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INTERFERONS AND PROGESTERONE FOR ESTABLISHMENT AND
MAINTENANCE OF PREGNANCY: INTERACTIONS AMONG
NOVEL CELL SIGNALING PATHWAYS

INTERFERONY | PROGESTERON W ROZPOZNANIU I
UTRZYMANIU CIAZY: INTERAKCJE POMIEDZY NOWYMI
SZLAKAMI SYGNALIZACJI KOMORKOWEJ

Fuller W. Bazer

Center for Animal Biotechnology and Genomics, and Departments of Animal Science, Veterinary Integrative Biosciences,
and Veterinary Physiology and Pharmacology, Texas A&M University, College Station, Texas 77843-2471

Type | and/or a Type Il interferons (IFN) appear to be important in establishing uterine receptivity to
implantation during the peri-implantation period of pregnancy in most mammals. These IFNs may
induce, stimulate or inhibit expression of many genes, but most are IFN-stimulate genes (ISGs).
Effects of IFNs range from pregnancy recognition signaling in ruminants through IFN tau (IFNT) to
effects on cellular functions of the uterus and uterine vasculature. For most, if not all actions of IFNs,
progesterone (P4) is permissive to expression of ISGs as some are induced directly by an IFN and
others are induced by P4 and stimulated by an IFN in a temporal and/or cell-specific manner. Uterine
receptivity to implantation is P4-dependent; however, implantation events are preceded by loss of
expression of receptors for progesterone (PGR) and estrogen (ESR1) receptors by uterine epithelia.
Therefore, P4 likely acts via PGR-positive stromal cells to induce expression of fibroblast growth
factors-7 and -10, and/or hepatocyte growth factor (progestamedins) that act via their respective
receptors on uterine epithelia and trophectoderm to regulate expression of 1ISGs. Permissive effects of
P4 on expression of ISGs and effects of P4 to induce and IFNs to stimulate gene expression suggest
that uterine receptivity to implantation requires P4 and IFN to activate unique, but complimentary, cell
signaling pathways. Uterine receptivity to implantation, depending on species, involves changes in
expression of genes for attachment of trophectoderm to uterine lumenal and superficial glandular
epithelia (LE/sGE), modification of phenotype of uterine stromal cells, silencing of PGR and ESR1
genes, suppression of genes for immune recognition, alterations in membrane permeability to enhance
conceptus-maternal exchange of factors, increased vascularity of the endometrium, activation of genes
for transport of nutrients into the uterine lumen, and enhanced signaling for pregnancy recognition.
Differential expression of genes by uterine LE/sGE, glandular epithelium (GE) and stromal cells in
response to P4 and IFNs likely influences uterine receptivity to implantation in most mammals. Our
research with sheep indicates that IFNT abrogrates the uterine luteolytic mechanism and stimulates
expression of classical 1SGs by GE and stromal cells. However, many P4-induced and IFNT-
stimulated genes expressed only by LE/sGE that lack both PGR and STAT1 are important for uterine
receptivity to implantation and conceptus development. These include wingless-type MMTV
integration site family member 7A (WNT7A) induced by IFNT, as well as galectins, proteases,
protease inhibitors, transporters for glucose and amino acids and hypoxia inducible factor that are
induced by P4 and stimulated by IFNT. Understanding the roles of IFNs and ISGs in uterine
receptivity for implantation is necessary to develop strategies to enhance reproductive health and
fertility in humans and domestic animals.
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NOVEL CELL SIGNALING PATHWAYS

Fuller W. Bazer
Center for Animal Biotechnology and Genomics, and Departments of Animal Science, Veterinary Integrative Biosciences,
and Veterinary Physiology and Pharmacology, Texas A&M University, College Station, Texas 77843-2471

Interferony typu | i Il okazatly si¢ waznymi czynnikami bioracymi udzial w powstawaniu gotowosci
macicy (tzw. receptywno$ci macicy) do implantacji zarodka w peri-implantacyjnym okresie ciazy u
wigkszosci ssakow. Interferony biorace udziat w tym procesie moga indukowaé, stymulowaé lub
hamowac ekspresje wielu genéw ale w wigkszo$ci sa to geny stymulowane przez interferony (ISGs —
Interferon Stimulated Genes). Zakres dzialania interferondw obejmuje zaréwno ich udzial w procesie
rozpoznania ciazy u przezuwaczy poprzez dziatanie IFN-tau jak i oddziatywania na funkcje komorek
macicy i1 jej unaczynienie. W wigkszosci, jezeli nie we wszystkich oddziatywaniach interferonow,
progesteron (P4) jest czynnikiem umozliwiajacym ekspresje genow stymulowanych przez interferony
poniewaz niektore z nich sg indukowane bezposrednio przez interferon inne natomiast sg indukowane
prze P4 i stymulowane przez [IFN w czasowo i/lub komérkowo zalezny sposob.

Receptywo$¢ macicy jest zalezna od progesteronu, jednakze implantacja jest poprzedzona utrata
ekspresji receptoréow dla progesteronu (PGR- ang. Progesterone receptor) i estrogenu (ESR1- ang.
Estrogen receptor 1) w komorkach nabtonka macicy. Dlatego, prawdopodobnie progesteron indukuje w
komorkach podscieliska (wykazujacych obecnos¢ receptora dla progesteronu (PGR- dodatnie))
fibroblastyczny czynnik wzrostu -7 i — 10 i/lub watrobowy czynnik wzrostu (tzw. progestamediny), ktore
z kolei oddziatuja , poprzez swoje receptory na komorki nabtonka blony Sluzowej macicy i
trofoektodermy regulujac ekspresje ISGs.

Sprzyjajacy wpltyw P4 na ekspresje genow indukowanych przez interferon (ISGFs) i wplyw P4 na
indukcj¢ i interferonow na stymulacjg ekspresji gendw wskazuje, ze przygotowanie macicy do
implantacji zarodka wymaga aktywacji odmiennych lecz komplementarnie dziatajacych S$ciezek
przekazywania sygnatu, ktére sq uruchamiane przez progesteron i interferon. Wrazliwo$¢ macicy na
dzianie sygnatow implantacyjnych w zaleznosci od gatunku charakteryzuje si¢ zmianami w ekspres;ji
gendéw warunkujacych przyleganie trofoektodermy do nabtonka wyscielajacego Swiatlo macicy i
nabtonka gruczotéw powierzchownych (LE/sGE), modyfikacja fenotypu komorek podscieliska,
wyciszeniem gendw receptora progesteronowego 1 estrogenowego (ESR1), supresja genow
zaangazowanych w procesy rozpoznania immunologicznego, zmianami w przepuszczalnosci bton
komorkowych w celu wzmocnienia wymiany substancji pomigdzy matka i zarodkiem, zwigkszonym
unaczynieniem endometrium, aktywacja genow odpowiedzialnych za transport substancji odzywczych
do $wiatla macicy i wzmocnieniem sygnatéw stuzacych rozpoznaniu ciazy. Zroéznicowana ekspresja
genow przez komorki nabtonka $wiatla macicy i nabtonka gruczotéw powierzchownych, nabtonka
gruczolowego i komorek podscieliska w odpowiedzi na P4 i interferon prawdopodobnie wptywa na
receptywnos$¢ macicy u wigkszosci ssakow. Nasze badania prowadzone u owiec wskazuja , ze IFN-tau
hamuje luteolizg¢ wywotana czynnikami pochodzenia macicznego i stymuluje ekspresje klasycznych
genow stymulowanych przez IFN w komorkach nabtonka i podscieliska. Jednakze wiele genow
indukowanych przez P4 i stymulowanych przez IFN-tau, ktore odgrywaja wazna role w uzyskaniu
receptywnosci macicy 1 rozwoju zarodka ulegaja ekspresji tylko w komorkach nabtonka $wiatta macicy
1 gruczotow powierzchniowych, ktéore w tym czasie nie wykazuja obecnosci zaréwno receptora dla
progesteronu jaki , i STAT1. Do tych genéw naleza WNT7A ( wingless-type MMTYV integration site
family member 7A) indukowany przez IFN-tau a takze galektyny, proteazy, inhibitory proteaz, biatka
transportowe dla glukozy i aminokwasow a takze czynnik indukowany przez hipoksje (HIF) ktore sa
indukowane przez P4 i stymulowane przez IFN-tau. Rozpoznanie roli interferonow i gendéw
stymulowanych przez interferony w procesach przygotowujacych macicg¢ do implantacji jest niezbgdne
w celu opracowania strategii poprawiajacych zdrowie reprodukcyjne u cztowieka i zwierzat domowych.
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FROM STEM CELLS TO MALE GERM CELLS

OD KOMOREK MACIERZYSTYCH DO GAMET MESKICH

Wolfgang Engel

Institute of Human Genetics,
University of Géttingen, Heinrich-Diiker-Weg 12,
37073 Géttingen, Germany

Male gametes originate from a small population of Spermatogonial Stem Cells (SSCs). Recently, we
were able to isolate SSCs from adult mouse testis and to demonstrate that these cells are pluripotent
cells. Similar as Embryonic Stem Cells (ESC), SSCs could be differentiated into different cell types in
vitro and into spermatozoa in vivo. We developed a strategy for the establishment of SSC lines and to
differentiate haploid male germ cells in vitro. After injection of theses cells into unfertilized oocytes
and transfer of two-cell embryos into oviducts live mice were born. — Several research groups have
shown that male germ cells can also be generated from ESCs in vitro. We have shown that these cells
do not only undergo meiosis and become haploid, but are also functional spermatozoa. After
fertilization of oocytes by intracytoplasmic sperm injection and transfer of two-cell stages into the
female genital tract, mice were born. These mice showed a reduced life expectancy which is possible
due to a global methylation defect of the DNA. — We were also able to generate SSCs line from
pluripotent teratocarcinoma cells. Transplantation of the SSCs into testis of busulfan treated mice gave
rise to spermatozoa. Spermatozoa were viable and functional, as shown by fertilization after
intracytoplasmic sperm injection into mouse oocytes and the development of preimplantation
embryos. First results on differentiation of male germ cells from induced pluripotent stem cells (iPS
cells) from mouse fibroblasts are presented. - Till now we were not able to generate haploid male germ
cells from Mesenchymal Stem Cells (MSCs). Our differentiation protocol which was successful with
SSCs, ESCs and TCs, resulted in premeiotic cells only as deduced from the markers studied. — Our
approach provides accessible in vitro model systems for studies of male gametogenesis and treatment
of male infertility.
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37073 Géttingen, Germany

Gamety meskie powstaja z matej populacji spermatogonicznych komoérek macierzystych
(‘ang. Spermatogonial Stem Cells - SSCs). Ostatnio udato si¢ nam wyizolowa¢ komorki SSCs z jader
dojrzatej myszy oraz wykazalismy, iz sg to komorki o zdolnosciach wielokierunkowego réznicowania
si¢. Podobnie jak embrionalne komorki macierzyste (ang. Embryonic Stem Cells ESC), komorki SSCs
moga roznicowa¢ w kierunku roznych typow komorek in vitro oraz w Kierunku plemnikow in vivo.
Opracowali$my strategi¢ pozyskiwania linii komorek SSC oraz roznicowania haploidalnych gamet
meskich in vitro. Po wstrzyknigciu tych komorek do niezaptodnionych oocytow oraz transferze dwu-
komoérkowych embrionéw do jajowoddw rodzily sie zywe myszy.
Kilka grup badawczych wykazato, iz meskie gamety mozna réwniez otrzymywaé in vitro z ESCs.
Wykazalismy, iz te komorki nie tylko przechodza mejoze i staja si¢ haploidalne, ale sa réwniez
funkcjonujacymi plemnikami. Po zaptodnieniu oocytow przez docytoplazmatyczna iniekcje
plemnikow i transfer dwu- komoérkowych embriondw do zenskiego uktadu rozrodczego rodzity sie
myszy. Myszy te zyly krocej, co byto prawdopodobnie zwiazane z uogélnionymi btgdami w metylacji
DNA.
OsiagneliSmy rowniez mozliwos¢ generowania linii komorek SSCs z komorek potworniakow
posiadajacych zdolno$¢ wielokierunkowego réznicowania. Przeszczepianie komoérek SSCs do jader
myszy, ktérym podawano busulfan prowadzito do powstawania plemnikéw. Plemniki byty zywotne i
funkcjonalne, co wykazata obecno$¢ zaptodnionych oocytow myszy po docytoplazmatycznej iniekcji
plemnikéw oraz uzyskanie embrionow w stadium przedimplantacyjnym.
Zaprezentowano wstgpne wyniki réznicowania mgskich gamet z indukowanych komorek
macierzystych z fibroblastow myszy posiadajacych zdolnos¢ wielokierunkowego rozwoju (iPS cells).
Do tej pory nie stwierdzono mozliwosci generowania haploidalnych komorek gamet mgskich z
mezenchymalnych komorek macierzystych (ang. Mesenchymal Stem Cells MSCs). Nasz protokot
réznicowania, ktory przynosit rezultaty w przypadku komorek SSCs, ESCs oraz TCs, dawal efekt
jedynie w postaci komorek premejotycznych, ktérych obecnos$¢ stwierdzano na podstawie badania
markeréw.
Nasze badania doprowadzily do uzyskania dostgpnych in vitro modeli systemoéw badawczych nad
meska gametogeneza oraz leczenia nieptodnosci meskiej.
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THE FUTURE OF OBSTETRICS

PRZYSZE.OSC POLOZNICTWA

Miriam Katz

Ben Gurion University of the Negev, Beer-Sheva, Israel

Prior to addressing the question of the future of Obstetrics allow me a brief review of the historic
perspective of our unique specialty.

Unique, since it is the only one field in medicine that deals simultaneously with two patients, who's future
is usually interdependent and only in extremely rare occasions is the true interest of the mother and her
unborn baby at a conflict.

The capacity of the female body to bear children set women apart already in the prehistoric society, when
venerated as deities-their godly tasks were always feminine- procreation, birth, rebirth. In ancient Egypt
Hather (the cow) was the mother of earth, in Rome -Juno protected pregnant women and nursing mothers.
In Christianity the Virgin Mary is the mother of God. Although birthing was the exclusive domain of
women it were the men — doctors — that were mesmerized by the conception and birth.

Hippocrates (450 BC) and later on Soranus (150 AC) described birth, the position of the fetus in the womb
and dealt with the question of prematurity. The first textbook of Obstetrics and Gynecology published by
Soranus was used to teach Obstetrics for over 1500 years. In spite of the fact that the Chamberlain's (1645)
claimed that they invented the obstetric forceps we found in Soranus textbooks a picture of his first forceps.
The advent of printing in the late 15" century led to a flurry of obstetrical literature. In 1513 a handbook by
a German doctor Rosslin named Rosengarden was published and became "the bible" for midwifes and
doctors up to the end of the 17" century.

In historical terms obstetrics is a rather recent addition to the medical profession. Until the 17" century
childbirth was a social rather than medical event. Men were excluded from the chamber where birth
occurred and birth was conducted by midwifes who's role was part servants and part experts. With their
equipment including a lamp, some warm water and sheets.

Only in cases in which serious complications arose, a doctor was called in. Knowing very little about
normal labor and armed with the crudest instruments his job was usually confined to dealing with
obstructive labor in mothers already.

In the 18" century with the advance in knowledge of anatomy, physiology the process of normal labor was
described and major obstetric complication defined. That's when the three stages of labor and their
management as well as the serious complications of third stage of labor related mainly to problems of
placental separation were outlined.

The medical men of the 18" century were the first to address the question of high maternal mortality. They
demanded that obstetrics will be regarded as a new and important addition to the field of orthodox
medicine. As a result they begun taking over the care for pregnant women and in effect pushed aside the
traditional midwife.

In spite of these developments maternal mortality remained very high until in the early 19" century
Semmelweis (1847) introduced the concept of antisepsis and asepsis as means to battle "birth fewer". This
was the first dramatic step in reduction of maternal mortality.

To further reduce maternal and infant mortality, in the beginning of the 20" century an effort was made to
bring all childbearing women under the supervision of surgically trained doctors. Joseph De Le, one of the
leading figures in 20" century obstetrics, stated in 1950:

" The parturient suffers under the old prejudice that labor is a physiological act, and the medical profession
entertains the same prejudice, while as a matter of fact, obstetrics has great pathologic dignity — it is a major
science of the same rank as surgery ".

Birth as surgical procedure was under his influence divided into two separate stages.

One in which the mother labored and the second in which the doctor delivered. Bizarre as it may sound,
this conception is still accepted in many delivery rooms today. The delivery rooms, sterile, with special
clothing and special trained personal with the physician as the "captain™ of the ship isolates the woman in
labor from her natural surroundings and treats her as an ill patient and not as a person undergoing a
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physiological process of labor, which in the majority of cases will be normal and does not require medical
intervention.

All this is done in the name of mother's and child's safety and well-being even in cases where everything
is normal.

The 20™ century has seen astonishing progress in obstetrics: Antibiotics, blood transfusion, modern
anesthesia, made delivery quite safe, reducing maternal and fetal mortality 50-95 times.

By the 1960's Jan Donald introduced ultrasonography and with the progress of technology it is today
impossible to imagine modern obstetrics without it.

In the late 60's Hon introduces the continuous fetal monitoring which — generally beneficial — lead to an
exponential rise of unnecessary cesarean section, once more proving that some of the best tools may be
misused.

During the last 25 years developments in genetics, ultrasonography and increased availability of fetal
treatment options led to the development of the concept of the fetus as a patient.

The practice of obstetrics today thrives to be evidence based rather than opinion based. This has its good
and bet sites .

Gone is the all knowing "Big Boss " who could order you to do what he wishes —because he is the boss-
even if you did not agree with his judgment —and this is very good.

Doctors are forced to act according to accepted protocols based on these evidence -based studies and
cannot independently implement common sense practice in fear of litigation in case that any thing goes
wrong —and it may.-and this is not always in the benefit o the patient.

Unfortunately in spite of all progress it is obvious that we are not able to succeed by 100%. Today's
obstetric practice is effected and not in a positive way, by the professional liability crisis on one hand and
by the impact of feminist movement on the other.

Growing and vocal groups of women protest against the medicalization of normal labor, questioning the
importance of ultrasound, monitoring, pH estimates and widespread use of labor induction and cesarean
section.

They claim that the 20" century obstetrics took labor control from the woman and her matriarchal support
system and placed it in the hands of the patriarchal world of medicine.

This is with no doubt true but this is only one side of the story since they tend to forget that as a result of all
mentioned above the maternal and fetal mortality are currently a rare occurrences in modern delivery
rooms.

What will be the main forces that will shape the obstetric practice in the 21* century? Most probably there
will be the following :

1-the direction of the professional liability crisis

2-medical practice and research competition

3-ethical issues arising from technological and social imperatives

4-the changing gender profile of the specialty

5-the impact of the feminist movements on women's health care

The truth should be said that the delivery room today, equipped with all modern armamentarium is cold
and impersonal and therefore the drive for home style delivery rooms within the hospital premises seems
to be the right direction.

The women giving birth to day tend to be " in between" a belief in the integrity of nature and a trust in the
power of technology.

More then ever before —birth is at the cross road ,one in which the mostly natural, matriarchal community
system of the 16 to 19 centuries is intersecting with the sophisticated ,mostly technological system of the
twentieth century .

Will birth return to the home under the guidance of midwives or will there be a more physiologic and less
medicated approach to the healthy ,normal parturient —apparently both of them are now happening
throughout much of the world.

We just must be careful not to over due it .

Will the advancing technology take birth to the other extreme, making it possible to eventually gestate
outside the uterus ,and rendering "delivery" a term not referring to passage through the birth canal ,but to
the dropping off a healthy term baby at the mother's doorsteps? Let's hope that this will not happen but no
one for sure can predict the future .

No one can predict what will occur ,but whatever that may be, hindsight will likely point to the 21 century
as the beginning of a new paradigm for birth —and it should make for an interesting future.

27
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Szanowni Panstwo,

Zanim przejde do whasciwego tematu mojego wystapienia, czyli przysztosci potoznictwa, chciatabym
przestawi¢ krotki przeglad historii naszej wyjatkowej specjalizacji.

Prehistoryczne spoteczenstwa, ktore czcily boginie opiekunki prokreacji, porodu, odrodzenia, tym
samym uznawaly nadzwyczajna mozliwo$¢ zenskiego ciata do rodzenia. W starozytnym Egipcie
bogini Hather (w ksztalcie krowy) byla symbolem matki ziemi; w Rzymie Juno chronila cigzarne
kobiety i matki karmiace. Dla chrze$cijanstwa niezwykla role odgrywa Maria dziewica, Matka Boska.
Gdy rodzeniem zajmowaly si¢ kobiety, to mezczyzni byli zafascynowani poczeciem i porodem.
Najpierw Hipokrates (450 p.n.e) a po nim Soranus (150 n.e.) opisali proces rodzenia, utozenie ptodu w
lonie a nawet podje¢li dyskusje¢ na temat przedwczesnych porodow. Pierwszy podrecznik na temat
poloznictwa i ginekologii wydany przez Soranusa stuzyt przez ponad 1500 lat! Warto zaznaczyc¢, ze
cho¢ Chamberlain w 1645 twierdzil, ze wynalazt kleszcze, to w podreczniku Soranusa mozna znalezé
rysunek jego pierwszych kleszczy.

Nowa technologia druku, ktéra powstata na koncu 15go wieku sprzyjata wydaniu nowych zrodet o
ginekologii. W 1513 roku niemiecki lekarz Rosengarten z Rosslin wydal podrecznik, ktory zostat
przez dlugie lata bo az do konca 17go wieku, ,,biblia” dla potoznic i lekarzy.

W perspektywie historycznej, potoznictwo tak naprawde jest stosunkowo nowa dziedzina. Porod do
17go wieku byly raczej wydarzenia towarzyskim niz medycznym. Megzczyzni nie mieli dostgpu do
izby porodowej a porod odbierata potozna, ktdra pehita role po czesci stuzacej po czesci eksperta.
Przez wieki podstawowy sprzet przy porodzie to byta lampa, goraca woda i posciel. Lekarza Sciagano
tylko w bardzo skomplikowanych przypadkach. Owczesny medyk miat bardzo prymitywna wiedzg o
normalnym procesie porodowym, jeszcze bardziej prymitywny sprzet a jego rola zwykle ograniczata
si¢ do udzielania najprostszej pomocy przy skomplikowanych porodach.

Dopiero w 18tym wieku widzimy pierwsze znaczace postgpy w wiedzy o anatomii i fizjologii, dopiero
wtedy zostal opisany proces normalnego porodu jak réwniez powstaly opisy podstawowych
komplikacji potozniczych. To w tym okresie poznano i opisano trzy podstawowe okresy porodu,
kierowaniem nimi oraz powazne komplikacje trzeciego okresu porodu powstajace przewaznie z
powodu odklejenia tozyska.

Lekarze 18to-wieczni byli pierwsi, ktorzy zwrdcili uwage na problem wysokiej $miertelnosci
macierzynskiej. Zadali, aby potoznictwo zostalo uznane przez medycyne ortodoksyjna jako nowa i
peloprawna dziedzina. Wynikiem ich dziatalnosci bylo przejecie przez lekarzy opieke nad
cigzarnymi oraz prawie calkowite odsunigcie potoznic od rodzacych matek. Jednak dalej Smiertelnos¢
byta bardzo wysoka. Sytuacja nieco si¢ poprawita dopiero na poczatku 19go wieku, gdy Semmelweis
(1847) wprowadzit pojecie antysepsy i asepsy (antyseptyki i aseptyki) jako sposob zwalczania
goraczki potogowej. To byl pierwszy powazny krok w zmniejszaniu poziomu S$miertelnosci
macierzynskiej. Na poczatku dwudziestego wieku postanowiono objaé¢ wszystkie cigzarne kobiety
opieka wyspecjalizowanych lekarzy co spowodowato kolejne znaczace obnizenie poziomu
$miertelno$ci matek jak i rowniez noworodkoéw. Joseph De Le, jeden z czotowych lekarzy
potoznictwa w dwudziestym wieku, stwierdzit 1 1950 roku, ze

»Rodzaca ulega starym uprzedzeniom, ze potog to czynnos¢ fizjologiczny, co réwniez ulega cata
profesja medyczna. Prawda jednak jest, Zze potoznictwo ma swa wielka patologiczna dume poniewaz
jest nauka tej samej rangi co chirurgia.”

Pod jego wplywem pordd jako procedura chirurgiczna zostata podzielona na dwa stadia. Pierwszy
stadion to poldg cigzarnej, a drugi to odbidr porodu przez lekarza. Cho¢ to moze wydawac sig
niemozliwe, ta koncepcja porzadku porodu dalej funkcjonuje we wielu izbach porodowych. Dalej
obowiazuje schemat sterylnej porodowki gdzie, w obecnosci specjalistycznego personelu w specjalnej
odziezy razem z lekarzem jako ,kapitanem” tej zatogi, kobieta jest izolowana od wlasnego porodu,
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traktowana jest jako chora a nie osoba przechodzaca fizjologiczny proces porodu, proces ktory w
wigkszo$ci wypadkéw przebiega normalnie i nie wymaga interwencji lekarskiej. Jednak wszystko to
przebiega w glgbokiej wierzy, ze jest to dla dobra matka i dziecka nawet wtedy kiedy wszystko
przebiega bez komplikacji.
Dwudziesty wiek to okres wielkich postgpoéw w potoznictwie: antybiotyki, transfuzje krwi,
nowoczesna anestezja, wszystko to sprawito, ze pordd stal si¢ bezpiecznych i réwnocze$nie
zmniejszyto ryzyko $miertelno$ci macierzynskiej i ptodowej od 50 do 95 procent.
Jan Donald wprowadzit ultrasonografi¢ w lata 60tych i juz dzisiaj nie sposéb wyobrazi¢ sobie
nowoczesne potoznictwo bez tego oraz wielu innych wynalazkow technologicznych. Jednak w
péznych latach 60tych, Hon wprowadzit stale monitorowanie ptodu co z jednej strony przydatne
jednak z drugiej strony doprowadzito do nadmiaru niepotrzebnych ci¢¢ cesarskich co kolejny raz
dowodzi ze nawet najlepszy sprzet moze by¢ naduzywany. Przez ostatnie 25 lat, byliSmy $wiadkami
niesamowitego postepu w dziedzinach genetyki, ultrasonografii oraz w leczeniu plodu. Wszystko to
razem pozwolilo na nowe podejscie do ptodu jako pacjenta.
Nowoczesne potoznictwo stara si¢ by¢ oparty na faktach raczej niz na przypuszczeniach , Co ma swoje
wady i zalety. Na szczgdcie zniknat wszech-wiedzacy i wszech-mogacych Szef, ktéry nie tolerowat
sprzeciwu. Dzisiaj lekarzy sa zmuszeni dziata¢ wedlug protokotow $cisle opartych na badaniach i juz
nie moga niezaleznie dziala¢ wedlug swojego zdrowego rozsadku w obawie przed sadem jesli cos
poszioby nie tak. Jednak to tez nie zawsze jest w najlepszym interesie pacjenta.
Mimo catego ogromnego postgpu nigdy nie mozna moéwié¢ o stu-procentowym poziomie sukcesu.
Wspdlczesne poloznictwo jest w pewnym sensie ofiara kryzysu odpowiedzialno$ci zawodowej oraz
do pewnego stopnia $rodowisk feministycznych. Grupy feministek coraz glo$niej protestuja
przeciwko nadmiernej ingerencji lekarzy w porodach o normalnym przebiegu, kwestionuja potrzebe
badan ultradzwigkowych, monitoringu, oceny odczynu pH oraz powszechne stosowanie indukcji
porodowej oraz cesarskich cig¢. Sa przekonane, ze w dwudziestym wieku potoznictwo odebrato
kobietom kontrole nad wtasna ciaza i odsun¢lo ja od systemu wsparcia matriarchalnego, zostawiajac je
zupeie uzaleznione od patriarchalnego $wiata medycyny nowoczesnej. O ile jest w tym duzo racji,
to jednak z drugiej strony czesto zapomina si¢, ze dzigki wszystkim tym zmianom $miertelnos¢
macierzynska i ptodowa w porodowce jest coraz rzadszym zjawiskiem.
Jakie beda glowne sity ksztaltujace potoznictwo w 21ym wieku?
Wydaje mi sig, Ze mozna je stre$ci¢ nastepujaco:

1. kierunek rozwoju kryzysu odpowiedzialno$ci zawodowego

2. praktyka lekarska i konkurencja badaniowa

3. zagadnienia etyczne wynikajace z technologicznych oraz spotecznych imperatyw

4. wigkszy nabor kobiet do specjalizacji

5. wplyw ruchu feministek na strukture opieki zdrowotnej dla kobiet
Prawda jest, Zze dzisiejsza poroddéwka, wypelniona nowoczesnym armamentarium, jest zimna i
sterylna. Naciska na wigkszy komfort i bardziej ,,domowe” otoczenie na terenie szpitali jest na pewno
stuszny. Kobiety rodzace w naszych czasach musza pogodzi¢ wiar¢ w integralno$¢ przyrody z
zaufaniem do nowych technologii.
Jak nigdy wczesniej, porod odbierany jest na skrzyzowaniu $wiata opieki matriarchalnej z czasow
16go do 19go wieku a $wiata ,,high-tech” 21go wieku.
Pytanie jest czy porody wroca pod opieke potoznic i czy podejscie do zdrowej rodzacej stanie sig
bardziej fizjologiczny z mniejsza ingerencja lekarska. Na pewno zmiany zachodza w obu tych
kierunkach na catym $wiecie. Aby$my nie przesadzili.
A moze coraz bardziej postgpujaca technologia w ogole spowoduje, ze ciaza bedzie kiedys odbywata
si¢ calkowicie poza macica a ,,por6d” nie bgdzie oznaczaé przejscie przez kanal porodowy lecz
dostawe zdrowego dziecka do domu matki. Nie zyczylabym nikomu takiego scenariusza, lecz nie
mamy pewnosci co do przysztosci.
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ZMIANY ZWIAZANE Z OBNIZENIEM STEZENIA I AKTYWNOSCI
PROGESTERONU

AR Giinzel-Apel

Unit for Reproductive Medicine of Clinics - Small Animal Clinic, University of Veterinary Medicine, Foundation,
Biinteweg 15, 30559 Hannover, Germany, phone: +49 511 953 8526, FAX +49 511 953 828526

Considering pregnancy as a stable condition, its beginning may be correctly dated at the time of
implantation occurring 22 to 23 after the LH-surge or about 19 to 21 days after ovulation (ov). As
implantation is the prerequisite for early pregnancy detection by analysis of serum relaxin
concentrations and pre-implantation embryos may be detectable by high resolution ultrasound imaging
not before day 17 after ov, loss of pre-implantation embryos cannot be diagnosed under clinical
conditions. Considering this, early pregnancy as well as early pregnancy loss should be related to the
post-implantation period of gestation between day 20 and 28 (to 30) after ov. Pregnancy failure
occurring during this stage of gestation is characterized by embryonic death followed by resorption,
which may not be perceived unless ultrasound examinations are performed.

Termination of early post-implantation pregnancy by PGF,,or -analogues alone or in combination
with a dopamine agonist has been demonstrated to be a process of several days, during which almost
completely resorbed placental sites are observed beside live fetuses in different uterine locations.
Similarly delayed processes of embryonic death and resorption are induced by the progesterone
receptor blocking agent aglepristone.

Subcutaneous aglepristone application in early pregnancy (10 mg/kg d 24 and 25 after ov) led to
forced luteal regression after d 35 after ov, while under luteolytic medication (cloprostenol 1.0 pg/kg
sc d 24 and 27 after ov in combination with the dopamine agonist cabergoline 5.0 pg/kg po daily from
d 24 to 30 after ov) a sharp drop in progesterone (P,) concentrations immediately after start of
treatment followed by a continuous further decrease until d 60 was observed. In bitches treated with
aglepristone, concentrations of prolactin (PRL), the main luteotropic factor in dogs, increased
similarly as in control bitches but started to decline concomitant with the falling P, concentrations.
Application of cabergoline clearly suppressed PRL secretion from the start of treatment. Relaxin
concentrations did not show direct changes under both treatments, but dropped markedly coinciding
with death of the last fetuses.

Fibrinogen concentrations and activities of plasminogen and a-plasmin inhibitor are significantly
increased during post-implantation pregnancy when compared with non pregnant bitches, indicating
activation of the coagulation system caused by epithelial and endothelial alteration during
placentation. These patterns remained almost completely unaffected during early post-implantation
pregnancy termination.

In the sonographically intact embryos/fetuses heart rates increased moderately until mid gestation and
remained constant (mean 235 BPM) as long as pregnancy was maintained. A clear decrease in heart
rate prior to embryonic death could be realized in only one conceptus of three bitches each 30 to 120
min before fetal death. Compared with physiological conditions, blood flow patterns in small utero-
placental vessels of intact placental sites showed only slight changes in both treatment groups.
Progressing resorption was accompanied by local reduction of uterine perfusion rendering
differentiation of vessels more and more difficult.

Under additional consideration of morphological criteria of resorption sites these results demonstrate
that embryonic/fetal death may be a consequence of local progesterone deficiency followed by
placental disintegration. The latter was accompanied by decreasing relaxin concentrations after death
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of the last fetus. For elucidation of the causal background of asynchrony in occurrence of embryonic
death and progress of placental disintegration further input in placental research is needed.
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Zaktadajac, ze ciaza jest zjawiskiem w ktorym kolejne etapy przebiegaja w sposob uporzadkowany, w
okreslonej kolejnosci, jej poczatek mozna precyzyjnie okresli¢ na podstawie momentu implantacji tj.
22-23 dnia po wyrzucie LH lub 19-21 dnia po owulacji (ov). Poniewaz, implantacja jest warunkiem
rozpoznania cigzy na podstawie oznaczenia st¢zenia relaksyny w surowicy krwi a z kolei obecnosé¢
zarodkow w stadium przedimplantacyjnym nie jest wykrywana w badaniu USG przed 17 dniem po
owulacji, wezedniejsza utrata cigzy, warunkach klinicznych nie jest diagnozowana. Biorac to pod
uwagg, okreslenie wczesnej cigzy lub utrata wczesnej ciazy zachodzace w tym okresie, winna by¢
odnoszona do okresu post- implantacyjnego tj. od 20 do 28 (nawet 30) dnia po owulacji. Utrata ciazy
w tym okresie charakteryzuje si¢ $§miercia zarodkow i ich resorpcja, co moze nie by¢ zauwazone bez
przeprowadzenia badania USG.

Wykazano, ze przerwanie wczesnej ciazy w okresie post- implantacyjnym wskutek podania PGF,,
lub jej analogéw pojedynczo lub w terapii skojarzonej z agonistami dopaminy jest procesem
trwajacym kilka dni, w przebiegu ktorego obserwuje sig catkowita resorpcje miejsc implantacyjnych z
jednoczesna obecnoscia zywych ptodow umiejscowionych w roznych cze$ciach macicy. Podobnie
opozniony proces obumierania zarodkow i ich resorpcji stwierdza si¢ po podaniu aglepristonu —
czynnika blokujacego receptor progesteronowy.

Podskorne podanie aglepristonu we wczesnej ciazy ( 10mg/kg w 24 1 w 25 dniu po owulacji) prowadzi
do wymuszonej regresji ciatka zottego po 35 dniu po owulacji, podczas gdy podanie preparatow
luteolitycznych (cloprostenol 1.0 pg/kg sc w 24 i 27 dniu po owulacji w kombinacji z agonista
dopaminy cabergoline 5.0 pg/ kg per os codziennie od 24 do 30 dnia po owulacji) powoduje
gwattowny spadek stezenia progesteronu (P4) natychmiast po rozpoczeciu terapii z utrzymujacym sie
obnizonym poziomem do 60 dni. U suk leczonych aglepristonem, st¢zenie prolaktyny (PRL),
gléwnego czynnika luteotropowego u pséw, wzrastato podobnie jak u suk kontrolnych, jednak spadek
stezenia prolaktyny obserwowano wraz ze spadkiem stgzenia P,. Podania cabergoline wyraznie
obnizato sekrecje prolaktyny od poczatku terapii. Oba sposoby leczenia nie zmieniaty bezposrednio
stezenia relaksyny ale jej poziom znaczaco sig obnizal wraz ze $miercia ostatniego ptodu.

Stezenie fibrynogenu i aktywno$¢ plazminogenu i inhibitora a-plazminy znaczaco wzrastaja w post-
implantacyjnym okresie ciazy u suk w poréwnaniu z sukami nie bedacymi w ciazy, co wskazuje na
aktywacje uktadu krzepnigcia spowodowane]j przez zmiany w komorkach nabtonka i endotelium w
procesie implantacji. Te parametry pozostawaly prawie calkowicie nie zmienione podczas
farmakologicznego zakonczenia ciazy w okresie post-implantacyjnym.

W prawidlowych, w badaniu sonograficznym, zarodkach/ plodach liczba uderzen serca wzrasta
stopniowo az do potowy ciazy i1 pozostaje stata ($rednio 235 uderzen na minute) w dalszym przebiegu
ciazy. Wyrazne obnizenie akcji serca przed $miercia zarodkowa mozna bylo zaobserwowac tylko u
jednego ptodu wu kazdej z 3 badanych suk w okoto 30 -120 minut przed $miercia ptodu. W
porownaniu z fizjologicznie przebiegajaca ciaza, przeptyw krwi w matych naczyniach maciczno-
lozyskowych w niezmienionych miejscach implantacyjnych wykazywat tylko nieznaczne zmiany w
obu grupach do$wiadczalnych. Postgpujacej resorpcji towarzyszylo miejscowe ograniczenie perfuzji
macicy, ktore coraz bardziej utrudniato réznicowanie naczyn.
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Uwzgledniajac dodatkowo kryteria morfologicznej oceny miegjsc resorpcyjnych te wyniki wskazuja, ze
$mier¢ zarodkowo/ptodowa moze by¢ skutkiem lokalnego niedoboru progesteronu z nastgpowa
dezintegracja tozyska. Z kolei procesowi dezintegracji towarzyszy obnizenie stezenia relaksyny po
$mierci ostatniego ptodu. Konieczne sa dalsze badania nad tozyskiem u psow w celu wyjasnienia
przyczyn asynchronii zachodzacej pomig¢dzy $miercia zarodkoéw i tempem dezintegracji tozyska.
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POSSIBLE ROLES OF HYPOXIA IN LUTEAL FORMATION
AND REGRESSION IN CATTLE

MOZLIWY UDZIAL HIPOKSJI W POWSTAWANIU I REGRESJI
CIALKA ZOLTEGO U BYDLA

Kiyoshi OKUDA
Laboratory of Reproductive Endocrinology, Graduate School of Natural Science and Technology, Okayama University

Luteolysis is characterized by a decrease in progesterone (P4) production (functional luteolysis),
followed by a decrease in luteal size (structural luteolysis), during which cells of the corpus luteum
(CL) undergo apoptosis. We have recently provided evidences for importance of low oxygen
conditions (hypoxia) in luteolysis in cattle. These studies revealed that hypoxia inhibited P4 synthesis
[1] and induced luteal cell death [2], suggesting that oxygen deficiency is one of the major factors
contributing to both functional and structural luteolysis in cattle.

Angiogenesis is known to occur during development of CL in many species including cattle. During
this decade, hypoxia-inducible factor 1 (HIF1) has been recognized to have critical roles in
angiogenesis via transcriptional regulation of angiogenic factors, such as vascular endothelial growth
factor (VEGF). HIF1 is an obligatory heterodimeric protein composed of two members of the basic-
helix-loop-helix (bHLH)-containing PER-ARNT-SIM (PAS) domain family, HIF1A (alpha subunit)
and aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) [3]. Whereas ARNT expression is not
regulated by hypoxia, HIF1A is stabilized only under hypoxic conditions [4-6]. We recently obtained
the following findings: mMRNA expression of HIF1A was down-regulated at the regressed stage, while
protein expression of HIF1A was the highest at the early luteal stage and decreased at the latter stages.
VEGF expression was the highest at the developing luteal stage in both mMRNA and protein levels.
Hypoxia increased the amounts of HIFLA protein, VEGF mRNA and protein in bovine luteal cells.
The above findings indicate that HIF1 is essential for the VEGF-induced angiogenesis during luteal
development, and suggest that hypoxia formed after a follicle rupture is important for formation of
luteal vasculature in cattle. Based on the overall findings and our recent reports, we conclude that
hypoxia is an important condition for both luteal formation and regression in cattle.

[1] Nishimura et al. Endocrinology 147, 4273-4280 (2006)

[2] Nishimura et al. Biol Reprod 78, 529-536 (2008)

[3] Wang et al. Proc Natl Acad Sci U S A, 92, 5510-5514 (1995)
[4] Salceda and Caro. J Biol Chem 272, 22642-22647 (1997)

[5] Huang et al. Proc Natl Acad Sci U S A 95, 7987-7992 (1998)
[6] Kallio et al. J Biol Chem 274,6519-6525 (1999)
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Luteoliza charakteryzuje si¢ spadkiem produkcji progesteronu (P4) (luteoliza funkcjonalna), po ktorej
nastepuje zmniejszanie si¢ rozmiaréw ciatka zottego (luteoliza strukturalna), podczas ktoérego
dochodzi do apoptozy komoérek w ciatku zottym (CL). Ostatnio uzyskane przez nas wyniki
dostarczaja dowodoéw $wiadczacych o istotnej roli niskiego stgzenia tlenu (hipoksji) w procesie
luteolizy u bydta. Badania te wykazatly, iz niedotlenienie hamuje wytwarzanie P4 [1] oraz indukuje
$mier¢ komoérek lutealnych [2], co sugeruje iz niedoboér tlenu jest jednym z gldwnych czynnikow
bioracych udzial zaré6wno w funkcjonalnej jak i strukturalnej luteolizie u bydta.

U wielu gatunkow zwierzat, w tym bydta, rozwojowi ciatka zottego towarzysza procesy angiogenezy.
W trakcje tej dekady wykazano istotna rolg czynnika indukowanego hipoksja 1 (HIF1, ang. hypoxia-
inducible factor 1) w procesach angiogenezy. Czynnik ten ma zdolno$¢ regulacji, na drodze
transkrypcyjnej, czynnikow proangiogennych, takich jak naczyniowy czynnik wzrostu srodbtonka
(VEGF, ang. vascular endothelial growth factor). HIF1 jest obligatoryjnym, heterodimerycznym
biatkiem zlozonym z dwoch cztondéw typu bHLH (ang. basic-helix-loop-helix) - zawierajacych
domeng z rodziny PER-ARNT-SIM (PAS), HIF1A (podjednostki alfa) oraz biatka ARNT (ang. aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator) [3]. Podczas gdy ekspresja ARNT nie jest regulowana
przez niedotlenienie, do stabilizacji HIFLA dochodzi w warunkach niedotlenienia [4-6]. Ostatnio
uzyskaliSmy nastepujace wyniki: w stadium regresji dochodzito do zmniejszania ekspresji mRNA dla
HIF1A, podczas gdy ekspresja biatek HIF1A byta najwyzsza we wczesnej fazie lutealnej i zmniejszata
si¢ w pozniejszych etapach. Ekspresja VEGF byla najwyzsza w trakcie rozwoju fazy lutealnej,
zardwno na poziomie mRNA jak i biatka. W komorkach lutealnych kréw hipoksja prowadzila do
wzrostu ilo$ci biatka HIF1A, a takze wzrostu ilo§ci VEGF na poziomie mRNA 1 biatka. Powyzsze
wyniki wskazuja, iz HIF1 pelni istotna role w indukowanej przez VEGF angiogenezie w trakcie
powstawania ciatka zottego oraz sugeruja, iz niedotlenienie wystepujace po peknigciu pgcherzyka ma
wazny wplyw na rozwoj unaczynienia ciatka zoéttego u bydta. W oparciu o dostepne wyniki badan
oraz nasze ostatnie wyniki, mozna wyciagna¢ wnioski, iz niedotlenienie jest waznym czynnikiem
zarowno w trakcie formowania, jak i regres;ji ciatka zottego u bydta.

[1] Nishimura et al. Endocrinology 147, 4273-4280 (2006),

[2] Nishimura et al. Biol Reprod 78, 529-536 (2008),

[3] Wang et al. Proc Natl Acad Sci U S A, 92, 5510-5514 (1995),
[4] Salceda and Caro. J Biol Chem 272, 22642-22647 (1997),

[5] Huang et al. Proc Natl Acad Sci U S A 95, 7987-7992 (1998),
[6] Kallio et al. J Biol Chem 274,6519-6525 (1999)
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SPECYFICZNE UWARUNKOWANIA UKLADU
ODPORNOSCIOWEGO NA TERENIE JADRA U SSAKOW

SPECIFIC IMMUNE ENVIRONMENT IN MAMMALIAN TESTIS

Maciej Kurpisz, Natalia Rozwadowska, Matgorzata Biatas

Instytut Genetyki Czlowieka PAN, Strzeszynska 32, 60-479 Poznan, e-mail: kurpimac@man.poznan.pl

Cel pracy: Wykazanie uprzywilejowanego immunologicznie $srodowiska w gonadzie meskie;j
ssakow poprzez oznaczanie ilo§ciowe cytokin (IL-1-1L18, IL-6, IL-10, TNF) w réznych stanach
patologicznych jadra, w porownaniu do fizjologicznej spermatogenezy.

Materiatl i metody: Badano populacje rozfrakcjonowanych komoérek prawidlowej gonady; tj.
$rédmiazsza oraz komorek gametogenicznych oraz homogenizowany materiat biologiczny (RNA) z
oligobiopsji jader w rdéznych stanach patologicznych gonady: azoospermii obstrukcyjnej (AO),
blokéw spermatogenezy na wczesnych etapach (MA), stadium spermatocyta (Spc), spermatydy (Sp),
zespotu samych komorek Sertolego (SCOS) oraz nowotwordéw gonady, gltéwnie seminoma (S).
Stosowano ekstrakcje RNA metoda izotiocyjanianu guanidyny oraz ocen¢ ilosciowa ekspresji genu
metoda PCR w czasie rzeczywistym. W gonadzie mysiej, analizowano bloki spermatogenezy
wystepujace na podtozu genetycznym oraz z powodu czynnikow egzogennych, tj. cis-platyny,
busulfanu i podwyzszonej temperatury.

Wyniki: U czlowieka stwierdzono kompartmentalizacje genow nadrodziny IL-1-1L-18
(srodowisko wewnatrzkanalikowe i1 $rodmiazsza), ze znamienna przewaga ekspresji IL-13 w
interstycjum, a IL-1a $rodkanalikowo. IL-18 wydaje si¢ by¢ nisko konstytutywnie ekspresjonowane,
natomiast znacznie podwyzszone w nowotworach jader. Proporcja pomigdzy IL-1a a IL1IRA, wydaje
si¢ by¢ krytyczna dla prawidtowo funkcjonujacego jadra przy wzrastajacej przewadze IL-la w
narastajacym upos$ledzeniu spermatogenezy. U gryzoni, w prawidlowych gonadach zaobserwowano
proporcje odwrotna niz u cztowieka, tj. ok. 20-krotng przewage IL-1a nad IL-1RA. Przy catkowitym
zablokowaniu spermatogenezy czynnikami zewng¢trznymi proporcja ta wzrastata az do ponad 500-
krotnej przewagi IL-la nad IL-1RA. Przy zaburzeniach spermatogenezy na tle genetycznym,
ekspresja IL-1a. obnizata sig, przy wzglednie stabilnej ekspresji IL-1RA. W innych analizowanych
genach dla cytokin, zaobserwowano statystycznie znamienny wzrost IL-6 w mgskiej gonadzie ludzkiej
objetej patologia (w porownaniu do kontroli), a zwlaszcza w nowotworach jader, IL-10 wykazywata
znamiennie wyzsza ekspresje w jadrze niz w komorkach immunokompetentnych, zas§ TNFR1 znacznie
wyzej w blokach spermatogenezy niz w nowotworach.

Whnioski: O§ wspolczynnika IL-la/IL-1RA wydaje si¢ by¢ krytycznym wskaznikiem
molekularnym dla funkcjonowania jader u ssakow, przy czym proporcje tych genow sa odwrotne u
ludzi i u gryzoni. Obserwowane w ludzkiej gonadzie meskiej poziomy ekspresji IL-6, wydaja si¢
wskazywac jej pro-proliferacyjna rolg, zwlaszcza w nowotworach, poziom IL-10 w gonadzie megskiej
jest znamiennie wyzszy niz w komoérkach immunokompetentnych, za$ ekspresja receptora 1 dla TNF
w jadrach jest odbiciem wysokiego poziomu apoptozy w gonadzie, a zwlaszcza w blokach
dojrzewania spermatogenezy. Uzyskane wyniki dobitnie $wiadcza o wadze regulacji auto-
/parakrynowej, mediowanej przez cytokiny, dla prawidtowego procesu spermatogenezy.
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KOMORKI MACIERZYSTE MESKIEJ GONADY
STEM CELLS OF MALE GONAD

Barbara Wiszniewska, Wojciech Glabowski

Katedra i Zaklad Histologii i Embriologii, Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie.
Al. Powstancoéw Wlkp. 72, 70-111 Szczecin, wojtekgl@sci.pam.szczecin.pl

Komorki macierzyste dojrzatych tkanek ssakoéw opisywane sa przez ich funkcje i charakteryzuja sig
przynajmniej dwiema specyficznymi cechami: (i) sa zdolne do ,nieograniczonej” samoodnowy,
wykazujac niska aktywno$¢ mitotyczna przez cate zycie organizmu, bez mozliwosci réznicowania si¢
oraz (ii) po podziale powstaja komorki potomne, podlegajace réznicowaniu. Powstate droga podziatu
komoérki progenitorowe wykazuja duze podobiefistwo funkcjonalne do komorek macierzystych,
wykazuja jednak wysoka aktywnos$¢ proliferacyjng i zdolno$¢ do réznicowania. Wszystkie te cechy sa
charakterystyczne rowniez dla macierzystych i progenitorowych komoérek meskiej gonady. Pierwotne
komérki germinalne wywodza sig z réznicujacych si¢ z epiblastu endodermalnych komorek §ciany
pecherzyka zottkowego i z chwila rozwoju tkanek, komorki te zaczynaja migrowaé — w zarodku
cztowieka miedzy 5 a 8 tygodniem rozwoju — do grzebieni piciowych roznicujacych sig¢ gonad.
Tworzenie sznuréw pitciowych jest decyzyjnym momentem roéznicowania si¢ pierwotnych komorek
ptciowych w meska lini¢ komorek germinalnych. Nabywanie kompetencji przez komorki germinalne
rozpoczyna sig¢ juz w epiblascie i indukowane jest w odpowiedzi na sygnaly wysylane przez
ektoderme pozazarodkowa, jak Bialtko Morfogenetyczne Kosci 4 i 8b, biatka nalezace do nadrodziny
TGF-B oraz biatka SMAD. Kluczowa role w kompetencji i rozwoju komdrek germinalnych odgrywaja
geny fragilis i stella. Do innych czynnikéw regulujacych nabywanie kompetencji i rozwoju komorek
linii germinalnej naleza: geny DAZ (Deleted in Azoospermia) — przy delecji genu brak komorek
germinalnych ; PUMILIO (PUM?2) tworzacy stabilny kompleks z DAZ; czynnik transkrypcyjny Oct4,
podlegajacy silnej ekspresji w komoérkach migrujacych, przy czym jego brak prowadzi do apoptozy
komorek. Ekspresja genow niezbednych w procesie réznicowania komorek linii germinalej, ujawnia
si¢ w roznych stadiach rozwoju, tak jak pojawiaja si¢ w komodrkach charakterystyczne dla nich
markery: niespecyficzna fosfataza kwasna, zalezny od fazy rozwoju embrionalny antygen 1, czy
integryny beta 1 i alfa 6.

W gonadzie megskiej gonocyty otoczone przez komorki pierwotnych kanalikow nasiennych zostaja
zatrzymane w fazie GO/G1 mitozy, jako prospermatogonia, zachowujac potencjal proliferacyjny. Po
urodzeniu, prospermatogonia migruja do blony podstawnej kanalika i roznicuja sig w
spermatogonialne komorki macierzyste (SSC). Podobnie, jak w innych tkankach, SSC przebywaja w
specyficznym mikrosrodowisku, w obregbie niszy, na ktora sktadaja si¢ Komorka Sertoliego, elementy
btony podstawnej, komorka mioidalna wspolna dla jednej SSC i komorki Sertoliego oraz
przypuszczalnie komoérki Leydiga. W gonadzie mgzczyzn za SSC uwaza si¢ spermatogonia Agak, U
szczura i myszy A, (single). Badania eksperymentalne na komorkach macierzystych u osobnikow
dorostych sa wyjatkowo trudne z uwagi na fakt, ze komorki te wystepuja w bardzo niewielkiej
liczebnosci, a dodatkowo bardzo stabo poznanej charakterystyki morfologicznej i biochemicznej.
Badania na SSCs opieraja si¢ o identyfikacjg¢ tych komorek na podstawie pewnych specyficznych cech
takich jak wielko$¢, stopien kondensacji i obecno$§¢ markerow powierzchniowych. Jak dotad
zdefiniowano szereg markerow, ktore moga by¢ przydatne do zidentyfikowania (GFRalpha, PLZF,
Oct4), czy tez wyizolowania (integryna o6, integryna aV, Thy-1, CD9) tych komorek. Donoszono
rowniez o udanych probach izolacji SSC przy uzyciu cytometrii przeptywowej na drodze tzw.
fluorescencyjnego sortowania komorek. Olbrzymie znaczenie w badaniach zdolnosci wyizolowanych
SSC do odtworzenia linii spermatogenicznej maja przeszczepy SSC. Prowadzone badania maja na
celu nie tylko warto$¢ poznawcza, ale przede wszystkim praktyczna, jak leczenie niektorych typow
nieptodnos$ci, antykoncepcja meska, autotransplantacje SSC u pacjentéw po chemio- i radioterapii.
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DIAGNOSTYKA ENDOKRYNOLOGICZNA HIPOGONADYZMU
MESKIEGO

ENDOCRINOLOGICAL DIAGNOSIS OF MALE HYPOGONADISM

Marek Medras

Katedra i Klinika Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia Izotopami Akademii Medycznej we Wroctawiu
50-367 Wroctaw ul Pasteura4,
marekmedras@poczta.pf.pl

Jednym z najtrudniejszych problemow endokrynologicznej diagnostyki hipogonadyzmnu mgskiego
jest ocena stopnia androgenizacji ustroju . Zwykle jest to utozsamiane z poziomem testosteronu .

W tym aspekcie autor przestawia kliniczne walory oznaczania testosteronu catkowitego, wolnego

( oznaczanego metoda dializy rownowagowej, metoda kalkulacyjng, raioimmunologicza ) oraz
testosteronu biodostgpnego ( oznaczanego metoda z siarczanem amonu i metoda kalkulacyjna) a takze
innych parametréw, jak np. wskaznika wolnych androgenéw w roéznych stanach przebiegajacych z
niedomoga hormonalna jader.
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FIBRONEKTYNA: AKTYWNY CZY ZBEDNY SKEADNIK PLAZMY
NASIENIA MESKIEGO

FIBRONECTIN: AN ACTIVE OR USELESS COMPONENT OF HUMAN
SEMINAL PLASMA

Iwona Katnik-Prastowska

Katedra Chemii i Immunochemii Akademii Medycznej we Wroctawiu
50-345 Wroctaw, ul Bujwida 44a
e-mail: iwona@immchem.am.wroc.pl

Fibronektyna (FN) jest makroglikoproteing o elastycznej strukturze wielodomenowej, decydujacej o
jej funkcji w organizmie. Bialko to wystgpuje w wielu formach molekularnych, roézniacych sig
rozpuszczalno$cia, masa czasteczkowa, ekspresja domen i glikotopoéw. Obecne jest na powierzchni
komorek, w macierzy zewnatrzkomérkowej i w ptynach ustrojowych. FN odgrywa kluczowa rolg w
organizacji, regulacji metabolizmu i utrzymaniu integralnosci struktury wielu tkanek. Szczegodlnie
wazna rol¢ pelni FN w reorganizacji tkanki podczas naprawy zranien, angiogenezy i procesach adhezji
[Stupack and Cheresh, 2003].

FN jest fizjologicznym skladnikiem plazmy nasienia i roéwniez obecna jest na plemnikach
[Pinke et al., 1997]. W plazmie nasienia megskiego wystepuje wytacznie w postaci zdegradowanej
[Lilja et al., 1987; Katnik-Prastowska et al., 2005 i 2006]. Obecnos¢ fragmentow FN w plazmie
nasienia mgskiego jest jak dotad jedynym znanym przyktadem, w ktorym obecnos$¢ fragmentow
fibronektyny nie jest zwiazana z choroba o etiologii zapalnej, ale ujawnia si¢ w procesie
fizjologicznym. Stanom zapalnym w obrebie tkanki objetej zapaleniem towarzyszy nasilona
fragmentacja FN. Powstajace fragmenty FN sa czynnikami sprzyjajacymi dalszemu rozpadowi
elementow budujacych macierz zewnatrzkomorkowa. W warunkach zapalenia lub nasilenia procesow
proteolitycznych mozna otrzymac ,,pelne” i funkcjonalne domeny fibronektyny, jakkolwiek czgsto
wykazuja one zupelie inny typ aktywnosci funkcjonalnej w zestawieniu z wtasciwosciami
fizykochemicznymi domen w nienaruszonej czasteczce FN. Charakterystyczna jest rowniez
wielokierunkowo$¢ zmian wywotanych oddziatywaniem fragmentow fibronektyny [Yi and Ruoslahti,
2001].
Degradacja FN w plazmie nasienia jest znaczna. Catkowicie zniszczone sa epitopy na domenach N- i
C- koncowych tancuchow polipeptydowych. W formie zdegradowanej mozna wykry¢ epitopy
nalezace do domen komoérkowe;j, kolagenowej i fibrynowej drugiej, oraz domeny EDA, powstajacej W
wyniku molekularnego sktadania.
Rola FN w zaburzeniach ptodnos$ci jest w $wietle 6wczesnych badan kontrowersyjna [Stauffer i
Parsons, 1989; Wennemuth et al., 2001]. Oznaczenie catkowitego st¢zenia FN w plazmie nasienia nie
ma wigkszego znaczenia, chociaz jej stezenie jest proporcjonalne do ruchliwosci plemnikow. Badania
ostatnich lat wskazuja na rdznice jakoSciowe i iloSciowe w stopniu degradacji FN i ekspresji
epitopow, glikotopéw kwasu sjalowego i fukozy na FN plazmy nasienia pochodzacej od mezczyzn
plodnych oraz tych zyjacych w bezpotomnych zwiazkach. W fizjologicznej plazmie nasienia wykryto
ok 10 fragmentéw FN o masach czasteczkowych od 60 do 200 kDa, rozpoznawanych przez
przeciwciata monoklonalne anty-domena komorkowa. Stopien degradacji FN w plazmie nasienia jest
wigkszy u mezczyzn z nieprawidlowym spermiogramem i leukospermia. W wigkszosci prob nie
wykryto pasm o wysokich masach czasteczkowych, a dodatkowo pojawiaja si¢ fragmenty FN, o
mniejszych masach czasteczkowych, nieobecne w plazmie fizjologicznej. Wraz z degradacja FN
dochodzi do zmian w ekspozycji epitopow i glikotopow.
Zachodzi pytanie czy obserwowane zmiany sa wylacznie rezultatem uplynnienia ejakulatu, czy tez
powstate produkty degradacji sa zaangazowne w proces zaptodnienia, czy analiza stopnia degradacji
FN, ekspresji domen i glikotopéw moze by¢ przydatna w badaniach zaburzen plodnosci i czy moze
przyczyni¢ si¢ do wzbogacenia puli metod oraz kryteriow diagnostycznych uzywanych w diagnostyce
zaburzen ptodnosci.
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CHROMOSOMY B W GAMETOGENEZIE SSAKOW

B CHROMOSOMES IN MAMMALIAN GAMETOGENESIS

Jarostaw Sosnowski', Lidia Migalska®, Agnieszka Lukaszewicz', Magdalena Wojnowska', Michat
Adamski', Katarzyna Kowalczyk', Zbigniew Polanski’

'Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzqt, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Wolynska 33, 60-637 Poznan,; e-mail: jarys@jay.au.poznan.pl
2Zakdad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloriski,
ul. Ingardena 6, 30-060 Krakow

Nadliczbowe chromosomy B spotykane sa zarowno w $§wiecie roslin jak i zwierzat. Po raz
pierwszy zostaly odkryte i zidentyfikowane przez Wilsona w 1907 roku u Hemipterae. Charakteryzuja
si¢ zroznicowana morfologia oraz liczba w obrebie gatunku jak i samego osobnika. Chromosomy B
nie wykazuja wyraznej homologii z autosomami i chromosomami plci. Nie dziedzicza si¢ wedtug
praw Mendla, nie podlegaja podziatlowi redukcyjnemu w anafazie przez co ich segregacja zachodzi w
sposob losowy, mimo tego nie prowadzi to do wzrostu liczby czy ich zaniku w kolejnych pokoleniach
potomnych.

Analiza koniugacji chromosomow B w profazie mejotycznej wykazata, ze w zaleznosci od ich
liczby w komorce, moga tworzy¢ rozne struktury, od uniwalentdw, poprzez biwalenty, triwalenty,
tetrawalenty do pentawalentow. Struktury te moga tez pojawia¢ si¢ wspdlnie, w roéznych
konfiguracjach. Stosunkowo czesto jednak tworza uniwalenty, ktore u zwierzat bez chromosomow B
prowadza do apoptozy komorki. Nieparzyste struktury tworzone przez chromosomy B (uniwalenty
oraz triwalenty) lokalizowaty si¢ w poblizu biwalentu utworzonego przez chromosomy ptci, co moze
prowadzi¢ do reaktywacji chromosomu X i w efekcie zablokowania spermatogenezy. Co wigcej
lokalizowanie si¢ chromosoméw B w poblizu chromosoméw plci moze wskazywaé na pewne
powinowactwo obu typow chromosoméw a zwlaszcza chromosomu Y. Stad mozna przypuszczaé, ze
chromosomy B oraz chromosomy pitci moglyby podlega¢ podobnym modyfikacjom biatek
histonowych, w trakcie mejozy.

Jak dotad sadzono, ze chromosomy B ssakow nie zawieraja genow. Prowadzone w ostatnich latach
badania pozwolitly jednak zidentyfikowa¢ i zlokalizowa¢ proto-onkogen C-KIT, normalnie
wystepujacy w autosomach zestawu podstawowego, na wszystkich chromosomach B w kariotypie lisa
pospolitego i obu podgatunkow jenota. Obecnos¢ tego genu w chromosomach B u analizowanych
gatunkéw psowatych rzuca nowe $wiatto na ich pochodzenie i ewolucj¢ oraz potencjalna rolg w
genomie. Sugeruje to tez, ze chromosomy B powinny podlega¢ tym samym mechanizmom co
pozostate autosomy, a wigc roéwniez zjawisku rekombinacji genetycznej, podczas mejozy.

