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C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych
wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

I.  Wprowadzenie

Syndrom oddechowy bydta (BRDC — bovine respiratory disease complex) stanowi
jeden z bardziej istotnych problemow zdrowotnych w odchowie cielgt i mtodego bydta
opasowego. Straty ekonomiczne, wynikajagce z wystepowania tego syndromu, ponoszone
przez $wiatowg branz¢ hodowcow bydta szacowane sg na ponad 3 miliardy dolaréw rocznie
[Potter 2015]. W krajach Unii Europejskiej wydatki na profilaktyke i terapi¢ tego schorzenia
ocenia si¢ na okoto 600 miIn euro rocznie [Barrett 2000]. W ztozonej etiologii syndromu,
istotng rol¢ odgrywajg zar6wno czynniki wirusowe: syncytialny wirus oddechowy bydta
(BRSV), wirus parainfluenzy 3 (PI3V), wirus biegunki bydta i choroby bton sluzowych
(BVD-MDV), herpeswirus bydta typ 1 (BHV-1), jak i czynniki bakteryjne: Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni i Mycoplasma bovis [Confer 20009,
Ellis 2009]. Z wymienionych czynnikow zakaZznych na szczegblng uwage zashuguje
M. haemolytica serotyp 1, odpowiedzialna za najci¢zej przebiegajgce postacie kliniczne
syndromu, konczace si¢ zwykle szybkim zejSciem $miertelnym [Klima i in. 2014, Potter
2015].

Poza maksymalnym ograniczeniem czynnikdw stresowych, zasadnicza role w pro-
gramach profilaktyki BRDC odgrywaja metody immunologiczne. Trudnosci we wdrazaniu
efektywnej immunoprofilaktyki tego schorzenia wynikaja gléwnie z niskiej skutecznos$ci
dostepnych na rynku preparatdéw szczepionkowych. Szczepionki, powszechnie stosowane
w immunoprofilaktyce syndromu, uzyskiwane sg gldwnie metodami konwencjonalnymi. Ta
grupa preparatow reprezentowana jest najczesciej przez inaktywowane wirusy 1 bakterie. Ich
skuteczno$¢ jest jednak znikoma i w duzym stopniu uzalezniona od rodzaju stosowanego
adiuwanta. Druga grupe szczepionek komercyjnych stosowanych w immunoprofilaktyce
swoistej BRDC stanowig szczepionki podjednostkowe. Najprostsze pod wzgledem
technologii produkcji, a zarazem najbardziej efektywne szczepionki podjednostkowe
zawierajg oczyszczone 1 inaktywowane toksyny bakteryjne lub inne immunogenne sktadowe
komorek bakteryjnych, takie jak np. biatka btony zewnetrznej M. haemolytica kontrolowane
jonem zelaza (IROMP) [Tucci i in. 2016]. Bialka te pojawiaja si¢ w blonie zewngtrznej
komorki bakteryjnej w warunkach niedoboru jonoéw zelaza i1 wspolzawodnicza o ten
pierwiastek z glikoproteinami obecnymi w organizmie gospodarza. W przypadku
M. haemolytica funkcj¢ te speiniaja biatka o masie okoto 71, 77 i 100 kDa [Ogunnariwo
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i Schryvers 1990]. Funkcjonujg one jako receptor dla kompleksow zawierajgcych jony zelaza,
odgrywajac wazng role w ich transporcie do wngtrza komorki bakteryjnej. Szczepionki
podjednostkowe, cho¢ wysoce bezpieczne, charakteryzujg si¢ stosunkowo niska immuno-
genno$cig. Uzyskanie pozytywnego efektu uodparniania wymaga przewaznie zastosowania
skomplikowanego trzystopniowego schematu szczepien. Zwigkszenie skutecznosci dziatania
szczepionek podjednostkowych mozna osiggnaé¢ stosujac precyzyjnie wyselekcjonowane
adiuwanty. Moga one nieswoiscie pobudza¢ komorki uktadu immunologicznego i przyczy-
nia¢ si¢ do wydajniejszego pochtaniania oraz prezentacji antygenu. Dobierajac odpowiedni
adiuwant, albo mieszaning adiuwantow, uzyska¢ mozna odpowiedz immunologiczng
o okreslonym typie Thl i/lub Th2. Powszechnie stosowane w szczepionkach adiuwanty na
bazie soli glinu, prowadza do powstania odpornosci gléwnie typu humoralnego, angazujacej
limfocyty pomocnicze Th2.

Jako potencjalne adiuwanty, wzmacniajace komodrkowa galaz odpowiedzi
immunologicznej w stosunku do antygendw szczepionkowych, moglyby zosta¢ wykorzystane
syntetyczne oligodeoksynukleotydy nasladujace w dziataniu bakteryjne DNA. Skuteczno$é
syntetycznych oligodeoksynukleotyddéw, zawierajacych niemetylowane sekwencje cytozyny-
guaniny (CpG ODN) w stymulacji uktadu immunologicznego, zostata potwierdzona na wielu
modelach zwierzgeych i u ludzi [Chaung, 2006, VVollmer i Krieg, 2009].

Immunostymulujace dziatanie bakteryjnego DNA oraz CpG ODN przypisano
okreslonym palindrowym sekwencjom, zawierajacym niemetylowane dinukleotydy cytozyno-
guaninowe, umieszczone zazwyczaj w sgsiedztwie dwoch zasad purynowych od konca 5°
1 dwoch pirymidynowych od konca 3'. W genomie bakterii motywy CpG wystepuja
z czestoscig 1/16 par zasad podczas gdy u kregowcoOw 1/64 par zasad. Dodatkowo, okoto 75%
sekwencji CpG u kregowcow jest metylowana w pozycji cytozyny, co zapobiega aktywacji
uktadu immunologicznego przez DNA gospodarza. Natomiast bakteryjny DNA zawiera
prawie wyltacznie dinukleotydy CpG niemetylowane [Krieg i in. 1995]. Za rozpoznanie
niemetylowanych motywow CpG odpowiedzialny jest wewnatrzkomoérkowy receptor TLR9
nalezacy do receptoréw Toll-podobnych [Hemmi i in. 2000], a jedynymi ludzkimi komoérkami
odpornosciowymi, ktore konstytutywnie wyrazaja ekspresj¢ receptora TLR9 sa plazmo-
cytoidalne komorki dendrytyczne i limfocyty B [lwasaki i Medzhitov 2004]. Wigzanie CpG
ODN do TLR9 indukuje rekrutacj¢ biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu,
a glownym biatkiem adaptorowym w kaskadzie sygnalizacyjnej jest biatko adaptorowe
MyD88 [Latz i in. 2007]. Powstaty aktywny czynnik transkrypcyjny NF-«B wnika do jadra

komorkowego i indukuje ekspresje odpowiednich genow dla cytokin prozapalnych, molekut
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adhezyjnych i regulatoréw wzrostu niezbednych do proliferacji i roznicowania wielu komoérek
uktadu immunologicznego [Biswas i Tergaonkar 2007].

Tylko limfocyty B, komorki prezentujace antygen (APC) oraz monocyty i makrofagi
reagujg bezposrednio na niemetylowane sekwencje CpG obecne w bakteryjnym DNA lub
syntetycznych oligodeoksynukleotydach. Natomiast aktywacja komorek NK i limfocytow T
pod wplywem CpG DNA ma charakter posredni i zachodzi pod wplywem cytokin
uwalnianych gtéwnie przez komoérki APC [Wilson i in. 2006]. CpG klasy B ODN indukuje
komorki B do wejscia w faze G1 cyklu komorkowego i stymuluje wydzielanie w ciggu kilku
godzin IL-6 1 IL-10 [Yi i in. 1996]. Oprocz wzrostu wydzielania cytokinin i immunoglobulin,
limfocyty B aktywowane przez CpG wykazuje zwigkszenie ekspresji genow dla receptorow
Fcy 1 czasteczek kostymulacyjnych, takich jak MHC klasy 1l, CD80 i CD86 [Hartmann
i Krieg 2000]. Wsrod réznych subpopulacji komoérek dendrytycznych, wyraznie wykazano, ze
tylko plazmacytoidalne DC wykazuja silng ekspresje¢ receptorow TLR 9 i moga by¢
bezposrednio aktywowane przez niemetylowane sekwencje CpG [Kadowski i in. 2001]. Pod
ich wptywem dochodzi do wzrostu ekspresji czasteczek powierzchniowych MHC klasy I,
ICAM-1 oraz czasteczek kostymulacyjnych CD40, CD54, CD80 i CD86 [Krieg 2002].
Ludzkie monocyty krwi obwodowej nie wykazuja ekspresji receptorow TLR-9 1 w zwigzku
z tym nie mogg by¢ bezposrednio aktywowane przez CpG ODN [Kadowaki i in. 2001],
niemniej jednak bakteryjne DNA wtérnie powoduje wzrost ekspresji czasteczek CD40
i CD69 na tych komorkach oraz zwigkszone wytwarzanie IL-6 i TNF-a, [Krieg 2000].
Aktywacja komorek NK oraz limfocytow T pod wptywem CpG DNA ma charakter posredni
i zachodzi pod wptywem cytokin uwalnianych przez komorki APC [Krieg 2002].

Syntetyczne oligodeoksynukleotydy, zawierajace niemetylowane sekwencje CpG pod
wzgledem budowy chemicznej 1 zdolno$ci do indukowania odmiennych reakcji uktadu
odpornosciowego dzieli si¢ na 3 podstawowe klasy: CpG-A, CpG-B i CpG-C [Vollmer 2004].
Charakterystyczng cechag ODN klasy A okreslanej rowniez jako typ D [Verthelyi i in. 2001],
jest ich zdolno$¢ do stymulowania wysokiej produkcji IFN-a przez plazmocytoidalne
komorki dendrytyczne oraz aktywowania komoérek NK. Ograniczona jest natomiast ich
zdolno$¢ do aktywacji limfocytoéw B [Marshall i in. 2003]. ODN klasy A skladajg si¢
z mieszanego szkieletu fosforodiestowego (PO) i fosforotionianowego (PS). Przy szkielecie
PS na koncach 5' i 3' obecne sg sekwencji bogate w nukleotyd guanylowy. W centralnej
czesci, stanowiacej szkielet PO obecne sg palindromowe sekwencje zawierajaca przynajmniej
jeden motyw dinukleotydowy CpG [Vollmer i in 2004]. Klasa B ODN, okreslana rowniez

jako typ K, zawiera liniowsg, niepalindromowg sekwencj¢ CpG. Zbudowana jest z nukleazo-
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opornego szkieletu fosfotioestrowego, co powoduje, ze jest ona bardziej stabilna niz klasa A
[Klinman i in. 2002]. ODN klasy B indukuja sekrecj¢ nieduzych iloci IFN typu I, natomiast
bardzo silnie pobudzaja dojrzewanie plazmocytoidalnych komorek dendrytycznych, co
objawia si¢ wysoka ekspresja MHC klasy II i czgsteczek kostymulujacych. Wywotuja
rowniez silng proliferacje limfocytow B [Krieg 2006]. ODN klasy C w sposéb dogodny tacza
w sobie wlasciwosci ODN klasy A i klasy B, indukujac jednak znacznie wyzsze ilosci IFN-a
w pordwnaniu do ODN klasy B razem z jednoczesng aktywacja limfocytéw B poréwnywalna
do klasy B [Jurk i in. 2004]. Klasa C sktada si¢ ze stymulacyjnego heksamerowego motywu
CpG umieszczonego na/lub w poblizu konca 5' i polgczonego przez tyming z sekwencja
palindromowg bogata w GC [Vollmer i in. 2004].

Szeroki zakres oddziatywania zaré6wno bakteryjnego DNA, jak i CpG ODN na komorki
uktadu immunologicznego, sprawia, ze od wielu lat trwaja badania nad mozliwos$cig ich
wykorzystania jako adiuwanta szczepionkowego oraz w immunoterapii alergii, nowotworow
i chordb zakaznych. Stymulowanie za pomoca CpG ODN mechanizméw wrodzonej
odpornosci, przyczynia si¢ do polepszenia zar6wno humoralnej, jak 1 komodrkowe;j
odpowiedzi swoistej wzgledem antygenu szczepionkowego. Mechanizmy, wpltywajace na
silng aktywno$¢ adiuwantowa CpG ODN w wywotywaniu humoralnej odpowiedzi
immunologicznej, zwigzane sa z ich bezposrednim wpltywem na limfocyty B [Krieg i in.
1995]. Wyraza si¢ to, m.in. poprzez pobudzenie podziatow dziewiczych limfocytow B i ich
réznicowanie si¢ w komorki plazmatyczne i1 w komorki pamigci immunologicznej oraz
hamowanie procesu spontanicznej apoptozy tych limfocytow, co przeklada si¢ bezposrednio
na wzrost ich przezywalnosci [Y1 1 in. 1999]. Poprzez synergistyczne oddziatywanie TLR9
z receptorami BCR przys$pieszony jest proces dojrzewania odpowiedzi immunologiczne;,
wyrazajacy si¢ przelgczeniem klas wytwarzanych immunoglobulin oraz wzrostem ich
powinowactwa wzgledem antygenu szczepionkowego [He i in. 2004]. Zdolnos¢ CpG ODN
do zwigkszania specyficznej dla antygenu odpowiedzi komorkowej jest posrednig
konsekwencja ich wpltywu na plazmocytoidalne komorki dendrytyczne, ktore poprzez
uwalniane cytokiny promuja rozwdj odpowiedzi Th1-zaleznej [Lipford i in. 2000].

Kluczowe dla wywotania optymalnej odpowiedzi immunologicznej wzgledem antygenu
szczepionkowego jest Sciste powigzanie miedzy tym antygenem a CpG ODN [Vollmer
i Krieg 2009]. Koniugacja syntetycznych oligodeoksynukleotydow do pewnych antygenow
przyczynia si¢ do preferencyjnego ich pobierania przez profesjonalne komorki APC oraz
zmniejsza wymagania dotyczace samego antygenu [Tighe i in. 2000]. Alternatywnie,

aktywno$¢ adiuwantowg CpG ODN mozna znacznie poprawi¢ przez podawanie ich razem
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z innymi adiutantami lub preparatami, takimi jak mikroczasteczki, nanoczgsteczki czy
emulsje lipidowe [McCluskie i Krieg 2006, Vollmer i Krieg 2009]. Takie potaczenia
przyspieszaja indukcje swoistej odpowiedzi immunologicznej i generuja wytwarzanie
wysokich mian przeciwciat ochronnych, od 10 do 1000 razy wigkszych niz w przypadku
podania samego antygenu [Gursel i in. 2001, Klinman 2006]. Adiuwanty oparte na CpG ODN
poprawiaja roOwniez parametry swoistej komorkowej odpowiedzi immunologicznej poprzez
wyrazny wzrost zardwno liczby, jak i1 przezywalnosci limfocytow T CD8+ [Overstreet i in.
2010]. Znacznemu wydluzeniu ulega rowniez czas trwania odpowiedzi immunologicznej
[Crompton i in. 2008, Tross i Klinman 2008]. Potaczenic CpG ODN z innymi adiutantami
zwigksza wytwarzanie cytokin, ktére odgrywaja kluczowa role w rozwoju odpowiedzi
immunologicznej optymalizujac w ten sposob dziatanie szczepionki. Dochodzi, m.in. do
indukcji wydzielania IFN-o oraz zwigkszenia wytwarzania IFN-y i TNF-a. Te trzy cytokiny
biorg udziat we wrodzonych i nabytych mechanizmach odpowiedzi immunologicznej i kieruja
rozwojem odpowiedzi Thl-zaleznej [Kovacs-Nolan i in. 2009b].

Opublikowano kilkaset przedklinicznych badan oceniajgcych immunogenno$é
szczepionek przeciwko réznym patogenom, w ktorych jako adiutant wystgpowat CpG ODN
klasy B [Klinman 2006, Vollmer i Krieg 2009, Bode i in. 2011]. Wigkszo$¢ tych badan
zostata wykonana z wykorzystaniem szczepionek podawanych podskérnie. Sg tez doniesienia
potwierdzajace skutecznos¢ takich szczepionek podawanych domig$niowo [Nesburn i in.
2005, Tosi i in. 2018] oraz na blone¢ §luzowa nosa lub tchawicy [Gallichan i in. 2001, Nichani
i in. 2007, Muangthai i in. 2018], pochwy [Kwant i Rosenthal 2004] oraz jamy ustnej
[McCluski i in. 2000, Eastcott i in. 2001].

