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1. Imig¢inazwisko

Natalia Ziotkowska

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

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

18.06.2015 e Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych w zakresie histologii,

e Promotor: prof. dr hab. Bogdan Lewczuk,

e Recenzenci pracy doktorskiej: prof. dr hab. Barbara Przybylska-Gornowicz

oraz prof. dr hab. Krystyna Skwarlo-Sonta,

e Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Badania nad biosyntezq melatoniny i

mechanizmami jej regulacji w szyszynce gesi domowej”,

Jednostka nadajaca stopien naukowy: Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

Jednostka nadajaca tytul lekarza weterynarii:

06.04.2009 Wydzial i Uczelnia: Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet

Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych

1.10.2015 do chwili

obecnej

e Stanowisko: adiunkt w Katedrze Histologii i Embriologii,
Wydzialu Medycyny  Weterynaryjnej, Uniwersytetu

Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

14.02.2018 - 15.08.2018

e Stanowisko: postdoctoral scholar w Division of
Experimental Retinal Therapies, School of Veterinary

Medicine, University of Pennsylvania, USA.

01.10.2009- 30.09.20015

e Stanowisko: doktorant w Katedrze Histologii i Embriologii,

Wydzialu  Medycyny  Weterynaryjnej, Uniwersytetu

Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018

r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z poézn. zm.).

Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnied, jak i w

sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane

0.
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osiagniecie jest dzielem wspolautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania

dorobku z okresu calej kariery zawodowej.

4.1. Osiagniecie stanowi cykl publikacji powigzanych tematycznie pod wspdélnym

tytulem:

» Wplyw monochromatycznego swiatla niebieskiego na morfologie siatkowki, w szczegolnosci
na komorki zwojowe zawierajqce melanopsyne oraz na ekspresje wybranych genow
zwigzanych 7 fotorecepcjq i degeneracjq siatkowki u szczurow pigmentowanych i

albinotycznych”

Cykl obejmuje 3 oryginalne artykuly naukowe opublikowane w latach 2022 — 2023 w
czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR). Wartosci wazniejszych

parametréw bibliometrycznych zglaszanego osiggniecia wynosza:

e laczna liczba punktow MEIN (wedtug wykazu listy czasopism punktowanych MEIN z
dn. 9 lutego 2021 r.) to 380 pkt
e taczny wspotczynnik oddziatywania [Impact factor (IF)] na dzien sktadania wniosku to
16,12
4. 2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu:

4. 2.1.Natalia Ziolkowska*, Malgorzata Chmielewska-Krzesinska, Alla Vyniarska,
Waldemar Sienkiewicz. Exposure to blue light reduces melanopsin expression in
intrinsically photoreceptive retinal ganglion cells and damages the inner retina in rats.
Investigative Ophthalmology and Visual Science. 2022; 63(1): 1-11.

Punktacja MEIN = 140; IF2021 = 4,925

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan,
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu i
interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 85%

4. 2. 2. Natalia Zidétkowska*, Bogdan Lewczuk. Profiles of Rho, Opn4, c-Fos, and Birc5
mRNA expression in Wistar rat retinas exposed to white or monochromatic light.
Frontiers in Neuroanatomy. 2022; 16: 956000.

Punktacja MEIN = 100; IF2021 = 3,543
Moj wklad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan,
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu wigkszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu i

interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.
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Moj udzial procentowy szacuje na 90%.

4. 2. 3. Natalia Ziotkowska*, Bogdan Lewczuk, Natalia Szyrynska, Aleksandra Rawicka, Alla
Vyniarska. Low-intensity blue-light exposure reduces melanopsin expression in
intrinsically-photosensitive retinal ganglion cells and damages mitochondria in retinal
ganglion cells in Wistar rats. Cells. 2023; 12(7): 1014.

Punktacja MEiN = 140, IF2021 = 7,666

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan,
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu i
interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

Moj udzial procentowy szacuje na 75%.

“autor korespondencyjny

Badania w czgSci zostaly zrealizowane w ramach projektu badawczego pt. ,,Analiza
morfologiczna wplywu Swiatla niebieskiego o wysokiej energii (HEV) na siatkowke oka
szczurow” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (kierownik projektu w ramach

projektu Miniatura 1).

4.2. Omowienie osiggniecia naukowego
4.2.1. Wprowadzenie i cel badan

W ostatnich latach problem negatywnego wplywu $wiatla niebieskiego na siatkowke
oka budzi duze zainteresowanie ze wzgledu na powszechne i stale wzrastajace uzytkowanie
urzadzen zawierajacych diody emitujgce Swiatto (LED) tj. smartfonoéw, tabletow, monitoréw i
telewizorow z wyswietlaczami cieklokrystalicznymi (LCD), jak rowniez stosowanie LED do
o$wietlenia pomieszczen. W celu uzyskania $wiatta biatego wykorzystywana jest dioda
emitujgca Swiatlo niebieskie o dlugosci fali 450-470 nm, ktore wywoluje zjawisko
elektroluminescencji. Wysoka energia swiatta niebieskiego pobudza luminofor, ktory pod jego
wplywem emituje §wiatlo zotte i1 zielone. Zatem, biate o$wietlenie LED jest mieszaning Swiatla
o ro6znej dhugosci fali, z istotng komponenta §wiatta niebieskiego, ktérego energia ze wzgledu
na najkrétszg dlugos¢ fali jest najwigksza w catym jego spektrum (Ham i in., 1976). Pomimo
faktu, ze monochromatyczne §wiatto niebieskie moze by¢ stosowane w leczeniu zaburzen snu 1
w regulacji procesow fizjologicznych zachodzacych w rytmie dobowym (Li 1 in., 2022), to
nadmierna ekspozycja na nie moze powodowac szereg zaburzen fizjologicznych, takich jak
bezsennos¢, sucho$¢ oka, a nawet $lepote wywolang uszkodzeniem siatkéwki (Grimm i in.,
2001; Iandiev i in., 2008; Roehlecke i in., 2011; Kuse i in., 2014; Shang i in., 2014, 2017,
Krigel i in., 2016; Ratnayake i in., 2020).
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Siatkowka oka, odpowiedzialna za wizualng 1 niewizualng percepcje, jest struktura
swiattoczuta zbudowang z kilku warstw neuronéw i z komorek glejowych (Giiler i in., 2008;
Schmidt i in., 2014). Funkcje wzrokowe peini dzigki fotoreceptorom i zawartym w nich
fotopigmentom: rodopsynie (obecnej w komorkach precikowych) i opsynom (obecnym w
komorkach czopkowych). Komorki precikowe odpowiedzialne sa za widzenie w warunkach
stabego oswietlenia (tzw. widzenie skotopowe), natomiast komoérki czopkowe odpowiedzialne
sg za ostros¢ widzenia 1 percepcje kolorow. W badaniach prowadzonych na gryzoniach
wykazano, ze ekspozycja na $wiatlo niebieskie lub na biate §wiatto LED o duzym natezeniu,
prowadzi do degeneracji siatkdwki poprzedzonej jej bliznowaceniem i $§miercig fotoreceptorow
(Grimm i in., 2001; Iandiev i in., 2008; Roehlecke i in., 2011; Jaadane i in., 2020). Ponadto,
stwierdzono, ze kluczowa role w mechanizmie uszkadzajacego wptywu $wiatla na komorki
precikowe odgrywa rodopsyna (Grimm 1 in., 2001). W siatkowce gryzoni pod wplywem
Swiatta niebieskiego dochodzi do szybszej regeneracji rodopsyny z formy ,,trans” do formy
aktywnej ,,cis”, a co za tym idzie, do szybszej zdolno$ci wychwytywania duzej ilosci fotonéw
przez ten barwnik, co w konsekwencji prowadzi do fotochemicznego uszkodzenia siatkowki
(Grimm i in., 2001). Dotychczas nie okreslono doktadnego mechanizmu uszkodzenia komoérek
czopkowych i innych neuronéw w siatkbwce pod wpltywem S$wiatla, ale wykazano, ze
uszkodzenia te mogg by¢ réwniez zalezne od absorbcji $wiatta przez rodopsyne (Samardzija i
in., 2019). Niektore badania sugeruja, ze uszkodzenie komorek czopkowych moze by¢ efektem
bliznowacenia (glejozy) 1 remodelingu siatkowki, ktére towarzysza jej uszkodzeniu
fotochemicznemu (Garcia-Ayuso i in., 2019). Badania ostatnich lat wykazaty takze, ze
ekspozycja szczurow na §wiatto niebieskie o duzo mniejszym natezeniu wywotuje juz apoptoze
fotoreceptorow (Shang i in., 2017). Niemniej jednak, do tej pory nie okreslono szczegdtowo,
jaki jest wplyw $wiatla niebieskiego o niskim nat¢zeniu na komorki §wiattoczule siatkdwki.

Na uwage zastuguje fakt, ze dotychczasowe badania nad negatywnym wplywem $wiatta
niebieskiego na fotoreceptory siatkowki prowadzono gtoéwnie u szczurdéw albinotycznych. Z
kolei coraz wigcej dowoddéw wskazuje, ze uszkodzenia spowodowane $wiattem moga rdznic¢
si¢ znaczaco pomig¢dzy szczurami albinotycznymi i niealbinotycznymi (Hannibal i in., 2013).
Krigel i in. (2016) wykazali, ze ekspozycja szczuréw albinotycznych 1 szczurow
pigmentowanych na biate §wiatlo LED (500 lux) przez 24 h wywotywata uszkodzenia tylko u
tych pierwszych, sugerujac, ze obecnos¢ barwnika w oku moze mie¢ dziatanie ochronne. Ten
fakt rodzi pytanie o wrazliwo$¢ osobnikéw niealbinotycznych na uszkodzenia fotochemiczne
spowodowane $wiattem niebieskim, co zostalo podjete w niniejszych badaniach.

Komorki czopkowe 1 precikowe uznawane byly za jedyne komoérki $wiattoczute

siatkowki kregowcow przez ponad 150 lat, az do odkrycia matej subpopulacji komorek

-5
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zwojowych  potaczonych szlakiem siatkowkowo-podwzgorzowym z  jadrem
nadskrzyzowaniowym w mozgowiu (Hattar i in., 2002; Berson, 2003). Komorki te nazwano
Swiattoczutymi komoérkami zwojowymi - ipRGCs (intrinsically photosensitive retinal ganglion
cells). Dopiero kilka lat pozniej odkryto, ze fotopigmentem w tych komoérkach jest
melanopsyna, bgdaca btonowym receptorem, o budowie zblizonej do rodopsyny (zawiera
chromofor i cis-retinal), zlokalizowanym w btonie perikarionow oraz dendrytow ipRGC
(Provencio, 1998, Berson, 2002). Melanopsyna wykazuje maksymalng wrazliwos¢ na §wiatto
niebieskie w zakresie dtugosci fali 470-480 nm (Qi i in., 2005), dlatego nadmierna ekspozycja
siatkdwki na to $wiatto moze wptywaé negatywnie nie tylko na klasyczne fotoreceptory, ale
réwniez na ipRGCs, co dotychczas byto badane sporadycznie (Benedetto i in., 2017; Garcia -
Ayuso i in., 2017). Uszkadzajace dziatanie Swiatta niebieskiego na ipRGCs moze mie¢ rowniez
zwigzek z faktem, ze ich aksony w wigkszosci pozbawione sg ostonki mielinowej i posiadaja
duza liczbe mitochondriéw (Bristov i in., 2002; Belenky i in., 2003), a enzymy w nich zawarte
pod wpltywem $wiatta niebieskiego moga prowadzi¢ do powstawania reaktywnych form tlenu,
negatywnie wplywajacych na transport aksonalny 1 zywotno$¢ ipRGCs (Chen i in., 2002;
Osborne 1 in., 2008; Garcia-Ayuso 1 in., 2019).

Morfologicznie, ipRGCs wykazuja duze zréznicowanie i ze wzglgdu na sposob i
gesto$¢ rozgatezienia dendrytdw oraz na wielkos$¢ perikarionu, wyr6zniono kilka podtypéw
tych komorek (Berson i in., 2002; Sondereker i in., 2017; Aranda i Schmidt, 2021; Mure i in.,
2021). Z kolei funkcjonalnie, ipRGCs dziataja z jednej strony jak typowe fotoreceptory,
reagujac na bodzce Swietlne o niskim natezeniu, a z drugiej strony jak typowe neurony
odbierajace 1 integrujace impulsy z innych neurondéw siatkowki, przesylajac je szlakiem
siatkbwkowo-podwzgdérzowym do wybranych o$rodkow w mézgu (Berson i1 in., 2003; Pickard
i in., 2009). IpRGCs rdznig si¢ funkcjonalnie od klasycznych fotoreceptorow m.in. w
odpowiedzi na bodziec $wietlny, kiedy ich btona ulega depolaryzacji, podczas gdy w
komorkach czopkowych 1 precikowych hiperpolaryzacji. Ponadto, ipRGCs znacznie wolniej
reagujg na pobudzenie wywolane swiatlem w poréwnaniu z klasycznymi fotoreceptorami, co
przejawia si¢ wydtuzonym czasem odpowiedzi na ten bodziec (60 sekund vs 60 pikosekund w
komorkach precikowych). W wyniku pobudzenia ipRGCs impuls przez aksony tych komodrek
opuszcza gatke oczng 1 informacja dociera do jadra nadskrzyzowaniowego, ktore uznawane jest
za ,,centralny zegar” biologiczny wyzszych kregowcow (Fernandez 1 in., 2016). Opisano, iz w
warunkach fizjologicznych, komoérki ipRGCs nawigzuja polaczenia synaptyczne z klasycznymi
fotoreceptorami (Berson i in., 2003) i dowiedziono, ze ekspresja melanopsyny w ipRGCs jest
czesciowo od nich zalezna, co sugeruje, ze klasyczne fotoreceptory moga wplywaé na

funkcjonowanie tych komorek (Semo 1 in., 2003; Wan 1 in., 2006). Pomimo, ze ipRGCs w
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siatkbwce szczura stanowig zaledwie 1-3% wsrod catej populacji komorek zwojowych
siatkowki (Danias i in., 2002; Galindo-Romero i in., 2013), to odgrywaja one bardzo istotng
role, gtownie w procesach niezwigzanych z percepcja obrazu m.in. w regulacji odruchu
zrenicznego, regulacji cyklu snu i czuwania, regulacji nastroju oraz percepcji natezenia §wiatla
(Danias i in., 2002; Galindo-Romero 1 in., 2013).

Dotychczasowe badania nad wpltywem $wiatla LED na siatkowke oka dotyczyly
gléwnie jego negatywnego wpltywu na klasyczne fotoreceptory, tj. komorki czopkowe i
precikowe, a w mniejszym stopniu na ipRGCs (Iandiev i in., 2008; Shang i in., 2014; Krigel,
2016). Wykazano, ze ekspozycja szczuréw albinotycznych na $wiatto biale LED zmniejszata
liczbe ipRGCs w siatkowce badanych zwierzat i zmniejszata ekspresj¢ melanopsyny w tych
komorkach, wptywajac jednoczesnie na zmiang jej rozmieszczenia (Benedetto i in., 2017). W
badaniach tych wykazano réwniez, Zze obnizenie liczby ipRGCs wynikalo przede wszystkim z
obnizenia ekspresji melanopsyny, a nie ze $mierci tych komorek (Benedetto i in., 2017).

W zwigzku z obnizeniem ekspresji melanopsyny w siatkdéwce gryzoni pod wplywem
Swiatla, rodzi si¢ takze pytanie o zmiany w ekspresji genu melanopsyny (Opn4). Dotychczas
wykazano, ze w siatkdwce gryzoni ekspresja mRNA Opn4 zalezna jest od $wiatta 1 wykazuje
wahania dobowe, z najwyzszym poziomem o zmierzchu, a najnizszym o $wicie (Hannibal i in.,
2005, 2013). Stwierdzono réwniez, ze mutacje w genie Opn4 moga u ludzi prowadzi¢ do
choroby afektywnej sezonowej SAD (Roecklein i in., 2009). Pomimo, iz wykazano spadek
ekspresji melanopsyny pod wptywem ekspozycji siatkowki szczuréw na $wiatto biate LED o
wysokiej intensywnosci >1000 lux (Hannibal 1 in., 2005, 2013; Garcia-Ayuso, 2017), to nie
okreslono czy koreluje to ze zmianami w ekspresji mRNA Opn4.

Degeneracja siatkowki indukowana $wiattem wigze si¢ nieodzownie z dzialaniem
waznego czynnika transkrypcyjnego, biatka c-FOS, ktory moduluje ekspresje wielu genow, w
tym gendéw zwiazanych z funkcjonowaniem fotoreceptorow (Tao i in., 1993; Kumar i in., 1996;
He i in., 1998). Wykazano ekspresje biatka c-FOS w klasycznych fotoreceptorach i w ipRGCs
pod wpltywem stymulacji $wiattem (Nir i in., 1993; Semo i in., 2003). W warunkach
fizjologicznych ekspresja mRNA c-Fos w siatkOwce szczura jest 4-krotnie wyzsza w nocy niz
w dzien (Kamabhis i in., 2005). Stwierdzono, Ze ekspresja mRNA c-Fos wzrasta znaczaco w
uszkodzeniach fotochemicznych siatkowki oraz, ze ekspozycja na Swiatto myszy
pozbawionych genu c-Fos nie powoduje uszkodzen siatkowki, wykazujac tym samym istotng
role biatka c-FOS w apoptozie neuronow siatkowki pod wptywem tego czynnika (Hafezi i in.,
1997; Grimm 1 in., 2000). W uszkodzonych komodrkach zwojowych siatkowki (RGCs) w
warunkach in vitro, biatko c-FOS uczestniczy w procesie ich apoptozy oraz regeneracji

(Oshitari i in., 2002). Dotychczasowe badania skupialy si¢ jedynie na zmianach ekspresji c-Fos
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w przypadku degeneracji siatkdbwki wywolanej §wiattem o duzym natgzeniu, natomiast brak
jest informacji dotyczacej zmian w ekspresji c-Fos w warunkach ekspozycji na $wiatto
monochromatyczne o niskim natgzeniu.

