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1. Imie i nazwisko

Michat Wojciech Zatecki

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

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej
2004  Certyfikat: ,,Specjalista Systemu HACCP”, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
Certyfikat: ,,Petnomocnik Systemu HACCP”, TUV Akademie Rheinland GmbH Niemcy

2004 Tytut: lekarz weterynarii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie

2009 Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, Wydzial Medycyny Weterynaryjne;j,

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Tytut rozprawy doktorskie;j: ,,Lokalizacja i kodowanie chemiczne zewnatrzpochodnych

neuronow unerwiajacych zwieracz odzwiernika zotagdka $wini domowe;j”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2004 — 08.07.2009 Doktorant, Katedra Anatomii Zwierzat, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

01.12.2009 — 30.09.2010 Pracownik techniczny na stanowisku specjalisty, Katedra Anatomii
Zwierzat, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie

01.10.2010 — 31.10.2011 Asystent Katedra Anatomii Zwierzat, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

01.11.2011 — do dzis$ Adiunkt, Katedra Anatomii Zwierzat, Wydziat Medycyny

Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
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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.)

4.1 Osiagniecie stanowi cykl publikacji powigzanych tematycznie pod wspélnym tytulem:

Srédscienne zstepujqce projekcje nerwowe zaopatrujgce zwieracz odéwiernika zolgdka $wini domowej
i wpbyw eksperymentalnie wywolywanych owrzodzen dystalnej czesci zZotqdka na plastycznosé
enterycznego uktadu nerwowego z uwzglednieniem zmian ekspresji wybranych neuropeptydow i ich

receptorow W neuronach i tkankach.

Cykl ten obejmuje 4 oryginalne artykuly naukowe opublikowane w czasopismach
indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR) w latach 2015 — 2019. Kazde z czasopism jest

zaklasyfikowane do pierwszego kwartylu (Q1) w wybranej dziedzinie.

Laczna punktacja tych prac wynosi:

- wedtug wykazu listy czasopism punktowanych MNiSW z dn. 26.01.2017 (za lata 2013-2016):
150 pkt

-taczny wspotezynnik oddziatywania, impact factor (IF) wedtug daty publikacji:
11,869

4.2 Wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu:

4.2.1  The Influence of Antral Ulcers on Intramural Gastric Nerve Projections Supplying the Pyloric
Sphincter in the Pig (Sus scrofa domestica)—Neuronal Tracing Studies. Zalecki M.; PLoS
One. 2015 May 11; 10(5):20126958. doi: 10.1371/journal.pone.0126958.
(Link do artykutu w wersji online)

IF=3,057; MNiSW=40 pkt; Q1

4.2.2  The Influence of Gastric Antral Ulcerations on the Expression of Galanin and GalR1, GalR2,
GalR3 Receptors in the Pylorus with Regard to Gastric Intrinsic Innervation of the Pyloric
Sphincter. Zalecki M., Sienkiewicz W., Franke-Radowiecka A., Klimczuk M., Kaleczyc J.;
PLoS One. 2016 May 13; 11(5):e0155658. doi: 10.1371/journal.pone.0155658.

(Link do artykutu w wersji online)
IF=2,806; MNiSW=40 pkt; Q1



https://doi.org/10.1371/journal.pone.0126958
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0155658
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4.2.3 Galaninergic intramural nerve and tissue reaction to antral ulcerations. Zalecki M., Pidsudko
Z., Franke-Radowiecka A., Wojtkiewicz J., Kaleczyc J.; Neurogastroenterol Motil. 2018
Jul;30(7):e13360. Epub 2018 May 2. doi: 10.1111/nmo.13360.

(Link do strony z artykulem)
IF=3,842; MNiSW=30 pkt; Q1

4.2.4  Gastric ulcer induced changes in substance P and Nk1, Nk2, Nk3 receptors expression in
different stomach localizations with regard to intrinsic neuronal system. Zalecki M.;
Histochem Cell Biol 2019 Jan; 151(1):29-42. Epub 2018 Aug 28. doi: 10.1007/s00418-018-
1715-4.

(Link do artykutu w wersji online)

IF=2,164; MNiSW=40 pkt; Q1

Os$wiadczam, ze:

Koncepcja przeprowadzonego eksperymentu jak i projekt wszystkich etapow badan sa wyltacznie
mojego autorstwa. Realizacja catego przedsigwzigcia naukowego byta mozliwa dzigki uzyskaniu przeze
mnie finansowania na ten cel w ogélnopolskim konkursie ,,Juventus Plus” (grant nr. 1P2012 044172),
ktorego ideg, zgodnie z zatozeniami Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, jest wsparcie
finansowe badan naukowych prowadzonych przez wybitnych mtodych naukowcoéw. Zgodnie z
zasadami tego konkursu caty wniosek przygotowywany byt wytacznie przez jednego naukowca, ktory
byl réwniez kierownikiem i gtownym wykonawcg. Dlatego samodzielnie wykonatem przewazajaca
wigkszo$¢ badan i analiz. Z racji uzytego gatunku (operacje wykonywane na $wini domowej wymagaja
zespotu sktadajacego si¢ z kilku osob) oraz duzej liczby badanych zwierzat (Symultaniczne pobieranie
materialu w do$§wiadczeniu terminalnym ktoéry wymaga natychmiastowej i $cisle okreslonej czasowo
obrobki) przy przeprowadzaniu pewnych etapow eksperymentu towarzyszyt mi zespot naukowcow,
ktorzy sa wspotautorami dwoch publikacji 4.2.2 i 4.2.3. We wszystkich artykutach bylem wytgcznym
autorem tekstu i rycin oraz samodzielnie przygotowatem uktad pracy i zajmowatem si¢ procesem ich
publikacji. Udziat prof. dr hab. Jerzego Kaleczyca w pracach wymienionych przy pozycjach 4.2.1.-
4.2.5. byl zwigzany z konsultacjami, radami i uwagami krytycznymi dotyczacymi poprawnosci

jezykowej i przejrzystosci tekstu publikowanych prac.

W zwiazku z powyzszym swoj udziat w powstaniu cyklu w/w prac oceniam na:
100% — publikacje wymienione przy pozycjach 4.2.1,4.2.4

80% — publikacje wymienione przy pozycjach 4.2.2, 4.2.3


https://doi.org/10.1111/nmo.13360
https://doi.org/10.1007/s00418-018-1715-4
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4.3 Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikow

Region potaczenia zotadkowo-dwunastniczego, czyli odzwiernik interesuje fizjologow zajmujacych si¢
uktadem pokarmowym od wielu lat, poniewaz ,,prawdopodobnie Zadna cz¢$¢ przewodu pokarmowego
nie jest tak mocno zwigzana z wszystkimi schorzeniami zotadka i dwunastnicy jak sam odzwiernik™ (1).
Pierwszych kontrowersyjnych doniesien dotyczacych obecno$ci migénia zwieracza odzwiernika
dostarczyt Horton w 1928 roku (2), ktory doktadnie przebadat 90 ludzkich zotadkéw. Swoja praca
dostarczyt dowodow, iz odzwiernik jest kompletnym zwieraczem posiadajacym mechanizmy kurczenia
1 rozszerzania. Analiz¢ porOwnawcza umigsnienia tego regionu uktadu pokarmowego u czlowieka i
innych gatunkow (krolika, kota, psa, $wini, osta i konia) przeprowadzit Torgersen (3), ktory w swej
pracy potwierdzit wystepowanie mig$nia zwieracza odzwiernika w miejscu potaczenia zotadkowo-
jelitowego u wszystkich przebadanych gatunkéw. Autorzy badajacy odzwiernik u réznych gatunkow
zwierzat zgodnie twierdza, iz caly ten segment przewodu pokarmowego funkcjonuje jako jedna
jednostka, i rozni si¢ swoja budowa jak i funkcja od sasiadujacych czeéci - tj. jamy zotadka i
dwunastnicy (4;5).

Zwieracz odzwiernika kontroluje przeplyw tresci pokarmowej pomiedzy zotadkiem — rezerwuarem
odpowiedzialnym za mechaniczng i chemiczng (kwasng) czes$¢ trawienia, a dalszymi cze¢$ciami uktadu
pokarmowego — jelitami, w ktorych procz trawienia zachodzacego w srodowisku alkalicznym, nast¢puje
wchtanianie czastek pokarmowych. Miesien ten dostosowuje przeplyw tresci zotadkowej do aktualnych
potrzeb fizjologicznych organizmu selektywnie zatrzymujac zbyt duze cze$ci state masy pokarmowej
ktére moglyby uszkodzi¢ jelita, a jednocze$nie zapobiega powracaniu tresci o charakterze zasadowym

z dwunastnicy do zotadka (tzw. refluks).

Skomplikowana budowa jak i funkcja petniona przez mig¢sien zwieracz odzwiernika przyczynia si¢ do
bardzo zloZzonego sposobu unerwienia tego narzadu. Wiadomo, iz migsien zwieracz odzwiernika
znajduje si¢ pod ciagla kontrolg zewnatrzpochodnych i §réd$ciennych neurondéw, cho¢ dokladny
mechanizm regulacji nerwowej do dnia dzisiejszego nie zostal poznany. Moje wczesniejsze badania
dotyczace zewnatrzpochodnych zrodet unerwienia zwieracza odzwiernika zotadka $wini wykazaty
istnienia nerwowych osrodkow autonomicznych unerwiajacych te strukture zlokalizowanych w
kompleksie zwoju trzewnego i krezkowego przedniego — CSMG (6) i w obszarze obustronnych jader
parasympatycznych nerwu btednego - (7). Zrodta unerwienia czuciowego pochodzity z obustronnych

zwojow dalszych (weztowych) nerwu blednego i zwojow rdzeniowych (7;8).

Neurony rozproszone na terenie $ciany przewodu pokarmowego tworzace tzw. jelitowy uktad nerwowy
(ENS - Enteric Nervous System), stanowig wysoce zorganizowany system kontrolujacy
funkcjonowanie przewodu pokarmowego wykazujacy silng autonomie¢ dziatania. Organizacja struktur
nerwowych tego uktadu pozwala na powstawanie lokalnych odruchéw nerwowych, jak rowniez

odlegtych projekcji neuronalnych ktore swoim zasiggiem moga obejmowac oddalone od siebie
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struktury. Ogromna liczba komoérek nerwowych budujacych ENS, poréwnywalna do liczby komorek
zlokalizowanych w rdzeniu kreggowym, sktania niektorych badaczy do okreslania tego uktadu terminem
,,moOzg jelitowy” (9). Wptyw regulacyjny uktadu nerwowego na migsniowke, naczynia krwiono$ne oraz
nabtonki bton $luzowych odbywa si¢ za posrednictwem wydzielanych przez zakonczenia nerwowe
neurotransmiterow, do ktérych zalicza si¢ neurotransmitery klasyczne, takie jak acetylocholina i
noradrenalina oraz bardzo réznorodne neurotransmitery peptydowe, takie jak neuropeptyd Y (NPY),
naczynioaktywny peptyd jelitowy (VIP), substancja P (SP), somatostatyna (Som), galanina (Gal).
Neurotransmitery oddzialujg na komorki i tkanki docelowe $ciany przewodu pokarmoweg0o poprzez
biatka receptorowe zlokalizowane w ich blonach komorkowych. Zaréwno neurotransmitery klasyczne,
jak 1 neuropeptydy posiadaja po kilka biatek receptorowych, ktérych ekspresja zachodzi w réznych
komoérkach i w roznych narzadach co umozliwia powstawanie skomplikowanych powigzan

regulacyjnych.

Wigkszo$¢ badan dotyczacych organizacji i funkcjonowania jelitowego ukladu nerwowego
podejmuje zagadnienia z obszaru réznych odcinkéw jelit, podczas gdy prace zogniskowane na struktury
nerwowe wystepujace na terenie zoladka stanowia zaledwie drobny odsetek. Wewnatrzpochodne
unerwienie zwieracza odzwiernika wydaje si¢ pelni¢ nadrzedng funkcje regulacyjna, dostosowujac
zakres otwarcia struktury do stopnia wypelnienia proksymalnej czeSci zotgdka i do stadium
przygotowania tresci pokarmowej do przeptywu do dalszych czgsci przewodu pokarmowego. Proces tej
regulacji jest ztozony i nie do konca poznany, cho¢ ustalono, ze wewnatrzpochodne unerwienie
odzwiernika jest utworzone przez splot nerwoéw blony mig$niowej zotadka, ktore przechodzac przez
odzwiernik wnikajg do dwunastnicy (10;11). Wiele peczkéw widkien nerwowych biegnie samodzielnie
pomiedzy okreznymi widknami mig$niowymi. Zwoje §rodScienne wystepujace na terenie S$ciany
odzwiernika sa rozproszone, a czg$¢ z nich jest gleboko osadzona w warstwie okreznej mies$nia
zwieracza odzwiernika (12). Stymulacja nerwow srodsciennych odzwiernika wywotuje relaksacje i/lub
skurcze fazowe migéniowki zwieracza odzwiernika (13). Szczegélne znaczenie wydaja si¢ mieé
srodscienne zstepujace projekcje nerwowe zaopatrujace migsien zwieracz odzwiernika, ktorych
perykariony zlokalizowane w bardziej proksymalnych cze$ciach zoladka moga bezposrednio
oddziatywa¢ na funkcjonowanie narzadu. Stymulacja mechanoreceptorow zotadka $wini poprzez
rozcigganie $ciany zotadka udowodnita, Zze u tego gatunku jednym z mechanizméw regulujacych
przeptyw tresci przez odzwiernik jest stan napigcia $ciany zotadka (14;15). Pomimo istotnej funkcji
regulacyjnej wiedza neuroanatomiczna na temat zstgpujacych projekcji nerwowych zaopatrujacych
zwieracz odzwiernika jest niekompletna i dotyczy niewielu gatunkow takich jak gryzonie (10), czy
zwierzeta poligastryczne (16), natomiast brak jakichkolwiek danych na temat pochodzenia i

wlasciwosci tych neuronéw u §wini domowe;.

Zaburzenia w funkcjonowaniu zwieracza odzwiernika zotadka skutkuja powstawaniem wielu jednostek

chorobowych uktadu pokarmowego u ludzi i zwierzat, ktore mozna podzieli¢ na dwie gtowne kategorie.
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Pierwsza grupe stanowig schorzenia wynikajace ze zbyt silnego zamknigcia zwieracza odzwiernika
czego nastepstwem jest utrudnione oproznianie zotadka - wystgpuja np. w przebiegu pylorostenozy
niemowlat czy cukrzycy (17). Druga grupg¢ schorzen stanowia stany wynikajace z nadmiernego otwarcia
$wiatta odzwiernika co skutkuje niewlasciwie kontrolowanym przechodzeniem tresci pokarmowej z
zotadka do jelit (zbyt duze czastki masy pokarmowej dostajg si¢ na teren jelit co prowadzi do zlego
trawienia, ztego wchlaniania i w konsekwencji niedozywienia organizmu) oraz "w strong przeciwng",

do zarzucania tresci jelitowej o charakterze alkalicznym na teren zotadka.

Jednym z najczg$ciej wystepujacych schorzen zwigzanych z niedostatecznym zamknigciem mig$nia
zwieracza odzwiernika jest powstawanie stanow zapalnych btony $luzowej zotadka prowadzacych do
powstawania owrzodzen (18), mogacych ostatecznie przeksztalcic si¢ w zmiany nowotworowe (19-21).
Przyczyna rozwoju stanu zapalnego blony $luzowej zotadka sa glownie sole zokci, ktore wykazuja
niszczacy wpltyw na $luzéwke narzadu (22). Refluks dwunastniczo-zotadkowy i owrzodzenia btony
Sluzowej zotadka naleza do najczestszych stanow patologicznych tego typu wystepujacych u ludzi (23)
oraz $win, u ktorych opisywane sa juz od lat sze$¢dziesigtych ubiegtego wieku (24-26). W przypadku
trzody chlewnej owrzodzenia zotadka sa czestym schorzeniem, gtownie dotykajagcym tucznikéw
dorastajacych oraz tucznikow w koncowym etapie tuczu (z j. ang. grower / finisher pigs) (27;28).
Krwawiace wrzody zotadka stanowig jedna z czgstszych przyczyn upadkoéw zwierzat w wieku od 3 do
6 miesigey (29), natomiast zwierzeta z utajonymi wrzodami tego narzadu wolniej przybieraja na masie
(27). W zwiazku z szeroko rozpowszechniong hodowlg §win stanowiacg istotny element gospodarki
rolnej, wrzody Zotadka wystepujace u tego gatunku moga przyczyniaé¢ si¢ do powstawania ogromnych
strat ekonomicznych. Nalezy rowniez zaakcentowaé znaczacy wzrost popularnosci $win W
eksperymentach biomedycznych (30-33) ktory wynika z podobienstw pod wzgledem funkcjonowania i
budowy anatomicznej wielu narzadéow do analogicznych struktur czlowieka. Brak wystgpowania
specjalizacji pokarmowej upodabniajacy uktad pokarmowy §wini do uktadu pokarmowego cztowieka
(organizmy wszystkozerne) jest bardzo istotng cechg (34) pozwalajaca na latwiejsza ekstrapolacje
uzyskiwanych wynikéw do badan nad jednostkami chorobowymi tego uktadu u ludzi. Stad $winia

domowa jest szczegoélnie interesujacym gatunkiem badawczym w tego typu dos§wiadczeniach.

