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1. Imie i nazwisko:

ZENON PIDSUDKO

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne ppdaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytut rozprawy doktorskiej

- Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warnfisko-Mazurskiego w Olsztynie, Olsztyn, rok 2000utytozprawy
doktorskiej -,Rozmieszczenie i kodowanie chemiczne neuronéw zwokrezkowego
tylnego zaopatrujgcych trojk at pecherza moczowego”

- Stopien naukowy: lekarz weterynarii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej Akademii

Rolniczo-Technicznej w Olsztynie, rok 1994

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostlkch naukowych/artystycznych

- od 01.10.1993 do 30.06.1994 - Katedra Anatomiiiefmt, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Akademia Rolniczo-Techniczna w ®jsie, na stanowisku asystenta-
stazysty

- od 01.10.1994 do 01.09.1999 - Katedra AnatomiiieZmt, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Akademia Rolniczo-Techniczna w ®Isie, na stanowisku asystenta

- od dnia 01.09.1999 roku do dnia dzisiejszego -wersytet Warmisko-Mazurski
w Olsztynie, na stanowiskach:

- od 01.09.1999 do 01.05.2001 roku Katedra Anatomwiierzat, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warfgsko-Mazurskiego w Olsztynie, na stanowisku asyatent
- od 01.05.2001 do dnia dzisiejszego, Katedra Anat@wierzat, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warfigko-Mazurskiego w Olsztynie, na stanowisku adiunkta

4. Wskazanie osagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r

o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (B. U. nr 65, poz. 595 ze zmianami)
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a) tytut osiagniecia naukowego/artystycznego:

Jednotematyczny cykl publikacji ptRpzmieszczenie i kodowanie chemiczne neuronéw

zaopatrujacych pecherz moczowy samcdwini”

b) autor/autorzy, tytut/tytuty publikacii, rok wyda nia, nazwa wydawnictwa:

1. Pidsudko Z., “Immunohistochemical characteristics and distitrtof neurons in the
intramural ganglia supplying the urinary bladdertiie male pig.” Pol J Vet Sci 16 (4):
629-638, 2013; IF2012= 0,570 punktacja MNiSWz()lz: 20; MNiSWzng 20

Wkiad w autorstwo publikaciji:

Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowakoncepcji badg okreleniu
celu i metodyki bada(wybdr zwierat do bada, wybdr metod laboratoryjnych), udziale
w wykonaniu operacji chirurgicznych i zebraniu meter do bada, wykonaniu
wszystkich bada laboratoryjnych stpcych do zebrania wynikow baflastatystycznym
opracowaniu wynikow badaoraz ich petnej interpretacji, napisaniu manustrypracy.
Méj udziat procentowy szacgipa 100%.

2. Pidsudko Z.,Immunohistochemical characteristics and distitniof sensory dorsal root
ganglia neurons supplying the urinary bladder ia thale pig.”J Mol Neurosci DOI
10.1007/s12031-013-0117-2, 2013; (52: 71-81, 2014),,» = 2,89% punktacja
MNISW 2012 = 20 MNISW 5013= 20

Wkiad w autorstwo publikaciji:

Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowakoncepcji badg okreleniu
celu i metodyki bada(wybdr zwierat do bada, wybdr metod laboratoryjnych), udziale
w wykonaniu operacji chirurgicznych i zebraniu meter do bada, wykonaniu
wszystkich bada laboratoryjnych stpcych do zebrania wynikdéw baflastatystycznym
opracowaniu wynikow badaoraz ich petnej interpretacji, napisaniu manustrypracy.
Méj udziat procentowy szacagipa 100%.
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3. Pidsudko Z., “Immunohistochemical characteristics and distidutof neurons in the
paravertebral, prevertebral and pelvic ganglia Bupg the urinary bladder in the male
pig” J Mol Neurosci, DOI 10.1007/s12031-013-0132013; (52: 56-70, 2014)F 2012 =
2,891 punktacja MNISW 2012 = 20 MNISW p13= 20

Wkiad w autorstwo publikaciji:

Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na opracoiw&oncepcji badg okresleniu celu
i metodyki bada (wybo6r zwierat do badé, wybdér metod laboratoryjnych), wspétudziale
w wykonaniu operacji chirurgicznych i zebraniu mmeter do bada, wykonaniu
wszystkich bada laboratoryjnych skgcych do zebrania wynikow baflastatystycznym
opracowaniu wynikéw badaoraz ich petnej interpretacji, napisaniu manuskrypracy.
Méj udziat procentowy szacagipa 100%.
t aczna punktacja 3 prac wchodacych w skiad jednotematycznego cyklu publikaciji
WYynosi:
- wg listy czasopism punktowany&iiNiSW 5012= 60 pki.
- taczna warté¢ wskanika lImpact Factor(IF) = 6,352
Badania finansowane byty z projektu badawczegomvegs nr N N308 233438, pt.:
»,Rozmieszczenie i kodowanie chemiczne neuronow amopcych gcherz moczowy samca
swini” przyznanego przez MNiSW (w latach 2010-201dgrownik: dr n. wet. Zenon
Pidsudko

Legenda:
Analiza cytowa zostata przeprowadzona w baYueb of Sciencé grudnia 2013 r.:

WO0Ssearch = 0 —prace zindeksowane w baxMeb of Sciencale nie cytowane w tej bazie
WO0Ssearch = prace zindeksowane i cytowane w baaleb of Science
Wo0Scrs = prace cytowane w bazeb of Scienceale nie zindeksowane w tej bazie

Wartcici wskaznika Impact Factor (IF)podane wg bazyournal Citation Reports

IF = wartasci wskaznika Impact Factorzgodne z rokiem publikaciji

IF 2012 = wartasci wskanika Impact Factorodnosz si¢ do edycjiJournal Citation Reports
(JCR)z 2012 r. Naley je skorygowa po ukazaniu siedycjiJCRz 2013 r. (czerwiec 2014 r.)
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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. prafprac i_osiagnietych wynikow

wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

WSTEP

Narzdy uktadu moczowo-piciowego ssakow unerwioge zréwno przez wspotczulne
i przywspotczulne neurony autonomicznego uktaduwoerego, jak i neurony czuciowe,
zlokalizowane w zwojach rdzeniowych. Uktad nerwowywiera istotny wptyw na funkcje
tych naraddw, regulugc liczne procesy fizjologiczne, zgdane np. w przypadku nadow
ptciowych, z transportem plemnikow gder do cewki moczowej, ejakulacjzaptodnieniem
lub porodem (De Groat and Steers 1990), czyztgromadzeniem, a naphie okresowym
wydalaniem moczu (Brading 1999).

Z danych dosgpnych w literaturze wiadomage wzory unerwienie gcherza moczowego,
jak 1 tworzcych je widkien nerwowych badane byly u szczuraspimura and De Groat
1999; Zvarova et al. 2004winki morskiej (Zhou and Ling 1998), myszy (Mossaét1990),
krolika (Gibbins 1982), kota (Wakabayashi et al93) psa (Stief et al. 1990), konia (Prieto
et al. 1990),swini (Crowe and Burnstock 1989; Persson et al. 199@k wynika
Z powyszego zestawienia, zdecydowangksezai¢ istniegcych danych uzyskana zostata na
modelu gryzoni i innych zwiegtach laboratoryjnych, czy hodowlanych, jednakswietle
wynikéw uzyskanych na materiale pochgcipm od cztowieka (Drake et al. 2000), dane te
nie odpowiadaj wynikom uzyskanym u ludzi. Jak Fuwvspomniano, w badaniach Crowe
i Burnstock’a (Crowe and Burnstock 1989), azwkPerson i in. (Persson et al. 1995)
wykazano,ze $winia wydaje s} by¢ dobrym modelem zwieezym dla bada dolnych drog
moczowych cztowieka.

Z przeghdu dostpnej literatury wynika,ze unerwienie gcherza moczowego pochodzi
z wielu zrodet. Widkna wspétczulne pochagdze zwoju krezkowego tylnego (IMG) (Vera
and Nadelhaft 1992) oraz zwojéw pnia wspotczuln@gera and Nadelhaft 1992). Widkna
przywspotczulne pochodznatomiast zarowno z&rddiciennych zwojow tréjta pecherza
moczowego (Pidsudko 2004; Smet et al. 1996), jakwoju miedniczego (u samcow)
(Mohammed and Santer 2002)db zwoju przyszyjkowego u samic (Mitchell et al. 1993
Komponenta dg@odkowa (afferentna) pochodzi natomiast z rdzenwwyzwojow
czuciowych (Zvarova et al. 2004).

Wiadomo,ze unerwienie gcherza nie tylko pochodzi z mdych zrédet, ale take widkna

nerwowe zawieraj rézne ,zestawy” substancji przekakowych (tzw. kody chemiczne),
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dzieki czemu mog w rdazny sposéb oddziatywana unerwiany nagd w zalenosci

od miejsca pochodzenia i typu unerwianej tkankiokka wspoéiczulne jako przekakow
uzywaja katecholamin (Warburton and Santer 1994) i neytygle Y (Warburton and Santer
1994), podczas gdy widkna przywspoétczulnewswickszaci cholinergiczne (gtdwnym ich
transmiterem jest acetylocholina — ACh (Dixon et Blersson et al. 1995)), mpgednak
takze wykorzystywad jako substancje przekaikows tlenek azotu (NO) (Persson et al. 1995)
lub wytacznie neuropeptydy (Zhou and Ling 1998).

Nalezy podkrsli¢, iz wspotczesna neuroanatomia dysponuje technikamizliuwiaj gcymi
precyzyjry lokalizacje neuronéw zaopatgaych badane struktury oraz oklenie
chemicznych cech (kodowania chemicznego) tych kekndmerwowych. Badanie takie
prowadzone gz wykorzystaniem rfnorodnych technik znakowania wstecznego neuronow
z wyciem znacznikbw wstecznych, takich jak Fast BI&B)( DIl, fragment B toksyny
przecinkowca cholery oraz znacznika wirusowego ygvichoroby Aujeszkego). Nale
zaznaczy, iz wtasnie w Katedrze Anatomii Zwiegt Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
UW-M w Olsztynie od wielu lat prowadzone sitensywne prace badawcze pua na celu
okreslenie zrodet zaopatrzenia nerwowego samiczych i samczyatzaadw rozrodczych
swini domowej, np. badania prowadzone przez Kalegzyasowicza (Kaleczyc et al. 2002;
Wasowicz 2003), gdzie do ustalenia precyzyjnej liakaji neuronéw zaopatrggych badane
struktury wykorzystywali wignie jeden ze wspomnianych wgj znacznikow wstecznych,
Z jednoczesnym okékeniem metodami immunohistochemicznymi obe&cnmeuropeptydow
i wybranych enzymow syntezy NA, ACh i NO w neuromaaopatrujcych narady uktadu
rozrodczegawini. Na uwag zastuguje réwnie fakt, iz autor niniejszego wniosku w swojej
pracy doktorskiej tale zbadal lokalizagj neuronéw zaopatragych trojkat pecherza
moczowego samicyswini oraz ich immunohistochemiczne cechy. W badamiaych
wykazano, 4 neurony zaopatrage trojlkgt pecherza zlokalizowane byty przede wszystkim
w zwoju krezkowym tylnym (CaMG; albo dolnym - IMGQpdzie rozmieszczone byty
w sposob upordkowany (Pidsudko 2000), caviadczy o somatotopowej organizacji tego
zwoju oraz wskazuje prawdopodobnie na podadiigo takiego zjawiska na terenie innych
zwojow przedkggowych samicyswini. Podobny uporgdkowany rozktad neuronéw w IMG
i w zwoju miednicznym przednim (APG), wykazal Katgc w badaniach dotygzych
unerwienia mskich naradéw rozrodczych (Kaleczyc 1997).

