien posladkowy. Miedzy fazami zastosowano
3-tygodniowy okres karencji, po czym grupy zamieniono i doswiadczenie powtorzono. Probki krwi
pobierano bezposrednio przed i po 5, 15, 30 i 45 min oraz ; 1,5; 2; 4; 6; 8; 10; 24; 36; 48; 60; 72;
96; 120; 144 i 168 h po podaniu leku. Ponadto, kozy byly catkowicie zdajane z obu wymion
bezposrednio przed i w 10, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120, 144 i 168 h, po podaniu leku. Meloksykam
oznaczono technika HPLC-DAD, wykorzystujac metode analityczng wczesniej opublikowang
z niewielkimi modyfikacjami wtasnymi i zwalidowang pod katem analizy osocza kozy.

Do oceny farmakokinetyki uzyto modelu dwukompartmentowego W przypadku podania
dozylnego, natomiast dla podania domig$niowego najlepiej pasowat model jednokompartmentowy.

Stezenia MEL w osoczu po podaniu IV i IM byly wykrywalne do 96 h. Faza eliminacji MEL
z osocza byta podobna w obu badanych grupach. Nie wykazano, aby parametry farmakokinetyczne
roznity si¢ znaczaco pomiedzy badanymi drogami podania, jak i danymi stwierdzonymi
w podobnych badaniach u koz. Przyktadowo, okres poéttrwania byt dlugi ale nie réznit si¢
statystycznie (9,6+0,9 h - IV vs. 9,3+0,7 h - IM).

Biodostepnos¢ po podaniu IM wynosita 105,0+8,23%. Warto$¢ te mozna wyjasni¢ jako btad
doswiadczalny, na ktory ztozyly sie rozne fazy badania, choé¢ istniejg badania w literaturze
opisujace podobne zjawiska.

Stezenia MEL w probkach mleka stwierdzano odpowiednio dla drogi podania IV i IM do 60
i 48 h od podania leku. Jak dotagd brak jest dozwolonych maksymalnych limitow pozostatosci
(MRL) meloksykamu dla mleka pozyskanego od kéz, cho¢ tempo usuwania leku wydaje sie by¢
szybsze niz w przypadku bydta. Moze to wynika¢ z bardziej aktywnego metabolizmu u koz
w poroéwnaniu z owcami lub byditem. Jest to zwigzane z ich sposobem zywienia, gdyz kozy sa
naturalnymi ,,poszukiwaczami”, ktére mogg si¢ga¢ po réznorodna roslinnos¢ stojac na tylnych
fapach lub nawet wspinac si¢ na drzewa. Kozy najchetniej jedza liscie drzew i krzewow, kwiaty
1 owoce, wybierajac w ten sposob najbardziej dostepny pozywny pokarm. Sg jednak takze narazone
na spozycie ro$lin zawierajgcych wiele toksycznych alkaloidéw, ktére nastgpnie muszg by¢
metabolizowane podlegajac watrobowemu efektowi pierwszego przejscia. W przeciwienstwie do
bydta, ktore zywione jest badz nieselektywng pasza z podajnika lub pasie sie na nieselektywnych
gatunkach traw na ogo6t o niskiej zawartosci alkaloidow.

Wartoéci stezen MEL w 0soczu, w symulowanym stanie stacjonarnym, byty wyzsze niz MEC
obliczony dla kotow (347 ng/ml) we wszystkich badanych punktach czasowych (do 24h), podczas
gdy przy wartosci MEC dla psow (833 ng/ml) przez 16 h. Reasumujac, wzglednie dtugi okres
poéttrwania eliminacji, catkowita F po podaniu IM i wysoka warto$¢ $redniego stezenia w osoczu
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w ciagu 24 h, obliczona po symulacji komputerowej sugeruja, ze lek mozne by¢ podawany raz na
dobe droga IM u kozy domowej w terapii przeciwbolowe;.

Podsumowujac, MEL po podaniu IV i IM u koz w okresie laktacji wykazat podobne profile
farmakokinetyczne. Dawka 0,5 mg/kg zastosowana w badaniu symulacyjnym zapewnia st¢zenia
w osoczu powyzej MEC, okreslone dla innych gatunkow zwierzat, przez prawie 24 h. Wysoka
dostepnosé biologiczna po podaniu IM, dhugi okres pottrwania w fazie eliminacji i $rednie stezenie
W 0sOoczu W stanie stacjonarnym sugeruja, ze podanie MEL domi¢$niowo raz dziennie w dawce
0,5 mg/kg wydaje si¢ byé wystarczajgce, aby zapewni¢ skuteczne dziatanie przeciwbdlowe.
Wykazano, ze stezenia pozostatosci MEL w mleku koz sg w pewnym stopniu usuwane zgodne
z trendem stwierdzanym w badaniach na mleku krowim.