W okreslonych warunkach (czas, natezenie, dlugos¢ fali) $wiatlo prowadzi do
obumierania fotoreceptoréw siatkowki. Wiele badan morfologicznych wskazuje na to, ze
gléwnym typem $mierci komoérkowej w siatkowce pod wptywem $wiatta jest apoptoza (Hafezi
iin., 1997; Grimm i in., 2001; Jaadane i in., 2015; Shang i in., 2017). W ostatnim czasie
prowadzone sg badania nad identyfikacja czynnikow o dziataniu neuroprotekcyjnym, ktore
moglyby by¢ skuteczne w opodznianiu obumierania neurondw zachodzacym w chorobach
neurodegeneracyjnych takich jak choroba Parkinsona, choroba Alzheimera czy tez degeneracja
plamki zottej. Jednym z istotniejszych czynnikow o takim dzialaniu jest biatko BIRCS, ktore
nalezy do grupy protein hamujacych apoptoz¢ (IAP, inhibitor apoptosis protein) niezbednych
we wczesnym etapie rozwoju ukladu nerwowego, ze wzgledu na dziatanie neuroprotekcyjne
wzgledem rozwijajacych si¢ neuronow (Adida i in., 1998; Jiang i in., 2005). Poniewaz
ekspresja BIRCS zmienia si¢ w niektorych chorobach degeneracyjnych siatkdéwki (Downs 1 in.,
2015), zasadnym wydaje si¢ postawienie pytania czy ekspresja tego genu o dziataniu anty-
apoptotycznym 1 neuroprotekcyjnym zmienia si¢ w odpowiedzi na dzialanie $wiatta
niebieskiego, ktore ze wzgledu na wysoka energig¢ jest toksyczne dla siatkowki oka.

Ze wzgledu na fakt, iz biale §wiatto LED stanowi obecnie dominujacy typ oswietlenia i
w przeciwienstwie do $wiatta naturalnego ma w swoim spektrum znaczacy udziat niebieskiej
komponenty o dtugosci fali 460-470 nm, gtownym celem podjetych badan byto poszerzenie
zakresu wiedzy na temat wplywu tego $wiatta (o r6znym natezeniu i r6znym czasie ekspozycji)
na siatkowke oka, wybierajac przy tym zwierz¢ modelowe jakim jest szczur. W celu okreslenia
wpltywu $wiatta niebieskiego o niskim nat¢zeniu na siatkdwke oka, wybrano model szczura
albinotycznego (Wisatr). W celu okre$lenia wptywu $wiatta niebieskiego o wysokim natezeniu
na siatkdéwke oka, wybrano model szczura pigmentowanego (Brown Norway). Poszczegdlne

zadania badawcze obejmowaty:

1. Okreslenie wptywu $wiatta niebieskiego LED na:
a) liczbe komorek zwojowych zawierajacych melanopsyne (ipRGCs) w siatkowce
szczurdw pigmentowanych Brown Norway i szczuréw albinotycznych Wistar;
b) dlugo$¢ melanopsyno-pozytywnych dendrytow w siatkdwce szczuréw Brown

Norway i szczur6w albinotycznych Wistar;
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¢) morfologi¢  siatkdwki, ze  szczegbélnym  uwzglednieniem  komorek
fotoreceptorowych u szczuréw Brown Norway i szczuréw albinotycznych
Wistar;
d) ultrastrukture fotoreceptorow i1 komorek zwojowych siatkowki u szczurdéw
Brown Norway i szczuréw albinotycznych Wistar;
2. Okreslenie wplywu §wiatta niebieskiego na ekspresje:
a) gendw zwigzanych z fotorecepcja, tj. genu rodopsyny (Rho) i genu melanopsyny
(Opn4) u szczuréw Wistar;
b) genu zwigzanego z degeneracja siatkdwki c-Fos u szczuréw Wistar;
¢) genu anty-apoptotycznego BIRC5 u szczuréw Wistar.
3. Okreslenie, ktora czes¢ widma Swiatla widzialnego jest najbardziej foto-toksyczna
wzgledem siatkowki szczurow albinotycznych Wistar i czy jest ona warunkowana

dhugoscia fali.

Powyzsze cele zostaly zrealizowane za pomoc3:
» analizy histologicznej i ultrastrukturalnej siatkowek;
» oceny ilosciowej perikariondw ipRGCs oraz dtugosci ich dendrytow w siatkowce;
» barwienia TUNEL w celu odpowiedzi na pytanie czy ekspozycja na $wiatlo
niebieskie o ré6znym natezeniu wywoluje apoptoze komorek fotoreceptorowych;
» Dbadania ekspresji gendw Rho, Opn4, c-Fos i BIRCS5 w siatkbwkach szczuréw
eksponowanych na $wiatlo biale 1 monochromatyczne: czerwone, zielone i

niebieskie.

4.2.2. Materialy i metody
4.2.2.1. Zwierzeta doSwiadczalne i uklad eksperymentalny

Do doswiadczen uzyto szczury ras Brown Norway (Charles River Laboratories,
Niemcy) oraz Wistar (Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie) w wieku 3 miesiecy. Do
ukonczenia 3 miesigca zycia, wszystkie szczury utrzymywane byly w warunkach 12 godzin
Swiatla bialego i 12 godzin ciemnosci. Faza jasna cyklu trwata od godziny 08:00 — 20:00, a faza
ciemna od godziny 20:00 — 08:00. Zrédtem $wiatla bialego byty lampy jarzeniowe (<100 lux).
W momencie rozpocz¢cia do§wiadczenia zwierzgta umieszczono w przejrzystych klatkach ze
sztucznego tworzywa, umozliwiajagcych niezaktocone przenikanie S$wiatta. Wszystkie
procedury eksperymentalne zostaly zatwierdzone przez Lokalng Komisj¢ Etyczng w Poltawie
(Ukraina).

Doswiadczenie 1
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Dwadziescia cztery szczury rasy Brown Norway podzielono na trzy grupy. Dziewigé
szczurOw utrzymywano w ciagtej ciemnosci przez 24 godziny, a nastepnie - w warunkach
cigglego oswietlenia §wiattem niebieskim o nat¢zeniu 1000 lux przez 2 dni (grupa ostra AE);
dziewig¢ szczurdw utrzymywano w warunkach 12 godzin swiatla niebieskiego (1000 lux) i 12
godzin ciemno$ci przez 10 dni (grupa przewlekla LTE); sze$¢ szczurdw utrzymywano w
warunkach 12 godzin $wiatla biatego (1000 lux) i 12 godzin ciemnosci przez 10 dni (grupa
kontrolna). W celu eliminacji odruchu Zrenicznego, zwierzetom w grupie AE aplikowano dwa
razy dziennie krople rozszerzajace zrenice (Atropina 1%). Zrodtem $wiatta niebieskiego byty
lampy LED zawierajace diody zgrupowane w formie reflektorow (463 + 10 nm; 400
niebieskich diod na klatke; 50 diod = 16 000 lumenéw/5 m?).

Doswiadczenie 2

Dwadzie$cia siedem szczuréw rasy Wistar podzielono na trzy grupy. Dziewigé
szczurOw trzymano w cigglej ciemno$ci przez 24 godziny, a nastgpnie utrzymywano w
warunkach cigglego o$wietlenia $wiattem niebieskim (150 lux) przez 2 dni (grupa ekspozycji
krotkoterminowej STE); dziewig¢ szczurdw utrzymywano w warunkach 12 godzin $wiatta
niebieskiego (150 lux) i 12 godzin ciemnos$ci przez 10 dni (grupa przewlekla LTE); dziewigé
szczurOW utrzymywano w warunkach 12 godzin $wiatla biatego (150 lux) i 12 godzin
ciemnosci przez 10 dni (grupa kontrolna). W celu eliminacji odruchu Zrenicznego, zwierzgtom
w grupie STE aplikowano dwa razy dziennie krople rozszerzajace Zrenice (Tropicamid 1%).
Zrédtem $wiatta niebieskiego byly tasmy z diodami LED (463 + 10 nm).

Doswiadczenie 3

Sto dwadzieScia osiem szczurow rasy Wistar podzielono na cztery grupy: grupg
niebieska (n=32), grupe zielong (n=32), grupe czerwong (n=32) i grupe kontrolng (n=32).
Szczury grupy niebieskiej utrzymywano w warunkach 12 godzin $wiatla niebieskiego (150 lux)
1 12 godzin ciemnosci przez 7 dni; szczury grupy zielonej utrzymywano w warunkach 12
godzin $wiatta zielonego (150 lux) 1 12 godzin ciemnos$ci przez 7 dni; szczury grupy czerwonej
utrzymywano w warunkach 12 godzin $wiatla czerwonego (150 lux) 1 12 godzin ciemnoSci
przez 7 dni. Szczury kontrolne utrzymywano w warunkach 12 godzin $wiatla bialego 1 12
godzin ciemnosci. Faza jasna rozpoczynata si¢ o godzinie 8:00. Zrodlem $wiatta niebieskiego,
zielonego i czerwonego byly tasmy z diodami LED (niebieskie 463+10 nm; zielone 523410
nm; czerwone 623+10 nm), emitujace $wiatto o intensywnosci 150 lux. Zrédtem §$wiatta
biatego dla grupy kontrolnej byty lampy jarzeniowe emitujace §wiatto o szerokim spektrum, z
dyskretng czestotliwoscia pikoéw. W celu pobrania siatkowek do badan zwierzeta poddano
eutanazji w odstepach 3 godzinnych, o godzinie 20:00, 23:00, 02:00, 05:00, 08:00, 11:00, 14:00
1 17:00. Na kazdy punkt czasowy przypadaty 4 szczury. Od kazdego szczura jedng gatke oczna
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przeznaczono do badan morfologicznych, a z drugiej gatki ocznej wyizolowano siatkowke,
ktdrg przeznaczono do badan molekularnych PCR.

4.2.2.2. Badania laboratoryjne

Barwienia immunocytochemiczne

Barwienia immunocytochemiczne przeprowadzano z uzyciem siatkdwek pobranych od
szczurdw z Doswiadczenia 1 1 2. Bezposrednio po eutanazji, od zwierzat pobrano obie gatki
oczne, z czego jedng przeznaczono na uzyskanie preparatu typu whole-mount, a drugg do
pozostalych badan morfologicznych. W celu uzyskania preparatu typu whole-mount gatke
oczng przecigto w plaszczyznie rownikowej, 2 mm za rabkiem rogdéwki, po czym delikatnie
wyizolowano siatkowke, ktora utrwalano w 4% paraformaldehydzie przez 45 minut, a
nastgpnie  plukano w  buforze fosforanowym. Barwienie immunocytochemiczne
przeprowadzono poprzez inkubacj¢ siatkdwek z przeciwciatami pierwotnymi przeciwko
melanopsynie (Abcam 19383, rozcienczenie 1:200). Nastepnie, tkanke inkubowano z
przeciwcialami wtornymi (Alexa 568, rozcienczenie 1:2000) przez 3 godziny, plukano i
zatapiano w medium zawierajacym DABCO i Fluoromount G (Johnson i in., 1982).

Do pozostalych barwien immunochemicznych gatki oczne utrwalano w 4%
paraformaldehydzie, ptukano w buforze fosforanowym, poddawano krioprotekcji w 30%
sacharozie, a nastepnie zamrazano. Skrawki mrozeniowe o grubosci 10 pm inkubowano przez
24 godziny z przeciwciatami pierwotnymi przeciwko kwasnej glikoproteinie wldkienkowej
(GFAP), a nastgpnie plukano w buforze fosforanowym i inkubowano z przeciwcialami
wtoérnymi (Alexa 488, rozcienczenie 1:2000). Preparaty analizowano i fotografowano przy
uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego.

Barwienie na apoptoze

W celu wykrycia apoptozy w neuronach siatkowki przeprowadzono barwienie TUNEL
z uzyciem kitu In Situ Cell Death Diagnostic Kit (Roche, Niemcy). Osiem skrawkow
mrozeniowych z kazdej przeznaczonej do tego badania siatkowki poddano barwieniu zgodnie z
wytycznymi producenta. TUNEL-pozytywne komorki liczono manualnie na skrawku siatkowki
odlegosci 1000 um (Do$wiadczenie 1) lub 2000 pm (Doswiadczenie 2).

Badania ultrastrukturalne

Do badan ultrastrukturalnych pobrano dogrzbietowa cze$¢ siatkowki wraz z
przylegajaca naczyniowka 1 twarddéwka. Fragmenty tkanek utrwalono w mieszaninie 1%
paraformaldehydu i 2,5% glutaraldehydu w 0,2 M buforze fosforanowym (pH 7,4). Nastepnie,
tkanki plukano, utrwalano w 2% czterotlenku osmu (2 h) i zatapiano w zywicy Epon 812.
Potcienkie skrawki barwiono biekitem toluidyny 1 analizowano przy uzyciu mikroskopu

swietlnego. Skrawki ultracienkie kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem otowiu, a
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nastepnie badano przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai 12 Spirit G2
BioTwin (TEM, FEI, USA). Pi¢¢ do siedmiu skrawkow kazdej siatkdéwki badano przy uzyciu
TEM.
4.2.2.3. Analiza iloSciowa perikarionow ipRGCs oraz ocena dlugosci melanopsyno-
pozytywnych wypustek ipRGCs

Melnopsyno-pozytywne perikariony liczono manualnie w preparatach siatkdwki typu
whole-mount przy uzyciu programu ImageJ 1.51n (Schindelin i in., 2012). W celu okreslenia
dlugo$ci melanopsyno-pozytywnych wypustek ipRGCs, wykonano 4 zdjecia z obszaru
skroniowego siatkowki 1 4 zdjecia z obszaru nosowego siatkowki, ktére nastgpnie ztozono w 2
zdjecia kompozytowe o tacznym obszarze 2,56 mm kazde. Dhlugos¢ melanopsyno-
pozytywnych wypustek nerwowych liczono manualnie przy pomocy Neuron] w programie
ImageJ (1,51n). Dtugo$¢ wszystkich melanopsyno-pozytywnych witdkien w obszarze 2,56 mm?
zostata nastepnie zsumowana i wyrazona w mm.
4.2.2.4. Pomiar gestosci drzewa dendrytycznego ipRGCs — analiza Sholla

Do analizy gestosci drzewa dendrytycznego ipRGCs w grupie kontrolnej i w grupach
eksponowanych na $wiatto niebieskie (Do$wiadczenie 2), uzyto zdje¢ o wymiarze 2,56mm?
(zdjecia wezesniej uzyto do pomiaru dlugos$ci melanopsyno-pozytywnych wypustek ipRGCs
podrozdziat 4.2.2.3.), w ktorych obrgbie wytypowano od 10-25 perikarionow ipRGCs. Liczba
perikarioné6w ipRGCs uzytych do tej analizy roznita si¢ pomiedzy grupami ze wzgledu na
wplyw warunkoéw eksperymentalnych na ich liczb¢. Analiza polegala na natozeniu
koncentrycznych pierscieni rozmieszczonych co 10 pm wokoét centralnego punktu, ktérym byt
perikarion ipRGCs. Nastepnie, liczbe przecie¢ dendrytow ipRGCs w obrebie kazdego
pierscienia liczono automatycznie z uzyciem analizy Sholl w programie ImageJ.
4.2.2.5. Badania molekularne — qPCR

Fragmenty siatkbwek do badan PCR utrwalono w RNAlater (Invitrogen, USA) i
przechowywano w temperaturze -80°C do momentu wykonania oznaczen. Catkowite RNA z
siatkowek 1zolowano przy uzyciu GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (Eurx,
Polska). Ocen¢ jakosci i1 koncentracji calkowitego RNA badano za pomoca NanoVue
Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, USA). Odwrotng transkrypcje przeprowadzono
za pomocg RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific, USA).
Calkowita zawarto§¢ RNA w jednej probce wynosita 0,5ug/20uL probki. Reakcje odwrotnej
transkrypcji przeprowadzono w termocyklerze Biometra Thermocycler (Biometra T Gradient
Professional Basic) wedhug schematu: 5 min w 25°C, 60 min w 42°C, 5 min w 85°C, oraz 10

min w 4°C. Nastgpnie wszystkie probki zamrozono w temperaturze -80°C.
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Produkty odwrotnej transkrypcji (RT) rozcienczono w proporcji 1:2 z woda wolng od
RNA i DNA. Kazda probka reakcyjna (20 pL) PCR zawierata: 1 pL produktu RT, 10
uL SYBR® Select Master Mix (ThermoFisher Scientific,USA), 1 uL mieszaniny starterow (5
uM kazdy) i 8 uL wody wolnej od nukleaz. Relatywng ekspresj¢ 4 genéw w kazdej probce
badano w 3 powtdérzeniach na 96-dotkowej ptytce. Jako genu referencyjnego uzyto
dehydrogenaze fosforanu aldehydu glicerynowego (GAPDH), ktérego stabilno$¢ ekspresji
zostala wczesniej potwierdzona. Za kontrol¢ negatywng stuzyla prébka z mieszaning
pozbawiong produktow RT. Proby PCR inkubowano w 7500 Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystems) przez 10 min w 95°C, nastgpnie 40 cykli w 95°C przez 15 s oraz w 60°C
przez 1 min. Warto$¢ graniczng dla kazdego genu skonfigurowano automatycznie powyzej linii
bazowej w punkcie amplifikacji. Relatywna ekspresja dla kazdego genu zostata obliczona z
uzyciem porownawczych metod CT (Schmittgen i Livak 2008).

