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informujacy o zainteresowaniach i osiagnieciach w dzialalnosci

naukowej, dydaktycznej oraz organizacyjnej.
1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

1985-1991  studia na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej w Krakowie, ukonczone
dnia 27 czerwca 1991 — lekarz medycyny

2001 stopien doktora nauk medycznych uzyskany 18 maja 2001 na Wydziale
Lekarskim Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie,
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Cytoimmunologiczna charakterystyka zmian w

ptucach wywotanych pytami krzemu i azbestu”

2007 specjalizacja pierwszego stopnia w zakresie chorob wewnetrznych

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

01.10.1991- 30.09.1992 obowigzkowy staz lekarski — Akademia Medyczna w Krakowie
01.10-1991 - 30.09.2002  asystent w Katedrze Patofizjologii Collegium Medicum UJ

lipiec 2002- sierpien 2003 research fellowship w Houston Medical School (Texas, USA);
Department of Integrative Biology and Pharmacology.

01.10.2002 — 28.02.2012  adiunkt w Katedrze Patofizjologii Collegium Medicum UJ

0d 01.03.2012 — obecnie  starszy wyktadowca w Katedrze Patofizjologii
Collegium Medicum UJ
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3. Wskazanie osiagnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

»Zastosowanie obwodowej stymulacji nerwu blednego w regulacji przyjmowania
pokarmu” w oparciu o jednotematyczny cykl publikacji.

1. Bugajski AJ, Gil K, Ziomber A, Zurowski D, Zaraska W, Thor PJ.: Effect of long-term
vagal stimulation on food intake and body weight during diet induced obesity in rats. J
Physiol Pharmacol. 2007;58 Suppl 1:5-12. IF: 4.466

2. Gil K, Bugajski A, Kurnik M, Zaraska W, Thor P: Physiological and morphological effects
of long-term vagal stimulation in diet induced obesity in rats. J Physiol Pharmacol. 2009, 60,
Suppl 3, 61-66. 1F=1.489

3. Gil Krzysztof, Bugajski Andrzej, Skowron Beata, Thor Piotr: Increased c-Fos expression in
nodose ganglion in rats with electrical vagus nerve stimulation. Folia Medica Cracoviensia
2011, 51, 1-4: 45-58. MNISW: 4

4. Gil K, Bugajski A, Thor P: Electrical vagus nerve stimulation decreases food consumption
and weight gain in rats fed high-fat diet. J Physiol Pharmacol. 2011, 62; 637-646. I1F=2.267

5. Gil K, Bugajski A, Kurnik M, Thor P: Chronic vagus nerve stimulation reduces body fat,
blood cholesterol and triglyceride levels in rats fed a high-fat diet. Folia Medica Cracoviensia
2012, LII (52), 3-4: 79-96. MNiSW: 4

6. Gil K, Bugajski A, Kurnik M, Thor P: Electrical chronic vagus nerve stimulation activates
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in rats fed high-fat diet. Neuroendocrinol Lett 2013;
34(4):101-108. IF=1.296

Laczny impact factor w/w prac: 9.518 pkt.

Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omdéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Nerw btedny (Nervus Vagus, nerw X), najdluzszy nerw czaszkowy, stanowi gtowna
struktur¢ anatomiczng parasympatycznego Ukladu nerwowego, unerwiajac liczne narzady
szyi, klatki piersiowej i jamy brzusznej. Prawy 1 lewy nerw btedny po wyjsciu z pnia mézgu
przechodzg przez otwory szyjne, nastepnie zmierzaja w okolice szyi wspoitworzac zwoje
guzowate (ganglion nodosum), i dalej biegnac wzdtuz przetyku wchodzg do jamy brzusznej
jako dwa pnie (grzbietowy — prawy, brzuszny — lewy). W odcinku podprzeponowym przetyku
pnie te dzielag si¢ na kilka galezi, unerwiajac zotadek, dwunastnicg, jelito cienkie oraz
okreznice proksymalng az do zstepujacej. Galaz watrobowa wspolna nerwu btednego unerwia

watrobe i trzustke, a ponadto reguluje perystaltyke pecherzyka zotciowego i drog zotciowych.
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Pnie nerwu biednego unerwiajace trzewia skladajg si¢ glownie z niezmielinizowanych
wiokien, ktorych ponad 80% ma charakter wiokien aferentnych (dosrodkowych), podczas gdy
wiokna eferentne (odsrodkowe) stanowig pozostate 20%. Widokna aferentne przewodza do
moézgu informacje z narzadéw szyi, klatki piersiowej i jamy brzusznej, regulujac miedzy
innymi przyjmowanie pokarmu oraz odruchy trawienne. Neurony aferentne nerwu btednego
znajduja si¢ w zwojach guzowatych, zbierajgc, a nastepnie przenoszac informacje czuciowe
do jadra pasma samotnego (nucleus tractus solitarius - NTS); stamtad sygnaty przekazywane
sa do dalszych o$rodkow nerwowych, migedzy innymi do podwzgoérza. Wiodkna eferentne
nerwu btednego wychodza z neuronéw lezacych w pniu mézgu (dorsal motor nucleus —
DMX oraz nucleus ambiguus), kontrolujacych funkcje autonomiczne. NTS wraz z dorsal
motor nucleus oraz area postrema tworzg tzw. dorsal vagal complex, ktory petni role
gléwnego centrum integracyjnego autonomicznego uktadu nerwowego.

Nerw biedny reguluje czgsto$¢ akcji serca, cisnienie krwi, a takze motoryke i
wydzielanie przewodu pokarmowego. Prawy nerw biedny unerwia wezet zatoko-
przedsionkowy (odpowiedzialny za funkcje rozrusznikowa serca), podczas gdy lewy nerw
bledny zaopatruje we¢zel przedsionkowo — komorowy (wptywajgc na site skurczu migsnia
sercowego, ale ma mniejszy wpltyw na czgstos¢ skurczéw). Stymulacja nerwu biednego
(vagus nerve stimulation - VNS) prawego powoduje znaczne zwolnienie akcji serca, podczas
gdy stymulacja lewego nerwu blednego nie wywiera znaczacego wplywu na czesto$é
skurczOw serca. Dlatego zardbwno w warunkach eksperymentalnych, jak réwniez w celach
terapeutycznych VNS przeprowadza si¢ na lewym nerwie btednym.

Mozliwo$ci wptywania na osrodki uktadu nerwowego za posrednictwem obwodowej
stymulacji aferentnych witokien nerwu btednego spowodowaty, ze zacze¢to prowadzié
intensywne badania nad zastosowaniem stymulacji nerwu blednego jako potencjalnej metody
terapeutycznej, miedzy innymi w przypadkach padaczki opornej na leczenie farmakologiczne,
depresji, migreny, fibromialgii, choroby Alzheimera, a w warunkach eksperymentalnych w
sepsie, wstrzgsie pokrwotocznym, czy zespotach niedokrwienia/reperfuzji.