Wyniki powyzszego badania opublikowano w czasopi$mie z listy JCR:

5.2.4. De Vito V., Lebkowska-Wieruszewska B., Lavy E., Lisowski A., Owen H., Giorgi M.
(2018) Pharmacokinetics of meloxicam in lactating goats (Capra hircus) and its
guantification in milk after a single intravenous and intramuscular injection. Small Ruminant
Research 160:38-43. (MNiSW2016 = 30; IF2017 = 0,974)

Oraz zaprezentowano na migdzynarodowej konferencji w postaci posteru:

e Giorgi M., Lebkowska-Wieruszewska B., Lavy E., Lisowski A., Owen H., De Vito V.
Pharmacokinetics of meloxicam in lactating goats (Capra hircus) after a single intravenous
and intramuscular injection and its quantification in milk. 14th International Congress of the
European Association for Veterinary Pharmacology and Toxicology. “One Health —
Challenges and Innovations”, Wroctaw 24-28.06.2018. P.11.2. (J. Vet. Pharmacol. Ther.
2018 Vol. 41 Suppl. 1 5. 132)

5.2.5. Zwazywszy na zachecajace Wyniki odno$nie profilu farmakokinetycznego meloksykamu
u koz, kontynuowatam miedzynarodowa wspotprace nad wczesniej rozpoczetymi u pséw i kotow,
badaniami farmakokinetyki metamizolu u kozy domowej.

W dostepnej literaturze brak jest danych odnos$nie farmakokinetyki aktywnych metabolitow
MET u kéz. Doswiadczenie to zostato wzbogacone okres$leniem pozostatosci tego leku w mleku.
Cele zatem tego badania obejmowatly: a) zbadanie wiasciwosci farmakokinetycznych dwoch
gtownych aktywnych metabolitow MET, MAA i AA u koz po podaniu IV i IM; oraz b) okreslenie
stezenia metabolitow MET w mleku kozim po podaniu IM.

Szes¢ zdrowych koz w okresie laktacji w wieku ok. 5-8 lat i wadze 52-66 kg przydzielono
losowo do dwoch rownolicznych grup (badanie cross over). W grupie | - podanie dozylne (IV),
MET wstrzyknieto w postaci pojedynczego bolusa w dawce 25 mg/kg masy ciata. Zastosowana
dawka, jest dawkg rekomendowang dla pséw. Grupa Il - podanie domig¢sniowe (IM) otrzymata taka
samg dawke w gorny kwadrant migsnia posladkowego. Probki krwi pobrano w 5; 15; 30; 45 min
oraz 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 10 i 24 h od podania leku. Probki mleka pobierano po catkowitym zdajaniu
z obu wymion w 1, 6, 12, 24, 48 i 72 h po podaniu leku. Po dwutygodniowym okresie karencji
grupy zamieniono i do§wiadczenie powtorzono.

Przygotowanie probek i analiz¢ HPLC z detekcja UV przeprowadzono w oparciu o wczesniej
opracowana metode¢ zwalidowang pod katem analizy osocza oraz mleka koz.

Analize farmakokinetyczng dwodch gtownych metabolitow MET przeprowadzono metoda
niekompartmentows, zaktadajac catkowita konwersja MET do MAA.
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Nie zaobserwowano zadnych objawow niepozadanych u kéz po podaniu MET.

Po podaniu IV i IM, metabolit MAA byt szybko wykrywalny w 0soczu i utrzymywal si¢
odpowiednio przez 6 i 10h. Po podaniu 1V, érednie stezenie MAA w osoczu W 0,08 h (czas
pobrania 1 probki) wynosito 183,97+1,46 pg/ml a po podaniu IM, Cg. Obserwowano
w 0,70+0,06 h. Szybka konwersja MET do MAA zostata potwierdzona maksymalnym stezeniem
MAA juz w pierwszym punkcie pomiarowym po podaniu IV. Moze by¢ to spowodowane
bezposrednim wprowadzeniem leku do krazenia ogoélnoustrojowego, gdzie pomijana jest faza
wchlaniania, €0 jest zgodne z wczesniejszymi badaniami. Jednocze$nie, zgodnie z oczekiwaniami,
podanie IM wykazato wzglednie opdznione Cra dla MAA. Podobnie réznice stwierdzono
w parametrach farmakokinetycznych w porownaniu do podania dozylnego. Ttumaczy to wptyw
specyfiki gatunkowej na profile farmakokinetyczne, ktory juz wczesniej zgtaszano u roznych
gatunkow zwierzat.

Objetos¢ dystrybucji byta wigksza po podaniu IM, choé¢ ze znaczaco mniejsza (p<0,05)
warto$cig klirensu niz po podaniu IV. Sposrod innych gatunkow, kozy po podaniu 1V, wykazaty
najkrotszy okres pottrwania w fazie eliminacji (0,72 h), ktéry byt az 9 razy krotszy niz u kotow
(okoto 6 godzin). Moze by¢ to spowodowane szybkim metabolizmem stwierdzanym u kéz. Po
podaniu IM, réwniez zaobserwowano najszybszy okres pottrwania eliminacji MAA w poréwnaniu
z wezesniej badanymi gatunkami zwierzat. Jednak warto$¢ okresu pottrwania po podaniu IM byta
wzglednie dtuzsza niz po podaniu IV. Mozna to tlumaczy¢ efektem "flip-flop" wywotanym
wolniejszg hydroliza MET po wstrzyknieciu droga IM.

Ponadto $redni czas przebywania leku w organizmie (MRT) byt rowniez znacznie dtuzszy
(ponad 2 razy) po podaniu IM niz IV, przy czym rdznica byta wigksza, niz wynikatoby to z réznicy
czasu pottrwania pomiedzy obiema drogami podawania.

