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1. Imie i Nazwisko
Agata Wawrzyniak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Uzyskany tytul: Magister

Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

Kierunek: biologia,

Specjalnos¢: biologia ogdlna,

Temat pracy dyplomowej magisterskiej: ,,Oddychanie tkankowe u robotnic pszczot w
warunkach zatrucia pyretroidem.”

Promotor: dr hab. Pawet Migula Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska w Katowicach

Data obrony: 09/06/1988r.

Kwalifikacje pedagogiczne do pracy nauczycielskiej

6 czerwca 1990 r. Akademia Rolnicza w Lublinie (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy w
Lublinie), Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

Uzyskany stopien: doktor nauk biologicznych

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk oZiemi,
Dyscyplina naukowa: biologia

Specjalnosc:nauki biologiczne

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Badania rozmieszczenia roznych typow oligodendrogleju i
obecnosci w nich zelaza w wybranych obszarach mozgu szczura.’’

Promotor:

prof. dr hab. Regina Cybulska, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w
Lublinie

Recenzent zewnetrzny:

dr hab. Antoni Gawron, prof. UMCS, Instytut Biologii UMCS w Lublinie

Recenzent zewnetrzny:

Prof. dr hab. Zygmunt Wyrzykowski, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej AR-T w Olsztynie
Data obrony: 22/09/1998r.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

3.1. Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

Od roku 1988 do dnia dzisiejszego - najpierw Akademia Rolnicza, a nast¢pnie Uniwersytet

Przyrodniczy w Lublinie na stanowiskach:

01/10/1988-01/10/1990 - asystent stazysta W Zaktadzie Histologii i Embriologii, Instytutu
Anatomii Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w Lublinie

01/10/1990/-01/11/1998 - asystent mianowany w Zaktadzie Histologii i Embriologii, Instytutu
Anatomii Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w Lublinie

01/11/1998-28/02/2017 - adiunkt w Zaktadzie Histologii i Embriologii Katedry Anatomii i
Histologii Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w

Lublinie

28/02/2017 — do chwili obecnej—starszy wyktadowca w Zaktadzie Histologii i Embriologii
Katedry Anatomii 1 Histologii Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie

3.2. Doskonalenie zawodowe (wybrane programy)

19/05/2014/-23/05/2014 - University of Pisa, Anatomia degli Animali Domestici, /Pisa / Italy
/Wtochy Erasmus Staff Mobility for Training. W ramach szkolenia zapoznatam si¢ ze
stosowanymi technikami  immunohistochemicznymi, immunofluorescencyjnymi oraz
metodami morfometrycznymi, zapoznatam si¢ z nowymi metodami badawania struktur

osrodkowego uktadu nerwowego, ktore mogtam wykorzysta¢ w mojej pracy naukowey.

22/08/2016-26/08/2016 - Uludag University /BURSA, Turcja Erasmus Staff Mobility for
Training. W ramach szkolenia zapoznalam si¢ z najnowszymi  metodami
dokomorowomoézgowego podawania hormondéw. W trakcie pobytu przeprowadzitam
pilotazowe badania wplywu dokomorowego podania apeliny na funkcje uktadu

pokarmowego. Zapoznatam si¢ z nowg procedura oznaczania pozioméw hormondéw we krwi.
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18/09/2017-22/09/2017 - Universidad de Santiago de Compostela, Center for Research in
Molecular Medicine and Chronic Diseases (CiMUS), Santiago de Compostela, Hiszpania
Erasmus Staff Mobility for Training. W ramach szkolenia zapoznatam si¢ z metodami iniekcji
hormonéw do jadra brzuszno-przysrodkowego(VMH) oraz jadra tukowatego podwzgédrza u

myszy i szczurow

25/09/2017-29/09/2017 - Litwa, Kowno, Lithuanian University of Health Sciences,
Department of Anatomy and Physiology Erasmus Staff Mobility for Training. W ramach
szkolenia zapoznatam si¢ z badaniami parametrow mikrobiologicznych zawartosci jelita

Slepego u szczurow Wistar.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego

Prowadzone przeze mnie badania koncentrujg si¢ na strukturach osrodkowego uktadu
nerwowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem jednego z typow komorek glejowych—
oligodendrocytow. Moim osiggnieciem naukowym, uzyskanym po otrzymaniu stopnia
doktora, jako wynik prowadzonych badan i stanowigcym znaczny wktad w rozwdj dyscypliny
naukowej Histologia, bedacym dzielem opublikowanym w catosci, jest autorska monografia
habilitacyjna 388 pt.: ,,Analiza poréwnawcza oligodendrocytéw w wybranych obszarach
moézgowia u norki amerykanskiej (Neovison vison), lisa rudego (Vulpes vulpes), konia
domowego (Equus caballus) i bydla domowego (Bos taurus)”, wydana przez
Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w 2017 roku (ISSN 1899-2374),
ktora wskazuje jako osiagnigcie wynikajace 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.).
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b) (autor, tytul publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy)

Autor: Agata Wawrzyniak
Prace opublikowano w Wydawnictwie Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w serii

Rozprawy Naukowe, Zeszyt 388, 2017r.

Recenzenci:

prof. zw. dr hab. n. biol. Tadeusz Kuder, Zaktad Anatomii Prawidtowej i Funkcjonalnej,

Instytutu Nauk Medycznych, Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach;

dr hab. Maciej Janeczek, prof. UPWr, Zaktad Fizjologii i Biostruktury Zwierzat, Wydziat

Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu

Udzial wiasny: Méj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
okresleniu celu i metodyki badan (wybor zwierzqt do badan, wybor metod laboratoryjnych),
udziale w zebraniu materiatu do badan, wykonaniu wszystkich badan laboratoryjnych
stuzgcych do zebrania wynikow badan, statystycznym opracowaniu wynikow badan oraz ich

pelnej interpretacji, napisaniu manuskryptu pracy. Moj udziat procentowy szacuje na 100%

Omowienie osiagni¢¢ stanowiacych podstawe postepowania habilitacyjnego
c) omowienie celu naukowego ww. pracy i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

W ciggu mojej pracy naukowej realizowatam prace badawcze i wnikliwe studia
literaturowe odnosnie biologii oligodendrocytow. Uzyskane rezultaty opublikowatam w
postaci monografii, ktora uwazam za swoje najwieksze osiggniecie w dotychczasowe]
dziatalnosci naukowej 1 przedktadam jako podstawe ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora

habilitowanego.

Wprowadzenie - przedmiot badan
Przedstawionym celem podjetych badan byto poréwnanie oligodendrocytéw (OLGs) u
samcOw 1 samic, zarowno wybranych gatunkéw zwierzat, a jednocze$nie zaprezentowanie
tych komorek glejowych w dziedzinie badan histologicznych. W niniejszej monografii w
oparciu o bogatg literature Swiatowg dokonatam przegladu cech przypisywanych OLGs, a
6



dr Agata Wawrzyniak AUTOREFERAT —ZAL£ACZNIK Ila

nastepnie udowodnitam, ze zaangazowanie tych komorek jest procesem fizjologicznym, ktory
przebiega w podobny sposob przez cate zycie osobnikow i aktywnie oddzialuje na neurony
oraz przemiany mieliny u samcéw i samic.
Dowody przeprowadzitam w oparciu
e wczesniejsze badania tych komorek glejowych prowadzone u samcow zwierzat
laboratoryjnych
e 7zbidr informacji dotyczacych OLGs
e okreslenie oddziatywania OLGs w roznych obszarach mézgowia ssakow, w ktérych sa
one zlokalizowane
e analiz¢ poréwnawczg u gatunkéw udomowionych oraz dziko zyjacych.
Efektem przeprowadzonych badan jest wnikliwa, analiza poréwnawcza tych komorek
glejowych u samcow i samic wybranych gatunkéw zwierzat, ktora laczy zagadnienia z
dziedziny histologii oraz fizjologii w kontekécie roli jaka odgrywaja te komorki w
osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) u ssakow.
Wstep
Mobzgowie cztowieka i zwierzat jest bardzo skomplikowanym biologicznym systemem
pod wzgledem cytoarchitektury, sieci neuronalnej, lokalizacji osrodkéw funkcjonalnych oraz
integracji.W uktadzie nerwowym ssakow istnieja dwie glowne grupy komorek: neurony oraz
komorki glejowe. Komorki glejowe sa niezmiernie interesujagce ze wzgledu na swoja
réznorodno$¢ 1 wszechstronno$é, oraz ich wplyw na podstawowe funkcje neuronow.
Podstawowa rdznicg pomi¢dzy nimi jest to, ze neurony s3a zdolne do przewodnictwa
nerwowego, podczas gdy komorki glejowe takich zdolnosci nie posiadaja. Niezaleznie od
liczbowego stosunku gleju do neuronéw, naukowcy udowodnili, Ze neuroglej stanowi istotng
cze$¢ mozgowia. OLGs wydajg si¢ odgrywac istotng rolg w OUN, a funkcjonowanie
mozgowia, nalezy rozpatrywa¢ na poziomie wzajemnego powigzania i1 oddzialywania,
pomigdzy neuronani i komoérkami glejowymi [Baumann i Pham-Dinh 2001, Rajadhyaksha i
Manghani 2002, Barres 2008, Garman 2011]. Tkank¢ glejowa nazwano neuroglejem i ta
nazwag objete sg wszystkie typy komorek glejowych wystepujace zarowno w OUN jak i w
obwodowym (PNS) uktadzie nerwowym. W OUN komorki glejowe sg reprezentowane przez
trzy rodzaje neurogleju pochodzenia ektodermalnego, czgsto okreslane jako makroglej
(astrocyty, OLGs oraz ependymocyty). Ponadto w OUN obecny jest mikroglej, ktory
wywodzi si¢ z mezodermy, a dokladnie z monocytéw. W PNS glowna klasa gleju
reprezentowana jest przez komorki Schwanna — lemocyty oraz glej satelitarny [Baumann i
Pham-Dinh 2001; Jessen 2004].
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Po raz pierwszy komorki glejowe zostaty zaobserwowane w latach 20-tych ubiegtego
stulecia przez Santiago Ramon Y Cajala w mozgowiu czlowieka [Ramon y Cajal 1913].
Dalsze badania gléwnie Del Rio-Hortegi w latach 30-tych ubieglego stulecia przy uzyciu
srebrowej impregnacji skrawkow tkanki nerwowej pozwolily na wyodrebnienie oprocz
astrocytow, OLGs oraz mikrogleju. Badania neurogleju w znacznym stopniu przyczynity si¢
do zrozumienia interakcji pomiedzy neuronami i komorkami glejowymi na poziomie
molekularnym. Waznym aspektem fizjologii neurogleju jest dowod glejowej pobudliwosci,
ktora jest formg komunikacji i modulowania aktywnos$ci neuronalnej. Powigzanie dziatalnosci
neuronow oraz neurogleju jest kluczowym aspektem wszystkich funkcji mozgowia, takich jak
myslenie, emocje, ktore okreslajg nature ludzi i zwierzat [Baumann i Pham-Dinh 2001, Khan
i Rajadhyaksha 2002, Barres 2008].

Najliczniejsza populacje ze wszystkich typow komorek glejowych u ssakow stanowig
OLGs. Te niewielkie komorki obecne sg w substancji bialej i szarej OUN, posiadaja skapa
iloscia wypustek, regularne jadrokomoérkowe oraz typowe organela komorkowe w
cytoplazmieze szczegolnie dobrze rozwinigta siateczka $rodplazmatyczng szorstkg i
specyficznie polozonym aparatem Golgiego, ktory spotykany jest zarOwno w obszarze
przyjadrowym jak i w wypustkach tych komorek. W latach 70-tych w obrazach mikroskopu
elektronowego Mori i Leblond [1970] na podstawie réznej gestosci cytoplazmy wyodrebnili
ich trzy typy: o jasnej, $redniej i ciemnej cytoplazmie.

Dos¢ dlugo utrzymywat si¢ poglad, ze OLGS towarzysza glownie widkom
nerwowym,a ich rola konczy si¢ w momencie zakonczenia mielinizacji. W latach 70-tych
Ogawa i wsp. [Ogawa i in. 1975] opracowali nowa technike impregnacji tkanki nerwowej z
uzyciem cyjanku potasowo-srebrowego, ktora jest wybiorcza metoda wykrywania OLGS.
Stosujac ta technik¢ na poziomie mikroskopu S$wietlnego autorzy zaobserwowali, Ze te
komorki glejowe lokalizujg si¢ nie tylko przy wldknach nerwowych, ale rowniez przy
neuronach i naczyniach krwionosnych. Podczas rozwoju OUN niezbedna jest wzajemna
komunikacja pomigdzy neuronami i OLGs w celu wytwarzania mieliny. Neurony
zapoczatkowuja czas i wytworzenie ostonki mielinowej, ale sygnaty pochodzace od OLGs
maja bezposredni wplyw na wytworzenie ostonki mielinowej. Ponadto OLGs mechanicznie
wspomagaja neurony w produkcji ostonek mielinowych oraz uczestnicza w inaktywacji
neuroprzekaznikow uwalnianych przez komoérki nerwowe. Specyficzne potaczenia pomigdzy
OLGs 1 neuronami wskazuja, ze te rodzaje komodrek wspotpracujac ze soba budujg ztozong
sie¢ w uktadzie nerwowym. Mielina stanowi zasadniczy ewolucyjny postgp poniewaz

zwicksza wydajno$¢ i szybko$¢ przewodzenia impulsow nerwowych [Verkhratsky 2006].

8
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Ciagla potrzeba mielinizacji aksonu wymaga, duzej liczby nowo powstajacych OLGs, ktore
muszg by¢ Scisle skorelowane z liczbg zmielinizowanych aksonow [Corfas i1 in. 2004]. U
kregowcoOw proces mielinizacji OUN rozpoczyna si¢ juz w zyciu zarodkowym i jest
kontynuowany po urodzeniu, a czas jego zakonczenia zalezy od gatunku zwierzg¢cia.

