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naukowe
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Okres Miejsce zatrudnienia Stanowisko
od Zachodniopomorski Uniwersytet
01-03-2010 Techn'ologl.czny w Szc;gume, o Adiunkt,
Wydzial Biotechnologii 1 Hodowli Zwierzat,
do : g : . 1/1 etat
- . Katedra Biotechnologii Rozrodu Zwierzat 1
chwili obecnej .. . .
Higieny Srodowiska
Zachodni ki Uni tet -
Od acho mo_pomors | nlw_er_sy € SpeCJallsta
01-01-2000 1 Technologiczny w Szczecinie, AvRiervino
' Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, yIiety)
do Katedra Biotechnologii Rozrodu Zwierzat techniczny,
Z y4
28-02-20101. paedra Blotechno’os Hawiera 1/1 etat
I Higieny Srodowiska
01 0602dOO7 ' Akademia Rolnicza w Szczecinie, ; S.pic‘Jallsta
' Wydzial Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, e 1?ryjno
do Katedra Rozrodu Zwierzat techniczny,
31-12-2008 . * 1/1 etat
06 0202(1007 ' Akademia Rolnicza w Szczecinie, Starszy referent
' Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, techniczny,
do Katedra Rozrodu Zwierzat 2 etatu
31-05-2007 r. * ’
Od Akademia Rolnicza w Szczecinie,
04-11-2002 . Wydziat Blotechnologn 1 Hodowli Zwierzat, Doktorant
do Katedra Rozrodu Zwierzat
30-09-2006 r. Migdzywydziatowe Studia Doktoranckie

4. Wskazanie osiagniecia naukowego stanowigcego podstawe do ubiegania
sie o stopien naukowy doktora habilitowanego (zgodnie z art. 16 ust. 2
ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki — Dz. U. nr 65, poz.
595 ze zm.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego:

Wybrane transformujace czynniki wzrostu-f§, hormony i parametry

biochemiczne u $win z torbielami i bez torbieli jajnikowych
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Lp.

Autorzy i tytul publikacji

Punkty

IF MNiSW™

H1

Stankiewicz T., Blaszczyk B. 2014: Concentrations of bone
morphogenetic protein-15 (BMP-15) and growth differentiation
factor-9 (GDF-9) in follicular cysts, mono- and polyoocyte
follicles in gilts. Acta Veterinaria-Beograd, 64 (1), 24-32.

0,375 15

H2

Stankiewicz T., Btaszczyk B. 2016: Relationship between the
concentration of bone morphogenetic protein-15 (BMP-15) and
growth differentiation factor-9 (GDF-9) in pre-ovulatory
follicles, ovarian cysts, and serum in sows. Animal Production
Science, 56, (1), 141-146.

0,902 30

H3

Stankiewicz T. 2017: The relationships between transforming
growth factors p and free thyroxine and progesterone in the
ovarian cysts, preovulatory follicles, and the serum of sows.
Archives Animal Breeding, 60, (2), 131-136.

0,493 20

H4

Stankiewicz T. 2015: Biochemical composition of the fluid of
ovarian cysts and pre-ovulatory follicles compared to the serum
in sows. Tierdrztliche Praxis Grof3tiere, 43, (4), 216-221.

0,305 15

HS

Stankiewicz T., Blaszczyk B. 2015: Macro-elements
compositions of cystic and follicular fluid in ovaries and their
relationship to peripheral blood concentration in sows. Acta
Veterinaria-Beograd, 65, (2), 217-225.

0,741 15

H6

Stankiewicz T., Btaszczyk B., Lasota B., Moscicki W.,
Kotodziejska J. 2016: Beziehungen zwischen Progesteron und
Immunglobulinen G und M in pridovulatorischen Follikeln,
Ovarialzysten und Serum beim Schwein. Tierdrztliche

Umschau, 71, (5), 173-180.

0,079 15

Lacznie H1-H6

2,895 110

*  wspdlczynnik impact factor (IF) wykazany wedtug bazy Journal Citation Reports (JCR)
zgodny z rokiem ukazania si¢ publikacji; dla publikacji H2 i H3 i H6 wspotczynnik IF
wykazano za rok 2015.

** liczba punktow wedtug wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania
si¢ publikacji; dla publikacji H2, H3 i H6 liczba punktéw wedlug wykazu czasopism
naukowych MNiSW z dnia 9 grudnia 2016 roku.

Oswiadczenia wspotautoréw wraz z okresleniem ich indywidualnego udziatu zawarto w
Zakaczniku nr 6.
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Laczna liczba punktéw za publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego wg
wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania si¢ pracy wynosi
110 punktow.

Sumaryczny IF za publikacje wchodzace w sktad osiggni¢cia naukowego wedtug bazy
Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy wynosi 2,895.

4.3. Omoéwienie celu naukowego /artystycznego ww. pracy /prac i osiggnietych
wynikéw wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Osiggniecie naukowe pod tytutem: ,,Wybrane transformujgce czynniki wzrostu-p,
hormony i parametry biochemiczne u $win z torbielami i bez torbieli jajnikowych”

zostato udokumentowane cyklem szesciu publikacji powigzanych tematycznie.

Celem osiagnigcia naukowego byla ocena zalezno$ci oraz poréwnanie jajnikowych i
obwodowych stezen wybranych czynnikéw wzrostu nalezacych do nadrodziny
transformujacych czynnikow wzrostu B (TGFs-pf), hormonéw i parametrow
biochemicznych u $win z torbielami i bez torbieli pecherzykowych. Prace te
ewentualnego zastosowania uzyskanych wynikéw w diagnostyce i zapobieganiu

tych schorzen u Swin.

Dla realizacji nadrzg¢dnego celu naukowego wyznaczono nastepujace cele szczegotowe:
Okreslenie stezenia biatka morfogenetycznego kosci 15 (BMP-15) i czynnika
wzrostowo-roznicujgcego 9 (GDF-9) w  plynie torbieli pecherzykowych i
pecherzykow jajnikowych oraz poroOwnanie stezen tych czynnikdw w pecherzykach
mono- i polioocytowych u loszek.

Okreslenie zalezno$ci 1 porownanie stgzen BMP-15 i GDF-9 w ptynie torbieli
pecherzykowych, pecherzykéw przedowulacyjnych i surowicy u loch z torbielami i
bez torbieli pgcherzykowych.

Okreslenie zaleznos$ci miedzy stezeniem wolnej tyroksyny (FT4), progesteronu (Pa)
a stgzeniem BMP-15 i GDF-9 w ptynie torbieli pecherzykowych, pecherzykow
przedowulacyjnych 1 surowicy u loch z torbielami 1 bez torbieli pecherzykowych.
Okre$lenie zalezno$ci 1 poréwnanie stezen glukozy, biatka caltkowitego,
cholesterolu catkowitego, lipoproteiny niskiej (LDL) 1 wysokiej gestosci (HDL) w
ptynie torbieli pecherzykowych, pecherzykoéw przedowulacyjnych i surowicy u
loch z torbielami i bez torbieli pecherzykowych.
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Okreslenie zalezno$ci 1 poroOwnanie stezen sodu, wapnia, magnezu i fosforu w
plynie torbieli pecherzykowych, pecherzykéw przedowulacyjnych i surowicy u
loch z torbielami i bez torbieli pecherzykowych.

VI. Okreslenie zaleznosSci i pordwnanie stgzen progesteronu i immunoglobulin (19G i
IgM) w plynie torbieli pecherzykowych, pecherzykow przedowulacyjnych i

surowicy u loch z torbielami i bez torbieli pgcherzykowych.

4.3.1. Wprowadzenie i uzasadnienie podjetego tematu badan

Zaburzenia czynnosci jajnikoéw u §wini domowej (Sus scrofa. f. domestica)
stanowig powazny problem diagnostyczny 1 sg istotng przyczyng strat ekonomicznych
w hodowli tego gatunku zwierzat (Ebbert i Bostedt, 1993; Fitko i wsp., 1996). Sposrod
wszystkich zaburzen funkcji jajnikow u §win torbiele stanowia znaczny odsetek (Cech i
Dolezel, 2007; Szulanczyk-Mencel i wsp., 2010). Najczesciej stwierdza si¢ je podczas
obserwacji jajnikéw pozyskanych poubojowo od loch wybrakowanych z powodu
probleméw W rozrodzie. Przy tym sposobie oceny czestotliwos¢ wystgpowania torbieli
jajnikowych wynosi od 4,7 do 14% (Dalin i wsp., 1997; Karveliene i wsp., 2007;
Tummaruk i wsp., 2009). Jednak faktyczna liczba $win z tymi zaburzeniami jajnika
moze by¢ znacznie wigksza 1 jak wskazujg niektore badania torbielowatos¢ jajnikow
moze wystepowaé nawet u 50% samic w stadzie (Schmidt i wsp., 1995). Torbiele
jajnikowe moga powodowac nieregularne lub wydluzone cykle rujowe oraz by¢
przyczyng okresowej lub trwalej nieptodnosci (Ebbert i Bostedt, 1993; Fitko i wsp.,
1996). Jajniki torbielowate u $win moga by¢ jednostronne lub obustronne, a torbiele
pojedyncze lub mnogie. Duze znaczenie kliniczne maja zwlaszcza torbiele mnogie
obecne na obu jajnikach, ktére czesciej wystepuja u loch niz u loszek stanowiac
przyczyng znacznego odsetka brakowania §win z powodu zaburzen plodnosci
(Heinonen i wsp., 1998, Cech i Dolezel, 2007). W wigkszosci przypadkéw pojedyncze
torbiele jajnikowe nie wplywaja na ptodnos¢ swin, ale utrzymywanie si¢ ich na jajniku
moze predysponowac do powstania wielu torbieli, ktore z kolei obnizaja ptodnos¢ u
samic tego gatunku (Tummaruk i Kesdangsakonwut, 2012). Duze znaczenie kliniczne
majg zwlaszcza torbiele pecherzykowe (Szulanczyk-Mencel i wsp., 2010). Wywodza si¢
one z nieowulujacych pecherzykow jajnikowych, wypelionych ptynem 1 osiagaja

srednice 11 mm i wigksza (Heinonen i wsp., 1998, Cech i Dolezel, 2007, Sun i wsp.,
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2011). Uwaza si¢, ze przyczyng torbieli sg zaburzenia w mechanizmach
odpowiedzialnych za rozwdj pecherzykéw jajnikowych 1 owulacje. Zaburzenia te
dotycza gtownie dysfunkcji w centralnej regulacji neurohormonalej osi podwzgorze-
przysadka. Ponadto powstawaniu torbieli sprzyja zaburzona regulacja auto- i
parakrynna w obrebie jajnika, a takze czynniki $rodowiskowe (Stankiewicz i wsp.,
2008).