Mimo stosunkowo licznych badan zwiazanych z analiza struktury oraz zachowania si¢
chromosoméw B, jak dotad nie udato sig okresli¢ ich pochodzenia oraz funkcji jakie spetniaja

W niniejszej prezentacji przedstawione beda wyniki badan dotyczacych:

a) analiz struktur koniugacyjnych tworzonych przez chromosomy B w spermatocytach lisa

pospolitego oraz jenota chinskiego oraz ich wptywu na spermatogeneze;

b) zjawiska rekombinacji genetycznej w obrgbie chromosomow B;

€) analiz modyfikacji biatek histonowych w chromosomach B.

Badania finansowane ze srodkow na nauke w latach 2005-2008 jako projekt badawczy 2P0602929
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BLONOWA TRANSLOKACJA FOSFATYDYLOSERYNY JAKO
WYKLADNIK BIOLOGICZNYCH PROCESOW ZACHODZACYCH W
PLEMNIKACH LUDZKICH

PHOSPHATIDYLSERINE MEMBRANE TRANSLOCATION IN
BIOLOGICAL PROCESSES OCCURRING IN HUMAN
SPERMATOZOA

Matgorzata Kotwicka', Krystyna Filipiak', Magdalena Jendraszak,
Piotr Jedrzej czak?, J.B. Warchot!
'Katedra i Zakiad Biologii Komérki, *Klinika Nieplodnosci i Endokrynologii Rozrodu, Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, ul. Rokietnicka 5D, 60-806 Poznan, mkotwic@ump.edu.pl

Dotychczas nie rozstrzygnigto, czy translokacja fosfatydyloseryny w obrgbie btony komorkowej
plemnikow jest zjawiskiem zwigzanym wytacznie z procesem ich obumierania, czy tez moze miec
miejsce w roznych stanach czynnosciowych komorek.

Cel badan. Celem badan byto poznanie, podczas ktorych proceséw w plemnikach ludzkich nastepuje
przemieszczenie fosfatydyloseryny z wewngtrznej do zewngtrznej warstwy btony komorkowej oraz
jakie ma to znaczenie dla wartosci biologicznej nasienia. Dla realizacji tego zamierzenia
postanowiono wyjasni¢: 1) czy istnieje zwiazek migdzy zywotnoscia, ruchliwoscia i morfologia
plemnikow, a translokacja fosfatydyloseryny, 2) oceni¢ wpltyw metody swim-up na selekcje
plemnikow z translokacja fosfatydyloseryny, 3) zbadaé, czy kapacytacja, reakcja akrosomalna lub
stres oksydacyjny wplywaja na wystapienie translokacji PS, 4) oceni¢ translokacjg PS w czasie
$mierci nekrotycznej plemnikow oraz 5) okresli¢, czy ekspozycja PS na zewnetrznej powierzchni
blony komorkowej plemnikow ma znaczenie dla procesu ich fagocytozy.

Materiat i metody badawcze. Nasienie 185 me¢zczyzn z normozoopsermia. W badaniach oznaczano:
blonowa translokacje fosfatydyloseryny (aneksyna-V znakowana FITC lub Cy-3), zywotnosé
plemnikéow (barwienie jodkiem propidionowym i odczynnikiem Hoechsta 33342); ruch plemnikow
(ocena komputerowym systemem analizy ruchu); aktywne formy kaspazy-3. i 9. (metody
fluorescencyjne z zastosowaniem ich inhibitoréw: DEVD-FMK i LEHD-FMK); réwnoczesna
obecnos$¢ translokacji PS i aktywnej kaspazy-3 (Dual Apoptosis Assay Kit); potencjal blonowy
mitochondriow (barwienie JC-1); kapacytacj¢ (metoda z tetracykling); reakcjg akrosomalng (lektyna
Arachis Hypogaes znakowana fluoresceing) oraz kinetyke zmian stezenia wolnych jonéw wapniowych
(metoda z wykorzystaniem fluorochromu Fluo-3). Ponadto oceniano proces fagocytozy plemnikow w
warunkach in vitro wykorzystujac do tego celu komorki linii monocytarno-makrofagowej
MONOMAC.

Whnioski. Przeprowadzone badania wykazaty, ze translokacja fosfatydyloseryny wystepuje w
okreslonych domenach blony komoérkowej plemnika, co wskazuje na ich specyficzno$¢ i istnienie
lokalnych mechanizméw kontrolujacych ten proces. Proces translokacji fosfatydyloseryny moze
wystapi¢ zarowno w plemnikach o prawidlowej morfologii jak i o nieprawidtowej strukturze.
Translokacja fosfatydyloseryny nie jest elementem zmian zachodzacych w blonie komodrkowej
plemnikoéw podczas procesu kapacytacji. Réznice w translokacji fosfatydyloseryny wystepujace w
plemnikach podczas reakcji akrosomalnej wywolywanej ptynem pecherzykowym lub jonoforem
A23187 sa prawdopodobnie spowodowane réznym wzrostem stezenia jonéw Ca®* w cytozolu
spowodowanym przez te czynniki. Reaktywne form tlenu moga powodowaé translokacje
fosfatydyloseryny jednak mechanizm tego procesu nie wiaze si¢ w bezposredni sposob z aktywacja
kaspazy-3. Procesowi nekrozy plemnikéw wywotanej szokiem osmotycznym towarzyszy blonowa
translokacja fosfatydyloseryny. Wystepujaca w plemnikach eksternalizacja fosfatydyloseryny moze
by¢ jednym z sygnatow do fagocytozy komorek o obnizonej wartos$ci biologicznej. Zjawisku
translokacji fosfatydyloseryny towarzyszy obnizenie ruchliwosci plemnikow, co znaczaco wplywa na
ich biologiczng warto$¢. Metoda swim-up izolacji plemnikéw eliminowata komorki z translokacja
fosfatydyloseryny, co przemawia za przydatnos$cia tej techniki w przygotowaniu nasienia do rozrodu
wspomaganego.
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SESJA I

Tkankowo specyficzne mechanizmy regulujace fizjologiczny i
patologiczny przebieg ciazy i laktacjiu ssakow

SESSION 1l

Tissue specific mechanisms regulating course of pregnancy and
lactation in mammals
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KATECHOLAMINERGICZNA KONTROLA SEKRECJI PROLAKTYNY W OKRESIE
LAKTACJI

CATECHOLAMINERGIC CONTROL OF PROLACTIN SECRETION DURING
LACTATION

Tomasz Misztal i Konrad Gorski

Zaktad Endokrynologii, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt PAN im. Jana Kielanowskiego, Jablonna

U ludzi i zwierzat, wysoki poziom sekrecji prolaktyny w koncowym okresie ciazy i laktacji
jest niezbedny do prawidlowego rozwoju gruczotu mlekowego, a nastepnie do utrzymania w nim
produkcji mleka. Wérdd innych funkcji, petnionych przez prolaktyne w tych waznych okresach zycia,
nalezy tez wymieni¢ stymulowanie behawioru macierzynskiego oraz zmniejszenie wrazliwosci
karmiacej matki na czynniki stresowe.

Zapewnienie podwyzszonej sekrecji prolaktyny z gruczotu przysadkowego w tych okresach
wymaga dlugotrwalego przystosowania neuro-endokrynowego mechanizmu, kontrolujacego
uwalnianie prolaktyny. Poza okresem ciazy i laktacji, sekrecja prolaktyny kontrolowana jest przez
podwzgoérzowy czynnik hamujacy — dopaming (DA), na zasadzie krotkiej petli zwrotnej. Uwolniona z
przysadki do krwi prolaktyna przedostaje si¢ poprzez splot naczyniowkowy do o$rodkowego uktadu
nerwowego (OUN), gdzie aktywuje system neurondw dopaminergicznych (NEDA) w podwzgoérzu, za
posrednictwem swoistych receptorow. W uktadzie NEDA, istotng rol¢ w przekazywaniu sygnatlu
prolaktyny odgrywa bialtko o charakterze transkrypcyjnym STATSb, niezb¢dne do zainicjowania
ekspresji genu hydroksylazy tyrozynowej — kluczowego enzymu w syntezie DA. W koncowym
okresie ciazy i1 podczas laktacji, aktywacja biatka STATSb jest hamowana przez biatka z rodziny
SOCS, czego nastepstwem jest brak syntezy DA i zwigzana z tym hyperprolaktynemia.

Whryniki badan wiasnych, prowadzonych na owcach oraz wyniki innych autoréw, uzyskane na
szczurach, wskazuja, ze w okresie laktacji, w podwzgorzu, syntetyzowany jest dodatkowo inny
zwiazek z grupy katecholamin, stymulujacy uwalnianie prolaktyny — salsolinol. Paradoksalnie,
zwiazek ten jest syntetyzowany przez uktad NEDA, a jego obecnos¢ w OUN kojarzona byla
dotychczas z chorobami, charakteryzujacymi si¢ dysfunkcja neuronéw dopaminergicznych np. z
choroba Parkinsona. Wysokie st¢zenie salsolinolu stwierdzono w przestrzeniach migdzykomoérkowych
brzuszno-przysrodkowego podwzgorza (MBH) owcy w 4/5 tygodniu laktacji. U szczuréw, obecnosé
salsolinolu stwierdzono w wyniostosci posrodkowej oraz w czgéciach gruczolowej i nerwowej
przysadki mozgowej. U obydwu gatunkow, impuls ssania indukuje réwnolegly wzrost st¢zenia
salsolinolu i prolaktyny. Wykazano, ze stymulujace dzialanie salsolinolu na prolaktyng w komorkach
laktotropowych przysadki odbywa si¢ za posrednictwem cAMP.

Powyzsze dane dostarczaja nowe informacje na temat zmian, ktore dokonuja sie w
mechanizmie kontroli sekrecji prolaktyny w koncowym okresie ciazy i na poczatku laktacji. Maja one
na celu utrzymanie wysokiego stgzenia prolaktyny, zapewniajacego produkcje mleka oraz
przystosowanie si¢ karmiacej matki do nowych warunkow. Salsolinol, produkowany w okresie
laktacji przez uktad NEDA moze by¢ postrzegany jako czynnik stymulujacy uwalnianie prolaktyny —
PRF.
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WPLYW STEROIDOW JAJNIKOWYCH NA STYMULOWANA
OKSYTOCYNA SEKRECJE I SYNTEZE PROSTAGLANDYN W
ENDOMETRIUM | MIOMETRIUM KROW

INFLUENCE OF OVARIAN STEROIDS ON OXYTOCIN-
STYMULATED SECRETION AND SYNTESIS OF PROSTAGLANDINS
IN ENDOMETRIUM AND MYOMETRIUM IN COW

Dominika Stonina, Magdalena Kowalik, Mariola Subocz, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie,
ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn; e-mail: dominika@pan.olsztyn.pl

Prostaglandyny (PGs) produkowane w macicy peknia istotna role¢ w regulacji cyklu rujowego, a takze
w zapoczatkowaniu i utrzymaniu ciazy oraz w porodzie. Celem doswiadczen bylo okreslenie: (1)
wptywu steroidow jajnikowych: progesteronu (P4) i jego prekursora (pregnenolonu; P5) na ekspresje
genow odpowiedzialnych za synteze PGs: cyklooksygenazy 2 (COX2), mikrosomalnej syntazy
prostaglandyny E2 typu 1 (mPGESI) i syntazy prostaglandyny F2a typu AKR1B5 (PGFS), a takze (2)
wptywu P4 w obecnosci oksytocyny (OT) i przy jej braku na czynno$¢ sekrecyjna oraz poziom biatka
enzymow szlaku biosyntezy PGs: COX2, mPGES]1 i PGFS w komérkach endometrium i miometrium
oraz (3) lokalizacji tych enzyméw w skrawkach macicy nieci¢zarnych krow/jatowek w 14-16 dniu
cyklu rujowego.

Izolowane enzymatycznie komorki nablonkowe endometrium oraz komoérki miometrium (10°
komoérek/ml medium) hodowano w DMEM/Ham’s-F12 z 10% FCS, gentamycyna przez 96 h, oraz
ostatnie 24h w DMEM/Ham’s-F12 z 0,1% BSA, gentamycyna. W Do$w. 1 komorki preinkubowano
ze steroidami: P4 (10°M), P5 (10"°M) przez 30 min., nastepnie inkubowano 6h z OT (107M) oraz OT
lacznie z kazdym ze steroidow. Ekspresje genéw w komodrkach analizowano metoda Real Time PCR z
uzyciem specyficznych starterow dla COX2, mPGES1, PGFS i 18sRNA jako genu referencyjnego. W
Doéw. 2 komorki preinkubowano 30 min. z P4 (10°M), oraz inkubowano 6h z: kwasem
arachidonowym (AA - kontrola pozytywna; 10°M), OT (10"M), oraz OT lacznic z P4. Po
zakonczeniu inkubacji w medium oznaczono stgzenie PGE2 i PGFM (metabolitu PGF2a) metoda
EIA, za$ komoérki poddano analizie Western Blot. Zastosowano przeciwciata przeciwko: COX2,
MPGESL1 i PGFS oraz odpowiednie drugie przeciwciata skoniugowane z alkaliczna fosfataza. W
Dosw. 3 oznaczono lokalizacje COX2, mPGES1 oraz PGFS w skrawkach macicy metoda
immunohistochemiczng. Uzyto przeciwcial przeciwko COX2, mPGES1 i PGFS, oraz drugich
biotynylowanych przeciwciat.

Wykazano istotnie wyzsza ekspresje genu COX2 w komorkach endometrium po 6h stymulacji OT.
Nie wykazano natomiast wptywu OT na ekspresje genéw: PGFS i mPGES1. P4 i P5 nie wplywaty na
ekspresj¢ badanych genow, natomiast podane tacznie z OT znosily jej stymulujacy wptyw na
ekspresj¢ genu COX2. Wykazano, ze AA i OT zwigkszaja (P<0,05) sekrecje PGE2 i PGFM po 6h
inkubacji komoérek endometrium oraz miometrium. Progesteron nie wptywat (P>0,05) na podstawowa
sekrecje obu PGs, jednak podany tacznie z OT znosit jej stymulujace dziatanie na sekrecje PGs po 6h
inkubacji obu typow komorek. Nie stwierdzono wpltywu zadnego z badanych czynnikdéw na poziom
biatka dla enzymoéw szlaku biosyntezy PGs: COX2, PGFS oraz mPGES1 w badanych komorkach.
Barwienia immunohistochemiczne potwierdzity obecno$¢ biatek dla enzymow COX2, mPGES]1 oraz
PGFS w endometrium i miometrium macicy krow w 14-16 dniu cyklu rujowego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze hamujacy wptyw P4 oraz innych steroidéw na sekrecj¢ PGE2 i PGF2a
z komorek endometrium i miometrium stymulowanych OT przez 6h, moze by¢ wywolany na drodze
pozagenomowej. Natomiast wptyw steroidow na ekspresje genu COX2 odbywa si¢ na poziomie
transkrypcji.

Praca finansowana w ramach grantu MNiSW Nr 2P06K 038 29
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WPLYW KWASU LIZOFOSFATYDOWEGO NA SYNTEZE
PROSTAGLANDYN W BLONIE SLUZOWEJ MACICY KROWY
PODCZAS CYKLU RUJOWEGO I WCZESNEJ CIAZY

LYSOPHOSPHATIDIC ACID INFLUENCE ON PROSTAGLANDIN
SYNTHESIS IN THE BOVINE ENDOMETRIUM DURING ESTROUS
CYCLE AND EARLY PREGNANCY

Izabela Woclawek-Potocka’, Edyta Brzezicka, Anna Korzekwa', Marta Siemieniuch’,
Dariusz J. Skarzynski

Zaktad Immunologii Rozrodu, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnos’ci, Polska Akademia Nauk, Olsztyn;
e-mail: wiza@pan.olsztyn.pl

Kwas lizofosfatydowy (LPA) moduluje syntez¢ prostaglandyn (PG) poprzez receptor typu 3
(LPA3) w macicy myszy. Brak funkcjonalnego LPA3 w macicy myszy prowadzi do zamierania
zarodkow. Jednakze nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze w btonie sluzowej macicy krowy brak
jest ekspresji genu dla aktywnego receptora LPA3 - stwierdzono natomiast ekspresje genu dla
izoformy LPA1. Wykazno, ze ekspresja genu dla LPAL byta najwyzsza w 17-18 dniu cyklu i ciazy w
porownaniu do dnia 8-9 cyklu i ciazy oraz 2-5 dnia cyklu, przy czym w kazdym z poréwnywanych
okreséw ekspresja genu dla LPA1 byla wyzsza w ciazy niz w cyklu. Celem niniejszej pracy byto
okreslenie wptywu LPA i bydlgcego sygnatu ptodowego — interferonu-t (IFNt) na zdolnosci
wydzielnicze komoérek nabtonkowych i tacznotkankowych btony $luzowej macicy krowy w fazie
lutealnej cyklu rujowego oraz we wczesnej ciazy. Okreslony zostat rowniez wptyw LPA i IFNt na
ilosciowa ekspresj¢ genow dla LPAL, oraz specyficznych syntaz prostaglandyn (PGFS i PGES) w
réznych typach komorek §luzowej macicy w fazie lutealnej cyklu rujowego oraz we wczesnej ciazy u
krowy.

Komorki nabtonkowe i tacznotkankowe wyizolowane enzymatycznie z macic w 8-9 dniu
cyklu i ciazy, po 2 godzinnej preinkubacji, stymulowano LPA i IFNt przez 24 godziny. W mediach
inkubacyjnych mierzono stezenie PGF,, i PGE; przy uzyciu metody EIA, a w komoérkach zebranych
po hodowlach, okreslono ilo$ciowa ekspresje genow dla PGFS i PGES za pomoca metody Real Time
PCR. W 8-9 dniu cyklu rujowego i ciazy LPA oraz IFNt stymulowaty syntezg i wydzielanie PGE, w
komorkach tkanki tacznej btony §luzowej macicy. W 8-9 dniu ciagzy LPA oraz IFNt hamowaly
wydzielanie PGF,, w komoérkach nabtonka btony $luzowej macicy. W 8-9 dniu ciazy jedynie LPA
spowodowal wzrost ilosciowej ekspresji mRNA dla LPA1 w stosunku do kontroli w komorkach
tacznotkankowych btony $luzowej macicy krowy. W 8-9 dniu cyklu rujowego i ciazy wszystkie
zastosowane czynniki spowodowaty wzrost iloSciowe] ekspresji mRNA dla PGES w stosunku do
kontroli w komorkach tacznotkankowych btony $luzowej macicy krowy. Dodatkowo, w 8-9 dniu
ciazy LPA i IFNt spowodowaly obnizenie iloSciowej ekspresji mRNA dla PGFS w stosunku do
kontroli w komoérkach nabtonka blony §luzowej macicy krowy.

W pracy wykazano, ze LPA w regulacji funkcji wydzielniczych macicy krowy dziata
podobnie do zarodkowego IFNt. W okresie petnej dojrzatosci CL, w czasie przebiegu cyklu rujowego
moze on stanowi¢ dodatkowy czynnik luteotropowy. Dziatanie to polega na stymulacji syntezy
luteotropowej PGE; poprzez stymulacjg ekspresji mRNA dla PGES w komoérkach tkanki tacznej btony
sluzowej macicy krowy. We wczesnej ciazy u krowy LPA wraz z IFNt moga dziata¢ ochronnie na CL
ciazowe i rozwijajaca si¢ wczesna ciaze stymulujac syntezg luteotropowej PGE; poprzez stymulacje
ekspresji mRNA dla PGES w komorkach tkanki tacznej blony §luzowej macicy krowy oraz hamujac
syntezg luteolitycznej PGF,, poprzez hamowanie ekspresji mRNA dla PGFS w komorkach nabtonka
btony §luzowej macicy krowy.

' LW-P, AK i MS - stypendystki Programu START FNP.
Badania wykonano w ramach projektu badawczego MNiSW nr 2 PO6K 003 30.
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AKTYWNOSC SEKRECYJNA TKANEK MACICY SWINI — ROLA OKSYTOCYNY

SECRETORY ACTIVITY OF PIGS UTERUS — THE ROLE OF OXYTOCIN
Anita Franczak, Beata Kurowicka, Genowefa Kotwica

Katedra Fizjologii Zwierzqt, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul Oczapowskiego 1A, 10-718
Olsztyn, anitaf@uwm.edu.pl

Kontrola syntezy i sekrecji dwoch gtownych hormonoéw produkowanych w macicy: luteotropowe;j
prostaglandyny E, (PGE,) i luteolitycznej prostaglandyny F,a (PGF,a) jest wazna dla prawidlowego
przebiegu cyklu rujowego oraz rozpoznania i utrzymania ciazy u $win. Wigkszo§¢ dotychczasowych
badan dokumentuje role blony S$luzowej macicy w sekrecji obu prostaglandyn. Na modelu
izolowanych, hodowanych in vitro skrawkow i komorek migsniowki macicy wykazalismy, ze w tej
tkance jest aktywny szlak hydrolizy fosfatydyloinozytolu i ma miejsce synteza prostaglandyn ( PG).
W okresie wczesnej ciazy 1 luteolizy u $§win migsniowka macicy produkuje wigcej PGE; niz PGF,o.
Oksytocyna, dziatajac poprzez btonowe receptory zlokalizowane w mig$nidowce i §luzowce macicy
kontroluje synteze i sekrecje PG. Hormon stymuluje sekrecj¢ PG zaleznie od statusu hormonalnego
samicy, ale nie inicjuje luteolitycznych pulsow PGF,a. Sekrecja PGF,a jest pobudzana, wowczas,
kiedy poziom P, w osoczu krwi jest obnizony. Hormon wspomaga zatem lutealna regresje, ale jej nie
rozpoczyna. W mig$niowce macicy $wini OT pobudza wewnatrzkomérkowy szlak hydrolizy
fosfatydyloinozytolu ~ umozliwiajacy  aktywacj¢  kinazy biatkkowej C 1  mobilizacjg
wewnatrzkomorkowych jondéw wapnia ([Ca®'];). Uwalnianie [Ca®']; pod wplywem OT w komoérkach
migsnidwki jest skorelowane z wptywem hormonu na sekrecje¢ PG. W obecnosci P, wptyw OT na
sekrecja PG i mobilizacje [Ca*"]; wystepuje z opdznieniem podczas luteolizy i jest zahamowany w
czasie wczesnej ciazy. Oksytocyna aktywuje ekspresje enzymu szlaku cyklooksygenazy (COX-2) w
btonie migéniowej macicy, ale nie wplywa na ekspresj¢ enzymoéw koncowych szlaku syntezy PG —
syntazy PGE, (PGES) i syntazy PGF,a (PGFS). Wykazalismy, ze w $luzowce i migsniowce macicy
$wini, oprocz produkceji PG, odbywa si¢ rowniez synteza i sekrecja estradiolu-17p (E»), ktory uwazany
jest za gtéwny sygnat pochodzenia zarodkowego w czasie matczynego rozpoznania ciazy. Sekrecja E,
przez endometrium w czasie ciazy jest wyzsza w porownaniu z sekrecja podczas cyklu rujowgo (dni
14-16). Miometrium produkuje wigcej E, podczas luteolizy. taczna ilos¢ produkowanego E, w
macicy w okresie wczesnej ciazy jest wyzsza niz ilo§¢ produkowana w tym okresie przez zarodki.
Substratem do syntezy E, w tkankach macicy jest progesteron. Oksytocyna, uznawana za glowny
stymulator aktywnosci sekrecyjnej tkanek macicy, nie wptywa na sekrecje E, w tym narzadzie. Po raz
pierwszy stwierdziliSmy, ze w obu tkankach macicy ma miejsce ekspresja 17a-hydroxylazy /C17-20
liazy cytochromu P450 - glownego enzymu warunkujacego przeksztalcenia progesteronu i
pregnenolonu w szlaku biosyntezy steroidow. Prezentowane badania dostarczaja dowodow na
aktywna produkcj¢ estrogenow w tkankach macicy. Blona mig$niowa macicy $win, oprocz
powszechnie znanych wilasciwosci kurczliwych, jest rowniez miejscem syntezy i sekrecji PGE; i
PGF,a podczas wczesnej ciazy i luteolizy. W tkankach macicy odbywa si¢ proces steroidogenezy.

Praca finansowana w ramach grantu zamawianego KBN PBZ — KBN — 084/PO6/2002 oraz badan
wiasnych nr 529-0206-0206 (UWM, Olsztyn).
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EKSPRESJA CZYNNIKA WZROSTU SRODBLONKA NACZYN
(VEGF) | JEGO RECEPTOROW W SZNURZE PEPOWINOWYM
SWINI

EXPRESSION OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR
(VEGF) AND ITS RECEPTORS IN THE PORCINE UMBILICAL CORD

Marcin Chrusciel, Aneta Andronowska

Zaklad Histofizjologii Rozrodu, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badarn Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Kondycja ptodu w czasie ciazy jest nierozerwalnie zwigzana z rozwojem naczyn krwiono$nych sznura
pepowinowego i lozyska. Formowanie naczyn pgpkowych i tozyskowych w poczatkowym okresie
ciazy a nastgpnie ich wzrost skorelowany z rozmiarem plodu jest przyktadem dynamicznego procesu
waskulo-, angio-, i arteriogenezy. Zmianom organizacji naczyniowej w poczatkowym okresie
towarzyszy zazwyczaj wzrost ekspresji czynnika wzrostu Srodbtonka naczyn (VEGF), dziatajacego
poprzez receptory Flt-1 i FIk-1 (KDR). W celu potwierdzenia tej hipotezy podjeto badania dotyczace
immunolokalizacji VEGF, Flt-1 i FIk-1 w strukturach sznura pgpowinowego §wini oraz poziomu
biatka dla badanego czynnika i jego receptoréow przy uzyciu metody Western Blot w tkankach
uzyskanych w 40, 60, 75, 90 dniu ciazy i okresie poporodowym.

Wysoka imunnoreaktywno$¢ VEGF i Flt-1 bez réznic statystycznych obserwowano w $rodblonku i
migsnidwce zyly i tetnic pgpowinowych, nablonku owodniowym, nabtonku przewodu omoczni oraz w
pojedynczych komorkach galarety Whartona we wszystkich analizowanych dniach ciazy.
Intensywno$¢ immunohistochemicznej reakcji Flk-1 byla statystycznie nizsza w poréwnaniu z VEGF i
FIt-1 (p<0.001) a obserwowano ja gtownie w nabtonku owodni i przewodu omoczni. Najwyzszy
istotnie statystyczny poziom biatka VEGF zaobserwowano w 40 dniu ciazy w pordwnaniu z dniem 75,
90 i okresem poporodowym. W przeciwienstwie do VEGF istotny statystycznie wzrost ekspres;ji
biatka Flt-1 wystapit w 75 i 90 dniu ciazy. Nie stwierdzono, przy zastosowaniu tych samych
warunkow do$wiadczalnych ekspresji biatka Flk-1.

Uzyskane wyniki wskazuja na udziat VEGF i jego receptoréw w formowaniu i wzroscie
poszczegdlnych elementow sznura pgpowinowego, a takze wplyw na skiad ptynu owodniowego
poprzez regulacje przepuszczalnosci naczyn krwionosnych, owodni oraz nabtonka przewodu omoczni.
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ZASTOSOWANIE NOWYCH TESTOW W OCENIE WARTOSCI
NASIENIA OGIERA

THE APPLICATIONS OF THE NEW TESTS FOR STALLION SEMEN
EXAMINATION

Z. Podstawski, K. Kosiniak—-Kamysz, A. Bittmar

Katedra Hodowli Koni, Uniwerysytet Rolniczy w Krakowie, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakdéw,
E-mail :zpodstawski@ar.krakow.pl

Cel pracy: Prowadzone w ostatnich latach badania nad toksycznym wptywem reaktywnych form tlenu
(RFT) na zywe organizmy wzbudzily zainteresowanie systemami antyoksydacyjnymi
zabezpieczajacymi komorki przed negatywnym wpltywem wolnych rodnikéw tlenowych. Z uwagi na
szczegOlng podatnos¢ plemnikéw na generowanie RFT, systemy zabezpieczajace uktad rozrodczy
zlokalizowane sa nie tylko w mitochondriach wstawki plemnika ale takze w osoczu nasienia samcow.
Wzrost poziomu RFT w nasieniu skutkuje nie tylko zaburzeniami ruchliwosci, przezywalnosci czy
destabilizacji chromatyny plemnikow, ale takze utrata ich zdolnosci do reakcji akrosomalnej i fuzji
plemnik — oocyt. Celowym wydawato si¢ przeanalizowanie catkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej
(TAS) w osoczu nasienia ogiera aby uzyska¢ odpowiedz czy pomiar TAS w 0soczu nasienia ogiera
moglby by¢ wskaznikiem diagnostycznym w ocenie warto$ci nasienia

Material i metody: Materiatem badan bylo nasienie pozyskane od 164 ogieréow nalezacych do 5 ras (
mip., 1., sp., wlkp., zim.) w wieku 2 — 20 lat. Kazdy ejakulat bezposrednio po pobraniu poddawano
rutynowej ocenie makro i mikroskopowej okreslajac koncentracje plemnikow w 1 cm® x 10°. Z
odsetka plemnikéw o ruchu postepowym oraz catkowitej koncentracji plemnikow w cm® x 10° pl dla
kazdego ejakulatu wyliczono koncentracje plemnikéw o ruchu postgpowym (rp.) w cm®x 10°

TAS oznaczano korzystajac z zestawu odczynnikdéw firmy Randox rozcienczajac osocze nasienia 0,9
% r— r NaCl w stosunku 1:1. Zawarto$¢ TAS podano w Molach (M) M/cm?® oraz w przeliczeniu na
koncentracje plemnikéw o ruchu postepowym M/cmx 10° rp.

Wyniki: Przeprowadzona analiza zawartosci TAS M/ cm®x 10° rp. w nasieniu badanych ogierow
wykazata, ze TAS koreluje istotnie ( p < 0,01) ujemnie z ogdlna koncentracja plemnikéow ( r = — 0,41)
z koncentracja plemnikéw o ruchu postgpowym ( r =— 0,52 ) odsetkiem plemnikéw ruchliwych (r=—
0,41) oraz poruszajacych si¢ ruchem postgpowym ( r = — 0,48 ) oraz dodatnio z TAS M/ cm® przy
wspotczynniku korelacji r= 0,71

Whioski: W oparciu 0 przeprowadzona analize¢ wynikéw TAS M/cm®x10°rp. w nasieniu badanych
ogier6w mozna stwierdzi¢, ze statystycznie istotne réznice ( p < 0,01) w zawartosci TAS w
ejakulatach o zréznicowanej ruchliwosci plemnikéw wskazuja, ze pomiar TAS w osoczu nasienia
moze by¢ wiarygodnym wskaznikiem diagnostycznym w stosowanej w praktyce ocenie wartosci
nasienia ogiera, okreslajacym jego faktyczna wartos¢ z 95% prawdopodobienstwem.

Badania wykonano w ramach grant badawczo -rozwojowego R 120210 (2007-2010)
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METODY LUMINOMETRYCZNE W OCENIE JAKOSCI NASIENIA

LUMINOMETRIC METHODS FOR SEMEN QUALITY EVALUATION

Piotr Gogol

Dzial Biotechnologii Rozrodu Zwierzat, Instytut Zootechniki—Paristwowy Instytut Badawczy, ul. Krakowska 1
32-083 Balice/Krakow, e-mail: pgogol@izoo.krakow.pl

Analiza aktualnego stanu wiedzy z zakresu cytobiologii oraz bioenergetyki plemnikow,
uzyskanej stosowanymi dotychczas metodami fizjologicznymi, cytologicznymi oraz biochemicznymi
wskazuje na potrzebg siegnigcia po nowe, do tej pory jeszcze w biologii gamet meskich nie
stosowane, interdyscyplinarne metody i narzedzia badawcze, na przyklad z dziedziny biofizyki.
Wydaje sig, ze duze mozliwosci poznawcze tkwia w zjawisku ultrastabej luminescenc;ji.

Wszystkie organizmy zywe sa w swych procesach metabolicznych zréodiem emisji fotondw
(ultrastaba luminescencja), jednakze nat¢zenie tej emisji jest tak niskie, ze do jej detekcji musi by¢
stosowana ultraczuta aparatura pomiarowa. Do rejestracji fotondow uzywane sa najczesciej
luminometry wyposazone w fotopowielacze umieszczone w izolowanej termicznie obudowie i
chtodzone w celu zmniejszenia szuméw wiasnych. Fotopowielacz dokonuje przetworzenia
rejestrowanych fotonow na impulsy elektryczne, ktdre s nastgpnie wzmacniane i przetwarzane na
sygnal cyfrowy. Analiza skrajnie niskich nat¢zen emisji wymaga zastosowania zwiazkow
chemicznych, takich jak luminol, lucygenina czy kompleksowo lucyferyna z lucyferaza, ktore
pozwalaja na znaczne wzmocnienie intensywnosci luminescencji.

Rozrézniana jest ultrastaba Iuminescencja spontaniczna, charakterystyczna dla peinej
homeostazy komorki oraz ultrastaba luminescencja indukowana, wywotywana oddziatywaniem na
komoérke zewngtrznych czynnikéw stresowych takich jak np. temperatura, $wiatto, rozne zwiazki
chemiczne i inne.

W ostatnich latach wykazano, ze procesy metaboliczne przebiegajace w komorce, w
szczegblnosci za§ zaburzenia tych proceséw, znajduja swe odbicie zardéwno w spontanicznej, jak i
indukowanej ultrastabej luminescencji. Badania indukowanej jonami Zelaza luminescencji plemnikow
wskazuja na jej Scisty zwiazek z peroksydacja lipidow i spadkiem jako$ci nasienia w trakcie jego
konserwacji.

W referacie przedstawiono opis zjawiska luminescencji z plemnikéw, mozliwosci jego
detekcji 1 wykorzystania w ocenie jakosci nasienia.
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ZASTOSOWANIE CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ DO OCENY
PLEMNIKOW LUDZKICH ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM
ASTENOZOOSPERMII

FLOW CYTOMETRY APPLICATION IN THE ASSESSMENT OF
HUMAN SPERMATOZOA WITH A FOCUS ON
ASTHENOZOOSPERMIA

Malgorzata Piasecka®, Dariusz Gqczarzewiczz, Maria Laszczyr'lskal, Monika Frqczaka,
Maciej Kurpisz®

'Samodzielna Pracownia Histologii i Biologii Rozwoju, Pomorska Akademia Medyczna, ul. Zolnierska 48, 71-210 Szczecin,
mpiasecka@ipartner.com.pl; 2Katedra Rozrodu Zwierzqt Akademia Rolnicza w Szczecinie, ul. Doktora Judyma 6, 71-466
Szczecin; *Instytut Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, ul. Strzeszyiska 32, 60479 Poznar.

Celem badan byla ocena wybranych funkcjonalnych, morfologicznych i molekularnych
parametrow plemnikéw mezezyzn (n = 110) z prawidlowa lub obnizona ruchliwo$cia gamet, ktorzy
byli partnerami w nieptodnych parach. Standardowa analiza seminologiczna zostata przeprowadzona
wg kryteriow podanych przez WHO (1999). Dodatkowo wykonano HOS-test.

Stosujac analize cytofluorymetryczng (FACSCalibur cytometer, Becton Dickinson) zbadano:
1/ zywotno$¢ plemnikow (test z jodkiem propidyny — PI), 2/ zmiany transblonowego potencjatu
mitochondrialnego — A¥m (test z JC-1), 3/ fragmentacje jadrowego DNA — komodrki TUNEL
pozytywne i 4/ odsetek komorek haploidalnych z prawidtowo skondensowana chromatyna (APO-
BrdU Kit for Measuring Apoptosis by Dual color Flow Cytometry). Ponadto przeprowadzono badania
w mikroskopie fluorescencyjnym i elektronowym.

Odsetki plemnikow zywych (komorki PI-negatywne — mediana 49,00%), z integralna blona
komorkowa (komorki HOS-test pozytywne — mediana 59,00%), z mitochondriami spolaryzowanymi
(organella funkcjonalne, z wysokim AWm, gromadzace agregaty JC-1 i emitujace pomaranczowa
fluorescencj¢ — mediana 61,50%) oraz odsetek komorek haploidalnych (mediana 50,97%) zmniejszat
si¢ statystycznie istotnie w nasieniu pacjentow z astenozoospermia (odpowiednio p < 0,05; p < 0,001)
w poréwnaniu do pacjentéw z prawidtowa ruchliwoscia plemnikéw (odpowiednio mediany: 56,00%;
68,00% 82,00%, 65,43%). Natomiast odsetek gamet TUNEL-pozytywnych, ktore w obrebie gtowki
wykazywaty zielona fluorescencj¢ zwigkszal si¢ istotnie w przypadku pacjentow z astenozoospermia
(mediana 12.00%; p = 0,001) w poréwnaniu do pacjentéw z prawidtowa ruchliwoscia plemnikow
(mediana 6,00%). Fragmentacja DNA plemnikéw korelowata ujemnie statystycznie istotnie z
koncentracja (rs = -0,28; p = 0,007), ruchem postepowym (rs = -0,38; p < 0,001), integralnoscia btony
komoérkowej (rs = -0,38; p = 0,001) i z zywotnoscia (rs = -0,38; p = 0,030) plemnikéw, a takze z
odsetkiem komorek haploidalnych w nasieniu (rs = -0,51; p < 0,001). Natomiast funkcja
mitochondriow korelowata dodatnio istotnie statystycznie z koncentracja (rs = 0,36; p = 0,008),
morfologia (rs = 0,47; p < 0,001), ruchem postgpowym (rs = 0,51; p< 0,001) oraz z zywotnoscia (rs =
0,27; p = 0,049) plemnikow. Odsetek komorek haploidalnych korelowat dodatnio z koncentracja (rs =
0,52; p < 0,001), morfologia (rs = 0,29; p = 0,006), ruchem postegpowym (rs = 0,51; p < 0,001) i z
integralnoécia blony komoérkowej (rs = 0,50; p < 0,001) plemnikéw. Badania ultrastrukturalne
wykazatly w nasieniu megzczyzn z obnizona ruchliwo$cia gamet liczne zaburzenia kondensacji
chromatyny, defekty wstawki i witki plemnikoéw $wiadczace o niedojrzatosci tych komorek oraz
ro6znorodne konglomeraty plemnikow, czgsto zawierajace ich fragmenty.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w astenozoospermii dochodzi do funkcjonalnych,
morfologicznych i molekularnych defektow plemnikow wynikajacych najprawdopodobniej z zaburzen
morfogenezy tych komoérek a wyrazajacych si¢ czgSciowa eliminacja plemnikdéw, zmniejszeniem
liczby komorek haploidalnych, obnizeniem integralnosci btony komoérkowej plemnikow i ich
chromatyny oraz uszkodzeniem ich mitochondriéw.
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KOMPUTEROWA | CYTOMETRYCZNA ANALIZA ZMIAN
WYBRANYCH WEASCIWOSCI PLEMNIKOW KNURA W NASIENIU
PODDANYM KONSERWACJI W STANIE PLYNNYM™

COMPUTER ASSISTED AND CYTOMETRIC ANALYSIS
OF CHANGES OF CHOSEN SPERMATOZOAL CHARACTERISTICS
IN EXTENDED CHILLED BOAR SEMEN

Woijciech Nizanski®, Agnieszka Partyka®, Anna Rzasa®, lwona Zbyryt?,
Andrzej Dubiel', Ewa Lukaszewicz’

*Katedra i Klinika Rozrodu, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, pl. Grunwaldzki 49, 50-366 Wroctaw,
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Celem niniejszych badan byla ocena zmian wilasciwosci plemnikéw knura w nasieniu rozrzedzonym i
inkubowanym przez 240. godzin w temperaturze +18°C przy pomocy barwienia fluorescencyjnego, cytometrii
przeplywowej oraz komputerowo wspomaganego analizatora jako$ci nasienia.

Eksperyment przeprowadzono na 35. ejakulatach pobranych od 7. knuréw . Tuz po pobraniu filtrowano je
i rozrzedzano za pomoca rozrzedzalnika Safe Cell+ (IMV Technologies, France) do koncowej koncentracji
plemnikéw 30 x10%ml. Jakosé nasienia poddawano kontroli w godzinach: 0, 24, 48, 96 168 i 240. Do oceny
odsetka plemnikéw zywych i martwych zastosowano barwienie fluorescencyjne SYBR-14/Pl (Live/Dead
Viability Kit, Molecular Probes, USA). Status DNA okreslano wykorzystujac metachromatyczne wiasciwosci
oranzu akrydyny (AO) za pomoca uproszczonego testu oceny struktury chromatyny plemnika (Sperm Chromatin
Structure Assay-SCSA). Oceniano wskaznik fragmentacji DNA (Defragmentation Index - DFI) i populacje
plemnikéw o wysokim powinowactwie do AO (High DNA Stability — HDS). Ciagtos¢ akrosoméw oceniano przy
pomocy lektyny Arachis hypogaea (PNA) zwiazanej z fluoresceing barwiaca jedynie akrosomy ulegle reakcji
akrosomalnej Iub akrosomy uszkodzone. Aktynwno$¢ mitochondriow plemnikowych byla okreslana z
zastosowaniem rodaminy 123 (Rhodamine 123). Probki poddano analizie w cytometrze przeptywowym
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). Badaniom poddano réwniez wiasciwosci ruchowe plemnikow
przy zastosowaniu komputerowego analizatora IVOS 12.21 (Hamilton Thorne, USA).

Odsetek plemnikow zywych (SYBR-14) nie ulegat istotnym zmianom przez 168 godzin inkubacji.
Istotny (P<0,001) wzrost odsetka plemnikow martwych (Pl) odnotowano w 96. godzinie inkubacji. Istotny
(P<0,001) spadek odsetka plemnikéw z niezmienionym akrosomem obserwowano w 168. godzinie po
rozrzedzeniu nasienia. Od 48. godziny inkubacji nasienia dochodzito do istotnego wzrostu wspotczynnika DFI
(P<0,001). Podczas calego okresu przechowywania nasienia nie stwierdzono istotnych zmian odsetka plemnikow
o wysokim powinowactwie do oranzu akrydyny (HDS). Odsetek plemnikoéw z zachowanym potencjatem
blonowym w obrebie mitochondriow zmniejszat sig istotnie (P<0,001) w 240. godzinie po rozrzedzeniu nasienia.
Parametry jako$ciowe ruchu plemnikow opisujace ich szybkos¢ (VAP, VSL, VCL) nie ulegaly zmianie przez
pierwsza dobe inkubacji nasienia. Podczas drugiej doby zaczelo dochodzi¢é do zmian wskazujacych na
zmniejszenie szybkosci ruchu meskich gamet. Parametry ALH i BCF ulegaty bardzo niewielkim zmianom przez
caly okres inkubacji. Nie zanotowano podczas inkubacji nasienia ruchowej hiperaktywacji plemnikow. Podczas
calego okresu przechowywania nasienia zaobserwowano postepujacy spadek odsetka plemnikow wykazujacych
aktywnos$¢ ruchowa (MOT), zmniejszanie liczebnosci subpopulacji plemnikow o ruchu szybkim (RAPID).

Wyniki do$wiadczenia wskazuja, ze w rozrzedzonym nasieniu knura przechowywanym w temperaturze
+18°C juz po dwoch dobach dochodzi do ostabienia struktury DNA chromatyny plemnikowej. Zywotnosé
plemnikéw (SYBR-14) i status funkcjonalny mitochondriéw sa relatywnie niezmienne podczas 168 godzin
inkubacji rozrzedzonego nasienia.

Do istotnego przerwania ciagtosci struktury akrosoméw dochodzi poczawszy od 7. doby inkubacii.

Podczas pierwszej doby przechowywania nasienia nie dochodzi do zmian wiasciwosci jakosciowych opisujacych
ruch plemnikow. Rownoczesnie jednak juz od pierwszych godzin po rozrzedzeniu nasienia zaczyna dochodzi¢ do
zauwazalnych zmian proporcji pomigdzy populacjami opisujacymi ilosciowo wiasciwosci ruchowe plemnikow.
Zdecydowany spadek odsetka plemnikéw o ruchu szybkim (RAPID) rzutowa¢ moze negatywnie na zdolnosci
meskich gamet do penetracji kolejnych barier w obrebie narzadu plciowego samicy.

*Badania wykonano w ramach projektu badawczego finansowanego przez MNiSW N308 008 31/3067
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Transferyna (TT) jest biatkiem wielofunkcyjnym, oprocz udziatu w transporcie jonow Zelaza
charakteryzuje si¢ wtasciwo$ciami antybakteryjnymi i antyoksydacyjnymi. W uktadzie rozrodczym
ssakow odgrywa wazna role w steroidogenezie oraz spermatogenezie, uczestniczac m.in. W
transporcie zelaza do rozwijajacych si¢ komorek rozrodczych. Nasze badania wykazaty obecnosc
wysokich stgzen Tf w plazmie nasienia karpia oraz zwiazek pomigdzy polimorfizmem Tf a
parametrami ruchu plemnikéw karpia. Dalsze badania funkcji Tf w nasieniu ryb wymagaja izolacji
duzych ilosci Tf oraz jej poglebionej charakterystyki.

Celem pracy bylo: 1) opracowanie wydajnej metody izolacja i oczyszczanie transferyny z
plazmy nasienia karpia, 2) okreslenie wiasciwosci fizykochemicznych Tf oraz 3) otrzymanie
przeciwciat skierowanych przeciwko Tf i ich wykorzystanie do badan poréwnawczych.

Nasienie pozyskano od karpi utrzymywanych w Zaktadzie Ichtiobiologii i Gospodarki
Rybackiej PAN w Gotyszu. Do izolacji i charakterystyki Tf wykorzystano nasienie pozyskane od
osobnikow charakteryzujacych si¢ obecnoscia pojedynczej formy Tf (DD). Izolacje Tf
przeprowadzono stosujac  chromatografic powinowactwa (ConA-Sepharose), oddziatywan
hydrofobowych (Phenyl Sepharose 6 Fast Flow) oraz filtracje zelowa (Superdex™ 200) w systemie
FPLC. lzoelektroogniskowanie przeprowadzono w zelach poliakrylamidowych IEF (pH 5-8). Mase
czasteczkowa okreslono przy uzyciu spektrometrii mas. Glikoproteinowy charakter Tf sprawdzano
elektroforetycznie stosujac specyficzne barwienie przy uzyciu Pro-Q Emerald 300 Glycoprotein Gel
Stain Kit. Poliklonalne przeciwciata anty-Tf plazmy nasienia karpia otrzymano poprzez dwukrotng
$rodskorng immunizacje krolikow oczyszczonym preparatem Tt (200 pg). Przeciwciala oczyszczano
chromatograficznie na ztozu Protein A-HP. Oczyszczone przeciwciata wykorzystano do badania
reakcji z plazmami nasienia jazia, leszcza, karasia, bolenia, pstraga tgczowego, okonia oraz krwi
karpia (metoda western-blot).

Opracowano wydajna trzy etapowa procedure oczyszczania Tf, obejmujaca chromatografie
powinowactwa, oddzialywan hydrofobowych oraz filtracje zelowa. W wyniku zastosowania tej
procedury uzyskano okoto 1 mg preparatu czystej Tf wychodzac z 30 mg biatek plazmy nasienia (11
ml plazmy nasienia). Mase czasteczkowa Tf wyznaczono na 73,6 kDa, punkt izoelektryczny na 5,24.
Wykazano, ze w przeciwienstwie do wiekszosci Tf zwierzat, Tf plazmy nasienia karpia charakteryzuje
si¢ brakiem komponenty weglowodanowej. Uzyskane przeciwciala poliklonalne, umozliwity
potwierdzenie homogennos$ci oczyszczonego preparatu Tf oraz okazaly si¢ przydatne do badan
poréwnawczych. Wykazano wysokie podobienstwo immunologiczne Tf plazmy nasienia karpia do Tf
krwi karpia oraz Tf plazmy nasienia ryb karpiowatych, za$ niskie do Tf plazmy nasienia innych
gatunkow ryb.

Reasumujac, opracowana metoda izolacji pozwala na uzyskanie duzych ilosci homogennych
preparatow Tf. Cecha charakterystyczna Tf plazmy nasienia karpia jest brak komponenty
weglowodanowej. Dzigki uzyskaniu przeciwciat anty-Tf stwierdzono obecno$¢ Tf w plazmie nasienia
innych gatunkoéw ryb z rodziny karpiowatych a takze wykazano homologi¢ Tf plazmy nasienia z Tf
zlokalizowang W surowicy Krwi karpia.

Praca wykonana w ramach grantu N N311 098934
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WPLYW POZYCJI SOCJALNEJ NA LICZBE I JAKOSC GAMET
MESKICH SAMCOW NORNICY RUDEJ

INFLUENCE OF SOCIAL DOMINANCE ON SPERM QUANTITY AND
QUALITY IN BANK VOLE MALES

Matgorzata Kruczek, Agnieszka Pasternak, Katarzyna Sowa-Lewandowska
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Nornica ruda, Myodes glareolus, jest gatunkiem prezentujacym polygyniczny system socjalny;
to samice aktywnie wybieraja partnera seksualnego. Na podstawie produkowanych przez samce
substancji zapachowych samice rozpoznaja osobniki aktywne hormonalnie, co wigcej, majac do
wyboru samca dominanta, o wyzszym poziomie krazacego we krwi testosteronu, i subordynanta
wybieraja tego pierwszego na partnera seksualnego. Dlaczego?, w czym samiec o wysokiej pozycji
socjalnej jest ,,lepszy” od subordynanta?

Celem prezentowanej pracy byto sprawdzenie czy pozycja socjalna samcéw ma wplyw na
liczbg i jakos¢ produkowanych przez nie komorek rozrodczych.

Badania przeprowadzono na zwierzgtach pochodzacych z hodowli laboratoryjnej. Pozycje
socjalng samcoéw okreSlano na podstawie zachowan agresywnych w 10-minutowym tescie
konfrontacji przeprowadzanym przez 7 kolejnych dni. Samce dominanty i subordynanty zabijano,
odstaniano uktad rozrodczy, wycinano okoto 2 cm odcinek obu nasieniowodoéw a ich zawartos¢
wyciskano do 100 pl pozywki M2 (Sigma). Z tak przygotowanej mieszaniny pobierano materiat do
oceny ilosciowej i jako$ciowej nasienia. Liczbe gamet meskich w 1 ml® nasienia oceniano, po
odpowiednim rozcienczeniu, w komorze Biirkera. Za wskaznik jakosSci nasienia przyjeto nastgpujace
parametry: zdolnos¢ do ruchu, budowe blony cytoplazmatycznej witki, Zzywotno$é, stopien dojrzatosci
plemnikéw. Okreslano procentowa zawarto$¢ gamet prawidtowych; kazdy pomiar wykonywany byt
dwukrotnie i obliczano $rednig arytmetyczng. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Ilos¢ i jako$¢ meskich komodrek rozrodczych samcéw nornicy rudej o odmiennym statusie
socjalnym. Wartos$ci $rednie + SEM.

Plemniki
Samiec liczhaw 1 mI° | dojrzate Zywe witka prawidlowa | ruchliwe
dominant 122,7+9,57 0,90+0,01 | 0,86 0,01 | 0.79+0,01 0,88 £0,01
subordynant | 66,6 3,26 0,78 £ 0,01 | 0,64+0,02 | 0,50+ 0,02 0,74 +£0,02
P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Zarowno liczba, jak i wszystkie parametry opisujace jako$¢ gamet meskich byly statystycznie
wyzsze dla samcow o wysokiej pozycji socjalnej w porownaniu z subordynantami.

Samice nornicy rudej wybierajac na partnera seksualnego samca dominanta czerpia ewidentne
korzysci z takiego wyboru. Otrzymuja bowiem wigcej 1 to jakosciowo lepszych plemnikéw, co moze
zwigkszy¢ ich sukces reprodukcyjny, zwlaszcza , ze u tego gatunku dochodzi do wielokrotnych
kopulacji a ,,lepsze” gamety maja wicksze szanse na zwycigstwo w konkurencji z gorszymi gametami
pochodzacymi od subordynantow.
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SESJA IV

Centralne mechanizmy regulacyjne proceséw rozrodu

SESSION 1V

Central regulatory mechanisms of reproductive processes
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ROZNICOWANIE PLCIOWE MOZGU

SEXUAL DIFFERENTIATION OF THE BRAIN
Lidia Wenda - R6zewicka
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Kobiety i megzczyzni mimo, ze przynaleza do tego samego gatunku Homo sapiens,
zdecydowanie roznig si¢ od siebie. Roznice te dotycza nie tylko budowy anatomicznej, ale przede
wszystkim struktury morfologicznej i czynno$ciowej mozgu, najistotniejszego narzadu dla ludzkich
dziatan i emocji. Odmienno$¢ zachowan i spostrzezen, inna psychika i reakcje, inna wydajnosc¢ tkanek
1 narzadow, wreszcie inne zachowania i preferencje seksualne — to gléwne cechy rozniace kobiete i
mezezyzng. O tym czy nasza budowa anatomiczna — meska lub zenska bedzie korelowala z
wlasciwym dla danej plci zréznicowaniem plciowym moézgu, decyduje wczesny okres rozwoju
ptodowego. To wlasnie we wczesnym okresie embriogenezy powstaja nie tylko meskie i zenskie
narzady piciowe, ale ustalaja si¢ rowniez meskie i zenskie cechy mozgu, a Scislej — typowe dla
mezczyzn i kobiet osrodki zachowania seksualnego i preferencji seksualnej.

Mimo, ze ple¢ zostaje zdeterminowana w momencie poczecia, do 7-go tygodnia zycia
ptodowego gonada jest niezrdéznicowana. Istnieje w tym czasie rowniez podwodjne wyposazenie
narzadéw pitciowych dodatkowych: przewody pranercza, z ktéorych u mezczyzn rozwing si¢ najadrza,
nasieniowody i pecherzyki nasienne i przewody przypranerczowe, z ktorych u kobiet powstana
jajowody, macica i gorna czg$¢ pochwy.

Jezeli w wyposazeniu genetycznym zarodka znajduje si¢ chromosom Y, to w 7 tyg. zycia
ptodowego z niezréznicowanej gonady powstaje jadro. Rozwdj mgskiego uktadu piciowego
indukowany jest hormonami syntetyzowanymi przez ptodowa gonadg. Najwczesniej produkowany
jest peptyd powodujacy zanik przewodow przypranerczowych — hormon antymiillerowski (AMH) i
testosteron (T) stymulujacy rozw6j wewnetrznych narzadéw plciowych. W nieco pozniejszym okresie
T staje si¢ prohormonem dla DHT, indukujacego rozwo6j zatoki moczowo-plciowej i zewngtrznych
narzadéw pitciowych. Hormony te powstaja lokalnie i rozprzestrzeniaja si¢ dyfuzyjnie w miejscu,
gdzie powstaja narzady plciowe. Kiedy w zarodku wytworza si¢ naczynia krwionosne, T
transportowany jest do mozgu, wchodzi do neurondéw, aromatyzowany jest do estradiolu (E), ktéry to
hormon réznicuje mézg wg meskiego wzorca.

Pierwotny model mozgu jest zawsze zenski. Jezeli w wyposazeniu genetycznym zarodka
znajduje si¢ chromosom X, meskie hormony plciowe nie pojawiaja si¢ i w 13 tyg. zycia ptodowego
niezroznicowana gonada rozwija si¢ w jajnik, a pierwotny model modzgu pozostaje nie zmieniony. W
rozwoju zenskiego uktadu piciowego biora udziat estrogeny - w matej ilosci te produkowane przez
ptodowa gonadg, w wigkszej te pochodzenia matczynego i tozyskowego.

Zatem pierwotna tendencja niezrdéznicowanej gonady jest zawsze utworzenie pici zenskie;j.
Tak wczesny rozwoj jadra - 6 tygodni przed powstaniem jajnika, nie jest zjawiskiem samym w sobie.
Jadro powstaje tak wczesnie dlatego, bo ma do spemienia okre$lona misjg. Ma wyprodukowac
hormony, ktére zniszcza zawiazki wewngtrznych narzadoéw pitciowych zenskich, zainicjuja rozwoj
narzadéw piciowych meskich 1 uksztattuja mézg wg meskiego wzorca. W tym wspoétdziataniu gonad
1 mézgu zdarzaja si¢ bledy. Meska plodowa gonada moze wytworzy¢ dostateczna ilo§¢ hormonéw do
zapoczatkowania i rozwoju narzadoéw plciowych, ale nie bedzie w stanie wytworzy¢ dodatkowo tyle
hormonéw by uksztaltowa¢ moézg wg meskiego wzorca. Dziecko urodzi sig z kobiecym mozgiem w
meskim ciele. Podobnie ptdd genetycznie zenski moze zostaé przypadkowo poddany dziataniu
hormonu meskiego, podawanego jako lek kobietom w ciazy. Efektem beda narodziny dziewczynki z
meskim mozgiem.

Przeprowadzono wiele badan do$wiadczalnych, ktére potwierdzity, Zze hormony steroidowe
podane we wczesnym okresie rozwoju embrionalnego wywotuja trwale, nieodwracalne zmiany w
osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) i powoduja zmiang zachowan i preferencji seksualnych. Z
kolei gdy minie krytyczny okres rozwoju i mdzg zostaje juz uformowany na wzor meski lub zenski,
nie ulega wptywom hormonow plci przeciwne;.
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Steroidy wykazuja wiclokierunkowe dziatanie w OUN. Receptory dla E i T obecne sa w wielu
strukturach moézgu. E zwicksza liczbe wyrosli na dendrytach niektérych neuronow, co w efekcie
umozliwia wytworzenie wigkszej liczby potaczen synaptycznych. Wptywa bezposrednio na syntezg i
uwalnianie neurotrasmiteréw i na postsynaptyczne receptory oraz posrednio na transkrypcje gendw.
Istnieja udowodnione dane, ze rowniez neuroprzekazniki biora udzial w réznicowaniu plciowym
moézgu. Niektore leki wpltywajace na neurotransmisj¢ podane w krytycznym dla roznicowania
ptciowego okresie plodowym, moga znosi¢ lub nasila¢ defeminizujace dzialanie T, zmieniajac wzory
zachowan i preferencji seksualnych.

Klasyczna teoria oddzialywania steroidow na OUN obejmuje efekty organizacyjne i
aktywacyjne. Pierwsze maja miejsce w opisanym juz, wczesnym okresie zycia ptodowego, kiedy
hormony dziataja na rozwijajacy si¢ mozg i nadaja mu megski lub Zenski charakter. Drugie to
interakcje steroidow z dojrzatymi neuronami i wywolywanie krotkotrwatych reakcji endokrynnych lub
behawioralnych, innych dla samcow i samic.

Dymorfizm plciowy OUN dotyczy zaréwno réznic w budowie morfologicznej mézgu, jak i
zréznicowania mechanizméw czynno$ciowych kontrolujacych funkcje plciowe. Rodznice
morfologiczne wystgpuja w wielu strukturach moézgu — jadrze migdatowatym, hipokampie,
prazkowiu, w budowie ciata modzelowatego, a takze w korze moézgu, tylomdzgowiu i
srodmozgowiu. Jednak najwiekszy dymorfizm piciowy skupiony jest wokdt trzeciej komory mozgu,
w polu przedwzrokowym przedniego podwzgoérza. Wystepuja tu réznice w diugosci wiokien
faczacych neurony, odmienny schemat odgatezien, odmienne drogi ktorymi hormony docieraja do
réznych miejsc przeznaczenia w mozgu. Wigkszos¢ informacji w tym temacie pochodzi z badan
doswiadczalnych wykonanych u gryzoni. Neuronalna kontrola ludzkich zachowan piciowych jest
bardziej ztozona, wobec nadrzednej roli kory moézgu nad podwzgdérzem. Wystgpuja tu roéznice w
wielkos$ci niektorych jader podwzgorza i to zarowno migedzy megzczyzna i kobieta, jak rowniez migdzy
mezczyznami homo- i heteroseksualnymi. Ta ostatnia jest jedna z nielicznych, ale potwierdzonych
zmian w mézgu mezezyzn homoseksualnych.