Oprécz udziatu tych komorek w mielinizacji przypisuje si¢ im role w utrzymaniu
homeostazy jonow zelaza w OUN. Poczatkowo obecno$¢ zelaza wigzana byla przez
niektérych autorow z metabolizmem kwasu y-aminomastowego (GABA), ale wykazano
rowniez zwigzek z procesem mielinizacji [Francois i in. 1981]. Badania histochemiczne
réznych autoréw na przetomie lat 70-tych i 80-tych ubieglego stulecia wykazaty obecno$¢
zelaza w OLGs, poczatkowo w obszarach stabo zmielinizowanych OUN, a nast¢gpnie w
obszarach zaréwno stabo jak 1 mocno zmielinizowanych. OLGs moga same syntetyzowac
transferyne, ktora moze stanowi¢ zrédlo zelaza lub moze by¢ dostarczana tym komorkom z
krazenia [Francois i in. 1981, Connor i in. 1990, Benkovic i Connor 1993, Burdo i in. 1999].
Zelazo jest niezbedne do mitochondriogenezy, synaptogenezy, mielinizacji wiokien
nerwowych, oraz do syntezy niektorych enzymow neuronalnych OUN takich jak hydrolaza
tyrozyny czy hydrolaza tryptofanu. Drugim Zrodlem zZelaza jest biatko ferrytyna [Francois i
in. 1981].

OLGs sg wielofunkcyjnymi komoérkami glejowymi OUN odgrywajacymi wazng role,
zarbwno pod wzgledem fizjologicznym jak i1 patologicznym, zastugujac na uwage w
dziedzinie badan zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnym [Uranova i in. 2007, Barres
2008, Franklin i Kotter 2008, Bradl i Lassmann 2010, Heneka i in. 2010, El Waly i in. 2014].
Jako wysoce wyspecjalizowane komorki OUN kregowcOw, zapewniaja przewodzenie
potencjatdéw czynnosciowych neuronom na duze odleglosci. Nawet najmniejsze zakldcenie
tego procesu przyczynia si¢ do powstania wyniszczajacych chorob neurologicznych, takich
jak np stwardnienie rozsiane (MS), choroba Parkinsona (PD), choroba Alzhimera (AD) czy
leukodystrofia [Ludwin 2006, Wenning i in. 2008]. Zrozumienie mechanizméw uszkodzenia i
smierci OLGs moze przyczyni¢ si¢ do poznania nowych metod terapeutycznych majacych na
celu zachowanie lub przywrocenie funkcji struktur substancji biate;.

Ciato modzelowate (corpus callosum) (CC), zwane tez spoidtem wielkim mozgu
(commissura magna cerebri) jest czes$cig kresomozgowia (telencephalon) potozonym na dnie
szczeliny podluznej mozgowia i jest najwigkszym mostem komunikacyjnym taczacym obie
potkule moézgu, w ktorych zlokalizowane sg os$rodki wzrokowe, somatosensoryczne oOraz
ruchowe przetwarzajace bodzce z przeciwleglych stron ciata.CC jest stosunkowo nowym

ewolucyjnie  szlakiem migdzypotkulowym, poniewaz Wystepuja znacznie starsze

9
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filogenetycznie polaczenia takie jak spoidlo przednie (commissura anterior) i spoidto tylne
(commissura posterior). CC wystepuje wylacznie u ssakow tozyskowych. Pozostale
zwierzeta, w tym torbacze i1 ssaki jajorodne sg go pozbawione. W przekroju strzatkowym
wygladem przypomina podkowe, a jego wypukta powierzchnia pokryta jest warstwa istoty
szarej. W obrebie CC wyrdznia sig: pien (truncus), ptat (splenium), kolano (genu) oraz dzidb
(rostrum). Przez CC przechodzi od 200-800 mIn widkien nerwowych, co czyni je najszybsza
drogg przekazywania informacji. W CC najwyzsza liczba OLGS wystepuje u mtodszych
osobnikow, w okresie wczesnego dziecinstwa nastepuje spadek ich liczby i dopiero okoto 5
roku zycia liczba OLG zaczyna si¢ stabilizowa¢. Na skutek uszkodzenia CC dochodzi do
przerwania przekazywania informacji pomi¢dzy potkulami, co przyczynia si¢ do uposledzenia
takich funkcji, jak czytanie, nazywanie czy kontrola ruchow dowolnych [Bercury i Macklin
2015].

Torebka wewngtrzna (internal capsule tac. capsula interna) (IC) jest czeScig istoty
biatej, zawierajaca aksony szlakow zstepujacych i1 wstepujacych, ktore oddziela jadro
ogoniaste (nucleus caudatus) i wzgoérze (thalamus) od jadra soczewkowatego (nucleus
lentiformis). W IC wyrdznia si¢ 3 cze$ci: ramie¢ czotowe (crus anterius), kolano (genu
capsulae internae) oraz rami¢ potyliczne (crus posterius). Rami¢ czotowe IC znajduje si¢
pomiedzy glowa jadra ogoniastego (caput nuclei caudati), a skorupg (putamen), natomiast
rami¢ potyliczne potozone jest pomiedzy wzgoérzem (thalamus), a gatka blada (globus
pallidus). Obydwa ramiona t3cza si¢ w miejscu, zblizenia wzgorza (thalamus) do gltowy jadra
ogoniastego (caput nuclei caudati) i tworzg trzecig czes¢ IC zwang kolanem (genu capsulae
internae). Wiokna nerwowe po przejéciu przez IC przedtuzajg si¢ i biegng w kierunku kory
mozgu (cortex cerebri) tworzac wieniec promienisty dzielgcy si¢ na cztery czgsci: czotows
(frontalis), ciemieniowa (parietalis), skroniowa (temporalis) i potyliczng (occipitalis) [Bear i
in. 2007].

Kora moézgu (tac. cortex cerebri) (CCER) jest ztozong strukturg zbudowang z r6znego
typu neuronow, ktére zapewniajg wigkszos¢ wyzszych funkcji poznawczych. OLGs
lokalizujac si¢ w substancji szarej, towarzysza gléwnie cialom komoérek nerwowych.
Zewnetrzng warstwe potkul mozgowych (hemispherium cerebri) stanowi pofatdowana
CCER, ktora tworzy zakrety (gyri) i bruzdy (sulci), zawierajac gtownie ciata komorek
nerwowych, budujacych istote szarg (substantia grisea). Bruzdy (sulci) sg zagl¢bieniami
CCER natomiast zakrety (gyri) wystepuja na powierzchni CCER. CCER zapewnia
prawidlowy przebieg proceséw analizy, syntezy oraz integracji docierajacych do niej

bodzcow. CCER jest najmtodsza filogenetycznie czescig mozgowia, ktdéra wraz z rozwojem
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rozrosta sie, pofaldowata, osiagajac powierzchnig ok. 0,2 m? (niektore zrodta podaja nawet
2,5 m?). U cztowieka CCER ma od dwéch do czterech mm grubosci [Bear i in. 2007].
Filogenetycznie CCER dzieli si¢ na: kore nowg (neocortex lub isocortex) obecng wytacznie u
ssakow oraz na kor¢ dawng (paleocortex) i kore starg (archicortex), obecng réwniez u
nizszych grup kregowcow. Kora nowa (neocortex) zaangazowana jest w odbieranie i
przetwarzanie wrazen zmystowych, planowanie i wykonywanie ruchéw dowolnych oraz
procesy poznawcze (m.in. pamieé, myslenie, funkcje jezykowe). Zbudowana jest z szesciu
warstw lezacych rownolegle do powierzchni mézgowia i zawiera okoto 10-14 miliardow
neuronéw. Poszczegbdlne warstwy rdznig si¢ zawartos$cig i rodzajem komorek nerwowych

oraz potaczeniami z ré6znymi strukturami mézgowia. W neocortex wyrdznia si¢ nastgpujace

warstwy: I-drobinowa czyli brzezng (lamina molecularis), Il - ziarnistg zewngtrzng (lamina
granularis externa), Il - piramidows zewnetrzng (lamina pyramidalisexterna), 1V - ziarnistg
wewnetrzng  (lamina granularis interna), V - piramidowa wewnetrzng (lamina

pyramidalisinterna) oraz VI - komoérek wieloksztaltnych (lamina multiformis). Najwcze$niej
ksztattuja si¢ warstwy glebokie tj. VI oraz V, a nastepnie kolejno IV, III 1 II. Okoto piagtego
tygodnia zycia zarodkowego pojawia si¢ warstwa brzezna stanowigca zawigzek warstwy
drobinowej I. W trakcie rozwoju, komorki tej warstwy wedruja glebiej i stajg si¢ warstwa I -
ubogokomoérkows. Pomigdzy warstwg brzezng, a okolokomorowg tworzy si¢ warstwa
posrednia z aksonami, z ktorych pozniej powstanie istota biata mézgowia. Warstwa posrednia
zaangazowana jest w odbieranie 1 przetwarzanie wrazen zmystowych, planowanie 1
wykonywanie ruchéw dowolnych oraz procesy poznawcze takie jak pamig¢é, myslenie,
funkcje jezykowe.

Kora stara (archicortex) zaangazowana jest w procesy zwigzane z emocjami,
motywacja oraz w powstawanie niektérych rodzajow pamigci. Tworza ja rozne struktury
nalezace do wukladu limbicznego takie jak hipokamp (hippocampus) (Hip) czy
wechomozgowie (rhinencephalon) [Bear i in. 2007].

Hipokamp (fac. hippocampus, Rog Ammona (Cornu Ammonis)) (Hip) jest
filogenetycznie jednym z najstarszych regionow moézgowia. Nazwa hippocampus wywodzi
si¢ z greckiego stowa hippokampus (hippos oznacza "konia", natomiast kampos" konika
morskiego"). Makroskopowo wygicta czes¢ Hip wykazuje pewne podobienstwo do rogéw i
stad jego tacinska nazwa Cornu Ammonis - R6g Ammona. Twor hipokampa jest strukturg
wechomozgowia (rhinencephalon), ktora rozcigga si¢ od sklepienia CC do brzuszno-
przysrodkowego kata potkuli mozgowej. Hip tworza: podpora (subiculum), hipokamp
wlasciwy (hippocampus proper) zbudowany z czterech pol CA1-CA4 oraz zakret zgbaty
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(gyrus dentatus) (DG). Pola CA1-CA4 ktore po raz pierwszy opisat Lorente de N6 R [1934]
sktadajg si¢ z czterech warstw: poczatkowej (stratum oriens) (SO), piramidalnej (stratum
pyramidale) (SP), promienistej (stratum radiatum) (SR) oraz jamisto-drobinowej (stratum
lacunosum-moleculare) (SLM). Podzial ten oparty byt przede wszystkim na rdznicach
morfologicznych komoérek piramidalnych, ktore stanowig glowna populacj¢ neuronow Hip.
Oprocz neurondéw piramidalnych, owalnych i wielobiegunowych, w Hip znajduja si¢ réwniez
komorki glejowe np. OLGs i astrocyty. Uwaza sie, ze Hip pozostaje plastyczny przez caty
okres zycia 1 odgrywa kluczowa role w funkcjach poznawczych, ktore wydajg si¢ by¢
podstawa naszego cztowieczenstwa tj. uczestniczy w procesach pamieci i $wiadomosci czyli
zdolnosci do zapamigtania naszej przeszlosSci, a ponadto pozwalajg wyobraza¢ nasza
przysztos$¢. Ponadto odgrywa istotng role¢ w konsolidacji informacji z pamigci kréotkotrwatej
do pamigci dlugotrwatej (pamig¢ opisowa - deklaratywna, epizodyczna) oraz orientacji
przestrzennej. Hip uczestniczy w reakcjach behawioralnych organizmu takich jak
rozmnazanie, pobieranie pokarmu oraz reakcjach endokrynowych. Wszelkie uszkodzenia tej
struktury w znacznym stopniu uposledzaja zdolno$ci uczenia si¢ i zaburzaja pamig¢ [El
Falougy i in. 2008].

Istota szara srodkowa okotowodociggowa (periaqueductal gray matter, tac substantia
grisea centralis) (PAG) jest obszarem utworzonym przez tkanke nerwowa $rodmozgowia
otaczajacg wodocigg mozgowia (aquaedectus cerebri), zwany wodociggiem Sylwiusza. Na
dnie trzeciej komory znajduja si¢ jej wyrazne zgrubienia, a jedno z nich tworzy guz popielaty
(potozony pomigdzy ciatami suteczkowatymi /corpus mamillare/, a skrzyzowaniem nerwu
wzrokowego /chiasma opticum/), pokryty warstwg tkanki glejowej. PAG Scisle taczy si¢ z
podwzgorzem (hypothalamus) i jest dobrze zmielinizowanym obszarem szarej substancji w
OUN. PAG buduja gtéwnie neurony, naczynia krwionosne, komorki glejowe oraz wtokna
nerwowe. Region ten jest zaangazowany w reakcje emocjonalne i obronne, zapamigtywanie,
oddawanie moczu, wokalizacje, uczucia strachu czy leku. U ludzi PAG podzielony zostal na
trzy regiony: grzbietowy, Srodkowy i brzuszny [Olszewski i Baxter 1954], u kota na
grzbietowy, srodkowy i boczny [Liu i Hamilton 1990], a u szczura na cztery: grzbietowy,
grzbietowo-boczny, $rodkowy oraz brzusznoboczny [Beitz 1985]. PAG potaczony jest
drogami wstgpujacymi 1 zstepujacymi, zmielinizowanych witokien nerwowych z CCER,
wzgorzem (thalamus), podwzgorzem (hypothalamus), przodomézgowiem (prosencephalon),
z jadrami pnia mozgowia (ganglia basales, nuclei basales) oraz rdzeniem krggowym
(medulla spinalis). Dzigki takim potaczeniom ten obszar mézgowia wpltywa na prawidlowa

prace tych osrodkow nerwowych [Loyd i Murphy 2009].
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Najwazniejsze wyniki badan zwigzane z opisanym powyzej nurtem badawczym, zawarte

w autorskiej monografii habilitacyjnej

Cel naukowy oraz omowienie wynikow badan

Analiza aktualnych doniesien literaturowych oraz wyniki badan wlasnych pozwolity
sformutowac nast¢pujace hipotezy badawcze:

a) lokalizacje i morfologic OLGs oraz zawartos¢ gleju immunoreaktywnego dla zasadowego
biatka mieliny MBP

b) komorkows i regionalng dystrybucje zelaza

C) okreslenie poziomu ekspresji biatka MBP oraz jego masy czasteczkowej

d) ustalenie gestosci oraz rozmiaréw OLGs

w obszarach mozgowia mocno zmielinizowanych /spoidto wielkie/ciato modzelowate (CC) i
torebka wewnetrzna (IC)/ oraz stabo zmielinizowanych, bogatych w neurony /kora moézgu
(CCER), hipokamp brzuszny (Hip) /pole CA1-CA4/ oraz istota szara srodkowa
okotowodociggowa (PAG)/, u 4 gatunkéw dorostych samcow i samic: norki amerykanskiej
(Neovison vison), lisa rudego (Vulpes vulpes), konia domowego (Equus caballus) i bydta
domowego (Bos taurus).