Owrzodzenia zotadka moga wystgpowaé w roznych cze$ciach narzadu. Znane jest wystgpowanie
wrzodow w regionie wpustu i trzonu zotadka (ktére moga by¢ okreSlane jako owrzodzenia czeSci
proksymalnych zotadka), jak rowniez w czesciach dystalnych obejmujacych okolice jamy odzwiernika
(usytuowane w réznej odlegtosci od ujscia odzwiernikowego). W literaturze anglojezycznej wrzody
dystalnej czesci zotadka sa okreslane wieloma terminami, takimi jak “Type I, Subtype 1: prepyloric
ulcers” (35-37); “ulcers of prepyloric antrum” (38); “antral, pre-pyloric ulcers”, “pyloric channel ulcers”
(39). Co istotne, ze jedynie wrzody zlokalizowane w dystalnej czesci narzgdu istotnie utrudniaja proces
oprozniania zotadka, podczas gdy wrzody zlokalizowane w proksymalnych czgsciach zoladka, jak

rowniez wrzody dwunastnicy przyspieszajg ten proces (40;41). Ten specyficzny objaw zostal opisany
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juz w latach szes¢dziesigtych ubiegtego stulecia i okreslony w literaturze anglojezycznej jako ,,pyloric

syndrome complex” (42), cho¢ bezposrednia przyczyna tego zjawiska nie zostata do dzi§ okreslona.

Wystepowanie owrzodzen btony §luzowej zotadka penetrujacych $ciang narzadu w ktorej znajduja sig
elementy jelitowego uktadu nerwowego sugeruje mozliwo$¢ bezposredniego wptywu czynnikow
uszkadzajacych na $rodscienne struktury nerwowe narzadu jak rowniez na sasiadujace tkanki $ciany
zotadka. Ogniskowe zmiany zlokalizowane w czgéci odzwiernikowej zotadka, niejako ,,na drodze”
$rodsciennych polaczen nerwowych zaopatrujacych migsien zwieracz odzwiernika moga wplywac na
zasieg tych projekcji, a tym samym wywolywaé zaburzenia regulacji pracy migénia zwieracza

odzwiernika.

Wiadomym jest, iz uktad nerwowy bierze udziat nie tylko w regulacji procesow fizjologicznych, takich
jak perystaltyka, ale takze uczestniczy w patomechanizmie choréb o podtozu zapalnym oraz wptywa na
procesy naprawcze. Odpowiedziag komoérek nerwowych na dziatanie czynnikow uszkadzajacych jest
zjawisko plastycznosci neuronalnej polegajace na zmianach adaptacyjnych wyrazonych poprzez zmiany
fenotypu chemicznego tych komoérek. Tego typu zmiany adaptacyjne moga obejmowac zwigkszanie
badz zmniejszanie ekspresji wybranych neuroprzekaznikow, jak rowniez proces indukowania nowych
gendw przez reagujace komorki nerwowe. Poziom ekspresji receptorow dla substancji biologicznie
aktywnych jest rowniez regulowany w stanach patologicznych, co zmienia wrazliwo$¢ komorek i tkanek
na te substancje — w ten sposob powstaje dodatkowe pietro regulacyjne. Zaré6wno stan zapalny jak i
przeciecie wypustek nerwowych zaopatrujacych dany narzad skutkuje dramatycznymi zmianami w
fenotypie komodrek unerwiajacych dana okolicg. Posréd obwodowych neurondéw autonomicznych,
neurony jelitowego uktadu nerwowego sg uwazane za szczeg6lnie plastyczne w ich odpowiedzi na stan
zapalny (43;44). Co bardzo istotne, w przewodzie pokarmowym wystepuje wyjatkowy mechanizm
reakcji, dzieki ktéremu tkanki znacznie oddalone od bezposredniego czynnika uszkadzajacego moga
rowniez odpowiada¢ na uszkodzenie (45). Zatem wrzod zlokalizowany w jamie odzwiernika moze
dodatkowo wywolywac reakcje tkankowa w innych, proksymalnych i dystalnych regionach zotadka.
Nalezy tu zaznaczy¢, ze indukowane zmiany adaptacyjne oprocz wspomagania neuronow jelitowych w
przetrwaniu w warunkach patologicznych, maja takze na celu kontrolowanie przebiegu stanu zapalnego
i wspomaganie regeneracji uszkodzonych tkanek. Wykazano, iz niektore neurotransmitery, gtéwnie
neuropeptydy, zwigzane sg bardzo S$ci§le z powstawaniem 1 zejSciem standw zapalnych. Do
neuropeptydow tych zalicza si¢ gtownie SP, NPY, VIP, Gal i Som. Niektore z nich biorg udziat w
powstawaniu stanow zapalnych, np. SP, inne takie jak Gal i VIP wykazuja wyrazny wplyw

przeciwzapalny, ochronny i naprawczy w stosunku do zmienionych zapalnie tkanek.

Weczesdniejsze badania eksperymentalne prowadzone w naszej jednostce wykazaly zmiany ekspresji
réznych biologicznie aktywnych substancji w chorobowo zmienionych tkankach przewodu

pokarmowego $wini (46-49). Neuropeptydem, ktorego ekspresja szczegdlnie wyraznie ulegata zmianom
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w przypadku wszystkich badanych uktadéw eksperymentalnych byta galanina, natomiast w niektérych
odcinkach jelit znaczace réznice dotyczyty takze ekspresji SP (49). Uzyskane dane wyraznie wskazuja,
ze Gal oraz SP odgrywaja szczegdlng role w patomechanizmie stanu zapalnego przewodu pokarmowego
$wini przez co wysoce prawdopodobnym wydaje si¢ by¢ udziat tych substancji w przebiegu owrzodzen

zotadka.

Galanina jako peptyd pierwotnie wyizolowany z jelita cienkiego $wini (50), byta badana w réznych
uktadach eksperymentalnych dotyczacych przewodu pokarmowego wielu gatunkow zwierzat.
Stwierdzono, ze peptyd ten jest szeroko rozpowszechniony w catym przewodzie pokarmowym —
wystepuje w neuronach jelitowych i we wtoknach nerwowych zaopatrujacych wszystkie warstwy Sciany
przewodu pokarmowego (51-55). Substancja ta moduluje szereg procesow biologicznych takich jak
uwalnianie neuroprzekaznikéw, oproznianie zotadka, wydzielanie kwasu solnego, sekrecja jelitowa
oraz perystaltyka. Galanina oddziatuje na komorki i tkanki docelowe za posrednictwem trzech typow
receptoréw zwigzanych z biatkami G: GalR1, GalR2 oraz GalR3. Receptor GalR1 wystepuje przede
wszystkim na neuronach jelitowego uktadu nerwowego gdzie odpowiada za hamowanie przekaznictwa
cholinergicznego (56). Obecnos$¢ receptora wykazano rowniez na komodrkach nabtonkowych i
enterochromafinowych (57) w ktérych reguluje funkcje wydzielnicze (58). Receptor GalR2
wystepujacy gtownie na komorkach mig$niowki gtadkiej uktadu pokarmowego gdzie odpowiada za jej
aktywacje prowadzaca do skurczu (59). Funkcja pelniona przez receptor GalR3 nie zostata jeszcze
doktadnie okreslona na terenie przewodu pokarmowego. Nieliczne prace wskazuja na szczegélnie niski
poziom jego ekspresji w tkankach tego uktadu (60;61). Wieloletnie badania eksperymentalne wykazaty,
iz galanina jest neuropeptydem istotnie zaangazowanym w przebieg stanéw patologicznych réznych
narzadow. W badaniach tych obserwowano znaczace roznice ekspresji tego peptydu jak roéwniez

wybranych receptorow galaninergicznych w tkankach objgtych stanem zapalnym (62;63).

Substancja P wystepujaca w wielu strukturach jelitowego uktadu nerwowego dziata na tkanki docelowe
poprzez 3 receptory tachykininowe: Nk1, Nk2, Nk3. W zaleznosci od typu i lokalizacji
posredniczacego/aktywowanego receptora peptyd bierze udzialu w regulacji pracy miesnidwki
(wptywajac na perystaltyke) oraz btony §luzowej (regulujac funkcje wydzielnicze) w réznych odcinkach
przewodu pokarmowego. Peptyd odgrywa rowniez bardzo istotng funkcje w patomechanizmie Stanu
zapalnego silnie wplywajac (dziatanie chemotaktyczne) i modulujac (synteza i uwalnianie interleukin,
histaminy) funkcjonowanie komorek uktadu immunologicznego (64). Poziomy ekspresji substancji P
oraz wybranych receptoréw tachykininowych charakteryzuja sie znaczacymi wahaniami w przebiegu
stanow patologicznych roéznych odcinkéw przewodu pokarmowego (65-68). Co istotne, w niektorych
eksperymentach wykazano, iz obserwowane zmiany w ekspresji peptydu $cisle korelowaty ze stopniem
zaburzen motoryki i wydzielania wystepujacym w uszkodzonych odcinkach przewodu pokarmowego
(69).
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Konfrontujac opisane powyzej znaczenie funkcjonalne zwieracza odzwiernika, powszechno$¢
wystepowania owrzodzen zotadka, znaczenie §win w gospodarce oraz badaniach biomedycznych i
wyniki do§wiadczen wykazujacych zaangazowanie galaniny i substancji P w regulacje pracy przewodu
pokarmowego w stanie fizjologicznym i w przebiegu roznorakich stanéw patologicznych z brakiem
jakichkolwiek informacji w tej tematyce u $win zdecydowatem si¢ na przeprowadzenie badan w ktorych

wyrdznilem nastepujace zadania badawcze:

Zadania:

1. Okre$lenie lokalizacji 1 =zasiggu S$rod$ciennych zstepujacych projekcji  nerwowych

zaopatrujacych zwieracz odzwiernika zotadka §wini domowej (Artykut 4.2.1)

2. Okreslenie profilu neurochemicznego pod katem wybranych neuropeptydow (galanina i
substancja P) srddsciennych zstepujacych neurondéw zaopatrujgcych zwieracz odzwiernika

zotadka $wini domowej (Artykut 4.2.2 ; 4.2.4)

3. Weryfikacj¢ wptywu owrzodzenia dystalnej czgsci zotadka na:
a. zmiang¢ zasiegu i dystrybucji $rodsciennych zstepujacych projekcji nerwowych
zaopatrujacych zwieracz odzwiernika zotadka (Artykut 4.2.1)
b. zmian¢ ekspresji galaniny i substancji P w $rodsciennych zstepujacych neuronach

zaopatrujacych zwieracz odzwiernika zotadka §wini (Artykut 4.2.2 ; 4.2.4)

4. Okre$lenie ekspresji wybranych neuropeptydow w neuronach mieéniowkowych i
podsluzéwkowych wystepujacych w roznych lokalizacjach $ciany zotagdka. Weryfikowane
neuropeptydy to:

a. Galanina (Artykut 4.2.2 ; 4.2.3)
b. Substancja P (Artykut 4.2.4)

5. Weryfikacje wplywu owrzodzenia dystalnej czesci zotadka na zmiany ekspresji wybranych
neuropeptydow w neuronach migsniowkowych i podsluzoéwkowych wystepujacych w réoznych
lokalizacjach §ciany zotgdka. Weryfikowane neuropeptydy:

a. Galanina (Artykut 4.2.2 ; 4.2.3)
b. Substancja P (Artykut 4.2.4)

6. Weryfikacj¢ wptywu owrzodzenia dystalnej czgsci zotadka na zmiany wzglednej ekspresji

gendéw kodujacych wybrane neuropeptydy i1 ich receptory (w odniesieniu do genu
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referencyjnego GAPDH) w tkankach pochodzacych z réznych lokalizacji $ciany zotadka.
Weryfikowane geny kodujace:

a. Galaning i receptory GalR1, GalR2, GalR3 (Artykut 4.2.2 ; 4.2.3)

b. Substancj¢ P (Tacl) i receptory NK1, Nk2, Nk3 (Artykut 4.2.4)

Zadanie 1

Pierwsze zadanie badawcze opiera si¢ na hipotezie, iz $Srodscienne projekcje nerwowe z zotadka
zaopatrujg zwieracz odzwiernika $wini domowe;j. Za takg przestanka przemawia fakt, iz enteryczny
uktad nerwowy charakteryzuje si¢ bardzo wysokim stopniem rozwoju i autonomii, 8 w réznych
odcinkach przewodu pokarmowego opisano wystgpowanie $rod$ciennych projekcji nerwowych
zaopatrujacych oddalone fragmenty tkanek. Co wigcej, badania patofizjologiczne wykazaty znaczace
zmiany w funkcjonowaniu odzwiernika po eksperymentalnym przecinaniu $ciany zotadka

uszkadzajacym $rodscienne szlaki nerwowe.

W tym etapie eksperymentu badania zostaly przeprowadzone na §winiach zdrowych (n=6), u
ktérych przewod pokarmowy byt w stanie fizjologicznym. Zastosowano technike wstecznego
znakowania neuronéw z wykorzystaniem fluorescencyjnego znacznika neuronalnego o nazwie Fast
Blue. Po odpowiednim przygotowaniu zwierzat przeprowadzono zabieg operacyjny w znieczuleniu
og6lnym. W trakcie operacji wykonano iniekcje 20 pl znacznika neuronalnego Fast Blue (przy uzyciu
strzykawki Hamiltona) w migsien zwieracz odzwiernika. Wykonywano 4 wktucia po 5 pl znacznika.
Igta byta wprowadzona pod katem prostym do powierzchni odzwiernika na gltgbokos$¢ ok 5-8 mm.
Nastepnie znacznik neuronalny byt deponowany na réznych poziomach glebokosci mig$nia zwieracza
w trakcie wysuwania igly ku powierzchni narzadu. Po wstrzyknieciu ostatniej porcji znacznika igle
pozostawiono na okoto 30 sekund w miejscu iniekcji, po czym usuwano jg ze $ciany narzadu. Procedura
ta zapobiegata wyptywaniu znacznika z miejsca iniekcji na zewnatrz. PO wykonanych operacjach i
niezbednych czynnosci pooperacyjnych zwierzeta byly przetrzymywane w standardowych warunkach
(pelny dostepem do paszy od dnia nastgpujacego po dniu zabiegu, stan zdrowia kontrolowany na
biezaco). Nastepnie przeprowadzano doswiadczenie terminalne polegajace na wprowadzeniu zwierzat
w stan glebokiej narkozy farmakologicznej do momentu ustania akcji serca. Wowczas przeprowadzono
transkardialng perfuzje 4% roztworem paraformaldechydu i pobierano materiat do badan (zotadek wraz
z mig$niem zwieraczem odzwiernika oraz fragmentem dwunastnicy). Pobrany materiat byt poddawany
odpowiedniej obrobece (dotrwalanie, ptukanie etc.). Nastepnie przygotowywano poprzeczne wycinki
Sciany zotadka o szerokosci 0,5 cm pobrane w wyznaczonych odlegto$ciach od miejsca iniekcji
znacznika (wycinek 1—1,5 cm; wycinek 11—3,5cm; wycinek 111—5,5 cm; wycinek IV—7.5¢cm) z
ktérych przygotowano seryjne skrawki mikroskopowe przy uzyciu kriostatu mrozeniowego. Nalezy
zaznaczy¢, ze celem precyzyjnego pobierania tkanek na potrzeby eksperymentu skonstruowano

specjalny szablon ktdry umozliwiat uzyskanie odpowiednich wycinkow. Skrawki byly analizowane z
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wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego i konfokalnego Zeiss LSM 700. Obliczano ilo$é¢
komoérek zawierajacych znacznik neuronalny w preparatach pochodzacych z kazdego wycinka
okreslajac tym samym zasigg i rozmieszczenie $roédsciennych neurondw zstgpujacych zaopatrujacych
miesien zwieracz odzwiernika. Obliczano procentowy udzial neuronéw z kazdego wycinka, a takze
okreslano wielko§¢ wyznakowanych komorek wykorzystujac dodatkowo technikg¢ barwien
immunohistochemicznych z uzyciem przeciwcial pierwotnych skierowanych przeciwko pan-
neuronalnemu markerowi PGP 9.5 (przeciwcialo mysie) i odpowiednich przeciwcial wtdrnych
znakowanych fluoroscencyjnie (AlexaFluor 488). Wykonano dokumentacj¢ zdjgciowa obrazow

mikroskopowych z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, iz wszystkie neurony zaopatrujace zwieracz
odzwiernika nalezaty do komorek splotozwoju miesniowkowego. Srednia liczba wszystkich
wyznakowanych perykarionow wynosita 903,3 £+ 130,7, a ich liczebno$¢ malata wraz ze wzrostem
odleglosci od zwieracza odzwiernika [76,1 + 6,7% wyznakowanych neuronéw obserwowano w
wycinku I (w odleglosci 1,5 cm), 23,53 + 6,5% w obrebie wycinka Il (w odlegtosci 3,5 cm)] i tylko
sporadyczne komorki (0,57 = 0,34%) w wycinku III, tj. oddalonym od mig$nia zwieracza 0 5,5 cm. W
zwigzku z tym, iz w wycinku IV nie obserwowano wyznakowanych neurondéw, zasigg zstepujacych
projekcji zaopatrujgcych migsien zwieracz odzwiernika w zotadku $wini zostat okreslony na 5,5 cm.
Sposdb rozmieszczenia wyznakowanych neuronow rowniez wykazywat istotne réznice w zalezno$ci od
badanego wycinka — w wycinku I komoérki wystepowaty gtéwnie w grupach 4-7 neurondéw, choé
obserwowano réwniez zespoty sktadajace si¢ z 12 perykarionéw, w wycinku Il wigkszo$¢ komorek
wystepowata pojedynczo (sporadycznie obserwowano grupy obejmujace do 5 neurondow FB-
pozytywnych), natomiast w wycinku ITI neurony wystepowaty indywidualnie. Badania morfometryczne
wykazaty, iz zdecydowana wigkszos¢ komorek miata ksztatt owalny i mierzyta ok. 15,3 + 0,5 x 22,6 +

0,8 um.