Mimo ze hormony steroidowe 1 neuroprzekazniki maja niepodwazalny wplyw na
roznicowanie plciowe moézgu, nie mozna w tym procesic pominaé, zapisanych genetycznie,
okreslonych cech neurondéw tworzacych nerwowe osrodki plciowe czy obecnosci jadrowych
receptoréw dla T i E. Réznicowanie ptciowe mozgu jest bowiem procesem ztozonym, wymagajacym
prawidtowej ekspresji wielu biatek, odpowiedniego stgzenia hormonoéw i pojawienia si¢ ich w Scisle
okreslonym czasie rozwoju ptodowego.
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INAUGURATION OF PUBERTY IN THE MAMMAL
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U ssakow procesy rozrodcze sa kontrolowane przez dwa uktady regulacyjne, nerwowy i wydzielania
wewngtrznego. Subtelne oddzialywanie migdzy nimi jest niezbedne do wywotania i realizacji kaskady
mechanizméw procesu dojrzewania somatycznego, tzn. postnatalnego wzrostu i rozwoju,
prowadzacego do osiagnigcia dojrzalosci piciowej na drodze adaptacji organizmu do warunkow
srodowiska zewngtrznego. Mechanizmy te sa uwarunkowane koordynacja sekrecji hormonu: wzrostu
(GH), luteinizujacego (LH) i dojrzewania pgcherzykow jajnikowych (FSH). Glownymi o$rodkowymi
czynnikami kontrolujacymi czynno$ci somatotropowe sa hormon uwalniajacy GH i somatostatyna.
Gonadoliberyna (GnRH) natomiast koordynuje endokrynowe mechanizmy gonadotropowe.
Aktywno$¢ neurondw GnRH zmienia si¢ w zaleznoSci od warunkéw S$rodowiska
neuroendokrynowego i neurotransmisyjnego osrodkowego uktadu nerwowego, ktore jest wypadkowa
dziatania bodzcow srodowiska zewnetrznego (np. fotoperiodu) i wewnetrznego (np. steroidéw
gonadowych, stanu odzywienia organizmu). Rozpoczecie okresu dojrzewania piciowego polega na
zmianie neonatalno-infantylnego typu sekrecji w uktadzie GnRH/hormony gonadotropowe, na
»dorosty” typ sekrecji. Pierwszy charakteryzuje si¢ niska aktywnoscia gonadoliberynowego
kontinuum neuronowego w polu przedwzrokowym i podwzgorzu oraz komorek gonadotropowych w
gruczole przysadki mézgowej w warunkach silnego oddziatywania ujemnego sprzgzenia zwrotnego
steroidow gonadowych. ,,Dorosty” typ sekrecji natomiast charakteryzuje si¢ fazowa i synchroniczna
aktywacja neuronéw GnRH, powodujaca wzrost amplitudy i czestotliwosci pulsow GnRH 1 LH w
warunkach dodatniego sprz¢zenia zwrotnego steroidow gonadowych. Waznym etapem w rozwoju
postnatalnym kazdego ssaka jest okres odchowu przy matce, zwany infantylnym. Przebieg
neuroendokrynowych proceséw tego okresu jest pod wptywem czynnikoéw Srodowiska zewnetrznego,
zwigzanych z norma psychobiologiczna odchowu przy matce. Jest to kluczowy etap ontogenezy
polegajacy na intensywnym wzro$cie i wprowadzeniu ssaka w okres juwenilny, inaugurujacy
dojrzewanie plciowe. U naczelnych i1 cztowieka, kulminacyjnemu przyspieszeniu procesow
somatotropowych towarzyszy proces dojrzewania mechanizméw gonadotropowych podczas
pokwitania, tzn. koncowego etapu okresu juwenilnego. U innych ssakow, neuroendokrynowe
mechanizmy, decydujace o egzystencji organizmu w srodowisku zewngtrznym, ingeruja w mniejszym
lub wigkszym stopniu w synchronizacjg rownoczesnego przebiegu procesow plciowych i
wzrostowych dojrzewania somatycznego, na drodze adaptacji gruczotu przysadki mozgowej do
warunkow otoczenia. W przeciwienstwie do naczelnych, u szczurow wysokie stezenia GH, ktore sa
podobne do stezen obserwowanych u organizméw dorostych, podczas procesu dojrzewania ptciowego
nie koreluja z przyspieszonym wzrostem. Podobnie do samicy owcy, przyspieszony wzrost jest
obserwowany podczas okresu infantylnego i infantylno/juwenilnego okresu przejSciowego u samicy
szczura. U owcy intensywna sekrecja GH podczas odchowu jest istotna dla przejécia od okresu
infantylnego do juwenilnego ontogenezy, zdefiniowanego jako dojrzewanie mechanizmow
wzrostowych. Okres juwenilny natomiast nastepuje po oddzieleniu od matki, prowadzi do rozpoczgcia
u samcow procesu dojrzewania plciowego po 15. tygodniu zycia, w odréznieniu od samic, u ktorych
ten proces rozpoczyna si¢ 15 tygodni pdzniej. U samicy owcy do rozpoczecia procesu dojrzewania
ptciowego niezbgdna jest synchronizacja w czasie dwoch parametrow neuroendokrynowej regulacji
rozwoju plciowego. Sa to endogenny czynnik dojrzalosci subpopulacji gonadotropéw w gruczole
przysadki mozgowej oraz $rodowiskowy czynnik dtugosci dnia sezonu optymalnego dla czynno$ci
rozrodczych. Neuroendokrynowe mechanizmy integrujace procesy dojrzewania somatycznego sa wiec
u samicy owcy natury sezonowej, dziataja na poziomie gruczotu przysadki mozgowej, polegaja na
wyhamowywaniu procesow wzrostowych i prowadza do zakoficzenia dojrzewania wzrostowego i
rozpoczecia dojrzewania plciowego dopiero w sprzyjajacych warunkach srodowiska zewnetrznego.
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ROLA UKEADU ODPORNOSCIOWEGO W REGULACJI PROCESOW
ROZRODU NA POZIOMIE OUN W WARUNKACH STRESU
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IMMUNOREGULATION OF REPRODUCTIVE PROCESSES ON
CENTRAL LEVEL IN STRESS CONDITIONS

Dorota Tomaszewska-Zaremba, Andrzej Herman
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Zaburzenia procesoOw rozrodczych sa istotnym schorzeniem cywilizacyjnym stwarzajacym

powazne problemy badawcze i lecznicze tak w medycynie ludzkiej jak i weterynaryjnej. W ostatnich
latach ro$nie zainteresowanie interakcja pomig¢dzy uktadami regulujacymi procesy rozrodu i procesy
odpornosciowe. Te dwa systemy rozwingly skomplikowana sie¢ dwukierunkowej komunikacji
poprzez wspdlne ligandy i receptory w celu optymalnej regulacji proceséw rozrodu.
Stres immunologiczny, jakim sa infekcje bakteryjne i wirusowe jak rowniez wiele innych chorob,
wptywa na uktad rozrodczy samicy w r6zny sposob, poczawszy od zaburzen w sekrecji hormonéw osi
podwzgorze — przysadka - gonady, prowadzac do catkowitej bezptodnosci. Podwzgérze zdaje sig byé
struktura petniaca kluczowa role¢ w hamujacym dziataniu stresu immunologicznego na sekrecjg
gonadoliberyny (GnRH), gonadotropiny i zahamowaniu funkcji rozrodczych. Dziatanie to zachodzi
poprzez zmiang syntezy i uwalniania GnRH w podwzgorzu, jak réwniez na poziomie przysadki
poprzez hamowanie uwalniania LH z komorek gonadotropowych przysadki w odpowiedzi na GnRH.
Dane literaturowe jak i badania wtasne wskazuja na istotna rolg prozapalnych cytokin (IL-1, IL-6 i
TNF-a) jako gtownych mediatorow antyreprodukcyjngo dziatania stresu immunologicznego. Z badan
przeprowadzonych na owcy wynika, iz gtowna role¢ w hamowaniu sekrecji GnRH i integracji
pomigdzy dziataniem uktadu odpornosciowego i rozrodczego na poziomie podwzgorza odgrywa IL-
1B. Dziatanie tej cytokiny moze wiacza¢ rdézne mechanizmy neuralne: bezposredni wpltyw poprzez
receptory IL-1f na neuronach GnRH (prowadzac do zmian na poziomie transkrypcji i translacji), jak
rowniez dziatanie posrednie poprzez inne neuromediatory takie jak: opioidy, katecholaminy, GABA
prostaglandyny czy NO.
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PROFIL SEKRECJI HORMONOW GONADOTROPOWYCH U OWIEC
O ZABURZONYM RYTMIE SEZONOWOSCI

PROFILE OF GONADOTROPIC HORMONES SECRETION IN SHEEP
WITH DISTURBED RHYTHM OF SEASONALITY
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Nastepujace po sobie procesy fizjologiczne u zwierzat sa czgsto zsynchronizowane ze
zmianami warunkow w $rodowisku zewngtrznym, a takze uwarunkowane dziataniem zegara
biologicznego. Wiele gatunkoéw ssakow charakteryzuje si¢ sezonowoscia rozrodu. U owiec, zjawisko
sezonowosci odnosi sig nie tylko do aktywnosci rozrodczej, lecz dotyczy takze laktacji - parametry
mlecznos$ci w okresie uzytkowania mlecznego sa $cisle zwiazane z dtugoscia dnia. Badajac wpltyw
sztucznych warunkow dnia krotkiego (16D:8L) oraz melatoniny na parametry mlecznosci owiec w
okresie wiosenno-letnim, okreslono czy uzytkowanie mleczne owiec nie zaburza indukowanego w
takich warunkach wzrostu sekrecji hormonoéw gonadotropowych - LH i FSH.

Badania przeprowadzono na 60 sztukach polskich owiec dlugowemhistych, wykoconych w
naturalnym dla nich okresie zimowym (luty). Owce po odchowaniu jagniat (56 dni), podzielono na 3
grupy i przeznaczono do uzytkowania mlecznego (maj — wrzesien). Matki z grupy 1 (G1 - kontrola)
utrzymywano w warunkach naturalnej dlugosci dnia; owice z grupy 2 (G2) utrzymywano w
warunkach 16D:8L; natomiast matkom grupy 3 (G3) podano podskoérnie implanty melatoniny (Ceva
Animal, France). W okresie uzytkowania mlecznego, co 4 tygodnie, wykonywano 6-godzinna
kolekcje krwi (co 30 min.) od 6 owiec z kazdej grupy. W osoczu oznaczono st¢zenie LH i FSH
metoda RIA.

Srednie stezenie LH w grupie G1 rosto stopniowo od maja (5,32 + 0,2 ng/ml), osiagajac
najwyzsza wartos¢ w sierpniu (6,70 + 0,2 ng/ml, P<0,01). W grupie G2, w porownaniu do grupy G1,
istotny (P<0,01) wzrost stezenia LH nastapil juz po 4 tygodniach od wprowadzenia warunkoéw 16D:8L
(maj, 6,26 £ 0,2 ng/ml). Stezenie LH w grupie G2 utrzymywato sig nastgpnie na podobnym poziomie
do konca doswiadczenia. W grupie G3, $rednie stezenie LH ksztattowato si¢ na poziomie wyzszym
niz w grupie G1. Maksymalne stezenie LH w grupie G3 odnotowano w sierpniu (7,3 + 0,2 ng/ml) i
byto ono istotnie (P<0,01) wyzsze od stgzenia LH w grupie G1 1 G2.

Srednie stezenie FSH w grupie G1 rosto stopniowo od maja (6,59 + 0,2 ng/ml), osiagajac
najwyzsza wartos¢ w sierpniu (10,5 + 2,6 ng/ml, P<0,05). W grupie G2, w poréownaniu do grupy G1,
istotny (P<0,01) wzrost stezenia FSH nastapit w czerwcu (9,0 + 0,3 vs. 7,32 + 0,2 ng/ml). Wzrost
stgzenia FSH zaobserwowano rowniez w tym okresie w grupie G3, lecz jego warto$¢ (8,18 + 0,3) nie
roznila sig istotnie od wartosci notowanej w grupie G1. W koncowym okresie uzytkowania mlecznego
(wrzesien), stezenia FSH w grupach G2 (13,5 £ 1,3 ng/ml) i G3 (13,6 £ 1,9 ng/ml) byty istotnie
(P<0,01) wyzsze niz w grupie G1 (8,8 £ 0,9 ng/ml).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze uzytkowanie mleczne owiec nie hamuje wzrostu sekrecji
hormondéw gonadotropowych, indukowanego przez symulacje dnia krétkiego i melatoning.
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Wstep:

Grelina jest endogennym ligandem dla receptora GHSR (Growth Hormone Secretagogue
Receptor), ktorego dziatanie polega przede wszystkim na stymulacji wydzielania hormonu wzrostu
oraz zwigkszaniu taknienia i indukowaniu otytosci. Ostatnie badania wskazuja na znaczaca rolg tego
hormonu w regulacji funkcji rozrodczych. Grelina jest hormonem wydzielanym przez pgcherzyk
jajnikowy 1 reguluje procesy steroidogenezy w jajniku, stymulujac proliferacj¢ komoérek oraz
wykazujac dziatanie antyapoptotyczne.

Zwiazanie greliny z funkcjonalnym receptorem, GHSR-1a aktywuje biatko G, a trandukcja
sygnalu odbywa si¢ przez aktywacje kinazy biatkowej C oraz fosfolipazy C, ktora hydrolizuje
4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu do 1,2-diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-tréjfosforanu inozytolu
(IP3). Zmiany te powoduja wzrost wewnatrzkomorkowego wapnia. Liczne badania wskazuja rowniez
na mozliwos$¢ istnienia alternatywnych szlakow przekazywania sygnatu, np. aktywacja zaleznej
od cAMP kinazy biatkowej A lub kinazy aktywowanej mitogenem (MAPK).

Cel pracy:

Biorac pod uwage fakt istnienia mozliwo$ci dziatania greliny przez aktywacje szlaku
fosfatydyloinozytolu, celem pracy byto zbadanie mechanizmu dziatania tego hormonu poprzez: 1).
wykazanie wptywu greliny na aktywno$¢ enzymatyczna kinazy fosfatydyloinozytolu (IP3),
katalizujaca powstawanie IP3 oraz ckspresje biatka dla kinazy IP3, 2).0kre$lenie udziatu IP3
we wplywie greliny na proliferacje i apoptoze komorek pecherzyka jajnikowego $wini.

Material i Metody:

Hodowle prowadzono w postaci kokultur komoérek warstwy ziarnistej oraz ostonki
wewnetrzne] pecherzyka. Po 24 godzinach inkubacji, pozywke zmieniano na $wieza, dodawano
greling
w wzrastajacych dawkach: 100, 250, 500 i 1000pg/ml.

Dos. I Po 15 min inkubacji, w komorkach oznaczano aktywno$¢ enzymatyczna kinazy IP3 metoda
EIA (Enzyme ImmunoAssay) oraz ekspresje biatka metoda Western blott.

Dos. 2 Po 6 h inkubacji komorek wraz z blokerem kinazy IP3, wortmaning (200pM) 0znaczano
proliferacje komorek testem Alamar Blue oraz apoptoze, mieszac aktywnos$¢ kaspazy-3 technika
kolorymetryczna i fragmentacje DNA metoda EIA.

Wyniki:

Grelina w dawkach 250, 500 i 1000 pg/ml stymulowala w statystycznie istotny sposob
aktywno$¢ enzymatyczna kinazy IP3. Analiza Western blott wykazata brak wplywu greliny na
ekspresje biatka dla kinazy IP3. Zaobserwowano Obnizenie stymulowanej grelina (w dawkach 100,
250 i 500 pg/ml) proliferacji komoérek pecherzyka jajnikowego do poziomu kontrolnego po dodaniu
inhibitora kinazy IP3. Rownolegle zanotowano odwrocenie antyapoptotycznego dziatania greliny.
Wortmanina podana tacznie z grelina spowodowala istotnie statystyczny wzrost aktywnosci kaspazy-3
1 zwigkszenie ilosci pofragmentowanych odcinkow DNA do poziomu kontrolnego.

Whioski:

Przedstawione wyniki wskazuja na aktywacje szlaku kinazy fosfatydyloinozytolu jako
jednego z mechanizméw dziatania greliny na proliferacjg i apoptozg komorek pgcherzyka jajnikowego
$wini.

Praca wykonana w ramach projektu: 2748/B/P01/2007/33.
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TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE WZAJEMNE ANGAZUJACE
KROTKIE RAMIE CHROMOSOM 9 JAKO CZYNNIK
POWSTAWANIA ZABURZEN CIAZOWYCH U CZLOWIEKA

RECIPROCAL CHROMOSOME TRANSLOCATIONS INVOLVING
SHORT ARM OF CHROMOSOME 9 AS RISK FACTOR OF
UNFAVORABLE PREGNANCY OUTCOMES

Barbara Panasiuk’, Joanna Danik®, Beata Stasiewicz-Jarocka®, Ryszard Lesniewicz',
Bogdan Katuzewski®, Maciej Kurpisz®, Alina T. Midro*

1Zaktad Genetyki Klinicznej, Uniwersytet Medyczny, Bialystok; 15-089 Bialystok, ul. Waszyngtona 13, skr. poczt. 22, mail:
midro@umwb.edu.pl
27aktad Genetyki Medycznej, Uniwersytet Medyczny, £6dZ; 91-425 E6d2, ul. Sterlinga 1/3,
mail: genetyka@csk.am.lodz.pl
$Zaktad Biologii Rozrodu i Komérek Macierzystych Instytut Genetyki Czlowieka PAN, Poznai;,_60-479 Poznar
ul. Strzeszynska 32, mail: kurpimac@man.poznan.pl

Streszczenie

Cel pracy: Celem badan bylo okreslenie prawdopodobienstwa wystapienia réznych form zaburzen
cigzowych U nosicieli translokacji chromosomowych wzajemnych (TCW) angazujacych krotkie ramig
chromosomu 9 (9p) z uwzglednieniem plci nosiciela i sposobow segregacji mejotycznej
prowadzacych do niezrownowazenia kariotypu odpowiedzialnego za zaburzenia rozwojowe.

Material i metodyka: Material do analizy stanowity dane empiryczne i cytogenetyczne o 220 ciazach
57 nosicieli, uzyskane na bazie wspotpracy miedzyosrodkowej. Analize segregacyjna przeprowadzono
w grupie 23 rodowodéw nosicieli TCW ryzyka pojedynczego niezroéwnowazenia segmentu
zgrupowane wg wielkosci segmentu 9p wyznaczonego przez oceng potozenia punktéw zlamania.
Prawdopodobienstwo wystapienia niezréwnowazonego kariotypu oszacowano metoda Stengel-
Rutkowski i Stene.

Wyniki: Prawdopodobienstwo urodzenia dziecka z niezrbwnowazonym Kariotypem W
rodzinach nosicieli TCW angazujacych 9p powstalego w wyniku segregacji 2:2 i rozdzialu
przylegtego typu 1 chromosomoéw mejotycznych wyniosto ogotem: 17.3+3.0% (28/162), natomiast
prawdopodobienstwo wystapienia niezrownowazonego kariotypu w diagnostyce prenatalnej wyniosto
ogdtem: 53.3£12.9% (8/15). Wielko$¢ prawdopodobienstwa wystapienia niezrownowazonego
kariotypu przy urodzeniu w grupie rodzin z TCW angazujacych segment. 9p22—pter wyniosta
21.5+4.6% (17/79), segment 9pl3—pter - 21+9.4% (4/19), natomiast segment 9pll.2—pter -
10.9+3.9% (7/64). Ryzyko utraty ciazy na skutek ciaz obumartych okreslono na 5.6+1.8% (10/162)
natomiast ryzyko poronien samoistnych 13.6+2.7% (22/162). Wyniki oceny wykorzystano rowniez do
prognozy ryzyka genetycznego w wybranych translokacjach ryzyka podwdjnego niezrownowazenia.
Whioski:

1. Wielkosci prawdopodobienstwa urodzenia dziecka z niezrownowazeniem kariotypu zalezy
od wielkosci segmentu 9p (w obrebie kréotszych segmentow 9p sa wyzsze w porownaniu do
segmentow dluzszych).

2. Wielkosci prawdopodobienstwa urodzenia dziecka z niezréwnowazeniem kariotypu zmienia si¢ w
czasie trwania ciazy jest wyzsze w okresie diagnostyki prenatalnej w poréwnaniu do terminu porodu.
3. Wielko$ci ryzyka genetycznego poronien samoistnych sa zblizone dla wielko$ci
prawdopodobienstwa urodzenia dziecka z niezrownowazonym kariotypem.

4. Wielkosci badanych wskaznikow nie wykazuja istotnych statystycznie roéznic w zaleznosci od pici
nosiciela.
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ZNACZENIE POLIMORFIZMU HLA-C I GENOW KIR W
ETIOPATOGENEZIE PORONIEN SAMOISTNYCH

A ROLE OF KIR AND HLA-C GENE POLYMORPHISMS IN THE
ETIOPATHOGENESIS OF SPONTANEOUS ABORTIONS

Izabela Nowak®, Wioleta Luszczek?, Henryk Tchorzewski?, Andrzej Malinowski?,
Malgorzata Banasik?, Ewa Barcz®, Jacek Wilczynski®, Marian Grybos*, Maciej Kurpisz®, Dorota
Reszczynska-Slezak?, Edyta Majorczyk®, Andrzej Wisniewski®, David Senitzer®,

Ji Yao Sun®, Piotr Kusnierczyk"’

Ynstytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda, ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw,
izan@iitd.pan.wroc.pl, pkusnier@iitd.pan.wroc.pl ; ?Instytut-Centrum Zdrowia Matki Polki, £6dz; *Akademia Medyczna w
Warszawie; *4kademia Medyczna we Wroctawiu; Slnslytut Genetyki Czlowieka PAN, Poznan, 6City of Hope, National
Medical Center, Duarte, USA; "Akademia im. J. Diugosza, Czestochowa

Cel pracy: poszukiwanie zwiazku samoistnych poronien z genotypem KIR matki i HLA-C
matki i ojca.

Material i Metody: Genomowy DNA od 149 par z samoistnymi poronieniami, w tym 91 par
Z poronieniami nawracajacymi (co najmniej 3 poronienia) i 58 par z poronieniami sporadycznymi (1-2
poronienia) oraz od 117 par kontrolnych (co najmniej 2 zdrowo urodzonych dzieci). Multipleks PCR-
SSP dla oznaczania KIR, PCR-SSP dla HLA-C.

Wyniki: Chociaz nie zaobserwowano roznic w czesto$ciach poszczegdlnych genow KIR i
alleli HLA-C, lecz obecnos¢ 6 gendow dla hamujacych receptorow KIR byta znamiennie czgstsza u
pacjentek z poronieniami niz w kontroli (p=0,005), zwlaszcza u pacjentek z poronieniami
nawracajacymi (p=0,0015). Odwrotnie, nizsza czgsto$¢ genotypow zawierajacych 6 genow dla
aktywujacych receptorow KIR zaobserwowano u pacjentek z nawracajacymi poronieniami (p<0,05).
Zaobserwowano rowniez istotne (p<0,05) réznice migdzy pacjentkami a kontrola w czgstoSciach
kombinacji genéw KIR z ich ligandami (HLA-C1 i HLA-C2).

Whioski: Nasze wyniki sugeruja, ze dla utrzymania ciazy najkorzystniejsza jest rOwnowaga
liczby genow dla aktywujacych 1 hamujacych receptorow KIR.
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ZESPOL RAFS JAKO PRZYCZYNA NIEPOWODZEN ROZRODU

RAFS SYNDROME AS A CAUSE OF REPRODUCTIVE FAILURES

Dorota Darmochwat-Kolarz, Bozena Leszczynska-Gorzelak

Katedra i Klinika Poloznictwa i Perinatologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie
20-950 Lublin, ul. Jaczewskiego 8, e-mail: dorotak@mp.pl

Jako poronienia nawykowe okresla si¢ wystgpujace kolejno po sobie trzy (lub wigcej)
poronienia cigzy przed ukonczeniem 22 tygodnia u pacjentki z tym samym partnerem. U pacjentek po
35 roku zycia istnieje koniecznos¢ ustalenia przyczyny i wdrozenia leczenia juz
po dwoch kolejnych poronieniach. Czgsto$¢ wystgpowania poronien nawykowych ocenia si¢ na 1-5%
par w wieku rozrodczym.

Ocenia sig, ze poronienia o etiologii immunologicznej stanowig okoto 65-75% poronien
nawykowych. Poronienia nawykowe o podlozu auto-immunologicznym zwiagzane sa z obecno$cia w
surowicy krwi pacjentek  okreSlonych autoprzeciwciat —  antyfosfolipidowych (APA),
przeciwjadrowych (ANA) i przeciwtarczycowych (ATA). Poronienia o etiologii alloimmunologiczne;j
- nadal pozostaja w grupie poronien nawykowych o niewyjasnionej etiologii.

Zaobserwowano, ze wigkszo$¢ kobiet roniacych nawykowo, u ktorych stwierdzono zaburzenia
autoimmunologiczne, nie ma innych oprocz niepowodzen rozrodu objawow choroby
autoimmunologicznej. Obserwacje te doprowadzity do sformutowania definicji jednostki chorobowej
zwanej RAFS (ang. reproductive autoimmune failure syndrome). Objawy kliniczne zespotu RAFS to:
ograniczone wzrastanie wewnatrzmaciczne ptodu (< 34 tygodnia ciazy); cigzka preeklampsja;
powiklania potoznicze, takie jak: zespot HELLP, przedwczesne oddzielenie lozyska prawidlowo
usadowionego; niewyjasniona nieplodnos¢; endometrioza; nawracajace straty ciazy; obumarcie ptodu
(> 10 tygodnia ciazy); trzy poronienia < 10 tygodnia ciazy. Kryteria laboratoryjne zespotu RAFS to:
obecnos¢ przeciwcial antyfosfolipidowych APA; gammapatie, przede wszystkim poliklonalne IgM;
obecnos¢ przeciwciat przeciwjadrowych ANA, w tym przeciwcial przeciwko histonom; obecnos¢
przeciwcial narzadowo specyficznych: przeciwcial przeciwtarczycowych ATA lub przeciwciat
przeciwko migsniom gladkim ASMA.

Ponad 30% pacjentek z poronieniami nawykowymi ,,0 niewyjasnionej przyczynie” posiada
podwyzszone surowicze poziomy autoprzeciwcial: przeciwciata aPL wystepuja u 2-20% pacjentek;
przeciwciata ANA, w tym anty dsDNA, anty ssDNA, anty-SSA, anty-SSB, anty Scl70 wystgpuja u
35% pacjentek; przeciwciata ATA wystepuja u 22-37% pacjentek (ryzyko poronienia 10-32%).

Przeciwciala ATA wywieraja bezposredni efekt toksyczny na zarodek. Uwaza sig, ze
obecnos¢ ATA jest objawem uogdlnionych zaburzen immunologicznych w nastepstwie defektu
limfocytow T. Ponadto, przeciwciala ATA wchodza w interakcje z aktywowanymi limfocytami T —
wydzielajacymi cytokiny prozapalne.

Przeciwciata przeciwjadrowe w niskich mianach (réwne lub nizsze od 1:160) nie powoduja
zmian patologicznych. Mechanizm niepowodzen ciazowych u pacjentek z obecnoscia krazacych
przeciwciat przeciwjadrowych to: bezposredni niekorzystny wptyw ANA na proces zagniezdzania jaja
ptodowego; aktywacja odpowiedzi zapalnej w obrgbie trofoblastu; aktywacja mechanizmow
prozakrzepowych; wzrost odsetka limfocytow B-1 CD19+CD5+, produkujacych poliwalentne
przeciwciata w klasie IgM przeciwko hormonom i neurotransmiterom. Uwaza si¢, ze mechanizmy te
moga by¢ odpowiedzialne za uposledzona inwazjg trofoblastu.
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NADCISNIENIU INDUKOWANEMU CIAZA TOWARZYSZY
ZMNIEJSZONA LICZBA KRAZACYCH KOMOREK
PREKURSOROWYCH DLA SRODBLONKA (EPCs)

PREGNANCY INDUCED HYPERTENSION (PIH) SYNDROME 1S
ACCOMPANIED BY DECREASED LEVEL OF CIRCULATING
ENDOTHELIAL PRECURSOR CELLS (EPCs)

Jerzy Heimrath®, Andrzej Czekanski?, Maria Paprocka®, Agata Ledwozyw®, Danuta Dus®

'Katedra Ginekologii i Poloznictwa, Wydzial Zdrowia Publicznego, Akademia Medyczna, Wroctaw
2Klinika Ginekologii Poloznictwa i Neonatologii, Akademia Medyczna, Wroclaw, andrzej.czekanski@gmail.com
3 Zaktad immunologii medycznej, Instytut Immunologii | Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk, Wroclaw

CELE:

W etiologii nadcisnienia indukowanego ciaza biora udziat czynniki tozyskowe, ktore dostajac
si¢ do krazenia matczynego prowadza do uogoélnionego uszkodzenia §rodblonka oraz nieprawidlowa
inwazja trofoblastu, ktéra skutkuje nieprawidlowym jego ukrwieniem i w konsekwencji
niedozywieniem plodu.

Ostatnie badania donosza, iz subpopulacja wywodzacych si¢ ze szpiku komorek
prekursorowych dla srédbtonka (EPCs) bierze udzial w procesie angiogenezy.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie czy ilos¢ EPCs we krwi obwodowej cigzarnych z
nadci$nieniem indukowanym ciaza r6zni si¢ od ich ilosci we krwi obwodowej zdrowych cigzarnych.

MATERIAL I METODY

Badaniem objetych byto 18 cigzarnych z nadci$nieniem indukowanym ciaza. Grupg kontrolna
stanowito 21 cigzarnych z prawidlowymi warto$ciami ci$nienia tetniczego krwi. Krew zylna
pobierano do probowek z heparynianem sodu bezposrednio przed porodem. Jednojadrzaste komorki
krwi obwodowej izolowano i oznaczano przy pomocy przeciwcial monoklinalnych specyficznych dla
markerow komorek prekursorowych dla $rodbtonka: PE-conjugated anti-VEGF R2/KDR (R&D
Systems) i PerCP-conjugated anti-CD34 (Becton Dickinson). Probki poddano cytometrii
przeptywowej uzywajac aparatu FACSCalibur (Becton Dickinson). CD34"/VEGF R2" EPCs byty
liczone przy uzyciu CytoCount beads (Dako Cytomation) i wyrazane jako liczba komoérek na 100 uL
Krwi.

WYNIKI I WNIOSKI

Liczba krazacych EPCs (CD34'/KDR') we krwi obwodowej ciezarnych cierpiacych z
powodu PIH byla znaczaco mniejsza w porownaniu do cigzarnych z prawidtowymi warto$ciami
ci$nienia tetniczego.

Mozna przypuszczaé, iz zmniejszona dostgpno$¢ matczynych komorek prekursorowych dla
srédbtonka moze by¢ jednym z czynnikéw bioracych udziat rozwoju nadcisnienia indukowanego

ciagza.
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MORFOLOGIA KOSMKOW KONCOWYCH LOZYSK Z CIAZ
POWIKEANYCH HIPOTROFIA PLODOWA

THE MORPHOLOGY OF TERMINAL VILLI OF PLACENTAS
DERIVED FROM PREGNANCIES COMPLICATED WITH IUGR

Marian St. Gabrys', Jan J. Kuryszko?

1 Katedra i Klinika Ginekologii i Poloznictwa, Akademia Medyczna, ul. Chatubinskiego 3, Wroctaw
Katedra Anatomii i Histologii, Zaklad Histologii i Embriologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
Przyrodniczy we Wroctawiu, Kozuchowska 5, Wroctaw.

Niska masa urodzeniowa dziecka istotnie rzutuje na jego dalszy rozwdj. Powszechnie znane sa
dwie gtowne przyczyny pojawienia si¢ u noworodka niskiej masy urodzeniowej, za ktéra umownie
przyjeto 2500 g. Sa nimi: zbyt wczesne — w stosunku do uznanego za fizjologiczne- urodzenie, lub
ograniczenie wzrastania ptodu w skutek réoznych przyczyn. Jedna z nich jest uszkodzenie bariery
lozyskowej (obszar wymiany ptodowo- matczynej). Takie uszkodzenie powstaje na réznych etapach
rozwoju ptodu. Jednak wczesne stadia rozwoju i uksztattowania tozyska sa w swej istocie niedostgpne
w badaniu morfologicznym, ze zrozumiatych wzgledow etycznych.

W zwiazku z tym, ze struktury bariery tozyskowej sa uformowane w strefie kosmkow
koncowych kosméwki, w warunkach prawidlowych umozliwia to fizjologiczna wymiang matczyno-
plodowa. Battistelli i wsp. stwierdzili, ze kosmki koncowe tozysk w ciazach hipotroficznych byty
dluzsze, ciefisze 1 w mniejszym stopniu unaczynione, niz analogiczne struktury lozysk
fizjologicznych. Istotne zmiany obserwowano rowniez w podscielisku tozysk koncowych, gdzie
stwierdzano fibrynoid (macierz mezenchymy), oraz materiat pozakomoérkowy pochodzenia
hematogennego. Szczytowe kosmki w strefie terminalnej — tak charakterystyczne dla fizjologicznej
pokrywy trofoblastycznej kosmka- byly znaczaco zmniejszone. Ponadto obserwowano zmiany btony
podstawnej nabtonka kosmkow koncowych. Zwraca uwage réwniez zmniejszenie obszaru koryta
naczyniowego kosmkéw W hipotrofii  ptodowej. Odzwierciedleniem klinicznym i zarazem
diagnostycznym sg zmiany w przeptywie krwi w tym obszarze. Kinzler i Vintzileos uznaja, ze
wspolnym elementem etiopatogenezy zahamowania wzrastania ptodu jest niedokrwienie tozyska. Ten
czynnik jest w réwnej mierze odpowiedzialny takze za caly szereg przypadkow przedwczesnego
ukonczenia ciazy. Niedokrwienie tozyska sprzyja zahamowaniu wzrastania ptodu poprzez aktywizacje
procesow zwiazanych z destabilizacja bariery naczyniowej. Wystepuje wigc albo uszkodzenie bariery
naczyniowej albo dochodzi do wczesniejszego starzenia si¢ komorek srodblonka naczyn.

Autorzy niniejszej pracy postanowili przesledzi¢ zmiany w obszarze nabtonka kosmkow

koncowych, oraz mezenchymalnej tkanki podnabtonkowej graniczacej z naczyniami krwiono$nymi
kosmkowki.
Material badawczy pochodzil z ciaz powiklanych zahamowaniem wzrastania ptodu i zostat
zgromadzony w Il Katedrze i Klinice Potozniczej Akademii Medycznej we Wroctawiu.
Celem prezentowanych badan jest postanowienie pytania: jak przedstawia si¢ struktura nablonka
kosmkow koncowych w ciazach hipotroficznych i ciazach fizjologicznych; oraz czy mozna postawic
tezg, ze jest to sprawczy element zahamowania wzrastania ptodu.
Wykonane badania histologiczne i ultrastrukturalne wykazaly zmiany w nabtonku kosmkow
konicowych z ciaz hipotroficznych i wedlug autoréw sa one patognomiczne i swoiste, istotnie
naruszajace funkcje tozyska. Wystepuje wiec wyrazna redukcja komoérek cytotrofoblastu w tych
tozyskach. Stwierdza sie rowniez zmiany w podscielisku kosmkéw, czego wyrazem jest pojawienie
si¢ stanow degradacyjnych mezenchymy, co w zasadniczy sposOb rzutuje na stan naczyn
krwiono$nych. Stanowi to potwierdzenie naczyniowej etiopatogenezy zahamowania wzrostu tozysk
pochodzacych z ciaz hipotroficznych, co moze wnie$¢ istotny wktad w roznicowanie postaci i
przyczyn wystapienia IUGR.
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DOJRZEWANIE OOCYTOW IN VITRO U KOBIET
2. ZESPOLEM PCO

IN VITRO OOCYTE MATURATION IN WOMEN
WITH SYNDROME PCO

Ricardo Faundez"?, Olga Sikorska', Tomasz Rokicki', Tomasz Dworniak', Yona Barak®

llnviMed, Europejskie Centrum Macierzynstwa, Warszawa, 2Zaktad Rozrodu Zwierzqt, Andrologii i Biotechnologii Rozrodu,
Katedry Nauk Klinicznych, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej, SGGW w Warszawie, ricardo_faundez@sggw.pl

Cel pracy: Dojrzewanie in vitro (IVM) to jedna z nowszych technik wspomaganego rozrodu.
Leczenie oparte jest na pobraniu niedojrzatych komplekséw oocyt wzgorek jajonosny (OCCs), w
ktoérych oocyt pozostaje w stadium pecherzyka zarodkowego (GV), bez zastosowania lub przy
minimalnej stymulacji hormonalnej. W naszym osrodku procedura ta byta stosowana u pacjentek
z zespotem policystycznych jajnikow (PCOS). Istnieje niewielka liczba doniesien odnoszacych sig do
wptywu zespotu PCO na wynik IVM. Nasza praca miata na celu poréwnaé¢ wyniki dojrzewania,
zaplodnienia, jako$¢ zarodkow oraz odsetek ciaz u pacjentek z zespotem PCO, ktore poddawane byly
procedurze IVM. Materiat i metody: Badaniem retrospektywnym objgto trzydziesci jeden pacjentek,
ktore poddano 41 cyklom IVM w okresie od 08.07.2006 roku do 25.04.2007. Wérod nich 16 pacjentek
bylo okreslonych jako grupa I (miesiaczkujace pacjentki, u ktorych obserwowano 10-20 pgcherzykow
w kazdym z jajnikdéw). Pozostate 15 pacjentek okreslone zostaty jako grupa II. Ta grupa pacjentek
charakteryzowatla si¢ otyloscia, brakiem miesigczek oraz ponad 20 pecherzykoéw jajnikowych w
kazdym z jajnikow, stosunkiem LH>folitropina 2:1. Wszystkie pacjentki byly tagodnie stymulowane
przy uzyciu 150 L.U. Gonal F (Serono, Szwajcaria) w 3-4 dniu cyklu. Pobranie niedojrzatych komorek
jajowych wykonywano przy uzyciu jednokanatowej igly do aspiracji oocytu o rozmiarze 17 (Cook,
Australia), przy zmniejszonym cis$nieniu aspiracji (Dzien-1). Dojrzewanie komorek jajowych
przeprowadzono zgodnie z procedura MediCult IVM System (MediCult, Dania). Po 30 godzinach
hodowli w podtozu IVM (MediCult, Dania) dojrzate oocyty poddawano procedurze ICSI (Dzien-0).
Nastrzyknigte komoérki jajowe hodowano w 50 ul podloza ISM1 (MediCult, Dania). Zaptodnienie
oszacowano 18h po ICSI; podzielone zarodki transferowano w dniu 2 lub 3. Liczba pobranych
oocytow, odsetki zaptodnienia i podzialu, jako$¢ zarodkéw oraz odsetek ciazy porownywano
pomigdzy grupa I a Il przy pomocy nieparametrycznego testu Chi kwadrat z korekcja wedtug Yates’a.
Wyniki: Przecigtny wiek pacjentek w grupie I i II byt podobny (30,1 i 27,6 lat). Srednia liczba
pobranych OCCs na pacjentkg byla znaczaco wyzsza w grupie Il w poréwnaniu do I (odpowiednio
10,7 i 6,9). Nie stwierdzono istotnych roéznic w odsetku OCC, ktore osiagngty MII po 30h pomigdzy
grupami I a II (odpowiednio 72/138 (52,2%) oraz 119/225 (52,9%)), oraz w odsetku zaplodnienia
(64/82 (78,0%) a 120/146 (82,2.%)). Istotna rdznice (p<0,05) stwierdzono w odsetku podziatu
zaptodnionych oocytéw w grupie 1 (59/63 (93,7%)), w porownaniu do II (78/93 (83,9%)). Wyzszy
odsetek 4 blastomerowych zarodkow stwierdzono w 2 dniu w grupie I w poréwnaniu do grupy II
(odpowiednio 35/44 zarodki (79,5%) a 36/54 (66,7%), p<0.05). W obu grupach wykonano 19
transferow zarodkow (ET). W grupie I zakonczylo sig to 5 ciazami (26,3%), natomiast w grupie II 7
ciazami (36,8%). Srednia liczba transferowanych zarodkéw wynosita odpowiednio 2,1 i 2,3 zarodka
na pacjentkg. Wnioski: U pacjentek z grupy I stwierdzono wyzszy odsetek dzielacych si¢ zygot oraz
odsetek zarodkow, ktore osiagnely stadium 4-5 blastomerow w 2 dniu, w porownaniu do pacjentek z
grupy II. U tych pacjentek, otylos¢, brak miesiaczek, oraz bardzo liczne pecherzyki w jajnikach, moga
by¢ zwiazane z gorszym rozwojem zarodkoéw po IVM. Potwierdzono poglad, ze technika IVM jest
skuteczna metoda leczenia pacjentek z PCOS. Poniewaz nasze wyniki sa oparte o mata liczbe
pacjentow, dalsze badanie sg w toku.
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STRATEGIA INDYWIDUALNEGO DOBORU STYMULACJI
MNOGIEGO JAJECZKOWANIA W LECZENIU NIEPLODNOSCI
METODAMI ROZRODU WSPOMAGANEGO MEDYCZNIE

THE STRATEGY OF CHOOSING THE INDIVIDUAL PROTOCOL OF
CONTROLLED OVARIAN HYPERSTYMULATION IN ASSISTED
REPRODUCTIVE TECHNIQUES

Stawomir Wolczynski

Klinika Rozrodczosci i Endokrynologii Ginekologicznej Uniwersytet Medyczny w Biafymstoku WOLCZYNSKI@SITECH.PL

Wprowadzenie  agonistow ,antagonistbw GnRH oraz preparatbw  gonadotropin
zrewolucjonizowato
proces kontrolowanej stymulacji mnogiego jajeczkowania w programach leczenia nieplodnos$ci
metodami rozrodu wspomaganego medycznie. Najczesciej stosuje si¢ standardowe protokoty
stymulacji z ustalonymi dawkami lekéw i czasem ich podawania. Dzigki temu uzyskano wysoka
synchronizacje rozwoju pgcherzykow, minimalny odsetek przedwczesnych owulacji, dobra kontrole
nad przebiegiem cyklu i mozliwo$¢ pobrania 5 — 12 komorek jajowych. Nadal nie rozwigzanym
problemem klinicznym pozostaja nadmierne Iub stabe odpowiedzi na stymulacje, uzyskiwanie
komorek jajowych zlej jakosci przy pozornie prawidtowej reakcji na stosowane leki. Trzeba braé
rowniez pod uwage, ze w najblizszym czasie zostana przygotowane restrykcyjne regulacje prawne,
ktore ogranicza liczbe zaptadnianych komorek jajowych. Moze to w sposdb dramatyczny zmniejszy¢
skuteczno$¢ leczenia nieptodnosci. Wymogiem stanie si¢ prowadzenie stymulacji tak, aby rozwijata
si¢ mata liczba pgcherzykow i mozna byto pobra¢ mata liczbg komorek jajowych, ale dobrej jakosci i
po transferze zarodkow utrzymac¢ wysoki odsetek ciaz. Koniecznos$cia stanie si¢ indywidualny dobor
sposobu stymulacji jajeczkowania. W pracy autor przedstawia jak zgodnie ze wspotczesnym
rozumieniem fizjologii jajnika i wykorzystaniem osiagni¢¢ nauk podstawowych i na ile mozna
indywidualnie dobiera¢ sposob kontrolowanej stymulacji mnogiego jajeczkowania.

73


mailto:wolczynski@sitech.pl

POZAUSTROJOWE UZYSKIWANIE ZARODKOW BYDEA 1 KOZ
IN VITRO EMBRYO PRODUCTION IN CATTLE AND GOAT

Lucyna Katska-Ksiazkiewicz"*
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Znaczacy postep w technikach hodowli in vitro, ktory nastapil w drugiej potowie ubieglego
stulecia, pozwolit na opracowanie metod pozaustrojowego uzyskiwania zarodkow zaré6wno zwierzat
laboratoryjnych jak i gospodarskich, a nawet dziko zyjacych. Badania z tego zakresu sa najbardziej
zaawansowane u bydta. Od czasu kiedy urodzito sig¢ pierwsze cielg z zarodka uzyskanego przy uzyciu
kompleksowej technologii in vitro uptyngto juz ponad 20 lat [Lu i wsp., 1988], a pierwsze w kraju
ciele uzyskalismy w Balicach juz przeszto 18 lat temu [Katska i wsp., 1991]. Obecnie mozemy
uzyska¢ ponad 90% dojrzatych in vitro oocytow, ponad 80% zaptodnionych oocytow i ponad 70%
oocytow podejmujacych po zaptodnieniu rozwdj zarodkowy. Jednakze, mimo znacznego
udoskonalenia technik hodowli zarodkow, znaczna ich czgs¢ nie osiaga bardziej zaawansowanych
stadidow rozwoju przedimplantacyjnego, zarowno w warunkach laboratoryjnych jak i po przeniesieniu
do drég rodnych biorczyn, i nawet w najbardziej optymalnych warunkach tylko 30 do 40% uzytych do
zaplodnienia oocytow wykazuje pelny potencjat rozwojowy. Przyczyny tej redukcji zdolno$ci
rozwojowych sa do$¢ ztozone. W referacie oméwione zostana proby zwigkszenia kompetencji
rozwojowych dojrzewajacych in vitro oocytow, zdolno$ci zaptadniajacej plemnikow i kompetencji
rozwojowych uzyskanych in vitro zarodkow. Metoda pozaustrojowego uzyskiwania zarodkow
bydlecych jest wykorzystywana w wielu krajach w celach komercyjnych, dla zwigkszenia liczby
cielat od dawcow cennych pod wzgledem genetycznym. W potaczeniu z technika przyzyciowego
pobierania oocytow (OPU) technologia IVP stuzy jako alternatywna lub integralna metoda programow
hodowlanych MOET. Dla przyktadu: w Europie w 2006 r. wyprodukowano w celach komercyjnych
ogotem 13942 zarodki, z ktorych 7734 pochodzito z OPU, a 6208 z oocytow pozyskiwanych z
jajnikow bydta rzeznego. Z tych zarodkéw 6845 przeniesiono zsynchronizowanym biorczyniom —
stanowito to ogotem 7,2% ogodtu zarodkow uzytych do transferu. Na podobnym poziomie ten odsetek
utrzymuje si¢ od kilku lat [dane AETE, 23 Annual Meeting, Alghero, Sardinia, 2007].

U koéz, podobnie jak u bydla, mozliwe jest uzyskanie od okoto 70 do nawet 90 % dojrzatych
in vitro oocytow, z ktorych po zaptodnieniu pozaustrojowym od 50 do 70 % podejmuje rozwoj
zarodkowy. Prowadzone przez nas badania doprowadzily do znacznego udoskonalenia metody
zaplodnienia pozaustrojowego, tj. do opracowania skutecznego sposobu kapacytacji, zarowno
$wiezego jak i mrozonego nasienia kozla [Katska-Ksigzkiewicz i wsp., 2002; 2004; 2007]. Uzycie
opracowanej przez nas metody pozwala na uzyskanie zarodkéw zdolnych do prawidlowego rozwoju
in vitro (ponad 30 % zygot rozwija sie do stadium blastocysty) oraz pelnego rozwoju in vivo [Katska-
Ksiazkiewicz 1 wsp., 2002; 2004; 2007; 2008]. W potaczeniu z niechirurgicznym uzyskiwaniem
niedojrzatych oocytow (technika LOPU - laparoscopic ovum pick up) metoda pozaustrojowego
uzyskiwania zarodkow kozich moze znalez¢ zastosowanie aplikacyjne, podobnie jak to ma miejsce u
bydta [Katska-Ksiazkiewicz i wsp., 2008].
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POTENCJE ROZWOJOWE
ZARODKOW ZWIERZAT GOSPODARSKICH IN VITRO

THE DEVELOPMENT POTENTIAL
OF FARM ANIMAL EMBRYQOS
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Uzyskiwanie zarodkow zwierzat gospodarskich in vitro oparte jest na procedurze obejmujace;j
dojrzewanie in vitro oocytéw, zaptodnienia in vitro dojrzatych oocytow oraz hodowlg zarodkéw in
vitro. Potomstwo po przeniesieniu do biorczyn zarodkéw uzyskanych in vitro otrzymano u owiec,
bydta, $wini i kozy. Natomiast u koni niniejsza biotechnika nastr¢gcza wiele probleméw, choc
uzyskano juz Zrebigta. Procedura uzyskiwania zarodkéw zwierzat gospodarskich in vitro stosowana
jest obecnie na szeroka skale i uwazana jest za jedna z najwazniejszych biotechnik w rozrodzie,
bowiem taczy hodowle zwierzat z biotechnologia i medycyna.

Jakkolwiek w wigkszosci przypadkow potomstwo otrzymane po przeniesieniu zarodkoéw
uzyskanych in vitro nie rézni sie ani anatomicznie, ani fizjologicznie od potomstwa otrzymanego w
warunkach naturalnych to jednak zdolnosci rozwojowe zarodkow uzyskanych in vitro sa nizsze w
porownaniu z zarodkami in vivo. Po przeniesieniu do biorczyn zarodkow zwierzat gospodarskich
uzyskanych in vitro odsetek potomstwa jest nizszy niz zarodkéw in vivo. Wynika to z niedoskonatych
warunkow in vitro podczas dojrzewania, a nastepnie zaptodnienia oraz hodowli, co moze prowadzi¢
do obnizenia potencji rozwojowych zarodkow lub do ich $mierci.  Spo$rdéd rodzajow $mierci
wyrdznia si¢: martwice, Starzenie, apoptoze, cho¢ rowniez moze by¢ obserwowana autofagia oraz
katastrofa mitotyczna. Do zaburzen w rozwoju zarodkow nalezy zaliczy¢: zmieniony metabolizm,
nieprawidlowe wlaczenie si¢ genomu zarodkowego, wadliwa ekspresje gendéw, zaburzenia
chromosomowe oraz wystapienie zaburzen w epigenetycznych modyfikacjach.

Zaburzenia moga ujawni¢ si¢ podczas rozwoju zarodkoéw in vitro lub tez znacznie pozniej,
czyli w rozwoju przed- i poimplantacyjnym, a takze w rozwoju postnatalny osobnikow. Moga one
prowadzi¢ do $mierci lub tez do wystapienia: wodogtowia, niedorozwoju lub uszkodzenia mézgu,
nieprawidlowego rozwoju konczyn, powigkszenia serca i watroby, wystapienia probleméw z
oddychaniem, jak rowniez wystapienia syndromu duzego potomstwa.
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MODYFIKACJE OOCYTOW I ZARODKOW SWINI DLA CELOW
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Oocyty i zarodki ssakow posiadaja wiasna gatunkowa specyfikg. Typowym przyktadem sa
oocyty i zarodki $wini, ktore na tle innych gatunkow ssakow, charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia
zwiazkéw ttuszczowych zgromadzonych w cytoplazmie glownie w postaci kropli lipidowych. Krople
lipidowe skladaja si¢ z mieszaniny roznych typow lipidow otoczonych pojedyncza warstwa
fosfolipidow o zréznicowanym sktadzie. Zawarte w kroplach lipidy stanowia element struktury blony
komoérkowej oraz cytoplazmy, jak réwniez pelnia wazna role jako zrodio energii niezbgdne do
prawidtowego rozwoju komorki jajowej. Jednak z punktu widzenia kriokonserwacji ich obecno$¢ w
komorkach zarodkowych jest niekorzystna.

W referacie przedstawione sa aktualne mozliwosci modyfikacji oocytow i zarodkow $wini
miedzy innymi za pomoca czynnikéw fizycznych takich jak wirowanie czy zwigkszone cisnienie,
chemicznych takich jak cytochalazyna B czy D, jak tez manipulacji mikrochirurgicznych czy hodowli
in vitro oraz implikacje biotechnologiczne tych zabiegow.
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NOWE METODY TRANSFORMACJI OOCYTOW I ZYGOT W
TRANSGENEZIE ZWIERZAT HODOWLANYCH

NEW METHODS OF OOCYTES AND ZYGOTES TRANSFORMATION
IN FARM ANIMALS TRANSGENESIS
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W wyktadzie omdéwiono nowe metody transformacji zygot i zarodkéw zwierzat hodowlanych
w odniesieniu do standardowej mikroiniekcji DNA.

Mikroiniekcja ,,wielowektorowa”: technika polegajaca na jednoczesnym wstrzykiwaniu dwu
lub wigcej wymieszanych konstrukcji genetycznych. Stwarza mozliwos¢ uzyskania integracji i
ekspresji jednego, rzadziej wszystkich wprowadzonych genow.

,, Transgeneza pigtrowa”. metoda polegajaca na wprowadzaniu serii konstrukcji genowych,
ktore maja za zadanie spowodowanie kolejnych modyfikacji w tancuchu $wiadomie zaplanowanych
zmian u transgenicznych osobnikéw - np. w celu modyfikacji uktadu immunologicznego. Kolejne
wektory wprowadzane sa do komorek jajowych uzyskanych od transgenicznych samic krytych badz
inseminowanych nasieniem transgenicznych samcow. Korzy$cia takiego postgpowania jest
zwigkszenie liczby osobnikow transgenicznych z wczesniej utrwalong cecha oraz mozliwo$é
uzyskania osobnikoéw wyposazonych w kolejna, pozadana cechg.

Wykorzystanie najnowszej generacji konstrukcji genowch — wektorow lentiwirusowych.
Wektory lentiwirusowe nie maja zdolnosci do samoistnego przenikania przez ostonke przejrzysta
zaptodnionych komorek jajowych, wektory genetyczne bazujace na nich, nalezy wprowadzi¢ do
przestrzeni okolozottkowej. Efektywnos¢ zastosowania tych nosnikow jest bardzo wysoka. Wektory
lentiwirusowe maja kilka bardzo waznych cech: moga przenosi¢ kilka genéow (do trzech
jednoczesnie), co pozwala na spowodowanie szeregu okreslonych, wspoétzaleznych zmian w genomie
biorcy. Charakteryzuja si¢ umiarkowana ekspresje genow w calym organizmie gospodarza i indukuja
niewielka odpowiedz immunologiczna. W rezultacie polaczenia z materialem genetycznym
gospodarza powoduja dlugoterminowa ekspresje genu.

Z literatury wynika, ze metoda wykorzystujaca tego typu noéniki egzogennej informacji
genetycznej, ze wzgledu na jej wysoka efektywno$¢ i mozliwos¢ wprowadzania wigcej niz jednego
genu, w niedalekiej przysztosci stanie si¢ wiodaca metoda w produkowaniu zwierzat transgenicznych.
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SESJA VII

Zywieniowe i Srodowiskowe uwarunkowania proceséw rozrodu
u ludzi i zwierzat

SESSION VII

Environmental and nutritional conditioning of reproductive
processes in humans and animals
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WPLYW FITOESTROGENOW NA WYDZIELANIE
ANDROGENOW NADNERCZOWYCH MOZLIWOSC ZABURZEN
ROZRODU ZWIERZAT

THE INFLUENCE OF PHYTOESTROGENS ON ADRENAL
ANDROGENS RELEASE - POSSIBILITY OF ANIMAL
REPRODUCTION DISORDERS
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Fitoestrogeny to zr6znicowana grupa zwiazkow pochodzenia roslinnego. Substancje te sa obecne W
catych roélinach, ich nasionach oraz przetworach z nich pochodzacych. Bogate w fitoestrogeny sa
ro$liny motylkowe (soja, koniczyna czerwona, lucerna), ktore sa podstawowym sktadnikiem pasz dla
zwierzat gospodarskich a takze wchodza w sktad diety ludzi. Przetwory soi, bedace zrodtem wysokiej
jakos$ci biatka, powszechnie stosuje si¢ w przemystowych mieszankach dla zwierzat domowych oraz
w dietach wegetarianskich. Produkty te (Sruta poekstrakcyjna, koncentraty biatka czy izolowane
biatko soi) zawieraja znaczne ilosci izoflawonow (jednej z klas fitoestrogenow), w tym genisteiny i
daidzeiny. Czasteczki tych fitoestrogenéw zawieraja pierscien fenolowy, co powoduje ich
podobienstwo strukturalne do estrogenéw zwierzecych. Konsekwencja takiej budowy chemicznej jest
ich aktywnos$¢ estrogenna i mozliwos¢ wpltywu na organizm zwierzat. Szacuje si¢, ze fitoestrogeny
maja ponad tysiac razy stabsze dzialanie niz endogenne (zwierzece) hormony o budowie steroidowej —
estradiol i estron. Jednak zawarto$¢ estrogenow roslinnych w pokarmie ludzi i zwierzat moze by¢ na
tyle znaczaca, ze zrekompensuje ich stabsza aktywnos¢ biologiczna.

Wplyw fitoestrogenéw na procesy rozrodu zwierzat jest przedmiotem badan od ponad pot wieku. W
ostatnich latach opublikowano wyniki szeregu doswiadczen, zardéwno in vivo jak i in vitro,
probujacych wyjasni¢ mechanizmy i efekty dziatania tych zwiazkéw w uktadzie rozrodczym roznych
gatunkow.

Dotychczas stosunkowo niewiele uwagi poswigcano wptywowi fitoestrogenéw na funkcjonowanie
kory nadnerczy u ludzi i zwierzat a mechanizm ich dziatania jest stabo zbadany. Badania z
zastosowaniem roznych izoflawondéw wskazuja na hamujacy wplyw fitoestrogenéw na wydzielanie
glikokortykoidéw (kortyzolu lub kortykosteronu). Z drugiej strony wyniki do$wiadczen in vitro
wykazaty stymulujace dziatanie fitoestrogendow na sekrecje androgenéw nadnerczowych
(dehydroepiandrosteronu, siarczanu  dehydroepiandrosteronu i1 androstendionu). Obnizanie
wydzielania glikokortykoidow przez fitoestrogeny moze by¢é w warunkach in vivo niwelowane przez
zwigkszong sekrecj¢ ACTH. W konsekwencji przywracana jest rtOwnowaga w produkcji kortykoidow
a podwyzszona przez fitoestrogeny produkcja androgenéw nadnerczowych dodatkowo wzrasta pod
wplywem ACTH. Obecnie wiadomo, ze mimo stosunkowo stabej aktywno$ci, androgeny
nadnerczowe, bedace prekursorami steroidow piciowych (estradiolu i testosteronu), moga w pewnych
warunkach zaburza¢ procesy rozrodu ludzi i zwierzat. Podwyzszone stezenia androgenow
nadnerczowych sa obserwowane u kobiet z zespolem jajnikdw policystycznych (PCOS).
Nieprawidtowe koncentracje androgenéw stwierdza si¢ takze u zwierzat z cystami jajnikowymi.
Dlatego przypuszcza si¢, ze rowniez u nich androgeny nadnerczowe moga generowaé powstawanie
cyst i sprzyjac¢ bezptodnosci.

Niewykluczone jest zatem, ze niektore oddziatywania fitoestrogenéw na organizm zwierzat (w tym
uktad rozrodczy) zachodza za posrednictwem androgenow wydzielanych przez nadnercza.

Praca finansowana przez MNiSW (projekty badawcze: N N311 274034 oraz 522-0206.0206)
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W pracy oceniano wplyw dlugoterminowej eksperymentalnej intoksykacji zearalenonu na
koncentracje¢ zearalenonu, progesteronu i estradiolu 17 w osoczu krwi suk. Zearalenon (ZEA) jest
niesteroidowa mikotoksyna o dziataniu estrogennym, jak rowniez specyficznym hormonem
regulujacym rozmnazanie ptciowe Fusarium (stadium piciowe - Gibberella zeae). Do organizmow
zwierzat zwigzek ten dostaje si¢ wraz z zanieczyszczona pasza (karma). ZEA jest w znacznej mierze
(80-85%) szybko wchtaniany z przewodu pokarmowego oraz metabolizowany

Celem badan bylo okreslenie wptywu dlugoterminowej, doustnej intoksykacji ZEA na
koncentracj¢ progesteronu, estradiolu 170 i samego zearalenonu w osoczu krwi suk.

Materialy i metody

Doswiadczenie zostalo przeprowadzone na 9-ciu dojrzatych pitciowo, klinicznie zdrowych
sukach w fazie anestrus, w wieku 1-3 lata, ktore zostaty podzielone na 2 grupy do$wiadczalne oraz
kontrolna. Zwierzeta grup doswiadczalnych otrzymywaty odpowiednio 25pg/kg m.c. lub 50pg/kg m.c.
ZEA per os przez okres 100 dni. W osoczu krwi oznaczano koncentracj¢ ZEA i obu hormonow w
odstgpach tygodniowych. Poziom progesteronu i estradiolu 17B oznaczano metoda radio-
immunologiczna, w dwoch powtoérzeniach,. Roztwory przeciwcial antyprogesteronowych oraz
antyestradiolowych otrzymane od prof. B. Hoffmana z Uniwersytetu im. J.Liebiega w Giessen.
Oznaczanie ZEA w osoczu krwi wykonane zostato, stosujac taczne techniki separacji z uzyciem
kolumienek powinowactwa immunologicznego, i wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detekcja fluoroscencyjna.

WyniKi

Obecnos¢ ZEA stwierdzono juz w 30 minucie, a takze przez caly okres eksperymentu.
Wysoka koncentracje ZEA obserwowano w 6-9 tygodniu (od 9,34 do 124,33 ng/ml.). Stanowi
intoksykacji towarzyszyly rowniez zaburzenia w koncentracji progesteronu (do 25-30 ng/ml) zaleznie
od dawki ZEA oraz wzrastajaca koncentracj¢ estradiolu 17 (do 33 pg/ml). Tego rodzaju zaburzenia
hormonalne sa podobne do stwierdzanych podczas réznych stanéw patologicznych w drogach rodnych
suk.

Whioski

Z badan dlugoterminowj eksperymentalnej intoksykacji ZEA suk podczas fazy anestrus,
mozna przypuszczaé, ze majaca miejsce mikotoksykoza zearalenonowa powoduje zmiany w
koncentracji estradiolu 17-p i progesteronu zaleznie od dawki ZEA otrzymywanego przez zwierzeta.
Nizsza dawka ZEA powodowata zmiany koncentracji badanych hormonéw do wartosci podobnych
podczas torbielowatego rozrostu btony Sluzowej macicy. Podczas intoksykacji wyzsza dawka ZEA
powstawala sytuacja hormonalna podobna do wystepujacej podczas samorzutnej postaci ropomacicza.
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WPLYW CHLOROORGANICZNYCH KSENOBIOTYKOW NA
CZYNNOSC MACICY I JAINIKA KROWY: MECHANIZM
DZIALANIA

EFFECT OF CHLORORGANIC XENOBIOTICS ON FUNCION OF
UTERUS AND OVARY IN COW: MECHANISM OF ACTION

Michat Wrébel, Jarostaw Mtynarczuk, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn,
E-mail: wrobel@pan.olsztyn.pl

Wraz z rozwojem gospodarczym, do §rodowiska przenikngto szereg substancji chemicznych
(tzw. ksenobiotykow), wsrod nich polichlorowane bifenyle (PCBs) - odpady poprzemystowe oraz
dwuchlorodwufenylotrojchloroetan (DDT), wciaz wykorzystywany jako insektycyd. Lipolityczna
natura oraz odporno$¢ na biodegradacj¢ tych substancji, umozliwiaja im akumulacje w tkankach
zwierzat 1 ludzi. Substancje te nasladujac dziatanie naturalnych regulatorow funkcjonowania uktadu
rodnego, moga istotnie uposledzi¢ procesy rozrodu, podczas gdy warunkiem osiagnigcia sukcesu
rozrodczego, jest prawidlowe funkcjonowanie oraz niezakldécone wspodtdziatanie macicy, jajowodu i
jajnika. Dlatego okres$lenie mechanizmu dziatania ksenobiotykow na poziomie komorki, moze
stanowi¢ podstawe dla peliejszego zrozumienia wplywu skazenia srodowiska na rozréd. Wazne jest
to zarowno ze wzgledow poznawczych, jak i ekonomicznych.

Wplyw PCBs i DDT byt badany przy uzyciu modelu in vitro, ktory nasladowat (do 72 godz.)
ich oddzialywanie w $érodowisku. Uzyte dawki pokrywaly si¢ z wielkosciami oznaczanymi w
tkankach zywych organizméw (0.1-10 ng/ml) oraz imitowaly efekt incydentalnego skazenia
srodowiska (100 ng/ml). Zaréwno PCBs oraz DDT uposledzaty aktywno$¢ motoryczna macicy krowy,
zwigkszajac site podstawowego i stymulowanego OT skurczu skrawkow migsniowki, pobranych od
cyklicznej lub cigzarnej samicy. Mechanizm obserwowanego efektu ksenobiotykow na tkanke
rozpatrywano na poziomie komorkowym. Badane ksenobiotyki nie wykazaly cytotoksycznego
wplywu na komorki: endometrium, miometrium, lutealne i granulozy. Dlatego obserwowany wptyw
PCBs i DDT nie mogt by¢ pochodna obnizonej przezywalnosci komorek, pobranych z macicy i
jajnika. Wzrost podstawowej kurczliwosci migsniowki moze by¢ wynikiem zwigkszenia mobilizacji
wewnatrzkomorkowych jonow wapnia oraz podwyzszonej sekrecji PGF2a, co wykazano w
miometrium pod wptywem dziatania PCBs. Zwigkszenie przez PCBs i DDT sekrecji PGF2a oraz brak
wplywu lub zmniejszenie uwalniania PGE2 z endometrium, a wigc zaburzenie proporcji migdzy
PGF2a i PGE2, moze dodatkowo wzmocni¢ ten efekt. Opisane zwigkszenie sekrecji PGF2a z tkanek
macicy, moze zwrotnie wptyna¢ na jajnik stymulujac uwalnianie OT, a wigc kolejnego czynnika
stymulujacego kurczliwo$¢ miesnidwki. Zwlaszcza, iz PCBs 1 DDT réwniez bezposrednio zwigkszaty
sekrecj¢ OT z komorek lutealnych i granulozy jajnika. Natomiast OT moze zwrotnie zwigkszy¢
uwalnianie PGF2a z macicy. To sugeruje, ze ksenobiotyki moga by¢ uznane za czynniki luteolityczne.
U podstaw przedstawionego efektu komorkowego leza zaburzenia, wywolane na poziomie
molekularnym. PCBs 1 DDT, zwigkszaly ekspresj¢ genéw NPI/OT oraz PGA, zwiazanych z synteza i
potranslacyjng przemiang OT w komorkach granulozy i lutealnych jajnika. Mimo, Zze nie wykazano
podobnego wptywu PCBs na ekspresjg genow dla enzymow (COX-2, PGFS) zwiazanych z synteza
PGF20 w macicy, to zablokowanie syntezy prostaglandyn przez indometacyng, blokera COX-2,
wyraznie znosito stymulujacy efekt PCBs na kurczliwo$¢ miometrium.

