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1. Imie i Nazwisko

Anna Zacharko-Siembida

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

ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Tytul zawodowy: lekarz weterynarii

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Akademia Rolnicza w Lublinie, rok uzyskania 1995

Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Akademia Rolnicza w Lublinie, rok uzyskania 2004,
tytut rozprawy: “Ustalenie autonomicznych oraz trzewno-czuciowych o$rodkéw nerwowych

dla gruczotu krokowego psa”, promotor: dr hab. Zbigniew Boratynski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/

artystycznych.

1996 - 2004 — asystent naukowo-dydaktyczny w Instytucie Anatomii Zwierzat (pdzniejszej

Katedrze Anatomii 1 Histologii Zwierzat), Akademii Rolniczej w Lublinie

2004 — do dnia dzisiejszego — adiunkt w Katedrze Anatomii 1 Histologii Zwierzat,

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie

4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) Osiagniecie pod tytutem:
»Ekspresja w obwodowym ukladzie nerwowym S$wini transkryptu regulowanego
kokaing i amfetaming (CART) oraz jego kolokalizacja z wybranymi zwigzkami

biologicznie aktywnymi”.



tworzy jednotematyczny cykl pieciu publikacji naukowych z listy A bazy JCR:

bl. Zacharko-Siembida A, Kulik P, Szalak R, Lalak R, Arciszewski MB. Co-expression
patterns of cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) with neuropeptides
in dorsal root ganglia of the pig. Acta Histochemica 2014; 116: 390-398.

Lista A czasopism z bazy JCR; Punkty MNiSW,g14 = 15; [F2914 = 1,714
moj udzial: 85%

moja rola: mdj wkiad polegal na opracowaniu koncepcji badan i artykulu, pobieraniu
materialu badawczego, wykonaniu preparatow kriostatowych, wspotwykonaniu barwien
immunohistochemicznych, analizie uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu

dokumentacji fotograficznej oraz redakcji catosci tekstu artykutu.

b2. Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Cocaine- and amphetamine-regulated
transcript-like immunoreactivity (CART-LI) in intramural ganglia of porcine urinary

bladder trigone. Medycyna Weterynaryjna 2014; 70: 594-598.
Lista A czasopism z bazy JCR; Punkty MNiSW,¢14 = 15; [F2914 = 0,218
moj udziat: 90%

moja rola: moj wklad polegal na opracowaniu koncepcji badan i artykutu, pobieraniu
materialu badawczego, wykonaniu preparatow kriostatowych, wspotwykonaniu barwien
immunohistochemicznych, analizie uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu

dokumentacji fotograficznej oraz redakcji cato$ci tekstu artykutu.

b3. Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Immunoreactivity to cocaine- and
amphetamine-regulated transcript in the enteric nervous system of the pig and wild boar

stomach. Anatomia Histologia Embryologia 2014; 43: 48-55.
Lista A czasopism z bazy JCR; Punkty MNiSW14 = 205 1F2914 = 0,672

moj udzial: 90%



moja rola: méj; wktad polegat na opracowaniu koncepcji badan i artykulu, pobieraniu
materialu badawczego, wykonaniu preparatow kriostatowych, wspotwykonaniu barwien
immunohistochemicznych, analizie uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu

dokumentacji fotograficznej oraz redakcji catosci tekstu artykutu.

b4. Zacharko-Siembida A, Matysek M, Szalak R, Radlinska A, Obszanska K, Arciszewski
MB. Distribution and immunohistochemical characteristics of cocaine- and
amphetamine-regulated transcript-positive nerve elements in the pelvic ganglia of the

female pig. Polish Journal of Veterinary Sciences 2017; 20: 173-184.

Lista A czasopism z bazy JCR; Punkty MNiSWyg;6 = 20; 1F3016 = 0,697, brak danych za
rok 2017

moj udzial: 80%

moja rola: mdj wktad polegal na opracowaniu koncepcji badan i artykulu, wspotpobieraniu
materialu badawczego, wykonaniu preparatow kriostatowych, wspotwykonaniu barwien
immunohistochemicznych, analizie uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu

dokumentacji fotograficznej oraz redakcji catosci tekstu artykutu.

bS. Zacharko-Siembida A, Matysek M, Szalak R, Arciszewski MB. An
immunohistochemical study of cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART)
expression in the pterygopalatine ganglion of the pig. Acta Veterinaria - Beograd 2017;
67: 397-408.

Lista A czasopism z bazy JCR; Punkty MNiSW3¢16 = 15; 1F2916 = 0,000; brak danych za
rok 2017

Mo6j udziat: 85%

moja rola: moj wklad polegal na opracowaniu koncepcji badan i artykutu, pobieraniu
materialu badawczego, wykonaniu preparatow kriostatowych, wspotwykonaniu barwien
immunohistochemicznych, analizie uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu

dokumentacji fotograficznej oraz redakcji catosci tekstu artykutu.



Cc) Omoéwienie celu naukowego prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wstep

Zardéwno centralny jak i obwodowy uktad nerwowy (z ang. central and peripheral nervous
system; CNS, PNS) swoja nadrzedng czynno$¢ regulatorowa sprawujg poprzez szereg
zwigzkow aktywnych, ktore to wplywaja na swoiste receptory. Do substancji tych zalicza si¢
klasyczne neurotransmitery takie jak noradrenalina, acetylocholina, serotonina czy histamina,
jak takze zwiazki o charakterze peptydowym petigce funkcje zar6wno kotransmiteréw jak i
neuromodulatorow. Wiedza o tym, jakie kombinacje zwigzkéw regulatorowych
wspotwystepuja w pojedynczym ciele neuronu badz widknach nerwowych (tzw. kodowanie
chemiczne neurondéw) stanowi podstawe badan neuroanatomicznych. Dzigki okre$leniu
zestawu substancji biologicznie aktywnych mozliwe jest precyzyjne okreslenie funkcji
neuronu oraz okreslenie jego potencjalu w reakcji na stany patologiczne (np. zapalenie,
aksotomia, choroby metaboliczne czy inne). Do rodziny neuropeptydow zalicza si¢ dzi§
ponad 100 réznego rodzaju znanych zwigzkéw, cho¢ ich potencjalng liczbe okresla si¢ na
ponad 1000 (Russo, 2017). Czg¢$¢ z nich, np. substancja P (z ang. substance P; SP) czy
wazoaktywny polipeptyd jelitowy (z ang. vasoactive intestinal polypeptide, VIP), zostala
odkryta i pierwotnie zbadana juz na poczatku ubieglego wieku, podczas gdy niektére
stosunkowo niedawno. Do grupy tych ostatnich zwiazkéw, zalicza si¢ odkryty w 1981 roku
transkrypt regulowany amfetaming 1 kokaing (z ang. cocaine- and amphetamine-regulated

transcript; CART).

Historia odkrycia CART wigze si¢ z badaniami Spiess 1 wsp. (1981), ktorzy po raz pierwszy
wyizolowali t¢ substancj¢ z podwzgorza owcy. Dalsze badania pozwolily na identyfikacje w
moézgu szczura mRNA odpowiedzialnego za kodowanie tej molekuty sygnatowej. Wtedy tez
okazatlo si¢, ze gen CART koduje polipeptyd (pro-CART) o dlugosci 129 badz 116
aminokwasow. Z kolei nazwg CART badacze wywiedli od zjawiska gwattownej nadekspres;i
CART mRNA w prazkowiu, obserwowanego po dootrzewnowym podaniu duzych dawek
kokainy i amfetaminy (Douglass i wsp., 1995). Dzi§ wiadomo, ze CART wystepuje w dwoch
biologicznie czynnych formach. Zaréwno forma krotka (CARTSss.jp2) jak 1 forma diuga
(CARTé¢;-102) powstajg na skutek posttranslacyjnego przetwarzania obydwu form pro-CART
(Thim 1 wsp. 1999).



Badania neuroanatomiczne dowiodty, ze obydwie izoformy CART sg szeroko obecne w CNS
ssakow (Subhedar i wsp. 2014). Ich obecno$¢ stwierdza si¢ w waznych o$rodkach nerwowych
moézgowia, m.in. w tych powigzanych z pobieraniem pokarmu (jadro brzuszno-przysrodkowe,
jadro grzbietowo-przysrodkowe, cze$¢ boczna podwzgodrza, jadro tukowate, jadro potlezace),
ale takze w jadrach rdzenia przedluzonego (Burman i wsp. 2004) czy rdzenia krggowego
(Dun i wsp. 2000). Dalsze badania funkcjonalne dowiodly, ze rzeczywiscie na poziomie
centralnym CART przede wszystkim zaangazowany jest w regulacje apetytu, homeostazy
energetycznej 1 utrzymanie ci¢zaru ciata (Lau oraz Herzog, 2014). Dodatkowo CART w CNS
uczestniczy w kontroli stresu oraz przetwarzaniu sygnatéw bolowych, a takze uczestniczy w
patomechanizmach lezacych u podstaw niektorych zaburzen neurologicznych takich jak

chociazby udar niedokrwienny, demencja czy drgawki (Zhang i wsp., 2012).

Jednak jak si¢ wkrotce okazato, u niektorych ssakow CART wystepuje nie tylko w CNS, ale
takze, (cho¢ w r6znorodnym zakresie) w zwojach PNS. Z punktu widzenia morfologicznego
PNS jest cickawym obiektem badan chociazby, dlatego iz w odrdznieniu do CNS wykazuje
pewien zakres dymorfizmu ptciowego. Doskonalym przykladem takiego dymorfizmu moze
by¢ obecnos¢ zwojow przynarzagdowych narzadow ukladu rozrodczego, a takze struktura
splotu miednicznego (z ang. plevic plexus; PP). U ssakow PP bedacy specyficznym
skrzyzowaniem witokien nerwowych wspoétczulnych 1 przywspotczulnych daje zaopatrzenie
nerwowe do narzagdow jamy miednicznej. Dlatego tez neurony zwojow nerwowych licznie
porozrzucanych na terenie PP wykazuja zgota odmienny charakter (notuje si¢ obecnos¢
neurondw cholinergicznych jak i1 noradrenergicznych). U samic duzych ssakoéw PP przyjmuje
ksztalt trojkata, lezacego po obu stronach prostnicy i siggajacego wierzchotkiem do macicy
(Wozniak oraz Skowronska, 1967), podczas gdy u samcéw PP sigga az po krawedz
nasieniowodow 1 gruczoldw pecherzykowych (Tsaknakis, 1971). Dodatkowo u samcow
notuje si¢ obecno$¢ wyraznie zaznaczonego pojedynczego zwoju przedniego miednicznego (z
ang. anterior pelvic ganglion) (Kaleczyc oraz wsp., 2003), podczas gdy u samic wystepuje
stabo widoczny zwdj przyszyjkowy (z ang. paracervical ganglion) (Lakomy oraz

Szatkowska, 1992).

Na przestrzeni ostatnich lat, przy uzyciu réznych narzedzi i technik badawczych ekspresje
CART stwierdzono w takich zwojach obwodowych jak: zwoje enteryczne szczura (Ekblad

oraz wsp., 2003), swinki morskiej (Ellis oraz Mawe, 2003), §wini (Gonkowski oraz wsp.,



2009a), krowy (Janiuk oraz wsp. 2003) czy owcy (Arciszewski oraz wsp., 2009); zwoje
srodtrzustkowe szczura (Wierup oraz wsp. 2007), krowy (Janiuk oraz Mtynek, 2015) czy
owcy (Arciszewski oraz wsp., 2008); zwoje $rodsercowe szczura (Richardson oraz wsp.,
2006); zwoj trojdzielny szczura (Ivanusic oraz wsp., 2012); zwoje nerwu btednego szczura
(Zheng oraz wsp., 2002); zwoje rdzeniowe myszy (z ang. dorsal root ganglia; DRG) (Gautron
oraz wsp., 2012); zwdj uszny oraz skrzydlowo-podniebienny szczura (z ang. pterygopalatine
ganglion; PPG) (Ivanusic oraz wsp., 2012) czy zwoje trojkata pecherza moczowego (z ang.
urinary bladder trigone; UBT) szczura (Zvarova oraz Vizzard, 2005). Liczne eksperymenty o
charakterze czynnosciowym wykazaty, ze rola CART w PNS nie zawsze jest analogiczna jak
ta stwierdzona w CNS. Co wigcej, w czeéci przypadkdw nie udalo si¢ jednoznacznie
stwierdzi¢ i1 zidentyfikowaé precyzyjnie roli tego neuropeptydu w obwodowej funkcjonalnej
regulacji narzadow wewnetrznych. Na bazie powszechnie przyjetych hipotez, sugeruje sie
obwodowg role CART w histogenezie (dziatanie troficzne) (Risold oraz wsp., 2006),
przewodzeniu bodzcow nocyceptywnych (Kozsurek oraz wsp., 2007) czy neuroprotekcji
(Ekblad oraz wsp., 2003). W takim ujeciu rysuje si¢ wyraznie widoczna luka w badaniach
tego zwiazku, w wypekieniu ktorej pomocne moga by¢ badania kodu chemicznego neuronow
1 wiokien nerwowych CART-pozytywnych obecnych w zwojach obwodowych. Dodatkowo
wiekszos¢ z badan funkcjonalnych nad CART przeprowadzona jest gldwnie na zwierzgtach
laboratoryjnych, podczas gdy doniesienia pochodzace od duzych ssakow sg stosunkowo
nieliczne. Ponadto biorac pod uwage roznice migdzygatunkowe w strukturze PNS wycigganie
analogii w odniesieniu do cztowieka w oparciu o gryzonie laboratoryjne moze by¢
utrudnione. Istnieje wigc potrzeba badan kolokalizacyjnych uwzgledniajacych rozne
kombinacje CART i zwigzkéw biologicznie aktywnych, ktore moglyby by¢ przeprowadzone
na zblizonym do cztowieka modelu doswiadczalnym. Od wielu lat uzycie $wini w badaniach
biomedycznych jest uzasadniane faktem, Ze ten gatunek zwierzgcia przejawia wobec
cztowieka spore podobienstwa anatomiczne, fizjologiczne jak 1 biochemiczne (Vodicka oraz

wsp., 2005).
Cel badan

Dlatego tez gltéwnym celem przedlozonego do oceny cyklu publikacji naukowych byto
immunohistochemiczne zbadanie wystgpowania CART w neuronach i1 wtoknach nerwowych

wybranych elementéw ukladu nerwowego obwodowego $§wini (zwojach obwodowych) oraz



ustalenie, przy uzyciu podwojnych lub potréjnych barwien immunohistochemicznych, ktore z
powszechnie znanych substancji biologicznie aktywnych wspolwystepuja (badz tez nie) z

CART w badanych strukturach nerwowych.

