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1. Dane personalne:

Imie i nazwisko: Katarzyna Michatek

Imie i nazwisko panienskie: Katarzyna Sareto

Miejsce pracy: Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki
Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
ul. Doktora Judyma 6,
71-466 Szczecin

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

2001 r. stopienn magistra nauk rolniczych w zakresie zootechniki (specjalnos¢: fizjologia
zwierzat) Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydziat Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat; praca magisterska nt. ,Wybrane wskazniki czynno$ci nerek u ciezarnych
kdz”, promotor: dr hab. Dorota Jankowiak prof. nadzw.

2006 . stopien doktora nauk rolniczych w zakresie zootechniki (specjalno$¢: fizjologia
zwierzat) Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydziat Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat, Katedra Fizjologii Zwierzat; praca doktorska nt. ,Wybrane wskazniki
czynno$ci nerek u koz w cigzy pojedynczej i blizniaczej”, promotor: dr hab. Dorota
Jankowiak prof. nadzw.

2006 — 2008 . Przerwa w pracy naukowo - dydaktycznej zwigzana z porodem blizniaczym i opiekg
nad dziecmi.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

15.02.2008 — 14.12.2008 r. Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
Akademia Rolnicza w Szczecinie (obecnie: Zachodniopomorski
Uniwersytet Technologiczny)
stanowisko: adiunkt w wymiarze ¥; etatu.

15.12.2008 r. — obecnie. Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
Akademia Rolnicza w Szczecinie (obecnie: Zachodniopomorski
Uniwersytet Technologiczny)
stanowisko: adiunkt w wymiarze 1/1 etatu.



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

ze zm.):

A. Osiagnieciem, stanowigcym podstawe do ubiegania sie o stopieh naukowy doktora habilitowanego jest
cykl oryginalnych prac twérczych pt.:

~Akwaporyna 2 (AQP2): Identyfikacja oraz analiza udziatu w nerkowej regulacji bilansu
wodnego u bydta domowego (Bos taurus), dzika (Sus scrofa) i $win domowych

(Sus scrofa f. domestica) ”

w skiad, ktérego wchodzg nastepujace publikacje:

1. Michatek K, Laszczynska M, Ciechanowicz AK, Herosimczyk A, Rotter |, Oganowska M,
Lepczynski A, Dratwa-Chatupnik A. Immunohistochemical identification of aquaporin 2 in the
kidneys of young beef cattle. Biotech. Histochem. 2014, 89: 342-347.

IF: 1,444; Punkty MNiSW: 15; Indywidulany wktad: 60%

(Indywidualny wkfad obejmowat opracowanie metodyki i koncepcji badan, zebranie i przygotowanie
materiatu biologicznego, analize immunohistochemiczng lokalizacji i ekspresji AQP2 w nerkach bydfa,
interpretacje uzyskanych wynikow, sformutowanie wnioskéw oraz napisanie manuskryptu)

2. Michatek K, Dratwa-Chatupnik A, Ciechanowicz AK, Malinowski E. Aquaporin 2: Identification and
analysis of expression in calves urine during their first month of life. Can. J. Anim. Sci. 2014, 94:
653-659.

IF: 1,081; Punkty MNiSW: 30; Indywidualny wktad: 70%

(Indywidualny wktad obejmowat opracowanie metodyki i koncepcji badan, zebranie i przygotowanie
materiatu biologicznego, analize ekspresji AQP2 w moczu cielat metodg Western blot, pomiar cisnienia
osmotycznego w osoczu Krwi oraz moczu, pomiar mocznika i kreatyniny w osoczu krwi, analize
statystyczng, interpretacje oraz opracowanie graficzne uzyskanych wynikéw, sformutowanie wnioskow
oraz napisanie manuskryptu)

3. Michatek K, Czerniawska - Pigtkowska E, Grabowska M, Laszczynska M. Immunohistochemical
identification of aquaporin 2 in the kidneys of wild boars (Sus scrofa). T. J. Biol. 2015, 39: 692-697.



[F: 1,183; Punkty MNiSW: 20; Indywidualny wkfad: 60%

(Indywidualny wkiad obejmowat opracowanie metodyki i koncepcji badan, przygotowanie materiatu
biologicznego do badar, udziat w barwieniu metodg H&E i PAS, udziat w identyfikacji oraz lokalizacji AQP2
metodq IHC, interpretacje oraz opracowanie graficzne uzyskanych wynikéw, sformutowanie wnioskoéw oraz
hapisanie manuskryptu)

. Michatek K, Grabowska M, Skowronski M, Lepczynski A, Herosimczyk A, Laszczyriska M. Effect
of dietary supplementation with different levels of inulin-type fructans on renal expression
of aquaporin2 (AQP2) of growing piglets. T. J. Vet. Anim. Sci., DOI:10.3906/vet-1507-16
IF: 0,352; Punkty MNiSW: 15; Indywidualny wkfad: 60%

(Indywidualny ~wkfad obejmowat opracowanie metodyki i koncepcji badan, analize lokalizacji
i ekspresji AQP2 w nerkach prosigt metodq IHC, analize ekspresji AQP2 w nerkach prosigt metodg
Western blot, analize statystyczng, interpretacje uzyskanych wynikdw, sformufowanie wnioskéw oraz
napisanie manuskryptu)

Michatek K, Kolasa — Wotosiuk A, Staskiewicz L. Renal expression of aquaporin 2 (AQP2)
of growing piglets fed diet suplemented with inulin and probiotics. Folia Pomer. Univ. Technol.
Stetin. Agric. Aliment. Pisc. Zootech., 2016, DOI:10.21005/AAPZ2016.39.3.11

Punkty MNiSW: 10; Indywidualny wkfad: 65%

(Indywidualny wktad obejmowat opracowanie metodyki i koncepcji badan, udziat w analizie lokalizacji
i ekspresji AQP2 w nerkach prosigt metodg IHC, analize ekspresji AQP2 w nerkach prosigt metodg
Western blot, analize statystyczng, interpretacje oraz opracowanie graficzne uzyskanych wynikow,
sformutowanie wnioskow oraz napisanie manuskryptu)

Lacznie - IF: 4,06; Punkty MNiSW: 90

Wspétczynnik Impact factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania sie
pracy, dla pracy 4 wykazano IF za rok 2015;

Liczba punktow wg wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania sie pracy;
dla pracy 4 i 5 wykazano liczbe punktéw MNiSW za rok 2015.

Oswiadczenia wspdtautoréw przedstawionych powyzej prac naukowych wraz z okre$leniem ich
indywidualnego udziatu wykazano w zatgczniku nr 4.



B. Syntetyczne omdwienie rozprawy habilitacyjne;

Wprowadzenie

Utrzymanie zréwnowazonego bilansu wodnego i tym samym zachowanie wiasciwego cisnienia
osmotycznego zarowno wewnatrz jak i na zewnatrz komérek jest niezbednym czynnikiem warunkujgcym
prawidtowe funkcjonowanie organizméw zywych. Kluczowym elementem tego fundamentalnego procesu,
lezacego u podstaw kazdego zycia jest transport wody przez btony komorkowe. Przemieszczanie sie wody
poprzez dwuwarstwowg btone lipidowg zachodzi na drodze dyfuzji prostej oraz poprzez wyspecjalizowane
kanaty wodne, zwane akwaporynami (AQP). Dyfuzje prostq charakteryzuje niewielka szybko$¢
i ograniczone natezenie, natomiast poprzez pojedynczy kanat akwaporyny transportowane jest blisko 2-3°
czgsteczek wody na sekunde (Zeidel i in. 1992, Agre i Konzo, 2012, Benga 2009). To wtadnie akwaporyny -
mate, transblonowe biatka stanowig gtowng droge, ktdrg pokonuje woda przemieszczajac sie z lub do
komorki.

Akwaporyny nalezg do duzej rodziny integralnych, hydrofobowych biatek o masie molekularnej
od 27 kDa do 37 kDa. Od odkrycia pierwszej akwaporyny w btonach komdrkowych erytrocytéw przez
Petera Agre i wspdtpracownikow uhonorowanego nagrodg Nobla w 2003 roku, do dzi$ zidentyfikowano
ponad 300 réznych akwaporyn, a ich obecno$¢ potwierdzono wiadciwie we wszystkich badanych
organizmach. Akwaporyny zidentyfikowano u bakterii, drozdzy, roslin, pierwotniakow, owadéw, ptazdw,
ptakéw i ssakéw (Tanaka i in. 2005, Benga 2009). U ssakéw zidentyfikowano 13 izoform tego biatka
(AQP0-AQP12), zlokalizowanych w wielu typu komorek (Holmes 2012). Akwaporyny obejmujg trzy grupy:
(1) akwaporyny klasyczne, ktére przepuszczalne sg tylko dla czasteczek wody (AQPO, AQP1, AQP2,
AQP4, AQP5), (2) akwagliceroporyny, przepuszczalne réwniez dla innych matych czasteczek tj. glicerol,
mocznik i amoniak (AQP3, AQP7, AQP9, AQP10) i (3) tzw. “unorthodoxaquaporins” — akwaporyny
nietypowe (AQP6, AQP8, AQP11 and AQP12), ktore wykazujg niska homologie do innych biatek z te;
rodziny (Rojek 2008, Holmes 2012, Park i Kwon 2015).

W  nerkach, ktore jak ogdlnie wiadomo sg gtdbwnym narzadem regulujgcym gospodarke
wodno-elektrolitowg oraz kwasowo-zasadowg zlokalizowanych jest dziewieC izoform akwaporyn.
W komorkach nabtonka poszczegdlnych odcinkow kanalikéw nerkowych zlokalizowane sg AQP1, AQP2,
AQP3, AQP4, AQP5, AQP6, AQP7, AQP8 i AQP11 (Procino i in. 2011, Holmes 2012, Kortenoeven i Fenton
2014).



Szczegoing role w nerkowej regulacji wydalania wody w odniesieniu do aktualnych potrzeb organizmu
odgrywa AQP2. Biatko to, zlokalizowane w komdrkach gtownych kanalikow taczacych (CNT, connecting
tubules) i kanalikéw zbiorczych (CD, collecting duct), w odpowiedzi na wzrost molalno$ci osocza krwi
powoduje zwiekszone zatrzymywanie wody w nerkach i tym samym wydalanie matych objetosci
zageszczonego moczu (Sasaki 2012). Resorpcja wody poprzez AQP2 w koncowym odcinku kanalika
nerkowego ma ogromne znaczenie w utrzymaniu wiadciwego bilansu wodnego, a wszelkie zaburzenia
w przebiegu tego procesu prowadzi¢ mogq do licznych choréb (Sasaki 2012). Dlatego tez w ostatnich
latach obserwuje sie ogromne zainteresowanie tym biatkiem, zwtaszcza w kontekscie zaburzen gospodarki
wodno- elektrolitowej. Do tej pory przeprowadzono szereg badan dotyczacych zaréwno lokalizacji AQP2 jak
i czynnikow regulujacych ekspresje tego biatka m.in. u myszy, szczurow, krélikow, owiec i ludzi. Niestety nie
wiele jest danych z tego zakresu u bydta, zwierzat wolnozyjacych i $win. Wiasciwie u tych gatunkow
zwierzat ani nie okreslono precyzyjnie lokalizacji AQP2 w nerkach ani nie podjeto proby oceny zaréwno
udziatu tego biatka w nerkowym zatrzymywaniu wody jak i czynnikow mogacych wptywaC na jego
ekspresje. Wobec tego oraz majac na uwadze, ze rozwdj i postep wiedzy w zakresie fizjologii zwierzat
hodowlanych przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia ich potrzeb, stworzenia jak najlepszych warunkow
do prawidtowego wzrostu, rozwoju i ich utrzymania, co nastepnie przektada sie na wzrost efektywnosci
produkcji zwierzecej podjeto sie badan, ktorych gtéwnym celem byta identyfikacja, lokalizacja oraz ocena
udzialu AQP2 w nerkowej regulacji bilansu wodnego u bydta, dzika oraz $win domowych. W efekcie
przeprowadzonych badan, uzyskane wyniki oraz stwierdzenia i wnioski opublikowano w cyklu
jednotematycznych oryginalnych prac twoérczych, stanowigcych podstawe do ubiegania sie o stopien

naukowy doktora habilitowanego.