Waga ciata, spozywanie pokarmu oraz zawarto$¢ tluszczu w organizmie podlegaja
mechanizmom regulacyjnym, okreslanym jako krotkotrwata oraz dlugotrwata regulacja
pokarmu. Pokarm dostajacy si¢ do zotadka, a nastgpnie do dwunastnicy aktywuje chemo-
oraz mechanoreceptory, z ktorych sygnaty przenoszone sa droga widkien aferentnych nerwu
btednego do osrodkéw w tylomoézgowiu, gdzie ulegaja dalszej integracji, odgrywajac
kluczowa rol¢ w mechanizmach tzw. krotkotrwatej regulacji przyjmowania pokarmu,
prowadzac do ograniczenia dalszego spozywania pokarmu. W mechanizmach dtugotrwate;j

regulacji przyjmowania pokarmu uczestniczg ponadto liczne czynniki humoralne (leptyna,
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insulina, grelina, nesfatyna-1, oreksyny, neuropeptyd Y i inne), ale we wszystkich tych
mechanizmach istotng role odgrywaja wiokna aferentne nerwu blednego, przenoszac
informacje o stanie sytosci do osrodkow centralnych tj. NTS oraz dalej, do osrodkoéw
podwzgorzowych, miedzy innymi do jadra tukowatego podwzgorza (arcuate nucleus- ARH).

ZalozyliSmy, ze obwodowa, elektryczna stymulacja nerwu blednego, poprzez
przesylanie sygnalu ,,imitujgcego” sygnaly sytosci przekazywane w warunkach
fizjologicznych z przewodu pokarmowego do moézgu, moze aktywowac neurony w NTS oraz
podwzgdrzu, powodujac osiggniecie stanu odczuwania syto$ci i spowodowaé ograniczenie
przyjmowania pokarmu. Poniewaz wiokna aferentne przenosza informacje do moézgu nie
tylko z aktywowanych mechanoreceptorow przewodu pokarmowego, ale takze
chemoreceptoréw dwunastniczych, glukoreceptorow watrobowych oraz osmoreceptorow,
nasza hipoteza wydawata si¢ mie¢ uzasadnione podstawy teoretyczne.

W ramach obszernych prac nad dekodowaniem i1 modulacja nerwu blednego
prowadzonych w Katedrze Patofizjologii CM UJ skoncentrowalem si¢ na badaniem wptywu
przewlektej elektrycznej stymulacji nerwu btednego na przyjmowanie pokarmu. Powstatly
podczas realizacji tych badan cykl monotematycznych publikacji oryginalnych stanowi

podstawe prezentowanej przez mnie pracy habilitacyjnej (celu naukowego).

1. Bugajski AJ, Gil K, Ziomber A, Zurowski D, Zaraska W, Thor PJ.: Effect of long-term
vagal stimulation on food intake and body weight during diet induced obesity in rats. J
Physiol Pharmacol. 2007;58 Suppl 1:5-12.

Badania prowadzilismy na dorostych szczurach (samcach) szczepu Wistar
odzywianych dietg bogatg w tluszcze. UzywaliSmy dorostych szczuréw, aby wyeliminowad
efekty zmiany wagi spowodowane wzrastaniem, dzi¢ki czemu mierzone przyrosty wagi ciala
zmieniaty si¢ liniowo, natomiast zastosowanie diety wysokotluszczowej (ponad 40% kalorii
pochodzacych z tluszczu) jest uznanym modelem wywolywania otylosci 1 zaburzen
metabolicznych u szczuréw, poniewaz przypomina otyto$¢ rozwijajaca si¢ u ludzi.

Zwierzg¢tom, po niezbednym okresie adaptacji, wszczepiano mikrostymulator zasilany
bateryjnie, generujacy impulsy elektryczne o zadanej czestotliwo$ci, podtaczony poprzez
platynowe elektrody do lewego nerwu biednego. Wybrali§my model stymulacji lewego nerwu
btednego. Chociaz niektore wczesniejsze badania wskazywaly, ze stymulacja obustronna
moze by¢ bardziej skuteczna, to aby unikng¢ dziatan niepozadanych (zaburzenia oddechowe i
rytmu serca) zdecydowaliSmy o uzyciu modelu stymulacji lewostronnej. Mikrostymulatory do
badan zostaly zaprojektowane we wspolpracy z nasza Katedra, natomiast wykonane i

zaprogramowane przez Instytut Techniki Elektronowej w Krakowie. Czg¢stotliwos¢ stymulacji
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ustalono w oparciu 0 nasze dotychczasowe préby dekodowania informacji o sytosci
przewodzonych przez nerwy btedne (w tym badaniu - czas impulsu 10 ms, amplituda 200
mV, czestotliwos¢ 0,05 Hz). Eksperyment trwat 102 dni i dostarczyt bardzo interesujacych
danych. Przewlekta stymulacja lewego nerwu btednego spowodowata zmniejszenie ilosci
spozywanego pokarmu, spadek przyrostu masy ciata oraz obnizong zawartos¢ trzewnej tkanki
thuszczowej. W celu oceny zawarto$¢ tkanki tluszczowej trzewnej wprowadziliSmy pomiar
wagi tzw. FAT — padoéw (najadrzowej tkanki tluszczowej). Wowczas metoda ta byta mato
znana, a obecnie badanie to jest powszechnie stosowane do oceny otluszczenia zwierzat
eksperymentalnych. Pomimo, ze FAT-pad jest niewielki, to podlega tym samym
ogoblnoustrojowym procesom regulacyjnym, co tkanka tluszczowa trzewna, jest stosunkowo
tatwy do pobrania, a jego masa dobrze odzwierciedla stopien gromadzenia thuszczu w ustroju.
W grupie zwierzat poddanych stymulacji stwierdziliSmy znaczacy spadek zawartosci tkanki
thuszczowej w stosunku do masy szczura. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
zastosowanie takiego modelu eksperymentalnego elektrostymulacji jest bardzo celowe.
Natomiast osiggni¢cie bardziej znaczgcych efektow w zakresie przyjmowania pokarmu i wagi

ciata moze wymaga¢ dostosowania parametrow stymulacji nerwu btednego (38).

2. Gil K, Bugajski A, Kurnik M, Zaraska W, Thor P: Physiological and morphological effects
of long-term vagal stimulation in diet induced obesity in rats. J Physiol Pharmacol. 2009, 60,
Suppl 3, 61-66

W kolejnym eksperymencie zadaliSmy sobie pytanie, czy obserwowane zmiany
metabolizmu, tzn. spadek przyjmowania pokarmu, zahamowanie przyrostu masy ciata oraz
zmniejszone gromadzenie tkanki tluszczowej sg skutkiem aferentnej stymulacji nerwu
btednego, czy moze takze wynikaja z uruchomienia mechanizméw obwodowych. W tym celu
przeprowadziliSmy kolejng seri¢ badan na szczurach, stosujac opisany uprzednio model
elektrostymulacji nerwu blednego. Po jego zakonczeniu pobralismy wycinki ze $ciany
zotadka, jelita cienkiego oraz proksymalnej czesci jelita grubego, w ktorych
immunohistochemicznie uwidacznialismy neurony splotu $rodmig$niowego (Auerbacha),
komorki $rodmigzszowe Cajala oraz komorki tuczne (mastocyty, Kktore to komorki
uczestniczg w interakcjach neuro — immunologicznych). BadaliSmy te komorki, poniewaz
pelnig one funkcje regulatorowe w motoryce przewodu pokarmowego i nawet niewielkie ich
uszkodzenia mogg skutkowac¢ istotnymi zaburzeniami trawienia i wchianiania pokarmu.
Ocenialismy takze dobrostan zwierzat, u ktorych nie stwierdziliSmy zadnych odchylen w

grupie zwierzat poddanych stymulacji w stosunku do grupy kontrolnej.
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Przewlekla stymulacja lewego nerwu bigdnego nie spowodowata istotnych zmian
komorek splotu $rodsciennego ani $rodmigzszowych komoérek Cajala w zadnym z badanych
fragmentéw $ciany przewodu pokarmowego. StwierdziliSmy natomiast znaczacy wzrost
liczby komorek tucznych w zotadku u szczuréw stymulowanych, szczegélnie widoczny w
warstwie migsniowej, wskazujacy, ze nie da si¢ catkowicie wykluczy¢ pewnego efektu
eferentnego (odsrodkowego) stymulacji nerwu btednego. Dlatego, aby sprawdzi¢ i
potwierdzi¢ aferentny charakter i skuteczno$¢ zastosowanej metody elektrostymulacii,

postanowili$§my przeprowadzi¢ kolejng seri¢ eksperymentow (41).

