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+,CENTRALNE | LOKALNE REGULACJE PROCESOW
ROZRODCZYCH"

Czwartek, 18 lutego 2010
8.30 — 8.450twarcie Il Zimowej Szkoty TBR

Sesja plenarna
Przewodnicacy: Prof. dr hab. Stanistawa Stoktosowa i Prof. dr ledam Zkcik
8:45-9:30 Nafis Rahman
MODEL TRANSGENICZNEJ MYSZY DO BADA N
OWULACJI, IMPLANTACJI ZARODKOW | BIOLOGII
NOWOTWOROW
A transgenic murine model to study ovulation, inmpédion and
tumor biology

Sesja 1.
9.30 -11.000d oocytu do zarodka — biotechnologia w rozrodzievzierzat
Przewodniczcy: Dr hab. Dorota Ciak, prof. UP

Prof. dr hab. Zdzist&mwong

9.30 — 9.45 M.Bryta, M.Trzcinska, J.Wieczorek, B. Gajda, Z. Srgr
WPLYW HODOWLI IN VITRO | KRIOKONSERWACJI NA
FRAGMENTACJ E JADROWEGO DNA
PRZEDIMPLANTACYJNYCH ZARODKOW  SWINI
Effect of in vitro cultured and cryopreservationtbie DNA
fragmentation in preimplantation porcine embryos

9.45 —10.00 _J. WieczoreK. Kosenyuk, B. Rynska, M. Cegla
KLINICZNY ASPEKT POWTARZALNEJ, LAPAROSKO-
POWEJ METODY OPU U KOZ
Clinical aspect of repeatable laparoscopic ovurk-pi (opu) in
goat

10.00 — 10.15_Stanistaw Kondrackinna Wysokifiska, Dorota Banaszewska,
Dorota Sitarz
CECHY MORFOMETRYCZNE PLEMNIKOW KNUROW
RASY DUROC W ZALE ZNOSCI OD KONCENTRACJI
PLEMNIKOW W EJAKULACIE
Morphometrical characteristics of spermatozoa indduoars
with regard to the sperm concentration in an egteul




10.15 - 10.30_Agnieszka Nowakoanna Kochan, Krzysztof Czachura,
Adam Okolski
WPLYW TETRACHLORODIBENZODIOKSYNY (TCDD)
NA ROZWOJ IN VITRO OOCYTOW KLACZY | KROWY
Effect of tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) @m vitro maturation
equine and cattle oocytes

10.30 — 10.45 E. Pers-Kamczyc, P. Pawlak, MsR&, D. Lechniak
CZAS PIERWSZEGO PODZIALU ZYGOTY WPLYWA NA
CZESTOSC ZABURZEN CHROMOSOMOWYCH W
ZARODKACH BYDLA POZYSKANYCH IN VITRO
Timing of the first zygotic cleavage affects theaaf
chromosomally abnormal bovine embryos producedtio v

10.45 - 11.00_M. Trzaska M. Bryta, J. Wieczorek, B. Gajda,
B.Szczsniak-Fabidczyk, Z. Smoig
WYKRYWANIE | OCENA WPLYWU APOPTOZY NA
ZDOLNO SC ZAPLADNIAJ ACA PLEMNIKOW KNURA
Detection and evaluation of the effect of apoptosighe fertilizing
capacity of boar spermatozoa

11.00 — 11.30Przerwa na kagv

Sesja 2.
11.30 -13.00 Centralna i obwodowa regulacja uwalniania GnRH
Przewodniczacy: Prof. dr hab. Krystyna Koziec

Prof. dr hab. JolaRtakowska

11.30 — 11.45 Jolanta Polkowska
SILA KISSPEPTYNY W PROCESACHROZRODU
A powerful signal of kisspeptin in reproduction

11.45-12.00_A. Hermaif. Misztal, D. Tomaszewska—Zaremba
WPLYW CENTRALNEGO PODANIA IL-1 B NA
EKSPRESJ GENU GnRH W PODWZGORZU | NA
SEKRECJE HORMONOW GONADOTROPOWYCH LH |
FSH U ANESTRALNYCH OWIEC
Effect of IL-1b central injection on GnRH gene exgsion in the
hypothalamus and gonadotropins' secretion in anesgwes

12.00 — 12.15 Marta Wikowska Anna Wojcik-Gtadysz, Tomasz Misztal,
Katarzyna Romanowicz, Jolanta Polkowska
WPLYW HORMONOW JAINIKOWYCH NA
PODWZGORZOWO-GONADOTROPOWE MECHANIZMY
ROZWOJU JAGNI AT SSACYCH W CZASIE ODCHOWU




Effects of ovarian hormones on the hypothalamo-dotraphic
mechanisms of development in sucking-lambs duheg¢aring
period

12.15-12.30_Lidia Martiska Ewa Woliiska — Witort, Magdalena
Chmielowska, Wojciech Bik, Ebieta Wasilewska — Dziuliska,
Jerzy Elbanowski, Bogustawa Baranowska
WPLYW DOKOMOROWEJ INFUZJI OREKSYNY-A NA
POZIOM GONADOTROPIN U DOJRZALYCH SAMIC
SZCZURA
Effect of intracerebroventricular infusion of orexA on plasma
gonadotrophins levels in mature female rats

12.30 — 12.45 Nina Smakka Anna Nitkiewicz, Jadwiga Przata,
Tadeusz Kanfiski
KONCENTRCJA BIALKA RECEPTORA OREKSYNY
TYPU 2 W PRZYSADCE SWIN W CZASIE CYKLU
RUJOWEGO
Orexin type 2 receptor protein expression in theipe pituitary
gland during the oestrous cycle

12.45 - 13.00_Ebieta Wasilewska-Dziubgka Alina Gajewska, Anna Herman,
Ewa Wolinska-Witort, Magdalena Chmielowska, Lidia Maitka,
Kazimierz Kochman
WALPROINIAN SODU (VPA) HAMUJE ZALE ZNE OD
GNRH UWALNIANIE LH Z KOMOREK PRZEDNIEGO
PLATA PRZYSADKI SAMICY SZCZURA IN VITRO
NIEZALE ZNIE OD WPLYWU NA AKTYWNO SC SZLAKU
IP3/PKC

13:00-13:45 Sesja plakatowa nr | (grupy tematyczng-4)
Przewodniczcy: Dr hab. Dorota £ba, prof. UR
Dr hab. Tomasz Misztal

13.45-14.30biad

Sesja 3.
14.45 - 16.15 Oddziatywanie ksenobiotyko$rodowiskowych na rozréd
Przewodnicacy: Prof. dr hab. Luiza Dusza

Prof. dr hab. Ewa Gregazczuk

14.45 - 15.00 Olga Jalieka, Joanna Piaseckanna Nynca,
Renata Elbieta Ciereszko
EKSPRESJA BIALKA RECEPTORA AhR W OSI
PODWZGORZE-PRZYSADKA-JAINIK U SWINI
Aryl hydrocarbon receptor (AhR) protein expressiothe
hypothalamus-pituitary-ovarian axis in pigs



15.00 — 15.15 Janina Skip@rarostaw Mitynarczuk, Adam Grochowalski,
Laurencje Dufourny, Jean-Cloude Thiery
WPLYW NISKICH DAWEK PCB 153 NA ST EZENIE
HORMONOW TARCZYCY W PLYNIE MOZGOWO-
RDZENIOWYM U OWIEC
Effect of exposure to low doses of PCB 153 on tldyhmrmones in
the cerebrospinal fluid in ewes

15.15 - 15.30_Marcin W. LiAndrzej Sechman, Danutaaidr,
Karolina Glodek, Jerzy W. Niedziotka
WPLYW PODANIA MIESZANINY PCB IN OVO NA
WYL EGOWOSC | STEZENIE HORMONOW TARCZYCY
WE KRWI JEDNODONIOWYCH PISKLAT
Effect ofin ovoinjection of PCB mixture on hatchability and
thyroid hormones concentration in blond of one-di/ehicks

15.30 — 15.45 Anna Ptallerzy Falandysz, Ewa L. Gregoraszczuk
AKUMULACJA HCB | PECB W SCIANIE P ECHERZYKA
JAINIKOWEGO NA SKUTEK POWTARZALNEGO
NARAZENIA. POROWNANIE DZIALANIA HCB | PECB
NA SEKRECJE ESTARDIOLU
Accumulation of HCB and PeCB in ovarian folliculaall follows
repeated exposure. Comparison of the action HCBP&©B on
estradiol secretion

15.45 — 16.00_Michat H. Wrohelarostaw Miynarczuk, Jan Kotwica
SEKRECJA PROSTAGLANDYN Z KOMOREK
NABLONKA JAJOWODU KROWY, POD WPLYWEM
POLICHLOROWANYCH BIFENYLI | ICH
HYDROKSYLOWANYCH METABOLITOW
The secretion of prostaglandins from epithelialscef bovine
oviduct, under influence of polychlorinated biphksngnd their
hydroxylated metabolites

16.00 — 16.15 Barbara Kafiska, Marek Opatkd,uiza Dusza
MECHANIZM DZIALANIA GENISTEINY | DAIDZEINY W
KOMORKACH KORY NADNERCZY SWINI: UDZIAL
RECEPTOROW ESTROGENOWYCH | KINAZ
TYROZYNOWYCH W SEKRECJI ANDROSTENDIONU
Mechanizm dziatania genisteiny i daidzeiny w konaatk kory
nadnerczywini: udziat receptorow estrogenowych i kinaz
tyrozynowych w sekrecji androstendionu

Sesja 4.
16.15 -17.4%Adaptacje matczyno-ptodowe w okresie gizy
Przewodniczcy: Dr hab. Anna Chetnfska-Soyta

Prof. dr hab. Dariuska&ynski



16.15 — 16.30_Agata ZmijewskAnita Franczak, Beata Kurowicka,
Bartosz Wojciechowicz, Genowefa Kotwica
WPLYW IL-1 B, TNFa | IL-6 NA SYNTEZ E | SEKRECJE
PGE, PRZEZ CIALKA ZOLTE CI EZARNYCH SWIN
The influence of IL-B, TNFo and IL-6 on PGEsynthesis and
secretion by corpora lutea of pregnant pigs

16.30 — 16.45_llona Kowalczyk-Ziebdatarzyna Jankowska,
Dariusz Jan Skarzynski, 1zabela Woclawek-Potocka
EKSPRESJA RECEPTOROW DLA KWASU
LIZOFOSFATYDOWEGO (LPARS) W BYDL ECYM
CIALKU ZOLTYM PODCZAS CYKLU | WCZESNEJ
CIAZY U KROWY
Expression of lysophosphatidic acid receptors duearly
pregnancy and estrus cycle in the bovine corp@siiat

16.45 — 17.00_Katarzyna Kafiskg Marta Wasielak, Marek Bogacki
ROLA RECEPTORA KWASU LIZOFOSFATYDOWEGO 3
(LPA3) W BLONIE SLUZOWEJ MACICY SWIN WE
WCZESNYCH ETAPACH Ci AZY
The role of the lisophosphatidic acid receptor 8ndometrium
during early stages of pregnancy in porcine endouoret

17.00 — 17.15 Dominika Stoninklagdalena K. Kowalik, Jan Kotwica
UDZIAL KOMPLEKSU BLONOWEGO RECEPTORA
PROGESTERONU (P4) W POZAGENOMOWYM
MECHANIZMIE WPLYWU P4 NA MIOMETRIUM
KROWY
Involvement of progesterone (P4) receptor membcangponent
in nongenomic mechanism of P4 action in bovine mgioitim

17.15-17.30_Mariusz T. Skowronskignieszka Skowronska
DYSTRYBUCJA | ZMIANY W ILO $CI AKWAPORYNY 1, 5
| 9 W MACICY SWINI PODCZAS CYKLU RUJOWEGO |
WCZESNEJ CIAZY
Distribution and changes in amounts of the aquapbrb and 9 in
the pig uterus during the estrous cycle and eadygmancy

17.30 — 17.45 Agnieszka Rak-Mardytava t.ucja Gregoraszczuk
WPLYW PRZYSADKOWEGO GH I IGF-I NA PROCES
PROLIFERACJI, APOPTOZY ORAZ WYDZIELANIE
HORMONOW PRZEZ KOMORKI £tO ZYSKA LINIl JEG-3
Effect of pituitary growth hormone and insulin-ligeowth factor
type-I on proliferation, apoptosis and hormone san of the
placental cell line JEG-3

17:50 — 18:30 Zebranie Zargdu TBR i Komitetu Biologii Zwierz at PAN



19.00Uroczysta kolacja

Piatek, 19 lutego 2010

Sesja 5.

8.30 — 10.30 Andrologia molekularna — aspekty poamwcze i aplikacyjne
Przewodnicacy: Prof. dr hab. Barbara Bikka

8.30 - 8.45

8.45-9.00

9.00 -9.15

9.15-9.30

9.30-9.45

Prof. dr hab. Jerzyz&tek

llona Koperainlin Su, Barbara Bifiska, C. Yan Cheng,
Dolores D. Mruk
CzZY ADJUDYNA USZKADZA BARIER E KREW-JADRO?
Is the blood-testis barrier affected by adjudin?

Monika Eczek Malgorzata Piasecka, Dariusadarzewicz,

Anna Szumata-Kkol, Anna Kazienko, Stanistaw Lenard,
Maria Laszczyiska, Maciej Kurpisz

Morphological and molecular study on human ejaculatd
spermatozoa infectedn vitro with selective strains of bacteria

Marta Olszewskawa Wiland, Nataliya Huleyuk, Maciej Kurpisz

ANALIZA PRZEBIEGU MEJOZY NA KOMORKACH
POCHODZACYCH Z EJAKULATU U NOSICIELA
TRANSLOKACJI CHROMOSOMOWEJ WZAJEMNEJ
T(9;13)(P10;P11) O POTWIERDZONEJ AZOOSPERMII

Krystyna Pierzchata-Koziec, Joatwiae| Ewa Ocla,
Kazimierz Kosiniak-Kamysz
SEZONOWE ZMIANY AKTYWNO SCI ENDOKRYNNEJ W
NASIENIU OGIEROW
Endocrine manifestation of seasonal quality oflistalt semen

Anna Hejmej, llona Kopera, Matgtazdotula-Balak,

Barbara Biliiska

EKSPRESJA KONEKSYNY 43 W GONADZIE M ESKIEJ
KNURA Z PRAWIDLOW A | ZABURZON A W WYNIKU
EKSPOZYCJI NA FLUTAMID SPERMATOGENEZ A
Expression of connexin 43 in the pig testes duniognal
spermatogenic cycle and following maternal and st exposure
to flutamide

9.45-10.00 Aleksandra Deszczka, Pawet Wysdekizy Strzeek

ANALIZA PROTEOMICZNA EJAKULATOW KNURA
CHARAKTERYZUJ ACYCH SIE ZROZNICOWAN A
PRZYDATNO SCIA DO KRIOKONSERWACJI
Variation in freezability of boar ejaculates chaesized by
proteomic analysis



10.00 — 10.15 Anna Leska, JacekKie, Barbara Kanfiska, Marek Opatka,
Luiza Dusza
SEZONOWE ZMIANY W EKSPRESJI GENU | BIALKA
RECEPTORA ANDROGENOWEGO W JADRACH
SAMCOW GESI DOMOWEJ
The effect of season on androgen receptor generatein
expression in testis of domestic gander

10.15 - 10.30 Joanna Gromadzka-Ostrowska, Michak@wski,
Katarzyna Dziendzikowska, Marcin Kruszewski, Mdbdasinska,
Gunnar Brunborg
CZY NANOCZ ASTKI SREBRA MOG A ZMIENIA C
SEKRECJE STEROIDOW PLCIOWYCH U SZCZUROW?
Can silver nanoparticles influence sex steroid fwores plasma
concentration in rats?

10.30 — 10.45Przerwa na kagv

10.45 - 11.30 Sesja plakatowa Il (grupy tematyczriei 6)
Przewodnicacy: Prof. dr hab. Jan Kotwica
Prof. dr hab. Jan Udata

Sesja 6.
11.30 — 13.30 Lokalne regulacje funkciji jajnika uissakéw i niszych
kr ggowcow
Przewodniczcy: Prof. dr hab. Jadwiga Przata
Prof. dr hab. Januszdaz

11.30 — 11.45 Anna Nitkiewi¢Nina Smolaska, Jadwiga Przata,
Tadeusz Kanfiski
KONCENTRACJA BIALKA RECEPTORA OREKSYN
TYPU 2 W JAINIKU SWIN W CZASIE CYKLU
RUJOWEGO
Orexin type 2 receptor protein expression in theipe ovary
during the oestrous cycle

11.45 - 12.00_Magdalena K. KowgliRominika Stonina, Jan Kotwica
EKSPRESJA mRNA | IMMUNOLOKALIZACJA
BLONOWEGO RECEPTORA PROGESTERONU (PGRMC1)
ORAZ BIALKA SERBP1 W CIALKU ZOLTYM (CL)

KROWY W CZASIE CYKLU RUJOWEGO

MRNA expression and protein immunolocalizationrf@mbrane
progesterone receptor (PGRMC1) and SERBP1 prateinnpus
luteum during estrous cycle in cow

12.00 — 12.15 Barbara sbwska Stanistawa Stefezyk-Krzymowska
WPLYW INFUZJI TESTOSTERONU DO T ETNICY
JAINIKOWEJ WE WCZESNEJ FAZIE P ECHERZYKOWEJ




U SWINI NA WYDZIELANIE HORMONOW
STEROIDOWYCH

The effect of testosterone infusion into the pagcivarian artery
during the early follicular phase on steroid hore®secretion

12.15 - 12.30_Katarzyna Pawlowskandrzej Sechman
WPLYW JODOTYRONIN NA EKSPRESJ E GENOW
KODUJACYCH BIALKO StAR | ENZYMY PROCESU
STEROIDOGENEZY W BIALYCH P ECHERZYKACH
JAINIKOWYCH KURY
Effect of iodothyronines on StAR protein and stdogjenic
enzyme genes expression in chicken white ovaribiclés

12.30 — 12.45 Agnieszka K. Grzegorzewskana Hrabia, Janusz ksa
KOMORKI PROLIFERUJ ACE | MARKERY APOPTOZY
W JAINIKU EMBRIONOW KURZYCH
Proliferating cells and markers of apoptosis indfary of chicken
embryo

12.45 - 13.00_Tomasz Schwaktaciej Murawski, Edward Wierzclo
FOLIKULARNA FUNKCJA JAINIKOW KOZ PODCZAS
STYMULACJI AKTYWNO SCI PLCIOWEJ W ANESTRUS
Ovarian follicular function during stimulation oéxsual activity in
anoestrus goats

13.00 — 13.15 Malgorzata Dur/éfatarzyna Knapczyk-Stwora, llona Kopera,
Marek Koziorowski, Barbara Bilska, Maria Stomcajska
WPLYW FLUTAMIDU NA EKSPRESJ E KONEKSYNY 43
W JAINIKU DOJRZALEJ PLCIOWO SWINI
Connexin 43 gap junction mRNA and protein expresgicthe
ovary of mature pig after exposure to flutamide

13.15 - 13.30_Karolina GtodeMarcin W. Lis, Andrzej Sechman,
Barbara Ptytycz, Agnieszka |. Mazur, Jerzy W. Niétka
WPLYW PODANIA RYBOFLAWINY IN OVO NA ROZWQOJ
EMBRIONALNY | ST EZENIE HORMONOW TARCZYCY
WE KRWI, SERCU | W ATROBIE ZARODKA KURY
Effect ofin ovoinjection of riboflavin on embryonic development
and concentration of thyroid hormones in blood,ttag and the
liver of the chick embryo

13.30 — 15.0@biad
15.15 Zakaczenie konferencji i podsumowanie obrad

Autorzy pozostatych streszazproszeni $ 0 przygotowanie posterow (60 cm X
80 cm)



Referat plenarny

MODEL TRANSGENICZNEJ MYSZY DO BADA N OWU,LACJI,
IMPLANTACJI ZARODKOW | BIOLOGII NOWOTWOROW
A transgenic murine model to study ovulation, inmpédion and tumor biology

Nafis Rahman

Department of Physiology, University of Turku, Twrkinland; Departments of
Cell Biology, Molecular and Human Genetics, Obststand Gynecology,
Florida International University College of Medi@nMiami, FL, USA [E-malil:
nafis.rahman@utu.fi; nafis.rahman@fiu.edul]

The versatile transgenic (TG) techniques allow gheduction ofin vivo animal
models for a variety of diseases, including mali@gntumors, through tissue-
specific expression of oncogenes. We have creatddsamouse model for
gonadal somatic cell tumors by expressing the pimlveiral oncogene, Simian
virus 40 T-antigen (Tag) under regulation of therime inhibin oa-subunit
promoter (inha/Tag) in two different genetic backgrounds, C57BI(6I6-F) and
DBA (IT6-M). Ovarian granulosa and theca cell tusavere formed in the
female, and those of testicular Leydig cells, ia thale TG mice at the age of 5-6
months, with 100% penetrance. The tumors produdgd levels of inhibin
peptides, especially the-subunit, and were steroidogenically active, mainly
producing progesterone. The gonadal tumorigeneass gonadotropin-dependent
and provides a good model for endocrinologicallyivaec hormone-dependent
tumors. We also investigated tumorigenesis-reltggdity aspects (ovulation and
implantation) of these two mouse lines. The ontggemd progression of tumors
could be monitored in both indfTag lines by alterations of ovarian weights and
serum hormone levels. We also used arihag model to test different treatment
strategies for ovarian tumors, such as gene therdegtruction of LHR
possessing tumor cells in vivo by a lytic peptidecdte CGb conjugate or by
immunotherapy. Besides studies of formation, rdguaand therapy of the
tumors in vivo, immortalized cell lines derived fnothem provide models for
studies of gonadal somatic cell functions in vit\M¥e studied the role of
transcription factors SF-1, DAX-1 and GATA-4 in egpsion of FSHR in NT-1
murine granulosa cells, immortalized from afifiag mice in vitro. We were able
to show that SF-1, DAX-1 and GATA-4 are individyalbut differentially
involved in the regulation of FSHR expression, #m&nature of the effects varies
according the cell lineage, and its developmentdl@hysiological status.



Sesjal

Od oocytu do zarodka — biotechnologia w rozrodziewierzat

Przewodniczcy:

Dr hab. Dorota Cidak, prof. UP
Prof. dr hab. Zdzistaw Smaqy



ZDOLNO $C ROZWOJOWA OOCYTOW KLACZY PO AKTYWACJI
PARTENOGENETYCZNEJ

Marta Baraska Joanna Kochan, Marian Tischner

Katedra Rozrodu i Anatomii Zwiegtz Wydziat Hodowli i Biologii Zwiek,
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

W zwiazku ze stab efektywndcia pozaustrojowej produkcji zarodkéw klaczy
opracowanie efektywnych metod produkcji partenoggzeych zarodkow
umazliwi stworzenie alternatywnego modelu do b&dgoznanie mechanizmow
wczesnego rozwoju zarodkowego u koni. Celem przeadaonego
eksperymentu bylo poréwnanie dwoch metod chemiczreditywacii
partenogenetycznej przyyciu kombinacji jonomycyny z cyklohexamidem lub
jonomycyny z 6-dimetyloaminopuryr(6-DMAP).

Do bada wykorzystano 116 jajnikbw uzyskanych od 58 klagzyddanych
ubojowi. Pozyskano 427 oocytéw stagumetod skaryfikacji warstwy ziarnistej
pecherzyka jajnikowego. Oocyty hodowanim vitro przez 30 godzin w
uzupetnionej pgywce hodowlanej TCM 199. Nagie oczyszczano oocyty
uzywajac hialuronidaz i pipetowanie oraz poddano je ocenie pod mikrpsko
stereoskopowym. Oocyty z wyrzuconym pierwszym ogkkierunkowym iayto
do aktywacji partenogenetycznej (202 oocyty). Whpszym etapie zastosowano
inkubacg wszystkich oocytow w 10uM roztworze jonomycyny ggz5 minut, a
nastpnie podzielono oocyty na dwie grupy. Pierwsza gr(§¥ oocytow) zostata
poddana inkubacji przez 3 godziny w roztworze 1} 6tDMAP. Grug drug
(105 oocytéw) poddano inkubacji przez 24 godzinyl@ug cyklohexamidu. Po
okreslonym dla kadej z grup czasie aktywacji partenogenetycznej tyocy
hodowanan vitro w uzupetnionej pgywce DMEM12 przez 36 godzin. Zdoléo
rozwojowa oocytdbw klaczy po aktywacji oceniano pod mikroskwp
fluorescencyjnym poprzez sprawdzenie stanu chramyatyy obecnéci
przedpdrzy.

Zastosowanie jonomycyny z cyklohexamidem lub z 6AM do aktywacji
wywotato partenogenezw oocytach klaczy. Kombinacja jonomycyna wraz z 6-
DMAP dala lepsze rezultaty. Pozwolita na aktywoweai0 oocytow (72%),
natomiast aktywacja z cyklohexamidem pozwolita knaowanie 44 oocytow
(36%). Aktywacja przy #yciu jonomycyny i 6-DMAP pozwolita na rozwoj
zarodkow do stadium 2- (16 oocytow), a nawet 4iblagrowego (8 oocytow)
czego nie stwierdzono po aktywacji jonomygyrcyklohexamidem.



WPLYW HODOWLI IN VITRO | KRIOKONSERWACJI NA
FRAGMENTACJ E JADROWEGO DNA PRZEDIMPLANTACYJNYCH
ZARODKOW SWINI

M.Bryta, M.Trzcinska, J.Wieczorek, B. Gajda, Z. Srgr

Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwieyz Instytut Zootechniki-PIB,32-083
Balice/Krakéw, E-mailmbryla@izoo.krakow.pl

Celem bada byto okrglenie stopnia zaawansowania zmian apoptotycznych
w zarodkachswini w stadium blastocysty uzyskanyéh vivo, hodowanychin
vitro i kriokonserwowanych. Zmiany te byly oceniane naodgiawie
charakterystycznej dla procesu apoptozy fragmeanjadrowego DNA przy
zastosowaniu metody TUNEL. Petl) tez préke okreslenia zaleénosci pomidzy
fragmentacj jadrowego DNA a jakécia zarodkéwswini hodowanychin vitro,
witryfikowanych metod OPS .

Ocena przy gyciu metody TUNEL obejmowata zarodki w stadium eksgupcej
blastocysty, zarodki uzyskane w stadium 2- 4- kdméwym poddawane
nastpnie hodowliin vitro przez 5-7 dni w po/wce NCSU-23 do stadium
ekspandujcej blastocysty oraz witryfikowane zarodki w stadikspandugce]
blastocysty uzyskana vivoi in vitro.

W wyniku przeprowadzonych batlawykazano ujema korelacg pomkdzy
catkowita liczba jader a liczla jader apoptotycznych i indeksem apoptotycznym
oraz dodatm korelacf pomkdzy liczlm jader apoptotycznych a wielkcia
indeksu apoptotycznego. Zaobserwowano statystyezysoko istotne rznice
(P<0,001) w sredniej liczbie gder apoptotycznych i indeksie apoptotycznym
pomiedzy grupami zarodkéw uzyskanyehvivo: swiezych oraz witryfikowanych
odpowiednio 2,23+5,46 i 2,4% oraz 21,8+24,09 i 28,%ak réwnie w grupie
hodowanych zarodkéwn vitro oraz witryfikowanych odpowiednio 12,55+13,65
I 20,5% oraz 28,3+15,78 i 48,4%. Stwierdzono me#sd fragmentacji DNA w
zarodkach hodowanychin vitro i kriokonserwowanych w poréwnaniu z
zarodkamiswiezymi i wykazano zwizek medzy stopniem zaawansowania tych
zmian a jakécia uzyskanych zarodkéw.

Wyniki te uprawniagg do twierdzenia, 72 metoda TUNEL mge by
wykorzystywana, jako dodatkowe kryterium oceny fakoi zdolndci
rozwojowych przedimplantacyjnych zarodkdéwini.



PREGNANCY AFTER TRANSFER OF PIG MATURED OOCYTES
VITRIFIED USING OPS METHOD

Gajda B., Smag Z.

Department of Biotechnology of Animal Reproductiational Research
Institute of Animal Production, 32-083 Balice/KrakdPoland

Recently considerable progress have been achievekivitrification of porcine
embryos, there has been no offspring born from uitdfied oocytes in this
species. It was demonstrated that the open pullad $§OPS) vitrification method
has been successfully applied to the cryopreservati matured bovine oocytes.
Moreover the problem of using media with proteim fuocytes and embryo
cryopreservation has not been definitively resolvdthe objective of the
experiment was to examine the effect of vitrficatemlution with or without fetal
calf serum (FCS) on in vivo survival of matured pigcytes vitrified using OPS
method. Oocytes matured in vivo at metaphase Iveléifrom superovulated gilts
were divided into two groups and vitrified in OPt&aw by the method described
by Vajta et al. with some modifications in followgvitrification solutions: group
A.—2.5 M DMSO + 3.2 M ethylene glycol (EG) + 0.69dcrose in HEPES/TCM-
199 and 20% fetal calf serum (FCS) or group B.5-M.DMSO + 3.2 M EG +
0.6 M sucrose in TCM medium without FCS. The stwagre stored in the LN2
for about 2 month. The warming solution was TCM-18&taining various
concentration of sucrose. After warming the morppglof oocytes were assessed
and oocytes with normal morphology were transfesyochronized inseminated
recipient—gilts. The results demonstrated thatr#te of vitrified oocytes having
normal morphology was more than 90% in two grouplier transfer of 48
oocytes from group A and 67 from group B into 4ipemts, two gilts which
received vitrified oocytes from group A were pregnd hese results indicate that
survival in vivo of vitrified pig oocytes depends the presence or absence of
protein in vitrification solution, and the FCS ha® positive effect on
developmental capacity of vitrified in vivo maturpdrcine oocytes.



THE LEVEL OF DNA FRAGMENTATION IN MOUSE, RABBIT AND
PORCINE EMBRYOS PRODUCED IN VITRO ANALYZED BY TUNEL
METHOD: A PRELIMINARY STUDY

Grad I}, Gajda B!, Greda P?

!Department of Biotechnology of Animal Reproductiational Research
Institute of Animal Production, Balice/Krakow
’Department of Experimental Embryology, Institut&ehetics and Animal
Breeding Polish Academy of Sciences, Jalter

Apoptosis, an active and programmed form of ceditdénas been observed both
in vitro andin vivo derived preimplantation embryos of many mammadipecies
and is presumably involved in the elimination ohabmal or redundant cells.
Identification of the occurrence of apoptosis iadbbcysts can be part of embryo
guality assessment protocols. The one of parambierghich apoptosis can be
established is DNA fragmentation. The aim of présémndy was to investigate the
DNA fragmentation and cell number in mouse, rabpibrcine and equine
embryos. The experiment was carried out on blastecgf mouse, rabbit and
porcine producedn vitro. The DNA fragmentation was analyzed by TUNEL
method which base on DNA breaks detected by teindb& P labeling. The
blastocysts were fixed for 1 h in 4% paraformalaghyn PBS (Sigma) and
washed three times in 50 ul drops of PBS-PVP (Injugblyvinylpyrrolidone
PBS; Sigma). Next the embryos were permeabilizett @i5% Triton X-100 in
PBS (Sigma) for 40 min at the room temperature #eth were incubated in
fluorescein-conjugated dUTP and TdT (In Situ Celetéxtion Kit, Roche
Diagnostics, Germany) for 1 h at 3&5and 5% C@in air. The embryos were
analyzed under an epifluorescence microscope EliE600, Nikon) using the
following filters: 358-461nm (DAPI) and 520nm (TUME The results are
presented in table 1.

Table 1. The average number of cell in blastocydtlavel of DNA fragmentation
in mouse, rabbit and porcine embryos.

No. of Average number nﬁﬁggggf %
Embryos blastocysts of cell/ . . TUNEL
apoptotic nuclei/ L
assessed blastocyst positive
blastocyst
Mouse 23 31.6 4.7 10.8
Rabbit 13 74.0 55 7.5
Porcine 34 28.5 3.2 11.3

Our observations demonstrated that total cell numbemouse and porcine
blastocyst producedh vitro varied between 28.5 and 74 cell per blastocyst,
whereas number of nuclei with fragmented DNA in eyob producedn vitro of

this species range from about 3 to 5.



CECHY MORFOMETRYCZNE PLEMNIKOW KNUROW RASY DUROC
W ZALE ZNOSCI OD KONCENTRACJI PLEMNIKOW W EJAKULACIE

Stanistaw KondrackiAnna Wysokhska, Dorota Banaszewska, Dorota Sitarz

Akademia Podlaska, Katedra Rozrodu i Higieny Zwigrz
ul. B. Prusa 14, 08-110 SiedIce

Podgto prole oceny wptywu koncentracji plemnikéw w ejakulacia wymiary,
ksztalt i czstas¢ wystepowania anomalii morfologicznych plemnikdéw orazogc
fizyczne ejakulatu knuréw rasy Duroc.

Badaniami ohgto 75 ejakulatéw pobranych od 8 knuréw rasy Duf@d.kazdego
knura raz w miegcu pobierano ejakulat, z ktérego spmizano preparaty
mikroskopowe do badamorfologii plemnikéw. W kadym preparacie wykonano
pomiary morfometryczne ginastu losowo wybranych plemnikow wedtug
metodyki opracowanej przez Kondrackiego i in. (20050bliczono te
wskazniki budowy morfologicznej plemnikow i przeprowadmpocer czgStasci
wystepowania zmian morfologicznych wyszczegola@jplemniki wykazujce
zmiany gtowne i podrgine zgodnie z klasyfikagjBloma. Przeprowadzono
réwniez standardow ocerg badanych ejakulatow wedlug metod stosowanych w
polskich stacjach unasieniania loch. Zebrany natgrodzielono na podgrupy
wedtug kryterium koncentracji plemnikéw w ejakuaevyodebniajc: ejakulaty o
koncentracji plemnikéw mniejszej 500 tys./mm (grupa 1), ejakulaty o
koncentracji plemnikéw 500 - 600 tys./mr(grupa ) i ejakulaty o koncentracii
plemnikéw wikszej ni 600 tys./mm (grupa Il).

Wykazano zatenos¢ wymiarow plemnika od koncentracji plemnikow w ejigcie.
W ejakulatach o koncentracji plemnikéw paey600 tys./mm (grupa I11) plemniki
miaty mniejsze wymiary giplemniki z ejakulatow o mniejszej ich koncentraBjjty
to plemniki o gtowkach krotszych o 0,2in niz plemniki z ejakulatéw o mniejszej
koncentracji plemnikow @0,01). Ponadto plemniki z ejakulatéw o najegizej
koncentracji (grupa lll) miaty istotnie airsze gtowki (R0,05), krotsze witki oraz
mniejszy obwad i pole powierzchni gtowkiznplemniki z ejakulatéw o mniejszej ich
koncentracji. W grupie ejakulatbw o koncentracjiemphikow powyej 600
tys./mm wykazano najmniejszy udziat plemnikéw ze zmianagidwnymi,
natomiast stwierdzono najggej plemnikow ze zmianami poadnymi. W grupie
ejakulatéw o koncentracji plemnikéw od 500 do 60&./mn? (grupa Il)
stwierdzono najwiksz objetos¢ ejakulatu. Z tych ejakulatow przygotowywano
najwigcej dawek inseminacyjnych (okoto 27 dawek z jednegakulatu). Z
jednego ejakulatu grupy Il spadzono o ponad 6 dawek inseminacyjnyckogj
niz z ejakulatu o koncentracji plemnikéw mniejszej$00 tys./mm (P<0,01).

*Kondracki S., Banaszewska D., Mielnicka C. 200% @&fiect of age on the
morphometric sperm traits of domestic pig (Sus fecdmmestica). Cell. Mol.
Biol. Lett. Vol. 10, No 1, 3-13.



ANALIZA POROWNAWCZA MORFOLOGII PLEMNIKOW KNUROW
RASY DUROC | PIETRAIN

Stanistaw KondrackiAnna Wysokihska, Maria Iwanina, Matgorzata Huszno

Akademia Podlaska, Katedra Rozrodu i Higieny Zwigrz
ul. B. Prusa 14, 08-110 SiedIce

Podgto proke poréwnania cech budowy morfologicznej plemnikovejakulatach
knuréw ras Duroc i Pietrain.

Materiat dédwiadczalny stanowito 116 ejakulatow pobranych okn@réw rasy
Duroc i od 9 knuréw rasy Pietrain. Do badavybrano knury miode
rozpoczynajce wytkowanie rozptodowe. Ocenie poddano ejakulaty @a@irie od
kazdego knura w odgpach jednego miegta przez okres okoto 10 miesy. Z
kazdego ejakulatu bezprednio po pobraniu przygotowano preparat do hada
mikroskopowych. W kadym preparacie przeprowadzono ogelzstasci
wystepowania zmian morfologicznych wyszczegola@jplemniki wykazujce
zmiany gtéwne i podrgdne zgodnie z klasyfikagj Bloma oraz wykonano
pomiary morfometryczne ginastu losowo wybranych plemnikow o prawidtowej
budowie morfologicznej wedtug metodyki opracowapiegez Kondrackiego i in.
(2005)*. Na podstawie wynikbw pomiaréw morfometrggeh obliczono
wskazniki  budowy morfologicznej plemnikow. Przeprowadmonréwnie
standardow ocerg badanych ejakulatow wedtug metod stosowanych sk
stacjach unasieniania loch.

Wykazano,ze ejakulaty knurow obydwu badanych ras charaktgsyzik dobm
jakoscia. Udziat plemnikow o prawidtowej budowie morfologieej w nasieniu
knurow ras Duroc i Pietrain byt dy i wynosit okoto 94 %. Stwierdzono zdice
w wymiarach plemnikéw knurow badanych ras. W ejatagdh knurow rasy
Pietrain stwierdzono krotsze ie¢wsze gtowki plemnikéw i w ejakulatach
knuréw rasy Duroc. Plemniki knurow rasy Pietrainatypio 0,8um diuzsze witki
niz plemniki knuréw rasy Duroc €9,01) i o 0,;am wicksz taczm dlugas¢
plemnika ni knury Duroc (R0,05). Ponadto plemniki knuréw rasy Pietrain
charakteryzowaly si mniejszym obwodem gtoéwki aiplemniki knuréw Duroc
(P<0,01). Ejakulaty rozptodnikéw rasy Duroc miaty mei@ objetos¢ o ponad 90
ml niz knury rasy Pietrain, ale o ponad 100 tys.Amwicksz koncentragj
plemnikéw (F0,01). W ejakulatach pobieranych od knurow rasytr&ie
stwierdzono o okoto 10 mid wgej plemnikow ni w ejakulatach knuréw rasy
Duroc (X0,01). Z jednego ejakulatu knuréw rasy Pietrainzn@obyto uzyskéa o
ponad 6 dawek inseminacyjnyche¢eej niz z jednego ejakulatu rozptodnikow
Duroc (F<0,01).

*Kondracki S., Banaszewska D., Mielnicka C. 200% @&fiect of age on the
morphometric sperm traits of domestic pig (Sus fecdmmestica). Cell. Mol.
Biol. Lett. Vol. 10, No 1, 3-13.



THE USE OF CALCIUM IONOMYCIN AND CYCLOHEXIMIDE/6-
DIMETHYLAMINOPURINE COMBINATION FOR ACTIVATION OF
NUCLEAR-TRANSFERRED RABBIT OOCYTES

Yuriy Kosenyuk Maria Skrzyszowska

Department of Biotechnology of Animal Reproduction,
National Research Institute of Animal Production,
32-083 Balice/Krakoéw, Poland

The aim of the present study was to determine tteeteof chemical activation
with ionomycin and combination of cycloheximide (M) and 6-
dimethylaminopurine (6-DMAP) on developmental pdinof cloned rabbit
embryos reconstructed with adult skin fibroblagt ceclei.

In the somatic cell nuclear transfer (SCNT) procedin vivo-matured oocytes
were used as source of recipient cells. Mature Mewaland female rabbits were
superovulated by injection of 100 IU of PMSG (Senoadotropin, Biowet) then
after 72 h injected intravenously with 100 IU of G(Biogonadyl, Biomed) to
induce ovulation. Ovulated oocytes were recoveredhfthe oviducts 17-18 h
after hCG injection by flushing with Dulbecco’s PBEnhucleation of Metaphase
ll-stage oocytes was accomplished by demecolcideeéed microsurgical
method. The source of nuclear donor cells weretaskih fibroblasts. A single
somatic cell was introduced into the perivitellisggace of the enucleated oocyte
and membrane fusion of the donor cell and recipi@atte was induced by 3 DC
pulses of 3.2 kV/cm for 2Q0s each. The reconstructed oocytes were incubated in
B2 medium for 1 h and subsequently treated wittvbcalcium ionomycin for 5
min to be artificially activated. Then, nuclearriséerred oocytes were incubated
in B2 medium supplemented with 1@/mL CHXM and 2 mM 6-DMAP for 1 h.
The cloned embryos were cultured in vitro in B@roplets of B2 medium for 5
to 6 days.