Przeprowadzony eksperyment po raz pierwszy precyzyjnie wykazat i opisat rozmieszczenie
srodsciennych zstepujacych projekcji nerwowych zaopatrujacych migsien zwieracz odzwiernika w
zotadku $wini domowej. Cho¢ istnienie zstepujgcych szlakéw nerwowych na terenie enterycznego
uktadu nerwowego bylo opisywane w jelitach i zotgdku (70-72) badania z tego zakresu dotyczace
zwieracza odzwiernika sg sporadyczne i odnoszg sie¢ do niewielu gatunkéw, jak gryzonie (10;73),
migsozercy (74;75) czy przezuwacze (16). Ogromna wigkszos¢ eksperymentow to badania
patofizjologiczne w ktorych wykorzystywano technike przecinania lub uszkadzania $rodsciennych
wlokien nerwowych obserwujac zmiany w funkcjonowaniu narzadu. Do tego typu badan naleza rowniez
weczesniejsze badania prowadzone u $win ktore wykazaty, iz zstgpujace projekcje nerwowe odgrywaja
znaczaca role w regulacji tempa oprézniania zotadka, w tym, petnig kluczowa funkcje w regulacji
oprozniania ptynoéw z zotadka (76). Do podobnych wnioskéw doszli autorzy wspomnianych wyzej

badan prowadzonych na zoltadkach zwierzat migsozernych i gryzoni. Jedynym eksperymentem w
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ktérym autorzy wykorzystali podobne techniki badawcze do prezentowanych w niniejszej dysertacji jest
badanie przeprowadzone u jagniecia (16), w ktorym =zasieg S$ciennych neurondéw trawienca
zaopatrujacych zwieracz odzwiernika zostal okreslony na ok. 14 cm, a najwickszy udziat przypadt
komorkom oddalonym o 8 cm od miejsca iniekcji znacznika. Obserwowane roznice w zasiegu
wystepowania badanych neuronéw moga wynika¢ z réznej wielkosci zotadka i/lub roéznic wielkosci
komorek nerwowych (cho¢ autorzy nie podajg precyzyjnych wymiarow obserwowanych neurondéw
jagniecia), lecz najprawdopodobniej sa nastgpstwem odmiennej budowy zotadka. Wszak zZotadek
zwierzat poligastrycznych wykazuje szereg znaczacych roznic w stosunku do tego narzadu u zwierzat
monogastrycznych. Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazujg istnienie §rodsciennych zstepujgcych
projekcji nerwowych zaopatrujacych zwieracz odzwiernika zoladka swini domowej i uwidaczniaja
charakterystyczny sposob rozmieszczenie tych komorek zalezny od ich oddalenia od unerwianej
struktury. Co wiecej, uzupetniajg dane funkcjonalne wykazujace istotng role petniong przez $rodscienne
zstepujace projekcje nerwowe w procesie regulacji pracy zwieracza odzwiernika i oprozniania zotadka
(10;74-76).

Zadanie 2

Realizacja zadania miata na celu weryfikacje wtasciwosci neurochemicznych pod katem
ekspresji galaniny i substancji P w perykarionach tworzacych $rodscienne zstepujace projekcje nerwowe
zaopatrujagce  zwieracz ~ odzwiernika. Przeprowadzono serie  podwdjnych  barwien
immunohistochemicznych na mikroskopowych skrawkach mrozeniowych zawierajacych komorki
wyznakowane znacznikiem neuronalnym Fast Blue. Barwienia zostaty wykonane z wykorzystaniem
surowic pierwotnych skierowanych przeciwko galaninie (przeciwciato krolicze) i substancji P
(przeciwciato szczurze) oraz odpowiednich przeciwcial wtornych znakowanych fluorescencyjnie
(AlexaFluor 488/555). Przeciwciata skierowane przeciwko pan-neuronalnemu markerowi PGP 9.5
(przeciwcialo mysie) zostaly wykorzystane w mieszaninie surowic pierwotnych do potwierdzenia
neuronalnego charakteru obserwowanych struktur. Dodatkowo przeprowadzono serie barwien
kontrolnych (z j. angielskiego: omission, replacement, preabsorption). Wybarwione skrawki
analizowano z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego wyposazonego w zestaw filtrow
umozliwiajacych obserwacje Fast Blue, AlexaFluor 488/555. W celu okre$lenia warto$ci procentowych
wyznakowanych komoérek wykazujacych immunoreaktywnos$¢ dla Gal i SP (liczone niezaleznie),
obliczano ilo$¢ neurondw wykazujacych symultaniczng ekspresje znacznika neuronalnego Fast Blue i
badanego peptydu. Dla kazdej z badanych substancji u kazdego zwierzecia zostato przebadanych po co
najmniej 150 komoérek FB-pozytywnych. Wykonano dokumentacje zdjgciowa obrazow
mikroskopowych z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 700.

Przeprowadzone badania wykazaty, iz 20,3 + 2,16% zstepujacych komorek zaopatrujacych

odzwiernik wykazywalo ekspresj¢ galaniny, natomiast zaden z wyznakowanych perykarionow nie
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zawieral substancji P. Nalezy tu szczegélnie podkresli¢, ze wszystkie badania kontrolne weryfikujace
prawidlowos¢ zastosowanej metodyki (specyficznos¢ przeciwcial, dodatkowe barwienia kontrolne z
innymi rodzajami przeciwciat) potwierdzily jej wtasciwe dziatanie. Co wigcej, inne grupy perykarionow
(FB-negatywne) wystepujagce w badanych skrawkach mikroskopowych wykazywaly wyrazng

immunoreaktywno$¢ dla substancji P.

Uzyskane wyniki po raz pierwszy wykazaty bezposrednie zaangazowanie galaniny w
$rodscienna zstepujaca regulacje pracy migs$nia zwieracza odzwiernika $wini domowej jednocze$nie
wykluczajac udziat substancji P w tej regulacji. Otrzymane dane sa zgodne z wynikami prezentujacymi
pochodzenie widkien nerwowych zaopatrujacych odzwiernik szczura (10) i korelujg z gtéwng funkcja
pelniong przez badane peptydy jak réwniez z charakterystyka dzialania $rodsciennych szlakéw
nerwowych. W enterycznym uktadzie nerwowym $rodscienne projekcje zstepujace petnig przede
wszystkim funkcje relaksacyjne, natomiast projekcje wstepujace aktywuja miesniowke gtadka (70-
72;77). Poniewaz galanina moze petni¢ funkcj¢ hamujace poprzez oddziatywanie na receptory GalR1
(78), natomiast substancja P jest uznawana za silny aktywator migsniowki (79), uzyskane wyniki
wpisuja si¢ w ogdlny wzorzec srodsciennych projekcji nerwowych i sg zgodne z opisanymi powyzej
zasadami regulacji motoryki przewodu pokarmowego. Nalezy tu podkresli¢, ze dane wykazujace
obecnos¢ 61% komorek SP-immunoreaktywnych zaopatrujacych zwieracz odzwiernika jagnigcia (16)
istotnie ro6znig si¢ od wynikow przedstawionych u zwierzat monogastrycznych. Fakt zastosowania
takich samych technik badawczych w eksperymencie prowadzonym u jagnigcia jednoznacznie
wskazuje na wystgpowanie réznic miedzygatunkowych, ktére mogg wynika¢ ze specyfiki budowy
zotadka przezuwaczy. Przedstawione roznice uwidaczniajg celowo$¢ wykonywania badan
neuroanatomicznych na réznych gatunkach zwierzat i koniecznos$¢ glebokiej analizy wynikoéw przed

bezposrednim odnoszeniem ich do innych organizméw.
Zadanie 3

Podstawg przeprowadzenia zadania byta hipoteza ktéra zaktada, ze owrzodzenia wystepujace w
dystalnej czesci zotadka (niejako ,,na drodze” zstepujacych szlakéw nerwowych) moga wptywac na

srodscienne zstgpujace projekcje nerwowe zaopatrujace odzwiernik, zmieniajac:

a) ilo$¢ 1 dystrybucje srodsciennych zstgpujacych neurondéw w zaleznosci od odleglosci od migénia
zwieracza odzwiernika (w przeprowadzonym eksperymencie ten aspekt badano z wykorzystaniem

techniki wstecznego znakowania neuronéw i mikroskopii konfokalnej)

b) ekspresje galaniny i substancji P w $rédSciennych zstepujacych perykarionach zaopatrujacych

migsien zwieracz odzwiernika
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W grupie zwierzat doswiadczalnych (n=6) wywotywano eksperymentalne owrzodzenie czesci
odzwiernikowej zotadka z jednoczesnym znakowaniem wstecznym neurondéw zaopatrujacych zwieracz

odzwiernika.

Procedury eksperymentalne byly przeprowadzane w sposéb podobny do opisanych w Zadaniu
1 (wykonywano mikroiniekcj¢ znacznika Fast Blue) z ta réznica, ze podczas operacji dodatkowo
wykonywano bilateralng iniekcje 1 cm® 40% kwasu octowego w blone podsluzowsg czesci
odzwiernikowej $ciany zotadka w celu wywotania owrzodzen [zgodnie z metodyka okreslang z j.
anielskiego jako ,,acetic acid ulcer model” (80)]. Iniekcja byla wykonywana przy wykorzystaniu
strzykawki insulinowej z zespolong igla, co zapewnito wilasciwe zdeponowanie substancji. W celu
uniknigcia wycieku roztworu na zewnatrz szczelnie uciskano miejsce wklucia sterylnym tamponem,
ktory usuwano po 30 sekundach od momentu wyjeciu iglty. Wszystkie zabiegi byty przeprowadzane
zgodnie ze sztuka lekarsko-weterynaryjng i wszelkie dostepne s$rodki zostaly podjete celem
minimalizacji cierpienia i bdlu zwierzat uczestniczacych w eksperymencie. Kolejne etapy badan
(czynno$ci pooperacyjne, przetrzymywanie zwierzat, do$wiadczenie terminalne, pobieranie i
przygotowanie tkanek, analizy skrawkéw mikroskopowych) byly przeprowadzane w sposob
analogiczny do opisu zamieszczonego w Zadaniu 1. Zwierzeta wykorzystane w badaniach opisanych w
Zadaniu 1, 2, 3 pochodzity z tej samej hodowli, a wszystkie eksperymenty prowadzone byty rownolegle

w jednym czasie (w celu ujednolica warunkéw prowadzonych badan).

Wyniki uzyskane z grupy zwierzat zdrowych (z Zadania 1, 2) i doswiadczalnych (z Zadania 3) zostaty
przeanalizowane statystycznie (GraphPad Software Inc., USA, ver. 6) z wykorzystaniem odpowiednich

testow (test normalnosci rozktadu, test t-Studenta, test U Mann—Whitney’a).

Uzyskane dane wykazaly, iz wrzody wystepujace w dystalnej czeSci zotagdka w znaczacy sposob
wplynety na zmniejszenie liczby $rddsciennych zstepujacych perykariondw zaopatrujacych zwieracz
odzwiernika (z 903,3 + 130,7 do 243,8 + 67,3 komoérek), a obserwowana rdéznica byla istotna
statystycznie. Zmniejszyl si¢ roéwniez zasieg wystgpowania projekcji nerwowych (najdalsze
wyznakowane neurony obserwowano w wycinku oddalonym o 3,5 cm od miejsca iniekcji znacznika,
podczas gdy u zwierzat zdrowych odlegto$¢ ta wynosita 5,5 c¢cm) oraz zmienily si¢ proporcje
rozmieszczenia tych komoérek w poszczegdlnych przekrojach S$ciany zotadka (w zaleznosci od
odlegtosci od odzwiernika). Wymiary i ksztatty wyznakowanych perykarionéw nie ulegly zmianie w

grupie zwierzat doswiadczalnych.

Analiza  preparatéw  mikroskopowych  poddanych  procedurze  podwdjnych  barwien
immunohistochemicznych nie wykazata statystycznie istotnych roznic w liczbie neuronow

immunoreaktywnych dla galaniny i substancji P migdzy zwierzg¢tami zdrowymi, a doswiadczalnymi.

Negatywne wyniki dotyczace wystgpowania substancji P w neuronach wyznakowanych przez Fast Blue

wykluczajg partycypacje tego neuropeptydu w $rodsciennej zstgpujacej regulacji pracy zwieracza
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odzwiernika jak réwniez negujg zakladany udziat SP w plastycznosci neuronalnej tego typu szlakow

nerwowych u zwierzat z owrzodzeniami cze$ci odzwiernikowej zotadka.

Uzyskane wyniki dajg podstawe do powigzania wielokrotnie opisywanych probleméw z opréznianiem
zotadka wystepujacych u pacjentow z owrzodzeniami dystalnej czegsci narzadu (40-42;81) z
zaburzeniami zstepujacych projekcji nerwowych zaopatrujacych zwieracz odzwiernika. Jednocze$nie
wykluczaja udziat badanych neuropeptydow w mechanizmie tego procesu. Chociaz nieliczni autorzy
wysuwali hipotezg laczaca symptomy utrudnionego oprozniania zoladka =z zaburzeniami
funkcjonowania uktadu nerwowego (82), a nawet w badaniach histologicznych obserwowali
nieprawidlowos$ci w komodrkach splotozwoju miesnidowkowego u pacjentdéw z wrzodami zotadka
(83;84) to wyniki przedstawionego eksperymentu u $wini sa pierwszymi danymi analizujacymi
zaburzenia w zstgpujacych projekcjach nerwowych zaopatrujacych zwieracz odzwiernika w przebiegu
owrzodzen zotadka. Prezentowane dane w sposob jednoznaczny wykazuja uszkadzajacy wplyw tak

zlokalizowanych owrzodzen na $rod$cienne szlaki nerwowe.
Zadanie 4

Koncepcja zadania byfa oparta na hipotezie, iz ekspresja neuropeptydow w populacji komorek
enterycznego ukladu nerwowego moze wykazywac rozbieznosci pomiedzy roznymi odcinkami

przewodu pokarmowego, a nawet w obrebie réznych czesci tej samej struktury np. zotadka.

W badaniach wykorzystano tkanki pobrane od zwierzat zdrowych (n=6), u ktorych uktad pokarmowy
byt w stanie fizjologicznym. Procedura przygotowania tkanek do badan i wykonania mikroskopowych
preparatow mrozeniowych byta zbiezna z technikami opisanymi w Zadaniu 1 — ze $ciany Zotadkow
pobranych od zwierzat perfundowanych 4% roztworem paraformaldechydu wycinano
jednocentymetrowe fragmenty (poprzecznie do osi dlugiej zotadka) w precyzyjnie ustalonej odlegtosci
od zwieracza odzwiernika, obejmujace obszar samego ujscia odzwiernikowego, jamy odzwiernika i
trzonu zotadka (w przypadku badan ekspresji substancji P). Stosujac technike podwdjnych barwien
immunohistochemicznych (zgodna z opisem przedstawionym w Zadaniu 2) przygotowywano preparaty
mikroskopowe z kazdego pobranego wycinka $ciany zotadka. Do analizy i liczenia komorek
wykorzystano mikroskop fluorescencyjny wyposazony w zestaw filtrow umozliwiajacych obserwacje
AlexaFluor488/555 oraz mikroskop konfokalny LSM 700. Minimalna odleglo$¢ zawarta pomigdzy
analizowanymi skrawkami mikroskopowymi pochodzacymi od jednego osobnika wynosita co najmniej
100 pm — takie postgpowanie wykluczyto wielokrotne liczenie tej samej komorki. Aby okresli¢ wartosci
procentowe komoérek wykazujacych immunoreaktywnos$¢ dla Gal i SP (liczone niezaleznie), obliczano
ilo§¢ neuronéw wykazujacych symultaniczng ekspresje markeru neuronalnego PGP 9.5 i badanego
peptydu. Dla kazdej badanej lokalizacji u kazdego zwierzecia zostato przebadanych po co najmniej 300
PGP 9.5-immunoreaktywnych perykarionéw podsluzowkowych i tyle samo miesnidéwkowych.