Niektére strategie szczepien obejmujg stosowanie w jednej szczepionce wielu
antygenow jednoczes$nie lub antygenow, ktore sa trudne i drogie w przygotowaniu. W tych
przypadkach uzasadnione jest wykorzystanie adiutantow, ktore umozliwityby zmniejszenie
dawki antygenu szczepionkowego potrzebnej do wywolania ochrony, z jednoczesng
mozliwoscig obnizenia kosztoéw 1 poprawa bezpieczenstwa. Taki efekt moze by¢ niezwykle
istotny w szczepionkach przeciwko grypie, w przypadku ktoérych mozna bytoby ograniczy¢
produkcje odpowiednich ilosci nowej szczepionki do szczepu pandemicznego [Vollmer
i Krieg 2009].

Wazng korzyscig stosowania terapeutycznego CpG ODN jest ich zdolnos¢ do
zwiekszania odpornosci w grupach z ostabionym adaptacyjnym uktadem odporno$ciowym
(noworodki, osobnicy geriatryczni oraz ze zdiagnozowang immunosupresja). W populacjach

tych trudnosci w wywotywaniu silnych odpowiedzi swoistych dla patogendéw stanowig
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przeszkode w dazeniu do osiggniecia ,,odpornosci stada”. Badania przedkliniczne 1 kliniczne
wykazuja, ze CpG ODN moga zwigksza¢ odpornos¢ u osobnikow z ostabionym
adaptacyjnym uktadem odpornosciowym [Wilson i in. 2006, Vollmer i Krieg 2009, Bode i in.
2011].

Wiasciwosci adiuwantowe CpG ODN, obserwowane u zwierzat o kompetentnym
uktadzie odporno$ciowym, wzbudzily zainteresowanie ich potencjatem w poprawie
odpowiedzi u starszych zwierzat, u ktorych rozwinety si¢ defekty odpornosci komorkowe;j
i humoralnej [Bode i in. 2011]. Szczepionki dla oséb starszych muszg kompensowaé te
zmiany w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego. Zaobserwowano, ze dodanie CpG ODN
znaczaco zwicksza immunogenno$¢ szczepionki u myszy geriatrycznych i przywraca
pierwotne dziatanie komorek zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng do pozioméw
stwierdzanych u mlodszych zwierzat [Qin i in. 2004, Sen i in. 2006].

Noworodki sg nie tylko podatne na infekcje, ale takze rozwijaja stabe odpowiedzi
immunologiczne na wigkszos¢ konwencjonalnych szczepionek i maja trudnosci z ugrunto-
waniem komorkowej odpowiedzi immunologicznej z powodu uposledzonej zdolnosci
komorek T do wydzielania 1L-12 i IFN-y [Mar6di 2006]. W wyniku zmian endokryno-
logicznych w czasie cigzy uklad odpornosciowy noworodkoéw charakteryzuje si¢ fizjologiczng
nadreaktywnoscig limfocytow Th2 i wywotanie silnej odpowiedzi Thl-zaleznej moze by¢
trudne. Innym problemem zwigzanym ze szczepieniem noworodkow jest mozliwa
interferencja istniejacych przeciwciatl matczynych z antygenem szczepionkowym. W zwiazku
z tym konwencjonalne szczepionki nie sg w stanie indukowac¢ ochrony w obecnosci
przeciwcial matczynych. Te niedobory aktywacji immunologicznej noworodkéw mozna
pokona¢ przez zastosowanie immunostymulujacych adiutantéw, takich jak CpG ODN

[Siegrist 2003, Wilson i in. 2006].

Il.  Cel badan

Problem syndromu oddechowego bydta ze szczegdlnym uwzglednieniem udziatu w nim
bakterii M. haemolytica odgrywa istotng role w produkcji bydta mlecznego i opasowego.
Powazne trudnosci we wdrazaniu skutecznej immunoprofilaktyki tego schorzenia, wynikajace
przede wszystkim z niskiej skuteczno$ci dostgpnych na ryku szczepionek, sktaniaja do
poszukiwania bardziej nowoczesnych preparatow do zwalczania BRDC. Jednym z takich
dziatan jest mozliwos¢ wykorzystania syntetycznych oligodeoksynukleotydow zawierajgcych
niemetylowne sekwencje CpG jako potencjalnego sktadnika szczepionek zwigkszajacego

dziatanie tradycyjnych adiuwantow w procesie immunizacji. W dostgpnym pismiennictwie
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nie ma zbyt wiele doniesien poswieconych mozliwo$ci wykorzystania CpG ODN jako
adiuwanta szczepionkowego w preparatach przeznaczonych dla bydta. Nieliczne publikacje
dotycza gtéwnie szczepionek z antygenami dos$wiadczalnymi lub antygenami patogendéw
wewnatrzkomérkowych, w ktorych CpG ODN klasy B tgczone bylo zazwyczaj z innymi
adiuwantami [Zhang i in. 2003, Wedlok i in. 2005a, 2005b, Mapletoft i in. 2006, Kovacs-
Nolan i in. 2009b, Chu i in. 2011].

W prezentowanych badaniach wtasnych zastosowano CpG ODN klasy C jako sktadnik
adiuwanta w szczepionce przeznaczonej dla bydta, co jak nalezy podkresli¢ stanowi element
nowatorski podejmowanych dziatan. CpG ODN zwigkszajg wielko$¢ oraz przyspieszajg
rozwo6j zarowno humoralnej, jak i komorkowej odpowiedzi swoistej wzgledem antygenow
szczepionkowych. Charakterystyka nowych czasteczek immunostymulujacych, do ktorych
zaliczy¢ mozna CpG ODN klasy C, umozliwi potaczenie zwigzkéw adiuwantowych, ktore
beda mogty addytywnie lub synergistycznie zwigksza¢ lub modulowaé wytwarzanie cytokin,
ktére odgrywaja kluczowa role w rozwoju odpowiedzi immunologicznej, optymalizujac w ten
sposob dziatanie szczepionki.

Dlatego podjecie badan nad wykorzystaniem CpG ODN klasy C, jako skladnika
zwigkszajacego immunogenno$¢ szczepionek u bydla jest uzasadnione, zaréwno pod
wzgledem poznawczym, jak i aplikacyjnym. Uzyskane wyniki badan moga przyczyni¢ si¢ do
opracowania formuly szczepionki przeciwko BRDC pozwalajacej indukowaé zaréwno
humoralng, jak i komorkowa odpowiedZz w stosunku do antygendéw szczepionkowych.
W praktyce powinno to ograniczy¢ zachorowania cielgt na choroby uktadu oddechowego.
Majac powyzsze na uwadze za cel badan przyjeto (1) okreslenie immunostymulacyjnych
efektow CpG ODN klasy C w stosunku do bydlgcych PBMC w badaniach in vitro
1 porownanie ich do pozostatych klasy syntetycznych oligodeoksynukleotydow, dla ktorych
aktywno$¢ taka zostala juz potwierdzona, (2) przesledzenie dynamiki ksztaltowania si¢
odpornosci humoralnej 1 komdrkowej po podaniu cieletom opracowanego biopreparatu celem
jego porownania ze szczepionkg komercyjna, (3) oceng stopnia bezpieczenstwa stosowania

CpG ODN klasy C jako dodatku do szczepionek dla cielat.

1. Material i metody

Badania przeprowadzono na 18 klinicznie zdrowych cielgtach rasy HO (polska
holsztynsko-fryzyjska odmiana czarno-biata), w wieku 3-4 miesiecy, o $redniej masie ciata
110,0 kg (SD=7,3 kg). Cieleta pochodzity z gospodarstwa rolnego hodowli krow mlecznych
na terenie Lubelszczyzny i utrzymywane byly w tradycyjnym cielgtniku §cidotkowym zgodnie
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z zaleceniami Dyrektywy Rady 2008/119/WE ustanawiajgcej minimalne normy ochrony
cielat. Doswiadczenie przeprowadzono za zgoda Il Lokalnej Komisji Etycznej do spraw
Doswiadczen na Zwierzgtach przy Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie (Uchwata nr

78/2010)

Badania in vitro

W doswiadczeniu wykorzystano oligodeoksynukleotydy zawierajace niemetylowane
sekwencje CpG nalezace do klasy A, B oraz C. Dla wszystkich CpG ODN zostala wcze$niej
potwierdzona ich aktywno$¢ immunostymulujagca w stosunku do jednojadrzastych komorek
krwi obwodowej u przezuwaczy. Jako kontrole ujemng zastosowano oligodeoksynukleotyd
identyczny z ODN 2007, z wyjatkiem sekwencji CpG, ktére zastgpiono sekwencja GpC.
Wszystkie oligodeoksynukleotydy byly syntetyzowane, modyfikowane oraz oczyszczane
w firmie Genomed S.A. ODN byly nastepnie rozpuszczane (500 pg/ml) w sterylnej, wolnej
od endotoksyn wodzie (Sigma) i przechowywane w temperaturze -80°C do czasu rozpocze¢cia

badan in vitro.

Lista oligodeoksynukleotydow (ODN) wykorzystanych w badaniach:

ODN Klasa | Sekwencja (5 3" Zrédto

2216 A ggGGGACGATCGTCggggyg Both i in. [2007]
8954 A ggGGACGACGTCGTGgggggg Both i in. [2007]
2006 B tcgtegttttgtegttttgtegtt Pontarollo i in. [2002]
2007 B tcgtegttgtegttttbtegtt Pontarollo i in. [2002]
2429 C tcgtegttttcggeggecgecg Both i in. [2007]
2007GpC (K-) | B tgctgcttgtgcettttgtgett Chuiin[2011]

Mate litery: szkielet fosforotionianowy; Wielkie litery: szkielet fosforodiestrowy

Jednojadrzaste komorek krwi obwodowej bydta (PBMC) do badan in vitro izolowane
byly z krwi pobranej na heparyn¢ (20U/ml krwi), od trzech cielat z zyly szyjnej zewnetrznej.
Rozdziatl komorek przeprowadzono metodg wirowania krwi w gradiencie gestosci Histopaque
1083 (Sigma). Oczyszczone komorki zawieszane byly w podtozu RPMI 1640 z L-glutaming
(Biomed) z dodatkiem 2% (v/v) inaktywowanej ptodowej surowicy bydlecej, 50 uM 2-merka-
ptoetanolu, 100 IU/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny (Sigma).
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Do oceny stopnia proliferacji stymulowanych PBMC wykorzystano komercyjny
chemiluminescencyjny test ELISA z nieizotopowym znacznikiem 5-bromo-2'-dezoksy-
urydyng (Chemiluminescent BrdU ELISA kit-Roche Diagnostic). Poszczegoélne dotki
zawieraly odpowiednio 2, 5, 8 i 10 pg/ml ODN oraz podloze RPMI bez ODN. Kontrolg
dodatnig doswiadczenia stanowily dotki z 5 pg/ml konkanawaliny A (ConA). Odczyt
chemiluminescencji przeprowadzono w czytniku Luminescence Counter (1420, Victor 3;
Perkin Elmer). Wyniki pomiaru podano w jednostkach cps (liczba fotonéw na sekundg).
Nastepnie obliczono indeks stymulacji (SI), dzielac $rednie wartosci cps uzyskane dla
komorek z hodowli stymulowanych przez Srednie wartosci cps limfocytow pochodzacych
z hodowli niestymulowanych. Do oceny stezenia IFN-y w supernatantach hodowli
jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej bydta stymulowanych przez CpG ODN
wykorzystano komercyjny test ELISA (Bovine IFN-y VetSet ELISA Development Kit —
Kingfisher Biotech, Inc). Pomiaru absorbancji dokonywano w spektrofotometrze (Bio-Rad,
model 680), przy dtugosci fali 450 nm.

W reakcjach Real-Time PCR oceniono ekspresje gendéw dla cytokin charakterysty-
cznych w odpowiedzi Thl-zaleznej i Th2-zaleznej oraz genéw dla IP-10 i TLR9. Kontrolg
endogenng stanowil gen referencyjny kodujacy B-aktyne.

Lista starteréw uzytych w reakcji Real-Time PCR:

Wielkos¢
Gen Sekwencja (5'- 3") produktu Zrodlo
(bp)

F_CCTTTTACAACGAGCTGCGTGTG —
B-aktyna | o ACGTAGCAGAGCTTCTCCTTGATG 391 Chu iin. [2011]

F_ ACTTCCACAGACTCACTCTC —
IFN-a R - CTCCTGAAACTCTCCTGCAA 418 Chu tin. [2011]

F_TTCAGAGCCAAATTGTCTCC ~
IFN-y R - CTGGATCTGCAGATCATCCA 185 Chu'iin. [2011]

F—TCTTCTCAAGCCTCAAGTAACAAGC .
TFN-a R — CCATGAGGGCATTGGCATAC 104 Lahouassa i wsp. [2007]

F_ GGATGGCCACACCCTGAAG —
IL-4 R - AGCCCATGCCATTAAAGTGACA 466 Peli i wsp. [2003]

F_TCATTAAGCGCATGGTCGACAAA —
IL-6 R - TCAGCTTATTTTCTGCCAGTGTCT 105 Chu tin. [2011]

F_TTATTGAGGTCGTGGTAGAAGCTG -
IL-12 R— GGTCTCAGTTGCAGGTTCTTGG 115 Chu tin. [2011]

F— CAGTGGCCCATAAGTCAAGC -
IL-21 R- TACATCTTCTGGAGCTGGCA 137 Chu tin. [2011]

F_ AAGTCATTCCTGCAAGTCAATCCT )
IP-10 R - TTGATGGTCTTAGATTCTGGATTCAG 103 Tauber i wsp. [2006]

F_TGGCTGTTCCTGAAGTCTGT —
TLR9 R - AAGTGGTGGATGCGGTTGGA 169 Chu'iin. [2011]
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Ekspresje kazdego genu (wzgledny wspotczynnik ekspresji badanego genu w probie

nieznanej - R) okreslano na podstawie rownania:

(E gen ba dany) ACt gen badany (kontrola-proba)

(E gen kontrolny) ACt gen kontrolny (kontrola-proba)

E gen badany — wydajnos$¢ powielania genu badanego; E gen kontrolny — wydajnos¢ powielania genu
kontrolnego; Ct gen badany - rdéznica cykli progowych wyznaczonych dla genu badanego
w probie kalibracyjnej i nieznanej; Ct gen kontrolny — réznica cykli progowych PCR genu
kontrolnego migdzy proba kalibracyjng i nieznana.

W badaniu cytometrycznym okre$lono typy komorek, ktore w najwiekszym stopniu
ulegaty immunostymulujacym wtasciwosciom CpG ODN. Oznaczono odsetek PBMC
Z podziatem na limfocyty T (CD2%), limfocyty B (CD21%) oraz monocyty (CD14") w 0 i 4
dniu doswiadczenia. W badaniu tym uzyto komercyjnego panelu mysich przeciwciat
monoklonalnych (MCASs) koniugowanych z FITC (izotiocyjanian fluoresceiny) specyficznych
dla leukocytow bydta (Serotec). Zastosowano MCAs anty: CD2 (MCAB833F, klon hybrydoma
— CC55), CD21 (MCA1424F, klon hybrydoma — CC21), CD14 (MCA2678, klon hybrydoma
— CC-G33). Wiasciwe oznaczenie wymienionych markerow powierzchniowych wykonano
przy uzyciu cytometru przeptywowego (flow cytometer Epis XL, Beckman-Coulter, Florida
USA) stosujac jednostopniowe znakowanie komorek. Wyniki przedstawiono w postaci
odsetka PBMC wykazujacych ekspresj¢ poszczegolnych czasteczek powierzchniowych.

Bialka IROMP wykorzystane w testach ELISA do okreslenia poziomu przeciwciat
swoistych w stosunku do antygenu szczepionkowego, a takze w tescie Western Blotting,
wyekstrahowane byly z referencyjnego szczepu M. haemolytica serotype A1 ATCC BAA-
410 wedtug procedury opracowanej przez Morton i in. [1996].

Badania in vivo

W do$wiadczeniu wykorzystano komercyjng, poliwalentng szczepionke Bovilis®
Bovipast RSP (Intervet), zawierajaca poza BRSV i IP3V, inaktywowane bakterie
M. haemolytica Al, namnozone wcze$niej w warunkach ograniczonej dostgpno$ci jonow
zelaza, co doprowadzito do ekspresji w ich btonie zewnetrznej biatek IROMP. Jako adiuwant
w szczepionce producent zastosowal wodorotlenek glinu oraz Quil A.
Cieleta podzielono na 3 grupy doswiadczalne (n=6):
— Grupa I otrzymywata 5 ml szczepionki potaczonej z 0,5 mg CpG ODN Kklasy C [Zhang

i in. 2003];
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— Grupa II otrzymywata samg szczepionke (5 ml);
— Grupa III (kontrola) otrzymywata rozcienczony dwukrotnie wodorotlenek glinu (5 ml).