Developmental abilities of nuclear-transferred ralgmbryos were assessed by
cleavage rate and morula/blastocyst formation giefdut of 99 reconstructed
oocytes, 68 (68.7%) SCNT embryos were cleaved. fiéguencies of cloned
embryos that reached the morula and blastocysestagre 65/99 (65.7%) and
29/99 (29.3%), respectively.

In conclusion, the competences of nuclear-transflierabbit embryos to develop
in vitro to morula and blastocyst stages were inggt high following combined
chemical activation.



WPLYW TETRACHLORODIBENZODIOKSYNY (TCDD) NA ROZWOJ
IN VITRO OOCYTOW KLACZY | KROWY

Agnieszka NowakJoanna Kochan, Krzysztof Czachura, Adam Okolski

Katedra Rozrodu i Anatomii Zwiegtz Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

Jednym z najwkszych zagrgen dwudziestego wieku jest pe@pujace
zanieczyszczenigrodowiska. Niekontrolowane procesy spalania powgdd do
srodowiska uwalniane zostgjjedne z najbardziej toksycznych zwkdéw
chemicznych - dioksyny. Odnotowujeg¢sicoraz wecej doniesié odnagnie
szkodliwasci  dioksyn na uktady: endokrynny, rozrodczy, nerwow
immunologiczny.

Celem pracy byto okétenie wptywu dioksyn na rozwéj oocytow klaczy i kg
w warunkachin vitro. Do bada wykorzystano 293 oocyty klaczy oraz 340
oocytow krowy, pozyskane z jajnikbw po uboju zwigrzZ0ocyty hodowanadn
vitro ( IVM), dodapc do paywki TCDD w skzeniach: 0, 32ug/ml (gr.1);
3,2pug/ml (gr.2); 32pug/ml (gr.3). Gregpkontrolm (gr.0) stanowity oocyty
hodowane w poywce bez dodatku TCDD. Po hodowin vitro oocyty
wybarwiano orceis lub barwnikiem fluorescencyjnym hoechst i oceni@nmrac
pod uwag 4 nastpujace stadia: oocyty w metafazie 1l z | ciatkiem kiekowym
(met II), w metafazie | (met I), w stadiunggherzyka zarodkowego (GV) oraz
zdegenerowane (Zdg).

Po hodowli in vitro przy najwegkszym sgzeniu dioksyn (32 pg/ml) nie
stwierdzono oocytow klaczy dojrzatych do stadiumtafezy II. W grupie tej
odnotowano najwicej oocytébw zdegenerowanych (92,9%). Natomiast w
przypadku oocytow krowy 3,13 % oocytéw ggicto dojrzatgé (Met II), a
oznaki degeneracji wystity u 82,7% oocytéw. Degeneracja w przypadku obu
gatunkéw przejawiata si  fragmentag cytoplazmy i gkaniem ostonki
przejrzystej.

Najwicce] oocytow dojrzatych stwierdzono w grupie kontegl bez dodatku
dioksyn odpowiednio 47,14% w przypadku klaczy i 8@2przypadku oocytow
krowy. Najnizsze stzenie TCDD w paywce IVM (0,32 pug/ml) przyczynito si
do obnkenia ilcsci oocytoéw dojrzatych. \&k6d oocytow klaczy 28,38% agjneto
stadium metafazy Il, w przypadku bydta 29,33%.

Na podstawie przeprowadzonych badaozna stwierdzi, ze TCDD wplywa
niekorzystnie na dojrzewanie oocytownktich i bydecych w warunkachn
vitro.



DEVELOPMENTAL COMPETENCE OF BOVINE OOCYTES
CULTURED WITH HIALURONIAN AND QUALITY OF OBTAINED
BLASTOCYSTS ASSESED BY TUNEL — PRELIMINARY RESULTS

Opiela J., Rgiska B., Smag Z.

Department of Biotechnology of Animal Reproductiational Research
Institute of Animal Production, 32-083 Balice, Ptk

The aim of the experiment was to determine thecaffé hialuronian (HA) added
to maturation medium (IVM) on oocytes’ developméntampetence and to
assess the quality of obtained blastocysts ondkes lof DNA fragmentation.
Bovine blastocysts were produced following IVM @hmature oocytes in 3
culture Groups: Group 1-supplemented withu6f 10% HA per ml IVM; Group
2-supplemented with 12,51 of 10% HA per ml IVM and Group 3-control
without HA.

Embryo culture to the blastocyst stage was cawigdn the co-culture with Vero
cells, in B2 medium, at humidified atmosphere of 6@ in air.

A total number of 40 blastocysts (13 HA and 27 @aptvas used for assessment
of DNA fragmentation by TUNEL assay (DeadBWdFluorometric TUNEL
System, Promega).

Culture medium Oocytes Cleavage Total blastocyst Hatched Total no of nuclei /
taken n (%) n (%) blastocysts n blacosysts
to IVF n (%)
Group 1 72 63 (87,5%) 8 (12,7%) 2 (25%) 545/52
25l of 10% HA/
ml
Group 2 108 84 (77,8%) 10 (11,9%) (-%) 452/8
12.5ul of 10%
HA/ ml
Group 3 167 152 (91%Y 40 (26,3%)° 15 (37,5%) 2205/2%

Control

Values with the same letters in the row do notedifftatistically. Values with different letters
within the same column differ statistically (A:B<®.01; a:b, P<0.05; tegf).

Developmental competence of Group 2 oocytes wasifisigntly statistically
lower comparing to control as for cleavage andl toitstocysts rate P<0.01. Also
developmental competence of Group 1 oocytes tutmdue lower comparing to
control in regard to blastocysts rate P<0J3€st).

Although blastocysts from all Groups contained apbp cells (G1-17%, G2-
26,3%, G3-17%) as measured by Death Cell Index (Ei&re was no statistical
difference between them. However, we observedsstal difference between
total number of nuclei of blastocysts developedween Group 1 and Group 2
(P<0.01) and between Group 1 and 3 (P<0.05) (Duhtdtiple Range Test).

In conclusion, the supplementation of oocytes IVMhwiow concentration of
hialuronian does not improve their developmentamgetence, but lower
blastocysts rates in HA Groups are not connectel getrimental effect of HA
on DNA fragmentation. Moreover, the statisticaligher number of total nuclei



in blastocysts developed in Group 1 seems to bataresting result calling for

more extensive research. Interestingly, the resufitsleavage and blastocysts
rates of Group 1 are superior to Group 2 therefwee plan to test higher

concentrations of HA as IVM supplement.



CZAS PIERWSZEGO PODZIALU ZYGOTY WPLYWA NA CZ ESTOSC
ZABURZE N CHROMOSOMOWYCH W ZARODKACH BYDLA
POZYSKANYCH IN VITRO

E. Pers-Kamczyc, P. Pawlak, N.fR&a, D. Lechniak

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Gekietlodstaw Hodowli
Zwierzt, ul. Wolyiska 33, 60-637 Pozna

Zarodki pozyskane w warunkach vitro charakteryzuj si wyzszym udziatem
zaburzé chromosomowych w poréwnaniu do zarodkéw pozyskiamya/ivo, co
ma m.in. zwazek z sub-optymalnymi warunkami inkubacji. Wykazarazygoty
bydta podejmujce pierwszy podziat bruzdkowania do 30h po insenjir&pi)
czgsciej oshgaj stadium blastocystyCelem niniejszej pracy byta analiza
zZwigzku pomedzy czasem zé&fia pierwszego podziatu zygoty aesiicia
zaburzé chromosomowych w zarodkach bydta 4 dniaQwcyty poddawano 24h
dojrzewaniu w podiu TCM-199 (pirogronian sodu, fafBSA, FSH, GH),
inseminacji, a nagpnie inkubacji w paywkach G1.3/G2.3. Zarodki, ktére 30hpi
osiagrety stadium> 2-bl (early cleaversEC) przenoszono déwiezej pazywki i
inkubowano jako grupEC. Pozostate zarodki, ktore 48hpiaggicty stadium> 2-

bl (non-early cleaverd?NEC) inkubowano jako grupNEC. Czwartego dnia pi
zarodki podzielono na 2 grupy: <8-bl ora8bl i utrwalano w celu poddania
analizie cytogenetycznej metp8ISH (Rybar i wsp. Zygote 20R5WV procedurze
hybrydyzacji uyto sond specyficznych dla chromosomow bydta paX60cerg
obrazéw mikroskopowych oparto o klasyfika&fiuff i wsp. (Biol Reprod 200)
Wszystkie blastomery zarodkéw prawidiowych posigddiploidalm liczbe
chromosomow (pke meska: 2x6 i 1xX; pté zenska 2x6 i 2xX). Zarodki
mozaikowe posiadaty min. 2 blastomery o nieprawidgipliczbie chromosomow,
natomiast poliploidalne charakteryzowaty¢ sbbecndcia zwielokrotnionej,
haploidalnej liczby chromosoméw we wszystkich astrach. Dotychczas
przeanalizowano 141zarodkéw (EC - 66, NEC - 75). Ze wzdlu na obecn@
cytoplazmy oraz nieprawidtowe rozproszenie blastdme 22% utrwalonych
zarodkow byto nieprzydatnych do analizy. W analiaoej populacji 4 dniowych
zarodkow bydta stwierdzono: zarodki prawidtowe {86), mozaikowe (43.3%) i
brak zarodkéw poliploidalnych. Wtej zarodkéw EC posiadato >8bl (78.8%), w
poroéwnaniu z grup NEC (62.7%). Sid udziat zarodkéw opdnionych w rozwoju
(< 8-bl) byt istotnie wyszy w grupie NEC (37.3%, 28/75)zitC (21.2%, 14/66).
Podsumowupc, czas zajcia pierwszego podziatu zygoty wpltywa nag®tmic
wystepowania zaburze chromosomowych w zarodkach bydta. Zarodki EC
charakteryzyj si¢ wyzszym potencjalem rozwojowym i aszym udziatem
zaburzé chromosomowych.

Badania wykonane w ramach grantu MNiSW nr N302 Q48330



CREATION OF PORCINE CLONED EMBRYOS USING
PSEUDOPHYSIOLOGICAL TRANSCYTOPLASMIC ACTIVATION OF
OOCYTES RECEIVING NUCLEOFECTED ADULT SKIN-DERIVED
FIBROBLAST CELL NUCLEI

Marcin Samiet, Maria SkrzyszowsKaDaniel Lipiaski*®, Ryszard StomKi®

!Department of Biotechnology of Animal Reproductational Research
Institute of Animal Production, 32-083 Balice nakéw, Poland?Department of
Biochemistry and Biotechnology, Agricultural Unisgy, 60-637 Pozng
Poland;*Institute of Human Genetics, Polish Academy ofreis, 60-479
Poznai, Poland

We have recently developed a novel method of pgsudiological
transcomplementary (transcytoplasmic) activatiostimulate the developmental
program of porcine oocytes reconstructed by somaeéli nuclear transfer
(SCNT). The mechanism underlying this original t@goe of activation is
transcytoplasmic influx of sperm-derived proteinggdering intracellular calcium
oscillations, which is mediated via heterologousbkit) zygote-descended
cytoplasts. The aim of our study was to determimein vitro developmental
capability of porcine cloned embryos following pdephysiological activation of
nuclear-transferred (NT) oocytes reconstituted WigkpWAPhGH-GFPBsd)ene
construct-nucleofected boar ear cutaneous fibrobtadls. In the cloning
procedurejn vitro-matured gilt or sow oocytes were used as recipietls for
cell nuclei of positively selected transgenic sdmaells. The reconstruction of
enucleated oocytes was performed by intracytoplasmjection of either the
fibroblast cell-derived karyoplast or whole tinyatear donor cell. The activation
of NT oocytes was achieved by fusion of them wiih ¢tytoplasts isolated from
vivo-derived rabbit zygotes (i.e., with the so-calleggaplasts), which was
induced by application of two successive DC putsfes.2 kV cm® for 60 psec.
Cloned embryos were culturéd vitro in NCSU-23/BSA/FBS medium for 6 to 7
days up to morula and blastocyst stages. A total /196 (88.8%) oocytes
receiving nucleofected fibroblast cell nuclei wengccessfully electrofused with
zygoplasts. Out of 174 cultured SCNT-derived embrybll (63.8%) were
cleaved. The rates of transgenic cloned embryos rdieched the morula and
blastocyst stages yielded 78/174 (44.8%) and 39(2244%), respectively. In
conclusion, the novel method of pseudophysiolodiGaiscytoplasmic activation
of porcine NT oocytes seems to be reliable andbiator efficient stimulation of
preimplantation development of clonal cybrids. Muowrer, the relatively high
frequencies of transgenic morulae and blastocysi® wioticed amon@ vitro
cultured cloned pig embryos produced by this sinatef activation of oocytes
reconstructed with Tg(pWAPhGH-GFPBsd)fusion gene-nucleofected adult
dermal fibroblast cell nuclei.



DEVELOPMENTAL OUTCOME OF CLONED GOAT EMBRYOS
FOLLOWING CHEMICAL ACTIVATION OF NUCLEAR-
TRANSFERRED OOCYTES ORIGINATING FROM ADULT
CUTANEOUS FIBROBLAST CELLS

Maria SkrzyszowskaViarcin Samiec

Department of Biotechnology of Animal Reproductiational Research
Institute of Animal Production, 32-083 Balice nakoéw, Poland

The purpose of our study was to determine the dewedntal potential of caprine
nuclear transfer-derived embryos reconstituted adhlt dermal fibroblast cells.
Fibroblast cells were vitro cultured up to a total confluency state and thesdu
for the somatic cell nuclear transfer (SCNT) aarse of nuclear donor cells.
Enucleatedn vitro-matured caprine oocytes were the source of redipells.
Single nuclear donor cells were injected into avgtetline space of previously
enucleated oocytes. Fibroblast cell-ooplast coapletre simultaneously fused
and activated with a single DC pulse of 2.4 kV/an I5usec. After a 1-h delay,
the reconstructed oocytes were additionally actvaby exposure to 5 pM/L
calcium ionomycin for 5 min followed by treatmentithv 2 mM/L 6-
dimethylaminopurine for 2 h. The SCNT-derived enasryverein vitro cultured

in 50-pL droplets of B2 medium for 24 h. Afterwardoned embryos at 2-4-cell
stages either were transferred into reproductaetsrof recipient does or were co-
cultured with Vero cells in B2 medium supplemented with 10% FBS far a
additional 120 to 168 h up to morula/blastocysgeta A total of 125/138 (90.6%)
enucleated oocytes were successfully fused witheauconor cells and intended
to bein vitro cultured. Out of 125 cultured SCNT embryos, 81 &84). were
cleaved. From among them, 53 2-4 cell-staged ensbwere transferred into 6
recipient females. Following 6-8 daysinofvitro culture, 18/34 (52.9%) and 14/34
(41.2%) cloned embryos reached the morula anddugst stage, respectively.
Ultrasonographic diagnostics of gestation was peréal between Days 35 and 42
after transfer of SCNT embryos into recipient feesalThe presence of fetuses
(with the symptoms of early resorption of amni@acs) was confirmed in the 2/6
(33.3%) recipientsin conclusion, it has been shown that the ear dknived
fibroblast cell nuclei were able to support theipgantation development of
caprine cloned embryos to morula and blastocygiestaThe preimplantation
developmental competences of nuclear-transferrelorygra to reach the morula
and blastocyst stages were relatively high. Mored8€NT embryos were unable
to implantin uteroand failed to establish pregnancy.



NOWE KRYTERIA W KOMPLEKSOWEJ METODZIE OCENY
NASIENIA KNURA

Barbara Szaegniak-Fabigczyk, Michat Bochenek, Piotr Gogol,
Monika Trzcihska, Magdalena Bryta, Zdzistaw Smgr

Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwieytz Instytut Zootechniki-PIB, Balice

Préby okrélenia zdolndéci zaptadniajcej plemnikdw na podstawie powszechnie
stosowanych metod oceny nasienia, czyli ruchiovo koncentracji, ewentualnie
uzupetnionych ocenmorfologiczr i testami biochemicznymi, nieasw petni
zadawalajce. W zwizku z tym wciaz 3 poszukiwane nowe Kryteria oceny
plemnikéw. Podjte badania @& prolm wykorzystania nowych metod
laboratoryjnych, takich jak: cytometryczna ocerenstchromatyny plemnikowej

i integralngci bton plemnikdw, ocena uszkodzeksydacyjnych, oraz zmian
apoptotycznych w plemnikach, dla opracowania bajqmecyzyjnej podstawy do
przewidywania ptodn&i nasienia.

Badania wykonano na 21 ejakulatach pochogeh od 3 knuréw Pietrain x
Duroc (6-9 ejakulatow od knura). Pobrane z rozreedgo rozcigczalnikiem
BTS nasienia probki poddano ocenie z wykorzystarseandardowych i nowych
metod laboratoryjnych, a nasienie wykorzystanordg@imninacji loch (232 szt.) w
ciagu 3 dni od pobrania.

Srednia ptodnéé loch wynosita 75,4 % i wahatagsbd 65,5 % do 80,5 % dla
poszczegllnych  knuréw. Wyniki  batla przeprowadzonych  testow
laboratoryjnych potwierdzajdobr jakas¢ nasienia (81,4 % — 86,2 % plemnikow
bez zmian morfologicznych, 88,7 % — 90,3 % plemwikd nieuszkodzanbtorg
cytoplazmatycza oceniom cytometrycznie, niski odsetek plemnikéw z
uszkodzona chromatygn— 2,4 % — 3,91 %, 18,3 % —21,5% plemnikbw ze
zmianami apoptotycznymi lub nekrotycznymi oraz nigloziom uszkodze
oksydacyjnych — warté parametru integral od 7,41 do 11,09%10Vyliczone
wspotczynniki korelacji midzy srednimi wartdciami wigkszaci badanych cech
nasienia a jego ptoddca sa dos¢ wysokie, lecz jedynie statystycznie istptn
(p<0,05) okazata siujemna korelacja ptoddoi z odsetkiem plemnikow z
uszkodzon btoma komérkows. Uzyskanie wynikdéw opartych na glkiszej liczbie
materialu  déwiadczalnego mge rozstrzygaé o0 wnioskowaniu co do
przydatndci zastosowanych kryteribw oceny nasienia.



WYKRYWANIE | OCENA WPLYWU APOPTOZY NA ZDOLNO SC
ZAPELADNIAJ ACA PLEMNIKOW KNURA

M. Trzcinska M. Bryla, J. Wieczorek, B. Gajda, B.Széaiak-Fabiaczyk,
Z. Smong

Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwierz Instytut Zootechniki-PIB,
32-083 Balice/Krakéw, E-mail:mcala@izoo.krakow.pl

Celem pracy byto opracowanie metod wykrywania zmégoptotycznych w
plemnikach knura oraz zbadanie zeku poméedzy apoptoz w plemnikach a
apoptoz w zarodkach. Ocenapoptozy w plemnikach przeprowadzano w dniu
pobrania nasienia i w gyu trzech pierwszych dni przechowywania w temp. 15-
17°C oraz w dniu, kiedy ruchlinvgg plemnikéw osigata 30%. Apoptogz w
zarodkach uzyskanych w wyniku inseminacji loszelsigr@em swiezym i
przechowywanym oceniano na podstawie aktydgnkaspazy-3.

W wyniku przeprowadzonych @wiadczéd w nasieniu swiezym knurow
stwierdzono obecrié plemnikéw apoptotycznych identyfikowanych zaréwno
przy pomocy barwienia z zastosowaniem fluorochroM@-PRO-1 jak i
aneksyny V-FITC. Najriiszy odsetek plemnikow apoptotycznych wyngyz
3,6% stwierdzono w nasieniwiezym knura nr 1. Nasienie pozostatych knurow
zawierato odpowiednio: 6,0; 6,25; 4,0 i 6,1% plekdmi apoptotycznych.
Przechowywanie nasienia przez 24 godziny nie powadto istotnego wzrostu
odsetka plemnikdw apoptotycznych. Istotneznioe w odsetku plemnikow
apoptotycznych zaobserwowano jedynie pghay ejakulatami dwéch knurow w
dniu, w ktérym ruchliwé¢ plemnikéw osigata 30%. Wraz z uptywem czasu
przechowywania obserwowano wzrost odsetka plemniké@krotycznych oraz
spadek odsetka plemnikawwych.

Blastocysty uzyskane od loszek inseminowanych nasie przechowywanym
wykazywaly istotnie wyszy odsetek wysokiej aktywid kaspazy-3 w
poréwnaniu z blastocystami uzyskanymi od loszelenmaowanych nasieniem
swiezym. Nie wykazano korelacji porudzy odsetkiem plemnikow
apoptotycznych w nasieniwiezym i przechowywanym zytym do inseminaciji,

a aktywndcia kaspazy-3 w uzyskanych zarodkach.

Reasumujc wykrywanie zmian apoptotycznych w plemnikach zemstanowd
dodatkowe kryterium oceny zdokw zaptadniajcych nasienia. Wydaje ¢si
jednak, ze zastosowanie tej metodydzie uzasadnione jedynie w przypadku
kiedy standardowe metody oceny nasienia nie $aygg przyczyn jego obribnej
ptodndaici.



CLINICAL ASPECT OF REPEATABLE LAPAROSCOPIC OVUM PIC K-
UP (OPU) IN GOAT

J. WieczorekY. Kosenyuk, B. Rynska, M. Cegla

Department of Biotechnology of Animal Reproductiational Research
Institute of Animal Production, Krakowska 1, Balléeakéw Poland

The aim of the study was to develop new laparosctgghnique for repeated
recovery of goat oocytes useful for in vitro cuéttand in vitro fertilization and
cloning. In clinical aspect were took into consattern damage tissues, adhesions
in abdominal cavity, scar formations and disordereproductive tract in repeated
donors after 2 — 5 operation recovering oocytes.

Oocytes were aspirated with originally designechetstr with needle of 10mm
long, thin 21 — 22G, bevel 30The catheterallow to recover oocytes without
damage ovary and to keep very good quality recave@cytes. The oocytes
donors were 17 goats. Oocytes were collected: wne (I group, n=17), two
times (Il group, n=17), three times (lll group, ®W1four times (IV group, n=8)
and 5 time (V group, n=2). Goats were synchroniaead superovulated. The
endoscope was inserted into the abdominal cavitputth umbilicus. Two
trockars for putting the manipulators were inserfiegdl cm below the udder.
Oocytes were collected by aspiration of the follkecufluid from the ovarian
follicles. Depending on the size, the single asgiraof up to 8 follicles was
performed The following rules of the evaluation and classifion of the oocytes

were established: class | — homogenous cytoplasnieast 3 layers of the
granulosa cells, class Il — homogenous cytoplasé ldyers of granulosa cells,
class lll — homogenous cytoplasm, no granular celsss IV — heterogenous

cytoplasm, independently of the granulosa cellscy@s class |, 1l and Il were
qualified for the culture.

Group  Number Recovered Morphology recovered oocytes
aspirated oocytes Iclass llclass |lllclass IV class (not
follicle (%) (%) (%) (%) qualified) (%)

I 172 78 (45,0) 39(50,0) 27(35,5 10(13,2) B)2,

Il 81 45(55,6) 24,4 31(68,9 9(21,4) 3(6,7)

1 64 35(54,6) 11(17,2) 13(37,1) 10(29,4) 1902

v 84 68 (80,9) 21(25,00 39(57,4) 6(9,1) 2(2,9)

Vv 12 12 (58,3) 0(0,0) 7 (100,0 0 (0,0) 0 (0,0)
Total 413 233 (56,4) 73 (32,4) 117 (52,0) 35 (15,6) 8(3,5)
In clinical aspect no any complication were deteéctter first three operations. In
IV group in one animal (1/8) was adhesion omentuith weritoneum into place
of inserting grasp and in one animal in V grou)MWas adhesion infundibulum
with ovary. No any changes in ovary were obserTée. obtained results suggest
the proposed technique allows for the collectingytes of good quality that can
be used for IMV/IVF techniques and cloning. The moet can be useful for
multiple recovery oocytes in goat.
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WPLYW FOTOPERIODU NA EKSPRESJE KROTKIEJ FORMY
RECEPTORA LEPTYNY (ObRa) W SPLOCIE NACZYNIOWKOWYM | I
KOMORY MOZGU U SAMICY KRZY ZOWKI SWINI DOMOWEJ |
DZIKA ORAZ U SWINI DOMOWEJ
The effect of photoperiod on the expression of shbform leptin receptor
(ObRa) in the choroid plexus of Ill ventricle of brain in female of pig and

wild boar crossbred and domestic pig

Przemystaw Giluh Janina Skipdr Marek KoziorowskKi, Stanistawa Stef@zyk-
Krzymowska

Ynstytut Rozrodu Zwieqz i Badai Zywnaici PAN w Olsztynie,
Tuwima 10, 10-243 Olsztyn,
2Uniwersytet Rzeszowski, Zamiejscowy Wydziat Bint#ohii, Werynia 502, 36-
100 Kolbuszowa.

Samice krzydéwki $wini domowej i dzika, u ktorych sezonowe zmiany Indsci
rozrodczej g bardzo silnie wyrzone, 8 dobrym modelem do baflssezonowej
regulacji procesow rozrodczychéwini domowe;.

Leptyna, niezatenie od jej roli jako jednego z regulatoréw réwnowag
energetycznej organizmu, uczestniczy w regulacjidzigiania hormonodw
gonadotropowych. Mima wkc przypuszczg ze ma ona wplyw na sezonowe
zmiany aktywnéci rozrodczej samic.

Leptyna dociera doagler podwzg6rza pokomag bariee krew-mézg i barier
krew-ptyn mdzgowo-rdzeniowy. Wykazano silnekspresj krotkiej formy
receptorow leptyny (Ob-Ra) w splocie naczyniéwkowyth komory mozgu
(choroid plexus Wiadomo jednak,ze receptory te nie uczestriczw
biologicznym dziataniu leptyny, lecz spetniaple w jej transporcie. Celem batla
bytlo oznaczenie ekspresji Ob-Ra w splocie naczykadvym Il komory mozgu

u samicy krzyowki swini domowej i dzika oraz $wini domowej w okresie
najdtuzszego dnia (czerwiec) i najkrotszego dnia (grugjzie

Krzyzéwka $wini domowej i dzika Swinia domowa
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Podsumowujc, jednoczesny wzrost wydzielania leptyny i poziomkspres;i
genu krotkiej formy receptora leptyny (ObRa) w spo naczyniowkowym
sugeruje zwikszenie dogpnadsci leptyny do miejsc docelowych w podwzgoérzu
oraz przysadce w okresie diugiego dnia.



STRESS EFFECT ON MORPHOMETRIC PARAMETERS OF
FUNCTIONAL ACTIVITY OF RAT PROTOPLASMIC AND FIBROUS
ASTROCYTES ARCUATE AND PREOPTIC NUCLEI AT DIFFERENT

STAGES OF ESTROUS CYCLE

Mykola DzerzhynskyAndriy Pustovalov, Mariia Matviienko,
Volodymyr Senchylo

Department of Cytology, Hystology and DevelopmeBialogy, Kyiv National
Taras Shevchenko University

The study has been conducted on 24 female 3-maithsats. Rats have been
immobilized for 1,5 hours at estrous and diesttagies. Neurons, fibrous (FA)
and protoplasmic astrocytes (PA) of hypothalamwuae (AN) and preoptic
(PN) nuclei have been examined with electron mmwps. It has been shown that
after stress influence and estrous as well asrdieststages the neurons nuclei
cross-sectional area increasis. Opposite, undesssFA and PA cross-sectional
area of AN and PN is increased in animals at esitage, but decreased at
diestrus stage. At diestrus stage FA AN cross-ceatiarea of nuclei increases in
control, but not in stressed animals. Nuclei cresstional area of of FA PN and
PA AN and PN decreases at diestrus in control anstress. It was also been
shown that nuclei cross-sectional area of PA isiBggantly less than that merit of
FA. These differences amnveracious in PA AN stressed animals at diestrus
stage, which is associated with the overall deer@ashis parameter in astrocytes
of this group. Together with this, the number otlear pores decreases in FA
PN, but not AN during stress independently of esraycle. Protoplasmic
astrocytes PN have larger nuclear shape ratio cadga fibrous astrocytes. In
AN this trend manifests itself only in rats at dies stage, not stressed. Fibrous
astrocytes are characterized by generally highesitleof nuclear pores than in
protoplasmic astrocytes, but these differencesvaracious only in arcuate
nucleus of stressed animals at estrus stage. Mlsout astrocytes PN have
veraciously lower density of nuclear pores thanAM at diestrus stage. Under
stress, this trend becomes unveracious.



THE INFLUENCE OF STEROIDS ON VASCULAR TENSION OF
ISOLATED SUPERFICIAL VEINS OF THE NOSE AND FACE DUR ING
THE ESTROUS CYCLE OF GILTS

Waldemar J. Grzegorzewskiolanta Chtopék Anna Talkcka-tonczyiske,
Stanistawa Stefazyk-Krzymowska

!Department of Local Physiological Regulation. Ingt of Animal Reproduction
and Food Research of the Polish Academy of Scieh6es47 Olsztyn. Poland
’Department of Animal Physiology and Reproductioniversity of Rzeszéw. 35-
310 Rzeszéw. Poland

The arrangement of the superficial facial veinsbés blood flow from
the nasal cavity into the peripheral circulation two pathways: through the
frontal vein into the cavernous sinus and throughfacial vein into the external
jugular vein. The present study was designed terdehe whether estradiol and
progesterone affect the vascular tone of the sigedrf’eins of the nose and face
in cycling gilts and to analyze the immunolocaliaatof progesterone receptors
and estradiol receptors in these veins. The inflaeof hormones on vascular
tension differed depending on the type of vessel e phase of the estrous
cycle. Estradiol decreased vascular tension im#sal vein during the follicular
phase P<0.05) and increased tension in the frontal veinnduthe luteal phase
(P<0.05). Progesterone increased the vascular tens$itre frontal vein £<0.05)
and decreased the tension of the other véire.05) in both phases of the cycle.
Expression of estradiol recept®rbut not of progesterone receptor was observed
in the superficial veins of the nose and face. dnotusion the effect of ovarian
steroid hormones on the vascular tension of ther§icfal veins of the nose and
face in female pigs as well as the reactivity oésen veins to steroid boar
pheromones can affect the blood supply from thealneavity to the venous
cavernous sinus. We propose that the ovarian dgtéxmimones that modulate the
vascular tension of the nasal and facial veins aiay influence the action of boar

pheromones absorbed into the nasal mucosa inagittsmay reach the brain via
local destination transfer.



WPLYW CENTRALNEGO PODANIA IL-1 p NA EKSPRESJ GENU
GnRH W PODWZGORZU | NA SEKRECJ E HORMONOW
GONADOTROPOWYCH LH | FSH U ANESTRALNYCH OWIEC

A. Herman T. Misztal, D. Tomaszewska—Zaremba

Instytut Fizjologii iZywienia Zwierat im. J. Kielanowskiego, PAN, 05-110
Jabtonna

Wprowadzenie. Stres immunologiczny jest €#o przyczya zaburzenia rozrodu
u ludzi i zwierat. Jedm z kluczowych castek zaangawanych w komunikagj
pomidzy uktadem immunologicznym i rozrodczym ioby¢ interleukina -B
(IL-1B), syntetyzowana przez komoérki nadee do obu tych uktadow. Obedciio
receptorow IL-B stwierdzono na wszystkich poziomach osi podwzgérze
przysadka — gonady (HPG). Wydaje gatem,ze IL-13 maze obnizaé sekrecg
gonadoliberyny (GnRH) w podwzgdrzu, przez co prazikado zmian w sekrecji
hormondw luteinizujcego (LH) i folikulotropowego (FSH) z przysadki.

Cel pracy. Zbadanie wptywu centralnego podania (icv.) [k+ia ekspresgjgenu
GnRH w strukturach podwzgorza: okolicy przedwzrokpuPOA), brzuszno-
przysrodkowym podwzgorzu (MBH), przednim podwzgérzu (AHAvyniostasCi
przysrodkowej (ME), na intensywr¢ translacji GnRH w POA, a tak na
sekrecg hormondéw LH i FSH u anestralnych owiec.

Materiaty i metody. Owcom (n = 22) podano ILBlw dawkach: 10 pg, icv. (n =
6); 50 ug, icv. (n = 6) lub ptyn Ringera, icv. (n18). Zbibrle krwi prowadzono
co 15 min pocawszy na 2 h przed podaniem, a gpete 3 h po podaniu ILfl
lub ptynu Ringera. Nagpnie ddwiadczenie powtdrzono, a owce ubito 2h po
centralnej iniekcji i niezwtocznie pobrano struktyrodwzgorza oraz przednie
przysadki (AP). Dla wyznaczenia profilu translaGnRH owcom (n = 10)
pobrano POA 2h po podaniu Il31v dawce 50 ug, icv. (n = 5) lub ptynu Ringera,
icv. (n = 5). S¢zenie LH i FSH oznaczono met®RIA. Poziom mRNA dla
GnRH wyznaczono metadReal-Time PCR.

Wyniki. Po centralnej iniekcji IL-§ stwierdzono: obrenie ilasci mMRNA dla
GnRH w POA i ME; zmniejszenie intensywiod translacji GnRH w POA,;
spadek ekspresji genu kodcggo podjednostkLHB w AP; obnienie poziomu
MRNA dla FSH przy dawce IL-B 50 ug w AP. Po podaniu icv. ILB1nie
stwierdzono zmian w obwodowym poziomie hormondwagtmtropowych.
Whioski. Prezentowane badania wykazatg, IL-1p jest wanym negatywnym
regulatorem aktywnii osi HPG u anestralnych owiec, a jej dzialangt jaczej
ukierunkowane na hamowanie posttranskrypcyjnycpétesyntezy GnRH.



EXPRESSION OF OREXIN RECEPTOR 2 (OX2R) GENE IN THE
PORCINE HYPOTHALAMUS DURING THE OESTROUS CYCLE

Tadeusz Kaniiski, Nina Smolhska, Anna Nitkiewicz, Jadwiga Przata

Department of Animal Physiology, University of Wexrtand Mazury in Olsztyn,
Oczapowskiego 1A, 10-719 Olsztyn-Kortowo, Poland

Orexin A and B are hypothalamic peptides involvedhie control of food intake,
sleep patterns, autonomic and neuroendocrine sgsféne biological actions of
orexins are mediateda two G-protein coupled receptors, termed orexin paare
1 (OX1R) and orexin receptor 2 (OX2R). The presstudy analyzed by
quantitative real time PCR OX2R mRNA expressionporcine hypothalamic
structures engaged in GnRH production and secteposoptic area (POA),
mediobasal hypothalamus (MBH), and stalk mediamente (SME) on days 2-
3, 10-12, 14-16, and 17-19 of the oestrous cyat#alTRNA was extracted from
all collected tissues and reverse-transcribed ¢d®A. Quantitative real time
PCR analysis was performed with SYBR Green. A ctuiste expression gene,
the GAPDH, was used as internal control to vetiiy quantitative real time PCR.
The specificity of amplification was tested at #red of the PCR by melting-curve
analysis. PCR-amplified DNA was sequencadboth directions to confirm the
accuracy of amplification. Comparison of the PCRplfied DNA sequence to
that in the database indicated 99% homology antivgeotide level. Among three
examined hypothalamic structures: MBH, POA and SMBEanges in OX2R
MRNA expression throughout the oestrous cycle vadrgerved in POA and
SME. The expression peak in POA and SME occurredlays 17-19 (POA:
p<0.05 compared to the all remaining stages; SMB:(@5 compared to days 10-
12). The lowest concentration of the mRNA in POAswaund on days 2-3
(p<0.05vs. the all studied stages), while in SME on days 2(q<0.05vs. days
17-19). Comparing the gene expression in the thygethalamic structures, the
lowest MRNA content was noted in SME (days 2-3:.p5@s. MBH; the three
last studied stages: p<0.05.MBH and POA), while the highest concentration in
POA on days 10-12, 17-19 (p<0.05 compared to MB#l SME), and days 14-16
(p<0.05 compared to SME). On days 2-3 the highgptession of the OX2R
gene was observed in MBH (p<0.05 relative to SMHE)e present findings
provide the evidence that OX2R mRNA occurs in higptamic structures
engaged in the control of reproduction in the pig andicate the dependence of
the orexin receptor expression on the endocrinedetive state.

This research was supported by Ministry of Scieacel Higher Education
(projects no: NN308122134, 528-0206.0805)



EFFECT OF INTRACEREBROVENTRICULAR INFUSION OF OREXI N-
A ON PLASMA GONADOTROPHINS LEVELS IN MATURE FEMALE
RATS

Lidia Martynska Ewa Wolihska — Witort, Magdalena Chmielowska,
Wojciech Bik, Efbieta Wasilewska — Dziufiska, Jerzy Elbanowski*,
Bogustawa Baranowska

Department of Neuroendocrinology; *Department ofdidal Informatics and
Biomathematics; Medical Center of Postgraduate dadion, Marymoncka
99/103, 01-813 Warsaw, e-mazincmkp@op.pl

Orexin-A, hypothalamic peptide, except of its sgoorexigenic properties is
believed to play a role in the reproduction. The af present study was to
investigate the effect of intracerebroventriculd®\) infusion of orexin-A on
plasma LH and FSH levels in the mature female mtariectomized (OVX) and
ovariectomized and estrogenized (OVX+E). Femalet&¥isats, 3 months old,
were infused with: OxA, BIBP3226 (selective inhdrityl receptor NPY), OxA +
BIBP3226 or artificial cerebrospinal fluid — CSFofdrol; n= 10 each group).
Substances at concentrations ofig.in 511 CSF were administered into th&' 3
ventricle of the brain of rats for 5 min (1pl/mirPne hour after the infusion
animals were decapitated, and trunk blood sampke® wollected. Plasma LH
and FSH concentrations were determined by RIA. ORIyH level was
significantly (P<.0,05) lower in orexin- infusedogips compared to controls (CSF
only); in OVX as well as OVX+E. FSH plasma concation was reduced by
40% compared to the level in control (CSF) groupe Tadministration of
BIBP3226 with OxA change the effect of OxA on FSekvdl; BIBP3226
decreased the inhibitory impact of OxA on FSH sanein OVX and OVX+E
groups. Our results show that ICV infusions of ameX suppress the release of
FSH. Thus, it could be suggested that orexin-A eeras a regulator of the
activity of the hypothalamo - pituitary axis in meg female rats and this effect
may be partly mediated through the NPY (Y1) recepto

This study was supported by 501-1-1-27-29/07 Méd@enter of Postgraduate
Education grant.



UDZIAL SALSOLINOLU (POCHODNEJ DOPAMINY)
W MECHANIZMIE HAMOW ANIA SEKRECJI GnRH/LH U OWCY
W OKRESIE LAKTACJI

Tomasz Misztdl Konrad GérsKi, Edyta Molik, Katarzyna Romanowiéz

Ynstytut Fizjologii iZywienia Zwierzt PAN w Jabtonnie;
2Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

Salsolinol (1-metylo,6,7-dihydroksy-1,2,3,4-tetrdhgizochinolina, SAL) jest
zwiagzkiem katecholowym, syntetyzowanym wradkowym ukfadzie nerwowym
(OUN) z dopaminy. Badania wykonane przez nasz 2espg&azaty wysokie
stezenie SAL w brzuszno-przyodkowym podwzgdrzu u owcy w okresie laktacii.
Dobrze opisasm funkcja tego zwazku, w wyej wymienionym okresie, jest
stymulowanie sekrecji prolaktyny. Obecna hipotezakiada, ze zmieniona
aktywnai¢ ukltadu dopaminergicznego podczas laktacji wplywiawniez na
aktywna¢ wydzielniczy podwzgorzowo-przysadkowego uktadu gonadotropowego
GnRH/LH. Celem déwiadczenia bylo zablokowanie dziatania SAL w OUN i
okreslenie zmian koncentracji LH we krwi obwodowej utigigcej owcy.

