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1. Imie i nazwisko

Aleksandra Pliszczak-Krol

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe (nazwy, miejsca i rok ich uzyskania)

09. 05. 2000 doktor nauk weterynaryjnych,
Wydzial Medycyny Weterynaryjne;,

Akademia Rolnicza we Wroctawiu.

Tytul pracy doktorskiej

»Reaktywnos¢ limfocytéw krwi kurczat z do§wiadczalng dysfunkcja uktadu limfatycznego™

01.03. 1990 lekarz weterynarii,

Wydzial Medycyny Weterynaryjne;j,
Akademia Rolnicza we Wroctawiu.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od 01. 06. 2000:  adiunkt

Zaktad Patofizjologii,

Katedra Anatomii Patologicznej, Patofizjologii

i Weterynarii Sadowej (do 2010 1.),

Katedra Immunologii, Patofizjologii i Prewencji Weterynaryjnej (od 2010 r.),
Wydziat Medycyny Weterynaryjne;j,

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu.

01.03. 1990 - 31. 05. 2000:  asystent,

Zaktad Patofizjologii,

Katedra Anatomii Patologicznej, Patofizjologii i Weterynarii Sagdowej,
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,

Akademia Rolnicza we Wroctawiu.
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Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 219 ust. 1. pkt. 2 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2018 r. poz. ze zm. w Dz. U. z 2021 r. poz. 478).

Tytul osiagni¢cia naukowego

,,Analiza parametréw hemostazy u zwierzat zdrowych i w wybranych stanach
patologicznych”

Publikacje naukowe stanowiace osiggniecie naukowe

Na osiagni¢cie naukowe sktada si¢ cykl 3 oryginalnych, powigzanych tematycznie
publikacji, w ktorych jestem pierwszym, a takze korespondencyjnym autorem.

1. Pliszczak-Krol A., Rzgsa A., Gemra M., Krdl J., Luczak G., Zyzak A., Zalewski D.,
Iwaszko-Simonik A., Graczyk S. Age-related changes of platelet and plasma
coagulation parameters in young pigs. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation,
2016; 28(5): 561-567. https://doi.org/10.1177/1040638716658928.

(punkty MNiSW 30 IF2016 0,925)

Moj wktad w powstanie publikacji polegal na: opracowaniu koncepcji i metodyki badan, zaplanowaniu i
wykonaniu wigkszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz sformutowaniu
wnioskdw, opracowaniu manuskryptu i polemice z recenzentami. Mdj udziat procentowy szacuje na 65 %.

2. Pliszczak-Krol A., Gemra M., Kozdrowski R., Zalewski D., Iwaszko A. Involvement of
hemostasis in pathophysiology of RAO in horses. Veterinary Immunology and
Immunopathology, 2020, 230.
https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2020.110128.

(punkty MEIN 70 IF2020 2,046)

Moj wktad w powstanie publikacji polegal na: opracowaniu koncepcji i metodyki badan, zaplanowaniu i
wykonaniu wigkszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz sformutowaniu
wnioskdw, opracowaniu manuskryptu i polemice z recenzentami. M6j udziat procentowy szacuje na 80 %.

3. Pliszczak-Krél A., Kietbowicz Z., Krdl J., Antonczyk A., Gemra M., Skrzypczak P.,
Przadka P., Zalewski D., Biezynski J., Nicpon J. Parameters of hemostasis in sheep
implanted with composite scaffold settled by stimulated mesenchymal stem cells -
evaluation of the animal model. Materials 2021, 14(22), 6934.
https://doi.org/10.3390/mal4226934.

(punkty MEIN 140 IF2021 3,623)

Moéj wktad w powstanie publikacji polegat na: opracowaniu koncepcji i metodyki badan, zaplanowaniu i
wykonaniu wickszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz sformulowaniu
wnioskow, opracowaniu manuskryptu i polemice z recenzentami. M6j udziat procentowy szacuje na 70 %.
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Sumaryczny wskaznik Impact Factor (IF) publikacji stanowigcych osiggni¢cie naukowe
wg Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania,

wynosi 6,594,

Sumaryczna punktacja MEIN publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

wynosi  240.

Omowienie celu naukowego i wynikow prac
stanowiacych osiagniecie naukowe

Wprowadzenie

Hemostaza jest procesem, ktéry odpowiada za utrzymanie krwi w plynnej postaci w
tozysku naczyniowym. W przypadku naruszenia integralno$ci naczynia krwiono$nego,
bierze ona udzial w procesie naprawy uszkodzen jego §ciany oraz zapobiega utracie peinej
krwi lub osocza (Spronk et al. 2003; Wolberg et al. 2012). Dodatkowo, gdy zostaje
naruszona integralnos¢ ustroju, natychmiastowe uruchomienie mechanizméw hemostazy
wspomaga niszczenie i/lub usuwanie czynnika szkodliwego, neutralizowanie uszkodzonych
komorek 1 uwolnionych substancji prozapalnych, a takze naprawianie 1 odtwarzanie
utraconych tkanek (Laurens et al. 2006; Monroe et al. 2012; Opneja et al. 2019).

Hemostaz¢ tworzy wysoce zintegrowany system $ci$le ze sobg wspotpracujacych
sktadowych, ktorymi sg hemostaza pierwotna i wtorna oraz fibrynoliza (Gentry 2004;
Pilcher 2008, van der Poll et al. 2014, Riddel et al. 2007, Spronk et al. 2003). Na hemostazg
pierwotng sktadaja si¢ hemostaza naczyniowa 1 hemostaza plytkowa. Hemostaza
naczyniowa zwigzana jest z budowg $cian naczyn krwionosnych (warunkuje reaktywnos¢
naczyn) 1 funkcja wydzielniczg komorek srédbtonka - stanowig one bariere fizyczng 1
biochemiczng migdzy krwig i tkankami (Wolberg et al. 2012). Aby odpowiedzie¢ na biezace
warunki panujgce w tkankach oraz ich zapotrzebowanie na substancje odzywcze 1 tlen,
naczynia reaguja adekwatnie skurczem lub rozkurczem, a co za tym idzie, zwe¢zeniem lub
rozszerzeniem $wiatla, co zapewnia pozadang objetos¢ krwi oraz odpowiednie tempo jej
przeptywu. Substancje o dzialaniu przeciwzakrzepowym, wydzielane przez komorki
srodbtonka, czynig go ,,niecinwazyjnym” dla komoérek i sktadnikow krwi - wspomagaja
utrzymanie ptynnej postaci krwi. Hemostaze¢ ptytkowa tworzg ptytki krwi, ktore w miejscu
naruszenia $ciany naczynia tworzg czop plytkowy dla uszczelnienia uszkodzenia 1
zatrzymania wyptywu krwi (Blair et al. 2009; de Witt et al. 2014). W wyniku aktywacji
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hemostazy wtdérnej (zwanej tez hemostaza osoczowg lub osoczowym uktadem krzepnigcia)
tworzona jest fibryna - stabilizujace rusztowanie bialkowe dla tworzacego si¢ czopu
plytkowego. Hemostaza pierwotna 1 wtdrna tworzg razem uktad krzepni¢cia krwi. Efektem
jego aktywacji jest czop hemostatyczny - zakrzep zbudowany z fibryny i elementow
morfotycznych krwi. Mechanizmem antagonistycznym do krzepnigcia jest fibrynoliza, ktora
prowadzi do enzymatycznego rozktadu powstatych zakrzepow.

Bioragc pod uwage mechanizmy fizyczne i biochemiczne opisywanych procesow, a
takze interakcje migdzykomoérkowe, przyjety zostal trojfazowy model krzepnigcia krwi
(Hoffman et al. 2007; Pilcher 2008; Riddel et al. 2007). Faza | (zapoczatkowania lub
inicjacji) rozpoczyna si¢ w momencie uszkodzenia $ciany naczynia krwionos$nego. W
miejscu uszkodzenia zostajg odstoniete widkna kolagenowe, ktore stanowig powierzchnie
adhezyjng dla ptytek krwi (aktywacja ptytek). Dochodzi do adhezji, a nastepnie agregacji
aktywnych plytek, ktore uwalniaja czynniki biorgce udzial w krzepnigciu (fibrynogen,
czynniki V i VIII, czynnik vonWillebrand’a). Dodatkowo, na powierzchni uszkodzonych
komorek ulega ekspresji czynnik tkankowy (Tissue Factor, TF). Kontakt TF z krwia
aktywuje zewnatrzpochodny szlak uktadu krzepnigcia - enzymatyczng konwersje
nieaktywnych czynnikdw osoczowych (biatek) do formy aktywnej oraz powstanie
niewielkiej ilosci trombiny. Rozpoczyna si¢ faza Il, tj. wzmocnienia (amplifikacji).
Naruszenie morfologii $rédblonka zmienia charakter jego aktywno$ci wydzielnicze] z
przeciwzakrzepowego na prozakrzepowy oraz prowadzi do rozwoju zapalenia, ktérego
mechanizmy takze wspomagaja krzepniecie krwi (Iba et al. 2018; Wolberg et al. 2012).
Przebiegajace procesy zostaja znaczaco wzmocnione uaktywnieniem si¢ czynnikoéw
wewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia. W rezultacie wytwarzana jest juz znaczna ilo$¢
trombiny. W fazie Il (rozprzestrzeniania si¢ lub propagacji), trombina przeksztalca
fibrynogen w fibryneg; jest to tzw. szlak (tor) wspdlny krzepnigcia. Fibryna stanowi
rusztowanie dla powstajacego zakrzepu, stabilizuje go 1 unieruchamia w miejscu
uszkodzenia §ciany naczynia - $ciana zostaje uszczelniona. Wszystkie procesy maja przebieg
dynamiczny, tzn. zachodzg w bardzo krétkim czasie (sekundy - minuty) i obejmujg swoim
zasiegiem coraz to wigkszg powierzchnie. Aby przeciwdziata¢ potencjalnemu zagrozeniu
catkowitego zamknigcia $wiatta naczynia, a w konsekwencji, utracie drozno$ci nawet
dhuzszego odcinka naczyn, budowanie si¢ zakrzepu jest kontrolowane przez inhibitory - jest
to ograniczenie (terminacja) krzepnigcia (Riddel et al. 2007). Ostatecznie, po zakonczeniu
gojenia uszkodzonej $ciany naczynia, czop hemostatyczny ulega degradacji w procesie
fibrynolizy a naczynie zostaje calkowicie udroznione.

Gdyby hemostazg osoczowa (wtdrng) wyodrebni¢ z catego procesu hemostazy,
uwidacznia si¢ kaskadowy charakter jej przebiegu (Antoniak 2018; Gentry 2004; Hoffman
etal. 2007; Long et al. 2016; Mackman et al. 2007; Pilcher 2008; Riddel et al. 2007; Spronk
et al. 2003). Skladaja si¢ na nig, wspomniane powyzej, szlaki zewnatrzpochodny i
wewnatrzpochodny, ktore nastgpnie tagcza si¢ w szlak wspdlny krzepnigcia osoczowego.
Aktywacja szlaku zewnatrzpochodnego wiaze si¢ z uszkodzeniem $ciany naczynia i tkanek
przestrzeni okotonaczyniowej. Na powierzchni komorek srodblonka 1 migsni gladkich
naczyn, monocytow, a takze komorek tkanki lacznej okotonaczyniowej (fibroblastow)
dochodzi do ekspres;ji, ukrytego w nich dotad, czynnika tkankowego (TF) (Mackman et al.
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2007; van der Poll et al. 2014). W wyniku kontaktu z krwia, TF taczy si¢ z nieaktywnym
czynnikiem V11 (powstaje czynnik VIla). Kompleks TF-Vlla aktywuje czynniki X (inicjacja
toru wspolnego) oraz IX (w kompleksie tenazy, nalezacej do uktadu wewnatrzpochodnego).
Aktywny czynnik X (Xa) na powierzchni bton ptytek, w obecnosci jonow Ca*? wchodzi z
kolei w interakcj¢ z czynnikiem V, w wyniku czego tworzy si¢ kompleks protrombinazy.
Na tym etapie nastepuje polaczenie z wewnatrzpochodnym szlakiem krzepnigcia. Szlak
wewnatrzpochodny rozpoczyna si¢ od aktywacji czynnikéw kontaktu (Long et al. 2016).
Naleza do nich prekallikreina, wielkoczasteczkowy kininogen (HMWK), plazminogen oraz
nieaktywny czynnik XII. Na powierzchni ujemnie naladowanych bton ptytek krwi aktywuje
si¢ czynnik XII (XIla jest jego formg aktywna). Czynnik XIla przeprowadza prekallikreing
w aktywnag kallikreing. Z kolei kallikreina konwertuyje HMWK do bradykininy, a
plazminogen do plazminy. Powstanie bradykininy osoczowej jest jednym z ogniw taczacych
hemostazg z procesem zapalnym. Natomiast w samym procesie krzepnigcia, czynnik XIla
aktywuje czynnik X1 (powstaje Xla), a ten z kolei uaktywnia czynnik IX (powstaje 1Xa).
Ten ostatni wchodzi w interakcje z aktywnym czynnikiem VIlla na powierzchni bton plytek
(w obecnosci jonow Ca*?) i tworzy kompleks tenazy. Na tym etapie nastepuje potaczenie ze
szlakiem zewnatrzpochodnym. W nastepstwie polaczenia obu szlakéw we wspdlny tor
krzepnigcia, kompleks tenazy wzmacnia dzialanie kompleksu protrombinazy. Nastepuje
nasilenie i przyspieszenie konwersji nieaktywnej protrombiny (czynnik II) w aktywna
trombing (czynnik 1Ila). Trombina Kkatalizuje proteoliz¢ rozpuszczonego w o0soczu
fibrynogenu, w wyniku czego powstaja monomery fibryny (fibryna niestabilizowana).
Trombina aktywuje tez czynnik XIII, ktoéry posredniczy w polimeryzacji monomerow
fibryny - fibryna (polimer) staje si¢ mniej rozpuszczalna i bardziej lepka, stanowiac silne
rusztowanie dla powstajacego zakrzepu.

Tworzenie zakrzepu jest ograniczane przez inhibitory o szerokim zakresie
oddziatywania; naleza do nich antytrombina (AT), bialkko C oraz inhibitor
zewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia (TFPI). Efekt hamowania aktywacji krzepnigcia
pojawia si¢ bardzo szybko, juz w odpowiedzi na powstanie kompleksu TF-VIla (inhibitorem
jest TFPI). Antytrombina (AT) inaktywuje trombing, glowny aktywator krzepnigcia oraz
czynnik X. W ten sposob znosi ona efekt dziatania kompleksu protrombinazy i ,,0dcina”
szlak wspolny krzepnigcia. Przez inaktywacj¢ czynnikoéw IX, XI 1 XII przyczynia si¢ tez do
hamowania kompleksu tenazy 1 do hamowania wewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia.
Do inhibicji obu wspomnianych szlakow przyczynia si¢ tez biatko C, inaktywujac czynnik
V w kompleksie protrombinazy oraz czynnik V111 w kompleksie tenazy.