Stwierdzona wartos¢ AUC MAA, ktora implikuje ogodlnoustrojowa ekspozycje na lek, byta
wyraznie rozna w porownaniu do innych gatunkéw, chociaz podawana dawka byla taka sama,
z wyjatkiem owcy (20 mg/kg) np.: wartos¢ AUC koz (105,22+36,54 hemg/ml) byta poréwnywalna
do tej stwierdzanej u koni (94,42443,60 hemg/ml) i ostow (82,9245,46 hemg/ml),
w przeciwienstwie do zaobserwowanej u psow, roznigcych sie istotnie (45,34+9,64 hemg/ml)
i kotow (272,62+143,74 hemg/ml). Réznice gatunkowe moga wynika¢ z roznic fizykochemicznych
w miejscu, w ktorym zachodzi hydroliza MET (tworzenie MAA opiera si¢ na hydrolizie MET), na
ktora wpltyw maja wlasnie czynniki fizykochemiczne, w tym stezenie leku macierzystego, pH czy
temperatura.

Ponadto, wspotczynnik AUCyv MAA wyniost ponad jeden (1,38+0,42), co wskazuje na
satysfakcjonujaca absorpcje leku do krazenia ogblnego po podaniu IM (zakladajac, ze MET
calkowicie przeksztatcit si¢ w MAA zaréwno po podaniu IV jak i IM). We weczesniejszych
badaniach z MET na innych gatunkach zwierzat spekulowano, ze miejsce wstrzyknigcia
domigsniowego moze wplywaé na warto§¢ AUC ze wzgledu na regionalne rdznice w przeptywie
krwi, oraz ze boczna czgs¢ Szyi zapewnia wigksze wchianianie ze wzgledu na wigkszy przeptyw
krwi w poréwnaniu z okolicg posladkowa. Jednakze, mimo ze kozy otrzymywaty MET w okolice
posladka, jak miato to miejsce w badaniach u kotow i pséw, w badaniu u kéz uzyskana warto$¢
stosunku AUC,y ;v byta wyraznie wyzsza niz stwierdzana u kotow (0,63+0,41) i psow (0,75+0,11).
Jednoczesnie wartos¢ ta byta podobna do tej uzyskanej we wczesniejszych badaniach na ostach
i koniach, ktorym MET podawano domie$niowo w okolice szyi.
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Srednie stezenie AA bylo ewidentnie nizsze niz MAA zaréwno po podaniu IV jak i IM. AA
w przypadku obu drég podania bylo wykrywalne az do 24 h, chociaz w ostatnim punkcie
czasowym bylo prawie na poziomie LOQ. Metabolit AA pojawit si¢ szybko i osiagnat Cpax
odpowiednio dla IV i IM po 0,510,361 2,16+0,93 h.

Droga IM wykazata dtuzszy okres pottrwania AA w fazie eliminacji niz droga IV. Stosunek
AUCyv ;v AA wynosit 2,16+0,19 i byt okoto 2 razy wigkszy niz w przypadku MAA, ktory byt
rowniez Wiekszy niz w przypadku innych wczesniej badanych gatunkow zwierzat.

Srednia warto$¢ MRT, ktora ma istotny wptyw na czas trwania dziatania leku, byta okoto
3 razy dtuzsza niz w przypadku MAA zarowno po podaniu IV jak i IM. U ludzi, metabolity MAA
1 AA s3 odpowiedzialne za wickszos$¢ efektow przeciwbodlowych ale z réznymi EDsy oraz moca
przeciwzapalna. Chociaz doktadny udzial metabolitow w dziataniu przeciwbolowym u kdz jest
nieznany, mozna oczekiwac, ze dobre wchianianie MET po podaniu IM moze prowadzi¢ do
wzglednie dtuzszego dziatania przeciwbdlowego w poréwnaniu z drogg dozylng. Podobne wnioski
przedstawiono we wczesniejszych badaniach MET u kotow.

Maksymalne st¢zenia MAA i AA w mleku po domigéniowym podaniu MET wynosity
odpowiednio 2,14+0,29 i 0,22+0,09 pg/ml. Chociaz stezenia obu metabolitow MET w mleku
stopniowo ulegaty zmniejszeniu w sposéb zalezny od czasu, odpowiednio MAA i AA w ilosci
1,47+0,04 oraz 0,06+0,00 pg/ml, to nadal wystepowatly 48 h po wstrzyknigciu leku. Poniewaz nie
ustalona jest maksymalna granica pozostatosci (MRL) dla MAA w mleku koz, za granice tg nalezy
uzna¢ warto$¢ LOQ metody.

Podsumowujac, kozy z powodzeniem przeksztatcajg MET w aktywne metabolity zarowno po
podaniu dozylnym IV, jak i IM. Jednakze, okres poitrwania i stosunek AUC,y, v metabolitu MAA
byly wzglednie krotsze i wigksze, niz te zglaszane u innych gatunkow zwierzat. Wartosci MRT dla
MAA i AA byty okoto dwa razy dluzsze dla podania IM w poréwnaniu do drogi IV. Ponadto,
w 48h po podaniu domig¢éniowym metabolity MET nadal byty wykrywalne w mleku.

