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1. Imig¢ i Nazwisko.
Malgorzata Kapica (do 1998r. Popielarz)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania.
e stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, nadany uchwala Rady Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w Lublinie w dniu 29 czerwca 1999
roku; tytut rozprawy doktorskiej: ,,Wplyw diety suplementowanej surowa i
ekstradowanqg mgqgczkqg sojowq na wydzielanie i sklad enzymatyczny soku
trzustkowego u cielgt w okresie postnatalnym”. (promotor prof. dr hab. Tadeusz
Studzinski)
e tytul: lekarz weterynarii (dyplom lekarza weterynarii nr 20327/W/88. z dnia
3.06.1988 roku wydany przez Akademi¢ Rolnicza w Lublinie)
3. Informacje o0 dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.
Od roku 1989 do dnia dzisiejszego — Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie (poprzednia
nazwa: Akademia Rolnicza w Lublinie), na stanowiskach:
1. od01.10. 1999 r. do dnia dzisiejszego — Katedra Fizjologii Zwierzat (w latach
2006 — 2014: Katedra Biochemii i Fizjologii Zwierzat), UP w Lublinie, adiunkt
2. od 10. 01. 1989 r. do 30. 09. 1999 r. Katedra Fizjologii Zwierzat, Akademia Rolnicza

w Lublinie, asystent

4. Wskazanie osiggnigcia wynikajagcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.)

4.1. Jednotematyczny cykl publikacji:

Rola hormonéw zoladkowo-jelitowych (greliny, obestatyny, apeliny)
w regulacji zewnatrzwydzielniczej funkcji trzustki u szczurow

W sktad osiagnigcia wchodza nastgpujace publikacje:

1. Kapica M., Laubitz D., Puzio I., Jankowska A., Zabielski R. The ghrelin pentapeptide
inhibits the secretion of pancreatic juice in rats Journal of Physiology and
Pharmacology 2006, 54, 3, 691-700 (Punkty MNiSWogs= 20, 1F2006=2,974)*

Moj wkiad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie i zorganizowanie
przebiegu badan, zebranie materiatu biologicznego, wspotudzial w wykonaniu analiz
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laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja wynikow badan, opracowanie tekstu
maszynopisu.

2. Jankowska A., Laubitz D., Guillaume D., Kotunia A., Kapica M., Zabielski R. The
effect of pentaghrelin on amylase release from the rat and porcine dispersed pancreatic
acinar cells in vitro Livestock Science 2007, 108, 65-67 (Punkty MNiSWyy7=24,
|F2007:O,6l)*

Moj wkiad w autorstwo: 25% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie i
zorganizowanie przebiegu badan, krytycznym zrecenzowaniu manuskryptu pod kqtem istotnej
zawartosci intelektualnej a takze ostatecznej akceptacji wersji do druku

3. Kapica M., Zabielska M., Puzio I., Jankowska A., Kato I., Kuwahara A., Zabielski R.
Obestatin stimulates the secretion of pancreatic juice enzymes through a vagal
pathway in anaesthetized rats — preliminary results Journal of Physiology and
Pharmacology 2007, vol. 58, Suppl 3, 123-130 (Punkty MNiSWyp7= 20,
| F2007:4,466)**

Moj wktad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie i zorganizowanie
przebiegu badan, zebranie materiatu biologicznego, wspotudzial w wykonaniu analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja wynikow badan, opracowanie tekstu
maszynopisu.

4. Kapica M., Puzio I, Kato I., Kuwahara A., Zabielski R. Role of feed-regulating
peptides on pancreatic exocrine secretion. Journal of Physiology and Pharmacology
vol. 59, suppl. 2, 145-159, 2008 (Punkty MNiSWgos= 20, 1F200s=2,631)**

Moj wktad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie i zorganizowanie
przebiegu badan, zebranie materiatu biologicznego, wspotudzial w wykonaniu analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja wynikow badan, opracowanie tekstu
maszynopisu.

5. Kapica M., Jankowska A., Antushevich H., Pietrzak P., Bierla J. B., Dembinski A.,
Zabielski R. The effect of exogenous apelin on the secretion of pancreatic juice in
anaesthetized rats Journal of Physiology and Pharmacology 2012, 63, 1, 53-60
(Punkty MNiSW2012: 25, ”:2012:2,476) **

Moj wktad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie i zorganizowanie
przebiegu badan, zebranie materiatu biologicznego, wspotudzial w wykonaniu analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja wynikéw badan, opracowanie tekstu
maszynopisu.

6. Kapica M., Puzio I. Effect of fundectomy, antrectomy and gastrectomy on pancreatic
and brush border enzyme activity in rats Medycyna Weterynaryjna 2018, DOI:
dx.doi.org/10.21521/mw.6031 (Punkty MNiSWyg17= 15, IF50;7=0,161) ***
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Moj wktad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie i zorganizowanie
przebiegu badan, zebranie materiatu biologicznego, wspotudzial w wykonaniu analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja wynikow badan, opracowanie tekstu
maszynopisu.

7. Kapica M., Puzio I, Kato I., Kuwahara A., Zabielski R., Antushevich H. Exogenous
obestatin affects pancreatic enzyme secretion in rat through two opposite mechanisms,
direct inhibition and vagally-mediated stimulation. Journal of Animal and Feed Science
2018, DOI: https://doi.org/10.22358/jafs/89734/2018 (Punkty MNiSWyp7= 20,
IF2017=1,024) **

Moj wktad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie i zorganizowanie
przebiegu badan, zebranie materiatu biologicznego, wspotudzial w wykonaniu analiz
laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja wynikow badan, opracowanie tekstu
maszynopisu.

* — niniejsze badania zostaly sfinansowane z grantu badawczego KBN nr KBN PBZ-
3P06D01924 pt: Rola greliny w regulacji wydzielania soku trzustkowego u szczuréw i
prosiat

** — niniejsze badania zostaly sfinansowane z grantu badawczego KBN nr KBN N303 043
32/1447 pt: Rola apeliny i obestatyny w regulacji wydzielania soku trzustkowego u szczurow

*** _ niniejsze badania zostaly sfinansowane ze $rodkow dotacji statutowej celowej dla

Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie, DS/1pt: Wptyw biologicznie aktywnych
sktadnikow diety oraz metabolitow trawienia na regulacje czynnikow trawiennych przewodu
pokarmowego oraz procesy narzadowego i uktadowego rozwoju w okresie postnatalnym

Laczna punktacja 7 prac wchodzacych w sktad jednotematycznego cyklu publikacji, zgodnie z
rokiem opublikowania, wynosi:

- wg listy czasopism punktowanych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Punkty
MNiSW): 144 pkt

- sumaryczny Impact Factor wg listy Journal Citation Reports (IF): 14,342

Liczba cytowan cyklu prac (wg bazy Scopus) 86

Kopie publikacji (zatacznik III) oraz o$wiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny

wktad kazdego z nich w powstaniu pracy znajduja si¢ w zalgczeniu (zatacznik 111b)
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4.2. Omowienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

W ostatnich kilkunastu latach odkryto wiele nowych hormondow (grelina, obestatyna, apelina,
nesfatyna) syntetyzowanych na terenie przewodu pokarmowego, gtownie przez komorki endokrynne
btony S$luzowej zotadka i jelit. Wysoka ekspresje tych hormonow (peptydéw regulacyjnych)
stwierdzono w zotadku oraz innych tkankach przewodu pokarmowego. Hormony te biora udzial w
regulacji apetytu oraz funkcji przewodu pokarmowego zmieniajac sekrecje enzyméw, motoryke oraz
oddzialujac troficznie. Stezenie leptyny, apeliny, greliny i obestatyny w osoczu krwi koreluje z BMI
(Heinonen i wsp. 2005; Callahan i wsp. 2004). Hormony zotadkowo-jelitowe sg takze zaangazowane
w kontrole funkcji zewnatrzwydzielniczych trzustki.

Grelina jest istotnym regulatorem przyjmowania pokarmu, ktory integruje regulacje apetytu
(Ariyasu i wsp. 2001, Cummings i wsp. 2001, Tschop i wsp. 2001) z funkcjg trawienng i
cytoprotekcyjng uktadu pokarmowego (Brzozowski i wsp. 2004). Przypuszcza si¢, ze jednym z
istotnych mechanizmoéw dziatania greliny, powigzanym z regulacja przyjmowania pokarmu moze by¢
takze jej udziat w kontroli implantacji zarodka i rozwoju ptodu (Kawamura i wsp. 2003, Tanaka i wsp.
2003). Grelina bierze takze udziatl w postnatalnej regulacji rozwoju uktadu pokarmowego (Dembinski
i wsp. 2005, Warzecha i wsp. 2006, Kotunia i Zabielski 2006). Rozpatrujac funkcje trawienne,
dostepne sa informacje dotyczace roli greliny w neurohormonalnej regulacji motoryki przewodu
pokarmowego (Peeters 2003), czynno$ci wydzielniczej zotadka (Masuda i wsp. 2000, Date i wsp.
2001) i wewnatrzwydzielniczej czgsci trzustki (Dezaki i wsp. 2006; Prado 1 wsp. 2004). Badano takze
role greliny w zapaleniu trzustki u szczuréw (Dembinski i wsp. 2003 i 2006). Niewiele jest jednak
informacji o jej roli w regulacji fizjologicznej funkcji zewnatrzwydzielniczej trzustki (poz. 1 w 4.1;
poz. 2 w 4.1).

Grelina produkowana jest glownie w zotadku, a w niewielkich ilosciach takze w innych
narzadach takich jak przysadka moézgowa (Korbonits i wsp. 2001), komorki uktadu
immunologicznego (Hattori i wsp. 2001), ptuca (Volante i wsp. 2002b), tozysko (Gualillo i wsp.
2001), jajniki (Caminos i wsp. 2003, Gaytan i wsp. 2003), jadra i nerki (Barreiro i wsp. 2002, Tena-
Sempere i wsp. 2002). Glownym miejscem syntezy greliny jest btona Sluzowa zotadka, szczegodlnie
komorki oktadzinowe gruczotow zolagdkowych oraz komorki endokrynne, ktére wytwarzajg okoto
80% krazacej greliny (Cummings i wsp. 2001; Date i wsp. 2000). Mniejsze ilosci greliny sa
syntetyzowane w blonie §luzowej dwunastnicy, jelicie czczym, jelicie kretym i okreznicy. W jelitach
zawarto$¢ greliny stopniowo zmniejsza si¢ od dwunastnicy do okr¢znicy (Dornonville i wsp.
2001,Hosoda i wsp. 2000). Po chirurgicznym usunieciu czeSci wpustowej zotadka obserwowano
spadek ilosci greliny o 80-90% (Puzio i wsp. 2005, Zhou i wsp. 2016).

