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Zatgcznik 2a

dr inz. Alicja Dratwa-Chatupnik

AUTOREFERAT

dotyczacy dziatalnosci naukowo—badawczej

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat



1. Dane personalne:

Imig i nazwisko: Alicja Dratwa-Chatupnik

Miejsce pracy: Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

ul. Doktora Judyma 26,
71-466 Szczecin

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

oraz tytutu rozprawy doktorskie;:

1996 r.

2004 r.

stopien magistra nauk rolniczych w zakresie zootechniki (specjalnos¢: fizjologia
zwierzat) Akademia Techniczno-Rolnicza w Bydgoszczy, Wydziat Zootechniczny;
praca magisterska nt. ,Wptyw dodatku metioniny ilizyny do karmy na niektore
wskazniki hematologiczne oraz na poziom trijodotyroniny u rosngcych perlic
domowych”, promotor: dr inz. Romuald Rajs.

stopien doktora nauk rolniczych w zakresie zootechniki (specjalnos¢: fizjologia
zwierzat) Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydziat Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat, Katedra Fizjologii Zwierzat; praca doktorska nt. ,Przedsionkowy peptyd
natriuretyczny a czynnoSc¢ nerek cielgt noworodkow”, promotor: prof. dr hab.
Wiestaw F. Skrzypczak (zaréwno rozprawa doktorska jak iobrona pracy zostaty
wyrdznione).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1996 — 1999r.

1999 - 2003 r.

Katedra Fizjologii Zwierzat, Woydziat Zootechniczny, Akademia Techniczno—
Rolnicza w Bydgoszczy (obecnie: Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat, Uniwersytet
Technologiczno-Przyrodniczy)

stanowisko: starszy technik w pracowni izotopowej; okre$lanie stezenia hormonéw w surowicy krwi
przy uzyciu zestawdw izotopowych oraz wykonywanie analiz biochemicznych, dodatkowo
prowadzenie zaje¢ dydaktycznych z przedmiotu fizjologia zwierzat.

Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, Akademia
Rolnicza w Szczecinie (obecnie: Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny)
stanowisko: doktorantka; wykonywanie pracy doktorskiej, prowadzenie zajg¢ dydaktycznych
dla studentow  kierunkéw  studiow: Biologia, Biotechnologia, Zootechnika i Rolnictwo
(studia stacjonarne i zaoczne).



2004 - 2005 . Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, Akademia
Rolnicza w Szczecinie (obecnie: Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny)
stanowisko: asystent z doktoratem; uczestnictwo w realizacji tematéw badawczych prowadzonych
w Katedrze, wykonywanie analiz laboratoryjnych i publikowanie uzyskanych wynikéw badawczych,
prowadzenie zaje¢ dydaktycznych dla studentéw kierunkéw studiéw: Biologia, Biotechnologia,
Zootechnika i Rolnictwo (studia stacjonarne i zaoczne).

2005 - 2008 . Katedra Fizjologii i Cytobiologii, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
Akademia Rolnicza w Szczecinie (obecnie: Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny)
stanowisko: adiunkt

(30.01.2008 - 03.06.2008 — urlop macierzynski)

2009 . —obecnie  Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
stanowisko: adiunkt

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

z pézn. zm.):

a. Tytut osiggniecia naukowego, monografia habilitacyjna pt.:

»~Wptyw dodatku laktozy do preparatu mlekozastepczego na profile biatkowe osocza krwi i moczu

oraz nerkowe mechanizmy regulacji bilansu wodno-elektrolitowego u cielat”
Szczecin 2014

Wydawnictwo Uczelniane Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

b. Syntetyczne omdwienie rozprawy habilitacyjne;

Pourodzeniowym procesom adaptacji, wzrostu i dojrzewania towarzyszy nasilenie zachorowan
i znaczna $miertelno$¢ cielgt. Przyczyny $miertelnoci neonatalnej sg ztozone, czesto ma ona podtoze

polietiologiczne, u podstaw, ktdrej lezg zaburzenia homeostazy wodno-elektrolitowe;.

Istotnym czynnikiem sprzyjajagcym utracie wody i elektrolitbw wraz z katem jest gromadzenie si¢
w przewodzie pokarmowym niestrawionych dwucukréw (laktozy). Przekroczenie 55% udziatu laktozy
w preparacie mlekozastepczym, ze wzgledu na jej wiasciwosci osmotyczne, istotnie zwigksza

prawdopodobienstwo wystgpienia biegunki.



Miedzy stanem gospodarki wodno-elektrolitowej a czynno$cig nerek istnieje wzajemna zalezno$¢.
W regulacji czynno$ci nerek noworodkéw cielgt istotng role odgrywajgq hormony: przedsionkowy peptyd

natriuretyczny, wazopresyna oraz sktadowe uktadu renina-angiotensyna-aldosteron.

Metody badawcze, stosowane dotychczas w ocenie zmian procesow fizjologicznych iich zaburzen
opieraty sie na analizie biochemicznej krwi i moczu. Wykorzystanie metod proteomicznych, umozliwia
doktadniejsze poznanie przebiegu procesow metabolicznych, mechanizméw regulacji ekspresji biatek
na poziomie translacji. Metody proteomiczne mogq znalez¢ zastosowanie np. w diagnostyce zaburzen
wodno-elektrolitowych i przyczyni¢ sie¢ do wskazania kierunkow dziatan prewencyjnych i profilaktycznych

podczas chowu nowonarodzonych cielat.

W prezentowanej pracy wykonano badania proteomiczne, ktére taczq metody  biochemiczne,
fizykochemiczne i bioinformatyczne, co daje mozliwo$¢ rownoczesnej analizy wszystkich biatek obecnych
w komorce, tkance oraz ptynach ustrojowych. CatoSciowa analiza proteomu rozni sie od klasycznie
stosowanych technik  biochemicznych, umozliwiajgcych identyfikacje i charakterystyke jedynie
pojedynczych biatek. Proteom ulega nieustannym zmianom w odpowiedzi na czynniki wewnatrzustrojowe
lub $rodowiskowe, dlatego wyniki analiz proteomicznych danego systemu biologicznego dostarczajg

informaciji o poziomie ekspresji i aktywnosci biatek w okreslonym czasie.

Wysokospecjalistyczne techniki wykorzystywane w proteomice dajgq mozliwos¢ kompleksowej analizy
loSciowej polipeptydéw i ich identyfikacje. W prezentowanej pracy wykorzystano elektroforeze
dwukierunkowg (rozdziat biatek) w potaczeniu ze spektrometriq mas (identyfikacja biatek), ktéra nalezy
do najpopularniejszych narzedzi wykorzystywanych w analizach proteomicznych. Wyzej opisane techniki
analityczne sg stosowane w badaniach z zakresu proteomiki ekspresyjnej, w ktorych analizuje sie
obecno$¢ biatek wystepujacych w danym uktadzie biologicznym oraz zmian ich ekspresji pod wptywem
okre$lonych czynnikow, w tym doswiadczalnych. Istotg badan proteomicznych jest poszukiwanie réznic
w profilach biatkowych (komérek, tkanek, ptynéw ustrojowych) na przyktad pomiedzy osobnikami zdrowymi
i chorymi. Analiza zmian wystepujacych w proteomach pod wplywem dziatania okreslonego czynnika
(np. leku, zmodyfikowanej diety, stresu, zmiany $rodowiska) umozliwia wyodrebnienie biatek kluczowych
dla badanych proceséw biologicznych. Analizy proteomiczne umozliwiajg réwniez wyszukiwanie biatek

réznigcych sie ekspresja, ktore moga stanowi¢ wskazniki zmian proceséw zachodzacych w organizmie.



Narzedzia proteomiczne w badaniach fizjologii zwierzat gospodarskich sg coraz czesciej stosowane,
czego wyrazem jest wzrost liczby publikacji dotyczacych zmian profili biatkowych komérek, tkanek
oraz ptynéw ustrojowych tych zwierzat. W ostatnich latach utworzono mapy biatkowe tkanek i ptynow
ustrojowych bydta, w tym nerek, watroby, miesni poprzecznie prazkowanych, osocza (surowicy) krwi,
ptynu mézgowo-rdzeniowego, a takze erytrocytow i neutrofildw. Mocz jest ptynem ustrojowym, ktdrego
duze ilosci mozna pozyska¢ w sposéb nieinwazyjny. Od wielu lat jest on wykorzystywany w diagnostyce
weterynaryjnej do oceny zdrowia zwierzat. Mimo, ze mocz jest stosunkowo fatwo pozyskiwanym
materiatem  badawczym, obecnie dostepnych jest kilka prac z zakresu proteomiki moczu zwierzat

gospodarskich.