4.2.3. Wyniki

4.2.3.1. Badania nad wplywem $wiatla niebieskiego o wysokim natezeniu (1000 lux) na
siatkowke oka u szczurow pigmentowanych. Doswiadczenie 1.

4.2.3.1.1. Wplyw Swiatla niebieskiego o wysokim nate¢zeniu (1000 lux) na liczbe
perikarionow ipRGCs, Srednig dlugos¢ ich dendrytow i rozmieszczenie
melanopsyny w siatkdwce szczurow pigmentowanych.

Liczba melanopsyno-pozytywnych perikariondw w preparatach siatkdéwki byla
znaczaco mniejsza w obu grupach zwierzat eksponowanych na $wiatlo niebieskie. Liczba
perikarionéw byta istotnie mniejsza w grupie AE w porownaniu z grupg LTE, natomiast w
grupie LTE istotnie nizsza niz w grupie kontrolne;j.

Rozmieszczenie melanopsyny w ipRGCs bylo podobne w grupie LTE i kontrolne;j,
natomiast réznito si¢ znaczaco w grupie AE. W grupie LTE i kontrolnej melanopsyna obecna
byta w perikarionach 1 w gestej sieci dendrytdéw ipRGCs, rowniez w tych, potozonych
najbardziej dystalnie w stosunku do perikarionéw. Immunoreaktywnos¢ w grupie AE byla
znacznie mniejsza niz w pozostatych grupach i czgsto ograniczata si¢ do perikarionow oraz
proksymalnych czgéci dendrytow, znajdujacych sie blisko ciata neuronu. Melanopsyno-
immunoreaktywne ,,zylakowato$ci” obecne byly w wypustkach ipRGCs obu grup
eksponowanych na dziatanie $wiatla niebieskiego, jednakze byly one znacznie mniejsze i
wystepowaly rzadziej w siatkowkach zwierzat z grupy AE.

Ostra ekspozycja na $wiatto niebieskie powodowata zmniejszenie catkowitej dtugos¢
melanopsyno-pozytywnych wypustek nerwowych. Dlugo$¢ melanopsyno-pozytywnych
wypustek byta istotnie mniejsza w grupie AE niz w grupie LTE i kontrolnej. Srednia dtugosé
wypustek w grupie LTE byta porownywalna ze $rednig dlugoscia wypustek grupy kontrolne;.
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4.2.3.1.2. Wplyw Swiatla niebieskiego o wysokim nat¢zeniu (1000 lux) na morfologie
siatkowki u szczuréw pigmentowanych — analiza histologiczna i
ultrastrukturalna.

Wyniki przeprowadzonych badan histologicznych wykazaty znaczne uszkodzenia
siatkowek szczurow grupy AE i brak zmian w siatkdéwkach szczuré6w grupy kontrolnej i LTE.
Badania histologiczne wykazaly prawie catkowity zanik warstwy jadrzastej zewnetrznej (ONL)
w siatkowkach grupy AE. W warstwie tej wykryto niewiele jader, a wsrod nich, wystepowaty
jadra wykazujace cechy apoptozy, tj. kondensacje¢ chromatyny i jej marginalizacj¢. Pomimo, ze
w grupie AE, segmenty wewnetrzne i zewngtrzne fotoreceptoréw byly obecne, to w
porownaniu do grupy kontrolnej byly one mniej liczne i skrocone. W grupie kontrolnej i LTE
segmenty fotoreceptorow prezentowaly prawidlowa morfologie. W siatkowkach szczurow
grupy AE warstwa splotowata wewnetrzna (IPL), zawierajaca wypustki komorek zwojowych,
dwubiegunowych i horyzontalnych, oraz warstwa wtokien nerwu wzrokowego (NFL) byly
znacznie grubsze i zwakuolizowane w poréwnaniu z grupa kontrolng i LTE. W grupie AE
niektore komorki warstwy ONL wykazywaly cechy apoptozy, takie jak kondensacje
chromatyny i jej marginalizacjg.

Badania ultrasktrukturalne siatkowek grupy AE wykazaly w warstwie ONL obecnos¢
jader komorek fotoreceptorowych na réznym etapie apoptozy. Wiele jader komorkowych w tej
warstwie posiadato ciemng elektronowo 1 zaggszczong heterochromatyng. W warstwie ONL
obserwowano takze jadra z wakuolami oraz jadra pozbawione chromatyny, w ktorych
pozostata tylko zdeformowana otoczka jadrowa. W grupie AE wigkszo$§¢ segmentéw
wewnetrznych fotoreceptorow miata uszkodzong blong komodrkowa, jasng elektronowo
cytoplazme 1 obrzekte mitochondria. W grupie tej segmenty zewngtrzne fotoreceptoréw byty
najczesciej zdeformowane, zwakuolizowane i1 miaty zaburzony uktad dyskéw btonowych.
Ponadto, w strefie pomigdzy segmentami zewng¢trznymi i wewngtrznymi obserwowano liczne
wakuole. Podobnych nieprawidiowosci ultrastrukturalnych nie obserwowano w grupie
kontrolnej i LTE.

Liczne wypustki komorek glejowych (Miillera) wypetnione filamentami posrednimi,
obecne byly w przestrzeni pod-siatkéwkowej 1 pomiedzy segmentami wewngtrznymi
fotoreceptorow grupy AE. Podobnych zmian nie obserwowano w grupie kontrolnej i LTE.

W grupie AE wigkszos¢ komorek RGCs miata zmniejszong ilo$¢ cystern siateczki
Srddplazmatycznej szorstkiej i rybosoméw w poroéwnaniu z grupa kontrolng, oraz silnie
obrzgknigte mitochondria. Podobne zmiany obrzgkowe mitochondriow obecne byly w IPL i
NFL.

Wyniki om6éwione w Doswiadczeniu 1 zostaly przedstawione w Publikacji 4.2.1.
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4.2.3.2. Badania nad wplywem Swiatla niebieskiego o niskim nat¢zeniu (150 lux) na
siatkowke szczurow albinotycznych. Doswiadczenie 2.

4.2.3.2.1. Wplyw swiatla niebieskiego o niskim natezeniu (150 lux) na liczbe perikarionéow
ipRGCs, dlugosé ich dendrytéow i rozmieszczenie melanospyny w siatkowkach
szczuréw albinotycznych.

Ekspozycja szczuréw albinotycznych na $wiatlo niebieskie o natgzeniu 150 lux
spowodowata znaczaca redukcj¢ catkowitej dlugosci melanopsyno-pozytywnych dendrytow
ipRGCs, ktora byta 1,8-krotnie mniejsza w grupie LTE niz w grupie kontrolnej oraz 1,7 krotnie
mniejsza w grupie STE w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Jednakze, o istotnej statystycznie
redukcji tych wypustek mozemy mowi¢ jedynie w grupie LTE, poniewaz w grupie STE
wystapita duza zmienno$§¢ wewnatrzgrupowa. Podobnie jak w przypadku szczuréw
pigmentowanych eksponowanych na §wiatto niebieskie o wysokim nat¢zeniu (1000 lux, Dosw.
1), tak i w tym przypadku obserwowano zmian¢ dystrybucji melanopsyny w ipRGCs, ktora w
wielu neuronach grupy LTE ograniczata si¢ do perikarionu i poczatkowych odcinkow jego
dendrytow. Ponadto, analiza Sholla wykazata, ze w obu grupach eksponowanych na $wiatto

niebieskie nastapit istotny spadek stopnia rozgaleziania si¢ dendrytow w promieniu ok 100 pm

od perikarionu ipRGC.

4.2.3.2.2. Wplyw S$wiatla niebieskiego o niskim natezeniu (150 lux) na morfologie
siatkowki u szczurow albinotycznych — analiza immunocytochemiczna i
ultrastrukturalna.

Analiza histologiczna siatkdwek pochodzacych od szczuréow grupy przewlektej LTE
wykazala obecno$¢ nielicznych jader z cechami apoptozy w warstwie ONL takimi jak
kondensacja chromatyny 1 obecno$¢ ciatek apoptotycznych. Obecnos¢ apoptotycznych jader w
ONL obserwowano takze w grupie STE, jednakze byty one widoczne rzadziej w poréwnaniu z
grupg LTE. W grupie STE segmenty wewngtrzne fotoreceptoréw byly zredukowane pod
wzgledem ilosci, ale prezentowatly prawidlowa morfologi¢, natomiast w grupie LTE byly one
krotsze 1 wezsze niz w grupie kontrolnej. Analiza ultrastrukturalna siatkowek grupy LTE
wykazata, ze wiele z tych segmentow wewnetrznych byla obrzgknigta 1 zawierata jasng
elektronowo cytoplazme. W obu grupach poddanych ekspozycji na $wiatlo niebieskie (STE i

LTE) stwierdzono ubytki segmentéw zewngtrznych fotoreceptorow oraz wakuolizacje ich
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apikalnych czgéci. Wakuole w apikalnych czgsciach segmentéw zewngtrznych fotoreceptorow
w obrazie mikroskopu elektronowego widoczne byly jako okragle i elipsoidalne struktury
zawierajace liczne pecherzyki i1 kanaliki. Analiza ultrastrukturalna siatkowek grupy LTE
wykazata dodatkowo dezorganizacje segmentow zewnetrznych i utrate struktury lamelarnej
dyskoéw btonowych w nich zawartych.

Barwienia TUNEL preparatow mrozeniowych siatkéwek wykazaty 33-krotny wzrost
liczby TUNEL-pozytywnych jader w warstwie ONL grupy LTE i 6 krotny wzrost TUNEL-
pozytywnych jader w grupie STE w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Wyniki badan immunochemicznych z uzyciem markera komorek glejowych, tj. kwasne;j
glikoproteiny wtokienkowej (GFAP), wykazaly wyrazny wzrost jego ekspresji oraz zmiang w
jego dystrybucji w siatkdéwkach szczurow grupy LTE w poréwnaniu z grupa kontrolng. W
grupie kontrolnej, ekspresj¢ GFAP obserwowano wylacznie w wewngtrznych warstwach
siatkdbwki, obejmujacych warstwy komorek zwojowych i NFL. W grupie LTE, GFAP-
pozytywne wypustki komodrek glejowych Miillera penetrowaty prawie calg szerokos¢
siatkbwki. Podobnie jak w grupie kontrolnej obejmowaty wewnetrzne warstwy siatkowki
(GCL, NFL), gdzie reakcja byta najsilniejsza, i dodatkowo pojedyncze GFAP-pozytywne
wypustki obecne byly takze pomigdzy jadrami warstwy ONL. W grupie STE intensywno$¢
barwienia w kierunku GFAP oraz jego rozmieszczenie byly porownywalne z grupa kontrolna,

Badania ultrastrukturalne wykazaty obecno$¢ w siatkowkach grupy LTE grubych
wypustek glejowych wypelionych licznymi filamentami posrednimi, ktore obecne byty w
warstwie ONL. Podobnych wypustek glejowych nie obserwowano zaro6wno w grupie STE, jak
rowniez kontrolnej. W przypadku obu grup eksponowanych na dzialanie §wiatta niebieskiego
(STE, LTE) w RGCs obserwowano wyrazny obrz¢k mitochondriow oraz rozpad ich grzebieni.
Podobne zmiany dotyczace mitochondriow obserwowano w wypustkach neuronalnych
warstwy IPL.

Wyniki om6éwione w Doswiadczeniu 2 zostaly przedstawione w Publikacji 4.2.3.

Natalia Ziotkowska, Bogdan Lewczuk, Natalia Szyrynska, Aleksandra Rawicka, Alla
Vyniarska. Low-intensity blue-light exposure reduces melanopsin expression in
intrinsically-photosensitive retinal ganglion cells and damages mitochondria in retinal

ganglion cells in Wistar rats. Cells. 2023; 12(7): 1014.

4.2.3.3. Badania nad wplywem S$wiatla niebieskiego o niskim natezeniu (150 lux) na
ekspresje genoéw zwigzanych z fotorecepcja oraz z degeneracja siatkowki w

siatkowce u szczurow albinotycznych. Doswiadczenie 3.
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Ekspozycja szczuréw albinotycznych na §wiatto niebieskie przez 7 dni w uktadzie 12 h
Swiatta niebieskiego oraz 12 h ciemnosci, spowodowata znaczny spadek ekspresji mRNA genu
rodopsyny (Rho) we wszystkich punktach czasowych. Roznice w poziomie mRNA Rho byty
szczegoOlnie widoczne w siatkdbwkach pobranych o godzinie 23:00, 02:00 i 05:00, kiedy
ekspresja genu byla 4-krotnie nizsza w grupie eksponowanej na $wiatto niebieskie w
porownaniu z grupa kontrolng. W przypadku genu melanopsyny (Opn4), poziom jego mRNA
byt znaczaco obnizony w pigciu z osSmiu punktow czasowych (11:00, 14:00, 17:00 i 20:00,
23:00) w poréwnaniu z grupg kontrolng. Ekspresja mRNA c-Fos w grupie kontrolnej
wykazywata rytmiczno$¢, charakteryzujaca si¢ najnizszym poziomem mMRNA w dzien i
najwyzszym w nocy. Ekspozycja szczuréw na dzialanie $wiatta niebieskiego spowodowata
redukcje lub zniesienie rytmicznej ekspresji mRNA c-Fos, a poziom jego mRNA pozostawat
na wysokim poziomie przez cale doswiadczenie w stosunku do grupy kontrolnej. Warto
podkresli¢, ze poziom mRNA tego genu byt na poziomie maksymalnego piku obserwowanego
w grupie kontrolnej. Podobnie, w przypadku anty-apoptotycznego genu BRICS5 eskpozycja na
Swiatto niebieskie spowodowala istotny wzrost ekspresji jego mRNA, zarbwno w ciagu dnia,
jak 1 w nocy, w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Badania nad wptywem $wiatta monochromatycznego zielonego (523 nm) wykazaly, ze
ekspozycja na §wiatto zielone wywolala istotny spadek ekspresji mRNA Rho, oraz Opn4, ale
byt on mniejszy niz w przypadku spadku obserwowanego u szczuréw eksponowanych na
Swiatlo niebieskie. W przypadku ekspozycji na $wiatlo zielone, ekspresja mRNA c-Fos,
podobnie jak w przypadku ekspozycji na Swiatto niebieskie, stracita charakter rytmiczny i
pozostawata na podwyzszonym poziomie przez cate doSwiadczenie. Istotny wzrost ekspresji
pod wptywem tego $wiatla odnotowano takze w przypadku mRNA BIRC5. W przypadku
ekspozycji na §wiatlo czerwone (623 nm), poziom ekspresji wszystkich badanych genow byt
bardzo podobny do obserwowanego w grupie kontrolnej.

W badaniach morfologicznych preparatow siatkdéwek pobranych od szczuréow
obserwowano: skrocenie 1 wakuolizacje segmentdw zewnetrznych oraz skrocenie segmentéw
wewnetrznych fotoreceptorow u szczuréw grupy niebieskiej; wakuolizacj¢ segmentow
zewngtrznych fotoreceptoréw w grupie zielonej; brak zmian w obrgbie fotoreceptorow w
siatkowkach grupy czerwonej i kontrolne;.

Wyniki om6éwione w Doswiadczeniu 3 zostaly przedstawione w Publikacji 4.2.2.
Natalia Ziolkowska, Bogdan Lewczuk. Profiles of Rho, Opn4, c-Fos, and Birc5 mRNA
expression in Wistar rat retinas exposed to white or monochromatic light. Frontiers in

Neuroanatomy. 2022, 18;16:956000.
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4.2.4. Dyskusja

Wyniki badan przeprowadzonych na szczurach pigmentowanych (Dos$wiadczenie 1)
wykazaty, ze ekspozycja ostra AE 1 przewlekla LTE na $wiatlo niebieskie o natezeniu 1000
lux, zmniejsza liczb¢ melanopsyno-pozytywnych perikarionéw ipRGCs w siatkdwce, a takze,
ze ekspozycja AE, ale nie LTE na to $wiatlo, znaczaco redukuje dtugo$¢ melanopsyno-
pozytywnych dendrytéw. Wyniki badan na szczurach albinotycznych (Do$wiadczenie 2)
demonstruja, ze ekspozycja krotko- STE 1 dlugoterminowa LTE na $wiatlo niebieskie o
natezeniu 150 lux, istotnie redukuje liczb¢ melanopsyno-pozytywnych perikarionow ipRGCs w
siatkowkach tych zwierzat. Uzyskane wyniki wskazuja rowniez, ze ekspozycja LTE w
znacznym stopniu zmniejsza dhlugo$¢ melanopsyno-pozytywnych dendrytow oraz, ze oba
rodzaje ekspozycji znaczaco redukuja stopien rozgalezienia melanopsyno-pozytywnych
dendrytow w ipRGCs.