Fibrynoliza prowadzi do enzymatycznej degradacji struktury zakrzepu (Chapin et al.
2015; Hoover-Plow 2016; Pilcher 2008; Rijken et al. 2009). Gtéwnym enzymem procesu
jest plazmina, powstajaca z aktywacji nieczynnego plazminogenu. Do aktywacji
plazminogenu dochodzi w fazie amplifikacji krzepnigcia przez czynniki kontaktu (szlak
wewnatrzpochodny krzepnigcia). Dodatkowo, jest on aktywowany przez tkankowy
aktywator plazminogenu (t-PA) oraz urokinazowy aktywator plazminogenu (u-PA).
Aktywacja przez t-PA odbywa si¢ na powierzchni fibryny - finalnego produktu krzepnigcia.
Powstata plazmina rozktada czynniki aktywujace, tj. V, VIII, IX, X, przez co hamuje szlaki
wewnatrzpochodny 1 wspoOlny krzepnigcia. Degraduje tez fibrynogen oraz fibryne
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niestabilizowang, w wyniku czego powstajg tzw. produkty degradacji fibryny (fibrin
degradation products-FDP’s), oraz fibryne stabilizowana, ktorej produktami rozktadu sg D-
dimery. Fibrynoliza polega nie tylko na degradacji zakrzepow juz istniejacych, ale takze,
jako proces antagonistyczny do krzepnig¢cia, zapobiega tworzeniu si¢ nowych. Jej przebieg
jest Scisle nadzorowany przez inhibitory, wsrdd ktéorych do najwazniejszych naleza:
aktywowany trombing inhibitor fibrynolizy (TAFI; zmienia on struktur¢ chemiczng fibryny,
co uniemozliwia wigzanie do niej plazminogenu i t-PA), inhibitory aktywatora
plazminogenu (PAI-1 i PAI-2, uniemozliwiajace aktywacje samego plazminogenu) oraz o-
antyplazmina (rozktadajaca plazming).

Prawidlowe funkcjonowanie hemostazy jest $cisle uzaleznione od precyzyjnej
rownowagi miedzy sprawnie dziatajacymi mechanizmami jej sktadowych, czynnikami je
aktywujacymi 1 hamujacymi oraz relacji komoérkowych (ptytki - pozostate komoérki krwi,
komorki $rodblonka naczyn i komorki przestrzeni okotonaczyniowej) (Blair et al. 2009;
Foley et al. 2016; Iba et al. 2018; Spronk et al. 2003). Nawet krotkotrwate zachwianie tej
rownowagi moze prowadzi¢ z jednej strony do krwawien, a z drugiej, do tworzenia si¢
zakrzepéw w naczyniach, a nawet rozsianego wewnatrznaczyniowego wykrzepiania krwi
(DIC) (Rijken et al. 2008; Spronk et al. 2003). Utrata krwi lub obecno$¢ zakrzepoéw
prowadzi do stanu niedokrwienia tkanek i narzadow oraz pojawienia si¢ powiktan
zakrzepowo-zatorowych. Ich konsekwencja moga by¢ roznego stopnia problemy zdrowotne,
a takze wydtuzenie czasu zdrowienia. Duza dynamika (krotki czas) przebiegu mechanizmow
zaburzonej (np. zaktywowanej) hemostazy nierzadko bywa tez przyczynag naglej $mierci
organizmu z powodu braku mozliwosci podjecia natychmiastowego postepowania
terapeutycznego, w szczegdlnosci gdy problem dotyczy narzadow krytycznych, takich jak
moézg (udary), serce (zawaty) czy ptuca (zatory) (Spronk et al. 2003).

Zmieniona reaktywno$¢ mechanizmdéw hemostazy powodowana jest przez rozne,
wrodzone lub nabyte, zaburzenia strukturalne lub funkcjonalne poszczegdlnych jej
sktadowych. Moga one pojawic si¢ w efekcie chordb dotyczacych bezposrednio krwi lub jej
tworzenia, ale takze w chorobach niehematologicznych, stanach pourazowych i wyniku
zabiegow operacyjnych (Antoniak 2018; Blair et al. 2009; Gentry 2004; Hoffman et al.
2007; Long et al. 2016; Pilcher 2008; Riddel et al. 2007; Schuliga 2015; van der Poll et al.
2014; Wolberg et al. 2012). Zaburzenia krzepnigcia i fibrynolizy bywaja tez obserwowane
w stanach nie zwigzanych z choroba, np. podczas intensywnego wzrostu i dojrzewania
organizmu czy ci3zy 1 potogu. Bez wzgledu na przyczyne oraz okoliczno$ci wystepowania,
skutki zmian aktywnos$ci hemostazy czgsto stanowig powazny problem zarowno w
medycynie ludzkiej jak i weterynaryjnej.

Cele naukowe osiagniecia

Jeszcze do niedawna, badanie procesow hemostazy bylo prawie wylacznie domena
medycyny cztowieka. W efekcie, wigkszos¢ procedur diagnostycznych (a co za tym idzie,
dostepnos¢ odpowiednich odczynnikoéw, kalibracja urzadzen do pomiaréw parametrow
krzepnigcia czy opracowanie szczegotowych zakresow referencyjnych) dotyczyly
mechanizmow krzepnigcia i fibrynolizy zachodzacych w krwi ludzkiej. Jednak gwattowny
rozwdj nauk weterynaryjnych, w tym hematologii, kardiologii, chirurgii czy nauki o
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chorobach wewnetrznych powoduje, Zze niezbedne staje si¢ rowniez szczegbétowe poznanie
zjawisk hemostazy zachodzacych u poszczegdlnych gatunkoéw zwierzat. Nalezy podkreslic,
ze pomimo bardzo intensywnego, ogolnego rozwoju koagulologii jako nauki medycznej,
nadal niewiele wiadomo na temat mechanizmow oraz istotnych parametrow krzepniecia u
zwierzat, a odpowiednie dane literaturowe pozostajg skape 1 wyrywkowe (Pichler 2008).
Majac na uwadze to, jak powazny i szeroki jest wptyw hemostazy na utrzymanie homeostazy
ustroju oraz na wystapienie i przebieg choroby, w trakcie mojej pracy naukowo-badawczej
podjetam si¢ kompleksowych badan nad hemostaza u zwierzat zdrowych i w réznych
stanach patologicznych. Badania takie mogg by¢ przydatne w wielu aspektach medycyny
weterynaryjnej, np. w doborze dodatkowych, specyficznych i czulych metod badan
diagnostycznych czy monitorowaniu przebiegu choroby, a takze moga pozwoli¢ na
skrécenie terapii lub rekonwalescencji oraz na oceng ryzyka potencjalnego zaostrzenia lub
powiklania istniejacego stanu patologicznego. Ponadto, biorac pod uwage fakt, ze rézne
gatunki zwierzat s3 wykorzystywane jako model do$wiadczalny do badan w zakresie
medycyny regeneracyjnej i transplantacyjnej oraz chirurgii i kardiologii cztowieka, poznanie
procesoOw hemostazy u tych zwierzat jest niezwykle istotne do oceny potencjalnego ryzyka
zwigzanego z okreslonym zabiegiem czy procedurg medyczng (Giraud et al. 2011; Foley et
al. 2014; lbrahim et al. 2006; Martini et al. 2001; Pearce et al. 2007; Sartoretto et al. 2016;
Siller-Matula et al. 2008; Vodic¢ka et al. 2005). Dodatkowo, celem prowadzonych przeze
mnie badan bylo opracowanie ustandaryzowanych metod diagnostycznych w zakresie
koagulologii weterynaryjnej, przy wykorzystaniu dostgpnej aparatury i odczynnikow
stosowanych w medycynie cztowieka.

Opis prac stanowigcych osiagniecie naukowe

Publikacje stanowigce osiggnigcie naukowe opisujg badania, ktore przeprowadzitam
u zwierzat zdrowych 1 w roznych stanach patologicznych.

Wyniki badan mechanizméw hemostazy u $win zdrowych zostaty przedstawione w
publikacji nr 1:

Pliszczak-Krol A., Rzgsa A., Gemra M., Krdl J., Luczak G., Zyzak A., Zalewski D.,
Iwaszko-Simonik A., Graczyk S. Age-related changes of platelet and plasma coagulation
parameters in young pigs. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 2016; 28(5):
561-567. https://doi.org/10.1177/1040638716658928.

(punkty MNiSW: 30 IF2016: 0,925)

Badania dotyczyty oceny zmian w zakresie hemostazy ptytkowej i osoczowej u §win
zdrowych w okresie od pierwszych dni po urodzeniu do zakonczenia pierwszego roku zycia.
Glownym powodem wyboru tego gatunku zwierzecia jako obiektu badan byt fakt, ze Swinie
sg wykorzystywane jako model doswiadczalny w badaniach biomedycznych dla medycyny
regeneracyjnej i1 transplantacyjnej czlowieka. Ponadto, celem badan byto okreslenie, czy
przy tak duzym stopniu ztozonosci procesow hemostazy wszystkie jej komponenty uzyskuja
pelng sprawno$¢ w tym samym czasie, oraz w jakim stopniu mechanizmy krzepnigcia
uzaleznione s3 od zmian w organizmie zwierzat zachodzacych w trakcie wzrostu 1
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dojrzewania. Swinie cechuja sie intensywnym wzrostem i przyspieszonym dojrzewaniem, a
niektore rasy osiggaja dojrzatos$¢ ptciowa juz w 9. - 15. tygodniu zycia. W tym czasie masa
ich ciata moze wzrosna¢ kilkadziesiat (ok. 80) razy, natomiast masa watroby 1 Sledziony,
odpowiednio, nawet 50 i 117 razy (Friedman et al. 1994). Tak szybki, asynchroniczny
rozw0j ciata 1 narzadow wewnetrznych moze by¢ przyczyng zaburzen funkcji
fizjologicznych, w tym 1 hemostazy. Ocena parametrow hemostazy moze mie¢ praktyczne
znaczenie w monitorowaniu zdrowia tych zwierzat, a ponadto warto$ci poszczegdlnych
parametréw moga by¢ wykorzystane w analizie poréwnawczej podobnych procesow u
innych gatunkéw zwierzat i u cztowieka (Pilcher 2008; Vodicka et al. 2005).

Badaniami objetych byto 50 zdrowych $win (25 knurkéw i 25 loszek) rasy mieszanej
(Wielka Biata Polska x Polska Biata Zwistoucha), wybranych losowo z 14 r6znych miotow,
hodowanych w tych samych warunkach fermowych. Krew do badan pobierana byta
najpierw w 2. dniu zycia, a nastgpnie w 3., 4., 5., 6., 8., 10., 18., 20. i 24. tygodniu. Dla oceny
hemostazy pierwotnej, we krwi pelnej okreslane byty: ogolna liczba ptytek (PLT), srednia
objetos¢ ptytki (MCV) i odsetek ptytek olbrzymich P-LCR). Pomiary te wykonano przy
uzyciu analizatora hematologicznego PROCAN PE 6800 (Procan Electronics Inc., Chiny).
Dla oceny hemostazy wtdrnej, w osoczu pozyskanym z pobranej krwi oznaczony zostal czas
protrombinowy (PT; pozwala oceni¢ sprawno$¢ szlaku zewnatrzpochodnego i toru
wspolnego krzepnigcia), czas czg¢sciowej tromboplastyny po aktywacji (aPTT; pozwala
oceni¢ sprawno$¢ szlaku wewnatrzpochodnego i toru wspolnego krzepnigcia), czas
trombinowy (TT; jest on miarg sprawnosci toru wspdlnego krzepnigcia), a takze stezenie
fibrynogenu. Pomiar6w dokonano przy uzyciu koagulometru Coag Chrom 3003 (Bio-Ksel,
Polska). W celu kalibracji i walidacji pracy obu aparatow oraz aby wyznaczy¢ zakresy
referencyjne badanych parametrow dla §win, takie same oznaczenia wykonano na materiale
pozyskanym od 40 dorostych (w wieku: 12. miesigcy), zdrowych loch, tej samej rasy i
utrzymywanych w tych samych warunkach hodowlanych. Oznaczenia wszystkich
parametréw w kazdej probce osocza wykonano dwukrotnie, zaréwno u prosigt
doswiadczalnych jak u $win kontrolnych.

Ogolna liczba ptytek (PLT) podlegata istotnym wahaniom przez caty okres trwania
doswiadczenia (od 422x10%L u prosigt 2-dniowych do 340x10%L w 18. tygodniu),
osiagajac warto$¢ maksymalng 730x10%L w 4. tygodniu zycia. Starsze prosicta (od 20.
tygodnia) miaty juz PLT na poziomie zblizonym do tego, jaki wystgpuje U 0sobnikow
dojrzatych (400 - 450x10%L). Réznicom PLT pomiedzy grupami wiekowymi towarzyszyta
indywidualna zmienno$¢ tego parametru u poszczegélnych prosigt w kazdej grupie
doswiadczalnej. MPV w tym czasie nie ulegala znaczagcym zmianom i miescila si¢ w
zakresie 8,4 - 9,8 fL. Obserwowano natomiast wahania dotyczace P-LCR - spadek z 19,5%
u prosiat 2-dniowych do 12,7% u prosiat 4-tygodniowych, a nastgpnie wartosci zmieniajace
si¢ W sposob odwrotnie proporcjonalny do PLT w kolejnych okresach.

Sposroéd badanych parametréw krzepnigcia osoczowego, jedynie PT cechowal sig
wyrazng stabilno$cig (poczatkowo wynosit 16,3 sek., jednak od 3. tygodnia ulegl skroceniu
I we wszystkich grupach wiekowych miescit si¢ juz w zakresie 12,2 - 15,3 sek.). Z kolei
aPTT 1 TT wykazywaty duzo wigkszg zmienno$¢. Przez pierwsze 5 tygodni zycia prosiat
aPTT byt dos$¢ krotki (17,8 - 19,9 sek.), nastepnie zaczat si¢ wydtuza¢ do maksymalne;
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wartosci (52,5 sek.) w 20. tygodniu, a pdzniej ponownie skracaé, osiggajac 34,2 sek. u swin
w wieku 1 roku. Zmienno$¢ wartosci (16,7 - 24,5 sek.) w poszczegolnych przedziatach
wiekowych wykazywat takze czas trombinowy (TT). Nalezy podkresli¢, ze roznice warto$ci
mierzonych czasow notowano nie tylko w odniesieniu do wieku zwierzat, ale takze
obserwowano je w poszczegdlnych grupach do$wiadczalnych pomigdzy samicami i
samcami. Parametrem, ktory rowniez podlegat istotnym wahaniom u badanych $win, byt
fibrynogen. Jego stezenie w osoczu, poczatkowo bardzo niskie (1,9 g/L u prosiat 2-
dniowych), rosto w miar¢ dorastania zwierzat (do 3,7 - 6,1 g/L).