3. Gil Krzysztof, Bugajski Andrzej, Skowron Beata, Thor Piotr: Increased c-Fos expression in
nodose ganglion in rats with electrical vagus nerve stimulation. Folia Medica Cracoviensia
2011,51, 1-4: 45-58

Wyniki poprzednich eksperymentdw z zastosowaniem VNS u szczuréw odzywianych
dieta wysokottuszczowa byly zachecajace, ale wskazaly na konieczno$¢ weryfikacji
skutecznosci zastosowanej metody VNS. Chociaz obserwowalismy spadek wagi, spozywania
pokarmu oraz zmniejszone gromadzenie tkanki tluszczowej po VNS, to brakowalo nam
jednoznacznych dowodow, Ze zastosowana stymulacja ma faktycznie charakter aferentny.
Dlatego zawsze przed wszczepieniem mikrostymulatora weryfikowaliSmy prad generowany
przez niego poprzez pomiar oscyloskopowy sygnatu, a takze przeprowadziliSmy zapisy
elektrofizjologiczne nerwu blednego na szyi po jednoczesnej stymulacji podprzeponowej tego
samego nerwu. Uzyskane wyniki wskazywaly na skuteczno$¢ generowania pobudzenia
aferentnego w nerwie blednym przez mikrostymulator. ChcieliSmy jednak takze
zweryfikowa¢ skutecznos¢ VNS po zakonczeniu catego eksperymentu, dlatego
poszukiwaliSmy specyficznych, morfologicznych markerow aktywacji neuronalnej.

Zidentyfikowano kilka markerow aktywnosci metabolicznej neurondéw, migdzy
innymi biatka c-Fos oraz c-Jun. Poziom tych biatek, bedacych produktem genéw c-fos i c-jun,
nalezacych to tzw. ,immediate early genes”, wzrasta znaczaco po dziataniu bodzcoéw 0
réznym charakterze i uczestniczg one w regulacji ekspresji peptydow oraz neurotransmiterow
w komorkach uktadu nerwowego. Wzrost ekspresji biatka c-Fos jest obecnie powszechnie
akceptowanym markerem morfologicznym aktywnosci neuronalnej.

Zw0j guzowaty nerwu blednego szczura zawiera okoto 6000 neuronéw (VAN - vagal
afferent neurons) o wielkosci od 15 to 50 um. Neurony te zbierajg informacje z narzadow
jamy brzusznej, jak rowniez klatki piersiowej, a ich wypustki centralne koncza si¢ w nucleus

tractus solitarii oraz area postrema. Dlatego w celu oceny skutecznos$ci VNS postanowilismy
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zbada¢ ekspresje c-Fos w neuronach zwojow guzowatych nerwu blednego u szczuréw
poddanych elektrostymulacji.

Dorostym samcom szczepu Wistar (n = 24), zywionych dietg bogatg w tluszcze
wszczepiono mikrostymulatory wg uprzednio opisanej metody, a nastgpnie lewy nerw biedny
stymulowano podprzeponowo (impuls 10 ms, amplituda 200 mV, czgstotliwos¢ 0.05 Hz).

Eksperyment objgt dwie grupy zwierzat - stymulowanych przez 3 tygodnie (n=12)
oraz przez 3 miesigce (n=12), przy czym w kazdej grupie wyr6zniono podgrupe stymulowang
oraz kontrolng — odpowiednio po 6 zwierzat). Po zakonczeniu stymulacji pobieraliSmy prawe
i lewe zwoje guzowate nerwOw biegdnych, utrwalaliSmy w formalinie i zatapialiSmy w
bloczkach parafinowych. Nast¢gpnie w uzyskanych preparatach zwojow guzowatych
metodami immunohistochemicznymi identyfikowaliSmy neurony (znakujac je przeciwciatami
skierowanymi przeciwko biatku PGP 9.5 - markerowi komdrek nerwowych), a nastepnie
uwidacznialismy komorki c-Fos pozytywne — ,,aktywowane” neurony.

Analiza mikroskopowa wykazata znaczacy wzrost odsetka neuronow c-Fos
pozytywnych w lewym zwoju guzowatym, zar6wno po 3 tygodniach, jak rowniez po 3
miesigcach stymulacji w odniesieniu do grupy kontrolnej. Czas stymulacji nie wptywat na
odsetek komorek c-Fos pozytywnych — nie zaobserwowaliSmy roznic pomig¢dzy zwojami
poddanymi 3 tygodniowej VNS w stosunku do 3 miesiecznej VNS. Co ciekawe,
zauwazyliSmy rowniez niewielki, chociaz nieznamienny wzrost odsetka komorek c-Fos
pozytywnych w prawych zwojach nerwow biednych w obu eksperymentach.

Zwigkszona liczba neuronéw wykazujacych ekspresje biatka c-Fos w lewym zwoju
guzowatym nerwu blednego zarowno w trakcie, jak rdwniez po zakonczeniu eksperymentu,
potwierdzita aferentny charakter transmisji sygnatow (generowanych przez mikrostymulator)
przewodzonych przez nerwy bledne z obwodu do os$rodkdw mozgowych, dowodzac
skutecznosci zastosowanej metody VNS (27).

Opracowanie powtarzalnej metody wizualizacji komoérek nerwowych wykazujacych
ekspresje bialka c-Fos nie bylo tatwe i zajelo nam sporo czasu. Natomiast pozwolito
uwidoczni¢ aktywowane neurony nie tylko w zwojach guzowatych nerwu blednego, ale takze
w jadrze pasma samotnego (NTS) oraz jadrze tukowatym podwzgorza (ARH), co

wykorzystywali$my w dalszych badaniach.

4. Gil K, Bugajski A, Thor P: Electrical vagus nerve stimulation decreases food consumption
and weight gain in rats fed high-fat diet. J Physiol Pharmacol. 2011, 62; 637-646
Stosowane uprzednio mikrostymulatory posiadaty pewne ograniczenia. Po pierwsze

ich przygotowanie wymagato kazdorazowego programowania uktadu elektronicznego. Tak
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przygotowany mikrostymulator generowat impulsy o ustalonych parametrach przez 24
godziny na dobe i szczury otrzymywaly ,.sygnaly sytosci” przez calg dobg. Natomiast
charakter odzywiania szczuréw (szczury spozywajag ponad 80% pokarmu w nocy)
powodowal, ze wskazane byloby ich stymulowanie tylko w godzinach nocnych, w porze
zerowania. Ponadto zaprogramowane uklady elektroniczne wymagaty statego zasilania
bateryjnego, co zwigkszalo ich wymiary (istotne przy wszczepieniu), a takze limitowato czas
ich pracy do momentu wyczerpania baterii (do$¢ trudny do precyzyjnego okreslenia). Dlatego
w Kkolejnych eksperymentach uzyliSmy mikrostymulatoréw zasilanych zewngtrznym polem
magnetycznym (wykonanych réwniez w Instytucie Technologii Elektronowej w Krakowie).
Dzieki tej technologii mogliSmy stymulowaé zwierze¢ta od godzin wieczornych do rannych
(standardowo od 18 do 6 rano - ,dark phase stimulation”), a poza tym dowolnie ustala¢
zadane parametry stymulacji. ZwigkszyliSmy takze czesto$¢ stymulacji do 10 Hz, okres
stymulacji wynosit 42 dni, natomiast pozostate parametry - czas impulsu 10 ms, amplituda
200 mV nie ulegly zmianie.