U cigzarnych owiec (n=7) implantowano chirurgicznie stalo kaniuk,
prowadaca do trzeciej komory modzgowej. Dokomorgwinfuzje zwiazku
antagonizujcego dziatanie SAL — 1-metylo-3,4-dihydroizochinali (1-MeDIQ)
oraz infuzg kontrolm ptynu Ringera-Locke’a wykonano u owiec-matek wtym
tygodniu laktacji. Wszystkie infuzje wykonywane pyeryjnie: 30 min infuzji i
30 min przerwy przez 5 godzin, obejmeijokres przed karmieniem jaghi
(ssaniem), od godz. 10.00 do godz. 12.30, orazsdi@emienia do woli, od godz.
12.30 do godz. 15.00. Jagmniato uniemaliwiony dostp do wymienia matki od
godz. 9.00. U owiec-matek wykonano 2aks-godzinn kolekcf prébek krwi, co
10 minut, w ktérych oznaczonoggénie LH metod radioimmunologicza

Srednie ¢SEM) stzenie LH we krwi owiec-matek, ktérym wykonano infezj
kontrolm, utrzymywato st ha podobnym poziome przed i w okresie karmienia
jagniat, odpowiednio: 5,09+0,13 i 4,97+£0,14 ng/ml. U oevimatek, ktorym
infundowano 1-MeDIQ, stwierdzono istotnie (P<0,004)sze stzenia LH, niz u
owiec kontrolnych, zaréwno przed jak i w okresierrkienia, odpowiednio:
6,74+0,13 i 5,97%0,14 ng/ml. Ponadtogzenie LH we krwi tych owiec obayto
si¢ istotnie (P<0.001) w okresie karmienia jegniw poréwnaniu do skenia
przed karmieniem. Wyniki te sugequize SAL mae by jednym z czynnikdw
hamupcych aktywné¢ sekrecyja uktadu GnRH/LH u owcy w okresie laktaciji.
SAL nie jest glbwnym czynnikiem hanmagym w okresie ssania.



SILA KISSPEPTYNY W PROCESACHROZRODU
Jolanta Polkowska

Instytut Fizjologii iZywienia Zwierzt im. Jana Kielanowskiego PAN,
05-110 Jabtonna

Odkad kisspeptyna weszta na seeandokrynologii rozrodu w 2003r, jej rola jako
kluczowego regulatora #zdorodnych aspektow rozrodu a przede wszystkim
stymulacji sekrecji GnRH/LH u samicy byta stopniowodkrywana i
dokumentowana. Rodzina peptydéw zwanych kisspeptyria produkty genu
KiSS-1 magcych powinowactwo do receptora GPR54. Rola systéiiS-
1//IGPR54 dziatacego gtdwnie w podwzgorzu, zostala zbadana na wielu
gatunkach ssakow, w tym cztowieka, zaréwno u sgaicasamicy. W niniejszej
pracy o charakterze przagbwym omowiono kluczow role tego systemu w
rozrodzie samicy, a szczegoblnie dziatanie kisspgptya & podwzgoérze-
przysadka-gonady (HPG). Uwa sk, ze najwaniejsza funkcja kisspeptyny
dotyczy procesu zapogikowania dojrzatéci ptciowej (puberty) co wize st z jej
modulacyj przez czynniki metaboliczne &rodowiskowe w tym okresie.
Omowiono take wplyw kisspeptyny na dynamiczne zmiany w osi HBG
dojrzatej samicy w czasie cyklu piciowego i ich pexanie z ptla zwrotra. Na
koniec przedstawiono badania o charakterze morikctagQ-fizjologicznym
dotyczce lokalizacji i dziatania sieci neuronow kisspeptyw podwzgoérzu
ssakow i ich kontaktem z neuronami GnRH.



EFFECT OF MELATONIN ON THE LEVEL OF THYROID HORMONE S
IN THE CEREBROSPINAL FLUID IN EWES

Skipor Janing Misztal TomasZ Kaczmarek Monika M

YInstitute of Animal Reproduction and Food ReseaRuiish Academy of
Sciences, Olsztyn,
The Kielanowski Institute of Animal Physiology &hatrition, Polish Academy
of Sciences, Jablonna n/Warsaw

The present study aims to analyze the effect oatarin on the concentrations of
thyroid hormones in the blood and cerebrospinatd f(CSF) during the natural
photoperiodic transition from long to short day®. that purpose, we increased
the concentration of melatonin by administratiorsobcutaneous solid implants,
a treatment well known to advance the breedingoseas sheep. Melatonin was
implanted twice in the test group (n=8) in May ahdy, while control group
(n=8) was not treated. We used a technique thaivall for repeated sampling of
the CSF from the third ventricle of the brain amdparallel, blood samples from
the jugular vein. Both collections were made in-amanth intervals, since May
(before melatonin treatment) to August. The tofgldnd free (f) fractions of T4
and T3 were assayed. Due to the relationships leetvleyroid hormones and
their binding/transporter protein, transthyretimR) at the level of the ventricles,
MRNA expression of this transporter was measurethén choroid plexus of
melatonin-treated and untreated groups.

Melatonin implantation in May and July mainly preted the decrease in plasma
fT3 and TT3 exhibited in untreated group, and iretlia limited decrease in TT4
in June. By contrast, melatonin implantation prégdrthe decrease in CSF T3
observed in the untreated group. No effect of meiat was found on the
expression of TTR mRNA in the choroid plexus. Therere a correlations
between blood fT4 and CSF TT4 concentrations irh lmantrol and melatonin
treated group {r- 0.4; p<0.0dvs.r* — 0.14; p<0.05), as well as between blood fT3
and CSF TT3 concentrations but only in the melataréated group {r— 0.26;
p<0.02).

In conclusion, the active form of the hormone T3mwm the brain is regulated by
melatonin independently of the peripheral changgiinvthe blood. The lack of
correlation between plasma fT3 and CSF TT3 in th&rol group suggests that
an increase in local T3 conversion could contritagean additional source of T3
in the CSF during the period of increasing day tenglhese data seem to confirm
a local nature for recently discovered connectibetsveen the pineal melatonin
signal and thyroid-dependent seasonal biology immals.

* Badania finansowane zZeodkéw MNiISW (Projekt N308 020 31/1984)



OREXIN TYPE 2 RECEPTOR PROTEIN EXPRESSION IN THE
PORCINE PITUITARY GLAND DURING THE OESTROUS CYCLE

Nina SmolinskaAnna Nitkiewicz, Jadwiga Przala, Tadeusz Kaminski

Department of Animal Physiology, University of Wexrand Mazury in Olsztyn,
10-718 Olsztyn-Kortowo, E-maitina.smolinska@uwm.edu.pl

Orexin A and B are associated with the stimulatdrfood intake and arousal.
Orexins’ actions are mediateda G protein-coupled receptors, termed orexin
receptor 1 (OX1R) and orexin receptor 2 (OX2R). @X% selective for orexin
A, whereas OX2R binds both orexins with similarirafy. There is evidence
indicating that orexins act on some pituitary fuoies and their receptors fluctuate
throughout the oestrous cycle. Most results conegrthe orexin system in the
pituitary have been obtained from studies on radlearid humans. Since no
studies have been done concerning the presenaexhageceptors in the porcine
pituitary, we compared the expression levels of Xotein by Western blotting
in anterior (AP) and posterior pituitary (NP) dyidays 2-3, 10-12, 14-16, and
17-19 of the oestrous cycle. Denatured protein gragpns extracted from the
porcine AP and NP, were resolved by SDS-PAGE (12.8%d transferred to
nitrocellulose membranes. Membranes were blocke® fo in TBSTcontaining
5% skimmed milk powder, then overnight with mousayplonal antibodies to
OX2R at a dilution of 1:300 or rabbit polyclonaltéodies to actin at a dilution
of 1:200, which were used as an internal contral.identify immunoreactive
bands, membranes were incubated for 1.5 h with go@&imouse IgG for OX2R
(diluted 1:500) or goat anti-rabbit 1gG for actiilgted 1:5000) conjugated with
alkaline phosphatase. The immunocomplexes wereaNzed using NBT and
BCIP. The results of Western blotting were quaatifby densitometric scanning
of immunoblots with GelScan for Windows ver. 1.46ftware. Data were
expressed as a ratio of OX1R protein relative tingarotein in arbitrary optical
density unitsOX2R protein in AP was most abundant on days 1@i® 17-19
compared to days 2-3 and 14-16 of the oestrou® ¢pe&l0.05), but most abundant
in NP on days 10-12 (p<0.05 compared to days 2d31dR19) and lowest on days
17-19 (p<0.05). Further, OX2R protein was more alaum (p<0.05) in AP than
NP during the oestrous cycle. In conclusion, osults might suggest that orexins
can participate in the control of pig reproductlpnexercising their action at the
pituitary level and have a direct effect on thesgan during the oestrous cycle.
Moreover, changes in OX2R protein expression ingbeeine pituitary strongly
suggest that its sensitivity to orexins varies tigfwout the oestrous cycle.

This research was supported by Ministry of Scieacel Higher Education
(project No N N308 122134, 2008-2011).



WPLYW HORMONOW JAINIKOWYCH NA PODWZGORZOWO-
GONADOTROPOWE MECHANIZMY ROZWOJU JAGNI AT SSACYCH
W CZASIE ODCHOWU

Marta Wakowska Anna Wojcik-Gladysz, Tomasz Misztal, Katarzyna
Romanowicz, Jolanta Polkowska

Instytut Fizjologii iZywienia Zwierzt im. Jana Kielanowskiego, Polska
Akademia Nauk, ul. Instytucka 3, 05-110 Jabtonna

Ujemne sprzzenie zwrotne estradiolu z s$mdkowymi czynnikami
gonadotropowymi odgrywa kluczawrole w procesie wydzielania hormonow
luteinizujapcego (LH) i dojrzewania ggherzykow jajnikowych (FSH) w okresie
postnatalnego rozwoju przed procesem dojrzewargwwégo u samic. Celem
pracy byto sprecyzowanie morfologiczno-czykeiowych wspotzalenosci w
ramach sprzenia zwrotnego w ukladzie podwzgoérzowe neurony
gonadoliberynowe (GnRH) — komérki gonadotropowe orntony jajnikowe u
jagniat w czasie odchowu przy matce. Badania przeprowamza jagnjtach z
usungtymi jajnikami (OVX) na pocatku 6. tygodniazycia oraz jagnitach w
stanie normy fizjologicznej (n=10). Materiaty uzgsie w wyniku kolekcji krwi
obwodowej w 6. i 9. tygodnigycia oraz dysekcji pola przedwzrokowego (POA)-
podwzgdrza (HA) i przysadki moézgowej w 9. tygodriycia, analizowano za
pomoa: (i) histochemicznego oznaczania mMRNA (hybrydyaadn situ),
hormondéw i receptorow estradiolowyah (ERa) w POA-HA i/lub przysadce
mozgowej (GnRH; LH, FSH, ER LH/ERa, FSH/ERX, mRNA dla LH3 i FSH3)
oraz (ii) radioimmunologicznego oznaczania LH i F@&tbsoczu krwi. Wyniki:
Liczba elementéw neuronowych immunoreaktywnychdia) GnRH w POA byta
wigksza a w wynioskxi posrodkowej (ME) byta mniejsza u zwieytz z
usungtymi gonadami (p<0.01). Obserwowanocksze stzenie LH we krwi,
mniejsz populacg gonadotropow ir dla LH i LH[I/ERa oraz wiksz populacg
gonadotropow wybarwionych dla mRNA LH u jagnat OVX (p<0.05).
Wiekszemu sgzeniu FSH we krwi (p<0.001) i wkszej liczbie gonadotropéw
wybarwionych dla mRNA FSH (p<0.05) nie towarzyszyty istotne zmiany
dotyczice komorek ir dla FSH i FSHI/ERa u jagnat OVX w poréwnaniu z
grupa kontrolm. Stzene LH i FSH u zwiert kontrolnych pozostawato na
podobnym poziomie w 6. i 9. tygodnitycia. Wnioski: Dziatanie hormonéw
jajnikowych na gonadotropowe mechanizmy rozwojwnjatgssicych polega na
hamowaniu neurosekrecji GnRH oraz syntezy i uwalaialH i FSH przy
rownoczesnym stymulowaniu sktadowania LH w gruczwoleysadki moézgowe;j.

Praca byta dotowana przez MNiSW z projektu badageze N311 004 32/0224



WPLYW HORMONOW J ADROWYCH NA PODWZGORZOWO-
GONADOTROPOWE MECHANIZMY ROZWOJU JAGNI AT SSACYCH
W CZASIE ODCHOWU

Marta Wakowska Anna Wojcik-Gladysz, Tomasz Misztal, Katarzyna
Romanowicz, Jolanta Polkowska

Instytut Fizjologii iZywienia Zwierzt im. Jana Kielanowskiego, Polska
Akademia Nauk, ul. Instytucka 3, 05-110 Jabtonna

Sprzzenie zwrotne testosteronu z sreadkowymi  czynnikami  ukfadu
gonadotropowego odgrywa kluczewrole w procesie sekrecji hormondw
gonadotropowych luteinizagego (LH) i dojrzewania ggherzykow jajnikowych
(FSH) w okresie postnatalnego rozwoju ptciowegamsow. Celem pracy byto
sprecyzowanie morfologiczno-czymimiowych wspotzalenosci w  ramach
sprzzenia zwrotnego w ukfadzie podwzgérzowe neurony doliaerynowe
(GnRH) — komorki gonadotropowe — hormoungijowe u jagnit ssacych w czasie
odchowu przy matce. Badania przeprowadzono na @riggnat z usungtymi
jadrami na pocgtku 6. tygodniazycia (OCX) oraz grupie jagai w stanie normy
fizjologicznej (n=10). Materiaty uzyskane w wynikolekcji krwi obwodowej w
6. i 9. tygodniuzycia oraz dysekcji pola przedwzrokowego (POA)-poginza
(HA) i przysadki mézgowej w 9. tygodniglycia, analizowano za pomgc(i)
histochemicznego oznaczania mRNA (hybrydyzagjaitu), hormonéw w POA-
HA i przysadce mozgowej (GnRH; LH, FSH, mRNA dlakHFSH3) oraz (ii)
radioimmunologicznego oznaczania LH, FSH i testoste w osoczu Kkrwi.
Wyniki: Liczba perykariondw, neurytow i zakezen nerwowych
immunoreaktywnych (ir) dla GnRH w POA-HA byta mraeg u zwierzt OCX
(p<0.01). Obserwowano wksze stzenie LH we krwi oraz mniejazpopulacg
gonadotropow ir dla LB u jagnat OCX (p<0.05). Populacja gonadotropdéw
wybarwionych dla mRNA LB byla bardzo dia u wszystkich jagat.
Wigkszemu sizeniu FSH we krwi (p<0.001) towarzyszytla ¢ksza liczba
gonadotropow ir dla FSBi wybarwionych dla mRNA FSPBI (p<0.01) u jagrat
OCX w poréwnaniu z grupkontrolm. Stzene LH i testosteronu u zwietzz
grupy kontrolnej wzrosto od 6. do 9. tygodnigcia (p<0.05), podczas gdy
stezene FSH pozostawato na podobnym poziomie. Wnid3kiatanie hormonow
jadrowych na gonadotropowe mechanizmy rozwoju j#gni czasie odchowu
przy matce polega na hamowaniu neurosekrecji GnRkt awalniania obu
gonadotropin przy réwnoczesnym stymulowaniu sktaaitiev LH i hamowaniu
syntezy i sktadowania FSH w gruczole przysadki noozgj.

Praca byta dotowana przez MNiSW z projektu badageze N311 004 32/0224



WALPROINIAN SODU (VPA) HAMUJE ZALE ZNE OD GnRH
UWALNIANIE LH Z KOMOREK PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI
SAMICY SZCZURA IN VITRO NIEZALE ZNIE OD WPLYWU NA
AKTYWNO SC SZLAKU IP 3/PKC

Elzbieta Wasilewska-Dziubskd, Alina Gajewsk3 Anna Hermaf Ewa
Woliaska-Witort, Magdalena ChmielowskaLidia Martyiska, Kazimierz
Kochmarf

Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej,-Centrum Mexhe Ksztalcenia
Podyplomowego, , ul. Marymoncka 99/103 01-813 YWava. e-mail:
ewdzncmkp@op.pl
%Instytut Fizjologii iZywienia Zwierzt im. J.Kielanowskieo Polska Akademia
Nauk ul.Instytucka 3, 05-110 Jablonna

Doskepne dane wskazaj ze stosowany w leczeniu padaczki VPA #eo
wywotywat efekty uboczne akznie z zaburzeniami funkcjonowania uktadu
rozrodczego u kobiet. Wykazanage diugotrwate podawanie VPA samicom
szczura prowadzi do torbielowato jajnikow. VPA wplywa take bezpérednio
na metabolizm steroidéw gonadowych hasoujkonwersg testosteronu do
estradiolu, co obserwowano w komorkactcherzykowych jajnikaswini. W
naszych wczaiejszych pracach wykazatny, ze dazylne podawanie VPA
owariektomizowanym samicom szczura prowadzi do ejenonego uwalniania
LH i FSH z przysadkiin vivo. Stwierdzilémy rowniez, ze VPA hamuje
stymulowane przez GnRH uwalnianie LH z komérek greego ptata przysadki
samic szczurain vitro. Dane te sugeryj ze wewntrzkomoérkowym
mechanizmem odpowiedzialnym za inhikiggonadotropowej funkcji przysadki
mogtby by szlak IR/PKC. Dlatego teé celem podjtych bada byta
charakterystyka zmiangienia LH w ptynie inkubacyjnym oraz fosfoinozytali
komorkach gonadotropowych podanych dziatanitnyéh stzen VPA, oraz 100
nM GnRH. w obecn&i VPA. Otrzymane wyniki wykazatlyze stymulacja
komorek gonadotropowych samym VPA nie hamuje uwvaaliai LH, jednake
efekt ten pojawia siw komorkach traktowanychadznie przez 100nMGnRH i
1000nMVPA. Obnionemu stzeniu LH w ptynie inkubacyjnym nie towarzyszyto
jednak zahamowanie wewtnzkomoérkowej syntezy fosfoinozytoli. Analiza
aktywnaci szlaku IP3/PKC wykazata bowienie synteza fosfoinozytoli w
komorkach traktowanych samym VPA jakzt&nRH w obecn&i VPA byta
znacaco wyzsza od wart€ci stwierdzonej w grupie kontrolnej. Ponadto, pozio
syntezy fosfoinozytoliv komérkach przysadki nie zat od dawki VPA i nie
réznit sie w stosunku do stenia obserwowanego w komdrkach stymulowanych
samym GnRH jak i GhRH w obeciw VPA. Uzyskane dane sugesupe VPA
stymuluje aktywné¢ szlaku IR/PKC w komdrkach gonadotropowych, zatem
mechanizm odpowiedzialny za hamumy wplyw VPA na stymulowane przez
GnRH uwalniane LH wymaga dalszych badaNie mana wykluczy
bezpdredniego dziatania VPA na kanaty wapniowe w komorkprzysadki.

Praca finansowana w ramach projektu CMKP nr 50131-58/09



MASA | WYMIARY J ADER KNURKOW PODDANYCH DZIALANIU
AGONISTY GnRH

Ryszard Tuz

Katedra Hodowli Trzody Chlewnej i Matych Ptmeraczy, Uniwersytet Rolniczy,
30-059 Krakow, al. A. Mickiewicza 24/28

Brak powszechnej akceptacji na prowadzenie tuczadyeh knurow mimo
niewatpliwych korzyci wynika z maliwosci wyshpienia niepaadanego
zapachu w meisie i ttuszczu, powodagego obnienie jakdci tuszy, a nawet jej
dyskwalifikacg .Dotychczas stosowanym sposobem pozbycia zapachu
knurzego w tkankach osobnikow pictskiej jest kastracja chirurgiczna.

W ostatnich latach coraz ¢zxiej podnoszona jest potrzeba gkgzenia
dobrostanu zwiert a w jego ramach nitiwosci wykonywania kastracji prosi
ptci meskiej w sposob inny nidotychczasowy.

Celem niniejszej pracy bylo zahamowanie rozwoju a&ycenego ukiadu
ptciowego knurkObw poprzez zastosowanie agonisty IEnRdesloreliny)
Badaniami ohlgto 24 knurki mieszgce ras pbz x (Duroc x Pietrain). Utworzono
cztery grupy zwiergt po 6 sztuk w kadej. Grug pierwsz (I3) stanowity
zwierzta, ktére zostaly poddane dziataniu GnRH w 91 dhjaia, knurkom
nalezacym do grupy drugiej oznaczanej jako | 4 implardagjykonano cztery
tygodnie péniej (119 dzié zycia) a w grupie Il (I 5) w 147 dnigycia. Pozostate
knurki wchodzity w skiad grupy kontrolnej (K). Bezwednio po uboju (w 25
tygodniu zycia) od wszystkich knurkow wypreparowano nayz piciowe i
poddano ocenie morfologicznej.

Poddanie knurkéw dziataniu desloreliny w formie gliterminowego implantu
spowodowato statystycznie wysoko istotne<@@1) zr&nicowanie mas i
wymiarow pder w poréwnaniu do grupy kontrolnej (K) bez wail na diugéc
okresu implantacjiSrednia masaajira stwierdzona u ocenianych osobnikéw w
przypadku grupy I3 stanowita 18,22%, w grupie 12%78% a w grupie 15 —
57,02 %sredniej masyqgdra knurkéw grupy kontrolnej. Analiza wymiaroadpr
wykazata,ze osobniki z grupy I3, jak rowniezwierzta naleéace do grupy 14,
osiagajac wiek 6 miesicy posiadaty gdra, ktorych diugéc mierzona wraz z
najdrzem oraz szeroké odpowiadaty wymiarom aper knurkow grupy
kontrolnej okrélanym przyyciowo w wieku pomgdzy 105 a 119 dniem.
Natomiast u osobnikbw z grupy 15 wymienione wymiafgder byty
porownywalne z wymiaramigler knurkdw grupy kontrolnej w wieku okoto 4 i
pot miesica.
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ARYL HYDROCARBON RECEPTOR (AhR) PROTEIN EXPRESSION IN
THE HYPOTHALAMUS-PITUITARY-OVARIAN AXIS IN PIGS

Olga Jabtaska, Joanna Piaseckenna Nynca, Renata Hiieta Ciereszko

Departament of Animal Physiology, University of Wiex and Mazury in Olsztyn,
Olsztyn, Poland

The Ah receptor is a ligand-activated transcriptiactor mediating toxic effects
of many environmental pollutants including dioxiitswas also demonstrated that
the AhR may play a significant role in the reguatof reproductive processes in
females. The aim of the study was to examine theepr expression levels of the
AhR in the hypothalamus, pituitary and ovary (&#, corpus luteum, ovarian
stroma) during the follicular (Days 16-19; n=4) datkal (Days 8-10; n=4) phase
of the porcine estrous cycle. The examined orgagie wrovided by pigs after
two controlled estrous cycles. The organs were ichately frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C. The AhR protein esgion level in tissues was
analyzed by Western blotting. Organ samples weredgenized in lysis buffer.
Total protein extract (20 ug of each sample) wasasged by SDS-PAGE
electrophoresis and transferred into nitrocellulosembrane. The membranes
were first immunostained with primary rabbit polychl anti-AhR antibodies and,
then with secondary, alkaline phosphatase conjdgateti-rabbit antibodies.
Reactive bands were visualized using NBT-BCIP retgyeThe intensity of the
bands was analyzed densitometrically. One-way ANChgkowed by the least
significant difference (LSD) post hoc test was used@ompare the AhR protein
expression among porcine tissues during each pbésthe estrous cycle.
Examinations of tissues collected during the folee phase revealed that the
highest level of AhR protein was found in antertuitary and in ovarian
follicle, while the lowest level was demonstratadhe hypothalamus. During the
luteal phase, the AhR protein expression was thledsit in pituitary (anterior and
posterior lobes) and the lowest in hypothalamus @ratian stroma. The study
demonstrated differentiated AhR protein expressevels in particular parts of
the hypothalamus-pituitary-ovarian axis as weldasng different phases of the
porcine estrous cycle. We suggest that AhR may playgnificant role in the
regulation of female reproduction.

This study was supported by the Ministry of Scieand Higher Education (grant
No N N311 317836) and by the European Union withenEuropean Social Fund
for O.J.



WPLYW PODANIA MIESZANINY PCB  IN OVO NA WYL EGOWOSC |
STEZENIE HORMONOW TARCZYCY WE KRWI JEDNODONIOWYCH
PISKLAT

Marcin W. Lis', Andrzej SechmanDanuta Wtor *, Karolina Gtodek
Jerzy W. Niedziétka

'Katedra Hodowli Drobiu, Zwiegt Futerkowych i ZoohigienyKatedra
Fizjologii i Endokrynologii Zwieragt, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

Uwaza sk, ze wraliwo$¢ organizmu na dziatlanie zgwkdéw z grupy
polichlorowanych bifenyli (PCB) jest szczegolniezdw okresie embrionalnym i
postnatalnym, poniewawv tym czasie mechanizmy detoksykacyjne nigeszcze
catkowicie uksztattowane. dw 1973 roku Platonow i Reinhard (Can. J. Comp.
Med. 37) wykazali,ze u kur zywionych pasz z dodatkiem Alocloru 1254
(mieszanina PCB zawierg@a 54% CI) nagpuje dawko-zalena akumulacja PCB
w jajach wykgowych. U ssakéw wykazan@e PCB wplywai na funkcg
tarczycy, obwodowy metabolizm jodotyronin i wykagwysokie powinowactwo
do biatek przenogszych hormony tarczycy we krwi. U ptakéw wptyw PCRB n
czynng¢ tarczycy nie zostat w peini wygaiony. Dlatego teé celem
prezentowanych badabyta proba odpowiedzi na pytanie, czy iniekcja ddou
1254 jn ovd w pocztkowej fazie embriogenezy wptywa na wygbwas¢ oraz
stezenie tyroksyny (1) i trojjodotyroniny (Ts) we krwi jednodniowych piskt.
Aloclor 1254 podawanm ovodo jaj kurzych w dawkach O (kontrola), 10, 100,
1000 ng/50 pl oleju arachidowego/jajo (n=90 jajfgiuw 4 dniu embriogenezy
(E4). Inkubagi prowadzono w standardowych warunkach. Krew pohi@d 10
jednodniowych piskit losowo wybranych z kalej grupy. Stzenie T, i Tz w
osoczu krwi oznaczano metpdadioimmunologicza stosujpc zestaw firmy
BRAHMS (Niemcy).

Pomimo tego,ze iniekcjain ovo Alocloru 1254 istotnie (§0,05) zwikszyta
zamieranie zarodkéw w okresie klujnikowym (E18-E24; poszczegodlnych
grupach traktowanych Aloclorem wskak ten wynosit odpowiednio 7,3%,
10,0% i 7,4%), nie wphuta ona jednak na ostateczny wahik wylegowasci
(P>0,05). Iniekcja Alocloru 1254 w dawce 1000 ng/jamniejszata gtenie T,

we krwi jednodniowych piskt o 30,4% (RO,05). Nie stwierdzono natomiast
wptywu tej substancji nagtenie T; (P>0,05).

Uzyskane wyniki wskazaj ze u ptakOw podanie mieszaniny polichlorowanych
bifenyli in ovo w pocatkowej fazie embriogenezy wpltywa na rozwdj zarodka
oraz na funkgj tarczycy.

Badania sfinansowano z tematu BW 2221/KHDZFiZ/08



MECHANIZM DZIALANIA GENISTEINY | DAIDZEINY W
KOMORKACH KORY NADNERCZY SWINI: UDZIAL RECEPTOROW
ESTROGENOWYCH I KINAZ TYROZYNOWYCH W SEKRECJI
ANDROSTENDIONU

Barbara Kamiska, Marek Opaikd.uiza Dusza

Katedra Fizjologii Zwierzt, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warrsgko-Mazurski
w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 1A, 10-957 Olsaymail: mareko@uwm.edu.pl

Genisteina i daidzeinaasto raslinne estrogeny, obecne przede wszystkim w
roslinach motylkowych. Bogatymzrodiem tych zwizkdw s soja i jej
wysokobiatkowe przetwory, w tymdruta poekstrakcyjna sojowa — powszechny
sktadnik mieszanek petnoporcjowych dla trzody, drobi bydta.
Wewnatrzkomdrkowe mechanizmy dziatania fitoestrogenéw zwierzat sa
zroznicowane. Fitoestrogeny m.in. mpg docelowych komorkachadzye sie z
receptorami estrogenowymi (ER), dodatkowo genistejest uwaana za
specyficzny inhibitor kinaz tyrozynowych (PTK). dwini genisteina i daidzeina
zwickszajp sekreat androstendionu przez komorki kory nadnerczy, jedidziat
ER i PTK w tym zjawisku pozostaje niewyyaony. Zwierzta dowiadczalne
komorki kory nadnerczy pozyskiwano od dojrzatycicigivo loszek swini
domowej w fazie lutealnej (n=5) i faziegherzykowej (n=5) cyklu rujowego.
Doswiadczenie in vitro do zawiesiny komoérek (300 tys./ml medium F12)
dodawano badane substancje: genisteinb daidzeig (5, 10 uM) z
dodatkiem/bez specyficznego antagonisty ER: ICI. 282 (0,mM). Czs¢
komorek inkubowano w obecfm inhibitora PTK: Tyrfostinu AG 957 (5, 10/

— poroéwnanie dziatania inhibitora i genisteiny) [#CTH (5nM — kontrola
pozytywna). Komaorki inkubowane bez wgj wymienionych dodatkdéw stanowity
grupe kontrolm. Inkubacje trwaty 8h (37°C, 95% powietrza i 5%gO0OW
uzyskanym medium  oznaczano ¢z&nie  androstendionu metpd
radioimmunologicza.

Wyniki otrzymane w obu grupach loszek byly rpsface: (1) fitoestrogeny:
genisteina i daidzeina oraz ACTH (kontrola pozytgyvrpowodowatly istotny
wzrost (p<0,05) sekrecji androstendionu przez zaloe komoérki kory nadnerczy
swini; (2) ICI 182.780 dodawany do zawiesiny komomekaz z genistein lub
daidzeia, nie wptywal na dziatanie tych fitoestrogenow; (@ntagonista
receptorow estrogenowych - ICI 182.780, nie powaalovowniez zmian w
podstawowym wydzielaniu androstendionu, (4) inloibikinaz tyrozynowych -
Tyrfostin AG 957 w przeciwigstwie do genisteiny istotnie olmat sekregj
androstendionu przez izolowane komaorki kory nadnefwini. Uzyskane wyniki
moga wskazywg& na brak udzialu ER i PTK w wewttizkomorkowych
mechanizmach dziatania fitoestrogenow w korze niadydwini.

Praca finansowana przez MNiSW (projekt badawczit311 296435)



ANDROGENIC PROPERTIES OF SINGLE PBDE CONGENERS IN
OVARIAN FOLLICLES

Anna Karpeta Ewa . Gregoraszczuk

Department of Physiology and Toxicology of Reprtidag Institute of Zoology,
Jagiellonian University, Krakéw, Poland.

Objective: In the present study, we have evaluatedirtheitro effects of single
PBDE congeners (-47,- 99, -100 and -209) and nestwf these congeners on
P4.T ratio and T:E2 ratio in ovarian follicles.

Material and Methods; Cocultures of theca and granulosa cells colleftenh
medium-sized follicles of cycling pigs were exposed24 hrs to three different
doses of PBDE-47 (0.5, 25 and 50 ng/ml), PBDE-925010 and 17.5 ng/ml),
PBDE-100 (0.1, 4.0 and 12.5 ng/ml) or PBDE 20950®@25 and 0.5 ng/ml). At
the end of the culture, the levels of progester{fné¢), testosterone (T) and
estradiol (E2) secreted into culture medium wetterdeined by ELISA

Results The decrease of P4:T ratio with parallel increafS€:E2 ratio was noted
after 24 hrs exposure for all congeners. Surprigjragter withdraw reagents from
medium, increase of P4:T ratio with no effect oEZ:ratio was observed.
Situation is different when cells were exposedrfuxture. Increase of P4:T ratio
with parallel decrease of T:E2 ratio was noted.

Summary: first, androgenic properties of single congenerd antiandrogenic
properties of mixture suggest stimulatory and irbity action on 1B-HSD
respectively, second probably due to withdraw ratggyrom medium, there are
no substances stimulatedBtASD and therefore progesterone is not transfeoed
testosterone and next oestradiol.

Conclussion: Polybrominated dibenzoethers may be responsibieetgessive
androgen production and consequently polycysticiamasyndromes.

Acknowledgement. This study was supported by théBD&®Z/K/ZDS/000783,
Poland



WPLYW KSENOBIOTYKOW NA SEKRECJE PROGESTERONU (P4)
ORAZ OKSYTOCYNY (OT) | NA EKSPRESJ E GENOW NP-I/OT i PGA
W KOMORKACH LUTEALNYCH KROWY WE WCZESNEJ Cl  AZY

Jarostaw MiynarczukMichat H Wrobel, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwiegt i Badai Zywnaici PAN, Olsztyn

Substancje chloroorganiczne stosowane w rolnictpreemyle s trwale obecne
w naturalnymérodowisku i niekorzystnie wptywajna czynnéc jajnika i macicy.
Zaburzenia te magby¢ przyczyra poroniéh u samic, w organizmach ktorych
stwierdzono znaczne #oi ksenobiotykow.

Najpierw badano ekspresimRNA neurofizyny-l/oksytocyny (NP-1/OT) oraz
monooksygenazy peptydylo-glicylpaminowej (PGA) w tkance Ilutealnej
bezpdrednio po pobraniu oraz w komdrkach lutealnych goh2inkubacji bez
ksenobiotykow. Poniewawyniki te nie ranity si¢, w dalszych pracachzyto
modelu hodowli komorkowej. W kolejnym élwiadczeniu badano wptyw PCB
77, DDT, DDE i HCH (1 i 10 ng/ml) na sekredp4 i OT przez komorki lutealne
krowy z 3-5, 6-8 i 9-12ygodnia cizy po 48 h inkubacji z ksenobiotykami. Zao

8 h inkubacji okrélono ekspresj genu neurofizyny-l/oksytocyny (NP-1/0OT) oraz
monooksygenazy peptydylo-glicylsaminowej (PGA).

Tylko DDE (1 ng/ml) zwgkszat (P<0.05) wydzielanie P4, szavszystkie
ksenobiotyki stymulowaty sekrecOT (P<0.05) z badanych komorek. Wptywato
to na zmian stosunku wydzielanej OT do P4 w 9-12 tygodnigzyi(P<0.05).
Ksenobiotyki (z wyjtkiem HCH) w dawce 10 ng/ml zgkszaly (P<0.05)
ekspresi genu NP-1/OT w komadrkach lutealnych w badanyctathzcizy, z& te
same ksenobiotyki hamowaty (P<0.05) ekspreggnu PGA w 9-12 tygodniu
Clazy

Uzyte ksenobiotyki stymulaj syntez i sekrecg OT w komorkach lutealnych
ciazowego ciatkazottego, co zwiksza stosunek wydzielanej OT do P4. To z
kolei, maze zwiksza ryzyko poronié we wczesnych stadiachagy.



MECHANIZM DZIALANIA FITOESTROGENQW W KOMORKACH
LEYDIGA G ASIOROW: UDZIAL RECEPTOROW ESTROGENOWYCH

Marek OpatkaBarbara Kanfiska, Anna, Leska, Luiza Dusza

Katedra Fizjologii Zwierzt, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warrisgko-Mazurski
w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 1A, 10-957 Olsaymail: mareko@uwm.edu.pl

Fitoestrogeny, obecne w wielu paszacllinoych (soja, lucerna, koniczyny),
posiadaj wiasciwosci podobne do estrogendw zwiecych i mog wplywat na
funkcjonowanie uktadu rozrodczego. Ze wzfyl na obecni@& piercieni
fenolowych w budowie chemicznej fitoestrogendw,atkmie tych zwizkdw na
komorki maze odbywé sig, miedzy innymi, po paiczeniu s¢ z receptorami
estrogenowymi. Wczaiejsze badaniaQpatka i wsp., Reprod. Biol. 2006 6
Suppl. 2: 47-5% sugerowaly,ze hamowanie wydzielania testosteronu przez
komorki jader u gsioréw jest niezalme od receptoréw estrogenowych. W celu
zweryfikowania powyszej hipotezy badano wptyw fitoestrogenow na sgkrec
testosteronu przez komorki Leydigasgprow po zastosowaniu antyestrogenu ICI
182,780 blokujcego receptory estrogenowe.

Jadra pobierano od dojrzatych ptciowo samcéysidBiatej Kotudzkie[l w czasie
sezonu rozptodowego. 1zolowane komoérki Leydiga’fhl) inkubowano z ICI
182,780 (100 nM) przez 3 godziny a rastie z fitoestrogenami (5 i 5AM):
genistein oraz daidzeigp przez kolejne 20 godzin. Po zakaonej inkubacji
w mediach oznaczono poziomy testosteronu metoddioimmunologicza.
Istotnas¢ réznic okrelono przy wyciu analizy warianciji.

Genisteina i daidzeina, w obu zastosowanyeliesiach, obrialty wydzielanie
testosteronu przez komorki  Leydiga as@gréw. Inhibitor receptorow
estrogenowych, ICI 182,780, nie znosit hamapo wptywu fitoestrogendéw na
sekrecg testosteronu przez inkubowane komoésgkirpwe.

Otrzymane wyniki wskazugj ze dziatanie fitoestrogendw na steroidogenez
w komodrkach Leydiga ggioréw nie odbywa sipoprzez receptory estrogenowe.
Potwierdza to nasze wczreejsze obserwacje dotygze braku udziatu receptorow
estrogenowych w mechanizmie dziatania fitoestrogewgadrach samcéwgsi.

Praca finansowana przez MNiSW (projekt badawczit341 274034)



ACCUMULATION OF HCB AND PECB IN OVARIAN FOLLICULAR
WALL FOLLOWS REPEATED EXPOSURE. COMPARISON OF THE
ACTION HCB AND PECB ON ESTRADIOL SECRETION.

Anna PtaR, Jerzy Falandy8zEwa t. Gregoraszczik
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Krakow, Poland
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Gdaisk, 18 Sobieskiego Str., PL 80-952 @slq Poland

Objectives. Hexachlorobenzene (HCB) is an organochlorine ftidgi widely
used in agriculture and is also used as a softeamegt for plastics (Zheng at al.
1999). HCB has been most frequently (80-100% ofpd@)rdetected pollutant in
the follicular fluid of farm animal (cattle, sheegoats and pigs) (Kamarianos et
al., 2003) and human follicular fluid and serumrigh et al., 1993). Data
concerning accumulation this compounds in ovaradlicfes and action on steroid
secretion are scare.

The aim of the presented data was to test differencesaratcumulation of HCB
and its metabolite pentachlorobenzene (PeCB) infdhieular wall. Moreover,
compare the action of HCB and PeCB on estradmksen.

Methods. The small (SF) and large (LF) preovulatory porcioéicles were
incubated in M199 medium + 10%FBS at 37°C with tamsshaking at 70rpm,
for 4 days. The media were changed every day apedated dose pf/ml of
Hexachlorobenzene (HCB) and PentachlorobenzeneB)P&@s added each day
till 4 days of cultured. Media was collected evelgy and frozen for steroid
analysis by RIA and to test HCB and PeCB accunanatR4h after the last
treatment follicles were frozen for further anasysiCB and PeCB concentrations
in the follicular wall and medium were analysisrhogiss spectrometry.

Results. PeCB was found at a higher level in the tissug2(%nhd 87,2 %) than
HCB (57,6 and 41,77%) of total doses in SF anddlkcles respectively. The
sum (medium + tissue) of PeCB determinate was dlthessame as the total dose
PeCB. The sum of HCB determinate was significalotiyer than the total dose of
HCB. Time- and stage of follicular development- elegent estrogenic and
antiestrogenic action of both reagents was notstrogenic action of both was
observed till 3 days in SF and only in the firsyda LF, than antiestrogenic
action was observed.

Conclusion. Differences between the accumulation of HCB andBPsedggests
local metabolism of HCB to PeCB in the folliclesedRiced estradiol levels noted
after long term of exposition to both reagents banresponsible for disruption
ovarian function.



COMPARISON OF THE ACTION OF PCBS AND PBDES ON
17R-ESTRADIOL STIMULATED PROLIFERATION IN MCF-7 BRE AST
CANCER CELLS

Anna Ptak, Karolina Mazur, Anna Wrébel, Patrycja (Giwa t. Gregoraszczuk.