Opisane powyzej w sposob kompleksowy zmiany dotyczace parametréw hemostazy
ptytkowej i osoczowej u §win w trakcie rozwoju osobniczego nie miaty jak dotad
odzwierciedlenia w dostepnym pismiennictwie. Poniewaz wczes$niejsze dane literaturowe
przedstawialy wyniki pomiaréw tylko niektorych parametréw hemostazy u $win, a czesto
tez dotyczyly one zwierzat w tylko jednej, okreslonej kategorii wiekowej, trudno byto na ich
podstawie przeprowadzi¢ doktadniejsza analiz¢ dojrzewania proceséw krzepnigcia u tego
gatunku. Przyktadowo, zadne z dostepnych doniesien, dotyczacych zaréwno $win ras
duzych jak i $win miniaturowych, nie stwierdzato tak wysokich wartosci aPTT (52,5 sek.),
jakie obserwowano w badaniach wlasnych u prosiat 10. tygodniowych. Fakt ten moze mie¢
jednak duze znaczenie praktyczne, zwazywszy ze warto$ci aPTT u §win miedzy 10. a 24.
tygodniem zycia sg podobne do wartosci tego czasu mierzonych u niemowlat. Analiza
uzyskanych wynikow badan wilasnych wykazata, iz parametry hemostazy ptytkowej
stabilizowaly si¢ juz w pierwszych tygodniach Zycia prosiat, osiggajac szybko (do 6.
tygodnia) warto$ci zblizone do wartosci referencyjnych dla §win dojrzatych. Czas ten byl
znacznie krotszy niz czas stabilizacji parametréw hemostazy osoczowej (8 tygodni dla PT
czy 10-18 tygodni dla aPTT). Wskazuje to na rézny czas dojrzewania poszczegolnych
mechanizmow (sktadowych) hemostazy, co jest zapewne determinowane przez rdzne tempo
rozwoju tkanek i organdow, np. szpiku kostnego (jako miejsca powstawania i dojrzewania
plytek krwi) czy watroby (miejsca wytwarzania bialek biorgcych udzial w krzepnigciu).

Wyniki badan mechanizméw hemostazy u koni wykazujacych objawy choroby
obturacyjnej ptuc oraz u koni zdrowych zostaty ujete w publikacji nr 2:

Pliszczak-Krol A., Gemra M., Kozdrowski R., Zalewski D., lwaszko A. Involvement of
hemostasis in pathophysiology of RAO in horses. Veterinary Immunology and
Immunopathology, 2020; 230. https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2020.110128.

(punkty MEIN: 70 IF2020: 2,046)

Astma (nawracajaca choroba obturacyjna pluc-RAO) jest choroba koni o podiozu
alergicznym, ktéra pojawia si¢ wskutek dlugotrwalej ekspozycji na alergeny wziewne
(obecne w sianie, stomie i kurzu) (Bullone et al. 2014; Leclere at al. 2011). Jej istota jest
proces zapalny, w wyniku ktoérego dochodzi do przewlektego skurczu 1 obturacji drog
oddechowych oraz nadprodukcji §luzu. Objawami choroby sa §wiszczacy oddech, kaszel
oraz wysitek oddechowy podczas ruchu. Poniewaz wyeliminowanie alergenéw z otoczenia
zwierzecia jest niezmiernie trudne, choroba czgsto ma charakter przewlekty 1 prowadzi do
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nieodwracalnej przebudowy $cian drog oddechowych, pogrubienia blony podstawnej,
przerostu migsni gladkich i gruczotéw sluzowych oraz angiogenezy. W efekcie, trudnosci w
oddychaniu ulegajg nasileniu. Mechanizmy hemostazy, ktére w warunkach fizjologicznych
biorg udziat w ochronie i ewentualnej naprawie nabtonka oraz gltebszych warstw $cian drog
oddechowych, ulegaja aktywacji oraz dodatkowo zaostrzajg i komplikujg opisany proces
patologiczny. Aktywne krzepnigcie oraz uposledzona fibrynoliza nasilajg proces zapalny, a
ten poglebia uszkodzenie i1 dysfunkcje ptuc. Obecnos¢ trombiny i fibryny w wydzielinie
oskrzelowej przyczynia si¢ do wysigku osocza i wzmozenia produkcji §luzu, w nastgpstwie
czego dochodzi do obrzegku $cian drog oddechowych i1 ograniczenia przepltywu powietrza.
RAO u koni czesto jest porownywane z astma u ludzi (Bullone et al. 2014; Leclere at al.
2011). Podejrzewa si¢, ze patogeneza tych chorob (w tym rola mechanizmow hemostazy) u
obu gatunkéw mogg by¢ podobne. Poniewaz nie napotkatam zadnych danych literaturowych
dotyczacych hemostazy u koni z aktywna postacia RAO, podj¢tam badania, ktorych celem
byta ocena zaangazowania mechanizmow krzepnigcia i fibrynolizy w przebiegu tej jednostki
chorobowej.

Badania przeprowadzono u 20 koni rasy mieszanej o masie ciata 550 £50 kg, w wieku
5 - 15 lat, ktore zostaty podzielone na dwie grupy (R i C) po 10 osobnikéw w kazdej. Grupe
R stanowity konie z aktywna postacia RAO. Do grupy C nalezaly konie zdrowe.
Przynalezno$¢ koni do grupy weryfikowana byta na podstawie wywiadu i wynikow badan
Klinicznych, gazometrycznych krwi, hematologicznych, biochemicznych osocza oraz
endoskopii  drég oddechowych 1 cytologii plynu oskrzelowo-pgcherzykowego
(bronchoalveolar lavage fluid, BALF). W celu zaostrzenia RAO, przed rozpoczeciem badan
zwierzeta trzymane byty przez 48 godzin w niedostatecznie wietrzonych stajniach, gdzie
znajdowaty si¢ stoma i siano z widocznym porostem plesni. Przez taki sam czas, w stajniach
o podobnych warunkach przetrzymywane byty rowniez konie grupy C. Osocze pozyskane z
krwi pobieranej od wszystkich zwierzat doswiadczalnych stanowilo material do badania
nastepujacych parametréw: czasu protrombinowego (PT), czeSciowej tromboplastyny po
aktywacji (aPTT) oraz trombinowego (TT), st¢zenia fibrynogenu (Fb) oraz D-dimerow, a
takze aktywno$ci aktywatorow (czynniki [I-XII) oraz inhibitorow krzepnigcia
(antytrombina-AT i biatko C). Pomiarow dokonywano przy pomocy koagulometru Coag
Chrom 4000 (Bio-Ksel, Polska). Aby wykona¢ kalibracje i walidacje pracy aparatu oraz
wyznaczy¢ zakresy referencyjne badanych parametréow dla koni, podobne oznaczenia
wykonano rowniez w przypadku osocza pozyskanego z krwi dodatkowej grupy 80 zdrowych
osobnikdw tego gatunku, obu plci, w tym samym przedziale wiekowym i o podobnej masie
ciata, ktore nie byly narazone na dzialanie alergen6w. Grupa tych koni stanowita takze grupe
kontrolng dla opisanego w publikacji eksperymentu. Wszystkie parametry w kazdej badane;j
probee oznaczane byty dwukrotnie.

U koni obu grup (R i C) eksponowanych na alergeny nie stwierdzono zmian w zakresie
czasow PT i TT. W efekcie ekspozycji wydtuzyt si¢ tylko aPTT - u koni zdrowych o 8 sek.
(cho¢ pozostal w zakresie referencyjnym), u koni z RAO az o 40,4 sek. Rdznica miedzy
konmi zdrowymi, zarowno eksponowanymi jak 1 nieeksponowanymi na alergeny, a konmi
z RAO byla statystycznie istotna przy p<0,05. U koni eksponowanych zdrowych i koni z
RAO wzrosty tez stgzenia fibrynogenu (odpowiednio do: 4,1 i 5 g/L) i D-dimerow
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(odpowiednio do: 259,1 i 226,9 pg/L) w poréwnaniu do koni zdrowych nie poddanych
ekspozycji, u ktérych stezenie Fb wynosito 3,4 g/ a D-dimeréw 141,2 pg/L. Kontakt z
alergenami wplyngt w sposéb zroznicowany na aktywnos$¢ czynnikéw (aktywatorow)
krzepnigcia. Czynniki II, VIII 1 X wykazywaty wzrost aktywnos$ci w obu grupach
doswiadczalnych (R 1 C) na podobnych poziomach. Wzrost ten, w pordwnaniu do grupy
koni zdrowych nieeksponowanych, byt statystycznie istotny (przy p<0,05). Nieznacznie
obnizong aktywnos$¢ wykazywaty z kolei czynniki VII i XII. Bardzo niska aktywnos$¢
czynnikow IX i XI obserwowano w osoczu koni zdrowych, narazonych na oddzialywanie
alergenéw, w poroéwnaniu do koni zdrowych nieeksponowanych - roznica ta byla
statystycznie istotna. U koni z RAO aktywno$¢ czynnika IX pozostata niezmieniona, za$
czynnika XI znacznie si¢ nasilita. U zadnego z badanych koni nie stwierdzono zmian
aktywnosci czynnika V. Aktywnos$¢ AT u koni z zaostrzong postaciag RAO byta obnizona 1
wynosita 84,7%. W poréwnaniu do obu grup koni zdrowych (zardwno narazonych na
dziatanie alergenu, jak 1 nieeksponowanych), u ktorych AT ksztaltowata si¢ na jednakowym
poziomie (99,2%), roéznica ta byla statystycznie istotna (p<0,05). Kontakt z alergenami
spowodowat u koni nasilenie aktywnosci biatka C do poziomu 126% w grupie C i 133% w
grupie R. Oba te wyniki, cho¢ nie przekroczyty zakresu referencyjnego dla wspomnianego
parametru, to jednak statystycznie rdznity si¢ (p<0,05) od wartosci aktywnosci biatka C
(101,9 %) mierzonej u koni zdrowych nieeksponowanych.

Znaczne wydtuzenie aPTT u koni z RAO przy niezmienionych PT i TT wskazuje na
mozliwo$¢ zaburzen w fazie amplifikacji krzepnigcia u tych zwierzat. Normalnie w tej fazie
procesu niewielkie ilosci wytworzonej wczesniej trombiny powoduja nasilenie aktywacji
ptytek krwi oraz czynnikéw VIIL, IX, XI 1 XII, co znacznie wzmacnia i przyspiesza proces
krzepnigcia. Jest to rowniez etap, w ktdrym procesy hemostatyczne $ci§lej wspotpracuja z
mechanizmami reakcji zapalnej. Znaczne wydtuzenie fazy wzmocnienia po ekspozycji na
aeroalergeny moze sugerowa¢ spowolnienie krzepnigcia u koni z RAO. Zwierzeta te nie
wykazywaly jednak zwigkszonej sktonnosci do krwawien ani wybroczynowosci.
Przeciwnie, wzrost poziomu D-dimerow sugeruje, ze ekspozycja na alergeny mogta wrecz
aktywowac proces krzepnigcia. Co ciekawe, opisane zmiany parametrow krzepnigcia u koni
zRAO byly dos$¢ podobne do tych opisywanych u koni wykazujacych silne objawy kolkowe,
u ktorych, wg niektorych autorow, zaburzenia hemostazy speiniaja kryteria rozsianego
wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC). U koni z RAO badanych w niniejszej pracy,
zmiany dotyczace krwi 1 uktadu krzepnigcia (trombocytopenia, wydtuzenie aPTT, obnizenie
aktywnosci AT, wzrost stezenia D-dimeréw) réwniez moglyby $wiadczyé o inicjacji
procesu przypominajgcego, w pewnym stopniu, DIC. Jednak nieobecno$¢ innych, typowych
dla DIC, zmian parametrow hemostazy (np. brak wydtuzenia PT, brak spadku steZenia
fibrynogenu), a takze niewystepowanie odpowiednich objawow klinicznych, sugeruja, ze
opisywane zmiany parametrow hemostazy u koni z RAO odpowiadajg raczej silnej reakcji
zapalnej.

W publikacji nr 3 opisatam wyniki badan parametrow hemostazy u owiec zdrowych,

u ktorych doszto do uszkodzenia tkanek w wyniku zabiegu chirurgicznego i wprowadzenia
implantu.
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Pliszczak-Krol A., Kietbowicz Z., Krol J., Antonczyk A., Gemra M., Skrzypczak P.,
Przadka P., Zalewski D., Biezynski J., Nicpon J. Parameters of hemostasis in sheep
implanted with composite scaffold settled by stimulated mesenchymal stem cells -
evaluation of the animal model. Materials 2021; 14(22), 6934.
https://doi.org/10.3390/mal4226934.

(punkty MEIN: 140 IF2021: 3,623)

Zmiany degeneracyjno-martwicze i ubytki tkanek oraz towarzyszace im zniszczenie
naczyn krwiono$nych i nerwoéw stanowig ogromne wyzwanie dla medycyny regeneracyjne;j
i transplantacyjnej cztowieka (Gaihre et al. 2017). Problemem sa nie tylko martwica tkanek,
toksyczne produkty rozpadu komorek oraz wtorne infekcje, ale rowniez dyskomfort natury
fizycznej (zwigzany z utrudnieniami w wykonywaniu okreslonych funkcji) oraz psychiczne;j
(wynikajacy z negatywnych wrazen estetycznych). Jedng z metod terapii, zyskujaca coraz
wigksze uznanie, jest implantacja substytutow biologicznych - syntetycznych skafoldow.
Materiaty te maja strukture mikroporowata, a zasiedlone dodatkowo komoérkami
macierzystymi, czynnikami wzrostu, lekami lub genami, nie tylko wypetniaja ubytki tkanek,
ale takze wspomagajg procesy ich regeneracji i naprawy (Thrivikraman et al. 2017; Tollemar
et al. 2015). Implantacja skafoldu jest jednak zabiegiem inwazyjnym - do organizmu
pacjenta wprowadzone zostaja np. stymulowane komorki czy substancje biomodulujace,
ktore nie tylko naruszaja integralno$¢ ustroju, ale takze mogg zmienia¢ interakcje migdzy
komoérkami gospodarza i mechanizmami biologicznymi (w tym tez relacje miedzy
poszczegdlnymi komponentami hemostazy). Wigkszo$¢ dotychczasowych badan
dotyczacych wplywu skafoldow na mechanizmy krzepnigcia i fibrynolizy odnosi si¢ do
hemostazy miejscowej, niewiele natomiast wiadomo na temat zjawisk w zakresie hemostazy
ogolnoustrojowej. Dlatego tez, celem kolejnego doswiadczenia (przeprowadzonego we
wspotpracy z Katedrg 1 Klinikg Chirurgii UP we Wroctawiu) byta ocena parametrow
hemostazy osoczowej i fibrynolizy u owiec po jednostronnej implantacji skafoldu
kompozytowego [ceramiczno-poly-(e-caprolaktonowego)], zasiedlonego komorkami
mezenchymalnymi szpiku kostnego (BM-MSC), stymulowanymi czynnikiem wzrostu
fibroblastow 2 (FGF-2) i biatkiem morfogenetycznym kosci 2 (BMP-2).