Neurony zaopatragge trojkgt pecherza moczowego autor niniejszego auotreferatliazina
dodatkowo w zwojach splotu miednicznego — zwojuygzygjkowym. oraz niektérych

zwojach rdzeniowych e¢tzwiowych i krzyzowych (neurony znajdowaly i gtownie
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w zwojach L3-L5 i S1-S3) a tak w zwojachésrodsciennych trojlgta (Pidsudko 2004).

Nalezy podkréli¢, iz zwéj przyszyjkowy jest tworem unikalnym, poniewaawiera
zarOwno neurony wspoétczulne jak i przywspoitczulfrzedzwojowe widkna nerwowe
docieraj do tego zwoju dwiema drogami. Widkna pochazz neuronowaper parednio-
bocznych rdzenia kgowego odcinka ebzwiowego dochodg do niego wraz z nerwem
podbrzusznym. Drugdrog jest nerw miedniczny, ktory przewodzi gtdwnie whékz pder
pasrednio-przyrodkowych odcinka krzyowego rdzenia kigowego. Z dospnej literatury
wynika, & morfologia splotu miedniczego wraz z twgeymi je zwojami jest bardzo
zroznicowana mgdzygatunkowo. U ssakéw naczelnych (w tym i cztowiglkrolikdw, psow,
czy tez kotow struktura ta ma charakter sieci o skompliaoej budowie, zawiergge liczne,
drobne zwoje nerwowe pmdzone gaiziami migdzyzwojowymi utworzonymi przez wiokna
przed- i zazwojowe pochogze spoza splotu, a tak zazwojowe widkna pochoglze
z samych zwojow miednicznych. W przypadku szczunayiszoskoczka neurony splotu
miednicznego wyspuja w postaci duego skupiska neuronéw, zwanego zwojem
miednicznym wgkszym (MPG), u samic zwanym zwojem przyszyjkowynCQ@) oraz
drobnych satelitarnych zwojow dodatkowych (AG). g sytuac§ mamy do czynienia
w przypadkuswinki morskiej i myszy, u ktorych opisujegsdwie dwe struktury nerwowe:
zwoje miedniczne przednie, podobnie jak u szczwane u samic zwojem przyszyjkowym
I zwoje miedniczne tylnie (przegl literatury w (Kaleczyc 1997)). Mato jest danych temat
morfologii splotu miednicznego u dych zwierat gospodarskich. Morfologia i topografia
tego splotu zostata opisana u owcy, knura i loghmzdghd literatury w (Kaleczyc 1997,
Majewski 1997)).

Nalezy podkréli¢ fakt, iz niezwykle istotg kwesth jest to,ze istnief bardzo znacce
réznice miedzy samcem a samicdotyczce organizacji struktur bigcych udziat
w unerwieniu nargdow uktadu moczopiciowego a przede wszystkim og)
anatomicznej splotu miednicznego. U samdeani wystepuja dwa due zwoje — zwane
zwojami miednicznymi doczaszkowymi — APG, padaymi w okolicy szyjki gcherza
moczowego, za ktorymi przebiegaa@i drobniejszych zwojéw uktadgjych s¢ wzdiuz
miednicznego odcinka przewodu moczopiciowego iwaane, odchodz od niego pczki
wiokien do okolicy trojlgta i szyjki gcherza moczowego oraz do gruczobeherzykowego
i trzonu prostaty (Kaleczyc 1997), natomiast u sgnmeurony miedniczne zlokalizowang s
w zwoju przyszyjkowym — PCG 1gcym w bezpérednim gsiedztwie szyjki macicy
i pochwy (Majewski 1997). Ponadto wspomniangniée piciowe dotyczyly rownieliczby

neurondéw wchodgcych w sktad zwojéw splotu miednicznego. Wykazareu samcdwini
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znajdowato si znacznie wjcej neuronéw legcych w zwojach splotu miednicznego (APG)
zaopatrujcych narady uktadu rozrodczego, w stosunku do analogiczirejkgiry splotu
miednicznego u samic — PCG. Podobne wyniki uzyskanezczura, gdzie wykazano
znacaco wigksz liczbe neurondéw w zwojach splotu miednicznego u samcaunsamicy
(Greenwood et al. 1985). Wspomniangmniée medzy samcem a samigwini dotyczyty
rowniez kodowania chemicznego neuronéw wchggyzh w skiad innego zwoju
autonomicznego - zwoju krezkowego tylnego (IMG; giego, zasadniczego zwoju
charakterystycznego dla neurondéw zaopatygh narady ukltadu moczopiciowego)
(Kaleczyc et al. 1994).

Przedstawiono zatem bardzo mocne przestanki kw,teéenunerwienie naggdow ukiadu
moczowo-ptciowego u samca i samicy wykazuje zaeez@nice dotycace zaréwno iléci
neurondw wysfpujacych w zwojach, jak i ich chemicznego kodowaniaaddnie wgc
komodrek nerwowych wchodeych w skiad zwojow autonomicznych w kontelle uzyskania
informacji dotycacych wzoru unerwienia oraz charakterystyki chemggzmeuronow
zaopatruyjcych mcherz moczowy u samcavini domowej mae dostarczy wielu danych
dotyczcych jego roli i wptywu na funkcje ukladu moczoweg@z rozrodczego, wobec faktu
bycia struktug stanowica funkcjonalry calca¢ uktadu moczoptciowego. Jeszcze raz nale
podkreli¢, ze proponowane badania, ktore bylty przeprowadzonsanzcuswini domowej,
pozwolity na dokonanie poréwnania, czy istniatgmice w unerwieniu gcherza moczowego
ze wzgbtdu na plé, a take w kodowaniu chemicznym neuronow zaopatygh
poszczegolne strukturyepherza. Pozwolity tate na postawienie kompleksowej odpowiedzi
na pytania, jakie konkretnie struktury nerwowe Ypradiziat w unerwieniu tego na@u oraz
jakie byto kodowanie chemiczne neuronow zaopatggh pecherz moczowy. Ponadto,
pomimo cigtego wzrostu znaczeniéwini jako zwierzcia hodowlanego i najbardziej
optymalnego zwiekzia laboratoryjnego w badaniach biomedycznych (Slegiret al. 1992),
wiedza dotycgca zar6wno neuronalnych mechanizmow regulacyjnyatiicdacych rozrodu,
gromadzenia i wydalania moczu, oraz chorébgzamych z tymi uktadami (ktorey przecie
scisle wzajemnie powszane), jak i struktury oraz chemizmu s$radkOw nerwowych
wigczonych w regulagj wystpujacych tam ptli odruchowych, byta u tego gatunku
fragmentaryczna. Natg jeszcze raz podk§k¢, iz aktualnie dogpne informacje na temat
zrodet unerwienia oraz immunochemicznej charaktgkysteuronéw unerwiagych gcherz

moczowy samcéwini S czesto castkowe.
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CELE BADAWCZE

Celem niniejszych badabyto zbadanie obecdo substancji biologiczne aktywnych
wystepujacych w neuronach zaopatgaych struktury pcherza moczowego samdéaini,
rozmieszczonych na terenie obwodowego ukiadu neegow a take dokiladne
zlokalizowanie i zbadanie wzoréw rozmieszczeniaroebw w poszczegollnych zwojach
nerwowych odpowiedzialnych za wkwe funkcjonowanie ¢herza moczowego.
W zwigzku z powyszym postawiono nagiujgce zadania:

1. Zlokalizowanie obwodowych neuronéw autonomicznyti czuciowych zaopatrupcych
wierzchotek pecherza moczowego samcéwini w zwojach przed- i przykregowych oraz
w zwojach rdzeniowych.

2. Zlokalizowanie obwodowych neuronéw autonomicznycti czuciowych zaopatrupcych
trojk at pecherza moczowego samc&wini w zwojach przed- i przykregowych oraz w
zwojach rdzeniowych.

3. Zlokalizowanie obwodowych neuronéw autonomicznycti czuciowych zaopatrupcych
szyjke pecherza moczowego samcdwini w zwojach przed- i przykregowych oraz
w zwojach rdzeniowych.

4. Zbadanie chemicznego kodowania tych neurondéw, ydz ujawnienie jakie substancje
biologicznie aktywne — enzymy syntezy neurotransnetOw oraz neuropeptydy
— zawierajg te neurony.

5. Zbadanie chemicznego kodowania neuronowrodsciennych obecnych wscianie
wymienionych czsci pecherza moczowego samacavini.

6. Zbadanie zawartdci substancji biologicznie aktywnych wysgpujacych w zwojach
nerwowych, ktore @3 kluczowe dla uktadéw regulupcych funkcje pecherza moczowego
(TH, DBH — enzymy syntezy katecholamin — markerow @uronow wspotczulnych
- ChAT, VACHT - enzymow zwigzanych z synteg i transportem acetylocholiny
— zasadniczego neuroprzekaika neurondéw przywspoétczulnych) metodami biologii
molekularnej — Western blot (zastosowanie tej metody pozwolito w bardzo pregyzy
sposob potwierdzi i zweryfikowa: jakas¢ uzytych przeciwciat i wykaza obecndéé tych
enzymow w zwojach zaopatggych struktury pcherza moczowego. Wymienione enzymy
S3 substancjami pozwalggymi na weryfikag} i przynalenos¢ danego neuronu do dwéch
zasadniczych populacji obwodowego ukfadu nerwowegoneurondw wspotczulnych

i przywspotczulnych)
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MATERIAL | METODY

Badania zostaly przeprowadzono na 15 samcéadhi domowej o wadze 12-15 kg.
Zwierzeta podzielone byly na cztery grupyssleadczalne:

Grupa | (A) (n=4) — zwierga, ktorym podano FB do wierzchotkagherza moczowego,
Grupa Il (T) (n=4) - zwierga, ktorym podano FB do trgjta pzcherza moczowego,

Grupa lll (C) (n=4) - zwierga, ktorym podano FB do szyjkégherza moczowego,

Grupa IV (I) (n=3) — zwiergga do bada ekspresji kluczowych substancji biologicznie
aktywnych wystpujacych w zwojach nerwowych reguligych prag pecherza moczowego
za pomog metod biologii molekularnej — Western-blot

Eksperymenty polegaty na podaniu znacznika flummesyjnego Fast Blue (FB) do tkanek
wierzchotka, trojlgta i szyjki mcherza moczowego w celu wyznakowania komorek
nerwowych odpowiedzialnych za unerwienie wspomniarstruktur.