Wyniki tego badania opublikowano w czasopi$mie z listy JCR:

5.2.5. Kim T. W., Lebkowska-Wieruszewska B., Sitovs A., Poapolathep A., Owen H., Lisowski
A., Abilova Z., Giorgi M. (2018) Pharmacokinetic profiles of metamizole (dipyrone) active
metabolites in goats and its residues in milk. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, DOI: 10.1111/jvp.12679 (MNiSW2016 = 25; IF2017 = 1,441)

A takze przedstawiono na mi¢dzynarodowej konferencji w postaci posteru:

e Sitovs A, Kim T.W., Lebkowska-Wieruszewska B., Poapolathep A., Owen H., Lisowski
A., Abilova Z., Giorgi M. The fate of the metamizole active metabolites in goats and its
residues in milk. 14th International Congress of the European Association for Veterinary

Pharmacology and Toxicology. "One Health — Challenges and Innovations”, Wroctaw 24-
28.06.2018. P.11.7 (J. Vet. Pharmacol. Ther. 2018 Vol. 41 Suppl. 1 s. 135)

Pozostale badania w zakresie farmakokinetyki

W ciggu ostatniego roku bratam udziat w miedzynarodowych badaniach profilu
farmakokinetycznego dwoch lekow przeciwbakteryjnych u kéz. Obecnie trwaja prace nad
przygotowaniem publikacji do czasopism z listy JCR. Cze$¢ wynikow badan zostalo juz
zaprezentowane na miedzynarodowej konferencji.

Strona | 43



NG C\M  Beata Lebkowska-Wieruszewska

e Sitovs A., Vercelli C., Lebkowska-Wieruszewska B., Giorgi M. Pharmacokinetics of
levofloxacin after single intravenous and subcutaneous administration in domestic goats
(Capra hircus): a pilot study. 2nd International Conference in Pharmacology: From
Cellular Processes to Drug Targets Riga, Latvia, 19—20.10.2017, Intrinsic Acticity,
5 (suppl 2), 2017. A2.27.

W nawiazaniu do dalszego poszukiwania substancji o dziataniu przeciwbolowym bratam
réwniez udzial w badaniach profilu farmakokinetycznego Bedrocan (w postaci oleju z ekstraktem
marihuany) u pséw przegtodzonych i nakarmionych. Obecnie trwaja prace nad przygotowaniem
publikacji do czasopism z listy JCR. Cze¢s¢ wynikow badan zostalo juz zaprezentowane na
miedzynarodowej konferencji.

e Giorgi M., Stefanelli F., Lebkowska-Wieruszewska B., Lisowski A., Poapolathep A.,
Owen H., Indaimo M.C., Chericoni S. Pharmacokinetics of Bedrocan (marijuana extract oil)
in fasted and fed dogs: a pilot study. 14th International Congress of the European
Association for Veterinary Pharmacology and Toxicology. ”One Health — Challenges and
Innovations”, Wroctaw 24-28.06.2018. (J. Vet. Pharmacol. Ther. 2018 Vol. 41 Suppl. 1 s.
38)

5.3. Publikacje przegladowe
Cze$¢ prac, zroznicowanych pod wzgledem tematycznym jest efektem badan w ramach
dziatalnosci statutowej oraz moich szeroko pojetych zainteresowan. Nalezy tu jedna publikacja w
czasopismie z listy JCR:
5.3.1. Kowalski C., Lebkowska B., Pomorska M. (2007) Immunotoxic properties of the
pesticides. Polish Journal of Environmental Studies 16:213-216. (MNiSW2007 = 10)

A takze publikacje w innych recenzowanych czasopismach:

5.3.2. Kowalski C., Lebkowska B., Pomorska M. (2006) Probiotyki — potencjalna alternatywa
dla terapii antybiotykowej. Magazyn Weterynaryjny Suplement — Swinie:62-66.

5.3.3. Kowalski C., Pomorska M., Lebkowska B. (2006) Chemioterapia zakazen bakteryjnych
uktadu moczowego u psow i kotow. Magazyn Weterynaryjny 14:64-69.

5.3.4. Kowalski C., Lebkowska B., Pomorska M. (2006) Problemy zwalczania infekcji
bakteryjnych u ryb hodowlanych. Komunikaty Rybackie 6:11-16.

5.3.5. Kowalski C., Lebkowska-Wieruszewska B. (2007) ,,Wlewy dozylne - ich funkcje
i zastosowanie u duzych i matych zwierzat cz.I ”. Magazyn Weterynaryjny 16:58-59.

5.3.6. Kowalski C., Lebkowska-Wieruszewska B. (2007) ,,Wlewy dozylne - ich funkcje
i zastosowanie u duzych i matych zwierzat cz.11 ”. Magazyn Weterynaryjny 16:48-50.

5.3.7. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C. (2009) Farmakoterapia przewleklej
niewydolno$ci nerek u psow i kotow - problem stale aktualny. Magazyn Weterynaryjny
18:940-944.