Wielu badaczy zlokalizowato greling i receptor dla greliny (GHS-R) w komoérkach wysp
trzustkowych (Date i wsp. 2002; Gnanapavan i wsp. 2002; Volante i wsp. 2002a; Wierup i wsp. 2002;
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Dezaki i wsp. 2008; Prado i wsp. 2004; Wierup i Sundler 2005, Heller i wsp. 2005; Wang i in 2007).
Komorki grelinowe obserwowane sa gtownie na obwodzie wysp trzustkowych (Dezaki wsp. 2008).

W badaniach u dorostych szczuréw i ludzi wykazano, ze grelina jest obecna w komorkach typu
A 1 B wysp trzustki (Date i wsp. 2002; Volante i wsp. 2002b). Z tego powodu sugeruje si¢, ze moze
ona by¢ istotnym hormonem w regulacji sekrecji insuliny i metabolizmie glukozy. Aczkolwiek, w
wyspach trzustkowych u dorostych osobnikéw komorki immunoreaktywne dla greliny sa nieliczne.
Stwierdza si¢ zazwyczaj od 3 do 5 komorek immunoreaktywnych dla greliny na wyspe, a nierzadko
ich brak. W zoladku u dorostych osobnikow komodrki immunoreaktywne dla greliny sa o wiele
liczniejsze niz w trzustce (Date i wsp. 2000). Doktadne pomiary ilosciowe ujawnity, ze u osobnikow
dorostych komoérki immunoreaktywne dla greliny stanowia zaledwie okolo 1% komorek wysp
trzustki. Komorki immunoreaktywne dla greliny sg rownomiernie rozmieszczone w trzustce — nie
obserwuje si¢ roznic w ich liczbie pomigdzy glowa a ogonem trzustki. Pojedyncze komorki
immunoreaktywne dla greliny sa takze obecne w nabtonku przewodéw trzustkowych i w komorkach
zewnatrzwydzielniczych, a sporadycznie zlokalizowane wewnatrz zwojow trzustkowych i
identyfikowane jako komorki nerwowe. Badania w mikroskopie konfokalnym wysp trzustkowych
dorostych ludzi i szczur6w ujawnity, ze immunoreaktywnos$¢ dla greliny czesto kolokalizuje z
immunoreaktywno$cig dla glukagonu (Date in. 2000) lub somatostatyny, a sporadycznie z
immunoreaktywno$cig dla insuliny lub dla polipeptydu trzustkowego (Volante i wsp. 2002).
Zauwazono kolokalizacje glukagonu i greliny w komorkach typu A z tym, ze niektére komorki
immunoreaktywne dla glukagonu nie sa immunoreaktywne dla greliny (Date i wsp. 2002; Kageyama i
wsp. 2005). W kilku pracach wykazano obecno$¢ immunoreaktywnej greliny w komorkach B
(Volante i wsp. 2002a; Granata i wsp. 2007; Wang i wsp. 2007). Niektorzy badacze zidentyfikowali
ekspresje greliny u ptodéw, w okresie neonatalnym i u dorostych ludzi w osobnej nieidentyfikowanej
dotad populacji komorek wysp trzustkowych. W komorkach tych nie stwierdzano ekspresji innych
znanych hormonéw, a komorki grelinowe moga stanowi¢ nowy typ komoérek wysp okreslanych jako
komorki e (Wierup i wsp. 2002; Prado i wsp. 2004; Wierup i Sundler, 2005, Heller i wsp. 2005).

Grelina moze regulowa¢ funkcj¢ komorek B w trzustce w rdzny sposob. Po pierwsze, grelina
pochodzaca z zotadka i innych tkanek moze by¢ transportowana przez krew i wigzana z GHS-R na
komorkach B (klasyczna droga endokrynna). Po drugie, grelina pochodzaca z komorek A trzustki
moze oddziatywa¢ z komoérkami B i modulowac niezaleznie przeptyw krwi w mikrokrgzeniu.
Komoérki wysp moga kontaktowac si¢ poprzez rodzaj specyficznych potaczen miedzy komorkami
wewnatrz wyspy dzieki temu, ze komorki A sg czesto zlokalizowane w bezposrednim sgsiedztwie
komorek B.

Prekursor greliny, prepro-grelina, jest zbudowany u ludzi i szczurow ze 117-aminokwasow

(Koijma i wsp. 1999;Del Rincon i wsp. 2001). Prepro-grelina zawiera 23 aminokwasowy peptyd
sygnatowy 1 94-aminokwasowg pro-greling, ktora z kolei zawiera 28-aminokwasowg dojrzalg (w petni

rozwinieta) greling i 66 aminokwasow koncowych. Pierwsze 4 lub 5 aminokwasow greliny (Gly—Ser—
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Ser (n-octanoyl)-Phe—Leu) sa wystarczajace do mobilizacji wapnia in vitro (Bednarek i wsp. 2000).
Siedmio-aminokwasowa sekwencja od konca N tgcznie z n-oktaacetylowang seryng jest stala dla
wielu gatunkow, co sugeruje jej wazne znaczenie dla dziatania greliny u kregowcoéw. W osoczu i w
zotadku zidentyfikowano zaréwno petng sekwencje greliny, jak i jej krotsze fragmenty (Date i wsp.
2000; Hosoda i wsp. 2000, Hosoda i wsp. 2003).

Regulacja wydzielania greliny jest zlozonym procesem, ktory jest $cisle kontrolowany
zardbwno przez uktad nerwowy osrodkowy, jak i jelitowy oraz szereg bodzcéw hormonalnych. Grelina
moze dziala¢ zaré6wno jako klasyczny hormon, jak rowniez jako neuropeptyd (uwalniana z zakonczen
neuronéw) zaréwno w centralnym ukladzie nerwowym, jak i przywspoiczulnej i jelitowej czesci
autonomicznego uktadu nerwowego.

Wykazano, ze grelina hamuje czynno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki stymulowang przez
farmakologiczne dawki CCK u szczuréw oraz w rozproszonych komorkach pgcherzykowych trzustki
(Zhang 1 wsp. 2001). Ponadto stwierdzono, ze centralne podanie greliny pobudza wydzielanie soku
trzustkowego (Sato i wsp. 2003) przez eferentne widkna nerwu blednego u szczuréw. W
doswiadczeniach Nawrot-Porabki i wsp. (2007) stwierdzono, ze dodwunastnicze podawanie greliny
powoduje wzrost wydzielania podstawowego soku trzustkowego oraz wyrzutu amylazy. Obustronna
wagotomia, podanie kapsaicyny oraz blokada receptorow CCK1 powoduje calkowite zniesienie
pobudzajacego wptywu podania greliny na czynnos$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki (poz. 1 w 4.1).

Skapa liczba badan nad rolg greliny w mechanizmach regulacji wydzielania soku
trzustkowego sktonita do podjgcia takich badan z uzyciem modelu in vivo. (poz. 2 w 4.1).)

Na przeprowadzenie badan z uzyciem zwierzat laboratoryjnych uzyskano zgode Lokalnej
Komisji Etycznej. Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar o wyj$ciowej masie ciata 200 +
20 g. Szczury utrzymywano w Klatkach po 3-4 sztuki w kazdej, w kontrolowanych warunkach 12-
godz. okresu dnia $wietlnego, w temperaturze 22°C i 40-60 % wilgotno$ci. Przed zabiegami
operacyjnymi szczury poddawano 12-godz. glodowce z zapewnieniem ciagltego dostepu do wody.
Wykonywano doswiadczenia zaréwno o charakterze ostrym, jak rOwniez chronicznym.
Doswiadczenia przeprowadzono w znieczuleniu ogdlnym uzyskiwanym przez zastosowanie
domigéniowych iniekcji mieszaniny ksylazyny (Rometar 2%, Sopfa, Praga, Czechy) i ketaminy
(Ketamina 10%, Biowet Pulawy, Polska) w ilosciach odpowiednio 12 i 35 mg/kg masy ciata. Podczas
trwania dos$wiadczenia dawki $rodkow znieczulajacych dodawano co okolo 2 godziny w celu
utrzymania znieczulenia ogdlnego na wymaganym poziomie. Model doswiadczenia stosowany do
kolekcji soku trzustkowo-zoétciowego u szczurdéw polegat na zaimplantowaniu silikonowego kateteru
do zyly szyjnej zewngtrznej oraz na wykonaniu laparotomii i kateteryzacji (polietylenowe katetery)
przewodu trzustkowo-zotciowego wspolnego i dwunastnicy (Matyjek i wsp. 2003). Poprzez kateter w
zyle szyjnej podawano roztwor soli fizjologicznej w celu utrzymania homeostazy pltyndéw
ustrojowych. Kateter ten stuzyt takze do infuzji peptydow regulacyjnych (greliny, CCK-8, a kolejnych

doswiadczeniach obestatyny i apeliny) i pobierania krwi. Kaniula wprowadzona do banki dwunastnicy

7



Dr Malgorzata Kapica AUTOREFERAT-ZALACZNIK ITA

stuzyta do zablokowania naptywu tresci zotadkowej do dwunastnicy, zwracania soku oraz podawania
testowanych czynnikow do §wiatta dwunastnicy. Badane substancje podawano dozylnie za pomoca
pompy infuzyjnej (Kwapisz, mono 20/50, Polska), a do dwunastnicy za pomocg 4-kanatowej pompy
perystaltycznej Ismatec (Ismatec SA, Labortechnik-Analytik, Glattbrugg-Ziirich, Szwajcaria). Sok
z0tciowo-trzustkowy zbierano do probowek Eppendorff’a umieszczonych w tazni lodowej. Co 15
minut probowki zmieniano, sok natychmiast wazono, porcjowano i zamrazano do pdzniejszych
oznaczen. Do blokowania receptorow CCK1 uzyto farmakologicznego antagonisty receptora CCK1
(Tarazepide, Solvay Pharmaceuticals GmbH, Hanower, Niemcy), ktory podawano w dawce 2,5 mg/kg
m.c. sondg do zotadka na 2 godz. przed planowang operacja (Zabielski 1 wsp. 1998; Matyjek i wsp.
2003). Obustronng, niska (ponizej przepony) wagotomi¢ wykonywano tuz przed rozpoczeciem
kolekcji soku. Farmakologiczng deafferentacje wykonywano z uzyciem kapsaicyny (dawka catkowita
100 mg/kg podzielona na 10 dni; Sigma-Aldrich, USA) wg rutynowo stosowanej metody (Jaworek i
wsp. 2001; poz. 1 w 4.1).