Do doswiadczenia uzyto 9 owiec rasy Merynos, u ktorych wykonano zabieg
chirurgicznej implantacji skafoldu do trzonu kosci zuchwy. Material do badan stanowito
osocze pozyskane z krwi pobranej od zwierzat bezposrednio przed zabiegiem (TO) oraz 1
godz. (T1), 24 godz. (T2), 3 dni (T3) i 7 dni (T4) po zabiegu. Mierzone byly nastepujace
parametry: czas protrombinowy (PT), czas czgsciowe] tromboplastyny po aktywacji (aPTT);
stezenia fibrynogenu (Fb) oraz D-dimeréw (produktow fibrynolitycznej degradacji fibryny);
aktywno$¢ aktywatoréw (czynnikéw II-XII) oraz inhibitorow krzepnigcia (antytrombiny
[AT] 1biatka C). Pomiaréw dokonywano przy uzyciu koagulometru Coag Chrom 4000 (Bio-
Ksel, Polska). Urzadzenie to zostalo wczesniej skalibrowane 1 zwalidowane do pracy z
osoczem owiec. Ponadto, okreslone zostaty zakresy referencyjne badanych parametréw
poprzez wykonanie tych samych oznaczen w osoczu pozyskanym od osobnej grupy 21
zdrowych owiec tej samej rasy, w podobnym wieku i o zblizonej masie ciata. Owce te
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stanowily tez grupe kontrolng dla doswiadczenia. Wszystkie parametry u zwierzat
doswiadczalnych i kontrolnych mierzone byty dwukrotnie.

Implantacja skafoldu powodowata nieznaczne wydtuzenie czasow PT i aPTT - zmiany
pojawity si¢ juz w 1 godz. po zabiegu i utrzymywaty si¢ przez caly okres obserwacji.
Wydtuzenie PT, cho¢ nie przekraczato 1 sek. w T1, bylo statystycznie rozne (p<0,05) w
poréwnaniu z PT przed implantacjg (TO). Najdtuzszy PT (14,8 sek.) mierzony byt 24 godz.
po zabiegu (T2), a réznica wzglegdem TO wynosita 2,4 sek. - byta istotna przy p<0,01. W
kolejnych dniach (T3 i T4) PT byt krotszy niz w T2, cho¢ pozostawat dtuzszy niz w TO.
Podobng tendencj¢ zmian obserwowatam w odniesieniu do aPTT. Najdluzszy aPTT
stwierdzony byt w T2 (33,9 sek.) i przewyzszal on wartos¢ zmierzong w TO (26,5 sek.) 0 7,4
sek. (roznica statystyczna przy p<0,01). W T3 i T4 wartosci aPTT, chociaz nadal
pozostawaty dtuzsze niz przed operacjg, powrdcity do zakresu referencyjnego. Aktywnos¢
wiekszosci czynnikéw (tj. II, VII, VII, IX, X 1 XII) ulegla zmniejszeniu w okresie
bezposrednio po zabiegu (T1 i1 T2). Natomiast aktywno$¢ czynnika XI wzrosta w T1, a
nastepnie w T2 obnizyla si¢ i zblizyta do warto$ci mierzonej przed implantacja. W kolejnych
dniach (T3 i T4) wszystkie badane czynniki zwigkszyty swoja aktywnos$¢, a rdznice byly
statystycznie istotne dla czynnika IX (w T3, p<0,05) i dla XI (w T3, p<0,01). Poréwnujac
do czasu TO, aktywnosci czynnikow mierzone w T3 i T4 wykazywaty znaczng zmienno$¢.
Podobnie, aktywnos$¢ antytrombiny w okresie pooperacyjnym byta obnizona, a do warto$ci
sprzed operacji powrdcita dopiero w 7. dniu (T4). Z kolei aktywnos¢ biatka C obnizyla si¢
nieco pozniej (dopiero 24 godz. po implantacji) i na krotko, a od 3. dnia juz stale rosta,
przekraczajac w tym czasie poziom TO. Pod koniec do§wiadczenia (T4) jego aktywno$¢
pozostawata nasilona, cho¢ nadal miescita si¢ w zakresie referencyjnym - byta statystycznie
r6ézna od aktywnosci w TO przy p<0,01. Stgzenie fibrynogenu w osoczu owiec bezposrednio
po zabiegu (T1) bylo obnizone, a nastgpnie stopniowo wzrastalo osiggajac najwyzsza
warto$¢ w 7. dobie (T4, 8,4 g/L). Wyniki mierzone w T3 1 T4 rdznity si¢ statystycznie
(p<0,01) w poréownaniu z wynikami uzyskanymi w TO (2,7 g/L). Natomiast stezenie D-
dimer6éw praktycznie nie zmienialo si¢ przez caty czas doswiadczenia.

Pierwsze zmiany warto$ci badanych parametrow hemostazy jakie zaobserwowatam u
owiec operowanych pojawity si¢ juz w 1 godz. po zabiegu (T1). Wydluzenie czaséw
krzepnigcia (PT 1 aPTT), obnizenie aktywnos$ci prawie wszystkich czynnikow krzepnigcia
(z wyjatkiem XI) 1 AT, a takze stezenia fibrynogenu, $wiadczyly o spowolnieniu
mechanizmow hemostazy. Jednak z uwagi na krotki czas pomiedzy kolejnymi pomiarami
tych parametrow (odstep pomigdzy TO a T1 wynosit ok. 3 godz.), zmiany te wynikaty racze;j
z wyczerpania 1 utraty tych bialek podczas kontrolowanego krwawienia srodoperacyjnego.
Pierwsza doba po implantacji (T2) byta momentem przetlomowym; dalszemu poglebianiu
si¢ spowolnienia krzepnigcia zaczety przeciwdziata¢ procesy zwigzane z uaktywnieniem
krazacych w osoczu nieaktywnych aktywatorow hemostazy oraz uwolnieniem podobnych
czynnikow z aktywnych ptytek krwi - nastapit wzrost aktywnosci czynnikow 11, V, X oraz
AT, a takze wzrost stezenia fibrynogenu. Obnizenie aktywnosci biatka C (negatywne biatko
ostrej fazy) oraz leukocytoza wskazywaly na roéwnolegle rozwijajacy si¢ proces zapalny.
Kompensacja ta miata tagodny charakter - nie nastgpita jeszcze petna aktywacja fazy
wzmocnienia (szlaku wewnatrzpochodnego krzepnigcia, o czym $wiadczyla niska
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aktywnos$¢ czynnikow VIII-XII), ani tez fibrynolizy (zmiany stezenia D-dimeréow byty
niewielkie). Nie byto tez dalszej znaczacej aktywacji ze strony uktadu zewnatrzpochodnego
(brak aktywacji czynnika VI1I) - nie poglebiato sie uszkodzenie tkanek. W kolejnych dniach
(T3 i T4) proces wyrownywania spowolnienia Krzepniecia byt jeszcze wyrazniejszy -
skroceniu ulegly PT 1 aPTT, nasilita si¢ (cho¢ w réznym stopniu i w réznym czasie)
aktywnos$¢ wszystkich badanych modulatorow hemostazy (czynnikéw II-XII, AT 1 biatka
C) oraz wzrosto stezenie fibrynogenu. Potaczenie mechanizméw hemostazy i stanu
zapalnego w pelni zaktywowato faz¢ amplifikacji, co spowodowalo wzmocnienie i
przyspieszenie krzepnigcia. Obserwowana tendencja narastania aktywnos$ci aktywatorow i
inhibitorow krzepnigcia oraz st¢zenia fibrynogenu utrzymywata si¢ do czasu zakonczenia
doswiadczenia. Jednak dynamika obserwowanych wzrostow byta stabsza. Prawdopodobnie
wigzato si¢ to ze spowolnieniem zapalenia (u owiec obnizyla si¢ tez liczba leukocytow we
krwi), ostabieniem stymulacji syntezy bialek uczestniczacych w krzepnigciu oraz ich
zuzywaniem. Analizujagc zmieniajace si¢ warto$ci mierzonych parametrow w kolejnych
okresach czasu zaobserwowatam, ze istnialo przesunigcie czasowe pomig¢dzy zmianami
aktywnos$ci czynnikéw regulujacych procesy hemostazy, a momentem ujawnienia si¢
odpowiednich efektow. Efekt rozkojarzenia w czasie widoczny byt tez w odniesieniu do
skutkow wspotdziatania hemostazy i1 zapalenia. Poniewaz $rednie wartosci wigkszos$ci
parametrow mierzonych w poszczegdlnych okresach czasu po implantacji pozostawaty w
odpowiednich zakresach referencyjnych, a wartosci tylko nielicznych przekraczaty gorna
ich granice 1 tylko na krotki czas, §wiadczy to, ze przeprowadzony zabieg nie mial
negatywnego wptywu na skutecznos¢ i zdolno$¢ kontrolowania procesu hemostazy u owiec.
Implantacja skafoldu kompozytowego, zasiedlonego komorkami mezenchymalnymi,
stymulowanymi BMP-2 i FGF-2, jak rowniez zastosowana technika operacyjna wydaja si¢
by¢ bezpieczne i nie wigzg si¢ z wystgpieniem ryzyka zakrzepowo-zatorowego albo
krwotocznosci u owiec doswiadczalnych.

WhioskKi

1. Do oceny parametrow hemostazy u zwierzat z powodzeniem moga by¢
wykorzystywane odczynniki stosowane w koagulologii cztowieka.

2. Przeprowadzenie badan parametréw hemostazy u zwierzat z wykorzystaniem
odczynnikow przeznaczonych dla czltowieka wymaga wczesniejszej kalibracji 1
walidacji aparatury pomiarowej oraz wyznaczenia zakreséw referencyjnych dla
poszczegbdlnych gatunkow z uzyciem wysokich liczebnie puli probek osocza.

3. Wartosci parametrow hemostazy u poszczegdlnych gatunkéw zwierzat roznia sig;
wsrod badanych, np. aPTT najkrotszy jest u owiec, a najdtuzszy u koni, aktywno$é
biatka C jest zdecydowanie nizsza u owiec w poréwnaniu do koni.

Na wartosci parametrow ma wplyw takze wiek, ptec i status zdrowotny zwierzat.
Fakty te nalezy bra¢ pod uwagg przy doborze grup zwierzat doswiadczalnych do badan
porownawczych, np. roznych gatunkow zwierzat czy zwierzeta — cztowiek.
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4. Czas osiagania peilnej sprawnosci (dojrzewania) poszczegodlnych sktadowych
hemostazy moze by¢ zro6znicowany, np. u $win czas stabilizacji parametréw stuzacych
do monitorowania sprawnosci mechanizmow krzepniecia osoczowego (PT 1aPTT) byt
dtuzszy niz czas stabilizacji parametrow hemostazy pierwotnej (ptytkowej).

5. Znaczacym zmianom parametrow hemostazy nie zawsze towarzysza odpowiednie
objawy kliniczne, np. u koni ze znacznie wydluzonym aPTT nie wystepowata
sktonnos$¢ do krwawien czy wybroczynowosci.

6. Zmiany parametrow okreslajacych mechanizmy hemostazy cechuja si¢ duza
dynamika — moga pojawiac si¢ i zanika¢ w stosunkowo krétkim czasie .
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POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO - BADAWCZE

Zadania badawcze, ktore juz zrealizowatam lub obecnie realizuje, przyporzadkowane
sg profilom tematycznym moich bezposrednich oraz dodatkowych zainteresowan
badawczych, jak i tym, ktore wynikaly z podjetej wspoOlpracy z osobami pracujagcymi w
innych jednostkach badawczo-dydaktycznych.

I. Radialna segmentacja jader (RS) limfocytow krwi u ptakow

Radialna segmentacja (RS) to zjawisko wystgpowania glebokich szczelin w jadrze
limfocytow krwi. Dziela one jadro na kilka ptatow, co upodabnia je np. do 6semki lub liscia
koniczyny. Powstanie ich powodowane jest depolimeryzacja mikrotubuli opasujgcych jadro,
wychodzgcych z rejonu centrosomu na jednym biegunie, a schodzgcych si¢ w podobnym
miejscu na drugim biegunie komorki. Mikrotubule, wraz z wioknami posrednimi i
mikrowldknami, tworzg cytoszkielet komorkowy. Cytoszkielet nadaje komorkom
odpowiedni ksztalt, umozliwia im adhezje do podtoza i utworzenie odpowiedniej
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powierzchni kontaktu z otoczeniem czy komoérka docelows, przewodzi informacje z btony
komodrkowej do wnetrza (transdukcja sygnatu) oraz indukowang odpowiedz biochemiczna,
zapewnia kompartymentacj¢ proceséw metabolicznych. Podczas ,,ukierunkowania si¢”
limfocytow Tc w strong antygenu, w ich cytoplazmie przemieszczajg si¢ rowniez w te strone
organella komérkowe (wzdluz mikrotubul); np. cysterny aparatu Golgiego transportujg
substancje lityczne (perforyny, proteazy serynowe), a takze limfokiny oraz TNF, ktore
nastgpnie zostang uwolnione na zewnatrz. Mikrotubule, poprzez wplyw na organizacje
cytoszkieletu (ciggte zmiany dtugosci - polimeryzacja/depolimeryzacja), w znaczacy sposob
determinuja reaktywno$¢ limfocytow. RS przyjeto uwaza¢ za morfologiczny wyraz
powyzszych zmian. Podejrzewa si¢ tez, ze moze by¢ ona wyrazem zaburzonego, niepetnego
podziatu komorki. Ponadto, ze wzgledu na wystepowanie RS w limfocytach i monocytach
krwi u ludzi z nowotworami uktadu krwiotworczego, mononukleozg zakazng lub cukrzyca,
a takze w komorkach zainfekowanych wirusami lub napromieniowanych, istniejg
podejrzenia, iz RS moglaby by¢ wstepem do transformacji nowotworowej lub
zaprogramowanej $mierci komorki.

Zjawisko radialnej segmentacji jader limfocytoéw, pomimo poswigcenia mu wiele
uwagi, nie zostato ostatecznie poznane, a badania nad nig byty prowadzone wylacznie z
wykorzystaniem krwi ludzkiej.

