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4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2
USTAWY Z DNIA 20 LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM 1
NAUCE (DZ. U. Z 2021 R. POZ.478 Z POZN. ZM.)

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego

Doskonalenie diagnostyki cukrzycy u psow ze szczegdlnym uwzglgdnieniem proteomiki

4.2. Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe
P1. Winiarczyk D., Winiarczyk M., Balicki 1., Szadkowski M., Michalak K., Winiarczyk S.,
Adaszek L., Proteomic analysis of tear film in canine diabetic patients with and without
retinopathy. Journal of Veterinary Research 2022: 12, DOI: 10.2478/jvetres-2022-0053
Publikacja open access
Impact Factor: 1,800 , MNiSW: 140 pkt.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan, selekcji pacjentow
1 zebraniu prob od zwierzat, interpretacji uzyskanych wynikéw. Nadzorowatam przebieg badan,
zebratam pismiennictwo, przygotowatam manuskrypt do publikacji i odpowiedzi na recenzje

(autor korespondencyjny). Moj udziat w pracy szacuje na 75%.

P2. Winiarczyk D., Winiarczyk M., Winiarczyk S., Michalak K., Adaszek L., Proteomic
analysis of tear film obtained from diabetic dogs. Animals, 2020: 10, 12, 2416, DOI:
10.3390/ani10122416

Publikacja open access

Impact Factor: 2.752, MNiSW: 100 pkt.

Liczba cytowan: 3

Moj wklad w powstanie pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan, selekcji pacjentow i

zebraniu prob od zwierzat, interpretacji uzyskanych wynikow. Nadzorowatam przebieg badan,
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przygotowatam manuskrypt do publikacji i odpowiedzi na recenzje (autor korespondencyjny).

Moj udziat w pracy szacuje na 80%.

P3. Winiarczyk D., Winiarczyk M., Michalak K, Winiarczyk S., Adaszek L., Urinary
proteome differences in canine diabetes with and without the presence of microalbuminuria.
Animals 2022: 12, 6, 748, DOI: 10.3390/ani12060748

Publikacja open access

Impact Factor: 3.000, MNiSW: 100 pkt.

Moj wklad w powstanie pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan, selekcji pacjentow i
zebraniu prob od zwierzat, interpretacji uzyskanych wynikow. Koordynowatam przebieg badan
oraz przygotowatam manuskrypt do publikacji i odpowiedzi do recenzentow (autor

korespondencyjny). Moj udziat w pracy szacuj¢ na 80%.

P4. Milczak A., Winiarczyk D., Winiarczyk S., Bochynska D., Adaszek L., Winiarczyk M.,
Lechowski R., Procoagulant and anticoagulant plasma indicators in diabetic dogs showing
increased antithrombin 111 levels in canine diabetes mellitus. BMC Veterinary Research 2022:
66, 108, DOI: 10.1186/s12917-022-03179-7

Publikacja open access

Impact Factor: 2.600, MNiSW: 140 pkt.

Moj wklad w powstanie pracy polegal na: wspottworzeniu koncepcji badan, koordynowaniu
projektu. Wytypowatam zwierzeta i pobralam od nich material. Wspoélnie z pierwszym autorem
dokonatam analizy uzyskanych wynikéw oraz bratam udziat w opracowaniu manuskryptu i

odpowiedzi do recenzentow (autor korespondencyjny). M§j udziat w pracy szacuje na 60%.
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Wyniki badan przedstawione w publikacjach P1-P4 byly w catosci (P1, P2, P4) lub w czg¢$ci
(P3) finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu Preludium

2016/23N/NZ5/02576, ktérego bytam kierownikiem.

Laczna punktacja 4 prac wchodzacych w sktad jednotematycznego cyklu publikacji, zgodnie z
rokiem ich opublikowania, wynosi:
- wedhug listy czasopism punktowanych MNiSW: 480 pkt.

- sumaryczny Impact Factor (IF) wedtug listy JCR: 10,152

Fotokopie publikacji oraz o$wiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wktad

kazdego z nich w powstanie pracy znajduja si¢ w zatacznikach 61 7.

4.3. Oméwienie celu naukowego osiagniecia

Cukrzyca to heterogenna grupa chor6b metabolicznych charakteryzujacych si¢ wystepowaniem
przewlektej hiperglikemii, wynikajacej z zaburzenia wydzielania lub dziatania insuliny.
Choroba dotyka ludzi i wiele roznych gatunkow zwierzat domowych oraz dzikich (Dash and
Dash, n.d.). Wedtug réznych danych na cukrzyce choruje od 0,0013 do 1,2% populacji pséw
(Fall et al., 2007; Niaz et al., 2018; Tardo et al., 2019). Pod wzgledem etiologii, patogenezy i
przebiegu cukrzyca psow jest bardzo zblizona do cukrzycy typu 1 u ludzi, czyli cukrzycy
insulinozaleznej (IDDM, insulin-dependent mellitus), ale zdarza si¢ tez odpowiednik cukrzycy
ci¢zarnych (Nelson and Reusch, 2014). Choroba cechuje si¢ obnizonym poziomem endogennej
insuliny w surowicy krwi po podaniu czynnika wplywajacego na jej wydzielanie (np. glukozy
lub glukagonu), trudnos$ciami w kontrolowaniu glikemii dieta lub doustnymi $rodkami
hipoglikemicznymi, a takze wymaga podawania egzogennej insuliny. Mediana przezywalnosci

dla psow leczonych insuling wynosi od kilku miesiecy do trzech lat (Mattin et al., 2014; Tardo
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et al., 2019). U ludzi wskazniki przezywalnosci sa z oczywistych wzgledow znacznie wyzsze,
ale u chorych na cukrzyce ryzyko zgonu wzrasta dramatycznie wraz z wystapieniem w
zaawansowanych stadiach choroby powiktan mikro- i makronaczyniowych (Teni et al., 2019).
Pomimo intensywnego rozwoju medycyny weterynaryjnej, niewystarczajaca jest liczba prac
nad wczesng diagnostyka pacjentow chorujacych na cukrzyceg. Obecnie glowne kierunki badan
zmierzaja do wytypowania markeréw, ktore umozliwityby wczesne rozpoznanie powiktan
uktadowych, takich jak retinopatia, nefropatia czy zaburzenia krzepnigcia, zanim rozwing si¢
objawy kliniczne. Poprawiloby to skuteczno$¢ leczenia pacjentow z cukrzycg lub
zapobiegatoby rozwojowi nieodwracalnych zmian, takich jak np. przewlekta choroba nerek.
Jako klinicysta obserwowatam w swojej pracy wiele przypadkow cukrzycy u psow, u ktorych
powiktania uktadowe zdarzaly si¢ bardzo czgsto 1 miaty znaczacy wplyw na efekt leczenia.

W 2017 roku rozpoczetam badania nad proteomem filmu lzowego u pséw z cukrzyca, ktore
realizowatam w ramach Projektu Preludium, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki,
ktorego bytam kierownikiem. W czasie 5 lat trwania projektu w gabinecie Kliniki Chorob
Wewngetrznych leczono ponad 200 pséw z cukrzyca.

W pierwszej fazie realizacji projektu celem byta identyfikacja biatek wchodzacych w skiad
filmu tzowego u ps6w z naturalnie przebiegajaca cukrzyca. Opracowanie pierwszego pelnego
proteomu filmu tzowego psOw z cukrzyca byto istotne w kontekscie kolejnych badan nad
identyfikacjag potencjalnych biomarkeréw charakterystycznych dla tej choroby 1
towarzyszacych jej powiklaniom. Wyniki analizy proteomicznej filmu tzowego u pacjentow
cukrzycowych przedstawitam w publikacji P2.

W drugiej fazie przedmiotem badan byla retinopatia cukrzycowa. Inspiracja do podjgcia tego
kierunku badan byty zaobserwowane w trakcie wlasnej praktyki klinicznej zmiany w siatkowce
oka psoéw z cukrzyca podobne do opisywanych w dostepnym pismiennictwie. Zgrubienie btony

podstawnej naczyn wlosowatych siatkowki to powszechnie wystepujaca wczesna zmiana w
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retinopatii cukrzycowej u cztowieka i modeli zwierzecych, ktéra pojawia si¢ w przeciagu 6
miesi¢cy od wystapienia tej choroby (Gardiner et al., 2003). Publikacje z zakresu praktyki
klinicznej wskazuja, ze w relatywnie krotkim czasie, bo §rednio po 17 miesigcach od poczatku
wystagpienia naturalnej cukrzycy, u co najmniej 22% psOw rozwijaja si¢ zmiany w siatkowce w
postaci mikrotetniakow i krwawien (Kobayashi et al., 1998; Landry et al., 2004). Na podstawie
tych przestanek wysunetam hipotezg, ze zmiany w siatkdéwce moga pociagac za sobg zmiany
w sktadzie biatkowym filmu lzowego, ktére moga mie¢ wartos¢ diagnostyczng lub
terapeutyczng i by¢é pomocne w lepszym zrozumieniu mechanizmow patofizjologicznych
lezacych u podtoza tej choroby. Porownywanie prawidtowego profilu biatkowego filmu
Izowego z profilem pojawiajacym si¢ w przebiegu danej choroby jest metoda prowadzacg do
selekcji potencjalnych biomarkerdéw diagnostycznych i terapeutycznych. Okazato si¢ to duzym
wyzwaniem, bowiem u psow z cukrzyca w krotkim czasie od rozpoznania dochodzito do
zmgetnienia soczewki oka, ktore uniemozliwialo rozpoznanie retinopatii. Z tego wzgledu projekt
zostal przedtuzony o rok. W rezultacie udato nam si¢ wyselekcjonowac grupg psow z cechami
retinopatii cukrzycowej, u ktorych nie rozwinely si¢ jeszcze zmiany w soczewce oka. Wyniki
analizy proteomicznej filmu tzowego u pacjentow cukrzycowych z retinopatig przedstawitam
w publikacji P1.

Do przeprowadzenia analizy proteomicznej zastosowatam elektroforez¢ 2D w  zelu
poliakrylamidowym w kombinacji ze spektrometrig mas. Dwukierunkowa elektroforeza w Zelu
akrylamidowym jest klasyczng metoda rozdziatu ztozonych mieszanin biatkowych. Od wielu
dekad jest stosowana w ocenie ekspresji biatek w komorkach, tkankach i ptynach ustrojowych
(Banach et al. 2013; Gorg et al. 2004; Saraygord-Afshari 2015). W pierwszym kierunku biatka
rozdzielane sg w oparciu o warto$¢ punktu izoelektrycznego na paskach zelowych z ustalonym
zakresem pH, natomiast w drugim kierunku ich rozdzial podlega separacji w oparciu o mase

czasteczki biatkowej. Po zakonczonej elektroforezie wzor biatkowy wydobywa sie poprzez
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barwienie srebrem. Z uzyskanego profilu biatkowego mozna wnioskowaé o ciezarze
czasteczkowym poszczegdlnych frakeji biatkowych i ich punkcie izoelektrycznym. Przez
porownanie dwoch elektroforez z tkanek prawidtowych i1 patologicznych za pomoca
programéw bioinformatycznych udaje si¢ wyznaczy¢ biatka rdznicujgce, ktore sa
potencjalnymi markerami danego procesu patologicznego (Berth et al. 2007). Identyfikacja
biatek roznicujacych wymaga zastosowania spektrometrii mas, ktora w ostatnich latach
przezywa dynamiczny rozwoj, szczegélnie w proteomice (de la Cuesta 2017).