Z danych dostgpnych w literaturze wiadomo, ze OLGs badane byty gtdwnie u szczura
[Francois i in. 1981, Benkovic i Connor 1993, Berger i Frotscher 1994, Burdo i in. 1999,
Nunez i in. 2000, Dai i in. 2003, Chen i in. 2011], myszy [Sturrock 1975, Connor i in. 1993,
Dickinson i Connor 1995, 1998, Ozer i in. 2000, Cerghet i in. 2006, Murtie i in. 2007, Vinet i
in. 2010, Edgar i in. 2010], $wini [Blissman i in. 1996, Jelsing i in. 2006], matp [Francois i in.
1981, Christensen i in. 2007, Dombrowski i in. 2001, Sandell i Peters 2002, Keuker i in. 2003,
Peters 2009, Sloane i in. 2003, Sherwood i in. 2006], ludzi [Connor i in. 1990, Connor 1992,
Hulet i in. 1999, Pakkenberg I in.2003, Pelvig i in. 2008], waleni [Eriksen i Pakkenberg 2007]
i chomika [Jhaveri i in. 1992]. Jak wynika z powyzszego zestawienia, zdecydowana
wigkszo$¢ istniejacych danych uzyskana zostala na modelu gryzoni, malp a niektore
pochodza réwniez od ludzi. Brak danych literaturowych dotyczacych morfologii, lokalizacji
oraz gestosci OLGs w odniesieniu do zwierzat drapieznych /norka amerykanska (Neovison
vison), lis rudy (Vulpes vulpes)/ oraz gospodarskich /kon domowy (Equus caballus), bydto
domowe (Bos taurus)/. Norka nalezy do rodziny tasicowatych, lis do rodziny psowatych, kon
jest przedstawicielem rodziny koniowatych z rzedu nieparzystokopytnych, natomiast krowa to

przedstawiciel rodziny wotowatych z rzedu parzystokopytnych. Badania wybranych
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gatunkOw zwierzat mogg zatem stanowi¢ cenne zrodto informacji na temat OLGs w

badaniach poréwnawczych.

Ad a) W celu okre$lenia polozenia struktur moézgowia, lokalizacji i morfologi OLGs
wybranych obszarow OUN postuzono si¢ metoda barwienie Nissla [1894], specyficzna
zmodyfikowang metoda impregnacji tkanki glejowej solami srebra wedtug Ogawy [1975]
oraz wykonano pojedyncze barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem specyficznego
przeciwciata przeciwko MBP [LoPresti i in. 1995].

Gltoéwne badania OLGs koncentrujg si¢ przede wszystkim na mtodych osobnikach, u
ktérych proces mielinizacji nie zostal jeszcze zakonczony. U starszych osobnikoéw badania
dotyczyly matp naczelnych, czlekoksztattnych /goryle (Gorilla gorilla gorilla), szympansy
(Pan paniscus)/, a tylko niektore ludzi, gryzoni oraz pséw. CCER, Hip oraz PAG sa
obszarami zbudowanymi w gldwnej mierze z neurondéw, naczyn krwionos$nych, wiokien
nerwowych oraz roznych rodzajow komorek glejowych. CC oraz IC to obszary, w ktorych
dominuja wtdkna nerwowe, komorki glejowe oraz naczynia krwiono$ne. Neurony stanowig tu
nieliczng populacje. Sposrdd roéznych typoéw neurogleju w OUN OLGs s3 najliczniejsza
populacja komorek i obecne sg zarbwno w substancji biatej jak i szarej moézgowia [Baumann i
Pham-Dinh 2001]. OLGs substancji szarej i biatej wykazuja podobng morfologig, chociaz
r6znig si¢ lokalizacja wzgledem struktur charakterystycznych dla okreslonego obszaru
moézgowia. W substancji szarej gtdéwnie towarzysza neuronom, naczyniom krwiono$nym oraz
astrocytom. OLGs towarzyszace neuronom czesto nazywane s3  satelitami
okotoneuronalnymi. W substancji bialej przede wszystkim wystepuja w sasiedztwie widkien
nerwowych, uktadajg si¢ w stosunku do nich rownolegle z reguly parami po dwie lub kilka
komorek. Oprécz widkien nerwowych w substancji bialej najczesciej spotykane sg w poblizu
lub bezposrednio przy naczyniach krwiono$nych.

Zastosowanie metody Nissla pozwolito na podstawie cech morfologicznych, okresli¢
rodzaje komoérek w badanych obszarach mézgowia. W poréwnaniu do innych neuroglejow,
OLGs posiadaja niewielkie okragle lub owalne jadro z ggsta, zbitg chromatyng oraz ciemnag
cytoplazmg. Zazwyczaj OLGs uktadaja si¢ parami, w grupach lub potozone sa w bliskim
sgsiedztwie neurondow 1 naczyn krwiono$nych. W przeciwienstwie do OLGs, astrocyty
posiadaty okragte 1 blado wybarwione jadro z heterochromatyng zlokalizowang gtéwnie przy
otoczce jadrowej oraz stosunkowo jasng cytoplazmeg [Korbo 1999]. W obszarze CCER u
samic 1 samcoéw badanych gatunkéw widoczna byta szeSciowarstwowa budowa kory. Idac od

najbardziej zewnetrznej warstwy, lezacej tuz pod opong migkka mozgowia do najbardziej
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wewnetrzne] warstwy graniczacej z istota biala mozgowia. Poszczegdlne warstwy kory
ro6znity si¢ glownie zawarto$cig oraz rodzajem komorek nerwowych. Ponadto widoczne byly
towarzyszgce OLGs, astrocyty oraz naczynia krwionosne. Obraz histologiczny Hip u norki,
lisa, konia oraz bydta nie r6znit si¢ od siebie. Na skrawkach wybarwionych metoda Nissla
widoczne byly cztery obszary, okreslane w piSmiennictwie jako pola CA1-CA4. Na
preparatach u wszystkich badanych gatunkdéw zwierzat widoczna byta cytoarchitektonika tego
obszaru, a odpowiednie pola i warstwy zwigzane byty z lokalizacjg neuronow, ich ksztaltem
oraz rozmieszczeniem. W polach CA1-CA4 u samcow i samic wszystkich badanych
gatunkow zwierzat widoczne byly 4 warstwy: SO, SP, SR oraz SLM. Réznice w wielkosci,
ksztalcie 1 intensywnos$ci barwienia neurondw umozliwily okreslenie granic pomigdzy
poszczegdlnymi obszarami. Zardwno u samcow jak i samic badanych gatunkéw zwierzat
OLGs uktadaty si¢ w podobny sposdb. Najliczniej OLGs byly reprezentowane w warstwie
SLM oraz SR pola CA2 i CA3. Na preparatach OLGs wystepowaty pojedynczo lub uktadaty
si¢ parami, towarzyszyly gltéwnie naczyniom krwiono$nym, wtoknom nerwowym czasami
neuronom.W PAG widoczne byly pojedyncze, lub pary OLGs towarzyszace neuronon,
astrocytom oraz naczyniom krwiono$nym. W obszarach CC i IC, OLGs ukfadaty si¢ w
charakterystyczne szeregi, po kilka lub kilkanascie lub towarzyszyty licznie reprezentowanym
W tym obszarze mézgowia witoknom nerwowym. Gdzieniegdzie widoczne byly naczynia
krwionos$ne.

Metoda srebrowa pozwala na $cista kontrole calego procesu barwienia 1 moze by¢
stosowana bez jakichkolwiek ograniczen, nawet wtedy, gdy materiat przechowywany jest
dlugo w formalinie. W badaniach wtasnych impregnacji tkanki glejowej solami srebra
uwidoczniono ciemno brgzowe cialta OLGs, od ktérych odchodzily najczesciej ciemne,
krotkie, pojedyncze wypustki. OLGs gtéwnie uktadaty si¢ przy neuronach lub w sasiedztwie
naczyn krwiono$nych. Taki obraz uzyskano podczas obserwacji preparatOw u samic i samcow
badanych gatunkow zwierzat. W wyniku przeprowadzonych badan przy zastosowaniu
wybiorczej 1 selektywnej metody srebrowej, zaobserwowano u samic 1 samcow w wybranych
obszarach OUN podobne rozmieszczenie OLGs. W CCER, OLGs najcz¢$ciej lokalizowatly
si¢ w dolnych warstwach tj. IV-VI. Wigzato si¢ to réwniez z lokalizacja w poblizu CC
bogatego we wiokna nerwowe. W obszarze CCER na preparatach impregnowanych solami
srebra u badanych gatunkéw zwierzat, obserwowano réznorodnos¢ komorkowa pomiedzy
poszczegblnymi jej warstwami. OLGs rozmieszczone byly nieréwnomiernie, gtownie w
glebszych warstwach CCER, potozonych blisko substancji biatej. W powierzchownych
warstwach CCER OLGs wystepowaty tylko pojedynczo u wszystkich badanych gatunkow
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zwierzat. Obserwacje skrawkow CCER u wszystkich samic i samcoéw badanych gatunkow
zwierzat potwierdzily, ze najczesciej OLGs wystepowaty w glebokich warstwach CCER
gléwnie w warstwie V 1 V1. Ten obszar przylega bezposrednio do istoty biatej 1 reprezentuje
przejScie pomig¢dzy istotg szarg i biatg. W impregnowanych skrawkach Hip u norki
amerykanskiej, lisa rudego, konia domowego oraz bydla domowego OLGs byly
nierownomiernie roztozone i lokalizowatly si¢ gtownie w miejscach zawierajacych naczynia
krwionosne 1 witokna zmielinizowane. Obraz histologiczny Hip u badanych gatunkow
zwierzat nie réznit si¢ od siebie. OLGs obecne byty przede wszystkim w warstwie SLM oraz
w warstwie SR pola CA2. W polu CAl OLGs spotykane byly sporadycznie. Czasami
widoczne byly pojedyncze komorki potozone przy neuronach, gtownie w warstwie SO pola
CA3. Najliczniej OLGs reprezentowane byly w warstwie SLM. U wszystkich badanych
gatunkow zwierzat w obszarze Hip, OLGs najczg¢sciej lokalizowaty sie przy lub w poblizu
naczyn krwiono$nych, przy neuronach oraz innych typach komorek glejowych. W obszarze
PAG, w skrawkach impregnowanych solami srebra u wszystkich badanych gatunkow
zwierzat obserwowano podobng ich lokalizacj¢. PAG otaczajac wodociag modzgowia
(aquaeductus cerebri) jest miejscem, w ktorym funkcjonujg i zbiegajg si¢ szlaki zstepujacych
i wstepujacych potaczen, odgrywajacych istotne role i przez to jest waznym miejscem
oddziatywania na wiele obszar6w OUN. Do PAG dochodza wypustki neurondéw tworzace
drogi nerwowe migdzy innymi z pniem moézgu (truncus cerebri), rdzeniem krggowym
(medulla spinalis), podwzgorzem (hypothalamus) i wzgérzem (thalamus) [Muton i in. 2004].
Na preparatach widoczne byly rézne rodzaje neurondéw, a pomigdzy nimi, przy naczyniach
krwionosnych lub przy astrocytach lokalizowaty si¢ OLGs. Te komorki najczesciej uktadaty
si¢ parami, po kilka obok siebie, rzadko pojedynczo. W obszarze CC oraz IC u samic i
samcOw badanych zwierzat OLGs najczesciej tworzyly pary lub po kilka przylegaty do
wtokien nerwowych. Na preparatach widoczne byly krotkie wypustki OLGs, a komorki
uktadaly si¢ szeregowo, roéwnolegle do peczkow wiokien nerwowych. Czasami wystgpowaty
przy naczyniach krwionosnych lub w poblizu innych komorek glejowych. Technika
impregnacji solami srebra OLGs wykazata ich charakterystyczne utozenie parami, po kilka
najczesciej przy witoknach nerwowych, prawdopodobnie z uwagi na tworzenie ostonki
mielinowej. Oprocz OLGs obserwowano wybarwione wiokna nerwowe. Wyniki badan
wlasnych w obszarach mocno zmielinizowanych tj. w CC 1 IC u dorostych osobnikow
zardwno samic jak i samcOow sugeruja, ze OLGs nawet u dorostych osobnikow sa zdolne do
oddziatywania na ostonki mielinowe. Na preparatach nie zaobserwowano réznic w morfologii

oraz w lokalizacji OLGSs pomig¢dzy samicami i samcami U badanych gatunkow zwierzat.
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Aby okresli¢ dystrybucje komorkowa ekspresji MBP u dorostych samic i samcow w
OUN zastosowano barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem przeciwciat przeciw-MBP i
wizualizowano przy pomocy wtornego przeciwciala sprzezonego z rodaming. Barwienie
immunofluorescencyjne na obecno$¢ MBP potwierdzito lokalizacje OLGs u samcoéw i samic
badanych gatunkow zwierzat. Na preparatach produkt reakcji widoczny byt gtownie w OLGs
oraz widknach nerwowych zmielinizowanych we wszystkich badanych obszarach mozgowia.
Wyznakowane fluorescencyjnie komoérki posiadaty intensywnie zielono zabarwione, okragle
cialo komorkowe, czasami widoczne bytly krotkie nieliczne, delikatne wypustki. Na
wszystkich analizowanych przekrojach mézgowia zaré6wno u samcow jak i samic badanych
gatunkéw zwierzat, wyznakowane fluorescencyjnie MBP-pozytywne OLGs wykazywaly
podobnie intensywne wybarwienie. Podobne zabarwienie obserwowano we witoknach
nerwowych zmielinizowanych. Niebieskie jadra komorkowe identyfikowano dzieki
podbarwieniu preparatow DAPI. Immunoreaktywno$¢ neuropilu badanych obszaréw
mozgowia u samcow i samic byla zalezna od liczby MBP - pozytywnych OLGs. W obszarach
CCER, Hip oraz PAG u norki, lisa, konia 1 bydla wyznakowane fluorescencyjnie OLGs
wykazywaly podobny wzor lokalizacji, a ich intensywno$¢ i rozktad pokrywat si¢ ze wzorem
lokalizacji obserwowanej w metodzie srebrowej. W obszarach CC i IC u samcow oraz samic
produkt reakcji widoczny byl rowniez we wloknach nerwowych posiadajacych ostonke
mielinowg. Podobnie jak w obszarach o skapej zawarto$ci wlokien nerwowych
zmielinizowanych intensywno$¢ i rozktad fluorescencyjnie MBP-pozytywnych OLGs
pokrywal si¢ ze wzorem lokalizacji obserwowanej w metodzie srebrowej. W preparatach u
badanych gatunkow zwierzat nie zaobserwowano roznic morfologicznych pomiedzy

samicami i samcami.