W zwigzku z powyzszym szczegdtowe cele badawcze w poszczegélnych pracach

obejmowaty:

b1.1. Zlokalizowanie i scharakteryzowanie pod wzglgdem wielkos$ci subpopulacje neuronow

wykazujacych ekspresje CART w obustronnych DRG odcinka L;-L¢ $wini.

b1.2. Ustalenie przy uzyciu potrdéjnych barwien immunohistochemicznych, czy i w jakim
zakresie w neuronach CART-immunoreaktywnych (IR) odcinka DRG L;-L¢ wspotwystepuja
(badz nie) SP, peptyd kodowany genem kalcytoniny (z ang. calcitonin gene related peptide;
CGRP), kalbindyna, galanina oraz leu-enkefalina (LENK)

b2.1. Okreslenie czy i w jakim stopniu CART wystepuje w neuronach zwojéw $rodsciennych

UBT $wini

b2.2. Okreslenie wielkos$ci subpopulacji neuronéw zwojow UBT wykazujacych jednoczesng
obecno$¢ CART oraz SP, kalbindyny, peptydu aktywujacego cyklaze adenylowa przysadki (z
ang. pituitary adenylate cyclase-activating peptide; PACAP) lub somatostatyny

b3.1. Immunohistochemiczne okreslenie obecnosci oraz oszacowanie wielkosci populacji
neurond0w CART-IR obecnych w poszczegolnych czgsciach zoladka (wpust, trzon oraz

odzwiernik) §wini

b3.2. Okreslenie czy 1 w jakim zakresie w enterycznych CART-IR neuronach oraz CART-IR
wloknach nerwowych zZofadka Swini obecne sg galanina, SP lub neuropeptyd Y (z ang.

neuropeptide Y; NPY)

b4.1. Wykazanie obecnosci ekspresji CART w zwojowych neuronach i wtdknach nerwowych

obustronnych PP samicy §wini

b4.2. Zbadanie, czy w CART-IR strukturach nerwowych PP samicy $wini obecne sg rowniez
neurotransmitery takie jak: acetylotransferaza choliny (z ang. choline acetyltransferase,

ChAT), hydroksylaza tyrozyny (z ang. tyrosine hydroxylase; TH) lub serotonina



b4.3. Zbadanie, czy w CART-IR strukturach nerwowych PP samicy §wini obecne sg rowniez

neuropeptydy takie jak: PACAP, SP lub kalbindyna

b5.1. Wykazanie obecnosci i okreslenie wielkosci subpopulacji neuronéw CART-IR w

obustronnych PPG $wini

b5.2. Okreslenie przy uzyciu podwojnych barwien immunohistochemicznych, czy w PPG

swini CART wspotwystepuje (i w jakim zakresie) z SP, VIP, galaning lub somatostatyng

Material i metody

Badania w eksperymentach bl), b3) i b5) zostaty przeprowadzone na grupie prosigt (n=5) w
wieku okoto 6 tygodni (4 samice i 1 samiec) wazacych do 25 kg. W eksperymentach b2) oraz
b4) grupe badawcza stanowilo pig¢ samic prosigt (n=5) w analogicznym wieku i o
analogicznej wadze. Na przeprowadzenie wszelkich procedur eksperymentalnych uzyskano
stosowne pozwolenia II Lokalnej Komisji ds. Eksperymentéw na Zwierzetach w Lublinie.
Zwierzeta uspakajano za pomoca azaperonu (Stresnil®, Janssen-Cilag GmbH, Niemcy; 0,5
mg/kg m.c.), a nastgpnie zabijano poprzez przedawkowanie pentobarbitalu sodu (Morbital,
Biowet Putawy, Polska; 50 mg/kg m.c.). Nastepnie przystepowano do pobierania od $win
dalszego materialu badawczego. Do eksperymentu b1l) pobrano obustronne DRG odcinka L;-
L¢. Dobor takiego odcinka byt podyktowany dwoma powodami. Po pierwsze jest to
najkrotszy kompletny odcinek DRG, po drugie z badan retrotracingowych wiadomo, ze z tego
segmentu wywodza si¢ wltokna nerwowe aferentne zaopatrujace przewdd pokarmowy (o
ktorym z kolei wiadomo, ze jest obficie zaopatrzony we wtokna i neurony CART-IR). W
eksperymencie b2) za pomocg ostrych nozyczek pobierano kompletne wycinki UBT. Z kolei
w do$wiadczeniu b3) pobierano wycinki wpustu, trzonu oraz odzwiernika zotadka swin. Taki
dobor materialu badawczego zostat podyktowany faktem, iz w uprzednich badan Wierup i
wsp. (2007) badali ekspresje CART jedynie w czesci dennej zotadka swini. Poniewaz Zotadek
swini jest zotadkiem jednokomorowym zlozonym istniato spore prawdopodobienstwo, ze
pozostale czesci zotadka moga wykazywa¢ pod wzgledem ekspresji CART rdznice
neuroanatomiczne. W doswiadczeniu b4) pobierano obustronne PP zawierajace zwoje
miedniczne, za§ do badan w pracy b5) pobrano obustronne PPG. Po pobraniu materiat

badawczy zostat wyptukany w roztworze 0,9% NaCl 1 utrwalony przez 24-48h w
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temperaturze pokojowej (RT) w mieszaninie zawierajacej 15% kwas pikrynowy oraz 2%
paraformaldehyd (roztwoér Stefaniniego). W dalszej kolejnos$ci material wysycono sacharoza,
po czym za pomoca kriostatu mrozeniowego wykonywano skrawki mrozeniowe o grubosci
10 um. Skrawki umieszczano na silinizowanych szkietkach 1 przetrzymywano w zamrazarce

do czasu dalszych barwien immunohistochemicznych.

W celu lokalizacji CART w neuronach obwodowego ukladu nerwowego jak i do badan
kolokalizacyjnych zastosowano procedure podwojnych/potrojnych barwien
immunohistochemicznych. Do barwien wykorzystano komercyjnie dostepne przeciwciata
mono 1 poliklonalne skierowane przeciwko neurotransmiterom oraz neuropeptydom.
Szczegblowy opis procedury oraz charakterystyka uzytych przeciwciat zostaty zawarte w
poszczeg6lnych publikacjach. Do identyfikacji CART-ergicznych neuronéw obwodowych
wykorzystano dodatkowo przeciwciala skierowane przeciwko proteinie Hu C/D, ktora jest
uznanym markerem panneuronalnym. Do wizualizacji kompleksow antygen-przeciwciato
zastosowano wlasciwe gatunkowo przeciwciala wtérne skoniugowane z nastepujacymi
fluorochromami: FITC, Texas Red oraz AMCA. Kontroli specyficznos$ci przeciwciat
dokonano poprzez barwienia z nadmiarem syntetycznego antygenu lub poprzez zastosowanie
procedury zastegpowania przeciwcial nieimmunoreaktywnymi surowicami. Wybarwione
immunohistochemicznie preparaty analizowano przy uzyciu biologicznego semi-
konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego wyposazonego we wiasciwe filtry do detekcji
poszczeg6lnych fluorochroméw. W badaniach zastosowano nastgpujaca procedurg liczenia
neurondw. Proporcje neuronéw CART-pozytywnych zostaty przedstawione jako stosowne
odsetki w odniesieniu do calkowitej populacji neuronow Hu C/D-IR. Kazdorazowo
analizowano nie mniej niz 100 neuronéw Hu C/D-IR. O$ dtuga neuronéw Hu C/D-IR zostala
zmierzona 1 na tej bazie neurony arbitralnie podzielono na mate, $rednie oraz duze. W
badaniach kolokalizacyjnych badang populacj¢ stanowito od 50 do 100 neuronow CART-IR.
Odsetki neuronéw wykazujacych (lub nie) koekspresj¢ CART i1 badanych zwiazkéw
wyrazono procentowo w odniesieniu do populacji neuronéw CART-IR. W celu okreslenia
liczebnos$ci wtokien CART-IR zastosowano nast¢pujaca skale potilosciowa: brak, pojedyncze,
umiarkowanie liczne, liczne 1 bardzo liczne. Dane iloSciowe przedstawiono jako $rednig =+
SEM. W celu poréwnania homologicznych i1 niechomologicznych CART-IR subpopulacji
neuronalnych zastosowano test ANOVA wraz z testem post-hoc Bonferroniego.

Prawdopodobienstwo P<0,05 uznano za statystycznie istotne.
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Wyniki oraz ich oméwienie

Zastosowana technika badawcza pozwolita na wykazanie, ze w badanych elementach PNS
$wini obecne sg réznej wielkos$ci subpopulacje neurondéw oraz witokien nerwowych CART-IR.
Charakterystyka biochemiczna pod wzgledem kolokalizacji CART z wybranymi substancjami
biologicznie aktywnymi pozwolita na wysunigcie sugestii co do prawdopodobnej roli tego
zwigzku w regulacji czynnosci neuronéw PNS. Glownym celem badawczym publikacji bl)
byla identyfikacja czuciowych neuronéow CART-IR w zwojach rdzeniowych $wini.
Przeprowadzone przeze mnie badania pozwolity na wykazanie, ze w obustronnych DRG
odcinka L;-L¢ $§wini obecne sg zarowno Hu C/D-IR/CART-IR neurony jak i CART-IR witokna
nerwowe. W lewych DRG najwyzszy odsetek neuronéw Hu C/D-IR/CART-IR odnotowano w
L; (5,9 £1,9%) podczas gdy najnizszy w Ls (3,9 £0,8%). Z kolei w prawych DRG, odsetek
neuronéw Hu C/D-IR/CART-IR wahat si¢ pomiedzy 4,4 +1,7% (w L4) a 6,5 £2,2% (w Ly).
Nie stwierdzono roznic statystycznie istotnych w $rednich wielkosciach populacji neuronéw
Hu C/D-IR/CART-IR pomig¢dzy unilateralnymi jak i kontralateralnymi DRG. Zasadniczo
wiekszos¢ ze zidentyfikowanych neuronow CART-pozytywnych lokalizowala si¢ w centrum
zwoju. W badanych DRG, wigkszo$¢ z Hu C/D-IR/CART-IR neuronéw (70-80%) nalezata do
kategorii komorek $redniej wielko$ci, okoto 15-25% zakwalifikowano jako neurony mate, za$
pozostate 5% stanowily neurony duze. W zaréwno prawych jak i lewych DRG, $rednio od 9,4
+1,7% (prawe L) do 13,5 £2,9% (prawe Lg) neuronéw CART-IR (gltownie S$redniej
wielko$ci) wykazywalo jednoczesng obecnos¢ SP i1 kalbindyny. Wszystkie zbadane CART-
IR/SP-IR neurony wykazywaly ekspresje kalbindyny. Z kolei okoto 10% subpopulacja
neuronow CART-IR (przewaznie matych) wykazywala ekspresje kalbindyny, ale nie SP.
Dodatkowo, obecne w DRG CART-IR wldkna nerwowe nie zawieraty ani SP ani kalbindyny.
W CART-IR/SP-IR neuronach prawych i1 lewych DRG stwierdzono takze obecnos¢ CGRP
(od 10,5 £1,4% w lewym L; do 14,8 +£3,1% w lewym Ls). Dodatkowo statystycznie wigksza
subpopulacje od poprzedniej stanowily neurony CART-IR, ktore zawieraly CGRP, ale nie
wykazywaly ekspresji SP (subpopulacja ta wahata si¢ od 56,2 +6,0% w lewym Lg do 64,1
+6,8% w prawym L;). Stwierdzone wtokna nerwowe CART-IR nie wykazywaly ekspres;ji ani
CGRP ani SP. We wszystkich z badanych DRG, stwierdzono obecno$¢ stosunkowo