Materiatem do badan byty probki filmu tzowego pobrane za pomocg paskéw Schirmera. Film
lzowy pokrywajacy powierzchni¢ oka jest ztozonym pltynem ustrojowym zawierajacym tysiace
czasteczek o réznej strukturze i funkcji. Analiza molekularna jego skladu jest zrodlem
informacji uzytecznych w diagnostyce, rokowaniu i leczeniu nie tylko chordb oka, ale takze
chorob uktadowych u cztowieka (Brandt et al., 2014; Herber et al., 2002; Saraygord-Afshari et
al., 2015). Obecnie w literaturze $wiatowej jest niewiele publikacji z zakresu proteomiki filmu
lzowego zwierzat, a zwlaszcza psow (de Freitas Campos et al., 2008), zyjacych w tych samych
warunkach co cztowiek i czesto zapadajacych na choroby o bardzo podobnej etiopatogenezie.
Pomimo bardzo dobrze rozwinigtej okulistyki weterynaryjnej w odniesieniu do psow,
pi$miennictwo $wiatowe z zakresu badan molekularnych filmu tzowego jest skape. Wigkszos¢
informacji odnoszacych si¢ do profilu biatkowego pochodzi jeszcze z okresu, kiedy doktadnos¢
uzyskiwanych wynikow byla w znaczne] mierze ograniczona stosowanymi metodami
analitycznymi.

Przeprowadzone badania byly idealnym polaczniem moich zainteresowan naukowych i
klinicznych. Kierowany przeze mnie Projekt Preludium byt kontynuacjg badan proteomicznych
filmu tzowego, ktore rozpoczgtam w 2015 roku. Wowczas jako pierwszy zespol badawczy na
$wiecie przedstawiliSmy wyniki doglebnej analizy proteomu filmu tzowego u zdrowego psa.

Praca zostata opublikowana w czasopismie PLOS ONE (Winiarczyk M., Winiarczyk D.,
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Banach T., Adaszek L., Madany J., Mackiewicz J., Pietras-Ozga D., Winiarczyk S., Dog Tear
Film Proteome In-Depth Analysis, https://doi.org/10.1371/journal.pone.0144242; December
23, 2015) i ma wysoki wskaznik cytowan. Nasz zespot zostal uznany za osrodek referencyjny
proteomiki mikrobiologicznej (biotyping) przez firme¢ Bruker Daltonics, a takze zaproszony do
wspottworzenia bazy danych na platformie ProteoExchange.

Podjete przez nasz zesp6t zadanie opracowania proteomu film tzowego u pséw z cukrzyca i
cukrzycowg retinopatig zostalo przychylnie przyjete w $rodowisku lekarzy medycyny
cztowieka zajmujacych si¢ okulistyka doswiadczalng, jak réwniez wsrod lekarzy weterynarii.
Publikacje powstate w wyniku badan wiasnych sa cytowane, a wyniki prezentowane na
mig¢dzynarodowych kongresach zostaly wysoko ocenione i wzbudzily zainteresowanie
naukowcow medycyny ludzkiej. Nasz zespot analiz proteomiczych podjat szeroka wspotprace
Z innymi jednostkami naukowymi, miedzy innymi z Uniwersytetem Medycznym w Lublinie i
Uniwersytetem Wschodniej Finlandii w Kuopio.

Dzigki przeprowadzonym badaniom potwierdziliSmy teze, ze film lzowy psow jest zrodiem
cennych biomarkeréw retinopatii cukrzycowej. Warto podkresli¢, ze uzyskane wyniki sg
powtarzalne, a jakosciowy i iloSciowy rozktad biatek roznicujacych wskazuje na faktyczne
roznice pomigdzy badanymi grupami. Ich doglebna analiza w znaczacy sposob utatwia wglad
W patogeneze rozwoju retinopatii cukrzycowej. Daje to podstawy do stworzenia szybkich i
wiarygodnych testow przesiewowych i w konsekwencji wdrozenia wczesnego leczenia.
Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze sa to pierwsze badania proteomu filmu Izowego u pséw z
cukrzyca, a wyniki przedstawione w publikacjach P1 1 P2, ktore udato mi si¢ uzyska¢ w czasie
trwania projektu, to:

1) opracowanie wiarygodnej i powtarzalnej metodyki pobierania, przechowywania i analizy

proteomicznej filmu Izowego u psow;
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2) wytypowanie potencjalnych zestawow biomarkerow biatkowych w filmie tzowym psow z
cukrzyca i cukrzycowa retinopatia,

3) poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat etiopatologii cukrzycy i rozwoju retinopatii
cukrzycowej u psow.

W 2022 roku badania zostaly zakonczone, a rok p6zniej w wyniku oceny merytorycznej zespot
ekspertow pozytywnie ocenit koncowy efekt i projekt zostal zakonczony formalnie.

Dzigki funduszom uzyskanym w ramach projektu zrealizowano 8 prac, z ktorych 6 zostato
opublikowanych w czasopismach z listy JCR. Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji
z projektu wynosi 14,24. Jako kierownik grantu przedstawitam 5 wystapien zjazdowych, w tym
na najbardziej prestizowym europejskim kongresie okulistycznym EVER (na ktorym
otrzymatam wyrédznienie i nagrode), jak rowniez na Swiatowym Szczycie Diabetologicznym
World Summit of Diabetes.

Z uwagi na moje wczesniejsze doswiadczenia zwigzane z badaniami proteomicznymi i
opracowang podczas doktoratu metodyke analizy proteomu moczu, w kolejnych etapach pracy
naukowej postanowitam skupi¢ si¢ na dokladnej analizie proteomu moczu u pacjentow
cukrzycowych. Cukrzycowa choroba nerek (nefropatia cukrzycowa) zaliczana jest do
przewlektych naczyniowych powiktan cukrzycy. Schorzenie zaliczane jest do mikroangiopatii,
ale doktadna etiologia nie jest do konca poznana. Niewiele jest danych dotyczacych doktadnej
jej prewalencji (Herring et al., 2014; Mufana, 1995) . Morfologicznie cechuje si¢ poczatkowo
pogrubieniem blony podstawnej wlosniczek kigbuszkéw nerkowych i powigkszeniem obszaru
mezangium wskutek nagromadzenia macierzy pozakomoérkowej. Prowadzi to do przerostu
ktebuszkoéw 1 nerek oraz zaburzen hemodynamiki nerkowej, zwigkszonego wydalania albumin
w moczu, a nastepnie do postepujacego rozlanego lub ogniskowego stwardnienia ktgbuszkow
z rozwojem zmian cewkowo-$rédmigzszowych i uposledzeniem czynnosci nerek. Cukrzycowa

choroba nerek powoduje zaréwno zmiany morfologiczne, jak i zmiany czynno$ciowe w
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nerkach wywotane bezposrednio przez cukrzycg. Zmiany te pojawiajg si¢ u psow w réznym
wieku 1 powoduja uszkodzenie wlosniczek kigbuszka nerkowego, ktore jest wynikiem
dhugotrwatego, zwigkszonego stezenia glukozy we krwi (Hoenig, 2002).

Weczesne objawy cukrzycowej choroby nerek moga by¢ niezauwazone. Istnieja doniesienia, ze
u 20 % pséw chorujacych na cukrzyce obserwowany jest biatkomocz (na podstawie wskaznika
UPC > 1), natomiast u 46 % nadcisnienie (Struble et al., 1998). Wczesny marker uszkodzenia
nerek — albuminuria wystgpowata u 55% psow z cukrzycg (Mazzi et al., 2008). Warto
zaznaczy¢, ze objaw zwiekszonej obecnosci albumin (na poziomie mikroalbuminurii) w moczu
moze nie zosta¢ uwidoczniony w rutynowym badaniu klinicznym. W jednej z opublikowanych
prac autorzy przedstawiajg wyniki badania moczu u psoéw z cukrzycg, u ktoérych wystepowata
mikroalbuminuria przy prawidlowym poziomie stosunku biatka do kreatyniny w moczu (UPC)
(Mufiana, 1995). Obecnie rutynowa ocena funkcji nerek oparta jest na oznaczaniu
niebiatkowych zwigzkow azotowych (kreatynina, mocznik), ktére s3 endogennymi
wskaznikami wielko$ci przesaczania kigbuszkowego (GFR). Przyjmuje si¢, ze dopiero utrata
co najmniej 75% masy nefronow wywotuje wzrost st¢zenia kreatyniny powyzej prawidtowego
zakresu. Dlatego ci¢zar badan w nefrologii zogniskowany jest aktualnie na poszukiwaniu
czutych 1 specyficznych markeréw uszkodzenia nerek, ktore umozliwiajg wczesne rozpoznanie
zaburzen funkcji nefronow, jeszcze przed pojawianiem si¢ klinicznych objawow chorobowych.
Od tego momentu bowiem choroba przybiera posta¢ przewleklej choroby nerek, a zmiany maja
juz jedynie charakter postepowy, nieodwracalny i réznie roztozony w czasie. Zaklada si¢, ze
postegpy w dziedzinie diagnostyki nefrologicznej umozliwia wczesniejsze wdrozZenie i
skuteczniejsze postepowanie terapeutyczne prowadzace do zatrzymania lub spowolnienia
zmian w kiebuszkach lub kanalikach nerkowych.

W kolejnej pracy zostala dokonana analiza proteomu moczu u pacjentéw cukrzycowych w celu

wytypowania potencjalnych biomarkerow dla nefropatii rozwijajacej si¢ w przebiegu tej
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choroby. W tym celu porownano proteom moczu pacjentéw z cukrzyca, u ktorych wystepowata
mikroalbuminuria (wczesny marker uszkodzenia nerek), z proteomem moczu pacjentow
cukrzycowych bez mikroalbuminurii. Wyniki zostaly przedstawione w publikacji P3.
Kolejnym mato poznanym dotychczas, lecz jakze istotnym powiktaniem cukrzycowym sg
zmiany w ukladzie krzepnigcia, ktore roéwniez zaobserwowatam u czeSci pacjentdw
cukrzycowych realizujac projekt Preludium. Przewlekla hiperglikemia odgrywa istotna, jesli
nie wiodaca rolg w patogenezie tych zaburzen, jest bowiem czynnikiem prozakrzepowym
(Erem et al., 2005). Patofizjologia stanu nadkrzepliwo$ci w cukrzycy jest ztozona i nie w petni
wyjasniona (Madan et al., 2010; Zhang et al, 2016). Do zwigkszenia aktywnos$ci
prozakrzepowej przyczynia si¢ tu z pewnos$cig wzrost stezenia fibrynogenu, czynnika VII,
inhibitora fibrynolizy (PAI-1) oraz spadek st¢zenia naturalnych antykoagulantow (biatko C i S)
(Erem et al., 2005; Madan et al., 2010; Sobczak and Stewart, 2019). Sporo kontrowersji budzi
natomiast rola i zachowanie si¢ w przebiegu cukrzycy innego, bardzo istotnego antykoagulantu
— antytrombiny III (ATIII). W r6znych badaniach stwierdzano w osoczu chorych na cukrzyce
zarowno niskie, prawidtowe, jak i podwyzszone st¢zenia ATIII (Addai-Mensah et al., 2019;
Dash and Dash, n.d.; Erem et al., 2005; Hamulu et al., n.d.; Madan et al., 2010; Mekki
Mohammad O. et al., 1992; Sobczak and Stewart, 2019; Zhang et al., 2016).