Zwierzeta szczepiono dwukrotnie w odstepie 14 dni, w iniekcjach podskérnych
wykonanych w fald szyjny, topograficznie blisko miejsca lokalizacji weztéw chionnych
szyjnych powierzchownych. W celu uzyskania surowicy, krew pobierano z zyly szyjnej
zewnetrznej w dniach podania szczepionki oraz 7, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 i 70 dnia po
pierwszej iniekcji. Uzyskane wedlug standardowych metod surowice przechowywano do
chwili wykonania oznaczenh w temp. -20°C. Przez caly okres doswiadczenia u wszystkich
cielgt dokonywano codziennej obserwacji stanu zdrowia oraz rejestracji cieptoty wewnetrznej
ciata (c.w.c.).

Oceng ksztaltowania si¢ poziomow przeciwciat swoistych wykonano testem ELISA na
podstawie analizy wartos$ci absorbancji (OD) surowic uzyskanych od szczepionych cielat.
Do poszczegolnych dotkow wprowadzano po 100 ul zawiesiny IROMP (10 pg/ml) w buforze
weglanowym o pH 9,6. Po powtorny trzykrotnym ptukaniu ptytek do poszczegdinych dotkdéw
wprowadzano po 100 pl badanych surowic rozcienczonych 1:100 w buforze PBS-T. Po
trzykrotnym przeplukaniu, do poszczegdlnych dotkow wprowadzano poliklonalne
przeciwciala owcze skoniugowane z peroksydazg chrzanowa, przeciwko bydlecym:

— przeciwciatom klasy IgG (Bethyl Laboratories, Inc), w rozcienczeniu 1:10000;
— przeciwciatom podklasy IgG1 (Bethyl Laboratories, Inc), w rozcienczeniu 1:10000;
— przeciwciatom podklasy IgG2 (Bethyl Laboratories, Inc), w rozcienczeniu 1:10000;
— przeciwciatom klasy IgM (Bethyl Laboratories, Inc), w rozcieficzeniu 1:10000.

W celu wywotania reakcji barwnej poszczegdlne dotki wypeliano chromogenem (TMB
Peroxidase EIA Substrate Kit, Bio-Rad) w ilosci po 100 ul. Pomiaru absorbancji dokonywano
w czytniku do mikroptytek (Bio-Rad, model 680) przy dtugosci fali 650 nm.Immunogenno$ci
IROMP potwierdzono w reakcjach Western Blotting.

W celu okreslenia wytwarzania IFN-y w probkach pelnej krwi pochodzace; od
immunizowanych cielat po stymulacji przez IROMP wykorzystano komercyjny test
immunoenzymatyczny (Bovine Interferon Gamma ELISA Kit; MyBioSource). Pomiaru
stezenia w IP-10 (CXCL10) w surowicach szczepionych cielgt dokonano za pomoca
komercyjnego testu immunoenzymatycznego (Bovine CXC-Chemokine Ligand 10 (CXCL10)
ELISA Kit; MyBioSource) zgodnie z zaleceniami producenta testu. Wartosci absorbancji
odczytywano w spektrofotometrze (Bio-Rad, model 680) przy dtugosci fali 450 nm. Pomiar
koncentracji haptoglobiny przeprowadzono metoda kolorymetryczng przy uzyciu gotowego
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zestawu przeznaczonego do oznaczania Hp w surowicach rdéznych gatunkow zwierzat
("PHASE”™ Haptoglobin Colorimetric Assay; Tridelta Development LTD). Wartosci
absorbancji odczytywano przy dtugosci fali 630 nm.

Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne oraz przedziaty ufnosSci
o poziomie ufnosci 95%, ktore podano w nawiasach kwadratowych. Roznice miedzy Srednimi
testowano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA lub analizy wariancji
ANOVA z powtdrzeniami oraz testu post hoc Tukaya jako korekty dla wielokrotnych
porownan. Rozktad normalny danych sprawdzano za pomoca testu Shapiro-Wilka, natomiast
jednorodno$¢ wariancji przy uzyciu testu Browna-Forsythe’a. Jesli dane nie mialy rozktadu
normalnego lub jednorodnej wariancji stosowano ANOVA Kruskala Wallisa oraz ANOVA
Friedmana. Roznice istotne statystycznie przyjmowano dla P<0,05. Wszystkie analizy

statystyczne przeprowadzono za pomocg programu STATISTICA 12.5 (StatSoft, Inc.).

IV. Oméwienie wynikow

W badaniach wlasnych po raz pierwszy okreslano bioaktywno$ci syntetycznych
oligodeoksynukleotydow nalezacych do klasy C w stosunku do bydlecych PBMC. Byty co
prawda wykonane badania na owczych PBMC, ale ujawnily one, Ze istniejg istotne roznice
w indukowaniu przez CpG ODN wrodzonych mechanizméw odpowiedzi immunologiczne]
pomiedzy tymi dwoma blisko spokrewnionymi gatunkami [Booth i in. 2007]. Do okreslenia
stopnia bioaktywnosci uzytych w badaniach CpG ODN zastosowano dwa podstawowe
kryteria. Pierwszym byla zdolno$¢ do indukowania przez nie proliferacji jednojadrzastych
komorek krwi obwodowej bydta w warunkach in vitro. Drugim kryterium byta zdolnos¢ do
indukowania sekrecji IFN-y przez PMBC. Wybrano te dwa badania, poniewaz proliferacja
limfocytow stymulowanych CpG ODN jest $cisle powigzana z aktywno$cig adiuwacyjng
indukowang przez CpG in vivo [Hartmann i in. 2000], a sekrecja IFN-y stanowi silny miernik
in vivo odpowiedzi immunologicznej mediowanej przez limfocyty Thl [Zimmermann i in.
1998].

W prezentowanych badaniach do oceny stopnia proliferacji bydlegcych PBMC
wykorzystano komercyjny chemiluminescencyjny test ELISA z nieizotopowym znacznikiem
5-bromo-2'-dezoksyurydyng (BrdU), ktory jako analog tymidyny wbudowuje si¢ do DNA

dzielacych si¢ komoérek. We wczesniejszych do$wiadczeniach wykorzystywano glownie
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metode izotopowa, polegajacg na analizie inkorporacji znakowanej radioaktywnym trytem
tymidyny z DNA proliferujacych komorek, a oceng radioaktywnosci przeprowadzano
w liczniku scyntylacyjnym beta [Pontarollo i in. 2002, Booth i in. 2007]. W badaniach
wilasnych wykazano, ze sposrod wykorzystanych w do§wiadczeniu oligodeoksynukleotydow,
ten nalezacy do klasy C, byl najbardziej efektywny w stymulacji in vitro proliferacji
bydlecych PBMC. ODN klasy C w porownaniu do tych nalezacych do klasy B, maja t¢ samag
sekwencje rozpoczynajacg 5'-TCGTCGTT-3' i tylko jedng kopi¢ sekwencji 5-GTCGTT-3'.
Wysokie wartosci indeksu stymulacji dla tej klasy ODN, uzyskane w kazdej z zastosowanych
dawek, roznily si¢ istotnie statystycznie (P<0,05) w porownaniu do odpowiednich dawek
ODN klasy A i B. Aby okresli¢, ktore typy komodrek odpowiadaja na immunostymulujace
motywy CpG ODN dokonano réwniez analizy fenotypowej bydlecych PBMC hodowanych
w obecnosci oligodeoksynukleotydow. Wyniki badan wlasnych potwierdzity, ze u bydta
glownym typem komorek proliferujacych w odpowiedzi na CpG ODN sa limfocyty B. Po
4 dniach hodowli w probkach zawierajacych CpG ODN nastgpil istotny statystycznie
(P<0,05) wzrost odsetka aktywowanych limfocytow B w poréwnaniu do samej pozywki. Jest
to zgodne z wynikami uzyskanymi przez Pontarollo i in. [2002]. W cytowanej pracy
stwierdzono roéwniez, ze usuni¢cie monocytow z hodowli PBMC drastycznie zmniejsza
odpowiedz proliferacyjng indukowang przez CpG ODN. Wynika z tego, ze monocyty
odgrywaja znaczaca role w odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow B, indukowanej przez
CpG ODN, przez dostarczanie zaro6wno bezposrednich, jak i posrednich sygnatow do
rozpoczecia proliferacji. W badaniach wlasnych potwierdzono za pomoca analizy
cytometrycznej obecno$¢ monocytow w hodowlach bydlecych PBMC.

Drugim parametrem ocenianym w badaniach in vitro byl pomiar st¢zenia IFN-y
w supernatantach hodowli bydlgcych PBMC stymulowanych przez CpG ODN. W tym
przypadku, zgodnie z oczekiwaniami, najlepszymi indykatorami wytwarzania IFN-y okazaty
si¢ oligodeoksynukleotydy nalezace do klasy A. Nieco stabiej od nich pobudzat komorki do
wytwarzania IFN-y ODN nalezacy do klasy C. Réwniez i w tym przypadku stwierdzono, ze
monocyty odgrywaja kluczowa role w indukowaniu przez CpG sekrecji interferonu gamma
[Shoda i in. 2001]. Usunigcie monocytow z hodowli bydlgcych PBMC zaburzato wydzielanie
IFN-y w odpowiedzi na stymulacje CpG ODN [Pontarollo i in. 2002]. Taki wynik byt zgodny
z doniesieniami, ze to komodrki NK stymulowane cytokinami uwalnianymi przez monocyty
(IL-12, TNF-a, i IFN-a), wytwarzaja IFN-y [Krieg i Wagner 2000]. Z kolei IFN-y z komdrek

NK stymuluje monocyty, tworzac w ten sposob petle indukcji cytokinin w odpowiedzi na
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stymulacje CpG ODN. W konsekwencji, kiedy monocyty sg wybidrczo usuwane z PBMC
owa petla cytokinowa zostaje przerwana [Pontarollo i in. 2002].

Stezenie zastosowanego CpG ODN moze mie¢ rowniez znaczacy wplyw na
obserwowane efekty w stosunku do komoérek uktadu immunologicznego. Z tego powodu
w prezentowanych badaniach in vitro okre$lono optymalne stezenia wszystkich CpG ODN.
Najbardziej efektywng dawka ODN kasy C, stymulujacg bydlece PBMC do proliferacji i wy-
twarzania IFN-y, bylo 8 pg/ml i takie stezenie wykorzystano w fenotypowaniu
cytometrycznym oraz okresleniu za pomocg reakcji Real-Time PCR wewnatrzkomodrkowej
ekspresji genow kodujacych wybrane cytokiny.

Indukcja réznych cytokinin przez poszczegolne klasy ODN CpG zostata zaakceptowana
jako wazna cecha aktywnosci CpG ODN u ludzi i zwierzat [Dar i in. 2010]. W badaniach
wiasnych wykazano, ze w bydlecych PMBC, wszystkie badane geny dla ocenianych cytokin
ulegty amplifikacji po szeSciogodzinnej inkubacji w obecnosci CpG ODN. Uzyskane warto$ci
wzglednego wspotczynnika ekspresji badanych genow (R) roznity sie istotnie statystycznie
(P<0,05) od warto$ci R uzyskanej w przypadku kontroli. Nalezy zaznaczy¢, ze jest to rowniez
pierwsze badanie, w ktorym okreslono wplyw ODN klasy C na ekspresj¢ genow dla
szerokiego zestawu cytokin, chemokiny IP-10 oraz receptora TLR9. We wecze$niejszych
badaniach tego typu do stymulacji bydlecych PBMC stosowano jedynie CpG ODN klasy B
[Chuiin. 2011, Mena i in. 2003b, Zhang i in. 2003].

Po raz pierwszy prezentowane badania wykazaty, ze CpG ODN klasy C jest wysoce
immunostymulacyjny w stosunku do bydlecych PBMC. Obserwacja ta jest zgodna
z badaniami na ludziach, myszach oraz owcach, ktore wykazaty, ze ODN klasy C taczace
wlasciwoscei oligodeoksynukleotydow klasy A i B charakteryzuja si¢ szerokim zakresem
aktywnosci w stosunku do komoérek uktadu immunologicznego [Jurk i in. 2004, Vollmer i in.
2004, Booth i in. 2007]. Trzeba jednak pamietaé, ze badania in vitro na PBMC nie
odzwierciedlajg w pelni potencjalu immunostymulacyjnego CpG ODN. Both 1 in. [2007]
w swoim do$wiadczeniu stwierdzili, ze istniejg rozbieznosci w odpowiedzi indukowanej
przez poszczegdlne klasy CpG ODN pomiedzy populacjami komorek izolowanych z krwi
(PBMC) i1 weztow chitonnych (LNC), co po cze$ci moze wynikaé z réznic w populacjach
komorek, ktore odpowiadaja na CpG ODN. W weztach chlonnych w poréwnaniu do krwi,
stwierdzono zdecydowanie wigkszg ilos¢ dojrzatych limfocytow B oraz pDC [Booth i in.
2007].

Szczepienia w dalszym ciggu pozostaja kluczowym narzgdziem w zapobieganiu i lecze-

niu wielu chorob. Tradycyjne szczepionki inaktywowane oraz podjednostkowe, mimo ze
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efektywnie aktywuja odpowiedZz humoralng, sg mniej skuteczne w indukowaniu swoistej
odpowiedzi komoérkowej [Perrie i in. 2008]. Immunogennos$¢ tego rodzaju szczepionek,
wykorzystywanych réwniez w immunoprofilaktyce syndromu oddechowego mozna znacznie
poprawi¢ stosujac kombinacje adiuwantow, ktore bedg wzmacniac i selektywnie modulowaé
swoistg dla antygenu szczepionkowego odpowiedz immunologiczng. Adiuwanty moga
poprawia¢ skutecznos$¢ szczepionek, utatwiajac indukcj¢ efektywnej odpowiedzi immuno-
logicznej, wydtuzajac czas trwania tej odpowiedzi przy jednoczesnym zmniejszeniu ilo$ci
antygenu szczepionkowego oraz zwiekszeniu liczby biorcow osiggajacych serokonwersje
[Perrie i in. 2008]. Kluczowa i wspolng cechg adiuwantow, w tym rowniez CpG ODN, jest
ich zdolno$¢ do ksztattowania odpornosci swoistej poprzez oddziatywanie na komorki
prezentujace antygen. Jedng z funkcji komorek dendrytycznych jako komorek APC jest
integracja informacji pochodzacych z fragmentéw drobnoustrojow czy skladnikow
szczepionek 1 przetworzenie tych sygnaléw na odpowiednio regulowang swoista odpowiedz
immunologiczng [Pulendran i Achmed 2011]. Adiuwanty immunostymulujace, do ktoérych
zaliczamy m.in. CpG ODN, bezposrednio aktywuja wrodzony ukiad odpornosciowy.
Nasladujac motywy CpG obecne w bakteryjnym DNA stymuluja wrodzony uktad
odporno$ciowy gospodarza do wywotywania prozapalnej i ukierunkowanej na limfocytow
Thl odpowiedzi immunologicznej, charakteryzujacej si¢ sekrecjg IL-6, IL-12, IL-18, IFN-y
i TNF-o [McCluskie i Krieg 2006, Mutwiri i in. 2009]. Trzeba pamigtaé, ze CpG ODN maja
silne dziatanie immunostymulujace, ale ich szybka degradacja in vivo, z okresem poéttrwania
wynoszagcym w przypadku klasy B 30-60 min. moze ogranicza¢ ich zastosowanie
terapeutyczne. Aktywno$¢ biologiczng CpG ODN mozna znaczaco zwigkszy¢ taczac je
z innymi adiuwantami [Kovacs-Nolan i in. 2009a, Vollmer i Krieg 2009]. Zestawienie CpG
w odpowiednim uktadzie moze powodowac lepszy efekt immuno-stymulacyjny, przez
ochrong oligodeoksynukleotydow przed ich szybka degradacja przez nukleazy i umozliwié
w ten sposob zwigkszenie zaangazowania komorek w odpowiedzi na CpG ODN w miejscu
iniekcji. Potaczenia takie przedtuzaja w warunkach in vivo stabilno$¢ oraz wydtuzaja czas
oddziatywania na komoérki odpornosciowe, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia wytwarzania
cytokin IL-12, IL-6 oraz IFN-y.

