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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego,

Cykl publikacji powigzanych tematycznie pod zbiorczym tytulem:

,,.Badanie funkcji galaniny z uzyciem danio pr¢gowanego (Danio rerio, ang. zebrafish) jako
organizmu modelowego.”

b) wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji,
rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy),

1. Podlasz P, Sallinen V, Chen YC, Kudo H, Fedorowska N, Panula P. “Galanin gene
expression and effects of its knock-down on the development of the nervous system in larval
zebrafish.” Journal of Comparative Neurology. 2012 Dec 1;520(17):3846-62.
https://doi.org/10.1002/cne.23131

MNiSW =40pkt, 1F=3,661 Wo0S = 15 cytowan

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu
zdecydowanej wigkszosci eksperymentow, w tym analizie in silico genu galaniny u danio
pregowanego, analizie syntenicznej, wyklonowaniu fragmentu genu, Stworzeniu sondy
molekularnej, zbadaniu ekspresji badanego genu na poziomie mRNA w czasie rozwoju oraz w
tkankach dorostego osobnika, ocenie ekspresji badanego genu na poziomie biatka w czasie
rozwoju przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, zahamowaniu translacji badanego genu z
uzyciem antysensownych oligonukleotydow oraz oceny braku ekspresji tego genu na rozwoj
uktadu nerwowego, a takze na opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow,
przygotowaniu manuskryptu oraz odpowiedzi na recenzje.

MOoj udziat procentowy szacuje na 75%

2. Podlasz P, Jakimiuk A, Chmielewska-Krzesinska M, Kasica N, Nowik N, Kaleczyc J
“Galanin regulates blood glucose level in the zebrafish: a morphological and functional study.”
Histochemistry and Cell Biology. (2016) 145: 105.
https://doi.org/10.1007/s00418-015-1376-5

MNiSW =35 pkt IF=3,054, WoS = 8 cytowan

MOoj wklad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu
zdecydowanej wigkszosci eksperymentow, w tym przygotowaniu sondy molekularnej do
hybrydyzacji in situ, wykonaniu wigekszosci barwien immunofluorescencyjnych i ich analizie z
uzyciem mikroskopu konfokalnego w na roznych etapach rozwoju i u dorostych osobnikow,
przeprowadzeniu badania wplywu galaniny na poziom glukozy we krwi, a takze analizie
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu manuskryptu
oraz odpowiedzi na recenzje.

MOoj udziat procentowy szacuje na 75%
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https://doi.org/10.1007/s00418-015-1376-5
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3. Podlasz P, Jakimiuk A, Kasica-Jarosz N, Czaja K, Wasowicz K. Neuroanatomical
Localization of Galanin in Zebrafish Telencephalon and Anticonvulsant Effect of Galanin
Overexpression. ACS Chemical Neuroscience. 2018 Aug 23.
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acschemneuro.8b00239

MNiSW =40 pkt, 1F=4,211, WoS = 0 cytowan

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu
zdecydowanej wigkszosci eksperymentow w tym: wykonaniu barwien
immunofluorescencyjnych i analiza ich z uzyciem mikroskopu konfokalnego, wykonanie badan
behawioralnych w modelu padaczki u osobnikow nadekspresjg galaniny, zbadaniu ekspresji
genow z uzyciem qPCR, a takze opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu
wnioskow, przygotowaniu manuskryptu oraz odpowiedzi na recenzje.

Moj udziat procentowy szacuje na 80%

Laczna punktacja trzech oryginalnych prac wchodzaca w sklad jednotematycznego cyklu
publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania w czasopismach indeksowanych w bazie Journal
Citition Reports (JCR) wynosi:

-wedlug listy czasopism punktowanych MNiSW = 115 pkt
-laczny wspotczynnik oddziatywania, impact factor (IF) = 10,926

- faczna liczba cytowan wedlug bazy Web of Science = 23


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acschemneuro.8b00239
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¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Galanina jest 29-30 aminokwasowym neuropeptydem szeroko rozpowszechnionym
zarowno w centralnym jak i obwodowym uktadzie nerwowym kregowcoéw (Ch'ng i in., 1985;
Skofitsch i Jacobowitz, 1985; Melander i in., 1986). W Neuronach koegzystuje z klasycznymi,
drobnoczasteczkowymi neurotransmiterami (Mazarati i in., 2000) i wykazuje silny efekt
hamujacy na transmisj¢ synaptyczng poprzez hamowanie uwalniania neurotransmiterow
(Misane i in., 1998; Zini i in., 1993; Pieribone i in., 1995; Hokfelt i in., 1998). Galanina jest
zaangazowana wiele wyzszych fizjologicznych funkcji takich jak odczuwanie bolu, funkcje
poznawcze, odczuwanie glodu, nastroj i regulacja neurohormonalna. Zbadanie funkcji galaniny
w tych procesach moze mie¢ duze znaczenie w terapii wielu stanéw chorobowych zwigzanych
z tymi procesami (prace przegladowe: (Bartfai i in., 1993; Holmes i in., 2003; Liu i Hokfelt,
2002; Wrenn i Crawley, 2001). Galanina jest silnie indukowalnym neuropeptydem,
wykazujacym znaczny wzrost ekspresji w przebiegu proceséw patologicznych zachodzacych
w uktadzie nerwowym. Znaczacy wzrost ekspresji galaniny jest obserwowany po uszkodzeniu
nerwu obwodowego (Hokfelt i in., 1987; Villar i in., 1989), w zapaleniu, w chorobach
neurodegeneracyjnych, w tym w chorobie Alzheimera, stwardnieniu rozsianym (Hobson i in.,
2010), w czasie rozwoju uktadu nerwowego (Marti i in., 1987; Gabriel i in., 1989), a takze pod
wplywem estrogenu (Vrontakis i in., 1989). Wczesniejsze badania sugeruja, ze podwyzszony
poziom galaniny moze mie¢ pozytywny wplyw na regeneracje¢ uszkodzonego nerwu. Badania
z uzyciem myszy knock-out oraz z nadekspresja galaniny potwierdzajg pozytywny wpltyw
galaniny na przezycie, regeneracje i odzyskiwanie funkcji uszkodzonego nerwu (Holmes i in.,
2005). Galanina jest takze istotna dla rozwoju i przezycia czg¢$ci neuronéw w zwojach
kregowych (Holmes i in., 2000) oraz neuron6w cholinergicznych jader podstawnych mézgowia
u ssakow (O'Meara i in., 2000). Galanina moze zwigkszac spozycie pokarmu, masg¢ ciala oraz

powodowac otytos¢ (Lang i in., 2007).

Wykazano takze obecno$¢ galaniny w wielu rodzajach guzéw nowotworowych, gdzie
moze ona mie¢ wplyw na namnazanie si¢ i apoptoze komoérek nowotworowych (Rauch i Kofler,

2010). Dla przyktadu obecnos$¢ galaniny stwierdzono w guzie chromochtonnym, gruczolaku
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przysadki moézgowej, raku drobnokomoérkowym pluc, raku piersi, czerniaku, raku
ptaskonablonkowym, gruczolakoraku okreznicy, nerwiaku zarodkowym, a takze glejaku i
oponiaku (Berger i in., 2002; Berger i in., 2003; Rauch i Kofler, 2010). Wykazano réwniez, ze
galanina ulega ekspresji w keratynocytach, ekrynowych gruczotach potowych i wokoét naczyn
krwionosnych. Ponadto sugeruje si¢, ze galanina ulega ekspresji w makrofagach skory
wilasciwej (Bauer i in., 2010). Galanina ma réwniez wplyw na ziarninowanie i angiogenezg

(Yamamoto i in., 2011).

Powyzsze informacje wskazuja, ze galanina jest wielofunkcyjnym peptydem. Chociaz
od jego odkrycia mingto 35 lat, wiele jego funkcji nie zostalo w pelni wyjasnionych. Uwazam,
ze dotychczas stosowane modele badawcze maja pewne ograniczenia, ktore uniemozliwiajg
petne zrozumienie dziatania galaniny. Dlatego postanowitem zbadaé funkcje galaniny za

pomocg innego, dotychczas nie stosowanego modelu - danio prggowanego.

Danio pregowany (Danio rerio, ang. zebrafish) to mata tropikalna ryba stodkowodna,
zyjaca w rzekach pétnocnych Indii, péinocnego Pakistanu, Nepalu 1 Bhutanu. Ze wzgledu na
niewielkie rozmiary i tatwo$¢ hodowli, danio pregowany stat si¢ ulubionym organizmem
modelowym do badania rozwoju embrionalnego. Rozwo6j danio prggowanego jest bardzo
podobny do embriogenezy u wyzszych kregowcow, w tym u ludzi, ale w przeciwienstwie do
ssakow, danio prggowany rozwija si¢ poza organizmem samicy. Do tego jajo jest otoczone
przezroczysta ostonka, co pozwala na obserwacj¢ rozwijajacego si¢ zarodka w jego
"naturalnym $rodowisku". Co wigcej, same zarodki sg przezroczyste w ciggu pierwszych Kilku
dni ich zycia. Pozwala to obserwowac tworzenie narzadoéw wewnetrznych "na zywo" wewnatrz
zywego organizmu. Rozwdj embrionalny danio prggowanego przebiega bardzo szybko: w
ciggu pierwszych 24 godzin po zaplodnieniu powstaja wszystkie gtowne narzady, a w ciagu 3
dni wylegaja si¢ larwy i zaczynajg szuka¢ pozywienia. Po 3 - 4 miesigcach danio pr¢gowany
jest dojrzaty ptciowo i moze dawac¢ nowe potomstwo. Jedna samica moze ztozy¢ ok. 200-300
jaj tygodniowo. Danio pregowany oferuje rozsadny kompromis migdzy zlozonoscia
fizjologiczng organizmu, a wydajnosciag pracy badawczej, ma w peini scharakteryzowany
genom i wykazuje znaczng fizjologiczng homologi¢ dla ssakow, w tym ludzi (Barbazuk i in.,
2000). Co wigcej, posiada wyrazng przewage w poréwnaniu z innymi modelami zwierzecymi.
Szybszy rozwoj 1 dluzsza Zywotnos$¢ danio preggowanego, w pordwnaniu z myszami, czyni je
idealnym wyborem do badania proceséw neurodegeneracyjnych. Ponadto gryzonie sg drogie w
utrzymaniu i trudniejsze do modyfikacji genetycznej. Zarodki danio pr¢gowanego sg rowniez

fatwo podatne na manipulacje genetyczne 1 modyfikacje aktywnosci biatek. Mozna to zrobi¢
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przy uzyciu oligonukleotydow antysensownych, mRNA 1lub tworzenia zwierzat
transgenicznych. Swietnie sie tez nadaje do przeszukiwania bibliotek lekéw umieszczonych na
ptytkach mikrotitracyjnych (Eisen i Smith, 2008). Co wigcej, wczesne etapy rozwojowe danio
pregowanego sg niezmiernie przydatne w badaniach procesow i zaburzen OUN, takze doroste
ryby z pelnym zakresem funkcji mézgu maja niekiedy znaczng przewage w analizie ztozonych
funkcji moézgu kregowcow (Panula i in., 2006), gdyz danio prggowany wykazuje wiele
zachowan wyzszego rzedu, w tym pami¢é, odruchy warunkowe i zachowania spoleczne
(Lieschke i Currie, 2007). Wszystkie te zalety sprawiaja, ze danio pregowany jest doskonatym
organizmem modelowym do badan nad biologia kregowcéw, a szczegdlnie w badaniach
genetyki kregowcow i rozwoju zarodkowego. Danio prggowany jest réwniez wykazujacym
duzy potencjal modelem dla chorob ludzi i zwierzat oraz badan przesiewowych lekéw (Panula
i in., 2006; Bandmann i Burton, 2010; Kokel i in., 2010; Panula i in., 2010; Rihel i in., 2010).
Dostepnos¢ systemdéw obrazowania w celu wizualizacji  kompletnych systemow
neuroprzekaznikow w calym larwalnym mézgu ryb w czasie, gdy ryba juz zachowuje si¢ jako
niezalezny organizm (Podlasz i in., 2012; Podlasz i in., 2016; Sallinen i in., 2009a; Sallinen i
in., 2009b) i dostepne ilosciowe metody behawioralne (Podlasz i in., 2018; Sallinen i in., 2009a;
Sallinen i in., 2009b; Burgess i in., 2010) czynig danio pr¢gowanego optymalnym narz¢dziem
badawczym do badania funkcji galaniny w warunkach fizjologicznych i patologicznych u

zwierzat 1 ludzi.

