UNIWERSYTET PRZYRODNICZY w LUBLINIE

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej
Dyscyplina naukowa Weterynaria

lek. wet. Jadwiga Sliwa
Rozprawa doktorska

Ekspresja i immunolokalizacja wybranych hormonow komorek enteroenokrynnych
oraz morfometria jelita czczego Swini w modelu przewleklego zapalenia trzustki

Expression and Immunolocalization of Selected Enteroendocrine Cell Hormones and
Jejunal Morphometry in a Porcine Model of Chronic Pancreatitis

Rozprawa doktorska wykonana w Katedrze Anatomii i Histologii Zwierzat
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie

Promotor: prof. dr hab. Marcin Arciszewski

Lublin, 2026



Créwindozam, #¢ niniejszn rOzprawa mmwm_ moin
i stwierdzam, #e spelnia ono warunki doe preedstawienia jej w
naukowego.,

Data ﬂg[&ﬁ TR ..




Pragne serdecznie podzickowa¢ mojemu Promotorowi, Panu Profesorowi Marcinowi
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wszystkich etapach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej.

Szczegolne podzigkowania kieruje do wszystkich wspotpracownikéw i cztonkow zespotu
badawczego za pomoc w prowadzeniu doswiadczen, wykonywaniu analiz oraz za inspirujace
dyskusje naukowe.

Dzigkuje réwniez pracownikom technicznym za wsparcie organizacyjne oraz pomoc w
realizacji badan.

Najserdeczniejsze podzickowania sktadam mojej Rodzinie za cierpliwo$¢, wyrozumiatose,
nieustanne wsparcie i motywacje, ktore pozwolity mi doprowadzi¢ t¢ prace do konca.

Szczegolne podzigkowania kieruje do mojego Mgza za nieustanne wsparcie, cierpliwosc,
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przygotowywania rozprawy. Jego obecno$¢, pomoc i wiara w powodzenie tej pracy byly dla
mnie nieocenionym zroédtem sity w chwilach zwatpienia i zmegczenia.



Streszczenie

Przewlekle zapalenie trzustki (PZT) jest postepujaca chorobg zapalng prowadzaca do
przebudowy miazszu trzustki, zaburzen funkcji zewnatrzwydzielniczej oraz licznych nastepstw
pozatrzustkowych. Coraz wigcej danych wskazuje, ze jednym z narzadéw wtornie
zaangazowanych w przebieg PZT jest jelito cienkie, jednak mechanizmy odpowiedzialne za
zmiany zachodzace w jego $Scianie pozostajg stabo poznane, szczegolnie w modelach duzych
zwierzat. Celem pracy byto okreslenie wplywu przewlektego zapalenia trzustki indukowanego
ceruleing na morfometri¢ $ciany jelita czczego, populacje komorek enteroendokrynnych oraz

organizacj¢ jelitowego uktadu nerwowego u $win.

Materiat badawczy stanowily tkanki pobrane od mtodych, 10-tygodniowych,
niekastrowanych samcow $wini domowej (Sus scrofa domestica), przydzielonych do grupy
kontrolnej lub grupy z przewleklym zapaleniem trzustki indukowanym wielokrotnym
podawaniem ceruleiny (n = 5 w kazdej grupie). Oceniono ekspresj¢ wybranych genéw metoda
RT-qPCR, przeprowadzono badania immunohistochemiczne komorek GIP- i GLP-1-
immunoreaktywnych, wykonano analiz¢ histologiczng i histomorfometryczng $ciany jelita

czczego oraz oceng struktur jelitowego uktadu nerwowego.

Przewlekte zapalenie trzustki prowadzito do istotnego spadku masy ciala zwierzat. W
$cianie jelita czczego stwierdzono selektywna przebudowe warstw glebokich, obejmujaca
zmniejszenie grubosci warstwy okreznej i podluznej migsniowki oraz podsluzowki, przy
zachowaniu catkowitej grubosci btony $luzowej. Jednoczesnie obserwowano skrocenie krypt
jelitowych, tendencj¢ do wydtuzenia kosmkoéw oraz zwigkszenie liczby komorek kubkowych,
wskazujagce na przebudowe architektury nabtonka i aktywacje mechanizméw ochronnych

bariery §luzowe;j.

Analiza molekularna wykazata istotny spadek ekspresji GIP oraz wzrost ekspresji GCG,
NPY 1 FABP2, a takze tendencj¢ do zwigkszonej ekspresji /LI0. W badaniu
immunohistochemicznym nie stwierdzono zmian liczby komoérek GIP-immunoreaktywnych,
natomiast liczba komoérek GLP-1-immunoreaktywnych wzrosta ponad dwukrotnie zar6wno w
kosmkach, jak i kryptach jelitowych. Nie wykazano zmian w ekspresji receptorow
inkretynowych. Uzyskane wyniki wskazuja na przeprogramowanie lokalnej osi

enteroendokrynnej z przesuni¢ciem rownowagi od sygnalizacji GIP do osi proglukagonowe;.



W obrebie jelitowego uktadu nerwowego wykazano wzrost pola powierzchni zwojow
mig¢sniowych przy braku zmian liczby neuronéw oraz parametrow zwojow podsluzowkowych.
Wyniki te $wiadczg o selektywnym remodelingu komponentu neuromig$niowego jelita,
prawdopodobnie zwigzanym z procesami neuroplastycznymi i adaptacja do przewlektego stanu

zapalnego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze przewlekle zapalenie trzustki indukowane ceruleing
wywotuje zlozong przebudowe jelita czczego obejmujaca komponent strukturalny,
enteroendokrynny, barierowy i neurogenny. Obserwowany fenotyp ma charakter mieszany,
poniewaz wspotistnieja w nim cechy degeneracyjne, zwigzane gtownie z zanikiem warstw
migsniowych 1 utrata masy ciala, oraz cechy adaptacyjne obejmujace aktywacje osi
proglukagonowej, wzrost liczby komorek kubkowych oraz przebudowe struktur ENS. Wyniki
pracy wskazuja, ze jelito czcze stanowi aktywny element osi trzustka-jelito i uczestniczy w

wielopoziomowej odpowiedzi organizmu na przewlekte zapalenie trzustki.



Summary

Chronic pancreatitis (CP) is a progressive inflammatory disease characterized by pancreatic
parenchymal remodeling, impaired exocrine function, and numerous extrapancreatic
consequences. Increasing evidence suggests that the small intestine is one of the secondary
organs affected during the course of CP; however, the mechanisms underlying intestinal wall
alterations remain poorly understood, particularly in large-animal models. The aim of this study
was to determine the effects of cerulein-induced chronic pancreatitis on the morphometry of
the jejunal wall, enteroendocrine cell populations, and the organization of the enteric nervous

system (ENS) in pigs.

The study was conducted on tissues collected from young, 10-week-old intact male pigs (Sus
scrofa domestica) assigned either to a control group or to a chronic pancreatitis group induced
by repeated administration of cerulein (n = 5 per group). The expression of selected genes was
analyzed using RT-qPCR. Immunohistochemical evaluation of GIP- and GLP-I-
immunoreactive cells was performed, together with histological and histomorphometric

analyses of the jejunal wall and assessment of enteric nervous system structures.

Chronic pancreatitis resulted in a significant reduction in body weight. Histomorphometric
analysis revealed selective remodeling of the deeper layers of the jejunal wall, including
reduced thickness of the circular and longitudinal muscle layers as well as the submucosa, while
the overall mucosal thickness remained unchanged. In addition, intestinal crypts were
shortened, villi tended to be longer, and goblet cell numbers were increased, indicating

epithelial remodeling and activation of protective mucosal barrier mechanisms.

Molecular analysis demonstrated a significant decrease in GIP expression and increased
expression of GCG, NPY, and FABP2, together with a tendency toward increased /L10
expression. Immunohistochemical analysis showed no changes in the number of GIP-
immunoreactive cells, whereas the number of GLP-1-immunoreactive cells more than doubled
in both villi and intestinal crypts. No differences were observed in the expression of incretin
receptors. These findings indicate a reprogramming of the local enteroendocrine axis,

characterized by a shift from GIP-related signaling toward activation of the proglucagon axis.

Within the ENS, the area of myenteric plexuses was significantly increased, whereas neuronal

numbers and the parameters of submucosal plexuses remained unchanged. These findings



suggest selective remodeling of the neuromuscular component of the intestine, likely associated

with neuroplastic adaptations to chronic inflammation.

In conclusion, cerulein-induced chronic pancreatitis triggered complex remodeling of the
porcine jejunum involving structural, enteroendocrine, barrier-related, and neurogenic
components. The observed phenotype exhibited both degenerative features, mainly associated
with muscular atrophy and body weight loss, and adaptive responses, including activation of
the proglucagon axis, increased goblet cell abundance, and ENS remodeling. These findings
indicate that the jejunum is an active component of the pancreas-gut axis and participates in the

multifaceted systemic response to chronic pancreatitis.
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1. WYKAZ SYMBOLI I OZNACZEN

5-HT
cAMP
CCK
CgA
ChAT
ENS
EPI
FC
GIP
GIPR
GIT
GLP-1
GLP1-R
GLP-2
GSE
IL
IL-10
mRNA
NF-kB
nNOS
NO
NPY
PCR
PKA
PYY
PZT
qPCR
RQ
SIBO
SSTR
TLR4
TNF-alfa
VIP

serotonina

cykliczny adenozyno-3',5-monofosforan
cholecystokinina

chromogranina A

cholinoacetylotransferaza

uktad nerwowy jelitowy (ang. enteric neurvous system)
zewnatrzwydzielnicza niewydolno$¢ trzustki
krotno$¢ zmiany (ang. fold change)
glukozozalezny peptyd insulinotropowy

receptor GIP

przewod pokarmowy (ang. gastrointestinal tract)
peptyd glukagonopodobny 1

receptor peptydu glukagonopodobnego typu 1
peptyd glukagonopodobny 2

geometryczny blad standardowy

interleukina

interleukina 10

informacyjne RNA

czynnik jadrowy kappa B

neuronalna syntaza tlenku azotu

Tlenek azotu

neuropeptyd Y

reakcja tancuchowa polimerazy

kinaza biatlkowa A (ang. protein kinase A)
peptyd YY

przewlekte zapalenie trzustki

ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (ang. quantitative PCR)
wzgledny poziom ekspresji

zespol rozrostu bakteryjnego jelita cienkiego
receptor somatostatyny

receptor toll-podobny 4 (ang. toll-like receptor 4)
czynnik martwicy nowotworow alfa

naczynioaktywny peptyd jelitowy



2. WPROWADZENIE

1. ZARYS BUDOWY PRZEWODU POKARMOWEGO ZE SZCZEGOLNYM

UWZGLEDNIENIEM JELITA CIENKIEGO

Uktad pokarmowy sktada si¢ z przewodu pokarmowego (GIT, gastrointestinal tract)
oraz zwigzanych z nim gruczotéow trawiennych. Jego podstawowg funkcja jest pobieranie,
trawienie i wchtanianie sktadnikéw odzywczych, witamin, sktadnikow mineralnych oraz wody.

Procesy te podlegaja ztozonej regulacji nerwowej i hormonalne;.

7 anatomicznego punktu widzenia przewod pokarmowy stanowi ciggly strukture
rurowa, wykazujaca miejscowe rozszerzenia oraz wyspecjalizowane odcinki o odmiennej
budowie i funkcji. Rozpoczyna si¢ jamg ustna, a konczy odbytem. Poszczegdlne odcinki
przewodu pokarmowego obejmuja kolejno: jame¢ ustng, gardto, przetyk, przedzotadki (jezeli
wystepuja), zoladek, jelito cienkie oraz jelito grube. Jelito cienkie dzieli si¢ na dwunastnicg,
jelito czeze i jelito krete, natomiast jelito grube obejmuje jelito $lepe, okreznicg oraz odbytnice.
Funkcje przewodu pokarmowego wspomagaja narzady gruczotowe zwigzane z procesami
trawienia, takie jak $linianki, watroba i trzustka. Wydzieliny tych narzadéw, odpowiednio $lina,
701¢ oraz sok trzustkowy, odgrywaja kluczowa rolg¢ w procesach trawienia i wchtaniania

sktadnikow pokarmowych (Koénig & Liebich, 2020).

Dhigos¢ przewodu pokarmowego oraz stopien jego specjalizacji sg zwigzane z
rodzajem pobieranego pokarmu. U zwierzat roslinozernych oraz wszystkozernych przewod
pokarmowy jest zwykle dtuzszy, co umozliwia efektywne wykorzystanie pasz bogatych w
btonnik i sktadniki trudniej ulegajace trawieniu, takie jak celuloza. U zwierzat migsozernych
przewdd pokarmowy jest zazwyczaj krotszy, co odzwierciedla odmienny charakter

pobieranego pokarmu (Reece & Rowe, 2017).

Jelito cienkie rozpoczyna si¢ przy odzwierniku zotadka, a konczy w miejscu potaczenia
z jelitem S$lepym. W klasycznym podziale anatomicznym sktada si¢ z trzech odcinkow:
dwunastnicy, jelita czczego oraz jelita kretego. Dwunastnica stanowi pierwszy odcinek jelita
cienkiego i jest bezposrednio polaczona z Zzotadkiem. Do jej poczatkowego odcinka uchodzg
przewody wyprowadzajace watroby i trzustki, doprowadzajace odpowiednio z6i¢ oraz sok
trzustkowy. U poszczegolnych gatunkow zwierzat wystepuja réznice anatomiczne w budowie

i przebiegu przewodow zotciowych oraz trzustkowych. Przyktadowo u $win i bydta przewody
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te uchodza do dwunastnicy oddzielnie, natomiast u pséw i owiec moga laczy¢ si¢ przed

wejsciem do jelita (Truty & Smoot, 2008).

Jelito czcze stanowi srodkowy i najdluzszy odcinek jelita cienkiego. Tworzy liczne petle
jelitowe zawieszone na krezce i odpowiada za wigkszo$¢ procesow wchlaniania sktadnikow
pokarmowych. Jelito krete stanowi koncowy odcinek jelita cienkiego i przechodzi w jelito
Slepe. Granica pomigdzy jelitem czczym a kretym nie jest zwykle wyraznie zaznaczona

makroskopowo i ma charakter umowny.

Budowa histologiczna. Histologicznie $ciana przewodu pokarmowego wykazuje
zréznicowanie zalezne od analizowanego odcinka, jednak zasadniczo mozna w niej wyr6znic
cztery podstawowe warstwy: btong §luzowa, btone pod$luzowa, blong micsniowg oraz blong
surowiczg, wymieniane kolejno od $§wiatta przewodu pokarmowego ku jego powierzchni

zewnetrznej (Reece & Rowe, 2017).

Btona $luzowa wysciela $wiatlo przewodu pokarmowego i stanowi pierwszg bariere
kontaktu pomigdzy organizmem a trescig pokarmowsg. W poszczegdInych odcinkach przewodu
pokarmowego tworzy ona charakterystyczne faldy, a w jelicie cienkim dodatkowo kosmki
jelitowe, ktorych powierzchnia pokryta jest przez enterocyty wyposazone w mikrokosmki.
Takie uksztattowanie §luzéwki znaczaco zwigksza powierzchni¢ wchtaniania. Btona
podsluzowa zbudowana jest z tkanki tacznej luznej zawierajacej naczynia krwionosne,
naczynia limfatyczne oraz elementy uktadu nerwowego. W dwunastnicy wystepuja ponadto
gruczoly Brunnera produkujace zasadowa wydzieling uczestniczacag w neutralizacji kwasnej
tresci zotadkowej. W obrgbie btony podsluzowej znajduje si¢ rowniez splot podsluzéwkowy
(Meissnera), ktorego neurony uczestniczg w regulacji procesoéw wydzielania i wchianiania

(Costa i in., 2000).

Blona mig$niowa stanowi najbardziej zroznicowang warstwe S$ciany przewodu
pokarmowego. W poczatkowych odcinkach przewodu pokarmowego moze by¢ zbudowana z
migsni poprzecznie pragzkowanych, natomiast w dalszych odcinkach dominuje migsniéwka
gladka. W wigkszo$ci odcinkow przewodu pokarmowego tworzg ja dwie warstwy: wewnetrzna
okrezna oraz zewngtrzna podtuzna. Wyjatek stanowi zotadek, w ktorym wystepuje dodatkowa
warstwa skosna. Migdzy warstwami mig$niowymi zlokalizowany jest splot mig$niowy

(Auerbacha), odpowiedzialny za koordynacj¢ motoryki przewodu pokarmowego.

10



Najbardziej zewngtrzng warstwe stanowi blona surowicza. W obrebie jelita cienkiego i
wickszosci jelita grubego przechodzi ona w krezke, ktora stabilizuje polozenie jelit w jamie
brzusznej. Za posrednictwem krezki do $ciany jelita docieraja naczynia krwionosne, naczynia

chionne oraz widkna nerwowe (Kobryn & Kobrynczuk, 2012; Zimmerman i in., 2019).

W jelicie cienkim zachodza intensywne procesy trawienia i wchianiania sktadnikow
pokarmowych. Przystosowaniem morfologicznym do petnienia tych funkcji jest znaczne
zwickszenie powierzchni chlonnej dzigki obecnosci fatdow okreznych, kosmkoéw jelitowych
oraz mikrokosmkow enterocytow. W obrebie kosmkow znajduja si¢ naczynia krwionosne,
naczynia limfatyczne, wtokna mig$niowe gtadkie oraz elementy unerwienia. Kosmki pokryte
sa jednowarstwowym nabtonkiem walcowatym, ktorego dominujagcym typem komorek sg
enterocyty. Na ich powierzchni szczytowej obecne sg mikrokosmki tworzace rabek
prazkowany.  Sgsiadujagce  enterocyty  polaczone sg  kompleksami  potaczen
migdzykomorkowych, w tym polaczeniami $cistymi (tight junctions), ktére ograniczaja
przenikanie substancji pomi¢dzy komérkami i uczestniczg w utrzymaniu integralno$ci bariery
jelitowej. Enterocyty charakteryzuja si¢ wysoka aktywno$cig proliferacyjng i sg stale
odnawiane przez komorki macierzyste zlokalizowane w kryptach jelitowych. Pomiedzy
enterocytami wystepuja komorki kubkowe odpowiedzialne za syntez¢ i wydzielanie $luzu.
Btona sluzowa oraz podsluzowa zawierajg rowniez gruczoty $cienne produkujace sktadniki
wydzieliny $luzowej pokrywajacej powierzchni¢ nablonka. W obrgbie jelita krgtego wystepuja
ponadto skupiska tkanki limfatycznej tworzace grudki i kepki chtonne, stanowigce wazny

element jelitowego uktadu odpornosciowego (Banks, 1993).

Uklad enteroendokrynny. Rozproszony uktad enteroendokrynny tworza
wyspecjalizowane komorki enteroendokrynne rozmieszczone w nablonku przewodu
pokarmowego, wystepujace zarowno w zotadku, jelicie cienkim i grubym, jak rowniez w
obrebie trzustki (Sternini i in., 2008). Komorki enteroendokrynne jelita cienkiego syntetyzujg i
wydzielajg liczne hormony peptydowe, ktore uczestnicza w regulacji funkcji przewodu
pokarmowego oraz proceséw metabolicznych zachodzacych poza nim. Wiele hormonow
enteroendokrynnych wykazuje plejotropowe dziatanie, a poszczegdlne funkcje fizjologiczne
pozostaja pod kontrolg kilku wzajemnie oddzialujacych szlakow hormonalnych. Dzicki temu

uktad enteroendokrynny odgrywa kluczowa rol¢ w utrzymaniu homeostazy organizmu.

