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Dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz

tytutu pracy doktorskiej:

a)

b)

d)

doktorat z dziedziny Zootechnika (2016), Nauki rolnicze, Instytut Zootechniki
Panistwowy Instytut Badawczy, Balice, Polska. Tytut pracy doktorskiej:
JFizjologiczna rola zewnqtrzwydzielniczej trzustki oraz budowa i funkcja
mozgu w badaniach na modelu swini”,

doktorat z zakresu fizjologii cztowieka i zwierzat (2015), Nauki biologiczne,
Instytut Fizjologii im. Bohomolca, Kijéw, Ukraina. Tytul pracy doktorskiej: ,Wptyw
enzymow mikrobiologicznych podanych dojelitowo na zachowanie i regeneracje
neuronow obszaru hipokampalnego CA1".

Magister w dziedzinie Cytologii, Histologii i Biologii Rozwojowej (2011), Nauk
biologicznych, Narodowy Uniwersytet im. Tarasa Szewczenki, Kijéw, Ukraina. Temat
pracy magisterskiej: “Neuroprotekcyjne efekty pre- i postkondycjonowania przy
modelowaniu niedokrwiennego uszkodzenia mézgu” (dyplom z wyréznieniem).
licencjat z biologii (2009), Panstwowy Uniwersytet im. Tarasa Szewczenki, Kijow,

Ukraina (dyplom z wyrdznieniem).

Informacje o poprzednim zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

2016 — obecnie, staz doktorski / pracownik naukowy w Katedrze Biologii,

Lund University, Szwecja - cztonek grupy Gut.

2015 — obecnie, konsultant biomedyczny w Anara AB, Szwecja.

2015 — 2018, konsultant biomedyczny w Alcresta Ltd, USA.

2015 - 2016, doktorantka w Instytucie Zootechniki PIB, Balice, Polska.

2011 —- 2014, asystent naukowy w Katedrze Cytologii Instytutu Fizjologii Bohomolca,

Ukrainska Akademia Nauk, Kijow, Ukraina.

P



Autoreferat Kateryna Pierzynowska

4. Wskazanie osiggnie¢ * wynikajacych z art. 16 sek. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytutach w zakresie
sztuki (Dz. U. 2016 r. Poz 882 ze zm. W Dz. Z 2016 1. Poz. 1311.):

a) Tytutl serii publikacji zwigzanych tematycznie:

Ocena zaleznoS$ci funkcji zewnatrzwydzielniczej i wewnatrzwydzielniczej
trzustki oraz jej rola w patofizjologii otytosci i cukrzycy typu 2

w badaniach na zwierzetach
b) Lista prac naukowych objetych cyklem:

1. Pierzynowska K, Valverde-Piedra J, Szymanczyk S, Prykhod'ko O, Pieszka M,
Kardas M, Grochowska-Niedworok E, Grabowski T, Winiarczyk M,
Pierzynowski S. 2018. Pancreatic-like enzymes of microbial origin restore
growth and normalize lipid absorption in a pig model with exocrine pancreatic

insufficiency. Arch Med Sci. 14(2):407-414. IF=2.344, punkty MNiSW=30.

2. Pierzynowski SG, Goncharova K, Woliniski ], Prykhodko O, Westrom B
and Lozinska L. 2016. Enteral pancreatic-like enzymes of microbial origin
affect insulin release during an intravenous glucose tolerance test. ] Diabetes

Met; 7: 681. IF=0.000, punkty MNiSW=8.

3. Pierzynowski SG, Goncharova K, Gregory PC, Westrom B, Podpryatov SE,
Podpriatov SS, Wolinski ], Repich H, Wierup N, Lozinska L. 2017. Experiments
suggesting extra-digestive effects of enteral pancreatic amylase and its
peptides on glucose homeostasis in a pig model. Sci Rep. Aug 17;7(1):8628.
[F=4.122, punkty MNiSW=40.

4. Socha-Banasiak A, Pierzynowski S, Woliniski ], Grujic D, Boryczka M, Grzesiak P,
Szczurek P, Czkwianianc E, Westrom B, Goncharova K. 2017. The pig as a model
for premature infants - the importance of immunoglobulin supplementation
for growth and development. ] Biol Regul Homeost Agents. Jan-Mar;31(1):87-
92.1F=1.397, punkty MNiSW=20.
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5. Pierzynowska K, Lozinska L, Wolifiski ], Pierzynowski S. 2018. The inverse
relationship between blood amylase and insulin levels in pigs during
development, bariatric surgery, and intravenous infusion of amylase. PLoS

One. Jun 6;13(6):e0198672. IF=2.766, punkty MNiSW=35.

6. Pierzynowski SG, Gregory PC, Filip R, Wolinski ], Pierzynowska K. 2018.
Glucose homeostasis dependency on acini-islet-acinar (AIA) axis
communication: a new possible pathophysiological hypothesis regarding
diabetes mellitus. Nutrition and Diabetes. Oct 8;8(1):55. IF=2.742, punkty
MNiSW=30.

c) omowienie naukowego celu wyzej wymienionych prac oraz uzyskanych wynikéw,

wraz z omoéwieniem ich mozliwego wykorzystania:

Rozwiniecie skrotow i okreslen w jezyku angielskim:

AIA  — Acini-Islet-Acinar = PWP - pecherzykowo-wysepkowo-pecherzykowa,
AL - alimentary loop (petla pokarmowa),

ARA - arachidonic acid (kwas arachidonowy),

AUC - area under the curve (powierzchnia pod krzywg),

BBB - brain-blood barier (bariera mézg-krew),

BMI - body mass index (wskaznik masy ciala),

BL - biliary loop (petla zéiciowo-trzustkowa),

CF - cystic fibrosis (mukowiscydoza),

CKD - chronic kidney disease (przewlekta niewydolno$¢ nerek),

CL - common loop (wspdlna petla jelitowa),
Cp - chronic pancreatitis (przewlekte - chroniczne zapaleniem trzustki),
CSF - cerebrospinal fluid (ptyn mézgowo-rdzeniowy),

DCX - doublecortin (doublekortina),

DHA - docosohexaenic acid (kwas dokozaheksaenowy),

DJB - duodenal - jejunal bypass (operacja bariatryczna - operacja pomostowa),
EPA - eicosapentaenic acid (kwas eikozapentaenowy),

EPI - exocrine pancreatic insufficiency (zewnatrzwydzielnicza niewydolno$é

trzustki), /CP
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GAP43 - growth associated protein 43 (biatko zwigzane z wzrostem 43),
GFR - glomerular filtration rate (wspétczynnik filtracji ktebuszkowej),
GIP - gastric inhibitory peptide (zotadkowy peptyd hamujacy),
GLUT1 - glucose transporter 1 (transporter glukozy 1),

GLUT?2 - glucose transporter 2 (transporter glukozy 2),

GTT - glucose tolerance test (test tolerancji glukozy),

HUA - hyperuricemia (hiperurykemia),

Ig - immunoglobulin (imunoglobulina),

IgG - immunoglobulin G (imunoglobulina G),

Iv - dozylnie (intravenous),

iML - immobilized microbial lipase (immobilizowana lipaza pochodzenia
mikrobialogicznego)

IVGTT - intravenous glucose tolerance test (dozylny test tolerancji glukozy),

LCPUFA - long chain polyunsaturated fatty acids (wielonienasycone kwasy ttuszczowe),

MAP2 - microtubule-associated protein 2 (biatko zwigzane z mikrotubulami 2),

MAPK - mitogen activated protein kinase (aktywowana mitogenna kinaza biatkowa),

Neurog3- neurogenine 3 (neurogenina 3),

PLEM - pancreatic - like enzyme of microbial origin (enzymy pochodzenia
bakteryjnego podobne do trzustkowych),

PTF 1 - pancreatic-specific transcription factor 1 (specyficzny dia trzustki czynnik

transkrypcyjny 1),
SEM - standard error of mean (btad standardowy $redniej arytmetyczne;j,
biad standartowy),
STAT 3 - signal transducer and activator o.f transcription 3 (sygnat transkrypc;ji 3),
TP - total protein (biatko catkowite),
UA  —uricacid (kwas moczowy),

WHO - World Health Organization (Swiatowa Organizacji Zdrowia).
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Wstep

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health Organization -
WHO) liczba oséb otylych i chorych na cukrzyce typu 2 wzrosta na $wiecie ponad
dwukrotnie w poréwnaniu do 1980 roku. W 2016 roku ponad 1,9 mld petnoletnich oséb
miato nadwage (39 % populacji), z czego 650 mln bylo otytych (13 % populacji). W 2016
roku 41 miliony dzieci ponizej 5 roku zycia miaty nadwage lub otyto$é [1].

Otytos$¢ przyczynia sie do powstawania choréb naczyniowo-sercowych, choréb
uktadu oddechowego, przewlektych chordéb nerek, uktadu mie$niowo-szkieletowego,
zaburzen przewodu pokarmowego, probleméw psychicznych, a nawet raka. Sposréd
wszystkich probleméw zdrowotnych najczesciej z otyto$cia wigze sie cukrzyca typu 2.
Jest rowniez najczeSciej wystepujaca postacig cukrzycy [2]. Cukrzyca jest pierwsza,
niezakazng choroba uznang przez ONZ za epidemie XXI wieku [3]. Wedtug Swiatowej
Organizacji Zdrowia do 2025 r. co pigta osoba na $wiecie bedzie musiata zmagac¢ sie
z cukrzyca. Pierwszy raport WHO Global na temat cukrzycy pokazuje, ze liczba dorostych
chorych na cukrzyce wzrosta prawie czterokrotnie od 1980 r. do 422 milionéw dorostych.
Ten dramatyczny wzrost jest w duzej mierze spowodowany wzrostem cukrzycy typu 2,
a czynniki ja napedzajace obejmuja nadwage/otyto$¢ [4]. Z danych Swiatowej Federacji
Cukrzycy wynika natomiast, Ze rocznie z powodu choroby umiera juz 4, 0 mln oséb. To
pigta pod wzgledem przyczyny zgonu choroba, na ktérg najczesciej umierajg ludzie na
Swiecie [2].

Okoto 87-91% przypadkéw cukrzycy to cukrzyca typu 2. Nadwaga i brak
aktywnoSci fizycznej wigza sie ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na cukrzyce typu
2 [5, 6]. Poniewaz nadwaga jest waznym czynnikiem prognostycznym dla cukrzycy typu
2, termin "diabesity" zostat zaproponowany przez Astrup i Finer w 2000 roku [7].