niewielkiej subpopulacji $redniej wielkosci neuronéw CART-IR, ktére dodatkowo
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wykazywaty ekspresje SP oraz LENK (od 4,0 £1,7% w prawym L3 do 6,0 +£1,3% w prawym
L,). Dodatkowo w badaniach wykazano obecno$¢ wielkoSciowo statystycznie podobnej
subpopulacji neuronalnej wykazujacej ekspresj¢ CART oraz LENK, ale nie SP (od 4,1 +2,8%
w lewym L; do 6,4 £2,1% w lewym Ls). Zasadniczo wtdkna CART-IR obecne w badanych
DRG nie zawieraty ani SP ani LENK. Wszystkie ze zidentyfikowanych neuronow CART-IR
jak 1 wiokien nerwowych CART-IR nie zawieraly galaniny. Uzyskane wyniki badan
pozwalaja na stwierdzenie, ze dominujaca wigkszo$¢ z CART-IR neuronow nalezy do
kategorii neurondéw Srednich (ktore sg uznawane za nocyceptory wtokien Ao), zas okoto jedna
czwarta spelnia anatomiczne kryteria dla nocyceptorow witokien C (Djouhri oraz Lawson,
2004). Wielkos¢ stwierdzonych subpopulacji neuronéw CART-IR w DRG $wini nie odbiega
od tej uprzednio stwierdzonej u szczura (Kozsurek oraz wsp., 2007) czy myszy (Gautron oraz
wsp., 2012). Biorgc pod uwage obecnos¢ LENK, CGRP i SP w neuronach CART-IR wydaje
si¢, ze ten zwigzek moze uczestniczy¢ w przetwarzaniu bodzcéw bdolowych. Dotychczas
wykazano, ze funkcjonalne interakcje pomiedzy opiatami wywodzacymi si¢ z pro-dynorfin a
ich receptorami leza u podstaw mechanizmu transmisji bolu przewleklego (Stein, 2013). Co
wiecej, SP 1 CGRP s3 uznawane za mediatory uczestniczace chociazby w przebiegu zapalen
neurogennych (Birklein oraz Schmelz, 2008). Na role CART w DRG $wini moga dodatkowo
wskazywa¢ analogie ptynace z badan tego zwigzku w CNS ssakow. Wykazano bowiem, ze na
poziomie centralnym CART uczestniczy w przetwarzaniu bélu neuropatycznego oraz
posredniczy w anty-hyperalgezyjnym efekcie selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny
(Upadhya oraz wsp., 2011). Z kolei w rdzeniu krggowym, CART wzmaga NMDA-zalezng
transmisje bodzcéw bolowych zaréwno w warunkach in vivo jak 1 in vitro (Chiu oraz wsp.,
2006). W mysich modelach zapalenia oraz bolu neuropatycznego, CART powodowat
ostabienie hyperalgezji oraz allodynii i te efekty nie byly znoszone przez antagonistow
opioidowych (Damaj oraz wsp., 2006). Biorac pod uwage stwierdzong kolokalizacj¢ CART z
kalbindyng w okoto 20% neuronéw DRG $wini mozliwe jest, ze w regulacji czynnos$ci czgsci
z neurond0w CART-IR biorg udziat szlaki sygnalowe zwigzane z jonami wapnia. Pewnym
potwierdzeniem takich zaleznos$ci moga by¢ uprzednie badania farmakologiczne, w ktérych
wykazano, ze mRNA CART w komorkach GH3 podlegat czgsciowej regulacji (w sposdb
zalezny od dawki 1 czasu) przez komorki sygnalowe zalezne od jonow
wapnia/kalmoduliny/CREB (Jones oraz wsp., 2009). Wyniki moich badan stanowig

anatomiczng podstawe¢ dla roli CART w regulacji neuronéw czuciowych $wini 1 dodatkowo
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wykazuja, ze gatunek ten z powodzeniem moze by¢ wykorzystywany do badan nad CART-

zaleznym mechanizmem przetwarzania bolu.

W kolejnej pracy cyklu (b2) prowadzone przeze mnie badania pozwolity na stwierdzenie
obecnosci CART zard6wno w neuronach $rodsciennych zwojow UBT samic $wini jak i we
wioknach nerwowych obecnych w zwojach UBT. W zwojach UBT, immunoreaktywno$¢ na
CART widoczna byta w umiarkowanie licznych do licznych widknach nerwowych, ktore
zazwyczaj ciasno otaczaly neurony tworzac charakterystyczne ,.koszyczkowate” struktury. W
zwojach UBT, zaledwie 2,7 +0,8% sposrdéd neuronow Hu C/D-IR wykazywalo dodatkowo
immunoreaktywno$¢ na CART. Zasadniczo wszystkie stwierdzone neurony Hu C/D-
IR/CART-IR kwalifikowaty si¢ do kategorii komoérek owalnych o $redniej wielkosci.
Dodatkowo komorki te byly zasadniczo umiejscowione w obwodowych czgsciach zwojow.
Podwdjne barwienia immunohistochemiczne wykazaly, ze w zarowno CART-IR neuronach
jak 1 CART-IR witoknach nerwowych nie wystgpuje jednoczesnie ani SP ani somatostatyna.
Zaledwie pojedyncze CART-IR wiokna biegty w bliskim sgsiedztwie neuronow SP-
pozytywnych jak i zwojowych widkien SP-IR. Obecno$¢ CART-IR wtokien nerwowych w
sasiedztwie somatostatyno-IR struktur byta obserwowana wytacznie okazyjnie. Dominujaca
wiekszos¢ sposrod CART-IR neuronow UBT wykazywata ekspresje PACAP, chociaz
PACAP-IR neurony niewykazujace zawartosci CART byty bardzo liczne. Poniewaz ekspresja
PACAP byta widoczna jedynie w cytoplazmie neurondow stwierdzenie czy CART-IR wiokna
nerwowe zawierajg jednoczesnie PACAP bylo niemozliwe. Jednakze CART-IR wtokna
nerwowe czgsto otaczaly PACAP-IR neurony zwojowe. Ani w CART-IR neuronach UBT ani
w CART-IR wioknach nerwowych nie wykazano obecnosci kalbindyny. Kalbindyno-IR
struktury (prawdopodobnie o pochodzeniu nieneuronalnym) czesto lezaly w bliskim
sgsiedztwie CART-IR neuronéw UBT. Opublikowane wyniki badan dokumentuja po raz
pierwszy obecnos¢ CART w zwojach UBT $wini, co wskazuje na funkcjonalne znaczenie
tego neuropeptydu (przynamniej do jakiego$ stopnia) w regulacji czynno$ci pegcherza
moczowego. Dotychczas ustalono, Zze w pgcherzu moczowym szczura stopien ekspresji CART
byl zwigzany z wiekiem zwierzat, wobec czego postulowano rol¢ tego zwigzku w ontogenezie
(Zvarova oraz Vizzard, 2005). Z anatomicznego punktu widzenia, zwoje UBT sg czgscig
przywspotczulnego szlaku eferentnego wiodacego impulsy ze zwojow miednicznych (Uvelius
oraz Gabella, 1998). W tym $wietle schemat ekspresji CART w zwojach UBT bardzo

przypomina te obserwowane w innych zwojach przywspotczulnych (Ivanusic oraz wsp.,
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2012). Pochodzenie CART-IR witokien nerwowych obecnych w UBT moze by¢ dwojakie. Po
pierwsze widkna te moga si¢ wywodzi¢ ze zwojow PP, ktore zawieraja pozazwojowe neurony
zaopatrujace pecherz moczowy (Keast, 2006). Druga mozliwos¢ jest taka, ze CART-IR
wiokna nerwowe sg kolateralami CART-IR pierwszorzedowych neuronow aferentnych
obecnych w DRG (Kozsurek oraz wsp., 2007), takze odcinka ledzwiowego $wini co
wykazatam w pracy (b1). Jednakze nalezy pamigta¢ ze w DRG wigkszo$¢ z neuronéw CART-
IR zawierata dodatkowo SP, natomiast w obecnych badaniach wszystkie CART-IR widkna
nerwowe w UBT nie zawieralty SP. W tej chwili rola CART w funkcjonowaniu pecherza
moczowego jest czysto hipotetyczna. Moze on pei¢ role gldownego neurotransmitera badz
neuromodulatora, a takze bra¢ udzial w neuroprotekcji. Ta ostatnia czynno$¢ moze by¢
zwigzana z faktem, ze u szczuréw z indukowanym nadcisnieniem nerkopochodnym ilos¢
struktur CART-IR obecnych w pecherzu moczowym gwattownie ro$nie (Janiuk oraz Kasacka,
2013). Z kolei stwierdzona przeze mnie powszechna kolokalizacja CART z PACAP w
neuronach UBT dodatkowo potwierdza hipotez¢ o roli CART w neurotransmisji czy
procesach adaptatywnych. Wiadomo bowiem, ze PACAP odpowiada za pobudzanie neuronow
UBT (Yoshiyama oraz Groat, 2008), a takze zarowno obwodowo jak i centralnie wzmaga
przezywalno$¢ neurondéw jak i wypustkowanie neurytow (Tamas oraz wsp., 2012). Z drugiej
jednak strony nalezy mie¢ na wzgledzie, ze w CNS fragment PACAPg3s zostal
zidentyfikowany jako antagonista funkcjonalny CART (Burgos oraz wsp., 2013). Brak
obecnosci SP, kalbindyny oraz somatostatny w CART-IR neuronach/widknach zwojow UBT
wskazuje na pomniejsza role tych substancji w CART-zaleznej regulacji funkcji pecherza

moczowego.

Rozpoczeta problematyke ekspresji CART w PNS, kontynuowatam w kolejnej pracy cyklu
(b3), tym razem w odniesieniu do obwodowych zwojow ukladu nerwowego jelitowego
zotadka §wini. Przy zastosowaniu markera panneuronalnego Hu C/D 1 techniki podwdjnych
barwien immunohistochemicznych wykazalam, Zze w poszczegdlnych anatomicznych
czg¢sciach zotadka $wini ilo$¢ neuronéw CART-IR jest zréznicowana. Mianowicie o ile
odsetek neurondéw warstwy miegsniowe] Hu C/D-IR/CART-IR we wpuscie i odzwierniku
zotadka byt statystycznie podobny i wynosit kolejno 42,3 +3,5% oraz 33,2 + 3,0% to juz
wielko§¢ analogicznej subpopulacji w trzonie zotadka byla statystycznie nizsza od
pozostatych 1 wyniosta 18,0 £1,9%. We wszystkich czg¢sciach Zotadka stwierdzono obecnos¢

umiarkowanie licznych do licznych CART-IR wildkien nerwowych biegnacych pomiedzy

14



neuronami warstwy mig¢sniowej. We wpuscie, odzwierniku 1 trzonie zotadka $§wini zaden z
pojedynczych i rozproszonych neurondéw warstwy pods$luzowej nie wykazywat ekspresji
CART, chociaz pojedyncze CART-IR wtokna nerwowe otaczaly CART-negatywne neurony
pods§luzowe. Warstwa migsniowa wpustu jak 1 odzwiernika (zarowno miesnie okrezne jak i
podiuzne) byta licznie/bardzo licznie zaopatrzona w peczki CART-IR wtokien nerwowych. Z
kolei ilo§¢ CART-IR widkien nerwowych obecnych w trzonie zotadka oszacowano na
umiarkowanie liczng. Badania kolokalizacyjne wykazaty, ze we wpuscie 1 odzwierniku
odsetek neuronow warstwy migsniowej CART-IR zawierajacych dodatkowo galanine wynosi
kolejno 35,9 £2,5% oraz 39,3 £2,2%. Z kolei statystycznie mniej liczna populacja neuronow
warstwy migsniowej CART-IR/galanino-IR (28,7 +1,7%) byta obecna w trzonie zotadka
$wini. Nie zaobserwowano zadnych wizualnych réznic pomi¢dzy schematami rozmieszczenia
wtokien nerwowych CART-IR/galanino-IR we wszystkich badanych czgéciach Zotadka.
Wibdkna te zasadniczo byly licznie obecne w warstwie mie$ni okrgznych (ale juz nie w
warstwie migsni podtuznych), a takze umiarkowanie licznie w blaszce mig§niowej warstwy
sluzowej. Dodatkowo pojedyncze widkna nerwowe CART-IR/galanino-IR byly réwniez
obecne pomiedzy neuronami warstwy migsniowej jak i podsluzowej. Neurony podsluzowe
zawierajagce galaning byly czegsto otaczane przez CART-IR zakonczenia nerwowe. We
wszystkich badanych czg$ciach zotadka neurony warstwy migéniowej zawierajace
jednoczesnie CART i SP byly niezmiernie rzadkie (mniej niz 1%). Pojedyncze widkna
nerwowe CART-IR/SP-IR obecne byly w warstwie mig$niowej (okrezna i podluzna) jak 1
blaszce migsniowej blony $luzowej wpustu, trzonu i odzwiernika. Zasadniczo, SP-pozytywne
neurony podsluzowe byly czesto otoczone przez CART-IR zakonczenia nerwowe. Z kolei we
wpuscie, trzonie czy odzwierniku nie wykazano kolokalizacji pomigdzy CART a NPY.
Wyniki badan wykazuja ze schemat CART-ergicznego unerwienia zotadka §wini zasadniczo
przypomina schematy opisywane uprzednio u innych zwierzat domowych (Ekblad, 2006;
Wierup 1 wsp., 2007; Arciszewski 1 wsp., 2009). Jednak w uprzednich badaniach stwierdzano
obecnos¢ CART-IR wtokien nerwowych wokot naczyn krwiono$nych warstwy podsluzowej
zotadka szczura jak i blonie §luzowej dna zZoladka §wini. W odrdéznieniu, w biezacych
badaniach nie udato si¢ wykaza¢ obecnosci CART ani we wioknach nerwowych
zaopatrujacych warstwe podsluzowa jak 1 warstwe §luzowa. Znaczenie obecno$ci mniejszego
odsetka neuronow warstwy miesniowe] CART-IR w trzonie zotadka (w pordéwnaniu do