Komoérki enteroendokrynne uczestnicza w regulacji proceséw trawienia, wydzielania

hormonéw trzustkowych, kontroli apetytu, motoryki przewodu pokarmowego oraz gospodarki
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energetycznej organizmu. Jednocze$nie pelnig funkcje wyspecjalizowanych komorek
sensorycznych zdolnych do wykrywania sktadnikow odzywczych obecnych w §wietle jelita i
dostosowywania procesOw trawienia oraz wchianiania do aktualnego sktadu tresci
pokarmowej. W odpowiedzi na bodZzce luminalne wydzielane hormony moga dziatac
endokrynnie po uwolnieniu do krwiobiegu lub miejscowo, poprzez mechanizmy parakrynne i
neurokrynne, oddziatujac na komorki nabtonka oraz zakonczenia nerwowe obecne w $cianie
jelita (Latorre i in., 2016). Coraz wigcej danych wskazuje réwniez, ze komorki
enteroendokrynne uczestnicza w bezposredniej komunikacji z neuronami jelitowymi i

wloknami nerwu biednego, stanowiac istotny element osi jelito-mozg (Liddle, 2019).

Pomimo zZe komorki enteroendokrynne stanowia jedynie okoto 1% komorek nablonka
jelitowego, sg najliczniejsza populacjg komoérek endokrynnych organizmu i produkujg ponad
20 r6znych hormonow oraz neuropeptydow (Hooper, 2015). Szczegdlne znaczenie dla regulacji
funkcji przewodu pokarmowego i metabolizmu majg komorki K wydzielajace peptyd
insulinotropowy zalezny od glukozy (GIP) oraz komorki L produkujace peptydy pochodzace z
proglukagonu, w tym glukagonopodobny peptyd 1 (GLP-1) i glukagonopodobny peptyd 2
(GLP-2).

Obecnie uwaza si¢, ze komorki enteroendokrynne petnig funkcje nie tylko sensorow
sktadnikow odzywczych, lecz takze wuczestnicza w monitorowaniu S$rodowiska
mikrobiologicznego jelita. Coraz wigcej danych wskazuje, ze moga one rozpoznawac sygnaty
pochodzenia bakteryjnego za posrednictwem receptoréw rozpoznajacych wzorce molekularne,
w tym receptorow Toll-podobnych (TLR), zwtaszcza TLR4, a takze receptoréw reagujacych
na metabolity wytwarzane przez bakterie komensalne (Furness i in., 2013). W odpowiedzi na
te bodzce komorki enteroendokrynne moga wydziela¢ hormony, neuropeptydy oraz cytokiny
oddzialujace na komoérki odpornosciowe, podczas gdy komorki uktadu immunologicznego,
wyposazone w receptory dla wielu hormonow peptydowych, moga modulowac¢ lokalng

odpowiedz zapalng i funkcje bariery jelitowe;j.

W jelicie cienkim klasycznie wyroznia si¢ populacje komorek enteroendokrynnych
okreslane jako komorki L, D, I, K, N, S oraz komorki enterochromafinowe. Poszczegolne
populacje r6znig si¢ profilem wydzielanych hormonéw i zakresem petionych funkcji
fizjologicznych. Wspotczesne badania wskazuja jednak, ze podzial ten ma charakter
uproszczony, poniewaz komorki enteroendokrynne wykazuja znaczng plastycznosé

fenotypowa, a pojedyncze komorki moga syntetyzowaé wiecej niz jeden hormon. Ponadto
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sktad i1 aktywno$¢ populacji enteroendokrynnych moga ulega¢ zmianom adaptacyjnym pod

wplywem czynnikow zywieniowych, mikrobiologicznych, metabolicznych oraz zapalnych.

Komorki enterochromafinowe. Komorki enterochromafinowe sa najliczniejsza
populacja komorek enteroendokrynnych przewodu pokarmowego ssakow 1 wystepuja w
zotadku, dwunastnicy oraz jelicie cienkim i grubym. Ich nazwa pochodzi od zdolnosci do
wigzania soli chromu. Gloéwnym produktem wydzielniczym komdrek enterochromafinowych
jest serotonina (5-HT), powstajaca w wyniku hydroksylacji i dekarboksylacji tryptofanu
(Ahlman & Nilsson, 2001). Komorki enterochromafinowe osiggaja wielkos$¢ okoto 8 um i maja
zazwyczaj ksztalt trojkatny lub piramidalny (Modlin i in., 2006). Wigkszos¢ z nich reprezentuje
typ ,.otwarty”, charakteryzujacy si¢ obecno$cig apikalnych wypustek cytoplazmatycznych
siegajacych $wiatta gruczotu i zakonczonych krotkimi mikrokosmkami, co umozliwia
bezposrednie reagowanie na bodzce fizyczne i chemiczne obecne w §wietle jelita. Pecherzyki
wydzielnicze wystepuja zarowno w czesci szczytowej, jak 1 podstawnej komorek
enterochromafinowych (Spiller, 2008). Zawarta w nich 5-HT magazynowana jest z udziatem

pecherzykowego transportera monoamin (Hayashi i in., 1999).

Badania immunohistochemiczne wykazaly obecno$¢ chromograniny A (CgA),
poczatkowo uznawanej za marker komorek enterochromafinowych, we wszystkich odcinkach
przewodu pokarmowego (Portela-Gomes i1 in., 1997). Jednak seria badan dotyczacych
kolokalizacji CgA z hormonami enteroendokrynnymi w btonie §luzowej okreznicy wykazata,
ze biatko to wspotwystepuje nie tylko z 5-HT, lecz rowniez z peptydem YY (PYY) oraz
enteroglukagonem, ktore nie sg produktami komoérek enterochromafinowych (Portela-Gomes i
in., 1997). Ogranicza to zastosowanie CgA jako swoistego markera komorek
enterochromafinowych, dlatego obecnie jest ona czesciej wykorzystywana jako ogdlny marker

komorek enteroendokrynnych.

Okoto 95% catkowitej ilosci serotoniny w organizmie znajduje si¢ w przewodzie
pokarmowym, a jej glownym magazynem s3 ziarnistosci wydzielnicze komorek
enterochromafinowych (Spiller, 2008). Uwalnianie 5-HT przez te komorki jest czesciowo
regulowane przez lokalne mechanizmy neurokrynne i parakrynne, co potwierdzono w

badaniach eksperymentalnych na zwierzetach (Ferrara i in., 1987).

W badaniach czynno$ciowych wykazano, Zze obecnos$¢ tresci jelitowej stymuluje
wydzielanie 5-HT w jelicie cztowieka (Kellum i in., 1999). Mechanizmy odpowiedzialne za

ten efekt obejmujg zarowno bezposrednie, mechanicznie indukowane uwalnianie serotoniny z
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komoérek enterochromafinowych, jak i posrednie mechanizmy zwigzane z aktywacja
neuronalnych szlakow aferentnych. Wykazano réwniez, ze uwalnianie 5-HT moze nastgpowac
w odpowiedzi na bodzce chemiczne obecne w $wietle jelita. Potwierdzajg to badania
wykazujace  obecnos$¢  receptorow  smakowych 1 wechowych w  komorkach
enterochromafinowych (Braun i in., 2007; Modlin i in., 2006), jak rowniez do§wiadczenia, w
ktorych obserwowano uwalnianie 5-HT po dodaniu roznych substancji smakowych do hodowli

komorkowych (Kidd i in., 2008).

Dodatkowo badania na zwierzgtach wykazaty istnienie interakcji pomigdzy limfocytami
T a komoérkami enterochromafinowymi. Liczba tych komorek byla zmniejszona zaréwno u
myszy pozbawionych receptora limfocytow T, jak i u myszy z ciezkim ztozonym niedoborem
odpornosci, co wskazuje na potencjalny udziat komoérek enterochromafinowych w regulacji

odpowiedzi immunologicznej (Spiller, 2008).

Dziatanie biologiczne wydzielonej serotoniny jest regulowane przez siedem rodzin
receptorow 5-HT, ktore sg rozmieszczone na réoznych typach komorek jelita cienkiego, w tym
na neuronach jelitowego uktadu nerwowego (ENS, enteric nervous system) oraz na samych
komorkach enterochromafinowych (Holbrook i in., 2009). Wynika to cze$ciowo z faktu, ze 5-
HT wydzielana przez komorki enterochromafinowe dziata nie tylko w sposob endokrynny, lecz
takze autokrynny, parakrynny i neurokrynny. Badania przeprowadzone zaréwno na
zwierzgtach, jak i u ludzi wykazaly, ze 5-HT nasila motoryke jelit i przyspiesza pasaz jelitowy
(Coleman i in., 2003). Serotonina wptywa na motoryke przewodu pokarmowego réwniez
poprzez bezposrednie oddziatywanie na migsnie gladkie, wywotujac przede wszystkim ich
relaksacje (Bjornsson i in., 2002), jednak za efekt ten czgsciowo odpowiada takze
dwukierunkowa interakcja pomie¢dzy komorkami enterochromafinowymi a ENS. Po
uwolnieniu z komorek enterochromafinowych 5-HT wiaze si¢ z receptorami 5-HT4 obecnymi
na zakonczeniach nerwowych pierwotnych wewnatrzpochodnych neurondéw aferentnych
(IPAN), co prowadzi do aktywacji neuronow cholinergicznych unerwiajacych migénie gladkie
jelita cienkiego (Galligan, 2017). Poniewaz u pacjentow z zespotem jelita drazliwego z
dominujacym zaparciem obserwowano zmniejszong liczbe komorek enterochromafinowych
wykazujacych ekspresje receptorow 5-HT4 i 5-HT2A, uwaza sie, ze komorki te moga
odgrywac istotng rolg¢ w patofizjologii tego zaburzenia (Dunlop i in., 2005).

Enteroendokrynne komorki L wystepuja we wszystkich odcinkach jelita cienkiego. Sa

to komorki o charakterystycznym, najczgsciej butelkowatym ksztalcie, czgsto zlokalizowane w
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obrebie krypt nabtonka jelitowego. Badania immunohistochemiczne wykazaty, ze produkujg
one peptyd YY (PYY) oraz proglukagon, ktory po obrobce potranslacyjnej stanowi prekursor
glicentyny, oksyntomoduliny, peptydu glukagonopodobnego 1 (GLP-1) oraz peptydu
glukagonopodobnego 2 (GLP-2) (Drucker & Nauck, 2006). Peptyd YY jest syntetyzowany w
tych samych odcinkach przewodu pokarmowego co oksyntomodulina i uczestniczy w regulacji
syto$ci, hamowaniu oprdzniania zotadka, ograniczaniu wydzielania kwasu solnego oraz
utrzymaniu homeostazy wodno-elektrolitowej organizmu (Gribble i in., 2018). GLP-1 hamuje
wydzielanie  glukagonu, opo6znia  oprdznianie  zoladka, wplywa na  funkcje
zewnatrzwydzielnicza trzustki oraz uczestniczy w regulacji metabolizmu glukozy (Smits i in.,
2016). GLP-2 jest produkowany przez komorki L w tych samych obszarach przewodu
pokarmowego co GLP-1 i wykazuje dzialanie intestinotroficzne, uczestniczagc w procesach
wzrostu, regeneracji oraz utrzymania integralno$ci blony §luzowe;j jelita (El-Jamal i in., 2014).
Uwaza si¢ natomiast, ze oksyntomodulina, produkowana gtéwnie w jelicie czczym, jelicie
kretym i okreznicy, uczestniczy w regulacji bilansu energetycznego oraz homeostazy masy
ciata (Wynne i in., 2010). Chociaz fizjologiczna rola glicentyny, zawierajacej sekwencje
oksyntomoduliny z koncem N-terminalnym, nie zostata dotychczas jednoznacznie okreslona, a
jej receptor pozostaje nieznany, dostgpne dane wskazuja, ze moze ona uczestniczy¢ w regulacji
wydzielania insuliny, motoryki przewodu pokarmowego oraz procesOw wzrostu i regeneracji
nabtonka jelitowego (Perakakis & Mantzoros, 2020). Oksyntomodulina wykazuje wigkszo$¢
efektow biologicznych przypisywanych glukagonowi, cho¢ jej aktywnos¢ jest stabsza i
prawdopodobnie nie dziala jako pelny agonista receptora glukagonowego. Ponadto
donaczyniowe podawanie oksyntomoduliny silnie ogranicza pobieranie pokarmu u szczurow,
jednak efekt ten wydaje si¢ by¢ regulowany przez mechanizmy niezalezne od receptora GLP-

1 (Holsti1in., 2013).

GLP-1 wptywa rowniez na regulacj¢ przyjmowania pokarmu, a efekt ten jest czesciowo
zalezny od aktywacji receptorow obwodowych. Mechanizm dziatania receptora GLP-1 (GLP1-
R) zostat stosunkowo dobrze poznany. Receptor ten jest funkcjonalnie sprzezony z cyklaza
adenylowa (AC), ktorej aktywacja prowadzi do zwickszenia stgzenia cAMP 1 nastepczej
aktywacji kinazy biatkowej A (PKA). Stymulacja receptora przez ligand zwigksza rowniez
stezenie Ca2+ w cytoplazmie komorki zar6wno poprzez nasilony naptyw jonow z przestrzeni
pozakomorkowej, jak i poprzez uwalnianie ich z magazynow wewnatrzkomérkowych. Wzrost
stezenia Ca2+ w polaczeniu z aktywacja PKA stymuluje translokacj¢ oraz egzocytoze
ziarnisto$ci wydzielniczych zawierajacych insuling (Ahrén, 1998). GLP1-R nie wykazuje
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reaktywnosci krzyzowej z innymi przedstawicielami rodziny peptydow glukagonowych, takimi
jak GIP, GLP-2 czy glukagon. Ekspresje mRNA genu GLP1R stwierdzono miedzy innymi w
trzustce, osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym, przewodzie pokarmowym, uktadzie
sercowo-naczyniowym, nerkach oraz ptucach (Park, 2016). Do najlepiej poznanych agonistow
GLPI1-R nalezg eksendyna-4 (eksenatyd) oraz liraglutyd. Opisano réwniez szereg innych
agonistow tego receptora, takich jak CJC-1131, albiglutyd, ZP10, LY315902, LY2428757,
LY2199265 (dulaglutyd), eksendyna (9-39) oraz T-0632 (Q. Chen i in., 2010).

Komorki D (delta), podobnie jak komorki enterochromafinowe, wystepuja w catym
przewodzie pokarmowym, jednak ich liczebno$¢ jest znacznie mniejsza niz liczebnos$é
komorek enterochromafinowych (Sjélund i in., 1983). W btonie §luzowej jelita cienkiego
komorki D sg zazwyczaj zlokalizowane w dolnej jednej trzeciej krypt jelitowych (Low, 2004).
Badania ultrastrukturalne wykazaty obecnos¢ w tych komorkach pecherzykow wydzielniczych
o srednicy okoto 200-400 nm (Seretis i in., 2004). Gtownym produktem wydzielniczym
komodrek D jelita cienkiego jest somatostatyna, ktorej obecnos$¢ stwierdzono réwniez w
zotadku, jelicie grubym oraz trzustce (Penman i in., 1983). Hormon ten dziala przede
wszystkim jako inhibitor wydzielania insuliny, glukagonu oraz soku trzustkowego, a jego
dzialanie hamujgce obejmuje takze wiele innych komoérek wydzielniczych przewodu
pokarmowego (Gribble i in., 2018). Somatostatyna ogranicza ponadto wydzielanie §liny i zofkci,
hamuje motoryke zotadka, zmniejsza przeptyw krwi w narzadach jamy brzusznej oraz wplywa
na procesy wzrostu i regeneracji komorek przewodu pokarmowego (Krejs, 1986). Wykazano
réwniez jej dzialanie immunomodulujgce, obejmujace hamowanie proliferacji limfocytow T
oraz syntezy immunoglobulin (Stanisz i in., 1986). Somatostatyna jest uznawana za gtowny
hormon hamujacy uwalnianie wigkszo$ci hormonéw przewodu pokarmowego, w tym rowniez
wlasnego wydzielania, a takze funkcje zewnatrzwydzielnicze przewodu pokarmowego i
trzustki (Reichlin, 1987). Dotychczas zidentyfikowano sze$¢ podtypow receptorow
somatostatyny (SSTR): SSTR1, SSTR2A, SSTR2B, SSTR3, SSTR4 i SSTRS. Receptory te sa
sprzezone z bialkami G i uczestniczg migdzy innymi w hamowaniu aktywno$ci cyklazy
adenylowej oraz ograniczaniu naplywu jonow wapnia do komorek (Theodoropoulou & Stalla,
2013). Podtypy SSTR1 i SSTR2 uczestnicza w podwzgoérzowej regulacji wydzielania hormonu
wzrostu (Beaudet i in., 1995), natomiast ekspresjc mRNA SSTR3 stwierdzono migdzy innymi
w neuronach ruchowych rdzenia krggowego, jadrach ruchowych pnia mozgu oraz neuronach

czuciowych zwojow rdzeniowych, co sugeruje udziat tego receptora w regulacji funkcji
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motorycznych i czuciowych (Sefiaris 1 in., 1995). W jelicie cienkim najczgsciej wystepujacymi

podtypami receptorow sg SSTR2A 1 SSTRS, a nastepnie SSTR2B i SSTR3 (Gut i in., 2020).

Komorki I odpowiadajg za produkcje cholecystokininy (CCK), ktora stymuluje skurcz
pecherzyka zolciowego i wydzielanie zewnatrzwydzielnicze trzustki, hamuje oprdznianie

zotadka i wydzielanie kwasu solnego oraz uczestniczy w regulacji sytosci (Geary, 2018).

Neurotensyna produkowana przez komorki N zlokalizowane gtownie w jelicie kretym
hamuje motoryke przewodu pokarmowego i stymuluje wydzielanie zewnatrzwydzielnicze
trzustki. Do jej dziatan obwodowych zalicza si¢ rozszerzenie naczyn krwionosnych,
zwickszenie uwalniania histaminy, stymulacje funkcji wewnatrzwydzielniczych i
zewnatrzwydzielniczych trzustki, wplyw na aktywnos¢ migsni gladkich przewodu
pokarmowego, pobudzanie wydzielania jelitowego oraz ograniczanie przeptywu krwi przez
tkanke tluszczowa. W osrodkowym uktadzie nerwowym neurotensyna wykazuje dziatanie
hipotermiczne i antynocyceptywne oraz uczestniczy w modulacji uktadu dopaminergicznego i
wydzielania prolaktyny. Wydzielanie neurotensyny jest stymulowane przede wszystkim przez
positki bogate w tluszcz. Hormon ten nasila dziatanie sekretyny, CCK i nerwu blednego na
wydzielanie trzustkowe oraz wspoldziala z innymi enterogastronami, w tym sekretyna,

hamujac wydzielanie kwasu zotagdkowego (Shulkes, 2004).