W pierwszym doswiadczeniu podawano pentapeptyd greliny w dawce 1,2; 12 i 50 nmol/kg
m.c. Analizujgc wydzielanie soku trzustkowego u szczurow w warunkach wydzielania podstawowego
stwierdzono, ze pentagrelina powoduje zmniejszenie objgtosci wydzielanego soku zoélciowo-
trzustkowego (PBJ). Podanie greliny zmniejszato obj¢tos¢ wydzielanego PBJ w pierwszym 15-min
okresie po dozylnym podaniu tego peptydu. Obserwowano dawkozalezne obnizenie objetosci PBJ ze
statystycznie istotnym spadkiem w warunkach zastosowania najwyzszej dawki greliny (50 nmol/kg
m.c). Objetos¢ soku trzustkowego wynosita odpowiednio 0,21+0,011; 0,18+0,016; 0,18+0,017 oraz
0,17+0,016 ml/100g m.c./15 min.

Grelina powodowata spadek wydzielania soku zotciowo-trzustkowego takze w warunkach
wydzielania stymulowanego infuzjag CCK-8 w farmakologicznej dawce 400 pmol/kg m.c. Zmiany te
byty istotne statystycznie zarowno w dawce 12, jak réwniez i 50 nmol/kg m.c. Objetos¢ soku
trzustkowego wynosita odpowiednio 0,21+0,011; 0,18+0,08; 0,18+0,08 oraz 0,170,002 mi/100g
m.c./15 min.

Podawanie greliny w dawce zaréwno 12 jak i 50 nmol/kg m.c. powodowato spadek wyrzutu
biatka catkowitego w soku trzustkowym w warunkach wydzielania podstawowego. Wydzielanie
stymulowane infuzja CCK-8 zarowno w dawkach fizjologicznych, jak i farmakologicznych
charakteryzowato si¢ gwaltownym, utrzymujacym si¢ w calym obserwowanym okresie
doswiadczalnym spadkiem wyrzutu biatka w soku trzustkowym.

W warunkach wydzielania podstawowego podawanie greliny powodowato istotne
statystycznie spadek wyrzutu trypsyny w soku trzustkowym w najwyzszej zastosowanej dawce 50
nmol/’kg m.c. Wydzielanie stymulowane infuzjg CCK-8 zaréwno w fizjologicznych, jak réwniez

farmakologicznych dawkach charakteryzowato si¢ wysoce istotnym statystycznie spadkiem wyrzutu
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trypsyny w soku trzustkowym. Uzyskane wyniki sugeruja, ze grelina moze hamowa¢ niestymulowane
jak rowniez stymulowane wydzielanie soku trzustkowego w sposob dawkozalezny.

Sekrecja trzustki jest kontrolowana przez kilka mechanizmow wzajemnie wspotpracujacych,
w ktorych gléwna role pelni autonomiczny uktad nerwowy. Liczne odruchy Zotgdkowo-trzustkowe i
jelitowo-trzustkowe sa mozliwe dzigki wieloneuronalnym potaczeniom migdzy trzustka a zotadkiem i
dwunastnicg. Postanowiono zatem sprawdzi¢ efekt dziatania greliny w warunkach wylaczonego
przewodnictwa nerwowego W nerwie blednym poprzez zablokowanie widokien czuciowych
kapsaicyna. U szczurow, ktorym przez 10 dni podawano kapsaicyne badano w do§wiadczeniu ostrym
wplyw greliny na wydzielanie soku trzustkowego. Stwierdzano spadek objetosci wydzielanego PBJ o
20,37%, wyrzutu biatka o 21,12% a wyrzutu trypsyny o 24,82%. Obserwowano przy tym brak
odpowiedzi trzustki na infuzje greliny. Uzyskane wyniki §wiadcza o istotnej roli wtokien czuciowych
w obserwowanych efektach dziatania greliny na wydzielanie soku trzustkowego.

Przed kolekcja soku trzustkowego u szczuréw przeprowadzano zabieg niskiej
(przyprzeponowej) wagotomii. Przecigcie nerwow blednych powodowato zmniejszenie objgtosci
wydzielanego soku trzustkowego w warunkach wydzielania podstawowego o 21,76%. Wyrzut biatka
w soku trzustkowym wykazywatl spadek o 19,03%, a wyrzut trypsyny o 48,55%. Zabieg wagotomii
blokowat wptyw greliny na sekrecje soku trzustkowego, co $wiadczy o posredniczeniu diugich
odruchéw wago-wagalnych w dziataniu greliny.

U zwierzat przed kolekcjg soku trzustkowego blokowano receptor CCK; podajac sonda do
zotadka tarazepid (2,5 mg/kg m.c., Solvay Pharmaceuticals, Niemcy), farmakologicznego antagoniste
receptora CCK,z rodziny benzodiazepin. We wczesniejszych badaniach wykazano, ze tarazepid jest
wysoce specyficznym antagonistg, dtugo wigzacym si¢ do receptora typu CCKj, ktory niezmiernie
stabo wchiania si¢ z przewodu pokarmowego. Zatem po jego podaniu do zotadka dochodzi do
dhugotrwatego, trwajacego kilkanascie godzin, wytaczenia receptorow CCK; zlokalizowanych w
btonie $luzowej zotadka i jelita cienkiego. Blokada $luzowkowego receptora CCK; powodowala
wylaczenie inhibicyjnego wptywu greliny na sekrecje soku trzustkowego u szczurow (poz. 1 w 4.1).

Uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowac, ze grelina kontroluje sekrecje soku trzustkowego
poprzez hamowanie neurohormonalnego mechanizmu zaleznego od CCK i nerwu btgdnego.

Badania in vitro wykonano na rozproszonych komodrkach pecherzykowych trzustki wedtug
metody opisanej przez Jaworek i wsp. (2000) zaadoptowanej do badan w laboratorium Instytutu
Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN. Badania wykonano na komorkach pozyskanych od 18 szczuréw
rasy Wistar (150-220 g m.c.) oraz 11 prosigtach w wieku 7 dni (2,1-3,2 kg m.c), ktore usmiercono
przez przedawkowanie CO,. Po enzymatycznym (Collagenase CLSPA, Worthington, Lakewood, NJ,
USA) wyizolowaniu komodrek pecherzykowych trzustki, komorki zawieszono w buforze Ringer-
Krebs-HEPES i traktowano pentagreling (Human, Rat, 1-5, H-Gly-Ser-Ser(n-Octanoyl)-Phe-Leu-
NH2, Peptides International, Louisville, KY, USA) w szerokim zakresie stezefi (od 10 °do 10" M).
Wplyw pentagreliny na wydzielanie komorek pecherzykowych okre§lano badajac aktywnosc
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wydzielanej amylazy do medium oraz w poddanych lizie komérkach pecherzykowych. Kontrolg
pozytywna byt standardowo do tego celu uzywany sulfonowany oktapeptyd cholecystokininy (CCK-
8s, Sigma-Aldrich, USA), ktory stymuluje wydzielanie amylazy z komorek pecherzykowych.
Stwierdzono, ze pentapeptyd greliny w dawkach 107'°, 107 oraz 10® hamuje w sposob dawkozalezny
uwalnianie amylazy z zar6wno z komorek niestymulowanych, jak rowniez stymulowanych CCK-8.

Obestatyna zostata po raz pierwszy wyizolowana z zotagdkow szczurow w 2005 roku przez
Zhanga i wspotpracownikow (Zhang i wsp., 2005). Jest to 23-aminokwasowy peptyd, ktory pochodzi
z tego samego prekursora co grelina. Peptyd ten jest obecny w wielu tkankach w organizmie: w jelicie
cienkim, okreznicy, S$ledzionie, korze mozgowej, mie$niach szkieletowych, tkance tluszczowej,
phucach, watrobie i wielu innych tkankach, jednakze gléwnym miejscem wytwarzania obestatyny u
szczurOw jest w btona §luzowa zotadka (Zhang i wsp., 2005; Zhao i wsp., 2008, Gronberg i wsp.,
2008; Moretti i wsp., 2014). W trzustce immunoreaktywne komorki obestatyny wystepuja glownie w
obwodowym regionie wysp i w przewodach trzustkowych. Komorki te nie wykazuja wspoélnej
lokalizacji z glukagonem, polipeptydem trzustkowym lub insuling (Zhao i wsp., 2008; Gronberg i
wsp., 2008). W dwunastnicy, jelicie czczym i biodrowym obecno$¢ obestatyny wykazano w kryptach
Lieberkiihna i gruczotach Brunnera (Gronberg i wsp., 2008). Stwierdzono, Zze zabiegi operacyjnego
usunigcia cze$ci (fundektomia) lub calego zotadka (gastrektomia) drastycznie zmniejszyly poziom
obestatyny w osoczu krwi (Matyjek i wsp., 2004, Furnes i wsp., 2007).

Receptor obestatyny jest wcigz najstabiej poznanym ogniwem dzialania tego peptydu,
niemniej jednak seria eksperymentéw przeprowadzonych na szczurach i myszach dostarczyta
dowodow naukowych na dziatanie obestatyny w organizmie. Obestatyna zmniejsza ilo§¢ pobieranego
pokarmu oraz przyrosty masy ciata (Zhang i wsp. 2005). U os6b otylych obserwowano zmniejszenie
liczby komoérek immunoreaktywnych dla obestatyny (Gao i wsp. 2014). Pierwszym sugerowanym
receptorem dla greliny byt GPR39 (McKee i wsp. 1997; Moechars i wsp. 2006), po pewnym czasie
pojawity sie badania negujace zwiazki zalezne obestatyny z receptorem GPR39 (Lauwers i wsp. 2006;
Holst i wsp. 2007). Ostatnie badania zdaja si¢ jednak potwierdza¢ mozliwo$¢ oddzialywania
obestatyny na komorke poprzez to biatko btonowe (Kotodziejski i wsp. 2017). Co wiecej wskazuje sie
takze na mozliwo$¢ oddzialywania greliny na komorki poprzez receptor grelinowy (Pradhan i wsp.
2017).

Kilka badan wykazato, ze obestatyna wykazuje pewne dziatanie ochronne i terapeutyczne w
jelitach (Ceranowicz i wsp., 2015, Bukowczan i wsp., 2015), na przyktad zapobiegawcze podawanie
obestatyny hamowato rozwdj ostrego =zapalenia trzustki indukowanego przez ceruleing i
niedokrwienie/reperfuzje (Ceranowicz i wsp., 2015).