U wszystkich zwierst, podczas operacji przeprowadzonej w narkozie giembitalowej
wstrzykneto 5% zawiesina FB w ogdlnej #o 40 pl na kada struktue pecherza
w 20 iniekcjach po 2 pl. Po uptywie 4 tygvinie z grup I-lll zostaty powtérniespione i od
tych zwierat po utrwaleniu ich metaed perfuzji transkardialnej 4% zbuforowanym
roztworem paraformaldehydu (pH 7.4) pobrano zwojeggoe zaopatrywé& poszczegodlne
struktury gcherza moczowego. Pobrangcherze moczowe (w celu lokalizacji zwojow
srodsciennych - IG) zwoje splotu miednicznego (APG), mvprzedkegowe (CaMG/IMG,
CSMG), zwoje pnia sympatycznego (SChG), zwoje azuei rdzenia kigowego (DRG).
Pobrany materiat dotrwalono w tym samym roztwoizery byt uzyty do perfuzji przez
okoto 20 minut. Nagpnie pobrany materiat ptukano w buforze fosforanowgrzez 24
godziny, a potem umieszczono w 18% roztworze saclyarTkanki po ich zatoeciu, co
wskazuje na prawidiowe wysycenie roztworem sachar&iory petni ro¢ krioprotektora,
pokrojono za pomeacmikrotomu mraeniowego na seryjne skrawki o grgbn10-12 pm.
Uzyskane skrawki nalono na szkietka podstawowe i1 poddano analizie zgciem
mikroskopu fluorescencyjnego, co pozwolito precyirgj okreli¢, ktére zwoje stanowity
zrodto zaopatrzenia poszczegoélnych strukigghgrza moczowego. Wyselekcjonowane w ten
sposOb  szkietka podstawowe ze  skrawkami  zostaly daoel barwieniom
immunohistochemicznym z wykorzystaniem komercyjnychono- i poliklonalnych,
réznogatunkowych przeciwciat skierowanych przeciwko uno@eptydom, jak te
enzymatycznym markerom struktur adrenergicznychlimérgicznych i nitrergicznych.

W dadwiadczeniu wykorzystano pierwotne przeciwciata skieane przeciwko hydroksylazie
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tyrozyny (TH), B-hydroksylazie dopaminy (DBH), adetransferazie cholinowej (ChAT),
transporterowi gcherzykowemu acetylocholiny (VAChT), syntetazienke azotu (NOS),
neuropetydowi Y (NPY), somatostatynie (SOM), gat@mi(GAL), naczynioaktywnemu
peptydowi jelitowemu (VIP), peptydowi kodowanemungm kalcytoniny (CGRP) oraz
substancji P (SP). aycie gatunkowo specyficznych przeciwciat wtornycharGwno

przeciwciata ,petne”, jak i fragmenty F(ab)) sgtanych z odpowiednimi fluorochromami
(FITC, Alexa) pozwolito na wykonanie podwojnych wén immunofluorescencyjnych.
Wybarwione preparaty analizowano przy zastosowsethtnik mikroskopii fluorescencyjnej
i konfokalnej (mikroskop konfokalny firmy Zeiss LSKLO)

Po ustaleniu doktadnej lokalizacji neuronéw zaogatych wymienione struktury
pecherza do bada metod, biologii molekularnej pobrano tylko te zwoje, wokgch
wystepowaty wyznakowane neurony i poddano je analizie kggem obecnéci kluczowych
substancji enzymatycznych za pomometody Western-blot zgodnie z procedurami
polegajcymi na rozdzielaniu tdych rodzajow biatek za pompelektroforezy SDS-PAGE
I przeniesienia ich na trwata ,podstgwjaka jest membrana PVDF (poliwinylodifluorek).
Nastpnie poprzez inkubagjtej membrany ze specyficznymi przeciwciatami pietrymi
(TH, DBH oraz ChAT, VAChT) oraz odpowiednimi przeciatami wtornym nagpita
identyfikacja poszukiwanego biatka. Inne substgnggk np. peptydy nie mogty By
analizowane standardowo za pomoctej metody, gdy byly to substancje
drobnocasteczkowe i posiadaty zbyt mateear czsteczkowy biatka.

W celu okrélenia udzialu komorek nerwowych zawie@jch badasm kombinacg
antygenow liczono do 300 FB+ neuronow dlazdeg kombinacji surowic. Liczba
immunoreaktywnych  profili  komérkowych  zostata obkbma jako  procent
immunoreaktywnych neuronéw w odniesieniu do wszghktkpoliczonych FB+ komorek.
Uzyskane dane poddano analizie statystycznej. Vilgeysyniki przedstawiono jakérednie
+ SEM. Analiza statystyczna zostata przeprowadza@aa pomog sparowanego testu
T-Studenta (GraphPad Prism 5, GraphPad Softwarg@ R@znice uznano za statystycznie
istotne przy p0,05 - *, p<0,01 - **, p<0,005 - ***,

Wszelkie dokladne informacje dotyre tych zagadniezostaty zawarte w poszczegoélnych

pracach stanowcych szczegoélne agjniecie naukowe.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Badania prowadzone zostaly przyyciu techniki wstecznego znakowania neuronow

z wzyciem fluorescencyjnego znacznika Fast Blue (FBganetod immunohistochemicznych
i biologii molekularnej. Znakowanie neuronéw zyaiem znacznikOw wstecznych jest
nowoczesy metod wykorzystywam w pracach péwieconych okréleniem zrodet
zaopatrzenia wielu nagddéw. FB wprowadzony do tkanek jest pobierany pzazmczenia
nerwowe znajduce s¢ w tkance i transportowany wstecznym transportesoa#tinym do
perikarionu komorki nerwowej. FB akumulujeg sv komorce nerwowej i me by tatwo
wykryty przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnegeveapo uptywie kilkunastu tygodni od
podania go do tkanek. Istotna cedbgo znacznika jestzespecyfikacja fluorescenciji, ktéra
nie koliduje z fluorescengj emitowam przez wywane w barwieniach
immunohistochemicznych fluorochromy (Alexa 488, ¥de555). Pozwala to na wykonanie

oznaczé obecndci substancji biologicznie aktywnych w komdérkachamgkowanych FB.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie bada publikacji pierwszej (Pidsudko 2013a)
wykazaty, ze zwoje srodscienne (IG) znajdywane byly w takich strukturacleskiego
pecherza moczowego (UB) jak trajk (T) oraz szyjka (C), nie wygbowaty natomiast
w wierzchotku (A). Tworzylty one charakterystyczrieigiska komoérek nerwowych (od kilku
do kilkudziesgciu neuronow).

Techniki barwi@ immunohistochemicznych umlovity mi stwierdzenie obecrii
réznych neurotransmiterow i/lub enzyméw uczestgigzh w procesie ich powstawania,
w neuronach IG lecych w wymienionych strukturachegherza moczowego. Badania
immunohistochemiczne wykazatye FB+ neurony lece zarbwno w UBT- oraz UBC-IG,
tworzyty trzy populacje neuronalne. Zdecydowaneakaza¢ neuronow UBT- oraz UBC-IG,
stanowjcych odpowiednio ok. 76% i 76%, naéa do grupy neurondw adrenergicznych
(te ktére zawieraty jednocgeie TH lub DBH). Neurony cholinergiczne (te, ktGrawieraty
jednoczénie CHAT lub VAChT) legce zarébwno w UBT- oraz UBC-IG, ktdre zawieraty
odpowiednio ok. 22% i 20% neuronow FB+. Najmnigzity populacy neuronalg byty
neurony nalggce do grupy neuronéw tzw. NANC (nie zawieratpdnej z badanych
substancji), czyli nieadrenergicznych/niecholinergiych leacych zaréwno w UBT- oraz
UBC-IG, ktore zawieraty, odpowiednio ok. 1,4% i %8FB+ komorek nerwowych.
Barwienia immunohistochemiczne zygiem przeciwciat dla badanych neuropeptydéw oraz
NOS wykazaty immunoreaktywdo (IR) dla NPY (NPY-IR) w UBT- oraz UBC-IG,
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odpowiednio w ok. 59,3% i 51,9% FB+ neuronow. Paegoblne procentowe liczebiw dla
SOM-IR wynosity, odpowiednio ok. 39,9% i 39,5%, dl#-IR wynosity, odpowiednio ok.
5% i 0% oraz dla NOS-IR wynosity, odpowiednio 1,4%8% FB+ komorek nerwowych.

Za pomog metody Western-blot, zbadano zwoje nerwowgde w UBT- oraz UBC-IG
i stwierdzono obecrio kluczowych substancji enzymatycznych dla uktad@gutupcych
funkcje mcherza moczowego —TH/DBH — enzymy syntezy katechimla— markerow
neurondéw wspotczulnych oraz ChAT/VAChT — enzymoOw igaanych z syntez
i transportem acetylocholiny — zasadniczego neaelanika neuronow przywspotczulnych.

Na podstawie przedstawionych powey wynikow bada mazna stwierdz, ze populacje
neurondéw IG naleaty gtownie do neurondw adrenergicznych oraz cleoicznych.
Z dostpnej literatury wynika, 7 istnieg roznice w rozmieszczeniu zwojowroédsciennych
u poszczegolnych gatunkow zwigrzZwoje te § bardzo liczne uwinki morskiej, mniej
liczne u kota, lisa, krélika, konia oraz samégyini. Brak, kydz bardzo nieliczne wyspowaty
u myszy i szczura (przegl literatury w (Pidsudko 2013a)) Badania immunaldbemiczne
wykazaly dwie gldbwne populacje neuronéw UB-IG — Inpeurony adrenergiczne
(te immunoreaktywne dla DBH, ok 76%) oraz 2.) chetgiczne (te immunoreaktywne dla
VAChT, ok. 22%). Dane te pokrywaly esiczsciowo z wynikami uzyskanymi we
wczehniejszych eksperymentach przeprowadzonych przeze mangcherzach samic§wini.
Tak dwa koncentracja neuronéw adrenergicznych w ninigjszypadaniach wynikata
prawdopodobnie z faktu, podobnie jak to stwierdzamxztowieka,ze badane IG pochodzity
z obszaru tréjta oraz szyjki pcherza moczowego, gdzie, szczegdllnie u samcow,
koncentracja struktur adrenergicznych byla ngpaza. W tych cogciach gcherza
moczowego, struktury adrenergiczne powadugkurcz mgsni  gtadkich a take
s3 odpowiedzialne za zamkjtie szyjki gcherza, gdzie u samcéw, nerwy teaktywowane
podczas ejakulacji (szyjkaegherza powinna lyzamkngta), uniemaliwiajac w ten sposob
wsteczn ejakulacg do pcherza, co przy wysgpujacych zaburzeniach tej funkcji zgmane
jest z problemem z ptodécia u samcow (szczegoly i przadl literatury w (Pidsudko
2013a)).

Badania immunohistochemiczne wykazaty, tee neurony adrenergiczne i cholinergiczne
zawieraty NPY oraz SOM, co jest zgodne z vozejszymi obserwacjami przeprowadzonymi
konia, jak réwnie w cewce moczowej cztowieka. SOM prawdopodobnietdziv ramach
wewnmngtrzzwojowego przewodnictwa nerwowego jako ko-traemlub neuromodulator

i moze mig¢€ wplyw na dzialanie innych przekaikdw (szczegoly i przegtl literatury
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w (Pidsudko 2013a)).