5.3.8. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C., Lasiecka K. (2012) Preferencje w wyborze
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych u pséw i kotoéw. Magazyn weterynaryjny 21:788-
792. (MNiSW2012 = 3)
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5.3.9. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Stopka-Studencki J. (2013) Rola
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych w leczeniu nowotworéow u pséw i kotow.
Magazyn weterynaryjny 22:788-792. (MNiSW2013 = 3)

5.3.10. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Kim T.W., Owen H., Yun H., Giorgi M.
(2016) Czy obecnos¢ pokarmu oraz sposobu dawkowania moga wpltywaé na skutecznos$c
cymikoksybu u pséw? Magazyn Weterynaryjny 25:54-59. (MNiSW2016 = 2)

5.3.11. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J., Piecyk I., Lisowski A. (2017) Leki
przeciwbolowe u kotow, skad takie réznice w metabolizmie? Magazyn weterynaryjny 10:12-
16. (MNiSW2016 = 2)

Tematy moich zainteresowan przedstawialam rowniez na konferencjach krajowych
1 miedzynarodowych:

o Kowalski C., Lebkowska B., Pomorska M. Probiotics — an alternative for antibiotics. The
fifth Multidisciplinary Conference on Drug Research. 15-17.05.2006, Dartowko Wschodnie,
str. 58.

e Kowalski C, Lebkowska B., Pomorska M. Wlewy i inickcje dozylne cz. 1 i II. VII
Konferencja Lekarzy Weterynarii. 30.09.2006, Serock, str. 13-34.

o Kowalski C., Pomorska M., Kowalska M., ELebkowska B. Niekorzystny wplyw
antybiotykow stosowanych w weterynarii na srodowisko oraz ich oznaczanie w matrycach
biologicznych. II Miedzynarodowe Sympozjum Naukowe ,,Srodowiskowe Zrédia zagrozen
zdrowotnych” 26-28.04.2007, Kazimierz Dolny, str. 546.

e Kowalski C., Lebkowska B., Burmanczuk A. Wykorzystanie naturalnych zeolitow
w produkcji zwierzecej i ochronie $rodowiska, II Miedzynarodowe Sympozjum Naukowe-
Srodowiskowe Zrédla Zagrozen Zdrowotnych, 26-28.04.2007, Kazimierz Dolny, str. 547.

e Kowalski C., Lebkowska B., Pomorska M. Immunotoksyczno$¢ pestycydow,
1V Miedzynarodowa Onkologiczna Konferencja Naukowa- ,, Promocja zdrowia, profilaktyka
i znaczenie czynnikow Srodowiskowych w chorobach nowotworowych”, 31.05.-01.06.2007
Sanok, str. 65.

e Burmanczuk A., Kowalski C.J., Lebkowska-Wieruszewska B., Zan R. Farmakokinetyka
wybranych cefalosporyn u kréw mlecznych z przypadkami mastitis. VI Konferencja
Naukowo-Szkoleniowa Pt. , Wybrane problemy profilaktyki, diagnostyki i terapii chordb
zapalnych, infekcyjnych i nowotworowych ”, 20-22.05.2010, Jurata, str. 20.

e Lasiecka K., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J. Stosowanie antyoksydantow
w terapii choréb watroby. Konferencja Naukowo-Szkoleniowa ,, Nowe kierunki badan
w farmakologii i toksykologii weterynaryjnej”, 08-11.12.2011, Koscielisko k. Zakopanego,
str. 19.

e Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J. Wptyw diklofenaku na wybrane parametry
biochemiczne funkcji watroby i nerek po podaniu per 0s i per rectum u psow. Konferencja
Naukowo-Szkoleniowa ,,Nowe kierunki badann w farmakologii i toksykologii
weterynaryjnej”, 08-11.12.2011, Koscielisko k. Zakopanego, str. 20, Wyktad W3.

e Opielak S., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J. Mykotoksyny — charakterystyka
i zagrozenia. Konferencja Naukowo-Szkoleniowa ,,Nowe kierunki badan w farmakologii
i toksykologii weterynaryjnej”, 08-11.12.2011, Koscielisko k. Zakopanego, str. 22.
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Prokopiuk D., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J. Uregulowania prawne
dotyczace ochratoksyny A w zywnosci. Konferencja Naukowo-Szkoleniowa ,, Nowe kierunki
badan w farmakologii i toksykologii weterynaryjnej”, 08-11.12.2011, Koscielisko k.
Zakopanego, str. 24.

Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J: ,,Wplyw ochratoksyny A oraz aflatoksyny B2
na parametry biochemiczne kurczat broilerow . XIV Kongres PTNW ,,Nauka Praktyce”,
13-14.09.2012, Wroctaw, str. 419.

Lasiecka K., Kowalski C.J., Lebkowska-Wieruszewska B. Wplyw przeciwutleniaczy
w chorobach stresu oksydacyjnego — przeglad danych. 1l Konferencja Naukowa
, Farmakologiczne i Srodowiskowe aspekty racjonalnej terapii”, 11-14.12.2012, Krynica
Zdroj, str. 21, Wyktad W3.

Maciotek A., Stefaniak E., Lebkowska-Wieruszewska B. Rola niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych ~w  terapii  przeciwnowotworowej. Il Konferencja Naukowa
., Farmakologiczne i Srodowiskowe aspekty racjonalnej terapii”. 11-14.12.2012, Krynica
Zdroj, str. 28.

Stefaniak E., Maciolek A., Lebkowska-Wieruszewska B. Zastosowanie nutraceutykéw w
osteoartritis u psow. Il Konferencja Naukowa ,, Farmakologiczne i srodowiskowe aspekty
racjonalnej terapii”. 11-14.12.2012, Krynica Zdrdj, str. 39.