Agre P i Kozono D. Aquaporin water channels: molecular mechanisms for human diseases, FEBS Lett. 2012, 555: 72—78.
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Oméwienie publikacji stanowigcych podstawy do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora

habilitowanego

Publikacja nr 1. Michatek K, Laszczyriska M, Ciechanowicz AK, Herosimczyk A, Rotter I, Oganowska M,
Lepczynski A, Dratwa-Chatupnik A. Immunohistochemical identification of aquaporin 2 in the kidneys
of young beef cattle. Biotech. Histochem. 2014, 89: 342-347.

Majac na uwadze réznice w budowie nerek bydta w poréwnaniu do innych zwierzat oraz wobec
braku petnych informacji na temat AQP2 u tego gatunku zwierzat w pracy tej podjeto sie identyfikacji oraz
szczegotowej lokalizacji tego biatka. Badania przeprowadzono na nerkach pochodzacych od sze$ciu
7 miesiecznych cielat rasy polsko - fryzyjskiej odmiany czarno-biatej. Nerki pozyskano z lokalnej rzezni.
Bezposrednio po uboju nerki pobrano, wypreparowano fragmenty, ktére nastepnie utrwalono
w zbuforowanej formalinie, zatopiono w bloczkach parafinowych i pocigto na skrawki o grubo$ci 2 pm.
W celu oceny morfologicznej oraz histochemicznej preparaty wybarwiono hematoksyling i eozyng (H&E)
oraz  kwasem nadjodowym wg Schiffa (PAS). Analize immunohistochemiczng przeprowadzono
z zastosowaniem przeciwciat pierwszorzedowych anti - AQP2 H7661 (Department of Biomedicine, Aarhus
University, Denmark) rozcienczonych w stosunku 1:900 i przeciwciat drugorzedowych zwigzanych
z peroksydazg chrzanowg (P 0448; Dako, Glostrup, Denmark). Reakcje antygen — przeciwciato
wizualizowano 10 min. z zastosowaniem 0,05% 3,3- diaminobenzydyny (Kem-en-Tek, Copenhagen,
Denmark) rozpuszczonej w wodzie destylowanej z 0,1% H20-.

W efekcie przeprowadzonych badan potwierdzono obecno$¢ AQP2 w komoérkach gtéwnych
kanalikow zbiorczych nerek u 7 miesiecznych cielat rasy polsko - fryzyjskiej odmiany czarno-biatej.
Na skrawkach poprzecznych nerek stwierdzono immunolokalizacje AQP2 tylko w komérkach nabtonka
szesciennego kanalikow zbiorczych w promieniach rdzennych kory oraz warstwie rdzennej nerek cielat.
Silng immunoreakcje zaobserwowano szczegdlnie w btonie szczytowej komérek kanalikéw zbiorczych.
Ogo6lnie wiadomo, ze gtéwnym czynnikiem powodujgcym wzrost ekspresji AQP2 w bionie szczytowej
komérek kanalikéw zbiorczych, jest wazopresyna (AVP) uwalniania z nerwowej cze$ci przysadki pod
wptywem wzrostu cisnienia osmotycznego osocza krwi (Sasaki 2012, Takata i in. 2008). Przy braku
stymulacji wazopresyna, AQP2 zlokalizowana jest gtownie w endosomalnych pecherzykach sieci trans
aparatu Golgiego (Moeller i in. 2009). Po zwigzaniu si¢ AVP z receptorem V2R dochodzi do aktywacii

podjednostki alfa biatka Gs i wzrostu aktywnosci cyklazy adenylowej. W efekcie wzrasta produkcja cAMP,



ktory nastepnie zwieksza aktywnoS¢ kinazy biatkowej A (PKA). Aktywna forma PKA fosforyluje seryne
w pozycji Ser256 (AQP2pS256), zlokalizowang na cytoplazmatycznym C-koricu monomeru AQP2. Jak
podajq Hoffert i in. (2008) fosforylacja co najmniej trzech monomeréw AQP?2 jest niezbedna do rozpoczecia
przemieszczenia sie AQP2 z pecherzykdw, a nastepnie wzrostu ekspresji tego biatka w blonie szczytowej
komérek kanalikéw zbiorczych. Badania u zwierzat laboratoryjnych wykazaly, ze fosforylacja seryny
zachodzi réwniez w pozycjach Ser261 (AQP2pS261), Ser264 (AQP2pS264) i Ser269 (AQP2pS269)
(Fenton i in. 2008, Hoffert i in. 2008). W odpowiedzi na wazopresyne wzrasta poziom fosforylowanej seryny
W pozycji 256, 264 i 269. Natomiast przy braku stymulacji AVP wzrasta poziom fosforylowanej Ser261
(Moeller i Fenton 2012). Rola fosforylacji w wymienionych pozycjach nie jest do konca wyjasniona.
Wykazano jednak, ze fosforylacja Ser256 jest niezbedna do rozpoczecia transportu i fuzji AQP2
z szczytowg btong komorek. Stwierdzono réwniez, ze poszczegoine izoformy AQP2 sg zlokalizowane
w roznych wewnatrzkomorkowych organellach. Jak podaje Moeller i in. (2009) AQP2 ufosforylowana
w pozycji Ser269 obserwowana byta tylko w btonie szczytowej. AQP2pS256 stwierdzono zaréwno w btonie
szczytowej, jak i wewnatrzkomérkowych pecherzykach. Ufosforylowana Ser261 obserwowano gtownie
w wewnatrzkomdrkowych komponentach aparatu Golgiego i w lizosomach. AQP2 ufosforylowana w pozycji
S264 zlokalizowana jest zarbwno w szczytowej jak i podstawnej btonie komérkowej (Christensen i in. 2000,
Fenton i in. 2008, Hoffert i in. 2008, Moeller i Fenton 2012, Takata i in 2008). W prezentowanych badaniach
do analizy immunocytochemicznej AQP2 w nerkach cielat wykorzystano przeciwciata anti - total AQP2,
zatem nie jest mozliwa ocena lokalizacji w okreslonych strukturach poszczegdlnych izoform AQP2. Mozna
jednak przypuszcza¢ na podstawie zacytowanej powyzej literatury, Zze obserwowana silna ekspresja
w bfonie szczytowej komérek kanalikow zbiorczych nerek cielat to AQP2p256, AQP2pS264 i AQP2pS269.

Przy braku stymulacji wazopresyng AQP2 zlokalizowana jest gtéwnie w wewnatrzkomorkowych
pecherzykach komorek nabtonka kanalikdw zbiorczych. W analizowanych preparatach nerek cielat
stwierdzono stabg ekspresje AQP2 réwniez w licznych wewnatrzkomérkowych komponentach.
Obserwowana immunorekcja najprawdopodobniej zwigzana byta z obecnoscig w wewnatrzkomérkowych
pecherzykach gtéwnie AQP2pS256 i AQP2pS261.

Nielsen i in. (1993) w swoich badaniach nad lokalizacjg oraz ekspresjg AQP2 w nerkach szczuréw
stwierdzili, ze niewielka ilos¢ tego biatka wystepuje réwniez w btonie podstawnej komorek kanalikow
zbiorczych, szczegolnie w wewnetrznej warstwie rdzenia. Podobne wyniki uzyskano w prezentowanym
do$wiadczeniu. W skrawkach poprzecznych rdzenia nerek cielgt obserwowano stabg, ale do$¢ wyrazng

ekspresje tego biatka w btonach podstawnych komérek gtéwnych kanalikow zbiorczych.



Obserwowana lokalizacja, dystrybucja i ekspresja AQP2 u badanych cielat byta typowa
i charakterystyczna dla ludzi i innych gatunkow zwierzat (Nielsen i in. 1993, Kishore i in. 1996, Loffing i in.
2000, Bauchet i in. 2011). Jedynie obserwowana ekspresja AQP2 w bfonie podstawnej, wydaje sie by¢
wieksza w nerkach bydta niz u ludzi i zwierzat laboratoryjnych. Silniejsze wybarwienie AQP2 w bfonie
podstawnej, wskazywa¢ moze na znacznie wiekszy u tego gatunku zwierzat udziat AQP2 w transporcie
wody z komorek gtownych do przestrzeni okotokanalikowej. Te przypuszczenia wydajg sie potwierdzac
wyniki badan przeprowadzonych przez Altunbas i in. (2013). Zaréwno u ludzi jak i zwierzat laboratoryjnych
w btonach podstawnych komérek gtéwnych kanalikéw zbiorczych zlokalizowane sg AQP3 i AQP4. To przez
nie wyptywa woda, ktéra poprzez AQP2 dostaje sie do komorek. Altunbans i in. (2013) zidentyfikowali
AQP4 tylko w cytoplazmie komérek nabtonkowych kanalika proksymalnego. W celu utrzymania
efektywnego transportu wody ze $wiatta kanalika poprzez komorki nabtonka, brak AQP4 w btonie
podstawnej musi by¢, zatem zrekompensowany przez inng AQP. Poniewaz w btonach podstawnych
komoérek gtownych kanalikow zbiorczych stwierdzono do$¢ wyrazng ekspresje AQP2, wysunieto koncepcie,

ze by¢ moze to biatko w nerkach cielat spetnia role AQP4.

Publikacja nr 2. Michatek K, Dratwa-Chatupnik A, Ciechanowicz AK, Malinowski E. Aquaporin 2:
Identification and analysis of expression in calves urine during their first month of life. Can. J. Anim. Sci.
2014, 94: 653-659.

Jak wspomniano wczesniej po zwigzaniu sie AVP z receptorem V2R dochodzi do transportu i fuzji
AQP2 z blong szczytowg komoérek gtéwnych kanalikow taczacych i zbiorczych nerek. Po fuzji z btong
szczytowg AQP2 jest wydzielana do moczu lub ulega endocytozie (Rojek et al. 2006, Fenton et al. 2008,
Moeller i Fenton 2012). Badania nerkowego wydalania AQP2 u dorostych szczuréw wykazaty, ze od
3 do 6 % AQP2 w kanalikach nerkowych jest wydalana wraz z moczem. U dorostych ludzi i szczuréw
nerkowe wydalanie AQP2 pozytywnie koreluje ze zmianami koncentracji wazopresyny w o0soczu krwi
(Takata i in. 2008). Na podstawie tej zaleznosci wysunieto koncepcie, ze pomiar AQP2 w moczu moze by¢
czutym wskaznikiem dziatania wazopresyny w nerkach oraz przydatnym parametrem w diagnozowaniu
zaburzen gospodarki wodnej (Sasaki 2012). Ogdlnie wiadomo, ze nerki noworodkéw w poréwnaniu
z osobnikami dorostymi maja ograniczone mozliwo$ci do produkcji zageszczonego moczu. Czynnos$ciowo
niedojrzate nerki niemowlat sq zdolne do koncentracji moczu maksymalnie do 600-800 mmol/kg H20,

co stanowi zaledwie potowe wartosci osigganych przez osobniki doroste (Tusukahara et al. 1998).