Analizy proteomiczne sg wieloetapowe. Pierwszym waznym etapem analiz proteomicznych jest
przygotowanie materiatu biologicznego do analiz. Nie istnieje jeden uniwersalny sposéb postepowania
z preparatem biologicznym. Kazdy materiat biologiczny wymaga zastosowania odrebnej procedury, ktérg
opracowuje sie pod dang metode proteomiczna. | tak przygotowanie osocza krwi do prezentowanych analiz
proteomicznych wymagato m.in. zredukowania biatek wystepujacych w nadmiarze (albuminy,
immunoglobuliny), w celu uzyskania na obrazie elektroforetycznym biatek wystepujgcych w mniejszym
stezeniu. W przypadku prébek moczu konieczne byto przystosowanie metody zageszczania tego ptynu
ustrojowego (aby uzyskac takie stezenie biatek, ktore umozliwi ich rozdziat elektroforetyczny) oraz dobranie
najskuteczniejszej metody pozbawiajgcej substancji utrudniajacych rozdziat elektroforetyczny. Opracowane
dla prezentowanych badan etapy przygotowania danego materiatu biologicznego oraz etapy elektroforezy

dwukierunkowej i barwienia zeli 2D nie zmieniaty sie w celu uzyskania powtarzalnych wynikow badan.

Podjete badania miaty na celu okreslenie wzoru zmian profili biatkowych badanych ptynoéw ustrojowych
oraz hormonéw i wskaznikow biochemicznych osocza krwi cielat w pierwszym tygodniu ich zycia
w odpowiedzi na krétkotrwate dodawanie laktozy do preparatu mlekozastepczego. Znajomo$¢ charakteru
zmian badanych wskaznikéw (biatkowych, humoralnych i biochemicznych) w ptynach ustrojowych,
wynikajacych z nadmiernego udziatu laktozy w diecie, moze przyspieszy¢ znalezienie przyczyn

(lub przyczyny) zaburzer wodno-elektrolitowych obserwowanych u cielgt w tym okresie zycia.

Gtéwnym zamierzeniem podjetych badan byto:
a) identyfikacja réznic w profilach biatkowych osocza krwi oraz moczu cielat przed krétkotrwatym
dodawaniem laktozy do preparatu mlokozastepczego i po jej dodawaniu oraz odniesienie rdznic

w ekspres;ji biatek do procesow fizjologicznych, w ktdre biatka te sq zaangazowane;



b) ocena udziatu przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP), aldosteronu (ALDO) i wazopresyny
(AVP) w regulacji bilansu wodno-elektrolitowego przed podaniem preparatu mlekozastepczego z laktozg
i po jego podaniu;

c) analiza stezenia wybranych parametrow biochemicznych krwi (ANP, ALDO, AVP, biatka catkowitego,
albuminy, Na*, K*, CI, Zn*2, Cu*2, Fe*2, P, Mg*, Ca*2, glukozy, mocznika, kreatyniny)
przed zastosowaniem diety z dodatkiem laktozy i po jej zastosowaniu;

d) poszukiwanie u tygodniowych cielat po zastosowaniu dodatku laktozy ewentualnych zaleznosci
pomiedzy biatkami osocza krwi i moczu wykazujgacych zmiany w ekspresji a wybranymi wskaznikami
biochemicznymi osocza krwi.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze krotkotrwate, dodanie laktozy w ilosci 1g-kg! masy ciata do preparatu

mlekozastepczego tygodniowym cieletom powoduje istotne zmiany profilu biatkowego osocza krwi i moczu.

Mozna wnioskowaé, Zze dodatek laktozy do standardowej diety tygodniowych cielat powoduje
zmniejszenie ekspresji biatek osocza krwi biorgcych udziat w procesach wrodzonej odpornosci
immunologicznej (subkomponent C1r) oraz zaangazowanych w odpowiedz ostrej fazy (fibrynogen,
glikoproteina alfa-1-B), a takze wptywa na zmiane ekspresji biatek dziatajacych ochronnie i przeciwzapalnie:
glikoproteina alfa-2-HS (wzrost ekspresji) i adiponektyny (wzrost oraz obnizenie ekspresji w zaleznosci

od izoformy tego biatka) oraz zmniejsza ekspresje glikoproteiny alfa-1-B.

U tygodniowych cielat, w odpowiedzi na dodanie laktozy do preparatu mlekozastepczego obserwuje sie
zmniejszenie ekspresji biatek zaangazowanych w utrzymanie hemostazy organizmu: izoforma X1 tancucha

alfa fibrynogenu, izoforma X1 taficucha XIlI B czynnika krzepniecia, fancuch XIII A czynnika krzepniecia.

Dodanie do preparatu mlekozastepczego laktozy przyczynito sie do zwigkszenia ekspresji biatek moczu:
albuminy surowiczej, preproklusteryny oraz pecherzykowego integralnego biatka btonowego VIP36

zwigzanego z sekrecjg klusteryny, ktore sgq wskaznikami sprawnosci kanalikéw nerkowych.

Duze stezenie przedsionkowego peptydu natriuretycznego i jego zmiany wosoczu krwi cielat
w odpowiedzi na dodatek laktozy do diety mogty mie¢ zwigzek ze zmianami ekspresji izoform adiponektyny

w 0soczu krwi.

Pomiedzy przedsionkowym peptydem natriuretycznym, wazopresyng i aldosteronem istnieje
wspdizalezno$¢ czynnosciowa, ktdra skutecznie reguluje bilans wodno-elektrolitowy tygodniowych cielat
w odpowiedzi na dodatek laktozy (1g na 1kg m.c.) do preparatu mlekozastepczego. Dziatanie hormondw

potwierdza stabilne stezenie potasu i chlorkéw w osoczu krwi cielat oraz powrét w ostatnich dwéch dniach
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doswiadczenia stezenia sodu do poziomu obserwowanego przed podaniem laktozy do diety, a takze

stabilna wartos¢ ci$nienia osmotycznego osocza krwi w czasie doswiadczenia.

Po pobraniu przez cieleta preparatu mlekozastepczego z dodatkiem laktozy obserwowano réwniez
zmiany stezenia niektorych mikro- i makroelementéw osocza krwi. Dodanie laktozy zwigkszyto stezenie
we krwi fosforu nieorganicznego i magnezu, zmniejszyto natomiast stezenie wapnia i cynku. Nie wykazano

wptywu podania laktozy na stezenie zelaza i miedzi.

U tygodniowych cielgt, podanie laktozy w ilosci 1g na 1kg masy ciata wraz z preparatem
mlekozastepczym powoduje zmiany stezenia parametréw biochemicznych istotnych dla rozwijajgcego sie
noworodka. Wykazano zmniejszenie stezenia biatka catkowitego oraz albuminy (biatka ostrej fazy)
w osoczu krwi w odpowiedzi na podanie laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym. Mniejsze stezenie
albuminy w osoczu krwi wynikato ze zwigkszenia wydalania tego wskaznika wraz z moczem, wykazane
jako wzrost ekspresji tego biatka w moczu cielat po podaniu laktozy. Nie obserwowano zmian stezenia
parametrow biochemicznych méwigcych o przemianach zwigzkéw azotowych i odzwierciedlajacych

czynnos¢ nerek: mocznika i kreatyniny.

Wykorzystane, w prezentowanych badaniach, metody proteomiczne, umozliwity doktadniejsze poznanie
przebiegu procesow metabolicznych oraz ocene zmian proceséw fizjologicznych zachodzacych u cielat
poddanych dziataniu diety z dodatkiem laktozy. Wyniki proponowanych badarn mogq stanowi¢ wsparcie

diagnostyczne i prognostyczne, w profilaktyce illub prewencji zootechniczno-weterynaryjne;.

5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Gtéwne kierunki moich badan naukowych sg zwigzane z fizjologig okresu neonatalnego zwierzat
gospodarskich (zwlaszcza cielat). Dotyczg one przede wszystkim gospodarki wodno-mineralnej,
a zwtaszcza funkcjonowania nerek i mechanizméw regulujacych ich czynno$¢. Obecnie publikuje prace
wykorzystujgce metody proteomiczne umozliwiajgce dokfadniejsze poznanie przebiegu procesow

metabolicznych, mechanizmdw regulacji biatek na poziomie translacji.
Zakres tematyczny prac naukowo-badawczych obejmuje nastepujace zagadnienia:

1. Fizjologia nerek noworodkéw zwierzat gospodarskich, gtdwnie cielat, ze szczegoinym uwzglednieniem
ich roli w regulacji homeostazy wodno-elektrolitowe;.