Wykorzystanie unikalnych zalet danio pregowanego jako organizmu modelowego w
badaniach funkcji galaniny daje nadziej¢ na przetamanie barier, ktore spotyka si¢ w badaniach
z uzyciem innych modeli eksperymentalnych. Skutkowac to powinno szybkom progresem w
badaniach nad mechanizmami lezacymi u podstaw dziatania galaniny. Opisywany cykl
publikacji, moim zdaniem stanowi dobry przyklad na skutecznie wykorzystanie tego nowego
organizmu modelowego w badaniu funkcji neuropeptydow. Lepsze poznanie roli galaniny, by¢
moze pozwoli wykorzystac ten peptyd lub jego analogi w terapii wielu chorob zwierzat i ludzi,
w tym choroby Alzheimera, epilepsji, uszkodzen uktadu nerwowego, otytosci, cukrzycy i

NOWOtwWoOrow.

Cel naukowy i zakres badawczy
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Glownym celem mojego osiggnigcia naukowego bylo zbadanie funkcji neuropeptydu

galaniny w czasie procesow fizjologicznych i patologicznych. Szczegdtowo, osiagnigcie

wyznaczonego celu naukowego obejmowala realizacje nastepujacych zadan badawczych:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Zbadanie, czy danio pregowany (Danio rerio) moze stanowi¢ dobry organizm
modelowy w badaniach funkcji galaniny, czyli na ile gen galaniny i jego ekspresja
jest homologiczna do innych kregowcow, w tym czlowieka. Zadanie to polegato na
identyfikacji genu galaniny u danio prggowanego, poznanie jego struktury oraz
sekwencji nukleotydowej, poréwnaniu genu galaniny z genami innych kregowcow,
zbadaniu ekspresji genu galaniny u danio pr¢gowanego na poziomie mRNA oraz
biatka, w czasie rozwoju osobniczego oraz w tkankach dorostego osobnika oraz
porownaniu jej do innych kregowcow. Osiggniecia tego zadania opublikowano w
pracy Podlasz i in. 2012 (1.B.1).

Zbadanie wplywu zahamowania ekspresji galaniny na rozwo6j uktadu nerwowego
W czasie rozwoju osobniczego. Osiggnigcia tego zadania opublikowano w pracy
Podlasz i in. 2012 (1.B.1).

Zbadanie unerwienia galaninergicznego wysp trzustkowych u danio pregowanego
W czasie rozwoju osobniczego oraz u dorostego osobnika, a takze zrddla jego
pochodzenia. Osiggnigcia tego zadania opublikowano w pracy Podlasz i in. 2016
(1.B.2).

Zbadanie wptywu galaniny na poziom glukozy we krwi. Osiagnigcia tego zadania
opublikowano w pracy Podlasz i in. 2016 (1.B.2).

Zbadanie unerwienia galaninergicznego kresomozgowia u danio prggowanego w
czasie rozwoju osobniczego oraz u dorostego osobnika. Osiggniecia tego zadania
opublikowano w pracy Podlasz i in. 2018 (1.B.3).

Zbadanie przeciwdrgawkowego efektu galaniny w modelu padaczkowym z uzyciem
danio prggowanego jako organizmu modelowego. Osiggnigcia tego zadania

opublikowano w pracy Podlasz i in. 2018 (1.B.3).

Badanie ekspresji genu galaniny u danio pregowanego

Pomimo tego, iz wiadomo, ze galanina peini istotng funkcj¢ w uktadzie nerwowym

kregowcow, struktura genu galaniny oraz ekspresja tego neuropeptydu w czasie rozwoju i

dorostego danio pregowanego byly nieznane. Aby dowiedzie¢ sig, czy gen galaniny istnieje u

danio prggowanego, przeanalizowatem baz¢ danych genomu danio pr¢gowanego i odkrylem,

8
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ze gen galaniny znajduje si¢ na chromosomie 25. Analiza synteniczna genu galaniny wykazata,
Ze potozenie tego genu jest bardzo konserwatywne u wszystkich zbadanych kregowcow w tym
cztowieka i danio preggowanego. Maje badania wykazaty, ze gen galaniny u danio pregowanego
jest bardzo podobny do genu u innych zbadanych gatunkéw. Struktura badanego genu jest
identyczna ze strukturg gendéw galaniny u ssakow: sklada si¢ z szesciu egzondéw i zawiera
peptyd sygnatowy, galaning i GMAP. Dojrzaly peptyd zawiera 29 aminokwasow, a N-koncowy
fragment peptydu (aminokwasy 1-13: GWTLNSAGYLLGP) jest identyczny u wszystkich
dotychczas zbadanych gatunkow, w tym u danio pr¢gowanego. Ten silny konserwatyzm

ewolucyjny moze $wiadczy¢ o waznej i zblizonej roli galaniny u wszystkich krggowcow.

W czasie tych badan okazato si¢, ze u danio pregowanego wystepuje dodatkowo dtuzsza
izoforma cDNA galaniny. Zawiera ona insert o dtugosci 72 nukleotydow w $rodku sekwencji
kodujacej peptyd galaniny. To wstawienie nie zmienia ramki odczytu, a dojrzaty peptyd ma
zachowany N-koncowy konserwatywny fragment o dlugosci 13 aminokwasow, ktory jest
wazny dla interakcji z receptorami galaniny. Sugeruje to, ze ta izoforma jest rowniez aktywna

biologiczne u danio pregowanego.

Nastepnie zbadano ekspresje badanego genu na réznych etapach rozwoju, stosujac

hybrydyzacjg in situ, technik¢ RT-PCR i immunocytochemig.

W celu okreslenia ekspresji genu galaniny w czasie rozwoju osobniczegO oraz w
narzadach dorostych osobnikow, catkowity RNA wyizolowano z niezaptodnionych jaj, z
zaplodnionych jaj 2 godz. po zaptodnieniu (hpf), 4 hpf, 6 hpf, 8hpf, 10hpf, 12 hpf, 16 hpf, 20
hpf, 22 hpf, 1-5 dni po zaptodnieniu (dpf) oraz z nastgpujacych narzadow dorostych osobnikow:
mozg, oko, jelito, serce, watroba, nerki i skrzela. Nastepnie dokonano odwrotnej transkrypcji,
a uzyskane cDNA postuzyto jako matryca w reakcji PCR. Nasze wyniki wykazaty, ze ekspresja
galaniny jest dos¢ powszechna w narzadach dorostego danio prggowanego. Wysoka ekspresja
w moézgu jest prawdopodobnie zwigzana z funkcja galaniny jako neurotransmitera u danio
pregowanego. mRNA dla galaniny w jelicie moze pochodzi¢ z neuronéw jelitowego uktadu
nerwowego lub komorek entereoendokrynnych. Mozliwe jest rowniez, ze mRNA galaniny
wykryty za pomocg RT-PCR w nerkach i sercu pochodzi z autonomicznych neuronow, ktore
moga by¢ obecne w tych tkankach. Jednakze wykrycie mRNA galaniny w skrzelach wskazuje,
ze galanina jest rowniez wytwarzana przez komoérki nieneuronalne. Zrédtem mRNA dla
galaniny u danio pregowanego moga by¢ perycyty lub komoérki uktadu immunologicznego,
poniewaz u ssakow wykazano obecnos¢ mRNA dla galaniny w tych komérkach (Ji i in., 1995;
Kofler i in., 2004). Sugeruje to, ze galanina u danio preggowanego ma réwniez funkcje inne niz
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przypisywane neurotransmisji. Dalsze wyniki wykazaly, ze obie izoformy mRNA galaniny
ulegaja ekspresji na wszystkich etapach rozwoju osobniczego. Wykrycie mRNA galaniny w
zarodkach w pierwszych 4 godzinach po zaptodnieniu (hpf) sugeruje, ze jest to transkrypt
matczyny. Jednak wyrazny wzrost ilosci mRNA dla galaniny we wczesnym etapie gastrulacji
swiadczy o tym, ze transkrypt ten jest na pozniejszych etapach rozwoju wytwarzany przez
zarodek. Moze to sugerowac, ze galanina odgrywa znaczaca rol¢ podczas wcezesnych etapow
rozwoju osobniczego. Wedtug danych uzyskanych z hybrydyzacji in situ, pierwsze neurony
galaninergiczne w mozgu pojawiaja si¢ nieco przed 28hpf. Sugeruje to, ze widoczny wzrost
ekspresji galaniny po 1 dpf jest zwigzany z produkcjg galaniny jako neuroprzekaznika w
mozgu. Jednakze ekspresja przed 24hpf dowodzi, ze galanina ma inng funkcje podczas rozwoju
niz neurotransmisja. Galanina moze spehlniaé istotng przejSciowa role w czasie rozwoju
osobniczego lub jej ekspresja jest pozostatoscig ewolucyjna, a jej funkcja w czasie rozwoju jest

nieznaczna (Herlenius i Lagercrantz, 2001).

Do hybrydyzacji in situ zostata wykorzystana sonda molekularna przeciwko mRNA dla
galaniny. Aby ja wykona¢ uzyskany poprzednio fragment cDNA galaniny danio prggowanego
wklonowano do wektora, ktory postuzyl do reakcji transkrypcji in vitro. Nastepnie
przeprowadzono procedurg hybrydyzacji in situ na zarodkach i larwach danio pregowanego (6
hpf - 5 dpf).

Z kolei, aby zbada¢ rozwdj uktadu galaninergicznego w mézgu danio prggowanego na
poziomie biatka, wykorzystano technike immunofluorescencyjng. W tym celu wykorzystano
krolicze przeciwcialo poliklonalne skierowane przeciwko galaninie swinskiej. Po procedurze
immunofluorescencyjnej probki analizowano za pomoca mikroskopu epifluorescencyjnego
Leica DM RXA i systemu mikroskopii konfokalnej Leica TCS SP2 AOBS. Stosy obrazéw
zostaty skompilowane w celu uzyskania obrazoéw projekcji o maksymalnej intensywnosci.
Dodatkowo kazdy skrawek optyczny byt analizowany osobno, skrawek po skrawku, w celu
wykrycia nawet drobnych szczegétow, a niektore stosy obrazow byly przetwarzane w celu
uzyskania trojwymiarowych rekonstrukcji systemu galaninergicznego w mozgu. Nasze wyniki
uzyskane technika hybrydyzacji in situ i immunofluorescencyjng wykazaty, ze neurony
galaninergiczne zlokalizowane sg gléwnie w regionach przedwzrokowo-podwzgdrzowych, a
wiokna galaninergiczne unerwiaja wiele obszar6w mozgu, w tym: kresomdzgowie,
podwzgorze, $Srodmoézgowie, rdzen przedhuzony 1 przysadke moézgowa. Szczegolnie
interesujgce jest silne unerwienie przedniej cze$ci rdzenia kregowego, ktére zanika na

pozniejszych etapach rozwoju. Zrédlem zanikajacych w czasie rozwoju wldkien
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galaninergicznych stwierdzonych w opisywanych badaniach sg prawdopodobnie dwie mate
populacje neurondow w srodmoédzgowiu i tylomdzgowiu. Neurony w tytomdzgowiu znikajg u
larw 4dpf i tylko pojedyncze wtokna pozostaja w tym regionie. Zmniejszenie liczby widkien
nerwowych unerwiajacych rdzen krggowy moze by¢ zwigzane z procesem tworzenia szlakow
mozgowo-rdzeniowych, gdy neurony konkuruja podczas rozwoju o czynniki neurotroficzne i
tylko nieliczne przezywaja konkurencje. Jednak istnienie przejsciowej grupy neurondw
podczas rozwoju sugeruje, ze moga one wpltywac na rozwd6j unerwionego narzadu. Galanina
uwalniana z zakonczen nerwowych moze mie¢ dzialanie troficzne na neurony lub glej, co
sugeruja niektore z badan (Holmes i in., 2000; O'Meara i in., 2000). Nie udato si¢ jednak
zidentyfikowaé¢ okre§lonej populacji komorek rdzenia kregowego, ktore ucierpiaty pod
wpltywem braku galaniny w wyniku eksperymentéw z zahamowaniem ekspresji galaniny

opisywanej w dalszej czesci pracy.