Komorki K zlokalizowane glownie w btonie $luzowej dwunastnicy i jelita czczego
produkuja peptyd insulinotropowy zalezny od glukozy (GIP, glucose-dependent insulinotropic
peptide). Hormon ten hamuje wydzielanie gastryny i kwasu zotadkowego, ogranicza motoryke
zotadka, stymuluje wydzielanie insuliny oraz uczestniczy w regulacji metabolizmu tkanki
thuszczowej 1 kostnej (Gutierrez-Aguilar & Woods, 2011). Wydzielanie GIP jest regulowane
przede wszystkim przez sktadniki odzywcze obecne w §wietle jelita, szczegolnie thuszcze. GIP
nalezy do najwazniejszych hormonéw inkretynowych 1 wykazuje silne dziatanie
insulinotropowe zaréwno u ludzi, jak i u gryzoni. Coraz wigcej danych wskazuje rowniez na
jego udzial w regulacji funkcji adipocytow i metabolizmu energetycznego organizmu (Vella,
2016). Dzialanie biologiczne GIP jest realizowane za posrednictwem receptora GIPR,
nalezacego do rodziny receptorow sprzezonych z biatkiem G. Ekspresj¢ GIPR stwierdzono
migdzy innymi w komorkach A i B trzustki, przewodzie pokarmowym, tkance ttuszczowe;j,

tkance kostnej, przysadce mézgowej oraz mozgu (Verspohl, 2009).

Uklad nerwowy jelitowy. Funkcje przewodu pokarmowego, w tym jelita cienkiego,

takie jak motoryka, wydzielanie, trawienie i wchtanianie, moga zachodzi¢ niezaleznie, jednak
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w warunkach fizjologicznych pozostaja $cisle skoordynowane, co umozliwia optymalne
wykorzystanie sktadnikéw odzywczych przez organizm. Procesy te podlegaja regulacji
jelitowego uktadu nerwowego (ENS, enteric nervous system). Budowa ENS r6zni si¢ pomigdzy
poszczegblnymi odcinkami przewodu pokarmowego (Arciszewski & Szymanczyk, 2021),
jednak w obrebie jelita cienkiego uktad ten tworza $rodScienne zwoje nerwowe organizujace
sic¢ w dwa gltowne sploty: migéniowy i1 podsluzowkowy (Furness i in., 2014; Nezami &
Srinivasan, 2010). Splot mig¢sniowy (Auerbacha) zlokalizowany jest pomigedzy warstwa
okrezng 1 podtuzng mig$nidwki, natomiast splot podsluzowkowy (Meissnera) znajduje si¢ w
obrebie blony podsluzowej. Neurony obu splotow tworza rozbudowang sie¢ potgczen
zaopatrujacg poszczegolne warstwy $ciany jelita oraz utrzymujaca wzajemna komunikacje
pomiedzy splotami (Furness i in., 2014). Istotne znaczenie maja rowniez polaczenia
synaptyczne pomi¢dzy ENS a neuronami autonomicznego uktadu nerwowego oraz wtoknami
czuciowymi pochodzenia zewngtrzjelitowego (Timmermans i in., 1992). Za funkcjonalne
przedtuzenie ENS uznawane sg takze zwoje $rodtrzustkowe, ktore uczestnicza w regulacji

czynnosci trzustki i przewodu pokarmowego (Li i in., 2019).

Badania wykorzystujace technike¢ wstecznego znakowania neuronow wykazaty, ze
wlokna nerwowe docierajace do jelita cienkiego pochodzg ze wspotczulnych zwojow splotu
trzewnego i krezkowego gorego (Kaleczyc i in., 2004), przywspoiczulnych jader nerwu
btednego (Hayakawa i in., 2013) oraz neurondéw czuciowych zlokalizowanych w zwojach

rdzeniowych odcinka Th8-Th13 rdzenia kregowego (Pidsudko i in., 2003).

Wspolczesny stan wiedzy wskazuje, ze ENS stanowi uktad zdolny do autonomiczne;j
koordynacji wielu funkcji przewodu pokarmowego (Sharkey & Mawe, 2023). Jednoczes$nie
obecnos¢ licznych polaczen neuronalnych pomiedzy jelitem a o$rodkowym uktadem
nerwowym $wiadczy o istnieniu wielopoziomowej regulacji czynnosci przewodu
pokarmowego (Fung & Vanden Berghe, 2020). Wzajemne oddziatywania pomiedzy ENS,
autonomicznym uktadem nerwowym i osrodkowym ukladem nerwowym okreslane sg mianem

osi mozgowo-jelitowej (Carabotti i in., 2015).

Dotychczasowe badania wykazaly obecno$¢ w neuronach ENS licznych substancji
biologicznie czynnych pemiacych funkcje neuroprzekaznikéw i neuromodulatoréw. Analizy
morfologiczne i neurochemiczne wskazuja, ze wystgpowanie niektorych neuroprzekaznikow
mozna czesciowo powigzac z okreslonymi populacjami funkcjonalnymi neuronéw, takimi jak

neurony ruchowe, czuciowe, interneurony czy neurony trzewno-fugalne (Wei i in., 2020).

18



Oprocz klasycznych neuroprzekaznikow, takich jak acetylocholina i noradrenalina, do
najwazniejszych substancji regulujagcych czynnos¢ przewodu pokarmowego naleza
naczynioaktywny peptyd jelitowy (VIP), galanina (GAL), tlenek azotu (NO), substancja P (SP)
oraz peptyd zwigzany z genem kalcytoniny (CGRP) (McConalogue & Furness, 1994).
Wspoldziatanie neurotransmiterow i neuropeptydow wplywa na motoryke miesni gladkich,
wydzielanie $luzu 1 enzyméw trawiennych, regulacje przeplywu krwi oraz procesy

immunologiczne zachodzace w $cianie przewodu pokarmowego (Vasina i in., 2006).

W obrebie neurondw zaopatrujacych przewod pokarmowy zachodzg procesy
adaptacyjne umozliwiajace dostosowanie komorek nerwowych do zmieniajacych sie¢
warunkow $rodowiska wewnetrznego i zewnetrznego (Lomax i in., 2005). Adaptacja ta moze
obejmowac zmiany morfologiczne, czynnosciowe oraz elektrofizjologiczne neuronéow (Wood
& Kirchgessner, 2004), jednak za najbardziej charakterystyczny przejaw plastycznosci ENS
uznawane sg zmiany neurochemicznego kodowania neuronéw (Furness i in., 1995). Wykazano,
ze procesy te moga by¢ indukowane przez liczne czynniki fizjologiczne i patologiczne, takie
jak wzrost 1 dojrzewanie organizmu, modyfikacje diety, obecnos$¢ substancji toksycznych w
pokarmie, stany zapalne oraz choroby ogoélnoustrojowe i miejscowe przewodu pokarmowego

(Sharkey & Kroese, 2001).

2. SWINIA JAKO MODEL W BADANIACH LABORATORYJNYCH

Organizmy modelowe to gatunki inne niz czlowiek, ktorych wykorzystanie dostarcza
licznych korzysci zarowno eksperymentalnych, jak i praktycznych. Zazwyczaj charakteryzujg
si¢ one tatwos$cia utrzymania w warunkach laboratoryjnych, mozliwoscig prowadzenia badan
na wickszej liczbie osobnikow oraz wysokim stopniem standaryzacji. Dzigki temu mozliwe jest
gromadzenie obszernej wiedzy dotyczacej ich biologii, fizjologii i patologii. Badania
wykorzystujace organizmy modelowe stanowig podstawe integracji wiedzy pochodzacej z
réznych dziedzin nauki oraz umozliwiaja prowadzenie analiz poréwnawczych pomigdzy
gatunkami. Ich wykorzystanie opiera si¢ na zatozeniu, ze podstawowe mechanizmy biologiczne
sa zachowane ewolucyjnie i wykazuja znaczne podobienstwo pomi¢dzy réznymi organizmami.
Z tego wzgledu organizmy modelowe s powszechnie wykorzystywane do badania
mechanizméw rozwoju choréb oraz poszukiwania nowych metod diagnostycznych i

terapeutycznych (Griffiths i in., 2010).
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Glownym celem stosowania modeli zwierzecych w badaniach przedklinicznych jest
poznanie przyczyn, przebiegu oraz mozliwosci leczenia chorob wystepujacych u cztowieka. W
zaleznosci od sposobu uzyskania fenotypu chorobowego wyrdznia si¢ modele indukowane,
spontaniczne, genetycznie modyfikowane, ujemne oraz sieroce (Mukherjee i in., 2022; Rand,
2008). Kazdy z nich znajduje zastosowanie w okreslonych obszarach badawczych i powinien

by¢ dobierany adekwatnie do celu do§wiadczenia.

Sposrod wymienionych typéw modeli szczeg6lnie szerokie zastosowanie znajduja
modele indukowane. Polegaja one na celowym wywotaniu okreslonego stanu patologicznego
w celu uzyskania fenotypu mozliwie najlepiej odzwierciedlajacego badang jednostke
chorobowg. Kluczowe znaczenie ma w tym przypadku odpowiedni dob6r gatunku zwierzecia,
poniewaz stopien podobienstwa pomiedzy modelem a chorobg wystepujaca u cztowieka w
znacznym stopniu determinuje wartos¢ translacyjng uzyskanych wynikéw (Mukherjee i in.,

2022).

Swinia domowa (Sus scrofa domestica) jest obecnie uznawana za jeden z
najcenniejszych modeli wykorzystywanych w badaniach biomedycznych i przedklinicznych.
Wynika to z licznych podobienstw anatomicznych, fizjologicznych i biochemicznych do
organizmu czlowieka. Dotyczg one migdzy innymi budowy i funkcjonowania migsni
szkieletowych, uzebienia oraz ukladow: pokarmowego, sercowo-naczyniowego,
oddechowego, moczowego i odpornosciowego (Dziggiel i in., 2018). W wielu aspektach $winia
wykazuje wicksze podobienstwo do cztowieka niz tradycyjnie wykorzystywane modele
gryzoniowe, co zwigksza przydatno$¢ tego gatunku w badaniach translacyjnych. Szczegdlne
znaczenie ma to w przypadku chorob przewodu pokarmowego i trzustki, gdzie podobienstwa
anatomiczne i czynno$ciowe umozliwiajg stosunkowo wierne odtworzenie procesOw

patofizjologicznych obserwowanych u ludzi.

3. ZAPALENIE TRZUSTKI INDUKOWANE CERULEINA W BADANIACH

MODELOWYCH

Jednym z najczesciej wykorzystywanych modeli doswiadczalnych zapalenia trzustki
jestindukcja stanu zapalnego poprzez nadmierng stymulacje czgsci zewnatrzwydzielniczej tego
narzadu. Szczegolnie szerokie zastosowanie znalazt model ceruleinowy, ktory pod wzgledem
zmian histopatologicznych wykazuje podobienstwo do wczesnych faz ostrego zapalenia

trzustki obserwowanego u ludzi (Dabrowski i in., 1999). W modelu tym ceruleina podawana
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jest najczesciej dootrzewnowo lub dozylnie, natomiast nasilenie wywotanych zmian zalezy od

zastosowanej dawki oraz liczby podan (Chan & Leung, 2007).

Ceruleina jest dekapeptydem wyizolowanym pierwotnie ze skory rzekotki
szmaragdowej (Litoria caerulea) i wykazuje silne podobienstwo strukturalne oraz funkcjonalne
do cholecystokininy (CCK). Dziatajac poprzez receptory CCK obecne na komorkach
pecherzykowych trzustki, powoduje nadmierng stymulacj¢ czesci zewnatrzwydzielniczej
narzadu. Nastgpstwem tego procesu jest zaburzenie wewnatrzkomorkowego transportu
enzymow trawiennych, ich gromadzenie w komorkach pecherzykowych oraz przedwczesna
aktywacja proenzyméw trzustkowych, w tym trypsynogenu, prowadzaca do uszkodzenia
trzustki 1 rozwoju reakcji zapalnej (Kim, 2008). Ceruleina jest rowniez silnym stymulatorem
skurczéw pecherzyka zotciowego i miesniowki jelit oraz umiarkowanym stymulatorem

wydzielania zotagdkowego (Yang i in., 2020).

Liczne badania potwierdzily przydatnos¢ modelu ceruleinowego do indukowania
zapalenia trzustki u r6znych gatunkow zwierzat (Aghdassi i in., 2011; Saluja & Dudeja, 2013),
w tym rowniez u $wini i $wini miniaturowej (Kahle i in., 1991; Tomaszewska i in., 2023).
Oprécz modelu ceruleinowego stosowane sa roéwniez inne metody indukcji zapalenia trzustki
u §win, obejmujace procedury powszechnie wykorzystywane w innych modelach zwierzecych,
takie jak podwigzanie przewodu trzustkowego (Boerma i in., 2003), podanie kwasu olejowego
do tetnicy trzustkowej (Vollmar i in., 1991) oraz wsteczng perfuzj¢ przewodu trzustkowego z
wykorzystaniem substancji stymulujacych cze$§¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki, takich jak
taurocholan sodu (Ke i in., 2012; Kinnala i in., 1999) lub taurocholan sodu w potagczeniu z

trypsyna (model trypsynowo-taurocholanowy) (Merildinen i in., 2008; H. Wang, 2005).

Jednak klasyczny model oparty na indukcji ceruleing, opracowany w 1977 roku przez
Lampela i Kerna (Lampel & Kern, 1977), pozostaje najlepiej scharakteryzowanym i najbardziej
rozpowszechnionym modelem stosowanym w badaniach przedklinicznych. Pozwala on
uzyska¢ obraz zapalenia trzustki wykazujacy liczne podobienstwa biochemiczne,
patofizjologiczne i strukturalne do choroby wystepujacej u ludzi (Adler i in., 1990; Ribet i in.,
1976). Model ten znajduje zastosowanie zarowno w badaniach ostrego, jak i przewleklego
zapalenia trzustki (PZT), poniewaz stopien nasilenia zmian mozna kontrolowac¢ poprzez

odpowiedni dobor dawki oraz czestotliwosci podawania ceruleiny (Konturek i in., 1993).

W modelu ceruleinowym obserwuje si¢ wyrazng zalezno$¢ typu dawka-odpowiedz,

przejawiajaca si¢ stopniowym nasilaniem zmian strukturalnych i biochemicznych w trzustce
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wraz ze wzrostem dawki substancji. Zakres tych zmian zalezy rowniez od drogi podania
ceruleiny (Beglinger i in., 2009; Vaquero i in., 1998). U ludzi dziatanie wydzielnicze ceruleiny
uzyskiwano po szybkim pojedynczym podaniu dozylnym w dawce 20 ng/kg m.c. (Wu i in.,
2021). Opisano rowniez badania z udzialem pacjentow, ktérym ceruleing podawano

domiesniowo w dawkach 0,25-1 pg/kg m.c. (Willemer i in., 2008).

U szczurdéw stosowano zarowno pojedyncze dozylne bolusy ceruleiny w dawkach 0,1;
0,25; 1; 10 lub 50 pg/kg m.c., jak i wielokrotne podania w dawce 20 ug/kg m.c./godz.
wykonywane czterokrotnie w odstgpach jednogodzinnych w celu badania wydzielania
trzustkowego (Williams 1 in., 2014). W cze$ci doswiadczen wykorzystywano rowniez ciagly
dozylny lub dootrzewnowy wlew ceruleiny w dawce stymulujacej 2,5 pg/kg m.c./godz., dawce
supramaksymalnej 5 pg/kg m.c./godz. (Bansod i in., 2020; Robberecht i in., 1975), a takze w
dawkach 7,5 pg/kg m.c./godz. lub 15 pg/kg m.c. podawanych czterokrotnie w odstepach
jednogodzinnych (Freitag i in., 2006; Schrauwen & Houvenaghel, 1979). U myszy ceruleing
podawano dootrzewnowo w dawce 50 pg/kg m.c. raz na godzing, tacznie szeSciokrotnie (Demir

iin., 2015).

Stosowane dawki ceruleiny r6znig si¢ istotnie pomi¢dzy gatunkami oraz zaleza od drogi
podania i celu do§wiadczenia. U pséw dawki ceruleiny podawanej r6znymi drogami wynosity
od 1-5 oraz 50-100 ng/kg m.c., poprzez 1 oraz 3-4 pg/kg m.c. w podaniu jednorazowym, az do
0,3-0,6, 1-5 ng/kg m.c./min. podczas ciaglej infuzji dozylnej (Schneider & Whitcomb, 2002)
oraz 1,2 pg/kg m.c./godz. (Foitzik i in., 2000). Jak wspomniano wczes$niej, ceruleina jest
analogiem CCK, a u $win wykazuje in vivo sil¢ dzialania zblizong do $winskiej CCK-33
(Volzke i in., 2005). Dawki stosowane w badaniach na $winiach obejmowaly migdzy innymi
0,25; 0,5; 1 oraz 2 pg/kg m.c. podawane w pojedynczym szybkim wstrzyknigciu
dootrzewnowym (Shimizu, 2008), 0,1; 0,3 i 3 pg/kg m.c./min. (Martinez-Noguera &
D’Onoftio, 2007) oraz 5 ng/kg m.c./godz. podawane w ciggtym wlewie dozylnym (Grupp i in.,
2019; Kuan i in., 2021).

W wielu zwierzecych modelach PZT indukowanych ceruleing obserwuje si¢ wyrazne
objawy bolowe, ktore koreluja ze stopniem zmian patomorfologicznych oraz wzrostem
aktywnosci neuronéw czuciowych. Objawy te sg porownywalne do bolu wystepujacego u ludzi
z zapaleniem trzustki (Klauss i in., 2018; Newcom i in., 2002). Pomimo ze u §win rozwija si¢
obraz histopatologiczny zblizony do obserwowanego u ludzi z PZT, przebieg choroby nie jest

zwykle zwigzany z wystepowaniem wyraznych objawow bolowych (Klauss i in., 2018). W
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wickszo$ci opisanych modeli nie obserwowano rowniez istotnych zmian behawioralnych,
takich jak ograniczenie aktywnos$ci, wygigcie grzbietu czy anoreksja (Ayuso i in., 2013; Bieger
iin., 1977), ani jawnych objawéw niewydolnosci zewnatrzwydzielniczej trzustki, takich jak

stolce ttuszczowe (Sarner & Cotton, 1984).

Patogeneza zapalenia trzustki jest stosunkowo dobrze poznana. Jest to proces zapalny
inicjowany 1i/lub podtrzymywany przez zaburzenia mechanizméw regulujacych syntezeg,
transport, magazynowanie oraz wydzielanie enzymow trawiennych przez komorki
pecherzykowe trzustki (Castellheim i in., 2009; Hoque i in., 2012). W przypadku przewlektego
zapalenia trzustki indukowanego ceruleing istotng rol¢ odgrywa odpowiedz zapalna rozwijajaca
si¢ niezaleznie od aktywacji trypsynogenu. Ceruleina stymuluje komoérki pecherzykowe za
posrednictwem receptora cholecystokininowego (CCK) sprzezonego z biatkiem G. W proces
ten zaangazowane sg miedzy innymi szlak kinazy biatkowej C (PKC) oraz szlak kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu (PI3K), ktorych aktywacja prowadzi do wzrostu wewnatrzkomorkowego
stezenia jonoOw wapnia i uruchomienia licznych szlakow sygnalowych, w tym aktywacji

czynnika jadrowego kappa B (NF-xB) (Pezzilli i in., 2000).

Aktywacja NF-«kB prowadzi do zwigkszonej ekspresji licznych genow prozapalnych, w
tym czynnika martwicy nowotworow alfa (TNF-a) oraz biatka chemotaktycznego monocytow-
1 (MCP-1), odgrywajacego kluczowa rol¢ w rekrutacji makrofagéw do ogniska zapalnego.
Wskazuje to, ze aktywacja NF-xB stanowi jeden =z centralnych mechanizmow
odpowiedzialnych za rozwdj i podtrzymywanie reakcji zapalnej w trzustce oraz wptywa na
procesy apoptozy, proliferacji i r6znicowania komorek (Pezzilli i in., 2000; Yin i in., 2020).
TNF-a, wydzielany gtownie przez aktywowane makrofagi, indukuje apoptotyczne i
nekrotyczne uszkodzenie komoérek pecherzykowych oraz odgrywa istotng role w rozwoju

doswiadczalnego zapalenia trzustki (Cui i in., 2017; Pezzilli i in., 2000).