Obecnie wiele badan dotyczacych funkcji pecherzyka jajnikowego skupia si¢
nad znaczeniem czynnikow nalezacych do nadrodziny transformujacych czynnikow
wzrostu B (TGFs-B, ang. transforming growth factors B) (Su i wsp., 2008; Knight i
Glister 2006; Sun i wsp., 2010). Sposrdd tych czynnikow szczegdlng uwage zwraca si¢
na biatko morfogenetyczne kosci 15 (BMP-15, ang. bone morphogenetic protein-15) i
czynnik wzrostowo-réznicujacy 9 (GDF-9, growth differentiation factor-9). W obrebie
pecherzyka jajnikowego te dwa czynniki wydzielane sg gtdéwnie przez oocyty (Su i
wsp., 2008; Orisaka i wsp., 2009; Peng i wsp., 2010, Sun i wsp., 2010). Nie mozna wigc
wykluczy¢, iz stgzenie tych czynnikéw w ptynie pecherzykowym moze zaleze¢ od
liczby oocytow w pecherzyku. Jak wiadomo wigkszo$¢ pecherzykéw jajnikowych
zawiera tylko jeden oocyt, ale u niektorych gatunkow wystepuja pecherzyki zawierajgce
wickszg ich liczbe (Safran i wsp. 1998; Payan-Carreira i Pires, 2008; Stankiewicz i
wsp., 2009). Obecnos¢ pecherzykow polioocytowych zostala udokumentowana migdzy
innymi w jajnikach §win (Stankiewicz i wsp., 2009). Jak dotychczas nie ma jednak
jednoznacznego stanowiska okreslajacego jakos¢ takich pecherzykow i znajdujacych sie
w nich oocytéw. Niemniej sugeruje si¢, Ze moga one powstawa¢ w wyniku zaburzen
folikulogenezy (Bristol-Gould i Woodruff, 2006). Uwzgledniajac fakt, ze oocyty
wykazuja aktywno$¢ wydzielnicza 1 rozpatrujac procesy zachodzace podczas
folikulogenezy intersujacym obiektem badan obok torbieli pecherzykowych sa rowniez
pecherzyki polioocytowe.

Nalezy takze uwzgledni¢, ze zrodtem BMP-15 i GDF-9 w pecherzyku
jajnikowym s3a nie tylko oocyty, ale rowniez komodrki somatyczne. Ekspresje
matrycowego RNA (mRNA, ang. messenger RNA) GDF-9 i BMP-15 stwierdzono
bowiem w réznych typach komorek pecherzykow jajnikowych swini (Prochazka i wsp.,
2004, Paradis i wsp., 2009). Dotychczasowe badania wykazaty, ze BMP-15 i GDF-9
poprzez parakrynny i autokrynny szlak sygnatowy wplywaja na proliferacje i
roznicowanie komorek somatycznych pecherzyka, steroidogeneze, owulacje i

luteinizacje (Su i wsp., 2008; Orisaka i wsp., 2009; Peng i wsp., 2010; Sun i wsp.,
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2010). W okresie przedowulacyjnym czynniki te biorg udzial w procesie dojrzewania
oocytu i ekspansji komorek cumulusa (Su i wsp., 2004; Paradis i wsp., 2009). Ponadto
BMP-15 i GDF-9 uczestnicza w regulacji hormonalnej osi podwzgdrze-przysadka-
jajnik (Paulini i Melo, 2011). W zaleznosci od etapu folikulogenezy nasilaja lub
ostabiajg oddziatywanie gonadotropin na pgcherzyk jajnikowy wplywajac na ekspresje
receptorow dla hormonu luteinizujacego (rLH, ang. Luteinizing Hormone receptor)
(Knight i Glister, 2006; Crawford i McNatty, 2012). Jest to szczegdlnie istotne w
przypadku wystepowania torbieli pecherzykowych, ktorych bezposrednig przyczyna sa
zaklocenia w oddzialywaniu hormonu luteinizujgcego na pecherzyki jajnikowe (LH,
ang. luteinizing hormone) (Ebbert i wsp., 1993; Fitko i wsp., 1996).

W regulacji funkcji $winskiego pecherzyka jajnikowego oprdcz gonadotropin,
hormonoéw steroidowych i licznych czynnikow wzrostu wazng role odgrywaja rowniez
hormony tarczycy. Ich obecno$¢ stwierdzono w ptynie §winskich pecherzykow
jajnikowych (Stankiewicz i wsp., 2008). Ponadto w komorkach ziarnistych §winskich
pecherzykow przedowulacyjnych zidentyfikowano receptory dla hormonow tarczycy
(Maruo i wsp., 1992). W badaniach in vitro wykazano, ze hormony te wptywaja na
steroidogeneze w komorkach ziarnistych 1 ostonki wewnetrznej pozyskanych z
pecherzykow jajnikowych swini (Gregoraszczuk i Skalka, 1996). Ich udziat w syntezie
hormonéw steroidowych zaznacza si¢ poprzez wplyw na aktywno$¢ aromatazy
(Gregoraszczuk i wsp., 1998). Hormony tarczycy wzmagaja tez dzialanie hormonu
folitropowego (FSH, ang. Follicle Stimulating Hormone) w hodowlach $winskich
komorek ziarnistych (Maruo i wsp., 1987). Nalezatoby rowniez uwzgledni¢ je w
patogenezie zaburzen folikulogenezy. Istnieja bowiem dane, Ze niedoczynnos¢ tarczycy
wzmaga powstawanie torbieli jajnikowych i ostabia aktywno$¢ steroidogenng jajnikow
u loszek (Fitko i wsp., 1995, Fitko i wsp., 1996). Z kolei zaburzona steroidogeneza
pecherzykowa jest efektem i/lub przyczyng zaburzen jajnikowych takich jak torbiele
(Babalola i Shapiro, 1990; Szulanczyk-Mencel i wsp., 2010). Jednak doktadny
mechanizm dziatania omawianych hormondéw w patogenezie torbieli jajnikowych nie
jest znany. Mozna jednak przypuszczaé, ze ich udzial zaznacza si¢ w interakcjach z
innymi czynnikami dziatajacymi lokalnie w obrebie jajnika i/lub obwodowo.
Niewykluczone, ze w tych interakcjach uczestniczg czynniki nalezace do TGFs- .

W mechanizmie powstawania torbieli jajnikowych nie mozna wykluczy¢
zaburzen zwigzanych z ukladem immunologicznym, gdyz istnieje Scista zaleznos$¢

pomiedzy ukladem hormonalnym i immunologiczym (Bukovsky i Caudle, 2008).
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Wykazano, ze status odporno$ciowy organizmu ulega zmianom pod wplywem réznych
hormonéow, w tym hormonow steroidowych jajnika (Beagley i Gockel, 2003;
Harichandan i wsp., 2014). W odniesieniu do procesow rozrodczych uwaza sie, ze
cykliczne zmiany w wydzielaniu estrogenéw i progesteronu wpltywajg na zmiany w
immunologii zenskich narzadow rozrodczych (Beagley i Gockel, 2003). Uktad
rozrodczy uwazany jest za cze$¢ Sluzowkowego uktadu odpornosciowego (Hussein i
wsp., 1983; de Buysscher, 1999). Narzady rozrodcze zawieraja petny zestaw komorek
uktadu immunologicznego, ktore sa odpowiedzialne zarowno za odporno$¢ wrodzong
jak 1 swoistg. Z kolei liczba 1 aktywnos¢ tych komorek roznig si¢ istotnie podczas fazy
cyklu piciowego i kontrolowane sg zmianami st¢zen hormondw steroidowych jajnika
(Wira i Kaushic, 1996; Wira i wsp., 1999; Reibiger i Spanel-Borowski, 2000). Ma to
uzasadnienie w tworzeniu obrony przeciw patogenom, na ktore narazony jest uktad
rozrodczy. Przypuszcza si¢, ze immunoglobuliny w ptynie pgcherzykéw jajnikowych
uczestniczg w procesach obronnych podczas transportu oocytow po owulacji (de
Buysscher, 1999). Ponadto zaburzenia w uktadzie immunologicznym moga prowadzic¢
do patologii jajnika np. do przedwczesnego wygasania funkcji jajnika czy zmian
nowotworowych (Bukovsky 2006; Bukovsky i Caudle, 2008). Nie mozna tez
wykluczy¢, ze zaburzenia te mogg mie¢ zwigzek z patogeneza torbieli jajnikowych.
Bardzo waznym elementem wplywajacym na prawidlowe dojrzewanie
pecherzykow jajnikowych jest ptyn pecherzykowy (Nandi i wsp., 2007). Jest on
mieszaning sktadajaca si¢ z wody 1 substancji rozpuszczonych pochodzacych z osocza i
produkowanych lokalnie przez komoérki pecherzyka jajnikowego, a takze przez komorki
uktadu immunologicznego. Badania nad zmianami metabolicznymi w ptynie bydlecych
pecherzykow jajnikowych wykazaly, ze analiza skladu biochemicznego moze w
pewnym stopniu odzwierciedla¢ zmiany zachodzace w organizmie i odwrotnie (Leroy i
wsp., 2004). Dlatego tez skiad ptynu pgcherzykowego moze ulega¢ zmianom nie tylko
na skutek zaburzen lokalnych, ale rowniez w wyniku zmian w obwodowym krazeniu
spowodowanych  procesami  patologicznymi  (Arshad, 2005). Z badan
przeprowadzonych u roéznych gatunkow zwierzat wynika, ze sposrdd skladnikow
biochemicznych duze znaczenie W prawidtowym rozwoju pecherzyka majg zarowno
sktadniki organiczne jak i nieorganiczne (Bordoloi i wsp., 2001; Btaszczyk i wsp.,
2006; Nandi i wsp., 2007; Alkalby i wsp., 2012; Kor i wsp., 2013; Kor i Moradi, 2013).
Sktad plynu pecherzykowego jest intensywnie badany nie tylko dla poglebienia

wiedzy na temat rozwoju pecherzykow jajnikowych i dojrzewania oocytow, ale takze
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dla wyjasnienia patogenezy torbieli pecherzykowych (Mishra i wsp., 2003; Btaszczyk i
wsp., 2006; Stankiewicz i wsp., 2008; Stankiewicz i wsp., 2008; Stankiewicz i wsp.,
2009). Jak podaja Khan i wsp. (2011) zaburzenia réwnowagi pomigdzy réznymi
sktadnikami pltynu pecherzykowego moga bowiem powodowa¢ zaktdcenia w rozwoju
pecherzykow  jajnikowych 1 owulacji  prowadzac do powstawania torbieli
pecherzykowych. Jednakze, mimo istniejacych badan doktadna patogeneza torbieli
jajnikowych nie zostala w pelni wyjasniona ani w przypadku $§win, ani tez samic innych

gatunkoéw ssakow.