Przeprowadzone badania wlasne po raz pierwszy demonstruja = wplyw
monochromatycznego $wiatlta niebieskiego na ipRGCs u szczuréw pigmentowanych i
albinotycznych, i wskazuja na znaczace obnizenie immunoreaktywnos$ci melanopsyny w
perikarionach i dendrytach tych komorek. Z wielu badan wynika, ze $wiatlo i ciemno$¢ sa
gléwnymi czynnikami regulujacymi ekspresje melanopsyny w siatkowce gryzoni (Hannibal i
in., 2005, 2007, 2013) i ze utrzymywanie zwierzat w warunkach ciaglego os$wietlenia
dziennego obniza ekspresj¢ melanopsyny oraz redukuje liczbe ipRGCs w siatkdwce (Hannibal
i in., 2005). Jednakze, dotychczasowe badania skupiaty si¢ gtownie na wptywie $wiatta
biatego, a nie $wiatla monochromatycznego niebieskiego na ta populacj¢ komorek (Grimm i
in., 2001; Benedetto i in., 2017; Garcia-Ayuso i in., 2017). Jedyne badania z udziatem
monochromatycznego $wiatla niebieskiego na siatkowke oka dotycza okreslenia zaleznego od
rodopsyny, mechanizmu uszkadzajacego dzialania tego $wiatla na klasyczne fotoreceptory i
zmian apoptotycznych, jakie zachodza w tych komorkach pod jego wplywem w warunkach in
vivo 1 in vitro (Roehlecke i in., 2011; Kuse i in., 2014; Shang i in., 2014; Krigel i in., 2016;
Jaadane i in., 2020; Miralles 1 in., 2021). Wykazano, ze u myszy monochromatyczne $wiatto
niebieskie uszkadza komorki czopkowe siatkowki i1 barier¢ krew-siatkowka indukujac zmiany
wysiekowe (Geiger i in., 2015) oraz, ze u szczuréw 30-sto minutowa ekspozycja na to §wiatlo
powoduje hipertrofie komoérek Miillera 1 zaburza jonowa homeostaze w siatkéwcee (Iandiev i
in., 2008). Zademonstrowano réwniez, ze $Swiatto niebieskie uszkadza nablonek barwnikowy
siatkdwki 1 powoduje jej bliznowacenie (Jaadane i in., 2020).W zwiazku z powyzszym, badania
wlasne sa pierwszymi ukazujagcymi wplyw $wiatla niebieskiego na ipRGCs 1 ekspresje

melanopsyny.
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Na stwierdzong w badaniach witasnych redukcje liczby melanopsyno-pozytywnych
perikarioné6w pod wpltywem $wiatla niebieskiego u obu ras szczuréw moze mie¢ wplyw kilka
czynnikow. Redukcja ta, podobnie jak obserwowane zmniejszenie dlugo$ci melanopsyno-
pozytywnych wypustek, moze by¢ zwigzana z obnizeniem ekspresji melanopsyny. Wykazano
bowiem, ze $wiatto jest silnym inhibitorem ekspresji melanopsyny w siatkdéwce wielu gryzoni
(Castrucci i in., 2004; Hannibal i in., 2005, 2007; Gonzalez-Mendelez i in., 2010). Dodatkowo,
Garcia-Ayuso i in. (2017) wykazali przejsciowy spadek ekspresji melanopsyny w siatkdwkach
szczuréw albinotycznych eksponowanych na dziatanie biatego $wiatta LED. Podobnie,
Hannibal i in. (2005) obserwowali spadek w ekspresji tego biatka w siatkdwce szczurdéw
poddanych ciaglej ekspozycji na $wiatlo biate. Wyniki badan wlasnych i wyzej wymienionych
sugeruja, ze spadek ekspresji melanopsyny pod wptywem ciaglej ekspozycji na $wiatlo
niebieskie moze by¢ mechanizmem ochronnym dla siatkowki, gdyz wykazano, ze pod jego
wplywem melanopsyna generuje wolne rodniki szkodliwe dla siatkowki oka (Koyanagi i
Terakita, 2014; Tao i in., 2019). Na stwierdzong w badaniach wiasnych redukcj¢ ogolnej
dlugo$ci melanopsyno-pozytywnych wypustek nerwowych i stopnia ich rozgat¢zienia moga
mie¢ wpltyw zmiany w dystrybucji melanopsyny. Znaczacy spadek immunoreaktywnos$ci
melanopsyny lub jej catkowity brak w czesSci wypustek moze wynika¢ z faktu, iz nowo
powstata melanopsyna, ktéra syntetyzowana jest w perikarionie, transportowana jest nastepnie
do wypustek ipRGCs, dlatego tez przy spadku ekspresji pod wplywem $wiatla,
immunoreaktywno$¢ bedzie najpierw stabsza w dystalnych czg¢sciach wypustek, a nastgpnie
bedzie obserwowana dopiero w perikarionach. Warto rowniez podkresli¢, ze zademonstrowana
redukcja immunoreaktywnosci melanopsyny moze mie¢ zwigzek z uszkodzeniem
fotoreceptorow, gdyz wykazano, ze komorki te w warunkach fizjologicznych nawigzuja
pofaczenia synaptyczne z ipRGCs 1 moga uczestniczy¢ w regulacji ekspresji tego
Swiattoczutego barwnika (Belenky i in., 2003; Lucas i in., 2012).

Poza zmianami w ekspresji i rozmieszczeniu melanopsyny, przeprowadzone badania
wykazaty, ze u szczurow pigmentowanych poddanych ekspozycji AE na $wiatlo niebieskie o
natezeniu 1000 lux doszto do masywnej apoptozy komorek fotoreceptorowych, wakuolizacji
warstwy splotowatej wewngtrznej oraz warstwy widkien nerwu wzrokowego, co wskazuje na
znaczne uszkodzenie siatkowki. Warto zauwazy¢, ze w grupie LTE, w ktorej szczury
pigmentowane (Dosw. 1) eksponowano na $wiatlo niebieskie o takim samym natezeniu jak w
grupie AE, lecz z naprzemiennym wystgpowaniem okreséw $wiatla i ciemnos$ci w ciagu doby,
siatkowka nie wykazywata uszkodzen. W zwigzku z obserwowanym u szczuréw

pigmentowanych znacznym uszkodzeniem siatkowki pod wptywem ekspozycji na §wiatto 1000
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lux przez 2 dni, w przypadku szczuréw albinotycznych zdecydowano si¢ na uzycie $wiatla
niebieskiego o duzo nizszym nat¢zeniu (Dosw. 2 i 3).

W grupie szczurdéw albinotycznych (Dosw. 2 i 3), ktére eksponowano na $wiatto
niebieskie o natg¢zeniu 150 lux, uszkodzenia siatkowki obserwowano gtéwnie w grupie LTE (7
dni ekspozycji), a w znacznie mniejszym stopniu w grupie STE (2 dni ekspozycji).
Obserwowane zmiany w siatkdéwce mialy charakter stopniowy i byly skorelowane z czasem
ekspozycji na S$wiatlo niebieskie. W pierwszym etapie w obu grupach (STE i LTE)
obserwowano wakuolizacj¢ apikalnych czesci segmentéw zewnetrznych fotoreceptorow.
Kontynuacja ekspozycji na $§wiatlo niebieskie zwierzat grupy LTE, wywotata apoptoze
nielicznych komorek fotoreceptorowych, uszkodzenie i skrocenie ich segmentow
wewnetrznych oraz obrzek mitochondriéw w warstwie splotowatej wewnetrznej.

Dowodéw na uszkodzenie siatkowki u zwierzat eksponowanych na to $wiatlo
dostarczyly takze barwienia immunochemiczne, ktére wykazaly znaczne zwigkszenie
immunoreaktywnosci GFAP w siatkowkach grupy LTE, co jest zbiezne z dotychczasowymi
wynikami badan, z ktorych wynika, Zze zwigkszona ekspresja tego biatka wystepuje w
odpowiedzi siatkowki na rézne czynniki uszkadzajace, w tym na uszkadzajace $wiatto biale
(Burns i in., 1990; De Raad i in., 1996; Iandiev i in., 2008; Jaadane i in., 2015). W naszych
badaniach wykazano, ze ekspresja GFAP i1 apoptoza w warstwie jadrzastej zewnetrznej (jadra
fotoreceptorow) byly wigksze w siatkowkach grupy LTE w poréwnaniu z grupa kontrolng i
grupag STE, co wskazuje na zalezno$¢ pomig¢dzy stopniem uszkodzenia fotoreceptorow a
zwickszong ekspresja GFAP. Podobng zalezno$¢ obserwowano w badaniach z udziatem
szczurdw eksponowanych na biate Swiatto LED (1000 lux, 2h), gdzie obserwowano, ze wzrost
ekspresji GFAP w siatkdwce jest proporcjonalny do stopnia uszkodzenia jej fotoreceptorow
(De Raad i in., 1996). Na roznice w uszkodzeniu siatkowki obserwowane pomiedzy szczurami
albinotycznymi i pigmentowanymi przy ekspozycji 2 dniowej moze mie¢ wplyw fakt, ze w
przypadku szczurow pigmentowanych zastosowano ekspozycje na S$wiatlo niebieskie o
wysokim natgzeniu (1000 lux), a w przypadku szczurdéw albinotycznych natezenie $wiatla
niebieskiego byto niskie (150 lux). Wyniki przeprowadzonych badan demonstruja po raz
pierwszy, ze S$wiatlo niebieskie o tak niskim natezeniu jak 150 lux wywoluje apoptoze
fotoreceptorow siatkéwki. Wskazuje to po pierwsze na wigkszg wrazliwo$¢ szczuréw
albinotycznych na uszkadzajacy wpltyw $wiatta, a po drugie dowodzi, ze nawet tak male
natezenie jak 150 lux moze mie¢ negatywne skutki dla siatkowki.

Wyniki badan ultrastrukturalnych wykazaty uszkodzenia siatkdwek u obu ras szczurow
eksponowanych na $wiatto niebieskie, jednakze byly one wieksze w grupie szczurow

pigmentowanych, w ktorej obserwowano liczne obrzeki mitochondriow w komorkach
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zwojowych siatkowki (Dosw. 1). Wigksze uszkodzenia w grupie szczurdw pigmentowanych
wynikaja najprawdopodobniej z wigkszego uszkodzenia siatkdwki spowodowanego uzyciem
Swiatta o wigkszym natezeniu (1000 lux vs 150 lux). Obserwowany w niniejszych badaniach
obrzgk mitochondriow moze wynika¢ ze stresu oksydacyjnego siatkowki, wykazano bowiem,
ze $wiatlo niebieskie hamuje aktywno$¢ kluczowych enzymoéw mitochondrialnych (m.in.
oksydazy cytochromowej), co wyzwala produkcje wolnych rodnikow dziatajacych toksycznie
wzgledem siatkowki (Chen 1 in., 1992; Osborne i in., 2014). Ponadto, wewngtrzna blona
mitochondrialna zawiera chromofory takie jak flawiny i porfiryny, ktore sg wrazliwe na §wiatto
niebieskie i ich aktywacja moze prowadzi¢ do powstawania nadtlenku wodoru 1 w
konsekwencji peroksydacji lipidow blonowych (Osoborne i in., 2008; Agarwal i in., 2014).
Warto rowniez podkresli¢, ze ekspozycja obu ras szczurdw na $wiatlo niebieskie o roznym
natezeniu (150 lux i 1000 lux) nie wywotata apoptozy w warstwie komodrek zwojowych
siatkowki (ujemne wyniki barwienia TUNEL), co sugeruje, ze ipRGCs sg mniej wrazliwe na
uszkadzajacy wplyw §wiatla niebieskiego w odroznieniu od klasycznych fotoreceptorow.

Z uwagi na fakt, ze siatkowka szczurow albinotycznych okazala si¢ duzo bardziej
wrazliwa na dziatanie §wiatla niebieskiego, poniewaz apoptoz¢ fotoreceptorow obserwowano
juz przy ekspozycji na $§wiatlo niebieskie o niskim nat¢zeniu, w Doswiadczeniu 3 badano
ekspresje wybranych genow u zwierzat bardziej wrazliwych. Poza zmianami w morfologii
siatkbwki 1 w ekspresji melanopsyny pod wptywem S$wiatla niebieskiego, w badaniach
wiasnych okreslono, ktéra czg$¢ z badanego widma $wiatla widzialnego jest najbardziej
uszkadzajaca dla siatkdwki oka szczuréw albinotycznych przy natezeniu 150 lux (Dosw. 3), a
ponadto, wykazano takze zmiany w ekspresji istotnych genéw zwigzanych z fotorecepcja (Rho,
Opn4), degeneracja siatkowki (c-Fos) oraz neuroprotekcja (BIRC5). W oparciu o dostepna
literatur¢ sa to pierwsze badania ukazujace wptyw $wiatla monochromatycznego o roznej
barwie 1 niskim natezeniu na ekspresje kluczowych genéw zwigzanych z fotorecepcja,
degeneracja 1 neuroprotekcja siatkowki.

Badania wiasne po raz pierwszy wykazaly, ze uszkodzenia obserwowane w siatkowce
szczurdow albinotycznych pod wptywem ekspozycji na §wiatlo monochromatyczne (czerwone,
zielone i niebieskie) o tak malym natgZeniu jak 150 lux oraz, ze zmiany w ekspresji wyzej
wymienionych gendéw sg zalezne od dilugosci fali §wiatta (Dosw. 3). W badaniach tych
wykazano, ze to gtownie $wiatlo niebieskie o dtugosci fali 470 nm (najkrétsza z badanych
dhugosci fali), a w mniejszym stopniu $wiatlo zielone o diugosci fali 523 nm (posredniej
dhugosci fali) znaczaco redukuja ekspresj¢ mRNA genu rodopsyny (Rho) i melanopsyny
(Opn4) oraz zwigkszaja ekspresj¢ mRNA genu c-Fos i BIRC 5. Zmianom w ekspresji

wymienionych genéw pod wpltywem tych §wiatet towarzyszyly takze umiarkowane zmiany w
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obrebie fotoreceptorow takie jak skrocenie ich segmentow zewngtrznych i ich wakuolizacja
(Swiatto niebieskie) oraz niewielka wakuolizacja segmentdw zewnetrznych fotoreceptoréw
($wiatlo zielone). Z kolei w przypadku ekspozycji szczurow na $§wiatlo czerwone o dtugosci
fali 623 nm (najwigkszej dtugosci fali), nie obserwowano zmian patologicznych w obrgbie
siatkowki, a ekspresja wyzej wymienionych genow byla bardzo zblizona do wynikow
uzyskanych w grupie szczuréw eksponowanych na $wiatto biate (kontrola).

Najwiekszy spadek ekspresji mRNA Rho obserwowano w grupach zwierzat poddanych
eskpozycji na $wiatto o krotkiej 1 posredniej dtugosci fali (tj. niebieskie 1 zielone), czyli w
grupach, w ktérych obserwowano takze umiarkowane uszkodzenia fotoreceptorow. Poniewaz
rodopsyna obecna w segmentach zewnetrznych precikéw posredniczy w uszkadzajacym
wplywie $wiatta na siatkowke oka, a ilo$¢ dostepnego biatka w fotoreceptorach determinuje
stopien uszkodzenia siatkowki przez to $wiatlo (Grimm 1 in., 2001), obserwowany przez nas
spadek ekspresji mRNA Rho pod wplywem $wiatla niebieskiego i zielonego (jesli by potaczy¢
je ze spadkiem ekspresji biatka rodopsyny) stanowig najprawdopodobniej mechanizm
ochronny, zapobiegajacy dalszym uszkodzeniom spowodowanym przez $wiatto niebieskie.

Podobnie, jak w przypadku mRNA Rho, pod wptywem ekspozycji na §wiatlo niebieskie
i zielone, znacznemu obnizeniu ulegla takze ekspresja mRNA Opn4 (Dosw. 3). Pomimo faktu
obnizenia ekspresji mRNA Opn4 w trakcie 7 dni doswiadczenia, obserwowano wyrazny wzrost
jego mRNA na poczatku fazy ciemnej cyklu dobowego, podobnie jak ma to miejsce w
warunkach fizjologicznego cyklu dobowego u szczurow (Hannibal 1 in., 2005, 2013).
Dotychczas nie okreslono czy melanopsyna posredniczy w uszkadzajagcym wplywie $wiatla
niebieskiego na ipRGCs, ale biorgc pod uwage, ze pod jego wptywem melanopsyna produkuje
reaktywne formy tlenu (Chen i in., 1992; Osborne i in., 2014), obnizZenie jej ekspresji, podobnie
jak w przypadku Rho, moze by¢ mechanizmem ochronnym, redukujacym ryzyko uszkodzenia
oksydacyjnego neuronow siatkowki.