Ograniczona zdolno$¢ nerek do zatrzymywania wody w okresie neonatalnym zwigzana jest m.in. ze
zmniejszong zdolno$cig niedojrzatych nerek do utrzymania wysokiego gradientu osmotycznego.
Z badan przeprowadzonych u noworodkéw szczurdéw oraz ludzi stwierdzono rowniez obnizong odpowiedzi
kanalikéw nerkowych na stymulacje AVP przy udziale AQP2. Mechanizm tego procesu nie jest jednak
w petni wyjasniony (Bonilla-Fenix 2004).

Cieleta podobnie jak noworodki innych gatunkéw zwierzat posiadajg nerki, ktore nie sq w petni
dojrzate zaréwno morfologicznie jak i czynno$ciowo. Cechuje je m.in. obnizona wielko$¢ przeptywu krwi
z jednoczesnym przesunieciem nerkowego rozdziatu krwi w kierunku rdzenia, obnizona filtracja ktebkowa
(GFR, glomerular filtration rate), obnizona wydolnos¢ sekrecyjno-resorpcyjna kanalikow nerkowych a takze
zmniejszona zdolno$¢ do produkcji zageszczonego moczu (Dratwa 2006). Ograniczona zdolno$¢ nerek
cielat do produkcji zageszczonego moczu moze by¢ zwigzana ze zmniejszong resorpcjg wody w kanalikach
nerkowych poprzez AQP2. W literaturze brak jest jednak jakichkolwiek danych na ten temat nie tylko
u cielgt, ale takze u innych gatunkéw zwierzat gospodarskich. W zwigzku z istotnym znaczeniem AQP2
w nerkowym wydalaniu wody oraz mozliwoscig wykorzystania pomiaru AQP2 w moczu w diagnozowaniu
i monitorowaniu zaburzen bilansu wodnego w prezentowanej pracy podjeto sie badan, ktérych celem byta
identyfikacja oraz analiza ekspresji AQP2 w moczu cielat. W celu okre$lenia zmian nerkowego wydalania
AQP2 oraz roli tego biatka w nerkowej regulacji bilansu wodnego w okresie neonatalnym, u cielat wywotano
krotka, kontrolowang biegunke.

W efekcie przeprowadzonych badan w moczu cielat z zastosowaniem techniki Western blot
zidentyfikowano dwie, charakterystyczne réwniez dla ludzi i zwierzat laboratoryjnych formy AQP2. Forme
nie glikolizowang o masie czasteczkowej okoto 29 kDa oraz forme glikolizowang o masie czasteczkowe;
od 35 do 45 kDa. Jak dotad przedstawione w pracy wyniki, to jedyne dane literaturowe, dotyczace
nerkowego wydalania AQP2 u bydta. W prezentowanym doswiadczeniu stwierdzono, ze u cielat
w odpowiedzi na dodatkowe straty wody wraz z katem podczas biegunki, wzrasta blisko trzykrotnie
ekspresja AQP2 w moczu. Niewatpliwy wzrost ekspresji AQP2 w bfonie szczytowej komérek gtéwnych,
czego efektem byt obserwowany wzrost nerkowego wydalania tego biatka wraz z moczem, nie wydawat sie
jednak powodowaé¢ zwiekszonego zatrzymywania wody w kanalikach nerkowych, o czym $wiadczyt brak
zmian ci$nienia osmotycznego moczu cielat. Brak zmian molalnosci oraz zwigkszong ekspresje AQP2
w moczu obserwowano réwniez u noworodkow ludzkich (Zelenina i in. 2006). Brak zalezno$ci pomiedzy
wzrostem ekspresji AQP2 i osmolalnoscig moczu obserwowang u badanych cielat, najprawdopodobniej

byto efektem niedojrzatej struktury morfologicznej nerek i ograniczong ich zdolno$cig do produkcii
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wysokiego gradientu osmotycznego (Holdback i Aperia 2003). Niemniej jednak uzyskane wyniki, wskazujg
iz u bydta juz w pierwszych tygodniach Zzycia funkcjonuje sprawny mechanizm, prowadzacy
do zwigkszenia nerkowej ekspresji AQP2 w odpowiedzi na dodatkowe straty wody. Mechanizm ten do dzi$
nie jest u tego gatunku zwierzat w peti wyjasniony, a wydaje sie by¢ on nieco odmienny niz u ludzi
| zwierzat laboratoryjnych. U cielat, bowiem stwierdzono zwigzek pomigedzy zmiang osoczowej koncentracii
Ca?*a zmianami nerkowego wydalania AQP2. Jak wspominano wczesniej u ludzi i zwierzat laboratoryjnych
gtéwnym czynnikiem powodujacym zwiekszenie ekspresji AQP2 w btonie szczytowej i zwigkszenie
wydalania tego biatka wraz z moczem jest AVP. U cielgt w czasie krotkotrwatej biegunki obserwowano
wzrost nerkowego wydalania AQP2, jednak przy braku zmian osmolalno$ci osocza krwi oraz koncentracii
AVP. Stwierdzono natomiast istotne obnizenie osoczowego poziomu Caz*. W literaturze znane sq prace,
w ktorych autorzy réwniez obserwowali zwigzek pomiedzy zmianami koncentracji w osoczu krwi Ca?*
a ekspresjg AQP2 w nerkach (Sands i in. 1998, Valenti i in. 2000, Németh-Cahalan i in. 2004).
W do$wiadczeniu na szczurach wykazano m.in., ze wzrost 0soczowego poziomu wapnia powoduje
zmniejszenie o blisko 50% ogdlnej ilosci AQP2 w kanalikach nerkowych, zmniejszenie ekspresji AQP2
w btonie szczytowej komdrek gtownych oraz zmniejszenie wydzielania tego biatka wraz z moczem
(Earm i in. 1998). Jak podajg niektorzy autorzy, zwigkszony poziom Ca2* w osoczu krwi mogt zmniejszy¢
stymulowang AVP aktywacje cyklazy adenylowej zmniejszenie produkcji CAMP. Wobec tego wysunigto
koncepcje, ze obserwowane zmniejszenie poziomu Ca?* w osoczu krwi cielat (najprawdopodobniej
spowodowane przyspieszonym pasazem tresci jelitowej i zmniejszong absorpcjg wapnia w jelicie cienkim
podczas biegunki) mogto przyczyni¢ sie do zniesienia hamujgcego dziatania podwyzszonego poziomu
wapnia na wzrost ekspresji AQP2 w bionie szczytowej komorek gtownych kanalikéw zbiorczych

| tym samym przyczynic sie do zwiekszenia nerkowego wydalania tego biatka.

Publikacja nr 3. Michatek K, Czerniawska - Pigtkowska E, Grabowska M, Laszczyrska M.
Immunohistochemical identification of aquaporin 2 in the kidneys of wild boars (Sus scrofa). T. J. Biol. 2015,
39: 692-697.

Sus scrofa to gatunek duzego, ladowego ssaka z rzedu parzystokopytnych (Artiodactyla).
W Europie to jedyny gatunek $winiowatych zyjacy na wolnosci. Obecny naturalny zasieg dzikéw to przede
wszystkim obszary pdtnocnej czesci Afryki oraz Srodkowej i potudniowej Eurazji. Dziki to zwierzeta

wszystkozerne, ktérych pokarm powyzej 90% jest pochodzenia roslinnego i okoto 10% pochodzenia
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zwierzecego (Pilaryczyk i in. 2010). Swiniowate posiadaja nerki wieloptatowe (wielobrodawkowe) ale bez
zewnetrznych bruzd typowych dla bydta. Niektore piramidy wystepujg pojedynczo a niektore pierwotnie
rozdzielone ulegajq fuzji. Szczyty piramid, zwane brodawkami uchodzg do miedniczek nerkowych albo ich
rozwidlen. Brodawki pojedynczych piramid sg waskie i stozkowe, natomiast tych, ktore ulegly fuzji czesto sq
szerokie. U Swiniowatych jest okoto 8 - 12 brodawek. Nerki $win zawierajg ponad 1 milion nefronéw.
Kanaliki zbiorcze uchodzg u szczytu brodawek nerkowych (Drolet 2006). llo§¢ dobowej produkcji moczu
u Sus Scrofa zalezy od wielu czynnikdw, wsrod ktdrych nalezy wymieni¢ diete, pobor wody, temperature
i wilgotnosé otoczenia, rozmiar oraz wage zwierzecia. Sredni ciezar wlasciwy moczu u dorostych $win
wynosi okoto 1,020 i jest jednym z najnizszych w poréwnaniu do innych gatunkow zwierzat (Ruckebussch
iin. 1991). Natomiast maksymalna zdolno$¢ do zageszczania moczu wynosi okoto 1.1 osmol/l (Ketz 1960).

Wobec tego, ze do tej pory nie podjeto sie zadnych badan w zakresie udziatu w nerkowym
zatrzymywaniu wody AQP2 u zwierzat wolnozyjacych, w omawianej pracy zaprezentowano wyniki badan,
ktérych celem byta identyfikacja oraz analiza ekspresji AQP2 w nerkach dzika (Sus scrofa). W pracy tej
wykorzystano metody i protokoty, ktdre wczesniej opracowano i optymalizowano podczas badan AQP2
w nerkach cielgt. Badania przeprowadzono na 6 nerkach pochodzacych od 2 - 3 letnich dzikéw zyjacych
w zachodnio-pétnocnej czesci Polski. Dziki ustrzelono podczas sezonu polowan 2013 - 2014 roku.
Bezposrednio po Smierci nerki wypreparowano, utrwalono w zbuforowanej formalinie, zatopiono w bloczki
parafinowe i pokrojono na skrawki o grubosci 2 pm. Wykonano barwienie H&E i PAS. Analize
immunohistochemiczng dokonano z zastosowaniem przeciwciat pierwszorzedowych anti - AQP2 H7661
(Department of Biomedicine, Aarhus University, Denmark) rozcieficzonych w stosunku 1:900 i przeciwciat
drugorzedowych zwigzanych z peroksydazg chrzanowg (Dako REAL EnVision detection system
peroxidase/DAB+ rabbit/mouse, Dako, Denmark).

Na podstawie uzyskanych wynikdw jednoznacznie potwierdzono obecno$¢ AQP2 w komoérkach
gtéwnych kanalikdw zbiorczych nerek dzika. Na przekrojach poprzecznych nerek zlokalizowano AQP2 tylko
w komérkach gtéwnych kanalikéw zbiorczych w promieniach rdzennych kory oraz w rdzeniu. Silng
immunoreakcje obserwowano w szczytowej bionie komodrek kanalikow zbiorczych. Natomiast stabszg
ekspresje AQP2 stwierdzono w wewnatrzkomérkowych pecherzykach i btonie podstawnej. W zwigzku
z tym, Ze podobnie jak w publikacji nr 1 wykorzystano przeciwciata anti — total AQP2 zaproponowano
podobny jak u cielat i innych gatunkéw zwierzat schemat rozmieszczenia poszczegdlnych izoform tego
biatka. Przypuszczalnie w szczytowej btonie komérek gtownych zlokalizowane sg AQP2p256, AQP2pS264
AQP2pS269. Natomiast w wewnatrzkomérkowych pecherzykach AQP2pS256 i AQP2pS261. Uzyskane
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w prezentowanej pracy wyniki jednoznacznie wskazuja, ze réwniez u tego gatunku zwierzat AQP2 odgrywa
istotng role nie tylko w transporcie wody ze $wiatta kanalika do komérki ale takze z komérki do otaczajacej
tkanki sSrddmigzszowej. Aby jednak w petni wyjasni¢ udziat AQP2 w regulacii bilansu wodnego u Sus scrofa
niezbedne jest wykonanie kolejnych bardziej szczegdtowych analiz.  Niestety ze wzgledu na dziki

I wolnozyjacy tryb zycia tych zwierzat, prowadzenie tego typu badan jest znacznie utrudnione.