Cukrzyca jest chorobg przewlekls, dlatego chorzy musza stale monitorowaé swoéj
stan zdrowia i stosowa¢ odpowiednie leczenie. W zwigzku z tym diabetycy precyzujg
swoje potrzeby dotyczace lekéw i metod terapii, biorgc pod uwage rozwigzania, ktdre nie
beda znaczaco wptywaly na jako$¢ zycia, zapewnig wygode i komfort stosowania oraz
pozwolg na normalne funkcjonowanie. 59 % pacjentéw na $wiecie, a w Polsce az 75 %
chorych na cukrzyce czuje obawe przed rozpoczeciem insulinoterapii. Gléwnym
powodem takiego podejscia u diabetykéw jest lek przed samodzielng iniekcjg insuliny

oraz obawa przed niewla$ciwym wykonaniem iniekcji [8]. Ponadto insulinoterapia
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charakteryzuje sie szeregiem zasad, ktérych nalezy przestrzegaé¢, m.in. wymiana igiet po
podaniu zastrzyku, dobor dtugosci igiet, zmiana miejsc wstrzyknie¢ insuliny, aby zapobiec
powstawaniu przerostéw tkanki, zrostéw i zgrubien. Insulinoterapia jest stosowana
w cukrzycy typu 1 oraz w przypadku, gdy podawanie doustnych przeciwcukrzycowych
u chorych z cukrzyca typu 2 nie daje pozadanych efektéw [9].

Druga, zdecydowanie czeSciej stosowana formg leczenia cukrzycy typu 2 s3
doustne leki przeciwcukrzycowe. Niektdre, - np. metformina, nie dziatajg interwencyjnie,
jej pelne dzialanie w postaci zmniejszenia glikemii pojawia sie po okoto 2 tygodniach
stosowania. Inne, skutecznie obnizaja steZenie glukozy, ale mogg wywotywaé
niedocukrzenia (hipoglikemie). Do najczesciej spotykanych objawéw ubocznych
stosowania doustnych lekéw przeciwcukrzycowych naleza nudno$ci, brak apetytu
i wymioty. Terapia wigze sie ze znalezieniem odpowiedniego zestawu lekéw dla kazdego
pacjenta indywidualnie [9, 10]. Warto doda¢, Ze najbardziej skuteczne w opinii lekarzy
leki inkretynowe, pobudzajace wydzielanie insuliny tylko wtedy, gdy wzrasta poziom
cukru we krwi, nie sg refundowane, co zwieksza koszty leczenia. Zasadno$¢ przepisania
lekéw pobudzajacych wydzielanie insuliny, przy jej nadprodukcji, nadal pozostaje
kwestig kontrowersyjna.

W zwigzku ze wzrostem zachorowalno$ci na cukrzyce, zlymi nawykami
zywieniowymi oraz wzrostem $wiadomo$ci spoteczenstwa bardzo wazne jest ustalenie
przyczynym epidemii cukrzycy typu 2.

Na podstawie przeprowadzonych badan wiasnych mozna wnioskowac, ze jedng
z przyczyn tej epidemii moze by¢ brak zrozumienia zalezno$ci pomiedzy funkcjg
zewnatrzwydzielnicza a wewnatrzwydzielnicza trzustki. Prezentowane w niniejszej
rozprawie badania podstawowe na zwierzetach nad komunikacja wewngtrzustkowg
doprowadzity do identyfikacji takiej molekuty - jest nig amylaza, ktéra efektywnie
reguluje homeostaze glukozy jednocze$nie reguluje wydzielanie insuliny. Potwierdzenie
tego w badaniach klinicznych byloby kamieniem milowym dla zdrowia publicznego
i profilaktyce tej choroby cywilizacyjne;j.

Powszechnie wiadomo, ze trzustka jest gruczotem dokrewnym (wydziela
hormony - funkcja wewnatrzwydzielnicza): insuline, glukagon, somatostatyne oraz
gruczotem trawiennym (wydziela enzymy trawienne do dwunastnicy - funkcja
zewnatrzwydzielnicza): amylaze, trypsyne, chymotrypsyne, karboksypeptydaze, lipaze,

nukleazy. Komorki trzustki odpowiedzialne za obie funkcje r6znig sie lokalizacja.
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Wspolistnienie obydwu funkcji od lat jest przedmiotem badan nad zalezno$cig
pomigdzy nimi. Z fizjologicznego i klinicznego punktu widzenia, badanie tych dwéch funkcji a
zarazem miejsca oddzielnie jest duzo latwiejsze. Totez zewngtrzwydzielnicza funkcja byta
zawsze postrzegana jako domena gastroenterologii, podczas gdy wewngtrzwydzielnicza byta
obszarem zainteresowania diabetologéw.

Wigkszo$¢ masy trzustki odpowiada za funkcje zewnatrzwydzielnicza, podczas gdy
komoérki endokrynne s3 "zawarte” w dobrze zdefiniowanych, zamknietych wysepkach
Langerhansa. Czg$¢ trzustki odpowiadajgca za funkcje wewnatrzwydzielnicza jest
filogenetycznie starsza nizta zewnatrzwydzielnicza. Mozna zatem wnioskowac, ze komorki 3
sa prekursorami filogenetycznymi trzustki ssakéw, i ze cze$¢ odpowiadajaca za wydzielanie
zewngtrzne mogla powsta¢é w wyniku dziatania specyficznego dla trzustki czynnika
transkrypcyjnego 1 (pancreatic-specific transcription factor 1 - PTF 1). PTF 1 jest czynnikiem,
ktéry reguluje ekspresje gendéw specyficznych dla zewnatrzwydzielniczych komérek
w wewnatrzwydzielniczych komoérkach trzustki. Poprzednie badania na modelach
zwierzecych wykazaty, Ze obniZenie poziomu PTF 1 w zewnatrzwydzielniczych komdrkach
trzustki moze prowadzi¢ do ich transformacji do komérek wewngtrzwydzielniczych.
Powyzszy przyktad potwierdza, ze mozliwa jest sygnalizacja miedzy komérkami trzustki przez
plyn zewnatrzkomorkowy, a takze, co ma réwniez znaczenie, Ze produkty koficowe zar6wno
wewnatrz- jak i zewnatrzwydzielniczych cze$ci narzadu moga oddziatywaé lokalnie. Po drugie,
wyzej wspomniana koncepcja zostata rozwinieta w badaniach z udziatem ludzi, co pozwolito
autorom na stwierdzenie, ze komorki zewnatrz-wydzielnicze z ekstrahowanej ludzkiej trzustki
mozna przeprogramowac na transplantowalne komérki produkujace insuline, ktére moga by¢
w petni metabolicznie aktywne. Podstawowy mechanizm opiera sie na fakcie, ze uruchomienie
aktywowanej mitogenem Kkinazy biatkowej (mitogen activated protein kinase - MAPK)
I przetwornika sygnatu oraz aktywatora transkrypcji 3 (signal transduser and activator of
transcription 3 - STAT 3) moze przeksztatci¢ je w komérki podobne do komoérek B [11].
Ponadto ektopowa sygnalizacja przez MAPK i STAT3 moze réwniez przeksztatca¢ ludzkie
komorki pecherzykowe w komérki podobne do f3-komérek. Inne badania potwierdzity te
hipoteze i potwierdzily, Ze ektopowa ekspresja aktywowanego MAPK i STAT3 w ludzkich
pecherzykowych komoérkach trzustki moze aktywowaé pro-wewngtrzwydzielniczy czynnik
transkrypcyjny neurogening 3 (neurogenine 3 - Neurog3), powodujac przeprogramowanie
ludzkich komérek pecherzykowych na -podobne komoérki, ktére sa w stanie niwelowaé
cukrzyce [12Z]. Jest to zatem dowdd, Ze istniejg zlozone zalezno$ci miedzy produktami

zewnatrzwydzielniczymi a wewnatrzwydzielniczymi trzustki.
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Przedstawiono dowody, Ze insulina i inne czynniki pochodzgce z wysepek
trzustkowych reguluja bezposrednio, a nawet moga by¢ niezbedne dla prawidlowej
czynnosci komérek pecherzykowych [13-20]. Udowodniono to przede wszystkim
w przypadku wytwarzania amylazy (tzw. "zjawisko halo") [21-23]. Z drugiej strony,
hiperstymulacja trzustkowych komoérek pecherzykowych podczas dlugotrwatej
hiperinsulinemii i ewentualnie nadprodukeji innych hormonéw wysp, ktére wchodza
w kontakt z komérkami pecherzykowatymi (produkujacymi enzymy) poprzez pityn
inerstycjalny [24], moze ostabi¢ produkcje enzyméw trzustkowych. Wykazano
wystepowanie zwigzku pomiedzy zewnatrzwydzielnicza niewydolno$cig trzustki
(exocrine pancreatic insufficiency - EPI), a utrata funkcji komérek beta: cukrzyce
obserwowano u 70% pacjentéw z przewleklym zapaleniem trzustki (chronic pancreatitis
- CP) i u 91% pacjentéw z przewleklym zwapniajacym zapaleniem trzustki, podczas gdy
u 16% pacjentéw obserwowano réwniez hipoglikemie [25]. Wystgpienie cukrzycy
u pacjentow z CP moze przynajmniej czedciowo wynikaé z unieczynnienia komérek §, by¢
moze z powodu utraty czynnikéw troficznych z pecherzykéw, a takze zdolno$ci
reagowania na glukoze [26]. Pacjenci z EPI jako powiktaniem mukowiscydozy (cystic
fibrosis - CF) réwniez wykazuja zmniejszong zdolno$¢ wydzielniczg komérek B
w poréwnaniu z pacjentami cierpigcymi na mukowiscydoze, ale gléwnie dotyczaca
powiktan ptucnych a nie trzustkowych. W tym przypadku istniejg dowody na zaburzenia
w przetwarzaniu proinsuliny [27]. Cukrzyca wtérna do CP jest rowniez zwigzana ze
zwigkszonym wydzielaniem somatostatyny indukowanym positkiem w poréwnaniu
z pacjentami z cukrzyca typu 1 lub grupa kontrolng [28]. U pacjentéw z CP glukoza
podawana doustnie indukuje wzrost steZenia glukagonu, zamiast jego zmniejszenie
w grupie kontrolnej, jak réwniez wzrost zotagdkowego peptydu hamujgcego (gastric
inhibitory peptide - GIP) [29].

Okoto 100 Iat temu naukowcy odkryli obecno$¢ enzymdw trzustkowych, takich jak
amylaza trzustkowa, lipaza, elastaza [30-32]. Stwierdzono, ze poziom amylazy
trzustkowej w surowicy jest zwigzany z réznymi zmianami fizjologicznymi, takimi jak:
uposledzenie funkcji watroby, a nie tylko jest charakterystyczny dla zewngtrz-
wydzielniczej funkcji trzustki [31, 33]. Sprzeczne dane dotyczace czynnikéw
wplywajgcych na poziom amylazy we krwi dodatkowo komplikujg interpretacje
przeprowadzonych i aktualnie prowadzonych badan. W badaniach przeprowadzonych
we wczesnych latach 30-tych XX wieku usuniecie trzustki i gruczoléw $linowych

w modelu szczurzym nie spowodowalo znaczacego zmniejszenia stezenia amylazy we
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krwi [34]. W 1958 r. Adam Dreiling zasugerowal, Ze mechanizm regulujacy poziom
amylazy we krwi moze mie¢ charakter pozatrzustkowy np. watrobowy [31, 35].