Lasiecka K., Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J. Kokcydiostatyki w paszach dla
drobiu - uwarunkowania prawne na 2013 rok. 1l Konferencja Naukowa ,, Farmakologiczne
i Srodowiskowe aspekty racjonalnej terapii”, 11-14.12.2012, Krynica Zdraj, str. 23.
Kowalski C.J., Lebkowska-Wieruszewska B. , Koksyby” — preferencje wyboru u psow
i kotow. II Konferencja Naukowa ,,Farmakologiczne i Srodowiskowe aspekty racjonalnej
terapii”, 11-14.12.2012, Krynica Zdrdj, str. 18.

Burmanczuk A, Kowalski C.J., Polska B., Zan R., Lebkowska-Wieruszewska B.
Researches on pharmacokinetics of B-lactam antibiotic after intramammary application (first
part —cloxacillin) 2nd International Congress on Pathogens at the Human-Animal Interface
(ICOPHAI): “One Health for Sustainable Development”’, 14-17.08.2013, Porto di Galinhas,
Brazylia, str. 77.

Kowalski C.J., Burmanczuk A, Zan R., Osypiuk M., Polska B., Lebkowska-Wieruszewska
B. Method validation for the determination of cloxacillin residues in cow's milk after
intramammary infusion. 2nd International Congress on Pathogens at the Human-Animal
Interface (ICOPHAI): “One Health for Sustainable Development”, 14-17.08.2013, Porto di
Galinhas, Brazylia, str. 22.

Lebkowska-Wieruszewska B., Lasiecka K., Opielak S., Kowalski C.J. Wptyw intoksykacji
wybranych mykotoksyn na parametry funkcji nerek, watroby i reakcje wolnorodnikowe,
Il Konferencja Naukowa pt.: , Postepy w medycynie i farmakoterapii”, 10-13.12.2013,
Karpacz, str. 47.

Kowalski C., Burmanczuk A., Lebkowska—Wieruszewska B., Zan R. Pozostato$ci
cefoperazonu w mleku po podaniu dowymieniowym u krow mlecznych- analiza
prospektywna i retrospektywna. XIlI Konferencja Szkoleniowo-Naukowa Polskiego
Towarzystwa Toksykologicznego, "Rozne oblicza toksykologii", 19-22.09.2017, Putawy, P 11-
60 C.
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e Lasiecka K.N., Golgbiowska J., Lebkowska-Wieruszewska B., Osypiuk M., Polska B.,
Kowalski C.J. Impact assessment of aflatoxin B1 acute doses on free radical reactions in the
chickens liver. XV Kongres PTNW, 22-24.09.2016, Lublin, str.167.

e Kim T.W., Lebkowska-Wieruszewska B., Owen H., Poapolathep A., Tabari M., Chea B., De
Vito V., Giorgi M. Comparative pharmacokinetic study of the metamizole (dipyrone)
metabolites in companion animals. 14th International Congress of the European Association
for Veterinary Pharmacology and Toxicology. ”One Health — Challenges and Innovations”,
Wroctaw 24-28.06.2018. (J. Vet. Pharmacol. Ther. 2018 Vol. 41 Suppl. 1 s. 135-136)

5.4. Monografie
Wykorzystujac swoja wiedze z zakresu farmakologii weterynaryjnej uczestniczytam
w powstaniu rozdzialdéw monografii:

5.4.1. Kowalski C., Pomorska M., Lebkowska B. (2006) Immunotoksyczne wlasciwosci
pestycydow. Praca zbiorowa pod redakcja: Ewy Skopinskiej-Rozewskiej i Andrzeja K.
Siwickiego - Naturalne i syntetyczne modulatory odpowiedzi immunologicznej i
angiogenezy. Wydawnictwo: Edycja s.c., Olsztyn, str. 211-228 (ISBN 978-83-88545-02-3)

5.4.2. Kowalski C., Lebkowska B., Burmanczuk A., Pomorska M. (2007) Odczyny alergiczne po
stosowaniu wybranych antybiotykow. Praca zbiorowa pod redakcja: Andrzeja K. Siwickiego

i Ewy  Skopinskiej-Rozewskiej -  Aktualne  problemy  immunodiagnostyKki
i immunotoksykologii. Wydawnictwo: Edycja s.c., Olsztyn, str. 109-126 (ISBN 978-83-
88545-17-7)

5.4.3. Burmanczuk A., Lebkowska-Wieruszewska B., Klimont E., Polska B., Osypiuk M.
(2009) Kontrola pozostatosci ampicyliny i kloksacyliny po podaniu dowymieniowym. Praca
zbiorowa pod redakcja: Ewy Skopinskiej-Rozewskiej 1 Andrzeja K. Siwickiego —
Wspolczesne Zagrozenia Zdrowotne. Wydawnictwo: Edycja s.c., Olsztyn, str. 407-416
(ISBN 978-83-88545-39-9)

5.4.4. Kowalski C., Lebkowska-Wieruszewska B. (2010) Chinolony w antybiotykoterapii
choréb zakaznych uktadu oddechowego bydta. Monografia pod redakcja ogoélnopolskiego
kwartalnika dla lekarzy weterynarii- Lecznica duzych zwierzat nr. 2, (5) Pulawy, str. 31-36,
(ISBN 978-83-930662-0-9)