W momencie interesowania si¢ tym zjawiskiem, nie napotkatam zadnych danych
mowigcych o RS u zwierzat. Jako pierwsza w Polsce podjetam badania w tym kierunku.
Publikacja 1.1. opisuje wyniki badan wstepnych dotyczacych wystepowania RS u kur. W
celu sprawdzenia czy zjawisko to wystepuje w podobnych warunkach in vitro jak u ludzi,
krew ptakéw inkubowatam przez 6 godz. w temperaturach 22 i 37 °C, z dodatkiem
okreslonych objgtosci (0,25 ml, 0,3 ml, 0,35 ml i 0,4 ml) r6znych antykoagulantow: 1) 1,32%
roztwor Szczawianu sodu, 2) mieszanina 0,98% szczawianu sodu i 0,85% szczawianu
amonu, 3) mieszanina 0,57% szczawianu potasu i 0,85% szczawianu amonu. Najwyzszy
odsetek limfocytow z jadrem segmentowanym obserwowatam po inkubacji krwi kur w
temp. 22 °C z dodatkiem 0,2 ml mieszaniny nr 3. Zebrane wyniki pozwolity mi ustali¢, ze
RS wystepuje rowniez u ptakow; pojawia si¢ spontanicznie, ale takze moze by¢ indukowana
chemicznie. W publikacji 1.2. przedstawitam wyniki badan, podczas ktérych oceniatam
m.in. RS indukowang szczawianami W zestawieniu z aktywnos$cig lizosomalnej fosfatazy
kwasnej (Fk, aktywno$¢ tego enzymu posrednio odzwierciedla stan czynnosciowy
limfocytow) u kurczat, ktorych reaktywnos¢ uktadu limfatycznego modulowatam podaniem
hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) i/lub antygenu T-zaleznego (5% zawiesiny
erytrocytow owcy, SRBC). Podanie obu tych czynnikéw miato symulowaé napor czynnikow
srodowiska zewngtrznego: stres i stymulacje uktadu immunologicznego. Najwyzszy odsetek
limfocytow z jadrem segmentowanym obserwowatam u kurczat po podaniu wylaczne
ACTH, najnizszy natomiast po podaniu SRBC. Aktywno$¢ Fk wykazywata odwrotng
tendencj¢ zmian - najwyzsza byta u kurczat stymulowanych SRBC, najnizsza za$ po podaniu
ACTH. Zniesienie efektu przeciwstawnych zmian zauwazytam u kurczat, ktorym podatam
oba czynniki razem — % limfocytow z RS i aktywnos$¢ Fk miaty wartosci posrednie, co byto
prawdopodobnie wypadkowa jednoczesnego oddziatywania hormonu i antygenu. Publikacja
1.3. ujmuje wyniki badan bedacych kontynuacja moich zainteresowan dotyczacych
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zdolnosci limfocytow do tworzenia indukowanej RS w powigzaniu z aktywnoscia fosfatazy
kwasnej U kurczat. W tym doswiadczeniu czynnos$¢ uktadu limfatycznego ptakéw zostata
zmieniona przez operacyjne usuni¢cie narzagdow limfatycznych (grasicy, torby Fabrycjusza,
Sledziony) i/lub stymulacje antygenami: T-zaleznym (SRBC) lub T-niezaleznym
(lipopolisacharyd [LPS] $ciany komoérkowej bakterii Escherichia coli). U wszystkich
ptakow, z wyjatkiem Kkurczat splenektomowanych, brak oddzialywania narzadow
limfatycznych wiazat si¢ z nasileniem sklonnosci limfocytéw do tworzenia RS, ale
wykazywaty one nizszag aktywnos$¢ Fk. Efektem oddzialywania stymulacji antygenowej U
kurczat nieoperowanych bylto nasilenie tworzenia RS i aktywnosci Fk po podaniu LPS oraz
spadek odsetka limfocytow z RS i wzrost aktywnosci Fk po podaniu SRBC. Odpowiedz
limfocytow, zwigzana z RS i aktywno$cig FK, u kurczat operowanych stymulowanych
poszczegdlnymi antygenami miata zréznicowany, indywidualny charakter. Badania
zespolowe, dotyczace wystepowania RS u innych gatunkéw ptakéw, opisane zostaly w
publikacji 1.4. Dotyczyty one bazantow, ktorych uktad immunologiczny stymulowany byt
dwoma rodzajami szczepionek: przeciwko chorobie Newcastle (NDV) i przeciwko
wirusowemu krwotocznemu zapaleniu jelit (HEV) oraz podaniem antygenu (SRBC).
Wykazalis$my, ze limfocyty ptakdw po szczepieniu tylko przeciwko NDV miaty ograniczong
zdolnos¢ do tworzenia RS - ich odsetek byl niewielki (3,8%). Nasilato jg natomiast
skojarzone szczepienie przeciwko obu chorobom. U bazantow, ktore otrzymaty oba rodzaje
szczepionek, efekt nasilenia RS znosita stymulacja SRBC.

W oparciu 0 wyniki przedstawione w powyzszych pracach mozna stwierdzié, ze
zjawisko radialnej segmentacji jader wigze si¢ z niekorzystnymi procesami dotyczacymi
limfocytow, za czym przemawia wyzszy odsetek limfocytéw z RS po podaniu ACTH
(limfotoksyczny efekt uwolnionych glikokortykosteroidow) oraz po zniesieniu ochronnego
1 stymulujacego oddziatywania narzagdéw limfatycznych.

I.1. Graczyk S., Pliszczak-Kroél A. Wstepne badania radialnej segmentacji (RS) jader
limfocytow krwi kur. Zeszyty Naukowe Akademii Rolniczej we Wroclawiu, 1996; Nr
282: 15-24.
(punkty MNISW: 0)
Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: opracowaniu koncepcji i metodyki badan, pobieraniu

materialu (krwi) do badan, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, zebraniu, opracowaniu i
interpretacji wynikow oraz na sformutowaniu wnioskow.

1.2. Pliszczak-Krél A. Wptyw ACTH na RS jader i aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej w
aktywowanych antygenem limfocytach krwi ptakow. Med Weter., 2001; 57 (9): 676-
679.
(punkty MNISW: 7 IF: 0,239)
Moéj wktad w powstanie publikacji polegat na; opracowaniu koncepcji i metodyki badan, przygotowaniu
ptakéw do badan: podawanie ACTH i antygenow, pobieraniu materiatu (krwi) do badan, zaplanowaniu i

wykonaniu czgéci analiz laboratoryjnyh, zebraniu, opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu
wnioskow, opracowaniu manuskryptu i polemice z recenzentami.

1.3. Pliszczak-Krol A. Rola centralnych i obwodowych narzadow limfatycznych w
powstawaniu radialnej segmentacji (RS) jader oraz ksztaltowaniu aktywnos$ci
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fosfatazy kwasnej w limfocytach krwi kurczat immunizowanych. Acta Sci Pol - Med

Vet., 2002; 1 (1): 81-101.

(punkty MNISW: 0)

Moj wklad w powstanie publikacji polegatl na; wspotopracowaniu koncepcji i metodyki badan,
przygotowaniu ptakow do badan: wykonanie czesci zabiegdw usuniecia narzadéw limfatycznych, podawanie
antygendw, pobieraniu materiatu (krwi) do badan, zaplanowaniu i wykonaniu czeéci analiz laboratoryjnych,

zebraniu, opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, opracowaniu manuskryptu i
polemice z recenzentami.

.4. Graczyk S., Wieliczko A., Pliszczak-Krél A., Janaczyk B. Radial segmentation of
blood lymphocytes nuclei in pheasants vaccinated against Newcastle Disease and
Haemorrhagic Enteritis. Acta Vet., Brno, 2008; 77: 625 — 630.

Doi: 10.2754/avb200877040625.
(punkty MNiISW: 27 IF: 0,395)
Moj wktad w powstanie publikacji polegal na: wspotopracowaniu metodyki badan, pobieraniu

materiatu (krwi) do badan, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, zebraniu, opracowaniu i
interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow.

Dalsze badania nad RS, ktore prowadzitam, obejmowaty réwniez inne wskazniki
reaktywnos$ci leukocytow krwi u zwierzat. Wyniki tych badan zostaty przedstawione w
nastgpnych grupach tematycznych.

Il. Reaktywnos$¢ leukocytéow krwi obwodowej u roéznych gatunkow zwierzat,
modulowana wplywem réznych warunkow doswiadczalnych

Przebieg 1 charakter odpowiedzi immunologicznej determinowane s3 stopniem
dojrzatosci leukocytow oraz ich zdolno$cig do rozpoznawania i reagowania na antygeny —
substancje ,,obce”. Naruszenie integralnosci ustroju przez rdézne czynniki inicjuje
pobudzenie tych komorek, czemu towarzysza zmiany ich morfologii. Objawiaja si¢ m.in.
reorganizacja cytoszkieletu, zmiang aktywno$ci niektorych enzymoéw, zwigkszonym
pobieraniem jonéw Ca*?, synteza immunoglobulin czy aktywacja fagocytozy. Obok zmian
jakosciowych, obserwuje si¢ tez zmiany ilosciowe, zwigzane nie tylko z liczbg catkowitg
leukocytow we krwi, ale tez i z iloSciowymi proporcjami pomiedzy poszczegdlnymi
populacjami tych komorek.

Uwaga zespotu, ktorego bylam czlonkiem, skoncentrowana byta na zmianach
aktywnosci leukocytow w odpowiedzi na doswiadczalng ingerencj¢ w reaktywnos¢ uktadu
immunologicznego. Publikacja 11.1. przedstawia wyniki badan, podczas ktorych
obserwowalismy relacje ilo§ciowe poszczegolnych populacji leukocytow i stezenia glukozy
we krwi u indykow bedacych pod wplywem stresu (po transporcie lub unieruchomionych)
oraz u indykow, u ktorych wptyw stresu ograniczano wczesniejszym podaniem propranololu
(ograniczenie oddziatywania katecholamin). Stwierdzili§my, ze u ptakow poddanych
stresowi wzrosto stgzenie glukozy we krwi, a populacja dominujacg staty si¢ heterofile.
Natomiast udziat limfocytow byl znaczaco obnizony. Podobne wyniki uzyskalismy w
przypadku indykéw poddanych tym samym negatywnym wplywom (transport lub
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unieruchomienie), ale ktorym wczesniej podano propranolol. Badania wykazaty, ze u
indykow bedacych pod wptywem stresu zmiany ilosciowe leukocytow oraz hiperglikemia
byly zwigzane z innymi, nie tylko z katecholamino-zaleznymi mechanizmami. W
doswiadczeniu 0 podobnym charakterze (publikacja 11.3.), w ktorym dwukrotne podanie
ACTH miato imitowa¢ warunki stresowe u indykow, oObserwowaliSmy odpowiedz
leukocytow na $rodskorne podanie fitohemaglutyniny (PHA, mitogenu pobudzajacego
limfocyty T). Odpowiedz ta wyrazala si¢ powstawaniem obrzeku zapalnego (nacieku
aktywowanych leukocytow) w miejscu podania PHA - nadwrazliwos$¢ typu opoznionego
(DTH). W tym miejscu (na skrzydle w okolicy tokcia) mierzyliSmy grubo$¢ fatdu skory
przed podaniem PHA i 24 godziny po jej podaniu - stosunek tych dwoch pomiarow postuzyt
do wyliczenia indeksu skrzydtowego (WI). Ptaki bedace pod wptywem jedynie ACTH nie
reagowaty na podanie PHA - wartos¢ WI byla podobna, jak u ptakéw kontrolnych. Do
pojawienia si¢ obrzeku skory przyczynito si¢ natomiast podanie propranololu - aktywno$é
stymulowanych przez PHA leukocytow wzrosta. Odpowiedz leukocytow na $rodskorne
podanie PHA, badalismy tez u bazantow Sszczepionych przeciwko chorobie Newcastle
(NDV) i wirusowemu krwotocznemu zapaleniu jelit (HEV) oraz stymulowanych podaniem
antygenu SRBC - publikacja 11.4. Dodatkowo, u ptakéw tych oceniali§my zdolnos¢ do
produkcji przeciwcial: anty-NDV - przy uzyciu odczynu zahamowania hemaglutynaciji,
anty-HEV - testem precypitacji w zelu agarowym, natomiast przeciwciat anty-SRBC -
testem hamowania z 2-merkaptoetanolem. Wszystkie doswiadczalne bazanty wykazywaty
obecnos¢ przeciwciat przeciwko NDV i przeciwko HEV. Ptaki, ktore otrzymaty tylko
szczepionke przeciwko NDV wykazywaly wyzsze miano przeciwcial anty-SRBC niz ptaki
pozostate. Szczepienie skojarzone (przeciwko NDV i HEV) miato wplyw
immunosupresyjny - w surowicy ptakow przeciwciata anty-SRBC byly mocno obnizone.
Efekt ten dotyczyt tez odpowiedzi na PHA - obrzek skory nie wystepowat po jej podaniu
(brak zmian indeksu skrzydtowego). W publikacji 11.5. opisane zostaly badania wplywu
podawania kurczetom ochratoksyny A w paszy. We krwi ptakow $ledziliSmy zmiany
morfologiczne i czynno$ciowe leukocytow, tj. zdolnos¢ limfocytow do tworzenia radialnej
segmentacji jader (RS) oraz zdolno$¢ heterofili do fagocytozy komoérek Saccharomyces
cerevisiae. Ochratoksyna A, produkowana przez grzyby Aspergillus i Penicillium, posiada
silne dziatanie mutagenne, teratogenne, nefrotoksyczne i hepatotoksyczne. Zaburza procesy
hemostazy i oddziatuje immunosupresyjnie. Podawalismy jg kurczgtom w paszy przez 10 i
20 dni. Zaburzenia ilosciowe w zakresie leukocytow — wzrost udzialu procentowego
heterofili i obnizenie udziatu limfocytéw, obserwowaliSmy tylko w 10. dniu doswiadczenia.
W tym czasie nasilita si¢ tez zdolnos$¢ fagocytarna heterofili, ktora narastata do konca
eksperymentu. Wptyw ochratoksyny A na RS byt natomiast niewielki - notowalismy jej
nieznaczne obnizenie. Generalnie, podawanie kurczetom mikotoksyny w przyjetej dawce i
przez wyznaczony czas trwania doswiadczenia nie miato znaczacego wplywu na Stan
czynnosciowy i morfologie leukocytow Krwi.