Podsumowujac, PCBs, DDT i jego metabolity juz w $ladowych ilosciach upos$ledzaja
aktywno$¢ motoryczng macicy oraz czynno$¢ jajnika. Zachodzi to poprzez zaktocenie zardwno
sekrecji jak 1 syntezy szeregu hormondw oraz na drodze zaklocenia wewnatrzkomorkowego przekazu
informacji.

Praca wykonana w ramach grantu N308 023 31/1970
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METABOLIZM PCB3 W JAINIKU: AKTYWACJA
CYP1A1,CYP2B1,CYP1A2

METABOISM OF PCB3 IN THE OVARY. ACTIVATION OF
CYP1A1,CYP2B1,CYP1A2

Anna Ptak, Ewa L.. Gregoraszczuk

Zaklad Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Ingardena 6, 30-060 Krakow.
e-mail: aptak@zuk.iz.ujd.edu.pl

Wstep: W przeciwienstwie do wysoko chlorowanych kongenerow PCB nazywanych ,trwalymi
kongenerami” kongenery nisko chlorowane, ktérych przedstawicielem jest PCB3, okreslane mianem
»epizodycznych konteneréw” ulegaja szybkiemu metabolizmowi. W metabolizm tych zwiazkoéw
zaangazowane sg cytochromy z rodziny CYP1, CYP2 i CYP3, biorace udzial w przemianach zarowno
endogennych jak i egzogennych substratow. Wyniki naszych badan wskazujace na wyzsza aktywnosc¢
estrogenna metabolitéw PCB3 w poréwnaniu do zwiazku wyj$ciowego sugeruja, ze metabolizm tych
zwiazkow nie prowadzi do ich dezaktywacji.

Cel pracy: okreSlenie potencjalnych zdolnosci komorek jajnikowych do metabolizmu
ksenoestrogenow.

Materialy i metody: Kokultury komérek warstwy ziarnistej oraz ostonki wewnetrznej pecherzyka
jajnikowego $wini hodowano przez 48 godzin w obecno$ci PCB3 (6ng/ml) lub 17p-estradiolu
(E2),(6ng/ml). Przeprowadzono trzy eksperymenty: Expl miat na celu zbadanie aktywnosci enzymow
metabolizujacych. Aktywno$¢ enzymu CYP1A1 oznaczana metoda EROD, CYP1A2 metoda MROD
oraz CYP2B1 metoda PROD; Exp2 miat na celu zbadanie aktywacji receptoréw AhR oraz ERa i ERB
pod wplywem PCB3. Ekspresje receptorow badano metoda Western Blot; Exp3 mial na celu
okreslenia udziatu receptorow AhR i ER w aktywacji CYP1Al. W badaniach tych uzyto 4-
hydroksytamoxifenu (TMX, 10uM) inhibitora receptoréw estradiolowych (ER) oraz a-naftoflawonu
(ANF, 10puM) inhibitora receptoréw AhR.

Wyniki: Wykazano aktywnos¢ CYP1A1>CYP2BI>>CYP1A2 w jajniku $wini. Wykazano
porownywalna do E2 aktywacje i enzymu CYPIA1l i CYP2B1 pod wptywem PCB3. Badajac
mechanizm aktywacji enzymu CYPI1A1l w jajniku zaobserwowano niemal catkowite wygaszenie
aktywnosci tego enzymu pod wpltywem ANF, zaréwno w komoérkach kontrolnych jak i traktowanych
badanymi czynnikami. Ponadto, obserwowano spadek aktywnos$ci CYP1Al pod wplywem TMX.
Nie obserwowano wptywu PCB3 na ekspresje receptora AhR i ERa, natomiast obserwowano spadek
ekspresji biatka dla ERp.

Whioski: Rezultaty otrzymane wskazuja na: 1) istnienie w pecherzyku jajnikowym aktywnych
cytochromow CYP1Al, CYPIA2, CYP2BI 2) mozliwos¢ lokalnego metabolizmu PCB3 w
pecherzyku jajnikowym poprzez cytochromom CYP1A1, CYP2B1 3) brak udziatu receptorow AhR
w indukcja cytochromu CYP1A1 przez PCB3, 4) prawdopodobienstwo dziatania PCB3 jako agonisty
receptora ER[.

Finansowane przez: projekt badawczy numer 0431/PO4/04/27 oraz DS./BiNoZ/1Z/KF/772/2007
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WPLYW AROCLORU 1254 ORAZ ANALOGU GNRH NA SEKRECJE
LH I OWULACJE U SAMIC KARASIA
(CARASSIUS AURATUS GIBELIO BLOCH)

EFFECT OF AROCLOR 1254 AND GNRH-A ON THE LH SECRETION
AND OVULATION IN FEMALE GOLDFISH
(CARASSIUS AURATUS GIBELIO BLOCH)

Magdalena Socha', Mirostawa Sokotowska-Mikolajczyk', Tomasz Mikolajczyk®,
Pawet Szczerbik', Jarostaw Chyb', Piotr Epler*

Katedra Ichtiobiologii i Rybactwa Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie
ul. T. Spiczkowa 6, 30-199 Krakéw, e-mail: msocha@ar.krakow.pl

Cel pracy: Podjete eksperymenty miaty na celu wyjasni¢, czy in vivo testowane dawki Arocloru 1254
podawanego dootrzewnowo lub dojelitowo wplyna na wydzielanie gonadotropiny dojrzewania i
owulacj¢ u dojrzatych piciowo samic karasia poddanych kilkudniowej ekspozycji na polichlorowane
bifenyle (PCB).

Material i metody: Doswiadczenia wykonano w okresie okolotartowym (czerwiec) na 80 dojrzatych
ptciowo samicach karasia. Aroclor 1254 podawano dootrzewnowo lub dojelitowo w odpowiednich
koncentracjach (0.01; 0.1 oraz 1 mg kg * masy ciata) przez 3 dni. Nastepnie pobrano krew i
zainiekowano GnRH (czas ,,0”). Kolejne proby krwi pobierano po 6, 12 i 24 godzinach w kazdym
eksperymencie. Poziom LH okre$lono uzywajac metody ELISA.

Wyniki: Dojelitowe podanie najnizszej dawki Arocloru (0,01 mg kg * masy ciata) spowodowato
statystycznie istotny wzrost spontanicznej (czas ,,0”) sekrecji gonadotropiny dojrzewania w
porownaniu do grupy kontrolnej. Inieckcja analogu GnRH spowodowata wzrost wydzielania LH (po 6,
12 oraz 24 godzinach), ale wzrost ten nie roznit si¢ statystycznie pomigdzy grupami
eksperymentalnymi a kontrolna. W drugim do$wiadczeniu po dootrzewnowym podaniu Arocloru nie
stwierdzono zmian w spontanicznej sekrecji LH (czas ,,0”), natomiast po 6 godzinach od iniekcji
GnRH stwierdzono statystycznie istotny spadek stymulowanego wydzielania LH we wszystkich
grupach doswiadczalnych w porownaniu do grupy kontrolnej. W dalszej czgsci eksperymentu (12 i 24
godziny) nie stwierdzono istotnych réznic w ilosci uwolnionego LH. W obydwu doswiadczeniach nie
stwierdzono istotnego wptywu podawanych zwiazkéw na owulacje¢ u samic karasia.

Whioski: Uzyskane wyniki (stymulacja oraz hamowanie) w do$wiadczeniach in vivo nie wskazuja
jednoznacznego dziatania Arocloru 1254 na wydzielanie LH u samic karasia w okresie
okototartfowym. Jednak obserwowane zmiany w sekrecji gonadotropiny dojrzewania sugeruja, ze
polichlorowane bifenyle moga zakléca¢ rozréod ryb zaburzajac regulacje hormonalna m.in. na
poziomie przysadki mozgowej.
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ROLA LEPTYNY W REGULACJI OSI PODWZGORZOWO-
PRZYSADKOWO-JAINIKOWEJ W CZASIE CYKLU I CIAZY U
SWINI

ROLE OF LEPTIN IN THE REGULATION OF HYPOTHALAMIC-
PITUITARY-GONADAL AXIS DURING THE OESTROUS CYCLE AND
PREGNANCY IN THE PIG

Gabriela Siawrys, Nina Smolinska, Tadeusz Kaminski, Jadwiga Przata

Katedra Fizjologii Zwierzqt, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 1A, 10-718
Olsztyn, gabri@uwm.edu.pl

Leptyna, jest hormonem biatkowym (16 kDa) kodowanym przez gen ob. Glownym jej
zrodlem jest biata tkanka tluszczowa, ale jest rowniez wytwarzana przez mézg, migsnie szkieletowe,
zoladek 1 uktad rozrodczy. Badania ostatnich kilkunastu lat wykazaty, ze hormon ten bierze udziat w
kontroli wielu procesow fizjologicznych zwiazanych z rozrodem, miedzy innymi przyspiesza
dojrzewanie piciowe, wpltywa na ptodnos¢, implantacjg¢ zarodka i rozwdj ptodu. Leptyna kontroluje
funkcje rozrodcze dziatajac poprzez o$ podwzgorze-przysadka-gonady (HPG), o czym S$wiadczy
zlokalizowanie jej receptorow na wszystkich poziomach tej osi. Wykazano jej bezposredni wptyw na
uwalnianie GnRH w podwzgorzu, gonadotropin w przysadce i steroidow w jajniku.

Stosujac metody RT-PCR i hybrydyzacje in situ, zlokalizowano transkrypt genu leptyny i jej
receptora w strukturach osi HPG u $§wini w fazie lutealnej cyklu rujowego oraz w okresie wczesnej
ciazy 1 wykazano ze poziom ekspresji tych genow jest zroznicowany. Dotychczas nie zbadano czy u
tego gatunku w strukturach osi HPG wystepuje ekspresja biatka leptyny i jej receptora. Stad celem
badan podjetych przez nasz zespdt bylo okreslenie poziomu ekspresji biatka leptyny oraz izoformy
dlugiej receptora leptyny (OB-Rb) w podwzgdérzu [obszarach: podstawno-przysrodkowym (MBH),
przedwzrokowym (POA), szyputa wyniosto$¢ posrodkowa (SME)], przysadce (ptat przedni — AP i
nerwowy — NP) i jajniku (ciatko zotte — CL, zrab — OS) $win w fazie lutealnej cyklu rujowego (10-12 i
14-16 dzien) i wezesnej ciazy (14-16 i 30-32 dzien).

Przy uzyciu metody Western blot, wykazano ze u $wini leptyna jest produkowana w
podwzgoérzu (MBH, POA, SME), przysadce (AP, NP), ciatku z6ttym i zrgbie jajnika w badanych
okresach cyklu rujowego i ciazy. Stwierdzono réwniez ekspresj¢ biatka receptora OB-Rb we
wszystkich badanych tkankach pobranych od $win cyklicznych i cigzarnych. Zaobserwowano ze
poziom ekspresji biatka leptyny oraz jej receptora w badanych tkankach $wini ulega fluktuacji w
czasie cyklu i ciazy. Interesujace okazaty si¢ porownania poziomu ekspresji biatka leptyny/OB-Rb w
strukturach osi HPG pomigdzy ciaza i cyklem rujowym. W odniesieniu do ekspresji biatka leptyny,
wykazano istotnie nizsza koncentracj¢ biatka w MBH i NP podczas ciazy w poréwnaniu do cyklu.
Odwrotna zalezno$¢ zaobserwowano w POA, SME, AP i OS. Natomiast w CL stwierdzono
zrdznicowane poziomy tej ekspresji pomigdzy ciaza i cyklem. W odniesieniu do ekspresji biatka OB-
Rb, wyzszy poziom biatka wykazano w SME, NP i OS w ciazy niz w czasie cyklu. Z kolei w AP i CL
zauwazono istotne obnizenie. W MBH i POA poziom ekspresji tego biatka byt zréznicowany
pomigdzy okresami ciazy i cyklu.

Przedstawione badania wskazuja ze u $wini leptyna jest produkowana w strukturach osi HPG,
a obecnos¢ funkcjonalnego receptora sugeruje jej udziat w auto/parakrynnej regulacji funkcjonowania
podwzgorza, przysadki i jajnika w fazie lutealnej cyklu rujowego i wczesnej ciazy. Ponadto
zrdznicowane poziomy ekspresji biatka leptyny i OB-Rb w czasie cyklu i ciazy przemawiaja za
udziatem estrogenéw i/lub LH w regulacji ekspresji tych biatek, ale to wymaga dalszych badan.

Praca finansowana z grantu KBN - projekt nr PBZ KBN-084/P06/2002
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WPLYW ZMIANY OSWIETLENIA W RYTMIE DZIEN/NOC OKRESU
LETNIEGO NA WYTWARZANIE TLENKU WEGLA W SIATKOWCE
OKA I STEZENIE HORMONOW PLCIOWYCH WE KRWI
OBWODOWEJ U SAMCA KRZYZOWKI SWINI DOMOWEJ I DZIKA

THE INFLUENCE OF LIGHTING CHANGES ON CIRCADIAN
PRODUCTION OF CARBON MONOXIDE IN THE RETINA AND SEX
HORMONES CONCENTRATION IN SYSTEMIC BLOOD OF
DOMESTIC PIG AND WILD BOAR CROSSBREED IN SUMMER

Marek Koziorowski’, Stanistawa Stefaﬁczyk—Krzymowskaz, Ewelina Kowal®, Przemystaw Gilun?,

Anna Tabecka-Eonczynska', Marian Kaminski®.

! Zaktad F izjologii i Rozrodu Zwierzqt, Uniwersytet Rzeszowski, 35-959 Rzeszow , ul. Rejtana 16C,
mkozioro@univ.rzeszow.pl: , 2. Zaklad Lokalnych Regulacji Fizjologicznych, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci
PAN, 10-747 Olsztyn, ul. Tuwima 10° Katedra Chemii Analitycznej, Politechnika Gdariska,

80-952 Gdansk ul. Narutowicza 11/12

Prezentowane wyniki sa efektem pierwszego etapu rozleglych badan, ktore maja odpowiedzie¢ na
pytania: 1/ czy informacja o zmianie o$wietlenia w rytmie dzien/ noc i w sezonie moze dociera¢ do
osrodkowego uktadu nerwowego samca droga humoralng oparta na przenikaniu W
okotoprzysadkowym kompleksie naczyniowym do krwi tgtniczej tlenku wegla (CO), wytwarzanego w
siatkdbwce oka pod wplywem s$wiatla, oraz 2/ czy CO jako humoralny nosénik informacji moze
wptywaé droga genomowa na synteze hormondéw gonadotropowych i steroidowych. Przedstawione
wyniki dotycza wpltywu $wiatla dziennego na wytwarzanie CO w siatkdwce oka oraz stezenie
hormonéw piciowych we krwi obwodowe;j.

Material i metody:

Do badan uzyto 4 knurki $winiodzika od ktorych pobrano proby krwi zylnej odptywajacej z oka, przez
kaniule wprowadzona przez zyl¢ katowa oka do ocznej zatoki zylnej. Badania przeprowadzono w
okresie najdtuzszych dni roku (18-24 czerwca). Proby krwi pobrano w dzien o godz.: 4, 8; 12; 16; 20 i
w nocy o godz.: 22; 24; 2. Dodatkowo pobrano proby krwi obwodowej. We krwi odplywajacej z oka
oznaczono stgzenie CO metoda chromatografii gazowej, po jego wyeluowaniu helem i
przeprowadzeniu w metan w reaktorze metanizacji, w temp. 350C. Stezenie hormondéw oznaczano
metoda RIA.
Wyniki:
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Wykazano ze w dzien (godz. 4-20) z oczna krwia zylna odpltywa dwukrotnie wigksza ilo§¢ CO niz z
okresie ciemnosci (p<0.005). Stwierdzono istotnie nizsze stgzenie testosteronu we krwi obwodowej w
nocy niz w dzien (p<0.005). Stezenie innych hormonow steroidowych nie réznito si¢ miedzy dniem i
noca.

Badania finansowane w ramach projektu MNiSW nr N N311 1001 33
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SESJA VIII

Biologiczne i Srodowiskowe uwarunkowania plodnosci czlowieka i
zwierzat

SESSION VIII

Biological and environmental conditioning of fertility
in humans and animals
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ZWIAZEK MIEDZY CZYNNIKIEM GENETYCZNYM A
SRODOWISKOWYM NIEPLODNOSCI MESKIEJ

POSSIBLE LINKS BETWEEN GENETIC AND ENVIRONMENTAL
FACTORS IN MALE INFERTILITY

Marek Drozdzik®, Joanna Stefankiewicz!, Rafal Kurzawa?
Katedra Farmakologii, >Klinika Rozrodczosci i Ginekologii, Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie

W populacji ogdlnej co najmniej 6% megzczyzn ma uposledzona ptodnos¢, czego przejawem jest
nieprawidlowy wynik badania nasienia (koncentracja, ruchliwo$¢ i morfologia plemnikéw). Na jakos¢
nasienia moga wplywaé¢ rézne czynniki Srodowiskowe, przede wszystkim zanieczyszczenia
ksenobiotykami gleby, wody i powietrza. Najwigksze zagrozenia stanowia substancje zaburzajace
gospodarke hormonalna (endocrine disruptors), takie jak pestycydy, dioksyny i rozpuszczalniki
organiczne. Do innych czynnikow zaliczamy nieodpowiednie warunki pracy (wysoka temperatura,
promieniowanie, ekspozycja na szkodliwe substancje), leki, jak rowniez przebyte zakazenia uktadu
rozrodczego. Nie mniej istotny jest styl zycia - dieta, naduzywanie alkoholu, palenie tytoniu i
dlugotrwaty stres. Wiadomo, ze podatno$¢ osobnicza na dziatanie toksyn $rodowiskowych jest rézna
co moze by¢ warunkowane genetycznie.

Glikoproteina P, ktora jest produktem genu MDR1 (multidrug resistance 1) moze stanowi¢ tacznik
migdzy czynnikiem $rodowiskowym i genetycznym nieptodno$ci mgskiej. Biatko to uczestniczy w
transporcie przezbtonowym zwiazkéw hydrofobowych usuwajac je z komodrek, tym samym
zabezpieczajac przed ich nadmierna akumulacja (np. toksyn, substancji kancerogennych).
Glikoproteing P stwierdza si¢ w komorkach Leydiga, Sertolego, makrofagach oraz w luminalnej
czesci komorek s$rodbtonka naczyn krwionos$nych. Uczestniczy ona prawdopodobnie w ochronie
komoérek  somatycznych przed dziataniem ksenobiotykéw, dodatkowo oddzialujac na
mikrosrodowisko kanalikow kretych jadra regulujac transport androgenow.

Ostatnio badali$my wplyw polimorfizmu czynnosciowego 3435C>T (allel T — zmutowany jest
zwigzany z mniejsza aktywnoscia) genu MDR1 u mgzczyzn diagnozowanych z powodu nieptodnosci
partnerskiej. Grupg kontrolna stanowili zdrowi i ptodni mezczyzni. Genotypowanie przeprowadzono
za pomoca metody PCR-RFLP. Przypadki nieptodnosci wystepowaty znamiennie czgsciej w grupie
mezczyzn nosicieli co najmniej jednego allela zmutowanego T (p<0,05 OR 1,84 95%Cl: 1,10-3,07).
Mimo, ze polimorfizm 3435C>T genu MDR1 wydaje si¢ by¢ dobrym predykatorem plodnosci
meskiej, hipotezg i wstgpne wyniki nalezy zweryfikowac na wigkszej grupie pacjentdw oraz w innych
populacjach.
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MEZCZYZNI Z KARIOTYPEM 46,XX

MEN WITH 46, XX KARYOTYPE
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Wstep: Wérod wymienianych przyczyn nieplodnos$ci meskiej, ocenia sig, ze zaburzenia genetyczne
maja istotny wpltyw u ok. 20% pacjentow. Kariotyp 46,XX wystepuje wsréd mezczyzn z
czestotliwoscia 0.005% (1/20.000 zywych urodzen). Klinicznie zespdt ten cechuje: fenotyp meski,
prawidtowej dtugosci pracie, male jadra (hypogonadyzm) oraz azoospermia. Pte¢ psychiczna jest
meska, a deklarowana orientacja - heteroseksualna. Istota tej nieprawidtowosci jest zachodzaca w
gonadzie mgskiej podczas mejozy translokacja fragmentu krotkiego ramienia chromosomu Y na
chromosom X lub rzadziej - na jeden z autosomow. Obecno$¢ w przemieszczonym fragmencie
chromosomu Y (Yp) genu SRY (Sex-determining Region on the Y-chromosome), ktory koduje biatko
TDF (Testis Determining Factor), determinuje u ptodu fenotyp mgski. Poniewaz translokacja nie
obejmuje dlugiego ramienia chromosomu Y (Y(q) zawierajacego region AZF (Azoospermia Factor),
dlatego u nosicieli takiej rearanzacji stwierdza sig brak plemnikéw w nasieniu. Pomimo przyjetego
standardu diagnostyki azoospermii, grupa megzczyzn 46,XX nie ma wskazan do wykonania biopsji
gonad, poniewaz badania histologiczne tkanki jader wykazuja brak komoérek szeregu spermatogenezy,
wloknienie kanalikow oraz przerost gruczotu srédmiazszowego.

Cel pracy: Celem pracy jest prezentacja kliniczna 4 pacjentow z hypogonadyzmem i azoospermia, u
ktorych stwierdzono kariotyp 46, XX.

Materiat i metody: Z grupy zglaszajacych si¢ do osrodka leczenia nieptodnosci par,
wyselekcjonowano mezczyzn z hypogonadyzmem w badaniu klinicznym i azoospermia, stwierdzona,
w co najmniej dwoch badaniach nasienia. W trakcie poszerzonej diagnostyki (wg wytycznych WHO i
EAU), u kazdego pacjenta okreslano w surowicy krwi poziomy hormonow (FSH, testosteron) oraz
wykonywano USG gonad. W celu rdznicowania z innymi zespotami klinicznymi z obecnoscia
hypogonadyzmu i azoospermii oraz przed ustaleniem ostatecznych wskazan do biopsji jader,
pacjentow kierowano na badania cytogenetyczne. U mezczyzn, u ktorych stwierdzono kariotyp 46,XX
w rutynowym badaniu barwienia prazkéw technika GTG, wykonano badania cytomolekularne z
zastosowaniem techniki FISH (fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ) z paleta sond umozliwiajacych
potwierdzenie obecnosci translokacji fragmentu chromosomu Y, zawierajacy gen SRY, na chromosom
X. W celu okreslenia wielkosci przemieszczonego fragmentu chromosomu Y przeprowadzono
dodatkowo badania molekularne technika PCR (Polymerase Chain Reaction), weryfikujace obecnos¢
genoéw SRY i amelogeniny oraz obszarow DYZ1 i DYZ3.

Whyniki: U czterech mezczyzn (ur. 1971, 1975, 1978, 1980) rutynowym badaniem z zastosowaniem
techniki barwienia prazkow GTG stwierdzono kariotyp 46,XX. W badaniu klinicznym tych pacjentow
zwracaly uwage drobna, szczupla sylwetka ciala, prawidtowa wielko$¢ pracia, skrajnie mate jadra ze
sredniag objetoscia ok. 3 mL (hypogonadyzm) oraz cechy znacznego niedoboru androgenow (skapy
zarost i owlosienie, delikatna skora). Badania nasienia wykazywaty azoospermig¢. U wszystkich
okreslono profil hormonalny w surowicy krwi, stwierdzajac podwyzszone poziomy FSH, natomiast
poziom testosteronu u 3 byt w dolnych granicach, a u jednego pacjenta ponizej normy. W USG gonad
uwidoczniono podwyzszong echogeniczno$¢ tkanki, $wiadczace o uszkodzeniu jader. Wszyscy
pacjenci mieli mgska orientacj¢ psychoseksualna i pozostawali w heteroseksualnych zwiazkach, nie
raportujac istotnych zaburzen w zakresie libido, erekcji 1 ejakulacji.

U 3 z nich w badaniu technika FISH potwierdzono obecnos¢ fragmentu krotkiego ramienia
chromosoméw Y (Yp) zawierajacego gen SRY na krotkim ramieniu chromosomu X (Xp). U
wszystkich pacjentdw analiza molekularna z uzyciem metody PCR potwierdzita obecnos¢ genu SRY
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oraz wykazala brak fragmentu chromosomu Y zawierajacego gen amelogeniny i obszarow DY Z1 oraz
DYZ3.

Whioski: 1. Badanie kariotypu powinno by¢ wykonane u kazdego mezczyzny z hypogonadyzmem
oraz z azoospermia przed planowaniem dalszej diagnostyki (biopsja jader).

2. Diagnostyka genetyczna, obejmujaca kariotyp oraz badania z zastosowaniem techniki FISH i PCR,
umozliwia postawienie precyzyjnego rozpoznania klinicznego.

3. W zwiazku ze spodziewanym obrazem histologicznym tkanki jader (zdeterminowany genetycznie
catkowity brak plemnikoéw), pomimo obowiazujacych wytycznych EAU / WHO zalecajacych
wykonywanie biopsji gonad w ramach diagnostyki pacjentéw z azoospermia, mezczyzni 46,XX nie
maja wskazan do tej procedury.

4. Mgzczyzni z kariotypem 46,XX sa wykluczeni z aktywnego udziatu w rozrodzie. Proponowanym
rozwiazaniem dla nieptodnej pary jest rozwazenie uzycia nasienia dawcy badz adopcja.

5. W zwiazku z niskim poziomem testosteronu megzczyzni 46,XX powinni mie¢ monitorowany
poziom androgendw i sa przewidziani do wlaczenia suplementacji hormonalnej w przysztosci.

1).De la Chapelle A, Hortling H, Niemi M, et al: “XX sex chromosomes in a human male: first case ”

Acta Med Scand 412, suppl.:25-38, 1964

2) “WHO manual for the standardized investigation, diagnosis and management of the infertile male

WHO, Cambridge University Press 2000

3) “European Association of Urology. Guidelines” 2007

4) Simoni M, Bakker E, Krausz C “EAA/EMQN best practice guidelines for molecular diagnosis of y-chromosomal
microdeletions. State of the art 2004, International Journal of Andrology, 27:240-249 (2004)
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WPLYW SKEADNIKOW POKARMOWYCH NA EKSPRESJE
ENZYMOW POCZATKOWEGO ETAPU STEROIDOGENEZY W
GONADACH SAMCOW

NUTRIENTS INFLUENCE ON EARLY STEP STEROIDOGENESIS
ENZYMES EXPRESSION IN MALE GONAD

Jabtonska O.,* Benahmed M.? Gromadzka-Ostrowska J.*

YWarsaw University of Life Sciencesy, Faculty of Human Nutrition and Consumer Sciences, Department of Dietetics,
joanna_gromadzka_ostrowska@sggw.pl
2INSERM U407, Faculte de Medecine Lyon-Sud, Oullins Cedex, France

CEL PRACY
Ocena wptywu rodzaju tlhuszczu pokarmowego oraz podwyzszonego poziomu cholesterolu lub/i
witaminy E na ekspresj¢ enzymow wczesnego etapu steroidogenezy oraz biatka StAR w gonadach.

MATERIAL I METODY

Trwajace 3 tygodnie doswiadczenie przeprowadzono na 102 dojrzatych piciowo samcach szczuréw
rasy Wistar. Zwierzgta otrzymywaty wysokottuszczowe (20% w/w) diety zawierajace rozne thuszcze
pokarmowe: grupa T — tran — bogaty w PUFA (polyunsaturated fatty acids) n-3, grupa W — olej z
pestek winogron — obfitujacy w PUFA n-6, grupa R — olej rzepakowy — zawierajacego gtownie
MUFA (monounsaturated fatty acids) i grupa Sm — smalec bogaty — w SFA (saturated fatty acids).
Kazda z tych grup podzielono na 4 podgrupy: I — dieta bez dodatkow, I — dieta + 3% (w/w)
cholesterolu, 111 — dieta z dodatkiem witaminy E (500 mg/kg diety) i IV — dieta z oboma dodatkami.
Szczury zywione granulatem hodowlanym Labofeed H (3% w/w tluszczu) stanowily grupe
referencyjna (REF). Ekspresje genéw enzymdéw steroidogenezy — desmolazy (P450scc) 1 3pB-
hydroksysteroidowej dehydrogenazy (3HSD) oraz genu biatka StAR oznaczono technika RT-PCR, a
kodowane przez nie biatka metoda Western blot. Stezenie LH i testosteronu w osoczu (To) oznaczano
metoda RIA, stezenie testosteronu w gonadach (Tg) metoda EIA, a stezenie HDL metoda
enzymatyczna.

WYNIKI

Badane czynniki zywieniowe istotnie wplynely na zmiany w ekspresji genow i biatka enzymoéw
wczesnych etapow steroidogenezy. W grupach T, R, Sm stwierdzono obnizenie ekspresji genu
enzymu P450scc wzgledem grup REF i W. Podobnie poziom kodowanego przez ten gen biatka byl
nizszy w grupach T, R, Sm vs. grupa W. W grupie R stwierdzono obnizenie poziomu mRNA genu
biatka StAR w poréwnaniu do wszystkich pozostatych grup, natomiast w grupie T — obnizZenie
ekspresji genu 3HSD w odniesieniu do grup W, R i Sm, bez istotnych zmian w poziomie biatka tego
enzymu. Suplementacja witaming E (sama lub lacznie z cholesterolem) pokarmu grup W i R
spowodowala obnizenie ekspresji genu biatka StAR oraz obu enzymow, natomiast dodanie
cholesterolu do pokarmu grupy T spowodowato wzrost ekspresji genu zaréwno P450scc, jak i 3BHSD.
Stezenie To 1 Tg Dbylo istotnie wyzsze w grupie Sm. Poziom HDL byl znacznie nizszy w
wysokottuszczowych grupach wzgledem grupy REF, oraz wyzszy w grupie Sm vs. grupa W.
Zastosowanie dodatku witaminy E spowodowalo obnizenie st¢zenia HDL w grupie R, natomiast jego
wzrost w grupie Sm, odwotnie w przypadku stezenia To i Tg.

WNIOSKI

Na podstawie przedstawionych wynikoéw mozna stwierdzi¢, ze zarowno rodzaj thuszczu, jak i dodanie
do pokarmu witaminy E i/lub cholesterolu moga istotnie wplyna¢ na zaburzenie prawidlowych funcji
gonad.
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ZABURZENIA W FUNKCJONOWANIU KOMOREK ENDOMETRIUM
I KOMOREK UKEADU IMMUNOLOGICZNEGO U NIEPLODNYCH
KOBIET Z ENDOMETRIOZA

DISTURBANCES OF ENDOMETRIOTIC AND IMMUNOLOGICAL
CELLS OF INFERTILE WOMEN WITH ENDOMETRIOSIS
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Endometrioza jest schorzeniem charakteryzujacym si¢ wystgpowaniem §luzowki macicy poza jama
macicy. Wystgpuje u okoto 10-15% kobiet w wieku rozrodczym i w okolo 30-40% par
diagnozowanych z powodu nieptodnosci. Etiopatogeneza tego schorzenia jest wciaz niewyjasniona.
Nasze badania wykazaly wystepowanie zaburzen w funkcjonowaniu komoérek endometrium oraz
komorek uktadu immunologicznego w jamie macicy, w jamie otrzewnowej oraz w krwi obwodowe;j.
Udowodniono zaburzenia w poziomie wydzielanych cytokin oraz w procesie apoptozy komorek
endometrium w jamie macicy, jak rowniez w jamie otrzewnowej. Udowodniono nieprawidtowosci w
poziomie cytokin Thl i Th2 oraz cytokin proangiogennych w plynie otrzewnowym oraz w surowicy,
jak réwniez w poziomie syntezowanych cytokin przez limfocyty T, monocyty oraz makrofagi.
Wykazano obnizona proporcje limfocytow T pomocniczych do cytotoksycznych w jamie otrzewnowej
oraz w krwi u kobiet z endometrioza. Zauwazono obnizony poziom receptora estrogenowego alfa w
limfocytach T krwi i ptynu otrzewnowego oraz podwyzszony poziom 17beta-estradiolu w surowicy
krwi w fazie proliferacyjnej cyklu menstruacyjnego. Wykazano zwigkszona spontaniczna i
stymulowana biatkami macierzy proliferacj¢ limfocytow T krwi obwodowej kobiet z endometrioza.
Zaburzenia wystepowaly rowniez w proporcjach populacji limfocytow T pomocniczych i
cytotoksycznych ekspresjonujacych antygeny zaangazowane w aktywacj¢ komorek, apoptoze i
oddziatywanie z bialkami macierzy.

Endometrioza jest schorzeniem o nieznanej etiopatogenezie, w ktorej wystepuja zaburzenia w
funkcjonowaniu komorek endometrium o charakterze pierwotnym, natomiast nieprawidlowe
zachowanie limfocytow T zarowno w plynie otrzewnowym, oraz w krwi obwodowej moze mieé
charakter wtorny.
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WALPROINIAN SODU (VPA) HAMUJE ZALEZNE OD GNRH
UWALNIANIE LH Z KOMOREK PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI
SAMICY SZCZURA IN VITRO

VALPROATE (VPA) INHIBITS GNRH-INDUCED LH RELEASE FROM
PRIMARY CULTURED FEMALE RAT ANTERIOR PITUITARY
CELLS
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Wstep Walproinian sodu (VPA), lek przeciwpadaczkowy, moze wywotywaé szereg efektow
ubocznych tacznie z zaburzeniami w uktadzie rozrodczym u mezczyzn i kobiet. Wykazano, ze VPA
moze przyczyni¢ si¢ do powstawania zaburzen w ukladzie rozrodczym u szczuréw i szczurzyc bez
padaczki. Dlugotrwale podawanie VPA szczurzycom moze wptywaé na st¢zenie zenskich hormonow
plciowych w surowicy krwi i moze wywota¢ torbielowatos¢ jajnikow. Stwierdzono, ze VPA
wplywajac na steroidogenez¢ hamuje konwersj¢ testosteronu do estradiolu. w komodrkach
pecherzykowych jajnika $wini. Przedstawione wyniki sugeruja  mozliwos¢  bezposredniego
oddzialywania VPA na jajniki , chociaz nie mozna réwniez wykluczy¢ posredniego wplywu VPA
poprzez wplyw na wydzielanie gonadotropin i dopiero wyniki do$wiadczen przeprowadzonych na
izolowanej tkance przysadki pozwola wyjasnic ten problem.

Cel pracy Celem podjetych badan byta ocena wptywu VPA na podstawowe i stymulowane przez
GnRH uwalnianie LH z komorek przedniego ptata przysadki samic szczura, in vitro.

Material i metody. Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach hodowli pierwotnej komorek
przedniego ptata przysadki mozgowej pobranych od samic szczura rasy Wistar (220-250g). Po 3
godzi po24 godz. inkubacji w obecnosci,10°M VPA,10°M VPA, 10°M VPA oraz po 3 godz.
inkubacji w obecnosci 10'M GnRH , oraz10'M GnRH i 10°M VPA lacznie, stezenie rLH w
nadsaczu oznaczano met.RIA.

Wyniki. Stwierdzono, ze, VPA nie wywiera wplywu na podstawowe uwalnianie LH z komorek
gonadotropowych przedniego ptata przysadki samicy szczura in vitro podczas 3 i 24 godz. inkubaciji,
natomiast VPA hamuje indukowane przez GnRH wydzielanie LH z komoérek gonadotropowych.
Whnioski. VPA moze wplywa¢ na uklad reprodukcyjny samic szczura poprzez modulacje
stymulowanego przez GnRH uwalniania LH bezpos$rednio na poziomie przysadki .

Praca finansowana w ramach projektu CMKP nr 501-1-1-28-31/05
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ROLA WYBRANYCH PEPTYDOW PODWZGORZOWYCH I
OBWODOWYCH W REGULACJI OSI GONADOTROPOWEJ, WPLYW
ZYWIENIA

HYPOTHALAMIC AND PERIPHERAL PEPTIDE IN THE
GONADOTROPHIC AXIS REGULATION OF THE REPRODUCTION:
THE ROLE OF FEEDING
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Rezultaty badan prowadzonych w ostatnich latach wykazaty, ze wigkszo$¢ hormondéw bioracych
udzial w regulacji homeostazy energetycznej wywiera jednoczes$nie istotny wplyw na procesy rozrodu
zwierzat. Szczegolnie duzo nowych informacji na temat zagadnienia, w jaki sposob informacje o
stanie odzywienia organizmu i jego zasobach energetycznych przekazywane sa do os$rodkoéw
regulujacych funkcjonowanie uktadu rozrodczego przyniosty badania dotyczace problemu otylosci.
Wiadomo bowiem, ze dostepno$¢ pokarmu wywiera kluczowy wplyw na prawidlowy przebieg
procesOw rozrodu zwierzat. Zarowno krotkotrwaty, jak i chroniczny niedobdr pokarmu powoduja
zahamowanie aktywnos$ci sekrecyjnej hormonéw uktadu gonadotropowego, co w konsekwencji
prowadzi do zaburzen rozrodu. Jednymi z najlepiej poznanych do tej pory zwiazkdéw, bioracych udziat
w tym mechanizmie sa neuropeptyd Y (NPY) i leptyna. Istnieja przestanki, ze réwniez inne, niedawno
odkryte hormony wlaczone w procesy utrzymania optymalnej réwnowagi energetycznej organizmu
moga by¢ zaangazowane w regulacje procesow rozrodu zwierzat, szczegélnie w warunkach
zaburzonego zywienia. Sa to migdzy innymi adiponektyny, hormony syntetyzowane gtdownie w tkance
tluszczowej, w adipocytach takie jak adiponektyna czy resystyna. Inne wazne hormony obwodowe
uczestniczace w regulacji pobierania pokarmu to syntetyzowane w ukltadzie pokarmowym: grelina,
obestatyna oraz peptyd YY3-36. Biorac pod uwage fakt, ze prawidtowe funkcjonowanie hormonow
osi gonadotropowe;j jest uzaleznione od stanu energetycznego organizmu, przypuszcza si¢, ze zwiazki
te dziatajac zar6wno na obwodzie jak i na poziomie osrodkowego uktadu nerwowego mogtaby, razem
z leptyna i NPY, uczestniczy¢ w mechanizmie wigzacym status energetyczny organizmu z
aktywnos$cia uktadu GnRH-gonadotropiny.

Aktualnie dostgpne dane sugeruja, ze szczeg6lnie leptyna i grelina a mozliwe ze takze inne hormony,
moga dziata¢ jako endokrynno-parakrynne mediatory taczace homeostazg energetyczna i procesy
rozrodcze. Osrodkowy uktad nerwowy, a szczegdlnie podwzgorze i przysadka, sa glownymi
miejscami dziatania tych nowych mediatoréw apetytu, przez co moga wptywac aktywnos$¢ sekrecyjna
GnRH jak rowniez syntezg¢ wydzielanie FSH i LH. Ponadto wykazano ekspresje m RNA dla leptyny,
greliny i ich receptoréw w roznych organach, tkankach zwigzanych z reprodukcja takich jak: jajniki,
jadra i tozysko. Wydaje si¢ tez, ze hormony te biora udzial w réznych stanach rozwoju embrionalnego
i implantacji. Celem tego wyktadu jest podsumowanie dziatania ,,nowych regulatorow” homeostazy
energetycznej i pokazanie ich wptywu na regulacj¢ rozrodu zwierzat.
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ROLA TROJJODOTYRONINY W REGULACJI SYNTEZY I SEKRECJI
ESTROGENOW W JAJNIKU KURY

ROLE OF TRIIODOTHYRONINE IN REGULATION OF ESTROGEN
SYNTHESIS AND SECRETION IN CHICKEN OVARY

Andrzej Sechman', Katarzyna Pawlowska®, Danuta Wronska-Fortuna®,
Ewa L. Gregoraszczuk?®, Janusz Rzasa®

Katedra Fizjologii Zwierzqt, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw, E-mail:
rzsechma@cyf-kr.edu.pl, *Katedra Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloriski,
ul. Ingardena 6, 30-060 Krakéw, E-mail: ewa.gregoraszczuk@uj.edu.pl

Cel pracy: Dotychczasowe dane literaturowe wskazuja, ze trojjodotyronina (T3) wlaczona jest w
regulacje procesu steroidogenezy w jajniku ssakow [1] i ptakdéw [3]. Dziatanie tego hormonu zachodzi
za posrednictwem receptorow jadrowych, ktorych ekspresje wykazano w zrgbie (stromie) jajnika i we
wszystkich jego strukturach [2]. Celem obecnych badan byto okre§lenie wptywu Tz w warunkach in
VivO i in vitro na syntezg i sekrecje estrogenow w jajniku kury.

Materiat i metody: Doswiadczenia przeprowadzono na kurach Hy-Line Brown (n=87), ktore trzymano
w cyklu §wietlnym 14L:10D i zywiono ad libitum. W do$wiadczeniu in vivo (dosw. 1) kury (n=80)
podzielono na 4 grupy: kontrolna (0.9% NaCl) i trzy grupy otrzymujace przez 7 dni T3 w dawkach 30,
90 lub 270 pg/kg m.c./dzien. Iniekcje wykonywano dootrzewnowo dwa razy dziennie: rano o 8:00 (%2
dawki) i wieczorem o 20:00 (%2 dawki). Probki krwi pobierano przed podaniem hormonu oraz w 3, 5 i
7 dniu do$wiadczenia. Kury dekapitowano w ostatnim dniu do§wiadczenia, 12 h po ostatniej iniekcji
hormonu. Z jajnika izolowano biate pecherzyki (1-4, 4-6 i 6-8 mm) i pecherzyki hierarchiczne (F6-F1;
8-36 mm). W doswiadczeniu in vitro (dosw. II) kury (n=7) dekapitowano 22,5 h przed owulacja. Z
jajnika pobierano stromg¢ jajnika, pecherzyki biate (1-4, 4-6 i 6-8 mm) oraz trzy najwigksze pecherzyki
hierarchiczne (F3-F1; 25-36 mm), z ktorych izolowano warstwe ostonki. Strome, biate pecherzyki i
fragmenty ostonki inkubowano w medium Eagle’a przez 24 h w 6 nastepujacych grupach: kontrolne;j,
T3 (10 ng/ml), LH (10 ng/ml), oraz LH ze wzrastajacymi dawkami T3 (1, 10 i 100 ng/ml). Stezenie
estradiolu (E;) we krwi i pecherzykach oraz E, i CAMP w medium inkubacyjnym oznaczano
radioimmunologicznie. Ekspresj¢ aromatazy (P450arom) w pecherzykach - metoda RT-PCR.

Wyniki: Wykazano, ze podawanie T3 (do$w. I): (1) zmniejsza mase duzych (6-8 mm) biatych i zottych
hierarchicznych pecherzykow (F6-F1), (2) obniza stgzenie E, we krwi oraz w S$cianie biatych
pecherzykow (1-8 mm) i zottych pecherzykow przedowulacyjnych (F3-F1), (4) nie wpltywa na
ekspresj¢ mRNA P450arom we wszystkich badanych pecherzykach. W warunkach in vitro (dosw. II)
stwierdzono, ze Ts: (1) zmniejsza podstawowe i indukowane przez LH wydzielanie E, przez biate i
przedowulacyjne pecherzyki jajnikowe, (2) zwigksza produkcje cyklicznego AMP (cAMP) przez biate
pecherzyki, natomiast zmniejsza jego synteze przez pecherzyki F3 i F2, (3) hamuje stymulowana
przez LH syntezg cAMP we wszystkich badanych pecherzykach.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazuja, ze T3 poprzez hamowanie podstawowej i stymulowanej przez
LH syntezy estradiolu w pecherzykach jajnikowych jest wlaczona w procesy zachodzace podczas ich
wzrostu i dojrzewania. Dziatanie T; w warstwie ostonki pgcherzyka moze by¢ zwiazane z modulacja
wewnatrzkomorkowego szlaku sygnalizacyjnego cAMP/PKA.

Badania wykonano w ramach grantu 2 PO6D 031 29 (2005-2008)

[1] Gregoraszczuk E.L., Skatka M., (1996). Reprod. Fertil. Dev. 8: 961-967.

[2] Sechman A., (2007). Acta Bioch. Pol. 54 (Suppl. 1/2007), p. 68.

[3] Sechman A., Mika M., Gregoraszczuk E.L., Rzasa J. (2006). XXXVI ESNA Meeting, lasi,
Romania, Abstracts, p. 36-37.
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MAGAZYNOWANIE PLEMNIKOW W JAJOWODZIE SAMIC A
EFEKTYWNOSC ROZRODU PTAKOW DOMOWYCH

FEMALE SPERM STORAGE AND BREEDING EFFICIENCY IN THE
DOMESTIC BIRDS

Matgorzata Gumutka, Ewa Kapkowska

Katedra Hodowli Drobiu, Zwierzqt Futerkowych i Zoohigieny; Uniwersytet Rolniczy w Krakowie,
Al. A. Mickiwicza 24/28, 30 - 059 Krakéw, mgkrak@poczt.onet.pl

Jedna z charakterystycznych cech rozrodu ptakow jest zdolno$¢ samic do magazynowania
plemnikow w jajowodzie, przy zachowaniu ich zdolnosci do zaptodnienia przez kilka dni u
myszotowa rdzawosternego (buteo jamaicensis) (Gee, 1983) do ponad stu u indyka domowego
(meleagris gallopavo domesticus) (Christensen i Bagley, 1989).

Glownym miejscem magazynowania plemnikow sa wyspecjalizowane struktury jajowodu
okreslane jako kanaliki maciczno- pochwowe (Chetmonska i Kassner, 2007), kanaliki przechowujace
nasienie (Rzasa, 2007) lub kanaliki przechowujace plemniki (KPP). Sa one zlokalizowane w btonie
sluzowej obszaru granicznego pomig¢dzy pochwa a gruczotem skorupowym. Plemniki obserwuje sig¢
na catej dtugosci §wiatta kanalikow z wigksza koncentracja w ich $lepym koncu. Ich gtowki utozone
sa réwnolegle wzgledem siebie, z orientacja w kierunku komorek nabtonka kanalikéw (Bakst, 1992;
King i wsp., 1999).

Z funkcjonalnego punktu widzenia s$wiatlo kanalikéw stwarza wyspecjalizowane
mikrosrodowisko dla zapewnienia przezywalnosci plemnikow. Holm, (1999) uwaza, ze na jego
ksztattowanie wptywa migdzy innymi poziom jonéw wapniowych i cynkowych oraz enzym anhydraza
weglanowa. Ich obecno$¢ wykazano w ptynie otaczajacym plemniki w kanalikach i/lub w komdrkach
nablonka. Ponadto w cytoplazmie komorek nabtonka KPP kur domowych, indyczek i przepiorek
japonskich wykazano obecnos$¢ kropli lipidowych (Bakst, 1987; 1993). Uwalniane z triacylogliceroli
wolne kwasy tluszczowe moga dostarcza¢ substratow niezbednych do metabolizmu plemnikow dla
zachowania ich ruchliwosci w kanalikach (Froman, 2003). W blonie §luzowej jajowodu z obszaru
polaczenia miedzy pochwa i gruczotem skorupowym stwierdzono niskoczasteczkowe (witamina E i
C, GSH) oraz enzymatyczne (GSH-Px i SOD) antyoksydanty, ktoére moga zapobiega¢ peroksydacji
lipidow plazmolemy magazynowanych plemnikéw (Breque i wsp., 2006). Ponadto w btonie §luzowe;j
tego rejonu jajowodu wykazano ekspresj¢ mRNA izoformow i receptorow TGFp, co sugeruje udziat
tego czynnika wzrostu w supresji immunoreakcji przeciw plemnikom (Das i wsp., 2006).

Przed zasiedleniem kanalikow, plemniki podlegaja procesowi selekcji w obszarze pochwy
jajowodu (Steele i Wishart, 1992;1996). Tylko 1-2% spo$réd zawartych w dawce inseminacyjnej
obserwuje si¢ w KPP (Brillard i Bakst,1990). Ich uwalnianie, z kolei jest procesem ciaglym,
niezaleznym od cyklu owulacyjnego samicy (Wishart, 1987), przy czym wsrdd ptakow domowych
wykazano réznice gatunkowe odnosnie jego tempa (Brillard, 1993).

Przedstawiona powyzej strategia rozrodcza ptakow eliminuje konieczno$¢ statej obecnosci
samca i codziennych, zsynchronizowanych z czasem owulacji, kopulacji w okresie znoszenia przez
samice jaj. Jest ona w polu zainteresowania hodowcow, gdyz dla praktyki drobiarskiej jej
wymiernym efektem jest dlugo$¢ okresu znoszenia zaptodnionych jaj. Parametr ptodnosci wazny
zaré6wno przy stosowaniu naturalnego kojarzenia jaki i sztucznej inseminacji. Innymi z nieinwzyjnych,
przyzyciowych metod umozliwiajacych poznanie efektywno$ci magazynowania plemnikow przez
ptaki domowe jest okreslanie liczby plemnikéw ,zatrzymanych” w warstwie pozazottkowej
zniesionych przez samice jaj oraz liczby otwordéw po ich penetracji (Bakst, 1998). W badaniach
wlasnych (Gumutka i Kapkowska, 2005) wykazano obnizanie si¢ wartosci tych wskaznikow wraz z
wiekiem samic, co sugeruje jego oddzialywanie na funkcjonowanie KPP.

Wiedza dotyczaca przechowywania plemnikow w jajowodzie ptakow jest interesujaca
zarO6wno z poznawczego punktu widzenia jak i w odniesieniu do rozrodu drobiu.
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IZOLACJA, CHARAKTERYSTYKA | SEKWENCJONOWANIE CDNA
AKROSYNY INDORA (MELEAGRIS GALLOPAVO)

ISOLATION, CHARACTERIZATION AND CDNA SEQUENCING OF A
TURKEY (MELEAGRIS GALLOPAVO) ACROSIN

Mariola Stowinska', Mariusz Olczak?, Ewa Liszewska', Mariola Wojtczak', Wiestaw Watorek?,
Andrzej Ciereszko!

! Zaktad Biologii Nasienia, Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN, ul. Tuwima 10, 747 Olsztyn
e-mail: marko@pan.olsztyn.pl
2 Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski, ul. Tamka 2, 50-137 Wroclaw

Akrosomy plemnikéw ssakow charakteryzuja si¢ wystgpowaniem licznych proteinaz
serynowych. Najlepiej poznana akrosomalna proteinaza serynowa jest akrosyna (EC 3.4.21.10), ktora
jest syntetyzowana w procesie spermatogenezy w formie nieaktywnego zymogenu proakrosyny. Peten
proces konwersji proakrosyny do akrosyny obejmuje powstanie kilku form przejsciowych enzymu i
prowadzi do utworzenia formy posiadajacej aktywno$¢ enzymatyczna. W plemnikach ptakow
stwierdzono obecno$¢ biatek o aktywnosci proteolitycznej. Podstawowe cechy omawianej aktywnosci,
w tym zdolno$¢ hydrolizy BAPNA, zasadowe optimum pH oraz hamowanie przez jony cynkowe
sugeruja obecno$¢ akrosyny. Jednakze brak jest bezposredniego dowodu potwierdzajacego te
hipoteze. Celem pracy byla izolacja, charakterystyka i sekwencjonowanie cDNA akrosyny indora.

Nasienie uzyskano od indoréw linii BUT Big - 6, metoda masazu grzbietowo-brzusznego.
Plazmg nasienia oddzielono przez wirowanie (12 800 x g). Do przemytych plemnikow (0,88% NaCl)
dodawano 4 M mocznik i zawiesing plemnikow 2-krotnie zamrazano w ciektym azocie. Nastgpnie
proby poddawano sonikacji. Ekstrakt z plemnikéw poddawano chromatografii jonowymiennej na
kolumnie X/K wypehionej anionitem Q Sepharose™ High Performance (Amersham Biosciences).
Ztoze rownowazono 20mM buforem Tris-HCl (pH 7,6) zawierajacym 6M mocznik. Biatka
wymywano przy uzyciu gradientu NaCl (0,0 — 0,25M NaCl). Aktywnos$¢ amidazowa okreslano na
podstawie hydrolizy BAPNA. Proteinazy identyfikowano przy pomocy SDS-PAGE - zelatyna. Masg
czasteczkowa szacowano przy pomocy filtracji zelowej oraz elektroforezy SDS-PAGE - Zelatyna.
Deglikozylacj¢ przeprowadzono przy uzyciu rekombinowanej N-glikozydazy F. Oczyszczone biatko
poddano transferowi na blong PVDF i poddano sekwencjonowaniu od N-konca (BioCentrum,
Krakow). Na podstawie okreslonej sekwencji zaprojektowano startery i uzyskano cDNA, ktore
poddano sekwencjonowaniu. Aktywacje systemu proteolitycznego plemnikéw przeprowadzono
poprzez inkubacj¢ prob w 0,3 M buforze Tris-HCI w temperaturze 37°C.

W plemnikach indora stwierdzono wystepowanie systemu proenzym/enzym, podobnego do
systemu proakrosyna/akrosyna ssakéw. W wyniku aktywacji proteinaz plemnikéw indora z
prekursoréw o wyzszych masach czasteczkowych uzyskano proteinaz¢ o masie 33 kDa. Omawiana
aktywacja hamowana byta przez inhibitory proteinaz serynowych. Chromatografia jonowymienna w
obecnosci 6 M mocznika, umozliwita uzyskanie czystych preparatow gtdownej proteinazy serynowej
plemnikéw indora. Mase¢ czasteczkowa oszacowano na 26,3-33,0 kDa, pl na 6,50-5,76. Nie
stwierdzono wyraznej deglikozylacji proteinazy. Stata Michaelisa wynosita 0,9 x 10°M. Okreslono
nastgpujaca N-koncowa sekwencje¢ aminokwasowa VVGGTEALHGSWPWIVSIQNPRFAGT
wykazujaca wysoki stopien homologii do tancucha cigzkiego akrosyny ssakow. Na podstawie
omawianej sekwencji uzyskano ¢cDNA proakrosyny. Otrzymana sekwencje¢ umieszczono w bazie
danych EMBL pod numerem dostgpu AM167974. Uzyskane wyniki wskazuja na obecno$¢ w
plemnikach indora proakrosyny sktadajacej sie z 346 aminokwasow. Najbardziej prawdopodobne
miejsce odcigcia peptydu sygnalowego wyznaczono pomigdzy 19 a 20 aminokwasem. Lancuch lekki
akrosyny indora sktada si¢ z 21 aminokwasow, ciezki z 306 aminokwasdéw. Analiza uzyskanej
sekwencji aminokwasowej wskazata na mozliwo$¢ zajécia potranslacyjnych modyfikacji enzymu (N i
O-glikozylacja).

Praca wykonana w ramach grantu N N311 1121 33
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WPLYW ODCHOWU INDYWIDUALNEGO ORAZ GRUPOWEGO NA
FORMY WIELOPOSTACIOWE B-N-ACETYLOGLUKOZAMINIDAZY
Z. JADER SAMCOW PRZEPIORKI JAPONSKIEJ

EFFECT OF INDYVIDUAL VERSUS GROUP CAGING ON THE
B-N ACETYLGLUCOSAMINIDASE MULTIPLE FORMS IN MALE
JAPANESE QUAIL TESTES

Bogustaw Droba’, Maria Droba', Radostaw Jozefczyk', Andrzej Witkowski?

Y Uniwersytet Rzeszowski, Wydzial Biologiczno-Rolniczy, Katedra Chemii i Toksykologii Zywnosci, Cwikliriskiej 2, 35-601
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B-N-Acetyloglukozaminidaza (B-HEX, EC 3.2.1.30) jest glikozydaza czgsto o najwyzszej
aktywno$ci w meskim uktadzie rozrodczym ssakéw i ptakow, mogaca peti¢ tam szereg istotnych
funkcji. Na rozwoj postnatalny meskiego uktadu rozrodczego i jego funkcjonowanie znaczny wpltyw
wywiera stres (social stress) i hormony stresu.

Celem pracy bylo podjecie proby wyjasnienia przyczyn wystgpowania roéznic miedzy dorostymi
osobnikami przepiorki japonskiej dotyczacych charakterystyki form wielopostaciowych B-HEX jader
samcow.

Przepiorki od momentu wylegu byly utrzymywane razem (samce i samice) do 10 dnia zycia;
nastepnie cze$¢ ptakow wybranych losowo zostala umieszczona w osobnych klatkach. Poza tym
wszystkie osobniki byly utrzymywane w tych samych warunkach. Badano jadra przepiorek: a) w
rozwoju postnatalnym trzymanych razem do 10 dnia zycia, b) utrzymywanych razem od 10 do 31
dnia zycia, c) utrzymywanych osobno od 10 do 31 dnia zycia. Pobrane od samcoéw jadra
homogenizowano, odwirowywano a supernatant zawierajacy aktywno$¢ B-HEX nanoszono na
kolumng wypetniona anionitem (Macro-Prep High Q), zréwnowazona buforem histydyna-HCI, 25
mM, pH 6.0. Bialko zwiazane z kolumna eluowano gradientem NaCl. W zebranych frakcjach
oznaczano aktywnos¢ B-HEX wg Barretta i Heatha, 1977 (Lysosomes: a laboratory handbook). Na
drodze rozdzialu chromatograficznego aktywnos¢ f-HEX ulegala rozdzieleniu na dwie gtéwne formy:
forme I nie ulegajaca zwiazaniu na kolumnie i forme Il eluowana z kolumny gradientem NaCl. We
frakcjach zebranych po kolumnie oznaczano aktywnos$¢ B-HEX i okre$lano procentowy udziat formy 1
i I1'w profilu elucyjnym.

Stwierdzono, ze dla wszystkich osobnikéw utrzymywanych razem do 10 dnia Zycia stosunek
catkowitych aktywnosci formy I do formy II wynosi okoto 1. Dla osobnikow powyzej 10 dnia zycia
utrzymywanych razem stosunek formy I/II wynosi od 1 do 1.5, a dla osobnikow utrzymywanych
osobno wynosi od 2.5 do 5.0. Zarejestrowano réwniez nieliczne przypadki (dwa) kiedy osobniki
utrzymywane razem wykazywaly podwyzszone wartosci stosunku formy I/II (okoto 5), oraz przypadki
obnizenia wartosci tego stosunku ponizej 2.5 dla osobnikdéw utrzymywanych osobno.

W tej pracy po raz pierwszy donosimy o wplywie sposobu odchowu ptakow na aktywnosci
form wielopostaciowych B-HEX z jader przepiorki japonskiej.
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WPLYW PROCESU KRIOKONSERWACJI NA PEROKSYDACJE
LIPIDOW BLON KOMORKOWYCH PLEMNIKOW KOGUTA

EFFECT OF CRYOPRESERVATION ON LIPID PEROXIDATION OF
ROOSTER SPERM MEMBRANE

Agnieszka Partyka

Zaklad Hodowli Drobiu, Instytut Hodowli Zwierzqt, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, partykaagnieszka@gmail.com

Wysoka zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych w plemnikach ptakoéw
zwigksza ich podatno$¢ na peroksydacje lipidow, co stanowi problem podczas przechowywania
nasienia. Uszkodzenia peroksydacyjne powoduja powstawanie wad morfologicznych oraz redukcje
ruchliwo$ci plemnikow. Z tego powodu, utlenianie lipidow jest uwazane za jedna z gtéwnych
przyczyn utraty zdolno$ci zaptadniajacej podczas przechowywania nasienia ptakow.

Niniejsze badania miaty na celu okreslenie wptywu procesu kriokonserwacji nasienia kogutow
na peroksydacjg lipidow bton komérkowych plemnikow.

Materiat do$wiadczalny stanowilo nasienie 8 kogutéw Zielonondzki kuropatwianej (typ
ogolnouzytkowy) oraz 8 osobnikow linii migsnej Flex, pobierane 13. krotnie, metoda masazu
grzbietowo-brzusznego. Analizg przeprowadzono na nasieniu Swiezym oraz
zamrozonym/rozmrozonym. Nasienie poddano procesowi kriokonserwacji metoda ,kulkowa”,
rozcienczajac je rozrzedzalnikiem EK i stosujac 6% DMA (dimetyloacetamid), jako $rodek
krioochronny. ProbKi rozmrazano przez 2-3 sek. w temperaturze 60°C. Plemniki barwiono przez 30
min. w temp. 37°C, stosujac C11-BODIPY**"**! (4 4-difluoro-5-(4-phenyl-1,3-butadienyl)-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacene-3-undecanoic acid; Molecular Probes) w stezeniu koncowym 2nM. Barwnik
ten wiaze si¢ do blon komorkowych i wywotuje czerwona fluorescencje w komorkach bez
peroksydacji lipidow, natomiast w momencie, gdy proces ten zachodzi, S$wiecenie komoérek zmienia
si¢ na zielone. W celu wyodrgbnienia populacji plemnikéw martwych, komorki jednoczesnie
barwiono jodkiem propidyny (PI). Probki poddano analizie w cytometrze przeptywowym
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Proces kriokonserwacji nasienia badanej rasy i linii kogutow spowodowat istotna (P<0,01)
zmiang w proporcjach nastepujacych subpopulacji komoérek: plemniki martwe bez peroksydacji
lipidow bton komoérkowych; plemniki martwe z peroksydacja lipidow; plemniki zywe bez
peroksydacji lipidow oraz plemniki zywe z peroksydacja lipidow. Procedura zamrazania/rozmrazania
nasienia w istotny (P<0,01) sposoéb wptyngta na zwigkszenie utleniania bton komorkowych, zar6wno
w gametach zywych jak i martwych. Ponadto wykazano istotne (P<0,01) r6znice migdzy badana rasa i
linia pod wzgledem udzialu poszczegélnych subpopulacji plemnikéw w nasieniu $wiezym oraz
zamrozonym/rozmrozonym. Nasienie kogutéw linii Flex charakteryzowato sig istotnie (P<0,01)
wyzszym, w porownaniu do nasienia Zielonondzki kuropatwianej, odsetkiem plemnikow, u ktorych
stwierdzono proces utleniania wielonienasyconych kwasow thuszczowych bton komoérkowych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze kriokonserwacja nasienia kogutow zwigksza podatnosé
plemnikow na stres oksydacyjny, co wyraza si¢ zwigkszonym nasileniem procesu peroksydacji
lipidow blon komorkowych gamet. Jednocze$nie, zaobserwowane réznice w jakosci nasienia kogutow
analizowanych typow uzytkowych, potwierdzaja zréznicowana zdolno$¢ ich plemnikéw do
przezywania procedury zamrazania/rozmrazania.
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WPLYW KWASU ASKORBINOWEGO NA ROZWOJ ZARODKA
KURZEGO- WSTEPNE BADANIA

INFLUENCE OF ASCORBIC ACID ON CHICKEN EMBRYO
DEVELOPMENT -PRELIMINARY STUDY

Lis M.W". Sechman A2, Przybyto A.", Niedziotka AE.", Niedziotka J.W."