Publikacja nr 4. Michatek K, Grabowska M, Skowronski M, Lepczyniski A, Herosimczyk A, Laszczynska M.
Effect of dietary supplementation with different levels of inulin-type fructans on renal expression of
aquaporin2 (AQP2) of growing piglets. T. J. Vet. Anim. Sci. DOI:10.3906/vet-1507-16.

Wobec tego, ze we wczesniejszej pracy w nerkach Swiniowatych potwierdzono obecno$¢ oraz
szczegdtowo opisano lokalizacje i ekspresje AQP2 postanowiono kontynuowa¢ badania w tym zakresie
u tej grupy zwierzat. W zwigzku ze wzrastajgcym zainteresowaniem stosowania w diecie dodatku fruktanow
typu inulinowego zaréwno u ludzi jak i zwierzat oraz braku w literaturze danych dotyczacych wptywu tak
suplementowanej diety na AQP2 podjeto sie badan, ktdrych gtéwnym celem byta analiza zmian lokalizacji
oraz ekspresji tego biatka w nerkach rosnacych prosiat zywionych dietg suplementowang fruktanami typu
inulinowego. Badania przeprowadzono na 40 samcach prosietach krzyzéwkach PIC x Penarlan P76.
Od dziesigtego dnia zycia prosieta podzielono na pie¢ grup zywieniowych (n=8). Prosigta z grupy kontrolnej
byly karmione ad libitum dietq standardowa. Prosieta z grup I, Il i [l byly zywione ad libitum dietg
standardowq zawierajacq w swym sktadzie odpowiednio 1%, 2% i 3% dodatek fruktanéw typu inulinowego.
Prosieta z grupy IV byly zywione ad libitum dietg standardowg z 4% dodatkiem suszu z korzenia cykori.
W 50 dniu zycia zwierzeta usmiercono. Bezpos$rednio po uboju pobrano nerki, wypreparowano fragmenty,
ktére nastepnie zostaty wykorzystane do analizy histologicznej, immunohistochemicznej oraz metodg
Western blot. W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono m.in., ze u zwierzat zywionych dietg
suplementowang fruktanami typu inulinowego w poréwnaniu do grupy kontrolnej wzrasta ekspresja AQP2.
Wzrost ekspres;ji tego biatka widoczny jest szczegolnie w grupie II, 1111 V.

Jak wspomniano wcze$niej gtdwnym czynnikiem regulujacym ekspresje AQP2 w nerkach jest AVP.
Hormon ten reguluje przepuszczalno$¢ kanalikow zbiorczych dla wody na drodze dwdch proceséw.
Pierwszy z nich to regulacja krétkotrwata. W odpowiedzi na stymulacje AVP w ciggu kilku minut dochodzi
do transportu i fuzji pecherzykéw zawierajgcych AQP2 z btong szczytowg komdrek gtownych (opisany

wczesniej proces AVP — AC — cAMP - PKA) (Wilson i in. 2013) . Drugi proces to regulacja dtugoterminowa
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podczas ktorej w odpowiedzi na AVP w ciggu od kilku godzin do kilku dni nastepuje wzrost ogdinej ilosci
AQP2 w nerkach. W procesie regulacji dtugotrwatej ogolna ilo§¢ AQP2 w kanalikach nerkowych jest
efektem odpowiedniego balansu pomiedzy produkcjg w procesie translacji a degradacjg albo sekrecjq
AQP2 w pecherzykach do moczu (Wilson i in. 2013).

W prezentowanym doswiadczeniu, u prosigt karmionych dietq zmodyfikowang w poréwnaniu do
zwierzat z grupy kontrolnej stwierdzono wzrost ekspresji AQP2 w rdzeniu nerek. Obserwowany wzrost
ogdlnej ilosci AQP2 wydaje sie by¢ podobny do tego, ktory obserwuje sie podczas regulacji dtugotrwatej.
Tym razem jednak, czynnikiem wywotujgcym kaskade procesdéw prowadzacych w efekcie do
prawdopodobnego zwigkszenia translacji, ograniczenia degradacji i usuwania tego biatka z komorek jest
dlugotrwate podawanie zwierzetom wraz z paszg fruktanow typu inulinowego. Przy zastosowaniu w diecie
2% i 3% udziatu fruktanéw typu inulinowego oraz suszu z cykorii ekspresja AQP2 okreslona metodq
Western blot jest blisko trzykrotnie wyzsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Analiza
immunohistochemiczna wykazata, ze wzrasta réwniez ekspresja AQP2 w szczytowej btonie komérek
gtéwnych. W efekcie zwiekszenia ekspresji AQP2 w btonach szczytowych oraz ogdinej ilosci tego biatka
w rdzeniu nerek mozna wnioskowac, iz u zwierzat karmionych dietq z wysokg zawarto$cig fruktandw
znaczaco wzrasta nerkowa resorpcja wody. W jaki jednak sposéb skarmianie zwierzat paszg z dodatkiem
fruktandw typu inulinowego spowodowato obserwowane zmiany ekspresji i immunolokalizacji AQP2 trudno
jednoznacznie wyjasni¢. Pomocne w wyjasnieniu tego zjawiska mogg by¢ wyniki badan opublikowanych
przez Nasir i wspdtpracownikow (2008). Autorzy ci wykazali, ze u zdrowych myszy pojonych wodg z 10%
dodatkiem gumy arabskiej (GA, gum arabic) m.in. wzrosta wielko$¢ filtracji ktebkowej. Obserwowany
u myszy wzrost GFR mdgt by¢ spowodowany zwigkszong iloscig krotkotancuchowych kwaséw
ttuszczowych (SCFA, short chain fatty acids) takich jak maslany, ktére sg produktami degradacji GA przez
jelitowe bakterie w okreznicy. Jak wykazali, bowiem inni autorzy SCFA w tym maslany powodujg wzrost
GFR i przeptyw krwi przez nerki (RBF, renal blood flow) (Fioretto i in. 1987, Bliss 2004). U badanych myszy
po podazy 10% GA stwierdzono zmniejszenie nerkowego wydalania Na*i Cl- oraz wzrost koncentraciji tych
elektrolitbw w osoczu krwi. Nie stwierdzono jednak zmian stezenia aldosteronu (ALDO) i cisnienia krwi.
Stwierdzono natomiast istotng redukcje objetosci wydalanego moczu pomimo statego poboru wody oraz
zwigkszonego nerkowego wydalania AVP. Zwigkszonemu wydalaniu wraz z moczem AVP niewatpliwie
towarzyszyto zwiekszenie ekspresji ogolnej ilosci AQP2 w nerkach badanych myszy, czego efektem byto
obserwowane zmniejszenie diurezy. Wzrost nerkowego wydalania AVP i zmniejszenie objetosci

wydalanego moczu prawdopodobnie nastgpito m.in. w odpowiedzi na wzrost osoczowej koncentracji Na*

14



i Cl. Zwigkszenie wchtaniania wody w kanalikach nerkowych u myszy mogto byC réwniez rezultatem
zwigkszenia GFR. Wiadomo bowiem, Zze zwigkszeniu GFR i tym samym zwigkszeniu tadunku
przesaczonego wielu substancji, w tym takze wody czesto towarzyszg nasilone procesy kanalikowe]
resorpcji.

Ogédlnie wiadomo, ze fruktany typu inulinowego w jelicie grubym ulegajg selektywnej i szybkiej
fermentacji bakteryjnej, przyczyniajac sie do wzrostu pateczek kwasu mlekowego. W badaniach
na dorostych Swiniach i rosngcych prosietach wykazano, ze dodatek inuliny w paszy przede wszystkim
stymuluje wzrost bakterii z rodzaju Bifidobacterium (Lynch i in. 2007). W wyniku tzw. ,efektu bifidogennego”
(selektywnej fermentaciji fruktandéw przez Bifidobacterium), podobnie jak po podazy GA, u $win w jelicie
kretym wzrasta produkcja SCFA, w tym takze maslanéw (Mair i in. 2010). By¢ moze jednym z czynnikow,
ktéry mogt przyczyni¢ sie do obserwowanego wzrostu ekspresji AQP2 w rdzeniu nerek prosigt zywionych
paszq z dodatkiem fruktanow typu inulinowego, byt wiasnie wzrost produkcji maslanéw i tym samym
zwigkszenie GFR. Najbardziej jednak prawdopodobng przyczyng wzrostu ogolnej ilosci AQP2 i zwigkszenia
ekspresji tego biatka w btonie szczytowej byto zwiekszone zapotrzebowanie na wode w odpowiedzi na
zwiekszong gtownie w jelitach resorpcje wielu sktadnikéw mineralnych. W wyniku wzrostu produkcji SCFA
obniza sie pH tresci jelit. Niskie pH w jelitach zwigksza z kolei rozpuszczalno$¢ mikro- i makroelementdw,
podwyzsza pule sktadnikow zjonizowanych i tym samym ich wchtanianie. Ponadto SCFA mogg tworzy¢
kompleksy ze sktadnikami mineralnymi co réwniez zwigksza ich resorpcje w jelitach. U $win skarmianych
paszq z dodatkiem inuliny wzrasta jelitowe wchtanianie m.in. Fe2*, Mg,2* Zn2*, Mn2*, Cu2* (Yasuda i in.
2009, Jolliff i Mahan 2012, Untea i in. 2013). Zatem zwiekszeniu koncentracji w osoczu krwi wielu
sktadnikow mineralnych w wyniku ich zwigkszonego wchfaniania w jelitach, w celu utrzymania biezacego,
wiasciwego bilansu wodno — elektrolitowego musi towarzyszy¢ zwigkszenie resorpcji wody w kanalikach
nerkowych. Prawdopodobnie u badanych $win, podobnie jak u myszy, ktorym podawano 10% GA
i obserwowano wzrost nerkowego wydalania AVP, w odpowiedzi na zwigkszong koncentracje w osoczu
krwi substancji mineralnych rowniez doszto do zwiekszonego wydzielania AVP. Rezultatem tego moze by¢
obserwowany u badanych prosigt skarmianych pasza z dodatkiem fruktanéw typu inulinowego wzrost
ogdlnej ilosci AQP2 w rdzeniu nerek oraz zwigkszenie ekspresji tego biatka w szczytowej btonie komérek
gtéwnych kanalikéw zbiorczych. Zmiany te wydaja sie by¢ proporcjonalne do wielkosci dawki fruktandw typu

inulinowego.
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Publikacja nr 5. Michatek K, Kolasa — Wolosiuk A, Staskiewicz L. Renal expression of aquaporin 2 (AQP2)
of growing piglets fed diet suplemented with inulin and probiotics. Folia Pomer Univ Technol Stetin Agric
Aliment Pisc Zootech, 2016, DOI:10.21005/AAPZ2016.39.3.11