Aktywno$¢ amylazy w surowicy okazala sie wysoce zmienna we wczesnym
okresie postnatalnym u noworodkéw u ludzi - zwykle poziom ten oscyluje w dolnej
granicy normy ustalonej dla dorostych [36]. Ostatnie badania wykazaly, ze wyzsze
poziomy amylazy we krwi byly dodatnio skorelowane z wyzszg wrazliwo$cig na insuline,
podczas gdy nizsza aktywno$¢ amylazy w osoczu byla skorelowana u pacjentéw
z otytoscia i zaburzeniami metabolicznymi [37-39]. Wskazuje to na potencjalny wptyw
poziomu amylazy we krwi na funkcjonowanie hormonéw trzustkowych. Wchianianie
enzyméw trzustkowych z jelita w warunkach fizjologicznych jest znikome i u oséb
zdrowych w ogéle nie powinno mie¢ miejsca [40]. Ponadto obecnosé
immunoreaktywnego trypsynogenu, jak rowniez aktywno$¢ amylolityczna i lipolityczna
we krwi, sugeruja, Ze ich poziomy w osoczu s3 wynikiem "wycieku” enzyméw
trzustkowych z trzustki do krwioobiegu, a nie ponownego wchlaniania wydzielanych
enzymow [41, 42]. Stezenie enzyméw trzustkowych zatem w ptynie §rédmigzszowym
otaczajacym pecherzyki trzustkowe i pobliskie wysepki trzustki byloby wielokrotnie
wieksze niz w krwi obwodowej. Bezposrednie badanie wplywu funkcji
zewngtrzwydzielniczej trzustki na funkcje wewnatrzwydzielniczg jest ztozone i wymaga
zastosowania specyficznych modeli eksperymentalnych.

Ze wzgledu na podobienistwa w morfologii i fizjologii uktadu Zzotgdkowo-
jelitowego, czynniki enzymatyczne i hormonalne, czasy trawienia po positku i sprawno$¢
trawienna, §winie moga stuzy¢ jako odpowiedni model dla cztowieka [43, 44] do badania

zwigzku miedzy zewnatrzwydzielnicza wewnatrzwydzielnicza funkcja trzustki.
Cel pracy

Celem gléwnym pracy byta ocena zaleznosSci pomiedzy funkcja
zewnatrzwydzielnicza a wewnatrzwydzielnicza trzustki oraz komunikacji
wewnatrzsutkowej (pecherzykowo-wysepkowo-pecherzykowej - PWP (Acini-Islet-
Acinar - AIA)), oraz jej roli w patofiziologji otylosci i cukrzycy typu II.

Aby zrealizowac cel gldwny przyjeto nastepujace cele szczegdtowe:
e ustalenie czy terapia zastepcza enzymami trzustkowymi poprawia stan
odzywienia i zdrowia w zewnatrzwydzielniczej niewydolnosci trzustki,
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* okreSlenie udziatu enzymdéw trzustkowych - pochodzenia mikrobiologicznego
w metabolizmie glukozy podczas dozylnego testu tolerancji glukozy,

¢ okres$lenie udzialu enzyméw trzustkowych w kontroli glikemii i odpowiedzi
insulinowej u $win grupy kontrolnej oraz po zabiegach bariatrycznych,

e stworzenie odpowiedniego modelu $wini, majgcego zastosowanie w badaniach
metabolizmu lipidéw i glukozy, odtwarzajacego warunki panujgce w
organizmach noworodkéw ludzkich urodzonych o czasie i wcze$niakdw,

e zbadanie zalezno$ci miedzy poziomem amylazy w osoczu a poziomem insuliny u
$win rosnacych,

e podsumowanie uzyskanych wynikdw i przedstawienie koncepcji wzajemnych
regulacji wewnatrz- zewnatrzwydzielniczej funkcji trzustki:

a) acini-islet-acinar (AIA) - sprzezenia zwrotnego wewngtrztrzustkowego,
b) odmiennej regulacji poziomu glukozy przez insuline w poréwnaniu do

regulacji glukozy przez amylaze w nabtonku jelitowym.

Materiaty i metody

Aby osiggna¢ wyzej wymienione cele, wykorzystano kilka modeli §wini domowej
odzwierciedlajacych rézne stany zdrowia ludzi. Wszystkie badania na zwierzetach
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami zawartymi w ,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the National Institutes of Health”. Protokoty zostaty zatwierdzone

przez lokalne komitety etyczne.

Badanie pierwsze (opisane w Artykule 1) przeprowadzono na §winskim modelu
chirurgicznie indukowanej ($rédoperacyjne podwigzanie przewodu trzustkowego)
zewnatrzwydzielniczej niewydolnosci trzustki (EPI). Doswiadczenia przeprowadzona na
12 kastrowanych samcach z rozwinieta w ciggu 1 miesigca od operacji EPI, a 10 zdrowych
$win stanowito grupe kontrolng. W celu pobierania krwi u wszystkich zwierzat
zaimplanowano Kkatetery do zyly szyjnej. Zwierzeta umieszczono w indywidualnych
klatkach kolekcyjnych w celu kolecji katu i moczu oraz doktadnego monitorowania
karmienia. Podczas badan $winie byly karmione dieta wysokottuszczowa, mimikujgcy
sktadem diete ludzka. Mieszanke enzyméw pochodzenia bakteryjnego (pancreatic-like
enzymes of microbial origin - PLEM) podawano $winiom dwa razy dziennie w czasie

positku. We wszystkich prébach zostata zbadana ilo§¢ ttuszczu i biatka przy uzyciu
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standardowych metod grawimetrycznych i Kjeldahla w laboratorium Eurofins
(Lidkoping, Szwecja). Profile lipiddow we krwi analizowano pod kgtem wskaznika
lipidowego 1 niezestryfikowanych kwaséw tluszczowych, stosujac odpowiednio
procedure turbidymetryczng i zestaw kolorymetryczny (Wako Chemicals GmbH,
Niemcy). Poziom trigliceryddw w osoczu i cholesterolu catkowitego zmierzono
w laboratorium Medilab (Tarnaby, Szwecja).

Badanie drugie (opisane w Artykule 2) przeprowadzono na 5 zdrowych $winiach.
W celu pobierania krwi oraz wlewdw glukozy wszystkim zwierzetom zaimplantowano
katetery do Zyly szyjnej, Roztwory enzyméw podawano doustnie 1 godzine przed dozylnym
wlewem glukozy za pomoca strzykawki w ciggu 2 minut, po czym Swinie otrzymaty kolejne
40 ml wody do wyptukania jamy ustnej i gardia. Jako roztwor kontrolny podano 30 ml
stodzonej wody. Prébki krwi pobierano w 1 minute przed (punkt czasowy 0) orazw 5, 15,
30, 45, 60 1 120 minut po infuzji glukozy. Glukoza byta mierzona w prébkach $wiezej krwi za
pomocy glukometru Accu-Chek® Aviva (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy). Poziomy
insuliny i peptydu C w osoczu mierzono odpowiednio za pomocg zestawu ELISA do
oznaczania $winskich insuliny lub peptydu C (Mercodia, Uppsala, Szwecja).

Trzecie badanie (opisane w Artykule 3) przeprowadzono na 6 zdrowych
i 12 Swiniach poddanych operacji bariatrycznej (DJB) (Ryc, 1, A-D). Wszystkim
zwierzetom zatozono katetery do zyly szyjnej. U sze$ciu zdrowych $win wykonano
Iacznie 6 testéw tolerancji glukozy (glucose tolerance test - GTT), 1) dozylny GTT, 2)
doustny GTT, 3) positkowy GTT, 4) doZylny GTT po podaniu Creon®, v), 5) doustny GTT
po podaniu Creon®, 6) positkowy GTT po podaniu Creonu®. Cztery §winie po operacji
DJB otrzymaly wlew glukozy do petli Zéiciowo-trzustkowej (BL). OdpowiedZ byta
poréwnywana z ta obserwowang po doustnym 1 g glukozy / 1 kg bwt (0G). W Kkolejnych
eksperymentach 5 $wini po operacji D]JB zostato poddanych czterem testom na tolerancje
glukozy. Glukoze (1 g glukozy / kg bwt) podawano co drugi dzienn do réznych petli
jelitowych, zotciowo-trzustkowej (BL), wspdlnej (CL) lub pokarmowej (AL), a na koncu
doustnie. Trzy $winie, ktére przeszty operacje DJB, byty poddawane GTT co drugi dzien,
gdzie glukoza byla podawana do BL samodzielnie lub razem z amylazg $winska lub
peptydami pochodnymi z amylazy. Swiriska amylaze trzustkowa lub peptydy amylazy
podawano na 1 godzine przed GTT, a dodatkowo podawano je podczas GTT przez kaniule
do petli Z6tciowo -trzustkowej. Poziomy insuliny i peptydu C w osoczu mierzono
odpowiednio za pomocg zestawu ELISA do oznaczania $winiskiej insuliny lub peptydu C

(Mercodia, Uppsala, Szwecja).
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Badanie czwarte (opisane w Artykule 4) przeprowadzono na 39 prosietach.
Pietnascie wcze$niakéw urodzonych przez cesarskie ciecie (7 dni przed terminem
urodzenia w 115 dniu cigZzy) uzyskano od 2 macior. Wcze$niaki te odpowiadaly ludzkim
noworodkom w okoto 32 tygodniu cigzy. Dwadzie$cia cztery prosieta niessgce z 6 miotow
urodzonych naturalnie zostaty odizolowane od loch i losowo podzielone na 4 grupy
eksperymentalne. Po przeniesieniu prosigt do laboratorium wszystkim prosietom
wprowadzono Kkatetery do Zyly pepowinowej w celu infuzji immunoglobulin lub podania
surowicy $winskiej, jak réwniez do pierwszego pobrania krwi (Oh). U prosigt
wcze$niakow, po 48 godzinach, ze wzgledu na rosngca aktywno$¢ uniemozliwiajgca
karmienie sadg, wszczepiono w trakcie zabiegu chirurgicznego specjalnie
zaprojektowane katetery zotgdkowe. Wszystkie prosieta karmiono odpowiednia dietg co
2 godziny. Catkowite steZenie biatka (mg / ml) w prébkach osocza, surowicy $win i siarze
oszacowano metodg Lowry'ego. Poziom immunoglobuliny G (IgG) (mg / ml) w prébkach
0socza, surowicy $win analizowano za pomoca immunodyfuzji.