Analizowano rowniez ksztatt i wielko$¢ podsluzowkowych i mig§niowkowych komodrek zawierajacych
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galanine (wykorzystujac oprogramowanie mikroskopu konfokalnego), a w przypadku wybranych grup
neurondw analizowano rowniez intensywno$¢ fluorescencji. W  przypadku unerwienia
galaninergicznego jamy odzwiernika przeprowadzono dodatkowa analize iloSciowa gestosci
wystgpowania wiokien nerwowych w roéznych warstwach $ciany zotadka wykorzystujac algorytmy
specjalistycznego oprogramowania komputerowego (ImageJ 1.51n) w ktérym obliczano pole

powierzchni sygnatu fluorescencji oraz wykorzystywano makra naktadajace siatk¢ Mertza.
a) Neurony Gal-immunoreaktywne

Analiza preparatow mikroskopowych wykazata, iz na terenie jamy odzwiernika 29,4 + 1,1% neuronow
miesnidwkowych i 65,7 £+ 0,5% podsluzowkowych wykazywato ekspresje dla galaniny, podczas gdy w
Scianie ujscia odzwiernika wartosci te wynosity odpowiednio 16,14 +2,06% i 64,84 = 2,74%. Na terenie
ujscia odzwiernika wigkszo$¢ galaninergicznych neuronéw migsniowkowych byla zlokalizowana w
glebokich  warstwach migsniowki  okreznej narzadu (na réznych poziomach). Analiza
morfometrycznych parametrow cial komorkowych wykazata, iz neurony migsniowkowe w wigkszosci
charakteryzowatly si¢ ksztattem okraglym i/lub owalnym i mierzyty 26,9 + 1,06 x 17,12 + 0,66 um,
podczas gdy perykariony podsluzowkowe miaty ksztatt owalny i wielkos¢ 19,45 = 0,65 x 11,33 + 0,38
um. Wiekszos¢ perykarionow charakteryzowata $rednia i/lub duza intensywnos$¢ immunofluorescencii,
a precyzyjne obrazy konfokalne o wysokich powigkszeniach wykazaty, ze immunoprecypitat barwien
galaninergicznych uktadal si¢ w sposob korelujacy z subkomorkowa lokalizacja peptydu na terenie
pecherzykow cytoplazmatycznych i aparatu Golgiego. Gal-immunoreaktywne wiokna nerwowe
obserwowane byly we wszystkich warstwach $ciany jamy odzwiernika (na terenie btony $luzowe;j,
podsluzowej oraz miesniowki okreznej i podtuznej) a ich wystepowanie w wielu lokalizacjach byto
wysoce nieregularne. Jedynie na terenie okr¢znej warstwy migsniowej wiokna charakteryzowat bardziej

regularny uktad.
b) Neurony SP-immunoreaktywne

Analiza mikroskopowa wybarwionych preparatow wykazata, iz w grupie neurondw miesniowkowych
komorki wykazujace immunoreaktywnos¢ dla SP stanowity: 12,4 + 1,6% w $cianie trzonu Zzotadka, 14,9
+ 1,5% w $cianie jamy odzwiernika i 27,4 + 2,1% w $cianie uj$cia odzwiernikowego, populacji
perykarionow tam zlokalizowanych. W grupie neuronéw podsluzowkowych wartosci te wynosity

odpowiednio: 67,1 + 5,4%, 62,8 + 1,4% i 55,2 + 3,3%.

Uzyskane wyniki w sposob jednoznaczny wykazaly istnienie znaczacych roéznic w ekspresji badanych
neuropeptydow w $rodsciennych neuronach potozonych w réznych czgéciach Sciany zotadka $wini.
Obserwowane roznice dotycza zarowno komorek migsniowkowych jak i podsluzowkowych. To

pierwsze dane wykazujace istnienie takiego zjawiska na terenie zotadka $wini. Co wigcej, pordwnanie
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danych uzyskanych z tych samych wycinkow Zotadka wykazato, ze badane neuropeptydy wystepuja
znacznie czgsciej w komorkach podsluzowkowych anizeli w komorkach mig$nidowkowych. Taki wynik
sugeruje szczegolnie istotng rolg petniong przez obydwa neuropeptydy w fizjologicznej regulacji funkcji
komorek btony §luzowej. Dane funkcjonalne wykazujace wplyw galaniny na wydzielanie kwasu
solnego w zotadku (85) oraz udzial substancji P w regulacji transportu jonowego przez komorki

nablonkowe (86) silnie korelujg z prezentowanymi wynikami neuroanatomicznymi.

Wigkszos¢ dostepnych publikacji naukowych opisujacych wzér kodowania neurochemicznego
$rodsciennych perykariondw zotadka nie uwzglednia precyzyjnych danych liczbowych, przez co
odniesienie uzyskanych wynikow do rezultatow opisanych w dostepnej literaturze jest utrudnione.
Niemniej jednak w przekrojowych badaniach opisujacych nerwowe struktury galaninergiczne u
wybranych gatunkéw zwierzat wykazano istnienie r6zni¢ w liczbie immunoreaktywnych struktur
nerwowych pomig¢dzy roznymi odcinkami przewodu pokarmowego tj. przetykiem, zotadkiem, jelitami
cienkimi i grubymi (52). Zauwazono wzrost liczby Gal-immunoreaktywnych struktur (szczegdlnie
wiokien nerwowych) w kierunku dalszych (bardziej analnych) odcinkéw przewodu pokarmowego
(zjawisko szczegdlnie silnie wystgpowato na terenie jelit cienkich oraz grubych). Nalezy podkreslic, ze
nie zaobserwowano roznic w liczbie $rod$ciennych perykarionéw galaninergicznych na terenie réznych
czesci zotadka gryzoni (wpust, trzon, odzwiernik), co znaczaco odbiega od wynikow uzyskanych w

przeprowadzonym eksperymencie u $wini.

Wykazany wzrost ilos¢ migsniowkowych perykarionow SP-immunoreaktywnych w kierunku
dystalnym (odustnym) $ciany zotadka $wini (z ok 12% w trzonie zotadka, przez ok. 15% w jamie
odzwiernika do ok 27% na wysokosci ujécia odzwiernikowego), obserwowany w prezentowanym
eksperymencie, silnie koreluje z gradientem immunoreaktywnosci SP ekstrahowanego z Zzotadka
cztowieka (87), a takze z lokalizacja najwigkszej iloSci miejsc wigzania substancji P wystepujaca w
odzwierniku zotadka kota (88).

Przedstawione wyniki potwierdzaja udziat badanych neuropeptydow w regulacji funkcjonowania btony
Sluzowej 1 mig$niowki roéznych czesci zotadka $wini domowej i wykazujg istnienie rdéznic migdzy
poszczegdlnymi cze$ciami tego narzadu. Zaobserwowane rozbiezno$ci w sposobie unerwienia zotadka
gryzoni i podobienstwa do danych uzyskanych w badaniach tego narzadu u cztowieka wskazuja na
mozliwo$¢ wykorzystania $wini jako zwierzgcia modelowego w badaniach biomedycznych

dotyczacych schorzen zotadka ludzi.
Zadanie 5

Idea badan byta oparta na hipotezie, ze wrzody wystepujace w czesci odzwiernikowej zotadka moga
wplywa¢ na zmiany kodowania chemicznego $rodsciennych neurondéw zlokalizowanych w tkankach

bezposrednio graniczacych z uszkodzeniem, jak rowniez w tkankach oddalonych od tego miejsca
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(zlokalizowanych bardziej dystalnie, oraz proksymalnie — w przypadku badan dotyczacych substancji
P).

Badania zostaly przeprowadzone na grupie 6 $win u ktorych wywotywano eksperymentalne
owrzodzenie cz¢sci odzwiernikowej zotadka w sposob zbiezny z opisem z Zadania 3, z tg réznica, ze
podczas operacji nie wykonywano czynnosci zwigzanych z iniekcja znacznika neuronalnego. Punkt
iniekcji kwasu octowego byt ustalany w ten sposob, azeby tworzace si¢ wrzody byly zlokalizowane w
miejscu graniczagcym z wycinkiem $ciany jamy odzwiernika pobieranym od zwierzat zdrowych
(opisanych w Zadaniu 4). Procedury nastgpujace tj. przetrzymywanie zwierzat, do$wiadczenie
terminalne, pobieranie i przygotowanie tkanek do badan, wykonywanie i barwienia preparatow
mikroskopowych, analizy mikroskopowe, dokumentacja zdjeciowa byty wykonywane zgodnie z opisem

umieszczonym w zadaniu 4.

Zwierzeta wykorzystane w badaniach opisanych w Zadaniu 4 i 5 pochodzily z tej samej hodowli a
wszystkie eksperymenty prowadzone byly rownolegle w jednym czasie (w celu ujednolica warunkow

prowadzonych badan).

Wyniki uzyskane od zwierzat zdrowych (z Zadania 4) i doswiadczalnych (z Zadania 5) analizowano
statystycznie wykorzystujac odpowiednie testy (test normalnosci rozktadu, test t-Studenta, test U Mann—
Whitney’a).

a) Neurony Gal-immunoreaktywne

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze na terenie S$ciany ujsScia odzwiernika zwierzat z
owrzodzeniami dystalnej czesci zotadka, odsetek migsniowkowych perykarionow zawierajacych
galaning wzr6st z 16,14 + 2,06% do 25,5 + 2,07% i réznica ta byla istotna statystycznie, natomiast w
tkankach bezposrednio graniczacych z wrzodem (jama odzwiernika) zmiana w tej grupie neuronow nie
wykazywala istotnosci statystycznej (wzrost z 29,4 + 1,1% do 30,8 + 0,8%). Sytuacja odwrotna byta
obserwowana w przypadku grupy neurondéw podsluzowkowych, w ktorej istotny statystycznie wzrost
dotyczyt wycinka tkanki bezposrednio graniczacej z owrzodzeniem (65,7 = 0,5% do 68,6,+,1,2%),
natomiast nie wystepowat na terenie oddalonej $ciany ujscia odzwiernika (wzrost z 64,84 + 2,74% do
68,16 + 2,49%). Gestos¢ i przebieg widkien Gal-immunoreaktywnych wystepujacych w tkankach
graniczacych z wrzodem nie ulegly zmianom pod wpltywem wystepujacych owrzodzen. Wiasciwosci
morfometryczne wigkszosci wybarwionych komodrek nie wykazywaly istotnych réznic miedzy
badanymi grupami zwierzat, cho¢ niektére neurony mig$niowkowe w tkankach zwierzat z
owrzodzeniami charakteryzowaty si¢ mniej intensywng immunofluorescencjg i/lub wigkszymi

wymiarami.
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b) Neurony SP-immunoreaktywne

Uzyskane dane wykazaly, ze u zwierzat z owrzodzeniami liczba mig¢snidwkowych SP-
immunoreaktywnych perykarionow wzrosta w sposéb istotny statystycznie we wszystkich badanych
wycinkach Zotadka, tj. w tkankach bezposrednio graniczacych z owrzodzeniem (jama odzwiernika: z
14,9 + 1,5% do 23,9 £ 1,3%) jak rowniez w tkankach oddalonych, tj. potozonych proksymalnie (trzon
zotadka: 12,4 + 1,6% do 25,8 + 4,5%) i dystalnie (ujscie odzwiernika: 27,4 + 2,1% do 35,3 £ 1,9%).
Liczba komorek podsluzowkowych nie wykazata istotnych statystycznie réznic w zadnej z badanych

lokalizacji miedzy grupg zwierzat zdrowych i eksperymentalnych.

Przeprowadzony eksperyment wykazat, ze u zwierzat z owrzodzeniem dystalnej czesci zotadka
komorki enterycznego uktadu nerwowego zlokalizowane bezposrednio przy ognisku patologicznym jak
i oddalone od tego miejsca podlegaja zjawisku plastycznosci neuronalnej w ktdra zaangazowane sg
obydwa badane neuropeptydy. Co znamienne, odpowiedZ neuronalna nie dotyczy wszystkich grup
komorek w jednakowym stopniu, a ograniczona jest do precyzyjnie okreslonych grup neuronéw w
zalezno$ci od potozenia w narzadzie i odlegtosci od czynnika uszkadzajacego. Tym samym, istnienie
zjawiska rozleglej reakcji tkanek przewodu pokarmowego na ogniskowe uszkodzenia opisywane dotad
wylacznie na terenie jelit (45) zostato po raz pierwszy potwierdzone na terenie tkanek zotadka. Choc,
zaangazowanie galaniny (62;63) oraz substancji P (64) w rozwoj, przebieg i regulacj¢ procesow
zapalnych toczacych si¢ na terenie réznych narzadéw, w tym struktur uktadu pokarmowego byto
opisywane przez badaczy, to ogromna wiekszos$¢ eksperymentow dotyczyla reakcji tkanek bezposrednio
objetych stanem zapalnym. W tego typu badaniach stan zapalny wywolywany eksperymentalnie
[poprzez podawaniem patogendéw bakteryjnych (46-49;65;66;89-91) lub pasozytow (69;92)] badz
wystepujacy naturalnie (93-95) obejmowal rozlegly obszar $ciany przewodu pokarmowego. Wyniki
przedstawionego eksperymentu sa unikatowe, gdyz jednoznacznie wykazaly plastycznosé
srodsciennych neuronéw zotadkowych oddalonych od bezposredniego kontaktu z uszkodzong tkanka.
Szczegolnie interesujaca wydaje si¢ by¢ rozlegta odpowiedz komorek splotozwoju migsniowkowego,
ktorych gléwna funkcja polega na zaopatrzeniu struktur migsniowych narzadu. Przedstawione wyniki,
uzyskane w badaniach przeprowadzonych na organizmie $wini — monogastrycznym zwierzgciu
wszystkozernym, wydajg si¢ $cisle korelowaé z symptomami utrudnionego oprdzniania zotadka
obserwowanymi w przebiegu owrzodzen dystalnej czeSci zotadka ludzi, co sugeruje mozliwo$¢ ich

wykorzystania w przysztych eksperymentach biomedycznych.
Zadanie 6

Przeprowadzone badanie opierato si¢ na hipotezie, ze owrzodzenia dystalnej czgsci zotadka wywolujgce
opisang powyzej plastyczno$¢ neuronalng w réznych wycinkach Sciany narzadu wptywajg rOwniez na
zmiany ekspresji genéw kodujgcych badane neuropeptydy oraz ich receptory w tych lokalizacjach. W

zwigzku z niedostepno$cig przeciwciat skierowanych przeciwko $winskim receptorom galaninowym i
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tachykininowym oraz danym podwazajacym specyficzno$¢ takich barwien u innych gatunkow zwierzat
(96), zastosowanie techniki Q-PCR bylo jedyng dostgpna metodg umozliwiajacg weryfikacje
zmienno$ci ekspresji tych receptorow. Jest to szczegdlnie wazne w kontekscie dodatkowego
,receptorowego” pietra regulujacego oddziatywania uwalnianych neuropeptydow na komorki tkanek
docelowych. Metodyka wykorzystana w tej czg¢$ci badan, w przeciwienstwie do wczesniej opisanych
barwien immunohistochemicznych i badan tracingowych, wymaga tkanek niepoddanych dzialaniu
paraformaldechydu, przez co niemozliwe bylo wykorzystanie prob pozyskanych od zwierzat uzytych

we wczesniej opisanych badaniach.