Celem kolejnego doswiadczeniu bylo wyjasnienie mechanizmoéw neurohormonalnych, za
pomoca ktorych egzogenna obestatyna moze kontrolowaé sekrecje enzymoéw trzustkowych. Badania
wykonano w doswiadczeniach in vivo i in vitro (poz. 3 i poz. 7 w 4.1). W doswiadczeniu in vivo

badano wptyw podawania egzogennej obestatyny w dawce (30, 100 and 300 nmol/kg m.c.) na
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wydzielanie soku zotciowo-trzustkowego u szczuréw. Wydzielanie soku trzustkowego badano w
warunkach wydzielania podstawowego oraz w warunkach wylaczonego przewodnictwa nerwowego w
nerwie btednym poprzez zablokowanie wtokien czuciowych kapsaicyng, niskopiennej wagotomii oraz
blokady receptoréw CCK1 przez podanie tarazepidu.

Analizujac  wydzielanie soku trzustkowego u szczurow w warunkach wydzielania
podstawowego stwierdzono, ze podawanie obestatyny niezaleznie od drogi podania (dozylnie jak
rowniez dodwunastniczo) nie powoduje zmian obj¢tosci wydzielanego soku zotciowo-trzustkowego
(PBJ). Zaobserwowano natomiast dawkozalezny wzrost wyrzutu biatka w soku trzustkowym po
dozylnym (iv) podawaniu obestatyny. Stwierdzono, ze wyrzut biatka w soku trzustkowym wynosit
1,740,011 przed podaniem obestatyny oraz odpowiednio: 2,94+0,08 po podaniu 30 nmol/kg m. c.
obestatyny; 3,15+0,08 (100 nmol/kg m.c. obestatyny) oraz 3,51+0,002 mg/100g m.c./15min (300
nmol/kg m.c. obestatyny). Obserwowano ponadto statystycznie istotny wzrost wyrzutu trypsyny w
soku trzustkowym wynoszacy odpowiednio: 0,52+0,05 0,59+0,04, 0,72+0,03 U/100g m.c./15 min.
Podawanie obestatyny dodwunastniczo powodowato wzrost wyrzutu biatka w soku trzustkowym
odpowiednio o 90,6, 83,1 oraz 58% dla dawek 30, 100 i 300 nmol/kg m.c. obestatyny. Nie
obserwowano zmian objeto$ci wydzielanego soku trzustkowego po podawaniu obestatyny. Sugeruje
to, ze obestatyna pobudza do wydzielania komorki pgcherzykow trzustkowych, ale nie przewodow
trzustkowych wydzielajacych elektrolity i wodg. Wagotomia powoduje zmniejszenie objetosci
wydzielanego soku trzustkowego i znosi pobudzajacy wplyw obestatyny na wydzielanie biatka
catkowitego jak rowniez aktywnosci trypsyny w soku trzustkowym niezaleznie od drogi podawania
(dozylnie lub dodwunastniczo). Znoszenie pobudzajacego wptywu obestatyny obserwowano takze w
warunkach wylaczonego przewodnictwa nerwowego poprzez zablokowanie wldkien czuciowych
kapsaicyna oraz blokady receptoréw CCK1 przez podanie tarazepidu.

W do$wiadczeniu in vitro na rozproszonych komérkach trzustki stwierdzono, ze obestatyna w
dawce 10°® M zwieksza uwalnianie amylazy, podczas gdy podawanie obestatyny wspolnie z CCK-8
powoduje zmniejszenie uwalniania amylazy z komorek trzustki (poz. 7 w 4.1).

Powyzsze badania wykazuja, ze regulacja wydzielania soku trzustkowego przez obestatyng
jest ztozona i obejmuje zaréwno mechanizm zalezny od wiokien czuciowych nerwu btednego i
receptora cholecystokininowego zlokalizowany w btonie §luzowej dwunastnicy — ten sam mechanizm
ktory zostal wskazany przez nasz zespot jako odpowiedzialny za przenoszenie informacji leptynowej,
grelinowej i apelinowej jak i mechanizm bezposredni zalezny od funkcjonalnych receptorow dla
obestatyny na pecherzykach trzustkowych. Rozwazanie, czy miatby to by¢ GPR39 czy receptor
grelinowy wychodzi poza zakres niniejszej pracy. Tym niemniej powyzsze badania wskazuja, Ze rola
tego pierwszego mechanizmu jest dominujaca w regulacji soku trzustkowego.

Apelina jest hormonem odkrytym po raz pierwszy przez Tatemoto i wsp. (1998) jako

endogenny ligand dla receptora APJ sprzezonego z biatkiem G. Wykazano istnienie wielu form
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apeliny zawierajacej 36, 17, 13 lub 12 aminokwasow (O'Carroll i wsp., 2013). Wszystkie te formy sa
wynikiem zmian potranslacyjnych prohormonu dla apeliny o dtugosci 77 aminokwasow. Metodami
real time RT-PCR wykazano lokalizacje¢ apeliny i specyficznego dla niej receptora APJ w przewodzie
pokarmowym, sercu, osrodkowym ukladzie nerwowym, mie$niach szkieletowych, ptucach,
gruczotach mlecznych oraz adipocytach (Habata i wsp. 1999; O’Carroll i wsp. 2013, Wang i wsp.
2004). Apelina uczestniczy w kontroli uwalniania hormonéw przysadki, obniza ci$nienie krwi,
pobudza pobieranie wody U szczuréw oraz hamuje produkcje cytokin prozapalnych (Habata, 1999;
Taheri, 2002).

Apelina jest peptydem, ktory moze dziata¢ jako neuromediator, klasyczny hormon i czynnik
auto/parakrynny (Beltowski, 2006; Higuchi i wsp., 2007; Lee i wsp., 2006; Chen i wsp., 2016, Folino i
wsp., 2015). Zwigksza ona kurczliwo$¢ miesnia sercowego (Berry i wsp., 2004) w sposéb zalezny od
obcigzenia (Szokodi i wsp., 2002), bez wywotywania przerostu mig¢snia sercowego i przy niskich
kosztach metabolicznych (Ashley i wsp., 2005).

Apelina podawana i.c.v. reguluje ci$nienie krwi (Reaux i wsp., 2001). Wiele badan in vitro i in
vivo wskazuje, ze centralnie podawana apelina petni rol¢ neuroprotekcyjng (Cheng i wsp., 2012, Yang
i wsp., 2015). W OUN obserwowano ponadto dziatanie przeciwbolowe (Lv i wsp., 2012) i
przeciwlekowe (Telegdy i Jaszberényi, 2014) oraz modulacj¢ uczenia si¢ i pamieci (Han 1 wsp., 2014,
Telegdy i wsp., 2013).

Apelina jest peptydem zdolnym do zwigkszania wrazliwosci na insuling u myszy otylych i
opornych na insuling (Bertrand i wsp. 2015). Dhugotrwate podawanie apeliny (23 tygodnie) zmniejsza
ilo§¢ tkanki tluszczowej oraz zwigksza zdolno$¢ oksydacyjng miesni (Attané i wsp., 2002). Apelina
uczestniczy w metabolizmie glukozy, powodujac obnizenie poziomu glukozy na czczo (Sorhede
Winzell i wsp., 2005) przez zwigkszenie wychwytu glukozy w tkankach docelowych, takich jak
miesnie szkieletowe i tkanka tluszczowa (Dray i wsp., 2008). Poziom apeliny w surowicy jest
zwigzany ze stanem odzywienia i zmienia si¢ analogicznie do stgzenia insuliny u myszy i ludzi
(Boucher i wsp., 2005, Castan-Laurell i wsp., 2008). Stezenie apeliny w osoczu wzrasta u 0sob
otytych (Heinonen i wsp., 2005) oraz u 0sob z cukrzyca typu 2 (Li i wsp., 2006), jak réwniez u myszy
otylych z hiperinsulinemig (Boucher i wsp., 2005). Wykazano, ze apelina dziata jako negatywny
sygnal zwrotny hamujac wydzielanie insuliny w sytuacjach wysokiego poziomu tego hormonu
(Boucher i wsp., 2005).

Brak jest danych o wplywie apeliny na zewnatrzwydzielnicza funkcj¢ trzustki, dlatego tez w
kolejnym dos$wiadczeniu badano wplyw egzogennej apeliny na zmiany objeto$ci soku zotciowo-
trzustkowego oraz zawarto$¢ biatka ogdlnego i aktywnos$¢ trypsyny (poz. 5 w 4.1). Apeling podawano
w dawce 10, 20 i 50 nmol/kgm.c. Stwierdzono, ze podawanie apeliny-13 dozylnie w dawce 20 i 50
nmol/kg powodowalo statystycznie istotne zmniejszenie objetosci soku zotciowo-trzustkowego i
wyrzutu biatka. Efekt ten byt dawkozalezny. Podawanie dozylnie apeliny-13 w dawce 10 nmol/kg

m.c. nie zmienito objetosci wydzielanego soku oraz wyrzutu biatka. Wykazano, ze w warunkach
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wagotomii, deaferentacji czuciowej poprzez podawanie zwierz¢tom kapsaicyny oraz blokady
receptorow CCK1 poprzez zastosowanie tarazepidu nastgpowato znoszenie hamujacego dziatania
apeliny. Odmienne efekty dziatania obserwowano u szczuréow, ktorym podawano apeling
dodwunastniczo. Stwierdzono, ze apelina w dawkach 20 i 50 nmoli/kg m.c. powoduje wzrost objetosci
soku zotciowo-trzustkowego oraz wyrzutu biatka i trypsyny. Efekt ten jest znoszony przez
zastosowanie wagotomii oraz farmakologicznej blokady receptorow CCK1.

Obserwowano zmniejszenie przeplywu krwi w naczyniach krezkowych juz od pierwszych
sekund od podania dozylnego apeliny-13, utrzymujacy si¢ przez 5 minut do§wiadczenia.

Stwierdzono ponadto, ze dozotadkowe podawanie apeliny-13 przez 2 tygodnie powoduje
statystycznie istotny wzrost poziomu CCK w osoczu w pordwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi
(348431 pg/ml) i doswiadczalnymi (436+23 pg/ml).

Obserwowano, ze apelina-13 w wysokich dawkach (10° M) stymuluje znaczaco uwalnianie
amylazy z rozproszonych komorek pecherzykowych trzustki szczuréw zaréwno niestymulowanych,
jak rowniez stymulowanych CCK-8 w dawce 10™° M.