Badanie piqgte (opisane w Artykule 5) przeprowadzono na: i) 18 wczesniakach
prosigt urodzonych przez cesarskie ciecie; ii) 4 prosietach ssacych; iii) 3 §winiach po
operacjach bariatrycznych (DJB) i 3 zwierzetach "scham - operated” , ktore byly
monitorowane do 3 miesigca zycia; iv) prosietach odsadzonych w wieku 4 tygodni i
monitorowanych do 3 miesigce, Zwierzeta z grupy (iv) uzyto do zbadania wptywu
dozylnego wlewu amylazy trzustkowej na poziom insuliny. Swinska alfa-amylaze
trzustkowa (5 000 U / $winie) rozpuszczong w sterylnym 0,9% NaCl, podawano
dwukrotnie przez kateter do zyly szyjnej, 1h, a nastepnie 1 minute przed wykonaniem
IVGTT. Kazda $winia dwukrotnie przeszta IVGTT, z lub bez (kontrola ujemna) dozylnego
wlewu amylazy, zgodnie z zasadami kwadratu tacifiskiego umozliwiajgcego poprawng
analize statystycyna wynikéw. Probki krwi pobrane od weze$niakéw i nowo narodzonych
prosiat pobrano z zyty pepowinowej, okoto 1 godziny po cieciu cesarskim lub naturalnym
porodzie. We wszystkich innych przypadkach pobierano krew z Kkatateru
wprowadzonego do zyly szyjnej wewnetrznej. Stezenie insuliny i peptydu C w osoczu
mierzono za pomoca specyficznego zestawu ELISA(Mercodia, Uppsala, Szwecja).
Aktywno$¢ amylolityczng osocza analizowano przy uzyciu etylideno-pNP-G7 (4,6-
etylidenop-nitrofenylo-alfa, D-maltoheptaozyd) jako substratu, zgodnie z instrukcjami
producenta (Infinity Amylase Liquid Stable Reagent; Thermo Fisher Scientific,
Middletown, Virginia, USA), z modyfikacjami dla czytnika ptytek mikrotitracyjnych.
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Analize statystyczng we wszystkich badaniach przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania Prism, wersja 6 (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, USA), Statistica,

wersja 7 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) iR (w. 3.0.1).
Publikacja 1

W publikacji (1), ktéra inicjuje przedstawiony cykl publikacji, wykazano, ze
enzymy trzustkowe pochodzenia bakteryjnego (pancreatic-like enzymes of microbial
origin - PLEM) podawane $winiom EPI (model z niewydolno$cig trzustki) wptywaly
pozytywnie na proces trawienia ttuszczéw i biatek, a takze przywrdécenie zahamowanego
wzrostu. Obserwacje behawioralne zwierzat wykazaty, ze $winie otrzymujgce enzymy
staty sie bardziej zwawe, ruchliwe i interaktywne, co sugeruje poprawe ogélnego stanu
zdrowia.

Terapia enzymatyczna zmniejszyla steatorrhee, mase stolca, a takze znacznie
podniosta wspétczynnik wchtaniania ttuszczu w poréwnaniu do $win zdrowych. Leczenie
PLEM skutkowalo zwigkszong absorpcja ttuszczu i biatka oraz znormalizowanym
wspotczynnikiem konwersji paszy. Zmiany te doprowadzity do odwrdcenia zaburzen
wzrostu pomimo wspodtczynnika wchtaniania azotu o 10% ponizej wartosci
obserwowanych u $win grupy kontrolnej.

Wyniki tego wstepnego eksperymentu wykazaly, ze funkcja jelita cienkiego
bezposrednio zalezg od suplementacji enzymami podobnym do trzustkowych, co utatwia
prawidlowe trawienie, wchtanianie i wykorzystanie sktadnikéw odzywczych. Ponadto
PLEM moze posrednio powodowa¢ uwalnianie hormonéw lub innych peptydéw

jelitowych regulujacych funkcje sluzéwki jelita cienkiego.
Publikacja 2

Po uzyskaniu tak wynikéw dotyczacych wzrostu i dobrego samopoczucia prosigt
EPI po podawaniu PLEM postanowiono polaczy¢ te badania z wczesniej
przeprowadzonymi, ale niepublikowanymi badaniami, nad udzialem PLEM
w wewnatrzwydzielniczej funkcji trzustki. Utylizacje glukozy oceniano podczas
dozylnego testu obcigzenia glukozg (intravenous glucose tolerance test - IVGTT)

u miodych zdrowych $win grupy kontrolnej otrzymujacych doustnie PLEM (publikacja 2).

13

P



Autoreferat Kateryna Pierzynowska

W tym badaniu okre$lono udziat doustnego podawania enzyméw trawiennych zwykle
wystepujacych w soku trzustkowym (proteinazy, amylaza i lipazy) pochodzenia
mikrobiologicznego, na poziom glukozy we krwi i insuliny w osoczu podczas IVGTT,
w celu potwierdzenia ich znaczenia w zachowaniu prawidtowej glikemii u zwierzat.

Wykazano, ze podawana a-amylaza powoduje wzrost wrazliwo$§¢ na insuline,
zmniejszenie uwalniania insuliny, obniZenie oporno$ci na insuline (co moze by¢ wskazéwka
dla otytosci, cukrzycy typu 2 i zespotu metabolicznego). Uzyskane wyniki mogg sugerowac,
ze suplementacja zywnoS$ci amylazg ulatwia / pobudza wychwyt glukozy do enterocytéw
z krwi i jelita. Wskaznik wrazliwo$ci na insuline S2, ktéry, jak zaproponowano, jest istotny
dla $win jako doktadny reprezentatywny wskaznik wrazliwo$ci na insuline w oparciu
o IVGTT [45] byt najwyzszy po podaniu amylazy. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
stwierdzi¢/przypuszczaé, ze o -amylaza trzustkowa, poprzez interakcje z komoérkami
nabtonka, zwieksza ,spozycie” glukozy przez enterocyty z krwi poprzez transportery glukozy
2 (glucose transporter 2 - GLUT2) niezaleZne od insuliny na ich stronie boczno-podstawowe;j.
Inne mechanizmy dziatania a-amylazy nie sa wykluczone, np. poprzez peptydy pojawiajace
sie po trawieniu a-amylazy przez trypsyne lub inne proteinazy. Zjawisko regulacji poziomu
glukozy we krwi przez amylaze ma prawdopodobnie znaczenie we wczesnych stadiach
rozwoju u noworodkdw, ktore wytwarzajg do$¢ duza ilo§¢ amylazy trzustkowej, poniewaz sg
karmione wytacznie mlekiem matki. Rola amylazy trzustkowej w $wietle jelita podczas
okresu ssania jest niejasna, poniewaz nie ma substratu w mleku dla a-amylazy, ktéra
dziatataby w tym czasie [46].

Biorgc pod uwage powyzsze, nalezy stwierdzi¢, ze regulacja homeostazy glukozy
jest gtdbwnym zadaniem o -amylazy trzustkowej u noworodkéw, biorac pod uwage dobrze
znany fakt, Ze poziomy insuliny w osoczu u nowonarodzonych §win sg zasadniczo niskie
[46]. Uzyskane wyniki sugeruja insulinopodobne dziatanie anaboliczne amylazy na
utylizacje glukozy, ktore zachodzi za posrednictwem niezidentyfikowanego mechanizmu
w odpowiedzi na obecno$¢ a -amylazy w $wietle jelita. Mikrobiologiczna proteinaza
w przeciwienstwie do amylazy ostabia wrazliwo$¢ na insuline zwiekszajac jej uwalnianie,
podczas gdy lipaza nie ma znaczacego wptywu na wydzielanie insuliny.

Tak wiec mozna stwierdzié, ze a-amylaza to bardzo wazny skladnik soku
trzustkowego, ktdry dziatajac z jelit i krwi reguluje wykorzystanie glukozy we krwi
w sposéb niezalezny od insuliny, i w ten sposéb opdZnia rozwdj nietolerancji glukozy.
Uzyskane dane wskazaly na potrzebe dalszych badai okre§lajacych role amylazy

i proteinaz w po positkowej homeostazie glukozy.
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Publikacja 3

Poniewaz stwierdzono, ze dojelitowe podawanie amylazy wywiera bezposredni
wptyw na utylizacje glukozy u $win (publikacja (2), postanowiono okre$li¢ wptyw
specyficznych dla gatunku enzyméw trzustkowych na kontrole glikemii i odpowiedz
insulinowg u $win grupy kontrolnej i §win po zabiegach bariatrycznych (publikacja (3)).
Model $wini ,bariatrycznej” (ryc. 1) zostat wybrany ze wzgledu na pozytywny wplyw
chirurgii bariatrycznej na poprawe glikemii po positkowej. Wyeliminowanie cukrzycy
typu 2 u otytych pacjentéw jest dobrze znane, a efekty te sugerujg, Ze istnieje nieznany
mechanizm kierujgcy wydzielaniem wysepek trzustkowych [47].

A B
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Ryc. 1. (A-D) Schematy ilustrujgce polozenie zaimplantowanych kateteréw krwi (jugular and portal vein
catheter) i przetok jelitowych(port) u zdrowych $win (A) oraz u $win po operacji transpozycji dwunastnicy
i jelita czczego (pomost dwunastniczo-czczy; (duodenal-jejunal bypass - D)B), (B, C, D) petla zétciowo-
trzustkowa (BL), petla pokarmowa (AL) i wspélna petla jelitowa (CL) (publ. 3).

Gléwnym wynikiem przedstawionego doswiadczenia jest fakt, ze doustne podanie
enzymow trzustkowych (Creon®) obnizyto poziomy glukozy w osoczu i zredukowato
dostepnos$¢ biologiczng glukozy (area under the curve - AUC) po doustnym obcigzeniu

glukoza (Ryc. 2A), jak réwniez jak po positku testowym (ryc. 3A).
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Ryc. 2. (A, B) Stezenie glukozy we krwi (A) i insuliny w osoczu (B) podczas enteralnego testu tolerancyjnego
dla glukozy GTT bez podania enzymdw (kontrola) i 1 godz. po podaniu doustnym enzyméw (Creon®) u
$win grupy kontrolnej. Dane przedstawione jako $rednia + SEM (n = 6) z warto$ciami powierzchni pod
krzywa (AUC) przedstawionymi w nawiasach. Rézne litery podane z wynikami na poszczegdlnych rycinach
wskazuja réznice statystycznie istotne (p <0,05) pomiedzy grupami (publ. 3).
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Ryc. 3. (A, B) Stezenie glukozy we krwi (A) i insuliny w osoczu (B) podczas positkowego testu tolerancyjnego
na glukoze - GTT w kontrolii 1 godzine po podaniu doustnym enzyméw (Creon®) u $win grupy kontrolne;j.
Dane przedstawione jako $rednia + SEM (n = 6) z warto$ciami AUC przedstawionymi w nawiasach. Rézne
litery podane z wynikami wskazujg réznice statystycznie istotne (p <0,05) miedzy grupami (publ. 3).