Prezentowane wyniki baflav tej publikacji wykazaty te obecné¢ VIP w neuronach UB-
IG. Doktadna rola tego peptydu waherzowych strukturach nerwowyéWwini nie jest znana.
Rozmieszczenie struktur nerwowych zawigegch VIP w mésniach gtadkich, dookota
naczyr krwionasnych i w nabtonkuwwinskiego ukladu moczowego sugerujg MIP maze
bra¢ udziat w regulacji aktywrizi migéni gtadkich, przeptywu krwi i aktywrii nabtonka
(szczegoty i przegt literatury w (Pidsudko 2013a)). W prezentowaniekaniach najmniej
liczng populacy neuronow UB-IG byty neurony zawiegage NOS nalggce do populacii
NANC, co jest zgodne z wcggejszymi obserwacjami uzyskanymi przeze mnie wabbéth
przeprowadzonych nagpherzach samicywini (szczegoty i przegt literatury w (Pidsudko
2013a)).

Podsumowujc, w publikacji tej, uzyskane wyniki ujawnity obemié wielu populacji
neuronodw UB-IG znajdggych s¢ w trojkacie oraz szyjceqzherza moczowego. Stwierdzono
w neuronach tych, oprécz adrenaliny i acetylochpliabecné¢ wielu innych substancii
biologiczne aktywnych, ktore mggdziata: jako neuroprzekaniki lub neuromodulatory.
Ponadto, neurony te nie dziajdylko jako stacje przekaikowe na terenie trogta oraz
szyjki, ale § zdolne do wzajemnych ztonych interakcji dziatania i prawdopodobnie pghni
funkcje stuzaca do koordynowania i regulacji aktywfm migsni gtadkich zaréwno

w przypadku fazy gromadzenia jak i opnéania gcherza moczowego.

Doktadne dane dotygze wynikow tych bada opisano i przedyskutowano w publikaciji

pierwszej (1. Pidsudko Z. “Immunohistochemical characteristis and distribution of
neurons in the intramural ganglia supplying the urhary bladder in the male pig.” Pol J
Vet Sci 16 (4): 629-638, 2013).

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badaaprezentowane wpublikacji drugiej
(Pidsudko 2013b),wykazaly ze neurony czuciowe zaopatog wszystkie badane @i
pecherza moczowego (UB) saméaini (trojkat — (T; trigone), szyjk — Cervix, (C; czasami
okresla sk te struktue jako podstawa - Base, B) i wierzchotek — Apex, ¢dasami okrda
si¢ te struktue jako szczyt - Dome, D) znajdywane byly w obustymin zwojach
rdzeniowych korzeni dogrzbietowych rdzenigdowego (DRG) odcinkactlzwiowego (L)
oraz krzyowego (S). Nalegy dod&, iz liczba neuron6éw w zwojach lewych (I) byta mniejsza
niz w prawych (r).

W przypadku neuronéw projektgiych do trojlgta pecherza moczowego (UBT-PN)
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znajdowane one byly w zwojach odcinka-ls oraz $-S4. W przypadku neuronow
projektupcych do szyjki pcherza moczowego (UBB-PN) znajdowane one byly wjaalo
odcinka l-Ls oraz $-S;. W przypadku neurondéw projeksigiych do wierzchotka gzherza
moczowego (UBD-PN) znajdowane one byly w zwojacleikh Ls-L4 (niewielka liczba)
oraz $-S4. Neurony te reprezentowaty trzy klasy wiedkb Przewaajaca liczebnie populagj
stanowity neurony ,maite”s¢ednica poniej 30 um) i srednie” grednica 31-50 um). Tylko
ok. 1% neuronéw stanowity neurony 87 (Srednica powyej 51 um). Jednake, naley
zaznaczy, iz wigksza¢ FB+ neurondw w zwojach DRG L (ok. 56%) na&a do
podpopulacji komoéreksrednich, natomiast w zwojach DRG S (ok. 66%) #atle do
podpopulacji komérek matych.

Techniki barwié@ immunohistochemicznych umlowity stwierdzenie obecrii réznych
neurotransmiterow i/lub enzyméw uczestamzch w procesie ich powstawania, w neuronach
czuciowych zwojow rdzeniowych zaopagoych wymienione struktury geherza
moczowego. Najliczniejgzpopulacy neurondw FB+ zaopatrugych poszczegolne struktury
UB byly komoérki CGRP-IR. Aczkolwiek, wyspowaly r&nice dotycace czstdsci
wystepowania neurondw CGRP-IR w zwojach DRG odcinkéws. W zwojach DRG L ok.
60% neuronow FB+ bylo CGRP-IR, podczas gdy w zwoj@RG S ich procentowa
zawartéd¢ wahata si od ok. 25% (UBT-PN, UBB-PN) do ok. 40% (UBD-PNB+ SP-IR
komorki nerwowe byty réwnieréznorodnie rozmieszczone w zwojach DRG L i S. Neurony
te czsciej wysepowaty w zwojach DRG L (20-40%), niw zwojach DRG S (13-24%)).
Innymi substancjami biologicznie aktywnymi znalegai w UBT-PN i UBB-PN byty:
NOS, GAL i SOM, aczkolwiek estas¢ ich wystpowania byta znacznie z8za (mniej ni
10%). Podobne tdice w rozmieszczeniu komoérek nerwowych znajdowaomicdzy DRG
LiS. W przypadku UBD-PN nie znaleziono komorek IGA SOM-IR lezacych w DRG L
i S.

Na podstawie wynikow badauzyskanych w tej publikacji nioa stwierdz, ze neurony
czuciowe DRG zaopatrage pcherz moczowy byly odcinkowo i niesymetrycznie
rozmieszczone po obu stronach rdzenigy&wego leéac od odcinka kL do S, w przypadku
neuronéw unerwiggych UBT, od L, do S, w przypadku neuronéw unerwsaych UBB oraz
od Ls do S, w przypadku neuronéw zaopagoych UBD. W dosipnej literaturze, dane
dotyczice rozmieszczenia neurondéw projektyich do pcherza z DRG pochogz
z daédwiadcze przeprowadzonych u szczura, mysgyinki morskiej, kota, cztowiekadwini.

Z bada tych wynika,ze populacja neuronow czuciowych zaopay¢h gcherz moczowy

u badanych gatunkéw (w tyswini) podzielona zostata na dwa centra nerwowendednich
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utworzone jest przezepherzowe neurony czuciowe zwojow DRG neuromerowsme/o-
ledzwiowych, drugie z& zlokalizowane jest na wysokm neuromerow ddzwiowo-
krzyzowych. § to populacje heterogenne, albowienzni@ sie migdzy soly zar6éwno
liczebndcig, jak i kodowaniem chemicznym komorek nerwowych o@ za tym idzie,
rodzajem substancji transmisyjnych uwalnianych nakaZzczeniach ich wypustek),
co wskazuje,ze oba centra nerwowe mpgeini rozne funkcje fizjologiczne (szczegoty
i przeghd literatury w (Pidsudko 2013b)).

Badania immunohistochemiczne ujawnifye wickszag¢ neurondw FB+ unerwiggych
UBT, UBB i UBD wykazywaty immunoreaktywrié dla CGRP i SP. Taki fenotyp neuronow
FB+ byt statystycznie istotnie ¢iej spotykany w odcinkackdzwiowych, niz krzyzowych
DRG. Ponadto CGRP i SP uwe wystpowa w zakaczeniach nerwow aferentnych
pecherza, samodzielnie lub waych kombinacjach. Uwa sk, ze substancje te medyc
potencjalnymi czynnikami zapalnymi. Zmiany w ekgjraeuropeptydéw obserwowane byty
w zwierzcym modelu stanu zapalnego oraz ¢eherzu nadaktywnym. Z deginych danych
literaturowych mana wysug¢ hipotez, ze swinskie neurony odcinka krzgwego DRG
zaopatruice UBT, UBB i UBD spetniaj funkcje prioproceptywne, a w odcinkgdkwiowym
leza neurony petnjce funkcje nocyceptywne (doktadny opis i szczegoikpz przegid
literatury w (Pidsudko 2013b)). Struktury NOS-IRkjwynika z bada funkcjonalnych nad
strukturami czuciowymi lgcymi w DRG, mog petni role hamupca w skurczu mgsni
gtadkich trojlgta, szyjki, czy te cewki moczowej (szczegoty oraz przglliteratury
w (Pidsudko 2013b)).

Podsumowujc, w publikacji tej, przedstawione wyniki dostarbzgzczegotowego opisu
organizacji przestrzennej oraz neurochemicznegorwzmerwienia czuciowegoepherza
moczowego samcawini. Ponadto uzyskane rezultaty mody¢ pomocne w tworzeniu
morfologicznej podstawy do dalszych eksperymentdnkéjonalnych dldwinskiego modelu

koncentrujcych s¢ na mechanizmach choréb o padianeurogennym.

Doktadne dane dotygze wynikOw tych bada opisano i przedyskutowano w publikaciji

drugiej (2. Pidsudko Z. ,Immunohistochemical characteristic and distribution of
sensory dorsal root ganglia neurons supplying therinary bladder in the male pig.” J
Mol Neurosci, DOI 10.1007/s12031-013-0117-2, 2013).

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badgrzedstawionew publikacji trzeciej
(Pidsudko 2013c)ujawnity, ze po iniekcji znacznika do poszczegolnyclesck pecherza
moczowego ( trojita - UBT, szyjki — UBC oraz wierzchotka — UBA) FBreurony
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znajdywane byty w zwojach pnia wspotczulnego — SCindojach przedkigowych — zwoju
krezkowym doogonowym lub dolnym - IMG/CaMG oraz zaeh miednicznych — zwojach
miednicznych przednich - APG. Przyjmaj ze wszystkie badane neurony FB+ tworzyty
100%, to neurony projekiage z SChG do UBT, UBC i UBA stanowity, odpowiedrok
6,6%, 23,6% oraz 32,2%. Odpowiednia procentowa gas¢aneuronow projektaca z IMG
do UBT, UBC i UBA wynosita, odpowiednio ok. 38,6%i,4% oraz 67,9%, podczas gdy dla
neuronow projektuacych z APG wynosita, odpowiednio ok. 54,5%, 45%zd%b.

Neurony SChG unerwialy wszystkie badane struktu8 i znajdywane byty
w obustronnych zwojach pnia wspoéitczulnego odcinkaraz S. Naley doda&, iz liczba
neuronow w zwojach lewych (l) byta mniejszaz ni prawych (r).

W przypadku neuronéw UBT-PN znajdowane one bytywojach SChG odcinkatlg
oraz 3-S;. W przypadku neurondéw SChG projekitych do UBC-PN znajdowane one byty
w zwojach odcinka 4-Lg oraz -S;. W przypadku neuronow projekagych UBA-PN
znajdowane one byty w zwojach odcinkadraz 3-S..