5.4.5. Kowalski CJ., Lebkowska-Wieruszewska B. (2012) Alternatywy terapii
antybiotykowych. Monografia pod redakcja prof. dr hab. Wojciecha Cybulskiego - Farmacja
weterynaryjna w Polsce - racjonalne stosowanie antybiotykow — nauka i praktyka, apra-
wetpress s.c., Pulawy, str. 48-61 (ISBN 978-83-930662-6-1)

5.4.6. Kowalski C.J., Lebkowska-Wieruszewska B. (2013) Zdrowie konsumenta wobec
standardow antybiotykoterapii weterynaryjnej. Monografia pod red. K. Niemczuka
i D. Krasuckiej. Racjonalne stosowanie antybiotykéw w weterynarii, PIWet-BPIB, Pulawy,
str. 171-185 (ISBN 978-83-89946-61-4)

5.4.7. Lebkowska-Wieruszewska B., Kowalski C.J. (2016) Zagrozenie konsumentéw
obecnoscig pozostatosci chemioterapeutykdw i antybiotykéw w tkankach na przyktadzie
drobiu. W Monografii: Innowacje w medycynie i farmakoterapii. PFO Vetos-Farma Sp.
z 0.0., Bielawa str.93-104, (ISBN 978-83-915929-1)
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6. Udzial w projektach badawczych

Juz w trakcie studidow doktoranckich w Zaktadzie Farmakologii Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie realizowatam projekty badawcze
prowadzone w ramach dziatalnoSci statutowe;.

Ponadto bytam kierownikiem kilku Projektow badawczych w ramach programu
konkursowego na finansowanie badan naukowych stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie:

e _Zmienno$¢ kinetyki NLPZ w zalezno$ci od formy farmaceutycznej i drogi podania
u wybranych gatunkow  zwierzat:  diklofenak (WKD/MN/2/2011), nabumeton
(WKD/MN/2/2012), cymikoksyb (WKD/MN/2/2014)

e _ Wplyw intoksykacji wybranych mykotoksyn na parametry funkcji nerek, watroby
i reakcje wolnorodnikowe oraz ocena protekcyjnego dzialania wybranych antyoksydantow
u kurczat rzeznych” (WKD/MN/2/2013)

7. Dzialalno$¢ dydaktyczna

Od momentu rozpoczecia studiow doktoranckich (2005), po odbyciu 6-cio miesiecznego
kursu pedagogicznego, bior¢ czynny udziat w przygotowywaniu i prowadzeniu ¢wiczen, w tym
¢wiczen laboratoryjnych kierunku weterynaria, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej (farmakologia
weterynaryjna, farmacja weterynaryjna, farmakologia kliniczna) Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie.

Bralam udziat w przygotowaniu materiatow szkoleniowych dla lekarzy weterynarii na
Konferencji ,,Ochrona zdrowia ryb - problemy aktualne” pt. Problemy antybiotykoterapii u ryb
hodowlanych (28-29.02.2008, Brzesko, str. 3-17).

Od 2010 roku jestem odpowiedzialna za przedmiot ,,Farmakologia kliniczna” na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. A w 2013 roku otrzymatam
Nagrode¢ indywidualna II° za osiagni¢cia dydaktyczne, przyznana przez Rektora Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, za opracowanie skryptu dla studentow medycyny weterynaryjnej pt.:
,Farmakologia kliniczna”.

W 2013 roku odbytam zagraniczny staz dydaktyczny (STA) w ramach programu LLP
Erasmus (Uniwersytet w Pizie, Wtochy), ktory umozliwit mi poznanie standardow dydaktycznych
utrzymywanych w jednej z najlepszych jednostek dydaktycznych w Europie.

Od 2018 roku jestem odpowiedzialna za przedmiot ,,Substancje i surowce pochodzenia
ros§linnego w profilaktyce i terapii zwierzat” na Kierunku Behawiorystyka Zwierzat, Wydziatu
Biologii, Nauk o Zwierzetach 1 Biogospodarki, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

W lutym 2018, na zaproszenie Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu w Sassari
we Wiloszech, bylam cztonkiem miedzynarodowej komisji egzaminacyjnej (obrona 3 prac
doktorskich).

Jestem promotorem 4 prac inzynierskich, 3 magisterskich, a takze promotorem pomocniczym
1 pracy doktorskiej.

8. Dzialalnos¢ organizacyjna
W trakcie mojej pracy zawodowej bralam czynny udziat w dzialalno$ci organizacyjnej
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
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e Od roku 2008 do chwili obecnej jestem czlonkiem Rady Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie (kadencja na lata 2008-2012,
20012-2016 oraz 2016-2020).

e Od roku 2008 decyzja Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej zostalam czitonkiem
Wydziatowej Komisji Wyborczej (kadencja na lata 2008-2012, 2012-2016 i 2016-2020).