Przeciwnie, wolniejsze wydalanie i zwiekszona warto$¢ AUC dla glukozy
obserwowano po enteralnym podaniu Creonu® przed dozylnym testem tolerancji
glukozy (Ryc. 4A). Wyniki sugeruja, Ze enzymy trzustkowe, podawane doustnie,
zmniejszaja wchlanianie glukozy w jelitach do krwi i zmniejszaja szybko$¢ eliminacji
glukozy we krwi u $win grupy kontrolnej ze wzgledu na zmniejszone uwalnianie insuliny

(Ryc. 4B).
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Ryc. 4. (A, B) Stezenie glukozy we krwi (A) i stezenia insuliny w osoczu (B) podczas dozylnego testu
tolerancji glukozy (IVGTT) w doéw. kontrolnym i w 1 godzine po doustnym podaniu enzyméw (Creon®) u
zdrowych $win. Dane przedstawione jako $rednia + SEM (n = 6) z warto$cia powierzchni pod krzywa (AUC)
przedstawiong w nawiasach. R6zne litery wskazuja réznice statystycznie istotne (p <0,05) miedzy grupami
(publ. 3).

Ponadto uzyskane wyniki sugerujg, Ze amylaza jest kluczowym enzymem
odpowiedzialnym za te efekty, poniewaz wchlanianie glukozy zmniejszyto sie, gdy
amylaza trzustkowa lub peptydy amylazy podano do jelitowej petli zéiciowo-trzustkowej
(BL) u $wini modelowych z doudenalno-czczym bypasem (duodeno-jejunal bypass - D]B)

(ryc. 5A).
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Ryc. 5. (A, B) Poziomy glukozy we krwi (A) i insuliny w osoczu (B) (w prébkach zyly szyjnej) podczas GTT
- infuzja glukozy do petli Zéiciowo-trzustkowej (BL) lub po infuzji glukozy razem z amylazg (BLA) lub po
infuzji glukozy z peptydami pochodzacymi z trawienia amylazy (BLP) u §win D]B. Dane przedstawione jako
$rednia + SEM (n = 3) z wartosciami AUC przedstawionymi w nawiasach. Rézne litery podane z wynikami
wskazujg na statystycznie istotne réznice (p <0,05) miedzy wlewem glukozy bez amylazy (BL) i dodatkiem
amylazy (BLA) lub peptydu amylazy (publ.3).

Wyniki badania potwierdzito, Ze amylaza moze by¢ waznym czynnikiem
regulujagcym metabolizm glukozy, a w konsekwencji wydzielanie insuliny (ryc. 4B i 3B),
a zatem moze mie¢ wpltyw na rozwdj otytosci i cukrzycy typu 2. Wczeéniej opisano, ze

wysoka aktywno$¢ amylazy Slinowej we krwi jest zwigzana z poprawg glikemii [37].
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[ odwrotnie, ze niski poziom amylazy w surowicy jest zwigzany z rozwojem cukrzycy [48]
oraz ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju syndromu metabolicznego [49]. Ponadto,
wykazano zwigzek miedzy niskim poziomem amylazy w surowicy i zmniejszonym
poziomem insuliny w osoczu [50]. Ostatnio stwierdzono pozytywny zwigzek pomiedzy
niska zawartoscig amylazy w surowicy i ottuszczeniem brzusznym u oséb starszych [49].
Niewielka liczba kopii genu amylazy $linowej jest zwigzana z otytoscia [38, 51], podczas
gdy duza liczba kopii amylazy w genomie jest czynnikiem antyotylo$ciowym [39].
Whioski z badania wlasnego moga stanowi¢ potencjalne wyjasnienie wynikéw tych
badan, poniewaz osoby z nadprodukcja amylazy reguluja wchlanianie glukozy w sposéb
niezalezny od insuliny, co w szerszym znaczeniu wplywa na metabolizm lipidéw
(otytos¢), zapobiega opornoéci na insuline i zmniejsza stan zapalny [38].

Wyniki autorskich badan moga sugerowaé alternatywny, nieopisany dotad,
mechanizm dodatkowych dziatann amylazy. Produkty trawienia amylazy i/lub amylaza
mogg stuzy¢ jako sygnal wzmacniajacy metabolizm glukozy w jelitach [52, 53], obnizajac
tym samym catkowita absorpcje glukozy (ryc. 5A). Je$li mniej glukozy zostanie
przeniesione do ukladu krazenia, glukoza prawdopodobnie bedzie cze$ciowo
metabolizowana w enterocytach po przejéciu przez blone enterocytu. Réznica w
poziomach glukozy spowodowana obecnoscia amylazy i jej peptydéw w petli Zétciowo-
trzustkowej (BL) we krwi trzewiowej pobranej z zyty wrotnej, a takze prébki pobrane;j z

zyty szyjnej (obwodowej) $wini D]B potwierdza te hipoteze (Ryc. 64, B).
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Ryc. 6. (A, B) Stezenia glukozy we krwi w réwnolegtych prébkach krwi pobranych z zyly wrotnej (A) i zyly
szyjnej (B) podczas GTT od jednej ze $win DJB przedstawionych na ryc. 5 (publ. 3).

Badania na szczurach uwidocznily wazna role poczatkowego odcinka jelita
czczego, w poréwnaniu do jego dystalnej czesci, w kontrolowaniu wchtaniania glukozy i
homeostazy [54, 55]. Badania wtasne na $winiach DJB z chirurgicznie wytworzonymi

petlami jelitowymi potwierdzily tg zalezno$¢ (Ryc. 7A i 8A).
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Ryc. 7. (A, B) Stezenie glukozy we krwi (A) i insuliny w osoczu (B) podczas GTT, infuzja glukozy
bezposrednio do petli zotciowo-trzustkowej (BL), w poréwnaniu do doustnej prowokacji glukozg (0G), u
$win D]B. Dane przedstawione jako $rednia + SEM (n = 4) z warto$ciami AUC pokazanymi w nawiasach.
Rézne litery przedstawione z wynikami wskazuja réznice statystycznie istotne (p <0,05) miedzy grupami
(publ 3).
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Ryc. 8. (A, B) Stezenie glukozy we krwi (A) i insuliny w osoczu (B) podczas GTT - infuzja glukozy do petli
z6lciowo-trzustkowej (BL), petli pokarmowej (AL) lub petli jelitowej (CL), w poréwnaniu do doustnej
prowokacji glukoza (oralna glukoza; OG) u $win DJB. Dane przedstawione jako $rednia + SEM (n = 5) z
wartosciami AUC pokazanymi w nawiasach. Rézne litery podane z wynikami wskazuja réznice
statystycznie istotne (p <0,05) miedzy grupa kontrolg a grupami otrzymujgcymi infuzja glukozy do réznych
petli jelitowych (publ. 3).

Stymulacja (infuzja glukozy) glukoza bezpos$rednio do petli BL, skutkowata
wyzszym wchtanianiem glukozy i wyzszg warto$cig AUC dla glukozy, niz ta obserwowana
po doustnym podaniu glukozy lub podaniu glukozy do pokarmowych lub wspélnych petli
jelitowych. Wyniki te sa zgodne z sugestig, ze ilo§¢ wchtonietej glukozy i wynikajace z niej
wydzielanie insuliny zmienia sie, w zalezno$ci od r6znej ekspresji réznych transporteréw
glukozy w réznych segmentach jelitowych [56]. Z drugiej strony, wyniki uzyskane po
operacjach bariatrycznych u ludzi i w modelu szczurzym wskazuja na zwiekszong liczbe
niejelitowych transporteréw glukozy 1 (glucose transporter 1 - GLUT1) na blonie
podstawno-bocznej enterocytéw w petli pokarmowej (AL), ktére zwiekszajg wychwyt
1 wykorzystanie krazacej glukozy we krwi przez komdrki nabtonka jelitowego [57, 58].
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Wyniki badan wtasnych sugeruja, ze amylaza lub jej peptydy podawane do omijanej przez
pokarm petli BL, wzbudzajg sygnalizacje, ktéra skutkuje zwiekszonym wychwytem
i metabolizmem glukozy w enterocytach (Ryc. 5A).

Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm usprawniajgcy metabolizm glukozy u pacjentéw
bariatrycznych, nalezy roéwniez rozwazy¢ mechanizmy sprzezenia zwrotnego
zaangazowanego w regulacje wydzielania enzymoéw trzustkowych. Ze wzgledu na
operacje¢ DJB brak jest enzyméw trzustkowych w petli AL, a takze w petli wspélnej CL
wytwarzajacego sygnaly sprzezenia zwrotnego, ktére zwieksza wydzielanie enzyméw
trzustkowych, m.in. amylazy, zwiekszajac metabolizm glukozy w btonie $luzowej jelita.
Ponadto, w petlach AL i CL u pacjentéw po operacjach bariatrycznych, jak réwniez
w modelu $wini projektu autorskiego, nizsza absorpcja glukozy (ryc. 8A) moze by¢
zalezna od obecno$ci nieaktywnej amylazy $linowej w tych petlach.

Innym wnioskiem autorskiego badania byto stwierdzenie, ze doustne podawanie
mieszaniny enzymow trzustkowych (Creon®) zdrowym, rosngcym §winiom zmniejsza
odpowiedz insuliny w osoczu (Ryc. 4B) na dozylna prowokacje glukozg z réwnoczesnym
zmniejszeniem eliminacji glukozy (Ryc. 4A). To rozszerza wczeé$niejsze wyniki wtasne,
w ktérych wykazano, Ze suplementacja enzymami trzustkowymi obniza odpowiedz
insulinowg, jak rowniez poprawia utylizacje glukozy podczas IVGTT u $win modelu EPI
[59]. Wykazano réwniez, Ze podawanie doustnej amylazy pochodzenia mikro-
biologicznego powodowalo zmniejszenie odpowiedzi insuliny na IVGTT $wini grupy
kontrolnej [60]. Hamujacy wplyw na poziomy insuliny w osoczu sugerowat, ze enzymy
trzustkowe, najprawdopodobniej amylaza i / lub jej peptydy/, mozna opisa¢ przede
wszystkim jako prandialne "decretynowe” czynniki, ktére dzialajg z $wiatta przewodu
pokarmowego (ryc. 1B i 8B) w celu regulowania ilo$ci insuliny w surowicy [61]. Istotnym
pytaniem badawczym byta odpowiedZ na pytanie, czy hamowanie wydzielania insuliny
wynika posrednio z powodu zwigkszonej jej degradacji w watrobie czy poprzez
bezposrednio zmniejszong produkcje komérek beta. Czynniki, ktére zmniejszajg stezenie
glukozy we krwi po spozyciu positku, niezaleznie od insuliny, moga pomdc w odroczeniu
odczuwania braku insuliny i obnizy¢ ryzyko otytosci i op6zni¢ wystapienie cukrzycy typu
2. Regulacja / inicjacja niezaleznego od insuliny usuwania glukozy przez amylaze
i peptydy pochodne amylazy moze chroni¢ komdrki beta trzustki przed nadmierng
stymulacjg, ostatecznym wyczerpaniem i $miercig komérek, co zwykle wystepuje w ciggu

lat nadprodukcji insuliny.
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Mozliwo$¢ regulacji poziomu glukozy we krwi przez amylaze jest prawdo-
podobnie wazna we wczesnych etapach rozwoju u noworodkéw, ktére wytwarzajg dosé
duza ilo§¢ amylazy trzustkowej, chociaz sa karmione wylgcznie mlekiem matki nie
zawierajacym skrobi. W zwigzku z tym, aby stworzy¢ bardziej odpowiedni model $wini
niedonoszonego i donoszonego ludzkiego noworodka do badan nad metabolizmem

lipidéw i glukozy, byt priorytetowym celem dalszych badan wtasnych.
Publikacja 4

W publikacji (4) przedstawiono prébe poprawy wynikéw przezycia dla
istniejacych $winskich modeli ludzkich wcze$niakéw i urodzonych o czasie.