Ad b) W niniejszej pracy podj¢to probe okreslenia oraz porownania dystrybucji regionalnej i
komorkowe) zelaza w mozgowiach u dorostych samic i samcow wybranych gatunkdéw
zwierzat. Do okreslenia dystrybucji zelaza w OLGS poshuzyta zmodyfikowana metoda
histochemiczna wykrywania obecnosci jondw zelaza wedtug LeVine [1990].

W wyniku zastosowanej reakcji histochemicznej wykrywania obecnosci Zelaza,
pojawit sie brazowy produkt, ktory lokalizowat si¢ zarbwno w cytoplazmie OLGs jak i w ich
wypustkach. Odczyn reakcji obecny byl réwniez poza OLGs, co najprawdopodobniej
odpowiada ostonkom mielinowym. OLGs mialy male, okragle cialo, z ciemnobrazowa
cytoplazma oraz skapa ilo$cig wypustek. We wszystkich miejscach produkt reakcji zelaza byt

brazowy, poniewaz reakcja  zostala ~wzmocniona przez  zastosowanie 3,3 -
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dwuaminobenzydyny (DAB). U wszystkich badanych gatunkéw rozmieszczenie OLGs bylto
podobne. Pomigdzy samicami i samcami nie obserwowano roéznic w lokalizacji tych komorek
oraz w intensywnosci odczynu histochemicznego obecnego w OLGs, wypustkach i ostonkach
mielinowych otaczajacych wtokna nerwowe. W obszarach stabo zmielinizowanych u samic i
samcow badanych gatunkdéw zwierzat rozmieszczenie OLGs wykazano w bezposrednim lub
bliskim sgsiedztwie naczyn krwiono$nych wlosowatych oraz neurondéw, a obecno$¢ w nich
zelaza $wiadczy¢ moze o zaangazowaniu tych komorek w metabolizm zelaza. W tej czesci
moézgowia OIGs najczesciej uktadaty sie pojedynczo lub parami. W obszarze CCER OLGs
wystepowaty gtownie w jej dolnych warstwach /IV —V1/. Pojedyncze OLGs widoczne byty w
warstwie II i III. Warstwa IV i V wykazywala nieco intensywniejszy odczyn histochemiczny
w poréwnaniu do warstw zlokalizowanych pod opong migkka. W glebszych warstwach
CCER produkt reakcji lokalizowat si¢ dodatkowo pomigdzy komdrkami, co $wiadczyloby o
obecnosci widkien nerwowych w tym obszarze CCER. W CCER OLGs zawierajace zelazo
byly widoczne gtownie w warstwach potozonych w poblizu CC i1 wiele tych komorek
lokalizowato si¢ w przy neuronach sugerujac, ze mogg one bra¢ udziat w transporcie zZelaza
do i1 z komodrek nerwowych. W Hip produkt reakcji histochemicznej podobnie jak w CCER
widoczny byt w OLGs oraz ich wypustkach, a rozmieszczenie tych komorek glejowych u
badanych gatunkow zwierzat pokrywato si¢ z ich lokalizacja obserwowang przy impregnacji
solami srebra. Najliczniej OLGs reprezentowane byty w warstwie SLM i SR pola CA2 i CA3.
W polu CA1 najczesciej OLGs wystepowaly pojedynczo, gtéwnie w warstwie SO lub SR i
mialy okraglte lub owalne ciato komérkowe, czasem widoczne byly ich krotkie wypustki z
produktem reakcji histochemicznej. W PAG dystrybucja zelazo-pozytywnych komorek byta
bardziej jednorodna. W tym obszarze moézgowia u wszystkich badanych gatunkéw produkt
reakcji histochemicznej widoczny byt w OLGs oraz ich wypustkach. Komorki, zawierajace
produkt reakcji, wystepowaly najczesciej pojedynczo lub w matych grupach, lokalizowaty si¢
przy neuronach oraz naczyniach krwiono$nych. W badanych skrawkach u zwierzat w
obszarach odpowiadajagcych miejscom mocno zmielinizowanym reakcja histochemiczna
wykazata obecno$¢ licznych bragzowo wybarwionych OLGs. W badanych obszarach
mozgowia tj. CC 1 IC, produkt reakcji wykazywaty utozone szeregowo lub w rzedach OLGs.
Taka charakterystyczna lokalizacja tych komorek zwigzana jest z ich pelniong funkcja.
Rzadko OLGs widoczne byty pojedynczo, lokalizowaty si¢ przy naczyniach krwionos$nych,
lecz najczegsciej polozone byly w rzedach pomiedzy zmielinizowanymi wtoknami
nerwowymi. OLGs byty intensywnie wybarwione zgodnie z zatozeniem, ze st¢zenie zelaza w

substancji bialej bytlo wyzsze niz w miejscach, gdzie dominowata substancja szara. OLGs

18



dr Agata Wawrzyniak AUTOREFERAT —ZAL£ACZNIK Ila

wykazywaty typowa dla nich morfologi¢. Ciata tych komodrek najczesciej mialy ksztatt
kulisty, z ciemno wybarwiong cytoplazma, od ktérego odchodzity krétkie porozgaleziane
wypustki. Rozproszone barwienie tta w postaci matych pierscieni pochodzito
najprawdopodobniej od wypustek OLGs. Jadro jezeli bylo widoczne, potozone bylo
ekscentrycznie. Taka budowa jest typowa dla morfologii OLGs. Odczyn widoczny byt we
wioknach nerwowych lezacych pomigdzy szeregami OLGs. Intensywno$¢ odczynu
histochemicznego na obecnos¢ zelaza byta podobna w obszarze CC 1 IC u samcow 1 samic u

wszystkich badanych gatunkow zwierzat.

Ad c) Ta czegs¢ doswiadczenia miata na celu okreslenie profilu MBP w wybranych obszarach
moézgowia oraz okreslenie roznic ilosciowych zawartosci MBP pomigdzy samcami i
samicami. W tym celu wykorzystano metod¢ Western blot do okreslenia ilo§ci MBP w
obszarach OUN u norki, lisa, konia oraz bydta. Metoda wyjsciowa do elektroforezy i
immunoblottingu byta zastosowana po raz pierwszy mikrodysekcja, ktora pozwolita uzyskaé
czyste populacje OLGs pochodzace z mézgowia od samic 1 samcdéw wybranych gatunkoéw
zwierzat. W celu iloSciowego okreslenia ekspresji biatka MBP w OLGs w obszarze stabo
zmielinizowanym /CCER, Hip, PAG/ oraz z przewaga wtdkien nerwowych nerwowych /CC,
IC/ przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny /SDS-PAGE/ bialek frakcji mielinowych w
zelu poliakrylamidowym. Poziom ekspresji biatka okreslono stosujgc program ImageJ-win32
przy uzyciu funkcji "Gel Analysis". Wartosci wyrazono jako wzgledne intensywnosci,
grubos$ci, szerokosci 1 glebokosci koloru prazkéw, oceniano densytometrycznie ilos$¢ i
normalizowano do odpowiednich prazkow B-aktyny.

Laserowa mikrodysekcja stanowi cenne narzg¢dzie dostarczajgce informacji na temat
masy czasteczkowej, modyfikacji struktury oraz gestosci bialek. SDS wigze si¢ z biatkami,
niszczac ich naturalng trojwymiarowa strukture, nadajac im ujemny tadunek, niezaleznie od
ich sktadu aminokwasowego. Uzycie biatek wzorcowych pozwala na sporzadzenie krzywe;j
zaleznosci ruchliwosci elektroforetycznej od logarytmu masy czasteczkowej, na podstawie
ktérej mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie masy czasteczkowe badanych biatek. Ze wzgledu
na brak barwy wigkszosci biatek w $wietle widzialnym niezbedne jest ich wybarwianie
pozwalajace na dalszg analiz¢ jako$ciowg i ilo$ciowg. Zastosowana metoda immunodetekcji
Western blot pozwolita dokona¢ analizy poréwnawczej mas czasteczkowych biatek u samic i
samcOw wybranych gatunkow zwierzat w obszarach mocno 1 stabo zmielinizowanych OUN.
Ponadto przeprowadzona ocena densytometryczna umozliwila analiz¢ ilosciowa badanych

prazkow. Stanowito to podstawe do okreslenia czy wigcksza gestos¢ OLGs przektada si¢ na
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wickszg zawarto§¢ MBP. W badaniach elektroforetycznych frakcji biatkowych wykryto
pojedyncze prazki, ktéore mialy podobny wyglad u samcow i1 samic, natomiast poziom
ekspresji MBP byt nieznacznie wyzszy u samic badanych gatunkow zwierzat we wszystkich
obszarach mozgowia, co moze sugerowa¢ wystgpowanie dymorfizmu piciowego OLGs i
mieliny u badanych gatunkéw zwierzat. Frakcje MBP w OLGs samcow i1 samic badanych
gatunkow zwierzat zawieraly izoformy MBP o masie czasteczkowej - u samcow 18,21-18,72
kDa, natomiast u samic 15,87-16,11 kDa. Najwi¢kszg ilos¢ MBP wykazywaty obszary CC i
IC, nieco mniej posiadaty CCER, Hip oraz PAG u badanych gatunkow zwierzat. Nie
stwierdzono statystycznie istotnej réznicy pomigdzy plciami. W badaniach wilasnych nie
wykazano znaczacych réznic w masie czasteczkowej MBP, natomiast na podstawie oceny
wzglednej intensywnosci, grubosci, szerokosci i glebokosci koloru prazkéw, zaobserwowano
roéznice poziomu ekspresji biatka MBP pomiedzy samcami i samicami u badanych gatunkow

zwierzat.

Ad d) Przy zastosowaniu analizy morfometrycznej i oprogramowaniu LAS V4.7 /Leica
Germany/ po raz pierwszy dokonano oceny gestosci OLGs w okreslonych obszarach
moézgowia u samcOéw i samic wybranych gatunkow ssakoéw. Analiza morfometryczna
pozwolita okresli¢ srednie dlugosci OLGs/um / /w dhugiej osi ciala/, $rednie szerokosci
OLGs/um /w krotkiej osi ciata/, srednie obwody i $rednice OLGs/um oraz $rednie pola
powierzchni ciat komérek/um2 u norki, lisa, konia oraz bydla w badanych obszarach
moézgowia samcoéw i samic. Srednie wielkosci  poszczegdlnych  parametrow
morfometrycznych byly nieznacznie wyzsze u samcéw w poréwnaniu do samic badanych
gatunkéw zwierzat w CCER, Hip, PAG, CC i IC. Pomimo, ze $rednie wielkosci byly
mniejsze u samic analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomiedzy samcami i
samicami przy zatozeniu istotnosci p<0.05. Wyniki badan wykazaty, ze najwigksza (samiec
8,24+1,32) 1 najmniejszg Srednig dtugosé/um (samice 6,09+1,82) posiadaty OLGs w CCER u
bydta. Najwigkszg Srednig szerokos¢/um OLGs wykazano u konia w CCER (samice
8,20+1,65), natomiast najmniejsza $rednig szeroko$¢ w Hip u lisa (samice 6,00+1,33).
Najwigkszy $redni obwod wykazywaty OLGs w IC u konia (samce 29,54+3,24), natomiast
najmniejszy $redni obwod posiadaty OLGs w Hip u samic konia (19,99+3,91). Najwickszg
srednice mialy OLGs w CCER u lisa (samce 9,24+1,59), a najmniejszg wartos¢ w CC u bydta
(samce 6,16+0,62). Najwicksze Srednie pole powierzchni wykazywaty OLGs w IC u konia
(samce 69,63+19,71), a najmniejsze w Hip u bydta (samice 31,75+9,46). Analiza statystyczna
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nie wykazala istotnych réznic pomigdzy badanymi obszarami moézgowia oraz pomi¢dzy
samcami i samicami przy zatozeniu istotnosci p<0.05.