Wplyw braku galaniny na rozwéj ukladu nerwowego danio pregowanego

Aby zbada¢ wptyw braku galaniny na rozwoj uktadu nerwowego, zaprojektowano i
przetestowano dwa rodzaje oligonukleotydéw antysensownych (morpholino: MO). Jedno z
MO zaprojektowane byto przeciwko sekwencji 5'-UTR mRNA galaniny danio prggowanego
(MO1). Drugie nacelowane byto na miejsce alternatywnego sktadania miedzy eksonem 3 i
intronem 3 (MO2). MO byto podawane w formie iniekcji do zarodka w fazie pierwszej
komorki. Wykorzystano takze standardowe MO kontrolne w celu potwierdzenia specyficznosci
efektu. W celu sprawdzenia skutecznosci MO, mozgi osobnikéw w wieku 4, 5 i 7dpf zostaty
pobrane oraz wybarwione technikag immunofluorescencyjng ,,whole mount” z przeciwcialem
przeciw galaninie. Po wstrzyknigciu 4 ng MO1 nie wykryto widocznych struktur galanino-
immunoreaktywnych w moézgach larw danio pregowanego do 5 dpf. W mozgach osobnikow 7
dpf widoczne bylo bardzo stabe barwienie. Sugeruje to, ze MO1 skutecznie hamuje tworzenie
galaniny u osobnikéw w pierwszych kilku dniach po zaptodnieniu. Wyglad morfologiczny larw
po iniekcji MO1 byt nie do odréznienia od osobnikéw z grup kontrolnych. W przypadku MO2
wykazano zalezne od dawki nieprawidtowosci rozwoju. MO2 w dawce 2 ng skutecznie
hamowalo translacje galaniny do 2dpf. Jednak nawet ta dawka powodowata u wigkszosci
osobnikéw wady rozwojowe. Larwy wykluwaty sie, ale nie napetniaty pgcherzy ptawnych i nie
byty w stanie si¢ samodzielnie odzywiac¢. Wiekszo$¢ larw gingta w wieku 9-10 dpf. Dlatego do
dalszych badan uzyto tylko MO1.
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W celu okreslenia wptywu braku galaniny na rozwdj zwojow kregowych (DRG), po
iniekcji MO, u osobnikow w wieku 2dpf i 3dpf wyznakowano neurony zwojowe z uzyciem
przeciwciala monoklonalnego anty-HuC/D technikg immunofluorescencyjng ,,whole mount”.
U osobnikéw z zahamowana ekspresja galaniny zauwazono zmniejszenie liczby DRG w wieku
2dpf. U osobnikow kontrolnych w tym wicku w DRG czgséciej obserwowano 2 neurony w
pojedynczym zwoju niz u osobnikow nie posiadajacych galaniny. Jednak u osobnikéw w wieku
3dpf nie bylo znaczacych rdznic migdzy grupami. Sporadycznie u osobnikdw z zahamowang
ekspresja galaniny widoczny byt brak pojedynczych zwojow. Jednak bylo to rowniez
sporadycznie widoczne u osobnikéw kontrolnych. Jest mozliwe, ze zaobserwowany spadek
liczby zwojow u ryb 2dpf moze wynika¢ z braku galaniny, ktora odgrywa role¢ troficzng. Nie
mozna jednak wykluczy¢, ze efekt ten jest spowodowany niespecyficznym opoznieniem w

rozwoju, ktore jest niezauwazalne w p6zniejszych etapach rozwoju.

Aby zbada¢ wptyw braku galaniny na rozw6j systemow neuroprzekaznikow, po iniekcji
MO przeciw galaninie, mozgi osobnikow w wieku S5dpf zostaty uzyte do barwien
immunofluorescencyjnych  ,,whole mount” w celu wyznakowania systemow:
dopaminergicznego, histaminergicznego, serotoninergicznego, oreksynergicznego. Analiza za
pomoca mikroskopii konfokalnej nie wykazata istotnych réznic w w/w ukladach

neurotransmiterowych u osobnikow bez galaniny w stosunku do grupy kontrolnej.

W celu zbadania ekspresji kluczowych gendow zwigzanych z neuroprzekaznikami i p53
u ryb pozbawionych galaniny, przeprowadzono badania technikg ilosciowej RT-PCR. Badania
wykonano na larwach w wieku 3dpf (30 osobnikow na probke). Zbadano ekspresje genow
hydroksylazy tyrozyny (thl, th2), acetylotransferazy cholinowej (chat), dekarboksylazy
histydyny (hdc), oreksyny (orx) i galaniny (galn). Nie stwierdzono istotnych roéznic w
poziomach ekspresji badanych transkryptow, z wyjatkiem mRNA galaniny, ktory wykazywat
znaczny wzrost. Za pomocg RT-qPCR przeanalizowano réwniez mozliwg aktywacje genu p53
i jej izoformy delta-113, ktora moze $wiadczy¢ o tzw. ,,off-target effect”. Nie stwierdzono

zadnej znaczacej zmiany, co sugeruje, ze MO1 nie powoduje zadnych efektow ubocznych.

Niektore z ostatnich badan pokazuja, ze galanina odgrywa rol¢ troficzng podczas
rozwoju. Jednak brak galaniny nie spowodowal widocznych defektow morfologicznych
obserwowanych u danio prggowanego W wieku 5dpf. Nie zaobserwowano roéwniez
widocznych zmian w innych uktadach neuroprzekaznikow w mozgu (TH1, 5-HT, HA, Orx)

badanych za pomocg immunohistochemii i RT-qPCR. Sugeruje to, ze rola galaniny nie jest
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kluczowa dla rozwoju, a organizm jest w stanie zainicjowa¢ procesy kompensacyjne,

pozwalajace radzi¢ sobie z brakiem galaniny podczas rozwoju.

Unerwienie galaninergiczne wysp trzustkowych u danio pregowanego oraz

zrodla jego pochodzenia

Moje poprzednie badania wykazaty, ze galanina ulega ekspresji glownie w osrodkowym
uktadzie nerwowym, jednak uzyskane dane sugerowaty, ze moze takze by¢ produkowana przez
neurony uktadu autonomicznego oraz przez komorki nieneuronalne. Poza tym barwienia
immunofluorescencyjne ,,whole mount” z przeciwciatem przeciwko galaninie ujawnily silng
immunoreaktywnos¢ w kierunku badanego peptydu na terenie trzustki u osobnikow

embrionalnych i larwalnych.

Badania przeprowadzone na ssakach wykazaly, ze galanina moze bra¢ udziat w
regulacji poziomu glukozy we krwi. W jednym z pierwszych tego typu badan wykazano
hamowanie uwalniania insuliny przez galaning u pséw (Dunning i in., 1986). Jednakze funkcja
galaniny w endokrynnej czeéci trzustki nie jest w petni wyjasniona. Zrodlem galaniny
wplywajace] na komorki endokrynnej czesci trzustki moga by¢ galaninergiczne wtokna
nerwowe unerwiajace ten narzad. Takie wldkna nerwowe byly stwierdzane u wielu gatunkow
w tym u cztowieka (McDonald i in., 1992; Shimosegawa i in., 1992), jednak pochodzenie tych

wtokien jest niejasne.

Jak wspomniano we wstepie, galanina, oprocz klasycznej roli neuroprzekaznika, ma
réwniez inne funkcje. Istnieja pewne dowody na to, ze odgrywa ona rol¢ czynnika troficznego
podczas ontogenezy (Hobson i in., 2010), dlatego tez galanina uwalniana z wtdkien nerwowych
moze miec istotne znaczenie w czasie rozwoju endokrynnej czesci trzustki. Jednak dostgpna
literatura nie zawiera informacji o unerwieniu trzustki danio prggowanego ani o potencjalnym
wplywie galaniny na funkcje jej czgsci endokrynnej. Dlatego celem niniejszych badan byla
analiza unerwienia galaninergicznego endokrynnej czesci trzustki, w tym zrodet tego

unerwienia u danio pregowanego.

W celu zbadania unerwienia galaninergicznego wysp trzustkowych na r6znych etapach
rozwoju osobniczego danio pregowanego, przeprowadzono barwienia immunofluorescencyjne

na osobnikach embrionalnych, larwalnych badz mtodocianych (,,whole mount”) oraz dorostych
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(,,whole mount” i na skrawkach). W celu identyfikacji komorek B wysp trzustkowych do badan
wykorzystano transgeniczny szczep danio prggowanego Tg(mnx:TagRFP), u ktorego czerwone
biatko fluorescencyjne ulega ekspresji w tych komoérkach. Probki byty analizowane z uzyciem
mikroskopu konfokalnego LSM 700 (Zeiss). Wyniki badan wskazuja, ze u danio pregowanego
wysepki trzustkowe otrzymujg bardzo obfite unerwienie galaninergiczne. Przyczyna tak
intensywnego unerwienia u danio pregowanego nie jest jasna. Jednym z wyjasnien moze by¢
fakt, ze galanina odgrywa role czynnika troficznego w rozwijajacej si¢ endokrynnej czesci
trzustki, gdyz ta funkcja galaniny jest juz znana (Hobson i in., 2010). Jednakze, prezentowane
wyniki s3 w pewnym stopniu sprzeczne z tg teorig, poniewaz intensywne unerwienie
zaobserwowano na kazdym z badanych stadiéw rozwojowych, a zatem byto réwniez obfite u

dorostych zwierzat.

Nastgpnie zbadano potencjalne Zrodta unerwienia galaninergicznego wysp
trzustkowych. Do tej czgéci badan wykorzystano rowniez mikroskopi¢ konfokalng. Jednakze,
oprocz techniki immunofluorescencyjnej "whole mount", zastosowano takze fluorescencyjng
hybrydyzacje¢ in situ "whole mount”. Pochodzenie galaninergicznych wtokien nerwowych
unerwiajacych wewnatrzwydzielniczg czgs$¢ trzustki jest do tej pory nie jasne. Istnieje
powszechny poglad, iz u ssakéw galanina jest zlokalizowana w unerwiajacych wysepki
trzustkowe adrenergicznych nerwach sympatycznych (Ahren, 2000). Zrodtem tych wiokien
moze by¢ zwoj trzewny, w ktorym galanina kolokalizuje z hydroksylaza tyrozyny (Ahren i in.,
1990). Jednakze, niektore badania wykazaty, ze zakonczenia nerwow zawierajace galaning w
przewazajacej mierze nie sg adrenergiczne, a majg charakter wiokien przywspotczulnych
(Verchere i in., 1996). Nasze badania wykazaty, ze u danio pr¢ggowanego nerwy wspotczulne
sg bardzo rzadkie lub nieobecne na terenie wewnatrzwydzielniczej czesci trzustki, a unerwienie
galaninergiczne wysp trzustkowych zapewniaja neurony zlokalizowane w zwojach
znajdujacych si¢ w poblizu jelitowej gatezi nerwu blednego. Neurony w tych zwojach nie
zawieraja  hydroksylazy  tyrozyny, co wskazuje, zZe nie naleza one do
wspotczulnej/adrenergicznej czesci autonomicznego uktadu nerwowego. W niniejszych
badaniach po raz pierwszy wykazano nie-adrenergiczne, nie-czuciowe zwoje nerwowe u danio
pregowanego, 0raz ze te zwoje zawierajg wiele neuronow galaninergicznych unerwiajacych
trzustke. Zwoje te sg prawdopodobnie utworzone z neuronéow zazwojowych pochodzacych z
nerwu blednego 1 sg one $cisle zwigzane z galeziami jelitowymi tego nerwu.
Najprawdopodobniej sa to homologi zwojow §rod/trzustkowych opisanych u ssakow

(Furuzawa i in., 1996; Verchere i in., 1996; Myojin i in., 2000; Baltazar i in., 2001) i innych
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ryb (Putti i in., 2000; Yui i Fujita, 1986). Nalezg one do przywspotczulnej / cholinergiczne;j
czeséci autonomicznego uktadu nerwowego. Jednak poza unerwieniem z nerwu btgdnego, ich
neurony otrzymuja takze unerwienie z ukladu wspotczulnego, jelitowego i czuciowego

(przeglad, patrz (Love i in., 2007).

Wplyw galaniny na poziom glukozy we krwi

Poréwnanie unerwienia galaninergicznego wysp trzustkowych na réznych etapach
rozwoju danio pregowanego wykazato, ze jest ono bardzo silne zaréwno u larw, osobnikow
mtodocianych jak i dorostych. Sugeruje to, ze gltoéwnag funkcja galaniny nie jest funkcja
zwigzana z rozwojem wysp trzustkowych. Silne unerwienie komoérek B oraz 6 wykazane w
poprzedniej czgsci badan sugeruje, ze galanina moze regulowa¢ wydzielanie hormondow z tych
komorek, przez co moze mie¢ wptyw na poziom glukozy we krwi. Dlatego tez postanowiono

zbada¢ wptyw galaniny na poziom glukozy we krwi danio pregowanego.

Do tego eksperymentu wykorzystano doroste ryby (12-miesieczne, samce i samice).
Przedtem ryby poscity przez 72 godziny. Nastepnie rybom podawano dootrzewnowo glukoze
1 2 r6éznych agonistow receptorow galaninowych: NAX 5055, analog galaniny i agonista
receptoréw galaninowych (uprzejmie podarowany przez Dr Steve'a White'a i Grzegorza Bulaja
z University of Utah (White i in., 2009)) i galnon, niepeptydowy, nieselektywny agonista
receptorow galaninowych (Bachem). Po 2,5h od iniekcji ryby poddano anestezji, pobrano krew

z t¢tnicy ogonowej 1 zbadano poziom glukozy przy uzyciu glukometru.