4.3.2. Uzyskane wyniki 1 ich oméwienie

Realizacja celu pierwszego (cel szczegotowy 1)

Dla realizacji tego celu przeprowadzono badania, ktorych wyniki opublikowano
w artykule pt. ,,Concentrations of bone morphogenetic protein-15 (BMP-15) and growth
differentiation factor-9 (GDF-9) in follicular cysts, mono- and polyoocyte follicles in
gilts”. W pracy tej wykonano dwa doswiadczenia, ktore przeprowadzono na loszkach
(wiek 7-8 miesiecy) poddawanych ubojowi w lokalnej rzezni. W doswiadczeniu
pierwszym badaniami obj¢to 31 loszek z pojedynczymi torbielami pgcherzykowymi i
41 loszek bez torbieli. Do analiz przeznaczono ptyn pecherzykowy pozyskany z
pecherzykoéw o $rednicy od 8 do 10 mm (n=41) i o $rednicy od 5 do 8 mm (n=41) oraz
ptyn z torbieli pecherzykowych (n=31). W do$wiadczeniu drugim do analiz
przeznaczono ptyn z pecherzykow poli- (n=19) i monooocytowaych (n=22). W
uzyskanych probkach okreslono st¢zenie BMP-15 i GDF-9.

Analiza wynikow wykazala istotnie wyzsze stezenie BMP-15 i GDF-9 w ptynie
z torbieli niz w ptynie pecherzykowym (P<0.01). Mogto by¢ to efektem roznic w liczbie
komorek somatycznych migdzy pecherzykami a torbielami lub réZznym nasileniem ich
aktywnosci wydzielniczej. Wykazano bowiem, ze synteza BMP-15 i GDF-9 odbywa si¢
we wszystkich typach komorek pecherzyka jajnikowego (Paradis i wsp., 2009;
Prochazka i wsp., 2004). By¢ moze wysokie st¢zenia tych czynnikow w torbielach
pecherzykowych ma zwigzek z odmiennym nasileniem steroidogenezy. U szczura
GDF-9 wzmaga bowiem syntez¢ androgenéw w komodrkach ostonki wewnetrznej

pecherzyka jajnikowego (Solovyeva i wsp., 2000). Pache i wsp. (1991) wykazali
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natomiast, ze androgeny odgrywaja wazng role w genezie torbieli jajnikowych. Nie
mozna zatem wykluczy¢, iz specyficzne Srodowisko hormonalne w torbielach moze
wplywa¢ na produkcje omawianych czynnikéw. Nalezy réwniez uwzglednié, iz w
torbielach dochodzi do zaburzen w interakcji migdzykomorkowej, a efektem tych
zaburzen moze by¢ wysokie stezenie BMP-15 i GDF-9. Sun i wsp. (2012) wskazujg, ze
powyzsze czynniki GDF-9 maja wplyw na réwnowage pomigdzy apoptoza a
proliferacja komoérek pecherzykowych.

W zwiazku z tym, iz glownym zréodlem BMP-15 i GDF-9 w pegcherzyku
jajnikowym jest oocyt, w niniejszej pracy okreslono takze stezenie tych czynnikow w
ptynie pecherzykéw mono- i polioocytowych. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
stezenie BMP-15 i GDF-9 w pecherzykach polioocytowych bylo tylko nieznacznie
wyzsze niz w pecherzykach monooocytowych, a 0Szacowane roznice nie byty
statystycznie istotne. By¢ moze brak roznic spowodowany byt zrdéznicowang
aktywnos$cig sekrecyjng oocytow z pecherzykow polioocytowych, ktéora w
konsekwencji przyczynita si¢ do nieznacznie tylko wyzszej koncentracji BMP-15 i
GDF-9 w tych pecherzykach. Potwierdzeniem tej sugestii s3 moje wczesniejsze
badania, w ktorych wykazano r6zng jako$¢ oocytow z pecherzykow polioocytowych
(Stankiewicz i wsp., 2009). Z drugiej strony w pecherzyku niezaleznie od liczby
oocytoéw 1 ich aktywnosci sekrecyjnej mogg istnie¢ mechanizmy utrzymujace optymalne
stezenie BMP-15 | GDF-9 dla prawidlowej folikulogenezy.

W przedstawionej pracy wykazano dodatnig korelacje miedzy st¢zeniem BMP-
15 i GDF-9. Korelacj¢ takg zanotowano zaréwno w pecherzykach jajnikowych, jak i
torbielach pecherzykowych. Wyniki te potwierdzaja synergistyczne dziatanie BMP-15 i
GDF-9 i potrzeb¢ uwzgledniania tych dwoch czynnikow w kompleksowej analizie
proceséw zachodzacych w jajniku ssakow (Su i wsp., 2004; Knight i Glister, 2006).

Podsumowujac wyniki uzyskane w niniejszej pracy nalezy podkresli¢, ze
zgodnie z mojg wiedza po raz pierwszy okreslono i wykazano obecnos¢ BMP-15 i
GDF-9 w ptynie torbieli pecherzykowych u loszek. Wykazane rdznice w ich st¢zeniu
migdzy pecherzykami jajnikowymi a torbielami pgcherzykowymi sugeruja ich zwigzek
z zaburzeniami folikulogenezy. Ponadto niniejsze badania wydaja si¢ wskazywac, ze
liczba oocytow w pecherzykach jajnikowych nie wptywa na wewnatrzpgcherzykowe

stezenie BMP-15 i GDF-9.
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Realizacja celu drugiego (cel szczegdtowy II)

Uwzgledniajagc wyniki uzyskane w omoéwionej powyzej pracy postanowiono
zbada¢, czy podobne zalezno$ci w zakresie ksztaltowania si¢ stezen BMP-15 i GDF-9 w
torbielach i1 pecherzykach jajnikowych wystepuja réwniez u loch z jajnikami
wielotorbielowatymi. Postanowiono tez zbadaé, czy ewentualne roznice dotycza takze
stezen tych czynnikéw w surowicy badanych loch, co mogloby mie¢ zastosowanie
praktyczne w diagnostyce torbieli. Wyniki tej pracy opublikowano w artykule pt.:
,Relationship between the concentration of bone morphogenetic protein-15 (BMP-15)
and growth differentiation factor-9 (GDF-9) in pre-ovulatory follicles, ovarian cysts,
and serum in sows”.

Badania przeprowadzono na lochach wielorodkach (wiek 2-3 lata), ktore
poddawano ubojowi w lokalnej rzezni. Podczas uboju z zyly szyjnej zewnetrznej od
kazdej badanej lochy pozyskiwano krew. Lacznie przebadano 46 loch, w tym 20 loch, u
ktorych poubojowo stwierdzono jajniki wielotorbielowate oraz 26 loch z pgcherzykami
przedowulacyjnymi. Dla kazdej lochy przyporzadkowano jedng probke ptynu (z torbieli
lub pecherzyka) i odpowiednig probke surowicy. W uzyskanych probkach oznaczono
stezenie BMP-15 i GDF-9.

W niniejszej pracy podobnie jak u loszek stwierdzono obecno$¢ BMP-15 i GDF-
9 w plynie pecherzykowym co potwierdza, iz czynniki te sg skladowymi tworzacymi
mikrosrodowisko pecherzykowe u $win. Wykazano tez istotne roznice pomigdzy
stezeniem BMP-15 i GDF-9 w ptynie torbieli pecherzykowych a stgzeniem tych
czynnikow w pecherzykach przedowulacyjnych loch. Okazato si¢, ze w torbielach
stezenie BMP-15 i GDF-9 byto wyzsze niz w ptynie pecherzykowym (P<0.01). Migdzy
obydwoma badanymi czynnikami stwierdzono dodatnia korelacje (P<0.01 lub P<0.05).
Ponadto w surowicy loch, u ktorych stwierdzono torbiele pecherzykowe stezenie BMP-
15 i GDF-9 bylo statystycznie istotnie wyzsze niz u loch bez torbieli (P<0.05 i P<0.01,
odpowiednio). Wykazano tez dodatnie korelacje miedzy stezeniem BMP-15 w surowicy
a stezeniem tego czynnika w pecherzykach przedowulacyjnych i torbielach
pecherzykowych (P<0.01 i P<0.05, odpowiednio). Dodatnig korelacje stwierdzono
takze miedzy stezeniem GDF-9 w surowicy i plynie z torbieli (P< 0.05).

Mozliwym wytlumaczeniem dodatnich zaleznos$ci miedzy st¢zeniem BMP-15 i
GDF-9 w plynie badanych struktur jajnikowych a ich st¢zeniem w surowicy jest fakt, ze
ptyn pecherzykowy jest produktem zaréwno aktywnos$ci sekrecyjnej pecherzyka, jak i
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przesaczem osocza krwi, a z drugiej strony stezenie wielu substancji biologicznie
czynnych we krwi odzwierciedla aktywnos$¢ sekrecyjng i status pecherzyka (Leroy i
wsp., 2004). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sugeruja zatem, ze BMP-15 i GDF-9
moga przenika¢ barier¢ krew-pecherzyk. Nie mozna jednak wykluczy¢, iz zrédtem
BMP-15 i GDF-9 we krwi mogg by¢ rowniez inne komorki narzadow pozajajnikowych.
Ekspresje GDF-9 mRNA stwierdzono w podwzgorzu, przysadce, macicy i szpiku
kostnym u roznych gatunkow ssakow (Fitzpatrick i wsp., 1998).

Uzyskane wyniki moga dostarcza¢ pewnych informacji na temat roli czynnikow
nalezacych do nadrodziny transformujgcych czynnikow wzrostu B (TGF-B) w
mechanizmie powstawania zaburzen jajnikowych. Zgodnie z moja wiedza, po raz
pierwszy wykazano bowiem obecnos¢ BMP-15 i GDF-9 w plynie torbieli jajnikowych
u loch oraz stwierdzono dodatnig zalezno$¢ miedzy stg¢zeniem tych czynnikéw w ptynie
pecherzykowym/torbieli pecherzykowych a surowica. Nie mozna wigc wykluczy¢, iz
okreslenie stezenia BMP-15 i GDF-9 w surowicy moze by¢ pomocne w diagnozowaniu

wielotorbielowatosci jajnikowej u loch.

Realizacja celu trzeciego (cel szczegotowy I11)

Wyniki uzyskane w przedstawionych dwoch powyzszych pracach wskazywaly
na konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan nad ewentualnymi zaleznoSciami miedzy
czynnikami nalezgcymi do TGFs-f a innymi czynnikami dziatajagcymi lokalnie w
obrebie jajnika i/lub obwodowo. Dlatego tez w kolejnej pracy okreslono zalezno$ci
miedzy stezeniem BMP-15 a stgzeniem wolnej tyroksyny (FTy4) i progesteronu (Ps) u
loch z torbielami i bez torbieli pgcherzykowych. Wyniki tej pracy opublikowano w
artykule pt. ,,The relationships between transforming growth factors B and free
thyroxine and progesterone in the ovarian cysts, pre-ovulatory follicles, and the serum
of sows”.