Obserwowany w ostatnich latach ciagly wzrost zainteresowania stosowaniem naturalnych
dodatkéw paszowych w zywieniu zwierzat (spowodowany gtéwnie wprowadzonym przez Unig Europejskg
zakazem skarmiania zwierzat paszami z dodatkiem antybiotykowych stymulatoréw wzrostu) sktonit do
podjecia kolejnych badan, ktorych celem byta réwniez analiza lokalizacji i ekspresji AQP2 w nerkach
rosnacych prosigt zywionych paszg z dodatkiem probiotyku i wodno/alkoholowego roztworu inuliny
z korzenia cykorii. Badania przeprowadzono na 16 samcach prosietach krzyzéwkach Danbred x Duroc. Od
dziesigtego dnia zycia prosieta podzielono na dwie grupy zywieniowe (n=8). Prosieta z grupy kontrolnej byty
karmione ad libitum dietg standardowa. Prosieta z grupy eksperymentalnej zywione byty ad libitum dietg
standardowg zawierajacg w swym sktadzie 0,05% probiotyku (Lavipan) i 2% wodno/alkoholowego roztworu
inuliny z korzenia cykorii. W 50 dniu zycia zwierzeta uémiercono. Bezpo$rednio po uboju pobrano nerki,
wypreparowano fragmenty, ktére nastepnie zostaly wykorzystane do analizy histologicznej,
immunohistochemicznej oraz metodg Western blot. W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
u zwierzat skarmianych dietq zmodyfikowang ekspresja AQP2 wzrasta gtownie w bfonie szczytowej
komérek gtownych kanalikow zbiorczych. Z zastosowaniem techniki Western blot wykazano réwniez
niewielki wzrost ekspresji ogolnej ilosci AQP2 w rdzeniu nerek. Obserwowane zmiany w prezentowanym
do$wiadczeniu najprawdopodobniej spowodowane byly zaproponowanym w poprzedniej pracy (publikacja
nr 4) zwigkszonym zapotrzebowaniem na wode niezbedng do utrzymania witasciwego bilansu wodno-
elektrolitowego, w odpowiedzi na zwiekszone jelitowe wchtanianie wielu mikro- i makroelementow.
Jak wspomniano bowiem wczesniej, inulina w jelicie grubym ulega fermentacji i przyczynia sie do stymulacii
wzrostu pateczek kwasu mlekowego, gtéwnie z rodzaju Bifidobacterium. Dodatkowo w prezentowanym
doswiadczeniu wraz z inuling podawano jednoczes$nie probiotyk w sktad, ktérego wchodzity rdwniez m.in.
bakterie z rodzaju Lactobacillus. Zmiany microflory jelit wywotane podazg inuliny i probiotyku
najprawdopodobniej spowodowaty powstanie opisanego wyzej “efektu bifidogennego” i w konsekwencji
wzrost produkcji krétkotanicuchowych kwasow ttuszczowych (Mair i in. 2010). Skutkiem zwiekszone;
produkcji SCFA jest zmniejszenie pH treSci jelit. Niskie pH w jelitach nie tylko ogranicza rozwoj
patogennych bakterii ale réwniez powoduje wspomniane zwigkszenie rozpuszczalnosci mikro-

i makrosktadnikéw, zwigkszenie jonizacji i tym samym zwiekszone ich wchtanianie w jelitach
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(Untea i in. 2013). Niemniej jednak dodatek 0,05% probiotyku i 2% wodno/alkoholowego roztworu inuliny
z korzenia cykorii nie wydaje sie powodowac¢ tak duzych zmian w ekspresji AQP2 w nerkach jak u prosiat
w do$wiadczeniu ktérym podawano dodatkowo fruktany typu inulinowego i susz z cykorii. W prezentowane;
pracy, bowiem pomimo wzrostu ekspresji AQP2 w btonie szczytowej komérek gtownych stwierdzono tylko

niewielki wzrost ogdlnej ilosci tego biatka w nerkach.

Podsumowanie publikacji stanowiacych podstawy do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora

habilitowanego

Uptyneto ponad 20 lat od momentu odkrycia w nerkach szczura AQP2 i zdefiniowania tego biatka
w procesie nerkowego zatrzymywania wody. Od tego momentu w rozpoczeto intensywne badania
a w literaturze pojawiaty sie systematycznie prace, w ktérych donoszono o nowych czynnikach
wptywajacych na ekspresje AQP2, co pozwolito m.in. na okreslenie udziatu tego biatka w rozwoju wielu
chordb. Niestety wiekszos¢ tych badan prowadzona byfa u ludzi i zwierzat laboratoryjnych, a tylko nieliczne
prace dotyczg tego zagadnienia u zwierzat gospodarskich. Pomimo obserwowanego w ostatnich latach
ogromnego postepu wiedzy w zakresie udziatu nerkowych akwaporyn w regulacji bilansu wodno-
elektrolitowego, w tym AQP2, wcigz nie wiele jest wiadomo na ten temat u zwierzat hodowlanych
i wolnozyjacych. Wydaje sie zatem, Ze opublikowane oryginalne prace twércze stanowigce
jednotematyczny cykl publikacji dotyczacych identyfikacii i analizy ekspresji AQP2 w nerkach bydta, dzika i
Swin wychodzg na przeciw wyzwaniom nowoczesnej biologii i medycyny weterynaryjnej. Wsrod
najwazniejszych osiggnie¢ tych prac niewatpliwie nalezy wymienic, szczegotowy opis lokalizacji i ekspres;ji
AQP2 w nerkach bydta, dzika i $win odzwierciedlajacy istotng role tego biatka w nerkowym zatrzymywaniu
wody réwniez u tych gatunkdéw zwierzat. Szczegoinie interesujace jest stwierdzenie, ze u bydia w
odréznieniu do ludzi i innych zwierzat jest silniejsza ekspresja AQP2 w btonie podstawnej komérek
gtéwnych kanalikow zbiorczych nerek, co wskazuje na znacznie wigkszy udziat tego biatka w transporcie
wody do przestrzeni okofokanalikowej. Nalezy réwniez podkreslic, ze po raz pierwszy dokonano
identyfikacji i analizy ekspresji AQP2 w moczu cielat, a do chwili obecnej sg to jedyne dane z tego zakresu
u bydta. Stwierdzono m.in., Zze u cielgt w pierwszych trzech tygodniach Zycia funkcjonuje sprawny
mechanizm, prowadzacy do zwiekszenia nerkowej ekspresji AQP2 w odpowiedzi na dodatkowe straty
wody. Mechanizm ten wydaje sie by¢ nieco odmienny niz u ludzi i zwierzat laboratoryjnych. U cielat,

bowiem stwierdzono zwigzek pomiedzy zmiang osoczowej koncentracji Ca2* a zmianami nerkowego
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wydalania AQP2. Wsrdd najwazniejszych osiggnie¢ nalezy réwniez wymieni¢ dokonang po raz pierwszy
probe oceny wptywu diety na zmiany lokalizacji i ekspresji AQP2 w nerkach $win. Stwierdzono m.in., ze
stosowanie w diecie dodatku 2 - 3% fruktandw typu inulinowego lub 4% suszu z cykorii powodujg istotny
wzrost ogolnej ilosci AQP2 w rdzeniu nerek oraz zwigkszenie ekspresji tego biatka w szczytowej btonie
komoérek gtéwnych kanalikéw zbiorczych. Obserwowane zmiany lokalizacji i ekspresji tego biatka u $win
zywionych tak zmodyfikowang dietg, wydajq sie dodatkowo wspiera¢ korzystny efekt stosowania fruktanow
typu inulinowego w zywieniu zwierzat. W efekcie przeprowadzonych badan, wyniki zaprezentowane w
jednotematycznym cyklu publikacji wnoszg nowe dane, ktdre niewatpliwie przyczyniajg sie do wyjasnienia
fizjologicznej roli AQP2 w zakresie nerkowego zatrzymywania wody i tym samym gtebszego zrozumienia
czynno$ci nerek u bydta, dzika i Swin. Mam nadzieje, ze te informacje stang sie przyczynkiem, do dalszego
rozwoju nauki w tym zakresie u zwierzat gospodarskich i wolozyjacych, ktére dotychczas pomijane byty
w dyskusji naukowej na temat AQP2. Mam réwniez nadzieje, ze prezentowane przez ze mnie wyniki oraz
dalszy postep wiedzy w tym zakresie w przyszito$ci postuzg w pracy hodowlanej a takze w diagnozowaniu

i leczeniu chordb nerek oraz zaburzen gospodarki wodno-elektrolitowej u tych grup zwierzat.
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5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo - badawczych
Gtdwne kierunki dziatalnos$ci naukowo — badawczej.

1. Czynno$C nerek i regulacja bilansu wodo - elekirolitowego w okresie cigzy u zwierzat
gospodarskich.

2. Czynnos¢ nerek i regulacja bilansu — wodno elektrolitowego oraz zmiany wybranych wskaznikéw
fizjologicznych i biochemicznych u noworodkéw zwierzat gospodarskich.

3. Wptyw nadmiernej podazy laktozy wraz z preparatem milekozastepczym na bilans wodno -
elektrolitowy, wybrane wskazniki hematologiczne, biochemiczne i fizjologiczne u cielat w okresie
neonatalnym.

4. Analiza sktadu biatkowego ptyndéw ustrojowych miodych zwierzat gospodarskich oraz prace
dotyczace badan z zakresu proteomiki.

5. Pozostate osiggniecia naukowo — badawcze.
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1. Czynnosc¢ nerek i regulacja bilansu wodo — elektrolitowego w okresie cigzy u zwierzat gospodarskich.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zataczniku 5, w nastepujacych pozycjach: A.1.1, A.1.2,
A14.,A16.,D1.1,D.12,D.14.

Od momentu zaptodnienia w organizmie przysztej matki zachodzi szereg zmian. Modyfikaciji
czynnosciowe] ulega wiele narzadow i uktadow. Zmienia sie m.in. aktywnos¢ mechanizmdw regulujgcych
stan dynamicznej rownowagi (steady-state) w utrzymaniu, ktérej wiodacg role odgrywajgq nerki.
Ich wydoIno$¢ jest warunkiem zachowania zdrowia ciezarnej samicy oraz urodzenia zywego i zdrowego
potomstwa. W zakresie gospodarki wodno - elektrolitowej zmiany te obejmujg przede wszystkim
zwiekszenie wydzielania i zmiany aktywno$ci wielu hormondw zaréwno antynatriuretycznych, jak
i natriuretycznych oraz wzrost nerkowego zatrzymywania i wydalania wielu sktadnikow. Zagadnienia
dotyczace zmian gospodarki wodno - elektrolitowej oraz gtéwnych mechanizméw odpowiedzialnych za ich
regulacje u zwierzat gospodarskich byty nieliczne i omawiaty jedynie wybrane okresy cigzy (gtownie okres
okotoporodowy). W zwigzku z powyzszym podjeto sie badan, ktorych celem w pierwszym etapie byto
przesledzenia zmian wybranych wskaznikéw czynno$ci nerek oraz parametrow osocza krwi i moczu u koz
podczas catego okresu cigzy. Cigze mnogie w poréwnaniu z pojedynczymi, stawiajg przed organizmem
samicy niewatpliwie wigksze wymagania. U samic naturalnie jednorodnych cigze wieloptodowe wystepujg,
niezmiernie rzadko, a kazda z nich obarczona jest wiekszym ryzykiem niewydolno$ci mechanizmow
homeostatycznych, czego wyrazem sg m.in. wczesniejsze porody, zatrucia cigzowe, poronienia i wigksza
Smiertelno$¢ okotoporodowa matek i noworodkéw. U wielorodnych domowych przezuwaczy tj. owiec i koz,
cigze blizniacze w porownaniu z pojedynczymi, mimo iz stawiajg przed organizmem matki dodatkowe
,2Wymagania” nie sg obarczone tak wysokim ryzykiem, a wymienione wyzej powiktania wystepujg
zdecydowanie rzadziej. Wobec tego, ze w literaturze dostepne byty tylko nieliczne doniesienia dotyczace
zmian czynno$ciowych nerek w przebiegu cigz pojedynczych i mnogich, w drugim etapie badan podjeto sie
analizy i poréwnania zmian jakim ulegajg wybrane wskazniki czynno$ci nerek w zakresie regulacji
gospodarki wodno — elektrolitowej u kdz w cigzy pojedynczej i blizniacze;.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono m.in., Zze cigzy koz nie towarzyszq istotne zmiany
wielko$ci filtracji klebkowej (GFR). Potwierdzeniem tego byto brak istotnych roznic miedzy warto$ciami
klirenséw inuliny, stezen w osoczu krwi i oczyszczania nerkowego z endogennej kreatyniny u koz

nieciezarnych oraz w poszczegolnych okresach cigzy. U kdz w cigzy blizniaczej wielko$¢ filtracji kiebkowej