Katedra Hodowli Drobiu, Zwierzqt Futerkowych i Zoohigieny email: rzlis@cyf-kr.edu.pll, 2Katedra Fizjologii Zwierzqt, , e-
mail: rzsechma@cyf-kr.edu.pl, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw

Cel pracy: Udziat kwasu askorbinowego (ang. ascorbic acid, AA) w embriogenezie ptakow nie jest w
pelni wyjasniony. Zwiazek ten nie wystepuje w jaju kury (Gallus gallus domesticus), a jego synteza
rozpoczyna si¢ dopiero ok. 6 doby inkubacji (E6) w woreczku zottkowym, watrobie i nerkach, skad
jest on transportowany do innych tkanek. Dlatego interesujacym wydawato si¢ zbadanie, czy podanie
AA in ovo wptynie na dalszy przebieg embriogenezy i wyniki lggu.

Materiat i metody: Przeprowadzono dwa doswiadczenia, w ktorych wykorzystano jaja wylegowe kur
linii migsnych Ross 308 o0 masie 62 + 5 g. Inkubacje przeprowadzano w inkubatorze halowym typu
Petersime S576 ( T - 37,8°C i RH 50%) i klujniku typu Petersime H 192. W doswiadczeniu 1 (dwa
powtérzenia, n= 150 jaj/grupe) iniekcje AA in ovo w dawce 0, 2,5; 5,0 lub 10,0 mg/jajo (AA
rozpuszczono w 0,7% NaCl) przeprowadzano w 6 dobie inkubacji (E6). W doswiadczeniu 2 (jedno
powtorzenie) iniekcje in ovo AA w dawce 0 lub 2,5 mg/jajo przeprowadzono w EO, E6, E12 i E17
(n=150 jaj/grupg). Inickcje wykonywano do biatka jaja pod btong omoczniowo-kosmoéwkowa. Po
wylegu oceniano jako$¢ pisklat i ich mase¢ ciata. Zarodki z jaj niewyklutych poddano analizie
embriopatologicznej. Oceniano 0golny rozwoj zarodka, stopien retrakcji woreczka zottkowego oraz
wystepowanie anomalii rozwojowych.

Wyniki: Stwierdzono ujemna korelacje pomigdzy wynikami lggu a dawka AA oraz dniem iniekcji.
Obserwowano, ze zarodki zamieraly przede wszystkim w okresie ok. 2 dni po przeprowadzonej
manipulacji. Pogorszenia wynikow legdéw nie stwierdzono jedynie w grupie otrzymujacej AA w E17
(P>0.05). Podanic AA w E6 skutkowato uposledzeniem rozwoju (kartowato$cia) oraz powaznymi
deformacjami rozwojowymi zarodka. Czgstotliwo$¢ wystgpowania tych zmian wzrastala wraz z
dawka AA. Do najbardziej charakterystycznych deformacji nalezaty: niedorozwoj lub brak konczyn,
uposledzenie rozwoju ukladu powlokowego, co sprawiato, ze narzady wewnetrzne rozwijaty sie¢ na
zewnatrz jamy ciata, uposledzenie rozwoju kosci trzewioczaszki (przepuklina mozgowa) i
twarzoczaszki oraz zro$nigcie woreczka zottkowego z moézgowiem. Pomimo tak duzych znieksztatcen,
wigkszo$¢ potworkowatych zarodkoéw charakteryzowata si¢ duza zywotnos$cia i zamierata dopiero w
E19-E20 lub wymagata eutanazji podczas analizy embriopatologicznej odpadu powylegowego.
Whioski: Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen wskazuja, ze kwas askorbinowy jest substancja
wplywajaca na przebieg embriogenezy u ptakow. Podawanie AA w poczatkowej fazie embriogenezy
prowadzi do powaznych zmian embriopatologicznych. Wyjasnienie tego zjawiska wymaga dalszych
wnikliwych badan.

Badania wykonano w ramach Projektu Badawczego MNiSW N N311 1351 33
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METODY DIAGNOZOWANIA ZDOLNOSCI REPRODUKCYJEJ
PTAKOW

EVALUATION METHODS OF AVIAN REPROUDCTIVE ABILITY

Ewa Lukaszewicz, Agnieszka Partyka

! Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu, Zaklad Hodowli Drobi, Wroclaw; ewa.lukaszewicz@up.wroc.pl

Zdolno$¢ do rozmnazania i wydawania potomstwa jest jedna z podstawowych cech kazdego
zywego organizmu. U ptakéw wolno zyjacych wlasciwos¢ ta jest $cisle uzalezniona od warunkow
srodowiskowych, u ptakoéw hodowlanych podobnie — od zapewnienia im wilasciwych warunkow
mikroklimatycznych i zywienia. Celem hodowcy jest uzyskanie jak najwigkszej liczby potomstwa do
dalszej reprodukcji lub produkcji komercyjnej, a to z kolei zalezy od odpowiedniego doboru
osobnikoéw do rozptodu.

W praktyce najczgsciej stosowanym kryterium ptodnosci ptakow domowych jest procent
zaplodnionych jaj i liczba pisklat uzyskanych od jednej samicy. Jednakze w zalezno$ci od gatunku
okreslenie tego wskaznika mozliwe jest dopiero po 8-42 dniach od zaptodnienia, a ponadto nie zawsze
pozwala to na stwierdzenie liczby zarodkéw zamartych we wczesnych stadiach rozwoju.

W $wiezo zniesionych jajach, na podstawie makroskopowej oceny tarczki zarodkowej mozna
okresli¢ poziom zaptodnienia jaj, a po odpowiedniej preparacji blony witelinowej mozna takze
obliczy¢ liczbg otwordw pozostawionych przez plemniki penetrujace blong okotozéttkowa lub liczbe
plemnikéw uwigzionych pomig¢dzy btonami witelinowymi, co pozwala na szacunkowa oceng dtugos$ci
okresu ptodnosci samicy. Niestety procedury te tacza si¢ z koniecznoscia rozbicia jaja i utrata
potencjalnego pisklecia.

Poniewaz poziom zaplodnienia jaj w znacznym stopniu zalezy od jakoS$ci nasienia, stad tez
najwigcej jest metod oceny zdolnosci reprodukcyjnej samcéw na podstawie oceny jakosci jego
nasienia, poczawszy od prostych metod makroskopowych, do technik wymagajacych uzycia
specjalistycznej i niejednokrotnie drogiej aparatury. Wczesna ocena samca-reproduktora na podstawie
jakosci jego nasienia jest szczegdlnie wazna w przypadku ferm zarodowych w ktérych podejmowane
sa decyzje o wyborze samcow do rozptodu oraz przy stosowaniu sztucznej inseminacji. Najprostszymi
1 podstawowymi cechami ocenianymi w nasieniu to: barwa, konsystencja, stopien zanieczyszczenia,
objetos¢, koncentracja i ruchliwo$¢ plemnikow oraz ich obraz morfologiczny, w tym udziat
plemnikow zywych o prawidlowej budowie morfologicznej, martwych i zdeformowanych. Cechy te
mozna okresli¢ majac do dyspozycji plyte grzewcza i mikroskop z obiektywem immersyjnym.

Wraz z rozwojem nauki i zagl¢bianiem si¢ w jej nowe dziedziny nastgpuje réwniez rozwdj
nowych i coraz bardziej skomplikowanych technik badawczych. Konwencjonalna ocena nasienia z
zastosowaniem mikroskopu $wietlnego coraz czgSciej zastgpowana jest przez techniki
fluorescencyjnego barwienia, cytometri¢ przeplywowa oraz analizatory nasienia wspomagane
komputerowo (CASA).

Cytometria przeptywowa, w ktorej wykorzystuje si¢ barwniki fluorescencyjne pozwala na
oceng strukturalnych i funkcjonalnych wlasciwosci pojedynczych komoérek. Stosujac takie odczynniki
jak SYBR-14, jodek propidyny, rodamina 123, lektyny lub oranz akrydyny mozliwe jest okreslenie
zywotnosci plemnikéw, stopnia integralnosci bton komoérkowych, aktywnosci mitochondrialnej czy
struktury akrosomow oraz DNA. Zaletami tej metody jest szybko$¢ odczytu, doktadno$é¢, obiektywizm
otrzymanych wynikéw oraz mozliwo$¢ oceny pewnych wiasciwosci rownoczesnie, barwiac komorki
kilkoma barwnikami.

Z kolei system CASA umozliwia doktadng i szybka analize¢ toré6w ruchu poszczegoélnych
plemnikow, obliczajac jednocze$nie odsetek plemnikéw ruchliwych, odsetek plemnikdéw o ruchu
postgpowym oraz opisujac wiele wlasciwosci zwigzanych z szybkoscia i1 liniowoscia ruchu
plemnikow.
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SESJA X

Neuro-endokrynna regulacja funkcji jajnika i cyklu plciowego

SESSION X

Neuroendocrine regulation of ovary function
and reproductive cycle
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STEZENIE WYBRANYCH ANTYOKSYDANTOW W PLYNIE
PECHERZYKOWYM ORAZ WPLYW SELENU NA DOJRZEWANIE
OOCYTOW SWINI IN VITRO

CONCENTRATION OF SELECTED ANTIOXIDANTS IN
FOLLICULAR FLUID AND EFFECTS OF SELENIUM ON IN VITRO
MATURATION OF PIG OOCYTES

Tomasz Stankiewicz, Barbara Blaszczyk, Jan Udata, Dariusz Gaczarzewicz

Katedra Rozrodu Zwierzqt, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzqt, Akademia Rolnicza w Szczecinie
E-mail: tomasz.stankiewicz@biot.ar.szczecin.pl

W pracy okres$lono stezenie witaminy E i1 selenu (Se) w plynie pecherzykéw jajnikowych
swini z uwzglednieniem wielkos$ci pgcherzyka oraz podjgto probe okreslenia wptywu dodatku selenu
na dojrzewanie oocytow in vitro (IVM).

Badania wykonano na jajnikach loszek pozyskanych poubojowo. Ptyn aspirowano z
pecherzykow: owulacyjnych ($rednica od 10 do 12 mm; n=20), $rednich (Srednica od 7 do 9 mm
(n=20) i z 210 pecherzykoéw matych (Srednica ponizej 6 mm). W przypadku tych ostatnich, aby
uzyska¢ odpowiednia do analiz objetos¢ proby, ptyn pozyskiwano z 10 pgcherzykéw z tego samego
jajnika 1 wilaczano do wspdlnej puli (n=21). Stezenie witaminy E okreslono za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), natomiast koncentracje selenu oznaczono
fluorometrycznie. Po okresleniu pecherzykowego stgzenia selenu podjgto probe modyfikacji medium
do dojrzewania oocytow (NCSU-23) wzbogacajac je o rézne dawki selenu: 0,11 pg/ml (oocyty [;
n=81), 0,5 ug/ml (oocyty II; n=83), 1,0 pg/ml (oocyty III; n=79). Grupg kontrolna stanowily oocyty
poddane dojrzewaniu w medium bez dodatku selenu (K; n=80). Procedura pozaustrojowego
dojrzewania zostala przeprowadzona wedlug metody Abeydeera i Daya (1997). Jako$¢ oocytow
oceniano na podstawie stopnia rozproszenia komérek wzgorka jajonosnego oraz obecnosci lub braku
pecherzyka zarodkowego (stadium GV lub GVBD). Ponadto, oceniano zywotno$¢ oocytow
wykorzystujac barwienie bigkitem trypanu.

Stezenie witaminy E w pecherzykach owulacyjnych, $rednich i matych wynosito odpowiednio
2,97+0,92; 0,46+0,21 i 0,81+0,25 pg/ml. W stezeniu wit. E stwierdzono istotne réznice miedzy
pecherzykami owulacyjnymi a $rednimi (P<0,05) i malymi (P<0,01). Odwrotnie natomiast
ksztaltowaly si¢ rdznice w stezeniu selenu. Koncentracja Se w pecherzykach matych wynosita
0,11+0,02 pg/ml i byla istotnie wyzsza niz w $rednich i owulacyjnych (P<0,01). W wyniku
przeprowadzonej procedury IVM najwickszy odsetek dojrzatych oocytow (54,32%) uzyskano w
pozywce wzbogaconej selenem o stezeniu 0,11 pg/ml. Niemniej jednak nie stwierdzono istotnych
roéznic pomigdzy ta grupa oocytdw a oocytami z grupy II, III i K. Zanotowano natomiast istotnie
nizszy odsetek dojrzatych oocytow (24,05%) hodowanych w medium zawierajacym selen w stezeniu
1,0 ug/ml w porownaniu do oocytow hodowanych w medium o nizszej koncentracji selenu (P<0,01).

Uzyskane wyniki wskazuja, iz st¢zenie witaminy E i selenu zaleza od wielkosci pgcherzyka i
sugeruja jednoczes$nie na udziat tych antyoksydantdéw w rozwoju pecherzyka jajnikowego $wini.
Podjgte w pracy wstgpne proby modyfikacji medium do dojrzewania oocytow poprzez dodanie do
niego selenu wskazuja, ze odpowiednie dawki tego pierwiastka moga poprawi¢ efektywnosc¢
pozaustrojowego dojrzewania oocytow $win, sugerujac jednoczesnie potrzebg prowadzenia dalszych
prac w tym kierunku.
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WPLYW FITOESTROGENOW NA SEKRECJE I SYNTEZE
OKSYTOCYNY Z KOMOREK LUTEALNYCH I KOMOREK
WARSTWY ZIARNISTEJ KROWY

THE INFLUENCE OF PHYTOESTROGENS ON SECRETION AND

SYNTHESIS OF OXYTOCIN (OT) IN LUTEAL AND GRANULOSA
CELLS OF COW

Jarostaw Mlynarczuk, Michal Wrébel, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnos’ci PAN w Olsztynie, ul. Tuwima 10, 10-740 Olsztyn,
e-mail: jarecki@pan.osztyn.pl

Fitoestrogeny, nasladujace dziatanie estradiolu, wystepuja w takich roslinach jak np. soja,
koniczyna czy lucerna. Z tego wzgledu substancje te moga wplywac na procesy rozrodcze ludzi i
zwierzat, w tym bydta, dzialajac na réznych poziomach regulacyjnych cyklu ptciowego. Oksytocyna
(OT) jajnikowa uczestniczy w regulacji prawie kazdego etapu cyklu plciowego krowy. Wplyw ten
obejmuje wzrost pecherzykow jajnikowych, ich dojrzewanie i owulacje a nastgpnie formowanie ciatka
z6Mtego 1 regulacje czasu jego trwania. Stad wszelkie zaktocenia w syntezie i sekrecji OT moga
niekorzystnie wptywa¢ na prawidtowy przebieg calego cyklu plciowego i by¢ jedna z przyczyn
spadku ptodno$ci oraz zwigkszonej zamieralnosci zarodkow. Dlatego celem badan bylo okreslenie
wptywu fitoestrogendw na proces syntezy i sekrecji OT w komoérkach lutealnych i warstwy ziarnistej
pecherzyka jajnikowego krowy.

Do badan uzyto komorki warstwy ziarnistej pecherzyka jajnikowego z pecherzykow o
$rednicy < 1 i > 1 cm, uzyskane przez przeptukiwanie ich wlasnym ptynem oraz komorki lutealne z 5-
15 dnia cyklu, uzyskane droga perfuzji enzymatycznej. Komorki (2.5x10%ml), po 24 godz.
preinkubacji, inkubowano z daidzeina, genisteing lub kumestrolem w dawkach (1x10™ i 1x107 M)
przez 72 (w celu oceny zmian w sekrecji OT) lub 8 godz. (1x10°® M) w celu okreélenia ekspresji
dwoch gendéw uczestniczacych w syntezie OT; tj. genu odpowiedzialnego za synteze kompleksu
neurofizyna-1/OT (NP-I/OT), ktory jest prekursorem OT oraz genu monooksygenazy peptydylo-
glicylo-a-amidowej (PGA) — enzymu uczestniczacego w przemianach potranslacyjnych prekursora
OT. Stezenie OT w medium oceniano metoda EIA, natomiast ekspresje genow badano przy uzyciu
potilosciowej metody RT-PCR, wobec genu referencyjnego G3PDH.

Fitoestrogeny w obu dawkach, zwigkszaty (P<0.05) sekrecj¢ OT z komorek granulozy z pgcherzykow
obu wielkoéci. Natomiast w dawce 10°M zwigkszaty one sekrecje OT (P<0.05) z komérek lutealnych
z 5-10 dnia cyklu, za§ w dawce 10°'M nie obserwowano (P>0.05) tego efektu w przypadku
kumestrolu, a wptyw daidzeiny byt nizszy (P<0.05) niz w przypadku dawki wyzszej. W hodowlach
komorek lutealnych z 11-15 dnia cyklu wszystkie fitoestrogeny stymulowaty sekrecj¢ OT w dawce 10
®M. Za$ w dawce 10"'M jedynie genisteina nie stymulowata (P>0.05) uwalniania OT. Wszystkie uzyte
fitoestrogeny zwigkszaly ekspresje genu PGA (P<0.05) w komdrkach granulozy. Natomiast kumestrol
nie wptywat (P>0.05) na ekspresj¢ genu NP-I/OT. Uzyte fitoestrogeny zwigkszaty ekspresj¢ zar6wno
genu PGA jak i NP-I/OT w komorkach lutealnych, za wyjatkiem wptywu daidzeiny na ekspresje genu
NP-1/OT.

Badane fitoestrogeny stymuluja sekrecj¢ OT z komorek warstwy ziarnistej i komorek lutealnych
krowy. Wptywaja one takze na syntezg OT dwoma drogami: poprzez zwigkszenie ilosci prekursora
OT oraz zwigkszanie iloSci enzymu (PGA) odpowiedzialnego za przemiany potranslacyjnyjne
prekursora OT. Zmiany te moga istotnie zakloca¢ przebieg cyklu rujowego i by¢ moze, rowniez
uposledza¢ proces implantacji blastocysty.

104


mailto:jarecki@pan

STEZENIE PROGESTERONU, OKSYTOCYNY I NORADRENALINY
ORAZ ICH RECEPTOROW W CIALKU ZOLTYM PODCZAS CYKLU
RUJOWEGO KROWY

CONCENTRATIONS OF PROGESTERONE, OXYTOCIN AND
NORADRENALINE AND THEIR RECEPTORS IN CORPUS LUTEUM
DURING ESTROUS CYCLE IN COW

Robert Rekawiecki, Anna Nowaocin, Jan Kotwica

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie,
ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn, e-mail: robert@pan.olsztyn.pl

Progesteron wytwarzany w ciatku zolttym (CL) poprzez swoje wielokierunkowe dziatanie
powoduje wytworzenie odpowiednich warunkéw dla implantacji zarodka, jego rozwoju, oraz
zapewnia prawidlowy przebieg ciazy. Synteza P, jest zlozonym procesem podlegajacym regulacji
przez czynniki dostarczane do jajnika z krwia lub syntezowane lokalnie w CL. Do tych ostatnich
naleza m.in. oksytocyna (OT) i noradrenalina (NA), ktore po zwiazaniu odpowiednio do receptora
oksytocyny (OT-R) i [2-adrenergicznego (BP2-R) w CL wplywaja na drodze autokrynowo-
parakrynowej na jego funkcje¢ wydzielnicza.

Celem tej pracy bylo zbadanie zmian stgzen hormonéw (OT, NA i P,), ekspresji genow i
poziomu biatek receptorow (OT-R i B2-R) jak rowniez korelacji migdzy poziomami ekspresji genu i
poziomami bialek OT-R, f2-R w stosunku do hormonu przytaczanego do danego receptora, a takze
korelacji stgzen P, z NA i OT w cyklu rujowym krowy.

Materiat badawczy stanowity ciatka zotte z 1-5, 6-10, 11-16 i 17-21 dnia cyklu rujowego
(n=4/faza cyklu) pozyskane od zwierzat w 20 min. po uboju przemystowym. Z czesci kazdego CL
wyizolowano catkowity RNA ktéry poddano odwrotnej transkrypcji, a nast¢pnie metoda reakcji PCR
oznaczono poziom ekspresji genow dla OT-R, P2-R wzgledem genu referencyjnego GAPDH
(dehydrogenaza 3-fosfo gliceraldehydowa). Pozostata cz¢$¢ kazdego CL poddano lizie. W uzyskanym
lizacie, metoda western blot, oznaczono poziom biatka dla OT-R, f2-R wzgledem poziomu biatka
GAPDH. Stezenie hormondéw oznaczono metoda EIA.

Najwyzszy poziom ekspresji genu OT-R wystgpowat w 1-5i 17-21 dniu cyklu za$ najnizszy w
6-10 i 11-16 dniu cyklu rujowego. Przeciwnie do poziomu ekspresji genu ksztaltowat si¢ ilosci biatka
OT-R i OT. Najnizsza ekspresje genu p2-R wykazano w 1-5 dniu cyklu, ktora nastepnie wzrastata w
6-10 dniu cyklu, utrzymujac si¢ na statym poziomie do konca cyklu. Najwyzszy poziom biatka 2-R
stwierdzono w 1-5 dniu cyklu. Po czym jego ilo$¢ ciagle obnizata si¢ i osiagajac najnizszy poziom w
17-21 dniu cyklu. Stgzenie NA w CL malato od 1-5 do 11-16 dnia a nastgpnie wzrastato w 17-21 dniu
cyklu. Poziom biatka OT-R jak i f2-R w CL byt dodatnio skorelowany z zawarto$cia OT (r = 0.90)
(P<0.0001) i NA (r = 0.73) (P<0.01) w tkance lutealnej. St¢zenie P, bylo skorelowanie dodatnio (r =
0.88) z poziomem OT (P<0.0001) i ujemnie (r = -0.4) (P>0.05) z poziomem NA. Ekspresja genu OT-
R jak i B2-R w CL byta ujemnie skorelowana odpowiednio z zawartoscia OT (r = -0.76) (P<0.001) i
NA
(r =-0.59) (P<0.05) w tkance lutealnej.

Uzyskane wyniki $wiadcza o istnieniu zaleznosci pomigdzy ekspresja genow OT-R i B2-R,
poziomem biatek receptorow OT-R i f2-R oraz poziomem OT w stosunku do produkcji P4. Wskazuje
to na ich wysokie powiazanie w regulacji funkcji wydzielniczej CL u bydta.

Praca wykonana w ramach grantu MNiSW: 2P06D04530
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ZWIEKSZONY ZWROTNY TRANSFER HORMONOW
STEROIDOWYCH JAJNIKA DO TETNICY JAJNIKOWEJ W FAZIE
LUTEALNEJ U SWINI WPLYWA NA ICH WELASNE WYDZIELANIE

ORAZWYDZIELANIE AKTYWINY | INHIBINY

INCREASED RETROGRADE TRANSFER OF OVARIAN STEROID
HORMONES INTO OVARIAN ARTERY AFFECT THEIR SECRETION
AND SECRETION OF ACTIVIN AND INHIBIN IN LUTEAL PHASE OF

PORCINE ESTROUS CYCLE

Barbara Wasowska

Zaktad Lokalnych Regulacji Fizjologicznych, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Bada#n Zywnosci Polskiej Akademii Nauk, ul.
Tuwima 10, 10-747 Olsztyn, e-mail: bwasow@pan.olsztyn.pl

Zlokalizowane w krezce jajnika $wini naczynia tegtnicze zylne i limfatyczne tworza
funkcjonalny uktad, nazywany przez fizjologoéw okotojajnikowym kompleksem naczyniowym. W
kompleksie tym odbywa si¢ zwrotny transfer hormondéw jajnikowych z krwi zylnej i limfy
odptywajacej z jajnika do krwi tetniczej zaopatrujacej jajnik. Przeprowadzone badania miaty na celu
sprawdzenie czy zwigkszone w wyniku zwrotnego transferu st¢zenie progesteronu (P4), estradiolu
(E2) lub testosteronu (T) we krwi zaopatrujacej jajnik wywotuje ujemne lub dodatnie sprzezenie
zwrotne 1 ta droga wptywa na ich wilasng synteze oraz czy zwigkszone stezenie kazdego z tych
hormonéw ma wplyw na synteze i uwalnianie do krwi zylnej innych hormonéw jajnikowych.

Loszkom bgdacym w fazie lutealnej cyklu infundowano przez 3 kolejne dni (10, 11, 12 dzien
cyklu) do tetnicy jajnikowej po stronie doswiadczalnej jeden z hormonéw, przez 6 godzin. Dawki
hormonéw infundowanych w 10 dniu cyklu odpowiadaty efektywnosci ich zwrotnego transferu w tym
stadium cyklu. Zostalty one wyliczone na podstawie wielkosci lokalnego wzrostu ich ste¢zenia w
wyniku zwrotnego transfer w okotojajnikowym kompleksie naczyniowym oraz ilo$ci krwi
przeptywajacej w tym czasie tetnica jajnikowa. W 11 dniu cyklu infundowana byta podwdjna, a w 12
dniu potrdjna dawka hormonow. Po stronie kontrolnej infundowano NaCl. Proby krwi pobierano z zyt
jajnikowych w ciagu 3 godzin (co 30 min.) przed infuzja hormonu oraz po 2-godzinnej przerwie po
zakonczeniu infuzji przez 6 godzin (co 1 godz.). Tempo infuzji dawki podstawowej hormonow
wynosito: P, — 0.62 pg/min, E2 — 156 pg/min, T — 250 pg/min. Wyniki zostaty przedstawione jako
zmiany stgzenia hormonéw w stosunku do ich stezenia przed infuzja w pierwszym dniu
doswiadczenia, przyjetej jako 100%. Pordwnywano wartosci stezen uzyskane po infuzji hormonéw z
warto$ciami uzyskanymi po stronie kontrolnej, uzywajac testu t dla danych niesparowanych (Prism
4.0, GraphPad, USA).

Infuzje wszystkich dawek P, spowodowaty wystapienie dodatniego sprzezenia zwrotnego, w
wyniku ktérego wzrosto jego wlasne wydzielanie: srednio o 30% po infuzji dawki podwdjnej (P<0.01)
1 przed infuzja dawki potrdjnej (P<0.05). Ponadto infuzje P, spowodowaly wzrost wydzielania T, E,,
androstendionu (A,), podjednostki a-inhibiny (INHa) oraz aktywiny A w 12 dniu cyklu. Infuzje E,
spowodowaly ujemne sprzezenie zwrotne i obnizenie jego wlasnego wydzielania w 12 dniu cyklu:
przed infuzja o 135%, (P=0.002) oraz po infuzji o 179% (P=0.0002). Ponadto infuzje E,
spowodowaly: obnizenie wydzielania T, E; oraz zalezne od dawki zmiany w wydzielaniu P4 Nie
stwierdzono zmian w wydzielaniu A, oraz INHo pod wptywem E,. Infuzje testosteronu nie miaty
wplywu na jego wlasne wydzielanie ani wydzielanie INHa, spowodowaly natomiast obnizenie
wydzielania P4, A4, E», E;.

Przeprowadzone badania wykazaly funkcjonowanie sprzezen zwrotnych pomigdzy pula
przenoszonych zwrotnie do jajnika P, i E; a ich wydzielaniem, oraz wptyw zwrotnego transferu
hormonéw steroidowych na wydzielanie innych hormonéw jajnikowych. Wyniki te wskazuja po raz
pierwszy na udzial aktywiny A oraz podjednostki a-inhibiny w lokalnym regulacyjnym dzialaniu
zwrotnego transferu hormonow na steroidogeneze jajnikowa.

Badania finansowano z grantu KBN 3P06D 02323.
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CYTOKINES IN THE MARE ENDOMETRIUM
AND CORPUS LUTEUM

CYTOKINY W SLUZOWCE MACICY I CIALKU ZOLTYM KLACZY

A Galvio', D J Skarzynski®, E Silva', L Valente', L Mateus', G Ferreira-Dias"

IC.1.1.S.A., Faculty of Veterinary Medicine, T.U. Lisbon, Portugal
2 Institute of Animal Reproductive and Food Research of PAS, Olsztyn, Poland
E-mail: gmifdias@fmv.utl.pt

The influence of the endometrium in the regulation of ovarian function has been well established, for
decades. Specifically, during the luteal phase, the relationship between these two structures is quite
evident, mainly at the time of luteolysis. Although, how different factors as cytokines (interferon-
gamma - IFNy, tumor necrosis factor - TNFa, Fas Ligand - FasL) do interact for the establishment of
different events during the estrous cycle is not well known. Therefore, the main goal of this study was
to clarify the possible relationship between the expression of these factors, and their receptors,
simultaneously in corpus luteum (CL) and endometrium, during the luteal phase in the mare.
Endometria and corpora lutea were obtained post mortem from 18 cyclic mares and classified into: i)
early luteal phase endometrium (Early-LP) or Early-CL (n= 6); ii) mid luteal phase endometrium
(Mid-LP) or Mid-CL (n=6) and iii) late luteal phase endometrium (Late-LP) or Late-CL (n= 6), based
on plasma progesterone (P4) concentration and ovarian structures. After primers design for the target
genes (TNFa, TNFR1, FasL and Fas) and for the housekeeping gene (B2MG), optimizations were
performed by conventional PCR. Relative quantification of gene expression was accomplished by
Real Time PCR (Real Time Miner). In the endometrium, TNFa expression was significantly reduced
in the Mid-LP (p<0.05), comparing with the other stages of the luteal phase, while its receptor showed
the opposite tendency (p<0.05). IFNy was increased in the Late-LP (p<0.05), but its receptor
expression did not change. FasL expression was similar to TNFa, being lower in the Mid-LP (p<0.05),
while Fas was constant throughout the luteal phase. In the CL, TNFa expression was higher in both
Late-CL and Early-CL comparing to Mid-CL (p<0.001) and TNFR 1 expression was increased in the
Early-CL with respect to Mid-CL (p<0.05) and Late-CL (p<0.01). IFNy presented the lowest
expression in the Early-CL, increasing afterwards (p<0.01). IFNy Receptor 1 did not show a
significant variation during the luteal phase. FasL presented the lowest mMRNA expression in the Early-
CL, increasing in the Mid-CL (p<0.05) and with no significant difference between Mid-CL and Late-
CL. Fas expression was similar during the luteal phase. These results suggest an important
(auto/paracrine) role of these cytokines in regulation of both endometrial and luteal functions. The
agreement in the expression pattern in the equine endometrium and ovary may evidence similar
pathways triggered simultaneously in the luteal phase, in both structures.

This work was supported by Grants POCTI/CVT/39519/2001 and SFRH/BD/29765/2006 from

Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT), Portugal and the International Project of Polish Ministry
of Science and Higher Education (PORTUGALIA/78/2007).
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Wpltyw endometrium w regulacji funkcji jajnikéw zostat dobrze udokumentowany podczas ostatnich
dekad. Zwtaszcza w ciagu trwania fazy lutealnej zwiazek pomigdzy tymi dwoma strukturami wydaje
si¢ by¢ dos¢ oczywisty, szczegbdlnie w trakcie luteolizy. Jednakze nie zostato dobrze poznane w jaki
sposob inne czynniki, takie jak np. cytokiny (interferon gamma- IFNy, czynnik martwicy nowotworow
- TNFa, Ligand Fas - FasL) maja wptyw na przebieg poszczegdlnych etapow cyklu ptciowego. W
zwiazku z tym glownym celem do$wiadczenia byto wyjasnienie mozliwej zalezno$ci pomigdzy
ekspresja tych czynnikéw i ich receptorow, jednoczesnie w ciatku zottym (CL) oraz endometrium, w
trakcie fazy lutealnej u klaczy. Endometria oraz ciatka zotte otrzymano post mortem od 18 klaczy
bedacych w trakcie cyklu. oraz Na podstawie stezenia progesteronu w surowicy (P;) oraz oceny
morfologicznej struktur jajnika sklasyfikowano je na nastgpujace grupy: i) endometria znajdujace sig
we wczesnej fazie lutealnej (wczesna LP) lub wezesne ciatka zotte (n=6); ii) endometria znajdujace sig
w srodkowej czegsci fazy lutealnej (Srodkowa LP) lub posrednie ciatka zotte (n=6) oraz iii)endometria
znajdujace si¢ w poznej fazie lutealnej (pdzna LP) lub pdzne ciatka zotte (n=6). Po zaprojektowaniu
primeréw dla genéw docelowych (TNFo, TNFR1, FasL oraz Fas) oraz referencyjnego genu B2MG,
wykonano optymalizacj¢ przy pomocy konwencjonalnego PCR. Ilosciowa oceng wzglednej ekspresji
genow wykonano metoda PCR w czasie rzeczywistym (Real Time Miner). Zanotowano znaczne
zmniejszenie ekspresji TNFo w endometrium w srodkowej fazie lutealnej (p<0.05), w poréwnaniu z
innymi fazami rozwoju ciatka zottego , podczas gdy jego receptor wykazat przeciwna tendencje
(p<0.05). Stezenie IFNy bylo zwigkszone w podznej fazie lutealnej (p<0.05), jednak ekspresja jego
receptora nie zmienita si¢. Ekspresja FasL byta podobna do TNFa, utrzymujac si¢ na niskim poziomie
w $rodkowej fazie lutealnej (p<0.05), podczas gdy Fas utrzymywato si¢ na stalym poziomie poprzez
cala fazg lutealng. W ciatku zo6ttym ekspresja TNFo byta wyzsza zardowno w poéznym oraz wczesnym
ciatku zoltym, w poréwnaniu z ciatkiem zottym posrednim (p<0.001), natomiast ekspresja receptora
TNF 1 utrzymywata si¢ na zwigkszonym poziomie we wczesnym ciatku zottym w pordéwnaniu z
ciatkiem zottym posrednim (p<0.05) oraz péznym (p<0.01). IFNy wykazywat najnizsza ekspresje we
wczesnym ciatku zottym, ktora wzrastala w pOzZniejszym okresie (p<0.01). Nie zanotowano
znaczacych roznic w ekspresji receptora 1 [FNy w trakcie fazy lutealnej. FasL wykazat najmniejszy
stopien ekspresji mRNA we wczesnym ciatku zottym, wzrastajacy w ciatku zottym posrednim
(p<0.05), przy braku znaczacych ro6znic pomigdzy ekspresja w ciatku zoltym posrednim i péznym.
Ekspresja Fas byta podobna w trakcie catej fazy lutealnej. Wyniki te sugeruja, iz cytokiny te petnia
wazng role (auto/parakrynowa) w regulacji zaréwno funkcji endometrialnych, jak i lutealnych.
Zgodnos¢ w sposobie ekspresji w endometrium oraz jajniku klaczy moze wskazywaé na jednoczesne
uruchamianie podobnych szlakow przekazywania sygnatu w trakcie fazy lutealnej w obu strukturach.

Praca ta zostata wsparta przez grant POCTI/CVT/39519/2001 oraz SFRH/BD/29765/2006 z Fundagao
para a Ciéncia e Tecnologia (FCT), Portugalia oraz przez Migdzynarodowy Projekt Polskiego
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (PORTUGALIA/78/2007).
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LEUKOTRIENY W KOMORKACH STEROIDOGENNYCH CIALKA
ZOLTEGO KROWY PODCZAS CYKLU RUJOWEGO | WCZESNEJ
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LEUKOTRIENES IN THE BOVINE STEROIDOGENIC LUTEAL
CELLS DURING THE ESTROUS CYCLE AND EARLY PREGNANCY

Anna Korzekwa", Karolina Lukasik, Izabela Woclawek-Potocka®, Dariusz J. Skarzynski

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badat Zywnosci, PAN Olsztyn, Zaktad Immunologii Rozrodu
aniak@pan.olsztyn.pl

WPROWADZENIE: Leukotrieny obok prostaglandyn i tromboksanu naleza do grupy biologicznie
czynnych wielonienasyconych kwasow tluszczowych nazywanych eikozanoidami. Leukotrieny (LTs)
sa 20-weglowymi metabolitami kwasu arachidonowego syntetyzowanymi de novo przy udziale 5-
lipoksygenazy (5-LO). Synteza LTs odbywa si¢ w réznych kompartmentach komoérkowych: w
cytozolu powstaje leukotrien B, (LTB,), podczas gdy w reakcji katalizowanej przez syntazg LTC,
wystepujacej w blonie jadrowej tworzony jest leukotrien C,. We wczesniejszych badaniach
okresliliémy, ze dziatanie leukotrienu B4 na uklad rozrodczym krowy in vivo (15 dzien cyklu
jajnikowego) jest uzaleznione od dawki: podanie LTB, w infuzji do aorty w dawce 10 pg
spowodowato efekt luteolityczny, a dawka 25 pg przedtuzyta trwanie fazy lutealnej i wptywala
luteotropowo (stymulacja wydzielania progesteronu - P4) na ciatko zétte (CL) krowy. Natomiast
dziatanie LTC, jest luteolityczne w kazdym zakresie dawek. Jednakze rola LTs w regulacji lokalnych
funkcji jajnika, a szczegolnie CL krowy nie jest dotychczas wyjasniona.

CEL BADAN: Okre$lenie czy LTs moga petnié¢ funkcje auto-parakrynnych czynnikéw w regulacji
CL, zarowno w cyklu jajnikowym, jak i w ciazy u krowy poprzez: (1) poznanie profilu ekspresji
enzymu odpowiedzialnego za produkcje LTs (5-LO) i ich receptorow (LTR-1 i LTR-2) oraz (2)
wykazanie wplywu czynnikow luteotropowych i luteolitycznych na uwalnianie LTC, i By w
komorkach CL krowy.

MATERIAL I METODY: W CL pozyskanych od kréw poubojowo (wczesna: 2-3 dzien, srodkowa:
8-9, pozna faza lutealna:17-18 dzien cyklu oraz we wczesnej ciazy: w dniach 8-9 i 17-18) oznaczono
profil ilosciowe] ekspresji genéw dla 5-LO, LTR-1 i LTR-2 metoda Real Time PCR oraz stgzenie
LTB, i C;, metoda EIA. Komorki CL izolowane metoda enzymatyczng po 24 h preinkubacji
stymulowano przez kolejne 24 h czynnikami luteotropowymi: LH (100 ng/ml), PGE, (10°M) i
luteolitycznymi: PGF,, (10°M) i TNF/IFNy (50 ng/ml).

WYNIKI: Cytokiny stymulowaty ekspresje 5-LO oraz LTR-1 w komoérkach CL tylko we wczesnej
fazie cyklu rujowego (P<0.05). Ekspresja LTR-2 w komoérkach wzrosta pod wptywem cytokin i PGFy,
we wczesnej 1 poznej fazie cyklu oraz po stymulacji cytokinami w 17-18 dniu cigzy (P<0.05).
Wyadzielanie LTB, w komodrkach wzrosto po stymulacji cytokinami we wezesnej fazie cyklu (P<0.05),
natomiast wszystkie czynniki luteotropowe i luteolityczne hamowaly wydzielanie LTB, w $rodkowe;j i
péznej fazie (P<0.05). Nie wykazano wplywu badanych czynnikéw na wydzielanie LTs w ciazy
(P>0.05).

Wyadzielanie LTC, nie zmienito si¢ pod wptywem badanych czynnikow we wczesnej fazie cyklu i
ciazy, z wyjatkiem stymulacji przez cytokiny w 17-18 dniu cigzy. W pdznej fazie cyklu obie
prostaglandyny i cytokiny zwigkszyly wydzielanie LTC, w komorkach steroidogennych CL krowy
(P<0.05).

WNIOSKI: Leukotrieny jako czynniki auto-parakrynne moga by¢ w regulacje funkcji jajnika, w tym
CL krowy, a ich synteza i ekspresja ich receptorow zmieniaja si¢ podczas cyklu i we wczesnej ciazy.
Leukotrieny, gtéwnie LTB,4, moga by¢ mediatorami dziatania prostaglandyn i cytokin (TNF/IFNy)
podczas tworzenia si¢ i wezesnego rozwoju CL. Jednakze, pod koniec cyklu LTs, a w szczegdlnosci
LTC,, moga petié¢ funkcje modulatora/mediatora PGF,,, i cytokin podczas regresji CL krowy.

"AK., LW-P. - stypendystki Programu START FNP.
Badania wykonano w ramach projektu badawczego MNiSW 2P06D 004 30
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ZALEZNOSC POMIEDZY LICZBA CIALEK ZOLTYCH A
WZROSTEM PECHERZYKOW JAJINIKOWYCH U KOZ W CIAZY

RELATIONSHIP BETWEEN NUMBER OF CORPORA LUTEA AND
FOLLICULOGENESIS IN PREGNANT GOATS

Tomasz Schwarz!, Edward Wierzchos?

Katedra Hodowli Trzody Chlewnej
2Katedra Hodowli Owiec i Kéz
Uniwersytet Rolniczy, 30-059 Krakéw, al. Mickiewicza 24/28

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie poziomu folikularnej aktywnosci jajnikoéw
ciezarnych koz, mierzonej liczba pgcherzykdéw rosnacych, w zalezno$ci od poziomu owulacji i liczby
cialek zottych, jak rowniez od rozmieszczenia ciatek zottych pomigdzy prawym i lewym jajnikiem w
przypadku owulacji mnogich.

Obserwacje przeprowadzono na szesciu kozach rasy polska biata uszlachetniona
utrzymywanych w warunkach naturalnego dnia $wietlnego w Stacji Doswiadczalnej Katedry Hodowli
Owiec 1 K6z na Bielanach kolo Krakowa. Doswiadczenie polegalo na codziennej wizualizacji
jajnikow koéz od momentu wykrycia rui w grudniu, az do porodu w maju. W obserwacjach
wykorzystano technike transrektalnej, szerokopasmowej ultrasonografii w zakresie wysokich
czestotliwoscei, stosujac skaner Aloka SSD 500 wyposazony w liniowa sonde o czgstotliwosci 7,5
MHz przystosowana do badania per rectum. Dla kazdej kozy wykonano diagram profilu
indywidualnego wzrostu pecherzykéw jajnikowych. Analizy danych objely poréwnanie liczby
pecherzykow rosnacych w ciagu catej ciazy w jajnikach kéz w zalezno$ci od poziomu owulacji i
zwigzanej z tym liczby ciatek zoltych ciazowych, oraz poréwnanie liczby pgcherzykdéw rosnacych w
zaleznosci od rozmieszczenia ciatek zottych ciazowych w jajnikach. Istotno$¢ réznic szacowano przy
uzyciu testu t-Studenta.

Srednia liczba pecherzykéw jajnikowych rosnacych w ciagu calej ciazy wyniosta 42 (+ 14,4),
z tego 16 (x 7,7) osiagneto $rednice > 5 mm, czyli Srednicg pecherzyka potencjalnie zdolnego do
owulacji. Poziom owulacji wahat si¢ od 1 do 3. Trzy ciatka zoétte odnotowano u jednej kozy (4), dwa
ciatka zo6tte u czterech (1, 2, 3, 6), za$ jedno ciatko zo6tte u jednej kozy (5). U kozy nr 4 w czasie ciazy
rosto 60 pecherzykow, u kozy nr 5 49 pecherzykdow, za$ u pozostatych koz érednio 34,25 (+ 8,66)
pecherzykow. Wspolezynnik korelacji pomigdzy liczbg ciatek zottych a liczba rosnacych pecherzykow
wyniost 0,27 i byl nieistotny ze statystycznego punktu widzenia. Kolejna analiza objeta liczbg
pecherzykow rosnacych w zaleznos$ci od rozmieszczenia cialek zottych w jajnikach, pomijajac aspekt
ich liczebnoéci. Kozy podzielono na dwie grupy: 1. ciatko zétte w jednym jajniku (n:0) (kozy 1, 4, 5);
2. ciatka zotte w obydwu jajnikach (n:n) (kozy 2, 3, 6). Srednia liczba pecherzykéw rosnacych w
grupie 1 wyniosta 52 (+ 11,3), z tego 21 (+ 7,1) osiagneto $rednice > 5 mm. Wartosci te byly istotnie
wyzsze (P < 0,05) niz w grupie 2, gdzie wyniosty 30 (+ 2,8) pecherzykéw w tym 10 (+ 2,8) o $rednicy
> 5 mm. Dodatkowa analize¢ wykonano dla pojedynczych jajnikow. Srednia liczba pecherzykow
rosnacych w jajniku z ciatkiem zottym (n=9) wyniosta 13,7 (+ 2,3) z tego 4,4 (£ 1,3) osiagneto
$rednicg > 5 mm. Wartosci te byly istotnie nizsze (P < 0,01) niz w przypadku jajnikéw bez ciatka
z6ttego (n=3), w ktorych odnotowano wzrost 41 (+ 7) pecherzykéw, w tym 18 (+ 5) o $rednicy > 5
mm.

Podsumowujac, dla liczby pecherzykéw jajnikowych rosnacych czasie ciazy u koz,
rozmieszczenie cialek zottych w jajnikach okazalo si¢ znacznie wazniejsze od ich catkowitej liczby
wynikajacej z poziomu owulacji. Zdecydowana wigkszo$¢ pecherzykow rozwijata si¢ w jajnikach w
ktoérych nie uformowato si¢ ciatko zotte.
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UNERWIENIE TORBIELOWATO ZMIENIONYCH JAJNIKOW SWIN

THE INNERVATION OF CYSTIC-CHANGED PORCINE OVARIES
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Zwyrodnienie torbiclowate jajnikow (ZTJ) jest czestym i powaznym schorzeniem
U samic zwierzat gospodarskich, gtéwnie krow, powodujacym czasowa lub trwata nieplodnos¢. Ten
patologiczny stan powstaje w wyniku upo$ledzenia owulacji jednego lub kilku pecherzykow,
przeksztatcajacych si¢ w jeden lub kilka jedno, czasami wielokomorowych tworéw réznej wielkosci,
noszacych miano torbieli. Pomimo wieloletnich badan, etiopatogeneza tego schorzenia nie jest jeszcze
catkowicie wyjasniona. Obecnie przyjmuje sig, ze torbiele powstaja najczesciej w wyniku zaktocen
wspotzalezno$ci  sekrecyjnych pomigedzy podwzgdérzem, przysadka, a jajnikiem. Z badan
przeprowadzonych u kobiet, szczuréw i $win wynika, ze zmiany w aktywno$ci wtokien nerwowych
zaopatrujacych jajniki moga by¢ jedna z przyczyn powstania i/lub przebiegu ZTJ. O istotnej roli
obwodowego uktadu nerwowego w etiopatogenezie tego schorzenia $wiadczy fakt, iz przecigcie
nerwu jajnikowego najwyzszego przywrocito prawidlowy cykl menstruacyjny u kobiet, u ktoérych
terapia hormonalna okazala si¢ nieskuteczna. Ponadto, wyniki do§wiadczen wykonanych na szczurach
i $winiach wskazuja, ze nadmierna aktywacja wtokien adrenergicznych na terenie jajnika przyczynia
sig¢ do rozwoju i utrzymania torbieli jajnikowych.

Celem niniejszej  prezentacji  jest przedstawienie  unerwienia  adrenergicznego,
cholinergicznego 1 peptydergicznego torbielowato zmienionych jajnikéw $win. Wyklad zostal
przygotowany w oparciu o wyniki wtasnych badan oraz dane literaturowe.

W torbielowato zmienionych jajnikach kobiet obserwowano zwigkszenie ggstosci
autonomicznych witokien nerwowych. Badania witasne przeprowadzone na loszkach, u ktorych status
polycysticus jajnikow indukowano podawaniem deksametazonu (syntetyczny glikokortykosteroid,
DXM) wykazaty, iz zmianom w morfologii gonad towarzyszyt wzrost liczby wtokien adrenergicznych
(zawierajacych B-hydroksylaze¢ dopaminy i/lub nuropeptyd Y) wokot Scian torbieli, pecherzykéw o
srednicy 1-3 mm i naczyn krwionosnych. Co wigcej, zwigkszona gestos¢ widkien adrenergicznych w
torbielowato zmienionych jajnikach zwiazana byla z podwyzszona zawartoscia noradrenaliny -
neuroprzekaznika uktadu adrenergicznego. W poblizu $cian torbieli, pecherzykéw pierwszo- i
drugorzedowych oraz naczyn krwionosnych na terenie tych gonad, zmienita si¢ rowniez dystrybucja i
gesto§¢  wiokien  cholinergicznych  (immunoreaktywnych dla  naczyniowego transportera
acetylocholiny i/lub neuronalnej izoformy syntazy tlenku azotu, wazoaktywnego peptydu jelitowego,
somatostatyny, substancji P — SP) oraz peptydergicznych (pozytywnych dla SP i/lub galaniny, peptydu
kodujacego gen kalcytoniny). Omawiajac zmiany w dystrybucji wiokien nerwowych w torbielowato
zmienionych jajnikach nie mozna pomina¢ udzialu czynnika wzrostu nerwow (NGF) w tym
schorzeniu. W badaniach przeprowadzonych na szczurach wykazano, ze formowanie sie torbieli
poprzedzat wzrost ekspresji NGF i jego receptora o niskim powinowactwie (p75"""). Co wiccej, w
badaniach wiasnych stwierdzono wzrost ekspresji biatka NGF i p75"'™" oraz gestosci wiokien
adrenergicznych w jajnikach loszek w trakcie rozwoju torbieli.

Wyniki badan pokazuja, ze w torbielowatych jajnikach zmienia si¢ unerwienie adrenergiczne,
cholinergiczne i peptydergiczne. Uzyskane rezultaty sugeruja, ze obwodowy ukltad nerwowy
wptywajac na funkcje torbielowatego jajnika (aktywno$¢ steroidogenna i/lub przeptyw krwi) moze
uczestniczy¢ w przebiegu tego schorzenia.
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TERAPIA LAGODNEGO ROZROSTU GRUCZOLU KROKOWEGO Z
UZYCIEM TABLETEK OCTANU OZATERONU: BADANIE NA PSACH
RASOWYCH

TREATMENT OF BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA
WITH OSATERONE ACETATE TABLETS: ASTUDY IN BREEDING
DOGS

Mimouni P.!, Noullet M.!, Albouy M.2, Sanquer A.2, Fontaine E.2

! Veterinary clinic, L Isle-Jourdain, France; ? Virbac S.A, France.,
% French National Veterinary School of Maisons-Alfort.

Cel pracy

U pséw tagodny rozrost gruczolu krokowego (Benign Prostatic Hyperplasia — BPH) jest naturalng
konsekwencja starzenia si¢ organizmu. U ponad 80% pséw w wieku powyzej 5 lat obserwuje si¢
problemy zwiazane z rozrostem prostaty. Stosowanie anty-androgendw jest interesujaca alternatywa
w stosunku do zabiegu chirurgicznego w celu zmniejszenia zarowno elementow tkanki gruczotowej
jak i zrgbu tacznotkankowego gruczotu.

Celem tego badania bylo okreslenie efektu dziatania terapii tabletkami octanu ozateronu
(YPOZANE®, Virbac) na poped seksualny i jako$¢ nasienia u pséw rasowych z tagodnym rozrostem
prostaty.

Material i metody

U psow wiaczonych do badania zdiagnozowany byt tagodny rozrost prostaty ( z widocznymi lub bez
og6lnych objawow klinicznych) potwierdzony badaniem USG. Psy leczone byty tabletkami octanu
ozateronu (0,22 mg/kg masy ciata), podawanymi raz dziennie przez 7 kolejnych dni.

Objetos¢ gruczotu krokowego (mierzona badaniem USG), libido i jakos$¢ nasienia oceniane byly przed
i po terapii. Ocena powtarzana byla 6 razy podczas podczas blisko 5-cio miesiecznego okresu (D-7,
DO, D14, D45, D70 i D135).

Wyniki

Z 18 psoéw roéznych ras wlaczonych do badania, 15 spelnialo wszystkie kryteria
wlaczenia/zakonczenia proby.

Octan ozateronu ma szybki i znaczacy wplyw na zmniejszenie objgtosci prostaty ( $redni procent
zmniejszenia: 47% + 18% w czasie 2 tygodni). Zmniejszenie objgtosci prostaty wciaz bylo
obserwowane pod koniec okresu prowadzonego badania.

Parametry okreslajace jako$¢ nasienia (ruchliwo$¢ plemnikéw, morfologia i stgzenie plemnikow)
prezentowaty znaczna naturalna zmienno$¢.

Leczenie przy uzyciu octanu ozateronu nie wywotato zadnych zmian jakosci nasienia i libido w
okresie 2 cykli spermatogenezy.

Whioski

Krotka terapia octanem ozateronu w postaci tabletek, stosowanych raz dziennie przez 7 dni jest
skutecznym, dajacym trwaly efekt i bezpiecznym postgpowaniem terapeutycznym w leczeniu
tagodnego rozrostu gruczotu krokowego u pséw rasowych.

Szczegodlne znaczenie w tym badaniu mial fakt zachowania na niezmienionym poziomie zaréwno
popedu seksualnego jak i jakosci nasienia u leczonych psow.
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WSPOLCZESNE POGLADY NA METODY UNASIENNIANIA SUK
(NASIENIE SWIEZE, SCHLODZONE I MROZONE)
ORAZ WYZNACZANIE OPTYMALNEGO TERMINU KRYCIA

CURRENTLY USED METODS OF ARTIFICIAL INSEMINATION
IN BITCHES WITH FRESH, CHILLED OR FROZEN SEMEN
AND DETERMINATION OF OPTIMAL BREEDING TIME

Wojciech Nizanski, Jan Twardon, Michat Dzieciot
Katedra i Klinika Rozrodu, Chorob Przezuwaczy i Ochrony Zdrowia Zwierzqt, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

W ostatnich latach w krajach europejskich, w tym w Polsce, obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie
praktycznym stosowaniem biotechnik rozrodu u psow rasowych. Srodowisko hodowcoéw dostrzeglo zalety
wykorzystania tego rodzaju procedur, stosowanych juz od wielu lat zarowno w medycynie cziowieka, jak i w
weterynarii zwierzat gospodarskich. Najczesciej obecnie stosowanymi technikami wspomaganego rozrodu u
psow sa: konserwacja nasienia, sztuczna inseminacja i wyznaczanie optymalnego terminu unasienniania.

W celu sztucznej inseminacji suk stosowane jest w przewazajacej czeSci przypadkow nasienie
swieze, niezaleznie od kraju i kontynentu. Dzieje si¢ tak z dwdoch powodow. Po pierwsze zdolnosé
zapladniajaca plemnikow nasienia Swiezego i ich przezywalno$¢ w drogach rodnych samicy sg tak duze, ze
skuteczno$¢ unasienniania jest relatywnie wysoka niezaleznie od drogi i miejsca podania nasienia. Po drugie
prosta technicznie inseminacja dopochwowa okazuje si¢ w wielu przypadkach wystarczajaca dla uzyskania
ciazy. Jednak unasiennianie nasieniem $wiezym niesie za soba niedogodno$ci. Nasienie powinno by¢
wprowadzonego do ukfadu rozrodczego samicy tuz po jego pobraniu. Konieczne jest zatem zorganizowanie
transportu zwierzat i umozliwienie jednoczesnej wizyty samca i samicy w ambulatorium. Aby omina¢ te
trudnosci oraz aby umozliwi¢ zachowanie rezerwy puli genowej cennych genetycznie samcow, tworzone sa
w wielu krajach banki mrozonego nasienia pséw reproduktoréw. Nasienie takie moze by¢ przechowywane
przez kilkadziesiat lat. Koszty mrozenia nasienia i transportu nasienia mrozonego sa jednak wysokie. Aby
przeprowadzi¢ procedur¢ zamrazania potrzebne sa odczynniki, sprzet, wiedza i do$wiadczenie w tej
dziedzinie. Ponadto istnieje bezwzgledna koniecznos¢ domacicznego wprowadzenia nasienia rozmrozonego.
Unasiennianie dopochwowe skutkuje tu bowiem bardzo niskim odsetkiem suk szczennych! Ponadto plemniki
rozmrozone cechuja si¢ bardzo krétkim okresem przezywalnosci (<24 godz). Pomimo tego korzysci
wynikajace z mrozenia nasienia (mozliwo$¢ transportu, przechowywanie wiele lat, niezalezno$¢ czasu
pobrania i inseminacji) sa tak ogromne, ze technika ta jest obecnie szeroko stosowana w wielu krajach, w tym
nabiera popularno$ci w Polsce. Ze wzgledu na koszty i trudnosci zwigzane z mrozeniem nasienia, od wielu lat
trwaja badania nad taka technika konserwacji w stanie ptynnym, aby mozliwe stato si¢ zachowanie zdolnosci
zaptadniajacej plemnikow przez 7-10 dni. W ostatnich 2-3 latach zostato to osiagnigte. Zatem konserwacja w
stanie ptynnym tj. przechowywanie rozrzedzonego nasienia w 5°C staje si¢ bardzo interesujaca alternatywa
dla mrozenia nasienia. tatwy bowiem stal si¢ transport lotniczy lub samochodowy nasienia zamknigtego w
termostabilnych opakowaniach neoporowych po wyznaczeniu optymalnego terminu krycia u suki, w sytuacji
gdy istnieje gwarancja, ze plemniki zachowaja zdolno$¢ zaptadniajaca przez tydzien.

Najczesciej wykonywana obecnie technika sztucznej inseminacji jest unasiennianie dopochwowe z
uzyciem kateteru infuzyjnego. Inny rodzaj inseminacji przewiduje zastosowanie kateteru Foleya. Metoda ta
jest jednak kontrowersyjna i posiada szereg niedogodnosci praktycznych. Stosowane rodzaje inseminacji
domaciczne;j to technika skandynawska, waginoskopowa, laparoskopowa i popularne w Ameryce Poinocnej
unasiennianie droga laparotomii. Przeprowadzone ostatnio badania przemawiaja jednoznacznie, ze
unasiennianie domaciczne daje nie tylko korzystne wyniki w odniesieniu do nasienia
mrozonego/rozmrozonego, ale pozwala uzyskac rowniez wyzszy odsetek suk szczennych réwniez wtedy, gdy
stosowane jest nasienie swieze. Z tego powodu promowane w chwili obecnej w osrodkach europejskich sa
niechirurgiczne metody inseminacji domacicznej: waginoskopowa i skandynawska. Nalezy jednoznacznie
podkresli¢, ze przy kazdym rodzaju inseminacji konieczne staje si¢ wyznaczenie optymalnego terminu
unasienniania w oparciu o badanie kliniczne, badanie cytologiczne wymazdéw pochwowych, badanie
waginoskopowe, pomiary stezenia hormonu luteinizujacego lub progesteronu we krwi obwodowej. Mniej
dokladne i rzadziej stosowane metody to analiza form krystalizacji §luzu pochwowego oraz pomiary
przewodnictwa elektrycznego §luzu pochwowego.
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ZASTOSOWANIE AGLEPRISTONU DO PRZERYWANIA POZNEJ
CIAZY, WYWOLYWANIA PORODU ORAZ LECZENIA GUZOW
POCHWY U SUK | KOTEK

THE USE OF AGLEPRISTONE TO LATE PREGNANCY
TERMINATION, INDUCTION OF DELIVERY AND TREATMENT
OF FIBROMA IN VAGINA OF BITCH AND QUEENS

Piotr Jurka

Zaktad Rozrodu Zwierzqt, Katedra Nauk Klinicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej SGGW,
ul. Nowoursynowska 159C, 02-766 Warszawa

Jednym z gléwnych hormonéw steroidowych regulujacych funkcje uktadu rozrodczego u suk jest
progesteron odpowiedzialny m.in. za hamowanie aktywnosci skurczowej myometrium, zamkniecie szyjki
macicy oraz stymulacje wydzielania przez gruczoly maciczne. Aglepriston (Alizine, Virbac) jako
antygestagen blokuje dziatanie progesteronu, wypierajac go z jego receptorow w uktadzie rozrodczym z
powinowactwem 3-krotnie wyzszym w poréwnaniu do progesteronu zas u kotéw az 9-krotnie. Zniesienie
tych funkcji poprzez zastosowanie aglepristonu umozliwia przerywanie wczesnej 1 poznej ciazy,
wywolywanie porodu oraz hamowanie rozwoju guzéw nowotworowych poprzez blokowanie receptoréw
progesteronowych(1,2,3).

Lekarze weterynarii w swojej praktyce czgsto spotykaja si¢ z problemem przypadkowego krycia i
wynikajacej z niego niepozadanej ciazy. Aglepriston mozna bezpiecznie i skutecznie uzy¢ na kazdym
etapie ciazy, rozpoczynajac od 7 dnia az do 45 dnia po pokryciu w dawce 10 mg/kg m.c. (dwukrotnie, co
24h, w razie koniecznos$ci ponownie po 7 dniach). Lekarz weterynarii na biezaco $ledzacy doniesienia na
ten temat stykaja si¢ jednak ze sprzecznymi pogladami iz nalezy go stosowaé wylacznie we wczesnej
ciazy lub dopiero po jej rozpoznaniu (1,5). Argumenty za i przeciw takiemu stosowaniu aglepristonu
zostang przedstawione w dysertacji.

Do wskazan zastosowania aglepristonu w celu indukcji porodu, oprocz choroby matki mozna
zaliczy¢: wywolywanie porodu na zyczenie wilasciciela, opdzniajacy si¢ porod, zespot jednego szczenigcia
lub podanie dlugodziatajacych gestagenéw w czasie ciazy(1,2). Dotychczas przeprowadzono malo
doswiadczen z wywolywaniem porodu u suk i kotek. Przyjmuje si¢ poglad iz sam antygestagen nie jest
wystarczajacy do wywotania kompletnego porodu z powodu braku bezposredniego dzialania
skurczowego na migsniowke macicy(2). W kolejnych badaniach wykorzystywano aglepriston w (2x co 24
godziny) w dawce 15mg/kg po 58 dniu ciazy w potaczeniu z oksytocyna (0,15 jm./kg) lub z
prostaglandyna F2a (0,08 mg/kg) co 2 godziny, do zakonczenia porodu. Pordd rozpoczat sig 32 godziny
po pierwszym podaniu aglepristonu. We krwi obwodowej stwierdzono wzrost stezenia progesteronu oraz
wydalanie ptodow przy wysokim jego stezeniu. Reasumujac, aglepriston jest bezpiecznym i skutecznym
srodkiem do wywotania porodu, natomiast dodatkowe zastosowanie oksytocyny skraca czas porodu (2).
Stosowanie takiego schematu wywolywania porodu nie chroni jednak przed dystocia spowodowana na
przyktad niewtasciwa postawa lub utozeniem ptodu.

Niektore fagodne formy guzéw nowotworowych w postaci zmian rozrostowych mozna leczy¢ przy
zastosowaniu aglepristonu. Warunkiem jest wysoka zawarto$¢ receptora progesteronowego w tkance guza
(4). Do takich zmian naleza wiokniakogruczolak (fibroadenoma) u kotéw oraz tagodne formy guzow
nowotworowych pochwy u suki (wtokniak- fibroma). Skutecznos¢ takiego leczenia w przypadku guza
pochwy zostanie przedstawiona na wyktadzie.