Eksperyment zostat przeprowadzone na 2 grupach zwierzat (pozyskanych z tej samej hodowli, w tym
samym wieku, o podobnej masie jak osobniki wykorzystane w pozostatych badaniach): §winiach
zdrowych (n=6) oraz zwierzg¢tach do$wiadczalnych (n=6) u ktoérych wywotywano eksperymentalne
owrzodzenie dystalnej czesci zotadka zgodnie z metodyka opisang w Zadaniu 3 (z modyfikacjami
uwzglednionymi w opisie z Zadania 5). W siodmym dniu po zabiegu wykonywano do$wiadczenie
terminalne w ktorym zwierzgta poddane glg¢bokiemu znieczuleniu byly wykrwawiane. Z pobranych
zotadkoéw byty wycinane proby o srednicy 1 cm (przy wykorzystaniu okraglego trepanu) zawierajgce
wszystkie warstwy S$ciany narzadu. Wycinki byly pobierane w precyzyjnie ustalonych lokalizacjach
scisle korelujacych z miejscami pobierania prob do barwien immunohistochemicznych opisanych w
Zadaniu 4 i 5 i umieszczane w odczynniku RNALater. Z pobranych tkanek izolowano RNA
(nieznacznie modyfikujgc metode w zwigzku z duzg gruboscig $ciany zotagdka Swini), przeprowadzano
odwrotng transkrypcje uzyskujac komplementarny DNA ktory stuzyt do wykonania reakcji Real-Time
PCR z odpowiednio zaprojektowanymi starterami dla gendw kodujacych: dehydrogenaze aldehydu 3-
fosfoglicerynowego — GAPDH (jako gen referencyjny), galanine, receptory galaninowe: GalR 1, GalR2,
GalR3, Tac 1 (gen kodujacy substancj¢ P), receptory tachykininowe: Nk1, Nk2, Nk3. Poziomy ekspresji
kazdego z gendw znormalizowano wzgledem genu referencyjnego. Wyniki uzyskane z grupy zwierzat
zdrowych 1 do$wiadczalnych analizowano statystycznie wykorzystujac odpowiednie testy (test

normalnosci rozktadu, test t-Studenta, test U Mann—Whitney’a ).
a) Geny kodujace galaning i receptory GalR1, GalR2, GalR3

Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze wzgledna ekspresja genu kodujgcego galaning wzrosta
jedynie na terenie $ciany ujscia odzwiernikowego zotadka zwierzat eksperymentalnych, podczas gdy w
tkankach bezposrednio graniczacych z owrzodzeniem nie ulegta zmianie. Ekspresja wszystkich
receptorow galaninergicznych (GalR1, GalR2, GalR3) wzrosta w tkankach bezposrednio graniczacych
z wrzodem, natomiast na terenie ujscia odzwiernikowego wzrost dotyczyt tylko ekspresji receptora

GalR1 (ekspresja receptorow GalR2, GalR3 nie wykazata zmian istotnych statystycznie).
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b) Geny kodujace substancje P (Tacl) i receptory Nk1, Nk2, Nk3

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wzgledna ekspresja genu kodujacego substancje P (Tacl)
wzrosta jedynie w tkance trzonu zotadka tj. lokalizacji polozonej proksymalnie w stosunku do
owrzodzenia, podczas gdy w tkankach graniczacych bezposrednio z owrzodzeniem (jama odzwiernika)
jak 1 w tkankach lezacych dystalnie (ujscie odzwiernika) obserwowany wzrost nie byl istotny
statystycznie. Zbiezne wyniki dotyczyly ekspresji receptora Nkl. Ekspresja receptora Nk3 ulegta
istotnemu wzrostowi we wszystkich badanych lokalizacjach, natomiast receptor Nk2 drastycznie
zmniejszyt swoja ekspresje w tkankach bezposrednio graniczacych z owrzodzeniem (jama
odzwiernika), istotnie zwigkszyt w tkankach lezacych dystalnie (uj$cie odzwiernika) i nie zmienit w

lokalizacji polozonej proksymalnie w stosunku do owrzodzenia (trzon zotadka).

Przedstawione wyniki sa pierwszymi dostgpnymi danymi dotyczacymi ekspresji badanych genow w
tkankach Zotagdka $wini domowej — w literaturze $wiatowej nie zostaty dotychczas przedstawione zadne
tego typu dane ani u $win zdrowych, ani w przypadku jakichkolwiek stanow patologicznych narzadu.
Co szczegolnie istotne, zastosowana technika umozliwita po raz pierwszy wykazanie obecnosci mRNA
kodujacego badane receptory w tkankach zoladka $wini, tym samym potwierdzajac ich wystepowanie
w Scianie tej struktury. Dotychczasowe badania wykorzystujgce barwienia immunohistochemiczne nie
pozwalalty w sposob wiarygodny wykaza¢ wystepowania receptoréw galaninergicznych w tkankach
zwierzat (96), a niedostgpnos¢ przeciwciat zaprojektowanych przeciwko receptorom tachykininowym
$wini rowniez utrudniata uzyskanie w petni wiarygodnych wynikéw dotyczacych tych receptorow w

przewodzie pokarmowym §wini.

Przeprowadzony eksperyment wykazal, iz owrzodzenie dystalnej czgsci zotadka wptywa na zmiany
ekspresji badanych gendow w sposdb bardzo precyzyjny, zalezny od lokalizacji badanej tkanki w
stosunku do owrzodzenia i analizowanego genu. Nalezy tu szczegdlnie podkresli¢, iz poziomy ekspresji
genow byly okreslane w catym przekroju $ciany Zotadka, przez co oprocz $réod$ciennych neurondow
zwieraly wiele innych typow komorek (jak na przyktad komoérki nablonkowe, fibroblasty, adipocyty,
miocyty, komorki glejowe i komorki uktadu immunologicznego), natomiast technika barwien
immunocytochemicznych (do$§wiadczenie opisane w Zadaniu 4 i 5) precyzyjnie okreslano ekspresje
badanych neuropeptydéow wytacznie w populacji neuronalnej. Fakt ten thumaczy niezupelng korelacje
istotno$ci statystycznej niektorych wynikow ilosciowych dotyczacych badanych neuropeptydow i
gendw je kodujacych uzyskanych metodg barwien immunohistochemicznych i technika Real-Time PCR
(np. wzrost liczby Gal-immunoreaktywnych neuronéw podsluzéwkowych w tkankach bezposrednio
graniczacych z wrzodem i brak zmian ekspresji genu kodujacego galanine w tym regionie). Niemniej
jednak w przypadku badan dotyczacych receptorow, okreslanie ich ekspresji we wszystkich tkankach
danej lokalizacji wydaje si¢ by¢ szczegdlnie uzasadnione, gdyz uwalniane neuropeptydy moga

oddziatywa¢ na wszystkie komorki tam wystepujace. Odnotowane wzrosty ekspresji receptorow
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galaninergicznych i tachykininowych w tkankach graniczacych z owrzodzeniem wydaja si¢ by¢ zgodne
z wickszoscia doniesien wykazujacych podobng tendencje wzrostowa w przebiegu stanow zapalnych
roéznych narzadow wystepujacych u réznych zwierzat (62;63;97). Na uwage zastuguje fakt, ze artykuty
opisujace zmiany ekspresji receptorow GalR2 i GalR3 sg bardzo nieliczne (91;98), a prezentowane
badania po raz pierwszy w historii wykazaty zmiany ich ekspresji w tkankach Zotadka. Wyniki
dotyczace receptorow tachykininowych wydaja si¢ by¢é roéwnie przetomowe. Przeprowadzone
eksperymenty po raz pierwszy w historii wykazaly wzrost ekspresji receptora NK3 w tkankach
przewodu pokarmowego objetego stanem patologicznym, i co nie mniej istotne, dowiodly iz reakcja sa
objete rowniez tkanki oddalone od bezposredniego uszkodzenia. Réwnie interesujace wydaja si¢ by¢
wyniki wykazujace znaczace rdznice w ekspresji receptora NK2 w zaleznosci od badanego wycinka
zotadka, ktore silnie wiaza si¢ z lokalizacja tego receptora na komoérkach miesniowki gtadkiej przewodu
pokarmowego i ich dziataniem skurczowym (79). Obserwowany wzrost ekspresji receptora wytacznie
w tkankach zwieracza odzwiernika, silnie korelujacy z najwicksza jego ekspresja w odzwierniku
cztowieka i kota (87;88), wydaje si¢ bezposrednio wspiera¢ przedstawiong wczesniej hipoteze
dotyczaca zaangazowania tachykinin w zjawisko utrudnionego oprézniania zoladka wystepujacego u
pacjentow z owrzodzeniami dystalnej cze$ci narzadu. Ogromny spadek ekspresji receptora Nk2 w
miejscu bezposrednio graniczgcym z uszkodzeniem, odmienny od wigkszosci dostgpnych wynikéw
opisujacych wzrost jego ekspresji w przebiegu stanow zapalnych, wydaje si¢ wynika¢ z silnego
uszkodzenia tkanki mig$niowej przez gleboko penetrujacy wrzoéd. Cze$¢ uszkodzonych komodrek
mig$niowych mogta ulec atrofii, co wptyn¢to na zmiang ekspresji receptora. Za takg tezg wydajg si¢
przemawia¢ réwniez wyniki uzyskane we wczesniejszych badaniach nad zapaleniem okr¢znicy Swin, w
ktorych wykazaliSmy znaczacy spadek ekspresji receptora GalR2 w tkankach silnie uszkodzonych
przebiegajacym stanem zapalnym (91). Przedstawione rozbieznosci w zmianach ekspresji receptora w
zaleznosci od prowadzonego eksperymentu jednoznacznie wskazujg na koniecznos$¢ indywidualnego
rozpatrywania roéznych stanéw patologicznych i ostroznos¢ w bezposrednim odnoszeniu uzyskanych

wynikéw do innych jednostek chorobowych.

4.4 Podsumowanie i wnioski:
Przeprowadzone badania po raz pierwszy wykazaty, ze:

1. Migsien zwieracz odzwiernika §wini jest unerwiony poprzez $rédscienne zstepujace projekcje
nerwowe ktorych najbardziej odlegte / oddalone perykariony leza na teranie $ciany zotadka w
odlegtosci ok. 5.5 cm od zaopatrywanej struktury. Ilo§¢ i rozmieszczenie tych komorek na
terenie splotozwoju migénidwkowego zmienia si¢ wraz ze wzrostem odlegtosci od odZzwiernika.
Uzyskane dane neuroanatomiczne istotnie uzupelniajg dotychczasowa wiedz¢ na temat

unerwienia zwieracza odzwiernika zotadka §wini w stanie fizjologicznym.
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2. Do regulacji funkcji zwieracza odzwiernika w stanie fizjologicznym §rodScienne neurony
zstepujace wykorzystuja galaning, natomiast substancja P nie bierze udzialu w tej regulacji.
Analiza dostgpnej literatury wykazuje, iz wyniki te znacznie ro6znig si¢ od wynikow

prezentowanych u zwierzat poligastrycznych.

3. Owrzodzenia dystalnej cze$ci zotadka wykazuja silnie destrukcyjny wplyw na $rédscienne
projekcje nerwowe zaopatrujgce migsien zwieracz odzwiernika zmieniajgc zasieg tych projekcji
oraz rozmieszczenie i ilo$¢ neuronéw w nig zaangazowanych. Uzyskane wyniki
neuroanatomiczne sugeruja istnienie przyczyn neurogennych w symptomie utrudnionego
oprozniania zotagdka obserwowanym u pacjentow z owrzodzeniami cz¢$ci odzwiernikowej

narzadu.

4. Srodécienne zstepujace neurony zoladkowe zaopatrujace zwieracz odzwiernika zotadka $wini
w przebiegu owrzodzen dystalnej czgéci zotadka nie zmieniajg w sposob istotny statystycznie
ekspresji galaniny ani substancji P. Uzyskany wynik wyklucza udziat badanych neuropeptydow
w zjawisku plastycznos$ci neuronalnej tych komorek. Zestawienie otrzymanego wyniku z
danymi wykazujacymi zmiany ekspresji galaniny i substancji P w przebiegu réznych procesow
patologicznych uwidacznia istnienie precyzyjnej kontroli mechanizmu plastycznosci

neuronalnej w réznych grupach neuronow.

5. Ekspresja galaniny i substancji P w populacji komoérek enterycznego uktadu nerwowego
zotadka swin zdrowych wykazuje znaczne rozbiezno$ci pomigdzy réznymi czesciami badanego
narzagdu. Roznice ilosciowe wystepuja réwniez pomigdzy populacja neurondow
podsluzéwkowych i migéniowkowych immunoreaktywnych dla danego neuropeptydu na
terenie tych samych czesci zotadka. Zaobserwowane rozbieznosci wydaja si¢ $cisle korelowac
z funkcjami regulacyjnymi pelnionymi przez badane neuropeptydy i potwierdzaja wysoka
specjalizacje enterycznego uktadu nerwowego w roznych czgéciach $ciany tego samego
narzadu. Analiza danych literaturowych dowodzi istnienia pewnych podobienstw do danych
prezentowanych w Zotadku cztowieka, i rozbiezno$ci wzgledem unerwienia zotadka gryzoni co

naswietla przydatno$¢ zotadka $wini do wykorzystania w eksperymentach biomedycznych.

6. Ogniskowe wrzody wystepujace w dystalnej czgéci zotadka w istotny sposob wplywaja na
zmiang SPosobu kodowania chemicznego S$rodsciennych neurondéw zlokalizowanych w
tkankach bezposrednio graniczacych z owrzodzeniem, jak réwniez neuronéw oddalonych od
tego ogniska i wystepujacych bardziej proksymalnych (trzon Zotadka) i dystalnych (ujscie

odzwiernika) cze$ciach narzadu. Uzyskane dane jednoznacznie wykazuja udziat galaniny i
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substancji P w procesie plastycznosci neuronalnej perykarionéw enterycznego uktadu
nerwowego rozproszonych na duzym obszarze §ciany zotadka. Subtelne réznice w zmianach
ekspresji badanych neuropeptydow obserwowane miedzy rdéznymi grupami neuronow

uwidaczniaja wysokg precyzje regulacji tych mechanizméow.

7. Ekspresja genow kodujacych badane neuropeptydy oraz ich receptory ulega precyzyjnym
zmianom w tkankach Zolgdka bezposrednio graniczacych z owrzodzeniem, jak réwniez w
tkankach oddalonych od ogniska zapalnego. Réznice w ekspresji genow kodujacych badane
receptory potwierdzaja istnienie dodatkowego pigtra regulacyjnego umozliwiajacego
precyzyjna modulacje odpowiedzi tkanek zotadka na neuropeptydy uwalniane w przebiegu

owrzodzenia.

Biorgc pod uwage znaczenie badanego gatunku w gospodarce rolnej i medycynie weterynaryjnej oraz
mozliwo$¢ wykorzystania go jako organizmu modelowego w badaniach biomedycznych przedstawione
w niniejszej dysertacji wyniki neuroanatomiczne wydajg si¢ mie¢ szczegolnie istotne znaczenie
umozliwiajac prowadzenie dalszych eksperymentéw przez inne dziedziny nauki. Przyszie badania
weryfikujac mozliwo$¢ zastosowania agonistow badz antagonistow receptorow dla badanych
neuropeptydow moga przyczynic¢ sie do opracowania nowych terapii schorzen zotadka ludzi i zwierzat.
W tym kontekscie szczegdlnej wymowy nabierajg wyniki eksperymentow wykazujacych ograniczenie
powstawania owrzodzen §luzowki zotadka oraz hamowanie odpowiedzi zapalnej okreznicy szczura w
nastepstwie podawania galaniny (99), czy tez eksperymenty wykazujace znaczacg poprawe stanu
klinicznego w przebiegu zapaleniu jelita czczego myszy po zahamowaniu syntezy/uwalniania substancji
P (100). Co wigcej, w obecnej medycynie juz znalazty efektywne zastosowanie leki w ktorych aktywna
substancje stanowig antagonisci receptorow tachykininowych (jako leki przeciwwymiotne) (101),

urealniajgc hipoteze przedstawiong powyze;j.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych z informacja o zdobytych

finansowaniach, odbytych stazach w zagranicznych osrodkach naukowych lub akademickich.

5.1 Badania ktorych wyniki zostaly opublikowane w czasopismach naukowych

W prowadzonych przeze mnie badaniach mozna wyrdzni¢ nastepujace obszary zainteresowan:

1.
2.