wpustu 1 odzwiernika) pozostaje niewyjasnione, jednak mozliwe jest, ze aktywnos¢ CART
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moze by¢ zmienna w zalezno$ci od rejonu zotagdka. Obecnos¢ licznych zakonczen nerwowych
CART-IR obecnych w warstwie mig$niowej sugeruje, ze wywodza si¢ one z CART-IR
neurondéw warstwy migsniowej i uczestniczag w regulacji motoryki, sekrecji i oprdézniania
zotadka. Nalezy mie¢ jednak na wzgledzie ze eksperymentalne badania nie wykazaly
obwodowego wptywu CART na akcje skurczowg przewodu pokarmowego poniewaz CART
nie wywotywal odpowiedzi motorycznej w izolowanych pasmach migéni podtuznych zotadka
i jelita cienkiego szczura (Ekblad i wsp., 2003). Co cieckawe nadekspresjc CART
obserwowano w klinicznych przypadkach wrzodziejacego zapalenia jelit u ludzi (Gonkowski
1 wsp., 2009b) jak i przy wzdgciach zoladka szczura (Kasacka oraz Piotrowska, 2012).
Podobnie tez odsetek CART-IR neuronow warstwy migsniowej istotnie wzrastal podczas
atrofii (ale juz nie hypertrofii) jelita cienkiego wobec czego zasugerowano role tego
neuropeptydu jako czynnika neuroprotekcyjnego (Ekblad oraz wsp., 2003). W uprzednich
badaniach wykazano, ze CART-IR struktury nerwowe Zotadka ssakéw wykazywaty rowniez
ekspresje VIP, CGRP, syntetazy tlenku azotu (Ekblad, 2006; Wierup i wsp., 2007) jak réwniez
czgsciowo SP i NPY (Arciszewski i wsp., 2009). Co ciekawe za pomocag badan
retrotracingowych udato si¢ wykaza¢, ze u szczurow widkna nerwowe CART-IR/SP-IR
pochodza ze zwojow nerwu btednego (Zheng i wsp., 2002). Oczywiscie mozliwe tez jest, ze
cze$¢ ze stwierdzonych w zotadku §wini wtokien nerwowych CART-IR/SP-IR wywodzi si¢ z
DRG, szczegélnie ze populacje takich neuronéw wykazaltam w pracy (bl).
Wspotwystepowanie CART z galaning czy SP (ale juz nie NPY) rodzi pytanie o mozliwo$¢
funkcjonalnej kooperacji tych zwigzkow. Wiadomo, ze pos$rod wielu znanych dziatan
zaroOwno galanina czy SP wykazuja rowniez silne dziatanie skurczowe i1 rozkurczowe w
odniesieniu do migsniowki gladkiej przewodu pokarmowego (Holzer-Petsche oraz wsp.,
1987; Gu oraz wsp., 1994). Wyniki tych badan wzmacniaja hipoteze, ze w zoladku $wini
CART petni funkcje kotransmitera lub neuromodulatora wptywajacego na perystaltyke.
Jednak do weryfikacji tej hipotezy niezbedne sa dalsze badania wykorzystujace agonistow i

antagonistow CART-u (ktore w chwili obecnej sg nieosiggalne).

W ramach kolejnej publikacji z przedtozonego cyklu (b4) wykazatam, ze zarowno w prawym
jak 1 lewym PP samicy $wini immunoreaktywno$¢ na CART widoczna jest zarowno w ciatach
komorkowych neurondw, zakonczeniach nerwowych wokot neurondow zwojowych jak 1 we
witoknach nerwowych laczacych poszczegdlne zwoje PP. Nie stwierdzono istotnych réznic

pomiedzy schematem unerwienia CART-ergicznego w zwoju przyszyjkowym jak 1
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pozostatych zwojach PP. Sredni odsetek neuronéw Hu C/D-IR/CART-IR w prawych zwojach
PP wynosit 4,1 £1,2%. Statystycznie podobng warto$¢ odnotowano w lewych zwojach PP
(4,4 £1,6%). Zard6wno w prawych jak i lewych zwojach PP, dominujaca wigkszo$¢ (okoto
95%) ze stwierdzonych neuronow CART-IR stanowity komodrki male, podczas gdy pozostate
5% kwalifikowano jako komoérki o Sredniej wielkosci. Uktad neuronéw CART-IR w
poszczegb6lnych zwojach nie przedstawial specyficznej organizacji komoérkowej (neurony
byly réwnomiernie porozrzucane na terenie zwoju). W peczkach wiokien nerwowych
taczacych sasiadujace zwoje PP stwierdzono obecnos$¢ bardzo licznych, gltownie
»Zzytkowatych” CART-IR wtokien nerwowych. Dodatkowo, w poszczegdlnych zwojach PP
wystepowatly liczne Iub bardzo liczne CART-IR zakonczenia nerwowe biegnace w
sasiedztwie komorek zwojowych. Zasadniczo CART-IR zakonczenia nerwowe otaczajace
CART-negatywne komorki zwojowe tworzyty charakterystyczne ,,koszyczkowate” struktury.
W celu odpowiedzi na pytanie czy CART-IR struktury nerwowe PP samicy $wini zawieraja
neurotransmitery noradrenergiczne lub cholinergiczne zastosowano podwoéjne barwienia
immunohistochemiczne (TH/CART oraz ChAT/CART). Wykazano, ze zar6wno w CART-IR
neuronach PP jak 1 CART-IR wildknach nerwowych nie wystgpuje TH. CART-IR widkna
nerwowe obecne w peczkach aczacych sasiadujace zwoje PP bardzo czesto biegty w bardzo
bliskim sgsiedztwie witokien TH-IR. Wokol neuronow TH-IR stwierdzano bardzo duzo
zakonczen nerwowych CART-IR. Przeprowadzone badania wykazaly réwniez, ze dominujaca
wigkszo$¢ CART-IR neurondéw zwojoéw PP jak i CART-IR wiokien nerwowych (zard6wno w
zwojach jak 1 pasmach taczacych zwoje) wykazuje ekspresj¢ ChAT, wobec czego uznano je
za cholinergiczne. W zadnym ze zbadanych CART-IR widkien nerwowych nie stwierdzono
obecnosci serotoniny, chociaz te dwa typy wilokien bardzo czgsto biegly w bliskim
sasiedztwie. Podobnie tez, zaden z CART-IR neuronéw zwojowych nie wykazywat ekspresji
serotoniny. W prawych i lewych zwojach PP, pojedyncze serotonino-IR komoérki nerwowe
byly otaczane przez CART-IR zakofczenia nerwowe. W zadnym ze zbadanych neuronéw
CART-IR nie wykazano obecnosci PACAP. Podobnie tez w zadnym z uwidocznionych
PACAP-IR wtokien nerwowych nie wykazano ekspresji CART. Pojedyncze PACAP-IR
zakonczenia nerwowe lezaty w bliskim sgsiedztwie CART-IR komorek zwojowych PP. W
neuronach prawych i lewych zwojow PP stwierdzono obecno$¢ SP, jednak zaden z nich nie
zawieral dodatkowo CART. Liczne SP-IR wldkna nerwowe regularnie otaczaty CART-IR

neurony zwojow PP. Jednak zasadniczo schematy rozmieszczenia witokien nerwowych
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CART-IR i SP-IR byty rozne. W biezacych badaniach nie udato mi si¢ wykaza¢ obecnosci
kalbindyny w PP samicy §wini. Nalezy podkresli¢, ze stwierdzone w niniejszych badaniach
liczne CART-IR ,koszyczkowate” struktury wokét neuronéow zwojowych PP byty tez
obserwowane w innych zwojach obwodowych takich jak zwoj szyjny doczaszkowy
(Gonsalvez oraz wsp., 2010), zw0j szyjno-piersiowy (Dun oraz wsp., 2000), zwo6j trzewno-
krezkowy (Palus oraz Catka, 2016) czy zwdj przedni miedniczny (Fenwick oraz wsp., 2006).
Przy uzyciu traceréw retrogradowych wykazano, ze w przypadku zwojow PP szczura,
omawiane ,,koszyczkowate” struktury CART-IR wywodzg si¢ ze wspotczulnych neuronéw
przedzwojowych (z ang. sympathetic preganglionic neurons; SPN) rdzenia kregowego
(Fenwick oraz wsp., 2006). Co ciekawe wykazano takze, ze niemal wszystkie CART-IR SPN
wykazuja ekspresje ChAT (Parker oraz wsp., 2013). Bioragc pod uwage powyzsze mozna
zatozy¢, ze obserwowane w PP §wini zakonczenia nerwowe CART-IR/ChAT-IR s3 aksonami
rdzeniowych SPN, ktore dobiegaja do PP droga nerwow ledzwiowych trzewnych oraz nerwu
podbrzusznego. Jednak w celu weryfikacji tej hipotezy niezbedne s3 dalsze badania. W celu
stwierdzenia czy CART-IR zakonczenia nerwowe w PP szczura nie pochodza z
przywspoélczulnych neurondow zwojowych (z ang. parasympathetic preganglionic neurons
PPN) badaniom retrotracingowym poddano segment Ls-S; rdzenia kregowego. Jednak w
zadnym z projektujacych do PP neuronéw PPN nie stwierdzono obecnosci CART (Fenwick
oraz wsp., 2006). Badania elektrofizjologiczne wykazaly, ze neurony PP komunikujace si¢ ze
rdzeniowymi SPN sg czg$cig miednicznego szlaku neuronalnego powodujacego rozszerzenie
naczyn macicznych (Morris oraz wsp., 2005), co sugeruje role CART w regulacji funkcji
krazeniowych. Istnieje takze mozliwos¢, ze CART-IR zakonczenia nerwowe otaczajace TH-
pozytywne neurony PP wywodzg si¢ z interneuronéw PP. Takie relacje anatomiczne sugeruja,
ze CART moze potencjalnie wptywac¢ na aktywno$§¢ TH-IR motoneuronéw PP zaopatrujacych
macice, szyjke macicy (Houdeau oraz wsp., 1988) czy pecherz moczowy (de Groat oraz wsp.,
2015). Funkcje¢ CART-ergicznych komorek nerwowych dzialajacych jako interneurony
wykazano uprzednio juz w CNS (Roéwniak oraz wsp., 2010), DRG (Kozsurek oraz wsp.,
2007) czy ukladzie nerwowym jelitowym (Ellis oraz Mawe, 2003). Nalezy rowniez rozwazy¢
mozliwo$¢, ze CART-IR cholinergiczne neurony PP projektuja do miedniczych narzadow
wewnetrznych. Takie szlaki nerwowe wykazano uprzednio przy uzyciu tracerow
retrogradowych (Li oraz Masuko, 2001), za$ obecno$¢ CART-ergicznych zakonczen

nerwowych chociazby w pecherzu moczowym wykazalam juz uprzednio w pracy (b2). W
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trakcie badan nad koekpsresjg zwigzkow biologicznie aktywnych uwidoczniono ciekawy kod
chemiczny CART-IR neuronéw PP. Wykazano bowiem, ze zaden z CART-IR neuronéw nie
zawiera PACAP, SP, serotoniny oraz kalbindyny. Z drugiej jednak strony istniejg relacje
pomiedzy SP-IR czy PACAP-IR wiloknami nerwowymi otaczajacymi CART-ergiczne
neurony PP oraz CART-IR widéknami nerwowymi otaczajacymi komoérki immunoreaktywne
na serotoning czy SP. Takie relacje anatomiczne sugerujg istnienie wzajemnych oddziatywan
tych zwiazkéw w ramach neuromodulacji lub nawet neurotransmisji jednak precyzyjne dane
na ten temat sg obecnie nieosiggalne. Uprzednio interakcje anatomiczne i funkcjonalne
pomiedzy CART a PACAP, CART a serotoning byly wykazane na poziomie centralnym
(Burgos i wsp., 2013; Rothmann oraz wsp., 2003), za$ pomigedzy CART a SP zar6wno w CNS
(Hubert oraz Kuhar, 2005) jak i obwodowo jak wykazalam w pracy (b1).