W badaniach immunofluorescencyjnych przy uzyciu mikroskopu konfokalnego wykazano, ze
apelina jest obecna w pecherzykach trzustkowych, nie wykazano natomiast jej obecnosci na terenie
wysp trzustkowych. Ekspresja receptora APJ byta obserwowana w komorkach pecherzykow trzustki,
przewodach trzustkowych oraz wyspach trzustkowych. W badaniach immunofluorescencyjnych
wykazano obecnos¢ apeliny w wielu komorkach btony §luzowej zotadka. Ekspresj¢ apeliny i receptora
APJ stwierdzono w czgsci dennej zotadka jednocze$nie nie wykazujgc ich obecno$ci w czesci
wpustowej zotadka. W czgsci odzwiernikowej zotadka stwierdzono lokalizacje apeliny przy braku
ekspresji receptora APJ. Stwierdzona lokalizacja apeliny w komorkach zewnatrzwydzielniczych
zotadka sugeruje, ze apelina moze by¢ wydzielana do $wiatla zoladka w odpowiedzi na czynniki
pobudzajace. W dwunastnicy ekspresj¢ apeliny wykazano na kosmkach jelitowych szczegdlnie na ich
szczycie, nie stwierdzajgc ich obecno$ci na terenie krypt jelitowych. Ekspresje receptora APJ wykryto
w blonie $luzowej jelita cienkiego, w szczegélnosci w nablonku dwunastniczym. Stwierdzono
kolokalizacj¢ apeliny i receptora APJ z neurofilamentami w jelicie cienkim.

Badano takze wplyw eliminacji endogennych hormondéw zotadka (greliny, obestatyny,
nesfatyny, leptyny) poprzez chirurgiczne zabiegi fundektomii (usunigcia cze$ci dennej zotadka),
antrektomii (usuniecia czesSci odzwiernikowej zoladka) oraz gastrektomii (usuniecia czgsci dennej i
odzwiernikowej zotadka) na zmiany funkcji enzymow trzustki i nablonka jelit (poz. 6 w 4.1). We
wczesniejszych badaniach stwierdzono zmniejszenie poziomu greliny u szczuréw po gastrektomii,
fundektomii oraz antrektomii do poziomu wynoszacego odpowiednio 24%, 28,5% oraz 41,5%
poziomu tego hormonu u zwierzat kontrolnych (Puzio i wsp. 2005). U wszystkich operowanych
zwierzat obserwowano statystycznie istotny wzrost poziomu gastryny. W homogenatach trzustki
stwierdzono wzrost poziomu biatka. Wzrost ten byl statystycznie istotny u zwierzat po zabiegu

fundektomii i antrektomii. Stwierdzono ponadto wzrost aktywnosci amylazy, ktory byl najsilniejszy u
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szczurOw po gastrektomii, a nastgpnie po antrektomii i fundektomii. U szczuré6w poddanych
gastrektomii i fundektomii obserwowano statystycznie istotny wzrost aktywno$ci maltazy w
homogenatach blony sluzowej dwunastnicy (odpowiednio o 31% i 47%). Wzrost aktywnoS$ci maltazy
obserwowano takze w proksymalnej, srodkowej i dystalnej czesci jelita cienkiego u szczuré6w po
fundektomii, antrektomii i gastrektomii w poréwnaniu ze szczurami kontrolnymi. Wykazano
statystycznie istotne zmniejszenie aktywnos$ci sacharazy w btonie $luzowej dwunastnicy i jelita
CzCzego.

Wykazano, ze chirurgiczne usunigcie czgsci zotadka powoduje drastycznie zmiany w
poziomie hormondéw zotadkowo-jelitowych, ktore decyduja o wielu funkcjach organizmu. Zmiany
hormonalne moga mie¢ wptyw na aktywno$¢ enzymow trzustki i rabka szczotkowego dwunastnicy.

Wykazano, ze egzogenna grelina, obestatyna i apelina zmieniaja wydzielanie soku
trzustkowego poprzez mechanizm neurohormonalny. Grelina podawana dozylnie powoduje
zmniejszenie objetosci wydzielanego soku trzustkowego oraz zawarto$ci w nim biatka ogolnego i
aktywnosci trypsyny w warunkach wydzielania podstawowego oraz stymulowanego infuzja CCK-8.
Obestatyna podawana zarowno dozylnie, jak réwniez dodwunastniczo pobudza wydzielanie biatka
ogo6lnego oraz aktywno$¢ trypsyny w soku trzustkowym u szczurow. Efekt ten zalezny jest od nerwu
btednego podczas gdy bezposrednie dziatanie obestatyny na komorki pecherzykowe trzustki in vitro
prowadzi do odwrotnego efektu. Dozylne podawanie apeliny zmniejsza objegto$¢ soku trzustkowego,
wyrzut biatka ogélnego i trypsyny w sposob zalezny od dawki. Podawanie apeliny do $wiatta
dwunastnicy powoduje z kolei znaczne zwigkszenie objetosci wydzielanego soku trzustkowego oraz
wyrzut biatka i trypsyny poprzez mechanizm zalezny od nerwu btednego. Pobudzenie uwalniania

amylazy przez apeling obserwowano takze w do$§wiadczeniach in vitro.

Uzyskane wyniki badan objetych jednotematycznym cyklem badan pt. Rela hormonow
Zolgdkowo-jelitowych (greliny, obestatyny, apeliny) w regulacji zewngtrzwydzielniczej funkcji
trzustki u szczurow wskazuja, ze wszystkie trzy wymienione peptydy zotadkowo-jelitowe uczestnicza
w regulacji wydzielania soku trzustkowego poprzez skomplikowang sie¢ mechanizmow
neurohormonalnych.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1 Rola hormonoéw (apeliny, greliny, obestatyny, leptyny) w regulacji funkcji przewodu
pokarmowego
W ramach prowadzonych badan w 2002 r. nawigzalam wspolpracg z Instytutem Fizjologii i

Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN w Jablonnie oraz Katedra Nauk Fizjologicznych
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej SGGW. Wspoélpraca ta zaowocowala zrealizowaniem 4
wspolnych projektow badawczych finansowanych przez Komitet Badan Naukowych.

Glownym nurtem moich zainteresowan naukowych jest wplyw roznych czynnikéw
hormonalnych na wydzielanie soku trzustkowego oraz ich wplyw na regulacj¢ proceséw
komérkowych zachodzacych w enterocytach btony §luzowej jelita u szczurow. Badalam zarowno
wplyw peptydow zotadkowo-jelitowych (grelina, obestatyny, apelina, nesfatyna), jak rowniez efekty
eliminacji tych endogennych hormonéw poprzez przeprowadzone zabiegi chirurgiczne (fundektomia,
antrektomia, gastrektomia).

W latach 2011-2013 bytam gtéwnym wykonawcag projektu grantowego (N N311 082737) pt:
»Rola apeliny w regulacji proceséw komorkowych enterocytoéw blony $luzowej jelita czczego u
szczuréw”. W ramach projektu przeprowadzono badania in vitro na liniach komérkowych Caco-2
(modelu enterocyta niezréznicowanego) oraz IEC-6 (modelu enterocyta zrdéznicowanego). W
badaniach stwierdzono obecno$¢ swoistego dla apeliny receptora APJ na powierzchni btony
komoérkowej komorek linii Caco-2 i IEC-6. Stwierdzono ponadto, ze apelina hamuje apoptoze, mitoze
oraz zmniejsza liczbg uszkodzen DNA w linii komoérek IEC-6. Odwrotne zjawisko zaobserwowano w
linii komorek Caco-2. Odmienno$¢ dziatania apeliny na rézne linie komoérkowe moze by¢ zwigzana z
aktywacjg odmiennych szlakéw sygnalizacyjnych regulujacych przebieg cyklu komodrkowego.
Kolejnym etapem badan in vivo byto okreslenie roli apeliny w procesach dojrzewania przewodu
pokarmowego u mtodych szczuréw oraz wptywu apeliny na procesy regeneracji nabtonka jelitowego
u szczurow dorostych. Podawanie apeliny zarowno dozotadkowo, jak réwniez dootrzewnowo
powoduje spowolnienie proliferacji, indeksu apoptotycznego oraz liczby uszkodzen DNA w badanych
odcinkach przewodu pokarmowego. Badaniom poddano rowniez szczury po fundektomii
(chirurgicznym usunigciu czgsci dennej zotadka) majacej na celu usunigcie gtownego miejsca syntezy
endogennej apeliny.

U szczuréw po fundektomii obserwowano zmniejszenie indeksu mitotycznego we wszystkich
tkankach przewodu pokarmowego. Stwierdzono zmniejszenie indeksu apoptotycznego w trzustce i w
jelicie biodrowym u szczuréw po fundektomii. W Zotadku i jelicie czczym obserwowano wzrost
glebokosci krypt. Ekspresja enzymu OGGl1,2 (glikozylazy 8-0ksoguaniny)-enzymu uczestniczacego w
naprawie DNA) u fundektomizowanych szczuréw byla znaczgco zmniejszona we wszystkich
odcinkach jelit przy jednoczesnym wzro$cie ekspresji w blonie Sluzowej zotadka. Dootrzewnowe

podawanie apeliny-13 powodowato znaczne zmniejszenie indeksow apoptotycznych i mitotycznych w
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tkankach przewodu pokarmowego oraz zmniejszenie ekspresji enzymu OGG1,2 w zotadku, jelicie
cienkim 1 okreznicy. Natomiast dozotadkowe podawanie apeliny-13 powodowato znaczace
zmniejszenie indeksu apoptotycznego i mitotycznego we wszystkich tkankach oprocz jelita
biodrowego. Wyniki badan sugerujg, ze obserwowane zmiany nie sg wywotane wylacznie przez
apeling zotadkowsa, ale zaleza od zmian poziomu wielu hormondéw. Fundektomia powoduje
zmniejszenie poziomu greliny, obestatyny przy wzroscie poziomu gastryny (Puzio i wsp. 2014).

U milodych zwierzat apelina podawana zaré6wno droga dozotadkowa, jak rowniez dootrzewnowa
powoduje wzrost indeksu apoptotycznego, wzrost ekspresji OGG1,2 oraz hamuje mitoze w
poszczegblnych odcinkach przewodu pokarmowego. Otrzymane wyniki $wiadcza o hamujacym
wplywie apeliny na dojrzewanie przewodu pokarmowego. Fizjologicznie proces taki obserwujemy u
szczurow, gdy obecna w wysokim stezeniu apelina w siarze i mleku matki hamuje zamykanie bariery
enterocytarnej w jelitach by umozliwi¢ wnikanie przeciwcial i innych biologicznie aktywnych
peptydow (Habata i wsp. 1999).

Badano ponadto wptyw podawania apeliny w dawce 100 nmol/kg m.c. 2x dziennie przez 10 dni
na aktywnos$¢ enzymow trawiennych zotadka i trzustki. Stwierdzono, ze dozotadkowe podawanie
apeliny powodowalo wzrost zawartoSci biatka ogolnego oraz wzrost aktywno$ci enzymow trzustki
(trypsyny, amylazy i lipazy). U mtodych szczuréw, otrzymujacych apeling obserwowano wzrost
aktywnosci podpuszczki oraz lipazy trzustkowej. Dane te sugeruja, ze apelina bierze udziat w regulacji
wstepnego trawienia biatek mleka oraz uczestniczy w regulacji trawienia i metabolizmu lipidow.
Procesy te majg za zadanie uzyskanie jak najwickszej ilosci energii niezbednej dla intensywnie
rozwijajgcego si¢ mlodego organizmu.