5.1.1

5.111

Badania dotyczace neuroanatomicznej organizacji struktur centralnego uktadu nerwowego
Badania obejmujace szeroko rozumiang charakterystyke struktur uktadu rozrodczego i jego
unerwiania w stanie fizjologicznym i w wybranych stanach patologicznych.
Badania dotyczace unerwienia uktadu pokarmowego w stanie fizjologicznym i w przebiegu
eksperymentalnie wywolywanych stanéw patologicznych. W tej grupie mozna wyodrebnic
eksperymenty podejmujace tematyke:

a. zewnatrzpochodnych Zrodet unerwienia

b. $rodsciennego (enterycznego) uktadu nerwowego

Badania z zakresu neuroanatomicznej organizacji struktur centralnego ukladu

Nerwowego

Prowadzone eksperymenty obejmowaly tematy zwigzane z lokalizacja i okresleniem
wlasciwosci neurochemicznych wybranych struktur nerwowych wystepujacych na terenie
radzenia kregowego i tylomdzgowia $wini domowej. W wigkszosci przeprowadzonych
eksperymentéw bytem bezposrednio zaangazowany w koncepcje i projekt badan oraz
odpowiadalem za wykonywanie czesci laboratoryjnej, analize mikroskopowa, opis uzyskanych
wynikéw, wykonanie stosownej dokumentacji jak roéwniez uczestniczylem w przygotowaniu
manuskryptow. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w nastepujacych artykutach (krotki

opis prowadzonych badan umieszony jest ponizej danych bibliograficznych kazdej pracy):

Distribution and morphology of NOS-immunoreactive neurons in the thoracolumbar and sacral spinal
cord of the pig. Calka J., Zalecki M., Wasowicz K., Lakomy M.; Med Wet. 2006; 62(10):1134-1138
(IF=0,259 ; MNiSW=9 pkt)

Tlenek azotu, neuroprzekaznik o charakterystycznych wlasciwo$ciach, ktory nie jest gromadzony w

pecherzykach synaptycznych, a dyfundujgc do przylegtych tkanek oddziatuje na sgsiednie neurony jest

tworzony w komoérkach przez specyficzny enzym — syntetaza tlenku azotu (NOS). W przeprowadzonych

badaniach obecno$¢ neuronalnej izoformy syntetazy tlenku azotu zostata uwidoczniona na terenie
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rdzenia kregowego $wini w strukturach nerwowych zwigzanych z przekaznictwem impulsow
czuciowych (rogi dogrzbietowe) i uktadem autonomicznym (istota posrednia — jadro posrednioboczne i
posrednioprzysrodkowe). Co ciekawe, komorki wysScielajace kanal $rodkowy rdzenia kregowego
rowniez wykazywaly immunoreaktywnos¢ dla tej izoformy NOS, co wskazuje na mozliwos¢

bezposredniego uwalniania tlenku azotu do ptynu mézgowo-rdzeniowego.
5112

A comparison of the distribution and morphology of ChAT-, VAChT-immunoreactive and AChE-positive
neurons in the thoracolumbar and sacral spinal cord of the pig. Calka J., Zalecki M., Wasowicz K.,
Arciszewski M., Lakomy M.; Veterinarni Medicina 2008; 53(8): 434-444 (IF=0,659; MNiSW=27 pkt)

Neurony cholinergiczne stanowia jedna z gldéwnych populacji nerwowych na terenie centralnego I
obwodowego uktadu nerwowego. Do markeréw neuronéw cholinergicznych nalezy enzym
acetylotransferaza cholinowa (ChAT) oraz pecherzykowy transporter acetylocholiny (VACHT),
natomiast enzymem rozktadajacym/degradujgcym acetylocholing jest acetylocholinoesteraza (AChE).
Wykorzystujac kombinacje technik histochemicznych i immunohistochemicznych wykonana zostata
analiza pordwnawcza obecnosci nerwowych struktur zawierajacych poszczegdlne markery na terenie
rdzenia kregowego $wini. W eksperymencie wykazano obecno$¢ neuronow cholinergicznych w
strukturach nerwowych istoty szarej zwigzanych z przekaznictwem impulsow ruchowych (rogi
dobrzuszne) i autonomicznych (istota posrednia — jadro posrednio-boczne i posrednio-przysrodkowe).
Interesujagcg obserwacja byl fakt, iz wystgpowanie markeréw AChE i ChAT nie korelowato w
perykarionach jadra posrednio-przysrodkowego, €O wskazuje na istnienie ztozonych zaleznos$ci

wystepujacych miedzy tymi enzymami na terenie uktadu autonomicznego.
5.1.1.3

Co-localisation of NOS- and ChAT-immunoreactivity in the spinal autonomic nuclei of the pig. An
immunocytochemical study. Calka J., Zalecki M., Arciszewski M.; Bull Vet Inst Pulawy 2008; 52:635-
641 (IF=0,337; MNiSW=20 pkt)

W oparciu 0 wyniki uzyskane w poprzednich badaniach przeprowadzone zostalo doswiadczenie w
ktorym wykorzystujac  technike podwdjnych barwien immunofluorescencyjnych okreslono
wspotwystepowanie markeréw cholinergicznych i nitrergicznych w perykarionach znajdujacych si¢ na
terenie jader autonomicznych rdzenia kregowego $wini. Przeprowadzony eksperyment wykazat
wystepowanie populacji neurondéw wspétzawierajgcych obydwa markery, jak réwniez komorek
wykazujacych obecno$¢ tylko jednego z badanych markerow. Uzyskane dane dostarczyty
morfologicznych dowodéw na wspotudziat tlenku azotu i acetylocholiny w regulacji rdzeniowych

neuronow autonomicznych.
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5114

Evidence for coexistence of choline acetyltransferase (ChAT)- and calcitonin gene-related peptide
(CGRP)-immunoreactivity In the thoracolumbar and sacra spinal cord neurons of the pig. Calka J.,
Franke-Radowiecka A., Zalecki M., Lakomy M.; Pol J Vet Sci. 2009; 12(1):61-67 (IF=0,435;
MNiSW=20 pkt)

Peptyd kodowany genem kalcytoniny (CGRP), uwazany za jeden ze specyficznych markeréw neurondéw
czuciowych, wedlug niektorych autoréw moze by¢ rowniez zaangazowany w przekaznictwo impulséw
ruchowych 1 autonomicznych. W przeprowadzonym eksperymencie, wykorzystujac technike
podwodjnych barwien immunohistochemicznych, wykazano wyst¢gpowanie neurondow CGRP-
immunoreaktywnych w strukturach nerwowych istoty szarej rdzenia krggowego $wini zwigzanych z
przekaznictwem impulsow czuciowych (rogi dogrzbietowe), autonomicznych (istota posrednia — jadro
posrednio-boczne i posrednio-przysrodkowe) oraz na terenie jader ruchowych (rogi dobrzuszne). W
wielu perykarionach immunoreaktywno$¢ CGRP wspotwystepowata z immunoreaktywnoscig dla
ChAT. Uzyskane dane jednoznacznie wskazuja na udzial badanego peptydu w przekaZnictwie

impulséw ruchowych i autonomicznych.
5.115

Organization of Acetylcholine Containing Structures in the Cranial Motor Nuclei of the
rhombencephalon of the pig. Zalecki M., Calka J., Lakomy M.; Veterinarni Medicina. 2007; 52(7): 293-
300 (IF=0,645; MNiSW=27 pkt)

Celem prowadzonych badan byto scharakteryzowanie cholinergicznych struktur nerwowych w jadrach
moézgowych nerwow czaszkowych zlokalizowanych na terenie tylomézgowia $wini. Zastosowano
technike barwien immunohistochemicznych na mrozeniowych skrawkach tytlomozgowia $wini.
Eksperyment oprocz uwidocznienia neuronéw  cholinergicznych  ujawnit  wystgpowanie
immunoreaktywnych koszyczkowatych struktur nerwowych (z j. angielskiego ,,buton-like structures™)
bezposrednio kontaktujacych sie z neuronami. Obserwowane struktury najprawdopodobniej stanowia
zakonczenia synaptyczne wypetnione acetylocholing. W eksperymencie wykazano, iz perykariony jadra
grzbietowego nerwu btednego (nalezacego do uktadu autonomicznego) nie posiadaty tego typu struktur,
CO W znaczacy sposob odrdzniato je od neurondéw zlokalizowanych w pozostatych jadrach nerwow

czaszkowych.
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5.1.1.6

Re-examination of the topographical localization of facial nucleus in the pig. Calka J., Zalecki M.,
Wasowicz K., Bukowski R., Lakomy M.; Anat Embryol (Berl). 2006; 211(3):197-201 (IF=1,277;
MNiSW=20 pkt)

Mikroskopowe obserwacje preparatow zawierajacych rdzen przedtuzony swini domowej barwionych
roznymi  technikami histochemicznymi oraz analiza poroéwnawcza dostepnych atlasow
neuroanatomicznych réznych zwierzat wykazaty istnienie znaczacych roznic miedzy obserwowanymi
strukturami (m.in. lokalizacja jadra ruchowego nerwu twarzowego), a danymi prezentowanymi w atlasie
poswigconemu neuroanatomicznej budowie méozgowia $wini. Celem wyjasnienia zaobserwowanych
roznic wykonany zostal eksperyment w ktorym przy uzyciu znacznika neuronalnego Fast-Blue
wyznakowane zostaly neurony jadra nerwu twarzowego. Badania ujawnity wtasciwa lokalizacje jadra
nerwu twarzowego, ktora znaczaco roznita si¢ od danych przedstawionych w w/w atlasie

neuroanatomicznym dotyczacym $wini.
5117

Morfologiczne uwarunkowania zjawiska neurosekrecji w wyniostosci posrodkowej. Calka J., Zalecki

M., Calka M.; Szkice Humanistyczne. 2006; T.VI: 301-308 (Lista B, MNiSW=6pkt)
Przegladowy artykul w ktorym opisane zostalo zjawisko neurosekrecji w przysadce mozgowe;.
51138

Gdy rozum $pi, lqczq sie neurony. Calka J., Zalecki M.; Wiedza i Zycie 2007, 5:60-61

Artykul popularnonaukowy opisujacy wybrane aspekty funkcjonowania moézgu.

5.1.2 Badania obejmujace szeroko rozumiang charakterystyke struktur ukladu rozrodczego i

jego unerwiania w stanie fizjologicznym i w wybranych procesach patologicznych.

Prowadzone eksperymenty nacelowane byly na weryfikacje wystgpowania réznych substancji
biologicznie czynnych i biatek w strukturach nalezacych lub bezposrednio zwigzanych z
uktadem rozrodczym. W badaniach wykorzystywano miedzy innymi technike podwojnych
barwien immunohistochemicznych i mikroskopie konfokalng. W wigkszosci prowadzonych
eksperymentéw bezposrednio uczestniczylem w przygotowaniu materiatu do analiz,

wykonywaniu badan laboratoryjnych, mikroskopii konfokalnej, analizie i opracowywaniu
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uzyskanych danych. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w nastepujgcych artykutach
(krotki opis prowadzonych badan umieszony jest ponizej danych bibliograficznych kazdej

pracy):
5121

Innervation pattern of polycystic ovaries in the women. Wojtkiewicz J., Jana B., Koztowska A., Crayton
R., Majewski M., Zalecki M., Baranowski W., Radziszewski P.; J Chem Neuroanat. 2014; 61-62:147-
52 (IF=1,5; MNiSW=20 pkt)

Na podstawie doniesien literaturowych sugerujacych udziat uktadu nerwowego w patogenezie i
przebiegu schorzen okreslanych jako zespot policystycznych jajnikow kobiet, przeprowadzono
eksperyment w ktorym przy wykorzystaniu technik barwien immunohistochemicznych wykazano
istnienie znaczacych réznic w unerwieniu jajnika kobiet z rozpoznang w/w jednostka chorobowa
(zmiany dotyczyly liczebnosci wiokien immunoreaktywnych dla réznych neuroprzekaznikow).
Uzyskane wyniki potwierdzity wczesniejsze hipotezy o zaangazowaniu uktadu nerwowego W przebieg

tego zespotu chorobowego.
5122

Nitric oxide in the bovine oviduct: Influence on contractile activity and nitric oxide synthase isoforms
localization. Yilmaz O., Calka J., Bukowski R., Zalecki M., Wasowicz K., Jaroszewski J., Markiewicz
W., Bulbul A., Ucar M.; Theriogenology. 2012; 77(7):1312-27 (IF=2,082; MNiSW=35 pkt)

Tlenek azotu produkowany z L-argininy przez rézne typy syntazy tlenku azotu (nNOS, iNOS, eNOS)
jest uwazany za jedng kluczowych substancji regulujgcych prawidlowe funkcjonowanie $ciany
jajowodu. W przeprowadzonym eksperymencie wykazano wystgpowanie réznych izoform syntazy
tlenku azotu na terenie jajowodu (ciesn, lejek) krowy oraz wykluczono bezposredni wplyw tego gazu
na kurczliwo$¢ miesnidowki jajowodu. Co istotne, uzyskiwane wyniki byty $cisle uzaleznione od fazy
cyklu rujowego z ktérego pochodzity badane proby wskazujgc na istotne roznice nitrergicznej regulacji

pracy jajowodu w zaleznos$ci od fazy cyklu.
5123

Effect of seminal plasma zinc—binding proteins on motility and membrane integrity of canine
spermatozoa stored at 5°C. Mogielnicka-Brzozowska M., Dziekonska A., Strzezek R., Zalecki M.,
Majewska A., Tolscik K., Kordan W.; Bull Vet Inst Pulawy 2014; 58:163-168 (IF=0,357; MNiSW=15

pkt)

Jony cynku odgrywaja kluczowg role w procesie spermatogenezy, jak rowniez wptywaja na zachowanie
wilasciwych paramentow nasienia. W przeprowadzonym eksperymencie przy wykorzystaniu

mikroskopii konfokalnej uwidoczniono doktadng lokalizacj¢ biatek wiazacych cynk na plemnikach
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zawartych w ejakulacie psa. Badania wykazaty rowniez protekcyjne dziatanie suplementacji tych biatek
na parametry nasienia poddawanego dziataniu niskich temperatur (kriokonserwacja). Dziatanie
protekcyjne badanych biatek jest oparte na zabezpieczeniu odpowiedniego stgzenia i dostepnosci jondow
cynku.

5124

Immunohistochemical Characterization of Sympathetic Chain Ganglia (SChG) Neurons Supplying the
Porcine mammary Gland. Franke-Radowiecka A., Wasowicz K., Klimczuk M., Podlasz P., Zalecki M.,
Sienkiewicz W. - Anat Histol Embryol.; 2016; 45(1):44-50 (IF=0,683; MNiSW=20 pkt)

Unerwienie wspotczulne gruczotu mlekowego jest jednym z gtdéwnych czynnikow regulujacych proces
wydzielania mleka u ssakow. Wykorzystujac kombinacj¢ techniki wstecznego znakowania neuronow z
technika podwojnych barwien immunohistochemicznych precyzyjnie zlokalizowano zrodia
wspotczulnego unerwienia gruczotu mlekowego $wini domowej oraz okreslono wzoér kodowania
chemicznego tych neuronow. Dowiedziono, iz badane neurony wspotczulne oprocz enzymow szlaku
katecholaminergicznego wykazywaly rowniez immunoreaktywno$¢ dla somatostatyny (SOM),

neuropeptydu Y (NPY), a takze wazoaktywnego peptydu jelitowego (VIP).
5125

Morphological and neuroanatomical study of the mammary gland in the immature and mature
European beaver (Castor fiber). Franke-Radowiecka A., Gizejewski Z., Klimczuk M., Dudek A., Zalecki
M., Jurczak A., Kaleczyc J.; Tissue Cell. 2016; 48(5):552-7 (IF=1,232; MNiSW=20 pkt)

Ograniczony dostep do materialu pochodzacego od gatunkéw zwierzat chronionych, do jakich nalezy
bobr europejski, znaczaco zmniejsza liczbe danych literaturowych opisujacych morfologi¢ i organizacje
neuroanatomiczng struktur anatomicznych u tych ssakéw. Wykorzystujac tkanki pochodzace od
zwierzat wylapywanych podczas odlowdw interwencyjnych przeprowadzono badania w wyniku
ktorych opisano budowe morfologiczng gruczotu mlekowego samic niedojrzatych i dojrzatych ptciowo.
Ponadto, wykorzystujac technike podwojnych barwien immunohistochemicznych i mikroskopie
konfokalng wykazano istnienie duzej liczby widkien nerwowych zawierajgcych rdzne neurotransmitery

zlokalizowanych na terenie brodawki gruczotu i w samej tkance gruczotowe;.
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513

Badania dotyczace unerwienia ukladu pokarmowego w stanie fizjologicznym i w

przebiegu eksperymentalnie wywolywanych stanéw patologicznych

Jest to moj glowny kierunek badawczy. Prowadzone badania dotyczyly gtéwnie unerwienia
uktadu pokarmowego $wini domowej, cho¢ niektore eksperymenty przeprowadzalem rowniez
na tkankach innych ssakow. Pragne tu zaznaczy¢, iz wybdr §wini domowej jako zwierzecia
eksperymentalnego nie byt przypadkowy. Jak opisalem wczesniej gatunek ten wydaje si¢ mie¢
szczegoOlnie istotne znaczenia dla medycyny weterynaryjnej, ale takze dla badan
biomedycznych. Problemy zwigzane z ukladem pokarmowym $win stanowia duza grupe
schorzen ktore oprocz problemow czysto leczniczych, przyczyniajg si¢ rowniez do znaczacych
strat ekonomicznych. Z drugiej strony, organizm $wini domowej, bedacej zwierzeciem
wszystkozernym, jest przez wielu badaczy uwazany za szczegolnie dobry organizm modelowy
do badan prowadzonych nad jednostkami chorobowymi cztowieka. Stad uzyskane wyniki z
zakresu nauk podstawowych, mogg zosta¢ wykorzystane przez inne obszary nauki do
prowadzenia dalszych badan.