1. Fieni F, Battut I, Bruyas JF et al. Evaluation of the Reproductive function after termination of pregnancy in the bitches by
use of aglepristone. In: Proceeding of the First Congress Europ Vet Soc Small Anim Reprod, Clin Reprod, 1998.
2. Fieni F., Martal J., Marnet P.,G., Siliart B., Guittot F. : Clinical, biological and hormonal study of mid-pregnancy
termination in cats with aglepristone Theriogenology 2006, 66,1721-1728
3. Jurka P. Por6wnanie dwoch metod przerywania niepozadanej ciazy u suk .Med Wet. 2005,63,201-209.
4. Rollon E., Millan Y., De las Mulas M. :Effects of aglepristone, a progesterone receptor antagonist, in a dog with a vaginal
fibroma. J. Small. Anim. Pract. 2008,49,41-43.
Rootvelt V., Farstad W.: Misalliance treatment in the bitch; before or after confirmed pregnancy? VI conference EVSAR,
Estoril, Portugal, 2007, 130.
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EARLY PREVENTIONM OF PREGNACY IN BITCHES AND FELINE
FIBROADENOMA TREATMENT WITH AGLEPRISTONE
(ALIZINE,VIRBAC)

Stawomir Gizinski , Zdzistaw Boryczko

Zaktad Rozrodu Zwierzqt, Andrologii i Biotechnologii
Katedry Nauk Klinicznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie

Niechciane (przypadkowe) krycie suk jest czgstym problemem spotykanym w hodowlach pséw jak i
tez u indywidualnych wiascicieli. Krycie takie ma niekiedy charakter wsobny, czgsto wiaze sig¢ z
dysproporcjami wielko$ci migdzy samcem i samica, czego wynikiem moze by¢ zamieranie ptodow
oraz zaburzony przebieg porodu. U kotek problem przypadkowego krycia wystepuje rzadziej, ale
takze spotykany jest u samic trzymanych w domach z mozliwos$cia wychodzenia na dwor.

W przypadkach, gdy wtasciciel z réznych powoddéw nie chce mie¢ miotu, lekarz weterynarii moze
wprowadzi¢ nastgpujace metody postepowania:

1. Zastosowanie lekow ,,wczesnoporonnych” w péznym estrus lub wczesnym diestrus
uniemozliwiajacych implantacj¢, powodujacych zamarcie zarodka (przed zdiagnozowaniem ciazy).

2. Zastosowanie lekow przerywajacych ciaze po jej zdiagnozowaniu.

3. Chirurgiczne usunigcie ci¢zarnej macicy po wczesnym stwierdzeniu ciazy.

Dotychczas uzywane srodki farmakologiczne do wczesnego usuwania cigzy wykazywaly dos¢ duzy
odsetek powiktan, niejednokrotnie uniemozliwiajac dalsze wykorzystanie samicy do rozrodu. Stad
poglad, iz dla zachowania funkcji rozrodczych bezpieczniejszy jest pordd niechcianego miotu niz
farmakologiczne przerywanie ciazy.

W ostatnich latach wprowadzono do praktyki weterynaryjnej antgestageny zwiazki begdace
wybiorczymi blokerami receptoréw progesteronowych. Wydaja si¢ by¢ one najlepiej tolerowane przez
suki niz dotychczas stosowane leki a skuteczno$¢ antykoncepcyjna wynosi do 100%. Stosowany w
weterynarii aglepriston wigzac si¢ z receptorem progesteronowym eliminujac jego dziatanie
biologiczne na narzady efektorowe — macice, gruczot mlekowy

Ponad to podaje si¢ je tylko w dwukrotnej injekcji w ciagu 24h w dowolnym terminie od dnia krycia
do implantacji dzien. Dawka wynosi 10 mg / kg. Wczesne podanie aglepristonu (0-25 dzien)
wykazywato 100% skutecznos¢.

U kotek schemat stosowania jest podobny, takze dwie injekcje w odstgpach 24 h w dawce 15mg/kg
poczawszy od dnia krycia.

Wilékniakogruczolak kotek

Wiokniako — gruczolak (fibroadenoma, mammary fibroepithelial hyperplasia) jest nieztosliwym
rozrostem elementow gruczotowych i tkanki widknistej gruczolu mlekowego wystepujacym gtéwnie u
miodych kotek. Klinicznie zmiany,ktére moga wstgpowaé u kotek zwykle ponizej 1 roku zycia
manifestuja si¢ rozrostem gruczotdéw mlekowych czgsto obustronnym Dochodzi do obrzmienia i
znacznego powigkszenia gruczolow, ktoremu czesto towarzyszy stan zapalny, gruczoty sa
konsystencji twardej do ciastowatej. Rozrost gruczotu dokonuje si¢ pod wyptywem progesteronu i
progestagenow stad schorzenie obserwuje sie najczes$ciej w fazie diestrus, w trakcie trwania ciazy lub
po podaniu preparatow progestagennych Terapia wiokniako-gruczolaka u kotek dotychczas polegata
na wykonaniu zbiegu ovariohisterectomii i leczeniu objawowym za pomoca antybiotykow i lekow
przeciwobrzekowych W przypadkach powiktan w postaci zgorzelinowych stanow zapalnych
konieczne sa rozlegle zabiegi mastektomii zajetych procesem chorobowych gruczotow. Zmiany po
usunigciu jajnikow i macicy cofaja si¢ wolno do 4 — 6 tygodni, a wykonanie zabiegu u kotek, u
ktorych fibroadenoma wystapita po iniekcji progestegenow moze nie przynie$¢ rezultatu. U
wszystkich kotek, u ktorych byl stosowany alglepriston nastapita regresja guzow a jej szybkos¢
zalezata od dawki i czgstotliwosci podawania w stosunku wprost proporcjonalnym.

Terapia zachowawcza z uzyciem, antygestagenoOw jest obiecujaca alternatywa dla terapii
chirurgicznej, ktéra w sposob nieodwracalny likwiduje zdolno$ci rozrodcze zwierzgcia.
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KOMBINOWANYM ZAPALEN BELONY SLUZOWEJ MACICY U SUK

THE USE OF AGLEPRISTONE IN COMBINED THERAPY
OF ENDOMETRITIS IN BITCHES

Wojciech Nizanski, Jan Twardon, Michat Dzi¢ciot
Katedra i Klinika Rozrodu, Chorob Przezuwaczy i Ochrony Zdrowia Zwierzqt, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Zespot zapalenie btony §luzowej macicy-ropomacicze jest jedna z najpowazniejszych i najczgstszych
chorob uktadu rozrodczego suk. Objawy choroby wystepuja w okresie dioestrus/anoestrus, a istotng rolg w jej
etiopatogenezie odgrywa podwyzszone st¢zenie progesteronu w fazie lutealnej cyklu jajnikowego. Rutynowa
metoda leczenia jest owariohisterektomia, ktdora w oczywisty sposéb wyklucza suke z programu
hodowlanego. W ostatnich latach opracowano szereg metod leczenia farmakologicznego tego schorzenia, z
wykorzystaniem m.in. antygestagenow, prostaglandyny F,o, $rodkéw dopaminergicznych. Nadrzednym
celem terapii zachowawczej jest zachowanie zdolnosci reprodukcyjnych samicy.

Celem badan byta ocena efektywnosci kombinowanego leczenia zachowawczego zapalenia blony
$luzowej macicy z zastosowaniem antygestagenu, prostaglandyny F,o. i bromokryptyny.

Badania przeprowadzono na 28 sukach rasowych w wieku 1,5 do 6 lat, o masie ciata 7 do 50 kg z
objawami zapalenia btony $luzowej macicy rozwijajacego si¢ przy otwartej szyjce macicznej. Do leczenia
zakwalifikowano suki wykazujace ropny wyptyw z drog rodnych, przy potwierdzonym ultrasonograficznie
powigkszeniu macicy wypetnionej plynem. Badaniami objeto samice w zadowalajacym stanie ogdélnym, bez
objawow uszkodzenia narzadow miazszowych (GOT, GPT, mocznik kreatynina w granicach normy
fizjologicznej). Wszystkie samice otrzymywaty aglepristone (Alizine, Virbac) 10 mg/kg mc podskornie w
dniach terapii D1, D2 i D8, naturalng prostaglandyne F,0 —PG (Dinolytic, Pfizer) 20pg/kg mc podskoérnie 3x
dziennie w dniach terapii D3-D15 oraz bromokryptyng (Bromergon, Lek; Pseudogravin, Werfft) w dawce
20ug/kg me doustnie w dniach D3-D15. U samic stosowano ponadto ptynoterapi¢ wspomagajaca. Wszystkie
suki otrzymywaly antybiotyki dobierane wzglgdem diagramu wrazliwosci przez okres czasu zalezny od
zmian obrazu klinicznego. W dniach D1, D7, D15, D30 oraz w nast¢pnym cyklu rujowym przeprowadzano
kompleksowe badanie zwierzecia: Kliniczne, ultrasonograficzne macicy, cytologiczne wymazow
pochwowych, badanie krwi i pomiary stgzenia progesteronu.

Woszystkie samice w dniu D1 wykazywaly brak apetytu, objaw poliuria/polidypsja PU/PD, zotty,
zielony badz brunatny ropny wyplyw z drog rodnych (zdegenerowane neutrofile). Srednia gruboé¢ rogu
macicy w dniu D1 wynosita 28 mm, przy widocznym rozszerzonym $wietle macicy wypemionym ptynem.
Liczba leukocytow we krwi obwodowej wynosila srednio 31 G/, przy przyspieszonym odczynie
Biernackiego OB ($rednio 15/33). Terapia okazala sig¢ skuteczna u 24 suk. Ze wzglgdu na brak poprawy stanu
ogolnego 4 suki poddano owariohisterekotmii na zyczenie wiasciciela. W 24 przypadkach wyrazng poprawe
stanu ogolnego (apetyt, wycofywanie si¢ PU/PD) obserwowano juz w dniach D2-D3. Srednica rogow
macicznych ulegata u nich zmniejszeniu $rednio o 81% w D7 a w D30 osiagata rozmiary typowe dla rasy. Po
poczatkowym zwigkszeniu objetosci wyptywu z droég rodnych (D2-D4) obserwowano postepujacy jego
zanik. Do dnia D15 wyptyw stawat si¢ skapy, bezbarwny, a do dnia D30 w wigkszosci przypadkdéw zanikat.
W 3 przypadkach wyplyw utrzymywat si¢ przez 40-45 dni. Liczba leukocytow 1 OB osiagaty fizjologiczna
norme do D30. Srednie stezenie progesteronu we krwi obwodowej 23 suk efektywnie leczonych suk w dniu
podjecia terapii wynosito 9,3 ng/ml a w D30 3,6 ng/ml. U jednej suki stezenie progesteronu w dniu podjgcia
terapii wynosito <1 ng/ml (anoestrus). Pomimo tego leczenie okazalo si¢ skuteczne. Z 24 skutecznie
wyleczonych suk 15 samic zostato unasiennionych podczas | cieczki po leczeniu. Wszystkim tym sukom
podczas proestrusfoestrus podawano amoksycyling o przedtuzonym dziataniu. Unasiennianie byto skuteczne
u 10 suk, u 3 nieskuteczne, a u 2 samic zaobserwowano nawr6t choroby w fazie dioestrus (kolejna terapia). W
kolejnej Il cieczce po leczeniu nie zaobserwowano nawrotow w grupie suk skutecznie wczesniej
unasiennionych. Z grupy 3 suk unasiennionych wczesniej nieskutecznie, w 11 cyklu po terapii mioty uzyskano
od 2 samic, a u trzeciej wywiazato sie po pokryciu ropomacicze. U pozostatych 2 suk obserwowano w Il
cyklu po terapii kolejny nawrot choroby.

Stosowanie kombinowane antygestagenow, prostaglandyny Fpo i srodkow dopaminergicznych jest
efektywna metoda leczenia zapalenia blony Sluzowej macicy u suk. Terapia prowadzi w wigkszosci
przypadkow do ustapienia objawow klinicznych choroby i pozwala na zachowanie ptodnosci samicy.
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ROZWOJ I ZASTOSOWANIE IMPLANTOW DESLORELINU DO
ZAHAMOWANIA PLODNOSCI

THE DEVELOPMENT AND USE OF DESLORELIN IMPLANTS TO
SUPPRESS FERTILITY

Trigg T !, Fontaine E.?

! PT Consulting Pty Limited, 1 Arthur Street, Balmain 2041, Australia;
2 French National veterinary School of Maisons-Alfort.

Nowa, dlugodziatajaca forma agonistow GnRH deslerolin zostata opisana na konferencji w
Norwegii w 2000 roku i uaktualniona podczas konferencji w Brazylii w roku 2004. Od tego
czasu obserwujemy rownomierny postep w rozwoju wersji 6- cio miesi¢cznej, zawierajacej
4,7 mg deslerolinu (Suplerolin 6® ; S6) ostatnio dopuszczonego do obrotu w krajach
europejskich. W Australii i Nowej Zelandii S6 dostgpny byt od roku 2005 a dlugodziatajacy
Suprelorin 12° (S12), 12-to miesieczna wersja zawierajaca 9,4 mg deslerolinu dopuszczony
w Australii na 18 miesigcy. Obie konfiguracje byly z powodzeniem stosowane w ulotkowych
i licznych pozaulotkowych wskazaniach, a dalsze badania i rozw6j maja na celu zdobycie
dopuszczenia do obotu w nowych krajach oraz rozszerzenie listy wskazan do zastosowania
preparatu. Podj¢to serig¢ badan na przeszito 270 psach z zastosowaniem pojedynczej dawki lub
powtdrzonych dawek w celu antykoncepcji u pséw. Dawki wahaly si¢ w przedziale od 3 do
12 mg na zwierze na dawke i ta sama dawka byta powtarzana do 6 razy u 10 pséw. Wyniki
tych badan byly juz prezentowane w publikacjach jak réwniez wyniki badan na grupie 145
suk. Stosowanie przy innych wskazaniach byly rowniez badane, w tym stosowanie przy
opoznionym dojrzewaniu ptciowym, leczeniu hormonozaleznych schorzen takich jak tagodny
rozrost gruczotu krokowego czy gruczolak odbytu. W przypadkach nietrzymania moczu
zastosowano deslerolin jak réwniez inne preparaty GnRH agonistow. Preparat byl rowniez
szeroko stosowany w antykoncepcji u wielu gatunkéw zwierzat nieudomowionych i
egzotycznych oraz w leczeniu schorzen kory nadnerczy u fretek.

Obecna praca stanowi streszczenie dotychczasowych badan i1 rozwoju produktu podjgtych w
celu uzyskania zarejestrowanych wskazan dla tej technologii oraz oceni wyniki badan i
obserwacji uzyskanych w dalszych pracach nad zastosowaniem preparatu w nowych
wskazaniach. Przedstawione zostang dane o bezpieczenstwie stosowania zawierajace wyniki
badan laboratoryjnych, badan terenowych jak rowniez doswiadczenia ze stosowania w
praktykach weterynaryjnych po przeszto 3 latach obecnos$ci preparatu na rynku.
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WPLYW WIEKU NA WYMIARY I KSZTALT PLEMNIKOW KNUROW
RASY WIELKIEJ BIALEJ POLSKIEJ

EFFECT OF AGE ON DIMENSIONS AND SHAPE OF
SPERMATOZOAS OF THE LARGE WHITE BREED BOARS

Dorota Banaszewska, Stanistaw Kondracki, Anna Wysokinska

Akademia Podlaska, Katedra Rozrodu i Higieny Zwierzqt,
ul. B. Prusa 14, 08-110 Siedlce

sk@ap.siedlce.pl

Podjeto probg oceny wptywu wieku na wymiary i ksztatt plemnikow knurow rasy wielkiej
biatej polskiej.

Badaniami objgto 190 ejakulatéw pobranych od 16 knuréw rasy wielkiej biatej polskiej.
Wszystkie knury uzytkowane byly w dwoch stacjach nalezacych do Mazowieckiego Centrum
Hodowli i Rozrodu Zwierzat w Lowiczu. Do badan wybrano knury miode w wieku okoto 7-8
miesigcy, ktore jeszcze nie rozpoczely uzytkowania rozptodowego. Przez pierwsze 20 miesigcy
uzytkowania od kazdego knura raz w miesiacu pobierano probke ejakulatu do badan morfologii
plemnikéw. Z pobranych probek wykonano preparaty mikroskopowe. Preparaty barwiono metoda
bydgoska, a nastepnie poddano badaniu mikroskopowemu przy uzyciu obiektywow immersyjnych, o
powigkszeniu 100-krotnym z wykorzystaniem mikroskopu NIKON E-400.
W kazdym preparacie wykonano pomiary morfometryczne pigtnastu losowo wybranych plemnikow
widocznych w polu widzenia mikroskopu. tacznie dokonano 2850 pomiaréw plemnikow. Pomiary
morfometryczne obejmowaly: obwod gtowki plemnika, pole powierzchni gtowki plemnika, dtugosé
gtowki plemnika, szeroko$¢ glowki plemnika, dtugos¢ witki i taczna dtugos¢ plemnika. Pomiary
wykonano wedtug metodyki opracowangj przez Kondrackiego
i in. (2005)*. Na podstawie wynikow pomiaréw morfometrycznych obliczono wskazniki budowy
morfologicznej plemnika. Ponadto przeprowadzono ocene czestosci wystepowania zmian
morfologicznych plemnikéw. Na podstawie badania mikroskopowego oceniono 500 plemnikow,
wyszczegOlniajac  plemniki  wykazujace ~ zmiany  gléwne 1 podrzedne = zgodnie
z klasyfikacja Bloma.

Wykazano zalezno$¢ pomigdzy wiekiem knuré6w a wymiarami i ksztaltem plemnikow.
Z wiekiem knurow obserwowano nieznaczny wzrost dtugosci, szerokosci oraz pola powierzchni
glowki plemnika. Plemniki knuréw mtodych w wieku do 11 miesigcy byly jednak nieco dtuzsze niz
plemniki starszych rozptodnikow, co potwierdzono zarowno w zakresie dtugosci catego plemnika, jak
i w dilugosci samej witki. Stwierdzono rowniez pewna zalezno$¢ migdzy proporcjami i ksztaltem
plemnikow, a wiekiem knurow. Plemniki knurow mitodych
w wieku do okoto 12 miesiecy zdaja si¢ mie¢ ksztalt bardziej wydtuzony, na co wskazuje nieco
mniejszy stosunek dlugosci gltéwki plemnika do dlugosci witki 1 do lacznej diugosci plemnika.
Ponadto stwierdzono, ze wraz z wiekiem knuréw zmienia si¢ czgsto$¢ wystgpowania anomalii
morfologicznych plemnikow. Pod tym wzglgdem korzystnie prezentowaty si¢ ejakulaty pobierane w
miodym wieku, tj. w wieku 8 — 10 miesiecy. W tych ejakulatach stwierdzono okoto 97% plemnikow o
prawidlowej  budowie  morfologicznej tj. o okoto 46 - 6,0% wigcej niz
w nasieniu pobieranym w wieku 26 — 28 miesigcy. W nasieniu pobieranym na poczatku uzytkowania
do wieku 12 miesigcy stwierdzono réwniez mniej plemnikow wykazujacych glowne zmiany
morfologiczne (ponizej 1%).

Z analizy przedstawionych danych wynika, ze zar6wno wymiary oraz ksztalt plemnikow
knuréw rasy wielkiej biatej polskiej zaleza od wieku rozptodnika. Wiek knura wptywa réwniez na
czestotliwo$é wystepowania zmian morfologicznych plemnikow.

* Kondracki S., Banaszewska D., Mielnicka C. 2005, The effect of age on the morphometric sperm traits of
domestic pig (Sus scrofa domestica). Cell. Mol. Biol. Lett. Vol. 10, No 1, 3-13.
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WPLYW MROZENIA NASIENIA KNURA NA PLODNOSC MACIOR W
FERMIE TRZODY CHLEWNEJ

EFFECT OF FROZEN SEMEN ON FERTILITY OF SOWS IN PIGGERY

Wiestaw Bielas, Anna Rzasa, Andrzej Dubiel, Mirostaw Koska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Katedra i Klinika Rozrodu, Chorob
Przezuwaczy oraz Ochrony Zdrowia Zwierzat, ul. Pl. Grunwaldzki 49, e-mail: wbie@interia.pl

Celem badan byta ocena wplywu inseminacji macior nasieniem mrozonym dwoma metodami
w stomkach 0,5 i 5 ml na uzytkowo$¢ rozrodcza loch i loszek w terenowych warunkach fermowych.
Badania przeprowadzono w fermie trzody chlewnej w wojewddztwie dolnoslaskim na 225 maciorach
mieszancach rasy wbp i pbz (75 lochach wielorédkach, 75 lochach pierwiastkach oraz 75 dojrzatych
ptciowo loszkach). Samice przydzielono do 15 grup badawczych, po 15 osobnikéw w grupie. Swinie
inseminowano nasieniem 6 knuré6w, w grupach doswiadczalnych nasieniem mrozonym, za§ w grupach
kontrolnych konserwowanym w stanie ptynnym w rozrzedzalniku BTS. Po pobraniu nasienia
zakwalifikowany do badan ejakulat dzielono na dwie rowne czgsci. Polowe zamrazano wg metody A,
za$ pozostala wg metody B. Nasienie konfekcjonowano w stomki o objgtosci 5 1 0,5 ml, i po
zamrozeniu w parach cieklego azotu sktadowano w kontenerach. Lochy wielorodki i pierwiastki
inseminowano kateterem do inseminacji poza szyjkowej w 5 dobie po odsadzeniu prosiat, za§ loszki
remontowe w czasie rui potwierdzonej przez knura szukarka. Do kazdej porcji nasienia mrozonego,
tuz przed inseminacja dodawano 5 mg PGF2,. Przebieg owulacji oraz rozwdj ciazy kontrolowano
ultrasonograficznie glowica rektalna oraz abdominalna. Oceng skutecznosci inseminacji oraz
uzytkowosci rozrodczej przeprowadzano na podstawie wskaznika zaptadnialnos$ci, oproszen i ogolnej
liczby prosiat urodzonych w miocie. Obliczenia wykonano przy pomocy programu Statistica 6.0
metoda jednoczynnikowej analizy wariancji w ukladzie ortogonalnym. Istotno$¢ réznic migdzy
srednimi oszacowano testem Tukeya lub Duncana. Nasieniem mrozonym w grupach doswiadczalnych
poddano inseminacji w sumie 180, za$ konserwowanym w stanie ptynnym (w grupach kontrolnych)
45 samic. Analizujac cato$ciowo wplyw unasieniania 225 §win nasieniem mrozonym i ptynnym na
warto$ci  wskaznikéw rozrodu obliczono, Ze samice inseminowane nasieniem mrozonym
demonstrowaty, odpowiednio: o 8% nizszy wskaznik zaptadnialno$ci (85 do 93%), o 21% nizszy
wskaznik oproszen (70 do 91%) oraz rodzity o 2,5 prosiecia mniej niz lochy inseminowane nasieniem
pltynnym (8,9 do 11,3). Wskaznik oproszen samic w grupach do$wiadczalnych wynosit 70, zas w
kontrolnych 93,3% (P <0.05). Wskaznik liczebnosci miotow w grupach samic inseminowanych
nasieniem mrozonym wynosil ogétem 8,9, za§ w puli zwierzat inseminowanych nasieniem ptynnym
11,3 sztuk, (P <0.01). Analiza porownawcza wptywu konfekcjonowania i metodyki kriokonserwacji
wykazata nieistotnie statystycznie wyzsze wartosci wskaznikéw: oproszen i liczebnosci miotéw po
inseminacji nasieniem mrozonym w stomkach 0,5 ml wg metodyki A we wszystkich grupach
wiekowych. Najwyzsza jakos¢ rozrodu obserwowano w przedziale wielorédek. Wskaznik oproszen i
liczebnosci miotow wielorodek inseminowanych nasieniem mrozonym wynidst, odpowiednio: 75% i
9,7 prosigcia. Istotnie nizsze (P<0.05) wartosci wymienionych wskaznikow uzyskaty, odpowiednio:
pierwiastki (66% 1 8,46) oraz loszki (71% 1 8,43 prosigcia w miocie). W grupie zwierzat kontrolnych
inseminowanych nasieniem plynnym, réwniez wystapita tendencja wyzszej ptodnosci i plennosci u
samic w grupie wiekowej loch wielorodek. W oparciu o oceng wskaznikow uzytkowosci rozrodczej
macior inseminowanych nasieniem konserwowanym w niskich temperaturach, nalezatoby wskaza¢ na
metode A i sposob konfekcjonowana nasienia przy wykorzystaniu stomek 0,5 ml, jako optymalny
sposob kriokonserwacji nasienia knura mozliwy do zaakceptowania i pomy$lnego zastosowania w
fermie trzody chlewnej. Do uzyskania powyzszych zachgcajacych wynikéw przyczynito sig
prawdopodobnie zastosowanie kateteréw do inseminacji pozaszyjkowej, dodatek PGF,, do nasienia
oraz monitorowanie stanu jajnikow przy pomocy abdominalnej lub rektalnej gtowicy USG.
Grant KBN nr 2P06K 011 26
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MEDIATORY STANU ZAPALNEGO INDUKUJA APOPTOZE
W EJAKULOWANYCH LUDZKICH PLEMNIKACH W WARUNKACH
IN VITRO

INFLAMMATORY MEDIATORS TRIGGER IN VITRO APOPTOSIS
IN EJACULATED HUMAN SPERMATOZOA

Monika Fraczek®, Grzegorz Dworacki?, Anna Szumata-Kakol®, Dorota Sanocka®, Jan Zeromski?,
Maciej Kurpisz*

YUnstytut Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, ul. Strzeszyriska 32, 60-479 Poznari; e-mail:
framon@man.poznan.pl; kurpimac@man.poznan.pl
%Katedra Immunologii Klinicznej, Zakiad Immunologii Instytutu Medycznego w Poznaniu, ul. Rokietnicka 5d,60-806 Poznari
3pracownia Mikrobiologiczna Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, ul.
Polna 33, 60-635 Poznan

Cel pracy: Apoptoza jest naturalnym procesem regulujacym liczbg plemnikow na wszystkich etapach ich rozwoju
eliminujac plemniki nieprawidtowe. Biorac pod uwage fakt, Ze proces apoptozy moze przebiega¢ na drodze
wolnorodnikowej, a proces zapalny nierozerwalnie zwiazany jest z aktywacja metabolizmu tlenowego i wzrostem
uwalniania reaktywnych form tlenu (RFT), interesujacym wydaje si¢ przeanalizowanie wptywu poszczegolnych
mediatoréw stanu zapalnego nasienia na proces apoptozy in Vitro w roéznych subpopulacjach meskich komoérek
rozrodczych.

Materiat i metody: Material badawczy stanowito nasienie od 10 zdrowych ochotnikéw z prawidtowym
spermiogramem oraz krew zylna, pobrana na heparyng od 10 zdrowych dawcow krwi. Leukocyty izolowano z
pelnej krwi na gradiencie Histopaque-1,077. Plemniki izolowano z nasienia technika wyptywania (frakcja swim-
up) oraz metoda wirowania na nieciagtym gradiencie perkolu (frakcja 90% i 47%). Do badan wybrano takze dwie
kombinacje cytokin prozapalnych (IL-6+IL-8 oraz IL-12+IL-18) oraz dwa szczepy bakteryjne (Escherichia coli
oraz Bacteroides ureolyticus). Proces apoptozy w plemnikach badano przy uzyciu dwoch rdznych zestawow
testow firmy R&D Systems: metoda elektroforezy pojedynczych komorek w zelu (comet assay) oraz metoda
cytometrii przeptywowe;j z zastosowaniem barwienia TUNEL. Ponadto wyznakowane plemniki obserwowano w
mikroskopie fluorescencyjnym w celu morfologicznego potwierdzenia apoptozy.

Wyniki: Przy braku obecnosci mediatorow stanu zapalnego, plemniki o najlepszej seminologii wykazywaty
najmniejszy odsetek komorek TUNEL-pozytywnych i najkrotsze dhugosci komet, natomiast najwyzszy odsetek
komorek z pofragmentowanym DNA, ktorym jednoczesnie odpowiadaty najdtuzsze dtugosci komet stwierdzano
we frakcji plemnikow o najgorszych parametrach seminologicznych (frakcja 47% perkolu). Inkubacja plemnikéw
z cytokinami prozapalnymi znaczaco wplywata na wzrost poziomu fluorescencji (MFI) populacji TUNEL-
pozytywnej w stosunku do plemnikéw bez inkubacji z mediatorami zapalnymi (p<0.01 dla frakcji swim-up po
inkubacji z IL-6+IL-8 ip<0.05 dla frakcji 90% perkolu po inkubacji z IL-12+IL-18). Obecnos¢ szczepdw
bakteryjnych wiazata si¢ z duzym wzrostem zaréwno odsetka populacji pozytywnej, jak i intensywnosci
fragmentacji DNA. Sposréd dwoch wybranych szczepow bakteryjnych, wigkszy wpltyw na apoptozg mialy
bakterie beztlenowe w odniesieniu do plemnikow uzyskanych w 90% gradiencie perkolu i w tym przypadku
indeks apoptotyczny osiagnal najwyzszy poziom (p<0.05). Dodatkowo, analiza plemnikow w mikroskopie
fluorescencyjnym, poza obrazami charakterystycznymi dla apoptotycznie zmienionych komorek TUNEL-
pozytywnych wykazata takze obecnos¢ plemnikow z silniejsza fluorescencja w obrebie wstawki.

Whioski: Z przeprowadzonych badan jednoznacznie wynika, ze mediatory stanu zapalnego w warunkach in vitro
nasilaja procesy apoptotyczne w ejakulowanych plemnikach. Zasadnicza role w tym wzgledzie nalezy przypisac
czynnikowi infekcyjnemu. Uzyskane wyniki stanowia dowdd na indukcje apoptozy w ejakulowanych plemnikach,
w wyniku ich bezposredniego kontaktu z bakteriami lub ich toksynami, nawet bez posrednictwa reaktywnych
pochodnych tlenu. Z kolei cytokiny prozapalne przede wszystkim nasilaja powstawanie dodatkowych peknigc
DNA w komorkach z wezesniej zainicjowana apoptoza. Bardzo wazna z praktycznego punktu widzenia jest
obserwacja najwyzszej liczby komorek apoptotycznych po inkubacji z mediatorami zapalnymi w subpopulacji
plemnikéw uzyskanych z 90% gradientu perkolu. W $wietle tych danych, selekcja plemnikow na gradiencie
perkolu nie powinna by¢ zalecana metoda do pozyskiwania plemnikow do celow zaptodnienia pozaustrojowego.
Wyniki analizy obrazowej potwierdzaja zwigkszong wrazliwo$¢ mitochondrialnego DNA na uszkodzenia
oksydacyjne, co moze by¢ przyczyna szybszego kierowania ejakulowanych plemnikéw na droge apoptozy.
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INTERAKCJA FRAKCJI LIPOPROTEIN IZOLOWANYCH Z ZOLTKA
JAJA Z RECEPTORAMI PLAZMOLEMY PLEMNIKOW KNURA -
BADANIA FLUORESCENCYJNE

INTERACTION OF LIPOPROTEIN FRACTIONS ISOLATED FROM
EGG YOLK WITH RECEPTORS OF BOAR SPERM PLASMA
MEMBRANE - FLUORESCENT STUDIES

Leyland Fraser, Lukasz Zasiadczyk, Jerzy Strzezek

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierzqt, ul. Oczapowskiego 5, 10-718
Olsztyn-Kortowo, e-mail: kbz@uwm.edu.pl

Fluorochrom ANS (l-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid) zastosowano do badan nad
mechanizmem stabilizacji plazmolemy plemnikéw knura przez frakcjg lipoprotein izolowang z
z6ttka jaja strusia afrykanskiego (LPFo), stanowiaca sktadnik rozcienczalnika Kortowo 3 (K-3)
do konserwacji nasienia w r6znych temperaturach.

Pelne ejakulaty, kolekcjonowane od 3 knuréw, po rozrzedzeniu rozcienczalnikiem K-3
zawierajacym zroznicowane stgzenia kompleksu LPFo-ANS (0,5%; 2%; 5%) inkubowano 3
godz. w temperaturze 16°C. Analizowano wptyw LPFo-ANS na stabilno$¢ plazmolemy plemnikow z
uwzglednieniem zrédla plemnikow (pelny ejakulat; gesta frakcja), oraz plemnikéw poddanych
dziataniu udaru chtodowego (1 godz. w 4°C) lub ci$nienia hypoosmotycznego (HOS; 150 mOsm).
Stopien wiazania LPFo-ANS z receptorami plazmolemy klasyfikowano na podstawie intensywnosci
fluorescencji w rdéznych regionach plemnikéw. Jednocze$nie prowadzono oceng ruchliwosci
plemnikow; integralnosci ich plazmolemy (SYBR-14/Pl) oraz funkcjonalno$ci mitochondriow (R
123/PI).

Stwierdzono, ze odsetek plemnikow wykazujacych fluorescencje zarowno w regionie gtowki
jak 1 wstawki byt wyzszy (p<0,05) w wariancie rozcienczalnika K-3 z dodatkiem LPFo w stezeniu 2%
i 5% anizeli 0,5%. Inkubacja plemnikoéw 3 godz. w temperaturze 16°C nasilata fluorescencje LPFo-
ANS w omawianych regionach plemnikéw. Zjawisko to nie powodowato istotnych zmian ruchliwos$ci
plemnikéw, integralnosci plazmolemy oraz funkcjonalnosci mitochondriow. Udar chltodowy
plemnikow 1 warunki ci$nienia hypoosmotycznego w sposob drastyczny redukowaly intensywnos¢
fluorescencji ANS-LPFo w poréwnaniu do préb kontrolnych plemnikow.

Rezultaty badan wskazuja, ze preparat LPFo wykazuje silne dzialanie ostonowe wobec
roznych regionéow plazmolemy plemnikéw. Dodatek 2% Iub 5% LPFo do rozcienczalnika K-3
moze by¢ wykorzystywany w praktyce konserwacji nasienia knura.

Praca wykonana w ramach tematu badan wtasnych 0103.0206 UWM w Olsztynie
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USZKODZENIE MATERIALU GENETYCZNEGO W PLEMNIKACH W
WYNIKU STANU ZAPALNEGO PODCZAS INFEKCJI W MESKIM
UKLADZIE MOCZOWO-PLCIOWYM

SPERM GENETIC MATERIAL DAMAGE CAUSED BY
INFLAMMATORY PROCESS IN MALE GENITO-URINARY TRACT
INFECTION

Katarzyna Gulczynska®, Dorota Sanocka', Maciej Kurpisz*

Instytut Genetyki Cztowieka PAN; ul. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan, kurpimac@man.poznan.pl

Cel pracy: Integralno$¢ chromatyny plemnikow jest nieodzowna dla przekazania ojcowskiej
informacji genetycznej, a od struktury chromatyny jest uzalezniona zdolno$¢ zaptadniajaca plemnikow
oraz prawidlowy rozwoj zarodkdw. Rutynowa analiza nasienia, okre§lajaca stezenie plemnikow w
nasieniu, ich ruchliwo$¢ i morfologi¢, nie identyfikuje nieprawidlowosci struktury chromatyny
plemnikoéw, w zwiazku z czym, nie moze by¢ stosowana jako wiarygodny test w prognostyce
ptodnosci. Stan zapalny w megskim uktadzie moczowo-ptciowym jest powszechnym czynnikiem,
dodatkowo obnizajacym zdolno$¢ zaptadniajaca plemnikéw. Stres oksydacyjny i niewydolno$¢
systemu antyoksydacyjnego w nasieniu sg nicodtacznymi konsekwencjami stanu zapalnego w meskim
uktadzie moczowo-ptciowym. Brak rownowagi pomigdzy substancjami pro- i antyoksydacyjnymi
prowadzi zazwyczaj do peroksydacji struktur btonowych plemnikow oraz uposledzenia funkcji biatek,
a takze fragmentacji DNA. Celem pracy bylo okreslenie integralnosci chromatyny plemnikéw w
warunkach stresu oksydacyjnego w uktadzie in-vivo, u mgzczyzn ze stanem zapalnym w ukladzie
moczowo-ptciowym, oraz wptywu fragmentacji DNA na jakos$¢ nasienia.

Material i metody: Materiat do badan stanowity ejakulaty 15 mezczyzn ze zdiagnozowanym
stanem zapalnym w ukltadzie moczowo-piciowym, oraz 15 zdrowych dawcow, w wieku 20-35 lat.
Wykonano analiz¢ seminologiczng wszystkich prob, obejmujaca oceng objgtosci i pH ejakulatu,
koncentracji plemnikéw, ich ruchliwosci oraz zywotnosci. Morfologi¢ plemnikéw oceniano na
utrwalonych rozmazach cytologicznych barwionych wedtug Pappanicolau. Przeprowadzono oceng
liczby leukocytow w nasieniu przy zastosowaniu barwienia peroksydazowego wedtug Endtza, oraz
analiz¢ bakteriologiczng przy uzyciu kitow komercyjnych. Stopien fragmentacji materiatu
genetycznego plemnikow badano z zastosowaniem testu Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA).

Whyniki: Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzi¢, iz w warunkach stresu oksydacyjnego
w stanach zapalnych w meskim uktadzie moczowo plciowym, dochodzi do statystycznie istotnego
pofragmentowania materialu genetycznego plemnikoéw (p<0,001), a takze do obnizenia odsetka
plemnikow o ruchu postepujacym (A+B) (p<0,001). Z naszych badan wynika, iz uszkodzenie DNA
plemnikowego prawdopodobnie nie wptywa na objeto$¢ nasienia, ani na koncentracje i morfologie
plemnikow. Stwierdzono istotna korelacj¢ stopnia fragmentacji DNA z liczba leukocytow w nasieniu
(p<0,001).

Whioski: Podczas reakcji zapalnej dochodzi do uszkodzenia materialu genetycznego
plemnikow, prawdopodobnie spowodowanego nadprodukcja reaktywnych form tlenu. Glownym
zrodlem reaktywnych form tlenu w nasieniu pacjentdw ze stanem zapalnym w uktadzie moczowo
ptciowym wydaja si¢ by¢ zaktywowane leukocyty. W wyniku uszkodzen oksydacyjnych spada jakos¢
nasienia, jednakze w rutynowej analizie seminologicznej widoczna jedynie jako spadek ruchliwo$ci
plemnikow. SCSA w polaczeniu ze standardowa analiza nasienia dostarcza pelniejszej informacji 0
jakosci ejakulatu w stanach zapalnych w meskim uktadzie moczowo-ptciowym, dlatego wydaje si¢
by¢ uzytecznym narzedziem W poglebionej diagnostyce i prognozowaniu powodzenia rozrodu.
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WPLYW DEFICYTU DHT NA IMMUNOLOKALIZACJE BCL-X —
BIALKA REGULUJACEGO PROCES APOPTOZY W NABLONKU
PLEMNIKOTWORCZYM SZCZUROW

INFLUENCE OF DHT-DEFICIENCY ON IMMUNO EXPRESSION BCL-
X — ONE OF APOPTOSIS REGULATOR IN SEMINIFEROUS
EPITHELIUM OF RATS

Adgnieszka Kolasa!, Fabian Urban!, Mariola Marchlewicz?, Lidia Wenda-Rozewicka®,
Barbara Wiszniewska®

Zakiad Histologii i Embriologii, Pomorska Akademia Medyczna,
al. Powstancow Wikp. 72 70-111 Szczecin, e-mail: AK1712@sci.pam.szczecin.pl

CEL PRACY

Apoptoza jest ewolucyjnie konserwatywnym procesem programowanej $mierci komorek, ktory
odgrywa kluczowa role podczas rozwoju, a nastgpnie w utrzymaniu prawidtowej homeostazy tkanek,
jak 1 podczas patogenezy wielu procesoOw degeneracyjnych. Proces ten jest rowniez nieodzowny dla
przebiegu prawidlowej i wydajnej zarazem spermatogenezy. Komorki germinalne nabtonka
plemnikotworczego podejmuja samobojcza $§mieré¢ w warunkach fizjologicznych spontanicznie, badz
w odpowiedzi na dzialanie réznorodnych niekorzystnych czynnikow. Wykazano, ze niedobor
gonadotropin, a nast¢pnie androgendw wzmacnia ten proces na terenie gonady.

Lokalnie produkowany przez komodrki Leydiga testosteron (T) jest konwertowany do biologicznie
aktywniejszego dihydrosteronu (DHT) przy udziale 5a-reduktazy typu 2 (5a-red2), uwazanej za
izoforme preferencyjnie dziatajaca w meskim uktadzie ptciowym. DHT, obok testosteronu reguluje
morfologi¢ i fizjologie nabtonka plemnikotworczego. Nasze wcze$niejsze badania wykazaly, ze
deficyt DHT prowadzi migdzy innymi do zaburzenia morfologii i funkcji nabtonka
plemnikotworczego, manifestujacego si¢ przedwczesnym zluszczaniem niedojrzatych komorek
spermatogenicznych do $wiatta kanalikow kretych.

Celem pracy bylo zatem ustalenie czy degeneracja nablonka plemnikotworczego w warunkach
deficytu DHT byla wynikiem nasilonej apoptozy komodrek. Do realizacji wyznaczonego celu
analizowano ekspresje Bcl-x, markerowego biatka zwiazanego z blona mitochondrialna, regulujacego
proces apoptozy.

MATERIAL I METODA

Dojrzate plciowo samce szczuréow szczepu Wistar podzielono losowo na 3 grupy (n=5 kazda):
kontrolna (K) i dwie do§wiadczalne (Fin28, Fin56). Szczurom grup do$wiadczalnych podawano per 0s
finasteryd — steroidowy inhibitor 5a-red2 (Proscar®, MSD Szwecja) przez 28 dni (czas dwoch cykli
nabtonka plemnikotworczego) i 56 dni (czas przebiegu jednej spermatogenezy) w dawce 5 mg/kg
masy ciala. Na histologicznych skrawkach jader szczuréw wykonano reakcje immunohistchemiczna
(IHC). Skrawki inkubowano 60 min. z mysim monoklonalnym przeciwciatem pierwszorzgdowym
przeciwko Bcl-x (4pg/ml) (BxI-x antibody, clone 2H12; GeneTex Inc.). Kolejne etapy immunoreakcji
przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta dotaczona do zestawu EnVision'System-HRP
(DAB) (DakoCytomation, Glostrup, Denmark), wizualizujacego miejsce wiazania przeciwciata z
antygenem reakcja kompleksu avidyna-biotyna-peroksydaza chrzanowa z diaminobenzydyna jako
chromogen. Preparaty dodatkowo podbarwiono hematoksylina i ogladano w mikroskopie swietlnym
(Axioskop  Zeiss, Niemcy). Dla sprawdzenia specyficzno$ci  wiazania  przeciwciata
pierwszorzedowego, wykonano roéwnorzednie reakcje z pominigciem tego przeciwciata. Jako
pozytywny wynik reakcji uznano brazowy odczyn cytoplazmy.

WYNIKI

Ekspresje Bcl-x zaobserwowano w cytoplazmie komorek plemnikotworczych zwierzat wszystkich
badanych grup. U szczurdéw kontrolnych (K) tylko pojedyncze spermatogonia i nieliczne spermatocyty
I rzgdu byly immunododatnie. Wzdér immunolokalizacji Bcl-x u szczurdéw otrzymujacych finasteryd
przez 28 dni (Fin28) byt podobny do uzyskanego u zwierzat kontrolnych, ale ilosciowo i jakosciowo
intensywniejszy. Zdecydowanie wyzsza immunoekspresj¢ badanego markera apoptozy obserwowano
w nabtonku plemnikotworczym zwierzat z deficytem DHT trwajacym czas jednej spermatogenezy
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(Fin56). W tej grupie szczurdw Bcl-x—pozytywne byly zaréwno komorki szlaku spermatogenezy
zlokalizowane w bazalnym przedziale nablonka plemnikotworczego, jak i spermatocyty 1 rzedu
przedwczesnie zluszczone do $wiatla kanalikow. Dodatkowo w grupie Fin56 wystgpowaly
sporadycznie kanaliki krete, ujawniajace degeneracj¢ nabtonka plemnikotworczego. W tych
kanalikach bardzo intensywna immunoekspresj¢ Bcl-x wykazywala cytoplazma komorek
wielojadrzastych, prawdopodobnie wywodzacych si¢ okraglych spermatyd.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki sugeruja, ze ekspresja Bcl-x moze by¢ zalezna od aktualnego stanu hormonalnego,
panujacego na terenie gonady. Poglebiajacy si¢ deficyt DHT prowadzi do nadekspresji BxI-x —
biatkowego regulatora apoptozy, manifestujacej si¢ przedwczesnym zluszczaniem niedojrzatych
komorek szlaku spermatogenezy do $§wiatla kanalikow kretych. Zatem przejawem dysfunkcji gonady
w warunkach niedoboru DHT jest nasilony proces samobodjczej $mieci komorek gametogenicznych,
mogacy prowadzi¢ do znacznego obnizenia plodnosci.
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CZY y-GLUTAMYLOTRANSPEPTYDAZA (y-GT) MOZE
WSPOMAGAC ANTYOKSYDACYJINY SYSTEM NASIENIA KNURA?

DOES y -GLUTAMYLOTRANSPEPTIDASE SUPPORT THE
ANTIOXIDANT SYSTEM OF BOAR SEMEN?

Magdalena Koziorowska-Gilun®, Marek Koziorowski?, Jerzy Strzezek!

'Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierzat, ul. Oczapowskiego 5, 10-718

Olsztyn-Kortowo, e-mail: kbz@uwm.edu.pl,
2Zaklad Fizjologii i Rozrodu Zwierzat, Zamiejscowy Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Rzeszowski, Kolbuszowa, e-mail:
m.kozioro@univ.rzeszow.pl

Plemniki knura ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow thuszczowych
w plazmolemie sa wyjatkowo podatne na uszkodzenia oksydacyjne spowodowane reaktywnymi
formami tlenu (RFT). Enzymatyczne i nieenzymatyczne systemy antyoksydacyjne chronia plemniki
przed dziataniem RFT. Funkcja L-glutationu, jako weztowego niskoczateczkowego zwiazku
antyoksydacyjnego, zwiazana jest z aktywno$cia kilku enzymow. y-GT jest enzymem bioracym udziat
w metabolizmie L-glutationu. Przypisuje si¢ jej rowniez rolg w ochronie plemnikow przed RFT (1).
Stanowi¢ to moze istotng przestankg o udziale y-GT w systemie antyoksydacyjnym nasienia knura.

Celem badan byto okre$lenie aktywnos$ci y-GT w ptynach sekrecyjnych uktadu rozrodczego
knura.

Do badan wykorzystano ejakulaty pozyskiwane metoda manualng. Proby wirowano przez 10
min. przy 9000 x g, a uzyskane supernatanty przeznaczano do analiz. Ptyn ogona najadrza
pozyskiwano przyzyciowo, metoda chirurgiczna poprzez punkcj¢ kanalikow ogona najadrza.
Natomiast ptyn gruczotéw pecherzykowych po przeprowadzeniu zabiegu laparotomii, a nastgpnie
punkcje gruczotéw. Pltyny dodatkowych gruczotéw piciowych wirowano 15 min. przy 9000 x g a
nastepnie przeznaczano do analiz. Aktywno$¢ y-GT w analizowanych ptynach oznaczano przy uzyciu
zestawu diagnostycznego Liquick Cor-GGT-Cormay (Poland).

Najwyzsza aktywnos$¢ y-GT wykazano w plynie ogona najadrza (1028,20 + 25,5 pkat/l),
najnizsza za$ w ptynie gruczolow pecherzykowych (29,93 +0,7ukat/l). W przypadku plazmy nasienia
aktywno$¢ wynosita 99,08 £2,7 pkat/I.

Stwierdzona wysoka aktywno$¢ y-GT w ptynie ogona najadrza, potwierdza nadrzgdna rolg
tego gruczotu w ochronie dojrzewajacych i magazynowanych w nim plemnikéw przed atakiem RFT.

Literatura:
Zalata A. i wsp., 1995. Relationship between resazurin reduction test, reactive oxygen species
generation, and y-glutamyltransferase. Hum. Reprod. 10: 1136-1140.
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WPLYW SKEADU ROZTWORU HYPOOSMOTYCZNEGO NA OCENE
INTEGRALNOSCI BLONY PLEMNIKOW TRYKA PODDANYCH
KRIOKONSERWACJI

INFLUENCE OF CONTENCE OF HYPOOSMOTIC SOLUTION ON
PLASMOLEMMA INTEGRITY ESTIMATION OF RAM
SPERMATOZOA AFTER CRIOPRESERVATION

Maciej Murawski, Dorota Semrau

Uniwersytet Rolniczy, Katedra Hodowli Owiec i Koz, al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow,
rzmmuraw@cyf-kr.edu.pl

Cel pracy: Podczas procesu zamrazania i rozmrazania integralno$¢ btony cytoplazmatycznej
plemnikow tryka moze ulec naruszeniu lub trwatemu uszkodzeniu, co obniza ich zywotnos¢ lub czyni
je nieprzydatnymi do zaptodnienia. Brak ruchliwosci plemnikéw nie zawsze jest roOwnoznaczny z
brakiem integralnosci ich btony komoérkowej, dlatego iz czg$¢ z nich moze mie¢ w pelni zachowana
plazmolemmeg. Identyfikacje takich subpopulacji plemnikow mozna dokonaé za pomoca testu HOS.
Uzyteczno$¢ metody hypoosmotycznej wymaga jednak dobrania odpowiedniego skladu roztworu
hypoosmotycznego oraz czasu inkubacji i porownania jej z wynikami ocen innych analiz nasienia.
Dlatego celem przeprowadzonych badan bylo poréwnanie wptywu skltadu roztworéow
hypoosmotycznych na oceng integralnosci btony cytoplazmatycznej plemnikdéw tryka po rozmrozeniu.

Mterial i metody: Do przeprowadzonych badan postuzyto 18 ejakulatow od 6 trykéw. Po
ocenie makro i mikroskopowej zakwalifikowane ejakulaty mrozono w stomkach o pojemnosci 0,25 ml
w cieklym azocie metoda dwustopniowa w rozrzedzalniku mlekowo-zottkowo-fruktozowym z 7%
zawartoScia glicerolu. Po rozmrozeniu nasienie inkubowano w tazni wodnej o temp. 37 °C przez 10
min. a nastgpnie oceniano ruch postgpowy plemnikéw. Oceng integralnosci btony komorkowe;j
plemnikow przeprowadzono metoda hypoosmotyczna. Do oceny integralnoéci plazmolemmy
plemnikow sporzadzono trzy roztwory hypoosmotyczne(HOS) o osmolalnosci 100 mOsm o
nastgpujacym sktadzie: cytrynian sodu (40mg) i fruktoza (75mg) —HOS1, cytrynian sodu (42mg) i
glukoza (87mg) —HOS2 oraz HOS3 —cytrynian sodu (75mg). Oceng nasienia w poszczegolnych
roztworach przeprowadzono dodajac 50ul rozmrozonego nasienia do 1ml kazdego z trzech roztworow
HOS a po 10 min. inkubacji w lazni wodnej, pod mikroskopem oceniano stan integralnosci blony
plemnikéw na podstawie odksztalcen witki i wstawki.

Wyniki: Srednio najwiecej plemnikow na poziomie 82,5% z integralna blona
cytoplazmatyczna zaobserwowana u wszystkich trzech badanych trykow w roztworze HOS3.
Natomiast $rednio najmniej plemnikow tj. 76% z nieuszkodzona plazmolemma stwierdzono
wykonujac test w roztworze z cytrynianem sodu i glukoza (HOS2). Stwierdzone réznice sa
statystycznie wysoko istotne (p<0,01). Nie stwierdzono rdéznic w ocenie integralno$ci plazmolemmy
plemnikoéw ocenianych w roztworach HOS1 i HOS3, jednakze wyzsza warto$¢ oceny integralnosci
blony cytoplazmatycznej wyrazona w % zawsze obserwowano w roztworze hypoosmotycznym
wykonanym tylko z cytrynianu sodu (HOS3).

Whnioski: Sktad roztworu hypoosmotycznego do oceny integralnosci pazmolemmy
plemnikow tryka ma istotny wplyw na jej wynik. Sktadniki roztworu HOS w sposéb istotny wykazuja
interakcje z plazmolemma plemnika wptywajac na jej integralno$¢.
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TOPOLOGIA CHROMOSOMOW 15,18, X 1Y W JADRZE KOMORKOWYM
PLEMNIKA U NIEPLODNYCH MEZCZYZN Z PODWYZSZONYM POZIOMEM
ANEUPLOIDII

TOPOLOGY OF CHROMOSOMES 15, 18, X AND Y IN SPERM CELL NUCLEI OF
INFERTILE PATIENTS WITH INCREASED LEVEL OF ANEUPLOIDY

Marta Olszewska', Ewa Wiland*, Maciej Kurpisz*

Y Instytut Genetyki Czlowieka, Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszyriska 32, 60-479 Poznar
e-mail: martaze@man.poznan.pl; ewila@man.poznan.pl; kurpimac@man.poznan.pl

Jadro komorkowe, zarowno komoérki diploidalnej jak i haploidalnej, Sstanowi wysoce
skompartmentalizowana strukturg, w ktorej chromosomy zajmuja $ci$le okreSlone miejsca — terytoria
chromosomowe (CT), ktore wraz z przestrzeniami migdzychromosomowymi (IC), macierza jadrowa
oraz nukleoplazma, tworza architektur¢ wewnatrzjadrowa. Wewnatrz jadra komorkowego plemnika
obserwuje si¢ ponadto wystgpowanie unikatowego dla plemnikéw obszaru chromocentrum,
utworzonego przez zgrupowane centromery chromosomow. Jednocze$nie telomery identyfikowane na
peryferium jadra komorkowego wykazuja tendencj¢ do formowania dimerdw i tetramerow.

Celem badan bylo sprawdzenie, czy podwyzszony poziom aneuploidii chromosoméow
plemnikowych moze stanowi¢ czynnik zaklocajacy lokalizacje centromeréw chromosomow 15, 18, X
1 Y umegzczyzn z niepowodzeniami rozrodu.

Za pomoca techniki FISH analizowano lokalizacj¢ liniowa (odsetek sygnatow
fluorescencyjnych w kazdym z trzech wyodrgbnionych obszarow jadra komérkowego) oraz radialna
(przestrzenna pozycja centromeru, tj. w glgbi lub blizej btony jadra komoérkowego) centromeréw
wybranych chromosomoéw. Pozycje centromerow analizowano u 4 mgzczyzn z grupy kontrolnej oraz
u 5 pacjentéw z niepowodzeniami rozrodu wykazujacych podwyzszony poziom aneuploidii.

Stwierdzono, ze w grupie osobnikéw kontrolnych centromery wybranych chromosomow
zajmowaly niewielki obszar stanowiacy fragment chromocentrum. Za$ wyniki uzyskane dla grupy
pacjentow wskazuja na zmiany w lokalizacji obszaru zajmowanego przez centromery chromosoméw
15, 18, X i Y w porownaniu do grupy kontrolnej. Ponadto w plemnikach z disomia (n+1) lokalizacja
liniowa centromerdéw chromosoméw byla przesunigta: chromosomy 15,15 oraz Y,Y w kierunku czgsci
centralnej jadra komodrkowego plemnika, natomiast 18,18 w kierunku witki. W przypadku
chromosomu X takich zmian nie zaobserwowano.
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SEZONOWE ZMIANY AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZY 3 BETA-
HYDROKSYSTEROIDOWEJ W JADRACH GASIOROW

THE SEASONAL CHANGES OF 3 BETA-HYDROXYSTEROID
DEHYDROGENASE ACTIVITY IN GANDER TESTIS

Marek Opatka, Joanna Bukowska, Barbara Kaminska, Anna Leska, Luiza Dusza

Katedra Fizjologii Zwierzqt, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
ul. Oczapowskiego 1A, 10-957 Olsztyn, e-mail: mareko@uwm.edu.pl

Hormony steroidowe pelnia istotng role¢ we wzro$cie, rozwoju i funkcjonowaniu wigkszos$ci
tkanek u krggowcow. Enzymem kluczowym w przebiegu gtéwnych szlakow biosyntezy steroidow jest
dehydrogenaza 3beta-hydroksysteroidowa/deltab-delta4 izomeraza (3beta-HSD). Jest to enzym
zwigzany z btonami wewnatrzkomérkowymi i1 zalezny od NAD. Przeprowadza oksydacje i
izomeryzacje delta5 3beta-hydroksysteroidow do delta4 ketosteroidow. Uczestniczy w syntezie
wszystkich klas hormonow steroidowych: glikokortykoidéw, mineralokortykoidow, progesteronu,
estrogendw i androgendéw. W jadrach ssakow 3beta-HSD jest zlokalizowana przede wszystkim w
siateczce endoplazmatycznej gladkiej komorek Leydiga ($rédmiazszowych), gdzie katalizuje
powstawanie androstendionu i testosteronu. U ptakow, podobnie jak u ssakoéw, jadra sa miejscem
sekrecji androgenow. Niewiele jednak wiadomo nie tylko o wewnatrzkomérkowej lokalizacji 3beta-
HSD ale tez o zmianach jej aktywnosci zwiazanych z sezonem rozrodczym.

Celem doswiadczenia byto zbadanie sezonowych zmian aktywnosci 3beta-HSD w gonadzie
meskiej gasiorow gesi domowe;.

Jadra uzyte do badan pochodzity od dojrzatych ptciowo samcow gesi bialej wloskiej odmiany
kotudzkiej. Gonady pobierano w szczycie sezonu rozplodowego (marzec) oraz podczas braku
aktywnos$ci rozrodczej (lipiec). Tkank¢ zamrazano w cieklym azocie i przechowywano w
ultrazamrazarce. Jadra cigto przy uzyciu kriostatu na skrawki, ktoére inkubowano przez 4 godziny
(37°C) w buforze (pH=7,2) zawierajacym substraty: pregnenolon (powstawanie progesteronu) lub
dehydroepiandrosteron (konwersja w androstendion), koenzym NAD oraz sél tetrazolowa (reakcja
barwna). Po zakonczonej reakcji histochemicznej skrawki ptukano w buforze fosforanowym,
utrwalano w 4% formalinie i zatapiano w glicero-zelu. Miejsca aktywnosci 3beta-HSD wyznaczaty
ciemnoniebieskie ziarna formazanu, powstalego z soli tetrazolowej na skutek redukcji NAD.
Aktywno$¢ enzymu okreslano na podstawie procentowej zawartosci ziaren formazanu w stosunku do
obszaru gdzie reakcja nie zachodzita, zmierzonej przy uzyciu komputerowego systemu do analizy
obrazu. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej.

Zaobserwowano istotnie wyzsza aktywno$¢ 3beta-HSD w preparatach z jader gasiorow
bedacych w szczycie sezonu rozptodowego w poréwnaniu do skrawkéw pochodzacych od gasiorow z
okresu braku aktywno$ci rozrodczej. Roznice te wystepowaly zaréwno po zastosowaniu pregnenolonu
jak i dehydroepiandrosteronu jako substratu dla badanego enzymu.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze aktywno$¢ 3beta-HSD obniza si¢ w okresie poza sezonem
rozrodczym co sugeruje sezonowe zmiany w procesie steroidogenezy jadrowej u gasiorow.

Praca finansowana przez MNiSW (projekt badawczy nr N N311 274034)
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WPLYW KONSERWACJI NASIENIA KNURA NA RUCHLIWOSC,
POZIOM ATP I INDUKOWANA EMISJE FOTONOWA PLEMNIKOW

INFLUENCE OF PRESERVATION OF BOAR SEMEN ON MOTILITY,
ENERGETIC CONDITION AND PHOTON EMISSION OF
SPERMATOZOA

Piotr Gogol, Agnieszka Wierzcho$-Hilczer, Barbara Szczgéniak-Fabianczyk

Dzial Biotechnologii Rozrodu Zwierzat, Instytut Zootechniki-P1B, 32-083 Balice-Krakoéw, Polska
pgogol@izoo.krakow.pl

Celem pracy byto zbadanie zmian poziomu ATP, ruchliwosci i indukowanej emisji fotonowe;j
(jako wskaznika peroksydacji lipidow) plemnikéw knura w trakcie siedmiodniowego przechowywania
nasienia. Pozwolilyby to okresli¢ przydatnos¢ nasienia do inseminacji po dtuzszym niz stosowany w
praktyce 3-5 dniowy okres przechowywania.

Badania prowadzono na nasieniu pochodzacym od 5 knuréw (1 knur rasy pbz i po 2 knury
rasy wbp oraz krzyzoéwki pietrain X duroc). Od kazdego knura pobierano od 4 do 5 ejakulatéw. Po
pobraniu, oddzieleniu cze$ci galaretowatej oraz ocenie ruchliwosci 1 koncentracji nasienie rozrzedzano
rozcienczalnikiem BTS do koncentracji 30 x 10° plemnikéw w 1 ml i umieszczano w temperaturze
15 °C. Nastgpnego dnia oraz po 4 i 7 dniach przechowywania nasienie poddawano ocenie ruchliwosci,
poziomu ATP i emisji fotonowej. Oceng ruchliwosci przeprowadzano przy uzyciu mikroskopu z
kontrastem fazowym po 30 minutowej inkubacji probek nasienia w temperaturze 37 °C. Indukowana
emisje¢ fotonowa z plemnikow mierzono w luminometrze AutoLumat LB953 wyposazonym w
chtodzony fotopowielacz o zakresie czutosci spektralnej 370-620nm. Przed pomiarem plemniki
przeptukiwano 0,9% roztworem NaCl i dwukrotnie wirowano (700 g, 15 minut), celem usunigcia
osocza i rozcieficzalnika po czym rozrzedzano 0,9% roztworem NaCl do koncentracji 200 x 10°
plemnikéw w 1 ml. Nastgpnie do probki o objetosci 500 pl, dodawano 10 pl SmM roztworu luminolu
— zwiazku chemicznego stosowanego jako wzmacniacz luminescencji. Pomiaru emisji dokonywano w
temperaturze 20 °C bezposrednio po dodaniu 100 pul 0,3 mM roztworu FeSO,. Poziom ATP w
plemnikach okreslano metoda bioluminescencyjna przy wykorzystaniu zestawu ATP lite 1step
(PerkinElmer).

Ruchliwo$¢ plemnikéw po 1 dniu przechowywania wynosita $rednio 56,46% i obnizata si¢
istotnie (p <0,01) w trakcie przechowywania do 49,17 % po 4 dniach i 46,04 % po 7 dniach. Spadkowi
ruchliwosci plemnikéw towarzyszyt istotny spadek poziomu ATP (p <0,01). Po 4 dniach
przechowywania poziom ATP obnizyt si¢ do 71,44%, a po 7 dniach do 63,52% w stosunku do
poziomu ATP zmierzonego po 1 dniu przechowywania. Natomiast nat¢zenie emisji fotonowej istotnie
wzrosto w trakcie przechowywania (p <0,01). Po 1 dniu natgzenie emisji wynosito $rednio 13,78
zliczen fotonow x10°/450s, a nastgpnie wzrastato do poziomu 17,37 i 19,31 odpowiednio po 4 i 7
dniach przechowywania.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze reaktywne formy tlenu i produkty peroksydacji lipidow bton
komorkowych maja niekorzystny wplyw na poziom ATP i ruchliwo$¢ plemnikéw. Badanie
indukowanej luminescencji w potaczeniu z ocena ATP i ruchliwo$ci moze dostarczy¢ dodatkowych
informacji o stanie funkcjonalnym plemnikow i przydatnosci nasienia do inseminacji.
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CHARAKTERYSTYKA OPIOIDOPODOBNYCH PEPTYDOW W
NASIENIU OGIEROW

CHARACTERISTIC OF OPIOID-LIKE PEPTIDES IN THE STALLION
SEMEN

Krystyna Pierzchata-Koziec!, Joanna Zubel', Kazimierz Kosiniak-Kamysz?,
Zenon Podstawski?