2. Hormonalna regulacja czynnosci nerek cielat w okresie neonatalnym.



3. Zmiany wskaznikdw fizjologicznych, biochemicznych i hormonalnych krwi cielat w okresie
pourodzeniowym.

4. Wplyw zaburzen wodno-elektrolitowych (nadmierna podaz laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym)
na bilans wodno-elektrolitowy, wybrane wskazniki hematologiczne, biochemiczne i fizjologiczne u cielat
w okresie neonatalnym.

5. Analiza profili biatkowych tkanek i ptynéw ustrojowych miodych zwierzat gospodarskich oraz prace

o charakterze metodycznym i przegladowym dotyczace badan z zakresu proteomiki.

1. Fizjologia nerek noworodkéw zwierzat gospodarskich, gtownie cielgt, ze szczegolnym uwzglednieniem

ich roli w regulacji homeostazy wodno-elektrolitowey.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zataczniku 4, w nastepujacych pozycjach: B.1.1; B.1.5;
B.1.7; B.1.13; B.1.15; B.1.20; B.1.21; B.2.30; B.2.32; B.2.46.

Szybka i sprawna adaptacja organizmu w okresie pourodzeniowym jest warunkiem przezycia
i prawidtowego rozwoju. Zmiany przystosowawcze dotyczg wszystkich narzadow i uktadéw, zwtaszcza
tych, ktorych czynno$¢ w okresie zycia ptodowego byta ograniczona. Zmianom tym podlegajq réwniez
nerki, glowny narzad wydalniczy odpowiedzialny za regulacje $rodowiska wodno-elektrolitowego
i kwasowo-zasadowego organizmu. W prowadzonych badaniach wykazano, Zze u cielgt i kozZlat
najintensywniejsze zmiany przystosowawcze uktadu wydalniczego zachodzg w pierwszym tygodniu
zycia.

U cielat (od 1 do 7 dnia zycia) wykazano niskie wartosci przeptywu krwi i osocza przez czynny
migzsz nerkowy oraz niskg warto$¢ filtracji kiebkowej osocza krwi (w poréwnaniu do wartosci
obserwowanych u osobnikow dorostych) i wzrost tych wartosci wraz z wiekiem. U cielat
(w przeciwienstwie do osobnikéw dorostych) nie obserwowano réwnolegtych zmian przeptywu (osocza)
krwi do wielkosci filtracji ktebkowej.

Wykazano, ze natriureza u cielgt w pierwszym tygodniu zycia jest w wiekszym stopniu zalezna
od zmian resorpcji w kanalikach nerkowych a w mniejszym od zmian hemodynamiki w nerkach. U cielat
w pierwszym tygodniu zycia eliminacja potasu drogg nerkowg zalezy przede wszystkim od wielko$ci
resorpcji tego elektrolitu w kanalikach nerkowych. Zmiany wielko$ci fadunku przesaczonego potasu
odgrywajg mniejsza role w regulacji wydalania. W pierwszym tygodniu zycia cielgt obserwowano istotne

zmiany wielko$ci tadunku przesaczonego, resorpcji kanalikowej oraz wydalania chlorkow z moczem.



Analiza zmian wielkosci tadunku przesaczonego chlorkéw wskazata, ze zmiana stezenia chlorkdw
wosoczu krwi nie miata wptywu na ten wskaznik. Stwierdzono, ze decydujagcym mechanizmem
regulujgcym wydalanie chlorkow z moczem sg zmiany wielkosci resorpcji tego elektrolitu w kanalikach
nerkowych. Nerki cielat wykazaly duzg sprawno$¢ w regulowaniu réwnowagi elektrolitowej krwi.
Najbardziej dynamiczne zmiany czynnosciowe tego narzadu zachodzity w pierwszych trzech dniach
zycia cielat. Potwierdzono duzg zdolnos¢ nerek cielgt do regulacji gospodarki wodnej. Nie mniej jednak
na podstawie analizy ekspresji akwaporyny 2 (AQP2) w moczu cielgt stwierdzono, Zze nerkowe
wydalanie tego biatka i tym samym zdolno$¢ do kanalikowej resorpcji wody u tych noworodkéw jest
nizsza w poréwnaniu z osobnikami dorostymi. Sugerowano, ze brak powigzania pomiedzy wzrostem
ekspresji AQP2 a cisnieniem osmotycznym moczu obserwowane u cielgt moze ogranicza¢ zdolnos¢
nerek do wytwarzania wysokiego ci$nienia osmotycznego. Okreslono réwniez lokalizacje AQP2 w nerce
miodych byczkow. Biatko to jest ulokowane w komorkach gtéwnych kanalikow zbiorczych. Najwyzszg
ekspresie AQP2 wykazano w czesci szczytowej btony komorkowej, ponadto ekspresje tego biatka
wykazano w pecherzykach wewnatrzkomorkowych oraz w czesci podstawno-bocznej btony komaorkowe;.

Stwierdzono, ze u koZlat w okresie neonatalnym wystepuje biatkomocz, ktéry ma charakter
selektywny. Obserwowano dynamiczne zmiany udziatu poszczegdlnych frakcji biatek w moczu.
Wykazano zwigkszong dynamike zmian w usuwaniu biatek 0 matej masie czasteczkowej (LMW)
comogio wskazywaC nie tylko na zwigkszong przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej, zwilaszcza
w pierwszych dniach Zycia ale rowniez na selektywng resorpcje w kanalikach nerkowych. Sugerowano,
Ze zwigkszona przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej dla biatek w pierwszych dniach zycia moze stanowi¢
mechanizm adaptacyjny do usuwania nadmiernej ilosci biatek z organizmu. Wskazywano,
ze zmniejszanie wydalania z moczem biatek o masie czagsteczkowej wigkszej od masy czasteczkowe;
albuminy, zwtaszcza w pierwszym tygodniu zycia kozlgt, mogq $wiadczy¢ o szybkim i efektywnym
uszczelnianiu bariery filtracyjnej. W oparciu o badania, w ktérych poréwnano wielkoSci usuwania
albumin z moczem u cielat i koZlat od 1 do 7 dnia zycia, stwierdzono, Ze zdoIno$¢ adaptacyjna nerek do
zatrzymywania albumin w organizmie jest mniejsza u cielgt w poréwnaniu z kozletami.

W badaniach nad szczelnoScig nerkowej bariery filtracyjnej kozlat wykazano, ze w pierwszych trzech
dniach po urodzeniu zwigkszona jest jej przepuszczalnos¢ dla biatka o masie czasteczkowej 81 kDa.
Stwierdzono, ze zwigkszone wydalanie biatka o tej masie czasteczkowej $wiadczy¢ moze

o0 nieszczelnosci bariery filtracyjnej ktebkdéw nerkowych. Obserwowano, Zze pourodzeniowe procesy



,uszczelniania” bariery filtracyjnej i usprawniania proceséw resorpcyjnych w komaérkach nerkowych sg

roztozone w czasie i wykazujg zmienno$¢ osobnicza.

. Hormonalna regulacja czynnosci nerek cielgt w okresie neonatalnym.
Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zataczniku 4, w nastepujacych pozycjach: B.1.1; B.1.2;
B.1.13; B.1.18; B.2.23; B.2.24; B.2.29; B.2.31; B.2.36; B.2.40; B.2.41.

Czynnos¢ nerek jest precyzyjnie regulowana przede wszystkim przez wiele czynnikéw humoralnych
Mozna je sklasyfikowaé w dwdch grupach jako natriuretyczne idiuretyczne (rodzina peptydéw
natriuretycznych w tym urodylatyna syntetyzowana w nerkach) oraz antynatriurtyczne i antydiuretyczne
(uktad renina-angiotensyna-aldosteron, wazopresyna). W badaniach na cieletach w pierwszym miesigcu
ich zycia obserwowano zmiany gtéwnych hormondw regulujgcych czynno$¢ nerek: przedsionkowego
peptydu natriuretycznego (ANP), aldosteronu (ALDO) i wazopresyny argininowej (AVP). Najwyzsze
i porbwnywalne stezenie ANP obserwowano w pierwszym i trzecim tygodniu zycia cielgt. Odwrotne
zmiany obserwowano przy stezeniu aldosteronu we krwi. Najnizszg koncentracje tego hormonu
zaobserwowano w trzecim tygodniu zycia cielgt (kiedy to stezenie ANP byto najwyzsze), a najwyzszq
wartos¢ w drugim tygodniu, przy najnizszej koncentracji ANP. Sugerowano, ze juz w okresie
neonatalnym istnieje interakcja pomiedzy tymi dwoma hormonami. Natomiast stezenie AVP w osoczu
krwi malato z wiekiem cielat.