Badania przeprowadzono na lochach (wiek od 2 do 3 lat) ubijanych w lokalnej
rzezni. Podczas uboju z zyly szyjnej zewnetrznej od kazdej badanej lochy pozyskiwano
krew. Od loch, u ktérych stwierdzono wielotorbielowato$¢ jajnikéw (n=26)
pozyskiwano ptyn z torbieli, a od loch z pgcherzykami przedowulacyjnymi (n=26)
pozyskiwano ptyn pecherzykowy. Dla kazdej lochy przyporzadkowano jedng probke
ptynu (z torbieli lub pecherzyka) i odpowiednig probke surowicy. W uzyskanych
probkach oznaczono stezenie BMP-15, GDF-9, FT4 i Pa.
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W surowicy loch, u ktorych na jajnikach wystepowaly torbiele, stezenie BMP-
15 i GDF-9 bylo dodatnio skorelowane ze stezeniem FT, (P<0.01 i P<0.05,
odpowiednio). Stezenie progesteronu bylo natomiast dodatnio skorelowane ze
stezeniem BMP-15 w surowicy loch, u ktorych nie stwierdzono torbieli
pecherzykowych. Z  kolei udziat BMP-15 i GDF-9 w patogenezie torbieli
pecherzykowych u §win sugerowano we weczesniejszych pracach (Stankiewicz i
Blaszczyk, 2014; Stankiewicz i Btaszczyk, 2016). Ponadto czynniki te w zaleznos$ci od
etapu folikulogenezy moga nasila¢ lub ostabia¢ oddziatywanie gonadotropin na
pecherzyk jajnikowy (Knight i Glister, 2006; Crawford i wsp., 2012). Natomiast
interakcyjny wpltyw hormondéw tarczycy i1 gonadotropin na powstawanie torbieli
pecherzykowych wykazano u loszek (Fitko i wsp., 1995; Fitko i wsp., 1996). Dlatego
tez zanotowane interakcje miedzy BMP-15, GDF-9 a FT,4 u loch z torbielami mogg by¢
zwigzane z obwodowa kontrolg oddziatywania gonadotropin na jajnik. Jest to mozliwa
droga dziatania BMP-15, GDF-9 i FT, w mechanizmie powstawania torbieli
pecherzykowych u loch. Rozpatrujac lokalne dzialanie hormondéw tarczycy w obrebie
jajnika interesujace sg wyniki w niniejszej pracy dotyczace st¢zenia FT, w badanych
strukturach jajnikowych. Stezenie FT, w torbielach bylo istotnie wyzsze niz w
pecherzykach (P<0.01). Podobne relacje wykazano w przypadku progesteronu, CO
koresponduje z obserwacjami innych autorow w tym zakresie (Babalola i Shapiro,
1990; Koztowska i wsp., 2013).

Woyniki przeprowadzonego do$wiadczenia mogg by¢ przydatne do wyjasnienia
potencjalnej roli tarczycy, aktywnos$ci steroidogennej i czynnikéw nalezacych do
nadrodziny transformujacych czynnikdw wzrostu B w mechanizmie powstawania

wielotorbielowatos$ci jajnikow u loch.

Realizacja celu czwartego (cel szczegdtowy V)

W kolejnej pracy przeanalizowano, czy odzwierciedleniem zaburzen
folikulogenezy sa takze zmiany w sktadzie biochemicznym plynu tworzacego
mikrosrodowisko rozwoju pecherzyka jajnikowego. Wyniki tej pracy opublikowano w
artykule pt.: ,,Biochemical composition of the fluid of ovarian cysts and pre-ovulatory
follicles compared to the serum in sows”.

Badania przeprowadzono na lochach w wieku od 2 do 3 lat, ubijanych w

lokalnej rzezni. Podczas uboju z zyly szyjnej zewnetrznej od kazdej badanej lochy
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pozyskiwano krew. Od loch, u ktorych stwierdzono wielotorbielowatos¢ jajnikow
(n=21) pozyskiwano ptyn z torbieli, a od loch z pg¢cherzykami przedowulacyjnymi
(n=22) pozyskiwano ptyn pecherzykowy. Dla kazdej lochy przyporzadkowano jedna
probke plynu (z torbieli lub pecherzyka) i odpowiednig probke surowicy. W
uzyskanych probkach oznaczono st¢zenie glukozy, biatka catkowitego, cholesterolu
catkowitego, lipoproteiny niskiej (LDL) i wysokiej gestosci (HDL).

W niniejszej pracy stezenie glukozy 1 biatka w surowicy byto istotnie wyzsze niz
w pecherzykach przedowulacyjnych i torbielach pecherzykowych (P<0.01). Wyzsze
stezenie tych sktadnikow w osoczu krwi niz w pecherzykach jajnikowych stwierdzono
takze u innych gatunkoéw zwierzat (Arshad i wsp., 2005; Alkalby i wsp., 2012). Wyniki
te potwierdzaja, ze sktad biochemiczny ptynu pegcherzykowego jest podobny, ale nie
identyczny ze sktadem osocza krwi. Ponadto w torbielach stezenie glukozy byto istotnie
wyzsze niz w pecherzykach przedowulacyjnych (P<0.01). Wyniki te moga wskazywac
na réznice w metabolizmie glukozy i rozne jej zuzycie W torbielach i pecherzykach
jajnikowych. Glukoza jest gtéwnym zrodtem energii dla pecherzykéw jajnikowych,
ktore sa strukturami bardzo dynamicznymi (Nandi i wsp., 2007). Zachodza w nich
intensywne przemiany morfologiczne i czynno$ciowe, natomiast w torbielach
pecherzykowych dochodzi do degeneracji warstwy ziarnistej (Zhou i wsp., 2008). Nie
mozna tez wykluczy¢, iz réznice w st¢zeniu glukozy migdzy torbielami a pgcherzykami
przedowulacyjnymi spowodowane s3 zmianami hormonalnymi wplywajacymi na
przemiany energetyczne (Braw-Tal i wsp., 2009). Innym mozliwym wyja$nieniem
roznic w stezeniu glukozy moga by¢ roéznice w przepuszczalnosci bariery krew-
pecherzyk. Podczas folikulogenezy ultrastruktura tej bariery ulega zmianom, a
nieprawidlowe jej funkcjonowanie moze by¢ przyczyng zaburzen jajnikowych (Siu i
Cheng, 2012). U myszy zwigkszenie przeptywu krwi i wzrost przepuszczalnoS$ci bariery
(Zhou i wsp., 2008). W prezentowanej pracy nie stwierdzono natomiast réznic w
stezeniu biatka catkowitego pomiedzy torbielami a pecherzykami, co koresponduje z
wynikami uzyskanymi przez Khan i wsp. (2011) u bawota wodnego.

W przedstawione] pracy st¢zenie cholesterolu catkowitego, HDL, LDL i
trojglicerydow w surowicy loch z torbielami byto istotnie wyzsze niz u loch bez torbieli
(P<0.01 lub P<0.01). Wyniki te moga wskazywaé na wystgpowanie zaleznosci miedzy
zmianami st¢zen lipidow we krwi a patogenezg torbieli pecherzykowych. Z badan

wykonanych gléwnie u kobiet wynika bowiem, Zze niekorzystne zmiany w gospodarce
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lipidowej s3 waznym czynnikiem sprzyjajagcym powstawaniu torbieli jajnikowych
(Bostanct i wsp., 2012). W niniejszej pracy roznice w stezeniu lipidow dotyczyty
réwniez badanych struktur jajnikowych. W plynie pecherzykowym stezenie HDL i
trojglicerydow bylo istotnie wyzsze niz w plynie torbieli pgcherzykowych (P<0.01).
Zanotowane roznice w stezeniu HDL miedzy torbielami a pgcherzykami wynikajg
najprawdopodobniej z réznic w nasileniu steroidogenezy. Na taka mozliwos¢ wskazuja
prace innych autorow (Huang i wsp., 2002; Thangavel i Nayeem 2004). Z wielu badan
wynika, ze w plynie pgcherzykowym brak jest lipoproteiny o niskiej gestosci, a gtowna
lipoproteing biorgcg udziat w syntezie hormonow steroidowych jest HDL (Chang i
wsp., 1976; Brantmeier i wsp., 1987; Le Goff 1994; Btlaszczyk i wsp., 2006). W
prezentowanej pracy nie stwierdzono obecno$ci LDL nie tylko w pecherzykach
jajnikowych, ale rowniez w torbielach pecherzykowych. Wyniki te wskazuja, ze
zarbwno w pecherzykach jak 1 strukturach patologicznych w syntezie hormondéw
steroidowych uczestniczy gtownie lipoproteina wysokiej gestosci.

Wykazane w prezentowanej pracy réznice w skladzie biochemicznym ptynu
pecherzykow przedowulacyjnych i torbieli pecherzykowych wskazuja na réznice w
nasileniu przebiegu proceséw metabolicznych w  strukturach fizjologicznych 1
patologicznych jajnika. Ponadto stwierdzone rdéznice w st¢zeniu skladnikow
biochemicznych w surowicy loch z wielotorbielowatos$cia pecherzykowsa i loch bez
torbieli sugeruja zwigzek przemian ogolnoustrojowych z patogeneza torbieli

pecherzykowych.

Realizacja celu piatego (cel szczegdtowy V)

W kolejnej pracy postanowiono zbadac¢, czy rdznice w sktadzie biochemicznym
miedzy torbielami a pecherzykami przedowulacyjnymi u $win dotycza roéwniez
sktadnikow mineralnych. Wyniki tej pracy opublikowano w artykule pt.: ,,Macro-
elements compositions of cystic and follicular fluid in ovaries and their relationship to
peripheral blood concentration in sows”. Badania wykonano na lochach, u ktérych w
czasie uboju pobierano krew z zyly szyjnej zewnetrznej. Lacznie przebadano 46 loch, w
tym 20 loch z torbielami pecherzykowymi i 26 loch, u ktorych nie stwierdzono torbieli,
a na jajnikach wystgpowaly pecherzyki przedowulacyjne. Dla kazdej lochy
przyporzadkowano jedng probke plynu (z torbieli lub pecherzyka) i odpowiednig
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probke surowicy. W uzyskanych probkach oznaczono stezenie jonow sodowych (Na®)
oraz wapnia catkowitego (Ca), magnezu (Mg) i fosforu (P).