Departament of Physiology and Toxicology of Repetidu, Chair of Animal
Physiology, Institute of Zoology, Jagiellonian Usrisity, Ingardena 6, 30-060
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We have analyzed whether PCB118, 138, 153, 18@;atais of polychlorinated
biphenyls, and BDE47, 99, 100, 209, indicators ofyprominated biphenyl
ethers interfere with the activity of estradiolproliferation of the MCF-7 cell line
by co-treating the cells with E2 and the tested pounmds.

MCF-7 human breast cancer cells (ATCC, Manassas,M&A) were cultured in
DMEM without phenol red supplemented with 5% CDFB$arcoal-treated
bovine serum) medium one day before the administrabf the tested
compounds, to exclude estrogenic effects via megdamad then the cells were
cultured for 3 days with 10nM E2 (Steraloids, Indewport, RI) or 0.1uM,
0.5uM and 1uM tested PCBs congeners opnM10.5uM and 1puM tested PBDEs
congeners (LGC Promochem, Wesel, Germany).

Part two of the study was performed by co-treatifterent doses of PCBs or
PBDEs with E2. Cell proliferation was determined Ioyeasuring BrdU
incorporation (Cell Proliferation ELISA System; R@cMolecular Biochemicals,
Mannheim, Germany).

Increase of cell proliferation was observed under influence of E2. All PCB
congeners added alone increased (dependent oroslee dsed) cell proliferation
compared to the control, while PBDEs had no eféeccell proliferation, except
of medium and high doses of BDE99 and BDE209. Tdutiae effect of E2 and
all PCB congeners on cell proliferation was obsénhe the case of PBDEs there
was no interaction with E2 on cell proliferation.

Our in vitro results demonstrated that, the mosiuabled in the environment,
PCB congeners exhibited estrogenic properties,eMABDES have no effect on
cell proliferation. Based on the results of thespréed data PCBs but not PBDEs
should be taken into consideration as a poterdiaterogens.

Acknowledgement: This study was supported by th&xg/000783/2009, Poland



WPLYW KAPSAICYNY ORAZ SEZONOWO SCI NA LCZEBNO $C
WYDAWANEGO NA SWIAT POTOMSTWA U CHOMIKOW
SYRYJSKICH (Mesocricetus auratus)

Olimpia PrzyjemskaEugenia €gowska

Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Instytut Biologiig®lnej i Molekularnej,
Zaktad Toksykologii Zwiegz

Kapsaicyna to jedna z najardejszych substancji czynnych pieprzowca rocznego.
Uczucie palenia i bélu zwzane ze spgwaniem i kontaktem z kapsaicyn
wynika z jej bezpfredniego oddziatywania na neurony ukfadu nerwowego,
zwlaszcza na receptory czuciowe odpowiedziaklpezas odczuwanie bolu oraz
termoreceptory wrdiwe na bodce termiczne. Efektem jej dziatania jest
depolaryzacja synaps i wysytanie sygnatdow do mokgare odbieraneasjako
wrazenie ciepta i bolu. Kapsaicyna zazwyczaj nie poyyedmwatych uszkodze
tkanek — pobudza tylko komorki nerwowe w podobngsgib, jak rzeczywiste
uszkodzenia na skutek urazu mechanicznego, lubrpepa.

Obiektem naszych dwiadczeé jest wptyw kapsaicyny na gryzonie, ¢dizy
innymi chomiki syryjskie. Do tej pory wykazatny, ze podanie tego alkaloidu ma
istotny wptyw na ich termoregulacp w szczegélriei na preferencje termiczne
tych zwierat i w zwiazku z tym najprawdopodobniej tak z innymi aspektami
jak metabolizm czy rozrodczgd W przeprowadzonych do tej pory
dodwiadczeniach udowodndimy ze sita dziatania kapsaicyny pawana jest ze
zdolnaicia zwierzat do zapadania w hibernacjub torpor lub brakiem takiej
zdolnaci.

Celem bada bylo sprawdzenie liczebdo wydawanego wiosn na $wiat
potomstwa w grupie kontrolnej sktadegj st z chomikdéw, ktérym aplikowano w
sezonie zimowym roztwor z spfizjologiczra oraz chomikéw po 10ciokrotnej
iniekcji roztworu z kapsaicynw dawce 10mg/kg masy ciata . Iniekcje odbywaty
si¢ podobnie jak w grupie kontrolnej, w sezonie zimawyoddzielone byty od
siebie 24ro godzirmprzerwa. W kazde] grupie znajdowato si6 par w wieku
prokreacyjnym.

Pilotazowe daéwiadczenia wykazaly zi samice narsgone na stres iniekcji
kapsaicyny pgdzej zachodzity w aze i wydawaly naswiat potomstwo i
samice z grupy kontrolnej, jednak wekszasci przypadkow mioty samic z grupy
kontrolnej byly liczniejsze. Jedna z racji # ilos¢ mtodych w miocie i dluga
cigzy jest u gryzoni cechdos¢ indywidualry, nalezatoby przeprowadzibardziej
szczegotowe badania.



EFFECT OF EXPOSURE TO LOW DOSES OF PCB 153 ON THYROD
HORMONES IN THE CEREBROSPINAL FLUID IN EWES
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Rabelais, 37380 Nouzilly, France

Ortho-substituted polychlorinated biphenyls (PCBs) cibuist a large part of the
PCB residue found in the environment and animasus. Structure-activity
relationship studies showed their binding activ@yransthyretin (TTR), a protein
acting as a major transporter of thyroid hormoriés)(in blood and cerebrospinal
fluid (CSF). Binding of thyroxine (T4) to TTR in ¢hCSF prevents its removal
from the CSF as well as increase uptake of T4 timobrain. TH are involved in
the endogenous seasonal rhythms of neuroendocepeductive activity in
several photoperiodic species. Local conversionT4fto biologically active
triiodothyronine (T3) by deiodinase type Il in thgpothalamus is a key process
of that regulation. Disruption of TH transport ahthding in the CSF is one
potentially important mechanism by which PCBs caéstudb TH homeostasis in
the CSF. The present study aims to analyze thecteffedi-ortho substituted
PCB153 exposure on the concentrations of TH inblleed and CSF. For that
purpose, we administered orally PCB 153 (0.33 migékyg 3 times per week
during 3 week, i.e. 9 times, n=7) or vehicle in m@etomized, estradiol treated
ewes, and collected blood and CSF. We assayed P3Betels (together with
PCB138) and concentrations of T4 and T3. MegBEM) concentrations of PCB
153 in plasma were 30 8.6 pg/ml in control ewes, and 1264.7 pg/ml in PCB
treated ewes. They reached 1&.6.1 pg/ml and 13 0.7 pg/ ml in the CSF,
respectively. There were significant differenceswieen PCB 153/138 ratio in
control and PCB 153 treated ewes in plasma (p<(.@0&l CSF (p<0.02).
Exposure to PCB 153 significantly reduced the cotre¢ion of total T3 (p<0.05)
and free fraction of T3 (p<0.02) in plasma, and to@centration of total T3
(p<0.02) in the CSF. The levels of total and frekeif plasma and CSF and free
T3 in the CSF were not affected by PCB 153 adnratisin. In conclusion, these
results demonstrate thdt-ortho PCB 153 reaches the CSF. Moreover, exposure
to low doses of PCB 153 affects mainly T3, and #ffect may be related with
PCB action on deiodinase activity in both periphamg the brain.

Badania finansowane zZgodkéw MNiSW (Projekt 258/N-INRA/2008/0) Grant
n° DWM/N19/INRA/2008 France



VEGF mRNA EXPRESSION IN THE CHOROID PLEXUS OF
EWES EXPOSED TOorto-SUBSTITUTED PCB153

SzczepkowsKaA, SkiportJ, Miynarczuk J, Dufourny 12, Thiery J-C

YInstitute of Animal Reproduction and Food ReseaRuiish Academy of
Sciences, Olsztyn, PolarfdJMR 6175, Inra-Cnrs-Université F. Rabelais, 37380
Nouzilly, France

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is invedy in the regulation of
endothelial cell stability, ependymal cell functjonand periventricular
permeability in adult. VEGF is required for thelstidy and maintenance of the
choroid plexus and blockade of this molecule rasmtCNS damage. It has been
demonstrated thadrtho-substituted PCB 104 induce VEGF overexpression in
endothelial cells that stimulates endothelial hppemeability and
transendothelial migration of cancer cells. Most thle PCB congeners
accumulated in the brain anetho-substituted and non coplanar in nature.

The present study aims to analyze the effectodho substituted PCB153
exposure on the expression of VEFG in the chortedys. For that purpose, we
administered orally 2,2’,4,4’,5,5 PCB (PCB153) 38.mg/kg/day, 3 times per
week during 3 weeks, i.e. 9 times, n=7) or vehinle@variectomized, estradiol
treated ewes. After killing animal, choroid plexsisgere collected from lateral
ventricles. Expression of VEGF in the ovine chorpidxus was evaluated using
real-time PCR, and data were normalized on thesldsi8S mRNA content.
Real-time PCR analysis showed mRNA expression ofGNEn the choroid
plexus but did not show any differences in the egpion of VEGF in response to
PCB 153 treatment. Further studies are necessamyvatuate VEGF protein
abundance.

Badania finansowane zZgodkow MNiSW (Projekt 258/N-INRA/2008/0) Grant
n° DWM/N19/INRA/2008 France



SEKRECJA PROSTAGLANDYN Z KOMOREK NABLONKA
JAJOWODU KROWY, POD WPLYWEM POLICHLOROWANYCH
BIFENYLI I ICH HYDROKSYLOWANYCH METABOLITOW

Michat H. Wrobe] Jarostaw Mtynarczuk, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwiegt i Bada: Zywnaici Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Polichlorowane bifenyle (PCBs) nale do grupy chloro-organicznych
ksenobiotykow, trwatych, poprzemystowych s&a srodowiska. Stymulwj one
sekrecg prostaglandyny (PG) 2z komorek macicy, zwkszapc w ten sposob
kurczliwos¢ skrawkdéw miometrium krowy. Poniewalla zapocatkowania cizy
wymagane jest zachowanie prawidiowej kurczkwiojajowodu, warunkujcej
transport gamet i zarodka, dlatego celem niniejszpada bylo okrelenie
wptywu PCBs na sekregjz komorek nabtonka jajowodu PGk2 PGEZ2,
regulupcych kurczliwgé miesnidwki gtadkiej.

Komorki nabtonka jajowodu krow z 1-5 dnia cyklu,kilbowano z PCBs:
mieszanin techniczi (Aroclor 1248), kongenerami (PCB 30 i PCB 153)zora
hydroksylowanymi metabolitami (PCB 30-OH i PCB 5080 Przeywalnas¢
komorek pod wptywem PCBs (10 i 100 ng/ml) mierzopm 24, 48 i 72 h.
Stezenie PGF2 i PGE2 w medium hodowlanym okteno po 2 i 48 h inkubaciji z
PCBs (0,1, 1 10 ng/ml).

Zaden z #ytych PCBs nie zmienit (P>0.05) peaavalnasci badanych komarek.
Podane PCBs zwkszaty (P<0.05-0.01) sekrecjPGF2r i PGE2 z komorek
nabtonka jajowodu, jednak po 48 h inkubacji ich ywtna sekreg PGE2 byt
mniej widoczny.

Podsumowujc, PCBs zaktdcajczynna¢ sekrecyjm nabtonka jajowodu krowy,
zmieniapc stosunek wydzielanych prostaglandyn. Zgloto by czescia
mechanizmu, na drodze ktérego PCBs wptywwag kurczliwg¢ jajowodu krowy.

Praca finansowana przez projekt (N N311 006586z Polsk Akadem¢ Nauk
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AMPLICON LENGTH-POLYMORPHISM OF PREGNANCY-
ASSOCIATED GLYCOPROTEIN FAMILY (PAG) IN THE DOMESTI C,
WILD AND HYBRID PIGS *

Bieniek Martynd, Panasiewicz GrzegdrzZZalewski KazimierZ Koziorowski
Marel® and Szafranska Bozer@

Department of Animal Physiologipepartment of Biochemistry, Faculty of
Biology, University of Warmia and Mazury in OlsztjRepartment of Physiology
and Reproduction of Animals, University of Rzeszow

Multiple placental PAGs have been identified as pmentary DNA (cDNA)
cloned in the Artiodactyla (cattle, sheep, pig, goat and white-tail deer),
Perissodactyla(horse and zebraRodentia(mouse) andCarnivora order (cat).
The PAG gene family is expressed in embryo-origidamembranes (pre-
placental trophoblast and post-placental trophestad- chorionic epithelium) of
many eutherian mammals. The aim of this study wasddntify amplicon-lenght
polymorphism of porcine PAG genes (pPAG) in the dstic and wild pig
genomes, comparing to a hybrid of the domesticwith a wild boar (dp x wb)
with the use of genomic DNA (gDNA), as templateee TQDNA was harvested
from porcine leukocytes of females (n=31) and mé&te®9) of the domestic pigs,
and from hair roots of wild pigs (n=45) and dp x \ibrids —Sus scrofa
domesticax Sus scrofg(3 females and 4 males). The purified gDNA tengdat
were applied for PCR amplifying the gene fragmenxio(s 6-9) with the lowest
homology between active and inactive members. Tihmeps (ex6SE/pagC)
should allow to amplify the fragments (from 431dfcDNA and up to 2608 bp of
gDNA), according to nine-exons of the pPAG2 gemacsiire. Obtained pPAG
amplicons were electrophoresed parallel to pPAGRBIA — used as positive
control, and negative control (without templatend a&hen vacuum-transferred
onto positively charged nylon membranes. The sjpdgifof PCR-produced
porcine PAG-like amplicons was examined by douli8duthern hybridizations.
Two [*?P]-labeled double stranded pPAG probes (complemerita ORF of
cloned pPAG5 and pPAG10 cDNAs, as templates reptiege catalytically
inactive and active aspartic proteinases (GenBa&kt88554 and AY775784,
respectively). Autoradiography for the pPAG5 andAGRO probes permitted to
identify different profiles and dominant pPAG anaplns of various length (up to
approx. 2.6 kbp). The PAG amplicon profile deteresirdiversified genotype of
each animal. The profile of amplicon length-polyptasm of the pPAG genes
may provide useful data for a novel genetic magkeparation.

*Supported by NR58/DR INNO/118/2008 and UWM522-02206.
©szafran@uwm.edu.pl



THE EXPRESSION OF PEROXISOME PROLIFERATOR ACTIVATED
RECEPTORS (PPARs) GENES IN PORCINE ENDOMETRIUM DURING
THE ESTROUS CYCLE AND EARLY PREGNANCY

lwona Bogack$ Dorota BoruszewskaKaminska Katarzynga Marek BogacKi

'Department of Animal Physiology, University of Wiriand Mazury in Olsztyn,
10-719 Olsztyn, Oczapowskiego 1A, Poland
?|nstitute of Animal Reproduction and Food ResearcRolish Academy of
Science, 10-747 Olsztyn, Tuwima 10, Poland

Peroxisome proliferator activated receptors (PPA&s)a family of the nuclear
receptors which play an important role as transiomal factors. Three isoforms
of PPARs have been described PRARPAR/, PPARD. Recently their role has
been extensively explored in the rodent femalea@yetive system during the
estrous cycle and pregnancy. The present study wetertaken to determine the
guantitative expression of several isoforms of PBAMRNA in the endometrium
during the estrous cycle and periimplantation menopigs. Gilts with an average
body weight of 100 kg and 7 months of age fromiegbe farm were divided into
two groups, cyclic and pregnant. Gilts were synolaed and superovulated by
single intramuscular injection of PMSG followed b€G. The animals from the
first group were slaughtered at following dayslod £strous cycle: 2-4 (n=3), 5-8
(n=6), 9-10 (n=3), 11-12 (n=3), 13-15 (n=6), 16{h#3) and 18-21 (n=6). Gilts
from the second group were inseminated twice df@atment with PMSG and
hCG (the first time 24 h after hCG treatment arelgbcond time— 12 h later) and
were slaughtered at a proper day of pregnancyeaterfollowing subgroups: 5-8
(n=6), 9-10 (n=6), 11-12 (n=7), 13-15 (n=7), 16{b&5), 18-21 (n=3), 21-30
(n=3). The mMRNA expression of PPARs in endometrivas analyzed by real-
time RT-PCRs. During the estrous cycle the expoassi PPAR1 mRNA was
significantly higher (p<0.01) on days 13-15 whemgared to remaining periods.
The expression of PPARandf transcripts showed similar pattern and the lowest
levels of MRNAs were observed on days 2-4 (p<0.08)17 and 18-21 (p<0.01)
in comparison to remaining periods (days 5-8, 91D,12). During pregnancy
significant increase (p<0.01) in the expressioPBAR/L mMRNA was noted on
days 16-17, 18-21 and 22-30 when compared to egréigods. The transcript
level of PPAR was significantly lower (p<0.05) on days 11-12 @&2430 when
compared to days 5-8, 9-10, 13-15. The mRNA expess PPARY was higher
on days beginning from 5-8 till 18-21 and signifitlg (p<0.05) dropped on days
22-30. Significant decrease (p<0.05) in PPBARRNA level was also noted on
days 9-10 when compared to days 5-8 and 11-12.r@$dts indicate that the
endometrial expression of PPARs genes fluctuatengluthe estrous cycle and
gestation and it seems that the profile of chandepends on steroids
(progesterone, estrogens) environment.

This research was supported by the Ministry of i&meand Higher Education
(Project N N311 360235)



THE EFFECT OF IL1 B, IL6 AND TNFa ON MYOMETRIAL AND
ENDOMETRIAL EXPRESSION OF CYCLOOXYGENASE 2 (COX-2)
MRNA IN PIG (SUS SCROFA DOMESTICA) DURING PREGNANCY AND
THE ESTROUS CYCLE

Anita Franczak AgataZmijewskd, Beata Kurowick§ Bartosz Wojciechowicz
Marek Bogacki, Genowefa Kotwich

'Department of Animal Physiology, University of Wiriand Mazury in Olsztyn,
Oczapowskiego 1A, 10-718 Olsztyn
“Reproduction and Food Research of Polish AcaderBgiehces, Tuwima 10,
10-747 Olsztyn, Poland

Porcine uterine tissues and embryos express c@skimhich can be involved in
the regulation of prostaglandin secretion duringyepregnancy and the estrous
cycle. We examined if selected cytokines, fL1L6 and TN, regulate
expression of COX-2 transcript gene in porcine mgtwmam and endometrium
during days 10-11, 12-13 and 15-16 of pregnancy Hrel estrous cycle.
Individual myometrial and endometrial slices hatgdson respective days of
pregnancy and the estrous cycle were placed inureukials containing 2 ml
medium M199, preincubated (18 h,°87 95% Q and 5% CG@ and next
incubated for 12 h with control medium and cytokndL1$, IL6 and TNFx (10
ng/ml, each). After incubation myometrial and enétmal slices were collected
and the expression of COX-2 mRNA was determinedigudteal Time PCR
method On days 10-11 of pregnancy both the myometrium aemdometrium
responded positively to I3l During the estrous cycle stimulatory effect offiL
was observed only in the endometrium. IL6 increadS&XK-2 mRNA expression
only in pregnant myometrium, while TNFncreased abundance of COX-2 gene
only in pregnant endometriur®n days 12-13 the myometrium did not respond to
examined cytokines both during pregnancy and stees cycle. Endometrium
harvested on days 12-13 of pregnhancy respondetvabgionly to IL13, while in
the endometrium harvested on days 12-13 of thewestycle both IL#, IL6 and
TNFa increased COX-2 mRNA expression. On days 15-16refjnancy the
responsiveness of the myometrium tolL1L6 was higher when compared with
pregnant endometrium. During days 15-16 of theoestrcycle only ILB
increased COX-2 mMRNA expression in the myometriumhile cyclic
endometrium did not response to studied cytokilesummary: 1) the effect of
IL1B, IL6 and TNFx on uterine abundance of mMRNA for COX-2 dependshen
day of the pregnancy and the estrous cycle; 2) gnexamined cytokines I3l
seems to be the most potent regulator of COX-2 mRpression in porcine
myometrium and endometrium.

This research was supported by grant N N311 068%2887-2010) from the
Ministry of Science and Higher Education, Poland



PROFIL SEKRECJI LEUKOTRIENU (LT) B 41LTC 4PODCZAS
INDUKOWANEGO EKSPERYMENTALNIE STANU ZAPALNEGO
MACICY U SWIN

Barbara Jana
Instytut Rozrodu Zwiegt i Badai Zywnaici Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Celem badabyto okrelenie profilu sekrecji LTB i LTC,4 podczas indukowanego
eksperymentalnie stanu zapalnego macicy u loszelk3 Wiu cyklu rujowego
(dzien 0 bada) do kadego rogu macicy infundowano w grupie kontrolnej (jy
50 ml ptynu fizjologicznego, a w grupachsivadczalnych 50 ml zawiesink.
coli (025:K23h/:H1), zawieraicej 10 bakterii/ml (gr. 1) lub 16 bakterii/ml (gr.
[lI). W dniu 0 oraz w kolejnych 17 dniach badéo spodziewanego 20 dnia
cyklu rujowego) pobierano od loszek proby krwizglty jarzmowej, w celu
oznaczenia koncentracji LTs. W 17 dniu b@adgrzeprowadzono ocen
makroskopow jajnikOdw i macic oraz pobrano wycinki macic w ce&anaczenia
zawartdci LTs i wykonania oceny histopatologicznej. W ntach loszek gr. Il
stwierdzono rozwdj ostrego procesu zapalnego odiagm przebiegu, podczas
gdy w macicach loszek gr. Ill wykazano wysbwanie gtdbwnie ostrego procesu
zapalnego o eikim przebiegu, a tale podostrego. W grupie Il, poziom LT/
osoczu, w okresie od 6 do 10 dnia hadst wyzszy (P<0.01, P<0.001)xw gr.

I. Infuzje bakterii w gr. Ill spowodowaty, w porowniu z gr. |, podwyszenie
(P<0.01, P<0.001) koncentracji LT®d 4 do 17 dnia dwiadczenia. W okresie
od 6 do 9 dnia badapoziom LTB, w osoczu loszek gr. 11l byt wagzy (P<0.01)
niz w gr. Il. W poréwnaniu z gr. |, podaniezsiej dawki bakterii wywotato
zwigckszenie (P<0.05-0.001) poziomu L7 @ osoczu od 4 do 12 dnia badaraz
w dniu 14 i 15, podczas gdy wsza dawké&. coli spowodowata wzrost (P<0.05-
0.001) koncentracji tego LT w okresie od 4 do 1vadmda. W 3, 8 i 11 dniu
bada koncentracja LT@w osoczu loszek gr. Il byta vigza (P<0.05, P<0.01)xni
w gr. lll. Z kolei w gr. 1ll w porownaniu z gr. lijos¢ LTC,4 ulegta podwyszeniu
(P<0.05-0.001) w 5 i 9 dniu dwiadczenia oraz w okresie od 13 do 17 dnia
bada. Zawart@¢ LTB, i LTC4 w endometrium macic loszek gr. Il byta #sza
(P<0.05, P<0.01) aiw gr. | i Il. Wyniki bada& pokazuj, ze rozwijapcy Sk
proces zapalny macicy ozidym nasileniu prowadzit do wzrostu produkcji L4 B
LTBC,. Jakkolwiek, wielké¢ i profil sekrecji obu LTs byly zrnicowane.
Wielkos¢ syntezy LTB byta bardziej uzalmiona od stopnia nasilenia zmian
zapalnych w macicachnlLTC,.



LOKALIZACJA CZYNNIKA WZROSTU NERWOW | JEGO
RECEPTOROW W MACICACH LOSZEK

Barbara JanaAneta Andronowska
Instytut Rozrodu Zwiegt i Badai Zywnaici Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Czynnik wzrostu nerwdéw (NGF) odgrywa ¢ohie tylko w funkcjonowaniu
ukladu nerwowego, ale tai& ukladu endokrynowego i immunologicznego.
Wczeniejsze badania wilasne pokaguje lokalizacja, jak 1 nasilenie ekspresji
NGF i jego receptorow (TrkA i p75 — o wysokim i kil powinowactwie,
odpowiednio) w jajnikachwin s3 zré&znicowane w przebiegu cyklu rujowego.
Obecne badania mialy na celu olemie, metod immunocytochemiczp
lokalizacji NGF, TrkA i p75 w macicach pobranych lodzek w 11 oraz 19 dniu
cyklu rujowego. Analiza mikroskopowa skrawkow mapachodzcych z 111 19
dnia cyklu wykazatla immunoreaktywdsto NGF i TrkA w nabtonku
powierzchniowym i gruczotowymgsrodbtonku i btonie mgsniowej naczy
krwionosnych, pojedynczych komoérkachebu endometrium oraz w miometrium.
W macicach z 19 dnia cyklu silniejszeakcg NGF obserwowano w €gci
komorek nabtonka powierzchniowego orapdbtonka naczy krwionosnych w
poréwnaniu z dniem 11. Z kolei, ekspresja TrkA wektdrych komdrkach
srédbtonka naczy z 11 dnia cyklu byta wisza nk w dniu 19.
Immunoreaktywnéé p75 w macicach pobranych w 11 i 19 dniu cyklu wggo
stwierdzono w cogci komérek nabtonka powierzchniowego i gruczotowego
srodbtonku naczy krwionasnych, pojedynczych komorkachebu endometrium,
a take w miometrium. Komorki btony méniowej naczy krwionosnych nie
dawaly pozytywnej reakcji z aytym przeciwciatem. Intensywidé reakcji
barwnej p75 w niektérych komoérkashbdbtonka naczy w macicach z 11 dnia
cyklu byta wyzsza nk w dniu 19 cyklu. Wykazana obeci@oNGF, TrkA i p75 w
macicachswin sugerujeze NGF dziatajc przez swoje receptory uczestniczy w
auto- i parakrynnej regulacji funkcji macicy u tegatunku zwiergt. Uzyskane
wyniki wskazuj takze na maliwy wptyw hormondw steroidowych na ekspresj
NGF, TrkA i p75 w macicy.



ROLA RECEPTORA KWASU LIZOFOSFATYDOWEGO 3 (LPA3) W
BLONIE SLUZOWEJ MACICY SWIN WE WCZESNYCH ETAPACH
CIAZY

Katarzyna Kamiska, Marta Wasielak, Marek Bogacki

Instytut Rozrodu Zwiegt i Badai Zywnaici Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie,
10-745 Olsztyn, ul. Tuwima 10

U swin zbytnie zagszczenie zarodkdw w macicy skutkuje zakiéceniami w
procesie miogenezy i/lub zamieraniem zarodkow, mast rodzce s¢ proskta

w wyniku takiej cazy charakteryzyj si¢ nizsza mas urodzeniow, co przektada
sig na ogromne straty w produkcji wieprzowiny i przeéteymigsnym. Jednate
mechanizmy lgace u podstaw tego zjawiskaswin pozostaj nieznane. Badania
przeprowadzone na gryzoniach dowiodlyz iza nieprawidtowéci w
réwnomiernym rozmieszczeniu zarodkéw w macicy zagewielorodnych mae
odpowiadé brak funkcjonalnego receptora kwasu lizofosfatydgaw 3 (LPA3).
Dlatego w niniejszej zbadano czy receptor LPA3wini, podobnie jak to
wykazano u gryzoni, odgrywa rownie istgtrole we wczesnych etapachazy ze
szczegolnym uwzgtnieniem newralgicznego okresu okotoimplantacyjnego
Przy wykorzystaniu metod Real-time RT-PCR oraz emstblot okrélili smy
poziom ekspresji genu oraz biatka LPA3 w cyklu vwyon oraz we wczesnych
etapach @izy. Ponadto, do badazostat rownie wykorzystany zwiergcym
modelem déwiadczalnym, ktéry stanowity loszki poddane zabigego
chirurgicznemu polegagemu na odeciu jednego z rogéw od trzonu macicy, w
wyniku, czego po inseminacji do zaptodnienia doaiodtylko w jednym rogu.
W celu sprawdzenia powdania funkcjonowania receptora LPA3 ze szlakiem
syntezy prostaglandyn, zbadano wptyw selektywnegmisty receptora LPA3 na
wydzielanie prostaglandyn przez béaihuzowa macicyswin (RIA).

Analiza statystyczna wykazata wszy poziom receptora LPA3 we wczesnych
etapach @izy w porownaniu do odpowiadaych dni cyklu rujowego, 11-17
dzien ciazy, oraz w rogu macicy z rozwiggymi zarodkami. Wykazano rowriie
wptyw LPA3, midzy innymi, na podwiszenie wydzielania PGE2 przez bjon
sluzowa macicyswin.

Uzyskane wyniki potwierdzaj znacaca role LPA3 w okresie
okotoimplantacyjnym i sugeralj iz receptor ten prawdopodobnie uczestniczy w
réownomiernym rozmieszczeniu zarodkOw oraz w inicjpoocesu implantacji u
swin. Ponadto, receptor ten jest jednym z czynnikdwraich udziat w
modulacji poziomu prostaglandyn wzarnych loszek.

Katarzyna Kamiska jest wspétfinansowana przez rituropejsk w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego.



THE ESTROGEN RECEPTOR ALPHA (ER a) AND THE
PROLIFERATIVE MARKER Ki-67 EXPRESSION IN THE UTERUS OF
NEONATAL AND IMMATURE PIGS FOLLOWING EXPOSURE TO
FLUTAMIDE

Katarzyna Knapczyk-StwotaMalgorzata Durléj Marek Koziorowsk, Barbara
Bili niska, Maria Stomczyjiska

!Department of Endocrinology & Tissue Culture Inggtof Zoology, Jagiellonian
University, Krakéw, Poland
’Department of Physiology & Reproduction of Animalsjversity of Rzeszéw,
Poland

The uterus is a target tissue for many signalingemues that govern its function
through endocrine, paracrine and autocrine mechenisThe normal uterine
action requires a proper formation of endometridands. Endometrial
adenogenesis, which begins shortly after birth esnanstrated by increasing
epithelial cell proliferation as well as the eskngreceptor alpha (ERR
expression in nascent glandular epithelium andsuading stroma.

Flutamide is well known as a potent androgen recefR) antagonist. Recent
findings showed that flutamide exerts its benefieiffects by up-regulation the
ERo expression and enhancing local aromatase aciiviyeasing plasma B7
estradiol (E2) level. Moreover, it was demonstrateat the proliferative response
of the uterus to E2 can be blocked by an antiestrognd an antiandrogen
suggesting that androgens can also stimulate eratibn of the uterine
epithelium. The objectives of this study were téedmine whether the exposure
to flutamide could be related to the changes inptiesence of the ERas well as
uterine cells proliferation in neonatal and immatpig uterus.

Porcine uterus were obtained from 2-day-old andoBtimold animals exposed to
flutamide (50mg/kg body weight) starting at 20 Orday of gestation or starting
at postnatalday 2. The 5um paraffin sections were incubateth \&i mouse
monoclonal antibody against kERat a dilution 1:100 and a mouse monoclonal
antibody against Ki67 at a dilution 1:75 (both frobako A/S, Glostrup,
Denmark). Detection of the primary antibody wasoaeplished by the secondary
antibody followed by the ABC/HRP complex, using $enadish peroxidase and
DAB as a substrate.

Our data show the ERexpression in the endometrium and myometrium of
neonatal and immature porcine uterus. The intergiiynmunoreaction revealed
noticeable changes in the expression ofaE&fter exposure to flutamide.
Moreover the differences in the surface epitheliyroliferation between
flutamide-treated and control animals.

Concluding, the present data indicate that andegeting through AR could be
involved in the uterine cells proliferation as wad ER expression.



EXPRESSION OF LYSOPHOSPHATIDIC ACID RECEPTORS DURIN G
EARLY PREGNANCY AND ESTROUS CYCLE IN THE BOVINE
CORPUS LUTEUM

llona Kowalczyk-ZiebaKatarzyna Jankowska, Dariusz Jan Skarzynskielzaab
Woclawek-Potocka

Department of Reproductive Immunology and Pathgloggtitute of Animal
Reproduction and Food Research, Polish Academgieh&es, 10-747 Olsztyn,
POLAND

We have recently shown that lysophosphatidic acldPA) stimulates
prostaglandin (PG)Eand progesterone (P4) secretion in viiring the luteal
phase of estrous cycle and during early pregnakiocyeover, LPA acting as an
auto-paracrine factor stimulates PGQ#oduction by the bovine endometrial cells
in vitro. LPA concentration and mRNA transcript exgsion for LPA receptor
type 1 (LPA1) are higher in the bovine endometridaning early pregnancy in
cows than during estrous cycle. However, thereoiglata confirming that LPA
may act directly on bovine corpus luteum (CL) dataotropic factor. Therefore,
the objective of the present study was to exanfibevine CL may be a target for
LPA action during estrous cycle and early pregnarBsfore slaughter, cows
were divided into two groups: pregnant and cyclibe animals chosen for the
pregnant group underwent artificial inseminatiomeTissues were assigned for
the following days: days 2-4 of the cycle (n=6)ysl&-10 of the cycle (h=7) and
pregnancy (n=4), days 17-19 of the cycle (n=6) pregnancy (n=10). Protein
localization (immunohistochemical staining) and regsion (Western blotting) as
well as mRNA transcript quantification (Real-timeCR) of LPA receptors
(LPAL, LPA2, LPA3, LPA4) in the bovine CL were euated. Proteins for all
types of LPA receptors were found in the membraridateal cells and in some
blood vessels during all examined phases of théecgod early pragnancy.
MRNA quantification and protein levels for all exiaedLPA receptorsn the CL
did not differ during the estrous cycle (P>0.05pwéver, on days 17-19 of
pregnancy transcript abundance and protein lewaisLPA2 and LPA4 were
significantly higher than on the respective dayshef estrous cycle and than on
days 8-10 of pregnancy (P<0.05). In conclusion,gresent study demonstrated
dynamic expression of the LPA2 and LPA4 receptorthé bovine CL during the
cycle and early pregnancy. The overall data sughestthe bovine CL may be a
target for LPA action via LPA2 and LPA4 during gadregnancy, thus might
contribute to the development and maintenanceeoCthin cattle.



DIVERSITY OF PREGNANCY-ASSOCIATED GLYCOPROTEIN
FAMILY (PAGS) IN THE IBERIAN RED DEER ( CERVUSELAPHUS
HISPANICUS)*

Panasiewicz GrzegdrzKitewska Annd, Bieniek Martynd, Martinez-Pastor
Felip¢ and Szafranska Bozer@

!Department of Animal Physiology, Faculty of Biolpbiversity of Warmia and
Mazury, 10-719 Olsztyn-Kortowo, PolarftNational Wildlife Research Institute,
University of Castilla-La Mancha, Albacete, Spain

A proper embryo-maternal interaction can be sudolgsexamined by specific
tests permitting for accurate concentration measearg of the PAGs (as prenatal
protein markers) in the maternal blood or milk slesf the ruminant species.
Such PAGS’ tests are routinely used due to the cential test BioOPRYN®
(BioTracking LLC, USA), based on two registered goas (USA/#6869770,
Mexico/#233668). Both patents concern the cataifticinactive (I) and active
(A) members of the PAG family that was classifiedite aspartic proteinases (EC
3.4.23). Previously, complementary DNA (cDNA) oktlkhorionic PAGs have
been cloned in some mammalian ordékgiodactyla PerissodactylaRodentia
and Carnivora But previously, genomic DNA (gDNA) has not beesed as a
template for amplicon-length polymorphism of the@®A&enes. The aim of this
study was to identify the PAG family polymorphisny kifferent amplicon-
profiles within two gene regions (exons 2—6 and)5r9the Iberian Red Deer
(Ird), according to previously identified PAG cDNAsthe white-tailed deer and
structural exon-intron organization of the PAG genEhis study was performed
with gDNA of the Ird females and males (N=198). Tgi@NA templates were
isolated from hair roots and used for two-step P@Rarose-separated Ird
amplicons were transferred onto nylon membraneswkee subjected to doubly
heterologous (ht) Southern hybridization witiP-labeled porcine probes,
complementary to pPAG3(l) and pPAG10(A) cDNAs (exdt+-9). This is the
first study reporting the presence and amplicomfiempolymorphism of the PAG
gene family in the Iberian Red Deer, presently rain@PAG . Our ht-Southern
permitted to identify specific signals for the germding catalytically active and
inactive forms of the IrdPAGs in thi€ervidae subspecies. Higher IrdPAG
amplicon polymorphism (173-3600 bp) occurred withive exons 2-6 (10
amplicons determining 14 genotypes) then withingkens 5-9, in which only 2
amplicons (390 and 610 bp determining 2 genotypesg found. Further studies
of the IrdPAG polymorphism are required for a nogehetic marker preparation
that can be useful for early preselection of yotergales and males with the best
reproductive abilities.

*UWM522.0206.206 grant; @zafran@uwm.edu.pl




EFFECT OF PITUITARY GROWTH HORMONE AND INSULIN-LIKE
GROWTH FACTOR TYPE-I ON PROLIFERATION, APOPTOSIS AN D
HORMONE SECRETION OF THE PLACENTAL CELL LINE JEG-3

Agnieszka Rak-MardyteEwa tucja Gregoraszczuk

Department of Physiology and Toxicology of Repréidag Chair of Animal
Physiology, Institute of Zoology, Jagiellonian Uamsity, Krakéw, Poland

Objective Placenta human choriocarcino@BG-3 cells were used &iudy the
possibility that pituitary growth hormone (GH) amdulin-like growth factor type

I (IGF-I) act on first trimester of pregnancy preggone (P4) and human
chorionic gonadotropithCG) secretion, cell proliferation and apoptosis.
Material and Methods:The JEG-3 cell line was cultured in DMEM without
phenol red containing 10% FBS. The cells were plate96-well plates at the
density of 3 x18for 24 h and treated with 10, 50, 100, or 200 ng@hGH or 10,
30, 100, or 250 ng/ml of IGF-I for 24 h. At the eatlithe culture period, cell
proliferation was measured using the BrdU colorimetssay and caspase-3
activity, as a marker of apoptosis, was determibgdhe colorimetric method.
Media were frozen for hormone analysis by enzymmumoassay (EIA).
Results:We found that the stimulatory activities of GH d@F-I on both P4 and
hCG secretion paralleled the stimulation of ceblipgration and inhibition of
apoptosis.

Conclusion:Our findings suggest an important role for piteyt&H and IGF-1 in
normal placental function during the first trimesdé pregnancy.



OVARIAN STEROIDS REGULATE PROSTAGLANDIN SECRETION I N
THE FELINE ENDOMETRIUM*

Marta J. SiemieniuchAnom Bowolaksog%) Dariusz J. Skarzynskand Kiyoshi
Okud

!Department of Reproductive Immunology and Pathglbtgtitute of Animal
Reproduction and Food Research of the Polish Acgddrsciences, Olsztyn, 10-
747, Tuwima-St. 10, Poland
’Graduate School of Natural Science and Technoldggy@ma University,

Tsushima Naka, 700-8530, Japan

Prostaglandins (PG)s have been demonstrated tcipaté in majority of events
in the reproductive tract and constitute potentdisccontrolling the endometrial
function in several investigated species. Cycligiérations of ovarian steroids
seem to be responsible for fluctuations of PG et@oughout the menstrual and
the estrous cycle. Sex steroids may directly affpantaneous PGFand PGE
production by the endometrium of the human, cog, porse and rodent species.
Sex steroids, i.e. progesterone)(Bnd 1B-estradiol (E), fluctuate during the
feline estrous cycle and their alterations correspto many events in the cat
reproduction. To determine the endocrinal relatigps in the feline endometrial
cells, the methodology of the stromal and epithetells separation was
established in the preliminary experiment. The hgemeity of the isolated cell
cultures was confirmed by using an anti-cytokeratid anti-vimentin staining. In
primary cultures, the epithelial cells were sphedriar cylindrical in shape, with
distinct round nucleus, and stromal cells were dipishaped and elongated with
slightly visible nucleus. The stromal cells contaation of epithelial cells did not
exceed 5% and epithelial cell contamination of $bremal cells did not exceed
1%. To investigate possible effects of sex steroi$G secretion in the cultured
endometrial cells, mMRNA expressions coding for P@eperoxide synthase
(PTGS2 in the epithelial and stromal cells harvestedhwsex steroids were
studied by RT-PCR. The effects of ovarian sterotls PG secretion in the
epithelial and stromal cells were investigated bA.EE, at a dose 10 M
significantly increased PGf secretion in the epithelial cells (P<0.01). BGF
production was intensified by the treatment in coration with both steroids
(P<0.001). R alone had no effect on PgFsecretion in the epithelial cells,
whereas Pat a dose I0M enhanced PGEproduction (P<0.05). The ovarian
steroids stimulated both PgFand PGE in the epithelial cells of the feline
endometrium via an Ereceptor (ESR1)- and4Preceptor (PGR)-dependent
genomic pathway. In contrast to the epithelials;eteither P nor E affected PG
secretion in the stromal cellRBTGS2mRNA expression was not affected by
ovarian steroids in both cell types. The presersteliteme for the endometrial
epithelial and stromal cells separation and cultysem seems to be valuable as
a research model for further studies in the fumctid feline endometrium. The
overall results suggest that &nd R are directly involved in PG secretion only in



the endometrial epithelial cells in the cat butstheffects are not accompanied
with changingPTGS2mRNA expression.