W pracy P4 podjelismy badania, ktorych celem byto okreslenie wybranych parametrow uktadu
hemostazy osoczowej, a w szczegdlnosci aktywnosci ATIII u psow chorujacych na cukrzyce.
Reasumujac, cykl powigzanych ze soba tematycznie publikacji stanowigcych podstawe do
ubiegania si¢ o tytut doktora habilitowanego obejmuje badania nad identyfikacja potencjalnych
biomarkeréw powiklan u pacjentdow z retinopatia cukrzycowsa, nefropatia cukrzycowa i

zaburzeniami krzepnigcia.
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4.3.1. Opis szczegélowy prac wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego wraz

Z omowieniem wynikow

Praca P1

Winiarczyk D., Winiarczyk M., Balicki I., Szadkowski M, Michalak K., Winiarczyk S.,
Adaszek L., Proteomic analysis of tear film in canine diabetic patients with and without

retinopathy. Journal of Veterinary Research 2022: 12, DOI: 10.2478/jvetres-2022-0053

Analiza proteomiczna stala si¢ waznym narzedziem w badaniach biomedycznych i
weterynaryjnych. Film tzowy pokrywajacy powierzchni¢ oka jest ztozonym plynem
ustrojowym zawierajagcym tysigce czasteczek o roznej strukturze i funkcji. Jego gtéwnym
zadaniem jest ochrona, nawilzanie i odzywianie. W cukrzycy dochodzi do znaczacych zmian
w sktadzie filmu tzowego, ktore mozna wykazac testem Schirmera, testem czasu przerwania
filmu tzowego (BUT), barwieniem fluoresceinowym, r6zem bengalskim i zielenig lizaminowa.
Stopien zaburzenia sktadu powierzchownego filmu tzowego jest $cisle powigzany z rozwojem
choroby dotyczacym siatkéwki — retinopatii, im wigksze odchylenia w przywotanych testach,
tym wigksze prawdopodobienstwo wystgpienia jej formy proliferacyjnej. Dodatkowo, za
pomocg spojowkowej cytologii impresyjnej, wykazano wyzszy stopien metaplazji
ptaskonablonkowych ze wspoétistniejgcym zmniejszeniem 1los¢ komoérek kubkowych u psich
pacjentow z cukrzycag. Wszystkie te zmiany sga odzwierciedleniem zaburzen roOwnowagi
metabolicznej w przebiegu tej choroby (Nishida 2005). Analiza molekularna sktadu filmu
Izowego jest zrodiem informacji uzytecznych w diagnostyce, rokowaniu i leczeniu nie tylko
chorob oka, ale takze chordb uktadowych u cztowieka (Boehm et al., 2013; Herber et al., 2002;
Saraygord-Afshari et al., 2015). Lipokaling 1, laktotransferyne, lizozym C, lipofiling A i
tancuchy lambda immunoglobulin zidentyfikowano jako mozliwe biomarkery retinopatii

cukrzycowej. W 1zach pacjentow z tym schorzeniem ich poziom byl relatywnie wysoki. W

13



Zatacznik nr 3

grupie cukrzykéw, w poréwnaniu z osobnikami zdrowymi, notowano réznego stopnia
ekspresje bialek LCN-1, HSP27, B2M. Poziom tej ekspresji moze by¢ uzytecznym
biomarkerem retinopatii cukrzycowej. Oprocz przydatnosci klinicznej, identyfikacja
biomarker6w moze mie¢ zastosowanie w opracowywaniu nowych czasteczek aktywnych
farmakologicznie i testow diagnostycznych (Grus et al., 2007; Zhou et al., 2012).

Celem badan byta identyfikacja biatek wchodzacych w sktad filmu zowego u pséw z naturalnie
przebiegajaca cukrzycg, u ktorych wykazano cechy retinopatii cukrzycowe;j.

Badania zostaty przeprowadzone w Innowacyjnym Centrum Patologii i Terapii Zwierzat
Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej w Lublinie, we wspolpracy z Klinikg Okulistyki
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Psy wytypowano w oparciu o dane z wywiadu i wyniki
badan klinicznych, w tym pelnego badania okulistycznego z uzyciem lampy szczelinowe;,
fundus kamery i optycznej koherentnej tomografii siatkowki, badania biochemicznego
surowicy krwi, badania hematologicznego, badania moczu. Na podstawie uzyskanych
wynikow pacjenci zostali podzieleni na trzy grupy: a) grupa pséw kontrolnych bez objawow
okulistycznych, niewykazujacych takze zadnych innych objawdéw chorobowych (n = 12);
b) grupa psow z cukrzyca, z glikemig na czczo >11 mmol/l (200 mg/dl), cukromoczem, bez
zmian w siatkowce (n = 12); ¢) grupa pséw z cukrzycg, z glikemig na czczo >11 mmol/l (200
mg/dl), cukromoczem, ze zmianami w siatkowce okreSlonymi za pomocag optycznej
koherentnej tomografii i w oparciu o kolorowe zdj¢cia z fundus kamery (n = 8). Materiatem do
badan byt film tzowy pobrany na paski Schirmera, wyeluowany do buforu mocznikowego,
zaggszczony 1 odsolony. W Kolejnym etapie dokonano rozdziatu biatek przy uzyciu
elektroforezy 2D. Wstepng analize¢ jakosciowa i ilosciowg przeprowadzono na podstawie
porownania wzoréw elektroforetycznych prébek filmu lzowego od psow z cukrzyca ze
zmianami w siatkéwce 1 bez tych zmian oraz psow zdrowych z dostgpnymi komercyjnie

standardami biatkowymi. W koncowym etapie przeprowadzono sekwencjonowanie biatek przy
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uzyciu techniki MALDI-TOF z fragmentacja MS/MS w celu ich identyfikacji. Uzyskane
profile biatkowe analizowano bioinformatycznie uzywajac oprogramowania dost¢pnego na
serwerze Mascot i w sieci internetowej, takiego jak DAVID i VENNYS.

W rezultacie badan stwierdzono 489 plamek (spotow) w zelu poliakrylamidowym wspolnych
dla obu grup psow z cukrzyca i grupy kontrolnej. Wsrod nich 11, ktorych nasilenie ekspresji
réznito si¢ istotnie w pordwnaniu z pozostatymi spotami (P < 0.05), wyci¢to z zelu
elektroforetycznego i poddano identyfikacji przy uzyciu MALDI-TOF/TOF-MS. Ostatecznie
zidentyfikowano 5 bialek. Ekspresja czterech biatek byta podwyzszona (upregulated) w obu
grupach pséw z cukrzyca, a mianowicie: Ras-related protein Rab-13; aldo-keto reductase
family 1 member C3 (AKR1C3); 28S ribosomal protein S31, mitochondrial; i 60S ribosomal
protein L5. Natomiast biatko 2'-5'-oligoadenylate synthase 3 wykazywato obnizong ekspresje
(downregulated) u pacjentéw cukrzycowych. Wedlug systemu klasyfikacji Panter (panther.org)
byty to biatka o aktywnosci katalitycznej, regulacyjnej i biatka wigzace.

W przebiegu cukrzycy stan hiperglikemii indukuje stres oksydacyjny, ktory z kolei wplywa
uszkadzajaco na komorki siatkowki poprzez aktywacje szlakow: biatka kinazy C, heksozaminy
i odktadanie wewnatrzkomérkowo zaawansowanych koncowych produktow glikacji (Hammes,
2018). Dhugotrwatly stres oksydacyjny wraz z uposledzonym procesem autofagii jest $cisle
powigzany ze stanem zapalnym, ktory z kolei odgrywa kluczowa rolg w patogenezie retinopatii
cukrzycowej (Hammes, 2018). Argumentem na poparcie tej tezy sa wyniki badan wtasnych, w
ktorych zaobserwowano w filmie tzowym u pacjentéw z cukrzyca podwyzszong ekspresje
bialek zwigzanych z procesami zapalnymi: Ras-related protein Rab-13; AKR1C3; 28S
ribosomal protein S31, mitochondrial; i 60S ribosomal protein L5. Jednak na szczegolng uwage
zastuguje zidentyfikowane przez nas biatko AKR1C3, poniewaz jego ekspresja byta istotnie
wyZsza W grupie psOw z retinopatia w poréwnaniu z grupg bez zmian na siatkowce. AKR1C3

nalezy do bialek enzymatycznych, ktore zostalo oznaczone w réznych tkankach zdrowych i
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patologicznych, w tym w centralnym uktadzie nerwowym. AKR1C3 bierze udzial w
metabolizmie m.in. cukrow, sterydow i prostaglandyn (Penning, 2019), w rezultacie ktérego
wzrasta poziom reaktywnych form tlenu, co prowadzi do oksydacyjnego uszkodzenia DNA. W
dostepnym pi$miennictwie nie ma doniesien na temat roli tego biatka w patogenezie
komplikacji okulistycznych u pacjentow cukrzycowych. Istnieje natomiast publikacja, w ktorej
autorzy sugerujg mozliwy udziat biatka 3a-HSDs, ktore jest izoformg AKR1C3, w patogenezie
jaskry u ludzi (Agapova et. al., n.d.). Podwyzszona ekspresja biatka AKR1C3 w filmie tzowym
u psich pacjentéw z retinopatig cukrzycowa W naszych badaniach dostarcza nowych danych na
temat mozliwos$ci udziatu neurosteroidow w patogenezie zmian w siatkowce w przebiegu
cukrzycy.

Jak juz wspomniano, cukrzyca indukuje stres oksydacyjny w siatkowce, ktory uszkadza jej
mitochondria, przyspieszajac apoptoz¢ komorek naczyn wtosowatych (Kowluru et al., 2014).
Kluczowymi elementami w aktywacji tego procesu sg biatka Ras. W naszych badaniach biatko
Ras-related protein Rab-13 wykazywato podwyzszong ekspresj¢ w filmie tzowym w obu
grupach pacjentow cukrzycowych w poréwnaniu z grupa kontrolng, natomiast w grupie psow
z retinopatig ekspresja ta byta istotnie wyzsza niz u pacjentéw z cukrzycg bez retinopatii. Na
tej podstawie mozna domniemywac, ze biatko Ras-related protein Rab-13 moze by¢ powigzane
z rozwojem retinopatii cukrzycowej u psa i traktowane jako potencjalny marker i cel
terapeutyczny w nowych strategiach leczenia.

Catosciowa analiza proteomiczna przeprowadzona w badaniach wtasnych potwierdzita
wczesniej postawiong teze, ze procesy patologiczne w siatkdbwce w przebiegu cukrzycy u psow
powoduja zmiany w proteomie filmu tzowego.