Dootrzewnowa iniekcja analogu galaniny NAX 5055 spowodowata wzrost poziomu
glukozy we krwi u doroslego danio pregowanego. Zaskakujaco, wstrzyknigcie galnonu,
niepeptydowego agonisty receptorOw galaninowych, nie miato istotnego wptywu na poziom
glukozy we krwi. Brak wyraznego wzrostu poziomu glukozy we krwi po podaniu galnonu jest
zgodny z wynikami innych badaczy, w ktorych galnon nawet stymulowat wydzielanie insuliny
w izolowanych wysepkach trzustkowych szczuréw (Quynh i in., 2005). Wykazano, ze galnon
ma umiarkowane powinowactwo do receptoréw galaninowych (Saar i in., 2002). Ma wiele
miejsc oddziatywania w obrebie kaskady sygnatowej receptorow sprzezonych z biatkami G
(Florén 1 in., 2005), a w jego dzialaniu posredniczg elementy niezwigzane z receptorami
galaninowymi, co moze wyjasnia¢ réznice w wptywie na poziom glukozy we krwi pomiedzy

galnon i NAX 5055.
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Mechanizm dziatania galaniny na poziom glukozy we krwi nie jest w petni wyjasniony.
Istniejg jednak silne dowody na to, ze galanina hamuje uwalnianie insuliny z komorek [ trzustki
(Flynn i White, 2015;Lindskog i in., 1995). Galanina moze dziata¢ bezposrednio na komorki 3
i hamowac¢ uwalnianie insuliny. Nasze badania ujawnity bardzo gestg sie¢ widkien nerwowych
zawierajacych galaning unerwiajacych komorki B u danio pregowanego. Mozliwym jest takze,
ze galanina wplywa posrednio na poziom glukozy we krwi, a gléwnym celem wiokien
galaninergicznych moze by¢ populacja komoérek o, poniewaz witokna te lezaty w bliskim
sgsiedztwie komorek produkujacych somatostatyne. Ta teza ma poparcie w innych badaniach,
gdzie wykazano, ze galanina wywiera hamujacy wptyw na uwalnianie somatostatyny z trzustki
(Dunning i in., 1986). Wiele badan wskazuje, ze somatostatyna jest zaangazowana w regulacje
uwalniania insuliny i glukagonu z wysp trzustkowych (Hauge-Evans i in., 2009). Mozliwe jest
réwniez, ze galanina wplywa na poziom glukozy we krwi za posrednictwem innych szlakow,
poniewaz niektore badania wskazuja, ze peptyd stymuluje wydzielanie glukagonu (Boyle i in.,
1994; Dunning i in., 1986; Lindskog i Ahren, 1987). Jednakze doktadny mechanizm dziatania
galaniny na wytwarzanie i/lub wydzielanie hormonéw trzustkowych powinien zostaé

wyjasniony w dalszych badaniach.

Neuroanatomiczna lokalizacja galaniny w Kkresomozgowiu danio

pregowanego

Badania na ssakach wykazaly, ze galanina w mozgu moze dziata¢ jako neuroprzekaznik
hamujacy. Stad pojawita si¢ idea, aby sprawdzi¢, czy galanina bierze udziat w regulacji

drgawek w epilepsji i czy mozna by bylo ja badz jej analogi stosowac w terapii tego schorzenia.

U ssakow gltowng struktura zaangazowang w rozprzestrzenianie si¢ aktywnosSci
padaczkowej jest hipokamp (Heinemann i in., 1992). U ryb nie mozna odroznic
morfologicznie hipokampa. Jednakze doswiadczenia z ablacja potaczone z eksperymentami
behawioralnymi sugerujg, ze jadro boczne ptaszcza, ktory jest czgscig kresomozgowia,
wykazuje podobienstwo w funkcji do hipokampa ssakéw (Rodriguez i in., 2002a; Rodriguez
i in., 2002b; Broglio i in., 2005; Broglio i in., 2010; Duran i in., 2010; Cheng i in., 2014; Ganz
i in., 2014). Dane uzyskane poprzednio wykazaty (Podlasz i in. 2012, 1.B.1), ze u danio
pregowanego w pierwszych etapach rozwoju widkna galaninergiczne unerwiajg

kresomozgowie, jednak struktura tego unerwienia u osobnikow dorostych nie byta znana. Nie
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bylo takze wiadome czy widkna te unerwiajg region, ktory uwazany jest u ryb za analog

hipokampa.

Neuroanatomiczng organizacj¢ uktadu galaninergicznego w kresomozgowiu zbadano
przy uzyciu barwien immunohistochemicznych "whole mount” u danio pr¢gowanego w wieku
5, 7 dni po zaptodnieniu (dpf) oraz u 3-miesiecznej (dorostej) ryby. Probki badano za pomoca
konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego LSM 700. Hipokamp ssakow jest
intensywnie unerwiony przez widkna galaninergiczne (Lerner i in., 2010), jednakze uzyskane
przeze mnie wyniki wykazaty, ze regiony mozgu uwazane za analogi hipokampa u danio
pregowanego zawierajg jedynie nieliczne wtdkna galanio-immunoreaktywne. Sugeruje to, ze u
ryb ta niewielka liczba galaninergicznych wtokien nerwowych jest wystarczajaca do spetlnienia
swej funkcji fizjologicznej. Jednakze, mozliwe jest tez, ze jadro boczne plaszcza
kresomodzgowia moze nie odgrywaé znaczacej roli w generowaniu napadow padaczkowych. U
ssakow hipokamp otrzymuje unerwienie galaninergiczne z dwoch glownych zrodet:
katecholaminergiczne z miejsca sinawego (Hokfelt i in., 1998; Xu i in., 1998), oraz
cholinergiczne z jadra przysrodkowego przegrody (Melander i in., 1985; Lamour i in., 1988;
Consolo i in., 1994). Moje poprzednie badania (Podlasz i in., 2012; 1.B.1) wykazaty, ze miejsce
sinawe nie posiada neurondéw galaniergicznych u danio prggowanego, ale istnieje wiele
neuronéw galaninergicznych zlokalizowanych w polu przedwzrokowym, ktéry jest
anatomicznie czg¢$cig dobrzusznego kresomozgowia (Podlasz i in., 2012). Uwaza sie, ze
dobrzuszne jadro dobrzusznego kresomézgowia danio prggowanego jest analogiem jader
przegrody ssakow (Wullimann i Rink, 2002; Mueller i Wullimann, 2009). Najprawdopodobnigj
neurony galaninergiczne zlokalizowane w polu przedwzrokowym podwzgorza sa zroédiem
nielicznych wtodkien unerwiajacych jadro boczne ptaszcza opisanych w omawianych wynikach

u danio prggowanego.

Przeciwdrgawkowe dzialanie galaniny

Fizjologiczne wlasciwosci galaniny sugeruja, ze peptyd ten moze bra¢ udzial w
regulacji napadéow padaczkowych. W celu zbadania przeciwdrgawkowych wiasciwosci
galaniny, wykorzystano 5dpf larwy danio prggowanego w modelu indukcji drgawek
pentylenotetrazolem (PTZ).

Poniewaz podawanie galaniny do mézgu larw danio pregowanego jest problematyczne,

zastosowano transgeniczng lini¢ danio prggowanego Tg(hsp70l: galn) z genetycznie
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indukowang nadekspresjg galaniny. W linii tej ekspresja galaniny jest pod kontrolg promotora
genu biatka szoku cieplnego hsp70l (Woods i in., 2014). Umozliwia to indukcje produkcji
galaniny poprzez zastosowanie procedury szoku cieplnego.

Test behawioralny byt przeprowadzony zgodnie z Cario (Cario i in., 2011). Do
eksperymentow uzyto krzyzowki szczepu dzikiego (Tu) oraz transgenicznej linii Tg(hsp70l:
galn) danio pregowanego w wieku 5dpf oraz Tu jako kontroli. Przeprowadzono dwa niezalezne
eksperymenty. W pierwszym eksperymencie obie grupy, zarowno osobniki kontrolne, jak i
eksperymentalne zostaly poddane procedurze szoku cieplnego. Szok cieplny uruchomit
konstrukt genetyczny hsp70l:galn, co spowodowalo zwigkszong produkcje galaniny. W drugim
doswiadczeniu wykorzystano te same grupy larw danio prggowanego, jednak bez procedury
szoku cieplnego. W celu wywolania drgawek zastosowano 10 mM PTZ. Analize funkcji
motorycznych przeprowadzono z uzyciem oprogramowania Matlab i skryptéw udostepnionych
przez profesora Edwarda A. Burtona, z University of Pittsburgh School of Medicine, USA.
Analizowano gtowne parametry ruchu w tym, $rednig predkos$¢ poruszania si¢ larw, predkosé
ruchu, % trwania ruchu, czas trwania odpoczynku i czas trwania aktywno$ci. Analiza ta
wykazata, ze nadekspresja galaniny silnie zmienia warto$ci wigkszosci parametrow
lokomotorycznych zaréwno w grupach eksponowanych na PTZ, jak i kontrolnych. U
osobnikow z nadekspresja galaniny % trwania ruchu byl znacznie zmniejszony, a czas
odpoczynku byt znacznie wydtuzony. Biorac pod uwage te parametry, mozna wywnioskowac,
ze wysoki poziom galaniny sprawia, ze czas, w ktorym larwa si¢ nie porusza jest znacznie
dtuzszy w porownaniu z rybg kontrolng o normalnym poziomie galaniny. Wplywa to
znaczaco na S$rednig predkosé, a tym samym na odlegtos¢ pokonang przez larwy.
Nadekspresja galaniny nie zmieniala znaczaco $redniego czasu trwania ciggtego ruchu,
jednak tendencja spadkowa byta widoczna w grupach o wyzszym poziomie ekspresji galaniny
po szoku cieplnym. Predkos¢ podczas ruchu byla rowniez zmniejszona u larw z nadekspresja
galaniny, ale tylko w eksperymencie, w ktorym osobniki poddano procedurze szoku
cieplnego. Dane te sugeruja, ze galanina zmniejsza cz¢sto$¢ epizodow zachowan typu
padaczkowego 1 ich intensywno$¢, ale bez znaczacego wptywu na ich czas trwania. Z drugiej
strony, uzyskane wyniki wykazaty, ze galanina réwniez silnie wplynela na parametry
lokomotoryczne u osobnikoéw nie eksponowanych na PTZ, co sugeruje, ze oprocz dziatania
przeciwpadaczkowego, galanina ma réwniez dzialanie uspokajajace. Dziatanie uspokajajace
galaniny opisano wczesniej u innych gatunkow, w tym u szczura (Przewlocka i in., 1995) i

krolika (Maurelli 1 in., 1993). Dziatanie uspokajajace jest jednym z niekorzystnych efektow
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lekow przeciwpadaczkowych. Jednak niektore leki przeciwpadaczkowe o dzialaniu
uspokajajacym, wliczajac to benzodiazepiny, sg szeroko stosowane w leczeniu padaczki (Ochoa
i Kilgo, 2016).

Oprécz badan behawioralnych wykorzystano takze ilosciowy RT-PCR w celu
okreslenia poziomu ekspresji galaniny i zbadania, czy jej poziom koreluje z poziomem mRNA
dla genu c-fos (marker aktywnosci neuronéw) w modelu indukowanej padaczki przez PTZ.
Zgodnie z oczekiwaniami po szoku cieplnym poziom mRNA galaniny w linii transgenicznej
Tg(hsp70l: galn) dramatycznie wzrdst (ponad 300-krotnie). Konstrukt genetyczny hsp701: galn
ulega ekspresji po indukcji przez szok termiczny, w kazdym typie komorki, w tym w neuronach,
u ryb z tej linii transgenicznej. Powoduje to, ze poziom galaniny w mézgu jest bardzo wysoki,
znacznie wyzszy niz poziom fizjologiczny. Jednak stosowanie terapeutyczne galaniny w tak
wysokich dawkach moze by¢ problematyczne i moze powodowaé silne efekty uboczne.
Dlatego postanowiliSmy zbada¢, czy nizszy poziom ekspresji galaniny réwniez wywrze
znaczacy wptyw. Okazalo si¢, ze transgeniczna linia Tg(hsp70l: galn) wykazata wielokrotnie
wyzszy poziom mRNA galaniny, nawet bez szoku termicznego. Konstrukt genetyczny hsp701:
galn wykorzystuje promotor do hsp70l. To bialko jest silnie indukowalne 1 ulega ekspresji na
nizszym poziomie roéwniez bez szoku cieplnego podczas fizjologicznych procesow
zachodzacych w kazdej komodrce (Mashaghi i in., 2016). Dlatego tez czynniki transkrypcyjne
stymulujace ekspresje hsp70 beda rowniez powodowac ekspresje¢ galaniny w linii Tg (hsp70l:
galn).