*Supported by Grant-in-Aid for Scientific Researftbm the Polish Ministry of
Scientific Research and High Education (MNiSW N 8@3 934). MJS was
supported by Domestic Grants for Young Scienti$tthe Foundation for Polish
Science (FNP START, 2008, 2009) and Post DoctoebWwship Program of the
Japan Society for the Promotion of Science (No8P3G)



DISTRIBUTION AND CHANGES IN AMOUNTS OF THE AQUAPORI N
1,5AND 9 IN THE PIG UTERUS DURING THE ESTROUS CYCLE AND
EARLY PREGNANCY

Mariusz T. Skowronskiand Agnieszka Skowronska

'Department of Animal Physiology, Faculty of Biol@gyd?Department of
Human Physiology, Faculty of Medical Sciences, &y of Warmia and
Mazury, Olsztyn, Poland

Fluid movement through uterine cell membranesusiat, as it can modulate the
tissue imbibition pattern in the different phaséshe estrous cycle. Moreover,
during early pregnancy in the pig there is a drasn@duction on luminal fluid
which is associated with uterine receptivity foragdibcyst implantation.
Aquaporins (AQPs) are a family of membrane chapneteins that facilitate bulk
water transport. To date, 11 isoforms of AQPs Haeen reported to be expressed
in the female and male reproductive systefige purpose of our study was to
determine the localization and expression of AQERQP5 and AQP9 within the
pig uterus during different stages of the estrowdec(days 2-4, 10-12, 14-16 and
18-20) and pregnancy (days 14-16 and 30-32). Impenoxidase and semi-
quantitative immunoblotting techniques were useduk Tesults demonstrated the
following: (1) AQP1, AQP5, and AQP9 were clearlytetged in all studied stages
of the estrus cycle and pregnancy. (2) AQP1l wasliloed within uterine
mesometrial, myometrial, and endometrial blood elksssIn cyclic gilts,
endometrial and myometrial expression of AQP1 pnotdid not change
significantly. In pregnant gilts, endometrial angometrial expression of AQP1
protein increased on Days 14-16 and elevated ors B&y32 in comparison with
the estrous cycle. (3) AQP5 was localized in smoatiscle cells and luminal and
glandular epithelial cells. Endometrial expressab®QP5 protein did not change
significantly between Days 2-4 and 10-12 of thecest cycle but increase®
0.05) on Days 14-16 and 18-20 when compared with 2agsand 10-12 of the
cycle. Myometrial expression of AQP5 did not chamsggnificantly during the
estrous cycle, however increased in the pregna@d¢ylhe anti-AQP9 antibody
labeled luminal and glandular epithelial cells térus. Endometrial expression of
AQP9 protein did not change significantly betweeay® 2-4 and 10-12 of the
estrous cycle but increased € 0.05) on Days 14-16 and 18-20 when compared
with Days 2-4 and 10-12 of the cycle. Thus, we legpothesize that a functional
and distinctive collaboration exists among divek&§#Ps in water handling during
the different functional uterine phases in theastrcycle and pregnancy.

Praca finansowana przez MNiSW projekt badawczy R8N3042 33



UDZIAL KOMPLEKSU BLONOWEGO RECEPTORA PROGESTERONU
(P4) W POZAGENOMOWYM MECHANIZMIE WPLYWU P4 NA
MIOMETRIUM KROWY

Dominika StoninaMagdalena K. Kowalik, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwiegt i Badai Zywnaici Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

W pozagenomowym wplywie P4 na komérkmoze uczestniczy btonowy
receptor P4 — PGRMCL1 (progesterone membrane compohge tworzacy
aktywny kompleks z biatkiem SERBP1 (serpine 1 mRKiding protein).
Dotychczas stwierdzono obe&ogenu PGRMC1 w ciatkuz6ttym oraz w
endometrium krowy. Jednocree wykazanoze P4 mae dziald pozagenomowo
w komorkach miometrium, nitiwe, ze przez PGRMC1, jedna& brak jest
danych na ten temat. Dlatego celem lhadgo okrelenie: (1) ekspresji genow
PGRMCL1 i SERBP1, oraz (2) komorkowej lokalizacjpguktow tych genow w
miometrium krow podczas cyklu rujowego.

Materiatem do bada byly macice pobrane poubojowo od krow/i dojrzatych
jatbwek z 1-5, 6-10, 11-16, 17-21 dnia cyklu rujgee W DGw. 1 w
homogenatach skrawkéw miometrium oznaczono ekspmasfNA PGRMC1
oraz SERBP1 metadReal-time PCR. W Dav. 2 immunohistochemicznie
lokalizowano biatka PGRMC1 oraz SERBP1 w skrawkaelticy.

Wykazano po raz pierwszy ekspresmRNA PGRMC1 oraz SERBP1 w
miometrium krow. Nie obserwowano zmian (P>0.05) wzipmie mRNA
PGRMC1 w trakcie cyklu rujowego. Wykazano natomiaptidek (P<0.05)
ekspresji mMRNA SERBP1 po 11 dniu cyklu. Barwiemarunohistochemiczne
potwierdzity obecn& bialek PGRMC1 oraz SERBP1 w miometrium kréw we
wszystkich fazach cyklu rujowego.

Uzyskane dane wskaaujna maliwa role receptora PGRMC1 oraz biatka
SERBP1 w pozagenomowym wptywie P4 na miometriummmae dodatkowo
stuzy¢ ochronie wczesnej iy, co sugeruj wyniki wstepnych bada.

Praca finansowana w ramach grantu MNiSzW Nr NN3823%7



THE LEVEL OF IMMUNOGLOBULIN IN THE MARE’S BLOOD AND
MILK DURING THE POST DELIVERY PERIOD

AnnaSwiatek', Agata Zagrajczuk Adam Okoélski, Maria Kwaniewsk&

'Department of Animal Reproduction and Anatomy
2 Department of Animal Physiology and Endocrinology

Due to epiteliochorial type of placenta, the f@abereft of mother’s antibodies in
a greater extent than the other domestic animalws@um, as the main source of
antibodies should include at least 30g of immunbglio in 11. As the foal sucks
the udder, the colostrums’ ingredients change. dine of the research was to
evaluate the concentration of immunoglobulin inbh@od plasma, colostru@mnd
mare’s milk, as well as evaluate the correlatiotmieen these factors and the state
of reproductive tract. For the experiment 6 marekonik polski breed had been
used. The observations had been made from the fdagligery till the 12" day
after delivery. During this period, the blood, clmmand mare’s milk had been
collected to evaluate the level of immunoglobuliine clinical, bacteriological
and cytology examinations from the mare’s reprogectystem were carried out.
The highest level of immunoglobulin in milk glanélcsetion was observed on the
1°day after delivery 3,304g/100 ml, the lowest 0,300l on the 12 day. The
lowest level of immunoglobulin in the blood plash@39g/100ml was observed
on the §' day after delivery and the highest 3,645g/100mkre 18" day. The
mares ovulated on thé"78" and §' day after foaling. With 66,6% of mares the
microorganisms from the reproductive tract werdaisal and in the 33,4% the
result was negative. The most frequently isolatedcronrganism was
Streptococcus sp. Among the separated pathogenitsggtreptococcus sp. from
the CB- hemolytic group were isolated. On the basis d@blogical examinations
the infection was observed with one mare. Analyzhrggresults it was stated that
the level of immunoglobulin in the blood plasmahgher than the level of
immunoglobulin in the_colostrunand mare’s milk and the level of antibody
during post partum period shows dropping down tange The average
concentration of immunoglobulin in the blood plasm&,53g/100ml and in the
secretion of the milk gland 1,61g/100ml. The ineexh level of antibody was
noticed with the mares where the bacteriologic&dtions of the reproductive
tract were found. Statistical analysis of the rsuwdoncerning the level of
immunoglobulin in the blood plasma shows substhmtifierences among the
examined mares.




EXPRESSION AND CELLULAR LOCALIZATION OF
LYSOPHOSPHATIDIC ACID AND ITS RECEPTORS IN THE BOVI NE
ENDOMETRIAL CELLS

Izabela Woclawek-Potock#iona Kowalczyk-Zieba, Katarzyna Jankowska,
Dariusz Jan Skarzynski.

Department of Reproductive Immunology and Pathgloggtitute of Animal
Reproduction and Food Research, Polish Academgieh&es, 10-747 Olsztyn,
POLAND

We have recently shown that lysophosphatidic adiBA) stimulates PGE
production, cell viability and intracellular caloiuion mobilization in cultured
endometrial cellsn vitro. However, there is no data which cells of the hevi
endometrium are responsible for LPA production artht are the expression
levels of LPAL receptor in these cells. The objective of the gmestudy was to
examine if cultured bovine epithelial and stromellcwere able to produce LPA
and what were the expression levels LdtAl receptor in these cells. LPA
concentration was measured in the culture mediuthimrstromal and epithelial
cells of the bovine endometrium. Protein expresgWestern blotting) as well as
MRNA transcript quantification (Real-time PCR) dPAl were evaluated in the
cells. We found that both stromal and epithelidlsceeere able to produce LPA.
However, in epithelial cells there was higher LP#&ncentration than in stromal
cells. We also found higher mRNA and protein exgimss for autotaxin (enzyme
responsible for LPA synthesis) in epithelial thammmal cells. On the other hand,
we demonstrated higher mRNA transcript abundandepaotein expressions for
LPAL in stromal than epithelial cells of the bovieedometrium. In conclusion,
the present study demonstrated that LPA producedpithelial cells acts as an
auto-paracrine factor mainly on stromal cells o thovine endometrium via
LPAL.



PRESENCE OF P450 AROMATASE (P450arom) AND PRODUCTION OF
178-ESTRADIOL (E ,) BY PORCINE ENDOMETRIUM AND
MYOMETRIUM DURING EARLY PREGNANCY AND THE ESTROUS
CYCLE (DAYS 14-16)

Bartosz Wojciechowicz Anita Franczak AgataZmijewskd, Beata Kurowickj
Barbara JarfaAnna Robak Genowefa Kotwich

'Department of Animal Physiology, University of Wiriand Mazury in Olsztyn,
Oczapowskiego 1 A, 10-718 Olsztyn, bartosz.wojoiedz@uwm.edu.pl
*Pathology of Reproduction Department, Division epRductive Endocrinology
and Pathophysiology, Institute of Animal Reproduttaind Food Research,
Bydgoska 1/8, 10-243 Olsztyn
3Department of Comparative Anatomy, University ofiwa and Mazury in
Olsztyn, Plac £6dzki 3, 10-727 Olsztyn

In all steroidogenic tissues, levels of Hepend mostly on activity of P450
aromatase, which is involved in final stages ofhissynthesis. Previously we
described, that the porcine endometrium and myoummetmay synthesize and
secrete Eduring both early pregnancy and the estrous cyalghis study we
examined if i secretion levels are parallel with amount of P4&0ain porcine
endometrium and myometrium during early pregnangg the estrous cycle.
Slices of endometrium and myometrium were isoldtech uteri of post pubertal
pigs on days 14 - 16 of pregnancy and the estrgcle.cThe isolated slices were
pre-incubated in 2 ml of M199 medium for 18 hoursatmosphere of 95 %,G
5% CQ in 37 °C and then incubated for 6 hours. Conceatraf E, in medium
was determined with radioimmunoassay. Moreovemgnirents of both tissues
were used to establish the presence of P450aromh witidirect
immunofluorescence (using rabbit anti-rat cytocheom450arom polyclonal
antibody as primary and goat anti-rabbit IgG coajed with biotin as secondary
antibody). Cy3-conjugated streptavidin was usedisoalize antibody complex.
Preparations were examined under epifluorescensuope. Pictures taken with
magnification of 500 x and areas of fluorescenceewketermined with graphic
software. The endometrium was richer than myomeitr{p<0.05) source of E
during early pregnancy and also than the endommetinarvested during the
estrous cycle. Those results correspond to the atsamf the P450arom, which
were higher (p=0.05) in pregnant endometrium tmapregnant myometrium and
cyclic endometrium (p<0.05). The myometrium durprggnancy secreted lower
amounts (p<0.05) of BEhan during the estrous cycle. The myometriumrdpthe
estrous cycle was also richer (p<0.05) source,ahB&n the endometrium. Those
results provide another evidence of presence ofathive steroid biosynthesis
pathway in porcine uterus.

Research supported by grants: Ministry of Sciemzerigher Education N N311
0685 33 (2007-2010) and The European Union wittia European Social Fund



THE INFLUENCE OF IL-1 B, TNFa AND IL-6 ON PGE,; SYNTHESIS AND
SECRETION BY CORPORA LUTEA OF PREGNANT PIGS

Agata ZmijewskaAnita Franczak, Beata Kurowicka, Bartosz Wojcsltz,
Genowefa Kotwica

Department of Animal Physiology, University of Weriand Mazury in Olsztyn,
Oczapowski 1A, 10-718 Olsztyn; e mail: agata.znsla@uwm.edu.pl

One of luteotrophic mechanism in pregnant corpteuim (CL) is local synthesis
and secretion of luteotrophic prostaglandin E (PGHhis process may be
regulated by paracrine factors — cytokines. Thusg, ave determined the
influence of cytokines on PGEynthesis and secretion by porcine pregnant CL.
Pubertal pigs (n=14) were used on days 10-11, 12Ati315-16 of the pregnancy.
The isolated slices of CL (100 mg) were pre-incabda18h) in 2 ml M199
medium in atmosphere of 95%€5%CQ at 3PC. After preincubation the
medium was changed to fresh one and slices weubated by the next 6 or 12h
with cytokines: interleukin A (IL-1pB), tumor necrosis facton (TNFa) and
interleukin 6 (IL-6); (all in dose of 10 ng/ml). &&fr each time of incubation the
medium was collected and concentration of P@&s measured with ELISA. The
CL slices from 12h-lasted incubation were usedefstimation of mMRNA PGE
synthase (PGEs) expression (vs. housekeeping dgceragdehydes-3-phosphate
dehydrogenase; GAPDH) with real-time PCR. The usgtbkines had no
influence on level PGEs mRNA during all studied slayf pregnancy. Basal
concentrations of PGHNn medium was the highest after 6h-lasted incobatf
slices from 12-13 days of pregnancy (p<0.05). laetéin 1 increased (p<0.05)
PGE secretion from CL on days 10-11 of pregnancy d&@tand 12 h of cultures
and after 6h-lasted incubation of CL on days 12dif3pregnancy. PGE
production under influence of TNFdidn’t change. IL-6 had slight effect on PGE
secretion by cultured porcine CL during 12-13 daly@regnancy. In conclusion
IL-1B had a luteotrophic influence on pregnant porciheb@ stimulation of PGE
secretion.

Supported by grant KBN N N311 0685 33 (2007-201f) the European Union
within the European Social Fund
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ANALIZA PROTEOMICZNA'EJAKULATOW KNURA ]
CHARAKTERYZUJ ACYCH SIE ZROZNICOWAN A PRZYDATNOSCIA
DO KRIOKONSERWACJI

Aleksandra Deszczka, Pawet Wysqclerzy Strzeek

Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierz Wydziat Bioigynierii Zwierzt,
Uniwersytet Warmisko-Mazurski w Olsztynie, 10-718 Olsztyn-Kortowmaa!:
kbz@uwm.edu.pl.

Dalszy posip w technologii kriokonserwacji nasienia knura uwsowany jest,
obok potrzeby doskonalenia procedury ppstvania, poznaniem czynnikow
molekularnych warunkagych zr@nicowanie osobnicze w zakresie przydatmo
nasienia do zamzania. Celem badabyta analiza zmian proteomu plemnikow i
plazmy nasienia na wginych etapach technologii zamaaia nasienia metad
.kortowska” z mazliwoscia ich wykorzystania do selekcji osobnikéw
produkupcych ejakulaty przydatne do kriokonserwaciji.

W badaniach wykorzystano ejakulaty pochumdz od 21  knuréw
inseminacyjnych. Proby nasieniwiezego (2 ml) wirowano przy 3000 obr/min
przez 5 min. w temp. pokojowej. Supernatant wirosv@onownie przy 10 000
obr/min, a uzyskan plazne nasienia przeznaczano do dalszych analiz. Osad
plemnikéw przemywano dwukrotnie 0,85% NaCl, a ¢ase sporadzano
ekstrakty plemnikowe z wykorzystaniem buforow z alixeem Triton X-100 lub
SDS. Pozostatczs¢é nasienia zaméano metod ,kortowsky”, przeprowadzaic
na etapie wspnym dializ ejakulatu. Biatka ekstraktow plemnikowych oraz
plazmy nasienia rozdzielano elektroforetycznie. bmidetekcji fosfoprotein
tyrozynowych dokonywano z zastosowaniem specyficknyprzeciwciat
monoklonalnych. Wybrane polipeptydy analizowano odgt spektrometrii
masowej.

Elektroforeza SDS-PAGE wykazata obeghbiatka o0 masie csteczkowe)j okoto
90 kDa w ekstraktach plemnikéw pochadgch od knuréw produkagych
ejakulaty o niskiej przydatsoi do kriokonserwacji. Natomiast w proteomie
plemnikdbw o wysokiej kriotolerancji nie wykazano emmGci omawianego
polipeptydu. Analiza spektrometryczna biatka 90 kDaskazata na jego
podobigéstwo do N-acetyl@®-heksozaminidazy oraz na lokalizaay strukturze
biatka domen fibronektynowych. Dializa ejakulatéwnura powoduje
przemieszczenie biatka o masieasteczkowej okoto 70 kDa z plemnikéw do
plazmy nasienia. Omawiane biatko wykazuje podadiiwo do albumin oraz
spermadhezyn PSPI/PSPII. Biatka plemnikdw chargktggcych si dobm
kriotolerancy wykazup niski poziom fosforylacji reszt tyrozynowych w masu
swiezym w poréwnaniu do ejakulatéw o niskiej kriotolecan

Badania wykonano w ramackrodkoéw projektu badawczego rozwojowego
Narodowego Centrum Baflda Rozwoju NR12001404.



SPRAWNOSC SYNTEZY ATP W PLEMNIKACH KNUROW
INSEMINACYJNYCH JAKO TEST PRZYDATNO SCI NASIENIA DO
KRIOKONSERWACIJI

Anna Dziekaska Leyland Fraser, Jerzy Stezak

Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierz Wydziat Bioigynierii Zwierzt,
Uniwersytet Warmisko-Mazurski w Olsztynie,10-718 Olsztyn,
e-mail:kbz@uwm.edu.pl

Celem bada byto okrelenie wptywu dializy nasienia knura jako jednego z
etapow posipowania technologicznego przed jego zamngem (Fraser i in.,
Theriogenology, 67, 2007) na wybrane parametry ypcémnkcjonalndci
mitochondriow plemnikow.

Analizy zmian zawartwi ATP w plemnikach okidano metod
bioluminescencyja adoptowan do plemnikow knura (Dziekska i in., J. Anim.
Feed. Sci., 4, 2009). Integraktobton plazmatycznych w #hych regionach
plemnika oceniano metodami fluorescencyjnymi z  wylgstaniem
fluorochroméw SYBR/PI i R123. Prezentowany zakresldh laboratoryjnych
analizowano rowniew odniesieniu do wieku knurow i pory roku.
Stwierdzono,ze dializa nasienia korzystnie wptywa na sprasénmetabolicza
plemnikéw knura. Zjawisko to przejawiatog¢sivzrostem zawartmi ATP w
plemnikach i odsetka plemnikéw z funkcjoralstruktup mitochondriala.
Wykazano take statystycznie istotny €0,05) wzrost odsetka plemnikéw z
integraly, ~ plazmolem  (barwienie SYBR/PI). Analiza  wariancji
wieloczynnikowej (ANOVA) dowiodta, ze obok etapu pogtowania
technologicznego (bez dializy, z dial)z wartgci badanych parametrow
uzaleznione byty od pory roku i wieku knura.

Otrzymane wyniki sugergj ze pomiar zawarkzi ATP maze by przydatny w
ocenie nasienia przeznaczonego do kriokonserwdjoces dializy miae
pozytywnie modulowa wiasciwosci biologiczne plemnikéw knura. Pora roku i
wiek knura mog wptywat na proces syntezy ATP w plemnikach.

Badania wykonano w ramacfrodkow projektu badawczego rozwojowego
Narodowego Centrum Bafla Rozwoju NR 12001404/2008.



CHARAKTERYSTYKA WEA SCIWO SCI BIOLOGICZNYCH
PLEMNIKOW KNUROW INSEMINACYJNYCH W RO ZNYCH
ETAPACH TECHNOLOGII KRIOKONSERWACJI NASIENIA —

MO ZLIWO SC ZASTOSOWANIA PRAKTYCZNEGO

Leyland Fraser, tukasz Zasiadczyk, Jerzy Stke

Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierz Wydziat Bioigynierii Zwierzt
Uniwersytet Warmisko-Mazurski w Olsztynie, 10-718 Olsztyn-Kortowo;
e-mail: kbz@uwm.edu.pl

Kriokonserwacja nasienia knura powoddéwancoze znaczne uszkodzenia
plemnikéw, ktore prowadizdo obnienia ich zdolnéci zaptadniajce;.

W prezentowanych badaniachzn@ wyznaczniki wiéciwosci biologicznych
plemnikéw zastosowano do identyfikacji knurovwytkowanych w SUL, ktérych
nasienie charakteryzuje ¢si doblm Iub ograniczoam przydatnécia do
kriokonserwaciji.

Ejakulaty kolekcjonowano od 24 knuréw, ktére zgedmi opisam wczeniej
technologi (Strzezek i in. 1985, 2006) zamtano w 10 ml tubach aluminiowych
po zawieszeniu plemnikédw w specjalnym roaczalniku, zawierajcym 5%
liofilizowana frakcje lipoprotein izolowan z zoéttka jaja strusia afrykeskiego
(LPFo)*, 11% laktoz, 3% glicerol oraz 0,5% Equex STM. Obok mikroskoppw
oceny ruchliwgci plemnikow prowadzono analizy fluorescencyjne ydedce
integralngdci  plazmolemy (SYBR-14/PI) i funkcjonaldéa  struktury
mitochondrialnej (R123/PI lub JC-1/PI). Ponadtoeslano osmotyczi oporngé
plazmolemy (test ORT) w regionie akrosomowym or& podatné¢ na
indukowara peroksydag lipidow (test TBARS). Na podstawie analiz jdkb
plemnikéw po zamrgeniu-rozmraeniu, wykorzystujc programy statystyczne,
wyodrebniono dwie grupy ejakulatow produkowanych przearign Ejakulaty
pochodzce od knuréow (n=11) zaliczanych do tzw. ,dobrycimeazaczy” (ang.
"good freezers”) charakteryzowaly ¢si szczegllnymi  wisciwosciami
biologicznymi plemnikéw po rozmeeniu. Zjawisko to przejawiato gich lepsz
ruchliwoscia, wysoky integralndcia plazmolemy, funkcjonalrigia struktury
mitochondrialnej oraz wasza wartdcia wskanika ORT w poréwnaniu do
ejakulatbw produkowanych przez knury o ograniczomepzliwosci ich
kriokonserwaciji (ang. "poor frezers”). Dotyczyto téwniez podatndci lipidow
plazmolemmy plemnikbw na indukowan peroksydag (LPO). Naley
podkregli¢, ze ejakulaty pierwszej grupy knuréw, bezpmnio po pobraniu,
charakteryzowaly si réwniez wysokim odsetkiem plemnikébw z zachowan
integralndcia plazmolemy, funkcjonalnymi mitochondriami oraz #sm
wartascia ORT.

Uzyskane rezultaty bada podkrélaja znaczenie praktyczne wybranych
wyznacznikow wiaciwosci  biologicznych plemnikow w selekcji  knurow
inseminacyjnych produkagych ejakulaty przydatne do kriokonserwacji.

* Zgtoszenie patentowe nr P 388264 do ddiz Patentowego RP



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR STUDY ON HUMAN
EJACULATED SPERMATOZOA INFECTED IN VITRO WITH
SELECTIVE STRAINS OF BACTERIA

Monika FrczeK, Matgorzata PiaseckaDariusz GczarzewicZ, Anna Szumata-
Kakol*, Anna Kazienkd Stanistaw Lenarti Maria Laszcziiske, Maciej
KurpisZ

Ynstitute of Human Genetics, Polish Academy ofr®eis, Pozng
?Laboratory of Histology and Developmental BioloBgmeranian Medical
University, Szczecin,
3Department of Animal Reproduction, Westpomeraniaivéisity of Technology,
Szczecin,

“Unit of Microbiology, Hospital Medical College, P,
®|nstitute of Materials Engineering, Westpomeranifmiversity of Technology,
Szczecin, Poland

The aim of the study was to examineiavitro effect of the three representative
bacterial strainsEscherichia coli Staphylococcus haemolyticus Bacteroides
ureolyticu3 on ejaculated spermatozoa with reference to sperembrane
integrity and mitochondrial activity. Morphologicahd molecular studies were
performed on swim-up-separated spermatozoa caolldoben 12 volunteers with
normozoospermia. Sperm plasma membrane stabilitg wleecked by the
LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (SYBR14 and propidiunodide — PIl) and by
the merocyanine 540 (M540) test. Mitochondrialattiwas evaluated using the
JC-1 test and the NADH-dependent NBT assay (DThtiegse). Morphological
examination of spermatozoa in a scanning electramoscope (SEM) has also
been performed. Proportion of SYBR-14 positive <eallas significantly lower
while the percentage of Pl positive cells was sigaitly higher in sperm treated
with B. ureolyticus(p<0.05 and p<0.01, respectively) as comparedotaral
sperm. All the bacterial strains applied affectquersm plasma membrane
architecture measured by M540 test (p<0.01). Maeahe presence &. coli or
B. ureolyticuswas connected with significant decrease in baghnithmber of cells
with high mitochondrial transmembrane potentiAd’(m) and the cells with
normal oxidoreductive function of mitochondria (p&®) as compared to
untreated cells. Additionally, morphological alt&vas as irregular surface of
acrosome, neck and midpiece as well as bacteriattdadhesion (or mediated by
projections) to the surface of spermatozoa werendoin SEM analysis. To
conclude, the contact of bacteria with ejaculatgel® may initiate severe injury
of sperm membranes and affect mitochondrial agtivivith potential
consequences for male fertility.



CAN SILVER NANOPARTICLES INFLUENCE SEX STEROID
HORMONES PLASMA CONCENTRATION IN RATS?

Joanna Gromadzka-Ostrowskilichat Oczkowski, Katarzyna
Dziendzikowskd Marcin KruszewsKi Maria Dushska, Gunnar Brunborl

Division of Nutrition Physiology, Department of Bigcs, Faculty of Human
Nutrition and Consumer Science, Warsaw Univerdityife Science (SGGW),
Warsaw, Poland
%Institute of Nuclear Chemistry and Technology, \&farsPoland
®Norwegian Institute for Air Research, Kjeller, Nayv

*Norwegian Institute of Public Health, Oslo, Norway

The aim of the study was to check the silver nartapeas effect on peripheral
plasma concentration of sex steroid hormones it atkle Wistar rats.

The experiment was done on 70 rats, kept in indaddplastic cages, under
controlled environmental conditions with free ascés the feed (Sniff B) and
fresh water. The rats were divided into 10 expenitalegroups, 7 animals each.
Seven rats were sacrificed at the beginning of exm@at (group 0) and 63 rats
obtained nanoparticles (NP) suspension by tail wgections: 21 rats obtained
silver 20 nm NP (Agl groups) and 21 rats obtainddes 200 nm NP (Agll
groups), in both cases in dose 5 mg/kg body mas30bhul saline. 21 rats
obtained 30Qul of physiological saline (NaCl groups). Initial dy mass of rats
did not differ between groups, growth curves ingaups also did not differ. 24
hours or 7 days or 28 days after injection ratefgarticular Agl, Agll and NacCl
groups were bled from heart under isophlurane hesst. Plasma
dihydrostosterone (DHT) and f-&stradiol (E2) concentration were measured by
a method of radioimmunoassay using commercial kRSL and ALPCO
Diagnostic respectively).

E2 was not changed significantly between all gromwgeereas DHT was higher in
NaCl than Agl and Agll groups (188,5+12 ng/ml, 19¥7,1,09 and 120,1+11,4
ng/ml). Moreover, in NaCl groups DHT growing up rf10150,2+4,7 ng/ml
observed after 24 h after injection till 225,4+46@&ml 28 days after injection. In
groups Agl and Agll 28 days after NP injection DMignificantly dropped from
127,4+£13,3 to 83,5+10 ng/ml (Agl) and from 135,9#1%0 113,1+7 ng/ml
(Agll).

The summary of the obtained results indicate thaiutea effects of silver
nanoparticles, both 20 nm and 200 nm size, canptisynthesis and/or secretion
of sex steroids hormones in male rats.

The study was supported by the Polish Norwegiare&eb Found — project no
PNRF-122-Al-1/07



EXPRESSION OF CONNEXIN 43 IN THE PIG TESTES DURING
NORMAL SPERMATOGENIC CYCLE AND FOLLOWING MATERNAL
AND POSTNATAL EXPOSURE TO FLUTAMIDE.

Anna Hejmej, llona Kopera, Matgorzata Kotula-Batald Barbara Bifiska

Department of Endocrinology and Tissue Culturetifate of Zoology,
Jagiellonian University, Krakow

In order to better understand the function and raeisms of gap junction protein
regulation in the testis, connexin 43 (Cx43) expi@s was evaluated in control
boars and those exposed to the nonsteroidal adtogen flutamide. Flutamide
(50 mg/kg body weight) or vehicle injections wedsranistered either to pregnant
pigs on gestational days 20-28 and 80-88 or to aiabpiglets on postnatal days
2-10, every second day. Testes were isolated frexnadly mature nine-month-
old boars.

In control boar, immunohistochemical examinatioisated that in various
stages of the seminiferous epithelial cycle, Cx4fbtgn was localized
predominantly between adjacent Sertoli cells at hih@od-testis barrier and
between Sertoli and germ cells at the apical easwpic specializations. Cx43
signal was highest from stage VI to early stagd.\8ubsequent decline in the
intensity of Cx43 staining observed at late stagi¢ adincided with spermiation.
Moreover, the immunoreactive protein was presentha interstitium between
Leydig cells.

Histological examination of testes derived frontdimide exposed boars showed
the presence of degenerating tubules with disorganseminiferous epithelium
and significant increase in Leydig cell volume.

RT-PCR analysis revealed the presence of Cx43drnansn testes of flutamide-
treated males and also in the control boars. Omother hand, both Western blot
and immunohistochemical analyses revealed impa&ixpdession of Cx43 protein
in testes from all flutamide-treated individuals.

Taken together, our results indicate that Cx43 esgion in the adult boar testis is
dependent on the stage of the seminiferous epattrwicle.

Experiments with flutamide suggest that androgerckade during development
alters testicular morphology and affects Cx43 gexression at the protein level
in later postnatal life.



OCENA WYBRANYCH PARAMETROW NASIENIA ORAZ POZIOMU
HORMONOW W NIE SELEKCJONOWANEJ POPULACJI MEODYCH
MEZCZYZN

Marzena KamienicznaMonika Fuczek, Maciej Kurpisz

Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, ZaRBadogii Rozrodu i
Komérek Macierzystych, ul. Strzegzka 32, 60-479 Pozna

Badania epidemiologiczne dotyce nieptodnéci meskiej w Polsce nie maj
diugiej tradycji. Standardowa analiza nasienia distarcza wprawdzie petnej
informacji koniecznej do okgkenia stanu ptodri@i mezczyzny, ale stanowi
najmniej inwazyja procedu¢ pozwalajca wstpnie oceni stan wydolnéci
gonady mskiej. Aby wyznacz§ trend jakdci nasienia w Polsce badaniami
trzeba ohj¢ nie tylko populag nieptodnych mzczyzn, zgtaszagych se¢ do
poradni andrologicznych, ale réwnieie selekcjonowan populacg miodych
mezczyzn nie zgtaszagych probleméw prokreacyjnych lub oddatgjch cle¢
posiadania potomstwa w czasie. Systematyczne bmadgpridemiologiczne as
prowadzone w Europie. Szereg badaskazuje na niekwestionowany spadek
parametrow nasienia wagju ostatnich 60 lat. W Polsce brak jest konkluzygimy
danych.Celem pracy byta ocena wybranych parametrow nasienia orazopuzi
hormonéw w nie selekcjonowanej populacji mtodyclkezazyzn z regionu
Wielkopolski i Lubelszczyzny. Badana grupa obejmiawi28 losowo wybranych
mezczyzn w przedziale wiekowym od 20-35 lat. Problakejlatéw pozyskiwano
po 4 dobach abstynencji pitciowej. Standargowcerr seminologicza
wykonywano wg norm podanych przez WHOSdistych kryteriow Kiigera
dotyczicych morfologii plemnika. Uczestnicy programu badaggo dostarczyli
ankiety dotyczce ogolnego stanu zdrowia i potencjalnego wptywynokdw
srodowiskowych. Wszystkim uczestnikom badania ozaaozw surowicy krwi
poziomy hormonow i czynnikdéw reguhlgych takich jak: FSH, LH, PRL. SHGB,
T, estradiol, IGFBP-3, IGF-1, DHEA, DHEAS oraz ibima B. Pomimo diych
indywidualnych (osobniczych) #aic nie zaobserwowano niepokop wysokiej
liczby sktadowych badania seminologicznego o atmych parametrach w
stosunku do norm WHO. Analiza hormonéw wykazalazrie korelacje z
poszczegolnymi skitadowymi badania seminologiczne§aczegolnie istotne
korelacje wykazano w przypadku prolaktyny i inh{ilB. Nasze badania
zapocatkowuja program bada epidemiologicznych nie selekcjonowanej
populacji mtodych rezczyzn w Polsce. Wyniki badamog, by¢ pomocne w
wyznaczaniu polityki demograficznejimtwa.



IS THE BLOOD-TESTIS BARRIER AFFECTED BY ADJUDIN?

llona Koperd, Linlin S, Barbara Bilinzskh C. Yan Chengand Dolores D.
Mruk

LJagiellonian University, Department of Endocrinojognd Tissue Culture,
Institute of Zoology, Krakow, Poland
?Population Council, Center for Biomedical Researt230 York Avenue, New
York, NY

Recent studies have demonstrated that adjudin ,f)-(Rchlorobenzyl-H-
indazole-3-carbohydrazide] perturbs cell adhesiwection between Sertoli and
germ cells, leading to the premature germ celldatigm from the seminiferous
epithelium and reversible infertility in adult matats. Cell adhesion in other
organs, however, remained unaffected, indicatingt tthe primary target of
adjudin is the testis-specific apical ectoplasnpecsalization. The aim of this
study was to determine the effect of adjudin ortdiegerm cell adhesion in the
testes of immature rats where the apical ectoplasmecialization is absent and
investigate the influence of this compound on the blood-testis barrier.
Histological analysis revealed that the formatidnttee tubule lumen and the
developmental appearance of germ cells were delayedljudin treated pups.
Moreover, several proteins that build the bloodigebarrier were examined by
immunoblotings and immunofluorescence microscope Tesults indicated that
adjudin affects the levels of blood-testis bargenstituent proteins as well as
cellular localization of tight junction and basatt@plasmic specialization
proteins. To assess if these changes were relatéietloss of the blood-testis
barrier integrity the functionah vivo assay was performed. Diffusion of inulin-
FITC to the adluminal compartment was detected3d day old rats after adjudin
administration, suggesting that the blood-testigri®awas adversely affected.
However, in older rats (~45 day of age) the bloestis barrier function was not
compromised. These data clearly illustrate thatididjaffects, besides the apical
ectoplasmic specialization, also the basal ectaptaspecialization and tight
junction proteins, resulting in delayed formatidrle blood-testis barrier.



EFFECT OF PLATELET ACTIVATING FACTOR (PAF) ON MOTIL ITY
AND PLASMALEMMA INTEGRITY OF CRYOPRESERVED CANINE
SPERMATOZOA

Wiadystaw Kordan, Marek Lecewicz, Rafat Stielke

Department of Animal Biochemistry and Biotechno)adiyiversity of Warmia
and Mazury in Olsztyn, 10-718 Olsztyn-Kortowo,
e-mail: wladyslaw.kordan@uwm.edu.pl

Platelet  activating factor - PAF  (1-0O-alkyl-2-adesy-glycero3-
phosphorylcholina) is implicated in a series of artpnt functions in animal
reproductive processes. It has been shown thadtition of x10° to 1x10°M
PAF to cryopreserved boar semen had a positivecteffia post-thaw sperm
quality characteristics. There was no marked eid¢&®AF on sperm capacitation
and the proportions of acrosome-reacted spermai&ardan et. al., 2000

The aim of this study was to determine the efféd®AF on motility parameters
and plasmalemma integrity of cryopreserved cangeensatozoa. In this study 10
ejaculates were collected from 4 mixed-breed dd@AF, at concentrations
ranging from %10° to 1x10°M, was added to different variants of the incubatio
mixtures prior to and after cryopreservation of eamSperm motility was
analyzed using the CASA system (VideoTesT-Sperm&.1Petersburg, Russia).
Sperm plasmalemma integrity was assessed usinghsio88258 fluorochrome
and dual staining with SYBR-14 and propidium iod{e¢).

It was confirmed that the addition of PAF to cryeggrved semen, at
concentrations ranging fromx10° to 1x 10*M, had a beneficial effect on the
sperm quality characteristics. This effect was remteéd in enhanced sperm
motility and survival after cryopreservation. Anciease in the percentage of
linear motile spermatozoa was observed when PAF wsed at higher
concentrations. Furthermore, there was an increassperm plasmalemma
integrity, assessed by Hoechst 33258 or SYBR-14¢Bay, when PAF was used
at concentrations ranging fronx10° to 1x10“M.

The results of this study emphasize the role ofefda activating factor in the
reproductive processes. These findings also reafire application of PAF as a
supplement to cryopreserved dog semen so as towaghe post-thaw sperm
quality characteristics.

Supported by research funds from UWM in Olsztyn.(8003.0206).



STATUS ANTYOKSYDACYJINY PLAZMY NASIENIA KNURA-
CHARAKTERYSTYKA PRZED ZAMRA ZANIEM NASIENIA METOD A
+,KORTOWSK A”

Magdalena Koziorowska-Gilyh.eyland Fraser, Jerzy Steak.

Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierz Wydziat Bioigynierii Zwierzt,
Uniwersytet Warmisko-Mazurski w Olsztynie, 10-718, Olsztyn; e-mail
kbz@uwm.edu.pl

W zmodyfikowanej metodzie ,kortowskiej” kriokonsemeji nasienia knura
(Strzezek i in. 1985; 2006) obok etapu ,optaszczania” piédadw biatkowymi
komponentami plazmy nasienia stosowana jest proaedigalizy okrélonej
objetosci ejakulatu przed naginymi etapami ozbiania i zamraania prob w
cieklym azocie.

Celem bada byto okrelenie zmian w sktadzie wybranych sktadnikow systemu
antyoksydacyjnego plazmy nasienia knura poddarmgsowi dializy (Fraser i
in. Theriogenology, 67, 2007).

W plazmie nasieniawiezego oraz uzyskanej po dializie, obok zawsritdiatka
catkowitego i zawarti niskocasteczkowego antyoksydantu L-glutationu
(GSH+GSSG), oznaczano aktywsnbkluczowych enzyméw antyoksydacyjnych
(dysmutaza ponadtlenkowa-SOD; peroksydaza gluaiarGPx i katalaza-
CAT). Ponadto okrdano wartd¢ catkowitej zdolnéci antyoksydacyjnej (TAS).
Stwierdzonoze naruszenie relacji idosiowych niskoczsteczkowych sktadnikow
plazmy nasienia po dializie ejakulatu korzystnietym@a na jej analizowane
wiasciwosci biochemiczne. Zjawisko to przejawiatog sivzrostem zawartei
biatka catkowitego i L-glutationu oraz aktywswd wtasciwej SOD i GPx, przy
jednoczesnym ob#aeniu aktywnéci CAT. Omawiane zmiany spgzone byty ze
wzrostem wartéci TAS w plazmie nasienia knurow.