20



niemal przez caty okres cigzy (za wyjatkiem ostatniego tygodnia), jest tylko nieznacznie (i nieistotnie)
wyzsza w poréwnaniu z obserwowang u kéz w cigzy pojedynczej. Stwierdzono rowniez, ze gospodarka
azotem u ciezarnych koz jest oszczedna. Niemal od poczatku cigzy wzrastato nerkowe zatrzymanie
mocznika. Byto ono bardziej nasilone u kéz w cigzy blizniaczej, cho¢ uzyskane roznice nie znajdujg
potwierdzenia statystycznego. Mimo zwiekszenia kanalikowej resorpcji mocznika, jego stezenie w osoczu
krwi nie ulegato wzrostowi, a w ostatnich 3. miesigcach cigzy (zwtaszcza blizniaczej) wykazywato nawet
tendencje spadkowa. Wynika to najprawdopodobniej ze zwiekszonego recyklingu mocznika do Swiatta
przewodu pokarmowego i nasilenia obiegu tego metabolitu w uktadzie krew — zwacz - krew. Molalno$¢
osocza krwi oraz stezenie w nim trzech gtownych elektrolitow: jonéw sodowych, potasowych i chlorkowych
u koéz ciezarmnych i nieciezarnych nie roznity sie istotnie i utrzymywane byly w granicach norm
referencyjnych. Wskazuje to na duzg sprawnos¢ i petng wydolno$¢ mechanizméw regulujgcych
homeostaze wodno - elektrolitowg zaréwno u kdz w cigzy pojedynczej, jak i blizniaczej. Niezaleznie od
stanu fizjologicznego nerkowe zatrzymywanie jonéw sodowych i chlorkowych byto u kdz bardzo duze. Kozy
od samego poczatku cigzy pojedynczej zwigkszaty nerkowe oczyszczanie z potasu, podczas gdy wydalanie
sodu pozostawato wzglednie state, natomiast u k6z w cigzy blizniaczej od 2. miesigca wzrastat klirens sodu,
a wydalany fadunek potasu nie zmieniat sie. Zmiany te byty najprawdopodobniej spowodowane roznymi
u obu grup koncentracjami aldosteronu i progesteronu, a takze ich wzajemna proporcjg. W warunkach
fizjologicznych nie obserwowano istotnych réznic w koncentracjach wapnia, fosforu nieorganicznego
I magnezu w osoczu krwi zarébwno miedzy kozami ciezarnymi i nieciezarnymi, jak i miedzy zwierzetami
W Cigzy pojedynczej i blizniaczej. Za wyjatkiem ostatniego tygodnia cigzy oczyszczanie nerkowe z wapnia
i fosforu nieorganicznego byto mniejsze niz u zwierzat nieciezarnych, ale zmiany te nie wydajq sie mie¢
istotnego znaczenia dla uzupetniania wzrastajacego wraz z przebiegiem cigzy zapotrzebowania matki
i ptodu (ptodéw) na te makroelementy. Istotng role w tym zakresie odgrywa natomiast nerkowa retencja
magnezu, ktéra od samego poczatku cigzy stopniowo wzrastata i u kéz w cigzy blizniaczej byta wyraznie

wieksza.
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2. CzynnosS¢ nerek i regulacja bilansu — wodno elektrolitowego oraz zmiany wybranych wskaznikow

fizjologicznych i biochemicznych u noworodkéw zwierzat gospodarskich.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zatgczniku 5, w nastepujacych pozycjach: A.1.3., A.1.5.,
A17,A18,A19,D.13,D.15.

Podczas okresu neonatalnego, nerki noworodkow ulegajg intensywnym adaptacyjnym zmianom do
zycia pozamacicznego. W okresie tym obserwowane sg m.in. zwigkszenie przeptywu krwi przez nerki
(RBF), wzrost wielkosci filtracji ktebkowej (GFR), wzrost zdolnoSci absorpcyjnej i sekrecyjnej nerek a takze
zdolnoSci do produkcji zageszczonego moczu. Prawidtowy przebieg tych zmian jest warunkiem zachowania
rownowagi wewnetrznej organizmu, prawidtowego wzrostu i rozwoju, i tym samym zdrowia i Zycia
noworodka. Wobec ogromnego znaczenia adaptacyjnych zmian czynnosci nerek w okresie postnatalnym
oraz wobec tego, ze w literaturze brak jest petnych informacji na ten temat u zwierzat gospodarskich
podjeto sie badan, ktorych celem byta analiza szczelnoSci bariery filtracyjnej oraz nerkowego wydalania
biatek niskoczasteczkowych w okresie neonatalnym u kozlat, analiza wptywu enzymu konwertujacego na
osoczowg koncentracje miedzi i zelaza u cielat oraz analiza nerkowej regulacji homeostazy potasu i roli
w tym zakresie przedsionkowego peptydu natiuretycznego (ANP).

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono m.in., ze w pierwszych trzech tygodniach zycia kozlat
przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej dla biatka o masie czasteczkowej 81 kDa jest zwigkszona. Wysunieto
koncepcje, ze zwiekszone wydalanie biatka o tej masie czasteczkowej $wiadczy¢ moze o nieszczelnosci
bariery filtracyjnej ktebuszkoéw nerkowych. Stwierdzono réwniez, ze pourodzeniowe procesy ,uszczelniania”’
bariery filtracyjnej i usprawniania procesow resorpcyjnych w komorkach nerkowych sg roztozone w czasie
| wykazujg zmiennos¢ osobniczg. Analiza sktadu biatkowego moczu pozwolita rowniez na stwierdzenie, ze
u kozlat w okresie neonatalnym wystepuje biatkomocz o charakterze selektywnym. U badanych
noworodkéw obserwowano dynamiczne zmiany nerkowego wydalania poszczegdlnych frakcji biatek wraz
zmoczem, szczegblnie w zakresie biatek o matej masie czasteczkowej (LMW). Uzyskane rezultaty
pozwolity na potwierdzenie wczesniejszych wynikbw badan i stwierdzenie, ze u kozlat wystepuje
zwigkszona  przepuszczalno$¢  bariery filtracyjnej, zwlaszcza  w pierwszych  dniach  Zycia.
Najprawdopodobniej obserwowana zwiekszona przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej dla biatek
w pierwszych dniach zycia moze stanowi¢ mechanizm adaptacyjny do usuwania nadmiernej iloéci biatek

Z organizmu.
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Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono réwniez, ze u cielat w pierwszych siedmiu dniach
zycia nerkowe wydalanie potasu zalezy gtéwnie od jego kanalikowej resorpcji, podczas gdy klirens tego
elektrolitu, w celu utrzymania witasciwego stezenia K* zalezy przede wszystkim od jego wydalania wraz
z moczem. Stwierdzono réwniez, ze nerki cielat sg w petni sprawne do regulacji potasu w osoczu krwi
w okresie neonatalnym. Na podstawie uzyskanych wynikow wysunigto koncepcje, ze ANP nie jest
bezposrednio zaangazowany w regulacje kanalikowego wchtaniania K* w pierwszych 7 dniach zycia cielat,
jakkolwiek prawdopodobnie przyczynia sie do jego nerkowego wydalania wraz z moczem.

Analiza koncentracji miedzi i zelaza w osoczu krwi cielat wykazata, ze ich steZenia ulegaty dynamicznym
zmianom w pierwszych dniach zycia. Stwierdzono statystycznie istotny wzrost wraz z wiekiem osoczowej
koncentracji miedzi oraz statystyczne zmniejszenie sie w ciggu pierwszych trzech dni zycia stezenia zelaza.
Podanie cieletom kaptoprylu (inhibitora enzymu konwertujacego) spowodowato istotne obnizenie
koncentracji w osoczu krwi zelaza szczegdlnie w pierwszych dniach zycia. Nie stwierdzono istotnych zmian
koncentracji miedzi przed i po podaniu kaptoprilu.

Jak wspomniano wczes$niej okres neonatalny jest czasem intensywnej adaptacji organizmu do nowego
srodowiska. Cieleta noworodki, w poréwnaniu do noworodkéw innych gatunkdw zwierzat wykazujg
po urodzeniu duzq dojrzato$¢ somatyczng, nie mniej jednak podobnie jak nerki czynno$ci poszczegdinych
narzaddéw nie wykazujq petnej sprawnosci w poréwnaniu do dorostego bydta. W efekcie adaptacyjnych
modyfikacji w pierwszych dnia Zzycia cielgt zmianom ulega wiele parametrow fizjologicznych jak
i wskaznikdéw biochemicznych. Wyniki prowadzonych badan w tym zakresie, dostarczyty nowych informacji
na ten temat u cielat we wczesnym okresie pourodzeniowym. Stwierdzono m.in., ze u cielgt w pierwszym
tygodniu zycia wzrasta w osoczu krwi poziom ftriglicerydow. Obserwowano réwniez niskie stezenie
cholesterolu catkowitego tuz po urodzeniu i szybki wzrost tego wskaznika w pierwszych 7 dniach zycia
cielgt. Stwierdzono takze, ze koncentracje w osoczu krwi lipoprotein o duzej gestosci (HDL) i matej gestosci
(LDL) zwiekszaty sie wraz z wiekiem cielat. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano réwniez,
roznice w niektérych wskaznikach fizjologicznych osocza krwi cielgt karmionych mlekiem matki lub
preparatem mlekozastepczym. Stwierdzono m.in., ze u cielgt karmionych preparatem mlekozastepczym w
porownaniu do cielat karmionych mlekiem matki wystepujq nizsze stezenia w osoczu krwi biatka
catkowitego i albuminy. U zwierzat karmionych preparatem mlekozastepczym parametry te dodatkowo
ulegaty obnizeniu wraz z wiekiem. Stwierdzono, ze niskie i zmniejszajace sie stezenie biatka catkowitego
oraz albuminy bylo najprawdopodobniej spowodowane nizszq strawno$ciq biatek w preparacie

mlekozastepczym. Wykazano takze, ze u cielgt karmionych preparatem mlekozastepczym zwiaszcza w
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drugim tygodniu zycia wyzsza jest w porownaniu do cielgt karmionych mlekiem matki koncentracja
mocznika. Najprawdopodobniej zwiekszenie koncentracji tego parametru spowodowane byto brakiem
substancji biologicznie czynnych, co spowodowato przewage procesow katabolicznych nad anabolicznymi.
U obu badanych grup zwierzat koncentracja wapnia w osoczu krwi zmniejszata sie wraz wiekiem.
Stwierdzono réwniez, ze w osoczu krwi cielat karmionych preparatem mlekozastepczym w poréwnaniu z
cieletami karmionymi mlekiem matek stezenie cynku byto nizsze. Najprawdopodobniej obserwowane
réznice mogty by¢ efektem zwigkszonej zdolno$ci magazynowania tego mikroelementu w watrobie a takze
mniejsze] biodostepnosci cynku w preparacie mlekozastepczym w pordwnaniu z mlekiem matki. Nie
stwierdzono roznic w koncentracjach sodu i chlorkow w osoczu krwi u cielgt zywionych mlekiem naturalnym

lub preparatem mlekozastepczym.

3. Wptyw nadmiernej podazy laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym na bilans wodno -
elektrolitowy, wybrane wskazniki hematologiczne, biochemiczne i fizjologiczne u cielat w okresie

neonatalnym.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zatgczniku 5, w nastepujacych pozycjach: A.1.10., A.1.12,,
A1.14.,A1.16.,D.1.6.,D.1.8., D.1.9.