Kolejnym genem, ktorego ekspresja ulegta zmianie pod wplywem S$wiatla
monochromatycznego o natgzeniu 150 lux byl gen zwigzany z degeneracja siatkowki c-Fos.
Wyniki naszych badan wykazaty, ze pod wpltywem ekspozycji na $wiatto niebieskie 1 w
mniejszym stopniu na $wiatto zielone o matym natezeniu (150 lux) w siatkowce szczuroéw
albinotycznych zachodzi istotny wzrost ekspresji mRNA c-Fos w ciggu dnia, co wskazuje na
uszkadzajacy wplyw tego Swiatta nawet w tak matym natezeniu. Ponadto, ekspozycja na to
Swiatlo wywotata zanik rytmicznej ekspresji mRNA tego genu, ktdrg obserwowano w grupie
szczuroOw eksponowanych na $wiatto biale (kontrolnej) 1 $wiattlo czerwone. Dotychczas
wykazano, ze c-Fos jest protoonkogenem 1 kluczowym czynnikiem zaangazowanym w $mier¢

fotoreceptorow wywotang fototoksycznym dziataniem $wiatta (Hafezi 1 in., 1997) oraz, ze
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odgrywa istotng role w $mierci i regeneracji komoérek zwojowych siatkowki (Oshitari i in.,
2002). Ponadto, Grimm i in. (2000) stwierdzili, ze ekspozycja szczurdw na impulsy $wiatta
biatego o niskim natezeniu (nie uszkadzajacym siatkowki) powoduje gwattowny wzrost c-Fos,
a nastepnie jego spadek, podczas gdy jego wzrost utrzymuje si¢ stale na wysokim poziomie w
przypadku ekspozycji na $wiatlo o wysokim nat¢zeniu, ktore uszkadza siatkowke. Wyniki
badan wilasnych sugeruja, ze wzrost ekspresji mRNA c-Fos w siatkdwkach szczuréw grupy
zielonej i niebieskiej, ale nie w siatkéwkach szczurow eksponowanych na $wiatto biate 1
czerwone, moze by¢ skorelowany ze stopniem uszkodzenia fotoreceptorow, ktore
obserwowano tylko w przypadku dwoch pierwszych grup. Wykazano, ze uszkodzenia takie jak
skrocenie segmentéw zewnetrznych i ich wakuolizacja sg charakterystyczne dla wczesnego,
odwracalnego uszkodzenia fotoreceptorow wywotanego $wiatlem, opisanego we
weczesniejszym badaniach (Szczesny i in., 1995; Grimm i in., 2001).

Wyniki naszych badan dotyczace wzrostu ekspresji genu BIRCS5 kodujacego syntezg
biatka o dziataniu anty-apoptotycznym i neuroprotekcyjnym $wiadcza o fototoksycznym
wplywie $wiatta o krotkiej 1 posredniej dlugos$ci fali (niebieskie oraz zielone) na siatkowke.
Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze ekspresja mRNA BIRC5 zwigkszyla si¢ istotnie
w siatkowkach szczurow eksponowanych jedynie na $wiatlo niebieskie i1 zielone, ale nie na
swiatto czerwone i biate (kontrola). Jesli wzia¢ pod uwage zmiany w obrgbie fotoreceptoréw
obserwowane w grupie niebieskiej i zielonej oraz spadek ekspresji genéw Rho i Opn4, mozna
przypuszczaé, ze wzrost ekspresji BIRC5 w tych grupach stanowi kolejny mechanizm
chronigcy neurony siatkéwki przed uszkadzajacym wptywem $wiatta, w ktérym posredniczy

rodopsyna.

4.2.5. Podsumowanie i wnioski

Podsumowujac, w niniejszych badaniach po raz pierwszy wykazano negatywny wptyw
monochromatycznego §wiatla niebieskiego na komorki zwojowe siatkowki z melanopsyna. Ze
wzgledu na wazng funkcje tych komorek w regulacji procesow zachodzacych w rytmie
dobowym, kontynuacja badan bedzie ocena funkcjonalna zaréwno tych komorek jak i catej
siatkowki w odpowiedzi na stymulacje Swiattem niebieskim. Wyniki badan pokazujg rowniez,
ze $wiatlo niebieskie, o dotychczas niebadanym, niskim natg¢Zeniu wplywa negatywnie na
siatkowke oka szczurow, co moze sugerowac, iz podobna odpowiedZ na taki czynnik moze
wystgpi¢ takze u innych gatunkow ssakow 1 cztowieka.

Whioski:
1. W wyniku spadku ekspresji $wiattoczulego barwnika w ipRGCs — melanopsyny - $wiatto

niebieskie moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszonej pobudliwosci tych komorek.
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2. Powstajace na skutek stresu oksydacyjnego wywotanego $wiattem niebieskim
uszkodzenia mitochondriow w komorkach zwojowych siatkowki oraz w ich aksonach
formujacych nerw wzrokowy, moga wywotywac zaburzenia transmisji sygnalu pomiedzy
ipRGCs a wybranymi obszarami mdzgu.

3.  Uszkodzenie siatkowki ro$nie wprost proporcjonalnie do wzrostu energii $§wiatla (co jest
réwnoznaczne ze spadkiem dtugos$ci fali Swiatla) nawet przy jego niskim natezeniu.

4.  Swiatlo niebieskie i w mniejszym stopniu $wiatlo zielone o niskim natezeniu wywotuja
nieznaczne uszkodzenie siatkowki.

5. Monochromatyczne $wiatlo niebieskie i zielone indukuje mechanizmy ochronne w
siatkdbwce oka przejawiajace si¢ obnizeniem ekspresji genéw zwigzanych z fotorecepcija

(Rho 1 Opn4) i wzrostem ekspresji genow zwigzanych z neuroprotekcja (BIRCS).
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4.3. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych
4.3. 1. Pozostale osiggniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora
4.3.1.1. Badania nad biosyntezq melatoniny i mechanizmami jej regulacji w szyszynce gesi
domowej

W zwiazku z realizowanym w latach 2009-2014 w Katedrze Histologii i Embriologii,
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie grantem badawczym dotyczacym
proceséw wydzielniczych 1 mechanizméw ich regulacji w szyszynkach wybranych gatunkoéw
ptakow blaszkodziobych (ge$, kaczka), w trakcie trwania studiow doktoranckich podjetam
badania nad mechanizmami regulacji wydzielania melatoniny i1 innych indolamin w szyszynce
gesi domowej w warunkach in vivo i in vitro. Celem badan byto poszerzenie zakresu wiedzy
na temat biosyntezy melatoniny i mechanizmow regulujacych ten proces w szyszynce gesi
domowej. W zwiazku z tym przeprowadzono doswiadczenia w warunkach in vivo i in vitro,

stuzace: 1) okresleniu dobowych i okolodobowych profili zawartosci wybranych zwigzkoéw
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indolowych oraz katecholamin, ich prekursorow 1 metabolitow w szyszynce gesi; 2)
scharakteryzowaniu relacji ilosciowych pomiedzy w/w zwigzkami; 3) poznaniu zmian
poziomow indoli w szyszynce zachodzacych podczas adaptacji ptakéw od odwroconego cyklu
swietlnego oraz wywotlanych ekspozycjg na §wiatlo podczas nocy; 4) poznaniu roli unerwienia
adrenergicznego w regulacji aktywnos$ci wydzielniczej szyszynki gesi oraz 5) okresleniu roli
swiatta odbieranego bezposrednio przez pinealocyty i generatora wewnatrzszyszynkowego w
regulacji wydzielania melatoniny.

Oznaczenia zawartosci zwigzkow indolowych w szyszynkach wykonano technikg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) =z detekcja fluorescencyjng, za$
katecholamin, ich prekursoréw i metabolitow — technika HPLC z detekcja elektrochemiczna.
Stezenie melatoniny w probkach medium z hodowli szyszynek okre§lano metoda
radioimmunologiczng bezposrednia, dodatkowo w wybranych probkach oznaczano zawarto$¢
indoli metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna.

Badania przeprowadzone w warunkach in vivo wykazaly, ze zawarto$¢ S5-
hydroksytryptofanu, serotoniny, N-acetyloserotoniny, melatoniny, kwasu 5-
hydroksyindolooctowego, kwasu 5-metoksyindolooctowego, 5-metoksytryptofolu 1 5-
metoksytryptaminy w szyszynce gesi utrzymywanych w warunkach cyklu §wietlnego 12L:12D
(12 godzin $wiatta i 12 godzin ciemnos$ci) zmienia si¢ istotnie w trakcie doby. Poziomy 5-
hydroksytryptofanu, N-acetyloserotoniny, melatoniny i1 5-metoksytryptaminy i kwasu 5-
metoksyindolooctowego byly wyzsze w nocy niz w dzien, za$§ zawarto$¢ serotoniny, kwasu 5-
hydroksyindolooctowego i 5-metoksytryptofolu osiggaly najwyzsze wartosci w drugiej potowie
dnia 1 pierwszej potowie nocy. Szyszynka gesi domowej charakteryzuje si¢ malg zawartoscig 5-
metoksytryptofolu, natomiast bardzo duza — 5-metoksytryptaminy. W trakcie doby zmianie
ulegaja proporcje zawartosci N-acetyloserotoniny i melatoniny, co wskazuje na istotng rol¢ O-
metylotransferazy N-acetyloserotoninowej w regulacji biosyntezy hormonu szyszynki.

U gesi przebywajacych przez 10 dni w warunkach ciaglej ciemnosci aktywnos¢
szyszynki zwigzana z przemianami zwigzkow indolowych wykazywata rytm okotodobowy.
Zawarto$¢ badanych indoli nie wykazywala istotnych zmian okolodobowych u gesi
przebywajacych przez 10 dni w ciaglym o$wietleniu. W warunkach in vivo aktywno$¢
szyszynki gesi w zakresie przemian zwigzkow indolowych bardzo szybko przystosowywala si¢
do odwroconego cyklu §wietlnego.

Badania nad zawartoscig katecholamin, ich prekursoréw i metabolitow w szyszynce
gesi, wykonane w celu oceny znaczenia unerwienia wspotczulnego w regulacji przemian

indoli, pozwolily na stwierdzenie, ze:
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>

zawarto$¢ noradrenaliny i dopaminy w szyszynce gesi domowej nie ulega istotnym
zmianom w przebiegu cyklu dobowego, natomiast poziomy ich metabolitow — DOPAC,
kwasu homowanilinowego 1 kwasu wanilinomigdatowego r6znig si¢ znacznie pomi¢dzy
dniem a nocg;

zmiany zawarto$ci kwasu wanilinomigdatlowego moga by¢ traktowane jako marker
zmian intensywnosci transmisji adrenergicznej w szyszynce;

ekspozycja na $wiatlo podczas nocy prowadzi do spadku zawarto$ci noradrenaliny i
wzrostu poziomu kwasu wanilinomigdatowego.

Uzyskane wyniki wskazuja na kluczowa role unerwienia adrenergicznego w

ksztattowaniu dobowego i1 okotodobowego rytmu przemian indoli w szyszynce gesi, jak

réwniez podczas adaptacji aktywnos$ci gruczotu do zmienionych warunkow o$wietlenia.

W  przeplywowej hodowli narzadowej, prowadzonej w warunkach o$wietlenia

12L:12D, szyszynki gesi wydzielalty melatoning w rytmie dobowym, ze stopniowym wzrostem

sekrecji w pierwszej czgsci nocy, szczytem w jej Srodku i1 spadkiem w drugiej czesci nocy.

Doswiadczenia polegajace na zmianie warunkéw o$wietlenia oraz inkubacji w obecnoSci

noradrenaliny pozwolily na stwierdzenie, Ze:

>

w szyszynce gesi funkcjonuje endogenny oscylator, odpowiedzialny za generowanie
okotodobowego rytmu sekrecji MLT, ktorego aktywno$¢ utrzymuje si¢ przez kilka dni
w pinealocytach hodowanych w warunkach ciaglej ciemnosci;

pinealocyty gesi posiadaja zdolno$¢ bezposredniego odbioru bodzcoéw $wietlnych, ktore
wplywaja na sekrecj¢ melatoniny glownie poprzez zmiany w aktywnos$¢ endogennego
oscylatora, bowiem ich dziatanie hamujace na sekrecj¢ hormonu szyszynki jest bardzo
ograniczone;

endogenny oscylator ma zdolno$¢ ,zapamigtywania” zmian parametrow cyklu
swietlnego;

cigglte o$wietlenie eliminuje rytmiczne zmiany sekrecji melatoniny w pinealocytach
gesi;

noradrenalina wywiera silne dzialanie hamujace na wydzielanie hormonu szyszynki i
poprzez odpowiednie dozowanie sygnatu adrenergicznego mozliwe jest indukowanie
rytmicznych zmian w sekrecji melatoniny z eksplantow hodowlanych w warunkach
ciaglej ciemnosci 1 ciaglego oswietlenia.

Wyniki uzyskane w ramach projektu (NCN, NN308 069937) zostaty przedstawione w

rozprawie doktorskiej pt. ,,Badania nad biosyntezq melatoniny i mechanizmami jej regulacji w

szyszynce gesi domowej”, ktérej obrona miala miejsce 18 czerwca 2015 na Wydziale
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Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Powyzsze
wyniki badan zostaty opublikowane w formie dwoéch artykuléw oryginalnych (1.21 i 1.26).

Efektem przeprowadzonych powyzszych badan sa nastepujace publikacje:

Ziolkowska N., Lewczuk B., Prusik M. Diurnal and circadian variations in indole contents in
the goose pineal gland. Chronobiol Int. 2018, 35(11):1560-1575. MEiN = 35; IF2019 = 2,562
Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji, zebraniu materiatu do
badania, wykonaniu analiz laboratoryjnych, zebraniu pismiennictwa oraz wykonaniu
catoksztattu prac zwigzanych z przygotowaniem wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 55%.

Ziotkowska N*., Lewczuk B. Norepinephrine Is a Major Regulator of Pineal Gland Secretory
Activity in the Domestic Goose (Anseranser). Front Physiol. 2021; 12:1-14.

MEIN = 100; IF = 4,755

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na: zebraniu materiatu do badania, wykonaniu analiz

laboratoryjnych, zebraniu pismiennictwa oraz wykonaniu catoksztattu prac zwigzanych z

przygotowaniem wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.

M0oj udziat procentowy szacuje na 60%.

* autor korespondencyjny

4.3.1.2. Badania nad budowaq szyszynki ptakow

Przed uzyskaniem stopnia doktora moje zainteresowania naukowe zwigzane byty
gléwnie z tematyka dotyczaca badan morfologicznych nad szyszynka ptakow. Badania te w
glownej mierze dotyczyly budowy anatomicznej i histologicznej oraz ultrastrukturalnej
szyszynki mewy i indyka. Badania nad szyszynka mewy wykazaly, ze jest ona zbudowana z
dwoch czedci: szerszej 1 powierzchownie lezacej oraz z wezsze) 1 dluzszej czgsci lezacej
glebiej, potaczonej z miedzymozgowiem za pomocag splotu naczynidowkowego. Ponadto,
stwierdzono obecnos$¢ szyszynki dodatkowej tylnie w stosunku do splotu naczynidéwkowego.
Badania histologiczne pozwolity na sklasyfikowanie szyszynki mewy jako narzadu o budowie
lito-pecherzykowej, w obrebie ktorego znajdujg si¢ 2 rodzaje pinealocytéw linii
fotoreceptorowej: pinealocyty szczatkowo-receptorowe oraz pinealocyty wydzielnicze.
Badania ultrastrukturalne tych komodrek wykazaty unikalne, dotychczas nie znane cechy
budowy, takie jak: obecno$¢ struktur parakrystalicznych w wypustkach przypodstawnych
komorek, obecno$¢ ziarnistosci glikogenu w formie agregatow oraz obecnos$¢ mitochondriow
w formie duzych skupisk. Unikalne, dotychczas nieopisane u innych gatunkéw kregowcow
cechy budowy pinealocytow szyszynki mewy moga by¢ odzwierciedleniem warunkéw

srodowiskowych w jakich ten ptak zyje.
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Kolejne badania z tego nurtu dotyczyly ultracytochemicznej lokalizacji jonoéw wapnia w
szyszynce indyka domowego. Ze wzgledu na istotng role jonéw wapnia w sekrecji melatoniny,
przeprowadzono badania ultrastrukturalne majgce na celu okreslenie rozmieszczenia tych
jonow w szyszynce indyka na poziomie komoérkowym. Badania te wykazaly obecnos¢,
licznych, duzych rozmiaro6w precypitatéw wapniowych w tkance lacznej znajdujacej sie
miedzy pecherzykami szyszynki. Liczba precypitatéw byta znaczaco mniejsza w obrebie
samych pgcherzykdéw, w poréwnaniu ze zregbem tgcznotkankowym i ograniczata si¢ gtownie do
przestrzeni migdzykomoérkowych pomiedzy pinealocytami formujagcymi pecherzyki. W obregbie
pinealocytow, najwicksze ilosci ztogow wapniowych obserwowano w jadrze komorkowym,
mitochondriach i kanalikach siateczki §rodplazmatycznej gtadkiej. Nieliczne ztogi obecne byty
takze w apikalnych wypustkach pinealocytéw szczatkowo-receptorowych. Najmniej
precypitatéw obserwowano w komorkach podporowych $Sciany pecherzykow.

Efektem opisanych badan jest wspolautorstwo w 2 pracach oryginalnych:

Przybylska-Gornowicz B., Lewczuk B., Prusik M., Kalicki M., Ziétkowska N. Morphological
studies of the pineal gland in the common gull (Larus Canus) reveal uncommon features of
pinealocytes. Anat Rec. 2012; 295:673—685. MEIN = 30; IF = 1,343

Lewczuk B., Prusik M., Ziolkowska N., Przybylska-Gornowicz B. Ultracytochemical
localization of calcium ions in the pineal gland of the domestic Turkey. J Elem. 2012;
17:609— 629. MEIN = 15; IF = 0,281

Moj wkiad w powstanie tych prac polegal na: zebraniu materiatu do badania, wykonaniu

analiz laboratoryjnych, zebraniu pismiennictwa oraz udzial w przygotowaniu ostatecznej

wersji manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 10%.