Oznacza to,ze stosowanie wymienionego pgsbwania technologicznego
przyczyni& sic moze do ograniczenia zk@icowania osobniczego w zakresie
jakosci nasienia knura po zan#@niu-rozmraeniu.

Badania wykonano w ramackrodkéw projektu badawczego rozwojowego
Narodowego Centrum Bafla Rozwoju NR 12001404/2008



INFLUENCE OF DIETARY FAT LEVEL AND SOURCE ON 5 a-
REDUCTASE TYPE 1 GENE EXPRESSION
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Division of Nutrition Physiology, Department of Bigics, Faculty of Human
Nutrition and Consumer Science, Warsaw Univerdityife Science (SGGW),
Warsaw, Poland
*The Kielanowski Institute of Animal Physiology &hatrition Polish Academy of
Sciences, Jabtonna, Poland

5a-reductase type 1 ¢R1) is an enzyme responsible for testosterone roksa
into dihydrotestosterone in tissues such as limengential skin, brain, testis or
ovary. Little is known about how nutrition modulst&zR1 gene expression. So
the aim of this study was to investigate the eftddifferent dietary fat levels and
types on b-R1 gene expression in liver in male Wistar rats.

The experiment was conducted on 30 adult mal€g(iratal body weight 260+59)
which after one week of adaptation were fed digath two levels of fat (5% and
21%) and three different fat sources: lard — L hricn saturated and
monounsaturated fatty acids SFA and MUFA respéglivgrapeseed oil — G
(rich in polyunsaturated fatty acids n-6, PUFA naf)d flaxseed oil — F (rich in
PUFA n-3) for 3 weeks. After 12 hours of food deption rats were anesthetized
with izofluran and bled by cardiac puncture. Snir@gments of liver (50-100mg)
were immersed in RNALater (Sigma) and stored atC20ntil further analysis.
Total RNA was extracted from samples with Trizaiitrogen) and additionally
residues of DNA were digested with Dnase (Sigma&vdrsed transcription and
Real-Time PCR using Sybr Green assay were conducietbrding to
manufacturer’s protocol (Dynamo SYBR Green 2-st&¥-6PCR, Finnzymes).
The relative quantification with glyceraldehyde [8gphate dehydrogenase
(GAPDH) as reference gene was carried out.

50R1 gene expression was statistically higher in gsofed high-fat diets than
normo-fat diets (21%s 5%, ANOVA, p<0,001). Also an influence of a fat type
was observed (ANOVA, 0,038) with the lowest level in group F (5 S,
p<0,027). There was observed no interaction betwaelevel and fat type.
Positive correlation was observed betweeRb gene expression and final body
weight (r=1, p=0,00), fat consumption (r=0,5%0@025), SFA consumption
(r=0,73, p<0,00002) and MUFA consumption (r=0,7650;00001).

Summarize, results of our study indicate thaR®b gene expression in rats liver
were affected by level and type of fat in diet witle highest value in animals fed
high-fat diet with lard as a dietary fat source.itSzan be stated that manipulation
with either amount or type of fat in diet affectetaibolism of testosterone in liver
on gene level.

The study was supported by the Ministry of Scieswee Higher Education project
No N N312 204735



WPLYW WYSOKIEJ TEMPERATURY W OKRESIE NEONATALNYM
NA MORFOMETRYCZNE CECHY NAJ ADRZA SZCZUROW

Beata KurowickaMonika Stpinska

Katedra Fizjologii Zwierzt, Wydziat Biologii, Uniwersytet WarAsko-Mazurski
w Olsztynie, e-mail: Beata.kurowicka@uwm.edu.pl

Celem przeprowadzonych @dwadczéd bylo okrelenie wplywu wysokiej
temperatury otoczenia na morfolegnapdrzy szczurow w okresie przed- i po
osiagnieciu dojrzatéci piciowej. W badaniach porownano #djza samcow
szczurdbw hodowanych od urodzenia do dojr&tgpiciowej w otoczeniu o
temperaturze 3€ (samce WR) z nglrzami samcow hodowanych w otoczeniu o
temperaturze 2€ (samce CR) i samcow poddanych dziataniwgm(34C) po
osiagnicciu dojrzatédci piciowej (samce WA). Do oceny morfologicznej
wykorzystano skrawki histologiczne ndjzy z siedmiu odcinkéw natdu,
barwionych metogl P.A.S. Ocena morfometryczna wykazat®: 1. Wysoka
temperatura otoczenia nie wplya znaczaco na cechy morfometryczne adjza

w odcinku pocztkowym i srodkowym gtowy tego naszdlu w zadnej z badanych
grup samcow; 2. Ob#énie pola powierzchni przewodu adijza, u samcoéw WA,
rejestrowano w odcinkach od trzonu dai&a ogona nagrza. Towarzyszyto im
zwickszenie wysokéi nabtonka przewodu i zmniejszenie pola powierzchn
Swiatta przewodu; 3. W przekrojach przewoduadaga samcoéw WA, w odcinku
poczatkowym i srodkowym gtowy, wysipity przekroje pozbawione plemnikow, a
jednoczénie w grupie tej obserwowano najeia powierzchng plemnikéw
magazynowanych w ogonie ndjza. W grupie WR nie stwierdzono takiego
efektu dziatania gaca; 4. W grupie samcow WR skutki dziatania wysokiej
temperatury otoczenia dotyczyly jedynie tkaskhdmiazszowej nagdrza, gdzie
pocawszy od kdécowego odcinka gtowy dosrodkowego odcinka ogona
stwierdzono nisz gestas¢ komorek srodmiazszowych oraz obwnenie gstaici
unaczynienia tkankisrédmiazszowej, szczegOlnie w paogkowym odcinku
gtowy, trzonie isrodkowym odcinku ogona.

Whioski: Oddziatywanie gaca na morfologi przewodu najdrza zachodzi
odmiennie w zalenoici od tego, w jakim okresieycia samce szczurOw zostaty
poddane jego dziataniu, przy czym zaburzenia par@mwemorfometrycznych
napdrza @ bardziej wyrane u samcOw poddanych dziataniu ggar po
osiagnicciu dojrzataci ptciowej. Wysoka temperatura otoczenia znachaielziej
wptywa na morfologi ogona najdrza ni gtowy naradu, co mae wskazywa na
upcsledzenie zdolngci do magazynowania nasienia w warunkach ekspozyciji
dojrzatych ptciowo samcéw na wysptemperatug otoczenia.

Badania sfinansowano w ramach badetasnych 522.0206.0206 (Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie



THE EFFECT OF SEASON ON ANDROGEN RECEPTOR GENE AND
PROTEIN EXPRESSION IN TESTIS OF DOMESTIC GANDER

Anna Leska, Jacek Kian, Barbara Kantiska, Marek Opatka, Luiza Dusza

Departament of Animal Physiology, University of YWar and Mazury in Olsztyn,
10-718 Olsztyn-Kortowo, e-maénna.leska@uwm.edu.pl

Androgens, gonadal steroid hormones, play a cruoig in the development,
maintenance and regulation of male phenotype apdodective physiology.
Androgens exerts their multiple effects throughraoéllular androgen receptors
(AR) which act as transcription factors. To our wedge the AR mRNA
seasonal expression was examined only in the t&fssisngbirds. The research on
AR protein was limited to its testicular localizati The goal of our study was to
investigate the AR gene and protein expressionestis of domestic ganders
during the season. Domestic goose is charactenzigd the most definite
seasonality in reproduction within farm poultry.

Testes of White Kotuda ganders were collected enttitee characteristic phases
of geese annual sexual behavior: the peak of repto@ activity (March),
summer photorefractoriness (July) and fall sexeaktivation (November). The
analysis of gene expression was conducted with uge of real-time PCR
technigue based on Sybr Green fluorescence emisBi@nrelative quantification
with GAPDH as reference gene was carried out. TRepfotein expression was
analyzed by immunohistochemistry based on indpecbxidase system. The AR
immunoreactive area was quantified separately éonisiferous tubules and for
interstitial tissue with cell D Soft Imaging Systé@lympus).

The analysis confirmed that AR gene and protein expressed in domestic
gander testis in all examined phases of annuabdeptive cycle and that the
expression is season-dependent. The low AR mRNAI léuring the breeding
season was followed by increase in its contentnduie non-breeding stage and
in the fall sexual reactivation. There was obsemedear staining of AR protein
in seminiferous tubules and interstitial tissue lscelin these both testis
compartments there was low protein abundance imtrebreeding phase and
high protein immunoreactivity during the two otlprases.

Dynamic seasonal changes in the AR gene and pr@epression are the
evidence that AR is the factor which regulate agdroinfluence on gonad
function.

This study was supported by Ministry of Science Higher Education (project
No N311 098034) and by the European Union withenElaropean Social Fund.



VIMENTIN EXPRESSION IN TESTES OF STALLIONS WITH
DISRUPTED SPERMATOGENESIS

Marta t ydka Matgorzata Kotula-Balak, Barbara Bidika

Department of Endocrinology and Tissue Culturetifae of Zoology,
Jagiellonian University, Krakow

Vimentin-type intermediate filaments (IFs) form aelidate endocellular network,
which is centered in the perinuclear region an@mds$ to the apical region of the
cell. The expression of IF proteins is geneticaliyntrolled and reflects the origin
and state of differentiation of the cell. In test8ertoli cell vimentin filaments
play an important role in the adaptation of Sertoélls to the varying
configurations of neighboring cells during sperngateesis, whereas in Leydig
cells vimentin filaments play a role in the regigdatof steroidogenesis.

The objective of this study was to show whetheraliaation and differential
expression of vimentin are correlated with différegrades of testicular
malformations. The expression of vimentin gene bt protein level and its
presence in testicular tissue was investigated &gn®s of immunohistochemistry
and Western blot, respectively.

The positive staining for vimentin was detectedestes from all stallions studied.
However, the staining intensity and the distribataf the protein varied among
particular tissue samples. In Sertoli cells of Igtat with impaired
spermatogenesis the intensity of staining for vitimewas weaker than that of the
controls. The apical vimentin filaments collapsewvards the nuclei and were
disorganized in the basal region of the cytoplaBtareover, different grades of
vimentin disorganization in Sertoli cells were pigly correlated with the
severity of seminiferous epithelium abnormalitida. contrast, the staining
intensity for vimentin in Leydig cells was clearktronger than that of the
controls.

In an immunoblot analysis of testicular homogenatgsentin appeared as a
single band of approximately 57 kDa as did mouger lhomogenate used as a
positive control. However, the relative proteindewmeasured quantitatively was
significantly lower in testes of stallions with dipted spermatogenesis as
compared to that of control individuals.

In conclusion, since vimentin disorganization inrt8e cells correlated with
seminiferous tubule impairment, it is possible tléserved alterations may
reflect a mechanism involved in regulation of a gblpgical support of germ
cells by Sertoli cells.



POROWNANIE ROZRZEDZALNIKOW
MLEKOWO- ZOLTKOWO-FRUKTOZOWEO | TRILADYL'U
DO MROZENIA NASIENIA TRYKA W OKRESIE SKRACAJ ACEGO SIE
| WYDLU ZAJACEGO DNIA

Maciej Murawskii Marcin Partyka

Katedra Hodowli Trzody Chlewnej i Matych Ptmevaczy, Uniwersytet Rolniczy,
al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Celem pracy bylo porownywanie przydatoo rozrzedzalnikbw do
kriokonserwacji nasienia tryka, ktérych podstawowgkiadnikiem jest mleko,
z0ktko i fruktoza lub TRIS, a tale okrdlenie, ktéry z nich lepiej chroni
parametry biologiczne nasienia w procesiezania w zalenosci od pory roku.
Nasienie pobierano i poddawano kriokonserwacji atferech trykow rasy
olkuskiej jesiend | wiosm tj. w okresie skracagego st (SD) oraz wydhaajacego
dnia (LD). Od kadego tryka pozyskano po cztery ejakulaty w pierwsayw
drugim okresie bada tacznie pobrano 32 ejakulaty. K@y ejakulat byt
rozdzielany na dwie rowne €xi. Pierwsz czg$¢ nasienia mrzono wedtug
procedury dwustopniowej rozrzedzalnikiem mlekosddkowo-fruktozowym,
natomiast drug rozrzedzano Triladyl'em i mémno metod jednostopniow. Po
rozmrazeniu nasienia oceniano ruchliwéoi przezywalncs¢ oraz integraln&
btony plemnikowej metagd hypoosmotyczan (HOS). Otrzymane wyniki byty
analizowane przy pomocy pakietu statystycznego SASwykorzystaniem
dwuczynnikowej analizy warianciji.

Ejakulaty pobrane w okresie SD charakteryzowatyveyzszy (p<0,05) sredng
objctoscia (2,00 ml) od ejakulatéw pobranych w okresie LD7@Lml). Najwy:sz
(p<0,01) koncentragj plemnikéw obserwowano w ejakulatach pochmyzh z
okresu SD - 3,55 mld/ml, najsz - 2,70 mld/ml obserwowano w LD.
Najwyzszy (p<0,01) odsetek plemnikéw poruszeych s¢ ruchem pospowym
po rozmraeniu 69,47% obserwowano w SD, a nzgaly 44,29% w okresie LD.
Plemniki po rozmrgeniu najdhzej 370,00 minut przg/waty w nasieniu z okresu
SD a najkrocej 176,20 minut w okresie LD (p<0,0Ryocent plemnikow z
nieuszkodzom btomg komorkows (p<0,01) ocenianych testem HOS byt
najwyzszy 75,84% w nasieniu mronym jesierd, a najniszy 55,11% w nasieniu
wiosennym. Zaréwno w okresie SD jak i LD nasierderzedzane Triladyl’'em
charakteryzowato siwyzszym (p<0,05) odsetkiem plemnikow z nieuszkodzon
btoma. Podsumowujc, rozrzedzalnik Triadyl charakteryzowat¢ siepszymi
wiasciwosciami krioochronnymi plemnikow tryka w poréwnaniu ralekowo-
z0ktkowoz-fruktozowym zaréwno w okresie SD jak i LD.



WPLYW SPOZYCIA PIWA NA WYBRANE PARAMETRY
HORMONALNEJ REGULACJI DOJRZEWANIA PLCIOWEGO
SZCZUROW.

Michat Oczkowski, Aleksandra Kotot Wanda Dy#, Wojciech Kostowski
MartaCwiek®, Ewa Woliiska-Witort i Joanna Gromadzka-Ostrowska

! zaktad FizjologiiZywienia, Katedra Dietetyki, Wydziat Naukpwieniu
Czlowieka i Konsumpcji, SGGW w Warszawie;
2 Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej, Centrum Mezhe Ksztalcenia
Podyplomowego w Warszawie
3zaktad farmakologii i Fizjologii Uktadu Nerwowegmstytut Psychiatrii i
Neurologii w Warszawie

Alkohol oddziatuje na uktad endokrynny poprzez middicjc syntezy, sekrecji i
transportu hormondéw. Szczegdlnie istotre zeniany wywotane spgywaniem
alkoholu przez miode osobniki oraz jego wpltyw nagulacg procesow
rozrodczych w tej grupie populaciji.

Celem déwiadczenia byto okrdenie zalenosci miedzy spayciem piwa a
poziomem wybranych hormondw reguilcych dojrzewanie piciowe szczurdw.
Badanie zostato przeprowadzone na 26 miodych samesy WHP \Varsaw
High Preferring, ktére od 30. dniazycia otrzymywaty piwo o 10%-wej
zawartdci alkoholu przez 2 i 4 tygodnie (P2, n=6; P4, n=Z\ierzxta pijace
piwo mialy réwnie swobodny dogp do wody, natomiast zwiegta z grup
kontrolnych (K2, n=7; K4, n=7) otrzymywaly do picad libitum tylko wock.
Wszystkim zwiergtom podawano réwniead libitum pasz Labofeed H. Po 2 i 4
tygodniach trwania daoviadczenia w giokiej narkozie chirurgicznej od
wszystkich zwierzt pobrano krwi z serca.

Metoda radioimmunologicza oznaczono skenie hormonu luteinizagego (LH),
folikulotropowego (FSH) oraz testosteronu w osokzu.

Analiza  statystyczna  wynikbw nie  wykazata istotnychroznic
w stzeniu FSH w grupach zwieqiz pijacych piwo w poréwnaniu z grupami
kontrolnymi. Stwierdzono natomiast istotnie #8ye stzenia LH w grupach
kontrolnych szczuréw w stosunku do grug\dimdczalnych (P2s K2, p=0,0015
oraz P4vs K4, p=0,0052) oraz istotnie wyze stzenie testosteronu w grupie K2
w stosunku do grupy P2 (p=0,0011).

Zaobserwowano istotnie vyze wartéci FSH w grupie P2 wzgtlem grupy P4
(p=0,0038) oraz grupy K2 wzglem grupy K4 (p=0,0017), a tak istotnie
wyzszy poziom LH oraz testosteronu w grupie K2 wdgin grupy K4
(odpowiednio p=0,0023 oraz p=0,0062).

Uzyskane wynikiswiadcz o tym, ze spaywanie piwa mae mig€ wplyw na
zmiarg parametrow hormonalnych uktadu rozrodczego miodzdzurow.

Badania byty finansowane z projekty MNiSW nr N N3158334



ANALIZA PRZEBIEGU MEJOZY NA KOMORKACH
POCHODZACYCH Z EJAKULATU U NOSICIELA TRANSLOKACJI
CHROMOSOMOWEJ WZAJEMNEJ T(9;13)(P10;P11) O
POTWIERDZONEJ AZOOSPERMII

Marta Olszewska Ewa Wiland, Nataliya Huleyuk Maciej Kurpisz

! Instytut Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strzéskg 32, 60-479 PozraPolska;
?|nstitut of Hereditary Pathology of Academy of MediSciences, Ukraine,
79000, Lviv, Lysenko Str. 31a

Wystepowanie translokacji chromosomowych wzajemnych (T)@Wieptodnych
mezczyzn wynosi okoto 1%. W profazie podczas pachytepomidzy
chromosomami homologicznymi dochodzi do koniugacfChromosomy
zaangaowane w TCW formuj struktue kwadriwalentu, ktérego zachowanie
wplywa na odsetek #hych typow niezrownowsnych genetycznie gamet.
Koniugacja chromosoméw me zostéa zaburzona przez regiony otacgaj
punkty knie¢ chromosomow. Powstgjniesparowane odcinki chromosomow
autosomalnych, ktére megulega& koniugacji z chromosomami X i Y, ktore
podczas spermatogenezy skondensowane i nieaktywne transkrypcyjnie.
Asocjacja pomidzy nieaktywnym biwalentem XY a kwadriwalentem zady¢
przyczyry zaburzé mejozy, co prowadzi do zatrzymania spermatogemneym
samym nieptodnii. U wigkszaci nosicieli TCW parametry ejakulatuy sv
normie, natomiast wygbowanie oligo- Ilub azoospermii dotyczy TCW
zwigzanych z chromosomami X i Y, chromosomami akrogeattymi oraz z
translokacjami, w ktérych chromosomy maunkty gknie¢ w centromerze.

U nosiciela TCW 1(9;13)(p10;p1l) petlp badania zmierzage do wyjdnienia
przyczyn jego nieptodrigci. Okazato si, ze nosiciel ma azoospergnico jest
charakterystyczne dla translokacji zawiecggch chromosom 13 oraz punkty
peknig¢ w centromerze. W ejakulacie nosiciela zidentyfikomw komorki
gametogeniczne na mdych etapach spermatogenezy wsdiach sugerucych
znaczne zituszczanie nabtonka fleiatta nasieniowoddéw. Celem analizy byta
ocena profazy | podziatu mejotycznego oraz ustaletapu, na ktérym doszto do
bloku spermatogenezy. Wykonano sediowiadczér z zastosowaniem metody
FISH (fluorescencyjnej hybrydyzacjin situ z sondami centromerowymi,
subtelomerowymi oraz mahkgymi cate chromosomy). Zidentyfikowano
kwadriwalent chromosoméw 9 i 13 w stadium pachytgmofazy | podziatu
mejotycznego oraz wykrytze ma miejsce koniugacja z chromosomami X i Y.
Wykazano, ze do bloku spermatogenezy dochodzi w pachytenidapyol
podzialu mejotycznego. Znakigj centromery chromosoméw X i Y okfeno
odsetek komorek zawiergych biwalenty XY w kompleksie z kwadriwalentem
9/13 (79%), odsetek komorek zawiemjch chromosomy X i Y nieskoniugowane
(14%) oraz odsetek komorek zawigmjch tylko jeden z chromosomoéw pici (po
3% dla X iY). Uzyskane wyniki oraz dane literatwe pozwalag na powazanie
wystepowania TCW (w tym punktow ginigc chromosomow) z zaburzeniami
przebiegu mejozy. Mma réwnie stwierdzé, ze utworzenie kompleksu



kwadriwalentu chromosomow 9 i 13 z biwalentem X¥tjpowodem zatrzymania
spermatogenezy u nosiciela TCW t(9;13)(p10;pll)fym samym stanowi
przyczyre azoospermii.



ENDOCRINE MANIFESTATION OF SEASONAL QUALITY OF
STALLION’S SEMEN

Krystyna Pierzchata-KoziécJoanna Zub&l Ewa Octa’, Kazimierz Kosiniak-
KamysZ

'Department of Animal Physiology and Endocrinold@epartment of Horse
Breeding, University of Agriculture, Al. Mickiewac24/28, 30-059 Krakdw,
e-mail:rzkoziec@cyf-kr.edu.pl

Seminal plasma has a composition of different suitsls supporting sperm cells
and some substances affecting function of the demtive system and
spermatozoa. Previous experiments showed thatdpigptides and ghrelin are
present in stallion’s blood and semen. Howevespite of many experiments still
is lack of easy, repeatable estimated factorsalli@is reproductive ability. This
Is very important not only from the vet point oéw but also for the prediction of
fertilization ability.

Therefore, as a part of study dealing with thdistak reproduction problems the
experiment was taken out in order to proof the gmes of ghrelin, opioids, their
receptors, insulin-like growth factor (IGF-1) artdreids in the semen.
Experiment was carried out on 30 stallions frontugls. Semens were taken from
April to May (spring probes), and from July to Sapber (summer probes). After
analysis of semen quality by motility, sperm corcaion and morphology,
stallions were divided into two groups —A with vaggod quality semen and B
with lower quality semen in each season.

Seminal plasma was directed to the estimation @&lghand its receptor by
Western Blot method, opioids were estimated by omadioimmunological
method, steroid hormones were measured by comrhdRtfa kits. Semen’s
profile of peptides profile was revealed by eleptroresis.

The results showed the presence of ghrelin andifgpgbrelin receptor in the
semen from both groups of stallions. However, ggadlity semen had much
more of ghrelin and its receptor than that foundemen from B group stallions.
These results are in agreement with higher opiadcentration estimated by
radioimmunoassay and changes with its receptoro,Ateey were seasonal
differences in the semen concentration of opioitiSF-1 and steroids.
Interestingly, the electrophoresis of semen peptisleowed that independently
from season an additional peptide in lower qualdynen was present.

Thus, the results suggest that changes of allddstemones are connected with
the season and quality of semen. Ghrelin is ortaeohormones involved into the
metabolism of semen as well as opioids, which hgim@nishing effect on the
enzymes activity in semen. It seems probable, ttiete hormones might be use
as the factors of semen quality in stallions.

Supported by grant given by Ministry of Science aHigher Education
N0:R1202102 and University Grant No:BW-2223 KFZ/09



OCENA REZYSTENCJI BLON PLAZMATYCZNYCH PLEMNIKOW
OGIERA W MIKROSKOPIE FLUORESCENCYJNYM BARWIONYCH
FLUOROCHROMEM HOECHST 33258

Zenon PodstawskKazimierz Kosiniak-Kamysz, Monikéwigch

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Wydziat HodowBiologii Zwierzt, Katedra
Hodowli Koni, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

W ocenie integralniei bton komorkowych stosowanea srézne barwniki
fluorescencyjne kwaséw nukleinowych m@@ zdolné¢ przenikania przez
uszkodzone btony. Badania Januskauska i in. (20@kpzaly, ¥ zastosowanie
barwnika Hoechst 33258 pozwala na glerie liczby plemnikéwzywych w
ejakulacie buhaja, stwierdaaj jednoczénie, ze procent plemnikéw
uszkodzonych istotnie ujemnie koreluje z odsetkigiiemnikow zywych
ocenianych metedtradycyjra w mikroskopieswietlnym. Take Huo i in. (2002),
wykazali ze metoda ta pozwala na efektywocere jakosci nasienia knura
podczas jego przechowywania vitro. W oparciu o powssze podito badania
nad okréleniem maliwosci wykorzystania oceny uszkodzdton plemnika w
mikroskopie fluorescencyjnym w diagnostyce jgdiomasienia ogiera.

Ocenie poddano 42 ejakulaty pochgeiz od 28 ogierow w wieku od 3 - 15 lat
nalezacych do 5 ras. Preparaty morfologiczne do ocenygotowano wedtug
metodyki ,opracowanej w Katedrze Biochemii i Bidteologii Zwierat UWM w
Olsztynie, a nasgpnie w mikroskopie fluorescencyjnym w zakresi@iatta
ultrafioletowego (346 - 460nm) dokonano oceny 5@Ormikow.
Przeprowadzone badania wykazaty,ddsetek plemnikéw uszkodzonych czyli
wykazupcych fluorescengj w tych preparatach wahat¢siod 10 — 63%.
Porownujc odsetki plemnikéwswiecacych ze wskanikami oceny jakéci
nasienia nie stwierdzono jakichkolwiek zalesci migdzy ocenianymi
parametrami. Natomiast, zalesci takie wysapity, miedzy liczka plemnikow
nieuszkodzonych w ejakulacie, wyliczonych z catideyiiczby plemnikow oraz
odsetka plemnikow uszkodzonych. Istotne korelaaéathie tych plemnikéw
zarejestrowano z catkowitkoncentracj plemnikow (r = 0,64) i koncentracj
plemnikéw o ruchu pogpowym (r = 0,76) oraz z ruchem ogdélnym i ruchem
postpowym plemnikow przy r = 0,28). Dokorgj analizy liczby plemnikéw
nieuszkodzonych w 42 ejakulatach stwierdzamow 23 spérdd nich liczba tych
plemnikéw przekraczata 6,0 x 2@* = 13,9 x 10°), w ktérych liczba plemnikéw
o ruchu posippowym wynosita > 3,5 x 18 (¥= 9,0 x 10°) natomiast w 19
ejakulatach liczba plemnikéw nieuszkodzonych byieszra od 6,0 x 18 (3= 3,9
x109), a liczba plemnikéw o ruchu pegowym < 3,5 x 16(*=1,7x10°)



ZASTOSOWANIE LIOFILIZOWANEJ FRAKCJI LIPOPROTEIN

IZOLOWANYCH Z ZOLTKA JAJA STRUSIA AFRYKA NSKIEGO

(STRUTHIO CAMELUS)* DO KONSERWACJI NASIENIA PSA W
TEMPERATURZE +4°C

R.Strzeek, E.Stachurska

Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierz Wydziat Bioigynierii Zwierzt
Uniwersytet Warmisko-Mazurski, ul. Oczapowskiego 5, 10-718 Olsztyn,

Celem bada byta ocena zmian wybranych cech biologicznych pliédw psa,
poddanych procesowi konserwaciji w stanie ptynnyrtemperaturze € przez
okres 4 dni, z zastosowaniem roz@ealnika Tris — cytrynian — fruktoza (TCF) z
dodatkiem (1%, 5%, 10%) liofilizowanej frakcji LPFdVateriat do bada
stanowita frakcja plemnikowa pochaga z ejakulatéw pozyskanych od 5 pséw
mieszacow w wieku od 1,5 do 8 lat.

Na podstawie przeprowadzonych badaikroskopowych, fluorescencyjnych i
biochemicznych stwierdzonae rozciéczalnik TCF zawieragy rGzne warianty
dodatku LPFo wywiera ochronny wptyw na zachowanézhc biologicznych
plemnikéw dotyczacych ruchliwdgci, integralngci plazmolemy (barwienie
fluorescencyjne CFDA/PI), funkcjonalém struktury mitochondriow (barwienie
fluorescencyjne R123/Pl), statusu energetycznegawdeaé ATP) podczas
konserwacji w temperaturze %2. Pomimo braku wyspienia statystycznie
istotnych ré@nic (pomigdzy wariantami dodatku LPFo do rozeizalnika)
wykazano, ze najbardziej optymalne dziatanie ochronne ddie badanych
wyznacznikow wysipuje w przypadku 5% dodatku LPFo. W zakresie wagyist
analizowanych wigiwosci biologicznych plemnikéw stwierdzono wygpbwanie
znacznej zmienrsgi osobniczej. Przeprowadzone analizy ads¢ potwierdza,
ze dodatek LPFo do rozdiezalnika TCF korzystnie wptywa na wewosci
biologiczne plemnikow psa konserwowanych w temp?@.

* Zgloszenie patentowe nr P 3882464 doddriz Patentowego RP.
Praca wykonana w ramach badaasnych UWM nr. 0103.0206



KINETYKA RUCHU PLEMNIKOW KNURA JAKO KRYTERIUM W
OCENIE PRZYDATNO SCI NASIENIA DO KRIOKONSERWACJI

R.Strzeek, L.Fraser, J.Strzek

Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierz Wydziat Bioigynierii Zwierzt
Uniwersytet Warmisko-Mazurski, ul. Oczapowskiego 5, 10-718 Olsztyn,

Celem bada byta okrélenie maliwosci wykorzystania pomiaréw kinetycznych
ruchu plemnikéw do oceny wplywu dializy nasieniaukan na wiaciwosci
biologiczne plemnikow przed ich zamemiem. Materiat do badastanowity
ejakulaty pochodxe od 24 knuréw iytkowanych w SUL. Proby nasienia
poddawano dializie wedtug pepbwania opisanego wcdagej (Fraser i wsp.,
Theriogenology 2007, 67). Do oceny parametrow lwaslci wykorzystano
mikroskop kontrastowo-fazowy (Nikon Optiphot-2, Tek Japonia) wraz z
komon zliczapca (Makler chamber, Sefi Medical Instruments, Halfaael) oraz
system CASA (Video Test Sperm 2.1, St. PetersiiRogja).

Analiza (przeprowadzona poroéwnawczo dla nasieviéezego i poddanego
dializie; z / bez stymulacji roztworem kofeiny) gin@wata okrélenie odsetka
plemnikéw ruchliwych oraz identyfikacji typow ruchemnikow (klasa A — ruch
szybki prostoliniowy i pogpowy, B — ruch powolny prostoliniowy i p@gtowy,
C - ruch nieprostoliniowy, cyrkulacyjny, D — plerknnieruchliwe). Dokonywano
rowniez pomiarow widciwosci kinetyki ruchu plemnikow ok&anych wg WHO
odpowiednimi skrétami (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALHBCF).

W prébach nasienia poddanych dializie stwierdzosmtmy wzrost odsetka
plemnikéw ruchliwych (z / bez stymulacji roztworétofeiny), wzrost populaciji
plemnikéw wykazujcych ruch prostoliniowy i pogbowy (klasa A i B),
obnizenie liczebnéci populacji plemnikéw nieruchliwych (klasa D). Vkresie
parametrow kinetyki ruchu plemnikbw obserwowano agtr wartgci
wskaznikéw VCL, VSL, VAP.

Przeprowadzona analiza parametréw ruchioiio w tym take kinetyki
plemnikéw, wskazujeze etap dializy nasienia knura przed zarardgem zwiksza
populacg komoérek charakteryzagych se wysoky aktywndacia aparatu ruchu.

Badania wykonano w ramackrodkow projektu badawczego rozwojowego
Narodowego Centrum Bafla Rozwoju NR 12001404/2008.



IMMUNOEKSPRESJA RECEPTORA FSH W KOMORKACH
NABLONKOWYCH NAJ ADRZA M EZCZYZN | SZCZURA ORAZ
WPLYW FSH NA MORFOLOGI E | AKTYWNO SC STEROIDOGENNA
KOMOREK NABLONKOWYCH NAJ ADRZA SZCZURA W
WARUNKACH IN VITRO

MatgorzataSwider-Al-Amawi, *Agnieszka KolasaMariola Marchlewicz.,
’lrena Baranowska-Bosiackindrzej SikorskiBarbara Wiszniewska

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii PAM w Szcinie
?Zaktad Biochemii Zywienia Czlowieka PAM w Szczecinie
3Katedra i Klinika Urologii PAM w Szczecinie

Funkcg regulacyja w napdrzu petni androgeny. Funkcja ta pozostaje rovinie
pod kontroy estrogendéw, hormonow, ktérych sekrecja agrze pozostaje pod
kontrol LH i FSH. Mazna zatem spodziewsasic podobnej regulacji syntezy tych
hormonéw w najdrzu. Jak wykazaly badania, w tym wiasne, komorki
nabtonkowe nagdrzain vivoi in vitro wykazup ekspresj LH-R, co wskazuje na
najdrze jako nargd docelowy dla tej gonadotropiny. Wykazana niedawno
obecnd¢ receptorbw FSH w ogonie ndyza szczuréw i matp wskazujee
rowniez FSH petni funkgj regulacyja wobec najdrza. Sad celem bada byto
potwierdzenie ekspresji FSH-R w adjzu nezczyzn i szczuréw oraz
sprawdzenie ewentualnego wptywu FSH na morfeldgpdowanych komorek
nabtonkowych nagrza szczurow i synteZl 7B-estradiolu (E2). Immunoekspresj
FSH-R okrélano w skrawkach naglrzy mgzczyzn i szczuréw szczepu Wistar. W
celu okrélenia wptywu FSH na morfologii syntez E2, komorki nabtonkowe
najdrza hodowano w pywce z/bez DHT oraz z dodatkiem FSH wzshiu 0,4 i
0,8 IU/mL paywki. Immunoekspregj FSH-R wykazano w przewodzikach
odprowadzajcych oraz gtowie, trzonie i ogonie ndjza zarOwno rrczyzn, jak

i szczuréw. W nabtonku przewodzikow odprowadeggh pozytywi reakcg
odnotowano w komorkach wionych oraz nieursionych. W nabtonku
najadrza natomiast najintensywniejszaeakcg wykazywaty komorki gtéwne
glowy napdrza, podczas gdy intensywatoodczynu zmniejszataesiw kierunku
ogona. Wykazano tak stymulugcy wptyw FSH na morfologi hodowanych
komorek nabtonkowych najrza oraz ich funkej czego efektem byt wzrost
stezenia E2 w medium hodowlanym.



AKTYWNO SC ENZYMOW ANTYOKSYDACYJNYCH ORAZ ST EZENIE
CYNKU I MIEDZI W PLAZMIE NASIENIA WYBRANYCH RAS
KNUROW

Jan UdalaTomasz Stankiewicz, Barbara Btaszczyk, Dariugez@rzewicz,
Alicja Hendzel, Katarzyna Wojciechowska

Katedra Biotechnologii Rozrodu Zwieta Higieny Srodowiska
Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwiegz
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny wetncie

W pracy okrélono aktywnad¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) orazienie cynku i miedzi w plazmie nasienia knurow
rasy polskiej biatej zwistouchej (pbz, n=20), wielkbiatej polskiej (wbp, n=8)
oraz linii hypor (n=22). Uzyskane nasienie poddancenie makro- i
mikroskopowej. Aktywné¢ (SOD) i (GSH-Px) okrdano za pomoaog zestawow
Ransod-Ransel firmy Random, a zaw&itazn i Cu  wykonano metad
kolorymetryczm przy wyciu zestawow firmy Quimica Clinica Aplicada.

Objetos¢ ejakulatu u knurow rasy pbz i wbp oraz linii hypevynosita
odpowiednio 296,0 + 65,2 cin292,5 + 95,6 crh 271,8 + 98,4 cri) koncentracja
plemnikéw osigneta wartgé 316,5+ 45,3 x 1%cm®, 333,8 + 63,5 x 1Wem?® i
316,1 + 96,8 x 1%Ucm®, a ruch posipowy plemnikéw u tych ras ksztaltowat sia
poziomie 78,0 + 4,1%, 76,345,2% i 71,8+10,5 %.

Aktywnos¢ GSH-Px u knuréw rasy pbz, wbp i linii hypor wynasodpowiednio
210,6 = 93,5 U/l, 228,2 + 140,1 U/l i 422,7 + 189JN1 natomiast aktywna
SOD ksztalttowata sina poziomie 76,6 £ 12,6 U/l u knuréw rasy pbz06# 19,6
U/l u knuréw rasy wbp oraz 76,3 £ 12,8 U/l u knurbmi hypor. Istotne ranice
odnotowano w aktywriei GSH-Px pomgdzy knurami linii hypor a knurami ras
pbz i wbp. Najwysze stzenie cynku odnotowano w nasieniu knuréw linii hypor
(600,8£284,0umol/dl), a najsz  koncentragg tego  pierwiastka
charakteryzowalo sinasienie knuréw rasy pbz (437,8 + 186,2 pmol/tN).
nasieniu knurébw rasy wbp ¢genie Zn wynosito 479,8 + 200,7 pmol/dl.
Najwyzsza koncentragf Cu odznaczato sinasienie knurow wbp (38,5 £ 21,7
umol/dl), nieco nisz nasienie knurow pbz (35,2 £ 14,9 umol/dl), a neagmi
nasienie knurow linii hypor (31,6 = 15,4 umol/darowno w sgzeniu cynku jak

i miedzi nie stwierdzono istotnychzmdic pomedzy badanymi knurami.
Stwierdzona najwisza aktywné& GSH-Px jak rOwnig najwyzsze stzenie Zn u
knuréw linii hypor wskazwj, iz genotyp mae by czynnikiem istotnie
réznicujacym wiasciwosci biochemiczne nasienia, a tym samym wphaegin na
jego wiaciwosci biologiczne, co powinno By uwzgkdniane w praktyce
inseminacyjnej.



USE OF FLUORESCENT PROBES AND HYPOOSMOTIC SWELLING
(HOS) TEST TO ASSESS PLASMA MEMBRANE INTEGRITY OF
FROZEN-THAWED BOAR SPERMATOZOA

tukasz Zasiadczyk, Anna Dziekska Leyland Fraser, Wiadystaw Kordan

Department of Animal Biochemistry and Biotechno]agdyyiversity of Warmia
and Mazury in Olsztyn, 10-718 Olsztyn-Kortowo, eknieaser@uwm.edu.pl

The sperm plasma membrane integrity is involvedngtabolic exchanges with
the surrounding medium and plays an importantirokeveral fertilization related
events. Differences in the sperm cryotolerance detwndividual boars might be
one of the sources of variability that could affdet fertilizing ability of frozen-
thawed spermatozoa.

In this study, a battery of assays was used tosadbe structural and functional
integrity of the sperm plasma membrane followirgging-thawing of the whole
ejaculates (WEs) and sperm-rich fractions (SRFsha#r semen. The WEs or
SRFs, collected from Polish Large White boars, wieogen using a standard
semen cryopreservation protocol (Skede et al. Med Vet 1985, 41:349-353).
BesidesSperm motility evaluations, plasma membrane imedPMI) assessments
were monitored using different fluorescent prob®¥BR-14; propidium iodide
(P1); and carboxyfluorescein diacetate (CFDA). Thypoosmotic swelling test
(HOS) was used to assess the functional integfitthe® sperm tail membrane,
whereas JC-1 was used to assess the mitochondeahbrane potential.
Cryopreservation compromised sperm PMI, as indicate significant decline in
SYBR-stained cells or CFDA-stained cells, irresppecof the ejaculate collection
procedure. There were consistent differences irt-th@asv sperm PMI among
boars. ANOVA results showed that boar variabiligdha significant effect on
post-thaw sperm PMI measured either by SYBR-14#8awn or CFDA/PI assay.
In each boar, post-thaw sperm motility was posiyiveorrelated with the
proportions of JC-1 stained spermatozoa in eitheMWEs or SRFs. Furthermore,
the percentage of spermatozoa with functional ptasmembrane (HOS-positive
sperm cells) varied among boars and was correlgitbdooth membrane integrity
assays after freezing-thawing. These findings mdichat the susceptibility of
spermatozoa to cryoinjury might be related to ddfees in their membrane
properties. It seems that the use of differentrfgoent probes, in combination
with the HOS test, could improve the reliabilitytbe sperm membrane integrity
assays in the assessments of post-thawed boar spraléy.