Oprocz TNF-a w patogenezie zapalenia trzustki uczestniczg réwniez inne cytokiny
prozapalne. Interleukina 6 (IL-6), wykazujaca zarowno wlasciwosci prozapalne, jak i
przeciwzapalne, moze nasila¢ odpowiedz zapalng miedzy innymi poprzez wptyw na aktywnos¢
limfocytow T pomocniczych typu 17 (Th17) oraz stymulacj¢ syntezy biatek ostrej fazy w
watrobie (Kiriyama i in., 2010; Tiribelli & Ostrow, 1996). Z kolei interleukina 1B (IL-1pB)
sprzyja naplywowi neutrofili do miejsca zapalenia oraz indukuje produkcje innych cytokin i
chemokin prozapalnych (Witt i in., 2007). Najwazniejsza cytoking przeciwzapalng jest

natomiast interleukina 10 (IL-10), ktora hamuje odpowiedz typu Thl, ogranicza uwalnianie
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cytokin prozapalnych oraz zmniejsza aktywno$¢ makrofagéw i monocytow. Wykazano
rowniez, ze stezenia IL-1B, IL-6 i IL-10 w surowicy wzrastajg po 6-12 godzinach od indukcji

cigzkiego ostrego zapalenia trzustki u $win (Su i in., 2002).
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3. PROBLEM BADAWCZY

Pomimo ze przewlekle zapalenie trzustki jest jednostka chorobowa pierwotnie
dotyczaca trzustki, coraz wigcej danych wskazuje, ze jego nastgpstwa moga obejmowaé
rowniez jelito cienkie. Dotyczy to zarowno zmian strukturalnych $ciany jelita, jak i zaburzen
funkcjonowania uktadu enteroendokrynnego, bariery jelitowej oraz jelitowego uktadu
nerwowego. Mechanizmy lezace u podtoza tych zmian pozostajg jednak stabo poznane,

szczegolnie w modelach duzych zwierzat.

Niniejsza praca ma na celu okreslenie, czy oraz w jakim zakresie przewlekte zapalenie
trzustki indukowane ceruleing prowadzi do zmian morfologicznych, histomorfometrycznych i
molekularnych w jelicie czczym $wini, ze szczegdlnym uwzglednieniem populacji komorek

enteroendokrynnych oraz struktur jelitowego uktadu nerwowego.

Ustalenie charakteru obserwowanych zmian pozwoli ocenié¢, czy dominujg wsrod nich
procesy adaptacyjne, degeneracyjne czy tez wspolwystepowanie obu tych komponentow.
Uzyskane wyniki moga rowniez przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania zaleznosci

funkcjonalnych w obrgbie osi trzustka-jelito w przebiegu przewleklego zapalenia trzustki.
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4. HIPOTEZA PRACY

Postawiono hipotezg, ze przewlekle zapalenie trzustki indukowane ceruleing prowadzi
do istotnej przebudowy morfologicznej i molekularnej jelita czczego $wini, obejmujgce;j
zmiany w grubosci poszczegdlnych warstw Sciany jelita, populacjach komorek

enteroendokrynnych oraz organizacji jelitowego uktadu nerwowego.

Zatozono, ze zmiany te stanowia element zlozonej odpowiedzi jelita na przewlekly
proces chorobowy toczacy si¢ w trzustce i obejmujg zarowno mechanizmy adaptacyjne, jak i

degeneracyjne zwigzane z zaburzeniem osi czynnosciowej trzustka-jelito.
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5. CEL PRACY

Celem pracy byto wykazanie, czy przewleklte zapalenie trzustki indukowane ceruleing
prowadzi do przebudowy strukturalnej i molekularnej jelita czczego §wini, obejmujacej zmiany
w morfometrii $ciany jelita, ekspresji gend6w hormonéw enteroendokrynnych oraz organizacji

struktur neurojelitowych.
Do weryfikacji przedstawionej hipotezy postuzyty nastgpujace szczegdtowe cele pracy:

1. Okreslenie zmian histologicznych i histomorfometrycznych w $cianie jelita czczego

$wini w modelu ceruleinowym przewlektego zapalenia trzustki.

2. Analiza zmian strukturalnych w obrebie jelitowego uktadu nerwowego jelita czczego

w warunkach PZT.

3. Okreslenie zmian w ekspresji mRNA genow zwigzanych z funkcja komorek

enteroendokrynnych oraz regulacja bariery jelitowej w jelicie czczym $wini w modelu PZT.

4. Okreslenie zmian w liczbie 1 rozmieszczeniu wybranych populacji komorek
enteroendokrynnych (GIP-immunoreaktywnych i GLP-1-immunoreaktywnych) w jelicie

czczym w warunkach PZT.

Realizacja powyzszych celéw pozwoli na poglebienie wiedzy dotyczacej zmian

jelitowych towarzyszacych PZT oraz mechanizmow regulacyjnych osi trzustka—jelito.
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6. MATERIAL I METODY

1. SCHEMAT DOSWIADCZENIA

Doswiadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem 10 zdrowych, pozbawionych wad
wrodzonych niekastrowanych samcoéw prosiat $wini domowej rasy polska biata zwistoucha
(pzb). Pozyskane prosieta w chwili przybycia majace ok. 10 tygodni, pochodzity z naturalnych
porodoéw macior wielorodek. Eksperyment wykonano w Instytucie Zootechniki Panstwowym
Instytucie Badawczym w Balicach, po uzyskaniu zgody II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzgtach w Krakowie (numer zgody 377/2020).

Po przybyciu zwierzgta zakwaterowano w indywidualnych doswiadczalnych kojcach i
poddano 7-dniowej adaptacji do nowego otoczenia, diety oraz opieckunoéw. Miaty one swobodny
dostep do standardowej mieszanki pokarmowej dostosowanej dla §win w tym wieku i
pokrywajacej ich zapotrzebowanie na sktadniki pokarmowe. Swinie miaty rowniez staty dostep
do wody oraz zabawek, ktore miaty na celu urozmaicenie ich srodowiska. Przed przystapieniem
do gtéwnej czgéci doswiadczenia, zwierzgta zostaly zwazone i podzielone na dwie grupy
eksperymentalne (po n =5 osobnikoéw w kazdej) w sposob zapewniajgcy rOwnomierny podziat
mas ciata w obu grupach. Pierwsza grupa sktadata si¢ z zdrowych osobnikoéw i petnita funkcje

grupy kontrolnej, natomiast druga grup¢ stanowity §winie z modelem PZT.

Swinie z grupy PZT byly poddawane inickcjom domigéniowym ceruleiny (C9026,
Sigma Aldrich, St. Louis, USA) w dawkach 1pg/kg m.c. dziennie przez sze$¢ dni w celu
indukcji przewlektego zapalenia trzustki (Celifski i in., 2011). Swinie z grupy kontrolnej
otrzymywaly iniekcje z soli fizjologicznej. Stan zdrowia wszystkich zwierzat byl regularnie
kontrolowany przez doswiadczonego lekarza weterynarii. Masa ciala kazdej ze $win byla
okreslana raz w tygodniu na podstawie pomiaréw na wadze platformowej. Eksperyment byt
kontynuowany do momentu, gdy w grupie PZT zaobserwowano statystycznie istotny spadek
masy ciata w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Doswiadczenie zakonczono po siddmym
tygodniu, tj. w kolejnym tygodniu, w ktorym zaobserwowano wspomniang réznice w masie
ciata zwierzat. Na koniec eksperymentu wszystkie §winie poddano eutanazji farmakologicznej
przez lekarza weterynarii przy uzyciu Morbitalu (133,3 mg/mL Sodium pentobarbitone + 26,7

mg/mL Pentobarbitone, Biowet, Putawy).
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2. PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADAN

Materiat badawczy do analiz qPCR zostal uzyskany od zwierzat natychmiast po ich
uboju, w ciggu 15 minut od $mierci zwierzgcia. Odcinki jelita czczego zostaty otwarte przy
krezce, przeptukane roztworem soli fizjologicznej i natychmiast zamrozone w ciektym azocie.
Nastepnie, do czasu przeprowadzenia analiz, pobrane probki byly przechowywane w

temperaturze -86°C w zamrazarce niskotemperaturowe;.

Inne wycinki rowniez pobrano z jelita czczego (50% dlugosci), a nastgpnie przeptukano
w schtodzonym roztworze soli fizjologicznej. Po przeplukaniu, pobrane fragmenty
umieszczono w kasetkach histologicznych, a nastgpnie utrwalono je przez 24 godziny w
zbuforowanym 4% roztworze formaliny (pH 7,0). Nastepny etap to plukanie w biezacej wodzie
przez 4 godziny, odwodnione w serii roztworéw alkoholu etylowego (EtOH) o wzrastajacym
gradiencie stezen (30%, 50%, 70%, 96%) z zatrzymaniem na kazdym etapie na 3 godziny. Po
odwodnieniu, wycinki zostaty poddane koncowemu przeswietleniu i odwodnieniu przy uzyciu
odczynnikow bezksylenowych Ottix Shaper i Ottix Plus (DiaPath, Wtochy), a nast¢pnie
przepojone parafing za pomocg procesora tkankowego STP 120 (Thermo Scientific, USA).

Bloczki parafinowe sformowano wykorzystujac zatapiarke modutowg EC 350
(Especialidades Medicas, Hiszpania). Do cigcia skrawkoéw uzyto manualny mikrotom rotacyjny
HM 360 (Thermo Scientific, USA). Gotowe skrawki naniesiono na szkietka podstawowe
Polysine Menzel (ThermoFisher, USA) i wysuszono wstepnie przez 20 minut na ptycie
grzewczej PC 800 (Bio-Optica, Wlochy) o temperaturze 48°C. Koncowe suszenie szkietek
odbyto si¢ w temperaturze 37°C, w cieplarce CG (Wamed, Polska) przez okres co najmniej 48

godzin.

3. ANALIZA QPCR

Caltkowity RNA zostal wyizolowany z pobranych probek jelita przy uzyciu zestawu
PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, USA), postepujac zgodnie z instrukcjami producenta. Aby
usung¢ genomowe DNA, wyizolowany RNA poddano obrébee za pomoca DNase I (PureLink
DNase Set; Invitrogen, USA). Stezenie RNA 1 ewentualne zanieczyszczenia biatkowe i
chemiczne zmierzono za pomocg spektrofotometru Epoch 2000 (Agilent Technologies, USA)
wyposazonego w ptytke Take3, umozliwiajaca pomiary w mikroobjetosciach. Integralnosc

catkowitego RNA oceniono przeprowadzajac elektroforez¢ w 2% zelu agarozowym. Do
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przeprowadzenia transkrypcji na cDNA wykorzystano 250 ng catkowitego RNA oraz zestaw
TranScriba noGenome Kit (A&A Biotechnology, Polska). Nastepnie otrzymany cDNA zostat
poddany analizie RT-qPCR, by zbada¢ ekspresje genow GIP, GIPR, GCG i GLPRI, NPY, IL10,
FABP?2 kodujacych odpowiednio GIP, receptor GIP, proglukagon, receptor GLP1, neuropetyd
Y, interleuking IL-10, oraz jelitowe biatko wigzace kwasy ttuszczowe-2. Analize¢ RT-qPCR
przeprowadzono z uzyciem zestawu RT PCR Mix SYBR Green (A&A Biotechnology, Gdansk,
Polska) na aparacie ABI 7500 (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Parametry reakcji
PCR byly nastgpujace: denaturacja wstgpna w temperaturze 95 °C (3 min) w celu aktywacji
polimerazy Taq, 45 cykli obejmujacych etap denaturacji DNA w temperaturze 95 °C (15 sek.),
przylaczanie pary starterow w temperaturze 57 °C (30 sek.), etap wydtuzania tancucha DNA w
temperaturze 72 °C (30 sek.). Wydajnos¢ reakcji oraz specyficznos¢ produktow PCR
weryfikowano analizujac krzywe topnienia oraz przeprowadzajac elektroforeze produktow w
zelu agarozowym. Jako kontrole endogenng wybrano dwa geny, RPS291 ACTB, ktore wykazaty
stabilny poziom ekspresji we wszystkich analizowanych typach tkanek oraz warunkach
eksperymentalnych. Kazdg probke poddano analizie w trzech powtdérzeniach technicznych.
Wzgledng ekspresj¢ genow GIP, GIPR, GCG i GLPIR, obliczono stosujac metodg -AACT i
normalizujac do $redniej geometrycznej poziomu ekspresji genow referencyjnych RPS9 i
ACTB. Sondy (startery, Tabela 1) wykorzystane w badaniach zostaty zaprojektowane z uzyciem

oprogramowania Primer3web (https://primer3.ut.ee) i syntetyzowane przez firm¢ Genomed

(Warszawa. Polska).

30



Tabela 1. Charakterystyka starterow uzytych w reakcji qPCR

Gen Startery Amplikon, Ekson Numer dostgpu
bp GenBank

GCG F: GATAATCTTGCCACCCGAGA 179 5-6 XM 005671882.3
R: TTGGCATGCAAAGCAATATG

GLPIR F: AACCGGACCTTTGACGACTA 198 3-5 NM 001256594.1
R: ATTCCTCACACTCGGACAGG

GIP F: TACGCCGAGGGGACTTTTAT 162 34 XM_013980014.2
R: AGACTGATGGGCCAGCTCTA

GIPR F: CTCATCTTCATCCGCATCCT 155 11-12 XM 021094579.1
R: TCCTCAGTCACAGGAGCAAA

NPY F: CGGAGGACTTGGCCAGATAC 174 1-3 NM 001256367.1
R: CCCATCACCACACAGAAGGG

IL10 F: GAAGCTGAAGACCCTCAGGC 146 3-5 NM 214041.1
R: TGTCAAACTCACCCATGGCT

FABP2  F: CGAGAAATTATCGGGGATGA 168 34 NM_001031780.1
R: TGCTTGATGAGGAGAGGAAAA

RPS9 F: CCTCGACCAAGAGCTGAAG 64 2-3 NM_001444744
R: CCTCCAGACCTCACGTTTGTTC

ACTB F: TCCCTGGAGAAGAGCTACGA 133 4-5 NM 001444420.1

R: AGGTAGTTTCGTGGATGCCG

Geny kodujace: GIP (GIP), receptor GIP (GIPR), proglukagon (GCG), receptor 1 glukagonu (GLPIR),
neuropetyd Y (NPY), interleuking IL-10 (IL10), jelitowe biatko wigzace kwasy tluszczowe-2 (FABP2) oraz geny
referencyjne RPS9 i ACTB.
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4. BARWIENIA PREPARATOW I REAKCJA IMMUNOHISTOCHEMICZNA

Preparaty poddano barwieniu tréjchromowym Massona, zgodnie z protokotem podanym
w Tabeli 2 (Suvarna i in., 2019).

Tabela 2. Protokot barwienia Massona

Nazwa etapu Czas
1. Odparafinowanie i nawodnienie skrawkow:
e ksylenl 3 min.
e ksylen Il 5 min.
e alkohol 100% I 5 min.
e alkohol 100% II 3 min.
e alkohol 96% I 3 min.
e alkohol 70% 3 min.
2. Phlukanie w wodzie destylowane;j 5 min.
3. Inkubacja w roztworze Bouina 15 min.
4, Plukanie w wodzie destylowane;j
5. Barwienie hematoksyling Weigerta 5 min.
6. Kilkukrotne ptukanie w wodzie destylowanej
7. Roéznicowanie w kwasnym alkoholu 5s.
8. Kilkukrotne ptukanie w wodzie destylowane;j
9. Barwienie w roztworze czerwien Biebrich-kwasna fuksyna 5 min.
10.  Kilkukrotne ptukanie w wodzie destylowanej
11. Barwienie w 1% roztworze kwasu fosforomolibdenowgo 2 min.
12. Barwienie w roztworze blekitu anilinowego 5 min.
13.  Phlukanie w wodzie destylowanej
14.  Plukanie w roztworze kwasu octowego lodowego
15. Plukanie w wodzie destylowane;j
16. Odwodnienie preparatow:
e alkohol 96% II kilka sek.
e alkohol 100% III 3 min.
e alkohol 100% IV 3 min.
e ksylen III 2 min.
e ksylen IV 2 min.

17.  Zamkniecie przy uzyciu medium

Odczynniki chemiczne uzyte do przeprowadzenia poszczegélnych etapéw lub wykonania odpowiednich
reagentow: alkohol etylowy 96%, 100% (Poch, Gliwice), ksylen (Poch, Gliwice), kwas octowy lodowaty (Poch,
Gliwice), Hematoksylina (75290, Sigma-Aldrich, USA), chlorek zelaza III (15510, Sigma-Aldrich, USA), kwas
solny 35-38% (Poch, Gliwice), czerwien Biebrich (260905, Sigma-Aldrich, USA), kwasna fuksyna (42685,
Sigma-Aldrich, USA), kwas fosforomolibdenowy (Sigma-Aldrich, USA), biekit anilinowy (43755, Sigma-
Aldrich, USA), Shandon Consul-Mount (Thermo Scientific, USA), woda destylowana.
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przedstawionym w Tabeli 3 z wykorzystaniem nastepujacych przeciwciat:

Reakcje

ThermoFisher, USA);

USA);

USA).

Tabela 3. Protokot przeprowadzenia reakcji immunohistochemicznej IHC

immunohistochemiczne (IHC) przeprowadzano zgodnie z protokotem

¢ Monoklonalne mysie przeciwcialo IgG przeciwko HuC/D (A-21271, Invitrogen,

e Poliklonalne krodlicze przeciwciato IgG przeciwko GIP (18034-1-AP, Proteintech,

e Poliklonalne krélicze przeciwcialo IgG przeciwko GLP (15954-1-AP, Proteintech,

1.

10.

11.
12.

13.

14.

Nazwa etapu

Odparafinowanie i nawodnienie skrawkow:

e ksylenl

e ksylenIl

e alkohol 100% 1
e alkohol 100% II
e alkohol 96% I

e alkohol 70% I
Phlukanie w wodzie dejonizowane;j

Odzyskiwanie antygenowosci przez podgrzewanie w 10 mM roztworze
buforu cytrynianowego z dodatkiem 0.05% Tween 20 (pH 6,0) w
temperaturze 80°C multicookerze ci$nieniowym (RMC-PM381-E
Redmond, Chiny)

Studzenie w temperaturze pokojowej

Trzykrotne ptukanie w 0,1 M PBS (pH 7,3)

Blokowanie aktywno$¢ endogennej peroksydazy w 3% nadtlenku
wodoru (H205).
Plukanie w PBS

Minimalizowanie niespecyficznego barwienia poprzez inkubowanie w
buforze blokujacym (5% surowicy bydlgcej BSA)
Trzykrotne ptukanie w PBS

Inkubacja z przeciwcialem pierwszorzedowym (1:100 w buforze do
rozcienczen) w temperaturze 4°C w komorze wilgotne;.

Kontrola specyficzno$ci: pominigcie przeciwciala pierwszorzgdowego w
jednej z prob, zastepujac je roztworem PBS.

Trzykrotne przemycie w PBS

Inkubacja z polimerem znakowanym peroksydazg chrzanowa (HRP)
sprzgzonym z przeciwciatem drugorzedowym (anty-Rb IgG) w
temperaturze pokojowej w komorze wilgotne;.