Przewlekta stymulacja lewego nerwu btednego znamiennie zmniejszata przyjmowanie
pokarmu, przyrost wagi ciata oraz zawarto$¢ najadrzowej tkanki tluszczowej w grupie
poddanej VNS w odniesieniu do grupy kontrolnej. Ponadto zaobserwowali$my znaczne
pobudzenie neuronéw w jadrze pasma samotnego nerwu blednego po stymulacji (ocenianej
poprzez ekspresj¢ biatka c-Fo0s), co potwierdzito skuteczno$¢ i aferentny charakter VNS.
Stwierdzili$my takze zmiany poziomu peptydéw uczestniczacych w regulacji przyjmowania
pokarmu: spadek poziomu leptyny korelujacy ze spadkiem masy ciata, wzrost poziomu
greliny oraz wzrost poziomu nesfatyny-1, niedawno odkrytego peptydu o silnym dziataniu
anoreksygennym w grupie zwierzat poddanych elektrostymulacji.

Uzyskane wyniki wsparty naszg hipoteze, ze stymulacja nerwu btgdnego prowadzi do
redukcji przyjmowania pokarmu, hamowania przyrostu masy ciala oraz zmniejszenia tkanki
thuszczowej poprzez zwigkszenie dosrodkowej impulsacji aferentnej przewodzonej przez
nerwy bledne. Wykazaty takze, ze zastosowany model elektrostymulacji w godzinach

nocnych przy zastosowaniu nowego typu mikrostymulatorow jest skuteczny (29).

5. Krzysztof Gil, Andrzej Bugajski, Magdalena Kurnik, Piotr Thor: Chronic vagus nerve
stimulation reduces body fat, blood cholesterol and triglyceride levels in rats fed a high-fat
diet. Folia Medica Cracoviensia 2012, LIl (52), 3-4: 79-96

Poniewaz zastosowana w poprzednich badaniach przewlekta elektrostymulacja nerwu

btednego prowadzita mi¢dzy innymi do zmniejszonego gromadzenia tkanki tluszczowej, w
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kolejnej serii badan postanowilismy sprawdzi¢, czy i jak VNS wplywa na procesy
metaboliczne w zakresie gospodarki lipidowej. Poddalismy szczury stymulacji wg protokotu
zastosowanego poprzednio (42 dni, ,,dark phase stimulation”, amplituda 200 mV, czas
pojedynczego impulsu 10ms), natomiast zmniejszyliSmy czgstotliwosé stymulacji do 1 Hz.
Okazalo sie, ze takze VNS o czgstosci 1 Hz powodowat spadek ilosci spozywanego pokarmu,
ograniczenie przyrostu masy ciala oraz zmniejszenie masy FAT-padow. Zmiany te byly
jednak nieco mniej nasilone, niz w przypadku poprzednich eksperymentow, gdy czestosc
stymulacji wynosita 10 Hz. Nie byto to zaskakujace, a nawet potwierdzito nasze wcze$niejsze
zatozenia, poniewaz zaczely si¢ pojawia¢ doniesienia, ze czgsto§¢ stymulacji nerwu btgdnego
ma wplyw na charakter uzyskiwanych efektow: VNS o wysokiej czestosci (10-30 Hz)
powinna dziata¢ hipotetycznie bardziej na widkna aferentne, natomiast VNS o czestoSci
nizszej niz 5 Hz miala za zadanie aktywowaé takze widkna eferentne. Natomiast badajac
krew zwierzat zauwazyliSmy, ze przewlekta stymulacja lewego nerwu blednego znamiennie
obnizata poziom catkowitego cholesterolu oraz trojglicerydow; z kolei poziom glukozy,
frakcji HDL cholesterolu oraz transaminaz watrobowych nie ulegal zmianie, a poziom
cholesterolu frakcji LDL byt obnizony, chociaz bez znamiennoSci statystycznej. WyniKi
oznaczen greliny i leptyny byty podobne do uzyskanych we wczesniejszych badaniach, ale
znowu naszg uwage zwrocit podwyzszony poziom nesfatyny-1 w grupie zwierzat poddanych
VNS.

Eksperyment ten wykazat, ze oprocz wptywu na przyjmowanie pokarmu, normalizacje
masy ciata oraz gromadzenie tkanki tluszczowej, przewlekta obwodowa elektrostymulacja
nerwu btgdnego moze poprawia¢ parametry gospodarki lipidowej u zwierzat zywionych dieta
wysokotluszczowa, oraz ze nesfatyna-1 wydaje si¢ by¢ istotnym czynnikiem
odpowiedzialnym za te zmiany (35). Otwiera to pole do dalszych badan, a nawet stwarza

potencjalne mozliwosci terapeutyczne.

6. Krzysztof Gil, Andrzej Bugajski, Magdalena Kurnik, Piotr Thor: Electrical chronic vagus
nerve stimulation activates the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in rats fed high-fat diet.
Neuroendocrinol Lett 2013; 34(4):314-321

Mozg i przewod pokarmowy komunikuja sie ze sobg dwukierunkowo, poprzez tzw. o$
mOzgowo — jelitowa, dla ktorej podstawe anatomiczng stanowi autonomiczny uktad nerwowy,
a W zasadniczej czeSci nerw bledny. Nerw biedny bierze udzial w regulacji homeostazy
ustrojowej, wptywajac na reakcje neuro - endokrynno — immunologiczne. Czynniki stresowe,

drogg widkien aferentnych nerwu blednego aktywuja neurony jadra przykomorowego
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podwzgdrza, prowadzac do uwalniania CRH (corticotropin releasing hormone). CRH droga
przysadkowego krazenia wrotnego stymuluje komorki kortykotropowe przedniego ptata
przysadki, uwalniajac, mi¢dzy innymi, hormon adrenokortykotropowy (ACTH). ACTH
dziatajac na kor¢ nadnerczy prowadzi do sekrecji glikokortykoidow - kortyzolu u ludzi,
natomiast kortykosteronu u szczurow. Glikokortykoidy, bedac ostatecznym efektorem osi
podworze — przysadka - nadnercza odrywajg kluczowsg role w utrzymaniu homeostazy ustroju
oraz reakcji organizmu na stres.

Poniewaz VNS dziata centralnie aktywujgc neurony aferentne w zwojach guzowatych
nerwu blednego, a nastgpnie osrodki w mozgu (NTS), zadaliSmy sobie pytanie, czy
pobudzenie NTS spowodowane przez stymulacj¢ nerwu blednego moze wpltywaé na
aktywno$¢ osi podworze — przysadka - nadnercza.

W tym celu doroste szczury Wistar zywione dieta odpowiednio wysokottuszczowg lub
standardowa poddaliSmy elektrostymulacji lewego nerwu btednego wg przyjetego wezesniej
schematu (42 dni, ,,dark phase stimulation”, czestos¢ stymulacji odpowiednio: 1Hz lub 10Hz),
monitorowaliSmy ich parametry (dzienne przyrosty wagi, ilo$¢ spozywanego pokarmu), a po
dekapitacji na zakonczenie eksperymentu pobralismy FAT-pady, aby oceni¢ zawarto$¢
trzewnej tkanki tluszczowej oraz krew do oznaczenia poziomu kortykosteronu metoda
ELISA. W celu weryfikacji skutecznosci VNS oceniali$my liczbe aktywowanych komdrek
nerwowych (c-Fos pozytywnych) w jadrze pasma samotnego nerwu btgdnego (NTS).