Katedra Fizjologii Zwierzqtl, Katedra Hodowli Koni?, Uniwersytet Rolniczy, Al. Mickiewicza 24/28, Krakow,
e-mai: rzkoziec@cyf-kr.edu.pl

Proces aktywacji plemnikéw wymaga wielu biochemicznych przemian wsrod, ktorych kanaty
wapniowe pelnig istotna funkcje. Najnowsze badania wykazaly udziat endogennych peptydow
opioidowych w obrocie wapnia i modyfikacji kanatéw wapniowych. Stwierdzono obecno$é
receptorow opioidowych typu mi w plemnikach ogieréw, ktorych zablokowanie duzymi dawkami
naloksonu, spowodowato zredukowanie ruchu postgpowego. Z drugiej strony, wykazano takze, ze
mate dawki naloksonu, dziatajacego jako antagonista receptorow opioidowych, zwigkszyly ruch
postepowy plemnikéw. Jednak obecnosé¢ receptorow opioidowych w btonie komoérkowej plemnikow
nie zawsze $wiadczy o syntezie, magazynowaniu i/lub sekrecji specyficznych dla nich peptydow.

Dlatego tez celem eksperymentu bylo wykazanie obecnosci wolnych i1 zwiazanych
(prekursorowych) form Met-enkefaliny, najwazniejszego peptydu rodziny enkefalin w nasieniu
ogierow.

Material i Metody. Doswiadczenie przeprowadzono na nasieniu pobranym od 10 ogieréw ze
stadniny w Bogustawicach w kwietniu 2007 roku. Natychmiast po pobraniu przeprowadzono
rutynowa oceng jakosci nasienia. Celem podziatu na frakcje, nasienie wirowano przez 10 minut przy
200xg, w temperaturze 4°C, nastepnie osocze i osad plemnikow zamrozono w -20°C az do wykonania
analiz. Uwolnienie aktywnych fizjologicznie pigcioaminokwasowych czasteczek Met-enkefaliny z jej
prekursor6w wykonano przy zastosowaniu hydrolizy enzymatycznej uzywajac trypsyny i
karboksypeptydazy B. Oznaczenie stezenia wolnej i zwiazanej formy Met-enkefaliny wykonano w
pelnym nasieniu, jego osoczu oraz plemnikach metoda radioimmunologiczna po wczesniejszej
ekstrakcji peptydow. Ekstrakcje opioidéw przeprowadzono przy uzyciu kolumn chromatograficznych
wypelionych Porapakiem Q oraz absolutnego alkoholu etylowego. Probki poddano catodobowe;j
liofilizacji prozniowej i natychmiast skierowano do analizy traktujac oczyszczona enkefaling
przeciwciatem oraz znakowana 125)-Met-enkefalina.

Whyniki . Rutynowa ocena nasienia wykazata, ze wszystkie badane ogiery miaty prawidtowe
nasienie charakteryzujace si¢ koncentracja plemnikéw od 195x10° do 425x10° w 1 ml, ich
ruchliwosécia w zakresie 2/70 do 4/90 i prawidlowa morfologia w granicach od 76,3 do 92,5%.
Stezenie wolnej Met-enkefaliny w pelnym nasieniu wynosito 204,3 +18,5 pg/ml, podobne wartosci
obserwowano w o0soczu nasienia  (172,6+£11,3 pg/ml) i w plemnikach (194,2+12,6 pg/ml).
Enzymatyczna hydroliza uwolnita pigcioaminokwasowe, fizjologicznie aktywne czasteczki Met-
enkefaliny gtdéwnie z plemnikow. Stezenie zwigzanej formy peptydu w tych komorkach wyniosto
567,5£29,7 pg/ml i byto trzykrotnie wyzsze od wartosci wolnej enkefaliny (P<0.01). Znacznie
mniejszy wzrost stgzenia zwiazanej Met-enkefaliny do 292,1+23,4 pg/ml (44%) zaobserwowano po
enzymatycznej hydrolizie pelnego nasienia. Niespodziewanie, nie zaobserwowano istotnego
uwolnienia enkefaliny z biatek osocza nasienia.

Wnhioski . 1.Endogenne peptydy opioidowe znajduja si¢ w plemnikach ogiera w postaci wolnej
1 zwiazanej z wigkszymi biatkami prekursorowymi.
2.0socze nasienia zawiera inhibitory trypsyny i karboksypeptydazy B zapobiegajace uwalnianiu
fizjologicznie czynnych enkefalin.

Finansowane w ramach projektu rozwojowego finansowanego przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego nr: R1202102
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10 LAT DOSWIADCZEN W BADANIU CFTR/AZF U MEZCZYZN Z
AZOOSPERMIA

10 YEAR EXPERIENCE OF CFTR/AZF ANALYSIS IN AZOOSPERMIC
MEN

Agnieszka Sobczynska-Tomaszewska *, Katarzyna Wertheim *, Magdalena Nawara *,
Jan Karol Wolski %, Michat Radwan *

! Instytut Matki i Dziecka, Zakiad Genetyki Medycznej, Warszawa, ul. Kasprzaka 17a, 01-211, agnieszk@imid.med.pl
2 Przychodnia Leczenia Nieplodnosci NOVUM, Warszawa, ul. Bociania 13, 02-807
8 Centrum Leczenia Nieplodnosci GAMETA, L£6dz, ul. Leszczynskiej 20, 93-347

Wstep: Mutacje w genie CFTR, ktorych znanych jest obecnie ponad 1500, sa przyczyna
mukowiscydozy (Cystic Fibrosis, CF), jednej z najpowszechniejszych choréb w rasie kaukaskiej
(1/2500 z.u.) i dziedziczonej w sposob autosomalny recesywny. Mutacje w tym samym genie sa takze
identyfikowane w innych jednostkach chorobowych, jak np. w meskiej nieptodnosci spowodowane;
wrodzonym obustronnym zanikiem nasieniowodéw - CBAVD lub obstrukcyjna azoospermia. Z tego
wzgledu analiza mutacji w genie CFTR powinna poprzedza¢ procedurg IVF. Zgodnie z zaleceniami
EAA/EMQN u pacjentéw z azoospermia powinna zosta¢ takze przeprowadzona analiza mikrodelecji
w regionie AZF na chromosomie Y, gdzie zlokalizowane sa geny kodujace biatka zaangazowane w
spermatogenezg. Istnieja trzy regiony AZF - AZFa, AZFb i AZFc. W przypadku obecnosci
mikrodelecji nie jest wskazane kwalifikowanie pary do procedury TESE/ICSI. Pacjenci z delecjami w
obrgbie AZF znajduja si¢ ponadto w grupie podwyzszonego ryzyka urodzenia dziecka z zespotem
Turnera (45,X) i innymi nieprawidlowo$ciami genotypowymi zwigzanymi z mozaicyzmem
chromosomoéw piciowych.

Cel pracy: Przedstawiamy wyniki badan molekularnych 1169 pacjentéw z azoospermia obstrukcyjng i
nieobstrukcyjna wykonanych w latach 1997-2007 w Pracowni Diagnostyki Molekularnej
Nieptodnosci IMiD.

Materiaty i metody: Standardowe badanie molekularne obejmowato poszukiwanie mutacji w genie
CFTR i/lub mikrodelecji w regionie AZF. W przypadku genu CFTR badano panel 7 najczestszych
mutacji w populacji polskiej (F508del, dele2,3(21kb), R117H, G542X, G551D, R553X oraz wariant
IVS8-5T). Dla grupy 54 pacjentéw z CBAVD wykonano analizg¢ wszystkich 27 eksonéw genu CFTR.
Analiza mikrodelecji regionu AZF obejmowata loci: AZFa (loci sY84 oraz 86), AZFb (loci sY127
oraz sY134), AZFc (loci sY254 oraz 255). W niektorych przypadkach badany panel mutacji byt
modyfikowany zgodnie z indywidualnym zaleceniem lekarza.

Wyniki: U 155 mezczyzn (13,25%) znaleziono w genie CFTR co najmniej jedng mutacjg lub wariant
IVS8-5T. Najczgsciej identyfikowano wariant IVS8-5T oraz mutacj¢ F508del. U 15 pacjentéw
zidentyfikowano mikrodelecje w regionie AZF.

Whioski: Czestos¢ nosicieli mutacji F508del byta jedynie nieznacznie zwigkszona w naszej grupie
pacjentow w porodwnaniu z wartoscia oczekiwana (1/43 vs 1/45). Czgsto$¢ tej mutacji w podgrupie
pacjentow z CBAVD byta natomiast 8 razy wyzsza niz warto$¢ oczekiwana (1/5,75 vs 1/45). Sposrod
15 przypadkoéw mikrodelecji zidentyfikowanych u pozostatych oso6b najczgstsze obejmowaly region
AZFc. Wskazaniem do analizy mutacji w genie CFTR jest zatem azoospermia obstrukcyjna, natomiast
do analizy mikrodelecji w regionie AZF - azoospermia nieobstrukcyjna.

Zwazywszy na korzy$ci wynikajace ze znajomo$ci wynikow analizy molekularnej genu CFTR i
regionu AZF oraz jej relatywnie niski koszt, proponujemy wykonywanie obu tych badan zar6wno u
pacjentdw z azoospermia obstrukcyjna, jak i nieobstrukcyjna, ze wzgledu na fakt, iz biopsja jadra
czgsto wykonywana jest po zakwalifikowaniu pary do procedury ICSI. Na $wiecie istnieja juz
programy badan genetycznych obejmujace analize najczestszych mutacji genu CFTR w danej
populacji, ktore proponowane sa parom planujacym potomstwo, rowniez bez problemow
nieptodnos$ciowych.

135


http://maps.google.com/maps/ms?ie=UTF8&hl=pl&om=1&z=17&ll=51.702446,19.476078&spn=0.004575,0.010471&msid=109191235143013655970.00000111dd5d6e500bea9&msa=0

ZMIANY MORFOLOGICZNE I BIOCHEMICZNE PLEMNIKOW PSA
PRZECHOWYWANYCH W TEMPERATURZE + 4°C

MORPHOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHANGES IN DOG
SPERMATOZOA FOLLOWING LIQUID STORAGE AT + 4°C

Rafat Strzezek, Magdalena Koziorowska-Gilun, Karol Jabtonski, Tomasz Adamczyk

Uniwersytet Warminsko -Mazurski w Olsztynie, Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierzqt,
10-719 Olsztyn, ul. Oczapowskiego 5, e-mail kbz@uwm.edu.pl

Celem badan byla ocena tempa starzenia si¢ plemnikow psa pochodzacych z petych
ejakulatow, poddanych dlugookresowej konserwacji w stanie ptynnym.

Material do badan stanowity pelne ejakulaty pochodzace od 6 pséw (5 mieszancow, 1 rasy
Beagle) w wieku od 2 do 8 lat. Psy podzielono na 3 pary technologiczne. Ejakulaty poddano
konserwacji w stanie ptynnym w temperaturze +4°C przez okres 48 godzin, z zastosowaniem
rozcienczalnika Tris — cytrynian - fruktoza. Analizy laboratoryjne, wykonywane po 3, 6, 24 i 48
godzinach od momentu rorzedzenia, obejmowaty mikroskopowo i wspomagana komputerowo (Sperm
Vision Test ver.2.1) oceng ruchliwosci (w obecnosci i bez kofeiny); okreslenie zmian integralno$ci
bton plazmatycznych plemnikow (Water test oraz barwienie fluorescencyjne z uzyciem kombinacji
fluorochromoéw CFDA/PI); oceng statusu bton mitochondrialnych (barwienie fluorescencyjne z
uzyciem kombinacji fluorochroméw R123/PI) oraz oceng sprawnosci metabolicznej plemnikow
(zmiany zawartosci ATP). Ponadto okreslano aktywno$¢ systemu akrosynowego plemnikow.

Stwierdzono znaczacy spadek ruchliwosci plemnikéw po 24 godzinach przechowywania.
Istotne zmiany integralnosci plazmolemy obserwowano natomiast po uptywie 48 godzin. Nie
stwierdzono zaklocen mechanizmu syntezy ATP w plemnikach. Po 24 godzinach wykazano wzrost
aktywnosci akrosyny oraz spadek aktywnos$ci proakrosyny w ekstraktach plemnikow. Najwyzsza
aktywno$¢ inhibitorow akrosyny stwierdzono w plazmie nasienia pochodzacej z frakcji plemnikowej i
poplemnikowej (prostatowej).

Rezultaty badan sugeruja, ze obecnos¢ komponentow pelnej plazmy nasienia korzystnie
oddzialywuje na stabilnos$¢ plazmolemy konserwowanych plemnikéw psa.

Praca wykonana w ramach tematu badan wlasnych UWM nr 0103.0206.
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BADANIE WYBRANYCH CECH NASIENIA KNUROW
TRANSGENICZNYCH

EXAMINATION OF SOME STANDARD PARAMETERS OF
TRANSGENIC BOARS’ SEMEN
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Stanistaw Gerepkas, Waldemar Kowalski®, Mirostaw Koska®
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Celem pracy byta ocena jako$ci nasienia knuréw transgenicznych dla genu
fukozylotransferazy czlowieka.

Badania przeprowadzono na 6 knurach transgenicznych pokolenia F1 i F2 oraz 3 knurach
nietransgenicznych (2 pbz, 1 wbp). Wiek knuréw wahat si¢ w przedziatach od 11-28 miesigcy w
grupie doswiadczalnej i 8-32 miesiecy w grupie kontrolnej. Nasienie pobierano raz w miesiacu i
oceniano nastgpujace jego parametry: objetos¢ ejakulatu, koncentracje, ruchliwosé, osmolowosc, pH
oraz morfologi¢ plemnikéw. Ponadto sprawdzano podatno$¢ na konserwacje - nasienie rozrzedzano
rozcienczalnikiem komercyjnym BTS i przechowywano w temperaturze ok. +15 °C.

Oceniono tacznie 18 ejakulatéw pochodzacych od knuréw transgenicznych (od 1 do 6
ejakulatow od knura) i 29 ejakulatach pochodzacych od knurow nietransgenicznych (11 i 6 ejakulatow
od knuréw pbz i 12 ejakulatéw od knura wbp). Uzyskane wyniki zebrano w tabeli 1.

Tabela 1. Cechy nasienia knuréw transgenicznych i nietransgenicznych (czystorasowych)

Knury transgeniczne Knury nietransgeniczne
Cechy ‘ . Wartosci . . Wartosci
Srednie min. max. Srednie min. max.
Objetosc¢ ejakulatu (ml) 169,4 80 230 203,8 120 350
Koncentracja (ty$/mm®) 416,9 199 637 412,6 272 597
Ruchliwo$¢ po pobraniu (%) 67,5 40 80 73,6 5 90
Osmolowos$¢ 323,2 301 341 319,1 303 344
pH 7,63 7,39 7,98 7,70 7,47 8,05
Ocena morfologiczna:
plemniki normalne (%) 70,8 18,6 97,2 67,7 9,3 99,0
plemniki z wadami gtéwnymi (%) 11,1 1,0 63,2 8,5 0,0 26,6
plemniki z wadami podrzednymi (%) | 18,1 14 54,0 23,8 1,0 64,1
Podatno$¢ na konserwacjg:
ruchliwos¢ po 1 dniu (%) 56,1 15 90 56,3 5 80
ruchliwo$¢ po 4 dniach (%) 45,0 5 75 46,7 0 70
ruchliwo$¢ po 7 dniach (%) 331 0 65 42,1 0 65
przezywanie (dni) 6,4 0 18 8,2 0 15

Stwierdzono, ze badane parametry nasienia knurdéw transgenicznych nie odbiegaja od
obserwowanych u knuréw nietransgenicznych w tej samej grupie wiekowe;j.
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FRAP JAKO METODA OZNACZANIA CALKOWITEJ ZDOLNOSCI
ANTYOKSYDACYJNEJ PLAZMY NASIENIA MESKIEGO

FRAP AS AN ANALYTICAL METHOD FOR ASSESSING TOTAL
ANTIOXIDANT CAPACITY (TAC) OF HUMAN SEMINAL PLASMA

Joanna Tkaczuk-Wtach', Edyta Albera?, Grzegorz Jakiel

! Katedra i Klinika Rozrodczosci i Andrologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, ul. Probostwo 4, 20-089 Lublin; e-mail:
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Plazma nasienia, tworzaca naturalne $rodowisko dla plemnikéw, jest bogatym zrédlem obrony
antyoksydacyjnej dla meskich komorek rozrodczych, poddawanych szkodliwemu dziataniu
reaktywnych form tlenu.

Calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna umozliwia szybka orientacje, co do obecnosci i poziomu
antyoksydantéw w badanej prébce.

Cel pracy:

Oznaczenie spektrofotometryczne catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej plazmy nasienia megskiego
metoda, wykorzystujaca pomiar zdolnoéci badanej probki do redukcji jonéw Fe **, nazywanej
powszechnie metoda FRAP (ang. Ferric Reducing Ability of Plasma). Dodatkowo dla okreslenia
statusu oksydoredukcyjnego badanej plazmy wykonano jednocze$nie pomiar poziomu produktéw
lipoksydacji.

Materiat i metody:

Do badan wykorzystano plazme nasienia 69 me¢zczyzn z par diagnozowanych z powodu nieptodnos$ci
w Klinice Rozrodczosci i Andrologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.

Plazme nasienia uzyskano przez odwirowanie z nasienia, po jego wczes$niejszym uptynnieniu i
przeprowadzeniu standardowej analizie laboratoryjnej, wedtug zasad ustalonych przez WHO.

Poziom produktéw lipoksydacji okreslono za pomoca oznaczenia poziomu substancji reagujacych z
kwasem tiobarbiturowym TBA (ang. TBA-reactive substances; TBARS).

Wyniki oznaczefi FRAP i TBARS w plazmie nasienia wyrazane byty w pmol/g biatka.

Wyniki:

Stwierdzono istotnie statystycznie zwiazek migedzy poziomem catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej,
mierzone] metoda FRAP w plazmie nasienia a ggstoscia nasienia oraz ruchliwoscia plemnikow,
zarowno w ruchu A jak i A+B (odpowiednio R =-0,97, p <0,000001; R =-0,67,
p <0,000001; R =-0,7, p <0,000001).

Migdzy poziomem FRAP w plazmie nasienia a morfologia plemnikow stwierdzono istotna
statystycznie dodatnia korelacje (R = 0,42, p = 0,0006).

Wykazano réwniez istotna statystycznie korelacj¢ dodatnia migdzy poziomem FRAP w plazmie
nasienia a poziomem stresu oksydacyjnego, mierzonego poziomem TBARS (R = 0,43; p=0,0004).

Whioski:

Wartosci oznaczen FRAP w plazmie nasienia koreluja z parametrami nasienia oznaczanymi wedlug
standardow WHO.

Przydatno$¢  kliniczna  oznaczen  FRAP  jako  ewentualnej metody  diagnostycznej
do zastosowania w laboratorium andrologicznym wymaga dalszych badan.
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OCENA ZMIAN APOPTOTYCZNYCH W NASIENIU KNUROW
TRANSGENICZNYCH I NIETRANSGENICZNYCH

EVALUATION OF APOPTOTIC CHANGES IN TRANSGENIC AND
NON-TRANSGENIC BOARS’SEMEN

Monika Trzciska', Magdalena Bryta', Ryszard Stomski*®, Zdzistaw Smorag®

'Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwierzat, Instytut Zootechniki-P1B, Balice
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3Katedra Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy, Poznar

Celem badan byta ocena zmian apoptotycznych w nasieniu 5 knuréw nietransgenicznych oraz 5
transgenicznych (wykazujacych ekspresj¢ rekombinowanej a-1,2-fukozylotransferazy; konstrukcja
genowa pCMVFUT) uzyskanych dla potrzeb ksenotransplantacji. Ogétem przebadano 50 ejakulatow
(5ejakulatow/knur). Analiza obejmujaca oceng nasienia $wiezego polegata na identyfikacji zmian w
blonie komoérkowej za pomoca fluorochromu YO-PRO-1 i jodku propydyny (PI). W
przeprowadzonych badaniach stwierdzono brak statystycznie istotnych réznic w odsetku plemnikow
apoptotycznych, nekrotycznych i zywych w nasieniu knuréw nietransgenicznych. W nasieniu knuréw
transgenicznych, wysoko istotne statystycznie roznice odnotowano tylko w odsetku plemnikow
zywych i nekrotycznych (P<0,01). Stwierdzono ujemna korelacj¢ (r=-0,718) pomiedzy ruchliwoscia a
iloscia plemnikéw nekrotycznych w nasieniu knuréw transgenicznych i nietransgenicznych.
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PROTEKCJA KOMOREK GENERATYWNYCH DO PROCEDUR
IVF/ICSI-TESE W PRZYPADKACH NOWOTWORU DRUGIEGO
JADRA U MEZCZYZN Z AZOOSPERMIA I AEJAKULACJA

PROTECTION OF GENERATIVE CELLS FOR IVF/ICSI-TESE
PROCEDURES IN CASES OF CONTRALATERAL TESTICULAR
CANCER IN MEN WITH AZOOSPERMIA AND ANEJACULATION
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Joanna Baranska 3, Przemystaw Kluge * Barbara Pawlowska °, Alicja llnicka >, Agnieszka
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Wstep: Cho¢ wsrdéd przyczyn nieptodnosci meskiej nowotworowe uszkodzenie spermatogenezy
wymienia si¢, po anorchii i dysgenezji, na trzecim miejscu, [European Association of Urology,
Guidelines 2007], to guzy jader wystepuja w populacji rzadko, stanowiac zaledwie 1-1,5% wszystkich
schorzen onkologicznych u megzczyzn. Nieptodnos¢ zwigksza prawdopodobienstwo zachorowania na
nowotwory gonad nawet 10-20 razy [J Urol. 2005]. Ponadto, u 1,5-5,2 % pacjentéw leczonych
uprzednio z powodu guza jadra, moze rozwina¢ si¢ nowotwor w drugiej gonadzie [Cancer 2002].
Mimo istotnego postepu w leczeniu raka jadra, nadal pozostaje nierozwiazany problem protekcji
ptodnos$ci pacjentow. Liczba mrozen onkologicznych nasienia jest niewspoOlmiernie mniejsza w
poréwnaniu z liczba operowanych, co istotnie utrudnia badz uniemozliwia wyleczonym mezczyznom
rozrod w przyszto$ci. Od czasu wprowadzenia kriokonserwacji nasienia (Polge 1949), a nastgpnie
uzyskania pierwszej ciazy z rozmrozonych plemnikow (Bunge, Sherman 1953) [AM Jequier ,, Male
infertility. A4 guide for the clinician” Blackwell 2000], wprowadzenie metody IVF/ICSI (Palermo
1992) wraz z pozyskiwaniem komorek generatywnych bezposrednio z gonady (PESA, MESA, TESA,
TESE, mTESE) daje szanse ojcostwa praktycznie wszystkim onkologicznym pacjentom.

Cel: Przestawienie dwoch przypadkow mezczyzn po nowotworowej orchidektomii w wywiadzie, z
rozpoznanym guzem drugiego jadra (dodatkowo, pierwszy pacjent z aejakulacja, drugi z
azoospermia), u ktorych przed usunigciem gonady $rodoperacyjnie zabezpieczono tkanke jadrowa na
poczet przysztego protokotu IVF/ICSIL

Materiat i metody: Pacjent 1: R.K.(1974) operowany w wieku 21 lat (1995) guz jadra prawego -
Carcinoma embryonale z dodatkiem chorioncarcinoma, bez naciekania btony biatawej oraz powrdzka
(pT1). Z powodu utrzymujacego si¢ po zabiegu operacyjnym podwyzszonego poziomu markerow
(bhCG 1 aFP), chorego poddano leczeniu uzupetniajacemu - 3 kursy chemioterapii BEP, a nast¢pnie
zakwalifikowano do limfadenektomii zaotrzewnowej (RPLND 1996). Przed terapia choremu nie
zaproponowano zamrozenia nasienia. W konsekwencji usunigcia weziow chlonnych wystapit
calkowity brak ejakulacji (aspermia), przy prawidtowym libido oraz satysfakcjonujacej erekcji. Po
zakonczeniu leczenia chory byl poddany rutynowej obserwacji lekarskiej, ponadto zalecono
samokontrolg. W 2006 roku (11 lat po pierwszej operacji) pacjent stwierdzil zmieniona konsystencje
gornego bieguna jadra lewego. Badanie USG wykazato obecno$¢ ogniska hypoechogennego 15 x 9 x
17 mm. Rozpoznano wstgpnie guz jadra, wykonano standardowa diagnostyke, stwierdzajac
niepodwyzszone markery (bhCG i aFP) i zakwalifikowano me¢zczyzng do leczenia operacyjnego -
orchidektomii radykalnej. Wobec faktu zgloszenia przez pacjenta checi posiadania dzieci (staly
zwiazek partnerski z planowang prokreacja), jednoczasowo z zabiegiem orchidektomii zaplanowano
zabezpieczenie komoérek generatywnych na poczet przysziego rozrodu z dolnej czesci gonady lewe;,
gdzie wstepnie nie bylo podejrzenia rozrostu nowotworowego. Operacja 27.04.2006 z dostepu przez
kanat pachwinowy wytoniono powrozek nasienny, zatozono klem i pobrano z dolnego bieguna jadra
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fragmenty tkanki oddalone od stwierdzanego palpacyjnie i widocznego w USG guza. Na sali
operacyjnej wieksza cze$¢ bioptatu umieszczono w Sperm Preparation Medium (MediCult), pozostata
utrwalono w ptynie Bouin’a do badania histologicznego. Nastepnie, w termoizolacji (ok. 36.6° C),
niezwlocznie przewieziono tkank¢ w medium do Laboratorium IVF-ICSI, gdzie poddano ja wstepne;j
ocenie mikroskopowej. Po stwierdzeniu obecnos$ci prawidtowych plemnikow, poddano zamrozeniu do
temperatury cieklego azotu (-195° C) i umieszczono w banku tkanek. Rownolegle, zespot operacyjny,
po uzyskaniu informacji o wyniku badania doraznego guza jadra (Seminoma) wykonat orchidektomig
radykalna lewostronna, bez implantacji protez jader, z uwagi na brak zgody pacjenta.

Pacjent 2: P.K. (1978), operowany z powodu guza jadra lewego W 25 rz. (2003)— Seminoma, pT1,
nastegpowa radioterapia, pod stata opieka Centrum Onkologii. Zgtosit si¢ do Przychodni Novum w
styczniu 2008 z powodu zaawansowanej oligozoospermii (100 tys. plemnikow/ mL nasienia). W
trakcie przygotowan do IVF/ICSI, w marcu 2008 rozpoznano guz dolnego bieguna jadra prawego oraz
stwierdzono azoospermig. Operowany 03.2008 (Centrum Onkologii) — orchidektomia radykalna
prawostronna, z pobraniem na bloku operacyjnym tkanki z gérnego bieguna gonady do mrozenia
(MediCult), transport w termoizolacji do laboratorium IVF. W badaniu doraznym przed mrozeniem
stwierdzono obecno$¢ tylko dwoch plemnikow.

Wyniki: Pacjent 1: Wynik badania histopatologicznego: cze$¢ gonady z guzem - seminoma pT 1, a
czesci zamrozone] — fragment jadra o budowie prawidlowej, z obrazem dojrzewania do prawidtowych
morfologicznie plemnikéw, nie znaleziono obrazow Intratubular Germ Cell Neoplasia, ITGCN
(carcinoma-in-situ, CIS - Skakkebaek, 1972). Nie stwierdzono powiktan w okresie pooperacyjnym,
rana zagoita si¢ przez rychtozrost. W ramach przygotowania do planowanego IVF-ICSI/TESE
wykonano u pacjenta standardowe badania genetyczne: kariotyp - prawidtowy meski 46,XY; mutacje
genu CFTR (-); delecje regionu AZF chromosomu Y (-). Ponadto, choremu wdrozono peina
substytucj¢ androgenowa, uzyskujac dobra odpowiedz kliniczna. W chwili obecnej oczekuje si¢ na
decyzje¢ pacjenta i partnerki o momencie przystapieniu do protokotu IVF/ICSI-TESE (planowane
ukonczenie studiow i legalizacja zwiazku). Pacjent 2: Wynik badania histopatologicznego: seminoma
pT1, tkanki z linii cigcia — komorki Intratubular Germ Cell Neoplasia (ITGCN); nie znaleziono w tym
obszarze plemnikéw. Gojenie rany powiktane przedtuzonym wyciekiem plynu limfatycznego. Po 3
tygodniach od operacji u pacjenta wystapity Kklasyczne objawy wypadania, wiaczono stata
suplementacje androgenowa oraz zaplanowano implantacj¢ protez jader po zakonczeniu leczenia
uzupetniajacego. W chwili obecnej rozpoczgto przygotowania matzonki do protokotu IVF/ICSI-
TESE.

Whioski: 1. Krioprezerwacja komorek generatywnych u pacjentdéw onkologicznych, zwlaszcza z
nowotworem jader, przed planowanym leczeniem radykalnym daje szans¢ choremu na wlaczenie go
do rozrodu w przysztosci w protokole IVF/ICSI.

2. W przypadkach azoospermii jak i agjakulacji mozna wykorzysta¢ procedurg pozyskania plemnikéw
bezposrednio z §rodoperacyjnie zabezpieczonej tkanki jadra.

3. Kazdy chory onkologiczny powinien by¢ informowany o réznych mozliwosciach bankowania
komorek generatywnych przed wdrozeniem leczenia.
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INFLUENCE OF LOW LEAD DOSES ON ANTIOXIDANT ENZYMES
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CEL PRACY

Wieloletnie badania przeprowadzone w Zaktadzie Histologii i Embriologii PAM dotyczace wplywu
olowiu (Pb) na uklad plciowy samcoOw szczuréw Wistar wykazaly, ze pierwiastek ten bardziej
uszkadza najadrze niz jadro. Przewlekla ekspozycja na Pb powodowata zwigkszenie stezenia
nadtlenkow lipidow w homogenatach najadrza oraz bedaca nastgpstwem tego, wzmozona
chemiluminescencj¢ (ultrastaba emisja swiatta) z tych homogenatow oraz obnizenie zawartosci kwasu
askorbinowego w homogenatach najadrza. Zwigkszenie ilosci reaktywnych form tlenu oraz zmiany
stezen substancji o dziataniu antyoksydacyjnym w najadrzu intoksykowanych zwierzat, w porownaniu
do grupy kontrolnej, moga $wiadczy¢ o zaburzeniu rownowagi pro- i antyoksydacyjnej. Z uwagi na
ten fakt wykorzystano ekspozycj¢ dojrzatych plciowo szczuréw na otow, jako modelowy przyktad
oddzialywania ksenobiotykéw na najadrze - wazny odcinek meskiego uktadu ptciowego.

MATERAL I METODY

Zwierzeta 1 grupy doswiadczalnej otrzymywaly przez 9 miesigcy (czas trwania 5 spermatogenez) do
picia 1% wodny roztwér octanu otowiu — Pb/CH3;COO/, - 3H,O (Polskie Odczynniki Chemiczne,
Gliwice) (Pb), II grupy doswiadczalnej otrzymywaty 1% wodny roztwor octanu otowiu z troloksem,
rozpuszczalnym w wodzie analogiem tokoferolu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid), (Sigma/Aldrich, Polska) w dawce 48 mg/L roztworu octanu otowiu (Pb + troloks). Zwierzgta 111
grupy dos$wiadczalnej otrzymywaly do picia 1% wodny roztwor octanu otowiu z tokoferolem
(Medana, Polska) w dawce 200 mg/kg m.c./dobe (Pb + wit. E). Zwierzeta grup kontrolnych
otrzymywaly do picia odpowiednio wode destylowana (K), wode destylowana z troloksem
(K+troloks), wode destylowana z tokoferolem (K+wit. E) w dawkach jak powyzej. Po zakonczeniu
doswiadczenia szczury usypiano przy uzyciu Thiopentalu (Biochemie GmbH, Austria) w dawce 200
mg/kg i.p. Pobrang z serca krew przeznaczono do oznaczen. Wypreparowane jadra i najadrza, po
zwazeniu, przeznaczono do badan immunochistochemicznych i biochemicznych.

Oznaczanie glutationu wykonano z wykorzystaniem standaryzowanego zestawu Bioxytech® GSH—400
(Oxis, Polska). Do badan przygotowano 10% homogenaty tkanek gtowy i ogona najadrzy (w/v) w 5%
roztworze kwasu metafosforowego (Sigma, Polska). Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci 400 nm za
pomoca termostatowanego spektrofotometru — Beckman DU 650). Oznaczanie aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD-1), katalazy (CAT), reduktazy glutationu (GR) wykonano z wykorzystaniem
standaryzowanych zestawow (Oxis, Polska). Wszystkie odczynniki zostaty uzyte $cisle wg instrukcji
zawartej w zestawie.

W celu zbadania immunoekspresji dysmutazy ponadtlenkowej w komorkach jader i najadrzy
preparaty histologiczne inkubowano 60 min. w temp. pokojowej z mysim monoklonalnym
przeciwciatem pierwszorzedowym przeciwko SOD-1 (NCL-SOD1, clone 30F11; Novocastra Lab.
Ltd) w stezeniu koncowym 1:25. Dla uwidocznienia kompleksu antygen-przeciwcialo zastosowano
zestaw EnVision'System-HRP (DAB) (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) opierajacy sie na
reakcji avidyna-biotyna-peroksydaza chrzanowa z diaminobenzydyna (DAB) jako chromogenem.
Preparaty oceniano w mikroskopie $wietlnym (Axioskop Zeiss, Niemcy). Jako pozytywny wynik
reakcji uznano brazowy odczyn w cytoplazmie komorek. Dla sprawdzenia specyficznos$ci wigzania
przeciwciata pierwszorzgdowego, wykonano reakcj¢ z pominigciem tego przeciwciata.
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WYNIKI

Przewlekta intoksykacja otowiem nie wywolata klinicznych cech zatrucia. Masa ciata, jader i najadrzy
tych zwierzat nie rd6znity si¢ od stwierdzonych w grupie kontrolnej. Traktowanie otowiem
spowodowalo istotne zwigkszenie st¢zenia Pb we krwi, homogenatach jader oraz glowy i ogona
najadrzy. Wykazano istotne zwigkszenie aktywnosci CAT w glowie i istotne obnizenie aktywnosci
katalazy w ogonie najadrzy szczuréw traktowanych przewlekle niskimi dawkami olowiu. Ponadto
wykazano istotne zwigkszenie aktywnosci GR zaré6wno w glowie, jak i1 w ogonie najadrzy tych
zwierzat, co moglo by¢ przyczyna braku istotnych rdznic w stezenia zredukowanego glutationu w tych
tkankach. Aktywnos$¢ SOD w badanych odcinkach najadrzy szczuréw intoksykowanych Pb ulegta
istotnemu zwigkszeniu, co znajdowato swoje odzwierciedlenie w immunoekspresji SOD w skrawkach
najadrzy.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki potwierdzaja wplyw otowiu na zachwianie rownowagi pro- i antyoksydayjnej w
najadrzu o czym moga $wiadczy¢ zmiany aktywno$ci enzymoéw utrzymujacych t¢ rdwnowage.
Zaobserwowane uszkodzenia i1 zmniejszenie liczby plemnikow w $wietle przewodu najadrza
intoksykowanych szczuréw moga $wiadczy¢ o niedostatecznym wyposazeniu najadrza w mechanizmy
chroniace przed stresem oksydacyjnym (wywotanym przez przewlekta intoksykacje niskimi dawkami
otowiu).
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POLIMORFIZM ELEKTROFORETYCZNY SYSTEMOW
BIALKOWYCH ROZNYCH FRAKCJI EJAKULATU KNURA

ELECTROPHORETIC POLYMORPHISM OF PROTEIN SYSTEMS IN
DIFFERENT FRACTIONS OF BOAR EJACULATE

Pawel Wysocki, Aleksandra Deszczka, Jerzy Strzezek

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwierzat, ul. Oczapowskiego 5, 10-718
Olsztyn-Kortowo, e-mail: kbz@uwm.edu.pl

Plazma nasienia knura zawiera rozne typy biatek, ktore w warunkach fizjologicznych agreguja
do form strukturalnych réznigcych si¢ masa czasteczkowa, sktadem i zdolnoscia wiazania z
receptorami plazmolemy plemnikéw. Celem badan byta standaryzacja profili elektroforetycznych
biatek ptynow sekrecyjnych uktadu rozrodczego knura uzyskanych wyniku réznych postgpowan
kolekcjonowania ejakulatow (pelny ejakulat, frakcja ggsta, wazektomia) oraz manipulacji
laboratoryjnych (dializa wobec H,O, dializa wobec rozcienczalnika Kortowo-3 (K-3)). Jako
odniesienie kontrolne poshuzyty profile elektroforetyczne biatek ptynu gruczotow pecherzykowych i
ogona najadrzy.

W uzyskanych po odwirowaniu plynach (8000 x g, 10 min.) oznaczano zawarto$¢ biatka
ogo6lnego metoda wg Lowry, a nastgpnie przez zastosowanie odpowiedniego stopnia rozcienczenia
(0,85% NaCl) ustalano jego koncowa zawarto$¢ na 1 mg/ml. Rozdzialy elektroforetyczne biatek
prowadzono przy zastosowaniu metody PAGE i SDS-PAGE. Zele wybarwiano z wykorzystaniem
biekitu Coomassie (PAGE) lub metoda srebrowa (SDS-PAGE). Elektroforegramy analizowano z
wykorzystaniem programu komputerowego Multi Analyst (BioRad).

Stwierdzono, ze w plazmie frakcji ggstej ejakulatu (10 ml) dominuja biatka pochodzenia
najadrzowego (13 frakcji). Natomiast w pozostatej objetosci obserwowano biatka, ktorych zrodtem
byly gruczoty pecherzykowe (16 frakcji). Plazma nasienia uzyskana od osobnikow
wazektomizowanych charakteryzowata si¢ zmienionym profilem elektroforetycznym, zwtlaszcza
brakiem bialek o m.cz. 90 kDa i 30-35 kDa. Dializa pelnej plazmy nasienia wobec H,O dest.
powodowata istotne zmiany w profilach elektroforetycznych biatek wysoko- i niskoczasteczkowych,
w przedziale 95-60 kDa oraz 50-37 kDa. Dializa plazmy nasienia wobec rozcienczalnika K-3 nie
naruszata obrazu elektroforetycznego biatek.

Uzyskane rezultaty moga by¢ wykorzystane w doskonaleniu procedury postgpowania
technologicznego kriokonserwacji nasienia knura. Dalszych badan wymaga jednak identyfikacja
wplywu osobniczego na kompozycje biatek.

Praca wykonana w ramach tematu badan statutowych 0103.0803 UWM w Olsztynie
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EKSPRESJA GENOW EGR-1 | PITX-1 W PRZEDNIM PLACIE
PRZYSADKI SAMIC SZCZURA IN VIVO PO STYMULACJI
RECEPTORA ESTROGENOWEGO TYPU ALFA

EFFECT OF STEROID RECEPTOR ALFA (ERA) STIMULATION ON
EGR-1 AND PITX-1 GENES EXPRESSION IN PITUITARY GLAND OF
FEMALE RATS, IN VIVO

Alina Gajewska', Ewa Wolinska-Witort?, Andrzej Herman®, Lech Zwierzchowski®,
Kazimierz Kochman'

Y Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt PAN, Jablonna k Warszawy, % Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego,
Warszawa, * Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzebiec k. Warszawy

Sposrod czterech zidentyfikowanych biatek regulatorowych wiazacych si¢ do promotora genu
LHP (SF-1, spl, Egr-1 i Pitx-1) biatkiem, o kluczowej roli w regulacji transkrypcji genu LHp, jest
biatko Egr-1, ktore do promotora wiaze si¢ w pozycji 112/-105pz oraz —50/-42pz. Pomigdzy
sekwencjami wiazacymi biatko Egr-1 (—100/-95pz oraz —73/-52 pz) znajduja si¢ 2 miejsca wiazania
biatka Pitx-1

Celem podjetych badan bylo okreslenie czy estradiol i specyficzny receptor estrogenowy alfa
moga modulujaco wplyna¢ na aktywno$¢ transkrypcyjna gendéw Egr-1 i Pitx-1 w przednim ptacie
przysadki samic szczura in vivo.

Owariektomizowanym samicom szczura z zaimplantowana do trzeciej komory moézgu kaniula
podawano przez trzy kolejne dni podskorne iniekcje 17B-estradiolu ( 3x20pg) lub  PPT (propyl
pyrazolo triol), selektywnego agonisty receptora estrogenowego alfa (3x1,5 mg). Dwie godziny po
ostatniej iniekcji, zwierzeta otrzymywaly seri¢ pigciu dokomorowych pulsacyjnych infuzji 1nM
agonisty (buserelina), 2nM antagonisty (antide) GnRH lub 0.9% NaCl podawanych z czgstotliwoscia 1
pulsu/ 30 min. Analiz¢ ilo§ciowa zmian wzglgdnego poziomu mRNA dla genéow Egr-1 i Pitx-1
przeprowadzano metoda PCR w czasie rzeczywistym uzywajac zestawu DyNAmo ™ Sybr-Green 2-
step gRT-PCR kit (Finnzymes) przy wykorzystaniu termocyklera Corbett Research (Australia).

Otrzymane wyniki wykazaty, iz egzogenny estradiol wywart przeciwstawny wplyw na
aktywnos$¢ transkrypcyjna badanych gendéw stymulujac ekspresj¢ genu Egr-1 hamujac ekspresje genu
Pitx-1. Zaobserwowano tez synergistyczne aktywujace oddzialywanie busereliny i estradiolu na
ekspresje genu Egr-1 w przysadce, ktora znaczaco wzrosta zarowno w stosunku do poziomu u samic
tylko estrogenizowanych jak i w odniesieniu do poziomu u zwierzat owariektomizowanych i
otrzymujacych sdl fizjologiczna.

Odmienna reakcja genu Egr-1 oraz genu Pitx-1 na oddziatywanie steroidowego millieu
uwidocznita si¢ jeszcze silniej po aktywacji receptora estrogenowego typu alfa. Po podaniu PPT i
infuzjach NaCl ekspresja genu Egr-1 wzrosta znaczaco w odniesieniu do poziomu u samic, ktore
otrzymywaly estradiol i infuzje NaCl. Rowniez buserelina podana samicom traktowanym PPT
zwigkszyta ekspresj¢ Egr-1 mRNA w stosunku do ekspresji w grupie traktowanej estradiolem i
busereling. Aktywacja receptora ERo obnizyla natomiast aktywno$¢ transkrypcyjna genu Pitx-1:
porownanie ekspresji tego genu pomig¢dzy grupami samic owariektomizowanych, suplementowanych
estradiolem lub traktowanych PPT wykazalo bowiem, ze po infuzjach busereliny wzrost ekspresji byt
najnizszy u zwierzat, ktore otrzymaty iniekcje agonisty receptora ERa.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze aktywno$¢ endogennego uktadu GnRH w podwzgdrzu
znaczaco wpltywa na poziom ekspresji genu Egr-1 i w mniejszym stopniu na ekspresj¢ genu Pitx-1 w
przednim placie przysadki samic szczura .Aktywno$¢ transkrypcyjna gemow Egr-1 i Pitx-1 jest
wrazliwa na oddziatywanie estradiolu: stymulujace dla genu Egr-1 natomiast hamujace dla genu Pitx-
1. W steroidowej modulacji ekspresji genéw Egr-1 i Pitx-1 w przednim ptacie przysadki
zaangazowany jest receptor estradiolowy ERa
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SALSOLINOL, JAKO PODWZGORZOWY CZYNNIK STUMULUJACY
UWALNIANIE PROLAKTYNY U OWCY W OKRESIE LAKTACJI

SALSOLINOL — APROLACTIN STIMULATING FACTOR IN
LACTATING EWE

Konrad Gérski !, Dorota Tomaszewska-Zaremba 2, Katarzyna Romanowicz *, Edyta Molik
Tomasz Misztal *

! Zaktad Endokrynologii, > Zakiad Neuroendokrynologii, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt PAN
im. J. Kielanowskiego, Jablonna. * Zaklad Hodowli Owiec i Koz, Akademia Rolnicza, Krakéw.

Salsolinol (1-metylo,6,7-dihydroksy-1,2,3,4-tetrahydroizochinolina, SAL) jest endogen-nym
zwiazkiem katecholowym, pochodna dopaminy (DA), ktorego obecnos¢ stwierdzono w réznych
strukturach moézgu szczura i cztowieka. Nieliczne dotychczas dane wskazuja, ze SAL moze petnic rolg
neuromodulatora w podwzgérzowym systemie dopaminergicznym i selektywnie stymulowaé
uwalnianie prolaktyny (PRL) z przedniej cze$ci przysadki.

Celem naszych badan byto sprawdzenie czy SAL jest obecny w brzuszno-przysrodkowym
podwzgorzu — wyniostoéci posrodkowej (MBH-ME) u owcy w wczesnym okresie laktacji (28-32
dzien) oraz czy koncentracja tego zwiazku w MBH-ME ulega zmianie pod wptywem impulsu ssania.
Ponadto zbadano, czy egzogenny SAL, infundowany do
11 komory mozgowej, stymuluje uwalnianie PRL u laktujacych owiec.

U owiec, begdacych w drugim miesiacu ciazy implantowano, przy uzyciu aparatu
stereotaksycznego, stalowe kaniule (¢ 1,6 mm), prowadzace do MBH-ME i do III komory mozgowe;j.
W doswiadczeniu I, wykonywano perfuzje MBH-ME metoda push-pull (n = 9), przez okres 5 godzin,
od 10:00 do 15:00. Podczas okresu kontrolnego (pierwsze 2,5 godz.), jagnigta nie miaty dost¢pu do
wymienia matki, nastgpnie (kolejne 2,5 godz.), ssanie odbywato si¢ pod kontrola. Predkos¢ przeptywu
plynu Ringera-Locke’a wynosita 7 pl/min, a objetos¢ perfuzatow zbieranych przez 30 min ok. 200pl.
W okresie kolekcji zebrano od kazdej owCy
9-10 perfuzatow. W doswiadczeniu I, SAL infundowany byt do III komory mozgowej (n = 5) w
sposob pulsacyjny, 5 x 1 pg/20 pl/10 min, od 12:30 do 15:00. Podobnie zostaly wykonane infuzje
kontrolne ptynu Ringera-Locke’a (n = 5). Podczas infuzji jagnigta nie mialy dostgpu do wymienia
matki (od godz. 11:00). W obu doswiadczeniach przeprowadzono réwniez kolekcje krwi, od godz.
10:00 do godz. 15:00, co 10 min. Stezenie SAL i DA w perfuzatach oznaczano metoda HPLC, a
stezenie PRL w probkach krwi metoda RIA.

W perfuzatach pobranych z MBH-ME, od owiec bedacych we wczesnym okresie laktacji,
stwierdzono obecno$¢ SAL, nie stwierdzono natomiast obecno$ci DA. Stezenie SAL w okresie
kontrolnym ksztattowato si¢ od 49,3 + 22,2 (SEM) do 62,1 + 31,2 pg/50 pl natomiast w okresie
karmienia jagniat od 129,8 + 26,1 do 183,2 £ 56,9 pg/50 pl. Istotny (P<0,05) wzrost stezenia SAL
odnotowano w poczatkowej i koncowej fazie karmienia. Stezenie PRL w okresie kontrolnym
ksztattowato si¢ od 79,4,3 £ 6,5 (SEM) do 118,5 £+ 4,4 ng/ml natomiast w okresie karmienia jagniat
poziom sekrecji PRL byt istotnie wyzszy, od 142,1 = 12,2 do 174,8 + 17,4 ng/ml (P<0,01 i P<0,001).

Srednie stezenie PRL w okresie infuzji kontrolnej do III komory wynosito 77,1 £ 5,7 ng/ml i
nie roznito si¢ istotnie od stezenia PRL przed infuzja 95,2 £ 5,7 ng/ml. SAL infundowany do III
komory spowodowat istotny wzrost (P<0,001) stgzenia PRL z 104,0 &+ 44,5 ng/ml przed infuzja do
137,9 + 11,5 ng/ml w okresie infuzji.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze SAL jest obecny w podwzgérzu laktujacej owcy i
sugeruja, ze zwigzek ten moze peli¢ rolg endogennego czynnika stymulujacego sekrecje PRL w
okresie laktacji.
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ROLA EDOTOKSYNY BAKTERYJNEJ W REGULACJI OSI
PODWZGORZE - PRZYSADKA — GONADY, EKSPRESJA GENU
GNRH, TLR4, IL-1R1, IL-1R2, IL-6R, TNFR1 W PODWZGORZU U
ANESTRALNYCH OWIEC

THE ROLE OF ENDOTOXIN IN REGULATION OF ACTIVITY
HYPOTHALAMIC - PITUITARY — GONADAL AXIS (HPG) IN
ANESTROUS EWES - THE EXPRESSION OF GNRH GENE AND
TLRA4, IL-1R1, IL-1R2, IL-6R, TNFR1 GENES IN THE
HYPOTHALAMUS IN ANESTROUS EWES

Andrzej Herman, Dorota Tomaszewska — Zaremba

The Kielanowski Institute of Animal Physiology and Nutrition, Polish Academy of Sciences, 05-110 Jablonna

Woprowadzenie. Endotoksyna bakteryjna, lipopolisacharyd (LPS) jest glownym komponentem
zewngtrznej Sciany komorkowej bakterii Gram — ujemnych. Jest powszechnie stosowana do wywotywania
stresu immunologicznego in vivo. Endotoksyna wywotuje silna odpowiedz systemu odporno$ciowego
zwierzat 1 powoduje supresje funkcji organizmu, ktére nie sa niezbedne do jego przetrwania. Jednym z
systemow, ktorego funkcjonowanie zostaje zaburzone na skutek stresu immunologicznego jest uktad
rozrodczy. Wykazano, ze obwodowe podanie LPS znacznie zmniejsza st¢zenie hormonu luteinizujacego
(LH) u wielu gatunkéw zwierzat, miedzy innymi u szczurdw, owiec, bydia, a takze u malp
cztekoksztattnych. Injekcja LPS moze powodowaé inhibicje aktywnosci osi podwzgorze — przysadka —
gonady. Stres immunologiczny moze oddziatywa¢ na ten uktad zaréwno na poziomie przysadki poprzez
inhibij¢ sekrecji LH oraz / lub zmniejszenie wrazliwosci komodrek luteotropowych na stymulacje
gonadoliberyna (GnRH) jak i na poziomie podwzgdrza modulujac aktywno$¢ neuronéw GnRH.
Endotoksyna moze oddziatywa¢ na te struktury bezposrednio poprzez receptor rozpoznajacy LPS — TLR4
oraz / lub posrednio poprzez uniwersalne mediatory uktadu odpornosciowego takie jak interleukina - 1§
(IL-1P), interleukina — 6 (IL-6) oraz czynnik martwicy guza a (TNFa), ktorych obecnosé stwierdzono w
ptynie mézgowo rdzeniowym .

Cel pracy. Zbadanie wptywu obwodowego podania LPS na ekspresje genu GnRH, oraz ekspresje genow
receptorow: TLR4, IL-1R1, IL-1R2, IL-6R, TNFR1 i TNFR2 w wybranych strukturach podwzgoérza takich
jak okolica przedwzrokowa (POA), brzuszno przysrodkowe podwzgérze (MBH), przednie podwzgorze
(AHA) i wyniosto$¢ posrodkowa (ME) u anestralnych owiec.

Materialy i metody. Podwzgorza anestralnych owiec byty pobrane 2 godziny po dozylnej injekcji LPS (n
= 6) lub soli fizjologicznej (n = 6). Ekspresje genu wyznaczono z zastosowaniem metody Real-Time PCR.
Uzyskane produkty amplifikacji zostaty zsekwencjonowane w celu potwierdzenia ich specyficznosci.
Wyniki. Endotoksyna znaczaco obnizyta ilos¢ mRNA dla GnRH w POA, gdzie potozona jest wigkszo$¢
perikariondw neurondow GnRH, jeszcze silniejsza supresj¢ ekspresji genu GnRH stwierdzono w ME.
Natomiast nie zaobserwowano znaczacego wptywu podania LPS na ekspresj¢ genu GnRH w MBH. Nie
stwierdzono obecnosci transkryptu GnRH w AHA. We wszystkich badanych strukturach podwzgorza
stwierdzono obecno$¢ mRNA dla receptoréw: TLR4, IL-1R1, IL-1R2, IL-6R oraz TNFR1, natomiast nie
wykryto transkryptu dla TNFR2. Pod wptywem obwodowego podania LPS zaobserwowano znaczacy
wzrost poziomu ekspresji gendw powyzszych receptorow w kazdej z analizowanych struktur.

Whioski. Uzyskane wyniki wykazaty, ze LPS jest silnym modulatorem aktywnosci osi podwzgorze —
przysadka — gonady u anestralnych owiec. Stres immunologiczny spowodowat supresje ekspresji genu
GnRH w POA oraz zmniejszenie ilosci mRNA dla GnRH w ME. Obecno$¢ receptora dla endotoksyny, a
takze wzrost ekspresji jego genu w analizowanych strukturach wskazuje na mozliwos¢ bezposredniego
oddziatywania lipopolisacharydu w podwzgorzu po przejsciu przez barierg¢ krew — mozg. Obecnosé
receptorow dla IL-1, IL-6 i TNFa w podwzgorzu $wiadczy o immunoreaktywnosci tego narzadu, ponadto
zwigkszenie ich transkrypcji wskazuje na zwigkszone st¢zenie tych mediatorow w obszarze podwzgorza.
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WPLYW ENDOTOKSYNY BAKTERYJNEJ (LPS) NA EKSPRESJE
GENU GNRH I IL-1B W PODWZGORZU U ANESTRALNYCH OWIEC

EFFECT OF ENDOTOXIN (LPS) ON GNRH AND IL-1B GENE
EXPRESSION IN ANESTROUS EWES

Andrzej Herman, Dorota Tomaszewska — Zaremba

The Kielanowski Institute of Animal Physiology and Nutrition, Polish Academy of Sciences, 05-110 Jablonna

Woprowadzenie. Endotoksyna bakteryjna (LPS) jest powszechnie znana jako silny stymulator
aktywnos$ci ukladu immunologicznego. Stres immunologiczny moze zmienia¢ poziom hormonow
gonadotropowych we krwi. Podejrzewa sig, ze pewne czasteczki, bedace no$nikami informacji w
obrgbie ukladu immunologicznego moga réwniez oddziatywaé¢ na uklad neuroendokrynny na
poziomie podwzgodrza powodujac zmiany w jego aktywnosci. W obrgbie podwzgorza stwierdzono
obecnos¢ interleukiny - 1B, cytokiny prozapalnej, ktora jest jednym z mediatorow podejrzewanych o
oddziatywanie na 0§ podwzgorze — przysadka — gonady. W prowadzonych przez nas rownolegle
badaniach wykazano znaczacy wzrost ilosci transkryptu dla receptoréw IL-1B w podwzgérzu pod
wptywem obwodowego podania LPS. Nie do konca poznano mechanizm, ktéory pozwala na
pojawienie si¢ tej cytokiny w ptynie moézgowo — rdzeniowym. Podejrzewa sig, ze IL-1p pochodzenia
obwodowego ma zdolno$¢ przekraczania bariery krew — moézg i ta droga dostaje si¢ w obrgb
podwzgorza. Najnowsze prace donoszace o jej syntezie w komorkach nieimmunologicznych, sugeruja
jednak mozliwos¢ jej bezposredniej syntezy w strukturach podwzgorza.

Cel pracy. Zbadanie wptywu obwodowego podania LPS na ekspresjc genu GnRH i IL-1p w
wybranych strukturach podwzgérza takich jak okolica przedwzrokowa (POA), brzuszno
przysrodkowe podwzgérze (MBH), przednie podwzgérze (AHA) i wyniosto$¢ posrodkowa (ME) u
anestralnych owiec.

Materialy i metody. Podwzgorza anestralnych owiec byly pobrane 2 godziny po dozylnej injekcji
LPS (n = 6) lub soli fizjologicznej (n = 6). Ekspresje¢ genu wyznaczono z zastosowaniem metody Real-
Time PCR. Uzyskane produkty amplifikacji zostaly zsekwencjonowane w celu potwierdzenia ich
specyficznosci.

Wyniki. We wszystkich badanych strukturach podwzgérza stwierdzono obecnos¢ mRNA dla IL-1p.
Podany obwodowo LPS istotnie zwigkszyt ekspresj¢ genu IL-1p we wszystkich analizowanych
strukturach. Endotoksyna istotnie obnizyta ilos¢ mRNA dla GnRH w POA oraz w ME. Natomiast nie
zaobserwowano znaczacego wplywu podania LPS na ekspresj¢ genu GnRH w MBH, oraz nie
stwierdzono obecno$ci transkryptu GnRH w AHA.

Whioski. Uzyskane wyniki wykazaly, ze istotnym zrodlem centralnej IL-1f obecnej w obszarze
podwzgorza sa komorki uktadu nerwowego zlokalizowane w tym rejonie, moga to by¢ komorki
glejowe oraz / lub same neurony. Doktadne zidentyfikowanie rodzaju komodrek nerwowych
odpowiedzialnych za synteze centralnej IL-13 wymaga dalszych, poglebionych badan. Fakt, ze IL-1
jest uniwersalng czasteczka syntetyzowang zarowno przez komorki uktadu odpornosciowego jak i
uktadu nerwowego wydaje si¢ potwierdza¢ hipoteze, ze moze by¢ ona w znacznym stopniu
odpowiedzialna za komunikacjg pomigdzy tymi dwoma systemami.
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ZALEZNY OD FOTOPERIODU WPLYW LEPTYNY ORAZ MELATONINY NA
SEKRECJE TYROKSYNY U OWIEC

PHOTOPERIOD-DEPENDENT EFFECT OF LEPTIN AND MELATONIN ON THYROXINE
SECRETION IN SHEEP

Beata Klocek-Goérka, Anna Dziurdzia, Matgorzata Szczgsna, Dorota A. Zigba

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kotlqtaja w Krakowie, Katedra Hodowli Owiec i Koz

Leptyna, tyroksyna oraz trojjodotyronina to hormony odpowiedzialne za regulacj¢ tempa
przemiany materii oraz utrzymanie wlasciwego stanu energetycznego organizmu. Wykazanie
obecnosci receptorow leptyny w pecherzykach gruczotowych tarczycy (Nowak i in., 2002) pozwala
sugerowac, ze hormony te wspoldziataja ze soba w utrzymaniu homeostazy organizmu i jednocze$nie
umozliwiaja przystosowanie przebiegu procesow fizjologicznych do zmieniajacych si¢ warunkow
otoczenia. Szczegélnie wyraznie zaznacza si¢ to U zwierzat sezonowych np. owiec, poprzez
zmieniajacy si¢ w ciagu roku pobor pokarmu (wysoki - podczas dnia dtugiego, niski - podczas dnia
krotkiego), a w konsekwencji poprzez sezonowe zmiany masy ciata. Glownym czynnikiem
srodowiskowym modulujacym cykliczne zmiany w organizmie jest oddzialtywanie $wiatta -
fotoperiod. Wiadomym jest, ze biologicznym no$nikiem informacji o zmieniajacej si¢ dtugosci dnia
jest hormon szyszynki - melatonina. Liczne doniesienia potwierdzaja udziat melatoniny w procesach
regulowanych przez leptyng oraz hormony tarczycy.

W oparciu o aktualny stan wiedzy, podjeto probe wykazania wspdlzaleznosci pomigdzy
leptyna, melatoning i hormonami tarczycy, w warunkach zmieniajacego si¢ fotoperiodu
u owiec.

Doswiadczenia przeprowadzono dwukrotnie podczas diugiego dnia (w maju) oraz krotkiego
(we wrze$niu), w warunkach in vitro. Kazdorazowo poubojowo od trzech tryczkéw pobierano
tarczycg, z ktorej po usunigeiu blony laczno-tkankowej wycinano fragmenty narzadu (ok. 50 mg
kazdy). Tak przygotowane eksplanty hodowano wedlug zmodyfikowanej metody Trowella (1959) w
medium skladajacym si¢ z RPMI oraz F12 (1:1), z 0,5% dodatkiem FCS oraz antybiotykow.
Roéwnolegle prowadzono hodowle eksplantow tarczycy w medium z melatoning (1mg/ml). Po
zakonczeniu godzinnej ekwilibracji trzykrotnie, co p6t godziny, podawano rekombinowang owcza
leptyne (roleptyng), odpowiednio w dawkach 50 oraz 100ng/ml. Podczas czterech godzin trwania
doswiadczenia, co pot godziny zbierano 1ml pozywki i zastgpowano ja Swieza. W zebranych probach
oznaczano koncentracj¢ tyroksyny metodami radioimmunologicznymi.

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano statystycznie istotne (P < 0,01), obnizenie
sekrecji tyroksyny przez melatoning, niezaleznie od terminu prowadzonych doswiadczen. Dodatek
roleptyny do hodowli hamowat nieznacznie efekt melatoniny, jednak nie byt on statystycznie istotny.
Ponadto, wykazano znaczacy wpltyw dtugosci dnia na uzyskane wyniki. Zaobserwowano, ze poziom
sekrecji tyroksyny w maju (84,1 + 15,8 ng/ml) byt dwukrotnie wyzszy (P < 0,01) w poréwnaniu do
warto$ci tyroksyny uzyskanej we wrzesniu (35,1 £ 10,1 ng/ml). Podobny profil wydzielania tego
hormonu zachowany byt w kazdej z prowadzonych grup doswiadczalnych.

Uzyskane wyniki wskazuja na istnienie interakcji zachodzacych pomigdzy leptyna, melatoning
a tyroksyna u owiec. Dodatkowo potwierdzono sezonowa fluktuacje sekrecji hormonow tarczycy oraz
ich powiazanie ze zmieniajacymi si¢ warunkami fotoperiodu. Prawdopodobnie wspoétdziatanie
badanych hormonéw lezy u podstaw mechanizméw odpowiedzialnych za ksztattowanie zdolno$ci
adaptacyjnych zwierzat do otoczenia.