Obserwacje reaktywnosci leukocytow u kurczat w odpowiedzi na zmiany w sposobie
zywienia prowadzilam takze z zespolem Zakladu Fizjologii Zwierzat Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Kurczgta brojlery zywione
byly pasza z dodatkiem suszonych i zmielonych korzeni tarczycy bajkalskiej (Scutellaria

22



dr n. wet. Aleksandra Pliszczak-Krol
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

baicalensis) - publikacja 11.9. W medycynie naturalnej roslinie tej przypisuje si¢ dziatanie
przeciwzapalne, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe, antyoksydacyjne, a takze
przeciwzakrzepowe i wazoprotektywne. Ptaki, podzieclone na grupy, otrzymywaty dodatek
badanego suplementu w paszy w ilosci 0,5%, 1% lub 1,5% przez 21 i 42 dni. Potowa kurczat
w kazdej grupie byla stymulowana i.v. SRBC. U wszystkich kurczat otrzymujacych S.
baicalensis zaobserwowali$my wzrost odsetka heterofili, a obnizenie odsetka limfocytow.
Heterofile ptakow, w odpowiedzi na przyjmowanie wyzszych dawek (1% lub 1,5%)
suplementu przez krotszy czas (21 dni) wykazywaly nasilong zdolno$¢ fagocytozy S.
cerevisiae, ktora ulegata jednak zdecydowanemu ostabieniu przy suplementacji trwajace;j
dhuzej (42 dni). Komorki te u kurczat spozywajacych najwyzsza dawke przez 42 dni,
pomimo ostabionej fagocytozy, wykazywaly silniejsze mozliwo$ci przeprowadzania
procesow oksydo-redukcyjnych - ich zdolnos¢ do redukcji bigkitu nitrotetrazoliowego
(NBT), tj. reakcji bedacej posrednim wyznacznikiem wybuchu tlenowego wspomagajacego
efektywnos$¢ fagocytozy, byta wyzsza w poréwnaniu do ptakoéw pozostatych. Zdolnos¢
limfocytow do tworzenia przeciwcial anty-SRBC byla zréznicowana - miano anty-SRBC
byto wyzsze u kurczat karmionych pasza z najmniejszym dodatkiem suplementu (0,5%), a
obnizone u tych, ktére otrzymywaty go wigcej. Tylko najmniejszy dodatek (0,5%),
podawany dtuzej (przez 42 dni) powodowat u kurczat wzrost odsetka limfocytow z RS,
natomiast efektem zywienia ptakow wg pozostalych schematow byto jego obnizenie.
Powyzsze badania wykazaty, ze w zaleznosci od dawki i czasu trwania suplementacji S.
baicalensis wywierata zréznicowany wplyw na aktywnos$¢ uktadu immunologicznego u
ptakow.

Dwie nastepne publikacje przedstawiaja wyniki badan aktywnos$ci leukocytow u
szczuréw. Publikacja 11.2. opisuje obserwowane zmiany ilosciowe i jako$ciowe leukocytow
u szczurdOw z wszczepionymi komorkami nowotworow wystepujacych u ludzi: migsaka
Yoshida, raka sutka lub watrobiaka Morris’a. We krwi szczuréw z wszczepionymi
migsakiem 1 rakiem obserwowatam wzrost catkowitej liczby leukocytow (WBC), z
towarzyszaca neutrofilig i limfopenia. Zaburzen ilosciowych WBC nie wykazywaty szczury
z watrobiakiem. Zdolno$¢ neutrofili do fagocytozy byta obnizona u wszystkich zwierzat
doswiadczalnych - neutrofili fagocytujacych u szczuréw z migsakiem byto dwukrotnie mniej
w poroéwnaniu do szczuréw kontrolnych. Zdolnosé¢ limfocytéw do tworzenia spontanicznej
RS byla nasilona u szczuréw z migsakiem i rakiem, natomiast prawie catkowicie zostata
utracona U szczurow z watrobiakiem. Wzrost odsetka limfocytow z indukowang RS
zauwazylam w krwi szczuréw z rakiem i watrobiakiem. Cho¢ reaktywnos$¢ leukocytow u
wszystkich szczuréw badanych zmieniata si¢ roéznie, to jednak w duzym stopniu zmiany te
przypominaty zmiany ilosciowe i jakosciowe leukocytow obserwowane W przebiegu
procesu zapalnego. Tworzenie si¢ jader z RS w limfocytach oraz zdolno$¢ do fagocytozy
komorek S. cerevisiae obserwowatam takze u szczuréw anemizowanych - publikacja 11.6.
Krew od szczurow byla pobierana 3-krotnie w odstepach 7-dniowych. Przy kazdym
pobraniu nie stwierdzatam zaburzen ilo§ciowych w zakresie leukocytow, ani tez erytrocytow
czy plytek, co sugerowalo, ze czas regeneracji utraconych elementéw morfotycznych byt
krotszy niz czas pomiedzy kolejnymi pobraniami krwi. Zanotowalam jednak obnizenie
odsetka fagocytujgcych neutrofili oraz odsetka limfocytow tworzacych RS.
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Wraz z zespotem Zaktadu Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomaterialow
Wydzialu Stomatologicznego Akademii Medycznej we Wroctawiu (obecnie Wydziat
Lekarsko-Stomatologiczny Uniwersytetu Medycznego w Wroctawiu) badatam reaktywnos$¢
leukocytow po kontakcie krwi z matrycami zelatynowo-alginianowymi - publikacje 11.7. i
11.8. Badania nasze maly na celu ocen¢ mozliwosci potencjalnego wykorzystania takich
matryc w medycynie ludzkiej i stomatologii jako nosnikow lekoéw oraz jako komponentow
opatrunkdéw hemostatycznych i kapsutek. Materiaty przeznaczone do czasowego kontaktu z
tkankami i krwig poddawane sg szczegotowej analizie pod katem ich biokompatybilnosci z
tkankami oraz mozliwo$ci wywierania efektu toksycznego. Cztery rodzaje gabek, o réznej
zawarto$ci zelatyny, alginianu sodu i glicerolu, kontaktowaliSmy z krwig §win przez 4
godziny w temperaturze 37 °C. Po =zakonczeniu kontaktu wykonali$my rozmazy
hematologiczne w celu stwierdzenia obecno$ci toksycznych zmian morfologicznych w
komorkach krwi oraz badania zdolnosci limfocytow do tworzenia RS, zdolnosci neutrofilow
do fagocytozy i redukcji NBT. Kontakt z matrycami nie powodowat zmian morfologicznych
w komorkach krwi. Limfocyty miaty ostabiong zdolno$¢ tworzenia RS. Neutrofile, choé¢
wykazywatly nasilong zdolno$¢ fagocytozy, to stabiej redukowaty NBT. Otrzymane wyniki
sugerowaly brak toksycznego oddzialywania badanych matryc w kontakcie z komorkami
Krwi.

I1.1. Graczyk S., Pliszczak-Krdl A., Kotonski B., Wilczek J., Chmielak Z. Examinations
of hematological and metabolic changes mechanisms of acute stress in turkeys.
EJPAU, series Veterinary Medicine, 2003; vol.6, iss.1.

(punkty MNISW: 6)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; pobieraniu materiatu do badan, wykonaniu czesci analiz
laboratoryjnych: wykonanie i ocena leukogramow, opracowaniu i interpretacji wynikow.

11.2. Graczyk S., Madej J.A., Pliszczak-Krél A., Nowak M., Janaczyk B. Leukocytes
function in the course of tumor progression in a rat model. Acta Sci Pol - Med Vet.,
2004; 3(1): 45-51.

(punkty MNISW: 4)
Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; opracowaniu koncepcji i metodyki badan, pobieraniu

materialu (krwi) do badan, zaplanowaniu i wykonaniu czesci analiz laboratoryjnych: indukowanie RS w

limfocytach i jej analiza, oszacowanie liczby leukocytow, wykonanie i analiza leukograméw, opracowaniu i
interpretacji wynikéw, sformutowaniu wnioskow.

11.3. Graczyk S., Zawadzki W., Czerski A., Pliszczak-Krol A., Kotonski B. Delayed type
hypersensitivity reaction (DTH) in turkey treated with beta adrenergic antagonist and
ACTH. EJPAU, series: Veterinary Medicine, 2004; vol.7, issue 2.

(punkty MNISW: 5)

Mo¢j wktad w powstanie publikacji polegat na: pobieraniu materialu do badan, wykonaniu testu DTH.

11.4. Graczyk S., Wieliczko A., Pliszczak-Krél A., Janaczyk B. Humoral and cellular
response of Newcastle Disease and Hemorrhagic enteritis vaccinated pheasants. Acta
Vet. Brno, 2006; 75: 379-386. Doi: 10.2754/avb200675030379.
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(punkty MNiISW: 15 IF: 0,491)

Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na; przygotowaniu ptakoéw do badan: podawanie SRBC i
PHA, pobieranie materiatu do badan, wykonaniu cz¢sci analiz laboratoryjnych.

11.5. Janaczyk B., Pliszczak-Krol A., Graczyk S., Houszka M., Rouibah K. Morphological
and functional evaluation of chicken blood leukocytes in chronic ochratoxicosis. Int J
Poult Sci., 2006; 5(2): 191-194. Doi: 10.3923/1JPS.2006.191.194.

(punkty MNISW: 0)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; opracowaniu metodyki, pobieraniu materiatu do badan,

zaplanowaniu i wykonaniu cze¢éci analiz laboratoryjnych: badania hematologiczne i RS, opracowaniu i
interpretacji wynikow.

11.6. Pliszczak-Krél A., Graczyk S., Krdl J., Janaczyk B. Ocena reaktywnosci leukocytow

krwi obwodowej u szczuréw animizowanych. Med Weter., 2006; 62(12): 1435-1438.
(punkty MNISW: 15)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: opracowaniu koncepcji i metodyki badan, przygotowaniu
zwierzat i pobieranie materiatu do badan: pobieraniu krwi, podawanie antygenow, zaplanowaniu i wykonaniu

czesci analiz laboratoryjnych, zebraniu, opracowaniu i interpretacji wynikoéw, sformutowaniu wnioskow,
opracowaniu manuskryptu i polemice z recenzentami.

11.7. Szymonowicz M., Pliszczak-Krél A., Piclka S., Krol J., Graczyk S., Haznar D., Pluta
J. Badanie reaktywnos$ci leukocytow krwi po kontakcie z matrycami Zelatynowo-

alginianowymi. Engineering of Biomaterials, 2008; vol. XI, no 81-84: 29-30.
(punkty MNiISW: 9)

Moj wkiad w powstanie publikacji polegal na; wspotopracowaniu koncepcji i metodyki badan,
zaplanowaniu i wykonaniu cze$ci analiz laboratoryjnych: badania hematologiczne, indukcja RS i jej ocena,
wykonanie i analiza testu NBT, wykonanie i analiza badania zdolno$ci komorek do fagocytozy, opracowaniu
1 interpretacji wynikow oraz sformutowaniu wnioskow.

11.8. Pliszczak-krol A., Szymonowicz M., Krol J., Rybak Z., Graczyk S., Haznar D., Pluta
J. Wplyw matryc zelatynowo-alginianowych na zmiany morfologiczne i
czynnosciowe leukocytow krwi. Polim Med., 2013; 43: 153-158.

(punkty MNISW: 6)
Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; opracowaniu koncepcji i metodyki badan, zaplanowaniu

i wykonaniu czesci analiz laboratoryjnych: badania hematologiczne, indukcja RS i jej ocena, wykonanie i

analiza testu NBT, wykonanie i analiza badania zdolnosci komoérek do fagocytozy, zebraniu, opracowaniu i
interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, opracowaniu manuskryptu i polemice z recenzentami.

11.9. Kroliczewska B., Graczyk S., Kroliczewski J., Pliszczak-Krél A., Mista D., Zawadzki
W. Investigation of the immune effects of Scutellaria baicalensis on blood leukocytes

and selected organs of the chicken’s lymphatic system. J Anim Sci Biotechnol, 2017,
8: 22. Doi: 10.1186/s40104-017-0152-x.

(punkty MNISW: 40 IF: 3,205)

Mo¢j wktad w powstanie publikacji polegat na; zaplanowaniu i wykonaniu czgsci analiz laboratoryjnych:
indukcja i analiza RS oraz opracowaniu wynikow i wnioskoéw do tej czesci badan.
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I11. Wplyw centralnych i obwodowych narzadow limfatycznych na humoralna
i komoérkowa odpowiedz immunologiczna

W tej grupie do$wiadczen oceniano wptyw usuniecia $ledziony (splenektomii) na
odpowiedz immunologiczng u kurczat, ktérym podano dwa rézne rodzaje antygenow: SRBC
lub LPS - publikacja I11.1. Odpowiedz humoralna, tj. zdolnos$¢ aktywnych limfocytéw B do
produkcji przeciwciat oceniana byta na podstawie pomiaru miana przeciwciat anty-SRBC
lub anty-LPS. Dla oceny odpowiedzi komérkowej wykonano test DTH - pomiar grubosci
fatdu skory w miejscu podania PHA. Dodatkowo, w celu oszacowania wptywu splenektomii
na morfologi¢ i reaktywnos¢ centralnych narzadoéw limfatycznych, u kurczat operowanych
analizowano obraz histologiczny grasicy i torby Fabrycjusza. W wyniku splenektomii
wystapito wyrazne obnizenie zdolno$ci do syntezy przeciwcial - u kurczat do§wiadczalnych
miana przeciwcial anty-SRBC i anty-LPS byly obnizone w poréwnaniu do ptakow
kontrolnych. Nie stwierdzono natomiast réznicy w odpowiedzi komorkowej - nie byto
roéznic w grubosci fatdu skory (nacieku komorkowego w odpowiedzi na PHA) miedzy
ptakami kontrolnymi i operowanymi. Obraz histologiczny ujawnit zmiany proliferacyjne
uzaleznione od rodzaju podanego antygenu w obrebie miejsc lokowania si¢ specyficznych
limfocytow, zarowno W grasicy, jak i torbie Fabrycjusza. Zestawiajac zmiany w syntezie
przeciwcial i zmiany histologiczne w narzadach stwierdzono, ze funkcje utraconego
obwodowego narzadu ($ledziony) probowaty przejac centralne narzady limfatyczne (grasica
i torba Fabrycjusza). Nie rekompensowato to jednak wspominanej utraty. Wyniki dalszych
badan nad funkcja $ledziony w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej i aktywno$ci
limfocytow przedstawia publikacja 111.2. W opisanym doswiadczeniu oszacowany zostat
wplyw ograniczenia kurczetom dostepu do pozywienia (stresu) na reaktywnos¢ grasiczo-
zaleznych 1 burso-zaleznych struktur morfologicznych w  §ledzionie. Struktury
grasiczozalezne, tj. okototetniczkowa tkanka limfatyczna (PAL), zasiedlane sa przez
limfocyty pochodzace z grasicy. Natomiast struktury bursozalezne, tj. centra rozrodcze (GC)
I perielipsoidalng tkank¢ limfatyczng (PEL), zasiedlaja limfocyty pochodzace z torby
Fabrycjusza. Kurcz¢tom od 28. dnia zycia podawano pasz¢ co drugi dzien przez 14 lub 21
dni. Po zakonczeniu doswiadczenia, oceniano liczbe centrow aktywnych typu I i II na
powierzchni 2,535 mm? skrawkow histologicznych oraz aktywnosé¢ Fk w limfocytach na
catej powierzchni skrawkow. Pomimo odnotowanego spadku wzglednej masy $§ledziony, u
kurczat doswiadczalnych obu grup nie stwierdzono zmian w ogodlnej liczbie GC. Wzrosta
liczba nowo uformowanych GC typu I, co moglto by¢ przejawem adaptacji zachodzacej w
narzadzie pod wplywem dzialajacego stresora. Ograniczenie ptakom dostgpu do paszy
doprowadzilo do ostabienia aktywnosci Fk w komoérkach GC typu 1. W pozostatych
strukturach $ledziony byta ona zrdznicowana, a zmiany zalezaly od czasu trwania
ograniczenia podawania paszy. Zmiany w zakresie niektorych enzyméw lizosomalnych,
jakie obserwowano u ptakow doswiadczalnych, uzaleznione byty od nasilenia i czasu
trwania stresu.