W niniejszej pracy stezenie sodu w surowicy loch bylo istotnie wyzsze niz w
ptynie pecherzykowym i plynie z torbieli (P<0.01), ale zblizone do ste¢zenia, jakie
zanotowali inni autorzy u $win (Prvulovi¢ i wsp., 2007; Dobrzanski i wsp., 2010).
Podobne roznice miedzy stgzeniem tego pierwiastka w surowicy (lub osoczu krwi) a
stezeniem w ptynie pgcherzykowym zanotowano rowniez u innych gatunkow zwierzat
(Arshad i wsp., 2005; Leroy i wsp., 2004; Alves i wsp., 2014). Jednakze w
prezentowanej pracy stezenie sodu w ptynie z torbieli byto istotnie wyzsze niz w ptynie
pecherzykowym (P<0.05). By¢ moze spowodowane to byto zaburzeniami zwigzanymi z
prawidlowg produkcja ptynu antralnego w tych patologicznych strukturach jajnika. S6d
jest bowiem gtéwnym elektrolitem ptynu zewnatrzkomérkowego i poprzez utrzymanie
cisnienia osmotycznego bierze udzial w regulacji gospodarki wodno-elektrolitowej i
odgrywa zasadnicze znaczenie w regulacji przepuszczalno$ci bton komérkowych. Na
poziomie pecherzyka jajnikowego wplywa na zmiany przepuszczalnosci tekalnych
naczyn kapilarnych i bierze udzial w mechanizmie gromadzenia si¢ ptynu antralnego
(Sharma i wsp., 1995; Rodgers i Irving-Rodgers, 2010).

Kolejnym badanym makroelementem byt wapn catkowity, ktorego stezenie w
ptynie z torbieli byto wyzsze niz w ptynie pgcherzykowym, ale roznice te nie byty
statystycznie istotne. Uwage zwracajg natomiast wykazane réznice w st¢zeniu wapnia w
surowicy. U loch z torbielami byto ono znacznie nizsze i rdznito si¢ statystycznie od
stezenia zanotowanego u loch bez torbieli pecherzykowych (P<0.01). W surowicy loch
bez torbieli st¢zenie tego makroelementu bylo zblizone do stgzenia, jakie zanotowali
inni autorzy u §win (Prvulovi¢ i wsp., 2007; Winnicka, 2008; Dobrzanski i wsp., 2010).
Nizsze stezenie wapnia w surowicy loch z wielotorbielowato$cig jajnikow sugeruje, ze
niedobor tego makroelementu w obwodowym krazeniu moze by¢ czynnikiem
sprzyjajacym powstawaniu torbieli pgcherzykowych. W medycynie ludzkiej w leczeniu
zespotu wielotorbielowatych jajnikéw podkresla si¢ skutecznos$é suplementacji wapnia i
witaminy D (Firouzabadi i wsp., 2012). Ponadto wapn odgrywa wazng rolg w
reprodukcji zwierzat, a jego niedobor wptywa negatywnie na ich ptodno$¢ (Subha,
2013). Z drugiej strony wykazano pozytywna korelacj¢ migdzy stezeniem wapnia w
ptynie pecherzykowym a liczbg zdegenerowanych oocytow u krow mlecznych (Alves i
wsp., 2014).
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W niniejszej pracy stezenie magnezu w surowicy loch bez torbieli byto zblizone
do stezenia, jakie zanotowali inni autorzy u $win (Klem i wsp., 2009, Dobrzanski i
wsp., 2010). Jednak w surowicy loch z torbielami bylo ono istotnie nizsze niz u loch
bez torbieli (P<0.01); ponizej warto$ci obserwowanych u $win. Wyniki te sugeruja, ze
podobnie jak w przypadku wapnia roéwniez niskie st¢zenie magnezu w obwodowym
krazeniu moze by¢ czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu torbieli pgcherzykowych. W
prezentowanej pracy wykazano tez réznice mig¢dzy st¢zeniem magnezu w surowicy a
jego stezeniem w badanych strukturach jajnika. W surowicy stezenie magnezu byto
nizsze niz w torbielach 1 pecherzykach przedowulacyjnych (P<0.01 1 P<0.05,
odpowiednio). Nizsze stezenie tego makroelementu w surowicy niz w pecherzykach
jajnikowych zanotowano réwniez u krow (Yamada i wsp., 1998). Nie stwierdzono
istotnych réznic w st¢zeniu magnezu mig¢dzy pg¢cherzykami a torbielami, a warto$ci
stezen byly zblizone do zanotowanych w duzych pecherzykach u owiec (Nandi i wsp.,
2007).

Roéznice migdzy pecherzykami a torbielami zanotowano natomiast w st¢zeniu
fosforu. W plynie pozyskanym z torbieli bylo ono istotnie nizsze niz w ptynie
pecherzykowym (P<0.05). Z kolei stezenie fosforu w surowicy badanych loch byto
zblizone i poréwnywalne do st¢zenia notowanego w innych pracach u $win (Dubreuil i
Lapierre, 1997; Dobrzanski i wsp., 2010, Cooper i wsp., 2014).

Zanotowane roznice w stezeniu makroelementow w  pecherzykach
przedowulacyjnych i torbielach pgcherzykowych sugeruja zmienne nasilenie procesow
metabolicznych w strukturach patologicznych i fizjologicznych jajnika. Ponadto
uzyskane wyniki wskazuja, Ze makroelementy obecne zarowno w surowicy jak i ptynie
pecherzykowym moga wpltywac na prawidlowe dojrzewanie pecherzykow jajnikowych,
a zmiany w ich st¢zeniach moga by¢ czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu torbieli

pecherzykowych.

Realizacja celu szostego (cel szczegotowy V)

Uwzgledniajac  znaczenie uktadu immunologicznego w prawidlowym
funkcjonowaniu jajnika w kolejnej pracy przeanalizowano stezenia immunoglobulin w
ptynie torbieli jajnikowych, pecherzykow przedowulacyjnych i surowicy loch.
Uwzgledniono tez obecnos¢ lub brak ciatek zottych na jajnikach. Okreslono réwniez

zalezno$ci pomiedzy stezeniem immunoglobulin a stezeniem progesteronu.
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Lacznie przebadano 77 loch, w tym 20 loch z torbielami i1 bez ciatek zo6ttych
(CL"), 18 loch z torbielami i ciatkami z6tymi (CL"), 20 loch, u ktérych nie stwierdzono
torbieli, a na jajnikach wystgpowaly pecherzyki przedowulacyjne i 19 loch, u ktérych
na jajnikach oprocz pecherzykéw przedowulacyjnych wystepowaly ciatka krwawe/zotte
(CL"). Dla kazdej lochy przyporzadkowano jedng probke ptynu (z torbieli lub
pecherzyka) 1 odpowiednig probke surowicy. W uzyskanych probkach oznaczono
stezenie progesteronu (P4), immunoglobulin klasy M (IgM) i G (1gG).

W surowicy loch, u ktérych na jajnikach wystepowaty ciatka zotte stgzenie Py
byto istotnie wyzsze niz u loch bez cialek zottych (P<0.01). Ponadto stezenie P4 u loch z
ciatkami zottymi i torbielami byto istotnie wyzsze niz u loch z ciatkami z6ttymi, ale bez
torbieli (P<0.01). Nie uwzgledniajac natomiast obecnosci ciatek zoltych oszacowane
réznice migdzy stezeniem tego hormonu w surowicy loch z torbielami i bez torbieli nie
byty statystycznie istotne. Statystycznie istotne rdéznice zanotowano natomiast migdzy
stezeniem P4 w plynie pecherzykowym i pozyskanym z torbieli. W torbielach byto ono
wyzsze niz w pecherzykach przedowulacyjnych (P<0.01). Podobnie ksztattowaty sig¢
réznice po uwzglednieniu obecnosci cialek zottych. Ponadto u loch, u ktorych
wystepowaty ciatka zolte stezenie P4 w badanych strukturach jajnikowych byto wyzsze
niz u loch bez ciatek zo6ttych (P<0.01).
Zanotowane w niniejszej pracy wyzsze stgzenie P, w plynie z torbieli niz w ptynie
pecherzykowym koresponduje z wynikami innych autorow (Babalola i Shapiro, 1990;
Koztowska i wsp., 2013). Jednak stezenie progesteronu w badanych strukturach
jajnikowych 1 surowicy zalezato od obecnosci na jajnikach cialek zottych. Potwierdza to
potrzeb¢ uwzgledniania obecnosci badz braku ciatek zottych w kryteriach podziatu
torbieli jajnikowych u loch (Ebbert i Bostedt, 1993). Jest to wazne, zwlaszcza, ze
aktywno$¢ steroidogenna cialek zottych warunkuje wyzsze stezenie obwodowego
progesteronu (Niswender i wsp., 1994). Moze to wptywa¢ na uktad immunologiczny,
poniewaz status odpornosciowy organizmu ulega zmianom pod wplywem hormonow
steroidowych jajnika (Harichandan i wsp., 2014). Uwaza si¢, ze zmiany st¢zen tych
hormondéw zmieniajg aktywnos$¢ uktadu immunologicznego catego uktadu rozrodczego
(de Buysscher, 1999).
Miernikiem tej aktywnosci sg zmiany ilo§ciowe komorek uktadu immunologicznego, a
takze zmiany stezen immunoglobulin. W przedstawionej pracy st¢zenie IgM i 1gG w
surowicy loch z torbielami bylo istotnie wyzsze niz u loch bez torbieli (P<0.05).

Rowniez w ptynie z torbieli stgzenie tych dwoch immunoglobulin bylo wyzsze niz w
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ptynie pecherzykéw przedowulacyjnych (P<0.01). Nie mozna wiec wykluczyé, ze
zanotowane roznice mogly wynika¢ migedzy innymi z roéznic w st¢zeniu obwodowego
progesteronu. W prezentowanej pracy wykazano bowiem dodatnig korelacje miedzy
stezeniem P4 w surowicy a stezeniem IgM w pecherzykach i torbielach (P<0.05).
Wykazane w pracy roéznice w ilosciowym sktadzie immunoglobulin klasy IgM i
IgG i progesteronu, a takze stwierdzone zaleznosci migdzy tymi parametrami wskazuja
na zwigzek ukladu immunologicznego z patogeneza torbieli jajnikowych u loch.
Dlatego w badaniach nad zaburzeniami folikulogenezy sugeruje si¢ koniecznosc¢

uwzgledniania uktadu immunologicznego.

Podsumowanie

Wyniki przedstawione w cyklu sze$ciu publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe
pt.. ,,Wybrane transformujace czynniki wzrostu-p, hormony i parametry
biochemiczne u §win z torbielami i bez torbieli jajnikowych” staty si¢ podstawa do

wyciaggnigcia nastepujacych wnioskow:

Badane transformujgce czynniki wzrostu-f (TGF-B) wchodza w skfad
mikrosrodowiska ptynu pegcherzykowego i ptynu torbieli pecherzykowych u loszek i
loch. Ste¢zenie tych czynnikow w torbielach jest znacznie wyzsze niz w pecherzykach
przedowulacyjnych, co wskazuje na ich udzial w procesach zwigzanych z
zaburzonych przebiegiem folikulogenezy u swin. Wykazano jednoczes$nie dodatnig
zalezno$¢ miedzy jajnikowym stezeniem BMP-15 i GDF-19 a stgzeniem tych
czynnikow we krwi, co moze mie¢ znaczenie w diagnozowaniu torbieli

pecherzykowych u §win.