Przeprowadzono dwa oddzielne eksperymenty. W pierwszym do$wiadczeniu,
urodzone o czasie prosieta otrzymaly dozylnie (iv) - zyta pepkowa oczyszczong $wiriska
immunoglobuline (Ig) lub surowice $wini, a wzrost i przezywalno$¢ tych prosigt
pordwnywano do prosigt karmionych siarg $winska zawierajgcg Ig. W drugim
doswiadczeniu, wczesniaki $win uzyskane w wyniku zabiegu ciecia cesarskiego otrzymaty
oczyszczone Swinskie Ig natychmiast po urodzeniu przez podanie do zyly pepowinowe;j. Te
prosigta byly wyposaZone operacyjnie (24-48 godzin po urodzeniu) w specjalng kaniule
zoladkowa, ktéra byl wykorzystywana do karmienia prosigt mlekiem w ciggu 2 tygodni.
Przed zatozeniem kaniuli Zotadkowej prosiaki wcze$niaki byty karmione sondg.

W trakcie doSwiadczen, w badaniu fizykalnym prosieta wcze$niaki nie
wykazywaty zadnych objawéw zaburzen zotadkowo-jelitowych lub ogdlnoustrojowych,
takich jak goraczka, rozdecie brzucha, krwawe stolce, zatrzymanie pokarmu w zotgdku
lub wymioty. Prosieta nie wymagaly wspomagania oddechowego ani krazeniowego.
Zaréwno wczes$niaki jak 1 donoszone prosieta oddawaty mocz kilka razy dziennie i nie
zauwazono anurii. Wszystkie grupy byly czujne i aktywne miedzy przerwami
w karmieniu, z wyjatkiem grupy kontrolnych prosigt karmionych tylko mieszankg dla
niemowlat bez suplementu Ig, ktére byty letargiczne i apatyczne. Grupa kontrolna prosigt
rowniez wykazywata wodnistg biegunke, podczas gdy prosieta pozostatych grup miaty
prawidtowe stolce.

W przedstawionym badaniu wykazano, ze model prosiecia dla niedonoszonych
i donoszonych noworodkéw ludzkich musi byé wspomagany $winska Ig w stosownej
ilosci, aby zapewni¢ odpowiedni wzrost zwierzat i specyficzng dla prosigt czujnosé

i witalnoé¢ (Tabela 1).
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Tabela 1. Masa ciala. przyrosty dzienne. TP - proteiny catkowite;

IgG - immunoglobuliny G u prosiat. (publ. 4)

1 2 3 4 5
Grupy
Time (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=15)
Oh 1.40+0.45 |[1.43+0.28 |[1.15+0.18 |[1.27+0.52 |[1.14+0.20
Masa ciata
ke) 48 h 1.55+0.52 ([1.33+0.52 |[1.27+0.28 |[1.15+£0.30 [1.15+0.24
8
14d - - - - 1.33+0.22
Przyrosty
dzienne 53.6+0.78a [34.9+0.47b 50.4+0.35c 45.8+0.54d [1.9+0.32¢
(g/kg/d)
Oh 18.2+2.8a |15.8+1.9a [15.9+1.3a |[21.3+2.0a |17.0+2.2a
TP
48 h 25.0¢1.9b [24.4+0.1b |[36.4t3.6c [19.7+3.1a [24.5%1.2b
(mg/ml)
14d - - - - $3.9+2.2ab
Oh 0.13+0.03a ).08+0.02a [07+0.01ab |.08+0.02ab ).05+0.02b
igG
8 48 h 5.60+1.30c ].80£0.08d [9.840.01e |06x0.01ab 5.70+1.60c
(mg/mi)
14d - - - - 1.40+1.40c

Wyniki przedstawiono jak Sredniex SD na poczatku i koncu do$wiadczenia. (Grupa 1. Prosieta
nowonarodzone, ktére otrzymaty dozylng infuzje immunoglobulin, n=6; Grupa 2. Prosi¢ta nowonarodzone,
ktére otrzymaty dozylng infuzje surowicy $wini, n=6; Grupa 3, Prosieta nowonarodzone, ktore otrzymaty
kolostrum per os, n=6; Grupa 4, Karmione Similakiem - formuta mleka prosieta nowonarodzone, n=6; Grupa
5, Prosieta wczeéniaki otrzymujace dozylng infuzje immunoglobulin, n=15.Rdzne litery podane z wynikami
w rzedach wskazuja na rdznice statystyczne, gdzie p< 0.05.

Ponadto uZycie kaniul Zotagdkowych uproscito karmienie i pozwolito wykonywaé diuzsze
obserwacje. Wykazano, Ze dozylna infuzja $wiriskiej Ig zaraz po urodzeniu prowadzi do
zwigkszenia poziomu immunoglobuliny G (immunoglobulin G - IgG) w surowicy zar6wno
u prosigt urodzonych o czasie, jak i wczedniakéw, przynosi podobne korzysci jak
karmienie siarg w pierwszych 24 godzinach zZycia. W badaniach innych autoréw,
weczesniaki Swin otrzymywaty infuzje surowicy loch, aby stworzy¢ odporno$¢ bierng [62].
Jednak zbyt mata ilos¢ Ig w surowicy nie byta w stanie chroni¢ zwierzat przed rozwojem
martwiczego zapalenia jelit. Nalezy nadmieni¢, Ze wyniki wtasne wykazaty, Ze prosieta
donoszone i te, ktoére otrzymywaty surowice $win w ilo§ciach rekomendowanych przez
Shen et al. [62], wykazaly istotnie podwyZszone poziomy IgG i biatka catkowitego (total
protein — TP) w osoczu w poréwnaniu do prosigt karmionych mlekiem modyfikowanym

bez jakiejkolwiek suplementacji Ig. Jednak ilosci IgG w osoczu tych prosigt byly znacznie
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nizsze niz obserwowane u prosiat otrzymujacych oczyszczone Ig lub karmionych siara.
Nowo narodzone prosieta, ktére nie otrzymaty Zadnej formy wsparcia immuno-
logicznego, wykazywaty niskie poziomy IgG i TP w osoczu (Tabela 1). W rzeczywisto$ci
poziomy TP wydawaly si¢ zmniejsza¢ w ciagu 48 godzin po urodzeniu. To wydaje sie
miato istotny negatywny wptyw i doprowadzito do pogorszenia ogélnego stanu zdrowia
prosiat, w tym do rozwoju apatii i wodnistej biegunki.

Podsumowujac, w oparciu o wyniki badan wtasnych, stwierdzono, ze pasywne
wsparcie immunologiczne zapewniane przez wchtanianie siary lub wczesny wlew Ig jest

kluczowe dla przezywalno$ci i ogélnego dobrostanu noworodkéw i weze$niakow.

Publikacja 5
Opracowanie odpowiedniego modelu wcze$niaka swini umozliwito zbadanie
zwigzku miedzy poziomem amylazy w osoczu, a poziomem insuliny u rosngcych $win.

Dane przedstawione w publikacji (5) zebrano w tabeli 2.

Tabela 2. Poziom glukozy, aktywnoS$cia amylazy i stezeniem insuliny w osoczu

u $win podczas dojrzewania (publ.5).

Poziomy Prosieta 1-dno 2-u 3y
Weczesniaki

przedjedzeniowe (n=18) donoszone | miesieczne | miesieczne | miesieczne

n=

Plazma/krew (n=4) (n=3) (n=3) (n=3)

Glukoza, mmol/L 3.0+0.2 2.8+0.4 4.0£0.1 4.5+0.1 4.2+0.2

Insulina, pmol/L n.d. n.d. 2.7+£0.7 3.1+0.2 3.3+0.6

Amylaza, U/L 53917 ab 642+942 | 49041072 | 440482 b 309+11°

Waga ciata, kg 1.05%0.05 1.30+0.05 7.50+0.26 | 10.80+0.06 | 23.53+1.13

Dane przedstawiono jako $rednie + SEM. Rézne litery podane przy wynikach w tym samym wierszu
wskazujg réznice statystyczne miedzy grupami, p <0,05. n.d. - nie wykryto.

Przedstawione wyniki wskazuja na obecno$ci amylazy w krazeniu w iloéci
odwrotnie proporcjonalnej do poziomu insuliny podczas procesu dojrzewania
organizmu. Inna zalezno$¢ miedzy insuling a amylaza trzustkowa zostata wcze$niej
wykazana w modelu szczurzym, gdzie stymulowana glukozg odpowiedz insulinowa byta
zwigzana ze wzrostem sktadnika amylazowego w zewnatrzwydzielniczej cze$ci trzustki,
a jednocze$nie stwierdzono zmniejszenie steZenia chymotrypsynogenu i lipazy [63].
Wyniki aktualnego i poprzedniego badania wlasnego [64] sugeruja, ze amylaza we krwi
moze obnizy¢ wydzielanie insuliny przez poéredni udzial we wchtanianiu glukozy.
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Powszechnie wiadomo, Ze noworodki §wini sg uzywane jako model do badania uktadu
pokarmowego wcze$niakow [65].

W poprzednim badaniu [66] stwierdzono, Ze niedobory insuliny w osoczu wzrosty
u wcze$niakéw $win na wskutek wzrostu poziomu glukozy we krwi, co sugeruje
niedojrzata reakcje osi glukozy-insuliny u mtodych prosigt. Na podstawie wcze$niej
uzyskanych danych zatozono, ze amylaza moze stymulowac¢ enterocyty — do metabolizmu
glukozy a nie tylko jej transportu.