Najwieksze straty ekonomiczne w wielkostadnej hodowli bydta wystepujg w okresie wychowu cielat.
Szczegolnie trudne sg pierwsze 2-3 tygodnie zycia. Przyjmuje sie, ze gtéwng przyczyng wysokiej
$miertelno$ci  neonatalnej cielgt sg biegunki. Pomimo postepu w dziedzinie profilaktyki, metod
diagnostycznych oraz nowych koncepcji antybiotykoterapii i leczenia wspomagajacego, wiele stad bydta
zarowno miesnego jak i mlecznego wcigz boryka sie¢ z tym problemem. Przyczyng niepowodzen
w ograniczeniu liczby zachorowan oraz strat zwierzat z tego powodu, jest ogromna ztozonos¢ czynnikow
zakaznych i inwazyjnych wywotujacych biegunke. W$rdd wielu czynnikéw powodujacych biegunke sg m.in.
zte warunki zoohigieniczne a takze nieprawidtowe skarmianie mitodych zwierzat. Mleko i preparaty
mlekozastepcze stanowig osobng i czesto bagatelizowang przez hodowcow grupe czynnikow wywotujacych
zaburzenia pokarmowe wsrdd cielat po okresie odpajania siarg. Czesto popetnianym przez hodowcéw
btedem jest przekarmianie i zwigzane z tym podawanie cieletom zbyt duzej ilosci laktozy. Ogélnie wiadomo,
ze laktoza to osmotycznie czynny dwucukier wystepujacy w mleku wszystkich ssakow. Podczas

przekarmiania cielgt lub podawania nieprawidtowo preparatéw mlekozastepczych dochodzi do gromadzenia
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sie niestrawionej laktozy w Swietle jelita i zwigkszenia ci$nienia osmotycznego, ktdre prowadzi
do $ciggniecia wody i powstania biegunki osmotycznej. W efekcie dodatkowych strat wody wywotanych
nadmiarem laktozy w diecie moze dojs¢ do zaburzer homeostazy organizmu. W zwigzku z powyzszym
podjeto sie badan, ktorych celem byta analiza wptywu nadmiernej podazy laktozy wraz z preparatem
mlekozastepczym na bilans wodno - elektrolitowy, wybrane wskazniki hematologiczne, biochemiczne
i fizjologiczne u cielat w okresie neonatalnym. Do$wiadczenie przeprowadzono na trzech grupach cielat,
w pierwszych trzech tygodniach zycia, ktorym podawano dwukrotnie wraz z preparatem mlekozastepczym
dodatkowej ilosci laktozy.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze u wszystkich badanych cielat po dwukrotnym
podaniu wraz z preparatem mlekozastepczym dodatkowej ilosci laktozy obserwowano luzne stolce
o charakterystycznym ciemnozielonym zabarwieniu. Czestsze wydalanie stolcow o luzniejszej konsystencii
obserwowano szczegdlnie w 2 i 3 tygodniu zycia cielat. Obserwowane ciemnozielone, luzne stolce
z domieszkq Sluzu byly najprawdopodobniej rezultatem przyspieszonego pasazu tresci pokarmowej
wywotanego nadmiarem laktozy w diecie. Ciemnozielone zabarwienie moglo byC zwigzane
z wystepowaniem w kale zwiekszonego poziomu bilirubiny, ktéra w wyniku szybszego przeptywu tresci
pokarmowej nie ulegta przemianie w sterkobilinogen. Luzniejsza konsystencja stolca spowodowana byta
niewatpliwie zwiekszong zawarto$cig wody, ktéra ulegta odptywowi do Swiatta jelita z powodu zalegajacych
tam niestrawionych resztek laktozy. Czestsze i luzniejsze stolce obserwowane u cielat w 2 i 3 tygodniu
zycia spowodowane byty najprawdopodobniej mniejszg strawno$cig laktozy w tym okresie.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono réwniez, ze u cielat po podazy dodatkowej iloSci
laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym zmianom nie ulega koncentracja biatka catkowitego (TP),
albuminy (Alb), glukozy, Na*, K*, ClI, Cu?*, fosforu nieroganicznego (iP), Mg?* oraz hematokrytu (Ht),
hemoglobiny (Hb) i $redniej objetosci krwinek czerwonych (MCV). W pierwszym tygodniu zycia po podazy
cieletom dodatkowej porcji laktozy istotnemu obnizeniu ulegta koncentracja Fez*. Natomiast u wszystkich
cielat zarowno w 1 jak i 2 oraz 3 tygodniu zycia stwierdzono zmniejszenie sie stezenia cynku w osoczu krwi.
Najprawdopodobniej obserwowane obnizenie stezenia Fe2* i Cu2* bylo wypadkowg dziatania wielu
czynnikdw, jednym z nich mogto by¢ ograniczone wchtanianie tych mikroelementow w jelitach w wyniku
przyspieszonego pasazu tresci jelitowej wywotanego podazg cieletom zbyt duzej ilosci laktozy.

Analiza zmian koncentracji ANP oraz ALDO i AVP w osoczu krwi cielat przed i po podaniu wraz
z preparatem mlekozastepczym dodatkowej ilosci laktozy pozwolita na stwierdzenie, ze hormony te

skutecznie reagujg na dodatkowe straty wody wraz katem. W prezentowanych badaniach obserwowano
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przeciwstawng tendencje zmian antagonistycznie dziatajacych hormonéw, czego efektem byt wzglednie
stabilny poziom gtownych elektrolitdw i stabilne ci$nienie osmotyczne osocza krwi.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono rowniez, ze w pierwszym tygodniu zycia po
podaniu cieletom dodatkowej ilosci laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym nastapit istotny wzrost
ekspresji apoliporoteiny A-IV (apoA-IV) w osoczu krwi. W tym samym czasie nie stwierdzono istotnych
roznic w koncentracjach triglicerydow, cholesterolu catkowitego i LDL, zaréwno przed jak i po podaniu
dodatkowej iloci laktozy. Obserwowany stopniowy, niewielki wzrost HDL w osoczu krwi cielat, pozwala na
przypuszczenie, iz zwigkszenie sie tej frakcji lipidowej po podaniu dodatkowej ilosci laktozy zwigzane jest
ze wzrostem osoczowej ekspresji apoA-IV. W prezentowym do$wiadczeniu zastosowanie preparatu
mlekozastepczego z dodatkows iloscig laktozy, poza zwiekszeniem poziomu apoA-IV nie wydaje sie mie¢

wptywu na zmiany poszczegéinych frakcji lipidowych w osoczu krwi cielgt w pierwszym tygodniu zycia.

4. Analiza sktadu biatkowego ptynéw ustrojowych mtodych zwierzat gospodarskich oraz prace dotyczace

badan z zakresu proteomiki.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zatgczniku 5, w nastepujacych pozycjach: A.1.9.,
A1.14.,A1.16.,A21,D.17.

Badania proteomiczne oparte na metodach rozdziatu i identyfikacji biatek w odr6znieniu do metod
klasycznych dajg mozliwo$¢ szybkiej i jednoczesnej analizy nawet setek biatek. Okreslenie profili
biatkowych a w szczegdlnosci identyfikacja roznic w sktadzie biatkowym lub ekspresji poszczegoinych
biatek pod wptywem dziatania okre$lonego czynnika, dajg szerokie mozliwosci w badaniach danego uktadu
biologicznego. Poprzez poréwnanie oraz analiz¢ zmian w skfadzie biatkowym, mozliwe jest wyodrebnienie
biatek kluczowych dla danego procesu biologicznego. Analiza zmian ekspresji biatek w odpowiednio
zaplanowanym do$wiadczeniu, pozwala roéwniez na dokladniejsze zrozumienie i identyfikacje
mechanizméw zaréwno fizjologicznych jak i patofizjologicznych.

Wykorzystanie nowoczesnych technik proteomicznych (elektroforeza 2D i spektrometria mas typu
MALDI-TOF) pozwolity na okreslenie zmian profilu biatkowego osocza krwi cielat w pierwszych 7 dniach
zycia. W$rod 74 analizowanych spotdw biatkowych, 16 wykazywato zmienng ekspresje w badanym okresie.
W efekcie przeprowadzonych badan zidentyfikowano m.in. biatka zwigzane z transportem i metabolizmem

lipidéw: apolipoproteing A-I (apoA-I) i apoA-IV, ktorych ekspresja gwattownie wzrosta po pierwszym podaniu
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siary. Podawanie bogatej w tluszcz siary i mleka powodowato dalszy wzrost ekspresji tych biatek wraz
z wiekiem cielat. Wzrost ekspresji apoA-l i apoA-IV byt adekwatny do zmian stezenia lipidow w osoczu krwi
cielat.

W badaniach nad sktadem biatkowym osocza krwi cielgt przed i po podaniu wraz z preparatem
mlekozastepczym dodatkowej ilosci laktozy, sposrod blisko 430 badanych spotéw zidentyfikowano
6, ktorych ekspresja istotnie sie zmienita. W odpowiedzi na nadmiar laktozy w diecie wzrosta ekspresja
biatek ostrej fazy: fibrynogenu (Fb), glikoproteiny alpha-1B (A1BG), alpha-1 antytrypsyny (A1AT), apo A-IV
oraz apolipoproteiny E (apoE). Obserwowane zmiany w ekspresji biatek osocza krwi cielat byly
najprawdopodobniej efektem bezposredniego wptywu nadmiernej podazy cukru (apoA-lV, apoE)
lub dodatkowych strat wody wraz z katem obserwowanych po podazy laktozy (Fb, A1BG, A1AT). Na
podstawie uzyskanych wynikéw wysunieto koncepcje, ze wzdr ekspresji biatek osocza krwi (zmniejszenie
ekspresji: fibrynogenu, apoA-IV oraz zwigkszenie ekspresji: A1BG, antyproteinazy alpha-1 i apoE)
dwutygodniowych cielat moze postuzy¢ do okre$lenia przyczyn biegunki u cielat.

W badaniach dotyczacych analizy skfadu biatkowego moczu cielat przed i po podaniu wraz
z preparatem mlekozastepczym dodatkowej ilosci laktozy, spo$rdd wszystkich badanych spotéw
zidentyfikowano 4 , ktérych ekspresja istotnie zmniejszata sig: A1AT, serotransferyna (TF), biatko wigzace
hormony ptciowe (SHBG), cytochrom P450 2E1 (CYP2E1). Po podaniu preparatu mlekozastepczego
z dodatkiem laktozy zwiekszyta sie ekspresja syntazy cytrynianowej ATP. Najprawdopodobnie;
obserwowane w moczu cielat zmiany ekspresji SHBG i CYP2E1 spowodowane byly nadmiarem cukru
w diecie. Natomiast zmiany ekspresji A1AT, TF i syntazy cytrynianowej ATP prawdopodobnie byty efektem
dodatkowych strat wody i elektrolitbw wraz z katem. Uzyskane wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze analiza
sktadu biatkowego moczu cielat moze postuzy¢ do okre$lenia funkcji nerek i w przysztosci moze byé
wykorzystana zarowno w praktyce zootechnicznej jak i diagnostyce weterynaryjnej.

Ciagte udoskonalanie elektroforetycznych metod rozdziatu biatek wymusito koniecznos¢ poszukiwania
bardziej czutych i mniej czasochtonnych metod ich wizualizacji. Pomimo tego, ze na rynku dostepne sg
liczne, charakteryzujace sie wysokg czuto$cig barwniki fluorescencyjne, najbardziej popularne sg barwniki
klasyczne 1j. sole srebra czy btekit coomassie. W zwigzku z tym podjeto sie badan, ktérych celem byta
ocena (pod wzgledem czuto$ci barwienia, czasochtonnosci, prostoty wykonania oraz stopnia zagrozenia
Srodowiska) dwdch metod barwienia Zeli poliakrylamidowych z wykorzystaniem Coomassie Brilliant G-250.
Uzyskane wyniki pozwolity na stwierdzenie, ze detekcja biatek z wykorzystaniem protokotu Pinka

charakteryzuje sie wyzszg skuteczno$cig. Wykazano rowniez, ze metoda ta jest mniej czasochtonna od
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protokotu opracowanego przez Hovinga, a takze nie wymaga zastosowania obcigzajgcego $rodowisko

metanolu.