Zachecona uzyskanymi wynikami badan z poprzednich prac w kolejnej publikacji (b5)
opisatam schemat ekspresji CART w obustronnych przywspotczulnych PPG $§wini. W
pierwszym etapie badah wykazatam, ze PPG $wini to w rzeczywistoSci maly splot
zawierajacy jeden duzy zwdj i par¢ pomniejszych. Ekspresja CART obecna byla w duzym jak
i matych zwojach PPG zarowno w ciatach komoérkowych neuronéw jak i umiarkowanie
licznych widknach zwojowych. Dodatkowo immunoreaktywno$¢ na CART obserwowano w
pojedynczych witdknach nerwowych biegnacych w galeziach laczacych sasiednie zwoje PPG.
W lewym PPG $rednio okoto 4,7 +1,2% neuronéw Hu C/D-IR bylo CART-IR. Statystycznie
podobng populacje neuronéw Hu CD-IR/CART-IR (5,2 + 1,4%) stwierdzono w prawym PPG.
Dominujaca wigkszos¢ (okoto 80%) z neuronéw CART-IR nalezata do kategorii neuronow
sredniej wielkos$ci, podczas gdy pozostate 20% stanowity komorki mate. Widkna nerwowe
CART-IR zasadniczo tworzyly ,koszyczkowate” struktury wokoét CART-negatywnych
neuroné6w PPG. W obustronnych PPG zZaden z neuronéw CART-IR nie wykazywat
dodatkowo ekspresji galaniny. Wi0kna nerwowe galanino-IR okazjonalnie biegly w
sasiedztwie wldkien CART-IR, jednak wildkna CART-IR nie otaczaty zwojowych neuronow
galanino-IR. Praktycznie wszystkie zbadane neurony CART-IR zawieralty VIP, jednak
kolokalizacji CART z VIP nie stwierdzono w zwojowych wldknach nerwowych. W
neuronach PPG nie stwierdzono obecnosci SP. Bardzo liczne SP-pozytywne/CART-
negatywne widkna nerwowe obecne byly w peczkach wiokien taczacych sasiadujace zwoje
PPG. Pojedyncze wtokna nerwowe SP-pozytywne nie zawieraly CART i zasadniczo biegly w
odleglosci od CART-IR wtokien nerwowych. W zwojach PPG nie wykazano obecnosci
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somatostatyny, a tym samym jej kolokalizacji z CART. Uzyskane wyniki badan u $win
przypominaja prezentowany uprzednio schemat unerwienia CART-ergicznego PPG szczura
(Ivanusic oraz wsp., 2012), jednak r6znig si¢ znacznie od PPG ptakéw (kaczki) (Radzimirska
oraz wsp., 2016). Mozna zatozy¢, ze obserwowane w PPG CART-IR wtokna nerwowe
wywodzg si¢ badz z neurondw jader CNS badz z neurondéw sgsiadujacych zwojow PPG.
Dotychczas jednak ekspresje CART odnotowano w strukturach nerwowych CNS innych niz
te, o ktorych wiadomo, ze projektuja do PPG (Li oraz wsp., 2015). Dodatkowo hipoteze o
pochodzeniu wtokien CART-IR z sgsiadujacych zwojow PPG wzmaga odkrycie obecnosci
wiokien CART-pozytywnych w gateziach komunikujacych te zwoje. Dlatego tez mozliwe
jest, ze podobnie jak w przypadku innych zwojéw obwodowych oraz jader CNS, neurony
CART-IR moga w PPG $wini peli¢ funkcje interneurondéw. Przy uzyciu tracera Fast Blue
wykazano, ze u szczurow CART-IR neurony PPG projektuja do gruczotu zowego, a takze w
nieznacznym stopniu do blony §luzowej jamy nosowej (Ivanusic oraz wsp., 2012), co
wskazuje na mozliwg role tego peptydu jako czynnika sekrecyjnego bioragcego udzial w
produkcji tez lub regulatora krazenia krwi przez gruczot 1zowy. Funkcja naczynioruchowa jest
szczegblnie prawdopodobna bowiem praktycznie wszystkie neurony CART-IR PPG $wini
zawieraty VIP, ktory oprocz tego ze jest powszechnie obecny w cholinergicznych neuronach
PPG (Podlasz oraz wsp. 2003) to znany jest jeszcze ze swoich wlasciwosci
naczynioaktywnych (Iliff oraz wsp., 2005). W trakcie badan nie wykazano relacji
anatomicznych pomigdzy CART-IR neuronami/wildknami nerwowymi PPG a strukturami
zawierajagcymi galaning, SP czy somatostatyng, co sugeruje znikomy udziat tych zwigzkéw w
mechanizmach lezacych u podioza hipotetycznej CART-ergicznej neurotransmisji lub

neuromodulacji.
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Whioski

1. Badania immunohistochemiczne wykazuja, ze w obustronnych DRG odcinka L;-L¢ $wini
stwierdza si¢ okoto 10% subpopulacj¢ neuronéw Hu C/D-IR/CART-IR. Dominujaca
wigkszo$¢ (okoto 75%) sposrod Hu C/D-IR neuronow CART-pozytywnych to komorki
sredniej wielko$ci, okolo 20% stanowig neurony mate, za$ jedynie okolo 5% stanowia
neurony duzych rozmiaroéw.

2. Zidentyfikowane w obustronnych DRG odcinka L;-Lg §wini neurony CART-IR zawieraja
w zroznicowanym stopniu SP, CGRP, LENK oraz kalbindyne, ale nie wykazuja ekspresji
galaniny. Istnieje zatem anatomiczna podstawa do udzialu CART w obwodowych
mechanizmach transmisji bodzcow bolowych.

3. W zwojach UBT samicy $§wini obecna jest stosunkowo nieznaczna (Srednio okoto 3%)
populacja $redniej wielkosci neuronéw CART-IR. Liczne widkna nerwowe CART-IR
otaczaja neurony zwojow UBT tworzac charakterystyczne ,,koszyczkowate” struktury.

4. Wyznakowane CART-IR neurony UBT nie zawieraja SP, somatostatny ani kalbindyny,
natomiast wykazuja powszechnie ekspresje PACAP. CART-IR wldkna nerwowe otaczaja
przewaznie PACAP-IR neurony BT. Istnieje zatem funkcjonalne powigzanie pomi¢dzy
CART a PACAP w zwojach UBT co sugeruje rolg CART w przywspoéiczulnej regulacji
czynnosci pecherza moczowego samicy $wini.

5. W poszczegdlnych badanych anatomicznych cze$ciach zoladka (wpust, trzon oraz
odzwiernik) swini wystepuja zréznicowane odsetki (od 20 do 40%) CART-IR neuronow
warstwy migsniowej, natomiast nie stwierdza si¢ ekspresji CART w neuronach
podsluzowych. Liczne wtdkna nerwowe CART-IR wystepuja w warstwie migsniowej jak
1 blaszce migsniowej btony $luzowej zotadka.

6. Zlokalizowane CART-IR struktury nerwowe zotadka $wini zawieraja rowniez w duzym
stopniu galaning, w mniejszym SP, za§ nie zawierajg NPY. Taki kod chemiczny
neuronow CART-IR sugeruje udzial tego neuropeptydu w regulacji motoryki i
opréznianiu zotadka $wini.

7. W obustronnych zwojach PP samicy §wini obecna jest mata (okoto 5%) subpopulacja
CART-ergicznych neurondow. Na terenie PP, ekspresja CART wystepuje takze we
witoknach nerwowych otaczajacych komorki zwojowe jak i we widknach nerwowych

biegnacych w peczkach taczacych sasiadujace zwoje PP.
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10.

11.

Zasadniczo, obecne w PP CART-IR neurony jak i CART-IR wtokna nerwowe zawieraja
markery cholinergiczne (ChAT) i1 jednocze$nie nie wykazuja ekspresji markeréw
noradrenergicznych (TH). Istnieja wzajemne powigzania anatomiczne pomigdzy
zwojowymi neuronami TH-IR a CART-IR zwojowymi wtoknami nerwowymi.

CART-IR struktury nerwowe w PP $wini nie zawieraja PACAP, SP, serotoniny ani
kalbindyny. Okreslone wzajemne relacje mikroanatomiczne wskazuja na mozliwe
wspotdzialanie CART z poszczegdlnymi zwigzkami biologicznie aktywnymi (za
wyjatkiem kalbindyny), chociaz charakter tych interakcji pozostaje nieznany.

W zaréwno prawym jak i lewym PPG $wini obecna jest niewielka subpopulacja (okoto
5%) neurondéw S$redniej i matej wielkosci zawierajacych CART. Ekspresja CART
widoczna jest takze we widknach nerwowych otaczajacych neurony zwojowe jak i
peczkach widkien taczacych sasiadujace zwoje PPG.

CART-IR neurony PPG zawieraja VIP, natomiast nie wykazuja ekspresji galaniny, SP
oraz somatostatyny. Biorac pod uwage wyglad oraz charakter biochemiczny
neuronow/wldokien nerwowych CART-IR mozliwe jest, ze w PPG $wini dziatajg one jako

interneurony.
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effects on Fos expression and food intake. Brain Res 2002; 957: 298-310.

Zvarova K, Vizzard MA. Distribution and fate of cocaine- and amphetamine-regulated transcript peptide

(CARTYp)-expressing cells in rat urinary bladder: a developmental study. J] Comp Neurol 2005; 489: 501-517.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢e¢ naukowo - badawczych (artystycznych)
Ocena ogo6lna

Jestem autorem badz wspotautorem tacznie 52 publikacji naukowych, w skiad ktorych
wchodzi 28 oryginalnych prac naukowych oraz 24 doniesien zjazdowych prezentowanych w
formie referatow 1 plakatow zarowno na krajowych jak i1 zagranicznych konferencjach
naukowych. Sposrod opublikowanych prac oryginalnych w 9 jestem pierwszym autorem.
Sposrod wszystkich oryginalnych prac naukowych, az 23 (co stanowi 85,2%) zostato
opublikowanych w krajowych i zagranicznych czasopismach indeksowanych na liscie A
Journal Citation Report (JCR) (a wigc czasopismach posiadajacych Impact Factor; IF).
Sumaryczny IF czasopism, ktore opublikowaty artykuly naukowe, w ktérych jestem autorem
badz wspotautorem wynosi 15,467. Analogicznie liczona, zsumowana liczba punktow, jakie
przyznaje Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) dla czasopism naukowych
wynosi dla mojego dorobku naukowego 337. Aktualny indeks Hirscha (H) liczony wg. bazy
Web of Science wynosi 5. Dotychczasowo moje publikacje byty cytowane 74 razy w
krajowych 1 zagranicznych czasopismach z listy A JCR. Dane przedstawione powyzej
znajduja potwierdzenie w dokumentacji przygotowanej przez kwalifikowanych pracownikow
Biblioteki Gtownej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie i dotaczonej w oddzielnym

zalgczniku.

A. Wykaz i omoéwienie publikacji naukowych opublikowanych przed uzyskaniem

stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Prace oryginalne:

A.l Arciszewski MB, Flieger S, Zacharko A. Nucleus intermediomedialis rdzenia
kregowego w okresie prenatalnym u konia. Annales Universitatis Mariae Curie-

Sktodowska sectio DD 1999; 54: 1-9.
Punkty MNiSW = 2

Udzial szacuje na 30%. MJj wkiad polegal na wykonaniu czesci barwien

laboratoryjnych oraz wspotpracy przy przygotowaniu manuskryptu.
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A2

A3.

A4

AL,

A.6.

Arciszewski MB, Flieger S, Zacharko A. Nucleus intermediolateralis w rdzeniu
kregowym u konia w okresie prenatalnym. Annales Universitatis Mariae Curie-

Sktodowska sectio DD 1999; 54: 11-17.
Punkty MNiSW = 2

Udzial szacuje na 30%. Moj wkiad polegal na wykonaniu czesci barwien

laboratoryjnych oraz wspotpracy przy przygotowaniu manuskryptu.

Boratynski Z, Flieger S, Zacharko A, Strzatka B, Wrona Z, Luszczewska I. Badania
nad lokalizacja os$rodkow nerwowych dla jajnika i jajowodu u suki. Medycyna

Weterynaryjna 1999; 55: 604-607.
Punkty MNSiw =7, IF = 0,188

Udzial szacuje na 15%. Moj wklad polegal na wspoludziale przy zabiegach
operacyjnych, wykonaniu czesci barwien laboratoryjnych oraz analizie uzyskanych

wynikow.

Boratynski Z, Flieger S, Strzalka B, Zacharko A, Wrona Z. Sources of the
autonomic and afferent fibres in the horns and body of the uterus in dog. Bulletin

Veterinary Institute in Pulawy 2000; 44: 79-85.
Punkty MNSiW =7, IF = 0,250

Udzial szacuje na 20%. Moj wkiad polegal na wspotudziale przy zabiegach
operacyjnych, wykonaniu barwien laboratoryjnych, analizie uzyskanych wynikow

oraz wspolpracy przy przygotowaniu manuskryptu.

Flieger S, Boratynski Z, Zacharko A, Strzatka B, Wrona Z. Localization of the
autonomic nerve centres of the uterine cervix in dogs. Bulletin Veterinary Institute in

Pulawy 2000; 44: 87-93.
Punkty MNSiW = 7, IF = 0,250

Udzial szacuje na 20%. Moj wklad polegal na wspotudziale przy zabiegach
operacyjnych, wykonaniu barwien laboratoryjnych, analizie uzyskanych wynikow

oraz wspolpracy przy przygotowaniu manuskryptu.

Jastrzebski M, Zacharko A, Krakowska I, Arciszewski MB. Budowa 1 topografia

przywspotczulnego oraz dwuznacznego jadra nerwu jezykowo-gardlowego i
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AT,

A.8.

A.9.

btednego u renifera (Rengifer tarandus L.). Annales Universitatis Mariae Curie-

Sktodowska sectio C 2000; 50: 19-24.
Punkty MNiSW = 3

Udzial szacuje na 20%. Moj wkiad polegal na wykonaniu czesci barwien

laboratoryjnych oraz wspotpracy przy przygotowaniu manuskryptu.

Boratynski Z, Flieger S, Arciszewski MB, Zacharko A, Strzatka B. Autonomiczne
osrodki nerwowe unerwiajace gruczot sutkowy u suki. Acta Scientiarum Polonorum

— Medicina Veterinaria 2002; 1: 97-106.
Punkty MNiSW = 4

Udzial szacuje na 10%. Moj wkiad polegal na wspotudziale przy zabiegach

operacyjnych oraz wykonaniu czesci barwien laboratoryjnych.

Boratynski Z, Flieger S, Zacharko A, Strzatka B, Arciszewski MB, Matysek M.
Afferentne o$rodki nerwowe gruczolu sutkowego u suki. Acta Scientiarum
Polonorum — Medicina Veterinaria 2003; 2: 3-10.

Punkty MNiSW = 4

Udzial szacuje na 10%. MOJj wklad polegal na wspotudziale przy zabiegach

operacyjnych oraz wykonaniu czesci barwien laboratoryjnych.

Arciszewski MB, Zacharko A. Distribution of sympathetic and afferent neurones
innervating the submandibular gland in the sheep. Anatomia Histologia Embryologia

2003; 32: 316-319.
Punkty MNiSW = 11, IF = 0,709

Udziat szacuje na 40%. Moj wkiad polegal na wspotudziale przy zabiegach iniekcji

tracera, pobieraniu materiatu badawczego, wspotredakcji manuskryptu.