Zwoje IMG samcowwini rowniez zawieraty neurony projektage do UBT-PN, UBC-PN
i UBA-PN, ktére rozmieszczone byly obustronnie, &eamo w lewych, jak i prawych
zwojach. Jednade i tu obserwowano wyfae r&nice w ich liczebnéci pomigdzy zwojami
lewymi a prawymi. W przypadku IMG UBT-PN, neurorey tktadaty s jako dtugie pasmo
lezace wzdhi catej dtugadci zwoju, przy jego bocznej granicy, dodatkowo, enakupisko
tych komorek nerwowych uktadato esizawsze w okolicy odggia od zwoju nerwow
okrezniczych doogonowych - NCC. Tak ulmne neurony magby¢ uwazane, jako ,centrum
trojkata pcherza moczowego”. W przypadku IMG UBC-PN, neurteyktadaty si tylko
jako dtugie pasmo face wzdhi catej diugdci zwoju, przy jego bocznej granicy. W ten
Sposob uteone neurony mag by¢ réwniez uwazane jako ,centrum szyjki ggherza
moczowego”. W przypadku IMG UBA-PN, neurony te wdéy sk nieregularnie na obszarze
catego zwoju.

Takze zwoje APG samcOwwini zawieraty neurony projektage do UBT-PN i UBC-PN,
ktére rozmieszczone byly obustronnie, zaréwno wyldw jak i prawych zwojach. Jedrnak
i tu obserwowano wyrae r&nice w ich liczebnéci pomiedzy zwojami |, a r. Nie
stwierdzono neuronow FB+ w APG projekicych do UBA.

W przypadku APG UBT-PN, neurony ukfadatyg segularnie wzdta catlego obszaru
zwoju. Naley dod&, iz mazna byto zauway¢ ich koncentrag w okolicy odefcia widkien
nerwowych biegacych do gruczotdw ¢rherzykowych oraz szyjki i trogta UB.
W przypadku APG UBC-PN, neurony ukfadaty segularnie wzdha catego obszaru zwoju.

Autoreferat: Zenon Pidsudko 17



Nalezy dod&, iz podobnie ména bylo zauwzy¢ ich koncentragf w okolicy odejcia
widkien nerwowych bieggtych do gcherzykow nasiennych oraz szyjki i trgja UB.

Badania immunohistochemiczne wykazaig,FB+ neurony APG UBT-PN oraz UBC-PN,
tworzyty trzy gtdwne populacje neuronalne. Niepegpotowa neuronéw UBT-PN oraz UBC-
PN, stanowgcych odpowiednio ok. 45% i 54%, naééa do grupy neuronow adrenergicznych
(te, ktore zawieraly jednocésie TH lub DBH). Neurony cholinergiczne (te, ktGawieraty
jednoczénie CHAT Ilub VACHT) projektuyjce do UBT-PN oraz UBC-PN, zawieraly,
odpowiednio ok. 53% i 44% neuronéw FB+. Najmniegiy populacy neuronalg UBT-PN
oraz UBC-PN, byly neurony naigce do grupy neuronow tzw. NANC (nie zawieragdnej
z badanych substancji), czyli nieadrenergicznyeuimolinergicznych, ktére zawieraty,
odpowiednio ok. 1,8% i 1,6% FB+ komodrek nerwowyBlarwienia immunohistochemiczne
z wyciem przeciwciat dla badanych neuropeptydéw ujawiiR dla NPY, odpowiednio
w ok. 20,8% i 22% FB+ neuronow w populacji UBT-PNo UBC-PN. Poszczegolne liczby
procentowej zawartai dla SOM-IR wynosity, odpowiednio ok. 16,6% i 10@a GAL-IR
wynosity, odpowiednio ok. 1% i 0,5% oraz tych dI#PMR wynosity odpowiednio 4% i 0%
FB+ komodrek nerwowych. Nie stwierdzono obewigoopulacji neuronéw FB+ UBT-PN
i UBC-PN zawierajcych CGRP i SP.

Badania immunohistochemiczne zwojow IMG ujawniig i w tym przypadku FB+
neurony IMG UBT-PN, UBC-PN oraz UBA-PN tworzyty yrgtéwne populacje neuronalne.
Zdecydowana wkszai¢ neuronéw IMG UBT-PN, UBC-PN oraz UBA-PN stanguych,
odpowiednio ok. 80,5%, 81% i 79,7 % nal@a do grupy neuronOw adrenergicznych.
Neurony cholinergiczne w IMG projektige do UBT-PN, UBC-PN oraz UBA-PN zawieraty,
odpowiednio ok. 3%, 4% i 3,8% neurondw FB+ i bydapbpulacja najmniej liczna. Drag
populacy neuronalg w IMG UBT-PN, UBC-PN oraz UBA-PN byly neurony e2dce do
grupy neuronow tzw. NANC, czyli nieadrenergicznygltholinergicznych, ktdre zawieraty,
odpowiednio ok. 10%, 12% i 14% FB+ komérek nerwolnyc Barwienia
immunohistochemiczne zzyciem przeciwciat dla badanych neuropeptyddw i N@ewvnity
ze neurony NPY-IR, byly obecne w populacji neuron®G UBT-PN, UBC-PN i UBA-PN,
odpowiednio w ok. 49%, 27,5% i 21% FB+ komorek. Raggolne liczby procentowej
zawartdci dla SOM-IR wynosity, odpowiednio ok. 11%, 21981%, dla GAL-IR wynosity,
odpowiednio ok. 5%, 4% i 0%, dla VIP-IR wynosihgmowiednio ok. 1%, 0% i 0% oraz tych
dla NOS wynosity, odpowiednio ok. 5%, 5% i 0% FB+onkdrek nerwowych.
Nie stwierdzono obecrioi populacji neuronéw FB+ w UBT-PN, UBC i UBA-PN
zawierajcych CGRP i SP.
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Badania immunohistochemiczne zwojéw SChG ujawmbtomiast,ze FB+ neurony
SChG UBT-PN, UBC-PN oraz UBA-PN tworzyty dwie gitdevrpopulacje neuronalne.
Zdecydowana wksza¢ neuronéw SChG UBT-PN, UBC-PN oraz UBA-PN stargmych,
odpowiednio ok. 90%, 90% i 91% nasa do grupy neurondw adrenergicznych. Ceoce,

w drugiej populacji neuronalnej w SChG UBT-PN, UBGH oraz UBA-PN znalazly si
neurony nalggce do grupy neuronéw tzw. NANC, czyli
nieadrenergicznych/niecholinergicznych, ktore zashie odpowiednio ok. 10%, 10% i 9%
FB+ komérek nerwowych. Tylko pojedyncze neurony ®h& projektugce do UBT-PN,
UBC-PN oraz UBA-PN byty cholinergiczne. Barwienimmunohistochemiczne zzyciem
przeciwciat dla badanych neuropeptydow ujawnitg neurony NPY-IR, byly obecne
w populacji neuronéw SChG UBT-PN, UBC-PN i UBA-Pbddpowiednio w ok. 45%, 44%
i 45% FB+ komorek. Poszczegodlne procentowe liczétinalla GAL-IR wynosity,
odpowiednio ok. 8%, 5% i 0% FB+ komdrek nerwowych.

Za pomog metody Western-blot, zbadano ekstrakty biatkowehpdzce ze zwojow
SChG, IMG oraz APG i stwierdzono obegéédkluczowych substancji enzymatycznych dla
uktadow regulujcych funkcje pcherza moczowego —-TH/DBH — enzymy syntezy
katecholamin — markeréw neuronéw wspétczulnych of2ZAT/VACHT — enzymow
zwigzanych z synteg i transportem acetylocholiny — zasadniczego neuskanika
neuronow przywspotczulnych.

W publikacji tej, na podstawie uzyskanych wynikbada mozna stwierdzi, ze neurony
autonomiczne unerwigge gcherz moczowy byly rozmieszczone w zwojach SChGGIM
oraz APG w sposéb segmentowy i asymetryczny. Zastasie iniekcji znacznika
wstecznego FB do UB ujawnitoze zrédtem pochodzenia neurondéw autonomicznych
unerwiagcych UBT i UBC samczegéwinskiego UB, g neurony leagce, niemate w réwnej
proporcji, w zwojach przy- i przeddgowych (hcznie ok. 50,5%) oraz w zwojach
miednicznych (ok. 49,5%), podczas gdy takie neuramgrwiagce UBA byty potaone tylko
w zwojach SChG i IMG. W przeciwhstwie do prezentowanych wynikow, u szczémédiem
pochodzenia neuronéw autonomicznych zaopstygh UB g neurony leace w zwojach
SChG i IMG, natomiast tylko niewielka 86 komorek nerwowych unerwigych t struktue
bytla obecna w zwojach miednicznych. U szczura mikot1% neurondéw projektagych
z zwoju miednicznego wielkiego — MPG unerwiato wotek, podczas gdy 10% komorek
nerwowych unerwiato szygkUB (doktadny opis i literatura w (Pidsudko 2013dyalery
zaznaczy, iz samczy,swinski APG (odpowiednik szczurzego MPG) zawierat peawD%

wszystkich neuronéw wyznakowanych FB, a neurongtémowity jedne z gtdwnychrodet
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zaopatrzenia nerwowego samczego i (doktadny opis i literatura w (Pidsudko 2013c)

Nastpnym zrodiem pochodzenia neuronéw autonomicznych uneseyeh UB, 3
neurony leagce w zwojach IMG, ktére zawieraty ok. 40% FB+ nengw projektujcych do
UBT, ok. 30% do UBC oraz ok. 67% do UBA. Te zwojequkegowe charakteryzowaty si
niezwyktym poziomem swoisfoi unerwienia pcherza. W przeciwiestwie do wynikéw tych
bada, np. szczurzy IMG charakteryzowak siym, iz neurony z tego zwoju projektowaty
gtéwnie do wierzchotkagrherza (ok. 22% komorek z wspétczulnego unerwiggji@zsci)

w poréwnaniu do 1% neurondw unervgigych szyjk. Nalezy rowniez podkréli¢, iz IMG
jest takim zwojem, ktory bierze udziat w unerwiemoznych innych nargdéw ukiadu
moczowo-ptciowego. Badania zzyciem znacznika wstecznego w celu wykazamadet
unerwienia takich nagddw jak: gruczoly opuszkowo-cewkowe, nasieniowodyicgot
pecherzykowy, czy te jadro, pokazaty obecdé komoérek FB+ w zwojach IMG samcéw
swini. U samicyswini zwoje te g zrodlem zaopatrzenia nerwowego jajnikéw, jajowodow,
macicy, czy trojgta UB (doktadny opis i literatura w (Pidsudko 200)3dVe wszystkich
wspomnianych przeze mnie badaniach neurony FBatyjev scisle okrelonych, odebnych
czesciach zwojow IMG (uktadaty siw mniej lub bardziej charakterystyczne pasma wzdtu
bocznej granicy zwoju z wkszym ich nagromadzeniem w ¢éziach doczaszkowych
i doogonowych zwoju). Podobny ukiad @émia neuronéw obserwowany byt
w prezentowanych badaniach. Na podstawie uzyskamgezhltatow, we wspomnianych
powyzej badaniach nad unerwieniem rgglaw uktadu moczowo-ptciowegédwini mozna
wysnut hipotez, iz neurony w zwojach IMG ukladfjsic tworzac swoiste ,centrum
moczowo-piciowe”.