Wizualizacja odczynu IHC w DAB

Plukanie w wodzie destylowane;j

Czas

3 min.
5 min.
5 min.
3 min.
3 min.
3 min.
5 min.

8 min.

20 min.

5 min.

5 min.

12 godz.

30 min.

Do zajscia
reakcji
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15. Barwienie kontrastujace w hetmatoksylinie Mayera

16.  Zoboje¢tnienie w wodzie amoniakalnej (0,037 mM) 3 sek.
17. Plukanie w wodzie biezacej 10 min.
18.  Phlukanie w wodzie destylowanej

19. Odwodnienie preparatow:

e alkohol 70% 1I 3 min.
e alkohol 96% II 3 min.
e alkohol 100% III 3 min.
e alkohol 100% IV 2 min.
e ksylen III 2 min.
e ksylen IV 3 min.

20. Zamkniecie przy uzyciu medium

Odczynniki chemiczne uzyte do przeprowadzenia poszczegdlnych etapéw lub wykonania odpowiednich
reagentow: alkohol etylowy 96%, 100% (Poch, Gliwice), ksylen (Poch, Gliwice), Hematoksylina (Mar-four,
Konstantynow Lodzki), cytrynian sodu dwuwodny (S4641, Sigma-Aldrich, USA), Tween 20 (P1379, Sigma-
Aldrich, USA), PBS (P4417, Sigma-Aldrich, USA), nadtlenek wodoru (18304, Sigma-Aldrich, USA), Emerald
Anitobody Diluent (Cell Marque Corp., USA), UltraVision Protein Block (Thermo Scientific, USA), BrightVision
poli-HRP-anty Ms/Rb IgG detection system (ImmunoLogic WellMed B.V., Holandia), woda amonikalna 25%
(Sigma-Aldrich, USA), tetrachlorek 3,3'-diaminobenzydyny — DAB (#D5905, Sigma-Aldrich, USA), Shandon

Consul-Mount (Thermo Scientific, USA), woda dejonizowana.

5. ANALIZA HISTOMORFOMETRYCZNA

Przeprowadzona analiza histomorfometryczna obejmowata:

* Pomiar grubosci blony sluzowej, podsluzowej i mi¢sniowej: Pomiaréw dokonano
na nieuszkodzonych fragmentach preparatéw, bez widocznych niecigglosci tkanki.
Zmierzono grubosci btony $luzowej, blony podsluzowej, tkanki tagcznej, migsniowki
okreznej oraz mig$niowki podtuznej. Na podstawie tych pomiaréw wyznaczono
stosunek grubosci blony migsniowej do Sluzowej oraz stosunek grubosci btony
podsluzowej do §luzowej (Rycina 1A).

* Okreslenie dlugosci i szerokosci kosmkow jelitowych: Pomiarom poddano jedynie
nienaruszone kosmki, ktore miaty wyraznie zarysowane kontury i byly widoczne na
przekroju przez cata swojg dtugosci, tacznie z przestrzenig mleczng oraz nabtonkiem.
Dhugos¢ kosmka mierzono w jego srodkowej czgsci, od podstawy - zdefiniowanej jako
linia taczaca ujscia krypt po obu stronach kosmka - do jego szczytu. Szerokos¢ kosmka

mierzono na potowie jego wysokosci (Rycina 1B).
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Btona sluzowa

Biona podsluzowa -

Warstwa okrezna
mieéniowa podtuzna

Rycina 1. Schemat wykonywania pomiarow histomorfometrycznych (A) grubosci blony $luzowe;,

podsluzowej 1 migsniowej oraz (B) dtugosci 1 szerokosci kosmkow jelitowych.

* Okreslanie glebokosci i szerokosci i liczby krypt jelitowych: Pomiary ograniczono

do krypt otwartych, z widoczng jama i nablonkiem. Gl¢bokos¢ krypt mierzono w ich
srodkowej czesci, od dna do podstawy kosmkow. Szerokosé krypt mierzono na
polowie ich glebokosci (Rys. 2A).

Wyznaczenie stosunku dlugos$ci kosmka do glebokosci krypty oraz liczby
kosmkow i krypt: Stosunek dlugosci kosmka do glebokosci krypty (VH/CD)
obliczono dla dobrze zdefiniowanych, bezposrednio przylegajacych do siebie par
kosmek-krypta. Aby okresli¢ liczbe kosmkow 1 krypt, zaznaczono odcinek przekroju
jelita 1 zmierzono odpowiadajacg mu dlugos¢ jego blony surowiczej, a nastgpnie
dokonano zliczenia wszystkich kosmkow oraz krypt (aktywnych, nieaktywnych oraz
podzielonych) znajdujacych si¢ w tym odcinku. Wyniki zaprezentowano jako liczbe

kosmkow 1 krypt na 1 mm dtugo$ci btony surowicze;j.
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* Okreslanie liczby enterocytow i komoérek kubkowych oraz wyznaczenie stosunku
liczby enertocytéw do komérek kubkowych: Zliczenia dokonano, analizujac
srodkowa czes$¢ kosmkow na wyznaczonym odcinku o znanej dtugosci. W pomiarach
uwzgledniono tylko kompletne enterocyty, z wyraznie widocznym jgdrem
komoérkowym i rabkiem szczoteczkowym. Wyniki przedstawiono jako liczbe

enterocytow i komorek kubkowych na 100 pm dlugosci kosmka oraz ich stosunek

liczebnos$ci (Rycina 2B).

Rycina 2. Schemat wykonywania pomiaréw histomorfometrycznych (A) glebokosci i szerokosci i

liczby krypt jelitowych oraz (B) liczby enterocytéw (niebieskie groty) i komorek kubkowych (czarne
groty).

Dokumentacje fotograficzng wysokiej rozdzielczosci (2070x1548 pikseli) barwionych
preparatéw wykonano przy uzyciu mikroskopu optycznego Olympus CX43 (Olympus,
Japonia), wyposazonego w kamer¢ UC50 (Olympus, Japonia) oraz oprogramowanie do
akwizycji obrazow Cellsens (Olympus, Tokio, Japonia). Rejestracja zdje¢ odbyta si¢ w trybie
jasnego pola. Do przeprowadzenia analizy histomorfometrycznej wykonanych zdjec
mikroskopowych postuzono si¢ programem ImageJ (National Institute of Health, USA) w
wersji 1.54f. Przy realizacji pomiarow histomorfometrycznych wykorzystano takze tablet

graficzny CTE 430 (Wacom, Japonia).

Przeprowadzona analiza reakcji IHC obejmowata:

¢ Ocena migsniowych i podsluzéwkowych zwojow nerwowych: W tym celu preparaty
poddano reakcji immunohistochemicznej (IHC) z wykorzystaniem przeciwciala anty-
HuC/D (Rycina 3). Na preparatach zmierzono liczb¢ zwojow, ilo§¢ neuronéw w zwoju,

oraz powierzchni¢ (pole przekroju) zwoju (Rycina 4).
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Rycina 3. Reakcja immunohistochemiczna IHC (A) z wykorzystaniem przeciwciata anty-HuC/D w celu

oceny zwojow nerwowych (B) migsniowych i (C) pod§luzéwkowych.

Rycina 4. Schemat wykonywania pomiaréow histomorfometrycznych w obrgbie zwdjow w celu

okreslenia (A) liczby neuronéw oraz (B) pola powierzchni.
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Z otrzymanych preparatow IHC, przy uzyciu mikroskopu Olympus BX61 (Olympus,
Japonia) wyposazonego w aparat cyfrowy (LC35, Olympus, Japonia) oraz oprogramowanie
Cell™M 2.3 (Olympus cellSens Standard), wykonano cyfrowe fotomikrografie o wysokiej
rozdzielczosci (1920x1200 pikseli). Aby zapewni¢ jednolito$§¢ i mozliwo$¢ poréwnywania
wynikow, parametry ekspozycji mikroskopu oraz wykonanych zdje¢ zostaty ujednolicone dla
wszystkich preparatow, w taki sam sposob, by mozliwa byla wizualna ocena dla wyniku

pozytywnego, tj. brazowej barwy pozytywnej reakcji IHC w cytoplazmie (Rycina 5).

Ilosciowg analizg reakcji IHC dla GIP i GLP przeprowadzono przy uzyciu programu
Imagel]. Dla catego preparatu (przekroju) dokonano identyfikacji i zliczenia komorek immuno-
pozytywnych, zar6wno w kosmkach, jak i w kryptach. Wykorzystujac narzedzia dostepne w
programie ImagelJ, zmierzono catkowitg widoczng powierzchni¢ pola przekroju wszystkich
kosmkoéw oraz krypt. Na tej podstawie wyznaczono liczbe komoérek immuno-reaktywnych na

1 mm? przekroju zaréwno w kosmkach, jak i kryptach.

Kosmki

3
v L

N D
"
-.'I.

Rycina 5. Przyktadowe pozytywne reakcje (A) GIP oraz (B) GLP w kosmkach (z6tte strzalki) i kryptach

(czerwone strzatki).
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6. ANALIZA STATYSTYCZNA

Wszystkie analizy statystyczne zostaly przeprowadzone przy uzyciu oprogramowania
Statistica PL w wersji 13.1 (TIBCO, USA). We wszystkich analizach za podstawowg jednostke
statystyczng przyjeto pojedyncza swinie. Do sprawdzenia, czy dane majg rozktad normalny,
zastosowano test Shapiro-Wilka. Homogeniczno$¢ wariancji weryfikowano za pomocg testu
Levene’a. Zmienne o rozktadzie normalnym analizowano dwustronnym testem t-Studenta lub,
jesli dane o rozkladzie normalnym charakteryzowaly si¢ réznymi wariancjami, testem t z
poprawka Welcha. W przypadkach, gdy dane nie wykazywaly rozktadu normalnego lub
homogeniczne] wariancji, zastosowano transformacj¢ logarytmiczng. Gdy dane po
transformacji dalszym ciggu nie spelnialy w kryteriow do przeprowadzenia testow
parametrycznych, do poréwnania grup wykorzystano nieparametryczny test U Manna-
Whitneya. Poziom istotnosci statystycznej ustalono na poziomie o = 0,05 dla wszystkich
testow. Wyniki testow, w ktorych wartosci P miescity si¢ w zakresie od 0,05 do 0,1, uznano za
istotne na poziomie tendencji statystycznej, wskazujac na istnienie trendu statystycznego.
Prezentacja uzyskanych wynikow poziomu ekspresji genéw obejmuje znormalizowane $rednie
geometryczne i geometryczny biad standardowy (GSE), oraz $rednie arytmetyczne i

odchylenia standardowe dla pozostatych zmiennych.
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7. WYNIKI

1. MASY CIALA

Prosigta zwazono przed rozpoczgciem eksperymentu gdy rozdzielono je losowo do grup
doswiadczalnych (dzien —7), potwierdzajac brak istotnych réznic pomiedzy grupami, a
nastepnie pomiary masy ciata wykonywano w odst¢pach tygodniowych az do zakonczenia
eksperymentu i eutanazji zwierzat. W dniu rozpoczgcia eksperymentu (dzien 0) masa ciala
prosiat w grupie kontrolnej wynosita 23,6 = 1,5 kg, natomiast w grupie PZT z indukowanym
przewlektym zapaleniem trzustki (podawanie ceruleiny) 23,0 + 2,1 kg, w dalszym ciaggu bez
istotnych réznic pomigdzy grupami. Po zakonczeniu podawania ceruleiny masa ciata prosigt w
grupie PZT osiagneta 26,9 + 2,8 kg i réwniez nie roznila si¢ istotnie od wartosci
obserwowanych w grupie kontrolnej (28,9 £ 1,8 kg). Brak istotnych r6znic w masie ciala
utrzymywat si¢ do 5 tygodnia po zakonczeniu indukcji zapalenia trzustki. W 42 dniu
eksperymentu, odpowiadajacym 6 tygodniom od wywotania przewlektego zapalenia trzustki,
masa ciata prosiat w grupie PZT bytla istotnie nizsza niz w grupie kontrolnej (55,8 + 1,5 kg vs
59,9 £ 2.5 kg; p < 0,05). W momencie eutanazji r6znica pomiedzy grupami ulegta dalszemu
zwigkszeniu i byla wysoce istotna statystycznie (62,3 + 1,3 kg vs 66,8 + 1,2 kg dla grupy PZT
i kontrolnej, odpowiednio; p < 0,01) (Rycina 6).
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Rycina 6. Zmiany mas ciala zdrowych prosiat kontrolnych (Kontrola) i prosiat z grupy do§wiadczalnej
(PZT), u ktorej poprzez podawanie ceruleiny wywolano PZT. Dane przestawiaja wartosci $rednie i

odchylenie standardowe.
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2. EKSPRESJA GENOW

W grupie PZT wzgledny poziom ekspresji mRNA genu GIP byt istotnie nizszy niz w
grupie kontrolnej (RQ = 0,58; FC = 1,72; p = 0,016) (Rycina 7). Nie odnotowano natomiast
istotnych zmian w ekspresji mRNA genu receptora GIPR (p > 0,05).
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Rycina 7. Wzgledny poziom ekspresji mRNA gendéw GIP i GIPR w jelicie czczym $win z grupy
kontrolnej i PZT. Dane przedstawiono jako znormalizowane $rednie geometryczne + geometryczny btad
standardowy GSE. Istotne rdéznice pomiedzy grupami oznaczono symbolem * (p < 0,05). Poszczegolne

punkty reprezentujg wartosci uzyskane dla pojedynczych zwierzat.

W grupie PZT wzgledny poziom ekspresji mRNA genu GCG kodujacego prekursor
GLP-1 byt istotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej (RQ =2,33; FC =2,33; p =0,016) (Rycina
8). Nie stwierdzono istotnych zmian w ekspresji mRNA genu receptora GLPIR (p > 0,05).

4
* [ Kontrola
£
Sgs3t o = Pzt
o 0
o= 0=
272k 8 |
« [o]
5 = o
g £ &
E’f 1 T e O . Q_,'g
= _§_ oy o
0
GCG GLP1R

Rycina 8. Wzgledny poziom ekspresji mRNA genéw GCG i GLPIR i w jelicie czczym §win z grupy
kontrolnej i PZT. Dane przedstawiono jako znormalizowane §rednie geometryczne + GSE. Istotne
roznice pomigdzy grupami oznaczono symbolem * (p < 0,05). Poszczegodlne punkty reprezentuja

wartos$ci uzyskane dla pojedynczych zwierzat.
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W grupie PZT wzgledny poziom ekspresji mRNA genéw NPY i FABP2 byt istotnie
wyzszy niz w grupie kontrolnej (odpowiednio: RQ = 1,44; FC = 1,44; p = 0,040 oraz
RQ = 2,05; FC = 2,05; p = 0,032). Dla genu /L10 nie wykazano istotnych rdéznic pomigdzy

grupami, chociaz odnotowano tendencje do zwigkszonej ekspresji (p = 0,095).
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Rycina 9. Wzgledny poziom ekspresji mRNA genow NPY, FABP2 1 IL10 w jelicie czczym $win z grupy
kontrolnej i PZT. Dane przedstawiono jako znormalizowane §rednie geometryczne + GSE. Istotne
réznice pomiedzy grupami oznaczono symbolem * (p < 0,05). W przypadku trendow statystycznych
(0,05 <p <0,10) podano doktadng warto$¢ p. Poszczegolne punkty reprezentuja wartosci uzyskane dla

pojedynczych zwierzat.

3. KOMORKI IMMUNOREAKTYWNE

Nie stwierdzono istotnego wplywu PZT na liczbe komorek immunoreaktywnych
wzgledem GIP zarowno w kosmkach, jak i kryptach jelitowych jelita czczego (Rycina 10).
Zarowno w obrebie kosmkow jelitowych (13,7 = 1,8 vs. 13,4 £ 0,2 n/mm?; p = 0,790), jak i
krypt jelitowych (34,7 + 8,6 vs. 35,2 = 4,8 n/mm?; p = 0,910) nie stwierdzono istotnych roéznic
pomiedzy grupg kontrolng i PZT.

W grupie PZT stwierdzono istotny wzrost liczby komoérek immunoreaktywnych
wzgledem GLP-1 zardéwno w obrgbie kosmkéw, jak i1 krypt jelitowych (Rycina 11). W
kosmkach liczba komorek GLP-1-dodatnich byta ponad dwukrotnie wyzsza niz w grupie
kontrolnej (7,4 £ 0,8 vs. 3,0 £ 1,2 n/mm?; p < 0,001). Podobny efekt obserwowano w kryptach
jelitowych, gdzie liczba komoérek immunoreaktywnych wzgledem GLP-1 wzrosta z 12,3 + 1,3

do 23,9 + 2,2 n/mn?? (p < 0,001).
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Rycina 10. Immunohistochemiczna lokalizacja komoérek GIP-dodatnich (strzatki) w kosmkach i
kryptach jelitowych jelita czczego §win z grupy kontrolnej i PZT oraz wyniki ilo§ciowej analizy liczby
komérek immunoreaktywnych wzgledem GIP. Dane przedstawiono jako $rednie arytmetyczne +
odchylenie standardowe. Poszczegdélne punkty reprezentuja warto$ci uzyskane dla pojedynczych

zwierzat. Skala = 50 um.
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Rycina 11. Immunohistochemiczna lokalizacja komoérek GLP-1-dodatnich (strzatki) w kosmkach i
kryptach jelitowych jelita czczego §win z grupy kontrolnej i PZT oraz wyniki ilo§ciowej analizy liczby
komoérek immunoreaktywnych wzgledem GLP-1. Dane przedstawiono jako $rednie arytmetyczne +

odchylenie standardowe. Poszczegdélne punkty reprezentuja warto$ci uzyskane dla pojedynczych

zwierzat. Skala = 50 um.
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4. HISTOMORFOMETRIA SCIANY JELITA CZCZEGO

Wyniki analizy histomorfometrycznej $cian jelita czczego przedstawiona na Rycinie 12.
Stwierdzono istotne zmniejszenie grubosci btony mig¢sniowej jelita czczego w grupie PZT.
Grubos¢ warstwy podtuznej btony migsniowej byla istotnie mniejsza niz w grupie kontrolnej
(51,6 £ 7,4 vs. 71,6 £ 16,0 um; p = 0,035). Jeszcze wyrazniejsze zmnigjszenie odnotowano w
przypadku warstwy okreznej btony migsniowej (97,8 + 25,0 vs. 193 + 34 um; p < 0,001). W
konsekwencji calkowita grubo$¢ btony migsniowej byta istotnie nizsza w grupie PZT niz w
grupie kontrolnej (149 + 31 vs. 264 + 36 um; p < 0,001). Istotne zmniejszenie stwierdzono
rowniez w obrebie btony podsluzowej, ktorej grubo$¢ wynosita 42,2 + 13,0 um w grupie PZT
oraz 88,4 + 24,0 pm w grupie kontrolnej (p = 0,005). Nie wykazano natomiast istotnych réznic
w grubosci blony §luzowej (p = 0,835). Analiza wskaznikow grubosci wykazata istotne
obnizenie stosunku grubosci btony podsluzowej do blony sluzowej w grupie PZT (p = 0,000),
natomiast dla stosunku grubos$ci blony mig$niowej do btony §luzowej odnotowano jedynie

tendencje (trend) do zmniejszenia (p = 0,064).