VNS znaczaco podnosita poziomu kortykosteronu we krwi zwierzat, przy czym
silniejszy efekt wywolywata stymulacja impulsami o wyzszej czestotliwosci (10Hz), niz o
nizszej (1Hz). Sama dieta wysokotluszczowa nie wptywata na poziom kortykosteronu we
krwi zwierzat badanych. Podobnie jak w poprzednich eksperymentach, VNS powodowata
spadek wagi ciata, iloSci spozywanego pokarmu oraz zawartosci tkanki ttuszczowej. Ponadto
stymulacja lewego nerwu blednego spowodowata znaczacy wzrost liczby neurondéw c-Fos
pozytywnych w NTS, swiadczac o skutecznosci zastosowanej metody VNS w modulacji
osrodkéw centralnych. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze przewlekta stymulacja nerwu
btednego, oprocz bezposredniego wptywu na mechanizmy przyjmowania pokarmu, moze
prowadzi¢ do aktywacji osi podwzgorze — przysadka - nadnercza.

Obserwacje uzyskane w tych ostatnich do§wiadczeniach otwieraja nowe mozliwosci
badawcze. Od kilku juz bowiem lat postuluje si¢ udzial czynnikow zapalnych w powstawaniu
otyto$ci indukowanej nadmiernym w stosunku do zapotrzebowania spozywaniem pokarmu
lub energii i nastepczym pobudzeniem do proliferacji/hipertrofii komorek tkanki thuszczowe;
- adipocytdw. Proces ten, okreslany nazwa zapalenia metabolicznego (metaflammation)

obejmuje dyskretne, ale przewlekle zmiany zapalne o niskim stopniu nasilenia, obejmujgce
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nie tylko tkanke tluszczowa, ale takze watrobg, migénie oraz komodrki mozgu. Procesy te,
mediowane przez cytokiny, jak rowniez regulowane przez czynniki nerwowe, moga si¢
przyczynia¢ do rozwoju insulinoopornosci i1 nietolerancji glukozy oraz innych zaburzen
metabolicznych, w tym takze obejmujacych gospodarke thuszczowa.

Skoro przewlekta obwodowa stymulacja nerwu btgdnego wplywa bezposrednio na
gléwny element odpowiedzialny za utrzymanie homeostazy ustrojowej (0§ podwzgorze —
przysadka - nadnercza), to aktywacja jej oraz nastgpowy wzrost uwalniania glikokortykoidow
przez kor¢ nadnerczy moze dziata¢ przeciwzapalnie i stanowi¢ jeden z mechanizmow
pozytywnego dziatania VNS o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym w otylosci lub

zaburzeniach lipidowych prowadzacych do powstania miazdzycy (36).

Podsumowanie:

Przedstawione w powyzszych publikacjach badania wykazaty, ze przewlekta
obwodowa elektrostymulacja nerwu btednego wywiera korzystny wptyw w zakresie regulacji
przyjmowania pokarmu, wagi ciata oraz metabolizmu lipidowego. Zaletami zastosowanego
modelu badawczego sa dlugotrwale obserwacje, przeprowadzenie eksperymentow na
dorostych zwierzgtach odzywianych dieta bogata w tluszcze oraz mozliwo$¢ prowadzenia
stymulacji w godzinach nocnych wg zadanych parametrow. Opracowany schemat
eksperymentalny umozliwia badanie wpltywu VNS takze w innych modelach chorobowych.
Pierwsze proby zastosowania VNS u ludzi w terapii otytosci (prowadzone w renomowanych
Swiatowych o$rodkach) nie przyniosty dotychczas oczekiwanych rezultatow. Wynika to
przede wszystkim z wcigz ograniczone] wiedzy na temat mechanizmow dziatania
elektrostymulacji nerwu btednego, a nieliczne opublikowane doniesienia pochodzg wiasnie z
badan prowadzonych na modelach zwierzgcych, w znacznej czegsci zresztg z naszego osrodka.
Dlatego istotnym odkryciem wydaje si¢ by¢ stwierdzenie podwyzszonego wskutek stymulacji
poziomu nesfatyny-1, peptydu o silnym dziataniu anoreksygennym, co moze czgSciowo
wyjasnia¢ mechanizm dziatania VNS. Z kolei aktywacja osi podwzgorze — przysadka —
nadnercza pod wplywem VNS moze dziata¢ przeciwzapalnie, a ponadto wplywaé na
homeostazg ustrojowa, stanowigc punkt wyjscia do potencjalnych zastosowac
terapeutycznych. Prowadzone obecnie przez nas kolejne badania (jeszcze nie opublikowane)
wskazuja, ze VNS moze mie¢ znaczenie w hamowaniu rozwoju zmian stluszczeniowych w
watrobie, a nawet wczesnych zmian miazdzycowych w aorcie u szczuréw 0dzywianych dietg
wysokotluszczowa, i ze biorg w tym udzial neurony o$rodkéw regulacyjnych podwzgorza.
Wydaje si¢, ze neuromodulacja nerwu btednego w przyszto$ci moze sta¢ si¢ jedng z

alternatywnych metod w terapii otytosci.
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4. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych:

Juz podczas studiow wspotuczestniczylem w projektach badawczych poswigconych
zagadnieniom patofizjologii uktadu oddechowego realizowanych w Katedrze Patofizjologii w
ramach Studenckiego Kota Naukowego. Nastepnie, juz jako asystent, kontynuowatem
badania naukowe w tej dziedzinie, szczegodlnie koncentrujgc si¢ na ocenie komorek
przestrzeni oskrzelowo - pecherzykowej uzyskanych metoda plukania oskrzelowo -
pecherzykowego (bronchoalveolar lavage — BAL) pobranych od pacjentdw z chorobami
sroédmigzszowymi pluc. Szczegdlnie zainteresowaty mnie zmiany wystepujace w ptucach u
ludzi narazonych na dzialanie pyléw azbestu i krzemu. W ramach realizowanego projektu
badawczego KBN przeprowadziliSmy ocen¢ populacji komoérek ptuc poddanych dziataniu
pytow nieorganicznych (azbestowych i krzemowych) u ponad 200 osob. Zastosowalismy
nowoczesne metody badawcze, miedzy innymi komputerowa analiz¢ obrazu do oceny
uzyskanych obrazow cytologicznych i pomiarbw komérek BAL oraz metody
immunohistochemiczne. OcenialiSmy zywotno$¢, liczbe oraz sktad odsetkowy komorek
naptywowych BAL, markery immunologiczne aktywnosci limfocytow i makrofagow oraz
indeks fagocytarny makrofagéw pecherzykowych. W przypadkach ekspozycji na pyly
krzemionki i azbestu zaobserwowaliémy znaczacy naptyw komorek zapalnych, glownie
makrofagéw pecherzykowych (alveolitis macrophagica), neutrofiléow oraz eozynofilow i
limfocytow, nasilenie procesu wtoknienia migzszu plucnego oraz zmiany morfologiczne i
cytopatyczne makrofagdw pecherzykowych, co pozwolilo na okreslenie typowego obrazu
zmian w plucach po ekspozycji na pyly azbestu i krzemionki. Réwnolegle, w celu
potwierdzenia uzyskanych wynikow, prowadzitem badania nad komorkami przestrzeni
oskrzelowo — pecherzykowej, a zwlaszcza aktywno$cig makrofagow pecherzykowych w
opracowanym specjalnie modelu dos§wiadczalnej pylicy krzemowej u szczurow.