Innym zrédiem pochodzenia neurondéw autonomicznych unegeyah UB g neurony
potozone w zwojach SChG. Zwoje te zawieraty ok. 7% FRtrmnow projektujcych do
UBT, 24% do UBC i 32% do UBA (doktadny opis i lisdura w (Pidsudko 2013c)).

Przeprowadzone badania immunohistochemiczne ujgwnie gtowry populacy
neuronalg w SChG g neurony adrenergiczne (te immunoreaktywne dla B#Dok. 90%).
Neurony te zawieraty rownieNPY i GAL. Obserwacje tegszgodne z danymi uzyskanymi
we wczéniejszych eksperymentach przeprowadzonych na argeuh innych ssakow,
a ktore pokazywatyze wickszags¢ neuronow SChG jest immunoreaktywna dla TH i DBH
(doktadny opis i literatura w (Pidsudko 2013c)).

Immunohistochemiczna charakterystyka neuronow I§i&. 80%) zaopatrggych UB
wykazata,ze zdecydowanie najeksz populacy neuronalg byty komorki noradrenergiczne

w swojej naturze (barwity sitez dla TH/DBH — kluczowych enzyméw dla syntezy
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noradrenaliny w zakazeniach nerwowych). Neurony te zawieraty rownhPY, SOM
i GAL. Obserwacje tegszgodne z uzyskanymi wynikami w badaniach, ktémeprowadzono
na innych gatunkach zwieitz oraz ktére przeprowadzitem we weémejszym badaniu
zwojow IMG u lochy (doktadny opis i literatura widBudko 2013c)).

Obecne badania ujawnity tak ze mata populacja neuronow IMG projekicg do UB
byla cholinergiczna. Neurony FB+ zawieralty réwnidlPY, SOM lub VIP. Nalgy
nadmient, ze badanie te ujawnily tak obecné¢ neurondw tworgcych populacje NANC
FB+ (zawieraty gtownie NOS) komorek nerwowych. Woatym jest,ze tlenek azotu NO
moze dziatg jako substancja przekaikowa i naley do grupy przekanikbw hamugcych
nieadrenergicznych, niecholinergicznych (doktadpiga literatura w (Pidsudko 2013c)).

Immunohistochemiczna charakterystyka neuronéw ARGpatrujcych UB pozwolita
mi wyrézni¢ trzy podpopulacje neuronalne zwojow miednicznysburony adrenergiczne
(TH/DBH-pozytywne), neurony cholinergiczne (VAChTIET-pozytywne) oraz neurony
NANC. Neurony zwojowe w APG charakteryzugic ogromry réznorodndcia kodowania
chemicznego. Ma to zwzek po cgsci z tym,  w zwoju tym krzyuja sie drogi nerwowe
uktadu wspotczulnego oraz przywspotczulnego, a oymposiadaj roznorodry zawartgdé
substancji przekanikowych (mog by¢ adrenergiczne, dolz cholinergiczne, magzawiera
oba rodzaje substancji charakterystycznych dla tygldw neuronéw wraz z zawaétig
neuropeptydow, 41z nie zawieré zadnej z tych substancji).

W prezentowanych badaniach stwierdzonozeéake neurony APG zaopatgge UB
zawieraj TH/DBH. Neurony te mog by¢ jednoczénie immunoreaktywne dla NPY, SOM
lub GAL. Np., u samca szczura wykazaue, NPY wys¢powat we wszystkich neuronach
wspoétczulnych i przywspotczulnych unerwgaych UB lub prostnig, a bardzo mato byto
neurondw zawierggych VIP. U samcowswinki morskiej, np. 40% neuronéw zwojow
miednicznych unerwiagych nasieniowdd, gruczot¢pherzykowy i prostat wykazywato
obecnaé¢ TH-IR (doktadny opis, szczegdly i literatura wdBudko 2013c)).

Przedstawiane badania ujawnity réwnieze drug duzg populacy neuronéw APG
zaopatrujcych UB g komorki nerwowe zawiergge VAChT. Neurony te wykazywaty
jednoczénie immunoreaktywn@ dla NPY, SOM lub VIP. Np. 26% neuronéw MPG szczura
zaopatrujcych nasieniowod wykazywaty IR dla VIP a 4% tychureow zawierato NPY.
NPY, VIP i SOM odpowiadajprawdopodobnie za skurcz nagazgrwionosnych i wystpuja
w zakmczeniach nerwowych zaopatgaych te struktury u eych gatunkéw ssakow.
Neurony APG NPY-IR, VIP-IR lub SOM-IR ujawnione wrgzentowanych badaniach

spetniaj przypuszczalnie podobne funkcje w za&peniach nerwowych zaopatgoych
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naczynia krwionéne wystpujace w cherzach swinskich (doktadny opis, szczegoty
i literatura w (Pidsudko 2013c)).

Reasumujc, naley podkréli¢, iz neurony zwojow miednicznych wykazugdymorfizm
ptciowy zaopatrujc wiele narzgdow, i co nie jest zaskoczeniengdh wystepowaty zalene
od ptci r&nice w morfologii tych zwojow. Jednym z oczywistypreyktaddw dotyczcych
tych r&nic s3 noradrenergiczne neurony wspotczulne, ktére u samszczura zawiergj
jedrg trzech neurondw zwojow miednicznych, podczas gdy, w paziqu samic zawiergj
tylko mah czs$¢ (ok. 5-10%) (doktadny opis, szczegoty i literatwdPidsudko 2013c)).

S to pierwsze tak kompleksowe badania zapoej s¢ kodowaniem chemicznym
i dystrybuc autonomicznych neuronéw zaopadaych gcherz moczowy samcéwini.
Podsumowujc, neurony projektgce do UB mana znalé¢ w niektorych obustronnych
zwojach SChG, IMG i APG. Jednak stwierdzano thice w liczbie tych komérek
nerwowych obserwowanych zarowno po stronie prawgk i lewej. Badania
immunochemiczne wykazatye zdecydowana wksza¢ IMG i SChG projektujcych z UB
neuronow zawierato TH i DBH oraz niektore inne ropaptydy, jak NPY, SOM i GAL.
Zostaly wyr@nione trzy subpopulacje neuronédw APG zaopatygh UB: neurony
adrenergiczne, ktére jednoémee zawieraly NPY-, SOM- i/lub GAL-IR, neuronéw

cholinergicznych, ktére jednocee zawieraty NPY, SOM, VIP, oraz neurony NANC.

Doktadne dane dotygee wynikow tych bada opisano i przedyskutowano w publikacji

trzeciej (3. Pidsudko Z., “Immunohistochemical characteristts and distribution of
neurons in the paravertebral, prevertebral and pelc ganglia supplying the urinary
bladder in the male pig”J Mol Neurosci, DOI 10.1007/s12031-013-0139-9, 2013).

PODSUMOWANIE WYNIKOW | WNIOSKI

1. Badania z #yciem wstecznego znacznika neurondéw pozwolity
na zlokalizowanie obwodowych komorek nerwowych gazbnych w unerwienie
poszczegolnych e#ci pecherza moczowego saméwaini domowej. Neurony zaopatege
trojkat, szyjke i wierzchotek gcherza moczowego wygtowaty w zwojachsrédsciennych -

IG sciany tego nargu (nie wysgpowaty w wierzchotku), w zwojach czuciowych korzeni
dogrzbietowych rdzenia &gowego - DRG, w zwojach pnia wspoiczulnego - SChG,

zwojach przedkgowych — zwojach krezkowych dolnych (tylnych) IM&gMG), jak
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rowniez w zwojach miednicznych — zwojach miednicznych drieh (oprécz wierzchotka) -
APG.

2.  Wykazano,ze populacja neuronéw czuciowych zwojow DRG zaopatsch
poszczegollne eici pecherza moczowego u saméaini podzielona zostata na dwa centra
nerwowe. Jedno z nich utworzone bylo przezhgrzowe neurony czuciowe zwojéow DRG
neuromeréw ddzwiowych, drugie z#& zlokalizowane bylo na wysokoi neuromerow
krzyzowych. Neurony te zawiergjozne substancje biologicznie aktywne takie jak: CGRP,
SP, NOS, GAL i SOM. & to populacje heterogenne, albowienrzni@ sie miedzy soly
zarowno liczebngxia, jak i kodowaniem chemicznym komérek nerwowychcfaza tym
idzie, rodzajem substancji transmisyjnych uwaln@nyha zakaczeniach ich wypustek),
co wskazujeze oba centra nerwowe mppgeni rézne funkcje fizjologiczne.

3. Neurony IMG zaopatrgge trojkgt oraz szyjk pecherza moczowego utone
byly w sposob uporgkowany, tworac wyrazne ,centrum pcherzowe”. Zjawisko
to potwierdzito sugerowane Fu wczeniej istnienie wewnatrzzwojowych smdkow
nerwowych zwazanych z regulagj czynnaci poszczegoélnych nagddw jamy brzusznej
i miednicznegwini.

4. Przeprowadzone badania immunohistochemiczne wykazaheurony SChG
unerwiapce poszczegolne exi pecherza moczowego nakdy do dwoch grup populacji
neuronalnych: adrenergicznej (najliczniejszej) r&tbawieraty te neuropeptydy: NPY i GAL
oraz nieadrenergicznej/niecholinergicznej.

5. Przeprowadzone badania immunohistochemiczne wykazaheurony IMG
unerwiapce poszczegoOlne exi pecherza moczowego naldy do trzech grup populacii
neuronalnych: adrenergicznej (najliczniejszej) r&tbawieraty te neuropeptydy: NPY, SOM
i GAL, nieadrenergicznej/niecholinergicznej, ktorawieraly NOS oraz cholinergicznej
(najmniej licznej), ktére zawieraty rowraeuropeptydy: NPY, SOM i VIP.

6. Przeprowadzone badania immunohistochemiczne wykazaheurony APG
unerwiapce poszczegoOlne exi pecherza moczowego nakdy do trzech grup populacii
neuronalnych: adrenergicznej, ktore zawieraty teeuropeptydy: NPY, SOM i GAL,
cholinergicznej, ktore zawieraly rowrie neuropeptydy: NPY, SOM i VIP oraz
nieadrenergicznej/niecholinergicznej (najmniejhiep, ktore zawieraty NOS.