W badaniach wlasnych gestos¢ OLGs, pokrywala si¢ z rozkladem warto$ci mas
czasteczkowych MBP w obszarach mocno i stabo zmielinizowanych u wszystkich badanych
gatunkow zwierzat. Taka zawartos$¢ MBP najprawdopodobniej odzwierciedla stopien
dojrzatosci  mieliny w okreSlonych obszarach modzgowia. Zastosowane metody
morfometryczne pozwolity uzyskaé bezstronne wyniki gestosci OLGs w obszarach CCER,
Hip, PAG, CC oraz IC. W obserwacjach wtasnych nie wykazno dymorfizmu pitciowego,
istotnych statystyczne roéznic w gestosci OLGs w badanych obszarach OUN u samcéw i
samic. Srednia ggstos¢ OLGs ($rednio 200 komorek w obrebie kazdego badanego obszaru
mozgowia) U samcOw 1 samic wszystkich gatunkow zwierzat obliczono w mm°. Gestosé
OLGs w istocie biatej byta z reguly wigksza u samcow w poréwnaniu do samic badanych
gatunkow zwierzat. W obszarach stabo zmielinizowanych wykazano, ze PAG u samic bydta
charakteryzowat si¢ najwigksza gestoscia OLGs, natomiast PAG u samcow lisa OLGs
wykazywaly najmniejsza gesto§€. W obszarach: CCER, Hip oraz PAG u samcow 1 samic
badanych gatunkéw zwierzat gesto§¢ OLGs wahata si¢ w przedziale od 83334,03+15560,01
do 164487,33+23766,74 w mm>. W CCER u samcdw najwicksza gestosé OLGs byta u konia,
natomiast najmniejsza u lisa. U samic najwicksza gestos¢ tych komorek glejowych
obserwowano u norki, a najmniejsza u lisa. Podobne wyniki uzyskano w Hip. W tym obszarze
moézgowia gestos¢ OLGs byla rowniez wigksza u samcéw w porownaniu do samic, natomiast
w CCER wartosci byty prawie takie same u samcow i samic badanych gatunkow zwierzat. W
obszarze Hip u samcow najwickszg gestos¢ OLGS obserwowano u bydta, a najmniejszg u lisa.
U samic w tym obszarze mozgowia najwigcej] OLGs wystepowato u bydta, a najmniej u lisa.
W obszarze PAG u samcow najwicksza gestoscia OLGs wykazano u bydta, a najmniej u lisa.
W obszarach CC i IC, gestos¢ OLGS u samcow i samic badanych gatunkéw zwierzat wahata
si¢ w granicach od 524845,21+£182396,30 do 247942,75+36236,24 na mm®. W miejscach
bogatych we wtokna zmielinizowane najwigksza gestos¢ tych komoérek odnotowano w
obszarze CC u samic lisa, natomiast najmniejsza w obszarze IC u samic tego samego gatunku.
W obszarze CC u samcoéw najwicksza gesto§¢ OLGs obserwowano u konia, najmniejsza u
lisa. U samic najwigksza gesto§¢ OLGs odnotowano u lisa, a najmniejszg u norki. Tak duza
gestos¢ OLGs w CC moze §wiadczy¢, ze ten obszar mdzgowia jest najbardziej zaangazowany
w proces mielinizacji, a po jej zakonczeniu aktywnie uczestniczy we wszystkich przemianach
OLGs. W obszarze IC u samcoéw najwicksza gestos¢ OLGs odnotowano u norki, a

najmniejsza u lisa. U samic w tym obszarze mozgowia najwigkszg gesto$¢ OLGs posiadata
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norka, najmniejsza lis. Analiza statystyczna nie wykazala istotnych rdéznic pomiedzy
badanymi obszarami mézgowia oraz pomie¢dzy samcami i samicami przy zatozeniu istotnosci
p<0.05.

Podsumowanie

Analiza poréwnawcza przeprowadzonych badan OLGs u samic i samcow norki
amerykanskiej (Neovison vison), lisa rudego (Vulpes vulpes), konia domowego (Equus
caballus) i bydlta domowego (Bos taurus) wykazata, ze w obszarach stabo i mocno
zmielinizowanych moézgowia u samcéw 1 samic OLGs nie wykazywatly roznic
morfologicznych i morfometrycznych, a ich topografia w okreslonych obszarach moézgowia
byta podobna u samcéw i samic badanych gatunkow zwierzat. W obszarach mocno
zmielinizowanych tj. CC i IC, OLGs uktadaty si¢ w charakterystyczne rzgdy i towarzyszyty
wioknom nerwowym zmielinizowanym oraz naczyniom krwiono$nym. Analiza porownawcza
gestosci OLGs u samcoOw 1 samic badanych gatunkéw zwierzat wykazata, ze obszarem z
najwicksza gestoscig tych komodrek byto CC. Przemawia to za stwierdzeniem jak wazng rolg
pelni ten obszar OUN u dorostych osobnikdéw niezaleznie od plci, w korelacji OLG - wtokno
mielinowe, nawet po zakonczonej mielinizacji. Na podstawie elektroforetycznych profili
biatka MBP, wykazano jego niejednorodny rozktad w badanych obszarach mézgowia u samic
i samcow, co sugeruje wystepowanie dymorfizmu plciowego. Mozna przypuszczaé, ze
istnieje Scisle powiazanie OLGs 1 mieliny u dorostych osobnikéw, nawet po zakonczonej
mielinizacji, niezaleznie od pfci.

W obszarach z przewaga substancji szarej tj. w CCER, Hip oraz PAG, OLGs
lokalizowaly si¢ gldwnie przy naczyniach krwionosnych, neuronach czasami towarzyszyty
astrocytom. W CCER najczesciej pojedyncze OLGs rozmieszczone byly nierbwnomiernie, a
najwigcej ich obserwowano w dolnych warstwach kory w poblizu CC. W Hip pojedyncze
OLGs rozmieszczone byly glownie w warstwie SLM 1 SR pola CA2 i CA3. W tych miejscach
Hip OLGs towarzyszyly wtoknom nerwowym, naczyniom krwiono$nym czasami neuronom
lub astrocytom. W PAG OLGs rozmieszczone byly w calym obszarze réwnomiernie i
podobnie jak w CCER ich lokalizacja obejmowala gléwnie neurony oraz naczynia
krwionosne. Czasami towarzyszyly innym rodzajom komorek glejowych. Takie
rozmieszczenie OLGs, zwlaszcza w obszarach z duza iloscig wiokien mielinowych jest
dowodem, ze komorki te sg niezbedne widoknom nerwowym nie tylko u mtodych osobnikéw,
ale rowniez w dorostym mozgowiu po zakonczonej mielinizacji.

Rozmieszczenie OLGs u obydwu plfci moze sugerowaé, ze sa one w jednakowym

stopniu zaangazowane w pelnione przez siebie funkcje. Lokalizacja OLGs w bezposrednim
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lub bliskim sgsiedztwie wiokien nerwowych, naczyn krwiono$nych wlosowatych oraz
neuronow i obecno$¢ w nich zelaza pozwala wnioskowaé, ze komorki te zawierajg zelazo i
Swiadczg o zaangazowaniu w/w komorek w przemiany metaboliczne towarzyszacych im
neurondw. Na podstawie przegladu piSmiennictwa mozna przypuszczaé, ze OLGs odgrywajg
wazng role w regulacji homeostazy zelaza. Lepsze poznanie komoérkowej 1 regionalnej
dystrybucja zelaza moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia procesOw, zapewniajacych
homeostaze zelaza w moézgowiu.

Analiza przeprowadzonych badan oraz przeglad piSmiennictwa potwierdza koncepcje,
ze OLGs niezaleznie od plci oraz wieku osobnikdow, odgrywaja istotng rol¢ w metabolizmie
wiokien nerwowych oraz neuronéw. Zaangazowanie tych komoérek moze by¢ procesem
fizjologicznym, ktéry przebiega w podobny sposéb przez cale zycie osobnikéw i aktywnie
oddziatuje na neurony oraz przemiany mieliny. Uzyskane wyniki sugeruja, ze OLGs pelnia
wazng rol¢ u dorostych osobnikow, nawet po zakonczonym procesie tworzenia ostonek
mielinowych, a przedstawione wyniki majg warto$¢ poznawcza i moga mieé aspekt
praktyczny zwlaszcza w odniesieniu do zwierzat gospodarskich.

W pracach odnoszacych si¢ do OLGs brak doniesien, ktore przedstawiatyby analize¢
porownawcza OLGs pomiedzy réznymi gatunkami zwierzat. Przedstawione wyniki badan
mogg stanowi¢ podstawe do lepszego poznania i zrozumienia tych komorek glejowych oraz
poza warto$cig poznawczg moga mie¢ réwniez aspekt praktyczny z punktu widzenia nauk
klinicznych, zwtaszcza w odniesieniu do zwierzat gospodarskich. Lepsze poznanie tych
komorek glejowych oraz zrozumienie mechanizméw ich oddziatywania w skomplikowanej
sieci potaczen OLG-neuron moze okazaé si¢ kluczowym elementem w opracowaniu nowych

strategii terapeutycznych wielu chorob neurodegeneracyjnych.
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5. Omowienie pozostalych osiggnieé naukowo-badawczych

Przebieg dzialalno$ci naukowej oraz opis wybranych publikacji

W trwajacej od czaséw studidw karierze naukowej rozwijalam swoje zainteresowania
starajac si¢ taczy¢ zagadnieniadotyczace rozwoju, morfologii, histochemii, cytochemii oraz
morfometrii uktadu nerwowego réznych gatunkdéw zwierzat. Kierunki mojej pracy badawczej
wynikaja z wlasnych zainteresowan naukowych 1 wpisujag si¢ w tematyke badan
prowadzonych w Zaktadzie Histologii i Embriologii. W profilu badawczym, a tym samym w
obszarze moich zainteresowan znajdujg si¢ budowa neurogleju, ktory strukturalnie i
czynnosciowo wigze si¢ zarowno z OUN jak i z PNS. Prowadzone badania koncentrujg si¢
gldwnie na wykazaniu zmienno$ci morfologicznych i czynno$ciowych komorek glejowych,
lokalizacji neurogleju w obszarach mocno i stabo zmielinizowanych mézgowia w rozwoju
postnatalnym zwierzat oraz reaktywnosci neuronow i neurogleju OUN pod wpltywem

egzogennych substancji.

5.1. Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

Po zdaniu egzaminu maturalnego rozpoczgtam studia na kierunku biologia na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska w Katowicach. Wybrana przeze mnie specjalnoscia
byta biologia ogodlna. Prace magisterska wykonatam w Zakladzie Fizjologii Zwierzat
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska w Katowicach pod kierunkiem dr hab. Pawtla
Miguli. Dnia 9 czerwca 1988 roku obronitam prace magisterskg z wynikiem bardzo dobrym.
Po uzyskaniu tytutlu magistra prace zawodowgq rozpoczetam 1 pazdziernika 1988r w Zaktadzie
Histologii i Embriologii, Instytutu Anatomii Zwierzat Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Akademii Rolniczej w Lublinie na stanowisku asystenta-stazysty. Z dniem 1 pazdziernika
1990r. decyzja Rektora Akademii Rolniczej w Lublinie zostatam mianowana na stanowisko
asystenta w Zaktadzie Histologii i Embriologii Instytutu Anatomii Zwierzat Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w Lublinie. Szybko opanowalam zakres
wiedzy oraz metody badawcze z zakresu histologii zwierzat i aktywnie wilaczytam si¢ do
badan naukowych prowadzonych w Zakladzie. W pierwszym roku mojej pracy zawodowej
uczestniczytam w XV Jubileuszowym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Anatomicznego w
Katowicach (14-17 wrze$nia 1989r). Od czasu zatrudnienia moje zainteresowania naukowo-
badawcze poszerzyly si¢ na temat budowy struktur OUN, ze szczegdlnym uwzglednieniem
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jednego z typow komorek glejowych — oligodendrocytow (OLGs). W 1990r. odbylam
miesigczny staz z zakresu mikroskopii elektronowej: transmisyjnej i skaningowe;j,
nowoczesnej histochemii oraz komputerowej analizy obrazéw u pana Prof. dr hab.
Wincentego Kilarskiego z Instytutu Zoologii, Zaktadu Cytologii 1 Histologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. M¢j dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora
obejmuje: 5 artykutow naukowych (11.B.1; 11.B.2; 11.B.3; 11.B.4; 11.B.5) oraz 1 komunikat
na konferencji krajowej (11.D.5). Sumaryczna liczba punktoéw MNiSW tych prac, zgodnie z
rokiem opublikowania, wynosi 23.

Prace doktorska wykonywatam pod kierunkiem naukowym Prof. dr hab. Reginy
Cybulskiej. Przeprowadzone badania obejmowaty obserwacje OLGs u samcoéw szczurdéw rasy
Wistar w wieku 90 -120-150 dni, przy pomocy technik mikroskopii $wietlnej oraz
elektronowej. Na tym etapie doswiadczen zastosowatam metode impregnacji solami srebra
oraz wykonanatam skrawki polcienkie, wybarwione bigkitem metylenowym, ktore
umozliwily przesledzenie rozmieszczenia OLGs przy widknach nerwowych, naczyniach
krwiono$nych 1 neuronach w obszarze stabo zmielinizowanym jakim jest kora czolowa
(cortex frontalis), oraz w obszarach mocno zmielinizowanych tj. w spoidle wielkim (corpus
callosum) i torebce wewnetrznej (capsula interna). W obszarze kory czotowej wykazano
asymetryczne utozenie tych komorek glejowych, natomiast w obszarach mocno
zmielinizowanych OLGs rozmieszczone byly szeregowo w liczbie 4-6 komorek ciasno
utozonych wzdluz wiokien nerwowych. Takie ulozenie oligodendrogleju sugeruje silne
zaangazowanie tych komoérek w proces mielinizacji. W obydwu zastosowanych metodach
OLGs wykazywaty podobny wzor lokalizacji.