Doniesienia zjazdowe:

A.10.

Flieger S, Boratynski Z, Strzatka B, Zacharko A. Eksperymentalne badania nad lokalizacjg osrodkow
nerwowych autonomicznych dla narzadéw rozrodczych i gruczotu sutkowego u suki. Sesja naukowa -
Stan badan naukowych w weterynarii w $wietle wynikéw uzyskanych w zakonczonych i
realizowanych projektach badawczych finansowanych przez KBN. Putawy, 1998, 10-11 grudzien
1998, Materiaty sesji naukowej s. 8
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A.11.  Arciszewski MB, Flieger S, Zacharko A. Sympathetic and parasympathetic centres in the spinal cord
of the horse in prenatal period. XVIII™ Zjazd Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, £.6dz, 25-28
Czerwiec 1999, Folia Morphologica (Warsz.) Suppl. 1: 58.

A.12.  Zacharko A, Flieger S, Boratynski Z, Strzatka B, Wrona Z, Luszczewska I. Experimental
investigation on localization of nerve centres in ovary and oviduct in dog. Xvir® Zjazd Polskiego
Towarzystwa Anatomicznego, £.6dz, 25-28 Czerwiec 1999, Folia Morphologica (Warsz.) Suppl. 1: 58.

A.13.  Strzalka B, Flieger S, Boratynski Z, Zacharko A, Wrona Z, Luszczewska 1. Experimental
investigation on the localization of the nerve centres in horns and uterus body in dog. XVIII" Zjazd
Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, £6dz, 25-28 Czerwiec 1999, Folia Morphologica (Warsz.)
Suppl. 1: 58.

A.14.  Arciszewski MB, Flieger S, Zacharko A. Nucleus parasympathicus nervi vagi et glossophayngei u
ptakow. XI Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Lublin, 21-23 Wrzesien 2000,
Annales Universitatis Mariae Curie-Sktodowska sectio DD 55/A: 31.

A.15.  Boratynski Z, Flieger S, Strzatka B, Wrona Z, Zacharko A, Luszczewska 1. Do$wiadczalne badania
nad lokalizacja o$rodkow nerwowych dla jajnika i jajowodu u suki. XI Kongres Polskiego
Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Lublin, 21-23 Wrzesien 2000, Annales Universitatis Mariae
Curie-Sktodowska sectio DD 55/A: 36.

A.16.  Flieger S, Strzatka B, Zacharko A, Wrona Z. Badania nad lokalizacja o$rodkéw nerwowych dla
rogéw 1 trzonu macicy u suki. XI Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych, Lublin,
21-23 Wrzesien 2000, Annales Universitatis Mariae Curie-Skltodowska sectio DD 55/A: 43.

A.17.  Zacharko A, Arciszewski MB, Flieger S. Structure and topography of motor nucleus of the facial
nerve in the parrot. XXIII Congress of the European Association of Veterinary Anatomists, Olsztyn,
16-19 July 2000, Poland, Polish Journal of Veterinary Sciences, Suppl. 3: 53.

A.18.  Arciszewski MB, Flieger S, Zacharko A. Structure and localization of nucleus parasympathicus nervi
IX et X in parrot. XIX" Zjazd Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Wroclaw, 24-26 Czerwiec
2001, Folia Morphologica (Warsz.) 60: 173.

A.19. Flieger S, Boratynski Z, Zacharko A, Strzatka B, Wrona Z. Localization of the autonomic nerve
centres of the uterine cervix in dog. XIX™ Zjazd Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Wroctaw,
24-26 Czerwiec 2001, Folia Morphologica (Warsz.) 60: 123.

A.20.  Arciszewski MB, Zacharko A. Kolokalizacja TH i DBH we wspotczulnych neuronach zaopatrujacych
$linianke podzuchwowg u owcy. XXXIX Sympozjum Polskiego Towarzystwa Histochemikow i
Cytochemikow, Wroctaw, 18-20 Wrzesien 2003, Streszczenia str. 4

Po rozpoczeciu pracy w charakterze asystenta naukowo badawczego zostatam wigczona do
projektow naukowych realizowanych w 6wczesnym zespole prof. dr hab. Stanistawa Fliegera.
Moj dorobek naukowy z okresu poprzedzajacego uzyskanie stopnia doktora nauk
weterynaryjnych obejmuje 20 publikacji naukowych. W zakres tego dorobku wchodzi 9 prac
oryginalnych opublikowanych w krajowych 1 zagranicznych czasopismach naukowych.
Sposréd wymienionych publikacji 4 opublikowane s3 w czasopismach indeksowanych na
liscie A bazy JCR. Sumaryczny IF dla tych czasopism wynosi 1,397, za$ liczba punktéw jakie
owczesnie przyznawato MNiSW za publikacje naukowe wynosi 47. Dorobek uzupetnia 11
doniesien zjazdowych prezentowanych podczas krajowych kongresow naukowych. W trakcie
mojej dotychczasowej pracy naukowej wszystkie moje zainteresowania badawcze
koncentrowaly si¢ wokot aspektow zwigzanych z budowa szeroko pojetego uktadu

nerwowego (neuroanatomia). Stad tez pierwsze swoje szlify naukowe zdobywatam opisujac
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w tradycyjny sposob struktury CNS zwierzat domowych 1 dzikozyjacych, przy czym prace te
oprécz wartosci naukowej jednoczesnie stuzyly jako narzgdzie do nauki i poprawy mojego
warsztatu naukowego. Jednoczesnie swoja prace naukowa prowadzitam biorac udziat jako
wykonawca w realizacji, kierowanych przez prof. dr hab. Stanistawa Fliegera, dwodch
projektow grantowych uzyskanych z 6wczesnego KBN. Gloéwnym celem tych projektow byto
eksperymentalne ustalenie zrédet unerwienia autonomicznego (wspodtczulnego) dla
poszczeg6lnych narzadéw uktadu rozrodczego oraz gruczotu sutkowego suki. W okresie tuz
przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych podj¢tam (trwajaca do dzis)
wspotprace z prof. dr hab. Marcinem Arciszewskim, w ramach ktorej wspolnie
poszukiwaliSmy m.in. Zrédet unerwienia eferentnego i aferentnego $linianki podzuchwowe;j

owcy.

Jednym z moich pierwszych celow badawczych bylo opisanie lokalizacji i struktury
komoérkowej osrodkow autonomicznego uktadu nerwowego (jadra posrednio-bocznego 1 jadra
posrednio-przysrodkowego) u konia w okresie prenatalnym (A.1, A.2, A.11). Do realizacji
tych badan wykorzystano klasyczne metody barwien histologicznych preparatow
parafinowych (Nissla oraz Kliivera-Barrery) wykonanych z rdzenia krggowego. Swoje
zainteresowania budowa autonomicznego uktadu nerwowego na poziomie centralnym
kontynuowatam badajac lokalizacje i budowe jader nerwowych CNS ssakow i ptakow. Przy
uzyciu metod analogicznych jak powyzej zostaly scharakteryzowane pod katem
anatomicznym jadra przywspotczulne oraz dwuznaczne nerwu j¢zykowo-gardlowego i
btednego u renifera (A.6) i niektorych ptakéw (A.14, A.18) czy jadro ruchowe nerwu
twarzowego papugi (A.17).

Kolejnym kierunkiem badan, w ktorym uczestniczytam przed uzyskaniem stopnia doktora
nauk weterynaryjnych byty kwestie zwigzane z unerwieniem zenskich narzadow rozrodczych.
Do realizacji badan postuzono si¢ stosowang dwczesnie przez zespot prof. dr hab. Stanistawa
Fliegera technikg tzw. ,,degeneracji wstecznej”. Metoda ta zaktadata, ze po eksperymentalnym
usuni¢ciu badanego narzadu dochodzi jednoczesnie do aksotomii unerwiajacych go komorek
nerwowych. Wobec tego dochodzi takze do zamian degeneracyjnych w zwojach nerwowych
stanowigcych potencjalne Zrédto unerwienia badanego narzadu. Lokalizacja morfologicznie
zdegenerowanych komorek zwojowych w okreslonym okresie poekstyrpacyjnym pozwalata

na odpowiedz o zrodla unerwienia narzadu. W ten sposob badano u suki zrodla unerwienia
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autonomicznego dla jajnika i jajowodu (A.3, A.10, A.12, A.15), rogdéw 1 trzonu macicy (A.4,
A.13, A.16) oraz szyjki macicy (A.S, A.19). W oddzielnym eksperymencie badano tez zrodta

unerwienia autonomicznego (A.7) i czuciowego (A.8) dla gruczotu stukowego suki.

Po uzyskaniu doswiadczenia w technice preparacyjnej 1 wiedzy z zakresu budowy uktadu
nerwowego doskonalitam swd@j warsztat naukowy poprzez kontakty naukowe, ktore
zaowocowaly stazem naukowym w kierowanej przez prof. dr hab. Mirostawa takomego,
Katedrze Morfologii Funkcjonalnej, UWM w Olsztynie. Tam tez poznalam technike
wstecznego znakowania neurondéw przy uzyciu flurescencyjnych traceréw neuronalnych
(m.in. Fast Blue; FB) 1 technik¢ pojedynczych 1 podwdjnych  barwien
immunohistochemicznych z wykorzystaniem przeciwcial mono- i poliklonalnych. Zdobyta
wiedze wykorzystalam do ustalenia zrodet pochodzenia eferentnych (wspotczulnych) oraz
aferentnych (czuciowych) neuronéw zaopatrujacych §linianke podzuchwowa owcy (A.9).
Réwnoczesnie przy uzyciu podwodjnych barwien immunofluorescencyjnych zainicjowatam
prace nad kodowaniem chemicznym wspodtczulnych neurondw zaopatrujacych $linianke
podzuchwowa owcy gltownie pod katem ekspresji w nich markerow toru syntezy
katecholamin (A.20). Finalnie, zdobyte wumiej¢tnosci 1 doswiadczenie badawcze
wykorzystatam do realizacji pracy doktorskiej pod kierunkiem dr hab. Zbigniewa
Boratynskiego. Rozprawa doktorska pt. ,,Ustalenie autonomicznych oraz trzewno-czuciowych
osrodkow nerwowych dla gruczotu krokowego psa” miata na celu ustalenie przy uzyciu
tracera retrogradowego FB, ktore ze wspotczulnych i czuciowych zwojow nerwowych
stanowig zrodlo unerwienia gruczolu krokowego psa. Jednocze$nie wyznakowane wstecznie
neurony FB-pozytywne charakteryzowano okreslajagc ich kodowanie chemiczne, tj.

precyzujac zakres wystepowania neurotransmiteroOw 1 neuropeptydow.

B. Wykaz i omoéwienie publikacji naukowych opublikowanych po uzyskaniu stopnia

doktora nauk weterynaryjnych

Prace oryginalne:

B.1. Arciszewski MB, Zacharko A, Lalak R. Co-expression of tyrosine hydroxylase,
dopamine beta-hydroxylase and neuropeptide Y in the sympathetic neurons
projecting to the submandibular gland in the sheep. Anatomy and Embryology 2004;
208: 161-167.
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B.2.

B.3.

B.4.

B.5.

B.6.

Punkty MNiSW = 20, IF = 1,559

Udziat 30%. Moj wkiad polegal na wspotudziale przy zabiegach iniekcji tracera,
pobieraniu materiatu badawczego, wykonaniu barwien immunohistochemicznych,
wspotredakcji manuskryptu.

Zacharko A, Arciszewski MB, Wasowicz K. Origin of the primary efferent neurons
projecting to the prostate of the dog. Annals of Anatomy 2004; 186: 349-356.

Punkty MNiSW = 10, IF = 0,540

Udziat 60%. Moj wkiad polegatl na opracowaniu koncepcji badan, iniekcji tracera
retrogradowego, wykonaniu barwien immunohistochemicznych, opracowaniu
statystycznym uzyskanych wynikow, redakcji manuskryptu.

Arciszewski MB, Zacharko A. Origin and chemical coding of primary afferent
neurones supplying the prostate of the dog. Anatomia Histologia Embryologia 2004;
33:326-333.

Punkty MNiSW =10, IF = 0,625

Udziat 70%. Moj wkiad polegal na opracowaniu koncepcji badan, iniekcji tracera
retrogradowego, wykonaniu barwien immunohistochemicznych, opracowaniu
statystycznym uzyskanych wynikow, redakcji manuskryptu.

Flieger S, Arciszewski MB, Zacharko A. Wldkna nerwowe SP-immunoreaktywne w
gruczotach opuszkowo-cewkowych tryka. Medycyna Weterynaryjna 2004; 60: 1110-
1113.

Punkty MNiSW =7, IF = 0,285

Udziat 30%. Moj wkiad polegal na pobraniu materiatu, wykonaniu barwien
immunohistochemicznych, interpretacji i opracowaniu uzyskanych wynikow, redakcji
manuskryptu.

Arciszewski MB, Zacharko-Siembida A. A co-localization study on the ovine
pancreas innervation. Annals of Anatomy 2007; 189: 157-167.

Punkty MNiSW = 10, IF = 0,817

Udzial 40%. Moj wkiad polegal na pobieraniu materiatu badawczego, wykonaniu

barwien immunohistochemicznych, dokumentacji wynikow badan.

Arciszewski MB, Zacharko-Siembida A. Cholinergic innervation of the pancreas in
the sheep. Acta Biologica Hungarica 2007; 58: 151-162.
Punkty MNiSW = 10, IF = 0,447
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B.7.

B.8.

B.9.

B.10.

Udziat 40%. Moj wkiad polegal na, pobieraniu materiatu badawczego, wykonaniu

barwien immunohistochemicznych, dokumentacji wynikow badan.