7. Wyniki niniejszych bad&beda wiec stanowt niezlezdng podstaw do lepszego
zrozumienia procesow o charakterze fizjologicznyfarmakologicznym i klinicznym,
majcych na celu wyjgnienie szeregu zagadniez zakresu roli substancji biologicznie

aktywnych w regulacji nerwowej¢pherza moczowego. Magby¢ réwniez wykorzystane
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w przyszigci przez przemyst farmaceutyczny — zmane jest to z dym podobiéstwem
badanego gatunku do organizmu ludzkiego. Dodatk@nganizm swini poprzez swoje
podobigstwo do organizmu cztowieka, by doskonatym modelem dwiadczalnym, do
badania i poszerzenia wiedzy na temat jednostekobbavych ludzi i przez to unitiwicé

odpowiednie udoskonalenie metod leczenia.
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5. Omoéwienie pozostatych osignie¢ naukowo-badawczych

Jestem autorem lub wspotautoregozhie 108 publikacji naukowych, na ktore sklada& si
27 publikacji oryginalnych, z ktérych niema wszystkie 26) opublikowane zostaty
w czasopismach ,Listy Filadelfijskiej” ISI, a pozek& 1 w innym czasopmie krajowym.
Pozostate publikacje naukowe 81 komunikatéw naukowych, prezentowanych zaréwno
na zjazdach krajowych2®), jak i zagranicznych4d). Sumaryczna wargé IF wszystkich
moich oryginalnych prac naukowych, liczona wedtuku publikaciji, wynosi29,704
z& przeliczona zgodnie z rokiem biggym jest rowna 36,618 Liczba punktow
przyznawanych przez Ministerstwo Nauki i SzkolniatwVyzszego, jak uzyskatem
za publikag prac oryginalnych, liczanwedtug rankingu za rok 2012, wynadsiO pkt.,
(za rok 2013 wynosi 534 pkt.) z czego505 pochodzi z publikacji w czasopismach
wyréznionych w Journal Citation Reports (JCR). Indektowy moich oryginalnych prac
naukowych wedtug bazWeb of Sciencevynosi 150 z& indeks Hirscha (h-index) #, z&

wedtug bazyScopusndeks cytowa wynosil64a indeks Hirscha (h-index)8-
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5.1 Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukoggo doktora nauk

weterynaryjnych

Pierwsze déwiadczenia w pracy naukowej zdobywatem po zatrudoie mnie
na stanowisku studenta asystentaystty pod kierownictwem prof. dr hab. Mirostawa
takomego. M¢j dorobek naukowy poprzedzsj uzyskanie stopnia naukowego doktora
obejmuje 2 oryginalne prace badawcze oraz9 Zoniesié@ kongresowych. Moje
zainteresowania naukowe koncentrowaty sia zagadnieniach zyaanych z szeroko
rozumiarm neuroanatomj i obejmowaly badania obwodowego &raedkowego ukiadu
nerwowego, badania rozwojowe uktadu nerwowego, tiadaddet pochodzenia nerwdéw
zaopatrujcych narady wewretrzne, badania unerwienia nafdw w warunkach
fizjologicznych jak te w warunkach zmienionych stanem chorobowym. Wskystkoje
zainteresowania wymienione dotyczyty ¢wibada nad organizagj neurochemiczn oraz
plastycznécia neuronalg poszczegollnych sktadowych obwodowego ukiadu nemegow
wigczonych w regulagjfunkcji naradow wewretrznych zwierat domowych.

Jednym z kierunkéw bafdaw ktorych uczestniczytem dotyczyt unerwienianskich
narzdow rozrodczychswini. Dane te zawarto w publikacji oryginalnej # 1.1 oraz
w licznych innych publikacjach naukowych (komunikatukowe nrA 2.1, A 2.2, A 2.3, A
24, A 25 A26,A27, A28, A210, A 211,213, A 2.14, A 2.1 Opisano w nich
zarOwno rozmieszczenie, jak i chemiczne kodowammdeek oraz wiokien nerwowych
unerwiapcych te narzdy. W pracach tych stosowano kombiradgchnik wstecznego
znakowania neurondéw unerwdayjch jajnik, jajowdd oraz podwojnych banie
immunofluorescencyjnych w celu zbadargdta pochodzenia widkien nerwowych oraz
neurochemicznego kodowania, zarowno wyznakowanyehkarionow, jak i zakfczen
nerwowych w danym nagdzie. Wspomniane prace byly doniesieniami o wystvaniu
substancji biologicznie aktywnych w neuronach zawygcych zenskie narady rozrodcze
zwierzt hodowlanych, a opisywaty neurochemiczny charakterwieniazenskich naradow
rozrodczychswini.

Kolejnym tematem badawczym, ktérym zajmowatem [syto unerwienie jelit. Wyniki
tych bada zawarto w komunikatach naukowych #:2.9, A 2.12, A 2.16, A 2.21Dane
te obejmowaly zlokalizowanie i ujawnienie chemioagme kodowania neuronow
autonomicznych i czuciowych wdzonych w regulag¢jfunkcji jelita grubegawini.

Nastpnie uczestniczylem w badaniach dogozrh ustaleniazrédet zaopatrzenia
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nerwowego jednego z gruczotdw wydzielania wetnanego swini jakim s3 nadnercza,
a take bratem udziat w badaniach dotycych ustalenia wzoru unerwienia oraz dystrybucji
przedzwojowych neuronéw wspotczulnych zaopatygh zwoj krezkowy tylny (IMG; dane
zawarte w komunikacie naukowym Ar2.19).

Moje zainteresowania dotyczyly rowmieunerwienia mskich naragdow rozrodczych,
gdzie efekty tych badazostaty zawarte w publikacji oryginalnej Arl.2 oraz komunikatach
naukowych nrA 2.17, A. 2.20, A 2.23, A 2.24, A 2.25, A. 2.27,2/28, A 2.29 Wyniki tych
prac dotyczylty mgdzy innymi wpltywu kastracji hormonalnej (po podarawierztom
analogu GnRH jako antygenu) na unerwienie g@ow ptciowych samcéwini, a zawarte w
nich informacje bda mogty zosta wykorzystane np., przy opracowywaniu odpowiedniego
preparatu do zastosowania w praktyce. Prace teczgty takze kodowania chemicznego
komodrek oraz widkien nerwowych zaopasayjch nasieniowdd saméwini.

Ostatecznie zalem sk badaniami nad obecfmg i wzorami wspotwysipowania
substancji biologicznie aktywnych w neuronach aatoitznych 1 czuciowych
zaopatrujcych pecherz moczowy samicy swini oraz zdolnéci tych neurondéw do reakcji
plastycznych. Dane te zawarte zostaty w komunikataaukowych nr:A 2.18. A 2.22,

A 2.26. Zakaiczeniem tego etapu moich badaaukowych bylo uzyskanie na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie stopnia tlmla nauk weterynaryjnych na
podstawie rozprawy doktorskiej zatytutowane] ,Roegzczenie i kodowanie chemiczne
neurondw zwoju krezkowego tylnego zaopaitygh trojkgt pecherza moczowego”, ktérej

promotorem byt prof. dr hab. Mariusz Majewski.

5.2 Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia naukowegdoktora nauk weterynaryjnych

MOj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia naukowegoktora obejmuje
25 oryginalnych prac badawczych (dodatkoWwaostata przyjta do druku, ale nie posiada
jeszcze nr DOI; zostata wykazana w wykazie, aleumiegkdniatem jej w ewaluacji), w tym
24 w czasopismach uwzglnionych na Licie Filadelfijskiej @1 w czasopismach
zagranicznych L4 w czasopismach krajowych) ordzoryginalna publikacja umieszczona
w innych czasopismach. Efektem mojej pracy badawereokresie tym, bylo tate
przygotowanie49 komunikatow naukowych, prezentowanych zaréwno regolvych, jak
I zagranicznych zjazdach.
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5.2.1 Gléwne tematy badawcze:

Moje dotychczasowe zainteresowania naukowe byhiykaiowane i dotyczyly unerwienia
autonomicznego i czuciowego nadbpw wewretrznych, gtownie uktadu moczopiciowego
oraz pokarmowego zwieqz domowych. Interesowaty mnie zasadniczo trzy agpesgo
zagadnienia:

1.) zrédta pochodzenia widkien nerwowych,

2.) neurochemiczne cechy neuronéw (zarowno peighéw jak i ich wypustek)
zaopatruyjcych wspomniane nagdy, oraz

3.) zmiany adaptacyjne wspomnianych neuronéw doruma@w fizjologicznych
i patologicznych (plastyczié neuronow).

Zajmowatem si takze neurochemicznorganizacj autonomicznych i czuciowych zwojow
nerwowych oraz, cliow mniejszym stopniu, chemicznym kodowaniem struktentralnego
uktadu nerwowego, wtzonych w regulagj funkcji uktadu rozrodczego. W badaniach
postugiwalem si najnowoczéniejszymi metodami - histo- i immunohistochemiczmym
technilg wstecznego (retrogradowego) znakowania neurondawroskopip konfokalry oraz
metodami biologii molekularnej. Dotyczyly one preadszystkimiwini - zwierzcia, ktdrego
znaczenie hodowlane jest nadal bardzazedua ktorego znaczenie jako zwigsia
eksperymentalnego, chyba najbardziej optymalnegdaganiach biomedycznych, agle
wzrasta. Cz& bada dotyczyta rownie cziowieka, gdzie oprocz baglmad rodzajem zmian
w uktadzie nerwowym zachoglzych w przebiegu choréb nowotworowych, badatenrdak
wplyw zmiennego pulsacyjnego pola magnetycznegdunéicie kki i chdéd w przebiegu
stwardnienia rozsianego.

W zwigzku z powyszym moja dziatalnig naukowa obejmowata napujace tematy

badawcze:

5.2.1.1 Unerwienie naradoéw wewretrznych zwierzat domowych i cztowieka

A. Unerwienie meskich narzadow piciowych: (publikacje oryginalne nrB 1.3, B 1.4.0raz
inne publikacje naukowe nB 2.2, B 2.5, B 2.8

Wymienione publikacje dotyczyly kodowania chemiega wiGkien nerwowych
zaopatrujcych gruczoty piciowe dodatkowe(B 1.3) inasieniowod (B 1.4, B 2.2, B 2.8)

swini. Prace te w wikszaci byly doniesieniami o wygpowaniu wielu substancji
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biologicznie aktywnych w nerwach zaopafieych ngskie narzdy piciowe zwierat
hodowlanych. Dotyczyty tewptywu kastracji hormonalnej (po podaniu zwigam analogu
GnRH jako antygenu) na unerwienie rggaw piciowych samcdwini, a zawarte w nich
informacje leda mogly np. zosta wykorzystane przy opracowywaniu odpowiedniego

preparatu do zastosowania w praktyce.

B. Unerwieniezenskich narzadow piciowych: (publikacja oryginalna nB 1.2)

Powyzsza publikacja dotyczyta eferentnego madlkowego) unerwienia jajowodiwini.

Opisano tu lokalizacje neuronéw zaopateych ten nargd.