Gen c-fos jest protoonkogenem, ktdry bardzo szybko po pobudzeniu neuronalnym ulega
aktywacji w neuronach. Dlatego poziom ekspresji c-fos uznano za doskonaty marker
aktywnosci neuronéw (Baxendale i in., 2012). Wykazano, ze c-fos jest czulym markerem
uzywanym do badania wlasciwosci przeciwdrgawkowych szeregu zwigzkéw (Baxendale i in.,
2012). Omawiane wyniki pokazuja, ze nadekspresja galaniny znaczaco hamuje wzrost ekspresji
c-fos po wywotaniu drgawek przez PTZ w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Prawdopodobnie
zmniejszenie ekspresji genu c-fos jest wynikiem zahamowania napadow padaczkowych przez
galaning. Poprzednie badania wykazaty, ze PTZ wywoluje drgawki poprzez oddziatywanie na
pobudzajace receptory glutaminergiczne (Schroder i in., 1993; Schroeder i in., 1998a;
Schroeder i in., 1998b). Galanina hamuje transmisj¢ glutaminergiczng droga presynaptyczng
(Zini i in., 1993; Mazarati i in., 2000; Kokaia i in., 2001; Walls i in., 2016). Uzyskane w
omawianej pracy wyniki sugerujg, ze zahamowanie ekspresji c-fos w mozgu przez galaning, a
co za tym idzie jej przeciwdrgawkowe dzialanie, jest wywolywane poprzez blokowanie

neurotransmisji pobudzajace;.
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Podsumowanie i wnioskKi
Badania zaprezentowane w niniejszym cyklu publikacji wykazaty, ze:

1. Gen galaniny jest wysoce konserwatywny i bardzo podobny u danio pregowanego i
innych zbadanych dotychczas gatunkow, w tym cztowieka.

2. Ekspresja tego genu powoduje powstanie aktywnego peptydu podobnego do ssaczego i
rozpoczyna si¢ wczesnie u danio pregowanego.

3. Dystrybucja mRNA dla galaniny w tkankach danio prggowanego, podobnie jak u
ssakow, jest powszechna i obejmuje nie tylko komorki nerwowe, ale i komorki
nieneuronalne.

4. Wtokna nerwowe zawierajace ten neuropeptyd podobnie jak u ssakow, unerwiajg wiele
regionow OUN. Stwierdzano takze obecnos$¢ u zarodka wilokien galaninergicznych
unerwiajacych przednig cze$¢ rdzenia krggowego, ktére zanikaja na dalszym etapie
rozwoju.

5. Pozbawienie zarodka galaniny nie wptywa znaczaco na rozwoj osobniczy oraz rozwoj
uktadu nerwowego.

6. Wykazano po raz pierwszy istnienie nie-adrenergicznych, nie-czuciowych zwojow
nerwowych u danio pr¢gowanego. Zwoje te zapewniajg obfite unerwienie galaninergiczne
endokrynnej czes$ci trzustki i innych narzadéw wewnetrznych.

7. Podanie analogu galaniny NAX5055 powoduje wzrost poziomu glukozy we krwi u
danio preggowanego.

8. Jadro boczne plaszcza kresomodzgowia u danio pregowanego nie jest silnie unerwione
przez wtokna galaninergiczne, w przeciwienstwie do jego odpowiednika u ssakow:
hipokampa.

9. Nadekspresja galaniny wywiera silny wplyw na funkcj¢ lokomotoryczng. W modelu
padaczki indukowanej przez PTZ nadekspresja galaniny powodowata silne dziatanie
przeciwdrgawkowe.

10. Galanina posiada takze silny efekt sedatywny.

Wszystkie powyzsze wyniki wskazujg na to, ze ze wzgledu na istotng homologi¢ w budowie
genu, peptydu, dystrybucji oraz funkcji galaniny, danio preggowany jest uzytecznym modelem

do badania roli galaniny w organizmie zwierzat i ludzi. Dzigki swoim unikalnych cechom, jego
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dalsze uzycie moze skutkowa¢ poznaniem wielu nieznanych funkcji tego neuropeptydu, a takze

przetomem w zastosowaniu analogoéw galaniny w terapii wielu schorzen zwierzat i ludzi.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych z informacja o
odbytych stazach krajowych lub zagranicznych osrodkach naukowych lub

akademickich.

Swoja dzialalno$¢ naukowa rozpoczalem w kwietniu 2000 roku w ramach studiow
doktoranckich w Katedrze Anatomii Zwierzat, Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UWM w
Olsztynie pod kierownictwem Prof. Mirostawa L.akomego. Moim opiekunem naukowym zostat
owczesnie dr Krzysztof Wasowicz, obecnie prof. dr. hab. Dziekan ds. Nauki na tymze
Wydziale. Moje badania oraz prowadzone zaj¢cia dydaktyczne byly glownie zwigzane z
biologig molekularna, gdyz moj opiekun naukowy byt specjalista w tym zakresie oraz wraz z
nim prowadzitem przedmiot ,Biologia molekularna” dla studentow Medycyny
Weterynaryjnej”. W Katedrze Anatomii istnialo wowczas unikalne Laboratorium Biologii
Molekularnej, gdzie pod opieka Prof. Wasowicza poznawatem tajniki technik molekularnych,
w tym RT-PCR, hybrydyzacje in situ, Western Blot, klonowanie i sekwencjonowanie DNA.
Oprocz  tego  poznalem  techniki  tracingu  neuronalnego  oraz  barwien
immunofluorescencyjnych, ktore miaty stanowi¢ jedne z podstawowych technik w planowane;j
dla mnie pracy doktorskiej. Katedra Anatomii Zwierzat zajmowala si¢ wtedy gtownie badaniem
unerwienia, zrdédtami pochodzenia oraz neurochemicznym kodowaniem zwojow
unerwiajacych narzady rozrodcze $wini domowej. M06j opiekun naukowy zaproponowat temat,
ktory mial by¢ zwigzany z unerwieniem macicy §wini przez zwoj przyszyjkowy, jednak oprocz
zbadania neurochemicznej charakterystyki tego zwoju oraz zbadania kodowania chemicznego
neuronow unerwiajacych ten narzad, mial on polega¢ na zbadaniu odpowiedzi neuronéw na
uszkodzenie spowodowane aksotomig i zwigzanym z tym deprywacja neurondw na czynniki
neurotroficzne. Do tego celu miaty zosta¢ wykorzystane dobrze juz opanowane na Katedrze
techniki tracingu neuronalnego z uzyciem tracera Fast Blue oraz podwdjne barwienia
immunofluorescencyjne. Poza tym plan badan zawierat jak na owe czasy nowoczesne techniki
biologii molekularnej, w tym RT-PCR, hybrydyzacj¢ in situ z sondami RNA oraz
wykorzystanie mikroskopu konfokalnego, ktory od niedawna posiadata Katedra Anatomii
Zwierzat. Zroédlami finansowania badan byly z poczatku fundusze Katedry, jednak pozniej
udato nam si¢ otrzymac¢ grant KBN ,,doktorski” (Nr 3 PO6K 034 24, KBN ,,Wptyw aksotomii
na kodowanie chemiczne neuronéw zwoju przyszyjkowego unerwiajacych macice §wini.”).

Ostatecznym celem mojej pracy doktorskiej byto zbadanie reakcji neuronéw odpowiedzialnych
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za unerwienie rogu macicy zlokalizowanych w zwoju przyszyjkowym (PCG) $wini na
aksotomi¢ wywotang histerektomig. Zbadalem ekspresje¢ hydroksylazy tyrozyny (TH),
hydroksylazy dopaminy (DBH), acetylotransferazy cholinowej (ChAT), pgcherzykowego
transportera acetylocholiny (VAChHT), neuronalnej syntetazy tlenku azotu (nNOS),
neuropeptydu Y (NPY), naczynioaktywnego peptydu jelitowego (VIP), peptydu aktywujacego
przysadkowa cyklaze adenylowa (PACAP), galaniny, somatostatyny i substancji (SP) u
zwierzat kontrolnych oraz eksperymentalnych. Zastosowalem metode wstecznego znakowania
aksonalnego w kombinacji z podwojnymi barwieniami immunofluorescencyjnymi w celu
okreslenia kodowania neurochemicznego neuronéw unerwiajacych réog macicy w warunkach
fizjologicznych i po aksotomii, jak rowniez metod¢ RT-PCR i hybrydyzacje in situ.
Stwierdzono, ze badane neurony reaguja na aksotomi¢ jedynie spadkiem ekspresji TH i DBH
oraz wzrostem ekspresji galaniny. Zaobserwowany wzrost ekspresji galaniny w wyniku
uszkodzenia aksonu sugeruje, ze neuropeptyd ten peini takze inng funkcje niz tylko
neuromodulacja impulsu nerwowego. Uzyskane wyniki naktonity mnie do dalszego badania
funkcji galaniny w mojej przyszlej pracy naukowej. Praca doktorska zostata obroniona

4.11.2005 z wyroznieniem.

Oprocz badan zwigzanych z doktoratem zwoj przyszyjkowy $wini byt tematem innych
prac badawczych, w ktorych bralem czynny udzial. Zwdj przyszyjkowy jest gtéwnym zwojem
miednicznym samicy. Stanowi on swego rodzaju wyjatek, poniewaz jest to zwoj, ktory zawiera
zaréwno neurony adrenergiczne jak i cholinergiczne. Jest wigc ciekawym obiektem do badan.
Badania te obejmowaty m.in okreslenie dystrybucji 1 charakterystyki immunohistochemiczne;j
neuronéw zwoju przyszyjkowego unerwiajacych jajowod (11.A.1) oraz macice (11.A.2) $wini

domowej.

W czasie studiow doktoranckich rownolegle prowadzitem takze badania majace na celu
opisanie innych zwojow autonomicznych $§wini domowej oraz ich neurochemiczng
charakterystyke. Scharakteryzowatem m.in. zwoj skrzydtowo-podniebienny (I1.A.3). W
badaniach tych opisalem obecnos¢ wybranych neurotransmiterow badz ich markeréw w
strukturach w/w zwoju z uzyciem immunofluorescencji 1 mikroskopu konfokalnego oraz
techniki RT-PCR. Wykazatem, ze wszystkie neurony tego zwoju zawieraja markery
cholinergiczne: ChAT, VAChT, a takze nNOS i VIP. Poza tym wykazalem obecnos$¢ populacji
neuronoéw zawierajacych somatostatyne, NPY, PACAP i galaning. Nie stwierdzilem obecnosci
neuronow adrenergicznych (TH-dodatnich) oraz zawierajacych SP lub CGRP. Opisatem takze

obecno$¢ wlokien nerwowych na terenie tego zwoju. Technikg RT-PCR wykrylem silny sygnat
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dla transkryptow ChAT, somatostatyny, nNOS, VIP, NPY, PACAP i galaniny. W przypadku
TH, SP i CGRP zaobserwowatem tylko bardzo staby sygnat.

W tym okresie bratem takze czynny udziat w innych pracach badawczych
realizowanych w Katedrze zwigzanych z unerwieniem narzgdow $wini domowej. M.in.
zaangazowany bylem w badanie unerwienia adrenergicznego i cholinergicznego ptuc (11.A.4),
unerwienia nitrergicznego gruczotu mlekowego (I1.LA.5) oraz cholinergicznego i

peptydergicznego dodatkowych gruczotoéw piciowych (11.A.6).

Takze w tym okresie rozpoczeta si¢ wspotpraca z Kierunkiem Biotechnologia,
Wydziatu Biologii, naszego Uniwersytetu, mojego promotora oraz mnie, polegujaca na opiece
nad magistrantami tego kierunku oraz ich badaniami do prac dyplomowych. Bylem
recenzentem tych prac, a nast¢pnie promotorem (11.J.2-6). Jedne z pierwszych badan w ramach
prac magisterskich w naszym Laboratorium Biologii Molekularnej dotyczylo technologii
wytwarzania do celow naukowych 1 diagnostycznych przeciwcial ptasich. Stad tez
zainteresowanie tym tematem oraz publikacja na temat wykorzystania tych przeciwciat

(ILA.7).