Bytam czterokrotnie cztonkiem komitetu organizacyjnego cyklu nastgpujacych konferencji:

e Konferencja Naukowo-Szkoleniowa ,,Nowe kierunki badan w farmakologii i toksykologii
weterynaryjnej”, 08-11.12.2011, Koscielisko k. Zakopanego (sekretarz)

e Il Konferencja Naukowa ,,Farmakologiczne i srodowiskowe aspekty racjonalnej terapii”, 11-
14.12.2012, Krynica Zdr6j (sekretarz)

e Il Konferencja Naukowa ,,Postepy w medycynie i farmakoterapii”, 10-13.12.2013, Karpacz
(sekretarz)

e IV Konferencja Naukowo-Szkoleniowa “Innowacje w medycynie i farmakoterapii”,
8-11.03.2016, Zakopane (sekretarz)

9. Nagrody i wyro6znienia
Jestem laureatem (3 miejsce) stypendium naukowego dla doktorantéw, wspieranego przez
Urzad Marszatkowski i Uni¢ Europejskag w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki -
Regionalne Strategie Innowacji 8.2.2. w latach 2008/2009, za prace doktorska: Roznice
w warto$ciach stezen sulfachloropirazyny w tkankach kurczat i indykoéw, oznaczonych technika
HPLC w aspekcie wyznaczenia okresu karencji.
Ponadto jestem laureatem 3 nagrod za osiggnigcia naukowe oraz jednej za osiaggniecia
dydaktyczne przyznanych przez Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie:
e Nagroda Zespotowa III’ za osiggni¢cia naukowe, przyznana przez Rektora Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, 2010r;
e Nagroda Zespotowa II° za osiagnigcia naukowe, przyznana przez Rektora Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, 2011r.
e Nagroda indywidualna II° za osiagnigcia dydaktyczne, przyznana przez Rektora
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, 2013r.
e Nagroda indywidualna II° za osiagnigcia naukowe, przyznana przez Rektora Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, 2016r.

10. Szkolenia i staze

W celu poglebienia wiedzy z zakresu farmakologii bratam udzial w szkoleniach z zakresu
nadzoru nad obrotem hurtowym i stosowaniem produktow leczniczych, zarzadzania jakoscia
i audytu w laboratorium oraz zachowania Dobrej Praktyki Laboratoryjnej:

e Polska, Szkolenie: ,,Wzmocnienie administracji weterynaryjnej” - Nadzor nad obrotem
hurtowym produktami leczniczymi — zasady Dobrej Praktyki Dystrybucyjnej, Krakow 2006
(Project Phare PL2003/004-379/04.01.03) (5 dni)

e Polska, Szkolenie: ,,Rola najwyzszego kierownictwa w laboratorium”- BTS MARS,
Rozwigzania Szkoleniowe, Lublin, 2012 (3 dni)
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e Polska, Szkolenie: ,Dobra Praktyka Laboratoryjna: podstawy prawne, wymagania,
wdrozenie systemu zarzadzania jakoscia w jednostce badawczej”- BTS MARS, Rozwigzania
Szkoleniowe, Lublin, 2012 (3 dni)

e Polska, Szkolenie dla 0os6b wykonujacych czynnosci zwigzane z wykorzystaniem zwierzat
do celow naukowych i edukacyjnych zorganizowane na Wydziale Biologii i Hodowli
Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie zgodnie z § 2 rozp. MNiSW z dn.
5 maja 2015 (Dz. U. 2015 poz. 628), Lublin, 10-12.2016 (10 dni)

W zwigzku z szeroka wspdlpraca zagraniczng na polu naukowym odbytam 4 staze
szkoleniowe oraz jeden staz dydaktyczny w ramach programu LLP Erasmus w Zakladzie
Farmakologii i Toksykologii Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu w Pizie:

e  Wiochy, tygodniowy wyjazd dydaktyczny STA Erasmus, 11-18.05.2013r.
e Wiochy, tygodniowy wyjazd szkoleniowy STT Erasmus, 10-17.05.2014r.
e Wiochy, tygodniowy wyjazd szkoleniowy STT Erasmus, 15-22.05.2016r.
e Wiochy, tygodniowy wyjazd szkoleniowy STT Erasmus, 23-30.09.2017r.
e Wilochy, tygodniowy wyjazd szkoleniowy STT Erasmus, 17-24.02.2018r.

Ponadto w trakcie studiow doktoranckich odbytam tygodniowy staz naukowo-dydaktyczny, na
zasadzie wspodtpracy miedzyuniwersyteckiej (Uniwersytet Przyrodniczy - Uniwersytet w Pizie),
w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
w Pizie, 22-29.11.2007r.

11. Recenzowanie publikacji w czasopismach mi¢dzynarodowych
Jestem konsultantem merytorycznym czasopism z listy JCR.
e Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 2018 (MNiSW2016=25,
IF2017=1,441)
e  Veterinary Anaesthesia and Analgesia, 2018 (MNiSW2016=40, IF2017=2,064)

12. Inne

Od lat stale wspdlpracuje tez z licznymi firmami przemystu biomedycznego
i weterynaryjnego pelnigc funkcj¢ doradcza. Wielokrotnie bylam autorem dokumentacji
oraz raportow eksperta zarowno w procesie rejestracji lekow jak i w procesie harmonizacji
czyli dostosowania dokumentacji produktow leczniczych do przepisow obowigzujgcych

w Unii Europejskie;j.

Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych oraz szczegétowe informacje o dorobku
dydaktycznym i popularyzatorskim oraz wspétpracy naukowej miedzynarodowej i krajowej jak rowniez
innej dziatalnosci (wg Dz. U. Nr 196, poz. 1165) zebralam i przedstawitam w zalaczniku nr 3 do wniosku
0 wszczecie postgpowania habilitacyjnego.

Lublin, dn. 18 lipca 2018r. :be&lrc\, |
%QQWO»QS% J/’QQW%ZQQS%,
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