Nasze badania sg pierwszymi doniesieniami na temat zmian proteomu tez u pséow z retinopatia
cukrzycowq. Jestem przekonana, ze otrzymane wyniki beda stanowi¢ punkt odniesienia do

kolejnych badan nad ta choroba.
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Praca P2

Winiarczyk D., Winiarczyk M., Winiarczyk S., Michalak K., Adaszek L., Proteomic analysis
of tear film obtained from diabetic dogs. Animals 2020: 10, 12, 2416, DOI:

10.3390/ani10122416

Cukrzyca zwierzat towarzyszacych jest znaczgca przyczyng obnizenia jako$ci ich zycia.
Niezaleznie od roéznic w obrazie klinicznym, ktory charakteryzuje przebieg cukrzycy tak u
czlowieka, jak i u zwierzat, najistotniejszym zadaniem w postepowaniu z chorym jest wczesne
rozpoznanie i ograniczenie rozwoju powiktan uktadowych. W medycynie weterynaryjnej jest
to nadal duze wyzwanie.

Celem badan bylo poszerzenie wiedzy na temat sktadu biatkowego filmu tzowego u psa
(proteomu filmu tzowego), a takze identyfikacja wczesnych biomarkerow, ktoére moga by¢
przydatne nie tylko w diagnostyce i leczeniu cukrzycy u psow, ale rowniez do dalszych badan
nad cukrzyca u ludzi z wykorzystaniem modelu psa. Nalezy podkresli¢, ze badania te zostaty z
powodzeniem przeprowadzane juz u ludzi — pacjentow z cukrzyca, dostarczajac wielu nowych
informacji istotnych zaré6wno z klinicznego, jak i1 dos§wiadczalnego punktu widzenia.

Badania przeprowadzono wedtug nastepujacego planu:

1. Wytypowanie zwierzat do badan (grupa pséw z cukrzyca n = 15; grupa kontrolna n = 13) na
podstawie wynikow badan klinicznych, hematologicznych, biochemicznych surowicy krwi i
badania moczu.

2. Pobranie filmu tzowego za pomoca paskéw Schirmera od grupy zdrowych i grupy chorych
na cukrzyce.

3. Przeprowadzenie rozdzialu biatek filmu zowego metoda elektroforezy 2D.

4. Porownanie i analiza elektroforetycznych profili biatkowych.

5. ldentyfikacja wybranych frakcji biatkowych metodg spektrometrii mas, technikg MALDI-

TOF (MatrixAssisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight).
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6. Analiza bioinformatyczna danych uzyskanych ze spektrometrii mas.

W wyniku analizy proteomicznej wytypowalismy 14 plamek réznicujacych grupe psow z
cukrzyca 1 grupg kontrolng przy poziomie istotnosci p < 0.05. Po wycieciu ich z zelu
elektroforetycznego udato si¢ pozytywnie zidentyfikowa¢ 9 bialek. Programem Delta2D
ekspresja 8 bialek zostala oznaczona jako obnizona (downregulated), a jednego jako
podwyzszona (upregulated).

Jedynym biatkiem wykazujacym wyzsza ekspresj¢ w filmie lzowym psow z cukrzyca w
poréwnaniu z grupg kontrolng byto SRC kinase signaling inhibitor 1 (SRCIN1). Pozostate
biatka: phosphatidylinositol-4 kinase type 2 alpha (PI4KIla), Pro-melanin concentrating
hormone (Pro-MCH), Flotillin-1, Protein mono-ADP ribosyltransferase, GRIP i coiled coil
domain containing protein 2, tetratricopeptide repeat protein 36, serpin i Prelamin A/C miaty
nizsza ekspresje w filmie fzowym pacjentdw cukrzycowych. Analizujac molekularng funkcje
powyzszych bialek systemem klasyfikacji Panther (http://www.pantherdb.org) wykazano, ze
byty to biatka katalityczne, wigzace i regulacyjne, nalezace do kategorii biatek cytoszkieletu,
metabolitow interkonwersji enzymow oraz bialek tgczacych kwasy nukleinowe.

Na szczegdlng uwage zashuguje jedyne biatko o podwyzszonej ekspresji w filmie fzowym u
psoéw z cukrzycg — SRC kinase signaling inhibitor 1 (SRCIN1). Znane jest rowniez jako p140
Cas-associated protein (p140CAP) i odpowiada za wyciszenie SRC kinazy, a naste¢pnie
obnizenie aktywno$ci niektorych szlakow sygnatowych, jak: szlak Ras/sygnat
zewnatrzkomoérkowej regulacji kinazy (ERK), szlak receptorowy naskérkowego czynnika
wzrostu (EGFR) (Di Stefano et al., 2007) i szlak kinazy ogniskowej adhezji (FAK). Rodzina
kinaz SRC bierze udzial w aktywacji procesoOw zwigzanych z czynnikiem wzrostu $rodbtonka
naczyn (VEGF, vascular endothelial growth facor). Dowiedziono, ze VEGF jest gtéwnym
biatkiem uwalnianym przez ischemiczng siatkdwke w przebiegu cukrzycy u ludzi ze wzglgdu

na uszkodzong barier¢ krew-siatkowka. W konsekwencji prowadzi to do tworzenia
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rewaskularyzacji siatkowki. Obecnie w terapii retinopatii cukrzycowych u ludzi stosuje si¢
preparaty zawierajace czynniki anty-VEGF w iniekcji doszklistkowej. W badaniach wtasnych
podwyzszona ekspresja SRC kinazy w filmie lzowym potwierdza mozliwy udzial tego biatka
w patologicznych procesach w siatkdwce psow W przebiegu cukrzycy.

Przypuszcza si¢, ze kluczowa rolg w patogenezie cukrzycy u psow odgrywaja procesy
autoimmunologiczne. Badania wlasne przeprowadzone na psach z cukrzyca potwierdzity
obecnos¢ w ich filmie lzowym biatek powigzanych gtownie z zapaleniem i stresem
oksydacyjnym. Zidentyfikowane biatka pelnig rolg m.in. w sygnatach migdzykomorkowych,
transporcie przezbtonowym i wigzaniach z innymi molekutami.

Whioskiem ptyngcym z przedstawionych badan wtasnych jest stwierdzenie, ze pierwsze
uszkodzenia na poziomie komodrkowym w przebiegu cukrzycy psOw majg swoje
odzwierciedlenie w zmianach sktadu biatkowego ich filmu tzowego, ktore sg obserwowane
jeszcze przed wystagpieniem ewidentnych symptomow choroby. Potwierdzili$my tym samym
wystepowanie U psa pewnych prawidtowosci rozwoju cukrzycy, jakie wcze$niej opisano u
ludzi. Daje to mozliwo$¢ wykorzystania uzyskanych wynikow do dalszych badan nad

patogenezg tej choroby na modelach psa.

Praca P3

Winiarczyk D., Winiarczyk M., Michalak K., Winiarczyk S., Adaszek L., Urinary proteome
differences in canine diabetes with and without the presence of microalbuminuria. Animals

2022: 12, 6, 748, DOI: 10.3390/ani12060748

W moczu zawarte sg informacje ptynace z duzego krwiobiegu do wszystkich tkanek i narzadoéw
w postaci zewnatrzkomérkowych pecherzykdw, biatek i matych czasteczek. W tej mieszaninie
znajduja si¢ zestawy biatek charakterystycznych dla rozmaitych stanéw chorobowych, ktore

moga by¢ wykorzystane w diagnostyce, prognozowaniu i monitorowaniu leczenia.
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Poszukiwanie tych unikatowych biatek lub ich zespolow jest jednym z wielkich wyzwan
wspotczesnej proteomiki z uwagi na fakt, ze to biatka, a nie informacja zapisana w genomie,
dostarczajg kompletnej wiedzy o aktualnym stanie zdrowia organizmu. Dla poréwnania mozna
przytoczy¢ fakt, ze na podstawie ekspresji gendéw na poziomie transkryptomu mozna
przewidzie¢ pojawienie si¢ tylko potowy form biatkowych wynikajacych miedzy innymi z
potranslacyjnych modyfikacji. Wielokierunkowe dziatania bialek w skomplikowanych i
dynamicznie zmieniajacych si¢ konfiguracjach sprawiaja, ze poszukiwanie biomarkeréow jest
niezwykle trudnym, pracochtonnym i kosztownym przedsiewzigciem. W medycynie ludzkiej
istnieje wiele publikacji dotyczacych proteomiki moczu, rowniez u pacjentow chorujacych na
cukrzyce. Zgodnie z aktualng wiedzg przedstawione badania wtasne opublikowane w pracy P3
sg pierwszymi doniesieniami na temat proteomicznej analizy moczu pochodzacego od psoéw z
cukrzyca.

Celem badan bylo wykazanie roznic pomiedzy profilami biatkowymi moczu pacjentow
cukrzycowych z mikroalbuminurig, bez mikroalbuminurii i zdrowych osobnikow oraz
wytypowanie biatek-markerow roznicujacych.

Pacjentow cukrzycowych podzielono na podstawie doktadnych badan laboratoryjnych na dwie
grupy: | grupg tworzyly psy z cukrzyca 1 mikroalbuminurig, Il grupg — psy chorujace na
cukrzyce, ale nie wykazujace objawdéw mikroalbuminurii. Grupe kontrolng stanowity psy
klinicznie zdrowe (n = 7). Materialem do badan byt mocz pobrany tacznie od 21 psow, po 7
prob z kazdej grupy pacjentow.

Poddano analizie proteom moczu pobranego od wszystkich pacjentow z poszczegdlnych grup.
W tym celu probki moczu zostaty rozdzielone w dwukierunkowej elektroforezie. Uzyskane
profile elektroforetyczne biatek moczu prawidtowego porownano z odpowiadajagcymi im
profilami moczu patologicznego. Nastgpnie natozone obrazy wzorow elektroforetycznych

poddano analizie bioinformatycznej w celu wytypowania frakcji biatkowych réznicujacych
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poszczego6lne stany chorobowe. Stwierdzono 286 wspdlnych plamek elektroforetycznych dla
trzech grup pacjentow, w ktorych zidentyfikowano pi¢é¢ biatek roznicujacych za pomoca
spektrometrii mas.

Dzigki zastosowaniu programu Delta2D mozliwa byta ilosciowa ocena ekspresji otrzymanych
biatek. Biatko Zinc Finger Protein 2 wykazato podwyzszong ekspresje w grupie pacjentow
cukrzycowych z mikroalbuminuria, podczas gdy poziom tego biatka w grupie pacjentow
cukrzycowych bez mikroalbuminurii i zdrowych byl taki sam. Na tej podstawie mozna
przypuszczaé, ze biatko Zinc Finger Protein 2 odgrywa istotng rolg W procesie inicjowania
zmian chorobowych nerek w przebiegu cukrzycy.

Cztery z pigciu bialek o podwyzszonej ekspresji (upregulated), a mianowicie Glutaredoxin-3,
Haptoglobin, Zinc finger C2HC domain-containing protein 1A i Glutathione S-transferase Mu

1, byly obecne w moczu pochodzacym od obu grup cukrzycowych.
Praca P4

Milczak A, Winiarczyk D., Winiarczyk S., Bochynska D., Adaszek L., Winiarczyk M.,
Lechowski R., Procoagulant and anticoagulant plasma indicators in diabetic dogs showing
increased antithrombin 111 levels in canine diabetes mellitus. BMC Veterinary Research 2022:

66, 108, DOI: 10.1186/s12917-022-03179-7

Antytrombina III jest jednotancuchowa glikoproteing zaliczang do rodziny proteaz
serynowych, tzw. serpin. Syntetyzowana jest gtownie w watrobie, ale rowniez w komorkach
srédblonka naczyn, megakariocytach i ptytkach krwi. Okres jej pottrwania jest dos¢ krotki i
wynosi u psow 1,7 dnia (Kitrell and Berkwitt, 2012). Zasadnicza rola AT Il polega na
hamowaniu ukladu krzepnigcia. Antytrombina III inaktywuje trombing, ale takze czynniki: Xa,
Xlla, XIa, IXa, a w obecnos$ci heparyny takze czynnik VIla (Addai-Mensah et al., 2019; Dash

and Dash, n.d.; Kitrell and Berkwitt, 2012).