W grupie PZT odnotowano istotne zmniejszenie gtgbokosci krypt jelitowych (87 + 11 vs.
105 = 10 pm; p = 0,033) (Rycina 12). Tym samym, pomimo ro6znicy w dtugosci kosmkow
jelitowych (kontrola: 178 + 22 um, PZT: 213 + 23; p = 0,144) obserwowano tendencj¢ do
zwigkszenia wartosci stosunku dtugosci kosmkow do giebokosci krypt VL/CD (2,98 + 0,71 vs.
2,16 £ 0,52; p = 0,069). Rowniez szerokos¢ kosmkow miata tendencje trendowa do redukcji
(kontrola: 87,9 = 5,7 um, PZT: 80,3 £ 12,1 um; p = 0,089). Pozostale analizowane parametry
morfometryczne kosmkow i krypt, w tym ich liczba na dtugo$¢ przekroju jelita, nie r6znily si¢

istotnie pomigdzy grupami (p > 0,05).

Liczba enterocytow na dlugosci kosmkow jelitowych byta taka sama w obu grupach (14,4
+1, 9 /100um vs 14,5 + 3, 08/100um, p > 0,05), natomiast liczba komoérek kubkowych byta
istotnie wigksza w grupie PZT niz w grupie kontrolnej i wynosita (odpowiednio 2,61 + 0,37
oraz 1,48 £ 0,61 /100 um, p = 0,007). Tym samym stosunek liczby enterocytow do komorek
kubkowych wykazywat silng tendencj¢ do zmniejszenia w grupie PZT (11,2 +4,5 vs 5, 81 +
1,7; p=0,054) (Rycina 13).
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Rycina 12. Reprezentatywne mikrofotografie Sciany jelita czczego §win z grupy kontrolnej i PZT
barwione metodg trdjchromowsg oraz wyniki analizy histomorfometrycznej grubosci poszczegdlnych
warstw $ciany jelita. Oceniono grubo$¢ warstwy podtuznej i okrgznej btony migéniowej, catkowita
grubos¢ blony migsniowej, grubo$¢ blony podsluzowej 1 $luzowej oraz stosunek grubosci btony
migéniowej do $luzowej 1 blony podsluzowej do §luzowej. Dane przedstawiono jako $rednie
arytmetyczne = odchylenie standardowe. Poszczegolne punkty reprezentuja wartosci uzyskane dla
pojedynczych zwierzat. Istotne rdéznice pomigdzy grupami oznaczono symbolem * (p < 0,05), ** (p <
0,01) oraz *** (p < 0,001). Dla wynikow wykazujacych tendencje¢ (trend 0,05 < p < 0,10) podano
doktadng warto$¢ p. Skala = 100 um.
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Rycina 13. Reprezentatywne mikrofotografie przekroju jelita czczego §win z grupy kontrolnej i PZT
barwione metoda trojchromowa oraz wyniki analizy histomorfometrycznej kosmkdow i krypt jelitowych.
Oceniono liczbe, dtugosc i szerokos¢ kosmkow, liczbe, glebokos¢ i szerokos¢ krypt oraz stosunek
dtugosci kosmkow do glebokosci krypt VL/CD. Dane przedstawiono jako $rednie arytmetyczne =+
odchylenie standardowe. Poszczegolne punkty reprezentujg wartosci uzyskane dla pojedynczych
zwierzat. Istotne réznice pomigdzy grupami oznaczono symbolem * (p < 0,05). Dla wynikow

wykazujacych tendencj¢ (trend 0,05 < p < 0,10) podano doktadng warto$¢ p. Skala = 200 pm.
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Rycina 14. Reprezentatywne mikrofotografie kosmkow jelitowych $§win z grupy kontrolnej i PZT
barwionych metoda trdjchromowa, przedstawiajace enterocyty oraz komorki kubkowe (strzaltki), a takze
wyniki ilo$ciowe] analizy liczby enterocytow, liczby komorek kubkowych oraz stosunku liczby
enterocytow do liczby komoérek kubkowych. Dane przedstawiono jako $rednie arytmetyczne =+
odchylenie standardowe. Poszczegdélne punkty reprezentuja wartosci uzyskane dla pojedynczych
zwierzat. Istotne réznice pomiedzy grupami oznaczono symbolem ** (p < 0,01). Dla wynikow

wykazujacych tendencje (trend 0,05 < p < 0,10) podano doktadng warto$¢ p. Skala = 50 um.

5. ZWOJE MIESNIOWE I PODSLUZOWKOWE UKEADU NERWOWEGO

JELITOWEGO

W obrebie zwojow migsniowych ENS nie stwierdzono istotnych roznic pomiedzy grupa
kontrolng 1 PZT ani w $redniej liczbie neuronéw przypadajacych na pojedynczy zwoj (11,0 +
0,8 vs. 10,8 = 1,6; p > 0,05), ani w liczbie zwojow obserwowanych w analizowanym przekroju
jelita (7,8 £ 0,8 vs. 9,8 = 3,1; p > 0,05) (Rycina 15). Istotnie wigksze bylo natomiast pole
powierzchni przekroju zwojow migsniowych w grupie PZT, wynoszace 9692 + 2591 um?,

wobec 5286 + 2521 pm? w grupie kontrolnej (p = 0,026).
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Rycina 15. Reprezentatywne mikrofotografie zwojow migsniowych ENS w jelicie czczym §win z grupy
kontrolnej i PZT (strzatki) oraz wyniki analizy morfometrycznej obejmujacej srednig liczbg neuronow
przypadajacych na zwdj, liczbe zwojow w analizowanym przekroju oraz pole powierzchni przekroju
zwoju. Dane przedstawiono jako $rednie arytmetyczne = odchylenie standardowe. Poszczegolne punkty
reprezentuja wartosci uzyskane dla pojedynczych zwierzat. Istotne réznice pomigdzy grupami

oznaczono symbolem * (p < 0,05). Skala =100 pum.

W obrgbie zwojow podsluzowkowych ENS nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy
grupg kontrolng i PZT w Zadnym z analizowanych parametrow morfometrycznych (Rycina 16).
Zarowno liczba zwojow obserwowanych w analizowanym przekroju jelita (52,8 + 6,2 vs. 42,4
+ 13,3;*p > 0,05), jak i $rednia liczba neurondéw przypadajacych na pojedynczy zwdj (10,5 +
1,3 vs. 9,4 £ 0,6; p > 0,05) byly porownywalne pomigdzy grupami. Nie wykazano rowniez
istotnych réznic w polu powierzchni przekroju zwojow podsluzowkowych (1842 £ 210 vs.

1675 =231 pm?; p > 0,05).
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Rycina 16. Reprezentatywne mikrofotografie zwojow podsluzéwkowych ENS w jelicie czczym $win z
grupy kontrolnej i PZT (strzatki) oraz wyniki analizy morfometrycznej obejmujacej $rednig liczbe
neuronow przypadajacych na zwoj, liczbe zwojow w analizowanym przekroju oraz pole powierzchni
przekroju zwojow. Dane przedstawiono jako S$rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe.
Poszczegodlne punkty reprezentuja wartosci uzyskane dla pojedynczych zwierzat. Istotne roznice

pomigdzy grupami oznaczono symbolem * (p < 0,05). Skala = 100 pm.
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8. DYSKUSJA

Uzyskany obraz zmian morfologicznych i molekularnych wskazuje, ze jelito cienkie w
przebiegu PZT nie jest jedynie narzadem wtdrnie reagujacym na proces chorobowy toczacy si¢
w trzustce, lecz podlega zlozonej odpowiedzi adaptacyjno-degeneracyjnej. W celu
uporzadkowania dalszej interpretacji uzyskanych wynikow przyjeto robocze rozrdznienie
pomiedzy zmianami adaptacyjnymi, degeneracyjnymi oraz niejednoznacznymi. Zmiany
adaptacyjne definiowane sg jako takie, ktore potencjalnie kompensuja zaburzenia wywotane
chorobg trzustki i moga sprzyjaé optymalizacji trawienia, absorpcji lub utrzymaniu
integralnosci bariery jelitowej (Miller & Zachary, 2017). Zmiany degeneracyjne obejmuja
natomiast modyfikacje odzwierciedlajace uszkodzenie strukturalne, proces kataboliczny lub
utrate sprawnosci funkcjonalnej tkanek (Warner, 2016). Do kategorii zmian niejednoznacznych
zaliczono parametry, ktore moga mie¢ charakter kompensacyjny, lecz rownie prawdopodobnie
moga wynika¢ z przewleklego stanu zapalnego, niedozywienia lub ogdlnoustrojowej
odpowiedzi stresowej. Juz na tym etapie widoczny jest wigc fenotyp mieszany, w ktorym
komponenty strukturalne i regulacyjne ulegaja réznokierunkowej przebudowie. W celu
uporzadkowania interpretacji poszczegélne parametry przyporzadkowano do kategorii
odpowiadajacej najbardziej prawdopodobnemu znaczeniu biologicznemu. Wyniki zebrano w
Tabeli 4. Zmiany degeneracyjne w jelicie czczym nie mialy charakteru uogoélnionej atrofii
wszystkich warstw §ciany jelita, lecz dotyczyly przede wszystkim $cienczenia obu warstw
mie$niowki, zarbwno warstwy okreznej, jak i podhuznej, oraz podsluzowki, przy zachowaniu
catkowitej grubosci §luzowki. Taki rozktad zmian sugeruje selektywna przebudowe warstw
odpowiedzialnych za motoryke i integracj¢ neurohumoralng, przy wzglednym zachowaniu
strukturalnej integralnosci §luzowki. Rozdzielenie to stanowi klucz do interpretacji dalszych
zaleznosci czynnosciowych. Sluzéwka jelita cienkiego cechuje si¢ wysoka plastycznoscia i
szybkim tempem wymiany (Barker, 2014; Beumer & Clevers, 2016), natomiast mi¢$niowka
gtadka i podsluzéwka w wickszym stopniu odzwierciedlaja dtugotrwaly bilans troficzno-

kataboliczny oraz wptyw sygnatow neurohumoralnych (Lebrun i in., 2017; Sharkey, 2015).
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Tabela 4. Podsumowanie zaobserwowanych zmian

Kategoria Obserwowane zmiany Uzasadnienie interpretacyjne
interpretacyjna
Najbardziej 1 liczba komorek kubkowych Wzmocnienie bariery Sluzowej
dopodobni L .

prawdopogobmie T mRNA GCG Aktywacja osi proglukagonowej i
adaptacyjne . ) . .

1 liczba komorek GLP1 + potencjalna funkcja barierowo-

troficzna
1T mRNA /L0 (trend) Komponent przeciwzapalny
1T mRNA FABP2 Mozliwa adaptacja enterocytow

zZwigzana ze zmienionym
metabolizmem lipidow

Najbardziej | grubos¢ migéniowki Efekt kataboliczny
prawdopodobnie Utrata masy mig$niowej
degeneracyjne | masa ciala Ogolnoustrojowy stan kataboliczny

Potencjalna zaburzona perystaltyka Zaburzenie 0si nerwowo-miesniowej

Niejednoznaczne 1 pole powierzchni zwojow Przebudowa ENS o niejednoznacznym
mig$niowych kierunku funkcjonalnym
T mRNA NPY Mozliwa adaptacja hamujaca lub
odpowiedz zwigzana z przewlekltym
stanem zapalnym

| mRNA GIP bez zmiany liczby K- Zmiana fenotypu sekrecyjnego bez
komorek utraty populacji

W praktyce klinicznej PZT jest jednostka wysokiego ryzyka niedozywienia i
katabolizmu, a aktualne wytyczne podkre$lajg konieczno$¢ wczesnej interwencji Zywieniowej
(Baron i in., 2020; Dominguez-Munoz i in., 2018). W tym kontekscie $cienczenie mig$niowki
w modelu, w ktérym stwierdzono istotny spadek masy ciata, nalezy interpretowac z
uwzglednieniem dwoch naktadajacych si¢ komponentéw: bezposredniego wptywu procesu
zapalnego oraz wtornego deficytu energetyczno-biatkowego (Gonzalez-Gonzalez i in., 2019;
Lohr i in., 2017). Oznacza to, ze obserwowane zmiany glebokich warstw jelita cienkiego nie
mogg by¢ jednoznacznie przypisane wyltacznie lokalnemu procesowi zapalnemu i
prawdopodobnie odzwierciedlaja wspotwystepowanie mechanizmoéw miejscowych oraz

ogolnoustrojowych.

Nalezy jednak uwzglednié, ze poszczegdlne parametry oceniane w niniejszym badaniu
wykazuja r6zna podatnos¢ na efekt kataboliczny. Do parametrow szczegdlnie wrazliwych na

niedozywienie i ogélnoustrojowy stan kataboliczny zalicza si¢ grubo§¢ warstw migsniowych
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jelita, mase narzadow wewnetrznych, parametry proliferacyjne krypt oraz calkowita mase ciata
zwierzat. Zmiany tego typu moga w istotnym stopniu odzwierciedla¢ ubytek substratow
energetycznych 1 wymuszong przebudowe metaboliczng organizmu. W badaniach
prowadzonych u §win wykazano, ze ograniczenie podazy paszy prowadzi do spadku masy ciata
oraz obnizenia wzglgdnej masy narzadéw, a takze do niekorzystnych zmian
histomorfometrycznych struktury jelita cienkiego, obejmujacych spadek dtugosci kosmkow i
glebokosci krypt (X. Wang i in., 2025). Z kolei w modelach niedozywienia rozwojowego i
ograniczenia wzrostu opisywano rowniez $cienczenie warstwy migsniowej jelita cienkiego, w
tym jelita czczego (Szabé 1 in., 2023). Zmiany te interpretowane s3a jako efekt
ogoblnoustrojowego katabolizmu 1 adaptacji energetycznej organizmu (Yu i in., 2019).
Parametry morfometryczne $ciany jelita naleza zatem do grupy wskaznikow szczegdlnie

podatnych na deficyt substratow energetycznych (X. Wang i in., 2025).

Zmiany te nalezy rozpatrywa¢ nie tylko w wymiarze strukturalnym, lecz réwniez
czynnosciowym. W badaniach klinicznych u ludzi z PZT opisywano zaburzenia motoryki jelit
oraz zmiany napi¢cia mie§niowki (Larsen i in., 2022), jednak dane dotyczace bezposredniej
morfometrii §ciany jelita pozostaja ograniczone (L. Chen i in., 2018; Lindkvist, 2013; Olesen i
in., 2011). W modelach zwierzgcych przewlektej niewydolnos$ci trzustki wykazywano zmiany
w perystaltyce oraz aktywnosci mioelektrycznej jelita cienkiego (Hankel i in., 2022; Schubert
i in., 2022). Obserwowane w niniejszej pracy $cienczenie mi¢snidowki moze odzwierciedlaé
zmiany funkcjonalne opisywane w przebiegu przewlektych chorob trzustki, jednak zalezno$¢

ta wymaga bezposredniego potwierdzenia w badaniach czynno$ciowych.

W obrgbie osi kosmek-krypta zaobserwowano skrocenie krypt przy tendencji do
wydtuzenia kosmkow oraz wzrost liczby komorek kubkowych. Taki uktad moze wskazywac
na reorganizacje architektury nabtonka oraz zmiane rownowagi pomigdzy strefa proliferacyjna
a strefg funkcjonalng kosmka, jednak interpretacje t¢ nalezy traktowac ostroznie ze wzgledu na
brak oceny markerow proliferacji i apoptozy. Zachowanie catkowitej grubosci sluzowki przy
jednoczesnej zmianie proporcji kosmek-krypta sugeruje utrzymanie ogodlnej organizacji
warstwy nabtonkowej pomimo jej architektonicznej przebudowy (Beumer & Clevers, 2016).
Lacznie obraz ten przemawia raczej za przebudowa S$luzéwki niz za jej klasyczng atrofig

(Barker, 2014).

Wzrost liczby komoérek kubkowych ma wyrazne znaczenie funkcjonalne. Komorki te

stanowig kluczowy element bariery $§luzowej, modulujac interakcje z mikrobiota oraz
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odpowiedz immunologiczng (Birchenough i in., 2015; Johansson & Hansson, 2016). W
modelach ceruleinowego PZT u $win wykazano cechy uposledzenia bariery jelitowej, w tym
spadek ekspresji CDHI (genu kodujacego E-kadheryng) oraz wzrost markerow
przepuszczalno$ci (Tomaszewska i in., 2023). Wzrost liczby komorek kubkowych,
podwyzszona ekspresja FABP2 oraz trend wzrostu /L/0 w badaniu wlasnym mozna
interpretowa¢ jako odpowiedZz kompensacyjng ukierunkowang na wzmocnienie bariery
sluzowej 1 kontrole stanu zapalnego. Interpretacja ta wskazuje na aktywacje osi ochronnej

sluzoéwki, cho¢ bez bezposrednich testow szczelnosci pozostaje hipoteza robocza.

Wzrost liczby komoérek kubkowych ma wyrazne znaczenie funkcjonalne. Komorki te
stanowig kluczowy element bariery $luzowej, modulujac interakcje z mikrobiota oraz
odpowiedz immunologiczng (Birchenough i in., 2015; Johansson & Hansson, 2016). W
modelach ceruleinowego PZT u $win wykazano cechy uposledzenia bariery jelitowej, w tym
spadek ekspresji CDHI1 (genu kodujacego E-kadheryng) oraz wzrost markerow
przepuszczalnosci (Tomaszewska 1 in.,, 2023). Wzrost liczby komorek kubkowych,
podwyzszona ekspresja FABP2 oraz trend wzrostu IL10 obserwowane w badaniu wtasnym
mozna interpretowaé jako element odpowiedzi kompensacyjnej ukierunkowanej na
ograniczenie skutkow zaburzen bariery jelitowej i kontrole lokalnej odpowiedzi zapalne;.
Interpretacja ta sugeruje aktywacje mechanizméw ochronnych $luzowki, jednak wobec braku
bezposredniej oceny szczelnoSci bariery oraz potaczen migdzykomoérkowych pozostaje

hipoteza wymagajaca dalszej weryfikacji.

Istotnym punktem odniesienia sa dane pochodzace z modeli zewnatrzwydzielniczej
niewydolnosci trzustki (EPI) u $win (Luu i in., 2020). W modelach chirurgicznych EPI
wykazywano spadek dlugosci kosmkow, giebokosci krypt oraz grubosci $luzowki i
migsniowki, czesciowo odwracalny po suplementacji enzymow trzustkowych (Prykhodko i in.,
2014). W badaniu wiasnym uzyskano zgodnos¢ dotyczacg kierunku zmian w mi¢$niowce oraz
skrocenia krypt, natomiast rozbiezno$ci odnosity si¢ do dtugosci kosmkow i grubosci sluzowki.
Mozliwe wyjasnienia obejmuja odmienny charakter badanego modelu, r6zny stopien zaburzen
funkcji trzustki, odmienng dynamike proceséw adaptacyjnych oraz potencjalny udziat osi
proglukagonowej. Szczegdlnie GLP-2, powstajacy z tego samego prekursora co GLP-1,
wykazuje udokumentowane dziatanie intestinotroficzne i barierowe, co mogtoby sprzyjac
utrzymaniu trofiki oraz integralnosci sluzowki. Rozbieznos$ci pomigdzy wynikami modeli EPI

i PZT sugerujg zatem, ze ceruleinowy model PZT nie odtwarza w pelni fenotypu czystej
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niewydolnos$ci zewnatrzwydzielniczej, lecz reprezentuje stan posredni, w ktorym wspotistniejg

komponenty adaptacyjne i degeneracyjne.