Zwiekszone poziomy amylazy w osoczu obserwowane u nowonarodzonych prosigt
obserwowano takze u niemowlat [36]. Biorgc pod uwage brak specyficznych substratéw we
krwi dla enzymatycznego dzialania amyl litycznego, mozliwe jest, ze poziomy amylazy we
krwi s3 w pewnym stopniu odpowiedzialne za regulacje wchtaniania weglowodanéw w tym
wieku. Stosunek aktywno$ci insuliny w osoczu do aktywno$ci amylazy w osoczu moze by¢
waznym wskaznikiem, ktéry czesto jest pomijany.

Zwiekszony poziom amylazy we krwi obserwowany po operacji bariatrycznej
dwunastnicy moze réwniez by¢ powigzany z powszechnie notowang poprawg wrazliwosci
na insuline po takiej operacji. Wysokie poziomy amylazy we krwi sg czesto zwigzane ze
zwiekszong trzustkowg produkcjg amylazy i jej p6zniejszym wydzielaniem do krwioobiegu.
Juz w 1933 roku Reid i in. (1933) donosili o zwiekszonej aktywno$ci amylazy krwi
u pacjentéw z cukrzycy, ktorzy stosuja specyficzng diete, a nie leczenie insuling [30]. To
odkrycie potwierdza autorskie wyniki, sugerujac ujemng korelacje pomiedzy poziomem
insuliny we krwi a poziomem amylazy we krwi. Poziom amylazy we krwi stopniowo wzrastat
w zastosowanym modelu $wini DJB po operacji. Operacja DJB wywotuje fizjologiczng
niewydolnos$¢ trawienng, ktéra poprzez naturalne mechanizmy sprzezenia zwrotnego
pobudza zewnagtrzwydzielnicza funkcje trzustki, co moze prowadzi¢ do zwiekszonej
aktywnos$ci amylazy w osoczu. Warto zauwazy¢, Ze jest to jedynie sugestia dotyczaca
mozliwego dziatania regulacyjnego amylazy we krwi tylko na popositkowg hiperglikemie
i odpowiedz insulinowg, a nie na bazowe poziomy glukozy i insuliny w osoczu.

Wyniki uzyskane po wlewie dozylnym amylazy wskazujg, Ze jest ona w stanie
regulowac stymulowang glukoza reakcje insulinowg. Infuzja amylazy znaczaco obnizyta
odpowiedZ insulinowg, a takZe obnizyta poziom peptydu C. Znaczenie amylazy
w krazeniu jest wiec oczywiste, w przypadku zewngtrzwydzielniczej niewydolno$ci
trzustki organizm moze prébowac znormalizowa¢ poziomy amylazy we krwi, uzywajac
innych Zrédet amylazy. Moze to tlumaczy¢ zaskakujgaco wysokie poziomy amylazy

w osoczu identyfikowane podczas zewnatrzwydzielniczej niewydolno$ci trzustki [64].
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Publikacja 6

Ostatnia publikacja (6) prezentowanego cyklu wprowadza koncepcje komunikacji
osiowej pecherzykowo-wysepkowo-pecherzykowej (AIA), ktéra moze odgrywac istotng
role w rozwoju otytosci i cukrzycy typu 2.

Hipoteza wilasna zaktadala, Ze dozylna amylaza moze by¢ odpowiedzialna za
zmniejszenie wchianiania glukozy do krwi, a w konsekwencji obniza¢ ilo§¢ wydzielanej
insuliny. Wyniki otrzymane wskazujg, ze jelito stymulowane przez amylaze lub jej
peptydy, aktywnie uczestniczy w regulacji iloci glukozy wchionietej do krwi poprzez jej
wykorzystywanie w metabolizmie jelita. Mozna przyjg¢, ze jelito pod wplywem amylazy
aktywnie ogranicza dostepno$¢ glukozy do centralnego metabolizmu. Obecno$é
peptydéw z amylazy lub amylazy w jelitach zmniejszajg wchianianie glukozy do krwi
obwodowej, a jednoczes$nie ograniczajag uwalnianie insuliny. Fakt ten wskazuje na
istnienie zaleznego od jelit mechanizmu zaleznego od amylazy, ktéry reguluje stezenia
glukozy we krwi w sposéb niezalezny od insuliny. Doglebne zrozumienie mechanizméw
regulacyjnych zaangazowanych w wyzej wymienione zjawisko moze by¢ kamieniem
milowym w walce z otyto$cig i cukrzyca. Glukoza nie bedzie stymulowa¢ uwalniania insuliny
i nie bedzie przeksztatcana w ttuszcz, gdy zahamowane zostanie jej wchlanianie do
krwiobiegu. Nie bedzie skutkowata rozwojem cukrzycy typu 2 i insulinoopornosci. Sluzéwka
jelita jest wiec prawdopodobnie kompartmentem, w ktérym glukoza jest metabolizowana w

spos6b bezposrednio zalezny od poziomu amylazy, i niezaleznym od insuliny.

Podsumowanie cyklu prac wchodzacych w sklad habilitacji

Niekwestionowana rola insuliny i glukagonu w metabolizmie glukozy jak
i nieswoiste dziatania enzymow trzustkowych w jelitach a zwtaszcza amylazy zar6wno
z jelit jak i z krwi na poziom i wchtanianie glukozy przedstawione w obecnym cyklu
publikacji podkres$lajg centralng role trzustki, dzialajacej jako pojedynczy narzad,
w rozwoju otyloSci i rozwoju cukrzycy typu 2.

Na podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono, Ze zastosowanie amylazy
stanowi istotny krok do opézniania /zapobiegania rozwojowi otylos$ci, cukrzycy typu 2

i w leczeniu tych stanéw w warunkach Klinicznych.
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Przedstawiono wyniki badan wtasnych, upowazniajg do sformutowania wniosku

o istnieniu dwdch pozioméw regulacji funkcji trzustki:

1. Na poziomie wewnatrz trzustkowym, gdzie insulina i inne hormony wysepkowe
wplywaja lokalnie na wytwarzane enzymo6w trzustki poprzez wewnatrztrzustkowy
specyficzny uktad krazenia, w ktérym krew tetnicza zaopatrujaca wysepki trzustki
wyptywa z nich nadal jako krew tetnicza zaopatrujgca komoérki pecherzykowe. Ale
wtedy ta krew tetnicza wyplywajgca z wysepek trzustki bogata jest w produkty
(insulina, glukagon, etc.) komdrek wysepkowych. Tak wla$nie wyglada swoisty uktad
krazenia tetniczo- tetniczy trzustki [24]. W tym samym czasie enzymy trzustkowe
+wyciekajac” do ptynu interstycjalnego wptywaja na zasadzie sygnalizacji parakrynnej
na komérki wyspowe i produkcje hormonéw.

2. Napoziomie og6lnoustrojowym, gdzie amylaza reguluje homeostaze glukozy poprzez
powodowanie jej wykorzystania w btonie §luzowej jelita. W ten sposéb ogranicza ilo$¢
insuliny wymaganej do metabolizowania glukozy w tkankach peryferyjnych (Ryc. 9 A-
Di10A, B).
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Ryc. 9 (A - C)iRyc. 10 (A, B). Schemat wspoétdziatania amylazy i insuliny w metabolizmie

glukozy (publ. 6). Opracowanie na podstawie wynikéw badan wtasnych.
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5. Dyskusja o innych osiggnieciach naukowo-badawczych - w oparciu o prace

recenzowane

Wstepne trawienie preparatu dla niemowlat za pomoca lipazy drobnoustrojowej

poprawia wchlanianie i przyrost LCPUFA w modelu $wini EPI

Goncharova K, Kirko S, Grujic D, Kardas M, Grochowska-Niedworok E, Prykhodko O,
Wolinski ], Ushakova G, Lozinska L, Pierzynowski SG. Enhanced absorption of long-chain
polyunsaturated fatty acids following consumption of functional milk formula, pre-
digested with immobilized lipase ex vivo, in an exocrine pancreatic insufficient (EPI) pig

model. ] Funct Foods, 2017, 34: 422-430.

W prezentowanych badaniach wykorzystano model $wini z zewngatrzwydzielnicza
niewydolnos$cig trzustki, ktéry nasladuje minimalng lub nieobecng funkcje trzustki
u ludzkich niemowlat lub pacjentéw z mukowiscydoza lub upo$ledzong czynnoscig
zewnatrzwydzielniczg trzustki. Model ten umozliwit nam zbadanie udziatu wstepnego
trawienia tluszczu w preparatach dla niemowlat za pomocg immobilizowanej lipazy
mikrobialnej (immobilized microbial lipase - iML) na wchtanianie i akrecje tkankowa
wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych (long-chain polyunsaturated fatty acids -
LCPUFA). Ocene wchtaniania i akrecji ttuszczu przeprowadzono na podstawie pomiaréw
zawarto$ci ttuszczu katlowego i LCPUFA w osoczu, wybranych tkankach i stolcach.

Uzyskane wyniki wskazuja, Ze preparaty mleczne dla niemowlat, wstepnie
strawione przez iML, bylo dobrze tolerowane przez prosieta. Nie stwierdzono zadnych
niepozadanych objawéw klinicznych zwigzanych ze spozywaniem wstepnie trawionych
preparatéw mleka dla niemowlgt Ilub patologicznych po$miertnych zmian
makroskopowych po okresie 6 tygodni stosowania wstepnie trawionego preparatu
mleka. Wszystkie prosieta dostosowaly sie do trybu zywienia w okresie adaptacji.
Wykazano, Ze wstepne trawienie tréjgliceryddw za pomocy iML moze poméc
w zmniejszeniu niedoboru kwaséw ttuszczowych. Pochodzenie mikrobiologiczne iML
eliminuje ryzyko przeniesienia wiruséw zwierzecych. Zebrane dane dotyczace wydalania
thuszczu z katem i profilu lipidéw we krwi pozwalajag nam zasugerowaé, ze wstepne
trawienie mleka dla niemowlat za pomocg immobilizowanej lipazy pochodzenia
mikrobiologicznego prowadzi do znaczgcej poprawy wchtaniania witamin A i E i ttuszczu,

w tym absorpcji LCPUFA. Jak wiadomo, wczesne podawanie w-6 i w-3 LCPUFA moze
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tagodzi¢ wplyw niedotlenienia i uszkodzen oksydacyjnych, wpltywajac w ten sposéb na
powrdét do zdrowia po uszkodzeniu mézgu siatkéwki, ptuca, jelita, watroby czy skéry
szczegOlnie w przypadku dzieci przedwcze$nie urodzonych [67]. Dlatego ocena przyrostu
LCPUFA w tkance trzewnej i nerwowej byla dla nas niezwykle wazna. W niniejszym
badaniu zaobserwowano znaczny wzrost akrecji - odktadania kwasu arachidonowego
(arachidonic acid - ARA) w tkance ttuszczowej, sercu, watrobie i hipokampie. Je$li chodzi
o kwas dokozaheksaenowy (docosahexaenic acid - DHA), zaobserwowano tendencje do
zwiekszenia akrecji w wyZej wymienionych tkankach.