W ramach tego tematu prowadzono badania nad udziatem przedsionkowego peptydu
natriuretycznego (ANP) w regulacji czynno$ci nerek cielat w pierwszym tygodniu zycia. Wyniki badan
wskazaty na udziat ANP w regulacji czynnosci nerek. Natriuretyczne i diuretyczne dziatanie tego
hormonu ,ujawnito sie” zwtaszcza w pierwszych trzech dniach po urodzeniu, niemniej stezenie ANP
w osoczu krwi cielgt wzrastato do siddmego dnia zycia. Stwierdzono, ze o udziale ANP w nerkowej
regulacji bilansu sodu $wiadczy¢ moze statystycznie istotny wzrost wydalania tego elektrolitu z moczem
oraz obnizajaca sie jego resorpcja w kanalikach w pierwszych dniach po urodzeniu. Ponadto wskazano,
ze zmiany wielkoSci cisnienia osmotycznego osocza krwi, klirensu osmotycznego, klirensu wody
resorpcyjnej i diurezy, w pierwszych dniach zycia, mogq wskazywa¢ na diuretyczne dziatanie ANP.
Sugerowano, ze brak istotnych zaleznosci pomiedzy stezeniem przedsionkowego peptydu
natriuretycznego a wiekszo$cig wskaznikow charakteryzujgcych czynno$¢ nerek cielat od 4 do 7 dnia
zycia, wskazuje na interakcje hormondw natriuretycznych (diuretycznych) i antynatriuretycznych

(antydiuretycznych) w regulacji $rodowiska wodno-elektrolitowego. Wykazano, ze w warunkach
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fizjologicznych, przedsionkowy peptyd natriuretyczny nie jest bezposrednio zaangazowany w regulacje
resorpcji potasu i chlorkow w kanalikach nerkowych cielat w pierwszym tygodniu ich Zycia. Sugerowano,
ze bilans wodno-elektrolitowy w momencie urodzenia jest czynnikiem decydujgcym o ,przewadze’
wptywu hormonow, dziatajgcych natriuretycznie i diuretycznie lub antynatriuretycznie i antydiuretycznie,
na regulacje czynnosci nerek cielat oraz decyduje o adaptacji pourodzeniowej tego narzadu.

W badaniach nad wptywem enzymu konwertujacego (ACE) na adaptacje nerek cielgt w pierwszych
siedmiu dniach zycia obserwowano wysokie stezenie konwertazy w osoczu krwi, ktére zmniejszato si¢
wraz z wiekiem zwierzat. Stwierdzono, ze konwertaza, poprzez wptyw na ukfad renina-angiotensyna
moze modyfikowa¢ hemodynamike nerek, a zwtaszcza wielkos¢ filtracji ktebkowej. Obserwowano
przeciwstawne tendencje zmian aktywnoSci reninowej osocza istezenia ACE. Sugerowano,
Ze zwiekszajaca sie iloS¢ substratu (angiotensyny 1) byta najprawdopodobniej czynnikiem hamujacym
uwalnianie ACE ze $rodbtonka naczyniowego, w celu utrzymania stezenia angiotensyny Il na statym
poziomie. Ponadto, u cielagt w pierwszych 7. dniach Zycia, po obnizeniu aktywnosci enzymu
konwertujacego obserwowano zmniejszanie si¢ wydalania biatek z moczem. Wykazano réwniez,
Ze obnizenie aktywno$ci enzymu konwertujgcego zwieksza stezenie potasu i magnezu w osoczu krwi
cielgt oraz zmniejsza stezenie tych pierwiastkow w erytrocytach, a takze zmniejsza stezenie zelaza

w osoczu krwi cielat. Nie wptywa na zmiany stezenia miedzi w osoczu krwi.

. Zmiany wskaznikow fizjologicznych, biochemicznych i hormonalnych krwi cielat w okresie

pourodzeniowym.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zataczniku 4, w nastepujacych pozycjach: B.1.3; B.1.4;
B.1.6; B.1.14.

U cielat, zwtaszcza w pierwszym tygodniu zycia, wiele parametréw biochemicznych krwi drastycznie
zmienia si¢ wraz z wiekiem. Wyniki prowadzonych badan, dostarczyty informacji na temat koncentracji
wybranych wskaznikow biochemicznych we krwi cielat w poszczegdinych dniach zycia. Powyzsze moze
przyczynic sie do zwigkszenia precyzyji interpretacji wynikéw laboratoryjnych, wczesnego
diagnozowania choroby i tym samym ograniczenia $miertelno$ci neonatalnej.

Najnizszg wartos¢ biatka catkowitego w osoczu krwi cielgt obserwowano w dniu urodzenia i jego
statystycznie istotne zwiekszanie w pierwszych 24 godzinach zycia. Wzrost stezenia tego wskaznika
po spozyciu pierwszej siary byt nastepstwem wchtaniania w jelicie immunoglobulin z siary. W kolejnych

dniach zycia stezenie biatka catkowitego utrzymywato sie na relatywnie statym poziomie. Wykazano
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zmniejszenie sie stezenia albuminy w osoczu krwi w 6 godzinie zycia cielgt a nastepnie jej zwigkszanie
wraz z wiekiem. Sugerowano, ze zmniejszenie stezenia tego parametru prawdopodobnie spowodowane
byto przyjmowaniem pokarmu, ktdre spowodowato przej$ciowy wzrost objetosci osocza krwi.

Natomiast zwigkszajace sie stezenie aminokwaséw wraz z wiekiem cielat najprawdopodobnie]
spowodowat zwiekszanie si¢ stezenia albuminy, ktéra wigze sie i przenosi aminokwasy.
Wykazane dynamiczne zwigkszanie si¢ stezenia mocznika w osoczu krwi cielat od urodzenia do 3 dnia
zycia, prawdopodobnie odzwierciedla zwiekszong degradacje i dezaminacje biatek po pobraniu pokarmu
bogatego w biatka, a takze moze Swiadczy¢ o zwiekszonym remodelingu tkanek. Zmniejszanie sie
stezenia endogennej kreatyniny wraz z wiekiem cielat wynikato ze zwiekszania sie wielkosci filtracii
ktebkowej albo (i) z dynamicznych zmian zachodzacych w masie migsniowej. Wysokie stezenie wapnia
w osoczu krwi byto powodem wysokiego zapotrzebowania rosngcych cielgt na ten makroelement,
bowiem wapn odpowiedzialny jest za stymulacje wzrostu osteoblastéw a zatem i rozw¢j catego uktadu
kostnego. Sugerowano, ze zmniejszanie sie stezenia magnezu w osoczu krwi w kolejnych dniach zycia
byt konsekwencjg zwigkszonej utylizacji tego pierwiastka, a takze zmniejszonej jego dostepnosci
w pobieranym pokarmie. Najprawdopodobniej stres pourodzeniowy oraz niskie stezenie cynku
w spozywanym pokarmie mogt spowodowac zmniejszenie sie stezenia tego mikroelementu w osoczu
krwi cielgt podczas pierwszej doby Zycia. Stopniowy wzrost stezenia miedzi w osoczu krwi podczas
pierwszych siedmiu dni zycia mogt by¢ zwigzany zaréwno ze zwigkszaniem sie stezenia ceruloplasminy
jak i wystarczajacg podazg miedzi w pobieranym pokarmie.

Wykazano stopniowy wzrost poziomu triglicerydéw w osoczu krwi cielat podczas pierwszych siedmiu
dni zycia postnatalnego. Obserwowano niskg koncentracje cholesterolu catkowitego osocza krwi w dniu
urodzenia i szybki wzrost stezenia tego parametru podczas pierwszego tygodnia zycia cielat. Stezenie
w osoczu krwi cielat lipoprotein o duzej gestosci (HDL) i matej gestosci (LDL) zwigkszato sie wraz
z wiekiem cielgt. Wyniki uzyskanych badan jednoznacznie wykazaty, ze cholesterol przechodzi z LDL
do HDL we wczesnym okresie postnatalnym.