21



Zatacznik nr 3

Celem badan byta ocena aktywnosci wybranych parametrow hemostazy osoczowej u psow z
cukrzyca.

Materiat do badan stanowita krew pochodzaca od 20 pséw roéznych ras, leczonych w dwoch
duzych lecznicach weterynaryjnych zachodniej Polski (16 zwierzat) oraz w Klinice Choréb
Wewnetrznych Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie (4 psy). Jedynym kryterium
wlaczenia zwierzat do badanej grupy bylo rozpoznanie u nich cukrzycy typu 1. Z badan
wylaczono zwierzeta, u ktérych cukrzyca byla spowodowana endokrynopatiami innymi niz
hipoinsulinemia (ropomacicze, zespot Cushinga), a takze psy ze wspotistniejgcymi chorobami
nowotworowymi.

Materiatem poréwnawczym byto osocze cytrynianowe, ubogoptytkowe pochodzace od 7
zdrowych zwierzat, ktorych wiasciciele zglosili si¢ do Kliniki Chorob Wewnetrznych na
badania profilaktyczne. We krwi chorych pséw oznaczono wybrane parametry uktadu
hemostazy osoczowej: PT, st¢zenie fibrynogenu i D-dimeréow oraz aktywnos¢ ATIIL. Probki
krwi do oznaczania wymienionych wskaznikow pobierano do probowek z 3,2% cytrynianem
trojsodowym. Stezenie fibrynogenu oznaczano metoda PT pochodng. Stezenie D-dimerow
oznaczano iloSciowo metodg immunoturbidymetryczng a aktywno$¢ ATIII metoda
amidolityczng z uzyciem substratu chromogennego.

Wiek psow z grupy kontrolnej wynosit 5,6 +1,7 lat. Stezenia glukozy we krwi nie przekroczyty
u zadnego z psow wartosci 110 mg/dl. Wszystkie analizowane parametry miesécity si¢ w
zakresie norm fizjologicznych.

Sredni wiek chorych pséw, od ktorych pozyskano materiat do badan wynosit 11,26 £2,75 lat.
Wyniki kontroli glikemii u badanych zwierzat nie byly zadowalajace. Poranna glikemia na
czczo wahata si¢ w przedziale od 223 do 444 mg/dl. Najnizsza wartos¢ PT — 6,1 s (INR 0,49)
odnotowano u jednego psa. Stezenie fibrynogenu byto podwyzszone u 50% pséw i zawierato

si¢ w przedziale od 326 do 1852 mg/dl. U pozostalych zwierzat nie przekroczyto goérnej ani
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dolnej granicy normy fizjologicznej. Stezenie D-dimerow wykraczato poza granice punktu
odcigcia dla wartosci prawidtowych (500 pg/l) u 8 zwierzat. Podwyzszone wartosci stezen D-
dimer6éw zawieraly si¢ w przedziale od 512 do 1305 pg/l.

Analiza statystyczna wykazata, ze grupa zwierzat chorych réznita si¢ od grupy kontrolnej
jedynie pod wzgledem aktywnosci ATIII (p =0,01018). U 18 pséw (90%) stwierdzono wysokie
warto$ci aktywnosci ATIII, ktore wykraczaly poza goérng granice przedzialu warto$ci
uzyskanych w grupie kontrolnej. Tylko w 2 probkach (10%) warto$ci ATIII byly nieznacznie
nizsze niz najwyzsze zanotowane w grupie kontrolnej. W catej badanej grupie $rednia warto$é
aktywnos$ci ATIII byta wyzsza niz w grupie kontrolnej o 23,4%. Wskazuje to na fakt, ze w
przypadku cukrzycy u psa ryzyko wystgpienia zakrzepicy jest niewielkie. Przyjmuje sie, ze
wysokie ryzyko zakrzepicy obserwuje si¢ przy warto$ciach aktywnosci ATIII ponizej 60%
(Kuzi et al., 2010). Przy prawidtowych wartosciach ATIII ryzyko to spada.

W wigkszosci badan przeprowadzonych u ludzi z cukrzycg typu 2 stwierdza si¢ prawidlowe
(Madan et al., 2010) lub obnizone poziomy ATIII (Addai-Mensah et al., 2019; Dash and Dash,
n.d.). Autorzy kilku doniesien dotyczacych cukrzycy typu 1 u ludzi stwierdzali jednak wysoka
aktywnos$¢ ATIII (Erem et al., 2005; Hamulu et al., n.d.; Mekki Mohammad et al., 1992).

W pi$miennictwie weterynaryjnym dane na temat czestosci wystgpowania powikian
zakrzepowo-zatorowych u psow sg bardzo fragmentaryczne (Lake-Bakaar et al., 2012;
Laurenson et al., 2010). Dwa wyzej przywotane doniesienia dotycza zakrzepicy tetniczej i
zylnej. Autorzy pierwszej publikacji opisali 31 przypadkéw wystepowania u psow zakrzepdw
w obrgbie aorty brzusznej, ich pierwotng przyczyng byty w wigkszosci choroby nerek. Tylko
w jednym przypadku za przyczyne uznano cukrzyce (Lake-Bakaar et al., 2012). Druga
publikacja opisywata 80 psow z zakrzepica zyt $ledzionowych, przy czym cukrzyca
wystgpowata tylko u jednego i wspolistniala z zapaleniem trzustki (Laurenson et al., 2010).

Nieliczne starsze badania potwierdzaja wystepowanie w przebiegu cukrzycy u psow zespotu
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nadkrzepliwosci, charakteryzujacego si¢ wzrostem stezenia fibrynogenu, aktywnos$ci
czynnikow VII, VIII, X, XI, XII, vWF oraz spadkiem stezenia biatka C, S oraz ATIII (Kitrell
and Berkwitt, 2012).

Wahania w zakresie stezen PT, fibrynogenu i D-dimer6w oznaczanych w badaniach wtasnych
nie byly statystycznie istotne. Nie stwierdzono takze statystycznie istotnych zaleznoSci
pomi¢dzy zadnymi z analizowanych parametrow. Wyniki tej czgsci badan najtatwiej byloby
podsumowac stwierdzeniem, ze wpisujg si¢ one w spektrum zmian opisywanych u diabetykow.
I tak, w pojedynczych probkach osocza notowano umiarkowane skrocenie czasu
protrombinowego, wysokie st¢zenia fibrynogenu, a takze wysokie wartosci D-dimerow.
Podobne zmiany wystepuja w stanach nadkrzepliwosci u ludzi (Binay et al., 2017; Nakashima,
2002; Sobczak and Stewart, 2019), ale uzywanie terminu trombofila w odniesieniu do pséw
chorujacych na cukrzyce przy obecnym stanie wiedzy nie jest prawidtowe. Ani przeglad
pi$miennictwa, ani wyniki badan wtasnych nie dostarczaja dowodow na zwigkszong czestosé
wystepowania zakrzepicy u psow chorujacych na cukrzyce. Co wigcej, analiza statystyczna nie
wykazata w zakresie PT, stezenia D-dimerow 1 fibrynogenu réznic pomiedzy grupg badang a
grupg zwierzat zdrowych. Stwierdzone w badaniach wtasnych zwigkszone stezenia D-dimerow
i fibrynogenu notowane jest takze w stanach zapalnych o zréznicowanym podtozu (Kang et al.,
2016; Pechlivani and Ajjan, 2018) W przypadku pacjentéw z cukrzyca hiperglikemia jest
czynnikiem prozapalnym; podwyzszone stezenie glukozy we krwi prowadzi do uposledzenia
aktywnosci $rodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) i nasilenia produkcji reaktywnych
form tlenu (ROS) oraz uwalniania cytokin prozapalnych, takich jak II-1, 11-6 TNF-a.
Umiarkowany wzrost st¢zenia fibrynogenu moze by¢ takze zwigzany z wiekiem (Kitrell and
Berkwitt, 2012).

Opublikowane wyniki badan nie pozwalajag jednoznacznie okresli¢, jakie konkretne

mechanizmy odpowiadaja za wzrost aktywnosci ATIIl w przebiegu cukrzycy u psoéw. Jedng z
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hipotez jest domniemanie, ze wysoka aktywno$¢ antytrombiny pelni w tym wypadku istotng
rol¢ protekcyjng przed nadmierng aktywacja krzepnigcia. Niemniej jednak nalezy podkreslic,
ze jest to pierwsze doniesienie opisujace podwyzszony poziom antytrombiny III u psow z

cukrzyca.

4.3.2. Podsumowanie

Obecnie dane literaturowe dotyczace proteomicznej analizy ptynow ustrojowych u pséow z
cukrzyca sa nieliczne i czastkowe. Jednakze proteomika jako metoda badawcza cieszy si¢ coraz
wickszym zainteresowaniem. Daje ona bowiem mozliwo$¢ tworzenia swoistych profili
biatkowych charakterystycznych dla danej choroby.

W badaniach wlasnych potwierdzilismy teze, ze film Izowy i mocz pséw sa zrodlem cennych
biomarkeréw cukrzycowych, w tym jej powiktan, takich jak retinopatia i nefropatia
cukrzycowa. Warto podkresli¢, ze uzyskane wyniki sg powtarzalne, a jakosciowy i ilo§ciowy
rozktad bialek réznicujgcych umozliwia lepsze poznanie 1 zrozumienie procesow
patologicznych lezacych u podstawy pojawiania si¢ 1 rozwoju tej choroby u psow.

Rozw¢j powiktan zatorowo-zakrzepowych u pacjentow cukrzycowych jest tematem bardzo
obszernym 1 nadal o niewystarczajaco poznanej etiologii. Analiza czynnikoéw krzepnigcia w
badaniach wtasnych wykazata wzrost aktywnosci ATIII w przebiegu cukrzycy u psow. Na
podstawie otrzymanych wynikéw przypuszczamy, ze ATIIl moze by¢ czynnikiem
protekcyjnym, dziatajacym przeciwzakrzepowo, ktorego aktywnos$¢ uruchamiana jest w

mechanizmie obronnym w przebiegu cukrzycy u psow.
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Ababa, Ethiopia. Ethiop. E-J. Res. Innov. Foresight Ee-JRIF 7.

Zhou, L., Zhao, S.Z., Koh, S.K., Chen, L., Vaz, C., Tanavde, V., Li, X.R., Beuerman, R.W.,
2012. In-depth analysis of the human tear proteome. J. Proteomics 75, 3877-3885.

https://doi.org/10.1016/j.jprot.2012.04.053

5. Informacja o istotnej aktywnosci naukowej albo artystycznej, realizowanej w wiecej
niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci

zagranicznej

W 2009 roku, jako studentka VI roku, odbytam 3-miesieczny staz naukowy pod kierunkiem
prof. Josefa Illka (University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences in Brno, Czechy),
podczas ktorego bratam udziat w badaniach nad suplementacjg beta-karotenu u bydta. WyniKki

badan przedstawiono jako doniesienie na Swiatowej Konferencji Bujatrycznej w Chile: Illek J.,
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Kumprechtova D., Kudrna V., Wylupek D., The effect of two different routes of beta carotene
supplementation on beta carotene concentrations in blood and reproduction results in dairy

cows, XXVI World Buiatrics Congress, 2010, p. 69-70.