Kilka miesiecy po obronie pracy doktorskiej wyjechatem na 9 miesigczny staz naukowy
do Instytutu Biomedycyny/Anatomii Uniwersytetu w Helsinkach, Finlandia, gdzie dotaczytem
do zespotu prof. Perttiego Panuli (h-index 63, ok. 14000 cytowan). Po tym okresie
zaproponowano mi przedtuzenie stazu o nastgpnych 6 miesigcy w ramach zatrudnienia na
Uniwersytecie w Helsinkach. Po nastgpnych 6 miesigcach zdecydowatem si¢ na powrdt do
Polski, cho¢ otrzymatem propozycje na dalsze przedtuzenie pobytu. W ciagu nastgpnych lat
utrzymywatem wspotprace naukowym z w/w osrodkiem 1 powracatem tam kilkukrotnie
(111.L.3). Lacznie na Uniwersytecie Helsinskim spedzitem ponad 2 lata. W pierwszym okresie
mojego pobytu w Finlandii zostalem zaangazowany w 2 projekty: ,,Novel peptide receptors in
the CNS and their role in brain functions.” oraz ,,Genetic control of neuronal degeneration in
zebrafish Danio rerio (ZEBRAGEN)”. Pierwszy z nich polegal na zbadaniu nowego receptora
dla peptydu odkrytego w osrodkowym uktadzie nerwowym gryzoni. Kilkumiesigczne badania
w tym projekcie wykazaly, ze receptor ten nie ma wigkszego znaczenia u ludzi, dlatego tez
projekt ten zostal wstrzymany. Drugi natomiast projekt okazal si¢ by¢ dla mnie bardzo
intersujacy, gdyz wykorzystywat wowczas nowy organizm modelowy w badaniach naukowych
— danio pregowanego (Danio rerio, ang. zebrafish). Organizm ten posiada wicle zalet, ktore
czynig go $wietnym modelem w badaniach biomedycznych. Od tej chwili wszystkie moje
wysitki byty skierowane na to, aby jak najlepiej pozna¢ pracg z tym organizmem modelowym
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oraz aby po powrocie do Polski wprowadzi¢ go do moich badan. W owym czasie zaden osrodek
naukowy w Polsce nie wykorzystywal tego zwierzecia laboratoryjnego do badan naukowych.
Projekt z uzyciem danio pregowanego zaktadat zbadanie funkcji gendw zwigzanych z ludzkimi
chorobami neurodegeneracyjnymi w tym genow Pitx3 i Nurrl. Gen Ptx3 ulega ekspresji
jedynie w dopaminergicznych neuronach $rodmoézgowia, a jego ekspresja jest potrzebna do
aktywnos$ci motorycznej i przezycia tej populacji neurondéw. Inaktywacja tego genu powoduje
apoptoze neuronow, w ktorych fizjologiczne zachodzi ekspresja Ptx3, natomiast neurony, w
ktorych gen ten nie ulega ekspresji sg oszczedzane. Zjawisko to bardzo przypomina to
obserwowane w chorobie Parkinsona. Receptor Nurrl jest niezbedny do dojrzewania
prekursorow neuronéow dopaminergicznych sroédmézgowia. Myszy pozbawione tego genu nie
produkuja hydroksylazy tyrozynowej, enzymu niezbednego do syntezy katecholamin. Glownie
te 2 geny stanowily gtowny cel moich badan. Moim gltéwnym zadaniem bylo zahamowanie
ekspresji w/w gendw u danio prggowanego z uzyciem antysensownych oligonukleotydow
(morpholino MO). W tym celu do embrionéw w stadium pierwszej komorki wstrzykiwatem
MO skierowane przeciwko mRNA badanego genu. Nastepnie ocenialem wptyw braku ekspresji
badanego genu na rozwoj osobniczy, przezywalno$¢, morfologie¢ oraz rozwoéj ukiadu
dopaminergicznego oraz behawior danio pregowanego. W mig¢dzyczasie prowadzitem badania
zwigzane z genami z pierwszego projektu, jednakze w odniesieniu do danio prggowanego.
Projekt ten opierat si¢ o bioinformatyke, RT-PCR, klonowanie i sekwencjonowanie. Poza tym
w czasie mojego pobytu w Helsinkach w tym okresie badatlem neuropeptydy RF-amidowe u
danio pregowanego. Jednakze wyniki tych badan nie zostaty opublikowane, gdyz zabrakto mi
czasu na dokonczenie badan, a do czasu mojego ponownego powrotu do Helsinek ukazaty si¢
juz publikacje z podobnymi wynikami opublikowane przez konkurujace grupy badawcze.
Jednakze dzigki tym projektom poznalem zasady utrzymania i hodowli danio pr¢gowanego w
warunkach laboratoryjnych, technike hamowania translacji z uzyciem antysensownych
oligonukleotydow, poznalem technike barwien immunofluorescencyjnych ,,whole mount” oraz
sposob ich analizy z uzyciem mikroskopu konfokalnego, poznatem techniki behawioralne i

szereg innych, ktore po powrocie do kraju wdrozytem w moje badania.

Jako ze w moich poprzednich badaniach w trakcie doktoratu zainteresowatem si¢
neuropeptydem galaning, postanowitem do zbadania jej funkcji uzy¢ nowo poznany organizm
modelowy. Juz w czasie mojego pierwszego pobytu Helsinkach rozpoczatem moj autorski

projekt majacy na celu zbadanie funkcji galaniny z uzyciem danio prggowanego jako
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organizmu modelowego. Wtedy tez rozpoczatem poszukiwania tego genu w genomie danio

pregowanego oraz rozpoczatem badanie jego dystrybucji na poziomie mRNA i biatka.

Pobyt na Uniwersytecie w Helsinkach oraz moje wstepne badania galaniny
zaowocowaly wzieciem udzialu w screeningu w ramach zebrafish-MODELS EU Integrated
Project w Instytucie Biologii Rozwoju, Instytutu Maxa Plancka w Tiibingen, w Niemczech w
laboratorium laureatki nagrody Nobla: Prof. Christiane Niisslein-Volhard (h-index 96, ok.
36000 cytowan) (I11.A.1, 11l.L.4). W czasie pobytu w Instytucic zajmowalem si¢
poszukiwaniem mutacji zwigzanych z ukfadem galaninergicznym w moézgu danio
pregowanego. W czasie 3 miesigcznego skreningu przeanalizowatem kilkadziesiat tysigcy
moézgéw larw danio pregowanego, co zaowocowato odnalezieniem kilku rodzin ryb z
interesujagcymi mutacjami. Mutanty te zostaly przestane do laboratorium Prof. Panuli w
Helsinkach, a prace nad identyfikacja mutacji byly kontynuowane przez cztonkoéw jego
zespolu. W ciggu nastepnych kilkunastu miesiecy udalo si¢ zawezy¢ obszar poszukiwan
szukanego genu do niewielkiego fragmentu chromosomu, jednakze projekt ten nigdy nie zostat
dokonczony powodu wejscia nowych technologii umozliwiajacych kierowang mutageneze i

przez to tatwiejsza identyfikacje efektoéw mutacji w genomie danio prggowanego.

Po powrocie na rodzimy Uniwersytet w 2006 roku, postanowitem wykorzystaé
umiejetnosci zdobyte za granica i zaczatem wykorzystywacé danio pregowanego do swoich
badan. Mimo tego, ze organizm ten byt juz w $wiecie szeroko wykorzystywany w badaniach
naukowych, w Polsce byl praktycznie nieznany. Hodowla przeze mnie zatozona byta wiec
pierwsza w Polsce hodowla danio pregowanego wykorzystywang do badan naukowych.
Dopiero 6 lat pozniej pojawit si¢ nastepny osrodek wykorzystujacy ten organizm do badan
naukowych. Poczatki mojej pracowni byty bardzo trudne, ze wzglgedu na brak zrozumienia ze
strony polskiego srodowiska naukowego oraz ograniczone srodki finansowe. Przez nastepnych

kilka lat pracowalem z tym organizmem modelowym jedynie ze studentami z kota naukowego.

W latach 2006-2009 bylem wykonawcag grantu Nr 2 P06K 005 30, KBN
»Wspoélzaleznos¢ ukladow nerwowego 1 immunologicznego u $wini w $wietle badan
morfologicznych.”. Gtéwna ideg projektu byto zbadanie relacji pomiedzy uktadem nerwowym,
a widknami nerwowymi zaopatrujacymi niektore narzady limfatyczne §wini domowej i
wybranymi komorkami uktadu immunologicznego zlokalizowanymi w tych narzadach. Relacja
ta zostala opisana na podstawie obserwacji struktury tych narzadow w okresie postnatalnym, a
takze poprzez zbadanie wzajemnych zwigzkéw morfologicznych pomiedzy dwoma badanymi
uktadami w procesie patologicznym jakim byt stan zapalny jelit towarzyszacy dyzenterii $win
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wywotanej do$wiadczalnie zakazeniem bakteriami Brachyspira hyodysenteriae. Zadanie to
zostalo zrealizowane za pomocg metod ilo§ciowych (cytometria przeptywowa, ELISA), oraz
metod morfologicznych (pojedyncze i podwodjne barwienia immunohistochemiczne). Moim
gléwnym zadaniem byto przygotowanie i wybarwienie komorek do cytometrii przeptywowej
oraz przygotowanie oraz analiza barwien immunohistochemicznych z uzyciem mikroskopu

konfokalnego. Wyniki tych badan zostaty opisane we publikacjach z moim wspotautorstwem
(11.L.10,12,29).

W 2008 roku odbytem staz naukowy w Instytucie Haartmana w Katedrze Patologii,
Uniwersytetu Helsinskiego, w zespole, ktorym przewodzit prof. Erkki Holtta (h-index 40, ok.
4900 cytowan, Il.L.5). Badania z moim udzialem dotyczyly badania mechanizmow
powstawania przerzutow ludzkiego czerniaka skory. W badaniach tych poroéwnalismy profile
ekspresji genow w mikro- i makroprzerzutach czerniaka do weztow chtonnych. Moje badania
wykazaly, ze biatka macierzy pozakomorkowej tworza razem skomplikowane sieci wokot
skupisk komoérek nowotworowych w czerniaku i przerzutach raka sutka. Przeprowadzone
analizy funkcjonalne sugerowaty, ze te nowo syntetyzowane sieci reguluja adhezje, migracje i
wzrost komorek nowotworowych, fibroblastow i komorek srodbtonka. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze zbadane biatka macierzy pozakomodrkowej, szczegdlnie periostyna i fibronektyna
1 moga stanowi¢ atrakcyjne cele dla opracowania nowych terapii przeciwko czerniakowi
rozsianemu, rakowi piersi i ewentualnie innym nowotworom, poprzez wptyw na kluczowe
procesy przerzutowania. Wynikiem tych badan jest publikacja z IF=5,224, MNiSW = 45pkt,

56 cytowan. w ktorej jestem 2 autorem na 11 (I1.A.13)

W latach 2009-2012 bytem wykonawca grantu Nr N N308237936, KBN ,,Badania nad
oddziatywaniem toksyny T-2 i zearalenonu na wybrane wskazniki odpowiedzi
immunologicznej jelita $wini.” Efektem tych badan byly m.in. 2 publikacje (11.A.15, 20) w
ktorych jestem odpowiednio 2 i 3 autorem. W publikacji 1 (11.A.15) opisali$my wptyw T-2 na
odpowiedz komoérkowa i humoralng w tkance limfoidalnej zwigzanej z jelitami (GALT).
Badanie to miato na celu zbadanie skutkéw dlugotrwatej ekspozycji na niskie dawki toksyny
T-2 na zmiany odsetka limfocytow T CD4 + i CDS8 +, podwdjnie dodatnich limfocytow T CD4
+/ CDS8 +, limfocytow B CD21 oraz ekspresji interleukin IL-2, IFN-y, IL-4 i IL-10 w kepkach
Peyera w jelicie biodrowym $wini. Celem drugiej publikacji (11.A.20) byta charakterystyka
odpowiedzi immunologicznej przebiegajacej w weztach biodrowo-okrezniczych (ICLN) u
prawidtowych 1 traktowanych zearalenonem (ZEN) niedojrzatych plciowo samic §win.

Zastosowana w eksperymencie dawka byla na poziomie, ktory nie wywotuje dajacych si¢
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zaobserwowac¢ szkodliwych skutkéw (NOAEL) w jajnikach, macicy 1 pochwie. Analiza
koncentracji tkankowej cytokin wykonana testem immunoenzymosorpcyjnym (ELISA)
wykazala w 28 dniu doswiadczenia u §win otrzymujacych ZEN podwyzszony poziomu cytokin
produkowanych przez limfocyty pomocnicze Thl (IL-2, IL-12 i IFN-y). Poziom cytokin
limfocytow pomocniczych Th2 (IL-4 i IL-10) w grupie eksperymentalnej cechowata nieistotna
statystycznie tendencja wzrostowa w pordéwnaniu do grupy kontrolnej. Cytometria
przeplywowa wykazala liniowy spadek odsetka limfocytow B CD21+, limfocytow T CD2+ i
limfocytow T CD4+CD8- oraz wzrost odsetka komorek T CD8+CD4- i komorek TCRyd+ u
swin bedacych pod wptywem ZEN. Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe]
(HPLC), wykazano wzrastajace w czasie st¢zenie ZEN i a-ZEL (o-zearalenolu) w watrobie, a
wylacznie ZEN w badanych weztach chtonnych. Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze ZEN w
stezeniu NOAEL przesuwa odpowiedz immunologiczng w ICLN $win w stron¢ Th1/Thl17,
jednoczesnie prawdopodobnie pobudzajac makrofagi fenotypu M1. Ponadto obserwowano
wzrost wydzielania cytokin humoralnych, co mozna tlumaczy¢ ujemnym sprzezeniem
zwrotnym oraz przechodzeniem makrofagéw z fenotypu M1 na M2 oraz odpowiedzi Thl na
Th2. ZEN moze, zatem wptywaé na procesy wydzielania cytokin i ksztaltowanie odsetka

limfocytow w weztach chtonnych biodrowo-okrezniczych.