Wykazano, réznice w wielkosci niektorych wskaznikéw fizjologicznych w osoczu krwi cielat
karmionych mlekiem oraz preparatem mlekozastepczym. Zmniejszanie sie stezenia biatka catkowitego
oraz albuminy w osoczu krwi cielgt karmionych preparatem mlekozastepczym byto najprawdopodobnie;
spowodowane nizszg strawno$cig biatek zawartych w preparacie mlekozastepczym. Sugerowano,
ze wykazane wigksze stezenie mocznika w osoczu krwi cielat karmionych preparatem mlekozastepczym

w pordwnaniu z cieletami karmionymi mlekiem matek mogt byé wywotany brakiem substancii
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biologicznie czynnych, co spowodowato przewage procesow katabolicznych nad anabolicznymi.
Stezenie wapnia w osoczu krwi cielgt zmniejszato sie wraz z wiekiem w obu grupach zywieniowych
ztym, ze koncentracja tego makroelementu byta wyzsza u cielgt karmionych preparatem
mlekozastepczym. Zmniejszanie sie stezenia wapnia we krwi cielat karmionych preparatem
mlekozastepczym mogto by¢ wywotane obnizaniem sie stezenia albuminy w ich krwi. Koncentracja
cynku w osoczu krwi cielgt karmionych preparatem mlekozastepczym byta nizsza w poréwnaniu z
cieletami karmionymi mlekiem matek. Wykazane réznice mogly wynika¢ ze zwiekszonej zdolnosci
magazynowania tego mikroelementu w watrobie a takze mniejszej biodostepnosci cynku w preparacie
mlekozastepczym w poréwnaniu z mlekiem. Nie obserwowano réznic w stezeniem sodu i chlorkéw w
osoczu krwi u cielat z obu grup zywieniowych.

Wiadomym jest, ze rytmy biologiczne, rytmy dobowe i sezonowe sg kluczowe w adaptacji organizmu
do Srodowiska. W badaniach przeprowadzonych na 2,5 miesiecznych cieletach wykazano, ze stezenie
melatoniny w osoczu krwi rytmicznie zmienia si¢ w zalezno$ci od fazy oswietlenia. Najwyzsze stezenie
tego hormonu obserwuje sie podczas fazy ciemnej. Wykazano, ze profil zmian sekrecji melatoniny
ucielgt rézni sie od obserwowanego u osobnikéw dorostych. Nie wykazano zmian stezenia
somatotropiny w zalezno$Sci od faz o$wietlenia oraz korelacji pomigdzy zmianami stezenia obu

hormondw w osoczu krwi cielat w ciggu doby.

. Wptyw zaburzen wodno-elektrolitowych (nadmierna podaz laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym)
na bilans wodno-elektrolitowy, wybrane wskazniki hematologiczne, biochemiczne i fizjologiczne u cielat

W oKresie neonatalnym.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zatgczniku 4, w nastepujacych pozycjach: B.1.9; B.1.19;
B.1.22; B.2.26; B.2.31; B.2.32; B.2.37; B.4.46.

,Rezerwa” czynnosciowa nerek noworodkéw jest bardzo ograniczona, co sprawia, ze stosunkowo
tatwo dochodzi do zaburzen réwnowagi wodno-elektrolitowej. U nowo narodzonych cielgt procesom
adaptacji towarzyszy znaczna Smiertelno$¢, w przypadku ktorej najwiekszy udziat przypisuje sie
zaburzeniom wodno-elektrolitowym, na skutek utraty wody i elektrolitow podczas biegunek. Przyczyng
biegunek mogg by¢ czynniki niezakazne (np. niewtasciwa higiena zwierzat, nadmierna podaz mleka
lub preparatu mlekozastepczego) oraz zakazne (np. rotawirusy, koronawirusy, enterotoksyczne
szczepy E. coli). Gromadzenie si¢ w przewodzie pokarmowym niestrawionej laktozy jest istotnym

czynnikiem sprzyjajacym utracie wody i elektrolitow wraz z katem.
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Badania wykonane u cielgt w pierwszych trzech tygodniach zycia wykazaty, ze nadmierna,
krétkotrwata podaz laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym, wywotuje lekkq biegunke. Utrata wody
i elektrolitbw podczas biegunek powoduje odwodnienie organizmu, co stymuluje system hormonalny
regulujacy bilans wodno-elektrolitowy organizmu.

U cielat w pierwszym tygodniu zycia, krotkotrwate podanie laktozy do preparatu mlekozastepczego
spowodowato wzrost stezenia przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP) w osoczu ich krwi.
Sugerowano, ze obserwowany wzrost stezenia tego hormonu nastapit w odpowiedzi na zwigkszone
wchtanianie sodu z przewodu pokarmowego. Zwiekszona podaz laktozy oraz duza aktywnos¢ laktazy
obserwowana u tygodniowych cielat mogty wplyng¢ na zwiekszenie stezenia glukozy w przewodzie
pokarmowym, co uruchomito dodatkowe wchtanianie sodu poprzez kotransporter glukozy i sodu.
Sugerowano, ze wcelu utrzymania statej ilosci sodu we krwi nastgpito zwiekszenie stezenia ANP,
ktérego zadaniem jest zwigkszenie wydalania sodu z moczem, a takze zahamowanie dalszego
wchtaniania sodu w zotadku i jelitach. W konsekwencji obserwowano stabilne stezenie tego elektrolitu
w osoczu krwi badanych cielgt. Ponadto, zmniejszenie stezenia aldosteronu (ALDO) w osoczu krwi
cielat po podaniu laktozy, przypuszczalnie miato dodatkowo ograniczy¢ wchtanianie sodu w okreznicy.
Dodatek laktozy do preparatu mlekozastepczego nie spowodowat réwniez zmian w stezeniu potasu
i chlorkdw w osoczu krwi tygodniowych cielat. U tygodniowych cielgt nie zaobserwowano zmian
w koncentracji wazopresyny argininowej po podaniu nadmiaru laktozy w diecie. Podobne obserwacje
poczyniono u dwu i trzytygodniowych cielat.

U trzytygodniowych cielgt obserwowano przeciwstawne tendencje zmian koncentracji aldosteronu
(ALDO) i przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP) w osoczu ich krwi. Wskazywato to na
wzajemne interakcje pomiedzy tymi dwoma antagonistycznie dziatajgcymi hormonami w regulacii
bilansu sodu, ktérego stezenie w osoczu krwi u badanych cielat byto stabilne. U dwutygodniowych cielat
natomiast nie obserwowano takiej zaleznosci. Koncentracja aldosteronu we krwi u tych zwierzat
utrzymywata si¢ na bardzo wyréwnanym poziomie zaréwno przed jak i 12. i 36. godzinie po podaniu
nadmiaru laktozy w diecie. Natomiast zaobserwowany w 60 godzinie po podaniu nadmiaru laktozy,
statystycznie istotny wzrost stezenia ALDO byt najprawdopodobniej odpowiedzig na istotny wzrost
stezenia potasu we krwi dwutygodniowych cielat obserwowany w 12. i 36. godzinie po podaniu laktozy
wraz z preparatem mlekozastepczym. Sugerowano, ze zaobserwowane w 60. godzinie po podaniu
nadmiaru laktozy, zmniejszenie koncentracji potasu w osoczu krwi u dwutygodniowych cielgt,

najprawdopodobniej byt wynikiem zwigkszonego wydalania tego pierwiastka z moczem w odpowiedzi
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na zwiekszong koncentracje aldosteronu w tym czasie. Trudno byto jednoznacznie wyjasni¢ przyczyny
wzrostu stezenia sodu wosoczu krwi dwutygodniowych cielgt, po podaniu nadmiaru laktozy,
przy jednoczesnym stabilnym stezeniu aldosteronu wykazanym w pierwszych trzech dniach
doswiadczenia oraz podwyzszonej koncentracji ANP po podaniu nadmiaru laktozy. Wskazywano,
ze wzrost koncentracji tego elektrolitu we krwi badanych cielgt obserwowany po podazy nadmiaru
laktozy, mogt by¢ wynikiem zwiekszonego poziomu glukozy (pochodzacej z rozpadu z laktozy)
w przewodzie pokarmowym, ktéra otworzyta dodatkowg droge dla wchfaniania sodu z przewodu
pokarmowego (poprzez kotransporter sod — glukoza). Zardwno u dwu i trzytygodniowych cielat
nie obserwowano znaczacych zmian w koncentracji chlorkéw we krwi po podazy nadmiaru laktozy
w diecie. Zaobserwowany, w grupie trzytygodniowych cielgt, statystycznie istotny wzrost stezenia
chlorkow we krwi w ostatnim dniu do$wiadczenia, byt najprawdopodobniej wynikiem wptywu wieku
niz laktozy na te zmiany. Pomimo, zmian w koncentracji potasu we krwi, po podazy laktozy wraz
z preparatem mlekozastepczym, molalno$¢ osocza krwi u cielgt z obu grup wiekowych byta stabilna.
Moze to wskazywaC na hormonalng sprawno$¢ w regulacji bilansu wodno-elektrolitowego u cielat
z biegunkg wywotang nadmierng iloscig laktozy w diecie. W oparciu o uzyskane wyniki wysunieto
wniosek, ze podczas delikatnej biegunki wywotanej nadmierng podazg laktozy, w pierwszym miesigcu
zycia cielat, kluczowg role w utrzymaniu rownowagi elektrolitowej krwi odgrywaja ANP i aldosteron.