Uzyskane rezultaty badan zostaly przedstawione przez mnie w pracy doktorskiej pt.
Cytoimmunologiczna charakterystyka zmian w ptucach wywotanych pytami krzemu i azbestu
(promotor — prof. dr hab. med. Zbigniew Chtap), obronionej na Wydziale Lekarskim CM UJ
w dniu 18 maja 2001 roku, a nastgpnie opublikowane (17, 18, 21). Po uzyskaniu stopnia
doktora nadal zajmowatem si¢ badaniem odczynéw komoérkowych w przestrzeni oskrzelowo
— pecherzykowej ptuc w wybranych chorobach $rédmigzszowych (22), miedzy innymi u
chorych z sarkoidozg, twardzing uktadowa (7), pylicami ptuc (8), oraz w grupie dzieci z astmg
oskrzelowag (5, 14). Podsumowaniem tego okresu mojej aktywno$ci naukowej byt
wspétudziat w przygotowaniu atlasu multimedialnego cytologii ptukania oskrzelowo —

pecherzykowego, wydanego przez Medycyne Praktyczng, ktérym znalazly si¢ obrazy
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wybrane ze zbioru obejmujacego prawie 10000 preparatow oraz podrozdzialy poswiecone
technice pobierania 1 przygotowania materiatu oraz nowym metodom badawczym:
komputerowej analizie obrazu, cytometrii przeptywowej, czy technice badania BAL u dzieci
(54).

Wykorzystujac zdobyte doswiadczenie w zakresie technik mikroskopowych oraz
znajomos$¢ metod analizy obrazu (co stalo sie¢ mozliwe dzigki dost¢pnosci komputeréw o
wickszej mocy obliczeniowej) w tym samym czasie rozpoczatem badania nad
wykorzystaniem metod morfometrycznych we wspomaganiu diagnostyki histopatologicznej
nowotwordw, szczegolnie krtani, oskrzeli, jelita grubego i tarczycy. W zweryfikowanych
histologicznie wycinkach tkanek nowotworowych mierzyliSmy liczne parametry
kariometryczne 1 cytometryczne (osie dtugie 1 krotkie jadra 1 komorki, wskaznik okraglosci i
stopien wydtuzenia, gesto$¢ optyczng, pola, obwody, stopien rozproszenia oraz inne
parametry morfometryczne), a nastgpnie w wspolpracy ze statystykami analizowali$my
uzyskane pliki wynikowe. WykazaliSmy, ze analiza parametryczna komorek tych
nowotworow moze poprawia¢ czutos¢ i swoistos¢ ich rozpoznawania histopatologicznego (3).
Szczegblnie przydatne jest to wtedy, gdy metody morfometryczne wspomagajg inne
dodatkowe techniki diagnostyczne, np. pomiar ggstosci naczyniowej nowotworéw
(angiogeneza guza) (9), czy ocena tzw. organizatorow jaderkowych NOR (NOR ang.
nucleolus organizer region) (1, 2). W oparciu o zgromadzone dane, we wspotpracy z Katedra
Automatyki Akademii Gorniczo — Hutniczej w Krakowie podjeliSmy probe zastosowania
metody sieci neuronalnych, stworzonej w oparciu o parametry morfometryczne tworzace tzw.
»zbior uczgey” do wspomagania procesu diagnostycznego (10, 53). Ponadto wykazalismy, ze
wyniki analizy pomiaréw morfometrycznych moga mie¢ takze znaczenie rokownicze w
przypadku przewidywania przerzutéw do okolicznych weztow chtonnych (6, 10, 37), a nawet
przebiegu klinicznego choroby nowotworowej (4, 13).

Dalsze badania naukowe, poswigcone motoryce przewodu pokarmowego u szczurow,
prowadzilem w ramach stypendium (research fellowship) w Houston Medical School —
Department of Integrative Biology and Pharmacology w latach 2002-2003, pod kierunkiem
prof. N.Weisbrodta i prof. G.C.Rosenfelda. Badania tam prowadzone dotyczyly wpltywu
antagonistow i agonistow receptorow opioidowych na mechanizmy obwodowej i centralnej
regulacji motoryki przewodu pokarmowego w warunkach rozwijajacej si¢ zaleznosci od
opioidow (20). Pobyt w tym renomowanym osrodku umozliwit mi poznanie nowoczesnych
metod badawczych, jak podawanie dokomorowe lekdw, badania pasazu jelitowego oraz

zapisow aktywnos$ci motorycznej przewodu pokarmowego u szczurow. Ponadto zapoznatem
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si¢ z nowoczesnymi technikami laboratoryjnymi oraz technikami zabiegowymi u drobnych
zwierzat laboratoryjnych.

Opanowanie metody immunoenzymatycznego znakowania markerow komorkowych
umozliwilo mi rozpoczgcie duzego cyklu badan nad rozmieszczeniem komorek
srédmigzszowych Cajala w przewodzie pokarmowym u ludzi oraz zwierzat.

Komorki Cajala (Interstitial Cells of Cajal - ICC) sg komodrkami rozrusznikowymi dla
mie$niowki gladkiej przewodu pokarmowego oraz stanowig polaczenie pomigdzy ta
mig$nidwka 1 zakonczeniami autonomicznego uktadu nerwowego. Cho¢ odkryto je ponad 100
lat temu (Cajal, 1893), to dopiero od kilkunastu lat powigzano ich wystepowanie z
zaburzeniami aktywnos$ci motorycznej przewodu pokarmowego. ICC zlokalizowane sg
gléwnie w blonie mig$niowej pomigdzy warstwg okrezng 1 podtuzng migsniowki. Ostatnie
doniesienia wskazuja, ze ICC moga mie¢ takze nieco inng lokalizacje i ze jest ona SciSle
powigzana z funkcja tych komoérek (w zwiazku z czym wyrdznia si¢ kilka grup ICC
zlokalizowanych w przewodzie pokarmowym). Dotychczasowe publikacje pozwolity
stwierdzi¢, ze nie wszystkie ICC pelnig jednakowa role w funkcjonowaniu przewodu
pokarmowego, dlatego istotne jest potozenie 1 rodzaj ICC w omawianiu rozwoju, funkcji i
plastycznosci tych komorek. Podstawowe funkcje ICC to powstawanie pobudzen
elektrycznych (komorki rozrusznikowe), przewodzenie fal wolnych i organizacja skurczéw
fazowych w przewodzie pokarmowego. Niektore klasy ICC tworzg potgczenia z neuronami
jelitowymi 1 przekazujga impulsy nerwowe przez system biatek receptorowych o okreslonej
ekspresji 1 system wtornych przekaznikow lub kanatow jonowych. Utrata tych komorek
powoduje obnizenie kontroli nerwowej motoryki przewodu pokarmowego i zaburzenie jego
prawidtowej funkcji. Uwidocznienie tych komorek w preparatach mikroskopowych nastrecza
wiele trudno$ci, podobnie jak brak warto$ci referencyjnych, ale zastosowanie metody
podwdjnej i potrdjnej immunofluorescencji pozwolito nam zlokalizowa¢ ICC (11). W
badaniach przeprowadzonych wraz z Kolegami z 11l Katedry Chirurgii Collegium Medicum
UJ, wykazali§my, ze w zmniejszenie liczby komoérek Cajala w btonie mig$niowej jelita
odgrywa istotng role w patogenezie uchytkowatosci jelita grubego (12, 46). Z kolei w
badaniach eksperymentalnych zaobserwowalismy, Zze zardwno silna stymulacja elektryczna
(15), jak rowniez dziatanie zewngetrznego pola magnetycznego moze uszkadza¢ ICC (16), 1 ze
odbywa si¢ to najprawdopodobniej w mechanizmie apoptozy (19). StwierdziliSmy takze
uszkodzenie komorek Cajala w eksperymentalnym modelu zapalnym pecherza moczowego
(26), a takze po podaniu dootrzewnowym salsolinolu (23, 40).