Wykazane roznice i zalezno$ci miedzy stezeniem wolnej tyroksyny, progesteronu,
BMP-15 i GDF-9 w pecherzykach jajnikowych, torbielach pecherzykowych i
surowicy wskazujg na interakcyjny ich udzial w procesach dojrzewania pgcherzykow
jajnikowych u $win. Uzyskane wyniki mogg by¢ wykorzystane w dalszych pracach

nad wielotorbielowatos$cig jajnikow u Swin.

Ilo$ciowe réznice w skladzie biochemicznym i jonowym plynu pecherzykowego i
ptynu z torbieli wskazujg na znaczne rdznice w przebiegu procesOw metabolicznych

w strukturach fizjologicznych i patologicznych jajnika. Uzyskane wyniki wskazuja
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ponadto na wystepowanie zwigzkow migdzy przemianami ogdlnoustrojowymi z

patogeneza torbieli pecherzykowych.

Wykazane réznice W stezeniach immunoglobulin klasy IgM i IgG w pecherzykach
jajnikowych, torbielach pecherzykowych i1 surowicy wskazuja na zwigzek ukladu
immunologicznego z patogeneza torbieli jajnikowych u loch. Dlatego w badaniach
nad zaburzeniami folikulogenezy sugeruje si¢ konieczno$¢ uwzgledniania uktadu

immunologicznego.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych /artystycznych

5.1. Informacje ogodlne o dorobku naukowo-publikacyjnym (bez publikacji
stanowigcych osiggnigcie naukowe, o ktorym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy)

Efektem mojej dotychczasowej pracy badawczej jest wspotautorstwo 28 oryginalnych
publikacji naukowych, z ktorych 23 opublikowano po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora. Sposrod 28 prac, 22 pozycje stanowig publikacje w czasopismach
znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Pozostate 6 oryginalnych prac
zostalo opublikowane w recenzowanych czasopismach krajowych. Jestem takze

wspoétautorem 1 artykutu przegladowego i 5 artykutow popularno-naukowych.
= Sumaryczny impact factor (IF) publikacji, liczony zgodnie 2z rokiem
opublikowania, wynosi 15,368

=  Lgczna liczba punktow za publikacje wg wykazu czasopism naukowych MNiSW,
liczona zgodnie z rokiem ich opublikowania, wynosi 469, z czego 439 punktow

przypada na okres po uzyskaniu stopnia doktora.
= Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science wynosi 71

= Index Hirscha opublikowanych publikacji wg bazy Web of Science wynosi 5

Szczegotowy wykaz prac naukowych oraz informacje o wspotpracy naukowej i

popularyzacji nauki zawarto w Zataczniku nr 4.
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5.2. Gltéwne kierunki badawcze 1 ich omowienie

W mojej dziatalnos$ci naukowo-badawczej i publikacyjnej, zwigzanej gtownie z oceng
przebiegu czynnosci rozrodczych samic 1 samcow, wyrdzni¢ mozna nastgpujace
kierunki badan:
I.  Folikulogeneza 1 jej zaburzenia, pozaustrojowe dojrzewanie 1 zaplodnienie
oocytow
Il.  Regulacja i monitorowanie procesOw rozrodczych u samic i samcow
I1l.  Sezonowos$¢ w rozrodzie zwierzat

IV. Ocena warto$ci biologicznej nasienia samca

V. Selen w organizmach zwierzat

5.2.1. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowych

Ad. I. Folikulogeneza i jej zaburzenia, pozaustrojowe dojrzewanie i zaptodnienie
oocytow

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w Zalaczniku 4. Jest to 7
oryginalnych prac tworczych (A2, A3, A9, A10, A21, B11), 2 prace przegladowe (B6,
Cl1), 1 praca popularnonaukowa (B7), 1 praca pelotekstowa opublikowana w
materiatach konferencji migdzynarodowej (C2) i 11 doniesien konferencyjnych.

Realizujac ten kierunek badawczy bylem gtownym autorem cyklu doswiadczen
nad okresleniem potencjatu rozrodczego pgcherzykéw jajnikowych $wini, oceng ich
statusu hormonalnego i1 antyoksydacyjnego, a takze zbadaniem jako$ci oocytow i
mozliwosci ich zaplodnienia. Rezultatem przeprowadzonych badan z tego zakresu
bylo stwierdzenie wystepowania zjawiska pecherzykowej polioocytowosci w
jajnikach $wini. Wykonano szereg preparatow histologicznych jajnikéw i
udokumentowano, ze w jajnikach loszek i loch oprocz licznych pecherzykow
monocytowych znajduja si¢ takze pecherzyki polioocytowe na réznych etapach
folikulogenezy. Niemniej jednak wykazano, ze status hormonalny pecherzykow
polioocytowych rozni sie¢ od pecherzykéw monocytowych. W ptynie pecherzykow
polioocytowych stezenie 17p-estradiolu byto istotnie wyzsze, a progesteronu nizsze niz

w pecherzykach monocytowych. Ponadto stwierdzono réznice w jakos$ci i wielkosci
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oocytéow. Przeprowadzajagc zaptodnienie in vitro wykazano tez nizsza zdolno$¢
zapladniajaca oocytow pozyskanych 2z pecherzykow polioocytowych niz
monoocytowych. Niemniej jednak stwierdzono, ze niektore oocyty z pecherzykow
polioocytowych majg rowniez zdolno$¢ do zaptodnienia in vitro i moga osiggac¢ stadium
blastocysty.

Wspotuczestniczytem tez w badaniach nad jakoscig $winskich oocytow
uwzgledniajac wiek 1 dojrzalos¢ samic. W doswiadczeniu tym wykazano istotne
roznice w parametrach morfometrycznych oocytéw pozyskanych z jajnikow loszek
i loch.

O moim zainteresowaniu folikulogenezg i jej zaburzeniami u $win $§wiadczy
praca popularnonaukowa na temat zwyrodnienia cystowatego jajnikow $win. Jestem tez
gldownym autorem pracy przegladowej opublikowanej w recenzowanym czasopismie, w
ktorej przedstawiono specyfike dojrzewania oocytow s$winskich w warunkach
fizjologicznych oraz problemy dotyczace dojrzewania tych gamet w warunkach
pozaustrojowych.

W ramach omawianego obszaru badawczego prowadzitem takze badania na
pecherzykach jajnikowych krowy. Juz na poczatku swojej dziatalno$ci naukowe;j
wspotuczestniczytem w pracach okreslajacych status steroidogenny i biochemiczny
pecherzykow jajnikowych w  zaleznosci od wielko$ci antralnych pecherzykow
jajnikowych. Wyniki tych doswiadczen sa uzupeilnieniem badan nad aktywnos$cia
sekrecyjng komoérek pecherzykowych, a zalezne od wielkoSci pecherzyka
jajnikowego roznice w ste¢zeniu hormondéw steroidowych i glukozy wskazuja na
potrzebe ich uwzgledniania w procedurze dojrzewania oocytow in vitro. W
kolejnych pracach wykazano obecnos¢ wolnych frakcji jodotryronin w plynie
bydlecych pecherzykow jajnikowych. Wyniki tego doswiadczenia wskazuja na
udzial jodotyronin w procesie folikulogenezy i sugeruja istnienie zwigzku mie¢dzy
tymi hormonami a metabolizmem cholesterolu na poziomie pecherzyka
jajnikowego krowy.

Jednym z czynnikéw, ktory zaburza prawidlowa czynno$¢ jajnika sg estrogeny
srodowiskowe. Blokuja one receptory estrogenowe, dzialajg hamujaco na sekrecje
estrogendéw, zaburzaja aktywno$¢ enzymoéw uczestniczacych w steroidogenezie — CO
negatywnie odbija si¢ na funkcjonowaniu catego uktadu rozrodczego samicy. Znany
jest tez negatywny wpltyw estrogendw srodowiskowych na czynno$¢ tarczycy. Stad

podejmowane s3 badania nad minimalizowaniem negatywnych skutkéw tych
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zwiagzkow. Dlatego tez uczestniczylem w badaniach, ktorych celem bylo sprawdzenie
czy suplementacja chitozanem, moze zmniejsza¢ wchlanianie 1 kumulacje
srodowiskowych  zanieczyszczen rozpuszczalnych w  tluszczach, takich jak
polichlorowane bifenyle (PCB), a tym samym minimalizowa¢ negatywne skutki ich
oddziatywania. Badania te wykonane byty na samicach myszy. Udokumentowano, ze
zastosowane w doswiadczeniu wskaznikowe i dioksynopodobne polichlorowane
bifenyle spowodowaly istotny spadek stezenia 17p-estradiolu w osoczu krwi myszy.
Niestety, suplementacja chitozanem nie zapobiegla temu obnizeniu. Przeciwnie,
stezenie 17B-estradiolu w osoczu krwi myszy, ktore otrzymaly chitozan, bylo mniejsze
w porownaniu z tymi, ktorym chitozanu nie podawano. Przypuszczalnie byt to efekt
hipocholesterolemicznego dzialania chitozanu prowadzacego do obnizenia st¢zenia
cholesterolu bedacego niezbednym substratem do syntezy estradiolu. Jednakze
suplementacja chitozanem wptyneta na obnizenie kumulacji polichlorowanych bifenyli
w watrobie, woreczku zolciowym, tkance tluszczowej, jelicie oraz wplyneta na wzrost
wydalania tych zwigzkéw z katem. Suplementacja chitozanem zapobiegta tez obnizeniu
stezenia wolnej trojjodotyroniny (FT3), co obserwowane byto pod wplywem ekspozycji
na PCB. W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze suplementacja chitozanem, w
warunkach okreslonego narazenia na PCB, moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia
ich kumulacji w poszczegolnych narzadach zwierzat doswiadczalnych, gléwnie
poprzez wzrost wydalania tych zwiazkéw z kalem. Efektem zainteresowania tymi
zagadnieniami jest rowniez praca o charakterze przegladowym, ktorej jest gtownym
autorem. W pracy tej przedstawiono aktualny stan wiedzy o wplywie estrogenow
srodowiskowych na przebieg procesoOw rozrodczych samic i samcow.

Wyniki prowadzonych doswiadczen w zakresie omawianego obszaru
badawczego zostaly zasygnalizowane rowniez na licznych konferencjach krajowych i

migdzynarodowych.