W prezentowanych badaniach po raz pierwszy podjeto probe zastosowania CpG ODN
klasy C jako skladnika adiuwanta w szczepionce przeznaczonej dla bydla. Wybor tej klasy
ODN do doswiadczenia in vivo oparty byt na kilku kryteriach. Po pierwsze, niemetylowane
sekwencje CpG obecne w tym ODN stymulowaty najlepiej w warunkach in vitro proliferacjg
limfocytow B i ekspresje genoéw dla IL-12, IFN-a oraz IP-10 w bydlgcych PBMC. Po drugie,
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CpG ODN klasy C majac szkielet fosforotionianowy nie bedzie zbyt szybko degradowane
w organizmie szczepionego zwierzecia. Oligodeoksynukleotyd ten dodano do komercyjnej
szczepionki Bovipast RSP z adiuwantem, w sktad ktorego wchodzit wodorotlenek glinu oraz
z Quil-A. Takie potaczenie wzmocnito u cielgt odpowiedz immunologiczng specyficzng dla
IROMP M. haemolytica i spowodowato, ze byta ona bardziej zrownowazona. Wodorotlenek
glinu, absorbujac skutecznie na swojej powierzchni antygen szczepionkowy, zwigksza
stabilnos¢ tego antygenu i usprawnia jego dostarczanie do komorek prezentujacych antygen
[Bachmann i Jennings 2010]. Szczepionki zawierajace taki adiuwant wymagaja zazwyczaj
podania wielu dawek w celu uzyskania skutecznej ochrony oraz sprzyjajg jedynie rozwojowi
odpowiedzi Th2-zaleznej [Dowling i Levy 2014]. Ich uzycie moze wigzac si¢ z wystapieniem
niepozadanych reakcji miejscowych obejmujacych rumien, guzki podskérne oraz rozwoj
nadwrazliwo$ci kontaktowej [Perrie i in. 2008]. Nalezacy do saponin Quil-A, w do-
Swiadczeniach na modelu mysim preferencyjnie indukowal komoérkowe mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej [Pascual i in. 2006]. W badaniach wtasnych wykazano ze CpG
ODN klasy C, koformulowany z wodorotlenkiem glinu i Quil-A, moze wywolywaé
dhugotrwata, swoistg dla antygenu, humoralng i komorkowa odpowiedZ immunologiczng.
Szereg badan potwierdza, ze potaczenia CpG ODN z tradycyjnymi adiuwantami, takimi jak
wodorotlenek glinu, czy Emulsigen wzmacniaja wrodzone i nabyte mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej [loannou i in. 2002a, 2002b, 2003, Nichani i in. 2004b, Nichani i in. 2007,
Nichani i in. 2010]. Adiuwanty te moga tworzy¢ magazyn w miejscu wstrzykniecia, z ktorego
powoli uwalniane jest CpG ODN, co prowadzi do przedtuzonej stymulacji uktadu
odpornosciowego. Indukuja rowniez stan zapalny 1 przyciagaja komorki odpornosciowe do
miejsca podania, ktére moga by¢ aktywowane przez CpG ODN [Nichani i in. 2004a].
Formulacja CpG ODN z Emulsigenem pozwolita takze zmniejszy¢ dawke
oligodeoksymukleotydéw nawet o 80% [Nichani i in. 2007]. Jest to istotne, bioragc pod uwage,
ze wysokie dawki ODN CpG wymagane u duzych zwierzat mogag by¢ nieekonomiczne.

Na aktywno$¢ immunostymulujaca CpG ODN oprécz ich formulacji z innymi
adiuwantami, majg rowniez wptyw takie czynniki jak dawka oraz droga i miejsce podania
[Mutwiri i in. 2003, Shirota i Klinman 2014]. W badaniach wtasnych, opierajac si¢ na danych
pismiennictwa dotyczacych stosowania ODN jako adiuwanta u bydta, wybrano dawke 0,5 mg
CpG ODN na jedng immunizacj¢ cielat [Zhang i in. 2003, Chu i in. 2011]. Nalezy zwrocié
uwage, ze dawka CpG ODN wymagana do wytworzenia efektow adiuwantowych jest
znacznie nizsza od tej stosowanej W celach terapeutycznych [loannou i in. 2002b; Nichani

i in. 2006]. U bydta CpG ODN najczgséciej podaje si¢ w iniekcjach podskornych, albo
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bezposrednio na blony Sluzowe. [Mena i in. 2003a, Nichani i in. 2004a, Nichani i in. 2006].
W pdzniejszych badaniach wykazano, ze podskorna iniekcja CpG ODN indukowata
wytwarzanie syntetazy 2'5'-A oraz, w przeciwienstwie do dotchawiczego podania, zapewniata
przejsciowg ochrone przed infekcjg wirusem para influenzy-3 u jagnigt [Nichani i in. 2010].
Mechanizm, dzi¢ki ktéremu pozajelitowe, ale nie Sluzowkowe podanie oligodeoksy-
nukleotydow, wywotluje ochrone przed wirusem oddechowym, nie jest znany. Leczenie za
pomoca CpG ODN obiema drogami wywotywalo podobne wytwarzanie syntetazy 2'S'-A,
jednak jedynie iniekcja podskoérna miata istotny wptyw na kontrole infekcji wirusowej. Jest
mozliwe, ze po podskornym podaniu CpG ODN, przed infekcjg wirusowg chronity cytokiny
Thl-zalezne, wytwarzane przez plazmacytoidalne komorki dendrytyczne obecne w lokalnych
weztach chtonnych [Krieg 2006]. Immuno-stymulujace dziatania CpG sg w gtownej mierze
zalezne od pDC, ktére wystepuja z duzo wigksza czgstotliwoscia we krwi, $ledzionie
i weztach chtonnych niz w nabtonku i tkankach bton §luzowych, takich jak goérne drogi
oddechowe. Dlatego dotchawicze podanie CpG ODN moze nie wywotlywaé aktywacji pDC
[Krieg 2006]. Biorac pod uwage wszystkie te spostrzezenia, w badaniach wlasnych
zdecydowano si¢ podawac preparaty szczepionkowe w iniekcjach podskornych wykonanych
w fald szyjny, topograficznie blisko miejsca lokalizacji we¢ztéw chlonnych szyjnych
powierzchownych. W badaniach na $winiach stwierdzono, ze iniekcja CpG ODN w poblizu
weztow chtonnych pachwinowych indukowala w nich znaczaco wyzszy poziom aktywacji
komorek immunologicznych, w poréwnaniu do tych znajdujacych si¢ we krwi obwodowe;j
[Dar i in. 2010]. Zaobserwowano, ze biodystrybucja CpG ODN jest bardziej dynamiczna niz
poprzednio sadzono. Juz po 4 godzinach od podskornej iniekcji w weztach chtonnych myszy
znajdowato si¢ 10-15% podanego CpG ODN, podczas gdy w surowicy poziom ODN byt
bardzo niski [Noll i in. 2005]. Nagromadzenie ODN w weztach chtonnych sugeruje, ze moze
to by¢ wazna tkanka dla rozwoju efektow indukowanych przez CpG in vivo.

W badaniach wiasnych, przeprowadzonych na cieletach stwierdzono, ze dodanie CpG
ODN klasy C do komercyjnego preparatu szczepionkowego pozytywnie wpltyneto na wzrost
jego immunogennos$ci, o czym $wiadczag wysokie poziomy surowiczych przeciwciat IgG,
IgG1, 1gG2 i IgM swoistych dla IROMP. Warto$ci absorbancji uzyskane w tescie ELISA dla
cielat szczepionych takim preparatem byly wyzsze przez caly okres doswiadczenia
w porownaniu do dwdch pozostatych grup doswiadczalnych. Zdecydowanej poprawie ulegta
zarOwno swoista odpowiedz typu humoralnego (zwigkszenie poziomu przeciwcial IgGl
i IgM), jak rowniez mediowana przez limfocyty Thl odpowiedz typu komorkowego, o czym

$wiadczylty wysokie poziomy przeciwciat IgG2. Jak wykazali we wczes$niejszych badaniach
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Estes i Brown [2002] wlasnie wytwarzanie swoistych IgG2 towarzyszy indukcji komorkowe;j
odpowiedzi immunologicznej u bydta. Warto zauwazy¢, ze zwigkszone (P<0.05) poziomy
IgG2 w surowicy obserwowano jedynie u krow immunizowanych za pomoca szczepionki
z dodatkiem CpG. W przypadku komercyjnej szczepionki, pomimo obecnosci w sktadzie
adiuwanta Quil A, nie stwierdzono tak wyraznego wzrostu przeciwcial podklasy IgG2.
Srednie wartoéci absorbancji surowic uzyskanych od cielat Gr. I réznily si¢ istotnie
statystycznie (P<0,05) od tych z Gr. II juz od 7 dnia do$wiadczenia. Tak duza roznica
w wartos$ciach absorbancji moze troche zaskakiwac, tym bardziej ze na modelu mysim po
podaniu Quil A zaobserwowano preferencyjny wzrost podklasy przeciwciat 1gG2a, a profil
wydzielanych cytokin odpowiadal odpowiedzi Thl-zaleznej [Pascual i in. 2006].
Prezentowane badania wykazaty rowniez, ze CpG ODN 2429 nie tylko zwigkszat produkcje
swoistych dla antygenu IgGl, IgG2 i IgM, ale takze powodowatl znaczne wydtuzenie czasu
trwania swoistej odpowiedzi immunologicznej. Szczeg6lnie wyraznie widoczne bylo to
w przypadku przeciwciat IgG2 oraz IgM, dla ktérych bardzo wysokie wartosci absorbancji
utrzymywaly si¢ przez caty okres doswiadczenia tj. do 70 dnia po pierwszej immunizacji.
Zarowno IgM, jak i IgG2 sa gtdéwnymi opsoninami dla komoérek fagocytujacych u bydta
[Estes i Brown 2002].

Uzyskane wyniki badan potwierdzity zdolno$¢ indukowania ochronnej odpowiedzi
immunologicznej przez biatka M. haemolytica Al uczestniczace w kontrolowaniu jonow
zelaza. W reakcji immunoblotingu z surowicami cielat szczepionych preparatem z dodatkiem
CpG ODN Kklasy C uzyskano wyrazne reakcje w stosunku do IROMPs o masie zardéwno 70,
77 jak i 100 kDa. Podobne wyniki uzyskano we weczesniejszych doswiadczeniach [Confer
i in. 1995, Puchalski i in. 2013]. Biatka o masie 100 oraz 71 kDa, okreslane odpowiednio jako
TbpA oraz TbpB, wspodtdziatajg ze sobg jako kompleks. Sg one podjednostkami gatunkowo
swoistego receptora dla transferryny [Ogunnariwo i in. 1997]. Udziat biatek TbpA i TbpB
w indukowaniu protekcji cielat na eksperymentalne zakazenie M. haemolytica
udokumentowaty badania Potter i in. [1999]. W doswiadczeniu, w ktérym wykorzystano
zrdéznicowane kombinacje obu biatek w konstruowaniu szczepionek zastosowanych u bydta,
wykazano wysoki poziom ochronnych przeciwciat w stosunku do rekombinowane;j
komponenty TbpB, natomiast minimalng odpowiedz humoralng w stosunku do biatka TbpA.
Wzrost protekcji w efekcie tgcznego zastosowania obu protein cytowani autorzy tlumacza
mozliwoscig indukcji odpowiedzi komorkowej wywotanej za posrednictwem TbpA. Jak si¢
wydaje, taki mechanizm stanowi synergistyczne uzupehlnienie w stosunku do ochronnego

efektu odpowiedzi humoralnej, umozliwiajac tym samym bardziej efektywna ochrong
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zwierzat. W badaniach wtasnych wyrazna reakcja przeciwcial obecnych w surowicach cielgt
Gr. | w stosunku do biatka o masie 100 kDa moze potwierdza¢ indukcj¢ mechanizmow
odpowiedzi komorkowej przez CpG ODN, ktéorych wyrazem s3 wysokie poziomy
surowiczych przeciwciat IgG2.

Poza oznaczaniem surowiczych przeciwcial IgG2, drugim parametrem $wiadczacym
0 rozwoju odpowiedzi Thl-zaleznej u bydta jest wytwarzanie IFN-y [Estes i Brown 2002].
Bezposrednie monitorowanie poziomu interferondw w surowicy, za pomocg testow immuno-
enzymatycznych, jest jednak mato wiarygodne z powodu ich krétkiego okresu pottrwania.
Z tego wzgledu, we wczesniejszych badaniach jako biologiczny marker zwigkszonego wy-
twarzania IFN po podaniu zwierzgtom CpG ODN wykorzystywano enzym syntetaza
oligoizoadenylowa (2'5'-A synthetasa) [Nichani i in. 2004a, 2006, 2007, 2010]. Jest ona
wazng przeciwwirusowg czasteczkg efektorowa, indukowang zaréwno przez IFN-a, jak i IFN-
y. Syntetaza 2’5’-A jest aktywowana po kontakcie z dwuniciowym RNA wiruséw
I doprowadza w efekcie koncowym do aktywacji endorybonukleazy L (RN-aza L), ktora
rozktadajac mRNA blokuje cykl rozwojowy wirusow [Sen i Ransohoff 1993]. Pomiaru
stezenia surowiczej syntetazy 2'5'-A, ktorej poziom pod wptywem IFN wzrasta okoto 50-100
razy, dokonywano za pomoca komercyjnego testu radioimmunologicznego. Podskérna
iniekcja CpG ODN indukowata u owiec juz po 24 godzinach wzrost st¢zenia tego enzymu,
osiggajac 4 dnia maksymalne warto$ci, a 7 dnia wracajac do wartos$ci wyjsciowych [Nichani
i in. 2004a]. Z powodu braku dostepnosci testu radioimmunologicznego do oznaczania
W surowicy st¢zenia syntetazy 2'5'-A konieczne bylo znalezienie innego typu biomarkera.
W badaniach wtasnych do oceny aktywnosci IFN-y po stymulacji CpG ODN wykorzystano
po raz pierwszy u bydta IP-10 (biatko indukowane przez interferon) w nowym
mianownictwie okreSlane jako CXCL10. Nalezy ono do chemokin prozapalnych
wytwarzanych przez monocyty, makrofagi, komorki $rodbtonka, fibroblasty oraz
keratynocyty w odpowiedzi na IFN-y. Chemokina ta bierze udzial w rozwoju stanu
zapalnego, w aktywacji limfocytow T i komérek NK oraz modulacji ekspresji czasteczek
adhezyjnych [Dufour i in. 2002]. Wzrost poziomu IP-10 w surowicy wskazuje na aktywacje
uktadu odpornosciowego i jest dowodem indukcji wrodzonych mechanizmow odpowiedzi
immunologicznej. Ponadto uwaza sig, ze IP-10 jest bardziej trwatym biomarkerem aktywacji
tych mechanizmow, niz ekspresjonowane przejsciowo i szybciej zuzywalne cytokininy [Krieg
i in. 2004, Stewart i in. 2008]. Badania wtasne wykazaly, ze poziomy IP-10 w surowicach
cielat szczepionych komercyjnym preparatem z dodatkiem CpG ODN osiagaly w 24 godzinie

po pierwszej i drugiej immunizacji maksymalne, znaczaco wyzsze warto$ci w poréwnaniu do
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tych uzyskanych u cielat szczepionych preparatem komercyjnym oraz cielgt grupy kontrolne;.
Te wysokie warto$ci utrzymywaty si¢ az do 4 dni po podaniu szczepionki. Réwniez
w badaniu Real-Time PCR warto$¢ wzglednego wspotczynnika ekspresji genu dla IP-10 byta
istotnie statystycznie wyzsza dla CpG ODN klasy C w porownaniu do klasy A i B. Bydlgce
PBMC stymulowane in vitro klasg C wykazaty znaczny poziom indukcji mRNA IP-10 juz
w 6 godz. inkubacji. W prezentowanych badaniach wykazano wigc, ze stymulacja in vitro i in
vivo bydlecych PBMC przy pomocy CpG ODN klasy C konsekwentnie indukowala
chemokine IP-10, co sugeruje potencjal IP-10 jako obiecujgcego biomarkera wytwarzania
IFN-y. Potwierdzeniem tej hipotezy jest przeprowadzone doswiadczenie, w ktorym wykazano
wytwarzanie IFN-y w probkach pelnej krwi pochodzacej od cielat szczepionych
komercyjnym preparatem z dodatkiem CpG ODN klasy C. Po stymulacji tych probek za
pomoca IROMP, stwierdzono ze antygenowo swoiste wytwarzanie IFN-y rozpoczglo si¢ juz
14 dnia po pierwszym szczepieniu i trwato do 70 dnia doswiadczenia.