Arciszewski MB, Stefaniak M, Zacharko-Siembida A, Catka J. Aquaporin 1 water
channel is expressed on submucosal but not myenteric neurons from the ovine
duodenum. Annals of Anatomy 2011; 193: 81-85.

Punkty MNiSW = 20, IF = 1,861

Udziat 20%. Moj wkiad polegal na pobieraniu materiatu badawczego, wykonaniu

hodowli neuronalnych i barwien immunohistochemicznych, dokumentacji wynikow

badan.

Zacharko-Siembida A, Valverde Piedra JL, Szymanczyk S, Arciszewski MB.
Immunolocalization of NOS, VIP, galanin and SP in the small intestine of suckling
pigs treated with red kidney bean (Phaseolus vulgaris) lectin. Acta Histochemica
2013;115: 219-225.

Punkty MNiSW =15, IF = 1,760

Udzial 60%. Moj wklad polegal na opracowaniu koncepcji badan, pobieraniu
materiatu  badawczego, — wykonywaniu  barwien  immunohistochemicznych,

interpretacji uzyskanych wynikow, wspotredakcji manuskryptu.

Zacharko-Siembida A, Valverde Piedra JL, Arciszewski MB. Changes in expression
of calbindin 28 kDa in the small intestine of red kidney bean (Phaseolus vulgaris)
lectin-treated suckling piglets. Polish Journal of Veterinary Sciences 2013; 16: 201-
209.

Punkty MNiSW = 20, IF = 0,712

Udziat 60%. Moj wklad polegal na opracowaniu koncepcji badan, pobieraniu
materiatu  badawczego, — wykonywaniu  barwien  immunohistochemicznych,

interpretacji uzyskanych wynikow, wspotredakcji manuskryptu.

Zacharko-Siembida A, Valverde Piedra JL, Strzatka B, Arciszewski MB. Red
kidney bean (Phaseolus vulgaris) lectin stimulation increases the number of
enterochromaffin cells in the small intestine of suckling piglets. Bulletin Veterinary
Institute in Pulawy 2014; 58: 289-294.

Punkty MNiSW = 15, IF = 0,357
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Udzial 60%. MJj wklad polegal na opracowaniu koncepcji badan, pobieraniu
materiatu  badawczego, — wykonywaniu  barwien  immunohistochemicznych,
interpretacji uzyskanych wynikow, wspotredakcji manuskryptu.

B.11. Matysek M, Mozel S, Szalak R, Zacharko-Siembida A, Obszanska K, Arciszewski
MB. Effect of feeding with bilberry fruit on the expression pattern of aCaMKII in
hippocampal neurons in normal axnd diabetic rats. Polish Journal of Veterinary
Sciences 2017; 20: 313-319.

Punkty MNiSW = 20, IF>p;6 = 0,697
Udziat 20%. Moj wklad polegal na pobieraniu materiatu badawczego i wykonaniu
analizy statystycznej.

B.12. Kulik P, Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. The localization of primary
efferent sympathetic neurons innervating the porcine thymus — a retrograde tracing
study. Acta Veterinaria Brno 2017; 86: 117-122.

Punkty MNiSW =20, IF ;6 = 0,415
Udziat 40%. Moj wkiad polegal na wykonaniu zabiegu iniekcji tracera, pobieraniu
materiatu badawczego i wspotredakcji manuskryptu.

B.13. Sienkiewicz W, Dudek A, Zacharko-Siembida A, Marszalek M.
Immunohistochemical characterization of the jugular (superior vagal) ganglion in the
pig. Polish Journal of Veterinary Sciences 2017; 20: 377-385.

Punkty MNiSW =20, IF ;6 = 0,697
Udziatl 25%. Moj wktad polegal na wykonaniu barwien immunohistochemicznych,
interpretacji wynikow badan.

B.14. Gorska A, Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Leucine-enkephalin is co-
expressed with substance P, galanin and somatostatin in the ovine pancreas.
Veterinarski Arhiv 2017; 87: 585-595.

Punkty MNiSW =15, IF 3916 = 0,302
Udziat 40%. Moj wkiad polegal na pobieraniu materiatu badawczego, wykonaniu

barwien immunohistochemicznych, interpretacji wynikow badan.

Doniesienia zjazdowe:
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B.15

B.16

B.17

B.18.

B.19

B.20

B.21

B.22

B.23

B.24

B.25

B.26

Arciszewski MB, Zacharko A, Lalak R. Neuropeptide Y expression in the noradrenergic neurons
projecting to the submandibular gland in the sheep. A combined retrograde tracing and
immunohistochemistry study. 3™ International and 28" European Peptide Symposium, Prague, 5-10
September 2004, Czech Republic, Journal of Peptide Science 10 (Suppl.): 169.

Zacharko-Siembida A. Distribution of SP-immunoreactive neuronal elements in the pancreas of the
sheep. Zjazd Polskiego Towarzystwa Anatomicznego i XLII Sympozjum Polskiego Towarzystwa
Histochemikéw i Cytochemikow, Poznan, 5-7 Wrzesien 2007, Folia Morphologica (Warsz.) 66: 262.
Arciszewski MB, Zacharko-Siembida A. AQP1 is expressed in ENS of the ovine duodenum. XXVIIIth
Congress of the European Association of Veterinary Anatomists, Paris, 28-31 July 2010, France,
Anatomia Histologia Embryologia 39: 263.

Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Ekspresja peptydu uwalniajacego gastryne (GRP) w trzustce
owcy. XLV Sympozjum Polskiego Towarzystwa Histochemikow i Cytochemikow, Lublin, 12-14
Wrzesien 2011, Materiaty konferencyjne str. 99.

Zacharko-Siembida A, Valverde Piedra JL, Szymanczyk S, Arciszewski MB. Changes in neuropeptides
expression in enteric neurons of the small intestine of lectin-stimulated piglets. XXXI Congress of the
Polish Anatomical Society, Dolina Charlotty, 27-30 Czerwiec 2013, Materiaty konferencyjne str. 36
Zacharko-Siembida A, Kulik P, Arciszewski MB. Coexpression of CART with SP, GRP, NPY and
galanin in the stomach of the wild boar. XXXI Congress of the Polish Anatomical Society, Dolina
Charlotty, 27-30 Czerwiec 2013, Materiaty konferencyjne str. 94

Zacharko-Siembida A, Kulik P, Szalak R, Lalak R, Arciszewski MB. Immunoreactivity of cocaine- and
amphetamine-regulated transcript (CART) in the lumbar dorsal root ganglia of the pig. XLVII
Symposium of the Polish Society for Histochemisty and Cytochemistry, Olsztyn, 4-6 wrzesien 2013,
Materiaty konferencyjne str. 96

Zacharko-Siembida A, Valverde Piedra JL, Arciszewski MB. The expression of calbindin D-28k in the
small intestine of lectin-treated piglets. XLVII Symposium of the Polish Society for Histochemisty and
Cytochemistry, Olsztyn, 4-6 wrzesien 2013, Materiaty konferencyjne str. 97

Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Changes in expression of serotonin in the small intestine of red
kidney bean (Phaseolus vulgaris) lectin-stimulated suckling piglets. XXXth Congress of the European
Association of Veterinary Anatomists, Cluj-Napoca, Romania 23-26 July 2014, Anatomia Histologia
Embryologia 43 (Suppl. 1): 99

Zacharko-Siembida A, Kulik P, Arciszewski MB. Localization of Fast Blue- and Dil-labelled efferent
sympathetic neurons projecting to the thymus of the pig. XXIV International Symposium on
Morphological Sciences, Istanbul, Turkey, 2-6 September 2015, Anatomy 2015; 9 (Suppl 2): S133.
Matysek M, Mozel S, Szalak R, Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Immunoreactivity to
aCaMKII in the enthorinal cortex in rats fed with bilberry fruit. XV Kongres Polskiego Towarzystwa
Nauk Weterynaryjnych, Lublin, 22-24 wrze$nia 2016, Materiaty kongresowe str. 52

Olejarska A, Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Leucine-enkephalin immunoreactivity in the
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B.27 Radlinska A, Zacharko-Siembida A, Arciszewski MB. Immunoreactivity to cocaine- and amphetamine-
regulated transcript (CART) in the pelvic ganglia of the pig. XXXIth Conference of the European
Association of Veterinary Anatomists, Viena, Austria, 27-30 July 2016, Anatomia Histologia
Embryologia 45 (Suppl. 1): 64-65

Catosciowo moj dorobek naukowy z okresu po uzyskaniu stopnia doktora nauk
weterynaryjnych obejmuje 32 publikacji naukowych. Do dorobku tego zalicza si¢ 19 prac
oryginalnych (z czego 5 prac stanowi osiggni¢cie w rozumieniu w art. 16. ust 2 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. ,,0 stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki”), opublikowanych wylacznie w czasopismach naukowych z listy JCR.
Sumaryczny IF dla tych czasopism wynosi 14,445, za$ liczba punktow MNiSW za publikacje
naukowe wynosi 290. Dorobek uzupetnia 13 doniesien zjazdowych prezentowanych podczas
krajowych i miedzynarodowych kongresow naukowych. Bioragc pod uwage przedstawione
parametry bibliometeryczne mojego dorobku naukowego, moge $miato stwierdzi¢, ze zostat
on zwielokrotniony w okresie po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych, co

ilustruje tabela ponize;j.
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przed nadaniem stopnia doktora

po nadaniu stopnia doktora nauk

nauk weterynaryjnych weterynaryjnych
Prace oryginalne Liczba S;ll;n 1\?;1111\1111;?;] Liczba | Sum IF ;[lll\;lll;?);/
Czasopisma z listy A bazy JCR 4 1,397 32 19 14,070 290
Pozostate czasopisma 5 - 15 0 - -
Razem 9 1,397 47 19 14,070 290
Komunikaty zjazdowe Hos¢ Ilos¢
Krajowe 11 8
Zagraniczne 0 5
Razem 11 13

W mojej biezacej pracy naukowej, (tj. od momentu uzyskania stopnia doktora nauk

weterynaryjnych do chwili obecnej) daje si¢ wyrdzni¢ 4 podstawowe problemy badawcze.

Dominujacg wigkszo$¢ z moich badan przeprowadzilam we wspdlpracy z prof. dr hab.

Marcinem Arciszewskim. Zagadnienia, ktorymi si¢ interesowatam w szerokim kontek$cie

dotyczyly:

1. Ustalenia zrddet

zaopatrujacych narzady wewnetrzne zwierzat domowych

wyjs$cia

aferentnych

i eferentnych witdkien nerwowych

2. Badan nad ekspresja zwigzkow biologicznie aktywnych w narzadach wewnetrznych

3. Wplywu czynnikdéw zywieniowych na ekspresj¢ zwigzkow biologicznie aktywnych w

neuronach obwodowego i centralnego uktadu nerwowego

4. Badan kodu chemicznego neuronéw zwojow nerwu blednego

Ad. 1.

Zaraz po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych moja aktywno$¢ naukowa

skoncentrowala si¢ w pierwszej kolejnosci na kontynuacji rozpoczetego projektu grantowego

dotyczacego kwestii pochodzenia i kodowania chemicznego neurondéw zaopatrujacych

Sliniankg¢ podzuchwowa owcy. Jak wspomniatam pierwszy etap badan majacy na celu

wyznakowanie przy uzyciu tracera FB neuronow wspotczulnych i czuciowych zaopatrujacych
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gruczot zostal zakonczony przed uzyskaniem przeze mnie stopnia doktora. Dlatego kolejnym
etapem badan byla charakterystyka immunohistochemiczna neurondéw FB-pozytywnych
obecnych w zwoju szyjnym doczaszkowym (z ang. superior cervical ganglion; SCG) oraz
zwoju szyjnym s$rodkowym (z ang. middle cervical ganglion, MCG) owcy pod katem
zawartosci neurotransmiteréw 1 neuropeptydow (B.1, B.15). Badania pozwolily na
wykazanie, ze zarobwno w SCG jak i1 MCG istnieja wtorne subpopulacje neuronéw FB-
pozytywnych. Dominujaca wigkszos¢ (okoto 90-97,5%) z neurondéw zaopatrujacych $linianke
to neurony noradrenergiczne, bowiem wykazuja jednoczesng ekspresjc TH oraz DBH.
Nieznaczna subpopulacja neuronéw FB-pozytywnych nie zawierata obu markerow
noradrenergicznych (okoto 2,5% w SCG oraz 10% w MCGQG). W dalszej kolejnosci populacja
FB-pozytywnych neurondéw noradrenergicznych zostata podzielona wtornie, mniej wiecej po
polowie, na subpopulacje zawierajaca dodatkowo NPY badZz tez nie. Jednak w obydwu
badanych zwojach stwierdzono takze niewielkie odsetki neurondéw FB-pozytywnych
zawierajacych NPY, ale nie TH (okoto 2,5% w SCG oraz okoto 7% w MCG). Ostatnig
subpopulacje neuronéw FB-pozytywnych stanowity te, ktore nie zawieraty ani TH ani NPY
(2-6%). Kolejnym etapem pracy naukowej bylo zbadanie przy uzyciu podwojnych barwien
immunohistochemicznych jakie zwiazki biologicznie aktywne obecne sa w neuronach
eferentych oraz aferentnych projektujacych do gruczotu krokowego psa (B.2, B.3). Do
znakowania neurondw zaopatrujacych prostate uzyto tracera retrogardowego FB. FB-
pozytywne neurony zwoju krezkowego doogonowego (z ang. caudal mesenteric ganglion,
CaMQ@G), zwojow pnia wspodtczulnego oraz zwojow PP badano na obecno$¢ w nich TH oraz
DBH. Wyniki wskazaty na zrédta pochodzenia neurondéw eferentnych unerwiajacych prostate
psa oraz uwidocznity udziat poszczegdlnych zwojow w catosciowym eferentnym unerwieniu
narzadu. Dodatkowo wykazano, ze w badanych zwojach wspotczulnych ponad 95% FB-
pozytywnych neurondéw to neurony noradrenergiczne, podczas gdy w PP odsetek FB-
pozytywnych neuronéw immunoreaktywnych na TH 1 DBH wynosit okoto 70% (co sugeruje,
ze pozostate neurony FB-pozytywne moga mie¢ cholinergiczny charakter). W dalszym etapie,
przeprowadzone badania nad pochodzeniem i kodem chemicznym neuronow aferentnych
unerwiajacych prostate psa uwidocznity populacje FB-pozytywnych neuronéw w DRG
odcinka L,-Ls (okolo 60%) oraz S;-Ca; (okoto 40%). Analiza kodowania chemicznego
wyznakowanych neuroné6w wykazata powszechng w nich obecno$¢ SP oraz CGRP (od okoto