4.3.2. Pozostale osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora
4.3.2.1. Badania immunocytochemiczne i ultrastrukturalne nad rozwojem szyszynki u
indykow

Po obronie pracy doktorskiej, jako promotor pomocniczy bralam udziat w dalszych
pracach dotyczacych budowy szyszynki indyka, ktore polegaty na charakterystyce zmian
zachodzacych na poziomie komorkowym w tym narzadzie u indyka w okresie powylggowym.
W zwigzku z tym badania przeprowadzono na indykach w wieku 2 dni, 2, 4, 10, 20, 30, 40 oraz
56 tygodni. Badania te wykazaly, Zze szyszynke indykow, niezaleznie od wieku, buduja
komorki wykazujace pozytywna reakcje na obecno$¢ biatka enzymatycznego ASMT (O-
metylotransferaza N-acetyloserotoniny). Ws$rod tych komoérek wyrdézniono pinealocyty

szczatkowo-receptorowe 1 pinealocyty wydzielnicze. Drugim typem budujacym pecherzyki
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szyszynki indyka byly komoérki podporowe wykazujace immunoreaktywnos¢ wzgledem
kwasnego biatka widkienek glejowych (GFAP). Wsrod komorek GFAP-pozytywnych
wyrézniono komorki ependymocyto-podobne i astrocyto-podobne. Przeprowadzone badania
immunocytochemiczne 1 ultrastrukturalne wykazaty, ze pinealocyty szczatkowo-receptorowe i
komoérki ependymocyto-podobne buduja gléwnie wewngtrzng $ciang pecherzykow, a
pinealocyty wydzielnicze i komorki astrocyto-podobne ich zewnetrzng czes$¢. Przeprowadzone
badania morfologiczne pozwolily na wyrdznienie 3 typow pecherzykdéw szyszynki w
zaleznosci od wieku: pecherzykoéw charakterystycznych dla osobnikow mtodych w wieku 2 dni
- 10 tygodni, pecherzykéw posrednich obserwowanych u osobnikow w wieku 20-30 tygodni,
oraz pecherzykow charakterystycznych dla osobnikow starszych w wieku 40-56 tygodni.
Poszczegdlne formy rozwoje pecherzykow roznily sie miedzy sobg wymiarami czeSci
zewngetrznej 1 wewngtrznej Sciany pecherzyka oraz organizacjg ultrastrukturalng pinealocytow
szczatkowo-receptorowych, ktorych wzmozony rozwo6j nastgpowat dopiero po 20 tygodniu
zycia ptakow 1 charakteryzowat si¢ przybraniem wydluzonego ksztattu i1 regularnym
rozmieszczeniem organelli. Z kolei u najstarszych osobnikéw komorki te wykazywaty wyrazne
zmiany wsteczne. Liczba i1 rozmiary pinealocytow wydzielniczych zwigkszaty si¢ z wiekiem, a
zmiany w komorkach podporowych dotyczyly glownie zwickszonej akumulacji filamentow
posrednich ktora zachodzita wraz z wiekiem ptakow.

Kolejne badania z tego nurtu dotyczytly okreslenia roli pinopsyny jako barwnika
Swiatloczutego w szyszynce indyka w zalezno$ci od wieku. Badania te wykazaly, ze
dystrybucja pinopsyny rozni si¢ znaczaco w zalezno$ci od wieku ptakow. U ptakow
najstarszych  obserwowano wzrost zawarto$ci pinopsyno-pozytywnych struktur w
zewngtrznych czg$ciach pgcherzykow oraz spadek liczby 1 zmniejszenie wielkosci pinopsyno-
pozytywnych wypustek apikalnych pinealocytow. Wyniki przeprowadzonych badah wskazuja
na wzrastajaca z wiekiem ptakow role pinealocytéw wydzielniczych w petnieniu funkcji
Swiatloczute] w szyszynce indyka. Z kolei w badaniach in vitro wykazano, ze szyszynki
pobrane od ptakow starszych sg mniej wrazliwe na dzialanie $wiatta noca, niz szyszynki
pobrane od ptakow mtodych, co wskazuje na roéznice we wrazliwo$ci na $wiatto pomiedzy

pinealocytami szczatkowo-receptorowymi a pinealocytami wydzielniczymi.

Efektem opisanych badan jest wspolautorstwo w 2 pracach oryginalnych:

Petrusewicz-Kosinska M., Przybylska-Gornowicz B., Ziétkowska N., Martyniuk K., Lewczuk
B. Developmental morphology of the turkey pineal organ. Immunocytochemical and

ultrastructural studies. Micron. 2019; 122:8-20. MEIN = 100; IF = 1,726
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Petrusewicz-Kosinska M., Przybylska-Gornowicz B., Prusik M., Ziétkowska N., Lewczuk B.
Pinopsin and photoreception in the pineal organ of the domestic turkey during post-
hatching development. Micron. 2019; 126:102749. MEIN = 100; IF = 1,726

Moj wkiad w powstanie tych prac polegal na: zebraniu materiatu do badania, wykonaniu

analiz laboratoryjnych, zebraniu pismiennictwa oraz udzial w przygotowaniu ostatecznej

wersji manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.2. Badania nad zasiedlaniem przez limfocyty T CD4* i CD8* komor oka

Pierwsze badania z tego cyklu byly prowadzone na myszach, a ich wyniki sugeruja, ze
u tego gatunku komory oka, jako strefa efektorowa odpowiedzi immunologicznej, stanowig
element normalnego szlaku migracyjnego naiwnych limfocytow T CD8*, przy czym wigkszo$¢
tych komorek, w przeciwienstwie do ich odpowiednikow we krwi, wykazuje niskg ekspresje
czasteczki CD8. Przeprowadzone badania ujawnity jedynie sladowy udzial limfocytow T CD4*
w populacji limfocytarnej komoér oka myszy, gdyz ich $redni odsetek wynosit zaledwie 0,56%.
Z badan wynika, ze taki selektywny i specyficzny sposéb zasiedlania komoér oka przez
limfocyty T CD4" i CD8" jest zaangazowany w utrzymanie statusu immunologicznego
uprzywilejowania oka.

Kolejne badania z tego obszaru prowadzono u bydta i $win, u ktorych stwierdzono, ze
w komorach ich oczu wystepuja limfocyty T o fenotypach CD4*CD8, CD4CD8* i
CD4*CD8"*, chociaz ich liczebno$¢ bezwzgledna byta bardzo mata. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze pod wzgledem udziatu odsetkowego limfocytow T CD4", populacja limfocytarna
komor oka bydia nie réznito si¢ istotnie od tej we krwi obwodowej. Z kolei w przypadku
limfocytow T CD8*, udziat tych komoérek w populacji limfocytarnej na terenie komoér oka byt
mniejszy w poréwnaniu do analogicznej populacji we krwi. Komory oka bydta okazaly sie¢
niezwykle pod wzgledem obecnosci komoérek dendrytycznych, gdyz ich udzial w populacji
limfocytarnej tam wystepujacej byt ok. 5-krotnie wigkszy niz we krwi, przy czym wigkszo$¢
tych komorek wykazywato niska ekspresj¢ zarowno czasteczki CD4, jak 1 CD8. W przypadku
$win, stwierdzono, ze podobnie jak u myszy, udzial odsetkowy limfocytow T CD4* w
populacji limfocytarnej byl bardzo maty. Pod wzgledem udziatu odsetkowego w populacji
limfocytarnej, limfocyty T CD8" komory oka $wini nie roznily sig od adekwatnego parametru
we krwi obwodowej. Dobrze wiadomo, ze populacja limfocytarna §win, w przeciwienstwie do
innych gatunkow zwierzat 1 cztowieka, zawiera bardzo duzy udzial komoérek dendrytycznych.
Na terenie komor oka $wini stwierdzono réwniez wystgpowanie znaczacej populacji tych
komorek, jakkolwiek rdznily si¢ one istotnie pod wzgledem gestosci czasteczek CD4 1 CDS:
we krwi obwodowej dominowaty komorki dendrytyczne z wysoka ekspresja CD4, podczas gdy

-35-



Autoreferat: dr n. wet. Natalia Ziotkowska

w komorach oka z wysoka ekspresja CDS. Wyniki te wskazuja, ze komory oka bydta i §wini
stanowig element w procesie fizjologicznej migracji limfocytow T CD4*CD8°, CD4CDS8" i
CD4*CD8* w organizmie. Najwyrazniej udziat tych subpopulacji w populacji limfocytarne;j
komor oka moze si¢ bardzo znaczaco r6zni¢ pomiedzy roznymi gatunkami zwierzat. Wyniki
wyzej charakteryzowanych badan zostaty opublikowane w postaci dwoch artykulow
oryginalnych.

Ostatnie badania z tego nurtu dotyczyly obecnos$ci limfocytow T w komorach oka psow
zdrowych 1 z za¢ma; dodatkowg grupe (referencyjng) stanowity psy z zapaleniem naczyniowki.
W badaniach tych celem byto m.in. ustalenie, czy zaémie starczej towarzysza zmiany w
zakresie zasiedlania komor oka przez limfocyty T CD4* i CD8*, a wigc czy towarzyszy jej
odpowiedz immunologiczna ze strony limfocytéw T. Badania te prowadzono w oparciu o
probki cieczy wodnistej pobieranej w trakcie operacji wewnatrzgatkowych (glownie dotyczy to
operacji zaémy) lub z oczu pséw poddawanych eutanazji z przyczyn innych, niz choroby oczu.
Wyniki przeprowadzonych badan sugerujg m.in., ze: 1) limfocyty CD4* i CD8* znajduja si¢ w
komorze oka zdrowych psow, jakkolwiek tylko w ilo$ciach §ladowych; 2) rozwdj zaémy moze
nie by¢ procesem neutralnym immunologicznie, lecz moze by¢ powiazanych z rekrutacja

limfocytow T CD8* na teren komor oka.

Efektem przeprowadzonych badan jest wspolautorstwo nastepujacych publikacji

poswieconych tej tematyce:

Maslanka T., Ziotkowska N., Ziotkowski H., Mataczewska J. CD25+CD127+Foxp3- Cells
Represent a Major Subpopulation of CD8+ T Cells in the Eye Chambers of Normal Mice.
PLoS One. 2017; 12: e017002. MEiN = 40, IF2021 = 2,766

Maslanka T., Socha P., Ziétkowska N., Dabrowski M., Mataczewska J., Zidétkowski H. CD4-
and CD8-expressing cells found in the bovine and porcine anterior chamber of the eye. Pol
J Vet Sci. 2018; 21:293-298. MEIN =20 , IF2021 = 0,802

Maslanka T., Ziotkowski H., Garncarz J., Ziotkowska N. CD4- and CD8-expressing cells in
the chambers of normal, cataract and uveitic eyes: A comparative study in dogs. Res Vet
Sci. 2020; 132:393-399. MEIN =100 , IF2021 =2,534

Moj wkiad w powstanie tych prac polegatl na: zebraniu materiatu do badania, zebraniu

pismiennictwa oraz wykonaniu prac zwigzanych z przygotowaniem ostatecznej wersji

manuskryptu.

Moj udziat procentowy w kazdej z powyzszych prac szacuje na 10%.

4.3.2.3. Badania nad charakterystykq stanu zapalnego w strukturach oka u kotow z

zakazZnym zapaleniem otrzewnej
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Zakazne zapalenie otrzewnej kotow (FIP) jest jedng z gléwnych przyczyn $miertelnosci
wsrod mtodych kotow. Pomimo intensywnych badan prowadzonych od ponad 30 lat na catym
swiecie, patogeneza tej letalnej choroby nie zostata jednoznacznie ustalona. Badaniom poddano
gatki oczne (z objawami i bez objawow okulistycznych) pobrane od 15 kotow réznych ras
(sfinksy kanadyjskie = 4, persy = 2, europejskie krotkowtose = 9) w wieku od 8 miesigcy do 3
lat, ktore trafialy do lecznic z zaawansowanymi objawami klinicznymi FIP. Koty ze wzgledu
na bardzo zly stan kliniczny 1 kacheksje zostaty poddane eutanazji oraz badaniu sekcyjnemu.
Pobrane galki oczne poddano badaniom histologicznym i immunohistochemicznym. W celu
potwierdzenia FIP oraz obecnosci wirusa, zwierzgta poddano badaniu sekcyjnemu, a wybrane
narzady poddano diagnostyce histopatologicznej i immunochemicznej na obecno$¢ antygenow
wirusowych oraz zmian histopatologicznych typowych dla tej choroby.

W celu okre$lenia obrazu histopatologicznego zmian, gatki oczne zostaly poddane
barwieniu HE, a w celu immunochemicznej charakterystyki stanu zapalnego oraz
immunofenotypowej identyfikacji komorek zapalnych zastosowano panel barwien
immunohistochemicznych wykorzystujac nastgpujace klony przeciwcial: CD3 (marker
limfocytow T), CD79a (marker limfocytow B), MAC387 (marker makrofagow), GFAP
(marker komoérek glejowych), PCNA (marker proliferacji komorek). W celu potwierdzenia
obecno$ci wirusa w narzadach wewnetrznych oraz oku wykorzystano przeciwciata przeciwko
antygenom koronawirusa (FCoV, klon FIPV3-70).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze niezaleznie od postaci choroby (mokra, sucha,
mieszana) u wszystkich badanych zwierzat zapalenie o r6znym nate¢zeniu bylo zawsze obecne
w teczowce, ciele rzgskowym, naczyniowce, siatkdwce, twardowce oraz spojowce. Nacieki
zapalne w nerwie wzrokowym oraz otoczkach nerwu stwierdzono u 9 kotow, a w rogéwce u 5
osobnikdéw. Oceng¢ intensywnosci zapalenia przeprowadzono na podstawie liczenia komorek
zapalnych (limfocytow, plazmocytow, makrofagow 1 erytrofagocytdow) 1 opracowania
kryteriow oceny (scoring system). Wyznaczono 5 stopni zapalenia (0°- od 1-3 komorek
zapalnych (k.z.) w danej strukturze, 1°- 4-50 k.z., 2°- 51-100; 3°- 100-200; 4°-powyzej 200
k.z.). W dwoch przypadkach stwierdzono obecno$¢ typowego zapalenia ziarniniakowego w
ciele rzgskowym, charakteryzujacego si¢ naciekiem licznych makrofagow z piankowa
cytoplazmg, otoczonych przez limfocyty. Naciekom komorek zapalnych towarzyszyly inne
zmiany patologicznej jak: wysieki zapalne w ciele rzgskowym 1 siatkdwce, uszkodzenia Sciany
naczyn krwiono$nych w spojowce i ciele rzeskowym oraz skrzepy zlozone z widknika i
komorek zapalnych w komorze przedniej oka. Istotng zmiang patologiczng obserwowang
szczegOlnie w galkach ocznych o najwigkszym zapaleniu bylo zapalenie zyt teczowki i1

twardowki.
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Badania immunohistochemiczne wykazaly, ze dominujacym typem komoérek w
zapaleniach o najwigkszym nasileniu sg limfocyty B i1 plazmocyty, co wskazuje z jednej strony
na chroniczny charakter zapalenia, z drugiej za$ na znaczacy udziat odpowiedzi humoralnej w
rozwoju zapalenia w oku w przebiegu FIP u kotow. Obecnos$¢ licznych makrofagéw,
wykazujacych ekspresje kalprotektyny (MAC397) stwierdzono w zapaleniach 3° i 4°, gdzie
obserwowano znaczne uszkodzenia elementow bariery krew — ciecz wodnista, tj. $ciany naczyn
krwionosnych (zyl) oraz nabtonka wyrostkow rzeskowych. Ekspresja kalprotektyny w
makrofagach §wiadczyla, ze sg to komorki, ktore ,,swiezo” wniknety do tkanki. W pozostatych
przypadkach (zapalenia 1° i 2°) makrofagi stanowitly mniejszo$¢ wsrdéd komorek zapalnych i
tylko nieliczne wykazywaty ekspresje kalprotektyny. W odrdznieniu od wczesniej
prezentowanych wynikow badan, sugerujacych, ze dominujagcym typem komorek zapalnych w
przebiegu FIP sa makrofagi, uzyskane wyniki wykazaly, ze dominujagcym typem komorek w
oku sg limfocyty B i plazmocyty, a liczba makrofagow zwigksza si¢ dopiero przy znacznym
uszkodzeniu $ciany naczyn krwiono$nych. Obecnos¢ antygenéw wirusowych stwierdzono w
makrofagach nacieku zapalnego 3° i 4° jedynie u trzech badanych kotow. Wynik niewielkiej
ekspresji FCoV w komorkach nacieku zapalnego w oku jest zgodny z wcze$niejszymi
wynikami badan przeprowadzonymi na innych narzadach od kotow z FIP.

Przeprowadzone badania po raz pierwszy ukazaly zmiany w ekspresji kwasnej
glikoproteiny witokienkowej (GFAP) w komodrkach Miillera siatkowki oka w trakcie stanu
zapalnego wywotanego przez FIP. W prawidlowej siatkdwce bialko to jest obecne tylko w
najbardziej wewnetrznych warstwach siatkowki oka (astrocytach oraz koncowych wypustkach
komorek Miillera). Badania wykazaly zwigkszong ekspresj¢ GFAP w siatkdwce oka.
Interesujacym wynikiem byta rowniez ekspresja PCNA (marker proliferacji) w owalnych
jadrach zlokalizowanych w warstwie jadrzastej wewnetrznej siatkowki, co sugeruj¢ proliferacje
komorek Mullera w odpowiedzi na stan zapalny indukowany przez koronawirusa (FCoV).
Wyniki niniejszych badah zostaly zaprezentowane w formie doniesienia na migdzynarodowe;j
konferencji naukowej ECVO w Helsinkach, podczas ktorej poster zdobyt nagrodg za najlepsze
doniesienie naukowe konferencji.