Kluczowa kwestiag w pracach nad adiuwantami jest ich reaktogenno$é, czyli zdolnos¢
preparatu do wywotywania miejscowej, ostrej reakcji zapalnej (np. rumien, tkliwos$¢), czy tez
reakcji systemowej (np. goraczka) [Bode i in. 2011]. Badania kliniczne wskazuja, ze CpG
ODN sg wzglednie bezpieczne, przy podawaniu jako adiuwanty szczepionkowe. Poréwnanie
CpG ODN z innymi adiuwantami, w tym pelnym lub niepelnym adiuwantem Freunda
ujawnito, ze oligodeoksynukleotydy stymulowaly uktad immunologiczny do wytwarzania
wiekszej ilosci swoistych wobec antygenu szczepionkowego przeciwciat, ktorymi byty przede
wszystkim I1gG2, oraz wigkszego wytwarzania IFN-y, wykazujac przy tym najnizsza
toksycznos¢ [Weeratna 2000]. Badania na modelach zwierzecych 1 ludzkich sugeruja, ze
toksyczno$¢ 1 dziatania niepozadane zalezg od dawki i1 czgstotliwosci podania CpG ODN.
Obejmuja one raporty wykazujace, ze konwencjonalne szczepionki i te z dodatkiem CpG
ODN majg podobne profile bezpieczenstwa [Cooper i in. 2004]. W kilku badaniach
odnotowano jednak wzrost czestosci miejscowych zdarzen niepozadanych o ré6znym stopniu
nasilenia. Byly to najczesciej reakcje w miejscu wstrzyknigcia, takie jak bol, obrzek,
stwardnienie, $wiad czy rumien oraz objawy ogdlnoustrojowe w tym objawy grypopodobne.
Wigkszos$¢ dziatan niepozadanych zglaszanych w badaniach klinicznych miata przebieg
tagodny do umiarkowanego, pojawiaty si¢ w ciggu 24 godzin po podaniu leku i utrzymywaty
si¢ przez kilka dni [Bode i in. 2011]. W prezentowanych badaniach podanie cieletom CpG
ODN wspolnie z komercyjng szczepionka nie wywotato powaznych skutkéw ubocznych.
U wszystkich cielagt immunizowanych szczepionka z dodatkiem CpG ODN wystapita

przejsciowa goraczka, a u trzech wystapita reakcja lokalna w miejscu podania pierwszej oraz
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drugiej dawki szczepionki, ktora ustgpowata w czasie krotszym niz 48 godzin. Te lokalne
reakcje sktadajgce si¢ z ograniczonej strefy o Srednicy ok. 30 mm nie byty zaognione
I bolesne. Opublikowane dane dotyczace skutkow ubocznych po podaniu CpG ODN u bydta
sg ograniczone. Jednorazowe podanie dorostemu bydlu 200 mg CpG ODN indukowato
jedynie przejsciowe zwickszenie odpowiedzi ostrej fazy, nie powodujgc przy tym rozwoju
ogoblnoustrojowej reakcji zapalnej [loannou i in. 2003]. W badaniach Nichani i in. [2004b],
zaobserwowano lokalng reakcj¢ w nastgpstwie iniekcji ODN z 30% Emulsigenem. Badania
immunohistochemiczne wykazaly, ze ODN2007 indukuje znaczng akumulacje komorek
w ciggu 48 godzin po iniekcji i wigkszos¢ z tych komorek byty to makrofagi.

Reakcja ostrej fazy wystepuje jako normalny wynik szczepienia u bydta [Arthington
I in. 2013]. Stymulacja makrofagow, monocytow i komorek dendrytycznych przez CpG ODN
prowadzi do zwigkszenia regulacji czasteczek kostymulujacych i wydzielania prozapalnych
cytokin. Dlatego komoérki te sg wazne dla skutecznosci szczepionek zaré6wno na etapie
prezentacji antygenu limfocytom Th, jak i wytwarzania mediatoréw stanu zapalnego, takich
jak IL-1, IL-6 i TNF-o. Wykazano, ze cytokininy te, indukuja goraczke i zwigkszong
produkcje biatek ostrej fazy [Arthington i in. 2013]. W zwigzku z tym w badaniach wtasnych
monitorowano reakcje ostrej fazy po podaniu cielgtom CpG ODN. Jako pierwszy parametr
shuzacy do monitorowania odpowiedzi ostrej fazy wykorzystano pomiar wewnetrznej cieptoty
ciata. CpG ODN obecny w preparacie szczepionkowym indukowat juz w 24 godzinie od
iniekcji, przejsciowy wzrost Srednich warto$ci cieploty wewnetrznej ciata. Wzrost ten
utrzymywat si¢ na §rednim poziomie 40,8°C do 2 dnia od podania CpG ODN, po czym juz
piatego dnia osiggat wartosci fizjologiczne. Drugim parametrem wykorzystanym w badaniach
wilasnych do monitorowania reakcji ostrej fazy byl pomiar stezenia haptoglobiny
w surowicach badanych cielat. Haptoglobina jako jedno z biatek ostrej fazy, wytwarzana jest
przez hepatocyty w odpowiedzi na prozapalne cytokininy. W rezultacie, stezenie
haptoglobiny w surowicy daje wskazoéwke o dziataniu ogdlnoustrojowym po zapaleniu lub
infekcji [Godson i in. 1996]. Podanie cielgtom CpG ODN klasy C indukowato wysokie
stezenia haptoglobiny w surowicach. St¢zenia te, w drugim dniu po kazdej iniekcji, byty
blisko 5-krotnie wyzsze niz u cielat, ktore otrzymaty sam preparat komercyjny. Podobne
wyniki otrzymali Nichani i in. [2004b], podajac owcom i bydlu CpG ODN klasy B wspodlnie
z Emulsigenem. W przypadku cielat, stezenia haptoglobiny uzyskane w drugim dniu po
iniekcji byly prawie 10-krotnie wyzsze niz te obserwowane U owiec. Cieleta, ktorym

wstrzyknigto sam Emulsigen, réwniez wykazaly pewien wzrost poziomu haptoglobiny
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W surowicy po pierwszym wstrzyknigciu, natomiast nie obserwowano go u cielgt kontrolnych,
ktoérym podano plyn fizjologiczny.

Na podstawie wynikéw prezentowanych badan mozna stwierdzié, ze inicjowane przez
CpG ODN klasy C roznorodne efekty immunologiczne potwierdzajg ich zdolno$¢ do
dziatania jako adiuwanty szczepionkowe, indukujgce szybsze, silniejsze 1 dluzej trwajace,

mechanizmy swoistej odpowiedzi immunologicznej.

V. Stwierdzenia i wnioskKi

1. CpG ODN Klasy C okazal si¢ najbardziej efektywny w stymulacji proliferacji
bydlgcych PBMC in vitro, przy czym gtéwnym typem komorek proliferujacych w odpo-
wiedzi na jego dziatanie sg limfocyty B.

2. Oligodeoksynukleotyd nalezacy do klasy C najefektywniej indukuje wytwarzanie
IFN-y w hodowlach bydlgcych PBMC w dawce 8 ng/ml. Uzyskane $rednie wartosci stezenia
IFN-y w supernatantach hodowli byty jednak statystycznie istotnie nizsze w poréwnaniu do
wartosci uzyskanych w hodowlach prowadzonych w obecnosci CpG ODN klasy A.

3. CpG ODN Kklasy C indukuje w bydlecych PBMC hodowanych in vitro ekspresje
genow dla cytokin (IFN-a, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-12, IL-21), chemokiny (IP-10) oraz
receptora TLR9. Tylko w przypadku cytokin odgrywajacych kluczowa role w rozwoju
komorkowej odpowiedzi immunologicznej (IFN-o, IL-12) oraz IP-10 uzyskane warto$ci
wspolczynnika R sg bardzo wysokie 1 rdznig si¢ istotnie statystycznie od tych uzyskanych dla
pozostatych klas oligodeoksynukleotydow.

4. ITmmunizacja cielgt szczepionka Bovipast RSP z dodatkiem CpG ODN klasy C
indukuje w poréwnaniu do samego komercyjnego preparatu, szybsza, silniejszg oraz dtuzej
trwajaca odpowiedz humoralng, o czym $§wiadczg wysokie poziomy surowiczych przeciwciat
IgG1 i IgM swoistych wobec IROMP M. haemolytica.

5. CpG ODN Kklasy C indukuje u szczepionych cielat odpowiedz typu komoérkowego,
o czym s$wiadczylo, utrzymujace si¢ przez caly okres doswiadczenia, zwigkszone wy-
twarzanie swoistych dla antygenu szczepionkowego przeciwcial IgG2 oraz indukcja
wytwarzania IFN-y.

6. Wysokie stgzenia [P-10 w surowicach cielat szczepionych komercyjnym preparatem
z dodatkiem CpG ODN klasy C, utrzymujace si¢ przez 4 dni po podaniu kazdej dawki
szczepionki $wiadczg o tym, ze chemokina ta jest wiarygodnym biomarkerem zwiekszonego

wytwarzania IFN-y w odpowiedzi na CpG ODN.
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7. CpG ODN klasy C sg bezpieczne dla cielat. Podawanie tych ODN w dawce 0,5 mg,
wspolnie z komercyjnym preparatem nie wywotuje u szczepionych cielat powazniejszych
skutkéw ubocznych. Wystepuje jedynie przejSciowa reakcja ostrej fazy oraz krotkotrwata,
bezbolesna i niezaogniona lokalna reakcja w miejscu podania pierwszej oraz drugiej dawki

szczepionki.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Mo¢j dorobek naukowy obejmuje 64 publikacje, w tym 42 prac eksperymentalnych
i 1 prace przegladowa, ktore zostaly opublikowane w czasopismach wyszczegdlnionych
w Journal Citation Reports oraz 21 artykuldéw zamieszczonych w periodykach nie
posiadajacych wspotczynnika wptywu (IF) lub w monografiach. Jestem rowniez
wspotautorem 46 komunikatow zjazdowych prezentowanych na konferencjach krajowych
i zagranicznych.

Od poczatku mojej pracy na etacie naukowo-dydaktycznym bratem czynny udziat
w realizacji badan naukowych prowadzonych w Zakladzie Prewencji Weterynaryjnej
1 Chorob Ptakéw oraz w innych jednostkach Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UP
w Lublinie. Moje gldwne zainteresowania naukowe byly 1 s3a nadal zwigzane
z immunoprofilaktyka, diagnostyka i charakterystyka czynnikéw wywolujacych zakazenia
uktadu oddechowego u przezuwaczy, ze szczegbélnym uwzglednieniem Mannheimia

(Pasteurella) haemolytica jako nadrzednego patogenu Dbakteryjnego izolowanego
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z przypadkéw syndromu oddechowego bydta (BRDC — bovine respiratory disease complex).
Z uwagi na brak w krajowym pi§miennictwie opracowan dotyczacych tego problemu,
w wykonanych dotychczas badaniach, przeprowadzonych pod kierunkiem prof. dr hab.
Andrzeja Wernickiego okreslono udzial poszczegdlnych serotypéw M. haemolytica
w etiologii syndromu oddechowego, dokonano oceny ich cech fenotypowych
i genotypowych, w tym wrazliwo$ci na stosowane chemioterapeutyki, oraz okreslono ich
profile plazmidowe. Uzyskane wyniki pozwolily na ocen¢ mozliwosci wykorzystania
okreslonych grup antybiotykow w terapii syndromu oddechowego z udziatlem szczepdw
M. haemolytica. W oparciu o uzyskane rezultaty wyodrebniono 9 profili antybiotykowych,
przy czym opornos¢ w stosunku do zastosowanych grup antybiotykéw stwierdzono zaréwno

wsrod szczepow posiadajacych plazmidy, jak réwniez w szczepach bezplazmidowych

e Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R. 1999. Antybiotykowrazliwos¢ oraz profil
plazmidowy szczepow Pasteurella haemolytica. Medycyna Weterynaryjna 55, 623-626.

W badaniach dwoch podstawowych czynnikoéw wirulencji M. haemolytica, jakimi sg
leukotoksyna (Lkt) oraz kompleks biatek zewnetrznej blony komorkowej (OMPs — outer
membrane proteins), przeprowadzono analize ich wlasciwo$ci immunogennych poprzez
ocen¢ odpowiedzi immunologicznej cielat w warunkach terenowych, na przygotowane,
wlasne, szczepionki zawierajace ww. antygeny. Uzyskane wyniki pozwolily dokona¢ oceny
skuteczno$ci profilaktycznej wyizolowanych z komorek bakteryjnych podjednostek, ktore
postuzyty jako komponenty antygenowe w eksperymentalnych szczepionkach. Analiza
elektroforetyczna 12 serotypéw M. haemolytica wykazata, ze najczgsciej izolowane z przy-
padkoéw chorobowych serotypy Al, A2 1 A6 charakteryzowaly si¢ identycznymi profilami
OMP. Sposrdéd 15 frakeji, biatka o masie 31, 41, 44 1 100 kDa uznane zostaly jako gléwne,
a wysoka immunogenno$¢ tych biatek blony zostala potwierdzona w reakcjach
immunoblottingu. Dowiedziono réwniez, ze indukcja wysokich pozioméw przeciwcial
surowiczych przez uzyskane OMP stwarza podstawe ich wykorzystania ich jako antygenow
szczepionkowych w immunoprofilaktyce syndromu oddechowego cielat. Efektem prowa-

dzonych badan byty publikacje:

e  Wernicki A., Urban-Chmiel R., Puchalski A., Mikucki P. 2001. Utilization of leukotoxin as
vaccine antigen in immunoprophylaxis of shipping fever in cattle. Polish Journal of Veterinary
Sciences 4, 3, 193-198,
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e  Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R., Mikucki P. 2002. Ocena humoralnej odpowiedzi
immunologicznej cielat na antygeny bialek blony zewnetrznej (OMPs) Mannheimia
haemolytica serotyp 1. Medycyna Weterynaryjna. 58, 11, 860-862,

e Puchalski A., Wernicki A., Mikucki P., Urban-Chmiel R. 2002. Profile biatek blony
zewnetrznej szczepéw Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, M. glucosida, P. trehalosi oraz

szczepOw nietypowych. Medycyna Weterynaryjna 58, 6, 439-443.