W 2010 roku, odbylam dwumiesi¢czny staz na Uniwersytecie w Lund w Szwecji. Na
szwedzkiej uczelni bratam udziat w badaniach eksperymentalnych na swinskich modelach pod
kierunkiem prof. Stefana Pierzynowskiego. Badania dotyczyly interakcji pomiedzy
niewydolnoécia wewnatrzwydzielnicza trzustki a zabiegami bariatrycznymi. Wynikiem
projektu byta wspolna praca: Winiarczyk S., Valverde Piedra J., Szymanczyk S., Szwiec K.,
Chroscicki A., Mackiewicz J., Winiarczyk M., Wytupek D., Adaszek L., Torres K., Swieboda
P., Prykhodko O., Fedkiv O., Majda B., Rafat Filip R., Goncharova K., Pierzynowski S., Is
hyperoxaluria in a porcine model of Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) associated with

exocrine pancreatic insufficiency? Post. Nauk Med. 2015: 5, 317-324.

W 2011 roku odbylam trzymiesigczny staz podyplomowy na Uniwersytecie w Turynie.

Podczas pobytu zdobytam do$wiadczenie kliniczne i naukowe z zakresu nefrologii.

W 2015 roku odbytam w ramach programu Erasmus staz szkoleniowy mobilnosci dla
pracownikow naukowych na Uniwersytecie w Kordobie w Hiszpani. Celem wyjazdu byto
poszerzenie wiedzy i wymiana do$wiadczen na temat chorob wektorowych. Efektem
wspolpracy z osrodkiem goszczacym byla wspdlna publikacja: Diaz-cao J., Adaszek L.,
Dziggiel B., Paniagua J., Caballero-Gomez J., Winiarczyk S., Winiarczyk D., Terriza D.,
Bocanegra 1., Prevalence of selected tick-borne pathogens in wildungulates and ticks in soutern

Spain. Transbound. Emerg. Dis. 2022 May: 69(3): 1084-1094. DOI: 10.1111/tbed.14065.

W 2019 roku odbytam tygodniowy staz na Uniwersytecie w Cambridge w Wielkiej Brytanii w
Katedrze i Klinice Neurologii i Neurochirurgii, w ktorej miatam szans¢ zdoby¢ doswiadczenie

kliniczne i naukowe. Razem z grupg badaczy pod kierunkiem dr. Paula Freemana opracowany
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zostat wspolny projekt pt. ,,Canine Intervertebral Disc Disease: How much do we know?”, ktory

w przysztosci z pewnoscig zaowocuje publikacjami.

Podjetam rowniez wspolprace z Klinikg Chirurgii Siatkowki 1 Ciata Szklistego Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie w zakresie badan proteomicznych plynow ustrojowych w przebiegu
schorzen okulistycznych u ludzi i zwierzat. Efektem wieloletniej wspotpracy sa nastgpujace
publikacje:

e Winiarczyk M., Biela K., Michalak K., Winiarczyk D., Mackiewicz J., Changes in tear
proteomic profile in ocular diseases. Int. J. Environ. Res. Public Health, 2022 Oct 16:
19(20): 13341.

e Winiarczyk M., Kaarniranta K., Winiarczyk S., Adaszek L., Winiarczyk D., Mackiewicz J.,
Tear film proteome in age-related macular degeneration. Graefes Arch Clin Exp
Ophthalmol. 2018 Jun: 256(6): 1127-1139.

e Winiarczyk M., Winiarczyk D., Banach T., Adaszek L., Madany J., Mackiewicz J., Pietras-
Ozga D., Winiarczyk S., Dog tear film proteome in-depth analysis. PLOS ONE, 2015 Dec
23:10(12): e0144242.

e Winiarczyk M., Winiarczyk D., Michalak K., Kaarniranta K., Adaszek .., Winiarczyk S.,
Mackiewicz J., Dysregulated Tear Film Proteins in Macular Edema Due to the Neovascular
Age-Related Macular Degeneration are Involved in the Regulation of Protein Clearance,
Inflammation, and Neovascularization. J. Clin. Med., 2021 Jul 10: 10(14): 3060.

e Winiarczyk D., Winiarczyk M., Balicki I., Szadkowski M., Michalak K., Winiarczyk S.,
Adaszek L., Proteomic Analysis of Tear Film in Canine Diabetic Patients with and without
Retinopathy. J. Vet. Res. 2022 Nov 7: 66(4): 629-635.

e Winiarczyk D., Winiarczyk M., Winiarczyk S., Michalak K., Adaszek L., Proteomic
Analysis of Tear Film Obtained from Diabetic Dogs. Animals (Basel), 2020 Dec 17: 10(12):

2416.
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6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke

W ramach mojej dziatalnos$ci popularyzujacej nauke bratam czynny udziat w Dniach Otwartych
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, organizujgc wyktad pt. ,,Weterynaria we krwi — krew
w weterynarii”.

Jestem rowniez autorem 1 wspolautorem artykuldéw popularnonaukowych obejmujacych
gléwnie problematyke nefrologii 1 okulistyki weterynaryjnej, m.in. opracowania wchodzacego
w sktad monografii Medycyna kotow 2022, ,Weterynaria w praktyce”: Z. Brozyna, R.
Kulisiewicz, D. Winiarczyk, Kot 2z nadczynno$cig tarczycy jako czesty pacjent
endokrynologiczny w gabinecie weterynaryjnym. Artykut zostal przygotowany wraz ze
studentami V roku kierunku weterynaria.

Aktualnie jestem w trakcie redagowania (Guest Editor) wydania specjalnego: ,,Advances in
Veterinary Ocular Pathology” czasopisma Animals.

Od 2020 roku prowadze nadzor nad ewidencja lekow narkotycznych w Katedrze i Klinice
Choréb Wewnetrznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie.

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Proteomicznego.

Od poczatku pracy w Katedrze i Klinice Choréb Wewnetrznych w 2011 roku prowadze zajgcia
dydaktyczne ze studentami kierunku weterynaria z przedmiotow: diagnostyka kliniczna (111
rok), choroby pséw i kotow (V rok), staze kliniczne (VI rok) oraz pediatria z elementami
behawioru matych zwierzat (VI rok, przedmiot fakultatywny). Od 2020 roku prowadzg zajecia
na Wydziale Nauk o Zwierzgtach i Biogospodarki, na kierunku pielegnacja zwierzat i

animaloterapia, z przedmiotu fakultatywnego metody dokumentacji weterynaryjnej (I rok) oraz
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z przedmiotu obligatoryjnego blok medyczny | (Il rok studiéw stacjonarnych i

niestacjonarnych).

Bior¢ rowniez udzial w realizacji dydaktyki dla studentow anglojezycznych na kierunku
weterynaria, prowadzac wyktady i ¢wiczenia z przedmiotu internal diseases of small animals
(V rok).

Kilkakrotnie prowadzitam warsztaty dla uczniow Technikum  Weterynaryjnego
odwiedzajacych Wydziat Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie oraz zaj¢cia laboratoryjne
i wyktad dla studentow Kierunku biotechnologia UMCS w Lublinie w ramach zajeé
terenowych.

Poza aktywnoscig dydaktyczng i naukowa, biora rowniez udzial w dzialalnosci klinicznej

Katedry 1 Kliniki Chorob Wewnetrznych przyjmujac pacjentéw internistycznych.

7. Inne wazne informacje dotyczace kariery zawodowej wnioskodawcy

7.1. Nagrody i wyrdznienia

7.1.1. Nagroda ,,Best Young Investigators” przyznana przez European Association for Vision

and Eye Research podczas Kongresu EVER 2020.

7.1.2. Nagroda ,,Best Contribution” za prace: ,,Ten differentially expressed proteins in the tear
film of dogs with diabetic retinopathy”, przyznana podczas Europejskiego Kongresu EVER

2021.

7.1.3. Nagroda za najlepsze wystapienie podczas konferencji naukowej: ,,Current approach to

health and diseases in animals and humans”, Lublin 2019 r.

7.1.4. Nagroda indywidualna I11 stopnia Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie za

osiggnigcia naukowe w latach 2019-2021.
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7.1.5. Wyrdznienie pracy doktorskiej na wniosek recenzentow.

7.2. Szkolenia podnoszace kompetencje zawodowe

7.2.1. Staz podyplomowy: Ospetale per animali da copagnia Anubi, Moncalieri, Wtochy, 1-

30.08.2011 .

7.2.2. Szkolenie pt. ,,Ultrasound Training”, Poznan, 26-30.09.2011 r.

7.2.3. Szkolenie pt. ,,Ultrasound basics of abdominal cavity, breast and thyroid”, Zamos$¢, 11-

16.09.2011 r.

7.2.4. Szkolenie pt. ,MALDI-TOF-MS Operator Training Course Proteomics”, Bruker

Daltonick, Bremen, 18-21.06.2012 r.

7.2.5. Szkolenie pt. ,,LC-MALDI coupling”, Bruker Daltonik, Bremen, 21-22.06.2012 r.

7.2.6. Szkolenie pt. ,MALDI Supplementary Training Course for MALDI-Imaging”, Bruker

Daltonick, Bremen, 25-26.06.2012 r.

7.2.7. Szkolenie z zakresu elektroforezy 2D i proteomiki moczu, Veterinary University in

Vienna, Department of Biochemistry, Austria, 10-15.11.2013.

7.2.8. Szkolenie taczone dla osob wykonujacych czynnosci zwigzane z wykorzystaniem

zwierzat do celow naukowych i edukacyjnych, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, 2015 .

7.2.9. Szkolenie pt. ,,Efektywna komercjalizacja badan naukowych”, Warszawa, 21.03.2018 r.

7.2.10. European School for Advanced Veterinary Studies, Ophtalmology I, Portugalia, 13-

22.03.2023 r.

7.3. Kierowanie projektami badawczymi
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7.3.1. ,,Opracowanie metody przygotowania probki filmu tzowego psa do analizy profilu
bialkowego metoda spektrometrii mas MALDI-TOF”. Projekt finansowany w ramach
wewngtrznego konkursu w Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie ze srodkow na nauke
przyznanych na dziatalno$¢ stuzaca rozwojowi mtodych naukowcow, realizowany w latach

2014-2015.

7.3.2. ,,Analiza profilu biatkowego probki moczu psa metodg spektrometrii mas MALDI-TOF”.
Projekt finansowany w ramach wewnetrznego konkursu w Uniwersytecie Przyrodniczym w
Lublinie ze $rodkéw na nauke przyznanych na dzialalnos¢ stuzaca rozwojowi mtodych

naukowcow, realizowany w latach 2017-2018.

7.3.3. ,,Analiza proteomu filmu tzowego u psow z cukrzyca przy uzyciu spektrometrii mas”.
Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu Preludium 12
(decyzja dyrektora Narodowego Centrum Nauki nr 2016/23/N/NZ5/02576), realizowany w

latach 2017-2021.