Ad. II. Regulacja i monitorowanie procesow rozrodczych u samic i samcOw

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zalgczniku 4. Jest to 6
oryginalnych prac tworczych (A4, A5, Al5, Al6, B10), 3 prace popularnonaukowe
(B4, B5, B8), 2 doniesienia konferencyjne.

Realizujac t¢ tematyke uczestniczylem gléwnie w pracach dotyczacych

przebiegu i1 kontroli proceséw rozrodczych koéz. Juz w trakcie realizacji pracy



Dr inz. Tomasz Stankiewicz Strona |31

magisterskiej skupitem si¢ na problemach zwigzanych z synchronizacjg rui u tego
gatunku. W prowadzonych badaniach oceniano zmiany hormonalne zachodzace nie
tylko podczas synchronizowanej rui, ale takze w cyklu posynchronizacyjnym. Przy
zastosowaniu ingerencji hormonalnej waznym jest bowiem nie tylko prawidlowy
przebieg indukowanej owulacji, ale réwniez uniknigecie negatywnych skutkoéw
ingerencji farmakologicznej. Moje zainteresowanie synchronizacja rui dotyczyly
réwniez krow. Aby zwrdci¢ uwage hodowcom i lekarzom weterynarii na problemy
zwigzane z synchronizacja rui u tego gatunku opublikowano artykut
popularnonaukowy.

Kolejne prace u kéz maja duze znaczenie diagnostyczne i1 praktyczne. W
doswiadczeniach, w ktérych uczestniczytem wykazano mozliwo$¢ wykorzystania
metody immunoflurescencyjnej jako metody alternatywnej do radioimmunologicznej w
oznaczaniu progesteronu u koz. Wykazano tez, ze analiza zmian stezen tego
hormonu we krwi pozwala nie tylko na monitorowanie prawidlowego przebiegu
cyklu jajnikowego, ale rowniez moze by¢ pomocna w sygnalizowaniu obecnosci
torbieli jajnikowych u tego gatunku. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja
tez na duza wartos$¢ diagnostyczng ultrasonografii transrektalnej w kontroli cyklu
jajnikowego koz. Analiza obrazu ultrasonograficznego pozwolila okresli¢ czas
owulacji, czas trwania kolejnych faz cyklu jajnikowego, a takze potwierdzié
ewentualne stany patologiczne wystepujace na jajnikach. Dzi¢ki temu mozliwe jest
wczesne wykrycie tych zaburzen i podjecie wlasciwego leczenia.

W doswiadczeniach przeprowadzonych u koz badano tez przydatnos¢ metody
omometrycznej w monitorowaniu cyklu jajnikowego u tego gatunku zwierzat. Jest to
bardzo prosta metoda, ktora stosowana jest w monitorowaniu cyklu rujowego - gtownie
u krow 1 suk. Jednakze badania dotyczace kéz s3 bardzo nieliczne i brak bylo
jednoznacznych wynikdéw potwierdzajacych mozliwo$¢ zastosowania tej metody u tego
gatunku zwierzat. Najprawdopodobniej trudno$ci zwigzane 2z uzyskaniem
powtarzalnych 1 wiarygodnych wynikéw spowodowane s3 brakiem gruczolow
przedsionkowych u koz, co wigze si¢ z koniecznoscig gltebszego wprowadzenia sondy
(w poblizu ujécia szyjki macicy). Nasze wstgpne badania wykazaly, ze omometr
przeznaczony przez producenta dla owiec 1 k6z wyposazony jest w sonde dopochwowa
o zbyt duzej $rednicy (2,2 cm), co powodowato utrudnienia z wprowadzeniem takiej
sondy na odpowiednig glebokos¢ do pochwy koz. Dlatego tez na naszg prosbe

producent zamontowal sond¢ o znacznie mniejszej $rednicy (0,8 cm). Pozwolito to na
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bezproblemowe, glebsze, a takze bezstresowe dla zwierzat wprowadzenie sondy do
pochwy. Zastosowana modyfikacja umozliwita uzyskanie powtarzalnych odczytow, a
uzyskane wyniki zostaly potwierdzone zmianami w st¢zeniu progesteronu i objawami
rujowymi. Wyniki naszego doswiadczenia wykazaly, ze pomiary opornosci
elektrycznej Sluzu pochwowego, ale przy zastosowaniu sondy pomiarowej o
mniejszej Srednicy, moga by¢ uzyteczne do monitorowania cyklu rujowego.
Zgodnie z nasza wiedza po raz pierwszy opisaliSmy tez przydatno$¢ metody
omometrycznej w sygnalizowaniu obecnosci torbieli jajnikowych, a takie w
okresleniu dlugosci trwania sezonu rozrodczego u koz.

Uczestniczylem tez w badaniach nad genetycznymi zaburzeniami zwigzanymi z
determinacja plci u koz. W tym doswiadczeniu okre§lono profil ekspresji gendéw
zaangazowanych w ten proces. Chcialem nadmieni¢, iz w trakcie realizacji procesow
zwigzanych z publikacjg tych badan petitem funkcje autora korespondujacego.

Bylem tez wspotautorem pracy, w ktorej okreslono i porownano profil ekspresji
genu SOX9 (SRY-box 9) w jadrach niedojrzatych i dojrzatych ptciowo koztow. W pracy
tej wykazano, ze ekspresja genu SOX9 zalezy od wieku samcow. Ponadto, u samcow
z wlasciwie rozwini¢tymi jadrami i prawidtowymi parametrami nasienia ekspresja SOX-
9 byta istotnie wyzsza niz u samcow, u ktorych stwierdzono nieprawidlowosci
w rozwoju jader i spermatogenezie.

Obiektem mojego zainteresowania zagadnieniami zwigzanymi z przebiegiem i
monitorowaniem procesOw rozrodczych sg roOwniez inne gatunki zwierzat. Przykladem
jest opublikowana ostatnio praca popularnonaukowa, w ktérej przedstawiono

mozliwo$ci wykorzystania ultrasonografii w potoznictwie psow.

Ad. III. Sezonowos$¢ w rozrodzie zwierzat

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zalaczniku 4. Jest to 7
oryginalnych prac tworczych (Al, A3, A6, A7, A8, A2l, B3), 1 praca
popularnonaukowa (B9) i 2 doniesienia konferencyjne.

Sezonowo$¢ w rozrodzie wystepuje gldwnie u zwierzat wolno Zzyjacych,
a sposrdd gatunkow gospodarskich najsilniej przejawia si¢ u koz i owiec. Dlatego tez
uczestniczytem w badaniach prowadzonych na koztach, u ktérych wykazano zalezne od
pory roku zmiany w jako$ci nasienia, wielkos$ci jader 1 ich aktywnosci steroidogennej,

a takze stwierdzono wyrazny roczny rytm uwalniania hormonéw tarczycy
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z najwyzszymi stezeniami w miesigcach, w ktorych aktywnos$¢ steroidogenna jader
1 jako$¢ nasienia byla najnizsza. Jednakze sezonowe zmiany w przebiegu proceséw
rozrodczych w mniejszym lub wickszym stopniu wystepujg rowniez u innych gatunkow
zwierzat. Przykladem jest $winia domowa, ktéra nie jest typowym gatunkiem
wykazujagcym sezonowo$¢ w rozrodzie. Niemniej jednak, wigkszo$¢ parametrow
rozrodu znacznie gorzej ksztaltuje si¢ latem i wczesng jesienig, natomiast w okresie
zimowo-wiosennym ulega poprawie. To sezonowe ostabienie aktywno$ci rozrodczej
zwanej ,,syndromem letniej nieptodnosci” zbiega si¢ z sezonowym anestrus u przodka
wspotczesnej §wini, tj. dzika europejskiego. Efektem zainteresowania tym tematem byta
praca popularnonaukowa opublikowana w poczatkowym okresie mojej dziatalnosci
naukowej. Z kolei efektem doswiadczen prowadzonych w zakresie sezonowosci
rozrodu u $win bylo wykazanie sezonowych ro6znic w wielkosci jajnikéw oraz
koncentracji 17-p-estradiolu, progesteronu, testosteronu i tyroksyny, a takze
aktywnosci peroksydazy glutationowej w plynie folikularnym. Uzyskane wyniki
dowodza, ze status hormonalny i antyoksydacyjny pecherzyka jajnikowego Swini
zalezy nie tylko od stadium jego rozwoju, ale takze od sezonu. Wskazano tez, ze
sezonowy przebieg pecherzykowej aktywnoS$ci steroidogennej z wiekszym jej
nasileniem w okresie zimowym i mniejszym w okresie letnim powinien by¢
uwzgledniany w badaniach nad pozaustrojowa ,,produkcja” zarodkow, w ktorych
oocyty pozyskuje si¢ z pecherzykéw jajnikowych w réznych porach roku.
W aspekcie sezonowosci rozrodu wykazano tez sezonowe roznice w stezeniu
wolnych frakcji jodotyronin oraz cholesterolu w plynie bydlecych pecherzykow
jajnikowych. U klaczy natomiast stwierdzono zalezne od sezonowych zmian
w aktywnosci jajnikow réznice w skladzie jonowym plynu pecherzykowego.
Uczestniczylem tez w badaniach nad sezonowym przebiegiem procesoOw
rozrodczych u jelenia szlachetnego, ktory z uwagi na silnie zaznaczong sezonowos¢ w
rozrodzie jest cennym i bardzo interesujacym obiektem badan w tym zakresie.
W pracach tych skupiono si¢ gtownie na aktywnos$ci sekrecyjnej tarczycy i przytarczyc.
W doswiadczeniach na jeleniach wykazano, Ze niezaleznie od dojrzalosci plciowej
i wieku wystepuje okoloroczny rytm uwalniania jodotyronin charakteryzujacy sie¢
najwyzszymi st¢zeniami w okresie zimowo-wiosennym i najnizszymi w miesigcach
letnio-jesiennych. Stwierdzono tez roznice w intensywnos$ci uwalniania tyroksyny,
kalcytoniny i parathormonu pomiedzy niedojrzalymi i dojrzalymi laniami, co

moze wskazywa¢ na udzial tych hormonow w regulacji procesow zwigzanych
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z uzyskaniem dojrzalosci plciowej. W cyklu doswiadczen na jeleniach wykazano
takze istnienie rocznego rytmu wydzielania kalcytoniny charakteryzujacego si¢
najwyzszymi poziomami w okresie letnio-jesiennym i najnizszymi w okresie
zimowym. Wyniki te sugeruja udzial kalcytoniny w procesach zyciowych
zaleznych od por roku. We krwi samca jelenia stwierdzono ponadto zalezno$¢
miedzy sezonowymi zmianami w stezeniu mikro- i makroelementéw a rocznymi
zmianami w steZeniu testosteronu.