Te temat poruszata rowniez moja praca doktorska pt.:,,Charakterystyka bialek btony
zewnetrznej terenowych szczepéw Mannheimia (Pasteurella) haemolytica oraz mozliwo$é
ich wykorzystania w swoistej immunoprofilaktyce syndromu oddechowego cielat”, wykonana
pod opiekg naukowg prof. dr hab. Andrzeja Wernickiego i obroniona w 2001 roku. Praca
doktorska zostata wyrdzniona nagrodg Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
Uwage nasza jako potencjalnych immunogendéw szczepionkowych, zwrocity réwniez
bialka blony zewnetrznej M. haemolytica oraz P. multocida kontrolowane jonem Zzelaza
(IROMPs — iron-repressible outer membrane proteins). Biatka te funkcjonuja jako receptor
dla komplekséw zawierajacych jony zelaza i odgrywaja wazna role w ich transporcie do
wnetrza komorki bakteryjnej. W przypadku M. haemolytica funkcje t¢ spelniajg biatka
o masie okoto 71, 77 i 100 kDa. Natomiast dla P. multocida biatkiem glowny,
obserwowanym w rozdziatach elektroforetycznych bakterii hodowanych z dodatkiem, jak
1 bez dodatku chelatora jest proteina o masie 34 kDA. Wyrazne prazki dajg takze biatka
o masach 48, 68, 74 1 86 kDa. W badaniach wilasnych wykazano, Zze indukcja ekspresji
IROMP nastepowata juz w ciggu pierwszych 30 minut po zainicjowaniu warunkow limitacji
jondéw zelaza. Wybrane IROMP P. multocida poddano rowniez analizie metodg spektrometrii
mas (MS/MS) 1 poréwnano je przy uzyciu lokalnego serwera MASCOT, do znanych
1 zsekwencjonowanych biatek umieszczonych w bazie NCBI. Wykazano wysoki stopien
homologii tych bialek z proteinami zaangazowanymi w bezposredni transport jonéw zelaza

(ABC transporter ATPase komponent, transferrin bindig protein A):

e Puchalski A., Dec M., Wernicki A., Urban-Chmiel R., Gieral A., 2010: Characterization of
outer membrane proteins participating in iron transport in Pasteurella multocida serotype A3.
Polish Journal of Veterinary Sciences 13: 121-127,

e Puchalski A., Urban-Chmiel R., Dec M., Wernicki A. 2013. An electrophoretic characterization
of iron-transporting proteins in Mannheimia haemolytica Al. Polish Journal of Veterinary
Sciences 16, 527-532.
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Na bazie przeprowadzonych eksperymentow na cieletach 1 owcach nasz zespot
potwierdzit wysoka skuteczno$¢ immunoprofilaktyczng Lkt podawanej w formie natywnej
oraz inaktywowanej formaling Iub aldehydem glutarowym. Wzrost odpowiedzi humoralnej
1 miana protekcyjnego u owiec stwierdzono takze po immunizacji antygenami uzyskanymi
od szczepéw M. haemolytica izolowanych od bydta. Korzystniejszy efekt immuno-
protekcyjny u bydla i owiec uzyskano w efekcie stosowania szczepionek zawierajacych
natywng oraz inaktywowang farmaldehydem Lkt. Z uwagi na aplikacyjny charakter badan
wykonano ocen¢ mozliwosci zwiekszenia ekspresji tych antygenow poprzez stosowanie
modyfikacji podtoza wzrostowego RPMI 1640. Wykazano, ze do pelnej ekspresji
immunogenéw istotnych w humoralnej odpowiedzi cielat, niezbedne sa antygeny
otrzymywane zarOwno z logarytmicznej, jak 1 ze stacjonarnej fazy wzrostu komorek
bakteryjnych, uzyskiwane na podtozu RPMI 1640 z dodatkiem oraz bez dodatku albuminy
bydlece;:

e Urban-Chmiel R., Wernicki A., Puchalski A., Mikucki P. 2004. Evaluation of Mannheimia
haemolytica leukotoxin prepared in nonsupplemented and BSA or FBS supplemented RPMI
1640 medium. Polish Journal of Veterinary Sciences 7, 1-8,

e  Mikucki P., Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R. 2006. Skuteczno$¢ natywnej
i inaktywowanej leukotoksyny Mannheimia haemolytica w immunoprofilaktyce swoistej
syndromu oddechowego owiec. Medycyna Weterynaryjna 62, 11, 1302-1306,

e  Wernicki A., Mikucki P.,Urban-Chmiel R., Puchalski A. 2008. Comparison of immunogenic
properties of native and inactivated Mannheimia haemolytica Lkt in calves. Polish Journal of
Veterinary Sciences Polish J. of Vet. Sci. 11, 2, 83-88.

W ramach kompleksowej analizy BRDC zwrociliSmy rowniez uwage na tzw. ostry
syndrom oddechowy (ARDS — acute respiratory distress syndrom) o nietypowym przebiegu,
zaobserwowany u bydta opasowego w makroregionie lubelskim. W sposéb szczegdtowy
oceniono wptyw czynnikow niezakaznych na rozwdj tego procesu chorobowego. Whnioski
wyciagnigto w oparciu o analiz¢ makro- i mikroskopowa tkanki ptucnej oraz skladu paszy
z oceng zawartosci substancji pneumotoksycznych z zastosowaniem techniki chromatografii
wysokocisnieniowej, a takze w oparciu o wyniki uzyskane w tescie ELISA na obecnos¢
przeciwcial antywirusowych (BRSV). Otrzymane rezultaty badan wykazaly, ze poza

czynnikami pokarmowymi wazng rol¢ w etiologii opisanych przypadkéow chorobowych
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odgrywaty czynniki wirusowe. Nalezy zaznaczy¢, ze byt to pierwszy, opisany przypadek tego
typu w kraju
e Wernicki A., Urban-Chmiel R., Puchalski A., Mikucki P., Lopuszynski W. 2006. Ocena

klinicznych przypadkow syndromu oddechowego bydta opasowego w makroregionie lubelskim.
Annales UMCS sec. DD. Vol. LXI, 197-206.

W naszych badaniach wykazano, ze spektrometria masowa MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) wykorzystana jako
strategia pojedynczego testu diagnostycznego umozliwia dokladng i szybka identyfikacje
szczepéw M. haemolytica izolowanych z przypadkow chordb uktadu oddechowego cielat.
Wszystkie badane szczepy zostaly zidentyfikowane jako M. haemolytica, z czego az 96,3%
z doktadnoscia do gatunku i 3,7% z dokladnoscia do rodzaju. Wyniki identyfikacji
poréwnano do rezultatow otrzymanych konwencjonalnymi metodami powszechnie
stosowanymi w diagnostyce mikrobiologicznej, ktdre opieraja si¢ na wykrywaniu i analizie
wlasciwos$ci biochemicznych 1 serologicznych drobnoustrojow. Stopien zgodnosci obu metod
w identyfikacji M. haemolytica wyniost 100%. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze
MALDI-TOF MS moze by¢ wiarygodng alternatywa dla rutynowej identyfikacji

M. haemolytica za pomocg metod fetotypowych i genotypowych

e Puchalski A., Urban-Chmiel R., Dec M., Stegierska D., Wernicki A., 2016. The use of
MALDI-TOF mass spectrometry for rapid identification of Mannheimia haemolytica. Journal
of Veterinary Medical Science 78: 1339-1342.

Badania naszego zespotu, prowadzone pod kierownictwem prof. dr hab. Renaty Urban-
Chmiel obejmowatly takze ocen¢ czynnikdw oddzialujacych na organizm i usposabiajacych
do rozwoju syndromu oddechowego, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na stres zwigzany
Z transportem zwierzat. Oceniono m.in. przebieg humoralnej odpowiedzi immunologicznej
u transportowanych cielat, immunizowanych Lkt M. haemolytica. Uzyskane dotychczas
wyniki badan upowazniaja do stwierdzenia, ze krotkotrwaly stres zwigzany z transportem
cielat nie wplywa negatywnie na poziom swoistej odpowiedzi humoralnej skierowanej
przeciwko tej toksynie, co wydaje si¢ mie¢ bardzo istotne znaczenie w przygotowaniu
programow immunoprofilaktyki syndromu oddechowego bydta opasowego. W =zakresie
odpornos$ci komorkowej wykazano natomiast istotny wplyw stresu transportowego na

przezywalno$¢ leukocytow, ich zwiekszong wrazliwos$¢ na cytotoksyczne oddziatywanie Lkt
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oraz zwigkszong podatno$¢ na indukcje stresu oksydacyjnego wyrazonego we wzroscie
koncowych produktéw peroksydacji lipidow.

Oceniono réwniez wplyw stresu transportowego na komodrki bezposrednio
zaangazowane w odpowiedz immunologiczng skierowang przeciwko Lkt M. haemolytica.
W tym celu przy uzyciu kolorymetrycznego odczytu MTT wykonano analiz¢ poréwnawczg
odsetka leukocytow wrazliwych na cytotoksyczne oddziatywanie Lkt izolowanych od
zwierzat przed oraz po transporcie. Badania dotyczace oceny przebiegu reakcji stresowej
u zwierzat wywotanej transportem zostaly poszerzone o analiz¢ poziomu stresu
oksydacyjnego. W badaniach wykonano ocen¢ stopnia peroksydacji lipidow w osoczu,
wyrazonego zawarto$cig koncowych produktow peroksydacji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) jako wyznacznika stresu oksydacyjnego u zwierzat. Intensywnos¢
reakcji stresowej wykonano w oparciu o pomiar stezenia kortyzolu we krwi z zastosowaniem
testu EIA. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna przyjaé, ze narazenie na sytuacje
stresogenne, takie jak transport, objawia si¢ u cielat wzrostem poziomu kortyzolu (hormonu
stresu) we krwi oraz wystgpieniem stresu oksydacyjnego. Brak réwnowagi pomiedzy
obecnoscig reaktywnych form tlenu a biologiczna zdolnoscig do ich szybkiej detoksykacji jest
$cisle powiazane z czgsto$cig wystapienia syndromu oddechowego u cielat. Rezultatem wyzej

opisanych badan jest 6 publikacji, ktorych jestem wspotautorem:

e  Wernicki A., Urban—-Chmiel R., Mikucki P., Puchalski A., Kankofer M. 2003. The influence of
transport stress on the humoral immunological response of calves induced by Mannheimia
haemolytica leukotoxin. Polish Journal of Veterinary Sciences 6, 41-45,

e  Wernicki A., Urban-Chmiel R., Mikucki P., Puchalski A., Kankofer M. 2003. Wpltyw stresu
transportowego na wybrane wskazniki odpornosci komoérkowej u bydla. Medycyna
Weterynaryjna 59, 608-611,

e Urban-Chmiel R., Puchalski A., Wernicki A. 2006. Wptyw stresu transportowego na stopien
wrazliwosci leukocytow na dzialanie leukotoksyny Mannheimia haemolytica. Medycyna
Weterynaryjna 62, 1045-1047,

e  Wernicki A., Urban-Chmiel R., Kankofer M., Mikucki P., Puchalski A., Tokarzewski S. 2006.
Evaluation of plasma cortisol and TBARS levels in calves after short-term transportation. Revue
de Medecine Veterinaire 157, 30-34,

e Urban-Chmiel R., Kankofer M., Wernicki A., Albera E., Puchalski A. 2009. The influence of
different doses of a-tocopherol and ascorbic acid on selected oxidative stress parameters in in

vitro culture of leukocytes isolated from transported calves. Livestock Science 124, 89-92,
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e Wernicki A., Urban-Chmiel R., Puchalski A., Dec M. 2014. Evaluation of the influence of
transport and adaptation stress on chosen immune and oxidative parameters and occurrence of
respiratory syndrome in feedlot calves. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 58: 111-
116.

Kolejne zadanie badawcze realizowane przez nasz zespot dotyczylo oceny wptywu
antyoksydantow, tj. witaminy C i E, na rozwdj procesu zapalnego oraz na wybrane
mechanizmy obronne przeciwko infekcjom wywotywanym przez M. haemolytica.
Wykazano, ze witaminy C i E korzystnie wpltywaja na funkcje leukocytéw bydlecych
uczestniczagcych w reakcjach obronnych na zakazenia uktadu oddechowego. Zaréwno
komorki hodowane in vitro z dodatkiem witaminy C lub E, jak i leukocyty pochodzace od
cielat, u ktérych stosowano suplementacj¢ tymi witaminami, odznaczaly si¢ zwigkszong
oporno$cig na cytotoksyczne dziatanie leukotoksyny wytwarzanej przez M. haemolytica.
Zaobserwowano rowniez stymulujace dziatanie witamin C i1 E na aktywno$¢ chemotaktyczng
leukocytow oraz ich redukujacy wplyw na ekspresj¢ adhezyjnych receptorow P2-integry-

nowych, z ktorymi wiaze si¢ leukotoksyna:

e Urban-Chmiel R., Wernicki A., Puchalski A., Dec M. 2009. In vitro effect of a-tocopherol and
ascorbic acid supplementation on selected immunological indicators in bovine leukocytes
following transportation. Acta Veterinaria Brno 78: 589-594,

e Urban-Chmiel R., P. Hola P., Lisiecka U., Wernicki A., Puchalski A., Dec M., Wysocka M.,
2011: An evaluation of the effects of a-tocopherol and ascorbic acid in bovine respiratory
disease complex occurring in feedlot calves after transport. Livestock Science 141: 53-58.

W prowadzonych aktualnie programach profilaktyki infekcji uktadu oddechowego
bydla, poza eliminacja czynnikow usposabiajacych oraz stosowaniem immunoprofilaktyki
swoistej] wykorzystuje si¢ réwniez metafilaktyke. Polega ona na podawaniu cieletom
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych oraz antybiotykow jeszcze przed pojawieniem si¢
objawow chorobowych. W naszych badaniach prowadzonych warunkach in vitro oceniliSmy
wplyw réznych stezen megluminianu fluniksyny (niesterydowy lek przeciwzapalny) na
zywotnos¢, aktywnos¢ metaboliczng 1 chemotaktyczng oraz indukcje apoptozy leukocytow
izolowanych od bydta w wieku od 1 tyg. do 2,5 roku. W badaniach nie potwierdzono
istotnego wplywu megluminianu fluniksyny na zywotno$¢ limfocytow bydlgcych przy
jednoczesnym zahamowaniu aktywno$ci chemotaktycznej tych komorek oraz obnizenie

zywotnosci neutrofilow i monocytow
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e Wernicki A., Urban-Chmiel R., Puchalski A., Dec M., Stegierska D., Dudzic A.,
2015. Evaluation of the in vitro effect of different concentrations of flunixin on leukocytes
obtained from cattle of various ages. Veterinarija ir Zootechnika 72: 37-44.

Przedmiotem dalszych prac byla ocena addytywnego oddziatywania fluniksyny
z florfenikolem w potgczeniu z witaminami C i E w metafilaktyce syndromu oddechowego.
Oceniono rowniez wplyw ww. chemioterapeutykow na wybrane mechanizmy odpornos$ci
oraz ograniczenie stresu oksydacyjnego i procesu zapalnego. Nasze badania dowiodly, ze
zastosowanie metafilaktyczne takiego polaczenia lekéw ogranicza zachorowalnos¢ cielat na
syndrom oddechowy. Zwigksza takze odpornos¢ leukocytoéw na dziatanie leukotoksyny
M. haemolytica, hamuje aktywno$¢ chemotaktyczng tych komoérek i ekspresj¢ na ich
powierzchni receptorow B2-integrynowych. Ponadto, zastosowana metafilaktyka poprzez
obnizone stezenie reaktywnych form tlenu w surowicy zapobiegala u bydia stresowi
oksydacyjnemu.  StwierdziliSmy roéwniez zalezno$¢ pomigdzy rozwojem  stresu
transportowego, a poziomem haptoglobiny i surowiczego amyloidu A. Uzyskane rezultaty
potwierdzity aplikacyjny charakter prowadzonych badan, ktéore mozna wykorzysta¢ w zapo-
bieganiu syndromu oddechowemu u cielat, a pomiar st¢zenia biatek ostrej fazy w surowicy
mozna wykorzysta¢ jako wskaznik diagnostyczny w ocenie wrazliwosci cielat na zachoro-

wanie:

e Urban-Chmiel R., Stachura R., Hola P., Puchalski A., Dec M., Wernicki A. 2015. Effects of
flunixin and florfenicol combined with vitamins E and/or C on selected immune mechanisms in
cattle under conditions of adaptive stress. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 59: 295-
301,

e Wernicki A., Stachura R., Hola P., Puchalski A., Dec M., Stegierska D., Zurek A., Urban-Chmiel
R. 2018. Efficacy of florfenicol and flunixin followed with vitamin E and/or C on selected
oxidative and inflammatory mechanisms in young cattle under transport and adaptation stress.

Medycyna Weterynaryjna 74: 266-271.

Kolejnym etapem badan prowadzonych w naszej jednostce byta ocena w warunkach in vitro
wplywu tylozyny, tylmikozyny i roksytromycyny na aktywno$¢ metaboliczng i chemotakty-
czng leukocytow bydlecych oraz na indukcje stresu oksydacyjnego i procesu apoptozy w tych
komorkach. Badania te wykazaly, ze wszystkie uzyte makrolidy wykazywaly dziatanie

modulujace funkcje leukocytow izolowanych od bydta. Najsilniejszym hamujacym
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oddziatywaniem na aktywno$¢ metaboliczng 1 chemotaktyczng leukocytow cechowata sig¢

roksytromycyna

e Urban-Chmiel R., Wernicki A., Lisiecka U., Puchalski A., Dec M., Stegierska D., Kurek L.
2017. The effect of selected macrolides on the properties of bovine leukocytes. Veterinarski Arhiv
87: 571-584.