Stwierdzono, ze niezaleznie od drogi podania (dozotagdkowo czy dootrzewnowo) apelina
powoduje statystycznie istotny wzrost poziomu cholecystokininy w surowicy krwi. Efekt ten byt
obserwowany zarowno u zwierzat mtodych, jak réwniez zwierzat dorostych.

Wyniki tych badaf opublikowano w:

1. Antushevich H., Pawlina B., Kapica M., Krawczynska A., Herman A.P., Kuwahara A., Kato
I., Zabielski R. Influence of fundectomy and intraperitoneal or intragastric administration of
apelin on apoptosis, mitosis, and DNA repair enzyme OGG 1,2 expression in adult rats
gastrointestinal tract and pancreas Journal of Physiology and Pharmacology 2013, 64, 4, 423-
428

2. Antushevich H., Krawczynska A., Kapica M., Herman A. P., Zabielski R. Effect of apelin on
mitosis, apoptosis and DNA repair enzyme OGG 1/2 expression in intestinal cell lines IEC-6
and Caco-2 Folia Histochemica et Cytobiologica 2014, 52, 1, 51-59

3. Antushevich H., Bierla J., Pawlina B., Kapica M., Krawczynska A., Herman A.P., Kato I.,
Kuwahara A., Zabielski R. Apelin's effects on young rat gastrointestinal tract maturation
Peptides 2015, 65, 1-5

4. Antushevich H., Kapica M., Kuwahara A., Kato 1., Krawczynska A., Herman A.P., Pawlina
B., Zabielski R. The apelin-13 influences the activity of pancreatic enzymes in young rats
Journal of Animal and Feed Sciences 2016, 25, 160 —166

5. Antushevich H., Kapica M., Krawczynska A., Herman A., Kato I., Kuwahara A., Zabielski R.
The role of apelin in the modulation of gastric and pancreatic enzymes activity in adult rats
Journal of Physiology and Pharmacology 2016, 67, 3, 403-409
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W swoich badaniach bytam zainteresowana wptywem eliminacji endogennych hormonow
zotadka (greliny, obestatyny, nesfatyny, leptyny) na regulacje funkcji trzustki 1 jelit oraz uktad
kostno-szkieletowy. Bytam kierownikiem tematu badawczego 8 Modulowanie rozwoju jelita
przez hormony i enzymy trzustki w grancie zamawianym PBZ-KBN-093/P06/2003, pt.
,»Sterowanie rozwojem przewodu pokarmowego u noworodkow zwierzat w celu zwiekszenia
ich przezywalnoséci i poprawy stanu zdrowotnego”, SGGW Warszawa, realizowanym w
latach 2003-2006. W ramach grantu wykonywane byly zabiegi fundektomii (usuniecia cze$ci
dennej zotadka), a nastgpnie w ramach kolejnych projektow badawczych wykonywane byly
takze zabiegi antrektomii (usuni¢cia czeSci odzwiernikowej zotadka) oraz gastrektomii
(usunigcia czeéci dennej i odzwiernikowej zotadka). Badania dotyczyly ponadto wptywu
operacji bariatrycznych na poziom hormondéw zawartych w blonie $luzowej jelit oraz w
osoczu krwi. Zmienione w wyniki operacji chirurgicznych warunki anatomiczne w
przewodzie pokarmowym spowodowaly szereg zmian. Wykazano statystycznie istotne
zmniejszenie poziomu greliny u szczurOw po gastrektomii, fundektomii, jak réwniez
antrektomii.

Badany byt ponadto wptyw dozotadkowego podawania inhibitora greliny na strukture jelit
u szczuréw. Doswiadczenie przeprowadzono na szczurach podzielonych na 2 grupy. Szczury
grupy kontrolnej otrzymywaty sonda dozoladkowa ptyn fizjologiczny, natomiast zwierzeta
grupy doswiadczalnej otrzymywaty 100 nmol/kg m.c. antagonist¢ receptoréw GHS-Rla
(Peptides International Inc., USA), raz dziennie przez 4 tygodnie. Statystycznie istotny wzrost
wysokosci kosmkéw jelitowych oraz gltebokosci krypt stwierdzono w poczatkowe) czesci
jelita u zwierzat, ktorym podawano antagonist¢ receptorow GHS-Rla. W dwunastnicy
obserwowano jedynie tendencj¢ wzrostowa tych parametrow. Zaobserwowano takze
statystycznie istotny wzrost pola powierzchni pgcherzykow trzustki i pola powierzchni
komorek trzustki. Obserwowano ponadto zmniejszenie zawartosci biatka ogolnego 1
aktywnosci trypsyny w homogenatach trzustki zwierzat grupy doswiadczalnej. Natomiast w
homogenatach btony §luzowej Zzotadka szczurow otrzymujacych inhibitor greliny wykazano
wzrost zawartosci biatka ogdlnego i1 aktywnos$ci proteolitycznej. Blokada receptora GHS-R1
przez podawanie antagonisty greliny nie znosi pro-proliferacyjnego wptywu endogenne;j
greliny na blon¢ §luzowa jelit sugerujac, ze dzialanie greliny odbywa si¢ rowniez za

posrednictwem innych receptorow.

Uzyskane wyniki badan zostaly przedstawione na wielu konferencjach naukowych oraz
opublikowane w czasopismie 0 zasiggu swiatowym, takim jak: Journal of Physiology and
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Pharmacology, a takze w pracy zbiorowej — Sterowanie rozwojem uktadu pokarmowego u
nowo narodzonych ssakow.

1. Dib N., Kiciak A., Pietrzak P., Ferenc K., Jaworski P., Kapica M., Tarnowski W., Zabielski
R. Early-effect of bariatric surgery (Scopinaro method) on intestinal hormones and adipokines
in insulin resistant. Wistar rat Journal of Physiology and Pharmacology 2013, 64, 5, 571-577

2. ValverdePiedra J. L., Szymanczyk S. E., Puzio 1., Kapica M. Influence of the intragastric
administration of [D-Lys3]-GHRP-6 on the pro-proliferative effects of endogenous ghrelin in
the small intestine of the rat. Medycyna Weterynaryjna 2014, 70, 541-545. IF -0,196.

3. Puzio I., Kapica M., Filip R., Bienko M., Radzki P.R. Fundectomy evokes elevated gastrin
and lowered serum ghrelin levels accompanied by decrease in geometrical and mechanical
properties of femora in the ratsBulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2005, 49, 1, 69-
74.

4. Puzio I., Kapica M., Bienko M., Radzki P.R., Pawtowska M., Tymcki G. Fundectomy,
antrectomy and gastrectomy influence densitometric, tomographic and mechanical bone
properties as well as serum ghrelin and nesfatin-1 levels in rats. Medycyna Weterynaryjna
2014, 70, 604-609.

5. Dembinski A., Kapica M., Warzecha Z., Ceranowicz P. Rola leptyny i greliny w rozwoju
zotadka, jelit i trzustki. Sterowanie rozwojem uktadu pokarmowego u nowo narodzonych
ssakow. praca zbiorowa / pod red. Romualda Zabielskiego, 2007, s. 100-125,

oraz w ramach doniesien zjazdowych

1. Pawtowska M., Kapica M., Puzio I., Matyjek R., Zabielski R Okreslanie poziomu greliny po
fundektomii Annales Universitatis Medicae Lodziensis 2005, supl. 37, 30

2. Szymanczyk S.E., Valverde Piedra J.L., Kapica M., Puzio I., Pawtowska M., Godlewski M.M.,
Zabielski R. The effect of endogenous ghrelin elimination on small intestine mucosa remodeling in
rats Journal of Physiology and Pharmacology 2008, p. 231, vol. 59 suppl. 1

3. Tymicki G., Kapica M., Tomaszewska E., Dobrowolski P., Puzio I. Antrectomy and gastrectomy
alter small intestine morphology in rats. Zeszyt streszczen. 2nd Lublin International Medical
Congress for Students and Young Doctors 2015, str. 14

4. Antushevich H., Kapica M., Krawczynska A., Herman A. P., Kato 1., Kuwahara A., Zabielski R.
The effect of fundectomy and intraperitoneal administration of apelin on pancreatic and gastric
enzymes activities in adult rats. Physiology and biochemistry in animal nutrition : XII Conference
of Young Researchers / The Kielanowski Institute of Animal Physiology and Nutrition, Polish
Academy of Science, The Group on Animal Nutrition of The Committee on Animal Sciences of
Polish Academy of Science, Lowicz-Nieborow, 23-24 September, 2015 24. Jabtonna, Polska
Akademia Nauk

Bratam udzial w badaniach nad okresleniem wptywu treningu na zmiany poziomu hormonow
(greliny, leptyny) u koni klaczy czystej krwi arabskiej i kucow Felinskich. Wykazano, ze wysilek
powodowat istotny wzrost stezenia leptyny w osoczu krwi, utrzymujacy si¢ jeszcze 30 minut po
powrocie z toru. Obserwowano 30% wzrost poziomu leptyny w grupie koni najmtodszych, podczas
gdy w grupach Kkoni starszych zjawisko powysitkowego wzrostu stgzenia leptyny w osoczu krwi
zanikato. Stwierdzono wyzsze wartosci leptyny i wigksze jej powysitkowe wzrosty u klaczy, niz u
ogierow. W badaniach zauwazono zmiany poziomu leptyny zwigzane z porami roku, obserwujgc
wyzsze wartoSci leptyny zima a nizsze latem. Analizie poddano takze wahania stgzenia
triacylogliceroli (TG) w osoczu krwi. Powysitkowy wzrost stezenia TG w osoczu krwi koni jest
charakterystyczny dla tego gatunku, nie wystgpuje np. ani u ludzi, ani u gryzoni. Zmiany stgzenia

leptyny w osoczu krwi korelowaly ze zmianami st¢zenia TG. Podsumowujac, dzigki
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przeprowadzonym badaniom wykazano po raz pierwszy, ze stezenie leptyny w osoczu krwi moze
wzrastaC w krotkim czasie, pod wptywem wysitku trwajacego ok. 45 min. Ponadto wykazano, ze
wielko$¢ tego wzrostu zwigzana jest z wiekiem i ptcig badanych koni, przy czym wraz z wiekiem i/lub
zaawansowaniem treningowym zjawisko zwigkszonego wydzielania leptyny pod wptywem wysitku
zanikato.