W 2009 roku zdobytem grant Nr 552/MOB/2009/0 w ramach Ill edycji programu
Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego: ,,Wsparcie migdzynarodowej mobilnos$ci
naukowcow” pt. “The role of galanin in the development of zebrafish (Danio rerio).
Organization of the galaninergic system in the brain and correlation with other systems”
(I11.A.2). Grant ten realizowalem w nastgpnym roku przez 9 miesigcy w osrodku, ktory
wizytowatem  poprzednio  kilkukrotnie = (Neuroscience  Centre,  Institute  of
Biomedicine/Anatomy, University of Helsinki, 111.L.3). W czasie tego pobytu mialem
mozliwo$¢ zapoznania si¢ z nowymi technikami, ktore pojawily si¢ w Instytucie, ale przede
wszystkim uzyskalem wyniki, ktore stanowig trzon pierwszej publikacji o galaninie u danio

pregowanego (1.B.1)

W po powrocie ze stazu w Helsinkach, w trakcie ktorego miatem mozliwo$¢ zapoznac si¢
z zaletami wykorzystania transgenicznych linii danio pr¢gowanego, zdecydowatem si¢ na
uzycie na szerszg skale zwierzat transgenicznych takze w moim rodzimym osrodku naukowym.
Wymagato to zdobycia zezwolenia na ,,Zamknigte Uzycie GMQO?”, ale takze szerszej wiedzy na
temat tworzenia i wykorzystania linii transgenicznych danio pregowanego. W 2011 roku udato

mi si¢ zdoby¢ finansowanie na wyjazd do Sars International Centre for Marine Molecular
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Biology w Bergen, do dr Maximiliano Suster (h-index 16, ok. 1700 cytowan, 111.L.6), ktory
jest ekspertem od transgenezy u danio prggowanego. Wynikiem tej wizyty oprocz zdobytej
wiedzy i doswiadczenie, byta proba przystgpienia wraz z dr Susterem do grantu w ramach
POLISH-NORWEGIAN RESEARCH PROGRAMME pt. ,,Roles of galanin in zebrafish

models of neurodegenerative and excitability disorders”.

W latach 2010-2013 bytem wykonawcg w grancie Nr N N308 233638, KBN ,,Udziat
substancji P 1 galaniny oraz ich receptorow w eksperymentalnie wywotanym stanie zapalnym
okreznicy”. Celem naukowym prowadzony w grancie badan bylo okreslenie wptywu stanu
zapalnego okreznicy, wystepujacego w przebiegu dyzenterii wywotanej eksperymentalnym
zakazeniem B. hyodysenteriae, na ekspresje substancji P i galaniny oraz receptoréw dla tych
neuropeptydow w blonie $luzowej i mig$niowej okreznicy oraz wyizolowanych ze $ciany
okreznicy limfocytach. Poziomy ekspresji obu neuropeptydéw i ich receptorow byty badane
przy uzyciu techniki real-time PCR. Badania iloSciowe zostaly uzupelnione badaniami
prowadzonymi przy uzyciu metody morfologicznej - hybrydyzacji in situ. Przeprowadzone
badania pozwolily na okreslenie, ktore struktury $ciany okreznicy sg glownymi tkankami
docelowymi dla obu neuropeptydow pojawiajacych si¢ lokalnie w wigkszych stezeniach
tkankowych w przebiegu stanu zapalnego. Wyniki grantu zostaly opublikowane w

publikacjach, ktorych jestem wspotautorem (11.A.17, 18).

W 2013 roku zlozytem wniosek o finansowanie projektu badawczego w ramach
konkursu SONATA bis zatytulowany ,,Badanie funkcji galaniny z uzyciem danio pregowanego
(Danio rerio) jako zwierzecia modelowego.”. Niestety mimo dobrych recenzji od recenzentow

zagranicznych w drugim etapie, wniosek nie uzyskal finansowania.

Poza tym nadal wspotpracuj¢ z pracownikami Katedry Anatomii Zwierzat, gdzie
bronitem doktorat i pracowatem wiele lat, w zakresie charakterystyki neurondéw zaopatrujacych
narzady $wini domowej. W wyniku tej wspolpracy ukazatly si¢ prace z moim wspotautorstwem
(11.A.14, 19, 22, 26).

W celu zdobycia do$wiadczenia w zakresie stosowania metody RNA-Seq oraz
wykorzystania modelu danio prggowanego w badaniach zwigzanych z akwakulturg, w maju
2014 r. odbytem krotki wyjazd zagraniczny do osrodka badawczego prof. Igora Babiaka (h-
index: 24, 1511 cytowan,) na Uniwersytecie w Nordland w Norwegii. Wyjazd zagraniczny
pozwolit mi nawigza¢ nowe kontakty, a takze pomodgl rozwing¢ dotychczasowy warsztat

badawczy i1 skutecznie kontynuowa¢ zaawansowane prace badawcze.
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Praca naukowa wymaga ciaggtego doskonalenia warsztatu badawczego oraz zdobywania
kontaktéw z wybitnymi naukowcami. W tym celu postanowitem odby¢ krotki staz w 2016 r na
Uniwersytecie w Oslo, Norwegia w zespole dr. Camilla Esguerra (h-index 17, 1476 cytowan,
I11.L.9), ktorg poznatem wcze$niej i ktora jest specjalistka od wykorzystania danio
pregowanego jako modelu w padaczce. Udatlo mi si¢ zdoby¢ finansowanie w ramach
Mechanizmu Finansowego EOG i Norweskiego Mechanizmu Finansowego. W czasie wyjazdu
oprocz nawigzania wspotpracy zdobytem wiedze 1 umiejetnosci, ktore zostaty wykorzystane w
badaniach w publikacji z prezentowanego cyklu (1.B.3)

Ostanie lata mojej dziatalno$ci naukowej zwigzane sg z rozwojem utworzonej przeze
mnie  grupy  badawczej, ktorej nieformalnie  przewodzg  (Zebrafish  Team

www.uwm.edu.pl/zebrafish). Zajmuje si¢ ona glownie badaniami funkcji neuropeptydoéw z

uzyciem danio pregowanego jako organizmu modelowego, Utworzone przeze mnie
laboratorium posiada w peini funkcjonujacy system do hodowli danio prggowanego, gdzie
obecnie jest utrzymanych ponad 20 réznych linii danio prggowanego, w tym glownie linie
transgeniczne oraz mutanty, wykorzystywane w naszych biezacych badaniach. Dzieki
zdobytemu doswiadczeniu za granica w uzyciu danio prggowanego jako organizmu
modelowego posiadam szerokg wiedze na ten temat oraz prowadze wspolprace
migdzynarodowa. Doktoranci, ktérzy naleza do utworzonego przez mnie zespotu i ktérych
jestem/bytem promotorem pomocniczym, oprocz wiedzy i dos§wiadczeniu zdobywanego w
naszym laboratorium, zdobywaja je jeszcze w trakcie wielu dlugoterminowych stazéw

naukowych, m.in. w Helsinkach, Pecz, Lejdzie.

Na bazie wielostronnej wspotpracy migdzynarodowej pomiedzy naszym zespotem
(Zebrafish Team) a Uniwersytetem w Pecz oraz Uniwersytetem w Helsinkach powstat projekt
badawczy, ktory byt podstawa pracy doktorskiej mojej doktorantki (promotor pomocniczy)
obronionej w 2018r., pt. ,,Badanie funkcji polipeptydu aktywujacego przysadkowa cyklaze
adenylanowa (PACAP)-38 w przebiegu uszkodzenia komorek rzesatych przez czynniki
prozapalne oraz stres oksydacyjny z uzyciem danio pregowanego (Danio rerio) jako organizmu
modelowego". Zasadniczym celem badan bylo wykazanie protekcyjnych wlasciwosci
polipeptydu aktywujacego przysadkowa cyklaze adenylanowg (PACAP-38) wobec komorek
rzgsatych poddanych szkodliwemu dziataniu stresu oksydacyjnego i czynnikow prozapalnych.
W pracy wykazano, ze PACAP-38 wykazuje dzialanie antyapoptotyczne na komorki rzgsate
poddane stresowi oksydacyjnemu. Szczegoty S$ciezki/mechanizmu odpowiedzialnego za

antyapoptotyczny efekt PACAP-38 sg niejasne. Mozna jednak wykluczy¢ udziat szlaku kinazy
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p-38 MAPK, poniewaz przeprowadzone badania wyraznie wykazaty brak wptywu PACAP-38
na aktywno$¢ w/w enzymu. Zaobserwowane na poziomie komoérkowym protekcyjne
wlasciwosci PACAP-38 przektadaja si¢ na aspekt funkcjonalny, gdyz peptyd ten w badaniu
behawioralnym w znacznym stopniu polepsza parametry ruchu po uszkodzeniu komorek
rzgsatych linii nabocznej. PACAP-38 hamuje migracj¢ neutrofilow w przebiegu stanu
zapalnego, jednak nie zmienia poziomu nasilenia objawow nekrozy. PACAP-38 moze dziata¢
bezposrednio na neutrofile, gdyz wykazano, ze w neutrofilach ulegaja ekspresji wszystkie geny
dla receptorow PACAP-38. PACAP-38 moze tez regulowac¢ migracj¢ neutrofiléw posrednio,
gdyz wykazano, ze w przebiegu procesu zapalnego obniza poziom ekspresji IL-8, ktorej
dziatanie polega na stymulowaniu migracji neutrofili. Wykazano takze, ze PACAP-38 ma
istotny wplyw w przebiegu procesu zapalnego na ekspresje gendow zwigzanych z odpowiedzia
immunologiczng. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w publikacjach, w ktorych jestem
wspotautorem (11.A.23, 30).

Jestem takze promotorem pomocniczym w 2 innych otwartych przewodach doktorskich,
zatytutowanych ,,Wptyw galaniny na neurony motoryczne narazone na toksyczne dzialanie
beta-N-metyloamino-L-alaniny w trakcie rozwoju danio pregowanego (Danio rerio).” oraz
,»Rola galaniny w ksztaltowaniu odpornosci nieswoistej oraz w przebiegu infekcji bakteryjne;j
u danio prggowanego (Danio rerio) jako organizmu modelowego”. Jednym z wynikow
pierwszego projektu jest wygenerowanie technologia CRISPR-cas9, w naszym laboratorium
linii danio pregowanego pozbawionego ekspresji galaniny. Stanowi on obecnie §wietny model
umozliwiajacy dalsze badanie przez nas funkcji galaniny. Drugi projekt jest realizowany jest w
oparciu o finansowanie z grantu PRELUDIUM o tym samym tytule. Jak do tej pory moje
doktorantki opublikowaty 2 publikacje ktorych jestem wspotautorem (11.A.21, 25) nastepne sa
w recenzji, badZ przygotowaniu.

Bylem tez promotorem prac magisterskich, ktore za wyjatkiem pierwszej dotyczyty
badan z uzyciem danio preggowanego. Na uwage zastuguje fakt, ze wszyscy moi magistranci po

obronie kontynuujg prace naukowa i obronili, badz wkrétce obrong tytut doktora.

Wspotpracuje tez z grupg prof. Pawta Brzuzana z Katedry Biotechnologii w Ochronie
Srodowiska UWM w Olsztynie. W naszych badaniach wykorzystujemy m.in. danio
pregowanego do oceny wplywu zanieczyszczen S$rodowiska na organizmy kregowcow
(11.A.11, 11.D.2). Jestem opiekunem naukowym, doktoranta, ktorego kopromotorem jest prof.
Brzuzan (111.K.4).
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Zalety uzycia danio pr¢gowanego w badaniach naukowych powoduja, ze coraz wigcej
naukowcoOw spoza naszego osrodka przyjezdza do naszego laboratorium, takze z zagranicy, na
szkolenie i zwraca si¢ do mnie z propozycja wspotpracy

(http://www.uwm.edu.pl/zebrafish/page5.html). Pod koniec 2018 roku go$citem w naszym

laboratorium dr. Ishaku Leo Elisha z Tshwane University of Technology, Pretoria, Republika
Potudniowej Afryki, ktory przyjechat na staz w celu zapoznania si¢ metodami wykorzystania
danio pregowanego w badaniach, a takze by rozpocza¢ badania, ktore prowadze w ramach

wspotpracy z Prof. Alvaro Viljoen (www.alvaroviljoen.com) z w/w Uniwesytetu. Jak do tej

pory oprocz publikacji z Prof. Brzuzanem, w wyniku tej wspotpracy w ostatnich latach ukazaty
si¢ nastgpne 2 publikacje (11.A.24, 27). Jednak kilka innych jest w recenzji badz w
przygotowaniu. Wspoélpraca ta owocuje w postaci grantow badawczych z uzyciem danio
pregowanego, w ktore jestem zaangazowany (2017/25/N/NZ7/01899, NCN, ,,Kumaryny jako
potencjalne substancje o dziatlaniu przeciwlegkowym™), zostalty ztozone, badz s3 w

przygotowaniu.