W szerszym ujeciu interpretacja uzyskanych wynikow wymaga odniesienia do koncepcji
osi trzustka-jelito, obejmujacej kilka wzajemnie powigzanych modutéw regulacyjnych (Zhang
i in., 2023). Ponizsze czteromodutowe ujecie ma charakter koncepcyjny i shuzy

uporzadkowaniu potencjalnych zaleznosci biologicznych wynikajacych z dostepnych danych.

Po pierwsze, modul intraluminalny: zmiana podazy enzyméw trzustkowych,
wodorowegglandéw oraz dynamiki mieszania tresci pokarmowej wptywa na stopien trawienia,
pH oraz dostepnos¢ produktow trawienia dla receptor6w nabtonka 1 komorek
enteroendokrynnych. Nawet umiarkowane zaburzenia funkcji zewnatrzwydzielniczej trzustki
mogg prowadzi¢ do zmiany sygnalizacji luminalnej i wtornej przebudowy nabtonka (Gribble
& Reimann, 2016). Modut ten mozna traktowac jako potencjalny punkt wyjscia dla dalszych

zmian zachodzacych w osi trzustka-jelito.

Po drugie, modut mikrobiologiczny: w PZT czesto obserwuje si¢ zaburzenia mikrobioty
oraz zwigkszone ryzyko zespolu rozrostu bakteryjnego jelita cienkiego (SIBO). W
metaanalizach odsetek SIBO u pacjentéw z PZT sigga okoto 30-40%, co oznacza kilkukrotnie
wyzsze ryzyko w poréwnaniu z populacja kontrolng. Dysbioza moze modyfikowa¢ lokalne
srodowisko immunologiczne oraz wptywac na strukture i funkcje nabtonka jelitowego (Schepis
i in., 2021; Zhang i in., 2023). W tym ujeciu mikrobiota moze dziata¢ jako czynnik

wzmacniajacy przebudowe nabtonkowgq i zaburzenia bariery jelitowe;.

Po trzecie, modut barierowy: dysbioza, endotoksemia i przewlekty stan zapalny sprzyjaja
zaburzeniom potaczen migdzykomorkowych oraz zmianom w warstwie §luzowej. W modelach
ceruleinowego PZT u §win wykazano obnizenie ekspresji biatek potaczen $cistych i przylegania
oraz wzrost markeréw przepuszczalnosci (Chelakkot i in., 2018; Tomaszewska i in., 2023).
Wzrost liczby komorek kubkowych, podwyzszona ekspresja FABP2 oraz trend wzrostu IL10
obserwowane w badaniu wlasnym moga by¢ interpretowane jako element odpowiedzi
kompensacyjnej zwigzanej z utrzymaniem integralnosci bariery jelitowej. L.acznie obserwacje
te sg zgodne z hipotezg aktywacji mechanizméw ochronnych §luzowki, jednak ich znaczenie

funkcjonalne wymaga dalszej weryfikacji.

Po czwarte, modul neuroendokrynny: jelitowy uktad nerwowy oraz komorki

enteroendokrynne integruja bodzce chemiczne, mechaniczne i immunologiczne, modulujac
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motoryke, sekrecje i odpowiedz zapalng. U pacjentdow z PZT opisywano zaburzenia motoryki
przewodu pokarmowego i wydtuzenie pasazu jelitowego, natomiast w niniejszym badaniu
stwierdzono zwigkszenie pola powierzchni zwojow migsniowych ENS. Obserwacje te
sugeruja, ze komponent neurogenny moze stanowic istotny element fenotypu jelitowego w
przebiegu PZT. Na tym poziomie mozliwe jest rowniez sprzezenie pomiedzy osiami

inkretynowg i nerwowa, jednak jego znaczenie funkcjonalne pozostaje niewyjasnione.

Takie czteromodulowe ujgcie pozwala lepiej zrozumie¢, dlaczego w badaniu wlasnym
wspolistnieja cechy adaptacyjne nabtonka z potencjalnie degeneracyjnymi zmianami w
warstwach glebokich $ciany jelita. Jelito nie reaguje jednowymiarowo, lecz poprzez
zintegrowang odpowiedz strukturalng, metaboliczng i neurogenng. W tym ujeciu obserwowany
fenotyp mozna interpretowaé¢ jako dynamiczng réwnowage pomiedzy mechanizmami

kompensacyjnymi a post¢pujacg utratg rezerwy troficzne;.

Profil molekularny 1 immunohistochemiczny jelita czczego w PZT sugeruje
przeprogramowanie osi enteroendokrynnej zwiazane z przesunigciem sygnatow od K-komorek
w kierunku L-komorek. W warstwie molekularnej i immunohistochemicznej uzyskano
charakterystyczny, niesymetryczny wzorzec obejmujacy spadek ekspresji mRNA GIP przy
braku zmian liczby komorek GIP-dodatnich zaré6wno w kosmkach, jak i kryptach oraz
réwnoczesny wzrost ekspresji mRNA GCG i liczby komoérek GLP-1-dodatnich w obu
lokalizacjach. Brak istotnych zmian ekspresji GIPR i GLPIR wskazuje, ze dominujagcym
komponentem obserwowanych zmian moze by¢ modyfikacja aktywnosci Iub fenotypu
komorek wydzielniczych, a nie zmiana ekspresji receptorow. Lacznie wyniki te sugeruja
przesuni¢cie rownowagi hormonalnej w obrebie nablonka jelitowego przy wzglednie stabilnej

ekspresji receptorow inkretynowych.

Z fizjologicznego punktu widzenia rozdzielenie efektu na poziomie ,liczby komorek
immunoreaktywnych” 1 ,,poziomu transkryptu” jest zjawiskiem opisywanym w uktadzie
enteroendokrynnym (Egerod i in., 2012; Gribble & Reimann, 2016). Analiza RT-qPCR
odzwierciedla sumaryczng ekspresje transkryptu w badanej tkance, a zatem moze wykazywaé
spadek ekspresji na pojedyncza komorke mimo zachowanej liczebnosci danej populacji. Z kolei
immunohistochemia dostarcza informacji o liczbie komorek i ich rozmieszczeniu, nie pozwala
natomiast na ocen¢ zawartosci peptydu ani tempa jego wydzielania. Dodatkowo w warunkach
zmienionej sygnalizacji luminalnej oraz dziatania mediatorow zapalnych komorki

enteroendokrynne wykazuja znacznag plastycznos¢ fenotypowa, obejmujaca zmiany profilu
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transkrypcyjnego bez koniecznej zmiany liczebnosci populacji (Beumer i in., 2018).
Rozbiezno$¢ pomiedzy poziomem mRNA a liczbg komoérek nalezy wiegc interpretowac jako
przejaw plastycznos$ci funkcjonalnej, a nie jako sprzeczno$¢ pomiedzy zastosowanymi

metodami badawczymi.

W perspektywie osi trzustka-jelito ostabienie sygnatu GIP mozna interpretowa¢ jako
nastepstwo zmienionej sygnalizacji luminalnej towarzyszacej chorobie trzustki (Knop i in.,
2007). Mechanizmy wydzielania GIP sg wrazliwe na obecnos¢ produktow trawienia w $wietle
jelita (Gribble & Reimann, 2016), a wykazano roéwniez, Ze suplementacja enzymow
trzustkowych moze zwigksza¢ odpowiedz inkretynowa w stanach niewydolnosci
zewnatrzwydzielniczej trzustki (Wolfe 1 in., 2025). Jednoczesnie literatura kliniczna wskazuje,
ze odpowiedz inkretynowa u pacjentow z PZT jest modulowana przez tolerancje glukozy oraz
obecnos¢ cukrzycy (Miiller i in., 2025). W modelu zwierzgcym, bez réwnolegtej oceny glikemii
i odpowiedzi popositkowej, spadek ekspresji GIP nalezy traktowac przede wszystkim jako
wskaznik lokalnej przebudowy osi enteroendokrynnej, a nie bezposredni dowod uposledzenia
efektu inkretynowego w znaczeniu klinicznym. Na obecnym etapie interpretacja dotyczy zatem

gtéwnie reorganizacji lokalnej osi hormonalnej, a nie systemowej dysfunkcji metaboliczne;j.

Wzrost aktywnosci osi proglukagonowej i sygnatu GLP-1 w jelicie czczym $win z PZT
moze mie¢ kilka potencjalnych wyjasnien mechanistycznych. Po pierwsze, wydzielanie GLP-
1 przez L-komorki podlega regulacji przez bodzce odzywcze oraz liczne szlaki receptorowe
obejmujace receptory sprzezone z biatkiem G, transportery skladnikow pokarmowych i
receptory kwasoéw zotciowych. W kontekscie PZT szczegodlnie interesujaca jest hipoteza
zwigkszonego bodzca dystalnego, zgodnie z ktorg czg$¢ niestrawionych skladnikow
pokarmowych, zwlaszcza lipidéw, moze dociera¢ do bardziej dystalnych odcinkéw jelita i
nasila¢ sygnalizacje enteroendokrynng (Lehmann & Hornby, 2016; Rasoamanana i in., 2012).
Hipoteza ta stanowi jedno z mozliwych wyjasnien obserwowanych zmian hormonalnych

poprzez modyfikacje srodowiska luminalnego.

Po drugie, istniejg dane wskazujace, ze L-komorki reaguja na sygnaty bakteryjne i stres
bariery (Lebrun i in., 2017). W modelach eksperymentalnych opisywano zdolno$¢ L-komorek
do reagowania na lipopolisacharyd (LPS) z udzialem mechanizméw zaleznych od TLR4
(Grasset i in., 2017; Rastelli i in., 2019). W badaniu wlasnym réwnoczesny wzrost ekspresji
FABP2, liczby komorek kubkowych oraz trend wzrostu ekspresji /L 10 sa zgodne z hipoteza, ze

aktywacja osi proglukagonowej moze peli¢ funkcje adaptacyjng w warunkach zaburzen
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bariery jelitowej. W tym ujeciu aktywacja osi proglukagonowej moze stanowi¢ element

programu ochronnego $luzoéwki.

Po trzecie, wzrost ekspresji GCG jest potencjalnym wskaznikiem aktywacji osi GLP-2.
GLP-2 wykazuje silne dzialanie intestinotroficzne i barierowe w jelicie cienkim (Drucker &
Yusta, 2014; Moran i in., 2012; Ren i in., 2018). Mimo zZe nie oznaczano GLP-2, kierunek
zmian obserwowanych w niniejszym badaniu, obejmujacy wzrost ekspresji GCG, brak zmian
ekspresji receptorow oraz przebudowe osi kosmek-krypta, pozostaje zgodny z hipoteza
wspierania trofiki i integralnosci $luzéwki przez sygnaty proglukagonowe. Nalezy jednak
podkresli¢, ze bez bezposrednich oznaczen GLP-2 interpretacja ta pozostaje hipoteza

funkcjonalng

Warto rowniez uwzgledni¢, ze GLP-1 wplywa na funkcje motoryczne przewodu
pokarmowego (Jalleh i in., 2024). W badaniu wilasnym, przy réwnolegtym przebudowaniu
migsniowki i ENS, wzrost aktywnos$ci osi GLP moze potencjalnie uczestniczy¢ w regulacji
funkcji motorycznych przewodu pokarmowego w warunkach zaburzonej funkcji trzustki.
Oznacza to, ze o$ inkretynowa i komponent neuromotoryczny moga pozostawaé w

funkcjonalnym sprze¢zeniu, cho¢ zalezno$¢ ta nie zostata bezposrednio zweryfikowana.

Sygnatura molekularna obejmuje ponadto wzrost ekspresji NPY, wzrost ekspresji FABP2
oraz trend wzrostu ekspresji IL10). Wzrost ekspresji NPY przy jednoczesnym zwigkszeniu pola
zwojow migsniowych ENS jest zgodny z koncepcja neuroplastyczno$ci rozwijajacej si¢ w
warunkach przewlektego stresu zapalnego i metabolicznego (Knauf'i in., 2020). Trend wzrostu
ekspresji IL10, zestawiony ze wzrostem liczby komorek kubkowych, jest zgodny z
uruchomieniem mechanizmoéw przeciwzapalnych i ochronnych w obrgbie §luzowki. Lacznie
obserwacje te sugeruja wspotwystgpowanie aktywacji komponentu neurogennego i

immunomodulacyjnego.

Wzrost ekspresji mRNA FABP2 mozna interpretowa¢ dwojako: jako adaptacje
enterocytow do zmienionego metabolizmu lipidow lub jako wskaznik mikrouszkodzenia
nabtonka. Poniewaz oceniano ekspresje FABP2 na poziomie mRNA w tkance, najbardziej
ostrozna interpretacja wskazuje na zwigkszong aktywnos¢ enterocytow w zakresie
metabolizmu lipidow i/lub odpowiedzi na stres bariery. Rozstrzygnigcie charakteru tej zmiany

wymagatoby badan funkcjonalnych bariery jelitowe;.
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W tym miejscu mozna wskaza¢ potencjalne powigzania koncepcyjne bez traktowania ich
jako dowodow przyczynowych. Wzrost liczby komorek kubkowych oraz trend wzrostu
ekspresji IL10 sa zgodne z aktywacja mechanizméw wzmacniajacych bariere $luzowsg
(Gustafsson & Johansson, 2022; Papoutsopoulou i in., 2021), natomiast wzrost sygnatu
proglukagonowego moze pozostawa¢ z nimi funkcjonalnie zwigzany poprzez dziatanie GLP-2
(Huang i in., 2023). Rownolegle zmiany w mig$niowce i ENS wskazuja na obecnos¢
komponentu neuromotorycznego, ktory potencjalnie moze wptywac na warunki luminalne i
wtornie modulowac¢ aktywnos¢ komorek enteroendokrynnych. Ujecie to pozwala rozpatrywac
obserwowane zmiany hormonalne, barierowe i nerwowe jako elementy wspolnej odpowiedzi

adaptacyjnej jelita na przewlekty proces chorobowy.

Tak zarysowane przeprogramowanie osi enteroendokrynnej nie moze by¢ rozpatrywane
w izolacji, poniewaz komorki K i L funkcjonuja w $cistym powigzaniu z jelitowym uktadem
nerwowym. W tym kontekScie istotne pozostaje pytanie, czy obserwowane zmiany sg
wylacznie odpowiedzig na zmienione bodzce luminalne, czy tez stanowia element szerszej
przebudowy osi neuroendokrynnej jelita w przebiegu PZT. Uzyskane wyniki wskazuja, ze oba
mechanizmy mogg wspotwystepowac, jednak ich wzgledny udzial nie moze zostac

rozstrzygnigty na podstawie obecnych danych i wymaga dalszych badan czynnosciowych.

Ponadto, w analizie osi inkretynowej konieczne jest rozréznienie dwdch poziomow
interpretacji. Poziom lokalny dotyczy zmian zachodzacych bezposrednio w obrebie $ciany
jelita, obejmujacych modyfikacje ekspresji mRNA hormondéw, zmiang liczby komorek
enteroendokrynnych oraz przebudowe ich fenotypu wydzielniczego. W tym ujgciu niniejsze
wyniki jednoznacznie wskazujg na przesunigcie rownowagi w kierunku osi proglukagonowej

oraz modyfikacje¢ sygnalizacji inkretynowej w jelicie czczym.

Poziom systemowy odnosi si¢ natomiast do efektu inkretynowego w znaczeniu
metabolicznym, obejmujgcego regulacje¢ glikemii, sekrecj¢ insuliny oraz interakcje z czeScig
wewnatrzwydzielniczg trzustki. Wnioskowanie w tym zakresie wymagaloby oceny glikemii,
odpowiedzi popositkowej oraz oznaczen stezenia hormonéw w osoczu, ktoére nie byly

przedmiotem niniejszego badania.

Obecne wyniki dokumentujg przebudowe lokalnej osi enteroendokrynnej jelita czczego,
natomiast nie pozwalaja na wnioskowanie o systemowym efekcie inkretynowym w znaczeniu

metaboliczny.
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Wyniki dotyczace ENS wskazuja na wyraznie selektywng przebudowe zwoju
migsniowego. W grupie PZT wykazano istotny wzrost pola przekroju zwojow migsniowych,
przy braku istotnych ro6znic w liczbie zwojow, liczbie neurondw na zwoj oraz w parametrach
liniowych pojedynczych zwojow. Rownoczesnie nie stwierdzono istotnych zmian liczbowych
ani wymiarowych w obrgbie zwojow podsluzowkowych. Lacznie wzorzec ten wskazuje na

remodeling komponentu neuromig¢sniowego bez cech uogdlnionej przebudowy catego ENS.

Taki fenotyp jest zgodny z nowoczesnym rozumieniem ENS jako struktury wykazujacej
plastyczno$¢ nie tylko poprzez zmian¢ liczby neurondow, ale przede wszystkim poprzez
przebudowe neuropilu, rozrost i aktywacj¢ komorek glejowych jelitowych, zmiany w macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz nasilone interakcje neuroimmunologiczne (Carbone, 2022;
Chanpong i in., 2022; Luo i in., 2025). Wzrost pola zwoju mi¢$niowego przy stabilnej liczbie

neurondw nie musi oznaczac neurogenezy, lecz moze odzwierciedlac:

» przerost wlokien i reorganizacje drzew dendrytycznych,

» glioze i proliferacj¢ gleju jelitowego,

* zmiany w macierzy zewnatrzkomorkowej lub naciek zapalny,

» efekt geometryczny wynikajacy ze $cienczenia warstw migsniowych i zmiany relacji

przestrzennych zwoju do otaczajacych tkanek.

W praktyce oznacza to, ze obserwowany wzrost pola zwoju jest bardziej
prawdopodobnym markerem przebudowy mikrostrukturalnej niz wskaznikiem zwigkszenia

liczby neuronéw (Dowling i in., 2022; Frieling, 2024; Mawe i in., 2023).

Zjawiska remodelingu neurochemicznego i strukturalnego ENS sa dobrze opisane w
stanach zapalnych jelit (Sunardi & Cirillo, 2023), gdzie rownolegle obserwuje si¢ zmiany
kodowania neuroprzekaznikow oraz nasilone interakcje z uktadem odpornosciowym (Wallrapp
& Chiu, 2024). Cho¢ PZT nie jest pierwotng choroba jelita, coraz wiecej danych wskazuje, ze
przewlekte pankreatopatie moga indukowac wtorne sygnaly zapalne i barierowe w przewodzie
pokarmowym (Jankowski 1 in., 2025). W modelu ceruleinowym u rosngcych $win opisano
cechy zapalenia jelit i uszkodzenia bariery w dwunastnicy (Tomaszewska i in., 2023), co
stanowi biologicznie wiarygodny kontekst dla obserwowanej przebudowy zwoju migsniowego
w jelicie czczym. Tym samym remodeling ENS mozna interpretowaé jako zjawisko
potencjalnie zwigzane ze zmianami zapalnymi i barierowymi zachodzacymi w jelicie, cho¢
kierunek tych zalezno$ci nie moze zosta¢ jednoznacznie okreslony na podstawie obecnych

danych.
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Funkcjonalnie zw6j mig$niowy stanowi gléwny regulator perystaltyki i wzorcow
motorycznych, podczas gdy zwdj podsluzéwkowy silniej wigze si¢ z kontrolg sekrecji,
przeptywu krwi i funkcji §luzéwki. Brak zmian w zwoju podsluzowkowym, przy jednoczesnym
braku roznic w grubosci §luzowki, sugeruje wzgledng przewage zmian o charakterze
neuromi¢$niowym nad zmianami neurosekrecyjnymi. Jednoczesnie wzrost liczby komorek
kubkowych 1 modyfikacje osi barierowej wskazuja, Zze komponent nablonkowo-
immunologiczny moze ulega¢ przebudowie wzglednie niezaleznie od zmian w zwoju
podsluzéwkowym, co jest zgodne z dominujacym wpltywem bodzcéw luminalnych i sygnatow
zapalnych. Podsumowujac, dane te sugeruja, ze odpowiedz barierowa i przebudowa ENS nie
zachodza rownolegle we wszystkich komponentach $ciany jelita, a obserwowane zmiany

wydaja si¢ koncentrowa¢ przede wszystkim w osi nerwowo-mig$niowe;.