W wigkszoséci opisanych eksperymentéw bytem bezposrednio zaangazowany w tworzenie
koncepcji badan i bezposrednio uczestniczytlem we wszystkich etapach prowadzonych
doswiadczen (poczynajac od wprowadzenia zwierzat doswiadczalnych, przez wykonywanie
zabiegow eksperymentalnych, opieke nad zwierzetami, pobieranie materiatu, przeprowadzanie
badan laboratoryjnych, analizy wynikow, wykonywanie dokumentacji, przygotowanie
manuskryptow i sam proces publikowania artykutow w czasopismach naukowych).
Prowadzone badania ukierunkowane byly na charakterystyke struktur nerwowych
zaopatrujacych przewod pokarmowy ktorych zrédta pochodza z odlegtych osrodkow
neuronalnych jak réwniez elementow zlokalizowanych w $cianie przewodu pokarmowego.
Wybrane eksperymenty nacelowane byty réwniez na morfologiczne dowody interakcji struktur

nerwowych z elementami uktadu immunologicznego.

W tematyce prowadzonych badan mozna wyrdézni¢ dwa gtowne obszary zainteresowan

wynikajace z rdznej lokalizacji neuronow zaopatrujgcych uktad pokarmowy:

a. eksperymenty nacelowane na zewnatrzpochodne zrédla unerwieniu przewodu
pokarmowego
b. doswiadczenia ukierunkowane na $rédscienne unerwienie przewodu pokarmowego

(enteryczny uktad jelitowy)

Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w nastepujacych artykutach (krotki opis prowadzonych

badan umieszony jest ponizej danych bibliograficznych kazdej pracy):
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5.1.3.a Unerwienie zewnatrzpochodne
5.13al

Localization and neurochemical characteristics of the extrinsic sympathetic neurons projecting to the
pylorus in the domestic pig. Zalecki M.; J Chem Neuroanat. 2012; 43(1):1-13 (IF=2,475; MNiSW=20

pkt)

Zewnatrzpochodne unerwienie wspotczulne stanowigce istotny element hamujacy motoryke uktadu
pokarmowego, moze wykazywaé dziatanie aktywujace migsniowke zwieracza odzwiernika zotadka.
Zazwojowe neurony ukladu wspoélczulnego zaopatrujace przewod pokarmowy zawieraja rozne
neurotransmitery i zlokalizowane sa w zwojach przy- oraz przedkrggowych. W przeprowadzonym
eksperymencie stosujac technike wstecznego znakowania neuronéw precyzyjnie okre§lono lokalizacje
perykarionow uktadu wspodtczulnego zaopatrujacych odzwiernik $wini domowej. Co ciekawe,
wszystkie neurony zlokalizowane byty jedynie w obrebie kompleksu zwoju trzewnego i krezkowego
przedniego (ok. 90% komorek zlokalizowanych byto na terenie zwoju trzewnego, 10% w obszarze
zwojow krezkowych przednich). Stosujac metode podwdjnych barwien immunofluorescencyjnych oraz

technik¢ RT-PCR okreslono profil neurochemiczny badanych neuronéw.
5.13az2

Vagal projections to the pylorus in the domestic pig (Sus scrofa domestica). Zalecki M., Podlasz P.,
Pidsudko Z., Wojtkiewicz J., Kaleczyc J.; Auton Neurosci. 2012; 171(1-2):21-7 (IF = 1,846; MNiSW=20

pkt)

Nerw btedny, stanowigcy gltdowne zrddlo unerwienia parasympatycznego i czuciowego wiekszosci
odcinkéw uktadu pokarmowego, dociera do odzwiernika gtownie gatezig zotadkowa i watrobowa, ktore
swe zrodla w wiekszosci czerpig z lewego pnia tego nerwu. Przy wykorzystaniu techniki wstecznego
znakowania neurondow zostala precyzyjnie okreSlona lokalizacja perykarionow nerwu blednego
(unerwienie autonomiczne i czuciowe) zaopatrujgcych odzwiernik $wini domowej. Wyznakowane
komorki wystgpowaly na terenie obustronnych jader grzbietowych nerwu biednego (komponenta
autonomiczna) oraz na w obustronnych zwojach dalszych (weztowych) nerwu btednego. Cho¢ nie
zaobserwowano somatotropowego utozenia komoérek w obszarze badanych struktur, to na uwage
zastuguje fakt, iz nieznacznie wigksza liczba wyznakowanych komorek zlokalizowana byla w

strukturach znajdujacych si¢ po lewe;j stronie.

Nalezy nadmieni¢, ze artykut zostat uhonorowany przez Polskie Towarzystwo Nauk Weterynaryjnych

Wyrédznieniem Roku 2012.
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5.13.a.3

Axotomy-Induced Changes in the Chemical Coding Pattern of Colon Projecting Calbindin-Positive
Neuronsin the Inferior Mesenteric Ganglia of the Pig. Wojtkiewicz J., Rowniak M., Crayton R.,
Gonkowski S., Robak A., Zalecki M., Majewski M., Klimaschewski L.; J Mol Neurosci. 2013; 51(1):99-
108 (IF=2,757; MNiSW=20 pkt)

Uszkodzenie obwodowych widkien nerwowych, ktore moze powsta¢ w nastepstwie przeprowadzonego
zabiegu operacyjnego, skutkuje naptywem jonow wapnia do komorki nerwowej, a takze wywotuje
zmiany w kodowaniu chemicznym uszkodzonych neuronéw. Kalbindyna wigzac jony wapnia w
komorce dziata protekcyjne na uszkodzony neuron. Wykorzystujac kombinacje techniki wstecznego
znakowania neurondéw, podwojnych barwien immunohistochemicznych oraz przeprowadzajac
eksperymentalng aksotomie, w zrealizowanym badaniu wykazano, iz przecigcie nerwow zaopatrujgcych
okre¢znice zstgpujaca Swini istotnie wptywa na zmiang kodowania chemicznego zazwojowych neuronow
uktadu wspodtczulnego zaopatrujacych badany fragment jelita, jednak nie zmienia ekspresji kalbindyny

w tych neuronach.
513.a4

Extrinsic Primary Afferent Neurons Projecting to the Pylorus in the Domestic Pig-Localization and
Neurochemical Characteristics. Zalecki M.; J Mol Neurosci. 2014; 52(1):82-9; Epub 2013 (IF= 2,757,
MNiSW=20 pkt)

Neurony aferentne poza przekaznictwem impulsow czuciowych do wyzszych pigter uktadu nerwowego
maja zdolno$¢ uwalniania substancji biologicznie czynnych bezposrednio do tkanek ktore unerwiaja (z
zakonczen obwodowych — na drodze antydromowej). Stosujac kombinacj¢ technik wstecznego
znakowania neuronéw oraz podwojnych barwien immunohistochemicznych wykazano, iz ok 80%
neuronéw czuciowych zaopatrujacych odzwiernik swini zlokalizowanych jest w obustronnych zwojach
dalszych (weztowych) nerwu btednego, a ok. 20% tych neuronéw w obustronnych zwojach
rdzeniowych neuromeréw Th4 - L1. Wyznakowane neurony wykazywaty immunoreaktywnos$¢ (w
réznym procencie) dla substancji P (SP), peptydu kodowanego genem kalcytoniny (CGRP), neuronalnej
izoformy syntazy tlenku azotu (nNOS) oraz galaniny (Gal). Co ciekawe, obserwowana proporcja
liczebnosci komoérek SP-immunoreaktywnych zlokalizowanych w zwojach rdzeniowych w stosunku do
zwojow weztowych byla zupelnie odwrotna niz w wynikach uzyskiwanych w badaniach nad

unerwieniem zotadka gryzoni.

40



Michat Zalecki Autoreferat

5.1.3.b Unerwienie §rodscienne — enteryczny uklad nerwowy
513.b.1

Changes in the expression of galanin and galanin receptors in the wall of the colon in pigs
experimentally infected with Brachyspira hyodysenteriae. Wasowicz K., Podlasz P., Chmielewska M.,
Losiewicz K., Kaleczyc J., Zmudzki J., Zalecki M., Pidsudko Z., Lakomy M.; Bull Vet Inst Pulawy; 2014;
58:23-28 (IF=0,357; MNiSW=15 pkt)

W przebiegu stané6w chorobowych przewodu pokarmowego ludzi oraz zwierzat obserwowane sg
zmiany ekspresji neuropeptydoéw zwigzanych z toczacym si¢ procesem zapalnym. W przeprowadzonym
eksperymencie zweryfikowano wzgledna zmiang ekspresji MRNA dla genéw kodujacych galaning i jej
receptory (GalR1, GalR2, GalR3) w $cianie okre¢znicy zstepujacej $win eksperymentalnie zakazanych
bakteriami Brachyspira Hyodysenterie. Celem doktadniejszej lokalizacji obserwowanych zmian w
Scianie jelita, ilos¢ mRNA kodujacego badane geny zostata okreslona oddzielnie w btonie §luzowej i
podsluzowej, blonie migsniowej a takze w limfocytach izolowanych z btony $luzowej. Eksperyment
wykazal obecno$¢ mRNA dla badanach genow we wszystkich analizowanych strukturach. Co bardzo
interesujace, w tkankach zwierzat chorych ekspresja mRNA (dla wszystkich badanych genéw) ulegta
istnemu zmniejszeniu. Zmiana byta szczeg6lnie znaczaca w przypadku limfocytow oraz btony sluzowe;j
i podsluzowej. Uzyskane wyniki sugeruja, ze komoérki uktadu immunologicznego Stanowig wazne
zrodto ekspresji badanych genow w btonie sluzowej i podsluzowej jelit, a dezynteria istotnie zmniejsza

ekspresje tych gendow w Scianie okrgznicy objetej procesem chorobowym.
5.1.3.b.2

Changes in the tissue concentration of several neuropeptides in the porcine intestines and intestine-
innervating ganglia in the course of porcine proliferative enteropathy. Pidsudko Z., Kaleczyc J.,
Zmudzki J., Sienkiewicz W., Zalecki M., Klimczuk M., Wasowicz K.; Veterindrni medicina 2018;
63:210-215 (IF=0,434; MNiSW=25 pkt)

Enteropatia proliferacyjna $win wywotywana przez bakteri¢ Lawsonia intracellularis jest szeroko
rozpowszechniong jednostka chorobowa powodujaca znaczace straty ekonomiczne. W
przeprowadzonym eksperymencie wykazano istotny wzrost koncentracji wybranych neuropeptydow
(galanina, somatostatyna, wazoaktywny peptyd jelitowy, neuropeptyd Y, peptyd kodowany genem
kalcytoniny) w tkankach jelit (jelito biodrowe, okr¢znica zstgpujaca) oraz zwojach nerwowych
(autonomicznych i czuciowych) zaopatrujacych badane odcinki jelit w grupie zwierzat chorych.
Uzyskane dane jednoznacznie potwierdzaja udzial badanych neuropeptydow w $rodsciennej i

zewnatrzpochodnej regulacji przebiegu tego procesu chorobowego.
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5.1.3.b.3

Neuropeptides and lymphocyte populations in the porcine ileum and ileocecal lymph nodes during
postnatal life. Wasowicz K., Winnicka A., Kaleczyc J., Zalecki M., Podlasz P., Pidsudko Z.; PLoS One.
2018 May 29; 13(5):0196458 (IF=2,766; MNiSW=40 pkt)

Interakcje zachodzace pomiedzy elementami uktadu nerwowego i immunologicznego stanowia
tematyke wielu wspolczesnie prowadzonych badan. W przeprowadzonym eksperymencie
przestudiowano zmiany w korelacji obydwu uktadow w czasie postnatalnego rozwoju i dojrzewania
jelit (jelito biodrowe, ujscie biodrowo-Slepo-okre¢znicze) §wini domowej. Co ciekawe na terenie ptytek
chtonnych jelit nie stwierdzono obecnosci immunoreaktywnych (dla badanych neuropeptyddéw) widkien
nerwowych, co jednak nie wyklucza mozliwosci oddziatywania na te struktury neuropeptydow
uwalnianych przez okoliczne wiokna nerwowe. Ponadto eksperyment wykazal zalezne od wieku
zwierzat zmiany stezenia wybranych neuropeptydow (galanina, wazoaktywny peptyd jelitowy) w

badanych tkankach oraz réznice w liczebnosci niektdrych subpopulacji limfocytow.
513b4

Enteric nervous system in the European beaver (Castor fiber) pylorus — an immunohistochemical study.
Zalecki M., Makowska K., Gizejewski Z., Klimczuk M., Franke-Radowiecka A., Kasica-Jarosz N.,
Sienkiewicz W.; Pol J Vet Sci. 2019; 22(1):101-107 (1IF=0,839; MNiSW=20 pkt)

Zotadek bobra europejskiego wykazuje wysoce swoista budowe (jak obecnos¢ gruczotu wpustowego),
co zwiagzane jest ze specyficzng dieta spozywang przez ten gatunek. Zwieracz odzwiernika
dostosowujacy szybko$¢ oprdzniania zotadka wydaje si¢ mie¢ szczegélne znaczenie w przypadku
pokarmu sktadajacego si¢ z silnie zdrewniatych roslin. W przeprowadzonych badaniach wykazano, iz
organizacja srodsciennego unerwienie odzwiernika bobra europejskiego jest podobna do unerwienia
obserwowanego u innych ssakdéw, a neurony tam wystepujace wykazuja immunoreaktywnos¢ dla

glownych neuroprzekaznikow regulujacych prace przewodu pokarmowego.
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5.2 Udzial w krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych

W moim dorobku znajduje si¢ 33 konferencyjnych doniesien naukowych, z ktorych 19 prezentowanych
byto podczas konferencji migdzynarodowych. W 15 doniesieniach konferencyjnych jestem pierwszym
badz wytacznym autorem. Szczegdtowe dane znajduja si¢ w Zatgczniku nr 3 dotaczonym do wniosku o

przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.

Moje wystapienie ustne zaprezentowane podczas mi¢dzynarodowej konferencji ,,Neuropeptides 2010”

w Pécs na Wegrzech zostato uhonorowane nagroda ,,Young investigator and travel award”.

Na migdzynarodowej konferencji ,, XXX Congress of the European Association of Veterinary
Anatomists” odbywajacej si¢ w miejscowosci Cluj-Napoca w Rumunii zdobylem prestizowa nagrode
LEISER PRIZE 2014 przyznawang co 2 lata (nieprzerwanie od roku 1986) przez European Association
of Veterinary Anatomists tylko jednemu naukowcowi za dziatalno$¢ naukowa prezentowang podczas
Kongresu EAVA.

Konferencje mi¢dzynarodowe w ktorych uczestniczylem czynnie (obecno$¢ na konferencji wraz z

prezentacja wynikéw w formie plakatowej lub wystapienia ustnego):

e Federation of European Neuroscience Societies, FENS Summer School; Offir; Portugalia, 2005

e 12 th Congress of the European Federation of Neurological Societies, Madryt, Hiszpania, 2008

o Neuropeptides 2010 — The 7th Joint Meeting of the European Neuropeptide Club and the
American Summer Neuropeptide Conference, Pécs, Wegry, 2010

e XIV Conference of the Biogenic Amines and Related Biologically Active Compounds; 1.6dz;
Polska, 2012

e X Congress European Neuropeptide Club & Summer Neuropeptide Conference & Polish Society
of Veterinary Sciences, Gdynia, Polska, 2013

e XXX Congress of the European Association of Veterinary Anatomists, Cluj-Napoca, Rumunia,
2014

e International Conference “Current Approaches to Health and Diseases in Animals and Humans”,
Lublin; Polska, 2014

e 20th International Symposium on Regulatory Peptides (REGPEP2014), Kyoto Garden Palace,
Kyoto, Japonia, 2014

e RegPep2016 — International Regulatory Peptide Society - International Neuropeptide
Society/Society for Biologically Active Peptides - the Summer Neuropeptide Conferences - the
European Neuropeptide Club - the Groupe Frangais des Peptides et des Protéines, Rouen,
Francja, 2016

o  World Gastroenterology & Hepatology Conference, Rome, Wlochy, 2018
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5.3 Zestawienie dorobku naukowego - dotyczy tylko publikacji pelnotekstowych

5.3.1 Zestawienie liczbowe dorobku naukowego pod katem rodzaju publikacji, faktu opublikowania
w czasopismach z naliczonym IF (lista JCR = lista ,,A” MNiSW) z uwzglgdnieniem

pierwszego/wylacznego autorstwa.