Moje zainteresowania naukowe dotycza réwniez zagadnien z zakresu immunologii
bydta, w tym konglutyniny — surowiczego biatka z grupy kolektyn zaangazowanych
w odpornos$¢ nieswoistg. Zespot nasz pod kierunkiem dr Marty Dec, opracowat
chromatograficzng metod¢ izolacji konglutyniny z surowicy bydla, przedstawit
charakterystyke elektroforetyczng tego biatka, oszacowal jego zakres wystepowania
u zwierzat (dotychczas uwazano, ze wystepuje ono tylko u bydia), a takze ocenit wybrane
funkcje biologiczne tej kolektyny. W badaniach in vitro wykazano, ze konglutynina
polaczona z resztami cukrowymi stymuluje aktywnos¢ leukocytow bydlecych wyrazajaca sie
wzmozong produkcja reaktywnych form tlenu (O27, H202) oraz ulatwia fagocytoze
drobnoustrojéw na drodze ich opsonizacji. Obecnos¢ konglutyniny wykryto (za pomoca
metody Western blotting) nie tylko w surowicy dorostych osobnikow bydta (ras mlecznych
1 miesnych), ale takze w siarze i1 surowicy plodowej tych zwierzat. Istnieje zatem
przypuszczenie, ze biatko to odgrywa wazng rolg¢ w odpornosci nieswoistej noworodkow.
Obecnos¢ lektyn o antygenowosci podobnej do konglutyniny wykazano w surowicy
u réznych przezuwaczy, tj. u zubréw, owiec, koz, antylop, lam, a ws$rod zwierzat
nieprzezuwajacych u $wini. Na podkreslenie zastuguje unikatowy w skali $wiatowej charakter
podjetych badan. Poza naszg Jednostka badania dotyczace konglutyniny prowadzono jeszcze
tylko w Danii na Uniwersytecie w Odensie. Przeprowadzone badania zaowocowaty

napisaniem 4 prac oryginalnych, ktdrych jest wspotautorem:

e Dec M., Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R., Grgz M. 2012. Purification and
electrophoretic characterization of bovine conglutinin. Biomedical Chromatography 26: 684-690,

e Dec M., Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R. 2011. Conglutinin is not specific to cattle.
Veterinarni Medicina 56: 510-519,

e Dec M., Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R., Wasko A., 2012. The effect of conglutinin
on production of reactive oxygen species in bovine granulocytes. Journal of Veterinary Science
13: 33-38,

41



Zatqgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego dr. Andrzeja Puchalskiego

e Dec M., Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R., Radej S. 2012. Effect of conglutinin on
phagocytic activity of bovine granulocytes. Polish Journal of Veterinary Sciences 15: 455-462.

Uczestniczylem takze, pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Reanty Urban-Chmiel,
w realizacji projektu dotyczacego diagnostyki zakazen wirusowych ukladu oddechowego
u bydta (BRSV, BHV-1, BVDV. Badania te prowadzone byly przez nasza Jednostke we
wspotpracy z PIW-PIB w Putawach oraz z Michigan State University, College of Veterinary
Medicine w USA. Do diagnostyki infekcji wykorzystano testy PCR oparte na detekcji
materialu genetycznego wirusOw w probkach biologicznych od bydta, szybkie, komercyjne
testy paskowe (RAPID TRURSV i CLEARView) wykorzystywane w diagnostyce ludzkiego
wirusa syncytialnego oraz testy ELISA stuzace do wykrywania swoistych przeciwciat lub
antygenow czynnikow zakaznych. Przeprowadzone badania potwierdzily wysoka swoistos¢
oraz czulo$¢ zastosowanych szybkich testow paskowych w detekcji bydlecego wirusa
syncytialnego 1 tym samym mozliwo§¢ wykorzystania tych testow w szybkiej diagnostyce
zakazen BRSV u bydla. Nasze badania potwierdzity wystepowanie zakazen BRSV u bydta
w wieku ponizej 12 miesigcy zardéwno w stadach bydla mlecznego, jak i opasowego. BRSV

wykryto w 27 z 45 stad objetych badaniem:

e Urban-Chmiel R., Wernicki A., Puchalski A., Dec M., Stegierska D., Grooms D.L., Barbu N.I.
2015. Detection of bovine respiratory syncytial virus infections in young dairy and beef cattle in
Poland. Veterinary Quarterly 28: 1-4.

Kontynuacja badan nad diagnostyka zakazen wirusowych byla ocena wystgpowania wirusa
BHV-1 u bydta w regionach wschodniej i potudniowo-wschodniej Polski. W badaniach
wykorzystano testy ELISA potwierdzajace obecnos$¢ swoistych przeciwcial (ELISA BHV-1
Ab), jak i antygenu (ELISA BHV-1 Ag) oraz test PCR wykrywajacy obecnos¢ DNA wirusa.
Materiat do badan stanowity zarowno wymazy z nosa i tchawicy, jak tez surowice. Sposrod
wszystkich przebadanych zwierzat 32% wykazywalo obecno§¢ BHV-1 w tescie ELISA.
Obecno$¢ wirusa potwierdzono metodg PCR u 36,5% bydta. Swoiste przeciwciala wykryto

w surowicach 33,9% przebadanych zwierzat:

e Wernicki A., Urban-Chmiel R., Rola J., Socha W., Stegierska D., Dec M., Puchalski A. 2015.
Prevalence of bovine herpes virus type 1 in small herds of young beef cattle in south-eastern

Poland — a preliminary study. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 59: 467-472.
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W kolejnych przeprowadzonych badaniach potwierdzono, ze infekcje BVDV, dzigki
wdrozonym programom immunoprofilaktyki, nie stanowig istotnego problemu w regionie
wschodniej i potudniowo-wschodniej Polski. Zostalo to potwierdzone w tescie ELISA,
w ktérym obecno$¢ swoistych przeciwciatl wykazano zaledwie u 6,4% przebadanych zwierzat
oraz w reakcjach PCR i RT-PCR, w ktorych dodatni wynik uzyskano w 3,9% przypadkow.
Detekcje BVDV odnotowano tylko w 8,6% przebadanych stad bydta

e Wernicki A, Urban-Chmiel R., Stggierska D., Adaszek L., Kalinowski M., Puchalski A., Dec M.
2015. Detection of the bovine viral diarrhoea virus (BVDV) in young beef cattle in estern and
south-estern regions of Poland. Polish Journal of Veterinary Sciences 18: 141-146.

Dokonali$my roéwniez analizy porownawczej dotyczacej mozliwosci wykorzystania
r6éznych linii komérkowych do hodowli in vitro wirusa BRSV. Hodowlg¢ przeprowadzono na
3 liniach komorkowych: komoérkach nerki bydlecej (LLC-PK1), komoérkach tchawicy
bydlecej (TBTR) i pierwotnych komorkach zarodkéw kurzych (CER). Analiza zostata
przeprowadzona przy uzyciu testu aglutynacji mikroptytek z erytrocytami z ludzkiej grupy 0
i erytrocytami bydta. Obecno$¢ BRSV we wszystkich liniach komérkowych potwierdzono
metoda RT-PCR. Hodowle wirusa z obserwowanym efektem cytopatycznym udalo si¢
uzyskaé na wszystkich badanych typach komérek w zakresie mian $rednich od 10%"/ml dla
LLC-PK1 i TBTR do 10'%%/ml dla CER. Najwyzsze miano wirusa uzyskano przy uzyciu linii
TBTR. Miano uzyskane w hodowlach LLC-PK1 i CER wynosito $rednio 10*%/mi:

¢ Urban-Chmiel R., Wernicki A., Majer-Dziedzic B., Gnat S., Puchalski A., Dec M. 2014. Use of
different cell lines for in vitro cultures of bovine respiratory syncytial virus. Journal of
Virological Methods 204: 62-64.

Dziatania naukowe, prowadzone w ostatnich latach w Zakladzie Prewencji
Weterynaryjnej i Chorob Ptakéw, skoncentrowane sg na alternatywnych metodach zwalczania
infekcji u zwierzat. Prowadzone sg badania z zakresu charakterystyki bakteriofagow i ich
potencjalnego zastosowania w zwalczaniu wieloopornych patogenow bakteryjnych
stanowigcych zagrozenie dla ludzi 1 zwierzat. W pracy opublikowanej w 2015 r.,
w czasopiSmie PL0S One (IF-3,057) przedstawiono -charakterystyke morfologiczna
i genetyczng bakteriofagdbw tagodnych, swoistych dla M. haemolytica. Wigkszos¢

z pozyskanych fagow dzialata litycznie na bakterie izolowane z przypadkéw klinicznych
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syndromu oddechowego bydla. Za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej
wykazano, ze fagi te maja zréznicowang morfologi¢ i nalezag do trzech réznych grup

taksonomicznych: Myoviridae, Siphoviridae i Podoviridae:

e Urban-Chmiel R., Wernicki A., Stegierska D., Dec M., Dudzic A., Puchalski A. 2015. Isolation
and characterization of lytic properties of bacteriophages specific for M. haemolytica strains.
PLoS One 10: e0140140.

W kolejnej pracy przedstawiono profile biatkowe fagéw przynaleznych do rodziny Myovirdae
indukowanych w komorkach M. haemolytica; frakcje biatkowe =zostaly rozdzielone
w elektroforezie SDS-PAGE oraz 2-DE, a nastepnie poddane analizie w technice
spektrometrii masowej typu MALDI-TOF. Wyniki wykazaly, ze szczegélnie elektroforeza
dwukierunkowa, poprzez uwidocznienie réznic w wielkosci biatek oraz ich lokalizacje
w gradiencie pH, moze by¢ uzytecznym narzedziem w charakterystyce bialek fagowych.
W najblizszej przysztosci planowane sa dalsze badania majace na celu dopracowanie
metodyki pozyskiwania fagéw i ich praktycznego wykorzystania w leczeniu Ssyndromu

oddechowego u bydta

e Urban-Chmiel R., Wernicki A., Wawrzykowski J., Puchalski A., Nowaczek A., Dec M.,
Stegierska D., Alomari MMM. 2018: Protein profiles of bacteriophages of the family Myoviride-
like induced on M. haemolytica. AMB Express 8:102.

Prowadzone sg rowniez badania nad izolacjg 1 charakterystyka bakteriofagow swoistych dla
shigatoksycznych szczepow E. coli izolowanych od bydta. Bakterie te z reguty nie wywoluja
infekcji u zwierzat, ale sg bardzo niebezpiecznymi patogenami ludzi. Dlatego jedna ze
strategii ochrony zdrowia publicznego polega na zwalczaniu shigatoksycznych
E. coli u bydta, ktore jest gldownym rezerwuarem zarazka. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze fagi wyizolowane z probek $rodowiskowych wykazuja swoistos¢ wzgledem shigato-
ksycznych izolatow E. coli i jako fagi lityczne moga mie¢ zastosowanie kliniczne. Wyniki
tych badan zaprezentowane byly na mi¢dzynarodowych konferencjach naukowych w Irlandii

1 na Wegrzech:

e Alomari M.M.M., Yrban-Chmiel R., Dec M., Nowaczek A., Puchalski A, Wernicki A. 2016:

Isolation and characterization of the antibacterial effect of bacteriophages specific for Shiga-toxic
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Esherichia coli strains isolated from calves. The 29th Congress of the World Association For
Buiatrics. Theme: Cattle Health - Tomorrow's Thinking Today. Proceedings of the World
Buiatrics Congress 2016. Dublin, Ireland, 305-306.

e Urban-Chmiel R., Alomari M., Dec M., Nowaczek A., Stegierska D., Puchalski A., Wernicki A.,
Kowalski C. ,,The experimental phage therapies of diarrhoea in newborn calves”, XVIII Middle-
European Buiatricus Congress & XXVIII International Congress of the Hungarian Association

For Buiatricus, 30 maj-02 czerwiec 2018, Eger, Wegry, s. 179-185.

Poza tym nasz zesp6t przedstawit charakterystyke morfologiczng i genetyczng bakteriofagéw
swoistych dla szczepéw Campylobacter spp. izolowanych od kurczat broilerow. Pozyskane
bakteriofagi, ze wzgledu na ich struktury morfologicznej, zostaly przydzielone do rodziny
Myoviridae i Siphoviridae. Wykazywaty one aktywnos¢ lityczng w stosunku do wszystkich

wyizolowanych bakterii z rodzaju Campylobacter:

e Nowaczek A. Urban-Chmiel R., Dec M., Puchalski A., Stepien-Pysniak D., Marek A., Pyzik E.
2018. Characterization of bacteriophages specific for Campylobacter spp. isolated from the gut of
broiler chickens. MicrobiologyOpen €784, doi:10.1002/mb03.784.

Prowadzone w jednostce badania obejmujace izolacje oraz kompleksowa charakterystyke
bakteriofagéw swoistych dla réznych grup patogendw maja nie tylko aspekt naukowy, ale
réwniez aplikacyjny. Efektem tych badan, co nalezy podkresli¢ jest opracowanie i zlozenie
przez nasz zespol badawczy po kierownictwem prof. dr hab. Andrzeja Wernickiego trzech
wnioskow patentowych do Urzedu Patentowego Rzeczypospolitej Polskiej. Pierwszy wniosek
(zgtoszenie patentowe nr P.424314) dotyczy preparatu probityczno-fagowego, w postaci
czopkow doodbytniczych dla bydta. W eksperymencie na grupie cielat potwierdzilisSmy jego
prewencyjne 1 terapeutyczne dzialanie polegajace na redukowaniu biegunek u cielat
wywotanych przez szczepy E.coli. Natomiast dwa pozostate, dotycza opracowania formuty
preparatow fagowych przeznaczonych do leczenia u pséw bakteryjnego zapalenia spojowek
wywotywanego przez Staphylococcus aureus (zgloszenia patentowe nr P.427797 oraz nr
P.427798). Zgloszenia patentowe dotyczgce ww. wynalazkow aktualnie podlegajg procesowi
ewaluacji w Urzedzie Patentowym Rzeczypospolitej Polskie;.

Poza bakteriofagami i probiotykami alternatywa dla terapii antybiotykowej u zwierzat
mogg by¢ takze nanoczastki metali takich jak srebro, ztoto, miedz i platyna. Badania naszego
zespotu wykazaly, ze komercyjne preparaty zawierajace nanoczastki tych metali sg skuteczne

w zwalczaniu zakazen gruczotu mlekowego u bydta. Najsilniejsza aktywnos$cig bojcza wobec
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bakterii (E. coli, S. uberis, S. aureus) i drozdzy (C. albicans, C. krusei) izolowanych
z przypadkéw mastitis odznaczaty si¢ nanoczastki srebra i miedzi. Stosowanie substancji
zmodyfikowanych w procesie nanotechnologicznym w preparatach wykorzystywanych do
pielegnacji 1 dezynfekcji, mogloby istotnie przyczyni¢ si¢ do zachowania niskiego,
akceptowalnego poziomu drobnoustrojow srodowiskowych odpowiedzialnych za wywoty-

wanie mastitis krow

e Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R., Dec M., Stegierska D., Dudzic A., Wojcik A.
2014. Antimicrobial properties of gold, silver, copper and platinum nanoparticles against selected
microorganisms isolated from cases of mastitis in cattle. Medycyna Weterynaryjna 70: 564-567.

Efektem badan nad alternatywnymi metodami zwalczania infekcji u zwierzat jest takze
praca przegladowa dotyczaca mozliwosci wykorzystania IFN alfa w profilaktyce
1 terapii. W przeciwienstwie do stosowanych u ludzi wysokich iniekcyjnych dawek tej
cytokiny podawanie jej bezposrednio na blon¢ §luzowa nosa i gardta w niskich stezeniach,
nasladuj-jacych naturalne wytwarzanie w organizmie, nie wigz¢ si¢ z wystgpowaniem

skutkow ubocznych i ma dodatni wptyw na przyrosty masy ciala zwierzat

e Dec M., Puchalski A. 2008. Use of oromucosally administered interferon-alpha in the prevention

and treatment of animal diseases. Polish Journal of Veterinary Sciences 11: 175-186.

Moje zainteresowania naukowe dotyczyty réwniez charakterystyki cech fenotypowych
i genotypowych szczepoéw Enterobacteriaceae izolowanych od ludzi i zwierzat. Z tego
zakresu wykonano badania majace na celu okreslenie wybranych cech fenotypowych
i genotypowych szczepoéw E. coli izolowanych z przypadkow ropomacicza suk. Wykonana
w badaniach analiza fenotypowych i genotypowych 128 szczepow E. coli obejmowata analizg
profili plazmidowych, typowanie biochemiczne, serologiczne, profile odpornosci na
chemioterapeutyki oraz na wybrane substancje chemiczne, wytwarzanie Kkolicyny,
aerobaktyny, a takze okreslenie wlasciwosci hemaglutynacyjnych badanych szczepow.
Uzyskane wyniki mogg zosta¢ wykorzystane w badaniach epidemiologicznych majacych na

celu okreslenie zrodet pochodzenia E. coli:
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e Wernicki A., Krzyzanowski J., Puchalski A., Kowalczyk D. 2000. Charakterystyka wybranych
wlasciwosci szczepéw E. coli izolowanych z przypadkow ropomacicza suk. Medycyna
Weterynaryjna 56, 49-52,

e Wernicki A., Krzyzanowski J., Puchalski A. 2002. Characterization of Escherichia coli strains

associated with canine pyometra. Polish Journal of Veterinary Sciences. 5, 51- 56.