Kolejne badania dotyczyly obserwacji skrawkow ultracienkich w mikroskopie
elektronowym 1 pozwolity na wyodrebnienie 3 typow OLGs: o jasnej, $rednio gestej 1
elektronowo gestej cytoplazmie. W obszarze kory mézgowej u wszystkich badanych zwierzat
widoczne byty 3 typy OLGs. Najczesciej obserwowano pojedyncze lub ulozone parami
komorki w  bezposrednim lub bliskim sgsiedztwie neurondw, naczyn krwionos$nych
wlosowatych oraz innych komorek glejowych. W obszarach mocno zmielinizowanych
widoczne byly zarowno OLGs o jasnej, srednio gestej oraz elektronowo ggstej cytoplazmie,
uktadajace si¢ w charakterystyczne szeregi, rzadko wystepowaty pojedynczo i lokalizowaty
si¢ gldéwnie przy wioknach zmielinizowanych oraz naczyniach krwiono$nych. Czasami
towarzyszyly astrocytom lub mikroglejowi. Zaobserwowano, ze wraz z wiekiem zwierzat
doswiadczalnych zmieniala si¢ liczba poszczegdlnych typéw OLGs. W osobnikéw

najmtodszych (90 dniowych) OLGs o $rednio gestej cytoplazmie stanowily najliczniejszg
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populacje tych komoérek glejowych, nieco mniej bylo OLGs o elektronowo jasnej
cytoplazmie, natomiast najmniejszg pulg¢ tworzyla grupa OLGs o elektronowo ggstej
cytoplazmie. Podobne proporcje 3 typow OLGs obserwowano w przedziale wiekowym 120
dni, natomiast u osobnikéw 150 dniowych obserwowano znaczny wzrost liczby komorek o
elektronowo gestej cytoplazmie. Komorki o elektronowo jasnej cytoplazmie wystgpowaty
tylko pojedynczo. Zastosowanie metody histochemicznej pozwolito dokona¢ analizy
zwartosci zelaza w tych komorkach glejowych u badanych zwierzat. W wyniku zastosowane;j
reakcji histochemicznej na obecno$¢ zelaza, produkt reakcji lokalizowal si¢ w ciele,
wypustkach komoérek glejowych oraz ostonkach mielinowych. Lokalizacja zelaza w OLGs
podkresla rolg tych komorek glejowych w gospodarce zelazem w obrebie OUN.
Rozmieszczenie OLGs w obszarach substancji szarej i1 biatej odpowiadato rozmieszczeniu
tych komorek glejowych barwionych metoda srebrowa oraz bigkitem toluidyny. Badania
przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej byly tematem artykutdéw opublikowanych w
czasopismach o zasiggu krajowym (11.B.6; 11.B.7; 11.B.10, 11.B11) oraz konferencji o zasiegu
krajowym (11.D.1; 11.D.9; 11.D.10).

Po zlozeniu egzaminow przed Komisja powotang przez Rad¢ Wydziatu Biologii 1
Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej w Lublinie dnia 09 wrze$nia 1998r
odbyta si¢ obrona dysertacji doktorskiej pt. ,,Badania rozmieszczenia roznych typow
oligodendrogleju i obecnosci w nich zelaza w wybranych obszarach mozgu szczura’.
Uchwata Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi w dniu 22 wrzes$nia 1998r. uzyskatam

stopien doktora nauk biologicznych.

5.2. Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Doswiadczenie zdobyte podczas wykonywania prac badawczych przed uzyskaniem
stopnia naukowego doktora oraz podczas realizowania rozprawy doktorskiej pozwolito mi
wypracowa¢ wlasny warsztat badawczy oraz rozwing¢ tematyke zwigzang z OUN, a w
szczegolnosci z komorkami glejowymi. Tematyka badawcza po uzyskaniu stopnia doktora,
podjeta w moich pracach realizowana byta w ramach wcze$niej rozpoczetej pracy naukowej
dotyczacej reaktywnosci neuronéow i gleju OUN u zwierzat.W trakcie pracy zawodowej
opanowatam techniki mikroskopii §wietlnej oraz elektronowej, ktore stanowity warsztat moje;j
dalszej pracy. Badania obejmowaty analize¢ mikroskopowa tkanki glejowej ze szczegdlnym
uwzglednieniem OLGS 1 astrocytow w ontogenezie postnatalnej wybranych obszaro6w

mozgowia ssakow. Ponadto prowadzone przeze mnie prace dotyczyty morfologii neuronow,
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ich rodzaju oraz rozmieszczenia w OUN uroznych gatunkow zwierzat. Do realizacji celow
badawczych wykorzystywatam metody histochemiczne i morfometryczne dotyczace komorek
glejowych i neuronéw wybranych obszarow moézgowia U réznych gatunkow ssakow z
uwzglednieniem plci. Rozpoczety przeze mnie cykl badan przy uzyciu metod
immunofluorescencyjnych oraz histochemicznych dotyczyl wybranych biatek zwigzanych z
OLGs i mieling jako markeréw w stanach prawidlowych i patologicznych w strukturach
uktadu nerwowego. Poza standardowymi metodami stosowanymi w histologii w swoich
badaniach zastosowatam mikrodysekcj¢ oraz immunoblotting, ktorg wykorzystatam w pracy
habilitacyjnej. Ponadto zajmowatam si¢ tematyka dotyczacg zmiennosSci ekspresji receptora
apelinowego i swoistego bialka oligodendrogleju u zwierzat. Prowadzone przeze mnie
badania z zakresu morfologii komorek glejowych oraz neuronow na poziomie mikroskopu
Swietlnego 1 elektronowego mozgowia dotyczyly zarowno mlodych jak i starzejacych sie
osobnikow. W pracy badawczej wykorzystywatam skrawki poélcienkie oraz ultracienkie w
celu doktadnej analizy badanych struktur. Zastosowanie wyzej wymienionych metod
pozwolito wykazac¢wzrost liczby OLGs o elektronowo gestej cytoplazmie U starych zwierzat
w porownaniu z mtodymi osobnikami. Morfologiczne zmiany cechowaly niektére komorki
glejowe, neurony oraz ostonki mielinowe. Badania sugeruja, ze mtodsze formy OLGS moga
uczestniczy¢ w remielinizacji widkien nerwowych, wplywajac na polepszenie neuronalnego
przekaznictwa nerwowego, natomiast zmiany strukturalne mieliny moga wptywaé na
zaburzenia przewodzenia impulsow nerwowych. Glejowe wldkienkowe kwasne biatko
(GFAP) jest specyficznym markerem astrocytow, drugiego rodzaju gleju obecnego w OUN,
ktory nierozerwalnie zwigzany jest zarowno z OLGSs jak i neuronami. Na podstawie analizy
immunohistochemicznej w obszarze istoty szarej $rodkowej (substantia grisea centralis/
periaqueductal gray /PAG/) u dorostych samcow szynszyli wykazano rownomierny rozktad
astrocytow w grzbietowej, grzbietowo-bocznej oraz brzuszno-bocznej czeséci tego obszaru
moézgowia. Na podstawie oceny parametrow morfometrycznych stwierdzono obecno$é
najwickszej liczby astrocytow w grzbietowo-bocznej czgéci PAG. Otrzymane wyniki badan
sugeruja, ze akumulacja astrocytoéw w tej czgsci PAG u dorostych samcow szynszyli moze
odzwierciedla¢ ich udziatu w aktywnym mechanizmie obronnym. Gloéwny nurt mojej pracy
badawczej koncentrowatl si¢ nad zagadnieniami dotyczacymi poznania budowy, topografii
oraz morfologii OLGs obszarow stabo zmielinizowanych (kora mozgowa /cortex cerebri/,
hipokamp /hippocampus/, istota szara $rodkowa okotowodociggowa /substantia grisea
centralis/) oraz mocno zmielinizowanych (spoidto wielkie /corpus callosum/, torebka

wewnetrzna /capsula interna/) u réznych gatunkoéw zwierzat. Prace morfologiczne i
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morfometryczne prowadzone na poziomie mikroskopu $wietlnego naleza do poznawczych i
stanowig podstawe do dalszych badan nad wplywem substancji egzogennych na
funkcjonowanie mézgowia w zwierzat (11.B.12; 1LA.3; 1.A.4; 11.B.15; LA.6; 1.A.7, 11.D.1;
11.D.9; 11.D.10; 11.D.11; 11.D.12; 11.D0.13; 11.D.14; 11.D.28; 11.D.32; 11.D.36,
11.D.41;11.D.42; 11.D.2.9.).

Tematyka badawcza prowadzonych przeze mnie prac miata na celu lepsze poznania
budowy, topografii oraz morfologii wybranych obszarow OUN ze szczegolnym
uwzglednieniem miejsc nalezagcych do uktadu limbicznego takich jak: hipokamp
/hippocampus/ (Hip), zakret przyhipokampalny (gyrus parahippocampalis), zakret zebaty
(gyrus dentatus) i cialo migdatowate (corpus amygdaloideum). Hip jest jedng z
podstawowych struktur mozgowych u ludzi oraz zwierzat odgrywajacych istotng role w
pamigci dlugoterminowej i orientacji przestrzennej. Badania morfologiczne na poziomie
mikroskopu §wietlnego pozwolity dokona¢ analizy topograficznej, cytoarchitektonicznej oraz
morfometrycznej w strukturach uktadu limbicznego u samcoé4w i samic réznych gatunkow
zwierzat w tym u lisa polarnego (Arctic fox), norki amerykanskiej (Neovison vision) i bydta
domowego (Bos taurus). Na preparatach histologicznych w Hip u badanych gatunkow
zwierzat widoczne byty pola CA1-CA4 oraz warstwy: poczatkowa /stratum oriens-SO/,
piramidalna /stratum pyramidale —SP/, promienista /stratum radiatum —SR/ i jamisto-
drobinowa /stratum lacunosum-moleculare —SLM/. Gtéwna populacjg neuronow Hip w SP
stanowity neurony piramidalne z wieloma dendrytami. Ponadto w obrazie mikroskopowym
widoczne byty neurony owalne, wielobiegunowe oraz towarzyszace im komorki glejowe.
Obserwacje morfometryczne w poszczegolnych polach CA1-CA4 Hip u badanych gatunkéw
zwierzat wykazatly, ze neurony r6znig si¢ pod wzgledem wielkosci, ksztattu, pola powierzchni
komorki i jadra oraz stosunku jadra do komorki (%), natomiast nie wystgpowaty istotne
statystycznie  roznice  dotyczace badanych  parametréow. Wartosci  parametréw
morfometrycznych w polach CA1-CA4 Hip u dorostego lisa polarnego (Arctik fox) nie
roznity si¢ znaczaco. Obserwowano niewielka tendencje do wahan w obrebie wielkosci,
obwodu i pola powierzchni komorki. Pole powierzchni komoérek w polu CA3 byto najwigksze
i oscylowato wokot 249,4um?, natomiast w polu CA2 osiagnetowartosé okoto 184,1um?% W
polu CA2 glownymi komodrkami byty neurony piramidalne, gesto utozone z niewielkia ilo$cig
cytoplazmy ale zmiennym rozmiarem. Najwigksza Srednicg posiadaty neurony w polu CA2 i
CAA4 (okoto 23,6um), natomiastnajmniejszg W polu CA3 (okoto 8,3um). Procentowy udziat
neuronow w poszczegdlnych polach CA1-CA4 warstwy SP nie wykazaly istotnych réznic

statystycznych.Srednia  dlugo$é neuronéw w obszarach CA1-CA4 nie byla istotna
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statystycznie (p <0,05). Najmniejsza szeroko§¢ miaty neurony w polu CA4 (okoto 10,4um),
natomiast najdtuzsze byty w polu CA2. Srednia dtugo$¢ neuronéw w obszarach CA1- CA4
nie byla istotna statystycznie (p<0,05). Analiza morfometryczna u samic norki amerykanskiej
(Neovison vision) wykazata ze w polu CA2 Hip brzusznego, najwicksze pod wzgledem
dhugosci (15,06um) i $rednicy (14,5um) byly neurony piramidalne, natomiast najmniejsza
dhugos¢ (8,5um) oraz srednicg (8,6pm) posiadaty neurony wpolu CAl. Najwigkszg $rednig
wielko$¢ pola powierzchni komorki (157,1 umz) oraz najwigksza S$rednig wielkos¢ pola
powierzchni jadra komérkowego (106,1pm?) posiadaty neurony piramidalne w polu CA2. W
polach CA1-CA4 wskaznik jadrowo-komodrkowy wahat si¢ w granicach 56,62-67,53%. W
obszarze Hip brzusznego u bydta domowego (Bos taurus) glowng populacje neurondéw
stanowity neurony piramidalne. Najwigksze neurony obserwowano w polu CA1 (22,3um), a
najmniejsze w polu CA4 (19,1um). Srednie wartosci obwodu komérek wynosity w polach:
CAl — 70,1pm, CA2 — 68,1um, CA3 — 65,2um, a CA4 — 64,5um. Najwigksza $rednice
wykazywaty neurony piramidalne w polu CA1 (24,2um). W polach CA3- -CA4 warto$ci byty
zblizone 1 wynosity, odpowiednio: CA3 — 20,4um, CA4 — 20,1um. Najwigksza $rednig
wielkos¢ pola powierzchni komorki (274,7um2) oraz najwicksza S$rednig wielko$¢ pola
powierzchni jadra komoérkowego (141,1pm?) wykazywaty neurony w polu CA1.W polach
CA1-CA4 wskaznik jadrowo-komorkowy wahat si¢ w granicach 51-52%. Uzyskane wyniki
sugerujg innowacyjne podejscie do morfometrycznych wtasciwosci Hip u réznych gatunkéw
zwierzat. Badania morfometryczne OUN sg uwazane za cenne zrodto danych w zaleznosci od
czynnikow Srodowiskowych oraz farmakologicznych i ich wplywu na struktury OUN.
Ponadto analiza morfometryczna gwarantuje otrzymywanie coraz to doktadniejszych
wynikoéw, ktore moga by¢ podstawag lepszego zrozumienia morfologii oraz zmian
zachodzacych w uktadzie nerwowym (1.A.5; 11.B.13; 1.A.8; 1.A.11; 1.A.12; 11.D.15; 11.D.16;
11.D.17; 11.D.18; 11.D.19, 11.D.26, 11,D.27; 11.D.29; 11.D.31; 11.D.37; 11.D.47; 11.D.2.7,;
11.D.2.8.).