Wstepne wyniki badan ultrastrukturalnych dotyczace obrazu morfologicznego tej
choroby wykazaty obecnos¢ mikro-zakrzepéw w naczyniach zylnych naczynidwki oka oraz
nacieki limfocytow w siatkowce oka. Wyniki wstepne z tego zakresu zostaly zaprezentowane
na $wiatowym kongresie weterynaryjnym WSAVA w Peru w 2022 roku. Ze wzgledu na
aktualng sytuacj¢ pandemiczng wywotang przez COVID-19 i duze zainteresowanie infekcjami
wywolanymi przez koronawirusy, badania ultrastrukturalne sg nadal kontynuowane w

Katedrze.

-38 -



Autoreferat: dr n. wet. Natalia Ziotkowska

Efektem przeprowadzonych badan jest autorstwo w nastepujacej publikacji:

Ziétkowska N., Pazdzior-Czapula K., Lewczuk B., Mikulska-Skupien E., Przybylska-
Gornowicz B., Kwiecinska K., Zidtkowski H. (2017) Feline Infectious Peritonitis:
Immunohistochemical Features of Ocular Inflammation and the Distribution of Viral
Antigens in Structures of the Eye. Vet Pathol. 2017; 54:933-944. MEIN =40 , IF2021
=1,795

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na: zebraniu materiatu do badania, wykonaniu analiz

laboratoryjnych, zebraniu pismiennictwa oraz wykonaniu catoksztattu prac zwigzanych z

przygotowaniem wstegpnej i ostatecznej wersji manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

4.3.2.4. Badania 7 zakresu charakterystyki morfologicznej przelyku i Zolgdka bobra
europejskiego

Badania z tego obszaru rozpoczetam w trakcie studiow doktoranckich. Bobry
europejskie, decyzja Ministra Ochrony Srodowiska, odtawiano interwencyjnie przez
uprawnione osoby z Polskiego Zwigzku Lowiectwa, na obszarze poinocno-wschodniej Polski
(Popielno, stacja Badawcza PAN). Do badan histologicznych 1 ultrastrukturalnych
wykorzystano narzady (zotadki i przetyki) pobrane po$miertnie od bobra europejskiego (n = 8).
Analiza anatomiczna, histologiczna i ultrastrukturalna wykazata unikalne cechy budowy
zotadka bobra europejskiego. Najbardziej charakterystycznym elementem budowy zotadka u
tego gatunku jest obecnos$¢ gruczotu ujscia wpustowego zotadka (CCG) tuz za ujSciem
przetyku, ktory powstat poprzez inwaginacje blony §luzowej do btony podsluzowej. Obecnosé¢
podobnego gruczotu stwierdzono dotychczas w Zotadku tylko u 7 innych gatunkéw na §wiecie,
m.in. u wombata, manatow, oposow, tuskowcoOw 1 koali. Badania histologiczne wykazaty, ze
gruczot ten budujg ciasno upakowane gruczoty zoladkowe wilasciwe, zbudowane gléwnie z
komorek oktadzinowych 1 gtéwnych. Komorki sluzowe szyjki, w CCG stanowig bardzo maty
udzial procentowy wynoszacy <0,1%, podczas gdy te same komodrki w gruczotach
zotagdkowych witasciwych blony Sluzowej pozostatej czesci zotadka stanowig az 22-32%.
Wynik ten sugeruje, ze komodrki gléwne obecne w CGG formuja si¢ z komodrek
niezréznicowanych, podczas gdy w gruczotach Zotadkowych wiasciwych pozostalej czesci
zoladka powstaja z komorek §luzowych szyjki. Kolejng fascynujaca cecha Zoladka bobra
europejskiego jest obecno$¢ na jego wewnetrznej powierzchni bardzo grubej (ok. 1000 pm)
warstwy $luzu oraz nietypowy proces jego formowania. Badania ultrastrukturalne wykazaty ze
proces formowania tego $luzu zachodzi w kilku etapach w ktérych obserwuje si¢ najpierw

gromadzenie ziarnisto$ci §luzowych w komorkach nabtonka powierzchniowego, a nastepnie
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ich rozpad z uwolnieniem wydzieliny §luzowej. Podobny mechanizm wydzielania wystepuje w
gruczotach tojowych skory i okreslany jest mianem wydzielania holokrynowego, podczas gdy
wydzielanie $luzu na powierzchni¢ blony sluzowej zotadka u wiekszosci badanych dotychczas
gatunkéw zwierzat zachodzi poprzez egzocytoze. Proces formowania $Sluzu przez nabtonek
btony $luzowej zoladka bobra jest unikalny i wydaje si¢ by¢ dobrym modelem do badan nad
patomechanizmem wrzodow zotadka.

Ze wzgledu na bezposrednie sgsiedztwo przetyku i zotadka, byt on kolejnym narzagdem
poddanym badaniom morfologicznym. Ze wzgledu na fakt, iz dieta bobra europejskiego rozni
si¢ zasadniczo w zalezno$ci od pory roku, celem badan bylo okreslenie wptywu rodzaju
pokarmu pobieranego w réznych sezonach roku na morfologi¢ nablonka przetyku. Do badan
uzyto przetyki pobrane od zwierzat dorostych oraz ptodow latem, jesienig i zimg. Badania
histologiczne wykazaly obecno$§¢ na powierzchni btony S$luzowej przetyku nabtonka
wielowarstwowego plaskiego pokrytego gruba warstwg zrogowacialg. Warstwa zrogowaciata
nabtonka byla 2-3-krotnie grubsza w przetykach pobranych zimg niz w przetykach pobranych
latem 1 jesienig. Interesujacym jest fakt, Zze obecno$¢ warstwy zrogowacialej na powierzchni
tego nabtonka stwierdzono takze w przetykach ptodow bobra, co wskazuje na to, ze proces
rogowacenia nabtonka przetyku nie jest determinowany jedynie rodzajem spozywanego
pokarmu, ale jest uwarunkowany genetycznie. Badania histologiczne wykazaty ze cz¢$¢ zywa
nabtonka zbudowana jest z kilku warstw komoérek (kolczystych, ziarnistych), co wskazuje na
duze podobienstwo w budowie tego nabtonka do naskérka. Badania ultrastrukturalne wykazaty
obecnos¢ w komorkach warstwy ziarnistej licznych ciatek wieloblaszkowych 1 cialek o

strukturze nie blaszkowej, ktore uczestnicza w tworzeniu warstwy zrogowaciate;j.

Efektem wyzej wymienionych badan sg dwie publikacje naukowe:

Martyniuk K., Ziétkowska N., Hanuszewska-Dominiak M., Szyrynska N., Lewczuk B.
Histology and ultrastructure of esophagus in European beaver (Castor fiber) displays
features adapted to seasonal changes in diet. Animals. 2023; 13:635. MEIN =100 , IF2021
=3,231

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan, zebraniu

materiatu do badania, wykonaniu catoksztattu prac zwigzanych z przygotowaniem wstepnej i

ostatecznej wersji manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 30%.

Ziotkowska N., Lewczuk B., Petrynski W., Palkowska K., Prusik M., Targonska K.,

Gizejewski Z., Przybylska-Gornowicz B. Light and electron microscopy of the European
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beaver (Castor fiber) stomach reveal unique morphological features with possible general
biological significance. PLoS One. 2014; 9:¢94590. MEIN =40 , IF2021 =3,234
MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na: zebraniu materiatu do badania, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, zebraniu pismiennictwa oraz wykonaniu catoksztattu prac zwigzanych z
przygotowaniem wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 45%.

4.3.2.5. Badania nad wplywem podawania niskich dawek zearalenonu i deoksyniwalenolu
na budowe histologiczng jelit i wgtroby u swin

Uktad pokarmowy jest glownym miejscem wchlaniania, metabolizmu i rozpadu
mikotoksyn, a przez to jest najbardziej narazony na toksyczne dzialanie tych substancji oraz ich
metabolitow. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu matych dawek (12 pg i
40 ng) zearalenonu (Z) oraz deoksyniwalenolu (D) podawanych per os oddzielnie lub tacznie
(Z+D), na morfologi¢ poszczegdlnych odcinkow jelita i watroby u §win, w zaleznos$ci od czasu
ekspozycji na te toksyny. Badania histologiczne i morfometryczne u $§win otrzymujacych D i
D+Z przez okres 6 tygodni wykazaly istotne zwigckszenie grubosci btony S$luzowej jelit
cienkich i glebokosci krypt jelitowych oraz zmniejszony stosunek wysokosci kosmkow do
glebokosci krypt. Badania wykazaly takze zwigkszenie liczby komorek kubkowych w
nabtonku kosmkéw po 1 tygodniu stosowania Z 1 Z+D oraz po 3 tygodniach ekspozycji na D.
Liczba limfocytow w nablonku kosmkow istotnie si¢ zwigkszyla wzgledem kontroli po 1
tygodniu ekspozycji na Z, a liczba plazmocytow wzrosta w blaszce wtasciwej btony sluzowe;j
po 1, 3 1 6 tygodniach eskpozycji na ta mikotoksyne. W przypadku D, zwigkszenie liczby
limfocytéw w nabtonku kosmkoéw obserwowano dopiero po 6 tygodniach ekspozycji, a
plazmocytoéw juz od 1 tygodnia eskpozycji na tg mikotoksyne. W grupie §win otrzymujacej
facznie Z+D, znaczacy wzrost liczby limfocytow w nabtonku kosmkow 1 blaszce wlasciwej
btony sluzowej obserwowano po 6 tygodniach tacznego stosowania mikotoksyn.

Badania ultrastrukturalne i histologiczne watroby $wifn otrzymujacych Z, D lub Z+D
wykazaty: 1) zwigkszenie grubosci tkanki tacznej okolozrazikowej; 2) rozszerzenie naczyn
zatokowych watroby w grupach Z, D, Z+D; 3) przejSciowe zmiany w zawartosci glikogenu w
hepatocytach w grupach Z, D, Z+D; 4) zwickszenie akumulacji zelaza w hepatocytach w
grupach Z, Z+D; oraz 5) zmiany w organizacji siateczki $rodplazmatycznej w hepatocytach.
Wyniki badan sugeruja ze ekspozycja na mate dawki mikotoksyn takich jak Z 1 D, zwigksza
aktywno$¢ komoérek ukladu immunologicznego na terenie jelita cienkiego oraz wplywa na

morfologie watroby u $win.
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Efektem wyzej wymienionych badan jest wspolautorstwo w dwoch publikacjach

naukowych oraz dwoch rozdzialach w monografiach:

Przybylska-Gornowicz B., Tarasiuk M., Lewczuk B., Prusik M., Ziotkowska N., Zielonka L.,
Gajecki M., Gajecka M. The effects of low doses of two fusariumtoxins, zearalenone and
deoxynivalenol, on the pig jejunum. A light and electronmicroscopic study. Toxins. 2015;
7:4684-4705. MEiN = 30, IF2021 =3,571

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: zebraniu materiatu do badania i wykonaniu

analiz laboratoryjnych.

Moj udziat procentowy szacuje na 10%.

Lewczuk B., Przybylska-Gornowicz B., Gajgecka M., Targonska K., Ziétkowska N., Prusik M.,
Gajecki M. Histological structure of duodenum in gilts receiving low doses of zearalenone
and deoxynivalenol in feed. Exp Toxicol Pathol. 2016; 68:157-166. MEIN =25 , 1F2021
=1,795

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: pracach zwigzanych z zebraniem materiatu i

przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

M0oj udziat procentowy szacuje na 10%.

Lewczuk B., Przybylska-Gornowicz B., Gajecka M., Prusik M., Ziétkowska N., Gajecki M.
Wplyw podawania niskich dawek zearalenonu i deoksyniwalenolu w paszy na obraz
histologiczny 1 ultrastrukture watroby loszek - wyniki wstepne. W monografii:
,Weterynaryjna Higiena Pasz — Niepozadane 1 Pozadane Dodatki Paszowe”. 2013:161—
182.

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pracach zwigzanych z zebraniem materiatu i
przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 10%.

Przybylska-Gornowicz B., Lewczuk B., Zielonka L., Ziétkowska N., Prusik M., Gajecki M.
Obraz mikroskopowy dwunastnicy loszek otrzymujacych niskie dawki zearalenonu i
deoksyniwalenolu w paszy — wyniki wstepne. W monografii: ,,Weterynaryjna Higiena

Pasz — Niepozadane 1 Pozadane Dodatki Paszowe”. 2013:233-248.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegatl na: pracach zwigzanych z zebraniem materiatu i
przygotowaniem ostatecznej wersji manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 10%.
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S. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegoOlnoS$ci zagranicznej
5.1. Zagraniczne staze naukowe
» 6-cio — miesigczny staz naukowy (w ramach programu POST-DOC finansowany przez
Konsorcjum Naukowe KNOW), realizowany w Department of Clinical Sciences and
Advanced Medicine, School of Veterinary Medicine, University of Pennsylvania,
Filadelfia, USA, 14.02.2018—15.08.2018.
» Krotkoterminowy staz naukowy (w ramach programu POST-DOC finansowany przez
Konsorcjum Naukowe KNOW), realizowany w Department of Clinical Sciences and
Advanced Medicine, School of Veterinary Medicine, University of Pennsylvania,

Filadelfia, USA, 15.11.2019- 15.12.2019.

5.2. Badania naukowe prowadzone na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Pensylwanii w Department of Experimental Retinal Therapies

Ze wzgledu na moje zainteresowania oscylujace wokot badan nad siatkowka, w 2018 roku
w ramach programu POST-DOC finansowanego przez KNOW, odbylam 6-miesieczny staz
naukowy w University of Pennsylvania, w Department of Experimental Retinal Therapies
(School of Veterinary Medicine). W ramach projektu NIH pt. "Translational gene therapy for
rhodopsin autosomal dominant retinitis pigmentosa", prowadzilam badania dotyczace
klasyfikacji genu BIRC5 jako potencjalnego czynnika o dziataniu neuroprotekcyjnym w
leczeniu dziedzicznych chorob neurodegeneracyjnych siatkowki [Characterizing the role of
survivin (BIRC5) as a potential new neuroprotective strategy for inherited retinal
neurodegenerations]. W trakcie realizacji projektu wykonatam nastgpujace zadania: 1)
klonowanie psiego genu BIRC5 oraz jego transfekcje do kompetentnych komorek nerki psa
(MDCK) przy uzyciu technik inzynierii genetycznej oraz biologii molekularnej; 2) barwienia
immunohistochemiczne hodowli komorek nerki psa MDCK z uzyciem przeciwciat przeciwko
BIRCS; 3) barwienia immunochemiczne preparatow siatkdéwek pochodzacych od zwierzat
zdrowych oraz od zwierzat z chorobami dziedzicznymi siatkéwki (rdcl- rod-cone dysplasia
type 1 i crd2 — cone-rod dystrophy type 2); 4) okreslanie ekspresji biatka BIRCS w ekstraktach
siatkdéwek pochodzacych od zwierzat zdrowych oraz od zwierzat z chorobami dziedzicznymi
siatkowki (rcdl 1 crd2) metodg western blottingu; 5) okres§lanie ekspresji mRNA BIRCS w
preparatach siatkowek psow zdrowych i1 z chorobami dziedzicznymi siatkowki (rdcl 1 crd2)
przy uzyciu techniki qPCR oraz hybrydyzacji in situ (RNAscope); 6) asystowanie w badaniach

in vivo przeprowadzanych na psach z chorobami dziedzicznymi siatkowki (rcdl 1 crd2)
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obejmujacymi: iniekcje podsiatkbwkowe preparatdow zawierajacych wektor wirusowy AAV-
BIRCS (adeno-associated virus z genem BIRCS; oraz badania kliniczne siatkéwek psow po
iniekcjach przy uzyciu elektroretinografii (ERG) i optycznej koherentnej tomografii
komputerowej (OCT). Pomimo faktu, ze wspomniane biatko okazalo si¢ nieodpowiednie w
leczeniu chorob siatkowki, to pobyt i doswiadczenie zaowocowato nawigzaniem dalszej

wspoOtpracy w zakresie choréb siatkdwki u pséw i kotow.

5.2.1.Badania nad rozwojem i charakterystyka fenotypowa i genotypowa dystrofii
czopkow i precikow u psow (RPGRIP1, CRD)
Podczas pobytu na stazu na Wydziale Weterynarii Uniwersytetu Pensylwanii bralam udziat w
pracach nad charakterystyka kliniczng i morfologiczng rozwoju dziedzicznej choroby siatkdwki
u psow, tj. dystrofii czopkow i precikow (RPGRIP1, CRD) jako modelu badawczego dla
chorob siatkowki czlowieka. Katedra Terapii Eksperymentalnych Siatkoéwki Wydziatu
Weterynarii Uniwersytetu Pensylwanii prowadzi zaawansowane badania nad opracowywaniem
terapii genowych w leczeniu dziedzicznych chorob siatkéwki u ludzi takich jak zwyrodnienie
barwnikowe siatkowki, dystrofia zoéttkowa plamki, do rozwoju ktérych przyczyniaja sig
mutacje w konkretnych genach komorek fotoreceptorowych. Badania nad CRD
przeprowadzono na 58 psach z mutacja w genie RPGRIPI, ktére poddawali§my regularnym
badaniom okulistycznym (oftalmoskopii, ERG oraz OCT) w okresie od urodzenia do 9 roku
zycia, a nastepnie pobraliSmy ich siatkoéwki 1 przeznaczaliSmy do badan molekularnych i
morfologicznych. Preparaty siatkowek pobrane do badan ultrastrukturalnych analizowatam
przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Badania wykazaly, Ze przebieg
choroby byl znacznie szybszy w przypadku psow o genotypie Rpgrip/Map9/L3 i obejmowat
znaczne $cienczenie warstwy jadrzastej wewnetrznej (ONL) do 1 warstwy jader i catkowity
zanik segmentéw zewnetrznych 1 wewnetrznych fotoreceptorow. W przypadku osobnikéw o
genotypie Rpgrip/M9 Scienczenie warstwy ONL bylo umiarkowane, wystepowal natomiast
zanik w obrebie segmentdw zewngtrznych fotoreceptorow przy dobrze zachowanych
segmentach wewnetrznych. W przypadku genotypéw Rpgrip/L3 siatkowka byta najlepiej

zachowana 1 nie obserwowano zmian w obrebie fotoreceptorow.