Wilaczenie do obrazu wzrostu ekspresji NPY dodatkowo wzmacnia interpretacje w
kierunku remodelingu neurochemicznego. Neuropeptyd Y (NPY) jest istotnym
neuromodulatorem obecnym w ENS, uczestniczacym w regulacji motoryki, sekrecji i
odpowiedzi immunologicznej przewodu pokarmowego (Abot i in., 2018). W badaniach
klinicznych u pacjentow z PZT opisywano wydtuzenie czasu pasazu jelitowego, szczegdlnie w
obrebie jelita cienkiego. W tym kontekscie zestaw zmian obserwowanych w badaniu wtasnym,
obejmujacy Scienczenie migsniowki, wzrost pola zwoju mig§niowego oraz wzrost ekspresji
NPY, mozna interpretowac jako zespol zmian zgodnych z hipotezg zaburzonej regulacji
motorycznej jelita czczego w przebiegu PZT. Nie stanowi to bezposredniego dowodu
funkcjonalnego, lecz tworzy biologicznie spdjng hipoteze wymagajaca weryfikacji w
badaniach czynnosciowych. Kluczowe pozostaje rozréznienie pomiedzy zgodnosScia

biologiczng obserwacji a ich bezposrednim potwierdzeniem funkcjonalnym.

Z praktycznego punktu widzenia mozna rozwazy¢ dwa niewykluczajace si¢ scenariusze.
W ujeciu adaptacyjnym przebudowa zwoju migsniowego i nasilenie sygnalizacji hamujacej
mogg prowadzi¢ do spowolnienia pasazu i wydluzenia czasu kontaktu tresci pokarmowe;j z
nabtonkiem, co kompensowatoby zaburzone trawienie w przebiegu PZT. W ujeciu
degeneracyjnym pierwotny ubytek migsniowki zwigzany z katabolizmem i przewlektym
stanem zapalnym moglby wtérnie wywotywaé reorganizacj¢ ENS, ktéra ma charakter
kompensacyjny, lecz niewystarczajacy do utrzymania prawidlowej motoryki. W innych
przewleklych chorobach GIT sugerowano, ze zaburzenia osi nerwowo-mi¢$niowej moga

poprzedzac lub wspotistnie¢ z zanikiem migsniowki i widknieniem, co stanowi istotng analogie
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biologiczng dla interpretacji obecnych wynikow (Feng i in., 2026; Jamka & Gulbransen, 2025).
Oba scenariusze prowadzg do podobnej konsekwencji fenotypowej, ale r6znia si¢ kierunkiem

przyczynowosci, ktorego nie da si¢ rozstrzygng¢ w badaniu przekrojowym.

Model ceruleinowy u $win ma istotng wartos¢ translacyjng ze wzgledu na podobienstwa
anatomiczne i fizjologiczne do czlowieka, jednak jego interpretacja wymaga ostroznoSci.
Fenotyp PZT u $win bywa umiarkowany, bez jawnej steatorrhei czy wyraznych objawow
boélowych, co moze oznacza¢, ze komponenta ci¢zkiej niewydolnos$ci zewnatrz wydzielnicze;j
jest ograniczona. Niewielka liczebno$¢ grup (n = 5) oraz pojedynczy punkt czasowy
ograniczaja mozliwo$¢ analizy dynamiki zmian i rozdzielenia wptywu bezposredniego
dzialania ceruleiny od nastepstw przewleklego procesu i spadku masy ciala. Brak
bezposrednich miar funkcjonalnych jelita, takich jak testy przepuszczalnosci, ocena tight
junctions, analiza pasazu czy mikrobioty, sprawia, ze cze$C interpretacji ma charakter
mechanistyczny. Ograniczenia te dotyczg przede wszystkim wnioskowania o sekwencji

zdarzen i funkcjonalnej skali zmian.

Jednoczesnie uzyskany obraz, obejmujacy przebudowe warstw gltebokich $ciany jelita,
zmiang profilu enteroendokrynnego, odpowiedz barierowg oraz remodeling ENS, wpisuje si¢
w nowoczesna koncepcje osi narzad-mikrobiota-bariera-uktad neuroendokrynny w chorobach
trzustki (Ammer-Herrmenau i in., 2024; Hong i in., 2024; Liu i in., 2023). W Swietle
wytycznych  klinicznych ~ podkreslajacych ~ znaczenie  leczenia ~ niewydolnosci
zewnatrzwydzielniczej, optymalizacji zywienia oraz diagnostyki wspotistniejacych zaburzen,
wyniki te sugeruja, ze jelito czcze moze stanowi¢ istotny, cho¢ czgsto niedoceniany element
patofizjologii PZT. W tym ujeciu jelito czcze nie stanowi wylacznie narzadu wtornie
podlegajacego zmianom wywotanym przez chorobe trzustki, lecz jest cze¢écig ztozonego uktadu
wzajemnych zalezno$ci obejmujacego funkcje trawienne, barierowe, neuroendokrynne i

immunologiczne.

W przeciwienstwie do parametrow morfometrycznych $ciany jelita, liczebnos¢ populacji
komorek enteroendokrynnych oraz wybrane cechy organizacji ENS uwaza si¢ za mniej
bezposrednio zalezne od krotkotrwatych zmian bilansu energetycznego. Oznacza to, ze cze¢$¢
obserwowanych zmian, zwlaszcza w obrebie osi enteroendokrynnej i ENS, nie moze by¢ w
sposéb jednoznaczny wyjasniona wytacznie spadkiem masy ciata. Wydaje si¢ zatem mato
prawdopodobne, aby sam efekt niedozywienia w petni thumaczyt selektywna przebudowe osi

proglukagonowej oraz zmiany obserwowane w ENS. Bardziej prawdopodobne jest, ze spadek

62



masy ciata wspotwystepowal z procesami zwigzanymi bezpos$rednio z przebiegiem PZT,
modulujac ich nasilenie, lecz nie stanowigc jedynego mechanizmu odpowiedzialnego za

obserwowany fenotyp jelitowy.

Catosciowo obserwowany fenotyp ENS, rozpatrywany tacznie ze zmianami mig$nidwki,
osi enteroendokrynnej i bariery sluzowej, jest zgodny z koncepcja zintegrowanej przebudowy
osi neuro-mig$niowo-barierowe;j jelita w przebiegu PZT. W takim uj¢ciu zmiany zachodzace
w poszczegolnych komponentach $ciany jelita nie stanowig niezaleznych zjawisk, lecz
elementy wielopoziomowej odpowiedzi obejmujacej mechanizmy strukturalne, neurogenne,
hormonalne i immunologiczne. Interpretacja ta stanowi rozwini¢gcie modelu mieszanego, w
ktérym komponenty adaptacyjne i degeneracyjne wspotistniejg oraz wzajemnie wptywaja na

ostateczny fenotyp jelitowy.

Koncowy obraz obserwowanych zmian ma charakter wieloczynnikowy i nie jest w petni
wyjasniany przez pojedynczy mechanizm patogenetyczny. Bardziej prawdopodobne jest
wspoldziatanie procesow zwigzanych z zaburzong funkcjg trzustki, zmianami $rodowiska
luminalnego, odpowiedzig barierows, przebudowa enteroendokrynng oraz remodelowaniem

ENS.

W  warunkach stresu metabolicznego odpowiedz enteroendokrynna nie ulega
jednoznacznemu zahamowaniu. W modelach restrykcji kalorycznej obserwowano utrzymanie,
a nawet wzrost aktywnosci osi proglukagonowej, interpretowane jako element adaptacji
metabolicznej. Wskazuje to, ze zmiany w populacji komoérek L oraz ekspresji GCG nie musza
by¢ prosta konsekwencja niedoboru energii. Chociaz efekt kataboliczny mogt cze$ciowo
wplywaé na parametry morfometryczne $ciany jelita, nie wydaje si¢ wystarczajacy do
wyjasnienia selektywnej przebudowy osi enteroendokrynnej obserwowanej w niniejszym

badaniu.

6. OGRANICZENIA, TRANSLACYJNOSC I KIERUNKI DALSZYCH BADAN

Najwazniejsze ograniczenia interpretacyjne niniejszej pracy wynikaja z konstrukeji
modelu oraz zakresu zastosowanego panelu funkcjonalnego. Po pierwsze, niewielka liczebno$¢
grup (n = 5) oraz analiza w jednym punkcie czasowym ograniczajg mozliwo$¢ wnioskowania
o dynamice zmian i o sekwencji zdarzen w osi trzustka—jelito. Uzyskany obraz ma charakter
przekrojowy i nie pozwala jednoznacznie rozstrzygnaé, ktore elementy przebudowy sa

pierwotne, a ktore wtorne.
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Po drugie, zakonczenie eksperymentu po stwierdzeniu istotnego spadku masy ciala w
grupie PZT zwicksza ryzyko nakltadania si¢ dwoch czynnikoéw: bezposredniego efektu
przewleklego zapalenia trzustki oraz wtoérnego wplywu niedozywienia i katabolizmu na
strukture jelita, zwlaszcza na grubo$¢ migsniowki. Rozdzielenie tych komponentow
wymagatoby kontrolowanego modelu zywieniowego lub dodatkowych wskaznikow stanu

odzywienia.

Po trzecie, w badaniu nie raportowano bezposrednich testow funkcji
zewnatrzwydzielniczej trzustki ani wskaznikoéw malabsorpcji, takich jak elastaza w kale czy
wspotczynnik  absorpcji  tluszczu, co utrudnia jednoznaczne przyporzadkowanie
obserwowanych zmian jelitowych do czystej maldigestii. Fenotyp ceruleinowego PZT u §win
bywa umiarkowany, bez jawnej steatorrhei czy wyraznych objawow bolowych, co moze
oznacza¢, ze komponent cigezkiej niewydolno$ci zewnatrzwydzielniczej jest w tym modelu

ograniczony lub zmienny.

Po czwarte, panel markerow jelitowych nie obejmowat bezposrednich wskaznikow
szczelnosci bariery (bialek potaczen Scistych, testow przepuszczalnosci), analizy mikrobioty
ani oceny obecnosci SIBO, mimo ze literatura wskazuje, iz elementy te stanowia istotne
komponenty fenotypu jelitowego w PZT. Réwniez w osi enteroendokrynnej zakres oznaczen
byt selektywny: oceniono dwa hormony w IHC (GIP i GLP-1) oraz wybrane transkrypty, lecz
nie analizowano stezen peptyddéw w osoczu ani innych istotnych osi regulacyjnych jelita
czczego, takich jak PYY, CCK czy somatostatyna. Ogranicza to mozliwos¢ pelnej
charakterystyki profilu enteroendokrynnego. Ponadto ocena ENS ograniczata si¢ do analizy
morfometrycznej zwojow oraz liczby neuronow. Nie analizowano markerow gleju jelitowego,
profilu neurochemicznego neuronéw ani funkcjonalnych wskaznikéw aktywnosci ENS. W
konsekwencji obserwowany wzrost pola powierzchni zwojow migsniowych moze by¢
interpretowany jedynie jako posredni wskaznik przebudowy strukturalnej, bez mozliwosci

jednoznacznego okreslenia jej podtoza komodrkowego i znaczenia czynnosciowego.

Mimo powyzszych ograniczen translacyjno$¢ uzyskanych wynikow pozostaje wysoka.
Swinia stanowi model o istotnych podobiefstwach anatomicznych i fizjologicznych do
cztowieka, a jednoczesnie umozliwia bezposrednig analizg tkanek i zaleznosci strukturalnych
W sposob niemozliwy do przeprowadzenia w rutynowej praktyce klinicznej. Uzyskany obraz,

obejmujacy przebudowe warstw giebokich $ciany jelita, zmiang profilu enteroendokrynnego,
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odpowiedz barierowg oraz remodeling ENS, wpisuje si¢ w nowoczesng koncepcje osi narzad-

mikrobiota-bariera-uktad neuroendokrynny w chorobach trzustki.

Z punktu widzenia klinicznego wyniki te sugeruja, ze zaburzenia przewodu
pokarmowego w PZT moga wykracza¢ poza prosty deficyt enzymoéw trzustkowych i
obejmowac rowniez komponent motoryczny, barierowy oraz enteroendokrynny. Jelito czcze

moze zatem stanowi¢ istotny, cho¢ cze¢sto niedoceniany element patofizjologii PZT.

W kontekscie dalszych badan doswiadczalnych najbardziej uzasadnione kierunki

obejmuja:

1. oceng, czy suplementacja enzymow trzustkowych modyfikuje fenotyp jelita czczego

oraz zakres obserwowanej przebudowy strukturalnej i molekularnej;
2. réwnolegle monitorowanie pasazu jelitowego i funkcji motorycznej jelita cienkiego;

3. analiz¢ mikrobioty oraz ocen¢ obecnosci SIBO, ze wzgledu na potencjalne powigzania

tych zaburzen z funkcja bariery i motoryka;

4. rozszerzenie panelu markerow barierowych o oceng bialek polaczen Scistych, testy
przepuszczalno$ci oraz oznaczenia biatkkowe FABP2/I-FABP w celu rozroznienia

adaptacji metabolicznej enterocytow od ich uszkodzenia;

5. poglebienie analizy ENS o markery gleju jelitowego oraz pekiejszy profil
neurochemiczny (np. nNOS, ChAT, VIP), zgodnie ze wspdlczesnym rozumieniem

neuroplastycznosci i interakcji neuroimmunologicznych w przewodzie pokarmowym.

Calosciowo obserwowany fenotyp, obejmujacy zmiany w migSnidwce, 0si
enteroendokrynnej, barierze Sluzowej oraz ENS, jest zgodny z koncepcja zintegrowanej
przebudowy osi neuro-mig¢sniowo-barierowej jelita w przebiegu PZT. Ujecie to rozwija model
mieszany zaproponowany W niniejszej pracy, w ktérym komponenty adaptacyjne i

degeneracyjne wspotistniejg oraz wzajemnie wplywajg na ostateczny fenotyp jelitowy.

Dla syntetycznego poréwnania wynikéw wilasnych z literaturg przygotowano

zestawienie, ktore przedstawia Tabela 5.
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Tabela 5. Zestawienie wynikéw wilasnych z kluczowymi danymi literaturowymi

Obserwacja Zgodnos¢ / rozbieznosC z literaturg  Interpretacja mechanistyczna

| mRNA GIP Zgodne z danymi, ze ekspresja i Spadek ekspresji ,,na

przy braku zmian liczby sekrecja GIP zaleza od bodzcow komorke”; modulacja przez

komorek GIP+ luminalnych i moga zmieniac si¢ zmienione trawienie, pasaz i

bez zmiany liczby komorek srodowisko zapalne; brak

danych funkcjonalnych
ogranicza wnioskowanie
metaboliczne

T mRNA GCG Zgodne z aktywacja L-komorek Przebudowa osi

1 liczby komoérek GLP-1 +

T mRNA FABP2

1 liczby komorek
kubkowych

1 mRNA /L10 (trend)

| grubosci migsniowki i
podsluzowki
przy braku zmian $luzéwki

Skrécenie krypt
z tendencjg do T VL/CD

1 pola zwojow
mie$niowych ENS przy
stabilno$ci zwoju
podsluzéwkowego

1 mRNA NPY

przez bodzce odzywcze, zapalne i
sygnaty mikrobiologiczne

Zgodne z rola FABP2 w
metabolizmie lipidow oraz jego
wzrostem w stresie enterocytarnym

Zgodne z koncepcjg aktywnej roli
komorek oktadzinowych w
regulacji bariery

Zgodne z rolg IL-10 w kontroli
zapalenia i utrzymaniu bariery

Czgéciowo zgodne z modelami
niewydolnosci trzustkowej 1
wplywem stanu odzywienia

Zmiany kosmki—krypta wrazliwe
na $rodowisko hormonalne i
zapalne

Zgodne z koncepcja selektywnej
neuroplastyczno$ci ENS w stanach
zapalnych

Zgodne z rolg NPY w regulacji
motoryki i osi neuro-
odpornosciowej

proglukagonowej; mozliwa
réownolegta aktywacja GLP-2
wspierajaca barierg i
odzywianie? §luzowki

Adaptacja do zmienionej
podazy lipidow i/lub
mikrouszkodzenie nabtonka;
brak oznaczen biatka i
markerow potaczen $cistych
nie pozwala rozstrzygnaé
dominujacego mechanizmu

Odpowiedz kompensacyjna na
presje luminalng i zapalng;
wzmocnienie warstwy $luzu

Komponent przeciwzapalny
wspierajacy stabilnosé
nabtonka

Mozliwy efekt katabolizmu
oraz zmniejszonego obcigzenia
mechanicznego; wzgledne
utrzymanie §luzéwki moze
wynika¢ z mechanizméw
adaptacyjnych

Potencjalne przesunigcie
rownowagi proliferacja—
roznicowanie; brak markerow
proliferacji wymaga
ostroznosci

Remodeling zwojow /lub
aktywacja gleju; odpowiedz na
zmiany mechaniczne i
immunologiczne

Mozliwy komponent hamujacy
jako adaptacja do zaburzen
trawienia; marker remodelingu
neurochemicznego
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| mRNA GIP
przy braku zmian liczby
komérek GIP+

T mRNA GCG
1 liczby komoérek GLP-1 +

Zgodne z danymi, ze ekspresja i

sekrecja GIP zaleza od bodzcow
luminalnych i mogg zmieniac si¢
bez zmiany liczby komorek

Zgodne z aktywacja L-komorek
przez bodzce odzywcze, zapalne i
sygnalty mikrobiologiczne

Spadek ekspresji ,,na
komorke”; modulacja przez
zmienione trawienie, pasaz i
srodowisko zapalne; brak
danych funkcjonalnych
ogranicza wnioskowanie
metaboliczne

Przebudowa osi
proglukagonowej; mozliwa
rownolegta aktywacja GLP-2
wspierajaca bariere i
odzywianie? §luzowki

67



9. WNIOSKI

Przewlekle zapalenie trzustki indukowane ceruleing u mtodych §win prowadzi do
selektywnej przebudowy jelita czczego, obejmujacej przede wszystkim warstwy glebokie
Sciany jelita, ze Scienczeniem mig$niowki (zarbwno warstwy okreznej, jak i podtuznej)
oraz pods$luzowki, przy zachowaniu catkowitej grubosci §luzowki.

W przebiegu PZT obserwuje si¢ zmiany architektury osi kosmek-krypta, obejmujace
skrocenie krypt, tendencje do wydtuzenia kosmkow oraz wzrost liczby komorek
kubkowych.

Profil molekularny i immunohistochemiczny jelita czczego wskazuje na przebudowe osi
enteroendokrynnej, obejmujaca spadek ekspresji GIP oraz wzrost ekspresji GCG i liczby
komorek GLP-1-dodatnich, przy braku zmian ekspresji GIPR 1 GLPIR.

W jelicie czczym $win z PZT stwierdzono wzrost ekspresji NPY i FABP2 oraz trend
wzrostu ekspresji /L 10, a takze zwigkszenie pola powierzchni zwojow mig$niowych przy

braku istotnych zmian w obrgbie zwojow podsluzowkowych.
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