1. Kedzierski W., Kapica M., Kolstrung R., Pluta M. St¢zenie leptyny, greliny i wskaznikow
metabolizmu lipidow w osoczu krwi klaczy czystej krwi arabskiej i kucow felinskich w
okresie okotoporodowym Medycyna Weterynaryjna 2008, 64, 4A, 427-430

2. Kedzierski W., Kapica M. Plasma Concentrations of Leptin and Ghrelin in Standardbred
Foals as Related to the Age, Sex, Exercise and Training of Standardbred Foals. Animal an
International Journal of Animal Bioscience (Cambridge) 2008, 2 (4), pp. 582-587

5.2 Aktywnos¢ proteolityczna i zmiany rozwojowe pepsynogenu i prochymozyny u owiec i cielat
w okresie prenatalnym

Na poczatku mojej pracy naukowej skupitam si¢ na badaniach aktywnosci proteolitycznej i
zmianach rozwojowych w trawiencu plodow bydlecych. W wyciaggach trawienca ptodéw do 12
tygodnia zycia obserwowano matg aktywno$¢ proteolityczng, ktora zwigkszata si¢ do 20 tygodnia, po
czym malata w 20-24 tygodniu i nastepnie systematycznie zwigkszala si¢ do konca zycia plodowego.
Zmiany rozwojowe proteaz zotagdkowych u ptodéw bydlecych polegaty na syntezie kolejno proteaz od
wolno do najszybciej migrujacych w elektroforezie. Pierwsza byta powoli migrujaca frakcja,
odpowiednik SMP u cztowieka i prochymozyna, nastgpnie progastryksyna i izoenzymy pepsynogenu
A, z ktorych Pg5 byt pierwszy i w miar¢ rozwoju plodu syntetyzowane kolejne Pg4, Pg3 i Pg2. Pgl
byl syntetyzowany jako ostatni w koncowym okresie zycia plodowego. W trawiencach plodow
stwierdzono trzy rdznigce si¢ elektroforetycznie prochymozyny (A, B, C), ktore wystepowaty
pojedynczo i parami w sze$ciu fenotypach zdeterminowanych przez kodominantne allele. Badano
ponadto zwigzek migdzy rodzajami prochymozyny wystepujacymi w trawiencu cielat i genetycznymi
wariantami gtownych biatek w mleku ich matek. U badanych cielgt stwierdzono 4 warianty
prochymozyny Pch: A, D, B, C nazwane zgodnie z malejaca migracja elektroforetyczna.
Czestotliwos¢ genow dla prochymozyny A, D, B, C wynosita 0,35, 0,11, 0,52 i 0,02 u cielat rasy
czarno-biale;.

Badania obejmowaly takze analize rozwoju aktywnosci proteolitycznej izoenzymow
pepsynogenu A, ich rozmieszczenie w trawiencu i dwunastnicy ptodéw owcy. Cze$¢ denna zotgdka 70
- dniowych plodow wykazywata aktywno$¢ proteolityczna, ktora zwigkszata si¢, uzyskujac najwyzsza
aktywnos¢ u jagnigt po urodzeniu. W czgsci odzwiernikowej mata aktywnos$¢ pojawita si¢ w 85 dniu,
a w dwunastnicy 120 dniu, zwigkszajac si¢ wraz z wiekiem ptodu. W badaniach elektroforetycznych
stwierdzono trzy do czterech izoenzymow PGA nazwanych zgodnie z malejaca migracja od Pgl do

Pg4 oraz trzy frakcje wolnomigrujace, wérod ktorych glowna byta prochymozyna.
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Efektem tych badan byty pierwsze publikacje:

1. Wislinski M., Popielarz M. Development of proteolytic activity of pepsinogen A isozymes , their
distribution in abomasum and duodenum of sheep foetuses. Annales UMCS, DD, 1994, 49, 51- 58

2. Wislinski M., Popielarz M. Occurrence of prochymosin variants in the abomasum of bovine foetus
and calves. Journal of Veterinary Medizine, series A, 1994, 41, 171 -179

3. Wislinski M., Popielarz M. Distribution of Proteolytic Activities and Developmental Changes of
Proteases in Abomasum of Cattle Foetuses. Annales UMCS, sectio DD, 1995, 71-86

4. Wislinski M., Popielarz M., Bobowiec R . Prochymosin polymorphism in calves of Black-and-
White cattle and their cross with simental Bulls. Journal of Veterinary Medizine A. 1995, 42,
389-396

5. Wislinski M., Bobowiec R., Seibert B., Popielarz M. Prochymosin Variants in the Abomasa of
Calves and Milk Protein Variants of Their Mothers. Annales UMCS, sectio DD, 1995, 93-99

6. Kapica M., Valverde Pietra J.V.: ,,Zmiany aktywnos$ci enzymow trawiennych soku trzustkowego u
cielat w okresie postnatalnym,, Il Konferencja Naukowa nt. Fizjologia okresu okotoporodowego i
postnatalnego zwierzat gospodarskich. Szczecin - Barzkowice str.2 9-33, 5-6 grudnia 1997

oraz doniesienia zjazdowe:

1. Wislinski M., Popielarz M. Rozmieszczenie aktywnos$ci proteolitycznej i zmiany rozwojowe
izoenzymdow pepsynogenu A w trawiencu ptodéw bydlecych. Materialy IX Kongresu PTNW,
Olsztyn, 1992

2. Wislinski M., Popielarz M. Zmiany rozwojowe izoenzymoéw pepsynogenu A oraz ich
rozmieszczenie w trawiencu ptodéw owcy. Materiaty IX Kongresu PTNW, Olsztyn, 1992.

3. Wislinski M., Popielarz M. Prochymosin polymorphism in cow’s foetuses and calves. XIX
Congress Polish Physiological Society, Torun, 1993

5.3 Wplyw biologicznie aktywnych dodatkéw do Zywnosci na aktywno$¢ enzymow zoladka i
trzustki

Od wielu lat w Katedrze Fizjologii zwierzat prowadzone sg badania majace na celu wykazanie
wptywu biologicznie aktywnych dodatkéw do zywnosci na aktywnos¢ enzymoéw zotadka i trzustki.

Nieustannie prowadzi si¢ poszukiwania zwiazkéw mogacych zlagodzi¢ negatywne skutki
naglej zmiany rodzaju pokarmu. Wydaje sig, ze takimi substancjami moga by¢ lektyny, zawarte w
nasionach roslin stragczkowych, powszechnie uznawane za substancje antyzywieniowe. U szczurow,
ktérym podano preparat Suilektin® stwierdzono wzrost masy ciata oraz wzrost masy narzadow, takich
jak zotadek, trzustka i watroba. Zaobserwowano rowniez istotne zwigkszenie dtugosci jelita czczego
szczurdw otrzymujacych lektyne. Zaobserwowano tendencje do zwigkszania dlugosci kosmkow w
dwunastnicy przy jednoczesnej tendencji do zmniejszania ich dlugosci w jelicie czczym i biodrowym.
Glebokos¢ krypt jelitowych zwigkszata si¢ istotnie we wszystkich odcinkach jelita cienkiego. Podobny
wzrost stwierdzono w odniesieniu do grubosci blony mig$niowej jelita cienkiego szczurdw.
Zaobserwowano, ze stezenie IGF-1 w surowicy krwi rosnie wraz z wiekiem zwierzat, za§ podawanie
preparatow lektynowch nie powoduje istotnych zamian w stezeniu tego hormonu. Stwierdzono, Ze
preparat Suilektin®, otrzymany na drodze kwasnej ekstrakcji lektyn, podany w odpowiednim czasie i
w odpowiedniej dawce korzystnie wptywa na przewod pokarmowy i moze by¢ stosowany u oseskow

w celu zmniejszenia niekorzystnego wptywu procesu odsadzenia.
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Badany byt wplyw podawania maslanu sodu i wyciagu z Yucca Schidigera do paszy
$win. Stwierdzono polepszenie wspotczynnika konwers;ji paszy (Feed conversion ratio - FRC)
u zwierzat grup doswiadczalnych. Efekt ten byt wynikiem zwickszenia grubosci btony
sluzowej, poszerzenia kosmkow jelitowych i zwigkszenia glebokosci krypt. Obserwowano
ponadto wzrost masy zotadka i trzustki. Stwierdzono, ze podawania maslanu sodu i wyciagu z
Yucca Schidigera do paszy chroni przed nadmierng utratg masy ciata po odsadzeniu prosiat.

Badano wptyw wybranych ziét (lipa, migta, melisa, pokrzywa, chmiel, bratek) na aktywno$¢
enzymow zotadka i trzustki. Wykazany wzrost zawarto$ci biatka ogdélnego polaczony ze spadkiem
aktywnosci proteolitycznej, wystepujacy przy zywieniu kurczat pasza z dodatkiem lipy, melisy, bratka
1 migty, jest miarag zmian syntezy proteaz w blonie $luzowej zotadka i $wiadczy o pozytywnym
oddzialywaniu zastosowanych zi6l na procesy trawienne. Zaobserwowano zmiany poziomu
cholesterolu i trojglicerydow u kurczat karmionych pasza z dodatkiem chmielu, lipy, melisy i bratka.
Stwierdzono ponadto korzystny wplyw wprowadzonych do paszy zidt na osiggang mase¢ ciala,
porownywalna z grupg kontrolng otrzymujaca antybiotyk jako stymulator wzrostu co $wiadczy o
mozliwosci ich stosowania w zywieniu kurczat brojlerow.

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wptywu diety zawierajacej surowa i ekstrudowana
maczke sojowg lub z nasion ledZzwianu siewnego (Lathyrus sativus) na aktywnos$¢ enzymow
trawiennych zotgdka i trzustki u cielat, s$win i szczuroéw. Wykazano, ze dieta suplementowana maczkg
sojowa lub z nasion lgdzwianu siewnego hamuje aktywnos$¢ proteolityczng i aktywnos¢ trypsyny w
trzustce. Ponadto stwierdzono wigkszy wyrzut biatka 1 trypsyny oraz wigksza aktywno$¢
proteolityczng w soku trzustkowym cielat otrzymujacych pasze z surowa maczka sojowa lub z nasion
ledzwianu siewnego. Brak nadmiernego wydzielania soku trzustkowego u cielat zywionych dieta
zawierajaca ekstrudowang maczke swiadczy o znacznym zmniejszeniu zawartosci antyzywieniowych
zwigzkow w procesie ekstruzji, co poprawia warto§¢ odzywcza surowca i umozliwia jego stosowanie
jako alternatywnego zrodta biatka w zywieniu cielat.