Zagadnienia epidemiologii byly kontynuowane w odniesieniu do zakazen wywotanych
przez Salmonella Enteritidis u ludzi i zwierzat. W wykonanych badaniach oceniono
przydatno$¢ epidemiologiczng wybranych, konwencjonalnych i molekularnych metod
typowania tego drobnoustroju. Przeprowadzono rowniez analize profili elektroforetycznych
biatek blony zewng¢trznej szczepow Salmonella Enteritidis oraz ocen¢ ich immunogennosci.
Szczepy bakteryjne hodowano zaréwno w warunkach standardowych, jak i przy ograniczo-
nym dostepie do jondow zelaza. Analiza densytometryczna rozdziatéw elektroforetycznych
oraz obrazéw uzyskanych w reakcjach immunoblotingu wykazata, ze gtownym biatkiem byla
proteina o masie 35 kDA zaliczana do termo labilnych poryn typu OmpA. Bialka te nadaja
stabilnos¢ btonie zewngtrznej i stanowia wazng barier¢ chronigcg bakterie przed dziataniem
dopelniacza. Przemawia to za mozliwoscig wykorzystania ich jako immunogenow w szcze-

pionkach stosowanych w immunoprofilaktyce zakazen S. Enteritidis:

e Kowalczyk D., Wernicki A., Pejsak Z., Puchalski A. 2001. Restriction endonuclease analysis of
Salmonella enterica ser. Enteritidis full genome by means of pulsed-field gel electrophoresis in
FIGE modification. 4, 95-101,

o Kowalczyk-Pecka D., Wernicki A., Puchalski A. 2003. Lekowrazliwo$¢ oraz typy
bakteriofagowe szczepow Salmonella Enteritidis izolowanych na terenie makroregionu
lubelskiego. Przeglgd Epidemiologiczny 57, 201-209,

e Puchalski A., Kolasa A., Dec M., Urban-Chmiel R., Kowalczyk-Pecka D. 2008. Charakterystyka
elektroforetyczna bialek btony zewnetrznej szczepow Salmonella Enteritidis hodowanych
w zroznicowanych warunkach oraz ocena ich wladciwoéci antygenowych. Medycyna

Weterynaryjna 64, 193-196.

W ostatnim czasie biore takze udzial w badaniach kierowanych przez dr Marte Dec,
dotyczacych doskonalenia metod identyfikacji, oceny wlasciwosci probiotycznych
1 antybiotykowrazliwosci bakterii z rodzaju Lactobacillus izolowanych od drobiu. Zesp6t nasz
dokonat oceny zréznicowania gatunkowego lactobacilli wystepujacych u gesi 1 kur w Polsce.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze opublikowane przez nas badania dotyczace pateczek
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Lactobacillus izolowanych od gesi, sg jedynymi pracami w literaturze Swiatowej opisujacymi
te tematyke. Efektem tych badan jest opracowanie protokotow identyfikacji gatunkowej
pateczek Lactobacillus przy wykorzystaniu takich technik jak spektrometria masowa typu
MALDI-TOF, analiza restrykcyjna 16S rDNA oraz analiza sekwencji 16S-23S rDNA.
Zaproponowane przeze nas metody genotypowania sg stosunkowo proste, powtarzalne
1 mozliwe do wykonania w kazdym laboratorium biologii molekularnej, przez co stanowig
alternatywe dla identyfikacji bakterii opartej na sekwencjonowaniu DNA. W prezentowanych
badaniach oceniono potencjat probiotyczy lactobacilli wystepujacych u drobiu. Wyse-
lekcjonowano kilkadziesigt izolatow Lactobacillus), ktore speiniajg kryteria stawiane przez
EFSA mikrobiologicznym dodatkom paszowym w zakresie antybiotykowrazliwosci
i jednocze$nie odznaczajg si¢ innymi cechami probiotycznymi. Izolaty te moga postuzy¢ do
opracowania komercyjnego preparatu probiotycznego przeznaczonego dla drobiu. Okreslono
rowniez wrazliwos$ci lactobacilli na szereg antybiotykéw i1 chemioterapeutykow. Badania
naszego zespotu wykazaly, ze naturalna mikroflora jelitowa drobiu hodowanego w Polsce jest
rezerwuarem  antybiotykoopornych szczepéw  Lactobacillus i gendéw  opornosci.
Przedstawione badania sa takze zrodtem danych (wartosci MIC) dla komitetow i instytucji
kompetentnych w zakresie ustanawiania norm antybiotykowrazliwo$ci drobnoustrojow.
Realizacja wyzej opisanego projektu zaowocowala publikacjami, ktére weszly w skiad
osiggnigcia naukowego, aktualnie procedowanego postgpowania habilitacyjnego Pani dr

Marty Dec:

e Dec M., Urban-Chmiel R., Gnat S., Puchalski A., Wernicki A. 2014. Identification of
Lactobacillus strains of goose origin using MALDI-TOF mass spectrometry and 16S-23S rDNA
intergenic spacer PCR analysis. Research in Microbiology 165: 190-201,

e Dec M., Puchalski A., Urban-Chmiel R., Wernicki A. 2014. Screening of Lactobacillus strains of
domestic goose origin against bacterial poultry pathogens for use as probiotics. Poultry Science
93: 2464-2472,

e Dec M., Wernicki A., Puchalski A., Urban-Chmiel R. 2015. Antibiotic susceptibility of
Lactobacillus strains isolated from domestic geese. British Poultry Science 56: 416-424,

e Dec M., Puchalski A., Urban-Chmiel R., Wernicki A. 2016. 16S-ARDRA and MALDI-TOF
mass spectrometry as tools for identification of Lactobacillus bacteria isolated from poultry. BMC
Microbiology J16: 105,

e Dec M., Puchalski A., Nowaczek A., Wernicki A. 2016. Antimicrobial activity of Lactobacillus

strains of chicken origin against bacterial pathogens. International Microbiology 19: 57-67.
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Bralem rowniez udzial w badaniach dotyczacych oceny antybiotykowrazliwosci,
wirulencji 1 genotypowania réznych grup bakterii izolowanych od zwierzat hodowlanych
i dziko zyjacych. Badania naszego zespotu z wykorzystaniem materialu pochodzacego
z roznych zrodet wskazuja, ze zwierzeta hodowlane jak i1 dziko Zyjace sa rezerwuarem
drobnoustrojow lekoopornych z rodzaju Campylobacter. Wykazalismy, ze gotebie hodowlane
oraz dziko zyjace sa nosicielami bakterii Campylobacter spp. (gt. C. jejuni), a zebrane izolaty
odznaczaly si¢ wysoka czgstotliwo$cig wystepowania opornosci na antybiotyki powszechnie

stosowane w leczeniu ludzi i zwierzat (makrolidy, streptomycyne, tetracykliny 1 penicyliny)

e Dudzic A., Urban-Chmiel R., Stgpien-Pys$niak D., Dec M., Puchalski A., Wernicki A., 2016:
Isolation, identification and antibiotic resistance of Campylobacter strains isolated from domestic
and free-living pigeons. British Poultry Science 57: 172-178.

Realizuj¢ takze projekty naukowe we wspolpracy z innymi jednostkami Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Wspodlnie z zespolem z Katedry Epizootiologii 1 Kliniki Chorob
Zakaznych bralem czynny udziat w badaniach nad boreliozg u psow, metodami diagnostyki

tego schorzenia i wlasciwosciami antygenowymi Babesia canis:

Adaszek L., Winiarczyk S., Puchalski A. 2008. Badania serologiczne w kierunku

boreliozy pséw na Lubelszczyznie. Annales UMCS sec. DD. Vol. LXIII, 1-7,

e Adaszek L., Winiarczyk S., Kutrzeba J., Puchalski A., Debiak P. 2008. Przypadki
boreliozy u pséw na Lubelszczyznie. Zycie Weterynaryjne 83, 311-313,

e Adaszek L., Winiarczyk S., Puchalski A., Garbal M., Gérna M. 2009. The diagnose of
Borrelia afzelii infections in dogs. Annales UMCS sec. DD. Vol. LXIV, 15-21,

e Adaszek L., Winiarczyk S., Puchalski A., Skrzypczak M. 2010. First cases of dog
borreliosis in eastern Poland. Veterinarija ir Zootechnika 50, 102-104,

e Adaszek L., Puchalski A., Dec M., Winiarczyk S. 2012. Analysis of the culture-derived

soluble Babesia canis canis antigens derived from the Polish strains of the parasites.

Tirdrztliche Praxis K. 40, 399-403.

Uczestniczylem réwniez w badaniach nad wystgpowaniem boreliozy i erlichiozy u $win

1 krow na Lubelszczyznie
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e Winiarczyk S., Adaszek L., Stefan¢ikova A., Pet'’ko B., Cislakova L., Puchalski A. 2007.
Badania serologiczne w kierunku boreliozy i erlichiozy $win i kréw na Lubelszczyznie.

Medycyna Weterynaryjna 63, 561-565.

Wspolnie z zespotem z Zaktadu Parazytologii i Choréb Inwazyjnych przeprowadziliSmy
badania na temat wystepowania Neospora caninum w Polsce poprzez oceng
rozprzestrzenienia si¢ tego pierwotniaka w gospodarstwach drobnotowarowych na

Lubelszczyznie

e Tomczuk K., Radzikowski A.B., Studziniska M.B., Witkowska A., Puchalski A. 2007.
Przeciwciata przeciwko Neospora caninum w surowicy kréw z niewielkich gospodarstw okolic

Lublina. Annales UMCS sec. DD. Vol. LXII, 50-54.

Uczestniczylem tez w badaniach przeprowadzonych w Zaktadzie Mikrobiologii Weteryna-
ryjnej, ktorych celem bylo opracowanie i poréwnanie profili biatkowych preparatéw

antygenowych uzyskanych z wybranych szczepow drozdzakow z rodzaju Malassezia

o Ziotkowska G., Nowakiewicz A., Puchalski A. 2004. Profile biatkowe preparatéw antygenowych
uzyskanych ze szczepéw Malassezia pachydermatis. Medycyna Weterynaryjna 60, 1118-1123.

Wspolnie z zespotem z Katedry Zoologii, Ekologii Zwierzat 1 Lowiectwa, Wydziatu Biologii,
Nauk o Zwierzgtach 1 Biogospodarki UP w Lublinie, dokonalismy wstgpnej charakterystyki
epidemiologicznej flory bakteryjnej Enterobacteriaceae zwigzanej z uktadem pokarmowym
$limakoéw. W pracy opublikowanej w Ecotoxicology and Environmental Safety potwierdzi-
liSmy hipoteze, ze mikrodawki cynku 1 miedzi uzywane jako stymulatory, indukuja reakcje
fizjologiczng S$limakow w postaci zmian gospodarki lipidowej oraz stymuluje obrong

antyoksydacyjna:

o Kowalczyk-Pecka D., Puchalski A. 2008. Ponential interaction between the Cepaea nemoralis
wild snail and Citrobacter spp. bacteria. Medycyna Weterynaryjna. 64, 786-790,

o Kowalczyk-Pecka D., Kowalczuk-Vasilev E., Puchalski A., Klebaniuk R. 2018. Peroxidation
and unsaturation indices as potential biomarkers of multifarious zinc and copper micro-

supplementation in Helix pomatia L. Ecotoxicology and Environmental Safety. 148: 713-720.
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W moim dorobku naukowym znajduje si¢ rowniez 46 doniesien konferencyjnych,
prezentowanych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych, w formie prezentacji
ustnych lub plakatéw. Jestem tez wspottworca trzech wynalazkow zgloszonych w postaci
wnioskow patentowych. Szczegotowe dane na ich temat znajduja si¢ w Zalaczniku nr 4

dotaczonym do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.

Dzialalno$¢ dydaktyczna

Poczawszy od 1997 r. do chwili obecnej prowadze zajecia dydaktyczne na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej dla studentéw kierunku Weterynaria oraz na Wydziale Nauk
o Zywnosci i Biotechnologii UP w Lublinie dla studentéw Biotechnologii. Na kierunku
Weterynaria realizuje ¢wiczenia z Immunologii (II rok) i Prewencji weterynaryjnej (IV 1 V
rok). Prowadzac wyklady i1 ¢wiczenia jestem odpowiedzialny za przedmiot Higiena §rodkow
zywienia zwierzat (III rok). Ze studentami Biotechnologii do 2018 roku prowadzitem
¢wiczenia z Immunologii (111 rok).

Od 2000 r., czyli od chwili przejecia przez Wydziat Medycyny Weterynaryjnej cato$ci
spraw zwigzanych z realizacja praktyk klinicznych oraz praktyk w Inspekcji Weterynaryjnej,
jestem petlnomocnikiem Dziekana ds. Praktyk na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UP
w Lublinie. Funkcje te pelni¢ do chwili obecnej, sprawujac zarowno nadzor administracyjny,
jak 1 opieke merytoryczng nad studentami IV i V roku Medycyny Weterynaryjnej. W ramach
powierzonych mi obowiazkéw udzielam konsultacji dotyczacych wyboru miejsca odbywania
praktyk i prowadzenia dokumentacji zwigzanej z ich przebiegiem. Jestem wspotautorem
dziennika praktyk oraz wydzialowego programu praktyk klinicznych 1 sanitarnych dla
studentow IV 1 V roku. Opracowatem réwniez modut ksztalcenia dla praktyk klinicznych,
uwzgledniajacy efekty ksztatlcenia w zakresie nabytej przez studenta wiedzy, opanowanych
umiejetnosci oraz kompetencji spotecznych. Dokonuje weryfikacji efektow ksztalcenia
osiggnietych przez studentow podczas praktyk klinicznych. Rokrocznie opieka merytoryczng
objetych jest okoto 300 studentow IV 1 V roku Medycyny Weterynaryjnej odbywajacych
praktyki zawodowe. W 2018 r. za prace zwigzang z opieka nad catodcig spraw zwigzanych
z praktykami studenckimi zostalem wyrézniony Medalem Komisji Edukacji Narodowej. Od
1998 roku jestem autorem rozkltadéw zaje¢ dydaktycznych realizowanych na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej.

W latach 2014-2018 sprawowalem opiek¢ naukowa w charakterze promotora

pomocniczego pracy doktorskiej. Jestem promotorem 5 prac magisterskich oraz 3 prac
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inzynierskich studentéw kierunku Biotechnologia (Wydziat Nauk o Zywnosci i Biote-
chnologii UP w Lublinie).

Pelny wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych znajduje si¢ w Zalaczniku nr 3 do wniosku
0 przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego. Szczegdtowe informacje o osiggnieciach dydaktycznych, wspolpracy
z instytucjami i organizacjami, odbytych stazach naukowych oraz dziatalnosci popularyzujacej nauke przedstawilem

w Zataczniku nr 4 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.
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Zestawienie liczbowe dorobku naukowego z uwzglednieniem punktacji MNiSW oraz
wspolczynnika wplywu (Impact Factor, IF)

Przed uzyskaniem stopnia Po uzyskaniu stopnia
doktora doktora
Liczka |Punktacja IF Liczka |Punktacja IF
publikacji | MNiSW publikacji | MNiSW

Czasopisma z listy JCR |, 14 | 0330 | 40 780 | 41,542
Publikacje oryginalne
Czasopisma z listy JCR
Publikacje przegladowe B B - 1 12 U218
Pozostale czasopisma
Publikacje oryginalne 1 6 B 15 26 B
Pozostate czasopisma 3 3 3 1 3 B
Publikacje przegladowe
Rozdziaty w B 3 B 4 20* B
monografiach
}.acznie 3 20 0,339 61 914 41,76
Laczna liczba 64
publikacji
Laczna liczba punktow 934
MNiSW
Laczny IF 42,099
Komunikaty zjazdowe 9 3 : 24 3 3
Konferencje krajowe
Komunikaty zjazdowe
Konferencje 1 - - 12 - -
migdzynarodowe
Lacznie 10 - = 36 - =
Lacznie liczba 46
komunikatow

* Punktacja rozdzialu w monografii naukowej wieloautorskiej wg Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 12 grudnia 2016 r. w sprawie przyznawania kategorii naukowej jednostkom naukowym
i uczelniom, w ktorych zgodnie z ich statutami nie wyodrebniono podstawowych jednostek organizacyjnych, Dz.
U. poz. 2154.
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