7.3.4. ,Analiza proteomu filmu tzowego u samca i samicy zdrowego psa przy uzyciu
spektrometrii mas”. Projekt finansowany w ramach wewnetrznego konkursu w Uniwersytecie
Przyrodniczym w Lublinie ze srodkéw na naukg przyznanych na dziatalnos¢ stuzaca rozwojowi

mlodych naukowcow, realizowany w latach 2021-2023.
7.4. Recenzje artykuléw naukowych

Regularnie recenzuje artykuly naukowe dla czasopism: International Journal of Molecular

Sciences, Animals, Biomedicines, Journal of Veterinary Internal Medicine.
7.5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Tematy prowadzonych przeze mnie pozostatych badan naukowych oraz pozostaly dorobek

publikacyjny obejmuje nastepujace zagadnienia:
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- proteomika filmu zowego w schorzeniach okulistycznych u ludzi i zwierzat;
- choroby transmisyjne w Polsce i na $wiecie;
- Zmiany proteomiczne moczu w przebiegu uszkodzenia nerek u psow;

- patologie narzadu wzroku u pséw.
7.5.1. Proteomika filmu tzowego w schorzeniach okulistycznych u ludzi i zwierzat

Sktad biatkowy filmu tzowego u ludzi 1 zwierzat jest obecnie analizowany w licznych
schorzeniach ogélnych i miejscowych, wykazujac bezposredni zwigzek pomiedzy chorobami
oka i zaburzeniami innych narzadow a zachodzacymi w nich zmianami. Poréwnywanie
prawidtowego profilu biatkowego filmu tzowego z profilem pojawiajacym sie{‘ W przebiegu
danej choroby jest metodg prowadzacg do selekcji potencjalnych biomarkerow
diagnostycznych.
W celu ustalenia punktu odniesienia do kolejnych badan, skupiliSmy si¢ na opracowaniu
petnego proteomu filmu tzowego zdrowego psa. Probki filmu lzowego zostaly pobrane od
sze$ciu psow, rozdzielone w zelu elektroforetycznym (1D SDS-PAGE), a nast¢pnie uzyskane
prazki zostaly poddane analizie w spektrometrze mas MALDI-TOF. W rezultacie
zidentyfikowano 125 biatek, wsréd nich: MCA (Major Canine Allergen), Serum albumin,
UPF0557 protein C100rf119 homolog, Collagen alpha-2(1) chain, Tyrosine-protein kinase Fer,
Keratine type Il cytoskeletal, Beta-crystallin B2, Interleukina-6 i Desmina, ktore wykazaty
najwyzszy wspotczynnik pewnosci identyfikacji. Ponizsza praca zawiera szczegdtowy opis
projektu i jest pierwszym w literaturze opracowaniem petlnego proteomu filmu tzowego u
zdrowych psow:
e Winiarczyk M., Winiarczyk D., Banach T., Adaszek L., Madany J., Mackiewicz J., Pietras-
Ozga D., Winiarczyk S., Dog Tear Film Proteome In-Depth analysis. PLOS ONE 2015 Dec

23:10(12): e0144242.
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Dzigki wspotpracy z Klinikg Chirurgii Siatkéwki i Ciata Szklistego UM w Lublinie i grupa
prof. Kai Kaarniranta (Uniwersytet Wschodniej Finlandii, Kuopio) podj¢liSmy probe
opracowania pierwszej kompletnej charakterystyki filmu tzowego u ludzi ze zwyrodnieniem
plamki zwigzanym z wiekiem (AMD), wiodacej przyczynie slepoty osob powyzej 50. roku
zycia W Krajach rozwinigtych. W wyniku prowadzonych prac zidentyfikowali§my biatka
réznicujagce w filmie tzowym pacjentow z AMD. Zdecydowana wigkszo$¢ z nich jest $cisle
zwigzana z procesami lezacymi u podstaw rozwoju AMD — zapaleniem, neowaskularyzacja,
apoptoza i stresem oksydacyjnym. W pierwszej z gldownych prac opublikowanych w ramach
wspomnianej wspotpracy zidentyfikowalismy 342 biatka, w tym 8 charakterystycznych tylko

dla obu postaci AMD, zanikowej i wysigkowej: Shootin-1, Histatin-3, Fidgetin-like protein 1,

SRC kinase signaling inhibitor, Graves disease carrier protein, Actin cytoplasmic 1, Prolactin-

inducible protein 1 i biatko S100-A7A. Wszystkie te biatka wykazywaty wyzszg ekspresje w

filmie tzowym pacjentow z AMD. Wyniki przedstawione zostaty w publikacji:

e Winiarczyk M., Kaarniranta K., Winiarczyk S., Adaszek L., Winiarczyk D., Mackiewicz J.,
Tear film proteome in age-related macular degeneration, Graefes Arch Clin Exp
Ophthalmol. 2018 Jun: 256(6): 1127-1139.

W poczatkowych badaniach nie mieli$my jeszcze opracowanej metodyki oznaczania poziomu

ekspresji danego biatka. W kolejnych eksperymentach udalo si¢ to uzyska¢ za pomoca

wlaczenia do analizy odpowiedniego oprogramowania (Delta 2D) i udoskonalenia procesu
przygotowawczego probki. Dzigki temu przeanalizowali§my material pochodzacy tym razem
wylacznie od pacjentow z wysigkowa, aktywna postacia AMD. W rezultacie
zidentyfikowalismy 11 biatek rdéznicujacych, z ktorych 8 wykazywato obnizong ekspresje

(downregulated), a 3 podwyzszong (upregulated). ZidentyfikowaliSmy po raz kolejny biatka

petniace kluczowe role w szlakach zwigzanych z procesami zapalenia, stresu oksydacyjnego,

neowaskularyzacji i apoptozy. Wyniki zostaty przedstawione w artykule:
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e Winiarczyk M., Winiarczyk D., Michalak K., Kaarniranta K., Winiarczyk S., Adaszek L.,
Mackiewicz J., Dysregulated Tear Film Proteins in Macular Edema Due to the Neovascular
Age-Related Macular Degeneration Are Involved in the Regulation of Protein Clearance,

Inflammation, and Neovascularization. J. Clin. Med. 2021 Jul: 10(14): 3060.

7.5.2. Choroby wektorowe w Polsce i na $wiecie

Babeszjoza/piroplazmoza jest transmisyjng choroba ludzi i zwierzat przenoszong przez
kleszcze. Jej czynnikiem etiologicznym sg wewnatrzerytrocytarne pierwotniaki nalezace do
rodzaju Babesia. Mikroskopowe badanie rozmazéw krwi stanowi stosunkowo szybka metode
diagnozowania babeszjozy, niemniej jednak jego wynik uzalezniony jest z jednej strony od
intensywnosci inwazji, z drugiej, od doktadnos$ci i doswiadczenia osoby oceniajacej preparat.
Zdarza si¢ bowiem, ze przy niskiej, niejednokrotnie okresowej parazytemii bardzo trudno jest
wykaza¢ obecnos$¢ pierwotniakow. Ponadto czegsto nie majg one typowego ksztalttu, za$
erytrocyty chorych osobnikéw ulegaja wakuolizacji, co dodatkowo utrudnia rozpoznanie
zarazenia. Z tego tez wzgledu istnieje konieczno$¢ rownolegltego uzycia w diagnostyce
babeszjozy innych technik badawczych. W ponizszych publikacjach przedstawiliSmy
zastosowanie techniki spektrometrii mas MALDI-TOF, techniki LAMP w rozpoznawaniu
babeszjozy u psoOw:

e Adaszek L., Banach T., Bartnicki M., Winiarczyk D., Lyp P., Winiarczyk S., Application
the mass spectrometry MALDI-TOF technique for the detection of Babesia canis canis
infection in dogs. Parasitol. Res. 2014: 113, 11, 4293-4295.

e Adaszek L., Jankowska M., Kalinowski M., Banach T., Wylupek D., Winiarczyk S., The
loop-mediated isothermal amplification assay for rapid diagnosis of Babesia canis canis
infections in dogs. Pol. J. Vet. Sci. 2013: 16, 1, 131-133.

e Adaszek L., Jankowska M., Wytupek D., Winiarczyk S., Przydatno$¢ techniki LAMP w

szybkim rozpoznawaniu babeszjozy u zwierzat. Med. Wet. 2013: 69, 3, 145-149
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Celem kolejnych badan byla ocena wystepowania Anaplasmy phagocytophilum, Borreli
burgdorferi i Babesi canis u dorostych meskich i zenskich postaci kleszczy pospolitych Ixodes
ricinus i kleszczy takowych Dermacentor reticulatus, bytujacych na tagkach w poblizu terenow
lesnych w wojewodztwie lubelskim (wschodni region Polski). Kleszcze zostaly zebrane metoda
flagowania w sezonie aktywnym (pomigdzy marcem a pazdziernikiem 2012 roku). Sposrod
wszystkich 720 zebranych sztuk, 506 stanowit Dermacentor reticulatus, a 214 Ixodes ricinus.

DNA Babesia canis zidentyfikowano u 21,3%, a Borrelia burgdorferi u 0,6% kleszczy

takowych. W przypadku populacji kleszczy pospolitych, DNA specyficzne dla B. burgdorferi

i A. phagocytophilum wykryto odpowiednio w 5,6% i 10,3%. Opisane w ponizszej publikacji

wyniki wskazuja, ze teren wschodniej Polski jest regionem podwyzszonego ryzyka

wystepowania chorob u ludzi i zwierzat przenoszonych przez kleszcze:

e Drziggiel B., Kubrak T., Adaszek L., Debiak P., Wylupek D., Bogucka-Kocka A.,
Lechowski J., Winiarczyk S., Prevalence of Babesia canis, Borrelia burgdorferi sensu lato,
and Anaplasma phagocytophilum in hard ticks collected from meadows of Lubelskie
Voivodship (eastern Poland). Bull. Vet. Inst. Pulawy 2014: 58, 29-33.

Dzikie zwierzgta kopytne moga by¢ rezerwuarem dla niektorych patogenéw przenoszonych

przez kleszcze, a tym samym stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Celem naszych

badan byto poszerzenie wiedzy dotyczacej wystepowania Anaplasma phagocytophilum (AP) w

duzej populacji saren w regionie wschodniej Polski. W tym celu pobrano probki $ledziony

pochodzace od 424 saren w okresie sezonu fownego miedzy 2018 a 2019 rokiem. Genetyczne
badanie przesiewowe dla AP wykonane metoda PCR wykazato, ze 26 sposrod 424 probek

$ledziony (6,13%) byto pozytywnych. Pomimo niskiego odsetka wystepowania AP u saren w

badanym regionie Polski, nadal pozostaja one rezerwuarem dla kleszczy. Ze wzgledu na

zoonotyczne zagrozenie anaplazmoza granulocytarng wskazany jest ciagly monitoring tej

choroby wsrod domowych i dzikich farm zwierzat. Wyniki przedstawiono w publikacji:
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e Teodorowski O., Radzki R., Kalinowski M., Winiarczyk M., Bocanegra I., Winiarczyk D.,
Adaszek L., Molecular detection of Anaplasma phagocytohilum in roe deer (Caprelous
capreolus) in eastern Poland. Ann. AgricEnviron. Med. 2020: 27(4): 702-705.