Efektem prowadzenia badan w tej jednostce naukowej jest wspolautorstwo w publikacji

naukowej:

Ripolles-Garcia A., Murgiano L., Ziotkowska N., Pompeo Marinho F., Roszak K., Iffrig S.,
Aguirre G.D., Miyadera K. Natural disease history of a canine model of oligogenic
RPGRIP1-cone-rod dystrophy establishes variable effects of previously and newly mapped
modifier loci. Hum Mol Genet. 2023; Ddad046. MEiN = 140, IF2021 =5,121
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Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: pracach zwigzanych z zebraniem materiatu,
wykonaniem analiz i interpretacjq wynikow badan ultrastrukturalnych oraz przygotowaniem
ostatecznej wersji manuskryptu.

MOoj udziat procentowy szacuje na 15%.

5.2.2. Badania nad charakterystyka fenotypowa i genotypowg dystrofii zéltkowej plamki

(BVMD)

W ramach stazu POST-DOC nawigzatam takze wspolprace z prof. Karing Guziewicz
(University of Pennsylvania, Department of Experimental Retinal Therapies, School of
Veterinary Medicine) i bytam wykonawcg w projekcie naukowym dotyczacym badan nad
mechanizmami molekularnymi lezagcymi u podstawy wpltywu $wiatta jako czynnika
indukujacego rozwdj retinopatii, jaka jest dystrofia zéitkowa plamki (BVMD), bedaca
przyczyna Slepoty u ludzi. W ramach tego projektu uczestniczytam w badaniach klinicznych
psow z naturalnie wystepujaca retinopatia BVMD (elektroretinografia, koherentna tomografia
komputerowa), wykonywatam badania laboratoryjne (histologiczne, immunocytochemiczne,
molekularne) oraz badania ultrastrukturalne. Wyniki uzyskane w trakcie pracy w tej jednostce

znajdujg si¢ na etapie przygotowania ich do publikacji.

5.2.3. Badania prowadzone we wspoélpracy z Katedra Neurologii i Neurochirurgii

Uniwersytetu Pensylwanii

W trakcie stazu, we wspolpracy z Katedra Neurologii i Neurochirurgii (Prof. Charles
Vite, DACVIM) rozpoczetam realizacje projektu dotyczacego charakterystyki klinicznej i1
morfologicznej zmian zachodzacych w siatkowce u kotow z lipidowa chorobg spichrzeniowa
Niemann-Pick typu C (NPC). NPC jest $miertelng choroba wystgpujaca u ludzi i zwierzat,
ktora charakteryzuje si¢ gromadzeniem wolnego cholesterolu m.in w neuronach uktadu
nerwowego, prowadzac do  jego uszkodzenia. Wstepne wyniki badan
immunocytochemicznych, ktore przeprowadzitam w tym osrodku (barwienie z uzyciem filipin
i BODPIY) wykazaty obecno$¢ kropli lipidow w komorkach zwojowych siatkéwki u kotow
genetycznie obcigzonych wystgpieniem tej choroby. W celu potwierdzenia badan
immunocytochemicznych, aktualnie prowadzone sg badania ultrastrukturalne siatkowek kotoéw
z NPC. Badania te beda pierwszymi na §wiecie badaniami szeroko charakteryzujacymi zmiany

jakie zachodza w galce ocznej w przebiegu tej choroby u kotow.

6. Informacja o  osiagnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych  oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke
6.1. Osiagniecia dydaktyczne:
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6. 2.

Promotor pomocniczy w rozprawie doktorskiej dr Marceli Petrusewicz- Kosinskiej

zatytutlowanej ,,Rozw0j powylegowy szyszynki indyka — aspekty strukturalne i

funkcjonalne”. Uzyskanie stopnia doktora w 2019;

Zajecie pierwszego miejsca w ankietach studenckich VI roku studiow stacjonarnych na

kierunku Weterynaria w latach (2021/2022) w kategoriach: najlepsza prowadzaca

zajecia z przedmiotu fakultatywnego (Okulistyka Weterynaryjna) oraz najlepszy

przedmiot fakultatywny (Okulistyka Weterynaryjna).

Opiekun /naukowy Kota Naukowego Histologéw w latach 2014-2023 (wielokrotnie

nagradzane referaty Kota)

Koordynator dydaktyczny przedmiotow: Histologia i Embriologia, Biologia Komorki;

Realizacja przedmiotow:

e Biologia Komorki dla studentéw I roku na kierunku Weterynaria

e Histologia i Embriologia dla studentow I roku na kierunku Weterynaria;

Kierownik przedmiotow dydaktycznych fakultatywnych Okulistyka Weterynaryjna oraz

Histofizjologia Oka z elementami patologii dla studentow III 1 VI roku studiow

stacjonarnych na kierunku Weterynaria;

Rozwoj warsztatu dydaktycznego z zakresu okulistyki weterynaryjnej dla studentow 5 i

6 roku Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej (faczna kwota 80 000 zt);

Przygotowanie materiatéw do e-learningu:

e Opracowanie filmow instruktarzowych z przedmiotu Histologia i Embriologia dla
studentow I roku dostgpnych na Portalu Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej w
Olsztynie.

Osiagniecia organizacyjne

Opiekun Pracowni Histochemii i Immunohistochemii oraz Pracowni Mikroskopii
Konfokalnej w Katedrze Histologii i Embriologii;

Koordynator wprowadzania i aktualizacji sylabuséw przedmiotow realizowanych w
Katedrze Histologii 1 Embriologii (w latach 2013-2020);

Koordynator planow zaje¢ dydaktycznych z przedmiotow:

e Histologii i Embriologia w latach 2013-2020

e Biologia Komorki w latach 2013-2020

Cztonek Rady Dyscypliny Weterynaria w latach 2020-2022;

Cztonkostwo w migdzynarodowych 1 krajowych organizacjach i1 towarzystwach
naukowych:

» Cztonek Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych;
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6.3.
6.3.1.

6.3.2.

» Czlonek Polskiego Towarzystwa Histochemikow i Cytochemikow;

» Czlonek Brytyjskiego Towarzystwa Okulistycznego BrAVO;

» Czlonek Mig¢dzynarodowego Towarzystwa Okulistycznego ISVO;

Kierownik projektu finansowanego przez Konsorcjum KNOW dotyczacego rozwoju

warsztatu badawczego mlodego pracownika nauki (zakup urzadzen i wdrozenie technik

hybrydyzacji in situ 1 western blottingu). Czas trwania projektu (2018-2019).

Recenzent prac naukowych:

e Recenzje artykulow naukowych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym,
m.in. Cells (IF= 7,66), Frontiers in Neuoranatomy (IF=3,54), Chronobiology
International (IF=3,74), Endocrine Connections (IF=3,22), Polish Journal of
Veterinary Sciences (IF=0,82), Photochemical & Photobiological Sciences
(IF=4,32), Neural Regeneration Research (IF=6,05), International Journal of
Molecular Sciences (IF=6,8);

e Recenzja krajowego projektu badawczego realizowanego w ramach projektu
MISTRZ pt. “Analiza poréwnawcza okolicy oczodotu, gatki ocznej oraz
wybranych narzadéw dodatkowych oka u dziko zyjacych kotowatych z rodzaju
Otocolobus, Neofelis, Panthera — badania wstepne”, jednostka przyznajaca

finansowanie — Uniwersytet Wroctawski, 2022.

Osiagniecia popularyzujace nauke

Publikacje w popularno-naukowych i naukowych czasopismach przeznaczonych
dla praktykujacych lekarzy weterynarii:

Ziotkowska N., Prusik M., Ziotkowski H., ,Dysplazja siatkowki u pséw i1 kotéow —
aktualny stan wiedzy”. Med Weter. 2012; 68:15-21.

Ziotkowska N. ,Immunologia powierzchownych struktur gatki ocznej”. Zycie Wet.
2013; 88:553-557.

Cisto-Pakuluk A., Ziotkowska N. ,Praktyczne aspekty badania neurookulistycznego
matych zwierzat”. Mag Wet. 2018; 07-08.

Wystapienia ustne wygloszone podczas konferencji dla lekarzy weterynarii
praktykow oraz dla studentow wydzialow weterynaryjnych i medycznych:

Ziotkowska N. Siatkowka oka — od budowy 1 funkcji do terapii celowanych. Wyktad
przeprowadzony w ramach szkolenia okulistycznego organizowanego przez platforme

Edu Eye Vet. Wroctaw, 10.05.2023.
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Ziotkowska N. Okulistyczne urzadzenia diagnostyczne w weterynaryjnej praktyce
okulistycznej, Wyktad dla Studenckiego Kota Naukowego Technik Obrazowania UWM
16.06.2021.

Ziotkowska N. Okulistyka weterynaryjna a produkty lecznicze. Konferencja "Farmacja
weterynaryjna - rola farmaceuty w §wiecie lekéw przeznaczonych dla zwierzat” 29.05-
30.05.2021. Wyktad dla Seminarium K6t Naukowych, GUM, Gdansk.

Ziotkowska N. Wrzody rogoéwki u pséw 1 kotdw- diagnostyka, klasyfikacja i leczenie.
IVSA, 17.01. 2019.

Zioétkowska N. Ekspozycja na $wiatto niebieskie powoduje spadek liczby neuronow
zwojowych zawierajacych melanopsyne oraz ich widkien nerwowych w siatkéwkach
szczurdw. III Sympozjum ,,Zdrowe zwierz¢ — bezpieczna zywnos¢”; Guzowy Piec, 23-
27.09, 2019, str. 76.

Zioétkowska N. Zapalenie blony naczyniowej u psow i kotow — przyczyny, diagnostyka
i leczenie. Konferencja IVSA ,,Okulistyka w Weterynarii” 23.03.2019.

Ziotkowska N. Histologiczna i immunohistochemiczna charakterystyka zapalenia gatki
ocznej u kotéw z zakaznym zapaleniem otrzewnej (FIP). I Sympozjum: Zdrowe
Zwierze-Bezpieczna Zywno$¢ oraz XI Sympozjum: Genetyczne, Fizjologiczne i
Srodowiskowe Uwarunkowania Rozrodu i Zdrowia Zwierzat oraz Bezpieczenstwa i
Jakosci Zywno$ci Pochodzenia Zwierzecego, KNOW Krajowy Naukowy Osrodek
Wiodacy, Konsorcjum Naukowe "Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywnoéé", 11-
13.06.2017, Wierzba.

Ziotkowska N. Wskazania i przeciwskazania do stosowania NLPZ I SLPZ w terapii
wybranych chorob oczu u pséw i kotdw. XXV Miedzynarodowy Kongres Medycyny
Weterynaryjnej Matych Zwierzat PSLWMZ. 20-22.10.2017, L6dz.

Zioltkowska N. Wybrane zagadnienia z diagnostyki 1 terapii choréb okulistycznych u

zwierzat. Czes$¢ 1. Etapy badania klinicznego oczu zwierzat. IVSA, 4.11.2017.

Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

Zrealizowane projekty badawcze.

» Wykonawca w projekcie badawczym OPUS pt. ,,Wptyw delecji RAGE/Diaphl na

zmniejszenie uszkodzenia siatkowki 1 nerwu wzrokowego w cukrzycy”. NCN DEC-

2022/47/B/NZ5/0089 (2023-2026).
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Kierownik projektu badawczego Miniatura 1 pt. ,,Analiza morfologiczna siatkdwki
szczurow eksponowanych na dziatanie $wiatla niebieskiego o wysokiej energii HEV”,
NCN DEC-2017/01/X/NZ4/00838. (2018-2019).

Kierownik projektu badawczego pt. ,Immunohistochemiczna 1 ultrastrukturalna
charakterystyka zapalenia gatki ocznej u kotéw z zakaznym zapaleniem otrzewnej (FIP)
jako element badan nad patogeneza choroby” finansowanego ze srodkéw Konsorcjum
Naukowego KNOW, No. 05-1/KNOW2/2015. (2018-2019).

Wykonawca w projekcie badawczym MNiSW pt. ,.Procesy wydzielnicze i mechanizmy
ich regulacji w szyszynkach wybranych gatunkow ptakow blaszkodziobych” (Nr. N
N308 069937).

Wykonawca w projekcie badawczym rozwojowym MNiSW pt. ,,Okreslenie wptywu
eksperymentalnej mikotoksykozy fuzaryjnej na wybrane wskazniki diagnostyczno-
morfologiczne przewodu pokarmowego §wini” (Nr. NR 12008010) w ramach zadania
,Badania histologiczne, immunohistochemiczne oraz ultrastrukturalne wybranych
narzadow przewodu pokarmowego (jelita cienkiego, jelita grubego oraz watroby)

zwierzat zywionych pasza z dodatkiem zearalenonu i deoksyniwalenolu”.

Wyréznienia

Stypendium Ministra Edukacji i Nauki przyznane za wybitne osiggni¢cia naukowe na

okres 3 lat (2020-2023).

Wyréznienie PTNW 1 nagroda III stopnia w kategorii za najlepsza publikacje

oryginalng zamieszczong w czasopismie zagranicznym dla mlodego /do 35 roku zycia/

pracownika naukowego w Konkursie Doroczna Nagroda PTNW:

Ziotkowska N., Lewczuk B., Petrynski W., Palkowska K., Prusik M., Targonska K.,
Gizejewski Z., Przybylska-Gornowicz B. Light and electron microscopy of the
European beaver (Castor fiber) stomach reveal unique morphological features with
possible general biological significance. PLoS One. 2014; 9:¢94590.

Nagroda za najlepsze doniesienie naukowe podczas Kongresu organizowanego przez

European College of VeterinaryOphthalmologists (ECVO), Helsinki, 28-31 maj 2015:

Zidtkowska N., Lewczuk B., Pazdzior-Czapula K., Mikulska-Skupien E.

”Morphological features of okular inflammation and distribution of Vidal antigens in

the ocular tissues of cats with feline infectious peritonitis (FIP). Vet. Ophtalmol. 18 (5)

E4-E17.

Nagroda zespotowa Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego (I stopnia) za

osiggnigcia w dziedzinie naukowej, UWM, Olsztyn, 1.12.2018.
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Zajecie I miejsca za wygloszenie referatu pt. ,,Badania in vitro nad mechanizmami
regulujagcymi wydzielanie melatoniny w szyszynce kaczki domowe;j”, Migdzynarodowe
Seminarium Kot Naukowych, 15-16.05.2012, Olsztyn.

Najlepszy plakat sesji posterowej XIV Kongres PTNW, 15.09.2012, Wroctaw.

Szkolenia, kursy

Szkolenie podyplomowe ,,Ophthalmology I”, Europen School For Advenced Studies
ECVO, 23.06.2014-4.07.2014, Luksemburg (Luksemburg);

Szkolenie podyplomowe ,,Ophthalmology II”, Europen School For Advenced Studies
ECVO, 27.06.2016-1.07.2016, Tuluza (Francja);

Kurs z elektrofizjologii siatkowki: ,,The Science and The Practice of Clinical
Electroretinography”, 5-6.12.2009, Hennigsdorf (Niemcy).

Szkolenie “Mikroskopia wirtualna w nauczaniu histologii 1 histopatologii” w ramach
projektu ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UWM w Olsztynie”, 17-20.02.2015,
Olsztyn;

Szkolenie dla 0os6b odpowiedzialnych za planowanie procedur i do$wiadczen oraz za
ich przeprowadzanie, 12-16.10.2015, Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzetach
Laboratoryjnych PolLASA;

Wartosci parametréw naukometrycznych calego dorobku naukowego

t.aczna liczba punktow MNiSW/MNIE!? wszystkich publikaciji: 1661
Laczna liczba punktéw MNiSW/MNIE publikacji z pierwszym autorstwem: 729, w
tym:

» 380 pkt za publikacje wchodzace w sktad zglaszanego osiggniecia,

» 349 pkt za pozostate publikacje.
Laczny wspétczynnik oddziatywania®® [Impact factor (IF)] wszystkich publikacji:
74,672
Laczny IF publikacji z pierwszym autorstwem: 31,874, w tym:

» 16,12 za publikacje wchodzace w sktad zglaszanego osiaggnigcia,

» 15,754 za pozostate publikacje.

Calkowita liczba | Liczba cytowan
cytowan bez autocytowan

Zrédlo Indeks Hirsch’a

Web of Science (Core Collection)? 237 216 8
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Scopus? 255 231 8

Google Scholar? 377 - 10

'Punktacje MNiSW/MNiIE podano zgodnie z rokiem publikacji artykulu, tj. wedlug komunikatu
MNiSW/MNIE obowigzujacego dla danego roku/lat.

**Dane podano zgodnie z raportem bibliometrycznym przygotowanym przez Oddziaty Informacji

Naukowej Biblioteki Uniwersyteckiej UWM w Olsztynie 12.05.2023.

3IF podano dla roku, w ktérym opublikowano prace. Dla artykuléw opublikowanych w roku 2022 i
2023 r. podano ostatni ustalony IF, tj. dla roku 2021.

*Podano w oparciu o dane znajdujace sie w bazie Google Scholar na dzien 10.05.2023

Podpis wnioskodawcy

Zoolkovnlo Nelotile
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