Rownolegle do badan nad strukturami OUN wuczestniczylam w  pracach
eksperymentalnych we wspotpracy z Zaktadem Fizjologii Zwierzat Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej UP w Lubline. Badania dotyczyly zywieniowych, metabolicznych 1
hormonalnych uwarunkowan wzrostu 0raz rozwoju organizmu zwierzgcego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem fizjologicznych mechanizméw rozwoju tkanki kostnej. Ponadto
eksperymenty dotyczyty powstawania ewentualnych zaburzen w aspekcie pre- 1 postnatalnego
oddziatywania czynnikow hormonalnych, Zywieniowych 1 toksykologicznych oraz

funkcjonowania osi jelitowo-kostnej u réznych gatunkéw zwierzat. Ocenie poddano tkanke
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kostna, okreslono wskazniki metabolizmu kostnego w warunkach rozwijajacej si¢ i ustalonej
osteopenii; pre- i postnatalne oddziatlywanie takich substancji jak: L-alanylo-L-glutamina,
deksametazon, a-ketoglutarane (AKG), B-hydroksy-B-metylomaslan (HMB) na procesy
wzrostowe organizmu, strukturg, dojrzewanie 1 funkcje uktadu pokarmowego oraz
metabolizm i wlasciwos$ci uktadu kostno-szkieletowego u roznych gatunkow zwierzat.
Badania obejmowaty okres ptodowy, w ktérym uktad kostnoszkieletowy wraz z
towarzyszaca tkanka taczng i mig$niowa podlega intensywnym zmianom szczegOlnie w
ostatnich tygodniach cigzy. Wykazano, ze nawet najmniejsza ingerencja farmakologiczna
uposledza prawidtowe formowanie uktadu kostnego i nastepows, funkcjonalng sprawnos$¢ w
okresie neonatalnego i postnatalnego rozwoju organizmu. Deksametazon, syntetyczny
glikokortykoid pozbawiony dziatania mineralokortykosteroidowego oraz diabetogennego jest
powszechnie i szeroko stosowany w terapii leczniczej zaréwno u ludzi jak i zwierzat
wplywajac na wzrost irozw6j uktadu kostnoszkieletowego. Wykazano, ze prosieta, ktore
znajdowaty si¢ pod wptywem deksametazonu w okresie 3 ostatnich tygodni rozwoju
prenatalnego, charakteryzowaty si¢ makrosomig i w chwili narodzin posiadaty zwigkszona
mas¢ badanych kosci (ramiennej, udowej i zeber). Podawanie deksametazonu w okresie
pierwszych 14 dni zycia, hamowato ogdlny wzrost masy ciata prosiat, wzrost i dojrzewanie
kosci, co miato bezposrednie przetozenie na zmniejszenie parametrow geometrycznych,
mechanicznych, gestosci catkowitej tkanki kostnej i zawartoSci mineralnej kosci oraz
parametrow histologicznych beleczek kostnych (1.A.1; 11.D.6). Wykazano, ze stabo
zbilansowana dieta, niedozywienie oraz stany stresowe, prowadza do ujemnego bilansu azotu
w organizmie z rownoczesnym zahamowaniem wzrostu, natomiast glutamina i AKG moga
przeciwdziata¢ tym efektom. Zapotrzebowanie na glutaming wzrasta szczeg6élnie w trakcie
intensywnego wzrostu somatycznego, w niedozywieniu, W niedojrzatosci neonatalnej oraz W
stanach upos$ledzonej czynnos$ci trawiennej. Ponadto wykonano badania wptywu glutaminy i
AKG na catkowitg zawarto$¢ cholesterolu w surowicy krwi u prosigt. W wyniku podawania
glutaminy i AKG doszto do zmniejszenia catkowitego stgzenia cholesterolu oraz frakcji
lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL), natomiast obserwowano wzrost poziomu frakcji
lipoproteiny o wysokiej gestosci (HDL) u mtodych prosigt karmionych tylko mlekiem matek
w grupie kontrolnej. Ponadto glutamina i AKG wplywaly na wzrost poziomu trojglicerydow
(TG) w surowicy krwi oraz zmiany w uktadzie leukocytow (11.B.9; 11.D.7; 11.D.2.1.).
Wykazano réwniez pozytywny wpltyw suplementacji AKG na szybko$¢ wzrostu w
odniesieniu do tworzenia kolagenu kostnego podczas pierwszych 70 dni zycia u prosiat,co

przedktadato si¢ zwickszong liczbg beleczek kostnych i zwigkszeniem ilosci kolagenu.
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Suplementacja AKG przyczynita si¢ rowniez do wzrostu stezenia osteokalcyny -
niekolagenowego biatka syntetyzowanego przez osteoblasty. Przeprowadzone doswiadczenia
wykazaly anaboliczny wptyw AKG na tkanke kostng po podaniu doustnym, zwigkszyly jej
minaralizacj¢ 1 w konsekwencji doprowadzity do zwickszenia gestosci kosci 1 gestosci
beleczek kostnych. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na mozliwo$¢ istnienia
pofaczenia AKG pomig¢dzy uktadem trawiennym a ukladem kostnym, sugerujac, ze AKG
mozna wykorzysta¢ jako czynnik zapobiegajacy osteopenii i osteoporozie (11.B.8; 1.A.1;
LA.2; 11.D.8; 11.D.2.2.; 11.D.2.3.). W kolejnym modelu do$wiadczalnym oceniano wptyw
cynku (Zn) na rozwdj kosci, parametry mechaniczne, geometryczne oraz
histomorfometryczne kosci dtugie u kurczat brojlerow. Okreslono poziom stgzenia hormonu
wzrostu (GH), stezenia insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1), osteokalcyny i leptyny,
stezenie Zn, miedzi (Cu), wapnia (Ca), magnezu (Mg), zelaza (Fe) oraz fosforu (P) w
surowicy. Wyniki wykazaty, ze ptaki karmione dieta uzupetniong w organiczny cynk w 25%
udziale zalecanej dawki nie wykazywaly zaburzen ogolnego wzrostu i posiadaly
niezmieniony poziom stezenia GH, leptyny i IGF-1. Stezenie Zn, Cu, Ca, Mg, Fe, P w
surowicy nie wykazywato réznic pomiedzy grupami. Zawartos¢ Zn wykryta w kosciach w
kontroli i grupie z uzupelionym Zrédtem organicznym tego pierwiastka rowniez nie réznity
si¢ miedzy sobg. Skutkowato to stwierdzeniem, ze suplementacja z uzyciem Zn wplywa
korzystnie na wtasciwosci mechaniczne kos$ci, a tym samym ma korzystny wptyw na rozwdj
uktadu kostnego U brojlerow badanych pod katem czynnika zywieniowo-0Steoporotycznego
(1LA.10; LA.13; 11.D.21;).

Bralam réwniez udziat w cyklu badan, prowadzonych we wspotpracy z Zaktadem
Prewencji Weterynaryjnej 1 Chorob Ptakow oraz Katedra Epizootiologii 1 Klinikg Chorob
Zakaznych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie. Celem badan byto okreslenie
wplywu mieszanki paszowej wzbogaconej w Zakarpacki zeolit (klinoptylolit) na zuzycie
paszy 1 wody, przyrosty masy ciata, jakos¢ migsa 1 narzagdow wewngtrznych oraz odpornosc
brojleréw. Ponadto okreslono wptyw Zakarpackiego zeolitu na wskazniki immunologiczne u
drobiu przez ocene ekspresji czasteczek powierzchniowych CD na limfocytach T i B,
proporcji limfocytow CD4:CDS i stezenia cytokin I1-2 i 11-10. Do analizy morfologicznej
narzgdow wewnetrznych (watroba, trzustka, jelito cienkie, zotadki /gruczolowy 1 migsniowy/)
zastosowano standardowe metody uzywane w histologii. Ponadto wykonano réwniez oceng
parametrow morfometrycznych wybranych narzadow. Wykazano, ze zastosowanie
naturalnych zeolitéw w paszach wspomaga wykorzystanie sktadnikow odzywczych, sprzyja

lepszym przyrostom masy ciata ptakow przy nizszym zuzyciu paszy, poprawia jako$¢ miesa 1
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funkcje narzadow wewngtrznych, wptywajac korzystnie na odporno$¢ ptakéw. Ponadto
zmniejsza réwniez ryzyko wystapienia schorzen przewodu pokarmowego oraz wspomaga
wydalanie z organizmu produktow przemiany materii. Wyniki sugerujg, ze suplementacja
zeolitem zwickszyla spozycie paszy, parametry morfologiczne jelit 1 aktywnos$¢
enzymatyczng uktadu pokarmowego u brojlerow. Stosowanie suplementacji zeolitem ma
zalety zywieniowe i sugeruje korzystny wplyw na jako$¢ badanych narzadoéw (1.A.15;
LA.16.; 11.D.24; 11.D.2.14.; 11.D.2.15.; 11.D.2.16.). Zwigkszone stezenie cytokin u kurczat
otrzymujacych zeolit wskazuje, ze zeolit wptywa na komorki immunokompetentne, regulujac
natezenie odpowiedzi immunologicznej organizmu. Wykorzystanie zeolitu jako suplementu
paszowego zwickszyto prezentacje antygenu u brojleréw i powodowalo zmiany populacji
komorek T i ich funkeji, prowadzac do zwigkszonej ekspresji limfocytow T regulatorowych i
polaryzacji w kierunku TH1 lub TH2. Nadmierne dostarczanie zeolitu w paszy powodowato
miejscowg reakcj¢ zapalna, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia bariery jelitowej i wtornych
infekcji. Wyniki wskazuja, ze w badanych dawkach dodatek 2% zeolitu do paszy jest
najbardziej korzystny dla drobiu pod wzgledem zdrowia, wydajnosci i odpornosci (1.A.14;
11.D.33).

Rownolegle do badan nad Zeolitem uczestniczytam w pracach eksperymentalnych
dotyczacych gruzlicy u ptakow i ryb akwariowych, we wspotpracy z Zakladem Prewencji
Weterynaryjnej 1 Choréb Ptakow oraz z Zakltadem Chorob Ryb i Biologii Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie. Ptasia gruzlica jest jedng z najwazniejszych
chorob wystepujacych u roznych gatunki ptakow i najczeSciej wywolywana jest przez
Mycobacterium avium. Badania przeprowadzono na samcach i samicach bazanta zlocistego,
golebia, kogutach, pawiach oraz 40 alpakach. Objawy kliniczne i zmiany patologiczne byty
zroznicowane w zalezno$ci od gatunku. U ptakow w ostatnich trzech tygodniach zycia
obserwowano zdecydowanie mniejszy apetyt, skutkiem czego bylo wyrazne wychudzenie,
prowadzace do postepujacej utraty masy ciata. Ptaki byly apatyczne, ich piora nastroszone,
bez potysku, a w ostatnim tygodniu zycia wystgpita u nich depresja i dramatyczna utrata
koordynacji. Jedynie u pawi wystapito niewielkie ostabienie, natomiast u ztotych bazantow
nastapit nagly zgon. Przeprowadzone badanie makroskopowe wykazaly powigkszenie
narzagdow wewnetrznych oraz zmiany w postaci guzkow w watrobie i $ledzionie. Zmiany
histopatologiczne byly typowe dla ziarniniakow gruzlicy u ptakow. Liczne ziarniniaki
obserwowano w watrobie, §ledzionie, jelicie cienkim, jelicie $lepym, nerkach, tchawicy i
jadrach, charakteryzowaly si¢ centralng serowata martwica, otoczong warstwa komorek

nabtonka, wiclojadrzastymi gigantycznmi komorkami Langhansa i makrofagami. Limfocyty i
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makrofagi znajdowaty si¢ na obrzezach ziarniakoéw. Badanie histopatologiczne watroby
wykazalo liczne ogniska zapalenia ziarniniakowego. Losowo rozproszone ziarniaki sktadaty
si¢ z grubej, luzno utkanej otoczki utworzonej przez wrzecionowatego ksztattu fibrocyty,
makrofagi 1 wielojadrzaste komorki Langhansa. W tchawicy wystepowaly liczne mate
ziarniaki 1 mate guzki, glownie w blaszce wilasciwej btony §luzowej. Nerki miaty mate
ziarniniaki charakteryzujace si¢ centralnym obszarem martwicy otoczone przez
Wielojadrzaste komorki oraz bardzo duzym ziarniakiem (zwlaszcza w torebce nerki)
zawierajacym liczne duze ogniska martwicze. Zmiany w jadrach charakteryzowaly sie¢
naciekami limfocytarnymi, widoczne byly pogrubione $ciany naczyn krwiono$nych pomiedzy
kanalikami nasiennymi. Ponadto, wykazano zmiany skorne spowodowane mykobakterioza u
badanych ptakéw. Obserwacje wykazaly wieloprzepustowa oporno$¢ na gatunki
Mycobacterium u zakazonych ptakow. Bioragc pod uwage opornosé lekow pierwszego rzutu w
medycynie ludzkiej przeciwko gruzlicy oraz brak odpowiednich przestanek naukowych w
celu skutecznego leczenia ptakow, nalezy zmniejszy¢ ryzyko zarazenia wiascicieli ptakow.
Ponadto istnieje mozliwos$¢ przenoszeniazarazonych szczepéw na inne ptaki. Zwalczanie
mykobakteriozy powinno opiera¢ si¢ na identyfikacji i eliminowaniu lub stalej segregacji
zakazonych ptakéw. Dbato$¢ o higieng osobista po kontakcie z zakazonymi ptakami, ich
odchodami oraz innymi potencjalnie skazonymi materialami jest zawsze niezbedna do
zminimalizowania narazenia na dziatanie Mycobacterium (1.A.9).