Podsumowujgc, na podstawie danych uzyskanych w niniejszym badaniu mozna
powiedzie(, Ze wstepne trawienie ex vivo preparatéw mleka dla niemowlat za pomoca
immobilizowanej lipazy mikrobialnej znacznie zwieksza biodostepnosé LCPUFA z takich

preparatéw mlecznych.

Doustna urykaza eliminuje kwas moczowy we krwi w hiperuremicznym modelu

$wini.

Szczurek P, Mosiichuk N, Wolinski ], Yatsenko T, Grujic D, Lozinska L, Pieszka M, Swie;ch
E, Pierzynowski SG, Goncharova K. Oral uricase eliminates blood uric acid in the

hyperuricemic pig model. PLoS One. 2017 June 8;12(6):e0179195.

Hiperurykemia (hyperuricemia - HUA) to podwyzszone stezenie kwasu
moczowego (uric acid - UA) we krwi u ludzi [68]. Gdy przekroczony zostanie fizjologiczny
prég nasycenia dla UA, tworzenie sie i odktadanie krysztaléw moczanu (tophi) wystepuje
we wszystkich tkankach [69]. HUA jest silnie zwigzany z szeregiem zaburzen, w tym
kamieni nerkowych, otytosci, cukrzycy, zespolu metabolicznego, nadci$nienia, choréb
sercowo-naczyniowych, raka i dny [70-72]. Do tej pory model HUA zostat opracowany
tylko u gryzoni. Celem naszego badania bylo opracowanie modelu §wini do badania
pozanerkowej eliminacji UA przez jelita, oraz zbadanie zdolnosci doustnego podawania
urykazy, z Candida utilis, w zmniejszaniu stezen UA w osoczu u pacjentéw z przewlekia
niewydolno$cia nerek (chronic kidney disease - CKD) z indukowang HUA.

Ograniczenie czynno$ci nerek do 10% (po nefrektomii 9/10) nie zwiekszyto
stezenia UA w osoczu u $win zastosowanych w biezacym badaniu. Jednakze
nefrektomizowane $§winie wykazywaty podwyzZszone stezenia kreatyniny w osoczu, co

wskazuje na zmniejszong czynno$¢ nerek. Niestety, nie ma mozliwosci doktadnego
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oszacowania wyniku operacji nefrektomii, dlatego byla konieczno$§¢ opracowania
projektu badan krzyzowych.

W prezentowanym badaniu zwiekszono stezenia UA w osoczu u §win przez
dozylne podawanie (co 30 minut przez 8 godzin) zawiesiny UA do krwi obwodowe;j,
w dawce 5 mg / kg masy ciata. Uzyskano stabilny $winiski model tagodnej HUA (okoto
4 mg / dL) przez 8 godzin. W celu zbadania, czy UA eliminuje sie przez jelita u $win, tak
jak jest u ludzi, poréwnalismy stezenie UA w osoczu krwi zyly szyjnej, przedstawiajgce
obwodowe stezenia krazacego UA z warto$ciag we krwi zyly wrotnej, reprezentujgce
stezenia UA z trzewnego krazenie krwi po infuzji UA. Uzyskane wyniki wyraZnie
potwierdzaja, Ze UA, po osiagnieciu pewnego progu (poziomu) w osoczu, w przypadku
$wini 7 mmol/l, jest réwniez eliminowany przez jelita u $win, podobnie jak u ludzi.
Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu wykazaly, ze wysokie stezenia UA w osoczu
mozna zmniejszy¢ poprzez doustne podawanie urykazy.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszym badaniu w modelu $winskiej
sugerujg mozliwos$¢ zmniejszenia stezenia UA w osoczu u pacjentéw z HUA i upo$ledzong
czynno$cig nerek po doustnej terapii urykaza pochodzenia mikrobilogicznego, ktéra
prawdopodobnie zwieksza eliminacje UA przez jelita. Takie podej$cie moze stanowié
alternatywng i bezpieczna terapie w leczeniu HUA u pacjentéw z atenuowanym GFR, jak

wyraznie manifestuje sie w CKD.

Znaczenie przeniesienia immunoglobulin matczynych na funkcje poznawcze

i plastycznos¢ neuronalng - badanie nowonarodzonego modelu prosiaka.

K. Goncharova, E. Arevalo Sureda, ]. Wolinski, L. Lozinska, B. Westrém, S.G. Pierzynowski
Importance of maternal immunoglobulin transfer for cognitive function and neuronal

plasticity - study on newborn piglet model. Plos One. 2017 June 28 2(6):e0180002.

Nowo narodzone prosieta sg ogélnie akceptowane jako odpowiedni model dla
ludzkich noworodkéw. Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze podobne czynniki sg
zaangazowane w funkcjonalne i dojrzewanie mézgu u noworodka $winskiego jak
i ludzkiego. W zwigzku z tym, w niniejszym badaniu wykorzystali§my immunoglobuliny
(Ig) swinskie w réznych dawkach, aby oceni¢ role we wczesnym okresie rozwoju po
urodzeniowego. Ponadto, przetestowali$my takze siare bydleca, ktéra poprawia funkcje

jelitowe, trawienne i immunologiczne u wczeéniakéw [62] i jest obecnie badana
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w Kklinicznym badaniu pilotazowym [73] jako pierwsze zywienie dojelitowe dla
wczes$niakow., W prezentowanych badaniach dokonano oceny zmian funkcjonalnych
i strukturalnych hipokampu prosiat przez badanie biatek synaptycznych i neuronalnych
zwigzanych z plastyczno$cig, a takze pomiary zmian zachowan prosigt. W odniesieniu do
transferu 1G z krazenia do ptynu mézgowo-rdzeniowego, obecne dane wykazaty przejscie
zaréwno swoistych dla danego gatunku ($winia), jak i obcych (bydlecych) IG przez BBB
u nowonarodzonych swin. To odkrycie jest jednak sprzeczne z danymi uzyskanymi przez
Harade i in. [74], ktére wykazaty, Ze przepuszczalno$¢ BBB u nowonarodzonych prosigt
byta wytacznie dla swoistych dla gatunku Ig. Co wiecej, przeniesienie swoistych
gatunkowo Ig przez BBB wydaje sie by¢ zalezne od dawki u prosiat, poniewaz zwierzeta,
ktore mialy najwyzsze poziomy IgG w krazeniu, miaty réwniez najwyzsze poziomy IgG
w plynie moézgowo-rdzeniowym (cerebrospinal fluid - CSF). Aby oszacowaé rozwdj
neurondéw, migracje i dojrzewanie, przeanalizowano zawarto$¢ biatek neuronowych
zwigzanych z plastyczno$cig tkanki hipokampa u prosiat. Udokumentowano réwniez, ze
ilo$¢ neurospecyficznych biatek, takich jak biatko zwigzane z wzrostem 43 (growth
associated protein 43 - GAP43), doublekortina (doublecortin - DCX), biatko zwigzane
z mikrotubulami 2 (microtubule-associated protein 2 - MAP2), jak réwniez liczba
synaptophysino-pozytywnych i synaptopodino-pozytywnych miejsc wydajg sie zalezeé
od suplementacji Ig $winskiej. Co wiecej, prosieta, ktére byly catkowicie pozbawione Ig
specyficznych dla gatunku wykazywaty zmniejszong aktywnosé eksploracyjng
i rozréznianie zapachu w poréwnaniu do prosiat, ktére otrzymaty Ig zgodna gatunkowo.

tacznie dane dotyczace plastyczno$ci neuronalnej, zawartosci biatek zwigzanych
z synapsami i zachowania prosigt pozwalaja wnioskowac¢, ze obcogatunkowe (bydlece)
Ig, pomimo ich zdolnos$ci do przechodzenia przez BBB, nie moze zapewni¢ wtasciwego
neuronowego odnajdywania S$ciezki, migracji i dojrzewania synaptycznego, a takze
rozwoju specyficznych dla gatunku wzorcéw behawioralnych (w odréznieniu od gatunku
Swinskiego Ig). Tak wiec, znane juz korzystne efekty suplementacji dozylnej Ig sa
prawdopodobnie spowodowane nie tylko immunologicznymi, ale takze pewnymi "poza
immunologicznymi” wtasciwo$ciami IG - zwigzanym np. . z dojrzewaniem komodrek
nerwowych czy §luzéwki jelit.

Podsumowujgc, dane na temat zachowania prosiagt, rozwoju neuronalnego
i plastycznoSci synaptycznej pozwalaja zasugerowac, ze dyskryminacja i ukierunkowana
przedmiotowa eksploracja prosiat, a takze dojrzewanie neuronéw i rozwdj synaptyczny

zaleza od dostarczenia wystarczajgcej ilosci swoistych dla gatunku immunoglobulin.
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Wykazano, ze siara bydleca jest na biezaco badana w pilotazowych studiach klinicznych
jako pierwsze zywienie dojelitowe dla wcze$niakéw [73]. Co wiecej, przypuszcza sie, ze
immunoglobuliny z bydlecej siary moglyby poprawi¢ ogdlny stan odpornosciowy, ale nie
bytyby wystarczajagce do poprawy rozwoju neurologicznego u wczedniakéw,
a szczegolnie skrajnych wcze$niakéw. Dozylne wlewy immunoglobulin stosuje sie
w praktyce klinicznej jako leczenie sepsy oraz terapie zapobiegajgce rozwojowi zakazen
u wcze$niakow [75, 76], jednak jego mozliwosci neurorozwojowe sg niedoszacowane.
Pozytywny wplyw wlewu dozylnego swoistych dla gatunku immunoglobulin na
zachowanie i plastyczno$¢ neuronalng, obserwowany w obecnym modelu prosiecia moze
by¢ istotny w odniesieniu do klinicznego zastosowania immunoglobulin u wczeéniakéw,
w celu zapewnienia odpowiedniego rozwoju moézgu i ochrony takich niemowlat przed

rozwojem zaburzen poznawczych w przysztosci.

Podsumowanie

Wszystkie prace zaréwno z cyklu habilitacyjnego, jak i inne prace nie zwigzane
bezposrednio dotycza funkcji przewodu pokarmowego w aspekcie rozwoju
cywilizacyjnych schorzefi metabolicznych, takich jak otylo$¢, cukrzyca, dna, rozwdj
mozgu u wczedniakéw i donoszonych noworodkéw, itp.

Badania zostaty wykonane z wykorzystaniem modelu $wini co potwierdza jego
uzyteczno$¢ jako zwierzecia modelowego w badaniach biomedycznych monitorujgcych

stan i przyczyny zaburzen zdrowia publicznego.
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