I11.1. Graczyk S., Madej J., Pliszczak-Kréol A. Wptyw splenektomii na przebieg
odpowiedzi humoralnej 1 komorkowej oraz morfologi¢ centralnych narzadéw
limfatycznych u kurczat immunizowanych réznymi antygenami. Zeszyty Naukowe
Akademii Rolniczej we Wroctawiu, 1998; Nr 344: 7-15.

(punkty MNISW: 0)
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Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; przygotowaniu zwierzat (podawanie antygenow) i
pobieraniu materiatu (krwi) do badan, wykonaniu cz¢$ci analiz laboratoryjnych: wykonanie testu DTH.

I11.2. Graczyk S, Kuryszko J., Orda J., Pliszczak-Krél A., Zawadzki W., Janaczyk B.
Wplyw zywienia na reaktywnos$¢ struktur limfatycznych $ledziony kurczat. Med
Weter., 2006; 62(4): 411-415.

(punkty MNiISW: 15)

Moj wktad w powstanie publikacji polegal na: przygotowaniu ptakow i pozyskiwaniu $ledziony do
badan.

IV. Identyfikacja drobnoustrojow chorobotworczych w wybranych stanach
patologicznych u czlowieka i u zwierzat

Powierzchnie ciala psé6w i kotdow moga by¢ zasiedlane przez réznorodne grupy
mikroorganizméw. Wiele z nich nalezy do drobnoustrojéw warunkowo chorobotworczych,
zdolnych do wywotania zakazen w przypadku uposledzenia mechanizméw obronnych
gospodarza. Osobnym problemem jest aspekt epidemiologiczny nosicielstwa bakterii u
zwierzat, zwlaszcza w jamie ustnej i1 gardle, gdyz wiele z tych mikroorganizméw moze
rowniez powodowac infekcje u ludzi, np. w przypadku ran kasanych. Publikacja 1V.1. jest
praca przegladowa dotyczaca tego problemu.

Badania, w ktérych uczestniczytam miaty na celu poznanie sktadu gatunkowego oraz
opracowanie skutecznych metod identyfikacji drobnoustrojow wystepujacych fizjologiczne
na btonach §luzowych jamy ustnej i gardta pséw i kotow, a takze izolowanych z przypadkow
zakazen. Taka grupa bakterii o duzym potencjale zoonotycznym jest np. rodzina
Pasteurellaceae. W publikacji 1V.3. zostata opisana howa procedura diagnostyczna, oparta
na technice PCR, pozwalajagca na szybka i1 pewnag identyfikacj¢ najwazniejszych
przedstawicieli tej rodziny (Pasteurella multocida, P. stomatis, P. dagmatis oraz P. canis).
Dodatkowo, nasze badania wykazaly, Zze jeden z tych gatunkéow (P. dagmatis) jest
drobnoustrojem heterogennym pod wzgledem genotypowym - izolaty pochodzace od psow
roznig si¢ od tych izolowanych od kotow, co mogloby by¢ wykorzystane do celow
epidemiologicznych - publikacja 1V .4.

Wspotpraca z lekarzami klinicystami zaowocowata ponadto dwiema publikacjami
opisujacymi nietypowe infekcje u psow. W pierwszej z nich (publikacja 1V.2.) wykazali$my
prawdopodobna rolg Providencia alcalifaciens w zakazeniu przewodu pokarmowego, w
drugiej (publikacja 1V.5.) opisany zostat nietypowy przypadek kandydozy skory u psa z
uogoblniong nuzyca.

IV.1. Kr6l J., Florek M., Pliszczak-Krél A., Staroniewicz Z. Analiza mikrobiologiczna ran
u ludzi po pogryzieniu przez psy i koty. Med Weter, 2006; 62(5): 498-501.
(punkty MNISW: 15)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na zbieraniu danych literaturowych i pomocy w opracowaniu
manuskryptu.
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IV.2. Krol J., Janeczek M., Pliszczak-Krél A., Janeczek W., Florek M. Providencia
alcalifaciens as the presumptive cause of diarrhea in dog. Pol J Vet Sci., 2007; vol.10,
no.4: 285-287. PMID: 18198546.
(punkty MNiISW: 20 IF: 0,291)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na pobieraniu materialu (wymazow) do badan.

IV.3. Krél J., Bania J., Florek M., Pliszczak-Krél A., Staroniewicz Z. Polymerase chain
reaction-based identification of clinically relevant Pasteurellaceae isolated from cats
and dogs in Poland. J Vet Diagn Investig., 2011; 23(5): 532-537.
Doi: 10.1177/1040638711403434.
(punkty MNiISW: 35 IF: 1,214)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na pobieraniu materiatu (wymazdw) do badan oraz pomocy
W opracowaniu manuskryptu.

IV.4. Kro6l J., Bania J., Podkowik M., Florek M., Pliszczak-Krél A., Staroniewicz Z.
Genetic diversity of Pasteurella dagmatis as assessed by analysis of the 16S rRNA and
rpoB gene sequences. Curr Microbiol., 2011; 63: 87-93.
Doi: 10.1007/s00284-011-9949-6.
(punkty MNISW: 20 IF: 1,815)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na pobieraniu materiatu (wymazow) do badan oraz pomocy
W opracowaniu manuskryptu.

IV.5. Krdl J., Florek M., Pliszczak-Krol A., Staroniewicz Z. Cutaneous candidiasis in dog
with demodicosis - case report. Med Weter., 2011; vol. 67, nr 7, 496-498.
(punkty MNISW: 10)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na pobieraniu materiatu (wymazow) do badan oraz pomocy
W opracowaniu manuskryptu.

V. Mechanizmy hemostazy ogélnoustrojowej - badania in vitro i in vivo

Hemostaza jest kompleksem mechanizmow, ktorych zadaniem jest utrzymanie krwi w
plynnej postaci w tozysku naczyniowym oraz zapobieganie jej krzepnigciu lub utracie, a
przez to zapobieganie utracie takze i innych plynow ustrojowych. Prawidlowe jej
funkcjonowanie uzaleznione jest od zréwnowazenia kooperacji krzepnigcia i fibrynolizy,
czynnikow je aktywujacych i hamujacych oraz wzajemnych relacji pomiedzy komorkami
krwi i tkankami otaczajacymi. Zachwianie tej rOwnowagi moze prowadzi¢ do skaz
krwotocznych lub do zakrzepicy, a w konsekwencji do krwotokow lub powiktan
zakrzepowo-zatorowych, ktore mogg zagraza¢ utratg zdrowia a nawet zycia.

Moje pierwsze badania procesow hemostazy u zwierzat dotyczyly ptakow. Publikacja
V.3. opisuje wyniki obserwacji proceséw krzepniecia u kurczat poddanych stymulacji
antygenowej (LPS) oraz, ktorym podawano ACTH. Na podstawie czasow:
protrombinowego (PT), czgsciowej tromboplastyny po aktywacji (aPTT) i trombinowego
(TT), a takze stgzenia fibrynogenu (Fb) mierzonych w osoczu, zaobserwowatam, ze u
ptakow poddanych czynnikowi stresowemu i/lub pod naporem antygenu sprawnos¢
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mechanizmow krzepnigcia zmienita si¢. U kurczat, ktére otrzymaty tylko jeden z dwdch
wspomnianych czynnikéw nastapito wydtuzenie PT i APTT, co sugerowato spowolnienie
krzepnigcia. Jednak u kurczat, ktorym podano LPS, miato miejsce skrocenie TT i obnizenie
Fb, co wskazywaloby na probe wyrdéwnania tej zmiany. f.gczne podanie LPS i ACTH miato
efekt odwrotny, tj. nasilito procesy krzepnigcia - aPTT i TT ulegly skroceniu oraz obnizyto
si¢ stezenie Fb.

Publikacje V.1. i V.2. prezentuja cykl badan, w ktérych wraz z zespotem Zaktadu
Chemii Medycznej i Mikrobiologii Wydzialu Chemii Politechniki Wroclawskiej
obserwowatam wplyw glikokoniugatow (zwigzkow weglowodanowo-fenolowych)
pozyskanych z czesci kwitnagcych krwawnicy pospolitej (Lythrum salicaria) na sprawnosc¢
procesow krzepniecia. L. salicaria, ze wzgledu na swoje dziatanie przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne, gojace 1 przeciwbdlowe, a takze pozytywny wptyw na uktad krazenia i
réznego typu krwotoki, wykorzystywana byta w medycynie ludowej. Badania miaty na celu
poznanie aspektow tego dziatania, co w przyszto$ci mogltoby by¢ wykorzystane w terapii
zaburzen hemostazy u ludzi. W publikacji V.1. opisane zostaty efekty oddziatywania
glikokoniugatu in vitro i ex vivo. W badaniach in vitro mierzytam PT, aPTT i TT w probkach
standaryzowanego osocza ludzkiego z dodatkiem ekstraktu zawierajacego rézne stgzenia
glikokoniugatu. Zaobserwowatam wydluzenie czaséw krzepnigcia - PT przy dodatku
glikokoniugatu > 250 ug/ml, aPTT przy >15,63 pg/ml, a TT przy >125 pug/ml, co sugerowato
efekt przeciwkrzepliwy jego oddziatywania. W badaniach ex vivo mierzytam PT, aPTT i TT
w probkach osocza pozyskanego z krwi szczurow, ktorym podano dotetniczo 1 ml ekstraktu
zawierajacego 30 mg glikokoniugatu. Krew byta pobrana w 15. 1 70. minucie po podaniu
ekstraktu. Notowane znaczace wydtuzenie PT, aPTT i TT potwierdzito hamujacy wptyw
badanego glikokoniugatu na krzepnigcie osoczowe. W publikacji V.2. przedstawione sg
badania in vitro, podczas ktérych mierzytam PT i aPTT w probkach standaryzowanego
osocza ludzkiego, do ktorego dodawano 12 réznych frakcji kwasnych glikokoniugatow.
Wsrod badanych frakeji byty takie, ktore miaty wptyw ewidentnie przeciwzakrzepowy -
zanotowano wydtuzenie PT i/lub aPTT - oraz takie o prozakrzepowym dziataniu - PT i/lub
aPTT byty skrocone. Efekt oddziatywania poszczegolnych frakcji determinowany byt r6zng
zawartoscia weglowodanow, fenoli oraz kwasu uronowego w glikokoniugacie oraz ich
stezeniem w probce. Obok uczestnictwa w badaniach osoczowego krzepnigcia, bratam tez
udzial w eksperymentach oceniajacych aktywno$¢ ptytek krwi. Rola ptytek w hemostazie
polega na adhezji, agregacji, uwalnianiu substancji m.in. prozakrzepowych oraz interakcji z
innymi komorkami i tworzenie czopu pltytkowego. Doswiadczenia opisane w publikacjach
V.4.1V.5. dotycza oceny ekspresji receptoréw CD41/62 i CD62P na ptytkach krwi u koni
ze zdiagnozowang astmg (nawracajacg chorobg obturacyjng droég oddechowych, RAO). W
doswiadczeniu opisanym w publikacji V.4. badaliSmy ekspresje tych receptoréw u koni z
zaostrzong, W efekcie 48-godz. ekspozycji na alergeny plesni, formg RAO. Oddzielne
zawiesiny ptytek stymulowanych trombing inkubowane byly z przeciwciatami
monoklonalnymi: mysimi przeciw CD62P cztowieka lub z mysimi przeciw CD41/61 owcy.
Plytki koni z RAO wykazywaly wyzszg aktywno$¢ w porownaniu do koni zdrowych
przebywajacych w tych samych warunkach - notowaliSmy 5-krotnie wyzsza ekspresje
CDA41/61. Ekspresja CD61P byta obnizona, co wigzaliSmy z mozliwoscig ich ,,ztuszczania”
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przez plytki i utraty w krétkim czasie po aktywacji. Przedstawione w publikacji V.5.
doswiadczenie miato podobny cel, tj. oceng ekspresji CD41/62 i CD62P na ptytkach krwi u
koni z zaostrzong astma, jednak nasilenia objawow choroby dokonano wg innego schematu.
Konie przebywaty w niewietrzonych stajniach, narazone na plesnie zawarte w sianie i stomie
przez 7 dni. Krew do badan pobieralismy od zwierzat: tuz przed rozpoczeciem
doswiadczenia, przez pierwsze 3 kolejne dni oraz w 7. i 14. dniu trwania do§wiadczenia.
Intensywna i dlugotrwata ekspozycja na alergeny spowodowata u badanych zwierzat wysoki
wzrost aktywnos$ci ptytek krwi — ekspresja CD41/62 i CD62P byla znaczaco wyzsza w
poréwnaniu do koni zdrowych (kontrolnych) przebywajacych w tych samych warunkach.