W regulacji bilansu wody istotng role odgrywajg akwaporyny. W badaniach nad gospodarowaniem
wodg i elektrolitami u cielat w pierwszym miesigcu zycia poddanych dziataniu nadmiernej iloci laktozy
wykazano, ze nerkowe usuwanie akwaporyny 2 z moczem znaczgco wzrosto pomimo braku zmian
w koncentracji wazopresyny lub w ci$nieniu osmotycznym osocza krwi. Sugerowano, ze zwigkszona
ekspresja tego biatka moze by¢ zwigzana z obnizong koncentracjq wapnia w osoczu krwi cielat.

U cielat podczas biegunek obserwuje sie rézne zmiany koncentracji elektrolitw i mineratow,
najprawdopodobniej dlatego, ze rdzne czynniki sg przyczyng ich wystepowania. W omawianych
badaniach, tygodniowym, dwutygodniowym i trzytygodniowym cieletom podano do preparatu
mlekozastepczego dwukrotnie laktoze w ilosci 1g na kg masy ciata. W osoczu krwi cielat badano zmiany
stezenia sodu, potasu, chlorkéw, wapnia, magnezu, miedzi, cynku, fosforu nieorganicznego i zelaza
w odpowiedzi na podaz nadmiaru laktozy. Wykazano, ze u wszystkich cielgt z trzech grup wiekowych
nastepuje zmniejszenie si¢ stezenia cynku w osoczu krwi, najprawdopodobniej na skutek strat tego
pierwiastka drogg przewodu pokarmowego, podczas biegunek jakie zaobserwowano po podazy laktozy

cieletom. Na podstawie uzyskanych wynikéw sugerowano, ze cynk mozna uzna¢ za potencjalny
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wskaznik diagnostyczny do okreSlenia przyczyny biegunki u cielat w okresie neonatalnym.
Ponadto, nie obserwowano zmian w wartosciach wskaznika hematokrytowego i stezeniu hemoglobiny

we krwi u wszystkich cielat z trzech grup wiekowych.

. Analiza profili biatkowych tkanek i ptynow ustrojowych mfodych zwierzat gospodarskich oraz prace

o0 charakterze metodycznym i przeglagdowym dotyczgce badan z zakresu proteomiki.

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zataczniku 4, w nastepujacych pozycjach: B.1.6; B.1.8;
B.1.9; B.1.10; B.1.11; B.1.12; B.1.16; B.1.17; B.2.24; B.2.25; B.2.27; B.2.28; B.2.33; B.2.34; B.2.35;
B.2.38; B.2.39.

Badania proteomiczne ptynéw ustrojowych, u miodych zwierzat gospodarskich sg sporadyczne.
W badaniach nad zmianami profilu biatkowego osocza krwi cielat w pierwszych 7. dniach Zzycia
wykorzystano potaczenie elektroforezy 2-D ze spektrometrig masowg typu MALDI-TOF. Obserwowano,
ze biatka osocza krwi ulegaty dynamicznym zmianom. Zwfaszcza pobranie pierwszej siary uruchomito
réznorodne fizjologiczne mechanizmy, ktére przyczynity sie do zmian w profilu biatkowym osocza krwi
tych zwierzat. Podawanie bogatej w ttuszcz diety (siara, mleko) powodowato wzrost ekspresji biatek
zwigzanych z transportem lipidow i metabolizmem lipoprotein: apolipoproteiny A-I i apolipoproteiny A-II
wraz z wiekiem cielgt. Wzrost ekspresji wspomnianych biatek byt zgodny ze zmianami stezenia lipidow
w osoczu krwi cielat.

W badaniach na cieletach w pierwszym tygodniu ich Zzycia, wykorzystujgc elektroforeze
jednokierunkowg w potaczeniu z technikg Western blott, wykazano, ze podaz laktozy przyczynia sie
do wzrostu ekspresji apolipoproteiny A-IV w osoczu krwi. Procesowi temu nie towarzyszyty istotne
zmiany we frakcji lipidowe;.

Wykorzystujac elektroforeze 2-D sprzezong ze spektrometrem MALDI-TOF poszukiwano biatek,
ktérych ekspresja w osoczu krwi cielat zmieniata sie po podaniu laktozy do preparatu
mlekozastepczego. U dwutygodniowych cielat, reakcjg na zwigkszong ilos¢ laktozy podawang wraz
z preparatem mlekozastepczym byto uruchomienie odpowiedzi ostrej fazy ibiatek zaangazowanych
w ten proces: fibrynogenu (Fb), glikoproteiny alpha-1B (A1BG), alpha-1 antyproteinazy, apoolipoproteiny
A-IV (apo A-1V) oraz apolipoproteiny E (apo E). Obserwowane zmiany w ekspresji biatek osocza krwi
cielat byty skutkiem bezpo$redniego oddziatywania nadmiernej podazy cukru (apo A-IV, apo E)
lub biegunkg obserwowang po podazy laktozy (Fb, A1BG, alpha-1 antyproteinazy). Sugerowano,
Ze wzor ekspresji biatek osocza krwi (zmniejszenie ekspres;ji: fibrynogenu, apo A- IV oraz zwigkszenie
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ekspresji: A1BG, antyproteinazy alpha-1 i apo E) dwutygodniowych cielat poddanych dziataniu
nadmiernej podazy laktozy moze postuzy¢ do okreslenia przyczyn biegunki u cielat.

Postugujac sie tymi samymi technikami proteomicznymi (2DE i MALDI-TOF), u prosigt badano wptyw
karmienia dietg z dodatkiem 2% inuliny na profil biatkowy surowicy krwi. Wykazano, ze suplementacja
innuling spowodowata zmiany w ekspres;ji biatek bezposrednio lub po$rednio zaangazowanych w proces
hemostazy oraz biorgcych udziat we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Sugerowano, ze wzrost
poziomu fibrynogenu wraz z obnizeniem ekspresji plazminogenu moze wskazywaé, ze dieta
wzbogacona fruktanami sprzyja deponowaniu fibryny i krzepnieciu krwi. Obserwowano rowniez wzrost
ekspresji witronektyny i podjednostki alfa uktadu dopetniacza C8, ktéry moze chroni¢ organizm
gospodarza przed nadmierng aktywnoscig cytolityczng aktywnego ukfadu dopetniacza.
Wykazano réwniez, ze prosieta, ktérym podano inuline miaty nieznacznie zwigkszong koncentracje 19G
i IgA, podczas gdy poziom IgM miat tendencje malejaca. Ponadto, dieta bogata w fruktany nie wptyneta
na poziom cholesterolu catkowitego, HDLC, LDLC i triglicerydow w surowicy krwi prosiat.

W badaniach majacych na celu okre$li¢ dynamike zmian koncentracji wybranych frakcji biatek
w osoczu krwi cielgt od 1 do 7 dnia zycia, wykorzystano elektroforeze 1-D. Wykazano, Ze procentowy
udziat albumin w biatku catkowitym osocza krwi obnizat si¢ wraz z wiekiem cielgt. Natomiast stezenie
frakcji biatek o duzej masie czasteczkowej wykazywato tendencje wzrostowa. Stezenie biatek o matej
masie czasteczkowej zwiekszato sie w pierwszych czterech dniach zycia cielat. Sugerowano, ze zmiany
stezenia (udziatu w biatku catkowitym) poszczegolnych frakcji biatek osocza krwi sg zalezne przede
wszystkim od pokarmu ale takze od sprawnosci wchtaniania jelitowego, natezenia metabolizmu
i usuwania biatek drogg nerkowa. W innych badaniach (wykorzystujac 1-DE) wykazano zmniejszanie sie
usuwania biatek z moczem u cielat od 1. do 7. dnia Zycia.