Supported by research funds from UWM in Olsztyn.(8b03.0206).
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THE INFLUENCE OF ANTI-ANDROGEN FLUTAMIDE ON THE
EXPRESSION OF THE ANDROGEN RECEPTOR IN THE PORCINE
OVARY —IN VIVO AND IN VITRO STUDIES

M. Dudd, M. Durlej, K. Knapczyk-Stworg M. Koziorowskf, M. Stomczyiska

'Department of Endocrinology & Tissue Culture, lngtof Zoology, Jagiellonian
University, Krakow, Poland.
’Department of Physiology & Reproduction of Animalsjversity of Rzeszéw,
Poland.

Androgens play a crucial role in female reproduetiphysiology through
influencing growth and development of ovarian fiés. They appear to act in
two distinct ways, directly influencing androgerepgndent gene expression, and
indirectly as a substrate of estrogen synthesisirdgens mediate their action via
the androgen receptor (AR), a member of the nucksptor superfamily, which
acts as a ligand- regulated transcription factbe purpose of the present research
was to test the role of AR in mediation the actadrandrogens on the porcine
ovarian development following the anti-androgendinide administration.

To test the influence of flutamide on ovarian depehentin vivo, sows were
injected starting at 20 or 80 day of pregnancyr(iflkg body weight) five times,
every second day. Thereafter, ovaries were obtafread adult cycling pigs.
Immunohistochemistry was performed on tissue sestiosing the polyclonal
rabbit 1gG anti-AR (dilution 1:2000, SantaCruz).nmnohistochemical reaction
revealed that AR protein has nuclear localizatibimee in granulosa cells or theca
cells of the antral follicles from mature pig folies. There were significant
differences in the intensity of immunoreaction ftinat antigen between
investigated groups of animals.

Equally, thein vitro experiments were undertaken. Granulosa cellstesblom
mature pig follicles were cultured in the presenoé testosterone, 2-
hydroxyflutamide or both testosterone and 2- hydyfllstamide. All cultures
were incubated for 48 hours and cells were proce$se androgen receptor
immunocytochemical staining, Western- Blott of ARdaEIA analyses of
estradiol and progesterone synthesis. Addition -ofhydroxyflutamide in the
presence of testosterone had a positive effect 8 eXpression in porcine
granulosa cells, and the most effective stimulatioa estradiol synthesis was
observed. 2- hydroxyflutamide also influences adragen receptor distribution,
and changes its localization from nuclear to pediear in the cytoplasm.
Concluding, our results suggest that androgensi@dtirough ARs could be
involved in control of AR expression in porcine aea eitherin vivo or in vitro.

Supported by grant N N303 017737



CONNEXIN 43 GAP JUNCTION mRNA AND PROTEIN EXPRESSION IN
THE OVARY OF MATURE PIG AFTER EXPOSURE TO FLUTAMIDE

Matgorzata Durlé€j, Katarzyna Knapczyk-Stworallona Kopera, Marek
Koziorowsk?, Barbara Biliska, Maria Stomczjiskd

!Department of Endocrinology & Tissue Culture Inggtof Zoology, Jagiellonian
University, Krakéw, Poland
’Department of Physiology & Reproduction of Animalsiversity of Rzeszéw,
Poland

Gap junctions have a role both in maintaning tiskoeneostasis and in the
exchange of regulatory molecules involved in norngaellular growth and
development. Communication among granulosa celigca cells, between
granulosa cells and cumulus cells, and betweenutprsa cells and oocytes is
essential for successful follicular growth and depment, oocyte maturation and
ovulation. Connexin 43 (Cx43) is one of the predwmniat gap junction proteins
in the ovary, enabling proper interactions withe tfollicle. The purpose of the
present research was to test the role of androgetivsg via androgen receptors
(AR) on gap junctional communication using ovaonésature pigs exposed to an
anti-androgen, flutamide.

To test the influence of anti-androgen on Cx43 gempression in porcine
ovaries, pregnant sows were injected with flutanflel® mg/kg body weight, five
times, every second day) starting at 20 or 80 daestation. Moreover the same
doses of flutamide was administered to newbornepsgétarting apostnatalday
2. Thereafter, ovaries were obtained from nine-imardl pigs exhibited at least
two estrous cycles. Immunohistochemistry was peréal on tissue sections using
a polyclonal rabbit antibody against Cx43 (dilutidn2000; Sigma Aldrich)
followed by a goat anti-rabbit IgG (dilution 1:30@ector Lab.) and the standard
ABC method. Binding of antibody to the antigen wassualized by
diaminobenzidine. Western blot analysis was peréarmsing the same antibody.
Afterwards, to show Cx43 mRNA in the pig ovaries-RTR was carried out.
Immunohistochemical reaction revealed that Cx43giman the antral follicles of
cycling pigs was localized on granulosa cells membs. Moreover, theca cells
of these follicles showed a positive staining, ép&rt from the region close to the
lamina basalis. Our data showed the differencabanCx43 expression between
mature control and flutamide-treated pigs.

Based on our preliminary results we suggest thdtagens acting throught ARs
could be involved in control of Cx43 expressionthe ovarian follicles of adult

pigs.

This work was supported by a grant N N303 33983



IIMMUNOEKSPRESJA ENZYMOW STREOIDOGENNYCH | POZIOM
STEROIDOW W JAINIKACH STARYCH SAMIC NORNICY RUDEJ
(Clethrionomys glareolus S.): WPLYW FOTOPERIODU

Jerzy GalasMaria Szottys, Katarzyna Knapczyk-Stwora,Werortkdoer

Zaktad Endokrynologii i Hodowli Tkanek Katedry igjgii Zwierzt
Uniwersytetu Jagielléskiego, ul. Ingardena 6., 30-060 Krakow, e-mail:
jerzy.galas@uj.edu.pl

Nornice nalea do zwierat o sezonowym, zakmym od fotoperiodu rozrodzie.
Zmiany wywotane procesem starzenia dotycz roznych aspektéw rozrodu, w
tym funkgcji jajnikdw, w ktorych wyczerpuje spula gcherzykow jajnikowych, a
owulacje ustaj. Celem przeprowadzonych badabylo ustalenie wptywu
fotoperiodu na morfologi immunoekspregj enzymdéw steroidogennych i
zawartd¢ steroidow w jajnikach starych, 2-letnich nornicajniki nornic
hodowanych w diugim fotoperiodzie zawieraty typowgherzyki jajnikowe i
ciatka zolte, jednake znaczam cze$¢ jajnika wypetnialy niezorganizowane w
pecherzyki jajnikowe komoérki podobne do komorek ziatych i komorki
przypominagce komorki interstycjalne. Pozytywn reakcg na obecn&
dehydrogenazy hydroksysteroidowej B{dSD) obserwowano w ostonce
wewrgtrznej gcherzykow jajnikowych, komorkach interstycjalnya,ciatkach
cytochromu P450c17 obecna byta gtéwnie w ostoncerrwiznej, komaorkach
interstycjalnych, nielicznych komorkach ciatkéttego i niektérych komaérkach
nietypowej czsci jajnika. U nornic krétkiego dnia prawie catynd§ wypetniaty
niezorganizowane w struktury jajnika komorki, bagaprzerdnicte tkanlk
tluszczow, a gcherzyki obecne byly tylko sporadycznie. Immunoeksp 3p-
HSD obserwowano w wkszaci komérek jajnika, jednale byla ona
najsilniejsza w wyspach dych komodrek otoczonych tkaakttuszczovd.
Komoérki te wykazywaly réwnie najsilniejsa immunoekspresj cytochromu
P450c17.Radioimmunologiczna analiza steroidow w homogermatggnikow
wykazata, ze dominugcym hormonem w jajnikach nornic diugiego dnia byt
progesteron, a krotkiego dnia androgeny.

Badania finansowane z DS/770-K/ZDS/000781



FAS/FAS LIGAND SYSTEM INVOLVEMENT IN EQUINE CORPUS
LUTEUM FUNCTIONAL REGRESSION

Galvéio A% Ramilo D' Skarzynski D% Lukasik K% Mateus L, Ferreira-Dias &

C.1.I.S.A., Faculty of Veterinary Medicine, Teclatitniversity, Lisbon,
Portugal; “Department of Reproductive Immunology and Patholbgtitute of
Animal Reproduction and Food Research of PAS, @isAoland.

Luteolysis is essential for the resumption of caarcyclicity when pregnancy has
not been established yet. In the mare, a cycliaodinated vascular and non-
vascular corpus luteum (CL) regression involvesivactcaspase-3 mediated
apoptosis. The luteolytic process requires theoactif a number of triggering
factors, such as hormones and cytokines. As a trepubgesterone (P4)
production impairment (functional luteolysis) andhanges in luteal tissue
morphology via apoptosis (structural luteolysisjcuar during CL regression. A
common pathway triggering apoptosis results in kiye® receptors activation,
including tumor necrosis factor super family recept(TNFRs). Studies on other
species suggest an important role for FasL/Fagsysh structural involution and
luteolysis. Nevertheless, knowledge on the infleent FasL on steroidogenic
capacity is lacking. Thus, the aim of the presdanty was to evaluate (i) the
presence of the cytokine FasL and its receptorifrdise mare’s CL throughout
the luteal phase; as well as (ii) the influencd~aéL alone, or together with the
cytokines TN and interferon gamma (IR on equine luteal cells production
of luteotrophic and luteolytic factors. To studyof@in expression of cytokines
FasL and the receptor FAS in the equine CL, immigtobhemistry and western
blotting were carried out (CH, n =5; Mid-CL, n =bate-CL, n =5). In order to
evaluate cytokines effect on prostaglandins andygsterone release from the
equine CL, luteal cell cultures from Mid CL (n =&gre stimulated for 24h, in a
5% CQ chambewvith: (i) no exogenous cytokines (Control); (ii))dE410 ng/mL);
(i) FasL+INFy (10 ng/mL) and (vi) FasL+TNFINFy (10 ng/mL).
Immunohistochemistry analysis for active FasL amd&Fshowed that both the
cytokine and its receptor were present in largedutells and endothelial cells
throughout the Iuteal phase. Western blotting aisly showed that
immunoreactive bands intensity for FasL increasethfEarly-CL to Late-CL (p
< 0.05), while FAS protein expression did not ctaattgoughout the luteal phase.
In the Mid-CL luteal cells, FasL alone and FasL+{fbhibitedin vitro P,release
(p<0.05), while FasL+IFMtTNFa was responsible for the opposite effect
(p<0.05). Besides, the P@laroduction after luteal cell stimulation with FasL
alone or combined with other cytokines (FasL+{#NNFa) was reduced
(p<0.05). Nevertheless, all these cytokines in@e@d3GE, production (p<0.05).
The highest PGk release was observed when the luteal cells weresexpto
FasL alone (p<0.05). To the best of our knowledls, is the first evidence that
FasL alone can influence steroidogeni¢ &d prostaglandin ;& and E
production in the mare. Nevertheless, further ssiddhould be performed to
clarify the complex action of the Fas/Fas Ligandt&syn on the equine CL.



Supported by the grant PORTUGALIA 78/2007



WPLYW PODANIA RYBOFLAWINY IN OVO NA ROZWOJ
EMBRIONALNY | ST EZENIE HORMONOW TARCZYCY W E KRWI,
SERCU | WATROBIE ZARODKA KURY

Karolina Glodek, Marcin W. Lig, Andrzej SechmanBarbara Plytycz
Agnieszka |. Mazut Jerzy W. Niedzi6tka

'Katedra Hodowli Drobiu, Zwiegt Futerkowych i ZoohigienyKatedra
Fizjologii i Endokrynologii Zwierzt Uniwersytet Rolniczy w Krakowi&Zaktad
Immunobiologii Ewolucyjnej, Uniwersytet Jagieilfki w Krakowie

Ryboflawina odgrywa kluczoavrole w przemianach energetycznych i procesach
utleniania i redukcji. U ssakow wykazanaee istnieje zalenos¢ pomidzy
poziomem ryboflawiny w organizmie agéniem hormondw tarczycy: tyroksyny
(T4) itréjjodotyroniny (T3) we krwi. U ptakdéw, ryboflawina jest niegina do
prawidtowego przebiegu embriogenezy, a jej niedgtmwoduje hipoglikenai i
upcsledzenie procesu oksydacji kwaséw ttuszczowych. reygadku skrajnego
jej niedoboru obserwujeeshagh $mier¢ zarodkéw kurzych ok. 13 doby inkubacji
poprzedzoa krétkotrwatym zaktoceniem pracy serca.

W kontelécie przedstawionych powsgj informacji, wydawato si interesugcym
zbadanie wptywu podania ryboflawinyin, ovd na rozwoj zarodkowy oraz
stezenie hormonow tarczycy we krwi oraz w sercu atnebie - narzdach
charakteryzujcych s¢ wysokim tempem metabolizmu jodotyronin.

Ryboflawirg podawanan ovo do jaj kurzych w dawkach 0 (kontrola), 60, 600
ug/jajo (n=150 jaj/grup) w 6 dniu embriogenezy (E6). Inkubagrowadzono w
standardowych warunkach. Krew i probki tkanek sergatroby pobierano w
E12, E14, E18 i E20 od 10 losowo wybranych zarodk&adej grupy. Zaréwno
zarodki, jak i izolowane nasgdy wazono. Stzenie T, i Tz w o0soczu i
homogenatach serca iatkoby oznaczano metqdadioimmunologicza stosugc
zestaw firmy BRAHMS (Niemcy).

Iniekcja in ovo ryboflawiny w dawce 600 pg/jajo zmniejszyta istetr{p<0,05)
mag ciata zarodkow, a take powodowata wzrost gtenia T, we krwi w E18 i
E20 odpowiednio o0 23,9% i 18,1% w poréwnaniu dgpgrkontrolnej (g<0,05).
Zarowno niska, jak i wysoka dawka ryboflawiny spalewata istotny wzrost
stezenia Ty 1 T3 w sercu zarodkow w E18 odpowiednio 0 51 i 70% &4z 71%
(p<0,05). Nie zanotowano istotnego wptywu ryboflawing stzenie badanych
jodotyronin w watrobie embriondw.

Uzyskane wyniki wskazaj ze u ptakédw podanie ryboflawinyn ovo w
poczatkowej fazie embriogenezy hamuje rozwoj zarodka avatywa na funkgj
tarczycy i metabolizm jodotyronin w miocytach serca

Badania sfinansowano z tematéw BW 2221/KHDZFiZ/0Brojekt badawczy
wiasny N N 311 1351 33.



PROLIFERATING CELLS AND MARKERS OF APOPTOSIS IN THE
OVARY OF CHICKEN EMBRYO

Agnieszka K. GrzegorzewskAnna Hrabia, Janusz ksa

Department of Animal Physiology and Endocrinology,
University of Agriculture in Krakow,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Balance between apoptosis and proliferation iggaifstant aspect of embryonic
growth and development. Caspase-3 and -6 are apspteediators involved in
the execution phase of cell death. It is well kndhat ovarian follicles atresia is
mediated via apoptosis, but there are no reportseraing expression of caspase-
3 and -6 and the localization of apoptotic and iferdting cells in the chicken
embryonic ovaries.

The present study was undertaken to analyse theessipn of caspase-3 and
caspase-6 mMRNA and to localize apoptotic and gmaliing cells in the left ovary
of chicken embryo on 11 (11E) and 17 (17E) daymbeyogenesis and just after
hatching (1D). Fertilized eggs obtained from Hy<.iBrown hens (n=120) were
incubated in standard conditions. On day 11 an@fliicubation and just after
hatching ovaries were isolated, processes for fpraraéctions and stained by
TUNEL to localize apoptotic cells or PCNA to iddwtproliferating cells. For the
RT-PCR reactions total RNA of gonads was extractsidg TRI-Reagent. After
DNAse treatment and reverse transcription with@lid sy primer and M-MuLV
Reverse Transcriptase, PCR reactions with spegfimers and Taq DNA
Polymerase were carried out. After electrophordata were standardized to 18S
rRNA.

The intensity of TUNEL-positive reaction was strommgthe cortex and very
strong in the medulla and external epithelium @& tvary of the 11E and 17E
embryos and 1D chicks. The PCNA positive reacticas wery weak in the
medulla on 11 day of embryogenesis, and on dayntl7just after hatching very
intensive reaction was surprisingly observed omlythe cortex of the chicken
ovary. The expression of each gene was obtainéimale gonads and there were
no significant differences among stages.

The results of the present study show, that apapéosl proliferation regulate cell
number and modulate gonadal differentiation in ttecken embryo. The
increasing number of proliferating cells in the v&a cortex detected on day 17
in comparison with day 11 of embryogenesis may ssgdhat the cortical tissue
starts developing into functional ovary.

This work was supported by BW-2223/KFZ/08



SEX HORMONES AND PROLACTIN PLASMA PROFILES IN
ZATORSKA GEESE DURING ANNUAL CYCLE

Matgorzata GumutkaEwa Kapkowska, *Izrael Rozenboim

Department of Poultry and Fur Animals Breeding &rdmal Hygiene,
Agricultural University in Krakow, Al. Mickiewicz24/28,30-059 Krakow,
Poland, *Department of Animal Science, The Hebrewvérsity of Jerusalem,
Rehovot, Israel

Seasonal reproduction of wild birds results in pineduction of offspring during
the optimum time for survival. Endocrine profilessaciated with reproductive
seasonality have been studied in wild and domegstese (Akesson et al., 1981;
Dittami et al., 1985; Hargitai et al., 1993; Pégzet al., 1993, Xuan et al., 2005;
Huang et al., 2008; Shi et al., 2007). Howevethm available literature there are
no data showing changes in sex hormones and prolactdomestic geese
maintained, during the reproductive period, undgfi@al photoperiod conditions
used in practice. The objective of the study waslétermine plasma levels of
estradiol (E2), progesterone (P4), testosteronaifd)prolactin (PRL) in long day
breeding Zatorska geese throughout the year.

The study was carried out in the flock of Zatorgk@ese maintained in the
Experimental Station of the University of Agricukuin Krakow. Blood samples
were taken twice a month from two-year-old males (t0) and females (n = 20)
geese during the period from September (autumnjuly (summer). During
reproduction a photoperiod of 10h light: 14h dar&ksvapplied. In non-breeding
time natural light conditions were used. The cotegion of E2, P4, T and PRL
in plasma samples was measured by the enzyme-limketunosorbent assay
(ELISA) in the Department of Animal Science, The b University of
Jerusalem, Israel.

The egg-laying period lasted from January to Juitle the peak of egg-laying in
March and a rate of about 30%. In ganders plasman€entration increased after
photostimulation (January), reached a peak levéieaend of February, and next
gradually decreased as the breeding season predresbaseline concentration in
July. In geese an increase in ovarian steroidsréedtart of egg production was
observed with maximum concentrations of E2 in Janaend P4 in February.
During the peak of egg production the highest lefgbhlasma P4 was observed.
Nadir concentrations of E2 and P4 were observed ffone to July and from July
to January, respectively. Plasma PRL level showecharacteristic seasonal
pattern in both sexes with a gradual increase went with a decrease of egg
production rate.

In summary, in long-day breeding Zatorska geessaosed fluctuations in plasma
PRL and sex hormones were showed with a high lelv@l in males, and P4 in
females during the egg-laying period. The plasnttepaof PRL opposite to sex
hormones suggests an important role of this hormonbe termination of the
breeding cycle.

This study was supported by the grant no. N311 3671



WPLYW HORMONU WZROSTU NA PROLIFERACJ E | APOPTOZE
W JAINIKU KURY PODCZAS DOJRZEWANIA PLCIOWEGO

Anna Hrabia Janusz Ria

Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwiet#, Uniwersytet Rolniczy, Al.
Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Ostatnio wykazano ekspresmRNA hormonu wzrostu (GH) i jego receptora
(GHR) oraz zlokalizowano je immunocytochemicznie wecherzykach
jajnikowych kurek podczas dojrzewania ptciowegodbia i wsp. 2008). Wyniki
odpowiedzi na pytanie czy GH wptywa na proces feddicji i apoptozy w jajniku
kury podczas wzrostu i dojrzewania.

Doswiadczenie wykonano na kurkach Hy-Line, ktére wkaielO tyg. podzielono
na 2 grupy: kontrolp (n=40) i ddwiadczalr (n=40). Ptaki eksperymentalne
otrzymywaty podskérnie rekombinowany kurzy GH (2a§kg m.c., 3 x w tyg.)
od 10. tyg. zycia do osigniccia dojrzaldci piciowej. Kurki kontrolne
otrzymywaty rozpuszczalnik (0,9% NacCl). Jajniki lawano w 10., 12., 14. i 16.
tyg. oraz po zniesieniu 1. lub 2. jaja tj. w 179.tY jajnika pobierano strogrz
pecherzykami pierwotnymi, gcherzyki biate (1-4mm)zottawe (4-8mm) izote
(8-30mm). Na skrawkach parafinowych lokalizowanomioki proliferupce
metod, immunocytochemiczn(PCNA) i komorki apoptotyczne metod UNEL.
Komorki proliferupce i apoptotyczne liczono na 10-15 losowo wybranych
obszarach (50 x 50 um) #@dej badanej tkanki przy zyciu programu
komputerowego do analizy obrazu MultiScanBase 024

Wykazano obecrié komorek proliferujacych i apoptotycznych w stromiev
scianie wszystkich gcherzykow jajnikowych pojawiagych sé podczas rozwoju
jajnika. W poroéwnaniu do kontroli podawanie GH spolowato: (1) istotny
wzrost liczby komorek proliferagych w stromie jajnika w 12., 14. i 17. tyg.
zycia (odpowiednio 1,6x, 1,25x i 1,3x), vegherzykach biatych w 14. i 17. tyg.
(1,4x i 1,3x) oraz w ¢cherzykachzéttawych w 17. tyg. (1,26x), (2) istotny
spadek liczby komorek apoptotycznych w stromie w, 2., 16. i 17. tyg.
(odpowiednio 1,2x, 1,3x, 1,4x i 1,2x) oraz wacherzykach biatych w 14. i 16 tyg.

(1,4x i1 1,2x).
Uzyskane wyniki wskazuaj ze GH regulujc proces proliferacji i apoptozy w
pecherzykach prehierarchicznych determinuje wzrostlekeg i1 atrezg

pecherzykdw jajnikowych kury podczas dojrzewania @e2go.

Finansowanie: grant MNiSW nr 2 PO6D 034 28



THE PROCESS OF OOCYTE DEATH IN ATRETIC FOLLICLES OF
THE PREPUBERTAL SPINY MOUSE (ACOMYS CAHIRINUS )

Monika Hutas-StasiakAntoni Gawron

Department of Comparative Anatomy and Anthropolddgria Curie-
Sktodowska University, Akademicka 19, 20-033 LuBloland

Follicular atresia is a process by which most @f fibllicles existing in the ovary
at birth are lost. It accounts for the loss of @b89% of oocytes in the
mammalian ovary. The mechanisms by which granutetia and oocytes die in
atretic follicles are currently under intense irtigegion.

The aim of the present work was to characterizepiteeess of cell death of
oocytes in atretic ovarian follicles in the immatut, 14, 21 and 30 day-old spiny
mouse with the use of a detailed ultrastructuralysis and immunohistochemical
methods.

Our observations demonstrate the following points:

The ultrastructural features of the oocyte deathmainly characterized by the
presence of abundant cytoplasmic clear vacuolesaataphagosomes, as well as
by absence of chromatin fragmentation, membranabbig and apoptotic bodies.
These features are common to oocytes in all typdsedollicles studied.

The active form of caspase-3 and cleaved PARP1 ftlagor effectors of
apoptosis) are not detected in granulosa cellsoaegtes of primordial, primary
follicles in all the animals studied. Active casp&s and cleaved PARP1 are
predominantly visible in granulosa cells of largge@ndary and antral follicles.
Only a small number of oocytes show positive sigtal caspase-3.

Thus, the most common pathway for granulosa celtfdéespecially in antral and
large secondary follicles) is apoptosis. The abundeof clear and autophagic
vacuoles as well as the lack of mitochondrial aalll welling characteristic of
necrosis in the dying oocytes, lead us to propesa@awtophagic mechanism of
oocyte death.



WYKORZYSTANIE METODY AD (ALLELIC DISCRIMINATION,
TAQMAN PCR) DO IDENTYFIKACJI MUTACJI V371M U OWIEC
OLKUSKICH

Urszula Kaczor

Katedra Hodowli Trzody Chlewnej i Matych Pimevaczy,
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

Rodzina transformuagych czynnikow wzrost@ (the transforming growth factgr
to gupa ponad 35 protein obejmaych izoformy TGFB (TGF B1.2.39, hormon
zaniku przewodow przyodnerczowych (AMH), inhibiny- A i B, aktywiny- AB,
AB, morfogenetyczne biatka ko (BMP1-BMP20) czynniki wzrostu i
roznicowania (GDF1-GDF9;zynnik neurotropowy produkowany przez komorki
gleju (GDNF). Transformgpy czynnik wzrostu 9 (GDF9) jest jednym z
wielofunkcyjnych biatek nalecych do rodziny TGH i istotnym czynnikiem
regulupcym rozwoj gcherzykow jajnikowych u gryzoni, przewaczy oraz ludzi.
Owcze biatko GDF9 wykazuje strukturalne poddbievo do biatka myszy (66%
homologii) oraz cztowieka (77%). Gen kodey biatko GDF9 zlokalizowano u
owiec w chromosomie 5. Wykazano obe@ngego transkryptu oraz biatka w
oocycie podczas formowania giccherzyka, w pcherzykach pierwotnych typu |,
a take w cherzykach tdacych w fazie intensywnego wzrostu. GDF9 znajduje
si¢ takze w oocytach zdegradowanych oraz nieprawidtowo mfavanych
strukturach pcherzykowych. U owiec w obbie genuGDF9 wykryto 3 mutacje
punktowe w obszarze sekwencji kogitym biatko dojrzate i w regionie
odpowiadajcym za 4czenie s czynnika GDF9 z receptorem typu |. Mutacje te
Sa zwigzane z wysipieniem sterylnéci lub zwigkszona plennicia maciorek. W
badaniach wtasnych, stogaj malo specyficzm metod SSCP (sgle strand
conformation polymorphism wykazano u owiec olkuskich, obedhomutaciji
punktowej identyfikowanej u owiec Belclare i Candge w pozycji 1111
nukleotydu (zamiana G w A), czego konsekwegnbjyta zamiana waliny w
metionirg w pozycji 371 aminokwasufaucha polipeptydowego.

Celem podijtego eksperymentu byto zastosowanie specyficznépdgeAllelic
Discrimination (TagMan PCRYo okrdlenia frekwencji mutacji V371M w
populacji 260 owiec. W dwviadczeniu wykorzystano materiat biologiczny
pobrany od zwierd, izolujac genomowe DNA przy pomocy zestawu
odczynnikéw Master Puf¥ Genomic DNA Purification Kit (Epicentre
Technologies, USA). Wykazano obeéadeterozygot AG i homozygot dzikich
GG (frekwencja odpowiednio: 0,15 i 0,85), zatenela zawierajcy mutacg
V371M pojawit st z bardzo nisk frekwency 7,7%.

Praca wykonana w ramach projektu NN 31244533



EKSPRESJA mRNA | IMMUNOLOKALIZACJA BLONOWEGO
RECEPTORA PROGESTERONU (PGRMC1) ORAZ BIALKA SERBP1
W CIALKU ZOLTYM (CL) KROWY W CZASIE CYKLU RUJOWEGO

Magdalena K. KowalikDominika Stonina, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwiegz i Bada: Zywnaici PAN, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn

Progesteron (P4) wptywa na funkcje komoérek luteetinykrow na drodze
pozagenomowej, €iciowo przez oddziatywanie z receptorem bltonowym
PGRMC1 fprogesterone membrane receptor compongnBiatko PGRMC1 by
wywota¢ efekt, musi ulec zvazaniu z innym biatkiem - SERBPXdrpine 1
MRNA binding protein Powstaty w ten sposob kompleks btonowego recapto
P4 wptywa na transkrypgjgenow zaangawanych w procesy anty-apoptyczne
i syntez biatek bioncych udziat w tworzeniu patzer miedzykomérkowych.
Mozliwe jest take, ze biatko PGRMC1 wptywa na proces steroidogenezy.
Celem déwiadczeé byto: (a) zbadanie ekspresji genu PGRMCL1 i SERRIP4Z
(b) immunohistochemiczne oktenie lokalizacji biatkka PGRMC1 i SERBP1 w
CL krow podczas cyklu rujowego.

Materiatem do bada byly CL pochodace z jajnikbw nieaizarnych krow

i dojrzatych jatéwek z: 1-5, 6-10, 11-16 i 17-21liarcyklu rujowego (n=4 dla
kazdej fazy). Ekspresja mRNA gendw zostata wykonarey pryciu analizy
Real-time PCR. W badanej tkance zaobserwowanonist@®<0.01) wzrost
ekspresji genu PGRMC1 w 6-10 dniu cyklu rujowegksifesja genu SERBP1
byla istotnie wysza (P< 0.01) w 11-16 dniu cyklu rujowego. Analiza
immunohistochemiczna skrawkéw CL potwierdzita olmdénbialek PGRMC1

i SERBP1 w tkance lutealnej wiaej fazie cyklu rujowego.

Uzyskane wyniki wskazajna obecn& genu i biatka PGRMC1 oraz SERBP1 w
CL kréw, co sugerujeze niegenomowe dziatanie P4 w CL ieoodbywé si¢
przez kompleks biatek PGRMC1:SERBP1.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego MWiSEN 311 348237.



WPLYW PROGESTERONU, OKSYTOCYNY, PROSTAGLANDYNY E »
ORAZ WYBRANYCH CZYNNIKOW WZROSTU NA FUNKCJE
WYDZIELNICZE KOMOREK CIALKA  ZOLTEGO KLACZY

K. tukasik, D. Pestki A. Galvad, G. Ferreira-Dias D. SkarzynsKi

Ynstytut Rozrodu Zwieqz i Badai Zywnaici PAN, Zaktad Immunologii i
Patologii Rozrodu, Olsztyn, Polska
2C.1.I.S.A., Faculty of Veterinary Medicine, TU Last) Portugal

Gtowna funkcija ciatka zottego (CL) jest produkcja progesteronu (P4), kt@st
najwazniejszym hormonem kontrolagym cykl jajnikowy i zapewniacym
wiasciwy rozwdj chzy. Tworzenie i rozw0j CL kontrolowane 9rzez hormony
gonadotropowe, jak réwnieprzez czynniki produkowanekalnie w macicy i w
jajniku. CL wytwarza wiele substancji biologicznezynnych, m. in. hormony
steroidowe i peptydowe, czynniki wzrostu (insulindpbny czynnika wzrostu -
IGF, czynnik wzrostwrodbtonka naczy VEGF i wiele innych), cytokiny oraz
prostaglandyny (PG). Wykazanaze istotnym czynnikiem luteotropowym
stymulupcym wydzielanie P4 w komorkach steroidogennych @kt jPGE
Powyzsze mechanizmy i zaleosci opisano dotychczas u wielu gatunkéw
zwierzt i u cztowieka. Brak jest jednak danych opigych auto-, parakrynne
mechanizmy regulacji funkcji CL klaczy. Celem badaito wykazanie wptywu
P4, oksytocyny (OT), PGEoraz wybranych czynnikéw wzrostu (IGF1, VEGF)
na wydzielanie P4 i PGErzez komorki steroidogenne CL kladmyvitro.

Jajniki pozyskiwano 10-15 min po uboju i wagu 45 min. przewisono na lodzie
do laboratorium. Do badawykorzystano CL sklasyfikowane na podstawie
morfologii jajnika i macicy oraz stenia P4 we krwi jako faz&odkowo-lutealna
(n=7). Enzymatycz izolacgk komérek przeprowadzano przyzygiu roztworu
enzymatycznego zawiesgego 0,05% kolagenazy, 0,005% DNazy-l,
wzbogaconego 0,1% BSA. Trawienie tkanki lutealngeprowadzano w #ai
wodnej o temperaturze 327. Po czterech 10-minutowych trawieniach komorki
byty filtrowane przez metalowe sita filtrat ptukapoprzez wirowanie przez 10
minut z pedkoscia 70 g. Komorki byty liczone, a icliywotnaé¢ wynosita nie
mniej niz 85%. Uzyskane komérki CL zawieszano (2}f) w medium
hodowlanym (DMEM/Ham’s F-12 wzbogacone 10% surgwielecej oraz 1%
Antibiotic Antimycotic Solution) i hodowano w 24 Howych ptytkach
hodowlanych. Po 8-10 godzinach preinkubacji komgrkiyklejaty s¢ do podiaa
ptytki, nastpnie zmieniano medium hodowlane na medium inkulvecyj
(DMEM/Ham’s F-12 z 0,1% (w/v) BSA i 20pg/ml gentaayny) i stymulowano
komorki wg. schematu: (i) ptyn fizologiczny — koo, (ii) P4 (1PM), (iii) OT
(10'M), (iv) PGE2 (10'M), (v) IGF (50ng/ml) i (vi) VEGF(50ng/ml). Dawki
czynnikbw wybrano w serii dwiadczé wstepnych. Po 24 h inkubacji zbierano
media i zabezpieczano w celu wykonania analiz EIA.

llos¢ uwolnionego P4 wzrastata po stymulacji OT (p<0.09GE (p<0.01).
Natomiast uwalnianie PGEstymulowane byto przez P4, OT, IGF i VEGF
(p<0.05). Powysze wyniki sugeraj iz OT, P4, PGE2 oraz czynniki wzrostu



(VEGF, IGF) mog odgryw& znacaca role jako auto-, parakrynne czynniki
regulupce funkcje wydzielnicze CL w cyklu jajnikowym oranoga dziata
luteotropowo wzmagag funkcje CL klaczy.

Wykonano w ramach projektu MNiSW PORTUGALIA 78/2007



POROWNANIE ROZWOJU EMBRIOLOGICZNEGO PIEL EGNIC
Z JEZIOR TANGANIKA | MALAWI NA PRZYKLADZIE
MELANOCHROMIS VERMIVORUS ORAZ CTENOCHROMIS HOREI

Michat Miesikowski
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Pracowania histoiioigembriologii kregowcow

Melnochromisvermivorusoraz Ctenochromis horeio gatunki ryb zamieszkujce
dwa ré@ne jeziora afrykaskie (M.vermivorus wyskpuje w jeziorze Malawi,
natomiasiC.horeiw jeziorze Tanganika). Strategie rozrodu i opieddl potomstwem
u obydwu gatunkoéwaspodobne. $to pyszczaki, ktérych charakterystygzrechy
jest inkubacja zaptodnionej ikry przez samice w igamgbowej od momentu
zaptodnieniaado uwolnienia w petni uksztattowanego narybku.

Celem bada jest porownanie, wnikliwy opis oraz dokumentacf@ofraficzna
przebiegu wczesnej ontogenezy u tych gatunkow.

Zaptodniona ikra pobierana byla od samic i przeghveana w warunkach
laboratoryjnych w specjalnie do tego celu skonstamym inkubatorze w ktérym
przez caly okres inkubacji utrzymywano jednostajmerunki. Pomiaréw ikry,
zarodkébw oraz larw dokonywano za pompomikroskopu stereoskopowego
wyposaonego w okular z podziatkmikrometrycza.

Caly rozwdj podzielono na dwa zasadnicze stadadigin zarodka oraz stadium
larwy. Podczas badania rozwoju w trakcie trwaraadisim zarodka brano pod uwag
nastpujace cechy: wysokid i szerokéc¢ zaptodnionego jaja, wysokdi szerokéé
nad:Ottkowa, a w trakcie ksztattowaniaeszarodka rownig wysokaé i szerokac
oczu oraz diug@ zarodka i liczh uderzé serca na mingt Podczas trwania stadium
larwalnego mierzono: diugé przedgrzbietow, diugaé glowy boczm, szerokéc i
wysoka¢ oczu, diugéé przedanalp diuga¢ ciata, catkowih diugas¢ ciala,
najwicksza wysoka¢ ciata oraz wysoki i szeroké¢ woreczkazéttkowego. Starano
si¢c takze okrdli¢ m.in. kiedy nasjpuje pocatek organogenezy, w jakim momencie
pojawiap si¢c pierwsze komorki barwnikowe, pierwsze skurczesmj kiedy zaczyna
pracow& serce, po jakim czasie ngsiije przejcie ze stadium zarodka w stadium
larwy oraz kiedy zaczynaksztattowa si¢ ptetwy.

Pilotazowe wyniki wykazaty,ze rozwdéj zarowno WM.vermivorusjak i u C.horei
przebiega podobnie jednak G.horei przy jednakowej temperaturze inkubacji
(25,0°C) jest on szybszy i w pemni uksztattowanyyhek pojawia s po 21 dniach
inkubacji podczas gdy M.vermivorugpo uptywie okoto 27 dni.



IMMUNOLOCALIZATION OF ANDROGEN RECEPTOR AND
AROMATASE IN CORPORA LUTEA OF 1- TO 1.5-YEAR-OLD MA RES

Wiestawa Mtodawska

University of Agriculture, Department of Animal Reguction and Anatomy,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

The corpus luteum (CL) is an important regulatofemhale reproductive function.
The presence of CL in the ovary of a young femslke $ign of puberty onset. This
gland secretes progesterone and a number of sgbstand hormones, including
estrogens, as indicated by the presence of aroenatdbe luteal cells of corpora
lutea in many species of mammals, including ho(ééisrecht and Deals, 1997).
Research suggests that nonaromatizable androggamgegulate CL functions
directly through androgen receptors (Hild-Petitalet 1991; Stomczjska et al.,
2006). The aim of this study was immunohistochefrimzalization of aromatase
and androgen receptors (AR) in the corpora lutgaubkrtal mares.

The study was performed on paraffin sections opa@ lutea (n=8) collected
postmortem from the ovaries of mares aged 1-1.%5syaad 5 corpora lutea of
mares aged >5 years (control group). Based on mtwgital evaluation, CL
were classified as early, mature and regressings$dfe and Ginther, 1981).
Aromatase and androgen receptors were immunolechlinsing mouse
monoclonal antibody against human cytochrome P4®B0and rabbit polyclonal
antibody against androgen receptors, respectit@munostaining for P450arom
was observed in the cytoplasm of luteal cells bfcatpora lutea regardless of
mares' age. The reaction was more intense in earty mature CL than in
regressing gland. Androgen receptors were founithenluteal cells nuclei of all
early and most mature corpora lutea. In regresSibgonly some cells showed
weak colour reaction. No relationship was foundween mares' age and
expression of aromatase and androgen receptompora lutea. The presence of
both androgen receptors and aromatase in lutdalafehe mares is dependent on
the physiological status of the corpus luteum. presence of androgen receptors
suggests a local role of androgens in the reguiatfoCL function in the mare.
This is the first study to show the presence ofragein receptors in the corpora
lutea of the mares.

Supported by Polish Ministry of Education and Sceemas grant No 2 PO6D 042
30



OREXIN TYPE 2 RECEPTOR PROTEIN EXPRESSION IN THE
PORCINE OVARY DURING THE OESTROUS CYCLE

Anna Nitkiewicz Nina Smolhska, Jadwiga Przata, Tadeusz Kaski

Department of Animal Physiology, University of Wexrand Mazury in Olsztyn,
10-718 Olsztyn-Kortowo, e-magnna.nitkiewicz@uwm.edu.pl

Orexin A and B are newly discovered neuropeptigeshesized mainly in lateral
hypothalamus and associated with many physioloducadtions. Both orexins act
through specific, G protein-coupled protein recepteermed orexin receptor 1
(OX1R) and orexin receptor 2 (OX2R). Orexins arglicated in regulation of
feeding, sleep and wakefulness, arousal and loacomadttivity, as well the
reproductive system. To our knowledge there is ata @oncerning the role of
orexin system in porcine ovary, among others OX28gin expression in this
gland during the oestrous cycle. Therefore, the aimthe study was the
comparison of OX2R protein content in corpora lueadays 2-3, 10-12 and 14-
16 of the oestrous cycle and in granulosa and timema cells during days 17-19
of the cycle, using Western blot analysis. The got samples were
electrophoresed on 12,5% SDS polyacrylamide geglars¢ely for OX2R and
actin, and then transferred to nitrocellulose memes. After blocking in TBST
with 5% skimmed milk, membranes were incubated mgét with mouse
polyclonal antibodies for OX2R at a dilution 1:300rabbit polyclonal antibodies
for actin at a dilution 1:200, which were used astarnal control. After washing
in TBST buffer, membranes were incubated for 1.8rlath secondary goat anti-
mouse IgG antibodies for OX2R (diluted 1:500), oaganti-rabbit IgG for actin
(diluted 1:5000) conjugated with alkaline phospbataAs a detector of
immunocomplex was used NBT/BCIP system. The resiflt@/estern blot were
quantified by densitometric scanning of immunobletth GelScan for Windows
ver. 1.45 software. Data were expressed as a 0at@X2R protein relative to
actin protein in arbitrary optical density unitsXZR protein was greatest on days
10-12 compared to 2-3 day and granulosa and thelts from 17-19 of the
oestrous cycle (p<0.05). The lowest protein levakwbserved in granulosa and
theca cella from days 17-19 of the cycle. In cosidas, sensitivity of ovaries to
orexins changes during the oestrous cycle. Morealigersified OX2R protein
expression may suggest that orexins play an impbrtale in control of pig
reproductive system.