W ostatnim czasie opisano komoérki o fenotypie odpowiadajagcym komodrkom

srodmigzszowym Cajala zlokalizowane $§rédmigsniowo poza przewodem pokarmowym
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Komorki te s3 obecnie przedmiotem intensywnych badan i okreslane s3 przez niektdrych
autorow mianem ,,telocytow” lub ,,komérek typu Cajala”.

W wyniku badania realizowanego przy wspotudziale kilku Katedr Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie dokonaliSmy jako pierwsi w Polsce
identyfikacji komorek typu Cajala w $cianie pgcherzyka zotciowego czlowieka z uzyciem
nowoczesnych metod immunohistochemicznych. Duza warto$¢ poznawcza prac majg wyniki
analizy ilosciowej komorek typu Cajala w grupie chorych z kamicg pecherzyka zotciowego,
co potwierdza kluczowg ich role w spadku kurczliwosci pgcherzyka w kamicy oraz
wykazanie, ze liczba komorek typu Cajala negatywnie koreluje z indeksem litogennosci zotci,
natomiast kwasy zotciowe moga petnic role uszkadzajaca lub protekcyjng w zaleznosci od ich
wilasciwos$ci hydrofilowych badz hydrofobowych (30 - 33).

Wyniki badan przedstawione w powyzszym cyklu 4 publikacji uzyskane podczas
realizacji projektu posiadajg istotne znaczenie praktyczne w dziedzinie anatomii, histologii,
chirurgii 1 gastroenterologii i moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych metod leczenia
zaburzen motoryki pecherzyka zolciowego, stojacych u podloza kamicy. Potwierdzeniem
wysokiej wartosci naukowej publikacji naszego zespotu jest artykut opublikowany w sekcji
Research Highlights czasopisma Nature Reviews of Gastroenterology and Hepatology
(Franks I. Gallbladder: Loss of interstitial Cajal-like cells in the gallbladder might contribute
to gallstone formation. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2012; 9(12):689. doi:
10.1038/nrgastro.2012.224), w ktorym autorka zaprezentowata wyniki naszych.

Kontynuujagc badania na komoérkami typu Cajala obecnie koncentrujemy si¢ nad
analiza zaburzen ilo$ciowych i jako$ciowych komorek typu Cajala w drogach moczowych w
grupie dzieci z wrodzonym i nabytym wodonerczem w ramach wspoétpracy z Klinika Urologii
Dzieciecej Polsko — Amerykanskiego Instytut Pediatrii Wydziatu Lekarskiego CM UlJ.

Kolejnym realizowanym tematem badawczym s3 zmiany trzewnego ukladu
nerwowego poddanego ekspozycji na neurotoksyny. W chorobie Parkinsona, poza zmianami
w uktadzie pozapiramidowym centralnego ukltadu nerwowego, wystepuja roéwniez zmiany
neurodegeneracyjne w trzewnym uktadzie nerwowym. Postuluje si¢, ze zmiany w przewodzie
pokarmowym moga wyprzedza¢ wystapienie bardziej charakterystycznych objawow
neurologicznych nawet o kilka lat. Wykazano, ze wybrane toksyny dostajace si¢ do
organizmu droga jelitowa (np. tetrahydroizochinoliny) moga lokalnie zapoczatkowywac
procesy neurodegeneracyjne, rozprzestrzeniajace si¢ osrodkowo i prowadzi¢ do rozwoju
choroby Parkinsona. Ze wzgledu na regulacyjng funkcje¢ neurondéw trzewnych nawet
niewielkie ich uszkodzenie moze przetozy¢ si¢ na znaczace zaburzenia perystaltyki,

wydzielania oraz absorpcji ptyndéw 1 substancji odzywczych. Dlatego tematem prowadzonych
15

dr n. med. Krzysztof Gil



Autoreferat

badan byta ocena wplywu salsolinolu (1-metylo- 1,2,3,4-tetrahydroizochinolino-6,7-diol),
podawanego przewlekle u szczuréw na procesy zachodzace w trzewnym uktadzie nerwowym.
Salsolinol podawano dootrzewnowo poprzez mini-pompy osmotyczne, pobrane fragmenty
jelita preparowano przy pomocy metody LMMP (longitudinal muscle-myenteric plexus
preparation) i wybarwiano immunofluorescencyjnie stosujac przeciwciata przeciwko
wybranym markerom komoérkowym. Salsolinol wptywat istotnie uszkadzajaco na komorki
splotu Auerbacha (spadek powierzchni ciata neuronu, liczby neurondéw w zwojach,
powierzchni zwojow, grubosci widkien pierwszorzgdowych); powodowat réwniez spadek
liczby neuronéw nitrergicznych, podczas gdy liczba neuronéw cholinergicznych nie ulegata
zmianie. Uszkodzeniu ulegaty takze komoérki Cajala. Wérod neurondéw splotu trzewnego u
szczuréw poddanych dziataniu salsolinolu zaobserwowano komorki wykazujace zwigkszong
ekspresje biatka proapoptotycznego Bax oraz depozyty a- synukleiny. Salsolinol powodowat
spadek masy ciata zwierzat, nieznacznie hamowat opréznianie zotadkowe oraz perystaltyke
jelita grubego (28, 34).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze salsolinol wywiera neurotoksyczny wplyw na komorki
jelitowych splotow Auerbacha, a w szczegolnosci na neurony hamujace (NOS- pozytywne)
trzewnego ukladu nerwowego, aktywujac mechanizmy prowadzace do apoptozy. Spadek
liczby neurondéw nitrergicznych moze by¢ odpowiedzialny za zaburzong perystaltyke
przewodu pokarmowego. Zastosowany w niniejszej pracy model zwierzgcy moze postuzy¢ do
badania patomechanizméw zaburzen w przewodzie pokarmowym obserwowanych w
przebiegu chorob neurodegeneracyjnych i dlatego te badania nadal sa prowadzone.

W ostatnich latach moja dzialalno$¢ naukowa skupita si¢ gldownie wokoét badan na rola
nerwu blednego w regulacji apetytu. W ramach obszernych badan nad dekodowaniem i
modulacja nerwu btednego prowadzonych w Katedrze Patofizjologii skoncentrowatem si¢ na
zbadaniem wpltywem stymulacji bigdnej na przyjmowanie pokarmu. Wybrane prace z
powstatych podczas realizacji tych badan publikacji stanowig podstawe prezentowanej przez
mnie pracy habilitacyjnej.

Jestem autorem 54 publikacji oryginalnych i prac przegladowych oraz 85 doniesien
zjazdowych. Laczny wskaznik impact factor wynosi: 1Fgm = 38,272, Punkty KBN/MNiSW:
330,5; punkty IC: 262,36 (ISI Web of Science, wg stanu na dzien 02 lipca 2013), natomiast
liczba cytowan: 98 (ISI Web of Science, 02.07.2013), 114 (SCOPUS, 06.07.2013), a wskaznik
Hirscha: 6 (IS1 Web of Science, 02.07.2013), 7 (SCOPUS, 06.07.2013).
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5. Dzialalno$¢ dydaktyczna.