Mocz jest stosunkowo fatwo pozyskiwanym materialem badawczym, mimo to niewiele jest prac
z zakresu proteomiki tego ptynu ustrojowego u zwierzat gospodarskich. W celu wygenerowania mapy
biatkowej obrazujacej profil biatkowy moczu tygodniowych cielat zastosowano nastepujgce techniki
proteomiczne: elektroforeze dwukierunkowg (2-DE) w potaczeniu ze spektrometrig masowg typu MALDI-
TOF-TOF oraz elektroforeze jednokierunkowg (1-DE) ze spektrometrem ORBITRAP. W wyniku
potaczenia wiw technik, w moczu badanych cielat zidentyfikowano 692 roznych biatek. W moczu
szeSciodniowych cielat zidentyfikowano biatka, ktérych obecno$¢ wykazano rowniez w osoczu
(surowicy) krwi u bydta: 78 kDa — biatko regulowane stezeniem glukozy, aktyne cytoplazmatyczng 1, a-

1-antyproteinaze, glikoproteine a-2-HS, apolipoproteine A-l, apolipoproteine A-1V, apolipoproteine ClII,
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apolipoproteine E, klusteryne, tancuch a fibrynogenu, tancuch B fibrynogenu, biatko 1 podobne do
fibrynogenu, gelsoling, haptoglobine, staly tancuch y 1 immunoglobuliny, kininogen-1, kininogen-2,
plazminogen, protrombine, biatko wigzace retinol 4, serotransferyng, serpine A3-1, albumine
osoczowg, transtyretyne oraz biatko wigzace witaming D. Ponadto, w moczu zidentyfikowano biatka,
ktérych obecno$¢ wykazano w nerkach bydta: tioesteraze acylo-biatkowa 1, dehydrogenaze alkoholows,
reduktaze aldozy, apolipoproteine A-l, kalbindyne, anhydraze weglanowg 2, transferaze S glutationu P,
dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego, pokrewne biatko szoku cieplnego 71 kDa,
peroksyredoksyne-2, kinaze 1 fosfoglicerynianowg, albuming surowiczg, dysmutaze ponadtlenkowg
(Cu-Zn), izomeraze triozofosforanowg i wimentyne.

W moczu cielgt wykazano obecnos¢ biatka Delta, ktdre tacznie ze swoim biatkiem receptorowym Notch
uczestniczy m.in. w procesie nefrogenezy. Ponadto w moczu obecne byly biatka strukturalne
oraz zaangazowane W proces przylegania miedzykomoérkowego, proliferacji i roznicowania
komorkowego, ktore obserwuje sie jedynie w moczu zwierzat w okresie neonatalnym: aktyna, tancuch
a-1  kolagenu, gelsolina, oksydaza lizylowa, nidogen 1, osteopontyna i plazminogen.
W prezentowanych badaniach proteom moczu zawierat biatka zwigzane zrozwojem embrionalnym
ssakow, ktorych nie stwierdzono u dorostych ludzi: ameloblastyny, a-fetoproteiny, wariantu trankryptu
specyficznej fibronektyny ptodowej 1, homologu biatka Indian hedgehog. W moczu obecne byly biatka
zwigzane z nerkowg regulacjg bilansu wodno-elektrolitowego: angiotensynogen, enzym konwertujacy
angiotensyne, akwaporyna 1, ezryna, uromodulina.

Ponadto w proteomie moczu tych cielgt wykazano obecno$¢ biatek nie zwigzanych z uktadem
wydalniczym a charakterystycznych dla innych tkanek (narzadow, uktadéw), m.in. dla uktadu nerwowego
(biatka 14-3-3 epsilon, midkiny, biatka NAGLU), uktadu sercowo-naczyniowego (angiogeniny,
angiopoetyny, efryny-a1, aminopeptydazy glutamylowe, laktadheryny (BP47), lizosomalnej a-
glukozydazy) oraz uktadu kostnego (tancucha kolagenu a-1(i), biatkka CTHRC1, glipikanu 3,
wydzielniczej fosfoproteiny 24, tripeptydylo-peptydazy 1).

Analizy proteomiczne wykonano podczas stazu naukowego w Instytutcie Biochemii i Biologii
Molekularnej, Uniwersytecie Potudniowej Danii w Odense. Uzyskane wyniki badan zaprezentowano
podczas ustnej prezentacji (w jezyku angielskim) na miedzynarodowej konferencji podczas XXVI
Kongresu Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego. Publikacja pt.: ,Urinary proteome of newborn calves”

jest w trakcie przygotowywania do opublikowania w czasopi$mie PlosOne.
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Wykorzystujac  elektroforeze  jednokierunkowg w potaczeniu  z  technikqg Western  blott
obserwowano istotny wzrost ekspresji akwaporyny 2 w moczu tygodniowych, dwutygodniowych
i trzytygodniowych cielgt poddanych dziataniu nadmiernej podazy laktozy wraz z preparatem
mlekozastepczym. Ponadto sugerowano, ze na wykazane zmiany wydalania tego biatka z moczem
nie miata wptywu wazopresyna argininowa, ktorej stezenie w osoczu krwi nie zmieniato sie po podaniu
laktozy. Nie obserwowano réwniez zmian w cisnieniu osmotycznym osocza krwi cielat.

Krew, docierajagc do wszystkich komorek organizmu, staje sie rezerwuarem biatek oraz
metabolitow wydzielanych przez tkanki ustroju. Techniki proteomiczne sg powszechnie stosowane
podczas analiz skfadu biatkowego osocza (surowicy) krwi. Duza zawarto$¢ soli oraz duza dysproporcja
pomiedzy biatkami wystepujacymi w niewielkiej ilosci a wystepujacymi w nadmiarze sg gtownymi
czynnikami odpowiedzialnymi za trudno$ci w petnej charakterystyce proteomu osocza (surowicy) krwi.
Dostepne sq rozne metody usuwania biatek wystepujacych w nadmiarze w osoczu krwi lub surowicy.
Jedng z najbardziej obecnie skutecznych metod jest technika oparta na kombinatorycznych bibliotekach
ligandow heksapeptydowych. Zastosowanie tej techniki w omawianej pracy badawczej zwiekszyto liczbe
zidentyfikowanych spotéw biatkowych surowicy prosigt oraz osocza krwi cielat. Obserwowano,
po zmniejszeniu stezenia biatek wystepujgcych w nadmiarze. Wykazano réwniez zmniejszenie sie
formowania skupisk spotéow biatkowych. Wskazywano, Zze zastosowana metoda usuwania biatek
wystepujacych w nadmiarze, jest powtarzalna ize mozna jq wykorzysta¢ do przygotowywania prob
osocza (surowicy) krwi miodych, rosnacych zwierzat do elektroforezy 2D. Sugerowano, ze zwiekszanie
iloSci biatek wystepujacych w niewielkiej iloSci na Zelach 2D pozwala na kompletng analize proteomu
osocza (surowicy) krwi i tym samym umozliwia odkrycie nowych biomarkerdw, ktére mogq by¢
przydatne w medycynie weterynaryjne;.

Ciggte udoskonalanie elektroforetycznych metod rozdziatu biatek wymusito konieczno$c¢
poszukiwania bardziej czutych i mniej czasochtonnych metod ich wizualizacji. Na podstawie wynikow
badan réznych autoréw trudno jest jednoznacznie okresli¢ skuteczno$¢ danego protokotu barwienia.
Zastosowanie analizy poréwnawczej metod barwienia z uzyciem biekitu coomassie G-250 wykazato,
wyzszg skutecznos¢ detekeji biatek z wykorzystaniem protokotu Pinka. Wykazano réwniez, ze metoda ta
jest mniej czasochtonna od protokotu opracowanego przez Hovinga, a takze nie wymaga zastosowania

obcigzajacego $rodowisko metanolu.
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Proteomika jest dziedzing nauki, ktéra zajmuje sie analizg proteomu, czyli catkowitego sktadu
biatkowego organizmu, a w szczegdlnosci strukturg i funkcjg biatek oraz ich wzajemnej interakcji.
Badania z wykorzystaniem narzedzi proteomicznych prowadzone na zwierzgtach hodowlanych, w tym
na $winiach, sg skierowane na zrozumienie mechanizméw biologicznych, zwigzanych z produkcjq
zywnos$ci na potrzeby czlowieka. Dla wspotczesnej praktyki w przemysle hodowlanym bardzo wazne
znaczenie ma rozpoznanie chorob we wczesnym stadium. Dlatego, identyfikacja biatek rdznigcych sie
ekspresjg moze stanowi¢ podstawe wyboru biomarkeréw zaréwno w diagnostyce, jak i dziataniach
prewencyjnych. Narzedzia proteomiczne znalazty zastosowanie w badaniach: jako$ci produktow
zwierzecych, nad optymalizacjg reprodukcji. W omawianych pracach przegladowych oraz podczas
konferencji naukowych przedstawiono publikacje, w ktorych wykorzystano techniki proteomiczne
w badaniach na zwierzetach. Podkre$lano, ze w naukach przyrodniczych, jak réwniez w rolnictwie,
wdrozenie proteomiki jest waznym krokiem w kierunku osiggniecia lepszej jako$ci produktéw i bardziej

zrownowazonej produkcji zwierzece.
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Podsumowanie dorobku naukowego
M¢j dorobek naukowy obejmuje 58 pozycji (12 pozycji opublikowanych przed uzyskaniem stopnia
naukowego doktora, 46 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora). Wyniki prowadzonych badan byly

prezentowane na konferencjach krajowych i miedzynarodowych.