I Liczba publikacji IF MNiSW
Typ PUslieE] Autorstwo Liczba | Odsetek | Suma | Odsetek | Suma | Odsetek
Publikacje w
. ktorych jestem
Artykuly oryginalne | o e um ub o | 391% | 20431 | 57.4% | 27 | 472%
opublikowane w pkt
. wylacznym
czasopismach z
. . autorem
naliczonym IF (lista
T “ Pozostale
JCR = lista ,.A ublikacje w 544
MNiSW) pulblracy 13 | 60,9% | 15135 | 42,6% 52,8 %
ktorych jestem pkt
wspotautorem
Publikacje w
Artykuty ktorych jestem
opublikowane w pierwszym lub 0 0 - - 0 0
czasopismach bez wylacznym
naliczonego IF (lista | autorem
JCR =lista ,.B” Pozostate
MNiSW) i artykuty publikacje w 0 ) ) 6 0
popularnonaukowe ktorych jestem 2 100% pkt 100%
wspoélautorem
5.3.2 Laczna liczba opublikowanych artykutow: 25

5.3.3 Laczna punktacja opublikowanych artykutow wynosi:

a. Wedlug wspotczynnika oddziatywania, impact factor (IF) — zgodnie z data publikacji:

35,566

b. Wedtug punktacji MNiSW — liczona zgodnie z wykazem list czasopism punktowanych MNiSW:

550 pkt

e dla artykutow publikowanych w latach 2013 — 2019 zgodnie z najnowszg lista, tj. lista

zbiorcza z dn. 26.01.2017 (za lata 2013-2016)

o dla artykutéw publikowanych w latach 2011 — 2012, zgodnie z listg obejmujgca ten
okres, tj. listag z dn. 21.12.2012

e dla artykutow publikowanych do roku 2010, zgodnie z ujednoliconym wykazem

opublikowanym w roku 2010 uwzgledniajacym lata 2007-2010.

5.3.4 Pozostate dane bibliograficzne wedlug bazy ,,Thomson Reuters Web of Science":

e liczba cytowan: 109 (79 bez autocytowan)

e H-index: 6
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5.4 Udzial w projektach badawczych

W czasie swojej pracy naukowej realizowatem nastepujace projekty badawcze:

a)

b)

N N308 1680 33: Lokalizacja i kodowanie chemiczne zewnatrzpochodnych neuronéw
zaopatrujacych migsien zwieracz odzwiernika zotadka §wini domowej — tzw. ,,grant

doktorski”, projekt finansowany przez Komitet Badan Naukowych
Glowny wykonawca

N N308 233 638: Udziat substancji P i galaniny oraz ich receptorow w eksperymentalnie
wywotanym stanie zapalnym okreznicy — projekt finansowany przez Komitet Badan
Naukowych

Wykonawca

IP2012 044172 — Grant ,,luventus Plus”: Srodscienne projekcje nerwowe zaopatrujace
zwieracz odzwiernika zotadka $wini domowej oraz poziom ekspresji wybranych
neuropeptydow i ich receptorow w stanie fizjologicznym oraz w przebiegu eksperymentalnie
wywotanych owrzodzen czesci odzwiernikowej zotadka — projekt finansowany przez

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

Kierownik i gtéwny wykonawca

5.5 Doswiadczenie naukowe zdobyte za granica

Odbylem nastepujace staze i szkolenia:

Portugalia; FENS Summer School; kurs naukowy; lipiec 2005; jednostka kierujagca: UWM
Wegry; University of Pécs; Department Pharmacology and Pharmacotherapy, Faculty of
Medicine, University of Pécs, 12 Szigeti str, Pécs, Wegry, Bezposredni opiekunowie naukowi:
Prof. Erika Pintér (h-index = 47; liczba cytowan: 9432), Prof. Zsuzsanna Helyes (h-index =
34; liczba cytowan: 4017); staz naukowy; pazdziernik 2010; jednostka kierujaca: UWM
Izrael; University of Tel-Aviv - Sackler Faculty of Medicine; Bezposredni opiekun naukowy:
Prof. Illana Gozes (h-index = 63; liczba cytowan: 14752), staz naukowo-dydaktyczny;
listopad-grudzien 2011; jednostka kierujaca: UWM

Wegry; University of Pécs; Department Pharmacology and Pharmacotherapy, Faculty of
Medicine, University of Pécs, 12 Szigeti str, Pécs, Wegry; Bezposredni opiekun naukowy:
Prof. Erika Pintér; dlugoterminowy (6-miesieczny) staz naukowy (01.09-30.11.2016 oraz
01.04-30.06.2017); finansowanie zdobyte w ramach Konkursu na stypendia naukowe POST —
DOC finansowane przez Konsorcjum Naukowe KNOW ,,Zdrowe Zwierz¢ — Bezpieczna

Zywno$¢”; jednostka kierujaca: UWM
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6. Dzialalno$¢ organizacyjna oraz w zakresie popularyzowania nauki
6.1 Dzialalno$¢ organizacyjna
Moja dziatalno$¢ organizacyjna zwigzana jest z zaangazowaniem w pelnienie roznych funkcji.

Do szczegélnie istotnych osiggnig¢ zaliczam moje bezposrednie zaangazowanie w proces
wprowadzania systemu elektronicznej obstugi migdzynarodowego czasopisma ,,Polish Journal of

Veterinary Sciences” (http://spjvs.uwm.edu.pl/ ; http://www.uwm.edu.pl/pjvsci/) ktérego aktualny

Impact Factor wynosi 0,839, i jest to jedno z najlepszych czasopism o tematyce weterynaryjnej w
naszym regionie Europy. Od roku 2015 jestem gléwnym reprezentantem Czasopisma we wszystkich
etapach tworzenia (projektowanie) i wprowadzania (wielomiesigczne konsultacje i testy dziatania)
systemu obstugi online. Od poczatku roku 2016 petni¢ prestizowa funkcje Redaktora odpowiedzialnego
za obstuge prac nadsytanych w wersji elektronicznej. Elektroniczne przesytanie prac jest obecnie
najpopularniejszg formg dostarczania artykutow do Redakcji, o czym $wiadczy baza systemu ,,PJVS
online” liczaca ponad 8000 zarejestrowanych uzytkownikow (dane na rok 2019) i ponad 1000
przystanych publikacji z roznych panstw catego Swiata. W tym miejscu musze dodaé, ze pehienie tej
prestizowej funkcji jest bardzo czasochtonne i wymaga duzej elastycznosci i tworczego dziatania tak w
biezacej obstludze systemu jak rowniez w rozwigzywaniu probleméw zglaszanych przez autorow i
recenzentow, ktore wynikaja z rozmiaréw tego przedsiewzigcia. W celu naswietlenia ztozono$ci procesu
publikacyjnego przedstawiam skrocony cykl etapow ktore przechodzi kazdy nadestany do Czasopisma
artykut, z ktorych wigkszos¢ wymaga bezposredniej obstugi w systemie online —sg to: wstepna korekta
techniczna, rozsytanie zaproszen do recenzentow, rozsytanie recenzji do autoréw (w przypadku wielu
artykulow te dwa etapy sg powtarzane wielokrotnie — do momentu zaakceptowania poprawek przez
recenzenta badz odrzucenia pracy), rozsylanie ostatecznej decyzji do autordéw, przekierowywanie
artykutu do korekty jezykowej, odsytanie skanu artykutu z naniesionymi poprawkami jezykowymi do
autora, przesylanie poprawionej przez autora wersji artykulu do zecera, odsytanie tzw. szczotki do
autorow celem weryfikacji przedprodukcyjnej wersji pracy, nanoszenie ewentualnych poprawek
autorskich, koncowa weryfikacja, sktadanie numeru i ostatecznie drukowanie papierowej wersji

artykuhu i przesytanie wersji elektronicznej do publikacji online.

Do sukcesow prowadzonej dziatalnosci organizacyjnej zaliczam rowniez swojg funkcje
wspotorganizatora i gtownego sekretarza petlniong podczas migdzynarodowej konferencji naukowe;j

,,10th Joint Meeting of the European Neuropeptide Club and the Summer Neuropeptide Conference”.

W roku 2008 bylem zaangazowany w przygotowania i organizacj¢ XIII Kongresu Polskiego
Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych ktéry odbywal sie¢ na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.
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Od roku 2012 nieprzerwanie petni¢ funkcje skarbnika w Olsztynskim Oddziale Polskiego Towarzystwa

Anatomicznego, ktorego jestem cztonkiem.

Jestem czlonkiem Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej (jako przedstawiciel nauczycieli

akademickich niebedacych samodzielnymi pracownikami naukowo-dydaktycznymi).

Jestem rowniez aktywnym recenzentem czasopism naukowych z listy JCR, dla ktérych przygotowatem

tacznie 39 recenzji w jezyku angielskim. Recenzowatem artykuty naukowe dla takich czasopismach jak:

e Annals of the New York Academy of Sciences (IF 4,277)
e Experimental and Molecular Pathology (IF 2,566)

e Journal of Chemical Neuroanatomy (IF 2,162)

o International Journal of Surgery Research and Practice

e Neurological Research (IF 1,449)

e Polish Journal of Veterinary Sciences (IF 0,839)

e The Anatomical Record — (IF 1,373)

o Tissue & Cell —(IF 1,438)

6.2 Dzialalno$¢ w zakresie popularyzowania nauki

Moim bezposrednim zaangazowaniem w popularyzacj¢ nauki byta pelniona przeze mnie funkcja
gldwnego organizatora (z ramienia Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej) festynu popularnonaukowego
“Piknik Nauki i Sztuki Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego” odbywajgcego si¢ na Starym MiesScie
w Olsztynie w dniu 31.05.2014. Bytem réwniez wyktadowca podczas akeji popularyzujgcych nauke
wsérod mlodziezy, takich jak ,,Noc Naukowcow” czy ,,Ketrzynskie Dni Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego”. Bratem takze czynny udziat w Miedzynarodowych Sympozjach Kot Naukowych MSKN
w sekcji Nauk Weterynaryjnych peligc funkcje¢ jurora, a takze recenzenta doniesien naukowych
przesytanych na czg$¢ konkursowa. Wielokrotnie prezentowatem ciekawostki i preparaty anatomiczne
oraz zasady dziatania mikroskopu konfokalnego mitodziezy oraz dzieciom odwiedzajacym nasza
Katedre w ramach wycieczek szkolnych a takze w trakcie cyklicznego wydarzenia ,,Dzien Otwartych

Drzwi” Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego.
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7. Dzialalno$¢ dydaktyczna (osiagniecia dydaktyczne i sprawowana opieka naukowa nad

studentami lub doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub promotora pomocniczego).

7.1 Wprowadzanie howoczesnych technik dydaktycznych

W swojej pracy zwigzanej z dziatalno$cia dydaktyczng bezposrednio uczestniczytem we wprowadzaniu
nowoczesnych technik dydaktycznych umozliwiajacych nauke Anatomii Zwierzat ,,na odleglos¢”, z

wykorzystaniem komputeréw i sieci teleinformatycznych.

Bralem bezpos$redni udziat w realizacji projektu pt. ,,Utworzenie Warminsko-Mazurskiego Portalu
Weterynaryjnego wraz z budowa baz danych i digitalizacja zasobow” wspotfinansowanego ze srodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Regionalnego Programu Operacyjnego
Warmia i Mazury na lata 2007 — 2013. W wyniku prowadzonych prac powstal serwis internetowy

LPortal Weterynaryjny” (http://wet.uwm.edu.pl/y w ktorym wspdttworzylem koncepcje serwisu

umozliwiajacego umieszczanie filmoéw dydaktycznych (z zakresu preparacji anatomicznych) oraz
wirtualnych preparatow anatomicznych dostepnych dla studentow Medycyny Weterynaryjnej z
dowolnej lokalizacji na $wiecie. Uczestniczytem we wszystkich etapach tworzenia tego serwisu, tacznie
z przeprowadzaniem wielogodzinnych testow i nanoszeniem poprawek. Po uruchomieniu Portalu
przygotowalem filmy prezentujace preparacje wszystkich okolic przedstawianych podczas zajec
praktycznych z Anatomii Zwierzat. Podczas nagran nieoceniong role odegrata dr. Grazyna Markiewicz-
Miller, emerytowany wykladowca naszej Katedry, ktora przedstawiata i opisywata struktury
anatomiczne. Wszelkie pozostate czynno$ci zwigzane z nagrywaniem, montazem, opisem,
konwertowaniem i zamieszczaniem wszystkich filmow wykonatem samodzielnie. W celu udostepnienia
studentom preparatow anatomicznych znajdujacych sie w naszej Katedrze poprzez strone Portalu
Weterynaryjnego bylem bezposrednio odpowiedzialny za przeprowadzenie digitalizacji obiektow przy
wykorzystaniu skanera 3D. Wymagato to nauczenia si¢ obstugi zupelnie nowej techniki skanowania
przestrzennego (Skaner 3D), ktora jest wysoce specjalistyczna i bardzo czasochtonna. Co wigcej,
wykorzystanie skanera do tego typu zadan [wg informacji producenta (niemieckiej firmy ,,Polygon
technology”) ten model skanera jest gtdwnie wykorzystywany przez wojsko] byto wyzwaniem nawet
dla inzynierow konstruujacych urzadzenie gdyz w czasie uzytkowania powstato wiele problemow
natury technicznej, ktore wymagaty wielu video konsultacji z producentem urzadzenia. Efektem mojego
bezposredniego zaangazowania w caly projekt sa udostepnione mna stronach portalu

(http://wet.uwm.edu.pl/) wirtualne obiekty przestrzenne wybranych preparatow anatomicznych ze

zbioré6w naszej Katedry oraz filmy dydaktyczne cieszace si¢ bardzo duza popularnosciag wsrod
studentow naszego Wydziatu, z ktoérych jak mi wiadomo, korzystaja rowniez studenci innych

Wydziatow.
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Pelnie réwniez funkcje administratora podstrony internetowej dotyczacej Katedry w ktdrej jestem

zatrudniony.

Jestem rowniez bezposrednio zaangazowany w aktualnie trwajace prace projektowe zwigzane z
planowanym remontem naszej Katedry, w ktorych zajmuj¢ si¢ tematyka wyposazenia sal
prosektoryjnych w nowoczesne systemy multimedialne umozliwiajace ogladanie na zywo (na duzych
monitorach) wykonywanych preparacji anatomicznych, ich transmisje, rejestracje, naktadanie grafiki na
uzyskane obrazy celem uwidaczniania preparowanych struktur anatomicznych i udost¢pnianie tych

materialow studentom naszego Wydziatu.

Rozwijajac wiedz¢ na temat mozliwosci wykorzystania nowoczesnych technik dydaktycznych
uczestniczylem w konferencji ds. dydaktycznych w zwiazku z realizacja projektu europejskiego pt. ,,Use

of virtual patients/virtual problems in veterinary basic sciences” w Lublinie w 2014r.

7.2 Opieka nad studenckimi kolami naukowymi

Od roku 2011 (do dzi§) peini¢ funkcje bezposredniego opiekuna grupy studentéw nalezacych do
Olsztynskiego Kota Naukowego Anatoméw Weterynaryjnych. Pod moim nadzorem studenci ucza si¢
technik badawczych stosowanych w laboratoriach naszej Katedry (barwien immunohistochemicznych,
mikroskopii konfokalnej, techniki Real-Time PCR), uczestnicza w prowadzonych badaniach, a takze
realizujg wlasne pomysty naukowe. Uzyskane wyniki prezentowane byly na Migdzynarodowych

Seminariach K6t Naukowych, a takze krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych.

Do szczegdlnych osiagnie¢ w tej materii nalezy zaliczy¢ wspotprace z panig Krystyng Makowska
(studentka rodzimego Wydziatu) ktéra zaowocowata zdobyciem pierwszego miejsca za najlepszg
publikacje w Ogdlnopolskim Konkursie Weterynaryjnych Studenckich K6t Naukowych Polskiego
Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w 2013 roku odbywajacym si¢ w Warszawie. Studentka
uhonorowana zostala nagrodg w postaci wycieczki do Francji. Nalezy réwniez wspomnie¢ o
wyréznieniu zdobytym podczas XLII Miedzynarodowego Seminarium Koét Naukowych 2013 w
Olsztynie przez paniag Weronike Czyz (studentke rodzimego Wydzialu) za przedstawiong prezentacje
ustng. Nagroda dla studentki byt intensywnego kurs jezykowy.

7.3 Zajecia dydaktyczne

Od poczatku swojej pracy na Uczelni, tj. od momentu rozpoczgcia studiow doktoranckich w 2004 roku,
nieprzerwanie prowadze¢ zajecia dydaktyczne z przedmiotu Anatomia Zwierzat dla studentow Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej i/lub studentow Wydziatu Bioinzynierii Zwierzat tutejszego Uniwersytetu.

Od rozpoczgcia swoich studidow w roku 1998 fascynowata mnie wiedza z zakresu Anatomii Zwierzat, 0
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czym moze $wiadczy¢ fakt zdobycia przeze mnie pierwszego miejsca w Ogodlnopolskim Konkursie
Wiedzy Anatomicznej ,,Vena Nostra” w 2000 roku we Wroctawiu. To wtasnie upodobanie tej dziedziny
nauki i che¢ przekazywania wiedzy w sposob mozliwie zrozumiaty sktonito mnie do podjecia studiow
doktoranckich w Katedrze w ktorej pracuj¢ do dzis. Nauczanie Anatomii Zwierzat sprawia mi ogromng
przyjemnos¢, a bardzo pozytywne oceny i1 komentarze uzyskiwane w corocznych anonimowych

ankietach studenckich stanowig dla mnie najcenniejsza zaptatg.

O7. 03 1019
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