Posiadam ponad 20-letnic doswiadczenie w prowadzeniu zaj¢¢ dydaktycznych,
najpierw jako asystent, nastepnie od 2002 roku jako adiunkt Katedry Patofizjologii, a obecnie
starszy wykladowca. Uzyskanie specjalizacji w zakresie chorob wewngtrznych dodatkowo
poszerzylo moje przygotowanie do nauczania patofizjologii. Prowadze zajecia (wyktady,
seminaria oraz ¢wiczenia) w Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego na Wydziale
Lekarskim, w tym takze na kierunku lekarsko — dentystycznym, Wydziale Farmacji wraz z
Oddzialem Analityki Medycznej, Wydziale Ochrony Zdrowia (pielggniarstwo, potoznictwo,
ratownictwo medyczne) zaré6wno na studiach dziennych, jak réwniez wieczorowych.
Prowadzitem rowniez zajecia z patofizjologii w jezyku angielskim w ramach Szkoty
Medycznej dla Obcokrajowcdéw prowadzonej przez Wydziat Lekarski Collegium Medicum
UJ, a takze wyktady w ramach Uniwersytetu III Wieku prowadzonego przez Uniwersytet
Jagiellonski. Opiekowalem si¢ studentami prowadzacymi badania w ramach Kota naukowego
dziatajacego przy Katedrze Patofizjologii. W 2011 roku zostalem wyrdzniony przez
Studentow w ankietach pracownikow dydaktycznych wsrdd nauczycieli studenckich na III
roku.

Jestem wspolautorem dwoch wydan podrgcznika patofizjologii dla studentéw
medycyny (pod redakcjg prof. Piotra Thora, wydanych w 2007 oraz 2009 roku przez
Uniwersyteckie Wydawnictwo Medyczne VESALIUS) (47-51). W podrecznikach tych
przygotowatem rozdziaty po$wiecone patofizjologii chordb uktadu oddechowego, obrzekom
oraz patofizjologii wybranych objawow chorob uktadu krazenia i oddechowego. Ponadto
bylem tlumaczem dwoéch rozdziatow, poswieconych patofizjologii chorob uktadowych oraz
patofizjologii uktadu oddechowego, w wydanym przez ELSEVIER URBAN&PARTNER w
2010 roku podreczniku akademickim Patofizjologia (red. Damjanov, redakcja polska
Breborowicz, Thor, Winnicka). Opracowalem syllabusy, pytania testowe, zestawy
egzaminacyjne i programy zajec¢ z patofizjologii dla Studentow roéznych kierunkéw, a obecnie
bior¢ udzial w przygotowywaniu nowych programoéw nauczania patofizjologii w zwiazku z
reformg zmieniajacg standardy ksztalcenia studentdow uczelni medycznych. Ponadto
opracowuj¢ materiaty dydaktyczne do nauczania patofizjologii dla studentow réznych
wydziatow CM UJ, takze w postaci multimedialnej, ktore nastepnie sg udostepniane na
nowoczesnej platformie edukacyjnej PEGAZ.

Prowadzilem i obecnie prowadz¢ seminaria magisterskie (lacznie dla 9 osob) oraz

pomagam w przygotowywaniu prac magisterskich (wylacznie o charakterze badawczo —
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eksperymentalnym) prowadzonych w Katedrze Patofizjologii dla Studentow Wydziatow
Farmacji oraz Oddziatu Analityki Medycznej. Ponadto recenzowatem 5 prac magisterskich.
Stworzylem 1 prowadze od wielu lat program zaje¢ fakultatywnych z zakresu
diagnostyki chor6b uktadu oddechowego pt. ,,Metody diagnostyczne odczyndéw komorkowych
w przestrzeni oskrzelowo - pecherzykowej piuc” dla Studentow Oddzialu Analityki
Medycznej w oparciu 0 metody komputerowej analizy mikroskopowego oraz technik
immunocytologicznych. W biezacym roku akademickim uruchomilem kolejne stanowiska
dydaktyczno — naukowe przeznaczone do ¢wiczen oraz badan wykorzystujacych metode

mikroskopii fluorescencyjnej.
6. Dzialalno$¢ organizacyjna

Moja obecna dziatalno$¢ organizacyjna obejmuje przygotowanie 1 realizacje
projektow badawczych, wdrazanie nowych technik laboratoryjnych oraz nadzér na Pracownia
Histologii, Immunochemii oraz Komputerowej Analizy Obrazu w Katedrze Patofizjologii CM
UlJ. Szczegbdlnym osiggnigciem bylo stworzenie od podstaw Pracowni Komputerowej Analizy
w Katedrze Patofizjologii Collegium Medicum UJ.

Od czasu studiéw bratem udziat w organizacji zjazdéw naukowych (m.in. Swiatowego
Kongresu Polonii Medycznej) (52) oraz zaangazowalem si¢ aktywnie w dziatalno$¢
Stowarzyszenia Lekarze Swiata (obecnie Lekarze Nadziei). Zorganizowalem i
poprowadzitem liczne misje z pomoca humanitarng dla ludnosci regionéw ogarnigtych
konfliktami lub klgskami zywiotowymi, mi¢dzy innymi do bylej Jugostawii (Sarajewo,
Belgrad), Czeczenii, Albanii, Kazachstanu 1 na Ukraing. Uczestniczytem roéwniez w
tworzeniu Przychodni Lekarskiej dla Ludzi Bezdomnych oraz w pracach organizacyjnych na
rzecz Apteki Daréw Stowarzyszenia Lekarze Nadziei w Krakowie.

Jestem czynnym czlonkiem Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego, Polskiego
Towarzystwa Cytometrii oraz European Neurogastroenterology & Motility Society. Od 2011
roku pehli¢ rowniez role Sekretarza Redakcji Folia Medica Cracoviensia — czasopisma
wydawanego przez Komisj¢ Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, biorac
czynny udzial w recenzowaniu, kwalifikacji prac i przygotowaniu do druku. Recenzowatem
takze prace dla innych czasopism medycznych krajowych i zagranicznych.

Istotnym osiggnieciem organizacyjnym i zarazem naukowym w ostatnim czasie byto
wspottworzenie 0raz zorganizowanie pracy zespotow badawczych zajmujacych si¢ analizg
rozmieszczenia i funkcji komorek rozrusznikowych Cajala w patogenezie kamicy drog

zotciowych (wraz z Katedrg Histologii, Katedra Anatomii, Katedra Patomorfologii, I Klinikg
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Chirurgii Ogolnej 1 Zakladem Biochemii Klinicznej Polsko-Amerykanskiego Instytutu
Pediatrii Wydziatu Lekarskiego CM Ul), patogenezie zaburzen motoryki jelita grubego (wraz
z Il Klinikg Chirurgii i Katedra Anatomii CM UlJ) oraz w zespolach zaburzen motoryki drog
moczowych u dzieci (wraz z Klinika Urologii Dziecigecej Polsko-Amerykanskiego Instytutu
Pediatrii Wydzialu Lekarskiego oraz Katedrg Histologii Collegium Medicum UJ). Dzieki
wspélpracy udalo si¢ przygotowaé wspodlne publikacje w indeksowanych czasopismach,

doniesienia zjazdowe i wnioski o finansowanie do Narodowego Centrum Nauki.

Herly

dr n. med. Krzysztof Gil

Numery zamieszczonych w tekscie cytacji podano wg zalgcznika nr 4: Spis opublikowanych prac

naukowych,
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