C. Unerwienie jelit, zotadka i duzych gruczotow zd&ciennych oraz plastycznéé
neuronow: (publikacje oryginalne nrB 1.1, B 1.6, B 1.7, B 1.10, B 1.11, B 1.12, B 1.13
B 1.14, B 1.15, B 1.17, B 1.19, B 1.21, B 1.@&zinne publikacje naukowe nB 2.11,

B 2.15,B 2.16, B 2.20, B 2.22, B 2.23, B 2.24,.B52 B 2.26, B 2.27, B 2.28, B 2.30, B 2.33,
B 2.35,B2.4%

Wazng i bardzo obszegn czs¢ mojej pracy naukowej stanowity badania dotyger
okreslenia wzoréw unerwienia nagddéw ukfadu pokarmowego a tak zlokalizowanie
i ujawnienie kodowania chemicznego neuronow autooomych i czuciowych wjczonych
w regulacg funkcji zotagdka oraz jelita cienkiego i grubedgwini oraz duych gruczotéw
za&ciennych. W badaniach tych ¢dzy innymi okréliiem, bgdz tez bralem udziat
w okréeleniu rozmieszczenia i kodowania chemicznego newonautonomicznych
zaopatrujcych okeznice i prostnie swini (B 1.1), neurondw autonomicznych zaopafeyh
trzustke (B 2.33, B 2.35praz neuronéw zaopatggaych zotagdek swini (B 1.21). W zakresie
bada podgto take prole oceny rodzaju zmian adaptacyjnych wspomnianychramgw
do warunkoéw patologicznych (plastycZdaneuronéw), takich jak uszkodzenie mechaniczne
komorki nerwowej i stan zapalny tkanek docelowydednym z efektow tych badla
naukowych byto wykazanie diametralniezngch mechanizméw reakcji przystosowawczych
neurondw wspotczulnych zwoju IMG, czyzt€€ SMG, zaopatrgcych jelito biodrowe lub
okreznice zstpujaca pod wptywem dziatania takich czynnikow patologigeh jak aksotomia
i/lub chemicznie wywotany stan zapalny (B 1.7, A(Q.B.1.11, B.1.17, B.1.19, B 2.11,
B 2.15, B.2.16, B.2.20, B 2.24, B 2.26). Uczestyliem take w badaniach dotygzych

wptywu adenomatozy (rozrostowego stanu zapalnedjo gpowodowanego czynnikiem
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bakteryjnym) lub chemiczne wywotanym stanem zapalnga plastyczrig populacji
neuronéw zwojow czuciowych DRG zaopaswjch jelito biodrowe oraz ok#nice
zstpujaca. Podobnie jak, w przypadku neuronéw wspoétczulnythG, takze neurony
czuciowe uruchamiagj calkowicie r&ne mechanizmy przystosowawcze uzalene
od rodzaju oddziatywyggych na nie czynnikdw patologicznych (B 1.12, B3L.& 2.25).
Kolejng, badag przeze mnie populacj neurondéw zaopatragych jelito biodrowe
i okreznice byty srédscienne komorki nerwowe zlokalizowane w zwojacktgch wscianie
tych naraddéw. Efektem tych badabyto wykazanie zmian ekspresji zawartych w nich
neurotransmiterow wywotanych adenomatdB 1.14, B 1.15, B 2.28, B 2.30), dezynieri
(B 2.27), ldz indukowanych aksotomi i/lub stanem zapalnym nadu docelowego
(B 2.45). Dzg¢ki wspéitpracy z Katedr Diagnostyki Klinicznej Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej UWM w Olsztynie bratem takudziat w badaniach dotygz/ch poréwnania
reakcji adaptacyjnych neurondésvédiciennych zaopatrggych jelito czcze, indukowanych

biegunlg pochodzenia bakteryjnegadz wirusowego (B.1.6).

D. Unerwienie struktur uktadu pokarmowego w przebiggu choroby nowotworowej
u ludzi: (publikacje oryginalne nrB 1.18, B 1.20orazinne publikacje naukowe nB 2.31)
Powysze publikacje dotyczyty zmian w unerwieniu @ricy i prostnicy cztowieka
w przebiegu raka. Uzyskane wyniki badajawnity neurochemiczncharakterystyk oraz
analiz ilosciowg neuronow i struktur nerwowych Agcych w $cianie wymienionych

narzdow.

E. Unerwienie drég odprowadzagcych mocz:(publikacje oryginalne nrB 1.8, B 1.9oraz
inne publikacje naukowe nB 2.1, B 2.4, B 2.7, B 2.10, B 2.18, B 2.19, B 2.29

Wymienione publikacje stanowity kontynuacje badaad obecniia | wzorami
wspoétwystpowania substancji biologicznie aktywnych w neudmnaautonomicznych
i czuciowych zaopatrggych pecherz moczowysamicyswini oraz zdolnéci tych neuronéw
do reakcji plastycznych. W badaniach tychywatem techniki wstecznego transportu
neuronalnego znacznika w celu wykrycia miejsc ldeaji neurondw obwodowego ukiadu
nerwowego, ktore stanowizrodio pochodzenia widkien nerwowych z obszaru gk
pecherza moczowego a tak przeprowadzenia neurochemicznej charakterystyki
wspomnianych komoérek nerwowych, wykorzystujtechnik pojedynczych i podwojnych

barwien immunohistochemicznych. Z#gm sk badaniem, zaréwno populacji neuronéw

Autoreferat: Zenon Pidsudko 31



autonomicznych zlokalizowanych na terenie zwojowGIMB 2.1, B 2.4), zwojow przy-

i przedkegowych (B.2.10, B 2.29), zwojéw miednicznych (B &.1Bratem take udziat

w badaniach oké&ajacych lokalizac} i kodowanie chemiczne autonomicznych neuronow
srodsciennych zaopatrujacych trajkpecherza (B.1.8).

5.2.1.2 Struktura i neurochemiczna organizacja zwdw nerwowych oraz wybranych

osrodkow centralnego uktadu nerwowego

A. Badania nad lokalizacp receptora leptynowego w neuronach wiczonych
w gospodarke ttuszczows organizmu swini: (publikacje oryginalne nrB 1.5 oraz inne
publikacje naukowe n8 2.3, B 2.6, B 2.9, B 2.12,B 2.14,B 2.17,B 3.21

Badania te dotyczyly udziatu autonomicznych zwojdgrwowych oraz podwzgorzowej
lokalizacji gérodkow nerwowych uczestnigeych w unerwieniu tkanki ttuszczowspvini
(B.1.5). Badania te prowadzono przyyaiu techniki wstecznego znakowania neuronéw
i metod immunohistochemicznych. Dotyczyly one nikd kodowania chemicznego
neurondéw zaopatrggych tkank tluszczows, ale take obecnéci receptorow leptynowych
w tych komoérkach nerwowych. Leptyna jest hormonerodpkowanym przez komorki
ttuszczowe. Uwza sk, ze zaburzenia w wydzielaniu tego hormonu maogie¢ zwigzek
z otytascig. Omawiane badania ujawnity, wiele neuronéw zwojow przy- i przedigowych
zaopatrujcych tkanlk ttuszczowg swini zawiera receptory leptynowe. Sugeruje foleptyna
modyfikuje aktywné¢ wspomnianych neuronéw a za@s¢ ta mae by waznym
elementem mechanizmu regulcggo metabolizm tkanki ttuszczowej. Nalezaznaczy,
ze dos¢pna literatura nie zawierata danych na temat obetrmeceptorow leptynowych
w neuronach obwodowego uktadu nerwowegéwiatowe badania dotygee leptyny podjto

na szerok skak stosunkowo niedawno.

B. Neurochemiczna organizacja zwojow nerwowych za@gpruj acych pecherz moczowy
samcaswini: (publikacje oryginalne nrB 1.23, B 1.24, B 1.26razinne publikacje naukowe
nr: B 2.34, B 2.36, B 2.40, B 2.41, B 2.42, B 2.43,.B2 B 2.46, B 2.49)

Ostatnim etapem mojej pracy badawczej badania dotycge rozmieszczenia
oraz neurochemicznej charakterystyki neuronow Zip&aanych na terenie zwojow

srodciennych - IG, zwojow czuciowych - DRG, zwojow pkzggowych - SChG,

Autoreferat: Zenon Pidsudko 32



przedkegowych - IMG/CaMG oraz zwojow miednicznych - APG opatrugcych
anatomiczne struktury (tragk szyjke oraz wierzchotek) gcherza moczowego saméaini.
Koncowym efektem tej e¢&ci bada naukowych s publikacje wchodace w sktad mojej

rozprawy habilitacyjnej.

5.2.1.3 Varia : (publikacje oryginalne nrB 1.16, B 1.22razinne publikacje naukowe nr:
B 2.32,B 2.37, B 2.38, B 2.39)

Do tej czs$ci mojej pracy naukowej zaliczam prace badawczéykh tematyka nie daje
si¢ przyporadkowa powyzszemu podziatowi. $5to miedzy innymi publikacje prezentage
wyniki bada dotyczcych rozmieszczeniaddet zaopatrzenia nerwowego i neurochemiczne;j
charakterystyki neurondw czuciowych zaopaftyh mesien czworobocznywini (B 2.47),
immunohistochemicznej charakterystyki wiokien nemyoh zaopatrujcych slinianke
przyuszm oraz podjzykows u bobra europejskiego (B 2.48) oraz plastyéznkomorek
nowotworowych raka Merkla w ognisku pierwotnym z@rzutowym (B 1.22).

Szczegobln grupe bada stanowity badania dotygze wptywu zmiennego, pulsacyjnego
pola magnetycznego na funkcjekir i chdéd w przebiegu stwardnienia rozsianego.
W stwardnieniu rozsianym (SR) dochodzi do uszkadzewielu, r&znych czsciach uktadu
nerwowego dag wieloogniskowe objawy neurologiczne, ktére w koyeh rzutach choroby
tworza rozne postaci choroby. Domirggym objawem jest niewydoldé ruchowa, ktéra
postpuje, prowadzc w r&nym czasie do trwalego inwalidztwa. W chorobie beydzo
czesto dochodzi do uszkodzenia drogi wzrokowej. Celpracy byta ocena wptywu
magnetostymulacji gatek ocznych na pole widzenimké reki oraz chod chorych
ze stwardnieniem rozsianym. Zastosowanadeenie ,Unittron” jako magnetostymulator.
Urzadzenie Unittron skfadage s¢ z generatora pél magnetycznych o niskich wéarach
indukcji i aplikatura w postaci maty oraz dodatkgweaplikatura na gatki oczne. Aplikatory
wytwarzap niejednorodne pole magnetyczne cgstatliwosciach 180-195 Hz i ksztalcie
pitoksztattnym. Takie uksztaltowanie impulsow utawysgpienia efektow biofizycznych:
jonowego rezonansu cyklotronowego, magnetomechaeirz i elektrodynamicznego.
Maksymalna wart& indukcji na powierzchni maty nie przekracza 45 Myniki tych bada
wykazaty, © w wiekszaci przypadkéw, po stymulacji magnetycznej obserwoinay
poprave wszystkich badanych parametréw uktadu wzrokowegmrizzdu ruchu. Wyniki

poréwnano z grupkontrolrg, u ktérej nie zastosowano stymulacji magnetycznej.
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W chwili obecnej kontynugj prace badawcze dotyge wzoréw unerwienia
i kodowania chemicznego neuronéwzgeych na terenie centralnego ukladu nerwowego

zaopatrujcych struktury pcherza moczowegawini.

Wykaz wszystkich moich publikacji naukowyche¢dacych wynikiem realizacji
powyzszych tematow badawczych wraz z pelnym wykazem ldfvibanych przeze mnie
prac naukowych, doktadnymi informacjami o gugiicciach dydaktycznych, wspotpracy
krajowej i zagranicznej oraz o dziatakecopopularyzujcej nauls znajdujp sie w zahcznikach
nr 3 i nr 4 dodczonych do wniosku o przeprowadzenie ppstvania habilitacyjnego.
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