This research was supported by Ministry of Sciemcel Higher Education
(project No N N308 122134, 2008-2011)



IN VIVO ASSESSMENT OF OVARIAN FOLLICLE DEVELOPMENT IN
PUBERTAL FILLIES

Adam Okolski, Wiestawa Miodawska

University of Agriculture, Department of Animal Reguction and Anatomy,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

The aim of the study was vivo assessment of ovarian activity in filly aged from
5-6 months until puberty. Nine fillies of the breedPolish Pony (n=7), Anglo-
Arab (n=1) and 1 crossbred (female Poenmale Thoroughbred) were used in the
study Fillies were placed in a restraining chute and @rachby ultrasonography
(Honda 1500 scanner, with a 5 MHz rectal probear@state was evaluated and
follicles were counted and measured for diametsethaon clinical examination
and images displayed on the monitor. Special attentas given to the presence
of corpora lutea. Polish Pony fillies were examingd2-month intervals to
approximately 8 months of age. In the Anglo-Ardlyficrossbred filly and older
Polish Pony fillies, ovaries were observed evewe2ks.

In the Anglo-Arab and crossbred fillies, the numloérvisible follicles in the
autumn-winter period was similar and ranged fromol6/ovary, the largest
having a diameter of 12 mm and 18 mm, respectivielyMarch, a luteinized
follicle was found on the right ovary of the Anglgab filly at 12 months of age.
First ovulation occurred in June on the left ovatyl5 months of age. In the
crossbred filly, first ovulation was observed in Wat 21 months of age.
Preovulatory follicle was 39.9 mm in diameter. Iothbfillies, the next ovulation
occurred after a month. In Polish Pony fillies aged2 months, up to 4-5
growing follicles/ovary smaller than 7 mm in diamretvere found in the autumn-
winter period. To approximately 16 months of fdli@ge, the follicles showed no
wave-like pattern of growth. First ovulation wasselved in fillies aged
approximately 14-16 months. It should be stres$ed tectal examination of
Polish Pony fillies aged below 8 months is oftempassible due to the relatively
small diameter of rectum and the possibility of hmatcal damage. In most fillies
examined, ovarian maturity and first follicle oviibem were not paralleled by
cervical dilation. Based on the clinical and ultasd examination of the
reproductive tract and ovaries of the mares, it feasd that functional maturity
of the ovary and first ovulation are not parallegdcervical dilation.

Supported by the Polish Ministry of Education amie8ce as a grant No 2 PO6D
042 30.



WPLYW JODOTYRONIN NA EKSPRESJ E GENOW KODUJACYCH
BIALKO StAR | ENZYMY PROCESU STEROIDOGENEZY
W BIALYCH P ECHERZYKACH JAIJNIKOWYCH KURY

Katarzyna PawtowskaAndrzej Sechman

Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwiet#, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw, e-mail: k_pawmska@onet.eu

Woczeniejsze nasze badania dowedzze u kury Gallus domesticys
trijodotyronina (&) i 3,5-dijodotyronina (%) wptywaja na sekreg hormonow
steroidowych z gcherzykow jajnikowych. Jedna& wewntrzkomdrkowy
mechanizm dziatania obu jodotyronin w komérkachratimgennych nie zostat
dotychczas wyjgniony. Dlatego t& w obecnej pracy poejo préke odpowiedzi
na pytanie: czy 3 i T, wplywaja na proces transkrypcji mRNA genow
uczestniczcych w procesie steroidogenezy: bialldAR CYP11 (P450scc),
HSD3B(3-HSD) orazCYP19(P450arom) w biatychgeherzykach jajnikowych
kury?

Doswiadczenie przeprowadzono na kurach Hy-Line Browrs1@), ktore
dekapitowano 22,5 h przed owulaci jajnika izolowano biate ggherzyki o
srednicy 1-4 mm (SWF) oraz 4-8 mm (LWF)xdRerzyki inkubowano w medium
Eagle’a przez 6 h w nagtujacych grupach: kontrola, LH, 3T LH+T3, T, i
LH+T,. Stzenie kadego hormonu wynosito 10 ng/ml medium. Analekspresji
MRNA badanych gendéw przeprowadzono met&kal-Time PCR z ayciem
sond TagMan MGB w aparacie StepOne Plus (Appliesitems).

W pecherzykach SWF, LH stymulowato ekspres)RNA genuCYP11 natomiast
T3 zwickszalo istotnie ekspresjgendw StARiI CYP11.W pecherzykach LWF
zarowno LH jak i & stymulowaty ekspregjmRNA wszystkich badanych genéw.
T3 zwigkszata stymulowanprzez LH ekspregimRNA gendwCYP11i CYP19w
SWEF oraz gentHSD3Bw LWF, natomiast zmniejszyta ekspregjiatka StARI
CYP11w pecherzykach LWF. W ¢gcherzykach SWF Jstymulowata ekspres;j
MRNA gendwStAR, CYP11 CYP19 natomiast w LWF jedynie gerstAR.Nie
stwierdzono wptywu T na ekspregjmRNA HSD3B Jodotyronina ta hamowata
stymulowan przez LH ekspresjgenuStARiI CYP19w SWF oraz wszystkich
badanych gendw wepherzykach LWF. Uzyskane wyniki wskazute w biatych
pecherzykach jajnikowych obie badane jodotyroninyg snodulatorami
transkrypcji genuStARoraz genéw kodggych enzymy procesu steroidogenezy.
Efekt dziatania T i T, zaleey od wielkaci pecherzyka; F wptywa gtdwnie na
mate gcherzyki (1-4 mm), natomiastsTha gcherzyki due (4-8 mm). Badane
jodotyroniny oddziatyj réwniez na regulowas przez LH ekspregj mRNA
badanych gendéw. Nie moa wykluczy, ze obserwowane efekty dziatania
jodotyronin zwizane § z ich wplywem na wewirzkomorkowy szlak
transdukcji sygnatu LH w komorkach steroidogennjgghika.

Badania finansowane z grantu N N311 006436



UDZIAL JODOTYRONIN W REGULACJI PROCESU PROLIFERACJI
KOMOREK ZIARNISTYCH W JAINIKU KURY ( GALLUS
DOMESTICUYS)

Katarzyna Pawtowskdanuta Wraska-Fortuna, Andrzej Sechman

Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwiet#, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw, e-mail: k_pawmska@onet.eu

Celem bada byta préba odpowiedzi na pytania: 1) czy 3,5-dijiydonina (3,5-
T,) i trijodotyronina (&) uczestnicgz w procesie proliferacji komorek ziarnistych
w pecherzykach jajnikowych niasej kury; 2) oraz czy istnigj réznice w
oddziatywaniu 3,5-Ti T3 na proliferact w badanych gcherzykach.
Doswiadczenie zostato przeprowadzone na kurach Hy-Bimevn (n=6) w wieku
30 tygodni, od ktérych 225 h przed owulacjpobrano pcherzyki
przedowulacyjne F1, F3, F5 i F6 (20-35 mm).e€herzykdw izolowano warsiw
ziarnist, ktéra trawiono enzymatycznie kolagemazl0 min, 37°C) w celu
dyspersji komoérek. Komérki (5 x Ilotek) inkubowano przez 24 h w 1 ml
pozywki Eagle’a na ptytkach 24-dotkowych w temp. 39%C nastpujacych
grupach: kontrola, hormon luteotropowy (LH), 3,5-TH+T,, T3 i LH+3,5-T;3
(10 ng/ml kadego hormonu) z dodatkiem tymidyny znakowanej trytd pCi
dotek). Po inkubacji przeprowadzono elikomérek, a nagpnie zawartéé
kazdego dotka przenoszono do pltynu scyntylacyjnego ®lu cpomiaru
radioaktywndci w liczniku promieniowanig.

Stwierdzono stopniowy spadek proliferacji komorérzistych w miag wzrostu

I dojrzewania pcherzyka przedowulacyjnego od stadium-HelL. LH zwikszyto
proliferacg komorek ziarnistych ggherzykéw F5+F6 (o 15%, P<0,05) oraz F3 (0
72%, P<0,01), natomiast nie wptywat istotnie nategn DNA w najwickszym
pecherzyku F1. Nie stwierdzono wptywu 3,%-Tha proliferacgg komérek
ziarnistych w badanych ¢pherzykach, jednale jodotyronina ta hamowata
stymulowan przez LH proliferagf w pecherzykach F5+F6 i F3 odpowiednio o
20% (P<0,05) i 37% (P<0,01).3Tzmniejszyta o 15% (P<0,05) proliferacj
komorek w pcherzykach F5+F6. Hormon ten hamowat révengtymulowan
przez LH proliferagi komorek ziarnistych gcherzykéw F5+F6 i F3 odpowiednio
0 28% i 36% (P<0,01).

Wyniki badan wskazuj, ze (i) gtownym regulatorem proliferacji komoérek
ziarnistych jest 3, ktorej dziatanie zalgy od stopnia rozwoju qgherzyka; (ii)
obie jodotyroniny blokyj efekt dziatania LH w komérkach ziarnistych jajnika
kury. Uzyskane dane sugegujge badane jodotyroniny uczestnicw procesie
wzrostu i dojrzewania przedowulacyjnychecperzykéw jajnikowych kury.
Hormony te petni role inhibitora procesu proliferacji komoérek warstwymiistej
pecherzyka.

Badania wykonano w ramach ,InnoGrant - Program argpiia innowacyjnej
dziatalngci doktorantéw”.



REGULACJA STEROIDOGENEZY NA POZIOMIE MOLEKULARNYM
W CIALKU ZOLTYM (CL) KROWY- UDZIAL PROGESTERONU (P4),
OKSYTOCYNY(OT) | NORADRENALINY (NA)

Robert Rkawiecki Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwiegt i Badai Zywnaici PAN, Olsztyn

Progesteron dziata na komorki docelowe popraezowy receptor (PR), ktéry
sktada s z dwéch izoform PR-A i PR-B (PR-A dziata jako ibhor PR-B).
Hormon ten wzmaga aktywbodi ekspresj genu B-HSD w CL krowy. Z kolei
NA stymuluje sekregj P4 i OT, aktywné& P450scc i B-HSD oraz post-
translacyja przemiar OT. Natomiast jajnikowa OT pobudza uwalnianie Ral w
wczesnej fazie cyklu. Dlatego celem pracy byto éler@e: (a) czy luteotropowy
wptyw NA odbywa s¢ poprzez wzrost poziomu receptorow: P4, OT (OT-Ryo
B>-R w CL, (b) czy P4 wptywar na ekspregjgenu dla PR, OT-R[5,-R, mae
regulowa wiasm syntez, oraz (c) okr&lenie korelacji mi¢dzy poziomami
ekspresji genu i poziomami biatek OT-B2-R w stosunku do hormonu
przylaczanego do danego receptora.

Komérki lutealne (1&4ml medium) z 6-10 i 11-16 dnia cyklu rujowego
inkubowano 6 h i 24 h z LH (100ng/ml), P4 T\), NA (10°M), OT (10'M)
oraz prostaglandyn E; (PGE) (10°M). W komoérkach po 6 h stymulacii
oznaczono ekspresimRNA metod Real-time PCR, a po 24 h stymulacji, poziom
biatek dla PR, OT-R,,2-R metod western blot. W kolejnych badaniach
wykorzystano CL z 1-5, 6-10, 11-16 i 17-21 dnia loykujowego (n=4/fag
cyklu). W tkance oznaczono eksprkes)RNA i poziom biatka dla PR, OT-R3R-

R oraz oznaczanoegkenie hormondw.

Wykazanoze: (a) LH i PGE regulup ekspresj genu PR, (b) OT zwksza
ekspresj genu OT-R a P4 tak i biatka dla tego receptora, (c) NA nie wptywa na
ekspresj zadnego z badanych gendw oraz biatek, (d) ekspgesja OT-R iB2-R
jest ujemnie skorelowana z produktami tych gendanéte sugergjistnienie
systemu sprzen zwrotnych w CL krowy, wzmagagych produkgi P4.



WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW NA CZAS WYST APIENIA
MENOPAUZY ORAZ NA ST EZENIA HORMONOW E , | FSHW
SUROWICY W ZALE ZNOSCI OD CZASU JAKI UPLYN At OD

OSTATNIEJ MIESI ACZKI.

Rumianowski Bogddn Laszczyiska Marid, Brodowska AgnieszKaPiasecka
Malgorzatd, Karakiewicz Beath

Samodzielna Pracownia Histologii i Biologii RozwhjKlinika Ginekologii i
Uroginekologif, Zaktad Zdrowia Publicznedo

Menopauza oznaczgj@a zakdczenie funkcji rozrodczych kobiety nie jest
rownoznaczna z catkowitym zanikiem aktywob steroidogenezy jajnikowe;.
Wprawdzie jajnik po menopauzie jest znacznie nsaiej nz w wieku
rozrodczym, zmienia sitakze znaczco jego struktura, ale wgi w jego zebie, w
komérkach weki oraz w scianie naczg krwionasnych aktywne s kluczowe
enzymy i receptory steroidogenezy jajnikowej i rladgntetyzowane £ w
gonadzie hormony steroidowe. Przeprowadzone baddasne (Brodowska et al.
2007, Laszcziyska et al. 2008) dotygeze szczegdétowych zmian morfologii
jajnika po menopauzie wykazatye w poréwnaniu do wieku rozrodczego, po
menopauzie, w korze dochodzi gtébwnie do zmniejszaii jej grubdci i ilosci
pecherzykdw jajnikowych, powstania nabtonkowych apgiuzyjnych, natomiast
w rdzeniu dochodzi do zmiany architektoniki natay hialinizacji ich $cian.
Jednak, jak wynika z fimiennictwa, na wiek wysgpienia menopauzy ma tak
wptyw szereg czynnikowsrodowiskowych. Przede wszystkim: czas vapgtnia
menarche, il& przebytych ciz, stosowanie iywek, gtéwnie palenie
papieroséw, a tale wiele czynnikdw socjoekonomicznych. Celem naszyaxdia
byto okrelenie zmiansrednich stzen hormondéw ki FSH w zalenosci od czasu
jaki uptymt od ostatniej miegczki (OM) oraz okréenie wptywu wybranych
czynnikéwsrodowiskowych na czas wyglienia OM.

Do bada zakwalifikowano 150 kobiet po menopauzie, ktérelzelono na 3
grupy ze wzgidu na czas jaki uptynat od OM: grupa A (mnie} Bilat od OM),
grupa B (6-10 lat od OM), grupa C (ponad 10 lat ©t¥). Wsréd nich
przeprowadzono ankiget oraz pobrano krew w celu oznaczenigzahia
hormonéw E i FSH. Ankieta zawierata pytania dotyce, m. in. wieku kobiet,
czasu wystpienia OM, wieku, w ktérym odbyt sipierwszy porod, iléci
poroddéw, palenia tytoniu, wzrostu, wagi, wyksztaiee miejsca zamieszkania.
Analiza statystycza stwierdzono znaczny spadek wadicgrednich s¢zenia & w
grupie B i C w porownaniu z grapA. Wyniki wskazuj na wczéniejsze
wystgpienie OM u kobiet patych w poréwnaniu z kobietami niepaymi.
Wyniki wskazuj rowniez, ze kobiety ktére pierwsze dziecko urodzity po 25uok
zycia wczéniej przechodz menopauz Natomiast nie stwierdzono zafexici
pomidzy BMI (body mass index), srednim s¢zeniem estradiolu oraz FSH w
surowicy badanej grupy kobiet.



FOLIKULARNA FUNKCJA JAINIKOW KOZ PODCZAS STYMULACJI
AKTYWNO SCI PLCIOWEJ W ANESTRUS

Tomasz SchwaraMaciej Murawski, Edward Wierzcko

Katedra Hodowli Trzody Chlewnej i Matych Ptmevaczy, Uniwersytet Rolniczy,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Celem bada byta kontrola wzrostu ggherzykéw jajnikowych kéz w okresie
anestrus w czasie medykacji gestagenami i PMSGaradorzeprowadzono w
maju i czerwcu na 4 kozach biatych uszlachetnionytlzymywanych w
warunkach naturalnego dnigéwietinego. Dynamik wzrostu pcherzykéw i
przebieg owulacjgledzono z zastosowaniem techniki USG (Aloka SSDVW§00
przez 42 dni obejmuage czternastodnioyv dopochwowy aplikacg gabek
nagczonych 40 mg FGA i stymulagcjjajnikow 500 j.m. PMSG, oraz okres
aktywnaici ciatka zottego @& do zakaczenia wzrostu fali gherzykow
rozpoczynacych rozwagj po luteolizie.

W okresie 21 dni poprzedaaych owulacg rozwijato st srednio 18,5 £ 1)
pecherzykéw, z czego 11,25 Q,5) osagreto sredniez = 5 mm. Utworzyly one
srednio 4,5 £ 0,6) fal wzrostu. Cztery pierwsze fale niemiby si¢ istotnie liczta
rosmcych mgcherzykow obu analizowanych klas tjs@dnicy> 4 mm i>5 mm.
Pomkdzy 48 a 72 godzinod iniekcji PMSG u wszystkich kéz zaobserwowano
objawy rui i wzrost owulacyjnej fali o liczebba 6 & 1,15) gcherzykéw w tym
5 * 1,41) duych (P< 0,01). Natomiast w cyklu rujowym wygtujacym po
owulacji w trzech falach wzrostu rozwijatlez;srednio 11 £ 1,63) gcherzykow, z
czego 3,754 0,96) osigreto srednice = 5 mm. Charakterystycznym byto tee u
trzech samic u ktérych zaobserwowargherzyki przetrwate utrzymage st az
do 18 dnia cyklu, po pojawieniuespierwszej fali nagpowata nieoczekiwanie
diuga przerwa i kolejne, czyli 2 i 3 pojawiatysilopiero od dnia 11, czyli w
terminie w jakim normalnie pojawigjsic fale 4 i 5. U tych kdz wysoce istotnie
wiccej pkcherzykow matych (P< 0,01) odnotowano w falach 1 i 3, $zav
przypadku pcherzykow duaych r&nic pomedzy falami nie bytlo. W 18 dniu po
owulacji zaobserwowano spontanigaegresg ciatkazottego, jednak nie doszito
w tym czasie do aktywacji folikularnej jajnikdw wailaciji.

Przeprowadzone dwiadczenie wykazataze zastosowanie gestagendéw i PMSG
u kéz w anestrus stymuluje falowy wzrostdupuli pzcherzykow z ktorych tylko
kilka ulega owulacji. Przedhajaca st za& obecndé¢ w jajnikach pozostatych
pecherzykdéw zaburza regulartopojawiania si fal w przebiegu folikulogenezy
w okresie kolejnych 21 dni.



CZY ZASTOSOWANIE B-BLOKEROW MOZE MODYFIKOWA C
FUNKCJE ROZORDCZE LOCH?

Tomasz Schwarzlacek Nowicki, Magdalena Jelonek

Katedra Hodowli Trzody Chlewnej i Matych Ptmevaczy, Uniwersytet Rolniczy,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Zapobieganie lub zwalczanie stresu u loch w okregietoodsadzeniowym w
hodowli wielkotowarowej jest od wielu lat pgpbwaniem rutynowym ktore
skutkuje ograniczeniem agresji i uszkoglzgata podczas walk hierarchicznych.
Jednak nierozpoznanym dotychczas pozostaje wphiedga dziatania na funkcje
rozrodcze i wskaniki reprodukcyjne stad.

Celem przeprowadzonych badabylo przeanalizowanie w warunkach
produkcyjnych  wplywu podawania powszechnie zalegane srodka
uspokajajcego — azaperonu (Stresnil-Janssen Pharmaceutiga)Bea funkcje
rozrodcze loch oceniane na podstawie wekaw ich wytkowosci rozptodowej
tj. czasu trwania okresu od odsadzenia do pierveszegkutecznego pokrycia,
skutecznéci krycia, wskanika oprosz#, dtugcci cyklu reprodukcyjnego i
czestotliwosci oproszé, oraz liczby progit urodzonych w miocie. Analizobjeto
1799 loch, w tym 619 poddanych dziataniu azapemrdawce 2 mg/l1kg m.c. i
1180 kontrolnych. Uzyskane wyniki zestawiono w tabe

Wskaznik Grupa déwiadczalna Grupa kontrolna
Odsadzenie - | pokrycie (dr¥) 8,73 (x111y 6,25 (+ 8,13)
Skuteczne pokrycie (drfi) 16,04 @15y 9,36 (+ 15,56)
Skutecznéé krycia (% 86,79 (+ 28,41) 91,25 (+ 25,6)
Wskaznik oproszé (%)} 84,37 (+ 31,23) 88,8 (+ 29,1
Cykl reprodukeyjny (dn]) 160,36 (+ 23,84) 153,75 (+ 17,57
Czestotliwosé¢ oproszé 2,32 (£ 0,27) 2,4 (+0,2%)
Liczba prosit urodzonych (szt) 11,78 (+ 2,97) 11,33 (+3,17)
Zywo urodzone (sz]) 11,17 (+4°8 10,66 (+ 3,04)

Martwo urodzone (sz}.) 0,53 (x1,17) 0,59 (£ 1,41)

b wartadici 0znaczone innymi literami 2@ia sic istotnie (P< 0,05)

Podanie azaperonu, ktory bardzo szybko i skutecdmiga reakat stresow loch
spowodowato rownoczaie op&nienie powrotu funkcji rozrodczych u samic po
okresie laktacyjnego anestrus. To pozornie negagywwydiwzenie okresu
odpoczynku okazato i jednak efektem pozytywnym géy umazliwito
prawdopodobnie osjniccie dojrzaldci wickszej liczbie pcherzykow
jajnikowych co doprowadzito do zwkszenia liczby prost urodzonych w
miocie.




WPLYW LH | HORMONOW STEROIDOWYCH NA EKSPRESJ E GENU
LEPTYNY W KOMORKACH LUTEALNYCH  SWINI W FAZIE
POZNOLUTEALNEJ CYKLU RUJOWEGO

Gabriela Siawrys

Katedra Fizjologii Zwierzt, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warrsko-Mazurski
w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 1A, 10-718 Olsgghri@uwm.edu

Leptyna, produkt genab, jest 16 kDa biatkiem bigcym udziat w kontroli wielu
procesow fizjologicznych zwranych z rozrodem. Wykazanee hormon ten
przyspiesza dojrzewanie ptciowe, wptywa na ptoéthoimplantacg zarodka i
rozwoj ptodu. W jajniku leptyna nmie uczestniczy w procesie dojrzewania
oocytu, angiogenezie i owulacji. Przypuszczg & odgrywa stymuluaga role w
formowaniu ciatkazottego oraz podtrzymuje jego funkcje, dziatajako czynnik
antyapoptotyczny. Wykazanoztgej bezpéredni wptyw na uwalnianie steroidow
przez komorki jajnika. Stosag metody RT-PCR i hybrydyzacjin sity,
zlokalizowano transkrypt leptyny i jej receptorgajniku swini w fazie lutealnej
cyklu rujowego oraz wykazanoze poziom ekspresji tych gendw jest
zréznicowany. Istnieje przypuszczenige na poziom mRNA tych genéw mpg
wpltywaé rézne czynniki docierage do tego gruczotu wraz z kewilub
produkowane lokalnie na terenie jajnika. Ostattvaesydzono,ze LH i estrogeny
moga by¢ zaangaowane w regulagj ekspresji genu leptyny w komodrkach
lutealnychswini w okresie wczesnej ¢ity. Celempodigtego eksperymentu byto
zbadanie wptywu LH i hormonow steroidowych — estrad(E;) i progesteronu
(Ps) na poziom ekspresji mMRNA leptyny w komérkach #libgrch swini w fazie
pdznolutealnej cyklu rujowego (14-16 daje

Materialy i metody:Wyizolowane komorki lutealnéwini (10%ml medium F12)
po wstpnej hodowli (48 godzin) byty hodowane przez 24 zjog w obecnéci
LH (1; 10 i 100 ng/ml), E£(0,02; 0,2; 2 i 20 ng/ml) i £(20; 100 i 200 ng/ml).
Catkowity RNA byt izolowany z komérek przyzyciu Trizolu. Uzyskany 1ug
RNA wykorzystano jako matrgcdo zsyntetyzowania komplementarnego DNA
(cDNA) podczas reakcji odwrotnej transkrypcji. Ekesgga mRNA leptyny byta
analizowana metadReal-Time PCR.

Wyniki: Nie stwierdzono istotnego wptywu LH,,E P, na poziom transkryptu
leptyny w komérkach lutealnyciwini w 14-16 dniu cyklu rujowego.

Whioski: Uzyskane wyniki sugeraj ze uswini LH i steroidy nie uczestnigzw
regulacji ekspresji genu leptyny w komérkach Iutgah swini w fazie
pdznolutealnej cyklu rujowego.

Praca finansowana przez MNiSW (Projekt: N N3116329



THE PRESENCE OF SEROTONIN RECEPTOR TRANSCRIPTS DURING
EARLY AVIAN DEVELOPMENT

Urszula Spinska Bozenna Olszéska

Institute of Genetics and Animal Breeding, Polisiademy of Sciences,
Jastrzbiec n.Warsaw

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) has been knoas a neurotransmitter
produced and acting in the nervous system of masinRaksently, it is known
that 5-HT is also present and synthesized in maenpbperal tissues and its
receptors are widely distributed in many tissue® $uggest that 5-HT and its
related molecule - melatonin, can act as signalimglecules in local
coordination/intracellular communication. The rag5-HT in invertebrate and
mammalian development has been investigated arfdroed previously, as well
as its presence in the avian yolk.

There are 14 functionally different 5-HT receptdigided up into 7 families in
mammals (5-HT 1-7), and out of them 9 are knownbiots. They are: 5-HT1a,
5-HT1f, 5-HT2b, 5-HT2c, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5a, 5-HTb6-HT7a. Except for
the 5-HT 3 receptor which is ligand-gated ion cl@dprall the other 5-HT
receptors belong to the large family of G-protenkéd receptors. Previously, we
have found the presence of melatonin receptorsail germ cells and embryos.
The main purposeof our project has been to show the presencetbf Beceptor
transcripts in the early quail embryos to confitne suggestion that 5-HT may
have a role in avian development before differgiotieof the nervous system.
Materials and methods: The experiments were performed using early Japanese
quail embryos: at cleavage (the stages IlI-IV Eyiéddd) and during area pellucida
formation (the stages VI/VII E.G.) isolated fronethterine eggs, and at the stages
X/X1 E.G. from the freshly laid eggs. To determitiee presence of the 5-HT
receptors we used reverse transcription - polyneecisin reaction (RT-PCR).
Total RNA, devoid of DNA contamination, was isoldtesing Invisorb RNA kit
Il (InViTek GmbH, Germany). The RNA was reversenseribed with the use of
M-MLYV reverse transcriptase and obtained cDNA waplified by PCR with the
use of Red-Taq polymerase (Sigma). The primers vemsigned using the
computer program “Primers 3” based on cDNA sequernme chicken 5-HT
receptors published in Gene Bank. As a referenoe g& used GAPDH. The
PCR products were resolved on 2% agarose gel comgaethidium bromide.
Results.The presence of all 9 avian 5-HT receptor transeiijave been found in
the brain of adult quails used a positive contholall 3 investigated embryonic
stages serotonin receptor transcripts 5-HT1f, 5#JB2HT2c, 5-HT4, 5-HT6 and
5-HT7a were detected. However we have found thatrdmscripts for receptors
5-HT1a, 5-HT3 and 5-HT5a were absent or expressedfaintly.

Conclusion. We propose that serotonin and melatonin couldigipate in
putative “diffuse neuroendocrine system” as sigmalimolecules in cell
communication, regulating early developmental pssee well before the
formation of neural and hormonal systems.



IMMUNOEXPRESSION OF STEROIDOGENIC ENZYMES AND
STEROID PRODUCTION BY RAT POSTOVULATORY CUMULI
OOPHORI. EFFECT OF ANDROGENS

Maria Szottys, Maria Stomczgka, Katarzyna Knapczyk-Stwora, Matgorzata
Durlej, Agnieszka Starowicz

Department of Endocrinology and Tissue Culture, i€aBAnimal Physiology,
Institute of Zoology, Jagiellonian University, Kk

Immunolocalization of B-hydroxysteroid dehydrogensep(BiSD), cytochrome
P450c17 (P450cl7) and androgen receptor (AR) wassiigated in the rat
cumuli oophori (COCs) of late preovulatory follisleand postovulatory COCs
bearing fertilized oocytes. A gradient of intengfy33-HSD immunostaining was
observed in the granulosa layer of preovulatoryidels, with almost negative
immunostaining in COCs and with the strongest imoneaction in the mural
granulosa cells. Postovulatory COCs showed str@qagSD immunolabelling in
the peripheral regions and weak labelling near tloeyte, suggestive of
responsiveness of cumulus cells to an anti-lutgigizeffect exerted by the
fertilized oocyte. In preovulatory follicles a we&450c17 immunostaining was
limited to expanded cumulus granulosa cells andptb&tive immunolabelling
persisted in postovulatory COCs. P450cl17 immunoistgi was also found in
ampullary epithelial cells. A strong AR immunosiam was confined mainly to
the COCs in preovulatory follicles and a similammmoreaction was present in
the granulosa cells of ovulated COCs. Simultanédrsand cytochrome P450c17
immunolabelling in the pre- and postovulatory CO@s suggestive of an intra-
and paracrine androgen regulation of the cumulasiwgosa cell function. In the
next experiment the effect of androgens on stegwdm@ function of
postovulatory cumulus granulosa cells was investgja Ampullary fertilized
COCs were isolated and incubated in the presenaeedfium alone (control),
testosterone, 2-hydroxyflutamide or both testosterand 2-hydroxyflutamide. In
the collected media progesterone and estradiol wetenated by appropriate
RIAs. The experiment is in progress.

Supported by DS/770-K/ZDS/000781



STEZENIE WYBRANYCH HORMONOW STEROIDOWYCH |
ZWI AZKOW LIPIDOWYCH W SUROWICY KOZ PODDANYCH
SYNCHRONIZACJI RUI' W ANESTRUS

Jan UdalaDariusz Gczarzewicz, Tomasz Stankiewicz, Barbara Btaszczyk,
Krzysztof Garduta, Ewa Kiniarka

Katedra Biotechnologii Rozrodu Zwieta Higieny Srodowiska
Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwiegz
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny wetncie

Celem pracy bylo okéenie stzen progesteronu (P i 17 estradiolu
(E2) oraz cholesterolu catkowitego (CHOL), trojglicddyv (TG) i lipoprotein o
niskiej (LDL) i wysokiej gstasci (HDL) w surowicy kéz rasy polskiej biatej
uszlachetnionej, u ktorych w okresie anestrus pmeadzono synchronizacyui.
Badania wykonano na 8 kozach w czerwcu zakimdan gabki dopochwowe
Chronogest zawiergge 20 mg cronolonu. Po 12 dniackblgi usung¢to i podano
zwierztom 500 j.m. PMSG (Folligon). Grggkontrolm stanowity 3 kozy. Krew
do bada pobierano 6-krotnie: 1- przed zagmiem gbek, 2- w patym dniu od
ich zat@enia, 3- w dniu ich usuegiu, 4- w trzecim, 5- w sibdmym i 6- w
czternastym dniu od uswia gabek.
Stgzenie B, gdy kozy mialy zateone gbki nie podlegato wikszym zmianom
(0,082 - 0,245 ng/ml w grupie D i 0,073 - 0,123mbgiv grupie K). Po kilku
dniach od wygcia gabek wystpit gwattowny wzrost stzenia tego hormonu, (8,99
ng/ml w dniu siédmym i 19,84 ng/ml w dniu czternyas). W grupie K sizenie
hormonu nie zmienito si W przypadku stenia E zaobserwowano podoipn
dynamike zmian w obu grupach, przy czym byto ono generalwesze w grupie
K (17,72 pg/ml) ni D (16,54 pg/ml). Krzywarednich stzen E, w grupie D
wykazywata charakterystyczny przebieg dla cykluowggo. Poziom CHOL
przed déwiadczeniem byt podobny w obu grupach (D- 82,88dhgK- 81,67
mg/dl). W czasie calego okresu stymulacji obserwowaieco wysze stzenie
CHOL u koz D nk K. W ostatnich dwoch pobraniach wygity relacje odmienne.
Wyzsza zawartd¢ wskaznika zanotowano w grupie K (74,00 mg/dl w 5. i &,3
mg/dl w 6. pobraniu) giw grupie D (odpowiednio 72,13 i 76,38 mg/dijednia
zawarté¢ TG w grupie K wynosita 23,83 mg/dl, a w grupie B, ktérej przez
caty okres bada obserwowano wisze wartéci parametru, oggneta wartGé
29,27 mg/dl. Ogdlnie, stenie HDL wysze byto u zwierat K (58,17 mg/dl) ni
D (54,75 mg/dl). Odwrotne relacje wyptlty natomiast odnaie LDL (D- 30,27
mg/dl, K- 26,78 mg/dl). Po uswtiu gabek zaobserwowano olieinie wartdci
obu lipoprotein co mge by wynikiem zastosowanej stymulacji hormonalnej,
prowadacej w jajnikach do zmian w sekrecji hormonéw steosvych.



WPLYW INFUZJI TESTOSTERONU DO T ETNICY JAJNIKOWEJ WE
WCZESNEJ FAZIE PECHERZYKOWEJ U SWINI NA WYDZIELANIE
HORMONOW STEROIDOWYCH

Barbara Wsowska Stanistawa Stef&zyk-Krzymowska

Zaktad Lokalnych Regulacji Fizjologicznych, InstyRozrodu Zwierzt i Badai
Zywndgici Polskiej Akademii Nauk, ul. Tuwima 10, 10-748ZBIn

Okotojajnikowy kompleks naczyniowy, zlokalizowany wbszarze krezki
naczyniowej jajnika, jest miejscem zwrotnego transfhormonow jajnikowych z
krwi zylnej i limfy odptywajcej z jajnika do krwi ¢tniczej zaopatracej jajnik.
Celem bada byto sprawdzenie czy zgkszone stzenie testosteronu (T) we krwi
docierajcej do jajnika wywotuje dodatnie lub ujemne sgEemia zwrotne i4
droga wptywa na jego wtasne wydzielanie lub wydzielarpeogesteronu (P4),
androstendionu (A4), Bfestradiolu (E2), estronu (E1).

Loszkom (n=4) infundowano T dogthicy jajnikowej (TJ) po stronie
doswiadczalnej, przez 3 kolejne dni (16, 17, 18 dzgklu; DC) przez 6 godzin.
Dawka T infundowana w 16 DC odpowiadata efekty¥angego zwrotnego
transferu tj. ildci hormonu przenoszonej zwrotnie do jajnika w ozdasimin w
tym stadium cyklu (dawka podstawowa). Tempo infudiwki podstawowej
wynosito 170.4 pg/min. W 17 DC infundowano dawmodwojra, a w 18 DC
potrojm. Po stronie kontrolnej infundowano NaCl. Préby kpebierano z obu
zyt jajnikowych codziennie (16-18 DC) wagu 3 godzin co pét godziny przed
infuzja oraz po 2 godzinach od zalazenia infuzji przez 6 godzin co 1 godgzin
Wyniki zostaly przedstawione jako zmianyeznia hormonow w kolejnych
etapach déwiadczenia w stosunku do ichestnia przed infuzj w pierwszym
dniu daéwiadczenia, przytego jako 100%. Porownanoe¢stnia hormonow
uzyskane po infuzji T z ich @teniami po stronie kontrolnej, testem dla danych
niesparowanych (GraphPad Prism 5 Software, USA).

Infundowane do TJ dawki T spowodowaly wzrost jeglasmego wydzielania
(dodatnie sprgzenie zwrotne):srednio o 135% po infuzji dawki podstawowej
(P=0.02), 0 113% po infuzji dawki podwojnej (P=0.@az o 90% po infuzji
dawki potrgjnej (P=0.02). Ponadto infuzje T wywgtalbnizenie wydzielania E1
0 234% (P=0.02) w 18 DC (ujemne spgmnie zwrotne). Nie stwierdzono
istotnych statystycznie zmian w wydzielaniu P4, &2,

Przeprowadzone badania wykazaty funkcjonowanie ¢gpiiz zwrotnych
pomiedzy pub dostarczanego do jajnika T a jego wikasnym wydniela oraz
wydzielaniem E1. Wyniki te wskazujna funkcjonowanie lokalnych sprzn
zwrotnych pomgdzy pubh T przenoszonego zwrotnie do jajnika a jajnilgow
steroidogenex

Badania finansowano z grantu KBN 3P06D 02323 oraatalnagci statutowej
IRZiBZ PAN



THE EFFECT OF GnRH, INHIBIN, ACTIVIN AND OVARIAN ST EROID
ON THE EXPRESSION OF GENES CODING FOR PDYN, KAPPA
OPIOID RECEPTOR AND GNRH RECEPTOR IN VITRO BY

ANTERIOR PITUITARY CELLS OF CYCLIC GILTS

Bartosz Wylot, Kinga Tworus, Stanistaw Okrasa

Department of Animal Physiology, University of Weriand Mazury in Olsztyn;
Oczapowski Street 1A, 10-719 Olsztyn-Kortowo

Literature data indicate that dynorphins, deriviram prodynorphin (PDYN) and
acting throughkappa opioid receptors, are involved in a local modwalatiof
gonadotropin secretion from anterior pituitary gmfales. Our previous studies
have revealed changes in the expression of PDYNkapga opioid receptor
(KOR) genes in porcine anterior pituitaries acribgsestrous cycle. We have also
demonstrated thdtappa opioid receptor agonist has an inhibitory effent L.dH
and FSH secretion in anterior pituitary cells oflaygilts in vitro. However, data
pertaining to the regulation of PDYN system acivit porcine pituitary are still
rudimentary. Therefore, the aim of the presentstwds to determinén vitro
effects of GnRH, CRH, activin, inhibin and ovaristeroids on the expression of
genes coding for PDYN, KOR and GnRH receptor (GniRiRanterior pituitary
cells of cyclic gilts. Anterior pituitaries (N=7) ewe obtained from gilts
representing mid-luteal and late-follicular phaséhe estrous cycle. Isolated cells
were incubated with GnRH (100 ng/ml), CRH €dhd 10’'M), inhibin (5 and 10
ng/ml), activin (5 and 10 ng/ml) and progesterad@ iig/ml; in the luteal phase)
or estradiol (25 and 50 pg/ml; in the folliculargsle). The gene expression was
determined by a semi-quantitative Real-Time PCRayswith the use of
SybrGreen as a product detection system. Expres$iBDYN gene in the luteal-
phase pituitary cells was reduced after treatmetiit @nRH and it was increased
after treatment with progesterone (30 ng/ml; p<p,0&dditionally, expression of
this gene was elevated in the cells, representifigilar phase, treated with CRH
(10'M). GnRH increased expression kafppaopioid receptor gene in the luteal-
phase pituitary cells and CRH (M) significantly elevated KOR mRNA level in
both the follicular and luteal-phase pituitary sellhe stimulatory effect on the
expression of GnRH receptor gene was observectipithitary cells from luteal-
phase gilts, incubated with progesterone (30 ng/fitle follicular-phase cells
presented declined expression of GhRHR gene aftatmient with GnRH (100
ng/ml), CRH (1M, 10’M) and inhibin (5 ng/ml). These results indicatattthe
hypothalamic, ovarian and local pituitary factoraymnfluence the expression of
genes coding for GnRH receptor as well as prodymor@nd kappa opioid
receptor in anterior pituitary cells of cyclic gilt

This research was supported by the Ministry of i&meand Higher Education
(Project Nr N N303 292934) and by the European bWniathin the European
Social Fund.