Oprocz ssakow sezonowo$¢ w rozrodzie wystepuje rowniez u innych
kregowcow, w tym u ptakow. Wiele badan w tym zakresie prowadzono u przepiorki
japonskiej - czynigc ja modelowym gatunkiem dos$wiadczalnym w badaniach nad
mechanizmami regulujacymi sezonowe procesy rozrodcze. Dlatego w moim dorobku
naukowym znajduja si¢ tez prace okreSlajace okolodobowy rytm uwalniania
progesteronu 1 trojjodotyroniny, a takze oceniajagce zmiany hormonalne zachodzace w
czasie dojrzewania przepiorki japonskiej. Sg to badania wprowadzajace do dalszych

prac nad poznaniem zalezno$ci mi¢dzy pora roku a procesami rozrodczymi ptakow.

Ad. IV. Ocena wartosci biologicznej nasienia samca

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zalaczniku 4. Jest to 6
oryginalnych prac tworczych (Al2, Al3, Al4, Bl, B2, Bl12), 1 praca
popularnonaukowa (B5) i 8 doniesien konferencyjnych.

Jednym z gtéwnych nurtéw badawczych realizowanych od lat w mojej jednostce
macierzystej jest poszukiwanie i doskonalenie metod oceny wtasciwosci biologicznych
plemnikéw. Wiaczylem si¢ w ten nurt badawczy realizujgc prace nad wdrozeniem
techniki podwojnego barwienia fluorescencyjnego jodkiem propidyny i SYBR-14 oraz
test HOST (hypo-osmotic swelling test) w ocenie integralnosci strukturalnej
i funkcjonalnej blony komdrkowej plemnikow knura charakteryzujacej si¢ zwigkszong
podatnoscig na uszkodzenia zwigzane z procesami konserwacji. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono przydatno$¢ wymienionych technik
w diagnostyce seminologicznej nasienia knura. Wykazano ponadto, ze utrata
warto$ci biologicznej plemnikow przechowywanych dlugoterminowo w stanie
plynnym moze by¢ zwiazana z uszkodzeniami ich blony komérkowej na roznych

etapach konserwacji.
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Oproécz oceny ruchliwosci 1 stabilno$ci Srodowiska plemnikéw, a takze
integralno$ci btony komorkowej plemnika szczegdlng uwage zwrdcono tez na zmiany
aktywno$ci mitochondriow. W badaniach zastosowano barwienie kombinacja trzech
fluorochroméw — SYBR-14, Pl oraz JC-1 (test SYBR-14/P1/JC-1) i cytochemiczny test
skryningowy na oksydoreduktazy zalezne od NADH (NADH-NBT). W wyniku
realizacji tych badafh stwierdzono tez, ze etap rozrzedzania nasienia oraz czas jego
przechowywania w stanie plynnym moga ostabia¢ zdolnos$ci oksydoredukcyjne
mitochondriow plemnikow knura. Ponadto wykazano, ze temperatura i czas
przechowywania maja istotny wplyw na aktywnos¢ mitochondriow plemnikow
zwigzang z zaburzeniami ich potencjalu blonowego. Stwierdzono tez, ze przy
wydtuzaniu okresu przechowywania nasienia sukcesywnie nasila si¢ depolaryzacja bton
mitochondrialnych plemnikéw, a dziatanie obnizonej temperatury (5 °C) moze by¢
dodatkowym czynnikiem istotnie wplywajacym na tego typu zmiany.

Uczestniczylem tez w pracach, w ktorych w ocenie aktywno$ci mitochondriow
plemnika wykorzystano metod¢ oksygraficzng. Metode t¢ zastosowano do analizy
metabolicznej mitochondrialnych enzyméw oddechowych plemnikéw w ejakulatach
knurow réznych ras 1 w réoznym wieku. Uzyskane wyniki wykazaly, ze metoda
oksygraficzna umozliwia precyzyjne badanie stanu ukladu oddechowego
plemnikéw i tym samym pozwala na selekcje osobnikéw o najlepszych
parametrach nasienia, z uwzglednieniem ich cech indywidualnych, rasy i wieku.
Zasugerowano mozliwos¢ zastosowania tej metody jako uzupetniajacej w badaniach
okresowych nasienia, a takze przy podejmowaniu decyzji o eliminacji knura.

Jako$¢ nasienia knura badano takze w aspekcie zanieczyszczenia
mikrobiologicznego. W tym celu przeprowadzono ilosciowa i jakosciowa oceng
zanieczyszczenia mikrobiologicznego ejakulatow knuréw, a takze nasienia
przechowywanego w komercyjnym rozcienczalniku X-cell® w temperaturze 16 °C.
Okreslono tez zalezno$ci zanieczyszczenia bakteryjnego z jako$cig przechowywanego
nasienia, a takze skutecznos¢ dziatania antybiotyku (siarczanu gentamycyny) zawartego
w rozcienczalniku. Wykazano, ze w ejakulatach knurow wystepowal rdzny stopien
1 rodzaj zanieczyszczenia bakteryjnego. Najcze$ciej izolowanymi bakteriami byty
gronkowce 1 paciorkowce oraz niezidentyfikowane gatunki nalezace do rodzaju
Pseudomonas. W trakcie przechowywania nasienia zanotowano redukcje wzrostu
bakterii Gram-ujemnych, z wyjatkiem Pseudomonas spp., przy ograniczeniu inhibicji

wzrostu bakterii Gram-dodatnich. Selektywny wzrost poszczegdlnych typow bakterii w
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czasie konserwacji mogt wynika¢ z wlasciwosci siarczanu gentamycyny, ktory
wykazuje wigksza skuteczno$§¢ wobec bakterii Gram-ujemnych. Szkodliwy wplyw
niektorych bakterii zwigzany byt z ich adhezja do powierzchni wszystkich regionow
morfologicznych plemnika, a towarzyszaca im wzmozona aglutynacja plemnikéw
nasilata si¢ wraz z wydluzaniem czasu przechowywania. Przeprowadzone badania
sugeruja, Ze oprocz stosowania wysokich standardow higienicznych przy produkeji
nasienia, nalezy zwraca¢ uwage na dobor wlasciwego pod wzgledem skutecznosci
dzialania  przeciwbakteryjnego  rozcienczalnika, ktéry powinien  by¢
dostosowywany do profilu zanieczyszczenia bakteryjnego nasienia danej populacji
knurow.

W ramach badan nad czynnikami ksztattujacymi wlasciwosci biologiczne
nasienia knura wykazano, ze genotyp oraz wiek samca moga by¢ czynnikami znaczgco
roznicujacymi 1 wplywajacymi na jakos$¢ ich nasienia. Stwierdzono rowniez, ze przy
zachowaniu wilasciwych warunkéw utrzymania mozliwe jest uzyskanie dobrej jakosci
nasienia i jednoczes$nie utrzymanie prawidtowych przyrostow i migsnosci.

W zakresie omawianego obszaru badawczego uczestniczytem tez w badaniach
nad szczegotowa analiza obrazu morfologicznego plemnikéw knuréw. Najczesciej
wystepujacymi wadami gtéwnymi byly kropla cytoplazmy w potozeniu proksymalnym,
a takze niby-kropla w obrgbie wstawki oraz zwezenie u podstawy glowki plemnika.
Dominujagcymi wadami podrzgdnymi byly natomiast kropla cytoplazmy w polozeniu
dystalnym oraz pojedyncza petla witki plemnika. Wystepowanie tych wad moze
wynika¢ z krotszego czasu dojrzewania plemnikdw w najadrzu. Dlatego tez
zasugerowano, ze przyczyng wad plemnikéw moze by¢ nadmierna eksploatacja
rozplodowa niektorych, a zwlaszcza starszych knuréw.

Wyniki prowadzonych doswiadczen opublikowano w oryginalnych pracach
tworczych, a takze zostaty tez zasygnalizowane na licznych konferencjach krajowych 1
miedzynarodowych. Jestem tez wspoOlautorem pracy popularnonaukowej opisujacej

znaczenie inseminacji w rozrodzie trzody chlewnej.

Ad. V. Selen w organizmach zwierzat

Prace dotyczace tego zagadnienia wykazano w zalaczniku 4. Jest to 5
oryginalnych prac tworczych (All, Al7, A18, Al19, A20) i 4 doniesienia

konferencyjne.
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W moim dorobku naukowym wiele prac poswigcono znaczeniu jodotyronin
w procesach rozrodczych. Ich role uwzgledniano zar6wno w procesach zwigzanych
z sezonowoscia w rozrodzie, jak i w procesach zachodzacych na poziomie jajnika.
7 uwagi na fakt, ze synteza i metabolizm tych hormonéw w duzym stopniu zalezy od
enzyméw selenozaleznych, podjeto badania nad okresleniem zawartosci selenu (Se) u
zwierzat hodowlanych i wolno zyjacych z terenu Pomorza Zachodniego.

W wiekszo$ci przypadkéw w tkankach badanych zwierzat obserwowano

niedoborowe badz marginalne stezenie selenu. Dotyczylo to liséw, Kkoni, kozlat
i owiec. Marginalne stezenie selenu stwierdzono takze w surowicy konikéw
polskich utrzymywanych przez caly rok na terenie Parku Natury Zalewu
Szczecinskiego.
W badaniach tych wykazano, ze pte¢ i wiek zwierzat nie wplywa na st¢zenie selenu
w surowicy. Odnotowano natomiast r6znice w zawartosci selenu i aktywnosci GSHPx
w tkance jadrowej miedzy ogierkami a ogierami, co moze sugerowa¢ zwigzek tych
parametrow z procesami zaleznymi od dojrzatosci plciowe;.

Stale monitorowanie stezenia selenu jest wazne, poniewaz pozwala hodowcom
kontrolowaé stopien pokrycia zapotrzebowania zwierzat na ten mikroelement.
Uzupetnianie niedoboréw selenu zapobiega wielu schorzeniom, takich jak zatrzymanie
tozyska i mastitis. Ponadto stgzenie selenu w tkankach zwierzat przeklada si¢ na
zawarto$¢ tego pierwiastka w produktach od nich otrzymywanych. Optymalne st¢zenie
selenu w tkankach poszczegdlnych gatunkéw zwierzat mozna o0siggngc poprzez
zastosowanie odpowiednich programéw profilaktycznych. W prowadzonych w tym
zakresie badaniach wykazano, ze wlasciwe zaopatrzenie zwierzat w selen w formie
np. dodatku do paszy (drozdze selenowe) wplywa na poprawe oplacalnosci chowu
i hodowli zwierzat. U owiec w wyniku zastosowania dodatku selenu stwierdzono
mniejszg Smiertelno$¢ wérod jagniat i wigksza mase urodzeniows, a takze poprawe

parametrow reprodukcyjnych, tj. plodnosci i plennosci.
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