Kolejna praca z moim wspoélautorstwem, ktora ukazata si¢ w 2017 roku dotyczyta
identyfikacjii rozrozniania czterech gatunkow rodzaju Mycobacterium: Mycobacterium
marinum, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium fortuitum i Mycobacterium abscessus
u ozdobnych ryb akwariowych (Trichogaster lalius, Labidochromis caeruleus,
Mikrogeophagus ramirezi i Paracheirodon innesi) oraz wykazanie skutkow zarazenia ludzi
mykobakterioza pochodzaca odchorych ryb akwaryjowych. Przeprowadzona analiza
histopatologiczna wykazata liczne widoczne ziarniniaki w narzagdach wewnetrznych tylko u
Trichogaster lalius. Wszystkie gatunki Mycobacterium wyizolowane w tym badaniu sg
dobrze znanymi czynnikami chorobotworczymi u ludzi i ryb. Przeprowadzone badanie
wykazalo rowniez, ze MALDI-TOF-MS, jako szybka i doktadna technika, moze by¢
alternatywnym narzedziem diagnostycznym do identyfikacji 1 réznicowania klinicznych
izolatow pratkowych. Ponadto wykazano, ze MALDI Biotyper jest szybka technika
klasyfikacji taksonomicznej roznych gatunkoéw pratkoéw gruzlicy (1.A.18; 11.D.34).

W moim dorobku publikacyjnym znajdujg si¢ rowniez badaniaz zakresu histologii gonady

meskiej szczura w eksperymentalnie wywotanej cukrzycy, prowadzone we wspotpracy z
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Lwowskim Narodowym Uniwersytetem Medycznym im. Daniela Halickiego (National
Medical University, L’viv, Ukraine) oraz Katedrg Anatomii Cztowieka, Zaktadem Anatomii
Prawidtowej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Efektem tych badan byto wykazanie, ze
angiopatia jest mechanizmem wyzwalajagcym rozwoj cukrzycy, przyczyniajagcym si¢ do
rozwoju zmian strukturalnych w obrebie gonady meskiej. Stanowi to podstawe do dalszych
badan morfologicznych i klinicznych w celu diagnostki cukrzy oraz opracowania nowych
technik leczenia gonady meskiej (11.B.14).

Bytam rowniez wspotatorem publikacji, w ktorej na podstawie badan cytogenetycznych i
molekularnych przedstawiono charakterystyke genetyczng $win rasy Putawskiej. Wsrod
markeréw chromosomowych uwzgledniono polimorficzne warianty specyficznych struktur
chromosomowych, takich jak centromeryczne obszary heterochromatyczne (pasma C) i
regiony organizacyjne nukleotydow (pasma NOR). Opisane tendencje specyficzne dla ras
dotyczacych polimorfizmu wielko$ci tych struktur sg zrédlem znacznikéw chromosomowych
przydatnych do identyfikowania powigzan z genami kontrolujacymi wazne cechy
produkcyjne. Prezentowanew tej pracy badania molekularne zawieraly markery DNA, STR i
SNP, ktore sa pomocne do okreslenia genetycznego charakteru cech funkcjonalnych, a takze
charakterystyki ras dla odmian genetycznych, zwtaszcza w rasach konserwatywnych, gdzie
istnieje r6znorodno$¢ genetyczna i zmienno$¢ wewnatrzgatunkowa (1.A.17).

W najblizsze] przyszio$ci zamierzam kontynuowaé badania dotyczace wcze$niej
rozpoczetych prac z zakresu morfologii komoérek glejowych, glownie OLGs, na poziomie
mikroskopu §wietlnego oraz elektronowego mézgowia mtodych i starzejacych si¢ osobnikow,
w wybranych obszarach OUN u samic i samcOw roznych gatunkéw zwierzat. Zagadnienia te
beda dotyczyty lepszego poznania budowy oraz topografii OLGs obszardéw stabo oraz mocno
zmielinizowanych u samcoéw i samic roznych gatunkéw zwierzat takich jak: zwierzeta
laboratoryjne (szczur, mysz, krolik), zwierzeta futerkowe (lis, norka), zwierzeta gospodarskie
(kon, krowa, owca, koza), ptaki, zwierz¢ta egzotyczne. Prace dotyczy¢ bedg dystrybucji oraz
zmiennoS$ci ekspresji receptora apelinowego 1 swoistego biatka oligodendrogleju u réznych
gatunkow zwierzat w roznych okresach zycia osobniczego oraz ustalenia zmiennoS$ci
reaktywnosci struktur os§rodkéw nerwowych pod wptywem egzogennych substancji. Badania
morfologiczne 1 morfometryczne prowadzone na poziomie mikroskopu $§wietlnego pozwolg
lepiej zrozumie¢ interakcje tych komorek glejowych z innymi strukturami obecnymi w OUN.
Swoja pracg naukowa zamierzam poszerzy¢, a do realizacji celow badawczych wykorzystam
metody w oparciu 0 nowoczesne i zaawansowane techniki tj. metody

immunofluorescencyjne,  histochemiczne, = morfometryczne, = mikrodysekcje  oraz
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immunobloting. Zastosowanie wybranych metod badawczych pozwoli na lokalizacje i1
zawarto$¢ swoistego biatka oligodendrogleju 1 mieliny, jako markerow w stanach

prawidlowych i patologicznych struktur OUN.

Wybrane programy szkoleniowe, dokonania organizacyjne i popularyzujgace nauke

o W roku akademickim 1993/1994 petnitam funkcje opiekuna grup studenckich

o W latach 2010-2017 przygotowywatam 11 projektow w ramach 8 edycji Lubelskiego
Festiwalu Nauki (LFN)

. W 2012 roku utworzytam stron¢ internetowg Zaktadu Histologii i Embriologii:

http//histologia.eswi.pl/, na ktorej zamieszczono galeri¢ barwnych obrazow tkanek i narzagdow

jako pomocnych studentom do biezacej nauki oraz w przygotowaniu do egzaminu z
przedmiotu. Salg ¢wiczen wyposazytam w cyfrowa kamere w celu ulepszenia i usprawnienia
prowadzenia ¢wiczen. Ponadto w tym samym roku opracowalam dla studentow zeszyt do
¢wiczen z poszczegdlnymi tematami 1 kolorowymi rysunkami odzwierciedlajagcymi
analizowane preparaty histologiczne.

o W 2014 roku odbytam tygodniowe szkolenie w ramach Erasmus Staff Mobility for
Training w University of Pisa, Anatomia degli Animali Domestici, Italy (Pisa /Wtochy/).

W ramach szkolenia realizowatam badania dotyczace metod immunohistochemicznych i
immunologicznych dotyczacych struktur OUN ssakow, ze szczegdlnym uwzglednieniem
hipokampa.

o Od 2015 roku jestem migdzynarodowym wyktadowca w ramach programu Erasmus
Teaching Staff Mobility i w zwiazku z powyzszym prowadzitam wyktady w j. angielskim

w zagranicznych Uniwersytetach (Portugalia, Turcja).

J W 2016 roku odbytam tygodniowe szkolenie w ramach Erasmus Staff Mobility for
Training w Uludag University/ BURSA/Turcja. W ramach szkolenia realizowatam badania
dotyczace metod infuzji hormonéw dokomorowo moézgowego (I.C.V.) u szczurdow.
Nauczytam si¢ metod iniekcji hormonow do szlaku jadra pasma samotnego (nucleus tractus
solitarii vel nucleus solitarius), dogtowowo brzusznej czesci rdzenia przedtuzonego (rostral
ventral lateral medulla /RVLM/) oraz podwzgorza. Wykonatam pilotazowe badania wptywu
I.C.V. apeliny na funkcje¢ uktadu pokarmowgo (GIT).

o W roku 2016 wykonatam recenzje dla czasopism naukowych: w czasopismach

wyr6znionych w Journal Citation Reports (JCR) (czgs$¢ A).
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o W 2017 roku odbytam tygodniowe szkolenic w ramach Erasmus Staff Mobility for
Training w Universidad de Santiago de Compostela, Centre for Research in Molecular
Medicine and Chronic Diseases (CiMUS)/SANTIAGO DE COMPOSTELA/ Hiszpania. W
ramach szkolenia zapoznalam si¢ z najnowszymi metodami badan dotyczacymi infuzji
hormonéw do jadra brzuszno-przysrodkowego (ventromedial hypothalamic nucleus) (VMH)
oraz jadra tukowatego podwzgoérza (arcuate nucleus of the hypothalamus) u myszy i
SZCZUrow.

o W 2017 roku odbytam tygodniowe szkolenic w ramach Erasmus Staff Mobility for
Training w Lithuanian University of Health Sciences /KOWNO/ Litwa. W ramach szkolenia
realizowatam badania dotyczace parametrow mikrobiologicznych zawartos$ci jelita Slepego u
szczuréw Wistar oraz zapoznatam si¢ z metodami liczenia tlenowych i beztlenowych bakterii,

Lactobacillus spp. i enterococci w jelicie §lepym u szczurdéw.

6. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego

Moj taczny dorobek naukowy stanowi 97 pozycji, w tym:
> 28 oryginalnych prac tworczych
. 27 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

> 5 publikacji przegladowych

. 2 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
> 5 komunikatéw naukowych na konferencjach migdzynarodowych
. 5 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

> 48 komunikatow naukowych na konferencjach krajowych
. 47 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
> 11 komunikatéw naukowych na konferencje krajowe o charakterze miedzynarodowym

. 11 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
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6.1. BIBLIOMETRYCZNE PODSUMOWANIE OSIAGNIEC NAUKOWYCH

» Suma punktéw za publikacje, wedlug zatacznikow do Komunikatu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego za odpowiedni rok (wg roku opublikowania)*/wedhug
zalgcznika do komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 09 grudnia
2016 roku** wynosi odpowiednio: 424*/ 482** (odpowiednio 401 /428 po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora),

» Sumaryczny impact factor publikacji naukowych wedlug listy Journal Citation
Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania wynosi: 9,928 (9,928 po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora),

» Liczba prac opublikowanych w czasopismach indeksowanych przez Journal Citation
Reports (JCR) wynosi 18 (facznie 335 punktow*/335 punktoéw**, co stanowi
odpowiednio 79,01% / 69,50% ogodlnej liczby punktow),

» Indeks Hirscha opublikowanych prac wedlug bazy Web of Science (na dzien
14.11.2017) wynosi: 2

» Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (Cited Reference Search - na
dzien 14.11.2017) wynosi: 12
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6.2. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Rodzaj publikacji Liczba Punkty Punkty [F***
MNiSW* | MNiSW**
Przed uzyskaniem stopnia doktora
Publikacje w czasopismach znajdujgcych _ _ _ _
sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)
Publikacje w czasopismach recenzowanych 5 23 54 _
innych niz znajdujqce sie w bazie Journal
Citation Reports (JCR)
Rozdzialy w monografiach _ _ _ _
Lacznie publikacje 5 23 54 -
Po uzyskaniu stopnia doktora
Publikacje w czasopismach znajdujgcych 18 335 305 9,928
sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)
Publikacje w czasopismach recenzowanych 11 89 123 _
innych niz znajdujgce si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR)
Rozdzialy w monografiach 1 _ _ _
W tym stanowiqgce szczegolne osiggniecie
Lacznie publikacje 30 424 428 9,928
Komunikaty naukowe
Przed uzyskaniem stopnia doktora 1 - _ -
Po uzyskaniu stopnia doktora 63 _ _ -
Lacznie komunikaty naukowe 64 - _ _
Publikacje niepunktowane
Przed uzyskaniem stopnia doktora 1 _ _ _
Po uzyskaniu stopnia doktora 3 - - -
RAZEM 97 424 482 9,928

(oryginalne prace tworcze, komunikaty

naukowe,publikacje niepunktowane)

* wg zalgcznikow do Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za odpowiedni rok (wg roku

opublikowania).

** wo Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 09 grudnia 2016 r. w sprawie wykazu
czasopism naukowych wraz z liczbg punktéw przyznawanych za publikacje w tych czasopismach

*** zgodnie z rokiem wydania

41




dr Agata Wawrzyniak

AUTOREFERAT —ZA£ACZNIK Ila

6.3. Zestawienie czasopism, w ktorych opublikowano prace naukowe

Czasopismo Punkty Punkty Liczba prac Suma Suma
punktéw* | punktéw**
MNiSW* MNiSW** Przed Po
doktoratem | doktoracie
Czasopisma znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

Medycyna Weterynaryjna 10/15 15 _ 9 130 135
Folia Biologica 20 20 _ 1 20 20
Bull. Vet. Inst. Pulawy 20 15 _ 1 20 15
Annals of Animal Science 15 15 _ 1 15 15
Brazilian Journal of Poultry 20 20 _ 2 40 40
Science
The Journal of Applied Poultry 25 25 _ 1 25 25
Research
Poultry Science 35 35 _ 1 35 35
Berliner und Miinchener 20 20 _ 1 20 20
Tierdrztliche Wochenschrift
Journal of Fish Diseases 30 30 _ 1 30 30

Publikacje naukowe w czasopismach wymienionych w cze$ci B wykazu czasopism naukowych MNiSW
Medycyna Weterynaryjna 7/10/15 15 3 3 61 90
Postepy Biol. Kom 0 5 1 _ 0 5
Ann. UMCS, Sect. DD 4/4/2 4 1 2 10 12
Arch Physiother Glob Res _ _ _ 2 0 0
Ortop. Traumatol. Rehabil 5 15 _ 1 5 15

Czasopisma naukowe nieujete w wykazie czasopism naukowych MNiSW
Folia Morphologica 5 15 _ 1 5 15
Journal of Pre-Clinical and 8 10 _ 1 8 10
ClinicalResearch
Komunikaty naukowe na _ _ _ 5 _ _
konferencje miedzynarodowe
Komunikaty naukowe na _ _ _ 59 _ -
konferencje krajowe
RAZEM 5 92 424 482

* wg zalgcznikow do Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za odpowiedni rok (wg roku opublikowania).
** g Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 09 grudnia 2016 r. w sprawie wykazu czasopism naukowych wraz z liczbq punktow
przyznawanych za publikacje w tych czasopismach;*** zgodnie z rokiem wydania
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