9. Pozostate osiggniecia naukowo — badawcze.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zataczniku 5, w nastepujacych pozycjach: A.1.11., A.1.13.,
A.1.15.,D.1.10.

W ramach prowadzenia dodatkowych badan, niezwigzanych scisle z gtéwnymi kierunkami
dziatalnosci naukowo - badawczej dokonano m.in. analizy budowy anatomicznej i morfologicznej nerek emu
(Dromaius novaehollandiae). Stwierdzo m.in, Ze nerki samic w poréwnaniu do nerek samcow sg
statystycznie wieksze. Srednia masa ciala badanych samcéw jest statystycznie mniejsza niz samic.
Stwierdzona mniejsza masa nerek wydaje sie by¢ zatem proporcjonalna do ich masy ciata. Swiadczyé
o tym moze wzglednie podobny wspotczynnik nerki/masa ciata zaréwno u samic jak i u samcow.
Stwierdzono takze, ze kazda nerka sktada sie z trzech cze$ci, gtowowej, Srodkowej i ogonowe.
Histologiczna analiza wykazata, ze nerki emu posiadajg dwie warstwy, kore i rdzen. Kora stanowi wiekszg
czes¢ nerek, z matymi obszarami rdzenia. W korze nerki zlokalizowane sg kanaliki proksymalne i dystalne
oraz dwa typy ktebuszkdw nerkowych (z petlami i bez petli). Kazdy z tych kiebuszkow charakteryzuje ciasno
upakowane komdrki mesangialne. Kanaliki proksymalne i dystalne, posiadajg charakterystyczny
jednowarstwowy, niski nabfonek szescienny. Powierzchnia w Swietle kanalikow proksymalnych posiada
rabek szczoteczkowy, uformowany przez liczne mikrokosmki. Rdzern nerek emu tworzy nieregularnie
rozmieszczone, charakterystyczne skupienia o roznej wielkosci. Rdzen zawiera cienkie i grube ramiona
petli Henlego wyscielone jednowarstwowym nabtonkiem szesciennym oraz kanaliki zbiorcze, ktore
posiadajg jednowarstwowy nabtonek walcowaty. Wobec wzrastajgcego zainteresowania tym unikatowym
gatunkiem ptakéw oraz wobec braku w literaturze szczegdtowych informacji na temat budowy anatomicznej
i morfologicznej nerek emu, prezentowane wyniki niewatpliwie uzupetniajq wiedze w tym zakresie u tych
zwierzat.

W badaniach dotyczacych wptywu diety z rézng zawarto$cig fruktanéw typu inulinowego na
czynno$¢ nerek u Swin, po raz pierwszy dokonano identyfikacji, lokalizacji oraz oceny ekspresji TRPM6
i TRPMY (transient potential melastin 6 i 7). Biatka te zaangazowane sg w utrzymanie witasciwego bilansu

magnezem. Wykazano, ze u $win TRPM6 zlokalizowane sg w kanalikach proksymalnych i dystalnych oraz
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w kanalikach zbiorczych. Natomiast TRPM7 zlokalizowano w nabtonku kanalikow dystalnych i zbiorczych.
Stwierdzono réwniez, ze u zwierzat ktorym podawano diete wzbogacong fruktanami typu inulinowego
wzrosta nerkowa ekspresja TRPM6. Zmianom nie ulegta natomiast ekspresja TRMP7. Wzrost ekspresiji
TRMP6 u zwierzat, ktdrym podawano wraz z dietg fruktany typu inulinowego niewatpliwe przyczynit sie do
zwigkszenia nerkowego zatrzymywania Mg2*. Zmiany ekspresji TRPM6 wydajq sie by¢ korzystnym efektem
suplementaciji diety fruktanami typu inulinowego.

W ramach mojej wspotpracy z Pomorska Akademig Medyczng wspoétuczestniczytam w badaniach,
w efekcie ktorych powstata praca dotyczaca wptywu kombinacji réznych lekéw immunopresyjnych na
morfologie, ultrastrukture jak réwniez ekspresje PCNA (proliferating cell nuclear antigen) i biatek
cytoszkieletu prostaty szczuréw. W badaniach tych wykazano m.in., ze u szczuréw, ktorym podawano
kombinacje lekow z rapamycyna, badz wprowadzano rapamycyne w trakcie trwania terapii stwierdzono
zmniejszenie proliferacji zaréwno komoérek nabtonka gruczotowego jak i podscieliska prostaty.
Prezentowane wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze zastosowanie inhibitorow mTOR i tym samym
zmniejszenie procesow proliferacji moze mie¢ istotne znaczenie w leczeniu immunopresyjnym 0sob
z chorobami nowotworowymi, szczegdlnie u mezczyzn z rakiem prostaty po przeszczepie nerki.
Na podstawie uzyskanych wynikow mozna rowniez stwierdzi¢, ze w odniesieniu tylko do prostaty
najkorzystniejsze wydaje sie zastosowanie kombinacji lekéw rapamycyna, takrolimus i prednizon.
W przebiegu tego typu terapii nie tylko obserwuje si¢ najmniejsze zmiany morfologiczne i ultrastrukturalne
w komoérkach prostaty, ale takze niewielki procent proliferujgcych komorek. W przeprowadzonym
do$wiadczeniu wykazano rowniez nieprawidtowosci w ultrastrukturze komérek prostaty badanych szczurow.
Obserwowane liczne rozdete cysterny aparatu Golgiego i siateczki endoplazmatycznej szorstkiej, mogq
$wiadczy¢ o nieprawidtowosciach w procesach syntezy i sekrecji. Obserwowane zmiany wskazujg na
niekorzystny wptyw lekdw immunosupresyjnych na procesy zachodzace na poziomie komorkowym.
Zaprezentowane w pracy wyniki nie tylko przyczynig sie gtebszego zrozumienia procesow zachodzacych
w prostacie u pacjentéw poddanych terapii immunosupresyjnej, ale takze bedg pomocne w indywidualnym
dobraniu jak najkorzystniejszych schematow leczenia tak, aby w przysztosci zminimalizowac ryzyko

wystepowania powiktan, szczegoinie u mezczyzn planujacych ojcostwo.
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Podsumowanie dorobku naukowego

M¢éj dorobek naukowy obejmuje 53 pozycje (9 pozycji opublikowanych przed uzyskaniem stopnia
naukowego doktora, 44 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora), w tym 31 oryginalnych prac twérczych,
4 prace przegladowe, 1 popularno — naukowa, 3 rozdziatly w monografiach, 1 rozdziat w podreczniku
akademickim, 2 rozdziaty w skrypcie akademickim i 11 doniesien i komunikatow.

Sumaryczny impact factor (IF) za publikacje naukowe wg listy Journal Citation Reports (JRC) zgodnie
z rokiem opublikowania lub dla prac z 2016 za rok 2015 — 19,265;

Ogédlna liczba punktow za publikacje naukowe wg wykazu czasopism naukowych MNISW zgodnie
z rokiem opublikowania lub dla prac z 2016 za rok 2015 oraz na podstawie rozporzadzenia Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 27 pazdziernika 2015— 504;
taczna liczba cytowan wg Web of Science (Sareto/Michatek K) — 22;
Indeks Hirscha wg bazy Web of Science — 3.
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Tabelaryczne zestawienie osiagnie¢ w pracy naukowo-badawczej

Rodzaj publikacji

Przed
uzyskaniem
stopnia doktora

Po uzyskaniu
stopnia
doktora

tacznie

1. Oryginalne opublikowane prace twércze

5

25

30

a. w czasopismach znajdujacych sie w
bazie Journal Citation Reports (JRC)

2

18

20

Medycyna Weterynaryjna

2

Acta Veterinaria Hungarica

Folia Biologica (Krakow)

Polish Journal of Veterinary Sciences

Biotechnic and Histochemistry

LG UL\ I NG L\ LN

[N UL S R g N %)

Turkish Journal of Veterinary and Animal
Sciences

w

w

Turkish Journal of Zoology

Turkish Journal of Biology

Archives Animal Breeding

Canadian Journal of Animal Science

Journal of Physiology and Pharmacology

Drug Desing and Developmental Theraphy

_ LD RN = —

DA N ==

b. w czasopismach miedzynarodowych lub
krajowych innych niz znajdujace sie w
bazie Journal Citation Reports (JCR)

10

Electronic Journal of Polish Agricultural
Universities. Series: Animal
Husbandry/Veterinary Medicine

Acta Scientiarum Polonorum. Seria Zootech-

nica

Folia Universitatis Agriculturae Stetinensis.
Zootechnica (obecnie : Folia Pomeranae
Universitatis Technologiae Stetinensis
Agricultura, Alimentaria, Piscaria et
Zootechnica)

Inne publikacje

doniesienia i komunikaty

—_ | —
— (O

prace przegladowe

prace popularno — naukowe

BN TIPS

rozdziaty w monografiach

Podreczniki i skrypty

Prace recenzowane nieopublikowane

Sl W=

Q| wo 0 TN

w czasopismach migdzynarodowych lub
krajowych innych niz znajdujace sie w bazie
Journal Citation Reports (JCR)

Razem

44

53




Tabelaryczne zestawienie osiagnie¢ w pracy naukowo-badawczej

Przed Po uzyskaniu stopnia doktora
uzyskaniem Jednotematyczny Pozostate Ogoétem
Rodzaj publikacji stopnia doktora cykl publikacji publikacje
pkt. wg - pkt. wg - pkt. wg - pkt. wg
MNiSW MNiSW MNiSW MNiSW

Prace oryginalne w
czasopismach z bazy 0{21)7*2 20 4(’2)6 80 L 2 111))’3 254
JCR
Prace oryginalne w 16 10 55
czasopismach spoza
bazy JCR (3) (1) (7)
Artykuty 3,0
przegladowe () (3) 49
Prace popularno- (1)
naukowe
Doniesienia
i komunikaty 2) ©)
Rozdzialy w (15)"
monografiach (3)
Rozdzialy w (5)"
podrecznikach 3)
i skryptach
Ogélem 1?6%?5 504

IF - Wspdtczynnik Impact factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy,
dla prac z roku 2016 wykazano IF za rok 2015;

pkt. wg MNiSW - Liczba punktéw wg wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania sie pracy;
dla prac z roku 2016 wykazano liczbe punktéw MNiSW za rok 2015;

" - W nawiasach podano liczbe publikacii;

" - Liczba punktow MNiSW na podstawie rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 27

pazdziernika 2015.
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6. Udziat w krajowych projektach badawczych

.Wybrane wskazniki czynno$ci nerek u kbz w ciqzy pojedynczej i blizniaczef’, 2001-2006, Komitet
Badan Naukowych nr 2 PO6D 03626 (pierwszy wykonawca);

Wptyw nadmiaru weglowodanéw w diecie na profil biatkowy osocza krwi imoczu oraz nerkowe
mechanizmy regulacji bilansu wodno-elektrolitowego u cielgt w pierwszym miesigcu Zycia', 2010-2013,
Narodowe Centrum Nauki, N N311 016239 (pierwszy wykonawca projektu).;

,Analiza proteomu osocza krwi dojrzatych ptciowo jatdwek, pierwiastek w kolejnych miesigcach cigzy
i krow w pierwszych trzech miesigcach laktacji’, 2010-2013, Narodowe Centrum Nauki, N N311 012538
(wykonawca);

Wptyw suplementacja diety inuling na proteom nerek i moczu”, 2011-2013, Narodowe Centrum Nauki,
N N3311 519340 (wykonawca).

Szczecin, dnia 3 pazdziernika 2016 roku
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