Zestawienie liczbowe dorobku naukowego (dotyczy wylgcznie publikacji petnotekstowych)
uwzgledniajgca rodzaj publikacji, punktacje MNiSW oraz wspotczynnik wplywu (IF)

_ o Liczba Punktacja
Rodzaj publikacji o ) IF
publikacji MNiSW*
Prace oryginalne w czasopismach z 46,803
) 30 770
listy JCR (48,523)**
Prace oryginalne w czasopismach
Y9 _ P 1 10 0
spoza listy JCR
Prace przegladowe w czasopismach z 3 70 0,604
listy JCR (2,923)
Prace przegladowe w czasopismach 0 0 0
spoza listy JCR
47,407
Lacznie 34 850
(51,446)**

* Punktacja MNiSW za rok opublikowania publikacji. Dla publikacji sprzed 2013 padano
punktacj¢ za rok 2013.
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**Doliczono IF publikacji, ktore w roku opublikowania nie posiadaty jeszcze tego wskaznika

lub miaty go dopiero naliczanego.

Pozostale dane bibliograficzne

-liczba cytowan wedtug bazy Web of Science = 333 (304 bez autocytowan)
- liczba cytowan wedtlug bazy Scopus =337

- liczba cytowan wedlug bazy Google Scholar =439

-indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science =9

- indeks Hirscha wedtug bazy Scopus=9

-indeks Hirscha wedlug bazy Google Scholar = 10

6. Dzialalno$¢ organizacyjna oraz w zakresie popularyzowania nauki.

Za moje najwazniejsze osiagniecie w zakresie popularyzowania nauki uwazam
zintegrowanie polskiego srodowiska naukowego zainteresowanego wykorzystaniem danio
pregowanego jako organizmu modelowego. Po zalozeniu pierwszego w Polsce laboratorium
oraz hodowli danio prggowanego do celow naukowych poszukiwatem aktywnie naukowcow,
ktorzy byliby takze zainteresowani wykorzystaniem tego organizmu modelowego w badaniach.
Udato mi si¢ odnie$s¢ ludzi oraz miejsca w ktorych rozpoczynano badz planowato sie¢
rozpoczecie hodowli danio prggowanego oraz wykorzystanie ich do badan naukowych.
Odnalaztem naukowcow z bogatym, wieloletnim do$wiadczeniem w uzyciu tego organizmu
modelowego zdobytego za granica, ktorzy mieli rozpocza¢ organizacije ,,zebrafish labs” w
Polsce. Byta to dr Matgorzata Wiweger z University of Leiden, Holandia, ktéora miata
zorganizowac ,,zebrafish facility” w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i
Komoérkowej w Warszawie oraz prof. Przemko Tylzanowski z University of Leuven, Belgia,
ktéry miatl zaja¢ si¢ organizacja badan z uzyciem danio prggowanego na Uniwersytecie
Medycznym w Lublinie. Poza tym udato mi si¢ skontaktowac z zespotem pani prof. Matgorzaty
Daczewskiej z Instytutu Biologii Eksperymentalnej, na Uniwersytecie Wroctawskim, gdzie

prowadzono juz w tym czasie badania z uzyciem tego organizmu modelowego. Wielokrotne
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dyskusje oraz rozmowy inicjowane przeze mnie doprowadzily w koncu do utworzenia

Polskiego Towarzystwa ,,Zebrafish” (Polish Zebrafish Society www.zebrafish.org.pl), gdzie

jestem cztonkiem Zarzadu. W ramach Towarzystwa prowadzimy szeroko zakrojong kompani¢
promujaca wykorzystanie danio prggowanego jako organizm modelowy w badaniach
naukowych. W ciggu ostatnich lat organizm ten staje si¢ w Polsce coraz bardziej popularny, co
powoduje, ze coraz wigksza liczba naukowcOéw z Polski chciataby pozna¢ techniki
wykorzystywane w badaniach z tym zwierzeciem. Dlatego, tez jako Towarzystwo
zdecydowali$my si¢ na zorganizowanie Warsztatow, na ktérych zaproszeni gosci z zagranicy
oraz my mogli$my podzieli¢ si¢ wiedzg i umicjetno$ciami w zakresie wykorzystania danio
pregowanego w badaniach naukowych. W przeciggu niespelna 2 lat zorganizowaliSmy 4 edycje
Warsztatow (111C2,4-6, http://www.zebrafish.org.pl/), w czasie ktorych uczestnicy, za

symboliczng optata, mieli okazje zapozna¢ si¢ teoretycznie z modelem w czasie wykladow,
zaprezentowac swoje wyniki, a takze nauczy¢ si¢ szeregu technik w czasie zaje¢ praktycznych.
M¢j wklad w organizacje Warsztatow oceniam na znaczacy, gdyz oprocz organizacji
przedsiewzigcia, zebrania funduszy od sponsoréw, opracowatem i koordynowatem wszystkie
zajgcia praktyczne w 3 pierwszych edycjach Warsztatow. Jako Towarzystwo planujemy takze
konferencj¢ naukows, ktora ma si¢ odby¢ we wrzesniu 2019 roku (111.C.7). Oprocz Polskiego
Towarzystwa ,,Zebrafish” jestem takze wieloletnim cztonkiem innych towarzystw naukowych:
Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Polskiego Towarzystwa Anatomicznego oraz
Polskiego Towarzystwa Nauk o Zwierzgtach Laboratoryjnych — POILASA (111.H.1-4).

Moje umiejetnosci organizacyjne mozna przesledzi¢ takze na przykladzie zatozonej i
kierowanej przez mnie ,,Pracowni Neurobiologii i Rozwoju Danio Pr¢gowanego”. Pracownia
ta obecnie jest wyposazona w profesjonalny system do hodowli danio pregowanego, jednakze
posiada takze zaprojektowany i zbudowany przeze mnie system, ktory przez wiele lat §wietnie
spetnial swoja funkcje. Nadzoruje i organizuj¢ funkcjonowanie pracowni, pozyskiwanie ryb do
dalszych badan 1 utrzymanie juz istniejacych linii/szczepoéw. Dzigki moim staraniom pracownia
ta ciggle si¢ rozbudowuje 1 sluzy coraz liczniejszemu gronu naukowcoOw pragnacych
wykorzysta¢ danio pregowanego w swoich badaniach.

Moja dzialalno§¢ w zakresie popularyzowania nauki objawia si¢ takze czynnym
udziatem w licznych konferencjach zagranicznych i krajowych, podczas ktorych wygtositem
osobiscie 10 referatow (11.K.1-10). Ponadto bratem tez udzial w innych konferencjach
naukowych, gdzie prezentowatem swoje wyniki w formie plakatu (111.B.1-69). Dodatkowo,
bytem cztonkiem komitetu organizacyjnego (Scientific Secretary), migdzynarodowej

konferencji naukowej ,,10th Joint Meeting of the European Neuropeptide Club and the Summer
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Neuropeptide Conference” (I11.C.1), a takze Czlonkiem Komitetu Naukowego XLVI
Miegdzynarodowego Seminarium Ko6t Naukowych (111.C.3).

W celu promowania nauki i badan wlasnych, niejednokrotnie udzielatem wywiadow i
przygotowywalem materiaty dla dziennikarzy z lokalnej prasy, czego efektem byt program
wyemitowany w TVP3 Lublin wyemitowany, 16.01.2018 z wywiadem ze mng, a takze artykuty
pojawiajace si¢ periodyku Wiadomosci Uniwersyteckie (111.1.3d). Za wazng uwazam roéwniez
moja aktywnos$¢ w Internecie, ktora polega na tworzeniu i administrowaniu stron internetowych

dotyczacych dziatalnosci naukowej naszego Towarzystwa oraz zespotu (www.zebrafish.org.pl,

www.uwm.edu.pl/zebrafish) a takze promocji badan w formie postéw publikowanych na

biezaco w mediach spotecznosciowych (111.1.3e).

W ramach popularyzacji nauki podczas Europejskiej Nocy Naukowcoéw oraz
Olsztynskich Dni Nauki i1 Sztuki w ciggu kilku ostatnich lat, prowadzilem warsztaty dla
przedszkolakéw oraz uczniow szkot podstawowych i ponadpodstawowych (111.1.3). Bytem
wielokrotnie zapraszany do innych os$rodkéw naukowych (111.1.3b), a takze na spotkania
oddziatow Towarzystw Naukowych (I11.1.3c), aby wyglosi¢ wyktad i podzieli¢ si¢ moja
wiedzag 1 umiejetnosciami z zakresu wykorzystania danio pregowanego w badaniach
naukowych.

Jestem rowniez aktywnym recenzentem czasopism naukowych z listy JCR, dla ktorych
przygotowatem lacznie 28 recenzji w jezyku angielskim (I11.P), a takze 2 projektow
naukowych, w tym jeden zagraniczny (I11.0). Dodatkowo jestem cztonkiem Zespotu

Doradczego do spraw Dobrostanu Zwierzat ha moim rodzimym Wydziale (111.Q.a).

7. Dzialalnos¢ dydaktyczna (osiagniecia dydaktyczne i sprawowana opieka
naukowa nad studentami lub doktorantami w charakterze opiekuna

naukowego lub promotora pomocniczego).

Dziatalno$¢ dydaktyczng rozpoczatem jeszcze na studiach doktoranckich od
prowadzenia ¢wiczen z przedmiotu ,,Biologia Molekularna”, pdzniej ,,Genetyka Ogodlna i
Weterynaryjna” oraz ,,Anatomia Zwierzat” na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej, UWM w
Olsztynie. Kiedy w 2005 r. zostalem zatrudniony na stanowisku pracownika naukowo-
dydaktycznego, w duzej mierze kontynuowatem prowadzenie dotychczasowych zajec¢, ale
prowadzitem réwniez zajecia dla studentow Wydzialu Bioinzynierii (Anatomia Zwierzat) oraz

Wydziatu Biologii, kierunek Biotechnologia (Seminaria Magisterskie) UWM w Olsztynie
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(111.1.1). Od 2013 prowadze gtownie ¢wiczenia z przedmiotu ,,Patofizjologia Zwierzat”, a takze
,Genetyka Ogodlna 1 Weterynaryjna” dla studentow Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
UWM w Olsztynie.

W celu wzmocnienia potencjatu dydaktycznego 1 podniesienia umiejetnosci
jezykowych, w 2000 r odbylem dwa 1-miesi¢czne staze zagraniczne na Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu w Neapolu, Wtochy (111.L.1) oraz na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej Krolewskiego Uniwersytetu w Gandawie, Belgia (I11.L.2), a w 2012 r.
odbylem 3-tygodniowy staz zagraniczny na Uniwersytecie Helsinskim w Finlandii (111.L.7).
Podczas pobytéw zagranicznych miatem osobisty kontakt z pracownikami roznych wydziatow
1 uczestniczylem w zajeciach z ich studentami, co pozwolito mi zapoznaé si¢ z systemem
ksztatcenia w wizytowanych krajach oraz pozna¢ nowe metody nauczania.

Swoje umiejetnosci naukowo-dydaktyczne miatem mozliwos¢ wykorzysta¢ poza moja
rodzimg jednostka w kraju, a takze za granicg. Dwukrotnie mialem mozliwos¢ prowadzi¢
zajecia w czasie ,,Zebrafish neurobiology course’ na Uniwersytecie Helsinskim (111.1.2a,b).
Prowadzitem zajecia na Studium Specjalizacji Uzytkowania i Patologii Zwierzat
Laboratoryjnych (I11.1.2c), prowadzitem szkolenie dla osob wykonujacych procedury na
zwierzetach (111.1.2f), a takze 4 krotnie prowadzitem ¢wiczenia praktyczne w czasie ,,Zebrafish
Workshops” (111.1.2d,e,g,h).

Ponadto, bytem promotorem pomocniczym 1 doktoratu obronionego z wyrdznieniem w
2018 roku, jestem promotorem pomocniczym 2 nastgpnych otwartych przewodéw doktorskich,
ktorych obrona planowana jest na 2019, a takze opiekunem naukowym 2 nastgpnych
doktorantow (111.K). Bylem promotorem 5 prac magisterskich (111.J.2-6), a takze recenzentem
7 innych. W 2018 roku zgodzitem si¢ zosta¢ egzaminatorem zewngetrznym (external examiner)
w rozprawie pt.” Development and validation of a post-traumatic stress disorder model in
zebrafish” na Faculty of Health Sciences, North-West University, South Africa. Od wielu lat
jestem takze opiekunem naukowym studentow z kota ,,Anatoméw Weterynaryjnych” oraz

obecnie kota ,,Zebrafish” (111.J.1).
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