Tabelaryczne zestawienie osiggnie¢ w pracy naukowo-badawczej

Przed uzyskaniem | Po uzyskaniu

Heer] il stopnia doktora | stopnia doktora

Lacznie

1. Oryginalne opublikowane prace twércze 2 22 24

a. w czasopismach znajdujacych sie w bazie

Journal Citation Reports (JRC) 13 13
Acta Veterinaria Brno 1 1
Folia Biologica (Krakow) 4 4
Polish Journal of Veterinary Sciences 2 2
Biotechnic and Histochemistry 1 1
Turkish Journal of Veterinary Animal Sciences 3 3
Canadian Journal of Animal Science 1 1
Journal of Physiology and Pharmacology 1 1

b. w czasopismach migedzynarodowych lub
krajowych innych niz znajdujace sie w bazie 6 6
Journal Citation Reports (JCR)

Electronic Journal of Polish  Agricultural
Universities. Series Veterinary Medicine

Acta Scientiarum Polonorum. Seria Medicina
Veterinaria

Acta Scientiarum Polonorum. Seria Zootech-
nica

c. w recenzowanych czasopismach, zeszytach

lokalnych innych niz znajdujace sie w bazie 2 3 5
Journal Citation Reports (JCR)
Folia Universitatis Agriculturae Stetinensis.
Zootechnica (obecnie: Folia Pomeranae
Universitatis Technologiae Stetinensis 2 3 5
Agricultura, Alimentaria, Piscaria et
Zootechnica)

-
o

Inne publikacje 21

doniesienia i komunikaty 13

prace przegladowe

N[~
D

prace popularno — naukowe

rozdziaty w monografiach

Podreczniki i skrypty

Prace recenzowane nieopublikowane

N~

. W czasopismach z Impact Factor

2] N e
-/ BN PN T YNNI TP R

G R A RIS

S
»

azem 12
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Sumaryczny impact factor (IF) za publikacje naukowe wg listy Journal Citation Reports (JRC) zgodnie
z rokiem opublikowania — 8,108

Ogodlna liczba punktow za publikacje naukowe wg wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodnie z rokiem
opublikowania — 331

Liczba cytowan wg Web of Science — 23

Indeks Hirscha wg bazy Web of Science — 3

6. Kierowanie miedzynarodowymi | krajowymi projektami badawczymi oraz udziat w takich
projektach
Jptyw konwertazy angiotensyny i przedsionkowego peptydu natriuretycznego na pourodzeniowg
adaptacje nerek cielgt’, 2002-2004, Komitet Badan Naukowych, nr 3P06D 028 22 (drugi wykonawca
projektu).
Wptyw nadmiaru weglowodanow w diecie na profil biatkowy osocza krwi imoczu oraz nerkowe

mechanizmy requlacji bilansu wodno-elektrolitowego u cielgt w pierwszym miesigcu zycia", 2010-2013,
Narodowe Centrum Nauki, N N311 016239 (kierownik grantu).

,Analiza proteomu osocza krwi dojrzatych pfciowo jatbwek, pierwiastek w kolejnych miesigcach cigzy
i krow w pierwszych trzech miesigcach laktacji”, 2010-2013, Narodowe Centrum Nauki, N N311 012538

(wykonawca).

Szczecin, dnia 19 pazdziernika 2015 roku
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Harmonogram przebiegu postgpowania habilitacyjnego dr inz. Alicji Dratwy-Chatupnik
w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie zootechnika prowadzonego przez
Rad¢ Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

Data Przebieg Jednostka odpowiedzialna
. . e Centralna Komisja ds. Stopni
22.10.2015 | Wszczgcie postgpowania habilitacyjnego i Tytutéw
Uchwala w sp rawie wyrazenia zquy ha Rada Wydzialu Biotechnologii
25.11.2015 przeprowadzenie postgpowania . .
. : 1 Hodowli Zwierzat
habilitacyjnego
25 11.2015 Uchwata w sprawie powotania trzech Rada Wydzialu Biotechnologii
T cztonkéw komisji habilitacyjne;j 1 Hodowli Zwierzat
) .. e Centralna Komisja ds. Stopni
7.12.2015 Powotlanie komisji habilitacyjnej i Tytutéw
Powiadomienie czlonkéw o powotaniu Dzickan Wvdziatu Biotechnologii
29.12.2015 |  ich w skiad komisji habilitacyjnej i § v ydziat bl &
) - 1 Hodowli Zwierzat
przekazanie dokumentacji
09- Wolvniccie recenzii Dziekanat Wydziatu Biotechnologii
25.02.2016 piynig ] 1 Hodowli Zwierzat
Przekazanie recenzji cztonkom komisji | Dziekanat Wydzialu Biotechnologii
25.02.2016 s . e
habilitacyjne;j 1 Hodowli Zwierzat
4032016 |  Posiedzenie komisji habilitacyjnej | DZckanat Wydziatu Biotechnologii
1 Hodowli Zwierzat
Uchwata Rady Wydzialu w sprawie
16.03.2016 nadania stopnia naukowego doktora Rada Wydzialu Biotechnologii

habilitowanego

1 Hodowli Zwierzat




CENTRALNA KOMISJA Warszawa, 7 grudnia 2015 .
DO SPRAW STOPNI I TYTULOW tel. 22 826-82-38: tel / fax. 22 656 63 28

e-mail: kancelaria@ck.gov.pl

Patac Kultury i Nauki
00-901 Warszawa

Nr BCK - 1lI-L-8688/2015

Dziekan
Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu

Technologicznego
w Szczecinie

Centralna Komisja do Spraw Stopni i Tytutéw, na podstawie art. 18 a ust. 5 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 2014 r. poz. 1852 ze zm. w Dz. U. z 2015 r. poz. 249), zwana dale| ustawa,
informuje, iz w dniu 7 grudnia 2015 r. powotata komisje habilitacyjna, w sktad ktérej wchodza:

1. przewodniczacy komisji — prof. Zygmunt Litwinczuk - Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
2. sekretarz Komisji — prof. Danuta Szczerbinska - Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie, .
3. recenzent — prof. Leszek Nogowski - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
4 recenzent — dr hab. Jolanta Oprzadek - Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat Polskie)
Akademii Nauk w Jastrzebcu,
5. recenzent komisji — prof. Wojciech Zawadzki - Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie,
6. cztonek komisji — dr hab. Beata Kuczynska - Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie,
7. cztonek komisji — prof. Jan Udata - Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie,
w celu przeprowadzenia postepowania habilitacyjnego dr Alicji DRATWY-CHALUPNIK
wszczetego w dniu 22 pazdziernika 2015 r. w dziedzinie ‘nauk rolniczych, w dyscyplinie
zootechnika.
Jednoczesnie zwracamy sie do Rady Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z uprzejmg prosbg o

powiadomienie, w imieniu Centralnej Komisji, ww. 0s0b o powotaniu ich w sktad przedmiotowej

komisji oraz o przekazanie dokumentac)i sprawy.
W zataczeniu Centralna Komisja przekazuje dokumentacje, o ktérej mowa w art. 18a ust. 1
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Uchwatla nr 8/2016

Rady Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 16 marca 2016 roku

w sprawie nadania stopnia naukowego doktora habilitowanego
dr inz. Alicji Dratwie-Chalupnik
w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika

Na podstawie art. 18 ust. 1 i art. 18a ust. 11 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 roku, nr 65, poz. 595, tekst jednolity z dnia 2 grudnia 2014
roku, poz. 1852) oraz w zwiazku z Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 1 wrzesnia 2011 roku w sprawie kryteriébw oceny osiagnie¢ osoby
ubiegajacej sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego (Dz. U. Nr 196, poz. 1165)
i Rozporzadzenia MNiSW z dnia 3 pazdziernika 2014 roku w sprawie szczegolowego
trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytulu profesora (Dz.
U. Nr 0, poz. 1383) Rada Wydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat uchwala co
nastepuje:

§1

Rada Wydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat nadaje dr inz. Alicji Dratwie-
Chatupnik stopien naukowy doktora habilitowanego nauk rolniczych w dyscyplinie
zootechnika.

§2

Uchwatla wchodzi w Zycie z dniem podjecia.

Przewodniczacy Rady Wydziatu

r/hab. Jan Udala

Szczecin, 16 marca 2016 r.
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