Podobne badania powtorzone zostaly dzieki wspoipracy z Uniwersytetem w Kordobie w

Hiszpani. Celem pracy byta ocena wystgpowania wybranych patogendw przenoszonych przez

kleszcze u dzikich zwierzat kopytnych w ekosystemie srodziemnomorskim w potudniowe;j

czeSci Hiszpani. W tych badaniach procedura pobierania probek byta taka sama jak w

poprzednim badaniu. Probki §ledziony zostaly pobrane od 1132 dzikich kopytnych zwierzat, w

tym: 578 jeleni szlachetnych, 269 dzikow, 135 muflonow, 121 danieli i 29 saren w okresie od

2009 do 2015 roku. 89 kleszczy pobrano i poddano analizie. Pochodzity one tylko od zwierzat,

u ktérych pozytywnie zidentyfikowano patogeny wektorowe. Material analizowano metoda

PCR. DNA patogendw przenoszonych przez kleszcze zostato zidentyfikowane u 127 sposrod

863 dzikich przezuwaczy: Anaplasma phagocytophilum u 9,2%, Babesia divergens u 2,9%,

Theileria sp. OT3 u 1,7%, Borrelia afezelii u 0,7% i Theileria capreoli u 0,2%. Natomiast w

zadnej probce pochodzacej od dzikéw nie zanotowano DNA patogenow. Czynnik ryzyka

analizy wykazal, ze wystepowanie A. phagocytophilum i piroplasmat bylo powigzane
gatunkowo. Doktadna analiza zostata przedstawiona w ponizszym artykule:

e Diaz-Cao J., Adaszek L., Dziggiel B., Paniagua J., Caballero-Gomez J., Winiarczyk S.,
Winiarczyk D., Cano-Terriza D., Bocanegra ., Prevalence of selected tick-borne pathogens
in wild ungulates and ticks in southern Spain. Transbound. Emerg. Dis. 2022: 69(3): 1084-
1094.

W kolejnej pracy opisaliSmy przypadek kliniczny anaplazmozy granulocytarnej u lemura

(Lemur catta) bytujgcego w Polsce. 4-letnia samica lemura wykazywata objawy w postaci

anoreksji, krwawienia z nosa i obecnosci licznych kleszczy. Badaniem mikroskopowym

rozmazu krwi stwierdzono obecnos¢ moruli w neutrofilach. Wykonano badanie PCR, ktore
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potwierdzito infekcj¢ Anaplasma phagocytophilum odmiang GU183908. Po wiaczeniu

postepowania terapeutycznego doksycykling (2,5 mg/kg p.o.) przez 3 dni, zaobserwowano

powrdt do zdrowia. Praca stanowi pierwsze doniesienie na temat wystgpowania anaplazmozy
garnulocytarnej u lemura w Europie. Zarazenie A. phagocytophilum powinno by¢ brane pod
uwage w diagnostyce roznicowej, szczegolnie w przypadkach trombocytopenii.

e Adaszek L., Wilczynska A., Zigtek J., Kalinowski M., Teodorowski O., Winiarczyk D.,
Skrzypczak M., Winiarczyk M., Granulocytic anaplasmosis in captive ring-tailed lemur
(Lemur catta) in Poland. BMC Vet. Res. 2021: 17(1): 118.

Kolejne badania dotyczyly molekularnej analizy chordb przenoszonych przez kleszcze:

piroplazmozy, anaplazmozy granulocytarnej i boreliozy, w populacji koni w Polsce od koni

wykazujacych objawy wyzej wymienionych infekcji. Obecno$¢ materiatu genetycznego

Theileria equi stwierdzono w 37 z 512 przebadanych koni (7,2%), a Anaplasma

phagocytophilum w 9 przypadkach (1,8%). DNA Borrelia burgdorferi byto obecne u 11 z 204

przebadanych koni (5,4%). Przedstawione wyniki wskazuja, ze choroby wektorowe

wystepujace u koni w Polsce nie stanowig tak duzego problemu w porownaniu z reszta Europy.

Niemniej jednak nalezy mie¢ na uwadze wspomniane choroby w diagnostyce roznicowej

podczas diagnozowania pacjentow z objawami letargu, gorgczki, anemii i trombocytopenii.

e Teodorowski O., Kalinowski M., Winiarczyk D., Janecki R., Winiarczyk S., Adaszek L.,
Molecular surveillance of tick-borne diseases affecting horses in Poland — own observation.
Vet. Med. Sci 2021: 7(4): 1159-1165.

W ponizszej publikacji przegladowej zestawiliSmy aktualny stan wiedzy dotyczacy sytuacji

epidemiologicznej powodowanej przez Babesia gibsoni u pséw w Europie. W wiekszoS$ci

krajow Europy, gdzie Babesia gibsoni zostata zanotowana, procentowo odpowiada ona za
zainfekowanie okoto 1% psow. Najwicksza czestotliwo$¢ wystgpowania choroby

zaobserwowano u American Bull Terriers, co sugeruje predyspozycje u tej rasy psow.
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e Teodorowski O., Kalinowski M., Winiarczyk M., Dokuzeylul B., Winiarczyk S., Adaszek

L., Babesia gibsoni Infection in Dogs — A Europen Perspective. Animals 2020: 12(6): 730.

7.5.3. Zmiany proteomiczne moczu w przebiegu uszkodzenia nerek u psow

Choroby nerek u pséw, obok niewydolnosci krazenia, sg najczestszg przyczyng zejs$¢

$miertelnych. Mimo wielu znanych aspektow ich przebiegu, sposobdéw rozpoznawania i

leczenia, pozostaja one nadal kluczowym powodem obnizania jakosci i skracania zycia wielu

psow. Mozliwo$¢ zastosowania nowego narzgdzia w diagnozowaniu chordb nerek — proteomiki

budzi duze nadzieje w nefrologii weterynaryjnej. Proteomika jest metoda okreslania

jakosciowego oraz ilosciowego sktadu peptydowo-biatkowego, czyli peptydomu/proteomu w

okreslonym materiale biologicznym, np. w moczu, w danej sytuacji sytuacji klinicznej.

Okreslenie zmian jako$ciowych i/lub ilosciowych w obrebie peptydomu lub proteomu pozwala

scharakteryzowa¢ zestawy biomarkeréw typowych dla konkretnych sytuacji. Mocz jest

materialem uzyskiwanym nieinwazyjnie, w duzej ilosci, jego pobieranie mozna powtarzac.

Celem moich badan byto:

1. Utworzenie odpowiedniej metodyki przygotowania probki moczu do analizy
proteomiczne;j.

2. Lokalizacja uszkodzenia nefronu w przebiegu nefropatii uwarunkowanej genetycznie, na
tle babeszjozy i1 przewlektej choroby nerek u psow.

3. Charakterystyka profili biatkowych moczu w wymienionych nefropatiach.

4. Poszukiwanie potencjalnych markerow biatkowych uszkodzenia nerek utatwiajacych
rozpoznawanie pierwotnych choréb odpowiedzialnych za wystgpujace nefropatie.

Wszystkie cele zostaly zrealizowane, a pelne opracowania zamieszczone w ponizszych

publikacjach:
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e Banach T., Adaszek L., Wytupek D., Winiarczyk M., Winiarczyk S., Applicability of 2D
gel electrophoresis and liquid chromatography in proteomic analysis of urine using mass
spectrometry MALDI-TOF. Pol. J. Vet. Sci. 2013: 3: 587-592.

e Winiarczyk D., Adaszek L., Bartnicki M., Abramowicz B., Lyp P., Madany J., Winiarczyk
S., Utility of urinary markers in the assessment of renal dysfunction in canine babesiosis.
Tierarzt. Prax. 2017: 45 (2): 84-88.

e Winiarczyk D., Michalak K., Adaszek L., Winiarczyk M., Winiarczyk S., Urinary proteome
of dogs with kidney injury during babesiosis. BMC Vet. Res. 2019: 15, 439: 1-9.

e Winiarczyk D., Adaszek L., Madany J., Winiarczyk M., Winiarczyk S., Utility of urinary
markers in the assessment of renal dysfunction in familial glomerulonephritis in Dobermann
dogs. J. Vet. Res. 2020: 64 (1): 181-186.

e Winiarczyk D., Utility of urinary markers in the assessment of renal dysfunction | dogs with

chronic kidney disease. Med. Wet. 2020: 76 (9): 525-528.

7.5.4. Patologie narzadu wzroku u psow

Okulistyka weterynaryjna jest waska dziedzing medycyny weterynaryjnej, intensywnie
rozwijajacg si¢. Niezmienny jest natomiast plan badania klinicznego narzadu wzroku.
Prawidtowa procedura postepowania w przypadku diagnozowania schorzen okulistycznych, w
tym wlasciwe wykorzystanie sprzetu okulistycznego 1 odpowiednia interpretacja
zaobserwowanych nieprawidtowosci, pozwala klinicyscie postawi¢ trafng diagnoze.

W ponizszych opracowaniach popularnonaukowych przedstawitam: plan badania klinicznego
pacjentow okulistycznych, najczescie] wykorzystywane testy diagnostyczne w réznicowaniu
przyczyn zaburzen dotyczacych filmu tzowego oraz najczestsze choroby powiek u psow.

e Winiarczyk D., Etapy badania klinicznego narzadu wzroku u matych zwierzat. Weterynaria

w praktyce 2021: 18 (4): 65-70.
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e Winiarczyk D., Diagnostyka zaburzen dotyczacych filmu tzowego u psow. Weterynaria w
praktyce 2021: 18 (10): 93-97.

e Wybrane choroby powiek u matych zwierzat. Winiarczyk D. Weterynaria w praktyce 2022:
19 (1-2): 37-44.

W badaniach wiasnych dokonali$my porownania dwdch metod pomiaru ci$nienia gatkowego

u pséw: przy uzyciu tonometru Tono-Pen Vet oraz metoda Schiotza. Badanie wykonano u 31

klinicznie zdrowych pséw (62 oczach), réznych ras oraz réznej plci. Uzyskano nastepujace

wyniki: IOP mierzone za pomocg tonometru Schiotza wynosit 12-24 mm Hg ($rednio 16.3

+2.1), natomiast pomiar dokonany tonometrem TonoPen Vet 11-25 mm Hg ($rednio 18,1 £3,8).

Srednie wyniki pomiaru dwiema metodami réznily sie statystycznie. Natomiast ze wzgledu na

niewielka réznice w wynikach , mozna uzna¢, ze obie metody moga by¢ stosowane do badania

klinicznego. Doktadny opis badania zamieszczono w artykule:

e Wrzesniewska K., Madany J., Winiarczyk D., Comparison of Intraocular Pressure
Measurement with Schiotz Tonometer and Tono-Pen Vet tonometer in Healthy Dogs. J.

Vet. Res. 2018: 62 (2): 243-247.

W moim dorobku naukowym znajduje si¢ rowniez 10 doniesien konferencyjnych, z ktorych 4
zostaly opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Report.
Szczegdlowe dane na ich temat jak rowniez informacje o wygloszonych referatach na
konferencjach krajowych 1 migdzynarodowych znajdujg si¢ w Zataczniku 4 (Wykaz osiagniec
naukowych albo artystycznych, stanowigcych znaczny wkiad w rozwdj okreslonej dyscypliny)
do wniosku o przeprowadzenie postegpowania w sprawie nadania stopnia doktora

habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie weterynaria.

Lublin, 20.09.2023 r.
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