40% do 50% wszystkich badanych neurondéw). Neurony FB-pozytywne zawierajace tylko
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jeden z badanych zwigzkéw (badz SP badz CGRP) stanowily nieznaczne okolo 15%
subpopulacje. Dodatkowe barwienia uwidocznity, ze galanina obecna jest jedynie w §rednio
okoto 10% subpopulacji neuronow FB-pozytywnych 1 zwigzek ten powszechnie
wspotwystepuje z SP. Nastepne badania tracingowe dotyczyty kwestii eferentnego unerwienia
grasicy $wini (B.12, B.24). W eksperymencie tym zastosowano dwa rdzne tracery
retrogradowe (tj. FB oraz Dil), ktore byly wstrzykiwane do réznych ptatow grasicy. Analiza z
uzyciem mikroskopu flurescencyjnego wykazata, ze neurony FB-pozytywne obecne byly w
unilateralnym SCG (okoto 80%) oraz MCG (okoto 20%), podczas gdy neurony Dil-
pozytywne lokalizowaty si¢ (w podobnych proporcjach jak w przypadku FB) w
unilateralnych SCG i MCG, z ta réznica ze dodatkowo okoto 1,5% wyznakowanych
neuronéw obecnych bylo w unilateralnym zwoju szyjno-piersiowym (z ang. cervicothoracic
ganglion; CTG). Badania wskazaty na znaczenie doboru odpowiedniego tracera do badan nad

unerwieniem grasicy.

Ad. 2. Nie mniej istotng od kwestii lokalizacji neurondw zwojowych zaopatrujacych
poszczegblne narzady wewnetrzne jest kwestia rozmieszczenia i kodu chemicznego widkien
nerwowych w samych narzadach. Bardzo czgsto polozenie wtokien nerwowych oraz ich kod
chemiczny determinuje wptyw ukladu nerwowego na czynno$¢ narzadu. Dlatego tez w
ramach prowadzonych przeze mnie badan podjelam si¢ ustalenia schematu dystrybucji
wlokien nerwowych SP-immunoreaktywnych w gruczotach opuszkowo-cewkowych samca
owcy (B.4). Analiza mikroskopowa wykazata, Ze w gruczotach opuszkowo-cewkowych tryka
obecne sa jedynie pojedyncze widkna SP-IR polozone w warstwie §luzowej oraz warstwie
migsniowe], a takze nieliczne wtokna koncentrujace si¢ wokot naczyn krwionosnych. Badania
kolokalizacyjne wykazatly, ze dominujaca wigkszos¢ z badanych widkien dodatkowo zawiera
CGRP. Z kolei czg$¢ z uwidocznionych CGRP-IR wtokien nerwowych nie zawierata SP.
Wyniki badan wskazuja na czuciowe pochodzenie tych wldkien jednak ze wzgledu na
lokalizacj¢ mozliwy jest takze udzial SP w regulacji kurczliwosci naczyn krwionos$nych
gruczotéw opuszkowo-cewkowych tryka. Problematyka noradrenergicznego,
cholinergicznego oraz peptydergicznego wewnatrzpochodnego unerwienia trzustki owcy
stanowita punkt wyjscia do kolejnych badan (B.S5, B.6, B.14, B.16, B.18, B.26). Przy
zastosowaniu uprzednio juz wykorzystywanych markerow noradrenergicznych mozliwe byto
wykazanie, ze wyspy, pecherzyki, tkanka taczna S$rddptatowa jak i naczynia krwiono$ne
trzustki owcy (ale nie przewody wyprowadzajac) sg obficie zaopatrzone we wtokna nerwowe
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TH-IR/DBH-IR. Z kolei widkna nerwowe cholinergiczne (zawierajace pecherzykowy nosnik
acetylocholiny; VAChT) obecne byty przede wszystkim wokot pecherzykow 1 w tkance
tacznej $rodptatowej. Zastosowanie szerokiego spektrum przeciwcial skierowanych
przeciwko neuropeptydom pozwolito na wizualizacj¢ w poszczegolnych czesciach trzustki
owcy witokien nerwowych zawierajacych NPY, VIP, SP, CGRP, GRP, enkefaliny oraz ich
wzajemne relacje w stosunku do wtokien noradrenergicznych i cholinergicznych. Wyniki
badan jednoznacznie wskazuja na mozliwy zré6znicowany wptyw neuropeptydéw na czynnos¢
egzokrynng 1 endokrynng trzustki owcy. Specyficzny kod chemiczny wiokien nerwowych
obecnych w trzustce owcy sugeruje istnienie wzajemnych interakcji pomiedzy
neuropeptydami wplywajacych na czynnos¢ sekrecyjng narzadu. Jednym z ciekawszych i
szeroko cytowanych moich badan bylo ustalenie czy w dwunastnicy owcy znajduja si¢
struktury immunoreaktywne na zwiazki z rodziny akwaporyn (z ang. aquaporins; AQP), a
precyzyjnie na akwaporyne 1 (AQP1). Opublikowane wyniki badan (B.7, B.17) wskazuja, ze
in vivo ekspresja AQP1 obecna jest w okoto 30% neurondéw podsluzowych dwunastnicy, ktore
dodatkowo zawieraja SP (ale nie VIP). Zaden z badanych neuronéw warstwy mig§niowe;
dwunastnicy nie zawieral AQP1. Ekspresja AQP1 zostata takze uwidoczniona w S$cianie
matych naczyn krwiono$nych/limfatycznych warstwy podsluzowej dwunastnicy owcy. W
celu odpowiedzi na pytanie czy AQPI bierze udzial w procesach neuroprotekcyjnych
wykorzystano pierwotne hodowle neuronalne in vitro. Jednak po 3, 6 1 9 dniach hodowli in
vitro, zaden z hodowanych neuronow warstwy mig$niowej nie wykazywat ekspresji AQP1, co
sugeruje, ze kanat ten nie uczestniczy w procesach plastycznosci neuronalnej. Kod chemiczny
wldkien nerwowych 1 neuronow uktadu nerwowego jelitowego badatam takze w odniesieniu

do zwierzat dzikozyjacych, takich jak dzik (B.20).

Ad 3. Do podjecia prac nad kolejnymi zagadnieniami badawczymi sktonity mnie doniesienia
wykazujace, ze skladniki Zywieniowe moga efektywnie wplywa¢ na procesy zwiagzane z
plastycznoscig neurondw zaréwno centralnego jak 1 obwodowego uktadu nerwowego. W ten
sposOb poprzez dostosowang diet¢ mozna starac si¢ przyspieszaC¢ np. procesy zwigzane z
dojrzewaniem przewodu pokarmowego lub ogolnie z pamigcig dlugo i krotkotrwata. Jednym
z takich zwigzkow, ktory zwraca od jakiego$ czasu uwagg badawczy jest lektyna (uzyskiwana
z fasoli czerwonej - Phaseolus vulgaris). W ramach prowadzonego eksperymentu,
trzydniowym prosigtom podawano jednorazowo wyciag z lektyny i badano fragmenty jelita
cienkiego (dwunastnicy, jelita czczego oraz jelita §lepego) pod katem ekspresji zwigzkow
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biologicznie aktywnych. Okazato si¢, ze lektyna nie wpltywa na zwarto§¢ w neuronach
warstwy mig¢sniowe;j jelita cienkiego neurotrasmieterow/neuropeptydéw takich jak: syntetaza
tlenku azotu (z ang. nitric oxide synthase; NOS), VIP, SP czy galanina. Jednak podanie
lektyny spowodowalo wyrazny wzrost ekspresji NOS 1 spadek ekspresji VIP w neuronach
podsluzowych jelita cienkiego. Dodatkowo za wyjatkiem dwunastnicy w neuronach
podsluzowych obserwowano wzrost ekspresji galaniny oraz spadek ekspresji SP. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze regulacja neuronalna poprzez uzycie lektyny moze mie¢ duzy wptyw na
przebudowe przewodu pokarmowego prosigt w okresie odsadzeniowym (B.8, B.19). W
kolejnym etapie badan u prosigt, ktorym podawano lektyne badano poziom ekspresji
kalbindyny w poszczegdlnych odcinkach jelita cienkiego. Badana wykazaly, ze w
dwunastnicy i jelicie czczym (ale nie jelicie $lepym) zwierzat eksperymentalnych wystapit
wzrost ekspresji kalbindyny w neuroendokrynnych (NE) komoérkach immunoreaktywnych na
chromograning A (marker komoérek NE). W badaniach kolokalizacyjncyh wykazano, ze mata
populacja (okoto 5%) kalbindyno-pozytywnych komoérek NE zawiera takze somatostatyne.
Badane komorki nie zawieraly natomiast serotoniny, histaminy ani czynnika uwalniajacego
kortykotroping (z ang. corticotrophin releasing factor, CRF). Zmian w ekspresji kalbindyny
nie odnotowano w ukladzie nerwowym jelitowym. W ten sposéb odkryto nieznany
mechanizm interakcji pomi¢dzy podaniem lektyny a ekspresjg kalbindyny w komorkach NE u
prosiat w okresie odsadzeniowym (B.9, B.22). Moje zainteresowanie wzbudzito takze pytanie
czy poziom ekspresji serotoniny obecnej w komodrkach enterochromafinowych (EC) jelita
cienkiego moze ulega¢ zmianom po oddaniu lektyny. Wyniki badan wykazaty, ze stymulacja
lektyng spowodowata wzrost ilosci komorek EC jedynie w dwunastnicy prosiat, ale juz nie w
jelicie czczym 1 jelicie biodrowym. Co wigcej stymulacja lektyng nie wptyneta na poziom
zawartosci somatostatyny w komorkach EC dwunastnicy. U zwierzat kontrolnych nie
stwierdzono ekspresji CRF w nabtonku jelita cienkiego, a stymulacja lektyng takze nie
spowodowata widocznego wzrostu ekspresji tego zwigzku. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
serotonina rOwniez moze by¢ istotnym czynnikiem regulujacym w trakcie odsadzania prosiat
(B.10, B.23). W innym uktadzie do§wiadczalnym badalam wplyw wyciagu z owocu borowki
czarnej (zrodto antyoksydantdw) na poziom ekspresji alfa kinazy wapniowej II (z ang.
calcium-dependent protein kinaze II; aCaMKII) w neuronach hipokampa u szczurow z
cukrzyca. Badania wykazaly, ze u szczurow cukrzycowych neurony aCaMKII-IR ulegaty

czestej deformacji (skrocenie wypustek 1 obrzgk ciat komérkowych) natomiast podanie
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wyciggu z owocu borowki czarnej wizualnie wptywato na poprawe ich wygladu (wypustki
nerwowe byly dluzsze, a Srednica neuronéw mniejsza). Wyniki badan sugeruja, ze
antyoksydanty podawane w diecie mogg mie¢ wplyw na wapnio-zalezne procesy

neuroprotekcyjne wobec neuronéw hipokampa (B.11, B.25).

Ad 4. W ostatnim roku, w ramach krajowej wspotpracy naukowej podjetam si¢ takze
okreslenia charakterystyki neurochemicznej neuronéw zwoju blizszego (jarzmowego, z ang.
Jugular ganglion; JG) nerwu blednego swini (B.13). Zwoje nerwu blgdnego s3 znanym
zrédltem neuronéw aferentnych unerwiajgcych czuciowo szereg narzadow wewngtrznych.
Praca ta oprocz niewatpliwej wartosci poznawczej stanowi¢ moze takze punkt wyjscia do
dalszych badan nad plastycznoscig neuronéw obwodowych (w tym takze zwojow nerwu
btednego). Po wykonaniu barwienn immunohistochemicznych mozliwe bylo zdefiniowanie w
JG kilku subpopulacji neuronalnych, w tym: licznej CGRP-pozytywnej (okoto 57%); mniej
licznych: SP-pozytywnej (okoto 15%), VAChT-pozytywnej (okoto 26%), PACAP-pozytywnej
(okoto 15%), galanino-pozytywnej (okoto 15%), NPY-pozytywnej (okoto 12%); oraz
stosunkowo nielicznych: enkefalino-pozytywnej (okoto 5%), VIP-pozytywnej (okoto 6%),
NOS-pozytywnej (okoto 6%). W JG odnotowano takze obecnos¢ licznych widkien
nerwowych IR na CGRP oraz galanine i pojedyncze wiokna nerwowe zawierajace SP, PACAP

czy enekefaliny.

Tubin Ob. A0 Loy

f\

\

A wne ool S W\UdQ

44