Uczestniczytam w badaniach prowadzonych wspdlnie z Zaktadem Histologii i Embriologii
Katedry Anatomii i Histologii Zwierzat, Zaktadem Prewencji Weterynaryjnej i Chorob Ptakéw oraz
Katedrg Epizootiologii i Klinikg Choréb Zakaznych Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej UP w
Lublinie majacych na celu okreslenie wptywu dodatku zeolitu (klinopyolitu) na wzrost i rozwdj
kurczat brojlerow. Wykazano, ze zastosowanie naturalnych zeolitbw wspomaga wykorzystanie
sktadnikow odzywczych, powoduje wigksze przyrosty masy ciala przy nizszym zuzyciu paszy.
Obserwowano wzrost dtugosci kosmkow jelitowych, ich obwodu i pola powierzchni, zwigkszenie ich
liczby na cm? oraz znaczne poglebienie kryp jelitowych. Stwierdzono ponadto wzrost aktywnosci
enzymoOw w homogenatach trzustki. Najsilniejszy wzrost aktywnos$ci obserwowano dla trypsyny,
nastepnie dla lipazy, a najstabszy dla amylazy. Stwierdzono ponadto wzrost aktywno$ci maltazy w

rabku szczoteczkowym w dwunastnicy oraz $srodkowym i koncowym odcinku jelita cienkiego.
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Zaobserwowano, ze zeolit, jako suplement paszy, zwigksza prezentacj¢ antygenu u kurczat brojlerow i

powoduje zmiany w populacji komorek T, prowadzac do zwigkszonej ekspresji limfocytow T

regulatorowych 1 polaryzacji w kierunku TH1i TH2. Zwickszone st¢zenie cytokin u kurczat

otrzymujacych zeolit w paszy wskazuje, ze wptywa on na komorki immunokompetentne, regulujac

natezenie odpowiedzi immunologicznej organizmu. Podaz zeolitu w dawce 3% powodowala

miejscowg reakcje zapalng, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia bariery jelitowej i wtornych infekc;ji.

Wyniki badan wskazuja, ze najbardziej korzystny wptyw na wzrost i rozwdj organizmu oraz jego

odpornos¢ wywiera dodawanie zeolitu w ilosci 2%.
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II. 4 Wplyw zywieniowych, metabolicznych i hormonalnych uwarunkowan wzrostu oraz
rozwoju organizmu zwierzat ze szczegélnym uwzglednieniem fizjologicznych mechanizméw
rozwoju tkanki kostnej

Uczestniczytam w dos$wiadczeniach dotyczacych zywieniowych, metabolicznych i
hormonalnych uwarunkowan wzrostu oraz rozwoju organizmu zwierzat ze szczegdlnym
uwzglednieniem fizjologicznych mechanizméw rozwoju tkanki kostnej. Badania uktadu kostnego
prowadzone w Katedrze Fizjologii Zwierzat byly w ramach badan statutowych oraz kilku projektow
grantowych finansowanych przez KBN. Badania dotyczyly wplywu zréznicowanej diety (dodatki
maslanu sodu, wyciggu z Yucca schidigera, L-alanylo-L-glutaminy dwupeptydu, ziét i innych
biologicznie aktywnych substancji) na parametry wytrzymato$ciowe, architektoniczne oraz gestosc
mineralng kosci u kurczat, §win i szczurow. Wykazano, ze dodatek fitazy i kalcytriolu do paszy
pozbawionej witaminy D; warunkowat znacznie wigksza wytrzymato$é kosci udowych kurczat niz
zywienie mieszanka o adekwatnej zawartosci witaminy D;. W Kkolejnym doswiadczeniu badano
wplyw glutaminy i jej pochodnych (L-alanylo-L-glutaminy) u prosigt w okresie neonatalnym.
Stwierdzono zwigkszenie masy ciala prosiagt poprzez lepsze wykorzystanie sktadnikow odzywczych.
Obserwowano wzrost wartosci parametrow wytrzymato§ciowych (wartosci sity krancowej
maksymalnej, sity odksztatcajgcej) i geometrycznych kosci (pole przekroju i moment bezwtadnosci).
Wykazano niekorzystny wptyw siarczanu glinu, stosowanego jako dodatek do wody pitnej na mase
cialta 1 mas¢ kurczat. Obserwowano zaburzenia mineralizacji tkanki kostnej objawiajace si¢
zmniejszeniem gestosci mineralnej (BMD-bone mineral density) w cze$ci przynasadowej kosci
udowej oraz obnizeniem poziomu osteokacyny-markera aktywnosci osteoblastow. W kolejnych
badaniach wykazano, ze podawanie beta-hydroksy-beta-metylomaslanu (HMB), naturalnie
produkowanego metabolitu leucyny i kwasu 2-ketoizokapronowego, w wodzie do picia spowodowato
zahamowanie obnizania warto$ci BMD i parametréw wytrzymatosciowych (sita maksymalna, granica
sprezystosci) u szczurOw w warunkach osteopenii wyniklej po owariektomii. Wzrost wytrzymatosci
mechanicznej oraz zwigkszenie zawarto$ci mineratu i gestosci mineralnej kosci piszczelowej u samic
szczurOw z ustalong osteopenig obserwowano w kolejnym doswiadczeniu, w ktérym zwierzetom
podawano agoniste receptoréw [Pp-adrenergicznych klenbuterol. W zamach realizacji grantu
zamawianego pt. ,,Sterowanie rozwojem przewodu pokarmowego u noworodkéw zwierzat w celu
zwickszenia ich przezywalno$ci i poprawy stanu zdrowotnego” badany byl wptyw tauryny, L-
karnityny, wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA), flawonoidéw i antyoksydantow oraz
zelaza. Zaobserwowano statystycznie istotny wpltyw suplementacji bioaktywnymi sktadnikami diety
macior na mas¢ ciala potomstwa. U prosigt doswiadczalnych byta ona wigksza o 13% od masy ciata
zwierzat kontrolnych. Zmianom masy ciata towarzyszy! istotny wzrost masy i dtugosci poddanych
badaniom kos$ci. Stwierdzone w doswiadczeniu réznice w cechach architektonicznych i
histologicznych kosci 4-dniowych prosiat $wiadcza o oddziatywaniu substancji bioaktywnych na

rozw0j cech strukturalnych tkanki kostnej prosiat w okresie neonatalnym. Powyzsze zmiany s3
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najprawdopodobniej rezultatem wptywu WNKT i karnityny na aktywno$¢ osteoblastow, syntezg
kolagenu i innych sktadnikow macierzy kostnej. Stwierdzono ponadto, ze suplementacja zelazem
nowo narodzonych prosiagt powoduje poprawg mineralizacji i struktury architektonicznej kosci oraz

ich wytrzymatosci.
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15th International Symposium on Regulatory Peptides, Regpep 2004, September 19-
22, 2004, Toulouse, France

5th Polish-French Symposium “Animal Growth and development: regulatory
Mechanism” 22-23 September str.17 2004 Paris, France

Join Meeting of the European Pancreatic Club (EPC) and the International Association
of Pancreatology (1AP) 25-28 June, 2008 Lodz, Poland

17th International Symposium on Regulatory Peptides Regpep’09 Santa Barbara, CA,
USA 25-28. 01. 2009

XVI International Conference KRMIVA 2009 Opatija, Croatia, 1-3 VI 2009
KRIMVA 2011 18-th International Conference 8-9 czerwca 2011 Opatija, Croatia
19th International Symposium on regulatory peptides Regpep 2012, Copenhagen,
Denmark, 20-23 August 2012

Uzyskujac dwukrotnie wyroznienie i stypendium za prac¢ prezentowana na konferencji

European Pancreatic Club, Padwa, Wlochy, 2004 r. za prace ,Pentaghrelin inhibits

pancreatic secretion through a vagal-dependent mechanism in anaesthesized rats”

Wwyroznienie i stypendium za prac¢ prezentowana na konferencji European Pancreatic

Club & International Association of Pancreatology, £.6dz, 2008 r. za prace¢ ,,Obestatin —

double agent commanding over the exocrine pancreas”
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Uczestniczylam w wyjazdach w ramach programu Erasmus prowadzac wyklady w j.

angielskim:

>

Udzial w programie Erasmus Teaching Staff Mobility w ramach programu LLP
Erasmus Kirikkale University, Faculty of Veterinary Medicine, Kirikkale, Turcja,
26/05/2008-1/06/2008

Udzial w programie Erasmus Teaching Staff Mobility w ramach programu LLP
Erasmus Mustafa Kemal University, Hatay, Turcja, 27/04/2009-3/05/2009

Udzial w programie Erasmus Teaching Staff Mobility w ramach programu LLP
Erasmus Mehmet Akif Ersoy University, Burdur, Turcja, 18/05/2015-22/05/2015
Udzial w programie Erasmus Teaching Staff Mobility w ramach programu LLP
Erasmus Ondokuz Mayis University, Samsun, Turcja, 21/09/2015-25/09/2015

Udziat w programie Erasmus Teaching Staff Mobility w ramach programu LLP
Erasmus Instituto Politécnico De Portalegre, Portugalia 4/04/2016-8/04/2016

oraz uczestniczac w szkoleniach i wspolnych doswiadczeniach

>

University of Pisa, Anatomia degli Animali Domestici, Wilochy. 19/05/2014-
23/05/2014
Department of Animal Physiology Uludag University, Bursa/Turcja 22/08/2016-
26/08/2016
Universidad de Santiago de Compostela, Center for Research in Molecular Medicine
and Chronic Diseases (CiMUS)/ Santiago De Compostela, Hiszpania 18/09/2017-
22/09/2017
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6. Podsumowanie dorobku naukowego
Laczna liczba publikacji wynosi 54 (7 prac stanowigcych jednotematyczny cykl publikacji
sktadajacych si¢ na omawiane osiggnigcie naukowe i 47 pozostatych publikacji), w tej liczbie

w 12 pracach jestem pierwszym autorem, w 20 pracach jestem drugim autorem.

E.aczny sumaryczny Impact factor publikacji* 36,367

Laczna sumaryczna punktacja MNiSW publikacji2 680,0 pkt

Liczba cytowan publikacji® 182 (Scopus)

Index Hirsha wedtug bazy Scopus 8

Index Hirsha wedhug bazy Web of Science 8

Liczba cytowan publikacji 151 (Web of Science)
Liczba cytowan publikacji bez autocytowan® 121 (Web of Science)

! zgodnie z wartos$cia IF w roku publikacji, wedtug listy Journal Citation Reports (JCR)

2 zgodnie z wykazem czasopism MNiSW w roku publikacji. Dla artykutéw opublikowanych
przed rokiem 2010 zgodnie z ujednoliconym wykazem czasopism MNiSW z dnia 11.06.2010
*zgodnie z Web of Science CoreTM Collection
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