Badania ekspresji CD62P na powierzchni ptytek aktywowanych trombing wg metody
przedstawionej powyzej prowadzitam tez we wspotpracy z zespotem Instytutu Inzynierii
Biomedycznej i Pomiarowej Wydziatu Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki we
Wroctawiu oraz z zespotem KIliniki Niewydolno$ci Serca i Transplantologii Instytutu
Kardiologii w Warszawie. Obserwacje ekspresji tych receptorow prowadzilismy w
zestawieniu ze zdolnos$cig plytek do agregacji pod wpltywem kolagenu lub
adenozynodifosforanu (ADP) u $win poddanych krazeniu pozaustrojowemu (aparat ptuco-
serce) przez 1 godz. i w ciggu 23 godzin po jego zakonczeniu - publikacja V.6. W trakcie
krazenia pozaustrojowego, kontakt krwi z obcymi powierzchniami aparatu pluco-serce oraz
nienaturalne warunki przeptywu czesto prowadza u pacjentow do rozwoju ostrego
ogoblnoustrojowego zapalenia, a takze do uaktywnienia mechanizméw hemostazy, w tym do
zmian aktywnosci ptytek krwi. Poddanie krwi w tym czasie bezposredniemu naswietlaniu
promieniami bliskiej podczerwieni (NIR) w duzym stopniu eliminuje niepozadane skutki
zabiegu. W naszym doswiadczeniu, krew 12 $win podczas krazenia naswietlano NIR o
dhugosci fali w zakresie 750-1100 nm (maximum intensywnosci 800 nm). Kontrole
stanowito 12 §win, takze poddanych krazeniu pozaustrojowemu, ale ktorych krew nie bylta
naswietlana. Krew od zwierzat pobierano przed rozpoczgciem krazenia, w 30. minucie jego
trwania, bezposrednio po zakonczeniu oraz w 6., 12., 24. godz. od rozpoczgcia calej
procedury. Ptytki krwi §win kontrolnych wskutek kontaktu z powierzchniami aparatu ptuco-
serce ulegly aktywacji - wykazywaty wzmozong sktonno$¢ do agregacji w obecnosci obu
agonistow 1 wyraznie obnizong ekspresje CD62P (receptory w krotkim czasie po aktywacji
sg usuwane z powierzchni bton komorek). Efektu takiego nie obserwowalismy u zwierzat,
ktorych krew byta naswietlana NIR - plytki agregowaly znacznie stabiej a ekspresja CD62
pozostawala na wzglednie stalym, niskim poziomie. Otrzymane wyniki potwierdzity
ostaniajacy i stabilizujacy efekt oddzialywania zastosowanego promieniowania na badane
komorki.

V.1. Pawlaczyk I., Czerchawski L., Kanska J., Bijak J., Capek P., Pliszczak-Krol A.,
Gancarz R. An acid glycoconjugate from Lythrum salicaria L. with controversial
effects on haemostasis. J Ethnopharmacol., 2010; 131: 63-69.

Doi: 10.1016/].jep.2010.06.001.
(punkty MNISW: 32 IF: 2,466)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; zaplanowaniu i wykonaniu czesci analiz laboratoryjnych:
badania koagulologiczne (in vitro i ex vivo: PT, aPTT, TT), opracowaniu i interpretacji wynikow.
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V.2. Pawlaczyk I., Capek P., Czerchawski L., Bijak J., Tsirigotis M., Pliszczak-Krél A.,
Ganczarz R. An anticoagulant effect chemical characterization of Lythrum salicaria
L. glycoconjugates. Carbohydr Polym., 2011; 86: 277-284.
Doi: 10.1016/j.carbpol.2011.04.048.
(punkty MNiISW: 40 IF: 3,628)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; zaplanowaniu i wykonaniu czgéci analiz laboratoryjnych:
badania koagulologiczne (in vitro: PT, aPTT), opracowaniu i interpretacji wynikow.

V.3. Pliszczak-Krol A., Graczyk S., Gemra M., Iwaszko-Simonik A., Krol J. The influence
of bacterial lipopolysaccharide (LPS) and adrenocorticotropic hormone (ACTH)
administration on coagulation processes in chicken. Bulletin of University of
Agricultural Sciences and Veterinary Medicine, Cluj-Napoca, Veterinary Medicine,
2012; 69(1-2): 247-248.

(punkty MNiISW: 0)
Moj wktad w powstanie publikacji polegat na; pracowaniu koncepcji i metodyki badan, przygotowaniu
ptakow do badan: podawanie ACTH i LPS, pobieraniu materiatu (krwi) do badan, zaplanowaniu i wykonaniu

analiz laboratoryjnych: badania koagulologiczne, zebraniu, opracowaniu i interpretacji wynikow,
sformutowaniu wnioskow, opracowaniu manuskryptu i polemice z recenzentami.

V.4. lwaszko-Simonik A., Niedzwiedz A., Graczyk S., Stowikowska M., Pliszczak-Krél
A. Expression of surface platelet receptors (CD62P and CD41/61) in horses with
recurrent airway obstruction (RAO). Vet Immunol Immunopathol, 2015; 164: 87-92.
Doi: 10.1016/j.vetimm.2015.01.002.

(punkty MNISW: 25 IF: 1,664)

Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na przygotowaniu materiatu do analiz laboratoryjnych oraz
pomocy w opracowaniu manuskryptu.

V.5. Iwaszko A., Borowicz H., Graczyk S., Stowikowska M., Pliszczak-Krol A.,
Niedzwiedz A. Effect of antigen challenge on dynamics of CD62P and CD41/61
expression on platelets in horses with recurrent airway obstruction (RAO). Vet
Immunol Immunopathol., 2018; 202: 172-178. Doi: 10.1016/j.vetimm.2018.07.007.
(punkty MNISW: 30 IF: 1,846)

Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na przygotowaniu materiatu do analiz laboratoryjnych oraz
pomocy w opracowaniu manuskryptu.

V.6. Drohomirecka A., lwaszko A., Walski T., Pliszczak-Kroél A., Waz G., Graczyk S.,
Galecka K., Czerski A., Bujok J., Komorowska M. Low-level light therapy reduces
platelet destruction during extracorporeal circulation. Sci Rep., 2018; vol.8, Iss.1,
Article number 16963: 1-3. D0i:10.1038/s41598-018-35311-9.

(punkty MNiISW: 40 IF: 4,011)

Mo¢j wktad w powstanie publikacji polegat na: wspottworzeniu koncepcji badania, przygotowaniu

materiatu do analiz laboratoryjnych.

31



dr n. wet. Aleksandra Pliszczak-Krol
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Prace przegladowe dla klinicystow, dotyczace zagadnien hemostazy, W
przygotowaniu ktérych uczestniczytam, dotycza m.in.:

» Diagnostyki laboratoryjnej zaburzen hemostazy u koni. W publikacji V.7. opisane zostaly
ogolna charakterystyka hemostazy i jej zaburzenia, metody pozyskania i przygotowania
materiatu do badan, stosowane laboratoryjne badania przesiewowe 1 szczegotowe oraz
algorytmy interpretacji otrzymanych wynikéw. W publikacji V.8. przedstawiona zostata
istota zaburzen hemostazy u koni w przebiegu morzysk. Obok metod przygotowania
materialu  do badan, wyboru diagnostycznych badan laboratoryjnych i sposobu
interpretacji wynikow, zostaty opisane tez metody terapii tego typu zaburzen.

» Wykorzystania osocza bogatoptytkowego (PRP) w medycynie regeneracyjnej koni. W
publikacjach V.9. - V.11. opisane zostaly: biologia ptytek krwi, metody przygotowania i
schemat podawania PRP oraz korzysci i ograniczenia zwigzane z jego podawaniem.

V.7. lwaszko A., Pliszczak-Kroél A., Graczyk S. Diagnostyka laboratoryjna zaburzen
hemostazy u koni. Magazyn weterynaryjny, 2009; 12 (vol.18): 1286-1290.
(punkty MNISW: 2)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na pomocy w opracowaniu koncepcji i formy manuskryptu.

V.8. lwaszko-Simonik A., Pliszczak-Krol A., Graczyk S. Podstawy diagnostyki i terapii
zaburzen krzepniecia krwi w przebiegu morzysk u koni. Zycie Weterynaryjne, 2011;
86(5): 360- 364.

(punkty MNISW: 4)

Moéj wktad w powstanie publikacji polegat na pomocy w opracowaniu koncepcji i formy manuskryptu.

V.9. Iwaszko-Simonik A., Graczyk S., Pliszczak-Krol A., Henklewski R., Biazik A.
Wykorzystanie osocza bogatoptytkowego w leczeniu $ciggien u koni. Magazyn
Weterynaryjny, 2012; vol.21(176): 67-73.

(punkty MNISW: 3)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na pomocy w opracowaniu koncepcji i formy manuskryptu.

V.10. Iwaszko-Simonik A., Graczyk S., Pliszczak-Krél A., Henklewski R., Biazik A.
Zastosowanie komorek macierzystych oraz osocza bogatoptytkowego w medycynie
regeneracyjnej koni. Magazyn Weterynaryjny 2014; Vol. 23 nr 208: 862-866.
(punkty MNISW: 3)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na pomocy w opracowaniu koncepcji i formy manuskryptu.

V.11. Iwaszko-Simonik A., Graczyk S., Pliszczak-Krél A. Techniki medycyny
regeneracyjnej stosowane u koni. Weterynaria w terenie, S. Choroby koni, 2016; 58-
61.
(punkty MNISW: 3)

Moéj wkiad w powstanie publikacji polegat na pomocy w opracowaniu koncepcji i formy manuskryptu.
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VI. Inne tematy badawcze

Prace przedstawione w tym podrozdziale dotycza badan, w ktérych bralam udziat, a
ktoére dotyczyty statusu zdrowotnego zwierzat hodowlanych.

We wspotpracy z zespotem Katedry Mikrobiologii Wydz. Med. Wet. Akademii
Rolniczej we Wroctawiu (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu) okreslatam
rodzaj alergendw, ktére sa powodem najczeséciej wystepujacych chordéb atopowych u psow
na terenie Dolnego Slaska - publikacja V1.1. Alergiczne testy skorne zawierajace 25 réznych
typow alergendéw, wykonane zostalty u psow, u ktérych zostaty wykluczone pierwotne
bakteryjne, grzybicze lub pasozytnicze choroby skory. Wsrdd przebadanych 40 pacjentow,
dominowaty boksery i owczarki niemieckie. Do alergenow dajacych najwiecej odczyndéw
dodatnich w zastosowanym teécie nalezaty: kurz domowy, plesnie (Mucor, Rhizopus,
Absidia), naskorek cztowicka oraz pierze gesie i kacze.

Badania dotyczace statusu zdrowotnego kréw hodowanych w rejonie przemystowym
prowadzitam wraz z zespotem toksykologéw z Katedry Farmakologii Wydz. Med. Wet.
Akademii Rolniczej we Wroctawiu (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu).
Badane krowy eksponowane byty na dziatanie zanieczyszczen gazowych i1 pylowych,
emitowanych przez kopalni¢ i elektrowni¢ Turéw - publikacja V1.2. W krwi pobranej od
krow oznaczane byly: parametry czerwonokrwinkowe (liczba erytrocytow [RBC], st¢zenie
hemoglobiny [Hb], hematokryt [Ht], §rednia objg¢tos¢ erytrocytu [MCV], $rednia masa
hemoglobiny w erytrocycie [MCH], $rednie st¢zenie hemoglobiny w erytrocycie [MCHC)),
liczba leukocytow (WBC), liczba plytek (PLT). W osoczu oznaczaliSmy aktywno$¢
enzymoOw: aminotransferazy alaninowej i asparginowej, fosfatazy alkalicznej, amylazy
trzustkowej oraz stezenie: biatka catkowitego, cholesterolu i bilirubiny. Wyniki badan
wykazaly zmiany morfologiczne erytrocytow, obnizenie Hb i MCV, wyzsza aktywno$¢
aminotransferazy asparginowej oraz stezenia cholesterolu i biatka catkowitego. Mierzone
wartos$ci wymienionych parametréw nie osiggaty jednak poziomdw, ktore wskazywaltyby na
niepokojace zaburzenia u badanych krow, zwigzane z zatruciem przemystowym.

Efekty suplementacji zelazem u nowonarodzonych prosigt badatam wraz z zespotem
Zaktadu Prewencji Katedry Immunologii, Patofizjologii i Prewencji Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu - publikacja V1.3. Prosigta otrzymaty preparat
zelazowy Ferran 200 w dwoch roznych terminach: jedna grupa w 1. a druga w 4. dniu po
urodzeniu. Krew do badan pobieraliSmy odpowiednio w 5. 1 17. dniu Zycia prosiat. Wplyw
preparatu ocenialiSmy na podstawie pomiarow parametréw czerwonokrwinkowych: RBC,
Ht, Hb, stezenia zelaza oraz aktywnosci katalazy (wyrazajacej potencjat oksydo-redukcyjny
osocza). Otrzymane wyniki wykazaly, ze podanie preparatu Fe w pierwszym 1. dniu Zycia
wywiera korzystniejszy efekt na potencjat hemopoetyczny prosigt — w tej grupie zwierzat
notowaliSmy wyzszy wzrost mierzonych parametrow w krotszym czasie po podaniu
preparatu.

VI.1. Krél J., Cierpisz J., Pliszczak-Krél A. Zastosowanie testow skornych w diagnostyce
atopii u psow. Zycie Weterynaryjne, 1998; 73(9): 351-353.
(punkty MNISW: 6)
Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na: pobieraniu wymazow i zeskrobin skory, pobieraniu

zeskrobin ze skory, badaniach hematologicznych oraz kwalifikacji i przygotowaniu zwierzat do testow
skornych.

33



dr n. wet. Aleksandra Pliszczak-Krol
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

VI1.2. Kucharczak E., Pliszczak-Krél A., Szyposzynski K. Ocena wplywu emisji
przemystowych na parametry hematologiczne we krwi krow. W: Zielinska-Psuja B.,
Ortowski J.: Wybrane zagadnienia interakcji ksenobiotykow. Wydawnictwo Naukowe
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu 2007, 94-97.

Rozdziat w monografii.

(punkty MNISW: 0)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: zaplanowaniu i wykonaniu badan hematologicznych,
opracowaniu i interpretacji wynikéw oraz sformutowaniu wnioskow.

VI1.3. Rzgsa A., Graczyk S., Gemra M., Luczak G., Zyzak A., Pliszczak-Krol A., Iwaszko-
Simonik A., Sucholinski M., Szymczak W., Twardon J. Iron level and antioxidant
status in two-week-old piglets. Bulletin of University of Agricultural Sciences and
Veterinary Medicine, Cluj-Napoca,Veterinary Medicine, 2012; 69 (1-2): 258-259.
(punkty MNISW: 2)

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: zaplanowaniu i wykonaniu badan hematologicznych,
opracowaniu i interpretacji wynikow oraz sformutowaniu wnioskow.
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Sumaryczne wskazniki dokonan naukowych

Sumaryczny wskaznik Impact Factor: 27, 859.
Sumaryczna punktacja MEIN: 680.

Index Hirscha w bazie Web of Science: 5.
Index Hirscha w bazie Scopus: 6.

Liczba cytowan w bazie Web of Science: 109.
bez autocytowan:  97.

Liczba cytowan w bazie Scopus: 112.
bez autocytowan: 101.

Sumaryczny wskaznik Impact Factor
publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe: 6, 594.

Sumaryczna punktacja MEIN
publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe: 240.

Sumaryczny wskaznik Impact Factor
po wylaczeniu publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe: 21, 265.

Sumaryczna punktacja MEIN
po wylaczeniu publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe: 440.
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