Stowa kluczowe: leptyna, melatonina, tyroksyna, owce
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SEZONOWE ZMIANY W EKSPRESJI BIALKA RECEPTOROW
ESTORGENOWYCH a1 B W PRZYSADCE SAMCOW GESI
DOMOWEJ

SEASONAL CHANGES IN THE PROTEIN EXPRESSION OF
ESTROGEN RECEPTOR a AND B IN THE PITUITARY GLAND OF
DOMESTIC GANDER

Anna Leska, Monika Budzynska, Luiza Dusza

Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warminisko-Mazurski w Olsztynie; ul. Oczapowskiego 1A, 10-719
Olsztyn, anna.leska@uwm.edu.pl

Cel pracy: Estrogeny odgrywaja istotng role w regulacji proceséw rozrodczych samcow ptakow m.in.
poprzez wywieranie ujemnego sprzgzenia zwrotnego na przysadke i podwzgorze. Poza tym, estrogeny
pochodzace z mézgowej konwersji testosteronu, odpowiadaja za aktywacje¢ behawioru seksualnego u
samcow ptakow. Biologiczne oddzialywanie estrogendéw na tkanki odbywa si¢ przez dwa rodzaje
receptorow estrogenowych a i B (ERa i ERP). Wiedza na temat sezonowych zmian w ekspresji ER u
ptakow dotyczy jedynie struktur zwiazanych z kontrola $piewu. Dotychczas brak informacji o
wplywie sezonu na ekspresj¢ ER w przysadce ptakow. Celem pracy byto zbadanie sezonowych zmian
w poziomie ekspresji biatka ERo i ERP w przysadce samcow gesi domowej (Anser anser f.
domestica), gatunku charakteryzujacego si¢ wyraznie zachowana sezonowos$cia w rozrodzie.

Materiat i metody: Samce ggsi bialej wtoskiej odmiany kotudzkiej pochodzity z reprodukcyjnego
stada utrzymywanego w standardowych warunkach zywieniowych i $wietlnych. Doswiadczenie
obejmowato trzy charakterystyczne dla rozrodu gesi okresy: szczyt sezonu rozrodczego (marzec,
n=6), brak aktywnosci rozrodczej (lipiec, n=6) oraz okres jesiennej reaktywacji seksualnej (listopad,
n=5). W celu utrwalania tkanek in situ zwierzgta perfundowano 4% roztworem paraformaldehydu.
Przysadki odwadniano, zatapiano w bloczki parafinowe, a nastgpniec wykonywano preparaty
histologiczne (skrawki 0 grubosci 4um). Detekcji biateck ERo i ERP dokonywano metoda
immunohistochemiczna przy uzyciu poliklonalnych mysich przeciwciat anty-ERa i monoklonalnych
mysich przeciwcial anty-ERP. Przeprowadzono kontrole negatywne z pomini¢ciem inkubacji z
pierwszymi przeciwciatami, a takze z zastosowaniem peptydéw blokujacych pierwsze przeciwciata.
Obszary immunopozytywne fotografowano, po czym dokonywano analizy procentowej powierzchni
jader (% area) wykazujacych ekspresje badanych antygendéw oraz intensywnos$ci reakcji (mean color
intensity, jednostki umowne) wykorzystujac program komputerowy cell D Soft Imaging System
(Olympus).

Wyniki: Zaobserwowano lokalizacje ERo. i ERP w jadrach komorek przysadki mozgowej samcow
gesi. Jadra komorkowe wykazujace ekspresje ERo i ER[P byly rozmieszczone réwnomiernie na
catym przekroju przysadki i zajmowaty $rednio 5,7-10,5% powierzchni dla ERa oraz 12,3-15,2% dla
ERP. Stwierdzono sezonowe zmiany w ekspresji ERo i ERB w obu badanych parametrach.
Wykazano istotny spadek ekspresji biatka ERa (p<0,01) w okresie braku aktywnosci rozrodczej w
porownaniu do sezonu rozrodczego. Zaobserwowano réwniez tendencj¢ do wzrostu ekspresji ERa w
okresie reakatywacji seksualnej (p<0,09). Odwrotna zalezno$¢ miata miejsce w przypadku ekspres;ji
biatka ERp, ktéra istotnie (p<0,05) wzrosta po zakonczeniu aktywnosci rozrodczej, co dotyczyto
zardwno zwigkszenia powierzchni immunoreaktywnej jak i znacznego wzrostu intensywnosci reakcji.

Whioski: Sezonowe zmiany w ekspresji biatka ERa i ERp wskazywa¢ moga na udzial receptorow
estrogenowych w regulacji procesoOw rozrodu u samcoOw gesi.

Praca finansowana przez MNiSW (projekty badawcze: No 0206.0805 oraz N N311 098034) i fundusz
EFS (dla AL).
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POROWNANIE STABILNOSCI CZASTECZEK GNRH I CU-GNRH W
PODWZGORZU I PRZYSADCE SAMCOW SZCZURA, IN VITRO

CHANGES OF GNRH AND CU-GNRH COMPLEX STABILITY IN
MALE HYPOTHALAMIC AND PITUITARY TISSUE, IN VITRO

Anna Michaluk, Alina Gajewska, Marian Czauderna, Kazimierz Kochman

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt PAN im. J.Kielanowskiego 05-110 Jablonna k. Warszawy

Celem pracy bylo poréwnanie dynamiki degradacji natywnej i skompleksowanej z jonem
miedzi czasteczki GnRH w preparatach podwzgodrza i przysadki samcow szczura

Kompleks Cu?-GnRH zsyntetyzowano w wyniku reakcji GnRH z octanem miedzi,
zmieszanych w réwnomolarnym stosunku ligandu do metalu, a otrzymany produkt zweryfikowano
analiza jako$ciowa oraz technika ESI-MS (electrospray ionisation-mass spectrometry). Do badan
stabilnos$ci natywnej i skomplesowanej z jonem miedzi czasteczki GnRH, wykorzystano nadsacze i
osady otrzymane w wyniku wirowania homogenatow z 18 podwzg6rz i 18 przysadek pobranych od
samcOw szczura. Nastgpnie, do okreslenia dynamiki degradacji egzogennego GnRH i Cu-GnRH
uzyto po 2,5ug tych zwiazkéw, ktore dodano do przygotowanych nadsaczu i osadu z podwzgoérz i
przysadek. Inkubacje prowadzono w 30C w obecnosci lub bez bacytracyny (0,5mg/ml homogenatu)
przez 5, 10 15, 20, 30, 60 1 90 min. Zalezne od czasu inkubacji zmiany zawartosci GnRH i Cu-GnRH
W nadsaczu i osadzie z podwzgorza/przysadki okreslano metoda RIA 1 HPLC.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze czasteczki GnRH i Cu-GnRH r6znia si¢ wrazliwo$cia na
degradacje¢ enzymatyczna. W podwzgorzu natywny GnRH degraduje znaczaco juz po 15min, podczas
gdy kompleks Cu-GnRH pozostaje stabilny do 90min inkubacji. Ponadto, analiza HPLC wskazuje ma
odmienny przebieg procesu degradacji tych czasteczek:: kompleks Cu-GnRH generowatl tylko jeden
produkt degradacji, podczas gdy forma natywna GnRH rozlozyla si¢ na osiem fragmentow.

Otrzymane wyniki dowodza, ze zmodyfikowanie struktury czasteczki GnRH po jej
skompleksowaniu z jonem miedzi prowadzi do zmniejszenia podatnosci kompleksu Cu-GnRH na
enzymatyczna degradacje w podwzgorzu i przysadce. Kompleks Cu-GnRH moze by¢ uwazany za
stabilny i zdolny do dluzszego oddzialywania z receptorem analogon GnRH.
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EKSPRESJA GENU RECEPTORA OREKSYNY TYPU 1 W
PRZYSADCE MOZGOWEJ SWIN W CZASIE CYKLU RUJOWEGO

OREXIN TYPE 1 RECEPTOR GENE EXPRESSION IN THE PORCINE
PITUITARY GLAND DURING THE OESTROUS CYCLE

Anna Nitkiewicz!?, Nina Smolinska’, Jadwiga Przala!, Tadeusz Kaminski*

'Katedra Fizjologii Zwierzqt Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 1A,
10-957 Olsztyn; 2E-mail: a.nitkiewicz@gmail.com

Oreksyny, okreslane jako hipokretyny, wywodza si¢ ze wspolnego prekursora
prepro-oreksyny, zbudowanego ze 130 aminokwasoéw u czlowieka i1 $wini. Wyr6znia si¢ dwa
receptory oreksyn: typu I (OX1R) i typu Il (OX2R). Ekspresj¢ genow receptorow oreksyn stwierdzono
w wielu r6znych strukturach podwzgoérza, przednim i tylnym ptacie przysadki, tarczycy, nadnerczach,
nerkach oraz w jajnikach i jadrach szczura. Przypuszcza si¢, ze oreksyny moga wplywac na
homeostaze energetyczna organizmu, regulacje taknienia, snu i czuwania,
a takze na uktad rozrodczy. Celem badan bylo poréwnanie ekspresji genu recptora oreksyny typu I
(OX1R) w przednim i tylnym ptacie przysadki w 10-12 oraz 14-16 dniu cyklu rujowego §wini.

Ekspresje genu OX1R przeprowadzono metoda real-time PCR. Uzyto w tym celu CDNA,
powstalego na matrycy mRNA z wyizolowanych tkanek. Mieszanina reakcyjna zawierata polimeraze
DNA ApmliTaq Gold, barwnik SYBR Green, mieszaning dNTP, jony Mg® (SYBR"™ Green PCR
Master Mix), oligonukleotydowe startery oraz cDNA. Kazda reakcjg przeprowadzano w duplikatach
stosujac wstepna 10 minutowa aktywacje polimerazy DNA w 95°C, oraz powtarzang przez 40
cykli 15 sekundowa denaturacje matrycy w 95°C i 1 minutowe przyltaczanie starteréw do
matrycy w 59°C. Pozytywna kontrole stanowita ekspresia mRNA OXIR w bocznej czesci
podwzgodrza, natomiast kontrola negatywna przeprowadzona zostata z uzyciem prob z woda, zamiast
cDNA. Jako standard (gen referencyjny) wykorzystano gen GAPDH. W celu potwierdzenia
specyficznosci otrzymanych produktow przygotowano krzywa dysocjacji, a dodatkowo powstate
amplikony poddano sekwencjonowaniu. Ponadto dla genu OX1R i GAPDH zostaly sporzadzone
krzywe standardowe.

Stwierdzono ekspresj¢ genu OXIR w przednim i tylnym placie przysadki w 10-12 oraz
14-16 dniu cyklu rujowego $wini. W tylnym ptacie przysadki stwierdzono wyzsza (p=0,07) ekspresje
mMRNA OX1R w 10-12 w poréwnaniu z 14-16 dniem cyklu. Natomiast nie stwierdzono roznic
istotnych statystycznie w ekspresji genu OX1R w przednim ptacie przysadki w obydwu badanych
okresach. Porownanie ekspresji MRNA OX1R pomigdzy badanymi tkankami w 10-12 i 14-16 dniu
cyklu wykazato wyzszy poziom mRNA (p< 0,001) w przednim ptacie przysadki. Homologia
pomigdzy znang z Banku Genow sekwencja genu OXIR, a otrzymanymi amplikonami
wyniosta 99%.

Wykazanie zréznicowanej ekspresji mRNA OXIR sugeruje mozliwo$¢ wplywu oreksyn
na przysadke, a przez to ich udziat w kontroli cyklu rujowego.

Praca wykonana w ramach Projektu Badawczego MNiSW Nr N N308 122134 (2008-2011 r.).
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EKSPRESJA MRNA NPY | IMMUNOREAKTYWNEGO
NEUROPEPTYDU Y W NEURONACH PODWZGORZA OWCY W
OKRESIE DOJRZEWANIA PELCIOWEGO. MOZLIWE POLACZENIA
Z NEURONAMI SOMATOSTATYNOWYMI

EXPRESSION OF MRNA NPY AND IMMUNOREACTIVE
NEUROPEPTIDE Y IN THE HYPOTHALAMIC NEURONS OF
PREPUBERTAL SHEEP. POSSIBLE CONNECTIONS WITH
SOMATOSTATIN-CONTAINING NEURONS

Jolanta Polkowska', Yves Tillet?, Sophie Picard?, Gilles. Bruneau®, AnnaWojcik-Gtadysz*

Y Instytut Fizjologii 1 Zywienia zwierzat im Jana Kielanowskiego PAN, 05-110 Jablonna, j.polkowska@ifzz.pan.pl
2 ControleCcentral de I’Ovulation UMR 6175 INRA/CNRS/Univ Tours/Haras nationaux, IFR135, 37380 Nouzilly, France

Cel pracy: Neurony produkujace neuropeptyd Y (NPY) w jadrze tukowatym podwzgorza (ARC), sa
potencjalnie wiaczone w kontrolg proceséw rozrodczych u owcy, poprzez swoj wptyw mediacyjny na
sekrecje GnRH/LH w okresie cyklu ptciowego. W okresie poprzedzajacym uzyskanie dojrzalosci
piciowej (puberty), infuzje tego peptydu do 3-ciej komory moézgowej owcy stymuluja zaré6wno
synteze jak 1 magazynowanie ale nie uwalnianie podjednostki § hormonu luteinizujacego (LH). Z
drugiej strony, w okresie pre-pubertalnym obserwuje si¢ w jadrze ARC wzrost ekspresji genu dla pre-
prosomatostatyny (PPS) oraz immunoreaktywnej (IR) somatostatyny. Sugeruje to mozliwe
uczestnictwo tego hormonu w procesach prowadzacych do uzyskania puberty. Celem pracy byto
zbadanie, czy w okresie przejSciowym pomigdzy wczesnym okresem pre-pubertalnym a okoto-
pubertalnym wystepuja zmiany w ekspresji mRNA NPY i IR NPY w neuronach ARC podwzgorza
owcy. Badano rowniez mozliwe polaczenia pomigdzy neuronami NPY i somatostatynowymi.
Materialy i metody: Doswiadczenie przeprowadzono na dwodch grupach wiekowych niedojrzatych
plciowo jagniat plci zenskiej rasy polski merynos.: 16-tygodniowe (n=14, grupa pre-pubertalna) i 32-
tygodniowe (n-14, grupa okoto-pubertalna). Ekspresj¢ mRNA NPY oznaczano metoda hybrydyzacji
in situ z zastosowaniem anty-sensownej sondy znakowanej S*°. Ekspresje IR NPY i IR somatostatyny
, badano przy pomocy metody immunohistochemicznej uzywajac przeciwcial poliklonalnych.
Obydwie reakcje analizowano w mikroskopie $wietlnym przy pomocy komputerowego analizatora
obrazu ,,Lucia”i wyrazono jako procent powierzchni zajmowanej przez materiat IR oraz gegstos$¢
optyczna materiatlu hybrydyzacyjnego i immunoreaktywnego Potaczenia migdzy neuronami NPY i
somatostatyny badano przy pomocy podwodjnego barwienia immunohistochemicznego i analizowano
w mikroskopie konfokalnym.

Wyniki: Wykazano, ze ekspresja mRNA NPY w jadrze ARC, wyrazona przez ggsto$¢ optyczng
materialu hybrydyzacyjnego byla mniejsza w grupie jagniat okoto-pubertalnych w poréwnaniu z
grupa pre-pubertalng (P<001). Odwrotnie, ekspresja IR NPY wzrastata wraz z wiekiem jagniat i
obydwa mierzone parametry byly wyzsze w grupie okoto-pubertalnej w poréwnaniu z grupa pre-
pubertalng (P<001).Analiza w mikroskopie konfokalnym wykazala istnienie polaczen pomigdzy IR
wioknami nerwowymi NPY a perykarionami somatostatynowymi w ARC. Obserwowano roéwniez
morfologiczne kontakty pomigdzy, widknami somatostatynowymi a perykarionami NPY. Analiza tych
kontaktow jest w trakcie opracowywania.

Whnioski.: 1. Spadek syntezy mRNA NPY pomiedzy okresem pre- i okoto-pubertalnym wskazuje na
stopniowe wykorzystywanie zapasow transkryptu zsyntetyzowanego wczesniej w okresie pre-
pubertalnym, do syntezy peptydu potrzebnego w okresie pdzniejszym, okoto-pubertalnym. 2.
Woazrastajaca aktywno$¢ sekrecyjna neuronéw NPY pomiedzy okresem pre- i okoto-pubertalnym
sugeruje, ze neurony te moga by¢ wtaczone w procesy prowadzace do uzyskania dojrzalosci ptciowej
u owcy. 3. Istnienie polaczen pomigdzy neuronami NPY somatostatynowymi na réznych poziomach
neuronalnych stanowi morfologiczna baz¢ do ich funkcjonalnej wspotpracy w przekazywaniu
sygnalow transmisyjnych w okresie dojrzewania ptciowego u owcy.

153


mailto:j.polkowska@ifzz.pan.pl

STEZENIE HORMONOW TARCZYCY W PLYNIE MOZGOWO-
RDZENIOWYM OWIEC W SEZONIE | POZA SEZONEM
ROZRODCZYM

CONCENTRATION OF THYROID HORMONES IN THE SHEEP
CEREBROSPINAL FLUID IN AND OUTSIDE THE NATURAL
BREEDING SEASON

1

Janina Skipor, *Tomasz Misztal, ‘Waldemar Grzegorzewski

! Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie,
2 Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt PAN im. Kielanowskiego w Jablonnie

U owiec, podobnie jak u innych gatunkow zwierzat rozmnazajacych si¢ sezonowo,
zakonczenie okresu aktywnoS$ci rozrodczej i przejScie w okres bezrujowy — anestrus — wymaga
obecnos$ci hormondw tarczycy. Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze w procesie transformacji do
anestrus istotna rolg moze odgrywac dejodynaza typu II, enzym konwertujacy przemiang prohormonu
tyroksyny (T4) do aktywnej biologicznie formy trdjjodotyroniny (T3). Stwierdzono, ze aktywnosc¢
tego enzymu w podwzgorzu i w komorkach wyscietajacych III komor¢ mozgu — tanycytach, u
chomikow, ulega seoznowym zmianom. Roéwnie wazna rol¢ wydaje si¢ odgrywac ptyn mézgowo-
rdzeniowy (PMR), odpowiedzialny za transport hormonow tarczycy z krwi obwodowej do tanacytow.
W dostgpne;j literaturze brakuje danych na temat st¢zenia T4 i T3, krazacych w PMR owiec.

Cel badan: okreSlenie stgzenia catkowitej i wolnej frakcji tyroksyny (TT4 i {T4) i
trojodotyroniny (TT3 i fT3) w PMR u owiec w sezonie rozrodczym i anestralnym.

Materiat i metody. Badania przeprowadzono na samicach owiec (n=6) w wieku ok. 5 lat,
ktérym chirurgicznie implantowano kaniulg do III komory moézgowej. Kolekcje PMR prowadzono w
miesigcach aktywnos$ci rozrodczej - listopad i grudzien, oraz w miesiacach okresu anestralnego -
kwiecien i maj. PMR pobierano z predkoscia 20 [ I/min, przez 3 godziny, przy pomocy pompy
mikroinfuzyjnej. Probki krwi pobrano przed rozpoczgciem i po zakonczeniu kolekcji PMR. Stezenie
hormonéw tarczycy w PMR i w osoczu oznaczano za pomoca zestawow RIA-gnost® fT3, TT3, T4,
TT4 firmy Cisbio.

Wyniki. Srednie (+SEM) stezenie TT3 w PMR w listopadzie i grudniu wynosito odpowiednio
11,2+ 1,11 19,3 + 2,3 pg/ml, natomiast w kwietniu i maju odpowiednio 13 + 2,0 13,2 + 1,1 pg/ml.
Stezenie fT3 uktadato sig¢ na poziomie.0,6 + 0,05 pg/ml w listopadzie i grudniu oraz 0,6 + 0,06 i 0,5 +
0,06 pg/ml odpowiednio w kwietniu i maju.

Stezenie TT4 w PMR w listopadzie i grudniu wynosito odpowiednio 1,5 + 0,11 1,6 + 0,1
ng/ml, a w kwietniu i maju, odpowiednio 1,2 + 0,1 i 1,5 £+ 0,1 ng/ml. Stezenie fT4 w tych miesiacach
wynosito odpowiednio 16,9 +1,6 1 9,8 + 1,6 pg/ml oraz 13,8 +5,1i 13,6 + 6,3 pg/ml.

W porownaniu do stezenia w krwi obwodowej poziom TT3 i TT4 w PMR byt odpowiednio 48
i 49 razy nizszy. Natomiast poziom fT3 w PMR byt okoto 4 razy nizszy niz stwierdzany w tym czasie
w osoczu krwi. Stgzenie fT4 w PRM i osoczu krwi bylo zblizone w obu badanych okresach.
Badania finansowano ze $rodkoéw projektu badawczego N308 020 31/1984
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SEZONOWOZALEZNY WPLYW PROLAKTYNY I MELATONINY NA
WYDZIELANIE LEPTYNY Z TKANKI TLUSZCZOWEJ OWIEC -
BADANIA IN VITRO

SEASONAL-DEPENDENT EFFECT OF PROLACTIN AND
MELATONIN ON LEPTIN SECRETION FROM OVINE ADIPOSE
TISSUE - IN VITRO STUDY

Matgorzata Szczesna, Beata Klocek-Gorka, Dorota A. Zigba

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzqt, Katedra Hodowli Owiec i Koz,
Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw, e-mail: gochaw@o2.pl

Cel pracy: Tkanka ttuszczowa, oprocz pehienia funkcji rezerwuaru zasobéw energetycznych,
jest rowniez waznym narzadem endokrynnym. Poprzez sekrecjg specyficznego hormonu — leptyny,
bierze udziat w regulacji szeregu procesow zachodzacych w organizmie. Prolaktyna oddziatujaca na
metabolizm moze rowniez wptywacé na aktywnos¢ tkanki thuszczowej. Sugeruje sig, ze zmieniajaca si¢
dtugos$¢ dnia i zwiazane z tym zmiany w koncentracji melatoniny, nie tylko wptywaja na ekspresjg i
sekrecje leptyny oraz prolaktyny, ale takze sa w stanie modyfikowa¢ ich wzajemne oddzialywania.
Celem przeprowadzonych doswiadczen bylo przesledzenie oddzialywania egzogennej prolaktyny oraz
melatoniny na wydzielanie leptyny z eksplantow owczej tkanki tluszczowej inkubowanej w
warunkach in vitro, a takze okre$lenie roli fotoperiodu w ksztattowaniu tych oddziatywan.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowity fragmenty okotonerkowej tkanki thuszczowej
pobrane od 15 maciorek rasy polska owca dlugoweknista. Doswiadczenia prowadzono w dwoch
sezonach: w okresie dilugiego-LD (maj, lipiec; 6 owiec) i krotkiego-SD (wrzesien, pazdziernik,
listopad; 9 owiec) dnia. Eksplanty o masie 100mg inkubowano przez 5 godzin (95% wilgotnosci, 5%
CO,, 37°C), w pozywce Eagle’a. Po czasie niezbednym do ekwilibracji, w 120 minucie, do
inkubowanych tkanek dodano odpowiednia kombinacje¢ nastgpujacych hormonow: hodowle bez
dodatku (kontrola), insulina (100 ng/ml), prolaktyna (100 ng/ml), prolaktyna (300 ng/ml), insulina
(100 ng/ml) + prolaktyna (100 ng/ml), insulina (100 ng/ml) + prolaktyna (300 ng/ml) — kazda z
kombinacji w wersji z dodatkiem (500 pg/ml) lub bez dodatku melatoniny. Préby podtoza pobierano
co pot godziny. Zebrane probki zamrazano i przechowywano w temp. -20°C do momentu oznaczen
zawartosci leptyny metoda RIA.

Wyniki: W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen zaobserwowano statystycznie istotne
(P<0,01) obnizenie wydzielania leptyny pod wptywem wyzszej dawki prolaktyny w okresie SD, ale
nie w LD. Melatonina obnizala stymulowana insuling sekrecj¢ leptyny bez wzgledu na sezon. Wptyw
dtugosci dnia odnotowano w przypadku oddzialywania melatoniny w interakcji z insulina i PRL (100
ng/ml), kiedy to dodatek melatoniny w SD istotnie stymulowal wydzielanie leptyny, podczas gdy w
LD wykazywatl tendencje do jej obnizania. Ponadto, w okresie krotkiego dnia, dodatek melatoniny
znosil hamujace dziatanie PRL. W badaniach, wykazano, ze aktywnos$¢ owczych adipocytéw w
warunkach in vitro zmienia si¢ w ciagu roku. Podstawowy poziom wydzielania leptyny byt najnizszy
w maju (185,8 = 76,0 pg/ml), a najwyzszy w pazdzierniku, osiagajac wartosci czterokrotnie wyzsze
(806,1 + 183,8 pg/ml).

Whioski: Prolaktyna moze oddziatywa¢ na wydzielanie leptyny z eksplantéw owczej tkanki
tluszczowej, przy czym efekt ten uzalezniony jest od dtugosci dnia. Uzyskane wyniki wskazuja na
istnienie interakcji pomigdzy prolaktyna, melatoning a aktywnos$cia tkanki tluszczowej, a takze
potwierdzaja modulujacy wptyw fotoperiodu na ksztattowanie tych oddziatywan.
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WPLYW JAINIKOWYCH HORMONOW STEROIDOWYCH NA GONADOTROPOWE
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SOMATYCZNEGO U SAMICY OWCY

THE INFLUENCE OF THE OVARIAN STEROID HORMONES ON THE
GONADOTROPHIC PARAMETERS OF AN INAUGURATION OF SEXUAL
MECHANISMS OF THE SOMATIC MATURATION IN THE EWE
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Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego, Polska Akademia Nauk, ul. Instytucka 3, 05-110 Jabtonna,
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Na proces dojrzewania somatycznego sktadaja si¢ mechanizmy postnatalnego wzrostu i rozwoju
prowadzace do osiagnigcia dojrzatosci piciowej. Pierwsza potowa rozwoju postnatalnego owcy, to
kluczowy etap ontogenezy polegajacy na wprowadzeniu jagnigcia w okres juwenilny.
Neuroendokrynowe mechanizmy integrujace procesy dojrzewania somatycznego U Samicy owcy
prowadza do zakonczenia okresu dojrzewania wzrostowego w przelomowym okresie infantylno-
juwenilnym i rozpoczecia okresu dojrzewania ptciowego 15 tygodni p6zniej. Mechanizmy rozwoju
plciowego sa uwarunkowane koordynacja sekrecji hormonu luteinizujacego (LH) i dojrzewania
pecherzykow jajnikowych (FSH), dziataja w gruczole przysadki mézgowej oraz maja charakter
histomorfologiczny. Kluczowa rol¢ w tej koordynacji odgrywaja osrodkowy czynnik -
gonadoliberyna (GnRH) i gonadowe hormony steroidowe.

Cel pracy: Celem pracy byto opisanie proceséw sekrecji w komoérkach gonadotropowych na poczatku
okresu juwenilnego ontogenezy, obserwowanych u jagniat bedacych w stanie normy fizjologicznej w
poréwnaniu z jagni¢tami pozbawionymi wpltywu sprzgzenia zwrotnego steroidow gonadowych pod
koniec okresu infantylnego ontogenezy.

Materiat i Metody: Samice owcy rasy Polska dlugoweknista (n=8) podzielono na dwie grupy.
Wyodrgbniono grupe doswiadczalna, zwierzat z usunigtymi jajnikami w 12. tygodniu zycia oraz grupe
zwierzat w stanie normy fizjologicznej. Materialy uzyskane w wyniku kolekcji krwi obwodowej w 12.
i 16. tygodniu zycia oraz dysekcji po dekapitacji w 16. tygodniu zycia, zanalizowano za pomoca
nastepujacych metod: 1. immunohistochemicznego (IHC) oznaczania hormonow i/lub receptoréw w
wyniostosci posrodkowej (GnRH) i czesci dystalnej przysadki moézgowej (LH, FSH, receptory
estradiolowe o (ERa); podwdjne barwienie: LH/ERa, FSH/ERa), 2. hybrydohistochemicznego
(HHC) oznaczania mRNA dla podjednostek LHB i FSHP (hybrydyzacja in situ), 3.
radioimmunologicznego oznaczania stezenia hormonéw (LH, FSH) w osoczu krwi oraz 4. jako$ciowej
(opisowej) i ilosciowej analizy obrazu histologicznego.

Wyniki: Populacja zakonczen nerwowych w wyniostoéci posrodkowej, immunoreaktywnych dla
GnRH, byta nizsza u zwierzat z usunigtymi gonadami w poréwnaniu z jagnigtami z grupy kontrolnej
(p<0.01). Obserwowano wigksze stgzenie LH we krwi obwodowej oraz wigksza populacje
gonadotropow wybarwionych metoda THC dla podjednostki LHB i LHB/ERa oraz metoda HHC dla
MRNA LHP u jagniat z usunigtymi jajnikami w poroOwnaniu ze zwierzetami z grupy kontrolnej
(p<0.05). Stezenie LH u zwierzat kontrolnych pozostawalo na podobnym poziomie w 12. i 16.
tygodniu zycia. Uderzajaco wigkszemu st¢zeniu FSH we krwi obwodowej (p<<0.001) i wigkszej liczbie
gonadotropow wybarwionych metoda HHC dla mRNA FSHf (p<0.05) nie towarzyszyly istotne
zmiany dotyczace komoérek immunoreaktywnych dla FSHP i FSHP/ERo u jagniat z usunigtymi
jajnikami w poréwnaniu ze zwierzgtami z grupy kontrolnej. Stgzene FSH u zwierzat kontrolnych
wzrosto od 12. do 16. tygodnia zycia (p<0.01).

Whioski: Dziatanie steroidéw gonadowych na parametry gonadotropowe rozpoczecia okresu
juwenilnego u samicy owcy polega na: hamowaniu uwalniania GnRH do podwzgoérzowo-
przysadkowego uktadu wrotnego oraz wstrzymywaniu potranskrypcyjnych procesow sekrecji LH i

FSH w gruczole przysadki mozgowe;j.
Praca byla dotowana przez MNiSW z projektu badawczego wtasnego nr N311 004 32/0224
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WPLYW JADROWYCH HORMONOW STEROIDOWYCH NA GONADOTROPOWE
PARAMETRY INAUGURACJI DOJRZEWANIA PLCIOWEGO U SAMCA OWCY

THE INFLUENCE OF THE TESTICULAR STEROID HORMONES ON THE
GONADOTROPHIC PARAMETERS OF AN INAUGURATION OF SEXUAL
MATURATION IN THE RAM

Marta Wankowska, Tomasz Misztal, Anna Wojcik-Gtadysz, Jolanta Polkowska

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego, Polska Akademia Nauk, ul. Instytucka 3, 05-110 Jabfonna,
e-mail: m.wankowska@ifzz.pan.pl

Na proces dojrzewania somatycznego sktadaja si¢ mechanizmy postnatalnego wzrostu i rozwoju
prowadzace do osiagnigcia dojrzatosci ptciowej. Pierwsza potowa rozwoju postnatalnego owcy, to
kluczowy etap ontogenezy polegajacy na wprowadzeniu jagnigcia w okres juwenilny, ktory prowadzi
do rozpoczgcia u samcow procesu dojrzewania piciowego tuz po 15. tygodniu zycia; u samic ten
proces rozpoczyna si¢ 15 tygodni pdzniej. Mechanizmy dojrzewania plciowego sa uwarunkowane
koordynacja sekrecji hormonu luteinizujacego (LH) i dojrzewania pgcherzykow jajnikowych (FSH) w
obrgbie gruczolu przysadki moézgowej, a kluczowa role w tej koordynacji odgrywaja osrodkowy
czynnik — gonadoliberyna (GnRH) i gonadowe hormony steroidowe.

Cel pracy: Celem pracy bylo opisanie proceséw sekrecji w subpopulacjach komorek endokrynowych
przysadki mozgowej, syntetyzujacych LH i FSH, na poczatku okresu dojrzewania piciowego,
obserwowanych u samcow owcy bedacych w stanie normy fizjologicznej w pordwnaniu z jagnigtami
pozbawionymi wplywu sprzgzenia zwrotnego steroidow jadrowych pod koniec okresu infantylnego
ontogenezy.

Materiat i Metody: Samce owcy rasy Polska dlugowehista (n=8) podzielono na dwie grupy.
Wyodrgbniono grupe do§wiadczalna, zwierzat z usunigtymi jadrami w 12. tygodniu zycia oraz grupg
zwierzat w stanie normy fizjologicznej. Do obrobki materiatlow uzyskanych w wyniku kolekcji krwi
obwodowej w 12. i 16. tygodniu zycia oraz dysekcji po dekapitacji w 16. tygodniu zycia, zastosowano
nastgpujace metody: 1. immunohistochemiczne (IHC) oznaczanie hormonow i/lub receptorow w
wyniostosci posrodkowej (GnRH) i przysadce moézgowej (LH, FSH, receptory estradiolowe o (ERa);
podwojne barwienie: LH/ERa, FSH/ERa), 2. hybrydohistochemiczne (HHC) oznaczanie mRNA dla
podjednostek LHB i FSHPB (hybrydyzacja in situ) w przysadce mézgowej, 3. radioimmunologiczne
oznaczanie st¢zenia hormonéw (LH, FSH, testosteronu) w osoczu krwi, 4. analiza parametrow
pulsacyjnego uwalniania hormonow, 5. Jako$ciowa i iloSciowa analiza obrazu histologicznego.
Whyniki: Populacja zakonczen nerwowych w wyniostosci posrodkowej, immunoreaktywnych dla
GnRH, byla nizsza u zwierzat z usunigtymi gonadami w poréwnaniu z jagnigtami z grupy kontrolnej
(p<0.01). Obserwowano wigksze st¢zenie LH we krwi obwodowej (p<0.001) oraz wigksza populacje
gonadotropow wybarwionych metoda IHC dla podjednostki LHB i LHB/ERo oraz metoda HHC dla
MRNA LHp (p<0.05) u jagniat z usunigtymi jadrami w poréwnaniu ze zwierzetami grupy kontrolnej.
W przypadku FSH, uderzajaco wigkszemu stezeniu hormonu we krwi obwodowej (p<0.001)
towarzyszyta mniejsza liczba gonadotropéw wybarwionych metoda IHC dla podjednostki FSHf i
FSHB/ERa oraz wigksza liczba gonadotropow wybarwionych metoda HHC dla mRNA FSHp
(p<0.01) u jagniat z usunigtymi jadrami w poréwnaniu ze zwierzgtami z grupy kontrolnej. St¢zene
LH, FSH zmniejszyto sig, podczas gdy testosteronu zwigkszyto sig, pomigdzy 12. a 16. tygodniem
zycia u zwierzat kontrolnych (p<0.001).

Whioski: Dziatanie steroidéw gonadowych na parametry gonadotropowe rozpoczgcia okresu
dojrzewania plciowego u samca owcy polega na: hamowaniu uwalniania GnRH do podwzgdrzowo-
przysadkowego uktadu wrotnego, stymulowaniu potranskrypcyjnych proceséw syntezy i akumulacji
FSH kosztem jego uwalniania oraz wstrzymywaniu potranskrypcyjnych procesow uwalniania LH w
gruczole przysadki mézgowe;j.

Praca byta dotowana przez MNiSW z projektu badawczego wlasnego nr N311 004 32/0224
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POSTNATALNY WPLYW GONADOWYCH HORMONOW STEROIDOWYCH NA
SOMATOTROPOWE PARAMETRY ONTOGENETYCZNEGO PRZELOMU
INFANTYLNO/JUWENILNEGO U JAGNIAT ROZNEJ PLCI

THE POSTNATAL INFLUENCE OF THE GONADAL STEROID HORMONES ON THE
SOMATOTROPHIC PARAMETERS OF ONTOGENIC INFANTILE/JUVENILE SHIFT IN
LAMBS OF DIFFERENT SEXES
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Na proces dojrzewania somatycznego sktadaja si¢ mechanizmy postnatalnego wzrostu i rozwoju
prowadzace do osiagnigcia dojrzalosci piciowej. Pierwsza potowa rozwoju postnatalnego owcy,
pokrywajaca si¢ z okresem odchowu przy matce, trwajacym ok. 100 dni, to kluczowy etap ontogenezy
polegajacy na intensywnym wzroscie i wprowadzeniu jagnigcia w okres juwenilny. W procesach
wzrostowych przejsciowego etapu infantylno-juwenilnego u owcy wazna role odgrywa
podwzgorzowo-przysadkowy uktad somatostatyna-hormon wzrostu (GH). Poréownano procesy:
neurosekrecji somatostatyny z zakonczen neurondéw w wyniostosci posrodkowej, akumulacji i sekrecji
GH oraz receptywnosci gruczolu przysadki moézgowej i subpopulacji komorek somatotropowych dla
estradiolu na poczatku okresu juwenilnego ontogenezy u owiec roznej plci w stanie normy
fizjologicznej i pozbawionych wplywu sprzgzenia zwrotnego steroidow gonadowych pod koniec
okresu infantylnego ontogenezy.

Cel pracy: Celem pracy bylo opisanie natury neuroendokrynowego mechanizmu efektorowego
procesoOw wzrostowych dojrzewania somatycznego w podwzgoérzowo-przysadkowym uktadzie
somatostatyna-GH na poczatku okresu dojrzewania ptciowego, u jagniat réznej ptci bedacych w stanie
normy fizjologicznej w poroéwnaniu z jagnigtami pozbawionymi wplywu sprzezenia zwrotnego
steroidow gonadowych pod koniec okresu infantylnego ontogenezy.

Material i Metody: Samce i samice owcy rasy Polska dlugowelnista (n=16) podzielono na dwie grupy.
Wyodrgbniono grupe do$wiadczalna, zwierzat z usunigtymi gonadami w 12. tygodniu zycia oraz
grupe zwierzat w stanie normy fizjologicznej. Do zbadania materiatow uzyskanych w wyniku kolekcji
krwi obwodowej w 12. i 16. tygodniu zycia oraz dysekcji po dekapitacji w 16. tygodniu zycia,
zastosowano nastgpujace metody: 1. immunohistochemiczne oznaczanie hormondw i/lub receptorow
w wyniostosci posrodkowej (somatostatyna) i czgsci dystalnej przysadki mozgowej (GH, receptory
estradiolowe a (ERa); podwdjne barwienie: GH/ERa), 2. radioimmunologiczne oznaczanie st¢zenia
GH w osoczu krwi, 4. analiza parametrow pulsacyjnego uwalniania GH, 5. jakoSciowa (opisowa) i
ilosciowa (morfometryczna) analiza obrazu histologicznego.

Whyniki: Populacja zakonczen nerwowych w wyniostosci posrodkowej, immunoreaktywnych dla
somatostatyny, byla nizsza u zwierzat roznej plci z usunigtymi gonadami w pordwnaniu z jagnigtami z
grup kontrolnych (p<0.05). Populacja komoérek somatotropowych immunoreaktywnych dla GH i
GH/ERa zwigkszyta si¢ u samic z usunigtymi jajnikami i zmniejszyta si¢ u samcoOw z usunigtymi
jadrami w poréwnaniu z jagnig¢tami z grup kontrolnych (p<0.05). Zawartos¢ GH we krwi obwodowej
byla nizsza u jagniat roznej pici z usunigtymi gonadami w pordéwnaniu z jagnigtami z grup
kontrolnych (p<0.01). Stezene GH u samic z grupy kontrolnej wzrosto od 12. do 16. tygodnia Zycia
(p<0.05), a u samcow pozostawalo na porownywalnym poziomie w obu grupach wiekowych.

Whioski: Dziatanie steroidéw gonadowych na parametry somatotropowe przetomowego okresu
infantylno/juwenilnego u owcy polega na: hamowaniu uwalniania somatostatyny do podwzgorzowo-
przysadkowego uktadu wrotnego, stymulowaniu endokrynowych procesow wzrostowych dojrzewania
somatycznego na poziomie akumulacji i uwalniania GH u samcéw a U samic na hamowaniu
akumulacji i stymulowaniu uwalniania GH.
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BIALKO ROSLINNE W HODOWL I KOMOREK SOMATYCZNYCH

PLANT PROTEIN IN CULTURE OF SOMATIC CELLS

Jolanta Opiela', Michat Bochenek® , Bozenna Rynska' Edyta Kopec¢?, Lucyna Katska-Ksiazkiewicz"?,
Zdzistaw Smorag’

Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwierzat, Instytut Zootechniki- P1B, Balice; e-mail: jopiela@izoo.krakow.pl
2Zamiejscowy Wydzial Biotechnologii, Uniwersytet Rzeszowski

W ostatnich latach podejmowane sa proby zastapienia biatkiem roslinnym surowicy
pochodzenia zwierzgcego lub pochodnych surowicy np. albuminy jako sktadnika pozywek do hodowli
komorek somatycznych, a takze jako sktadnika innych pozywek stosowanych w biotechnologii
rozrodu zwierzat. Powodem jest niejednoznaczny wptyw surowicy na jako$¢ hodowanych komorek. Z
sanitarnego punku widzenia biatko roslinne jest znacznie bezpieczniejszym komponentem w
porownaniu do biatka zwierzgcego. Ponadto jest biatkiem o jednorodnym, powtarzalnym sktadzie, co
warunkuje standaryzacje hodowli.

Celem badan bylo wykazanie wplywu stezenia biatka roslinnego (PP) w medium na hodowane
in vitro fibroblasty bydlgce. Hodowle fibroblastow prowadzono w pozywce DMEM uzupetnionej 1.
10% FCS 2. biatkiem roslinnym (PP) o stezeniu 0,1%, 0,2%, 0,4%, 1%, 2%, 4% i 6%. Trzecia grupe
stanowita kontrola gdzie komodrki hodowano w pozywce DMEM bez uzupetnienia. Po czterech dniach
hodowli obliczano tempo proliferacji fibroblastéw oraz cytometrycznie oceniano integralno$é btony
komorkowej stosujac barwniki Sybr 14 i jodek propidyny (PI). Hodowle przeprowadzono w co
najmniej 3-ech powtorzeniach.

Najwyzsze tempo proliferacji fibroblastow oraz ich wysoka jakos$¢ stwierdzono hodujac je w
pozywce DMEM uzupetnionej 10% FCS. Stosujac te same kryteria dla mediow uzupetnionych PP
stwierdzono, iz optymalne warunki hodowli wystepuja w przypadku 2% st¢zenia tego biatka w
pozywce. Uzyskane w tym przypadku rezultaty, chociaz nizsze niz w grupie 1, byly wyzsze niz w
grupie kontrolnej.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze dodatek PP w stezeniu 2% moze do pewnego stopnia zastapic
dodatek FCS do medium. Biorac jednak pod uwage, ze uzyskane rezultaty byly nizsze od tych jakie
obserwowano hodujac fibroblasty w pozywce uzupetionej FCS, poszukiwanie bardziej efektywnych
rozwiazan hodowli wymaga dalszych badan.
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Celem pracy byta jakosci nasienia knuréw transgenicznych dla
fukozylotransferazy czlowieka.

Badania przeprowadzono na 6 knurach transgenicznych pokolenia F1 i F2 oraz 3 knurach
nietransgenicznych (2 pbz, 1 wbp). Wiek knurow wahat si¢ w przedziatach od 11-28 miesigcy w
grupie doswiadczalnej i 8-32 miesiecy w grupie kontrolnej. Nasienie pobierano raz w miesiacu i
oceniano nastgpujace jego parametry: objetos¢ ejakulatu, koncentracje, ruchliwosé¢, osmolowos¢, pH
oraz morfologie plemnikéw. Ponadto sprawdzano podatno$¢ na konserwacje - nasienie rozrzedzano
rozcienczalnikiem komercyjnym BTS i przechowywano w temperaturze ok. +15 °C.

Oceniono tacznie 18 ejakulatow pochodzacych od knuréw transgenicznych (od 1 do 6
ejakulatow od knura) i 29 ejakulatach pochodzacych od knuréw nietransgenicznych (11 i 6 ejakulatow
od knuréw pbz i 12 ejakulatow od knura wbp). Uzyskane wyniki zebrano w tabeli 1.

Tabela 1. Cechy nasienia knuréw transgenicznych i nietransgenicznych (czystorasowych)

ocena genu

Knury transgeniczne Knury nietransgeniczne
Cechy : . Wartosci . . Wartosci
Srednie min. max. Srednie min. max.
Objetosc¢ ejakulatu (ml) 169,4 80 230 203,8 120 350
Koncentracja (ty$/mm°) 416,9 199 637 412,6 272 597
Ruchliwosé¢ po pobraniu (%) 67,5 40 80 73,6 5 90
Osmolowos$¢ 323,2 301 341 319,1 303 344
pH 7,63 7,39 7,98 7,70 7,47 8,05
Ocena morfologiczna:
plemniki normalne (%) 70,8 18,6 97,2 67,7 9,3 99,0
plemniki z wadami gtéwnymi (%) 11,1 1,0 63,2 8,5 0,0 26,6
plemniki z wadami podrzednymi (%) | 18,1 14 54,0 23,8 1,0 64,1
Podatno$¢ na konserwacjg:
ruchliwo$¢ po 1 dniu (%) 56,1 15 90 56,3 5 80
ruchliwo$¢ po 4 dniach (%) 45,0 5 75 46,7 0 70
ruchliwo$¢ po 7 dniach (%) 33,1 0 65 42,1 0 65
przezywanie (dni) 6,4 0 18 8,2 0 15

Stwierdzono, ze badane parametry nasienia knuréw transgenicznych nie odbiegaja od

obserwowanych u knuréw nietransgenicznych w tej samej grupie wiekowe;.

160




OCENA KOMPETENCJI ROZWOJOWYCH ZARODKOW SWINI
UZYSKANYCH PO INSEMINACJI NASIENIEM KNUROW
TRANSGENICZNYCH I NIETRANSGENICZNYCH

EXAMINATION OF QUALITY OF PREIMPLANTATION PORCINE
EMBRYOS OBTAINED AFTER INSEMINATION WITH TRANSGENIC
AND NON-TRANSGENIC BOARS’SEMEN

Magdalena Bryla, Monika Trzcinska, Barbara

Dziaf Biotechnologii Rozrodu Zwierzat, Instytut Zootechniki-P1B, Balice
e-mail: mbryla@izoo.krakow.pl

Celem przeprowadzonych do$wiadczen byla analiza zmian apoptotycznych w ekspandujacych
blastocystach uzyskanych in vivo po inseminacji nasieniem 3 knuréw transgenicznych i 3
nietransgenicznych w oparciu o dwie metody molekularne: a) metoda TUNEL polegajaca na
wbudowywaniu znakowanych nukleotydéw d-UTP sprzg¢zonych z fluoresceina w miejscach pgknigc
DNA; b) analizg aktywnosci kaspazy -3 za pomoca zestawu PhiPhiLuxG;D,. Ogoétem przebadano 180
zarodkow w stadium blastocysty ekspandujacej. Analiza metoda TUNEL  zarodkéw po inseminacji
nasieniem knuréw transgenicznych i nietransgenicznych nie wykazata istotnych statystycznie réznic w
iloéci jader apoptotycznych- indeks apoptotyczny odpowiednio 2.9 i 3.2%. Aktywno$¢ kaspazy -3 W
zarodkach uzyskanych po inseminacji nasieniem knuréw transgenicznych i nietransgenicznych
stwierdzono odpowiednio w 5 i 4.5% zarodkdéw na poziomie niskim oraz 33 i 29% zarodkow na
poziomie wysokim. Nie wykazano statystycznie istotnych roéznic pomiedzy badanymi zarodkami.
Jednoczes$nie zaobserwowano pozytywna korelacje (r=0.962) pomigdzy aktywnoS$cia kaspazy-3 a
fragmentacja DNA w badanych blastocystach §wini.
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MODYFIKACJE OOCYTOW I ZARODKOW SWINI DLA CELOW
BIOTECHNOLOGICZNYCH

MODIFYING PORCINE OOCYTES AND EMBRYOS: IMPLICATIONS
FOR BIOTECHNOLOGY

Barbara Gajda

Drziat Biotechnologii Rozrodu Zwierzqt, Instytut Zootechniki — Panstwowy Instytut Badawczy, ul. Krakowska 1
32-083 Balice/Krakow, e-mail: bgajda@izoo.krakow.pl

Oocyty i zarodki ssakow posiadaja wiasna gatunkowa specyfikg. Typowym przyktadem sa
oocyty 1 zarodki $wini, ktore na tle innych gatunkoéw ssakéw, charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia
zwiazkéw ttuszczowych zgromadzonych w cytoplazmie glownie w postaci kropli lipidowych. Krople
lipidowe skladaja si¢ z mieszaniny roznych typow lipidow otoczonych pojedyncza warstwa
fosfolipidow o zroznicowanym skladzie. Zawarte w kroplach lipidy stanowig element struktury blony
komoérkowej oraz cytoplazmy, jak réwniez pelnia wazna role jako zrodio energii niezbgdne do
prawidlowego rozwoju komorki jajowej. Jednak z punktu widzenia kriokonserwacji ich obecno$¢ w
komorkach zarodkowych jest niekorzystna.

W referacie przedstawione sa aktualne mozliwosci modyfikacji oocytow i zarodkow $wini
miedzy innymi za pomoca czynnikéw fizycznych takich jak wirowanie czy zwigkszone cisnienie,
chemicznych takich jak cytochalazyna B czy D, jak tez manipulacji mikrochirurgicznych czy hodowli
in vitro oraz implikacje biotechnologiczne tych zabiegow.
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OCENA JAKOSCI KLONALNYCH ZARODKOW SWINI W OPARCIU
O PRZYZYCIOWA ANALIZE FLUORYCYTOCHEMICZNA ZMIAN
PROAPOPTOTYCZNYCH

EVALUATION OF THE QUALITY OF PORCINE CLONED
BLASTOCYSTS USING VITAL FLUORYCYTOCHEMICAL ANALYSIS
FOR PROAPOPTOTIC CHANGES

Marcin Samiec’, Maria Skrzyszowska
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Celem badan byla ocena jakosci blastocyst klonalnych $wini na podstawie
przyzyciowej diagnostyki fluorescencyjnej zmian proapoptotycznych w btonie plazmatycznej
komorek. Dojrzate in vitro, enukleowane oocyty $wini rekonstruowano z jader
nieapoptotycznych komoérek fibroblastycznych przy wykorzystaniu elektrofuzji. Do
stymulacji zrekonstytuowanych oocytéw stosowano metodg sekwencyjnej aktywacji fizyko-
chemicznej (SAr.cp). Pierwszy etap stanowita rownoczesna fuzja i aktywacja elektryczna
(Fe/Ag) rekonstytuowanych oocytow przy uzyciu dwoch generowanych bezposrednio po
sobie impulsow pradu statego o nat¢zeniu pola elektrostatycznego 1,2 kV/cm i czasie trwania
60 usek kazdy. W drugim etapie przeprowadzono dwustopniowa aktywacj¢ chemiczna, ktora
inicjowano z 1,5-2-godzinnym opdznieniem czasowym w stosunku do pierwszego etapu
Fe/Ae rekonstytuowanych oocytéw. Po 5-7-minutowej inkubacji w roztworze jonomycyny
wapnia o stezeniu 15 uM/L, zrekonstytuowane oocyty umieszczano na okres 3 godzin w
pozywce z dodatkiem 10 pg/mL cykloheksimidu, a nastgpnie hodowano in vitro przez 6-7 dni
do osiagnigcia stadium moruli/blastocysty. Uzyskane blastocysty oceniano pod katem
obecno$ci zmian proapoptotycznych w plazmolemmie komoérek wezta zarodkowego i/lub
trofoblastu przy wykorzystaniu koniugatu diagnostycznego aneksyny V-eGFP. Ogoétem
zrekonstruowano 251 enukleowanych oocytow z jader komoérkowych nieapoptotycznych
fibroblastow tkanki skornej dorostych osobnikow (Grupa 1) i 222 - z jader fibroblastow
ptodowych (Grupa II). Do hodowli in vitro wyselekcjonowano 210/251 (83,7%) oraz 197/222
(88,7%) zrekonstytuowanych oocytéw, odpowiednio w Grupie | oraz Il. W Grupach | oraz Il
uzyskano, odpowiednio, 119/210 (56,7%) i 144/197 (73,1%) dzielacych si¢ zarodkow, w tym
do stadium moruli i blastocysty rozwingto sig, odpowiednio, 91/210 (43,3%) 1 29/210 (13,8%)
oraz 113/197 (57,4%) i 45/197 (22,8%) zrekonstruowanych zarodkéw. Udziat blastocyst, w
ktorych stwierdzono obecno$¢ komorek pozytywnie wyznakowanych aneksyna V-eGFP,
utrzymywat si¢ na poziomie 34,5% (10/29) oraz 37,8% (17/45), odpowiednio w Grupie | i II.
Reasumujac, przyzyciowa analiza fluorescencyjna blastocyst klonalnych §wini wykazata, ze
sekwencyjna aktywacja fizyko-chemiczna oocytow rekonstytuowanych z jader komorkowych
fibroblastow tkanki skornej dorostych osobnikow skutkowatla nieznacznie nizszym odsetkiem
zarodkow z proapoptotycznymi zmianami komorek W poréwnaniu do subpopulacji oocytow
rekonstytuowanych z jader fibroblastow ptodowych. Niemniej jednak, w wyniku
zastosowania metody SAr.ch do stymulacji rekonstytuowanych oocytow, kompetencje jader
komorkowych nieapoptotycznych fibroblastow ptodowych do pokierowania rozwojem in
vitro zarodkéw klonalnych §wini byly wyzsze niz kompetencje jader fibroblastow tkanki
skornej dorostych osobnikow.
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DOJRZEWANIE IN VITRO OOCYTOW LUDZKICH (IVM): ASPEKTY
PODSTAWOWE | ZASTOSOWANIE KLINICZNE

IN VITRO MATURATION OF HUMAN OOCYTES (IVM):
BASIC ASPECTS AND CLINICAL APLICATION

Ricardo Faundez'?, Tomasz Rokicki*

lInviMed, Europejskie Centrum Macierzynstwa, Warszawa, 2Zaktad Rozrodu Zwierzqt, Andrologii i Biotechnologii Rozrodu,
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Dojrzewanie oocytu stanowi istotna cze$¢ procesow prowadzacych do powstania zarodka po
zaplodnieniu. Prawidlowo$¢ dojrzewania przesadza o normalnym rozwoju zarodka, przebiegu
implantacji i dalszym rozwoju ptodu. Proces dojrzewania oocytu obejmuje dojrzewanie jadrowe,
cytoplazmatyczne i epigenetyczne. Jednym z celow wykladu jest przyblizenie aktualnych danych
wyjasniajacych podstawowe mechanizmy dojrzewania oocytow. Wyjasnienie istoty tych
mechanizméw ma istotne znaczenie dla ustalenia optymalnych warunkéw do indukcji dojrzewania
oocytow ludzkich in vitro (IVM). Dojrzewanie in vitro to jedna z nowszych technik wspomaganego
rozrodu. Pobranie niedojrzatych oocytow od matych pegcherzykow a nastepnie poddanie ich
dojrzewaniu in vitro jest dobra alternatywa dla zabiegu zaptodnienia poza ustrojowego (IVF), przy
ktérym konieczna jest stymulacja hormonalna pacjentek. Stymulacja ta wiaze si¢ jednak z wysokim
kosztem hormondéw oraz problemami zdrowotnymi, ktore moga wystapi¢ podczas jej stosowania.
IVM znajduje sig jeszcze na etapie udoskonalenia ze wzgledu na skromne wyniki embriologiczne i
stosunkowo niski odsetek ciaz. Stwierdzono istotny wzrost odsetka dojrzewania oocytow, implantacji
i ciazy po dodaniu do medium hodowlanego surowicy pacjentki. Zawarte w surowicy rdézne czynniki
wzrostowe takie jak: naskorkowy czynnik wzrostu (EGF), transformujacy czynnik wzrostu-f3 (TGF-B)
lub insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-I) biora udzial w dojrzewaniu cytoplazmatycznym
oocytu. Sugerowano, ze obecno$¢ FSH i hCG w mediach do dojrzewania réwniez ma korzystny
wplyw na ten proces, jednak ostatnio wykazano, ze eksponowanie oocytéw izolowanych od pacjentéw
z zespotem PCO na hCG podczas ich dojrzewania in vitro nie polepsza odsetku dojrzewania ani
potencjatu rozwojowego oocytow. Ostatnio, ze wzgledu na zalecenia definiowania mediéow do
hodowli i unikania stosowania surowicy, podjeto réwniez badania w celu udoskonalenia mediow do
IVM. Mimo postepow w tej dziedzinie liczne badania zademonstrowaty, iz oocyty po IVM nie maja
tej samej rozwojowej zdolno$ci, co oocyty dojrzate in vivo. Bez wzgledu na to czy stosuje si¢
egzogenna stymulacje hormonalna czy nie, nalezy pamigtac, iz konieczne do uzyskania pelego
potencjatu rozwojowego oocytow zdarzenia podczas dojrzewania zachodza wewnatrz pecherzykow
jajnikowych. W niniejszym wyktadzie réwniez przedstawione zostana wyniki zabiegow IVM, ze
szczegdlnym uwzglednieniem pacjentek z zespolem policystycznych jajnikow (PCO),
przeprowadzone w naszej klinice. Wyniki przez nas uzyskane potwierdzaja poglad, iz technika IVM
jest skuteczna metoda leczenia pacjentek z zespotem PCO. Planujemy roéwniez pierwsze proby
zastosowania [IVM potaczonego z witryfikacja oocytow, co mogloby by¢ pomocne dla zachowania
plodnosci u kobiet z choroba nowotworowa. Dojrzewanie ludzkich oocytow in vitro jest technika,
ktéra w przyszlosci moze odgrywac wielka rolg, a mianowicie moze sta¢ si¢ standardowa metoda
stosowanag w leczeniu nieptodnosci u ludzi. Osiagnigcie tego celu wymaga jednak zapewnienia
prawidtowego dojrzewania cytoplazmatycznego i jadrowego oocytéw oraz wzrostu liczby zarodkow
wykazujacych potencjal rozwojowy porownywalny do potencjatu rozwojowego zarodkow uzyskanych
klasyczna technika zaptodnienia in vitro.
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WYSOKA EFEKTYWNOSC UZYSKIWANIA TRANSGENICZNYCH
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LIPOFEKCJI KOMOREK-DAWCOW JADER

HIGH EFFICIENT PRODUCTION OF PORCINE TRANSGENIC
SOMATIC CELL CLONED EMBRYOS USING NUCLEAR DONOR
CELL UNDERGOING LIPOFECTION
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Celem badan bylo okreslenie kompetencji rozwojowych in vitro transgenicznych zarodkoéw
$wini rekonstruowanych technika klonowania somatycznego. Zrédtem komorek-biorcow dla
egzogennych jader komorkowych byty dojrzate in vitro oocyty loszek lub loch. Z kolei, zroédtem
komorek-dawcow jader byly fibroblasty tkanki skérnej ucha dorostych osobnikow lub fibroblasty
plodowe, transgenizowane in vitro przy zastosowaniu konstrukcji genowej pWAPhGH-GFPBsd.
Konstrukcjg¢ genowa wprowadzano do komorek fibroblastycznych przy zastosowaniu metody
lipofekcji. Wskaznikiem aktywnos$ci transkrypcyjnej i translacyjnej genu kodujacego biatko fuzyjne
PWAPhGH-GFPBsd w transformowanych genetycznie komoérkach byta ekspresja reporterowego
transgenu biatka intensywnej zieleni fluorescencyjnej (eGFP). Stopien ekspresji tego genu oceniano
przyzyciowo w oparciu o poziom biochemiluminescencji w hodowanych komoérkach. Enukleowane
oocyty rekonstruowano z jader eGFP-pozytywnych komorek fibro blastycznych przy wykorzystaniu
techniki fuzji indukowanej impulsami pradu statego (elektrofuzji). Zrekonstruowane oocyty
poddawano sztucznej aktywacji przy zastosowaniu jednoczesnej fuzji i aktywacji fizycznej (impulsy
elektryczne). Zarodki klonalne hodowano in vitro przez 6-7 dni do osiagnigcia stadium
moruli/blastocysty, a nastgpnie oceniano w nich ekspresje reporterowego transgenu eGFP. Ogolem
zrekonstruowano 271/310 (87,4%) wyjadrzonych oocytow z jader transgenicznych fibroblastow
ptodowych oraz 294/348 (84,5%) - z jader transgenicznych fibroblastow skory dorostych osobnikow.
W warunkach hodowli in vitro uzyskano, 162/271 (59,7%) i 148/294 (50,3%) morul oraz 82/271
(30,2%) i 48/294 (16,3%) blastocyst, odpowiednio w grupie zarodkéw zrekonstruowanych z jader
fibroblastow ptodowych oraz z jader fibroblastow skory dorostych osobnikéw. Podsumowujac,
transgenizacja komorek fibroblastycznych $wini metoda lipofekcji skutkowata integracja calej
konstrukcji genowej z DNA genomowym, ktora byla pozytywnie skorelowana z ekspresja transgenu
reporterowego na poziomie syntezy biatka eGFP. Kompetencje jader komérkowych fibroblastow
ptodowych do pokierowania rozwojem transgenicznych zarodkow klonalnych $wini byty wyzsze niz
jader fibroblastow tkanki skornej dorostych osobnikéw. Z kolei, przyzyciowa analiza fluorescencyjna
uzyskanych blastocyst wykazata blisko 100% indeks ekspresji transgenu eGFP w komorkach
zarodkowych.
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POSZUKIWANIE MARKEROW MOLEKULARNYCH ZESPOLU
POLICYSTYCZNYCH JAJNIKOW

SEARCHING FOR MOLECULAR MARKERS OF POLYCYSTIC
OVARY SYNDROME
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Zespot policystycznych jajnikow  (PCOS) rozpoznawany jest u okolo 10% kobiet w wieku
rozrodczym przy wystapieniu dwoch z ponizszych objawow: oligomenorrhea, hiperandrogenizm,
policystyczne jajniki w USG. Skutkiem choroby jest nieptodnos¢ oraz zwigkszone ryzyko rozwoju
cukrzycy typu 2, choréb sercowo-naczyniowych i raka endometrium. Etiologia schorzenia pozostaje
nieznana, postuluje si¢ jednak udzial czynnikow genetycznych i ich interakcj¢ z czynnikami
srodowiskowymi. Przypuszcza sig, iz z rozwojem choroby zwiazane sa polimorfizmy w genach
metabolicznych.

Cel pracy:

Celem pracy byta proba okreslenia korelacji pomigdzy wariantami gendéw: IRS-1, IGF-2, SHBG, INS a
wystepowaniem objawow PCOS w Polskiej grupie pacjentek.

Materialy i metody:

Do badan wilaczono dotad 64 pacjentki z rozpoznaniem PCOS i 37 zdrowych kobiet stanowiacych
grupe kontrolna. DNA izolowano z krwi obwodowej metoda wysalania. DNA analizowano z
zastosowaniem sekwencjonowania oraz RFLP. Badano nast¢pujace warianty polimorficzne: G972R
(IRS-1), Apal-rs680A/G (IGF-2), TAAAAN (SHBG ) oraz VNTR klasy I/111 (INS).

Wyniki:

-czgstose wariantu G972R jest wyZsza w grupie kobiet z PCOS
-czesto$¢ allela A wariantu Apal jest nizsza w grupie pacjentek niz w grupie kontrolnej, ale genotyp
A/A jest czestszy w grupie pacjentek z PCOS.

-rozktad VNTR INS klasy I i Il jest podobny w obu badanych grupach, natomiast homozygoty pod
wzgledem klasy 111 sa czgstsze w grupie pacjentek

-brak  korelacji  liczby  powtorzen sekwencji TAAAAn z  wystapieniem  PCOS
Whioski

Uzyskane przez nas, wstepne , wyniki wskazuja, ze warianty genéw IRS-1, IGF-2, INS moga naleze¢
do czynnikow zwiazanych z patogeneza PCOS w grupie Polskich pacjentek. Dalsze badania na
wigkszej grupie pacjentow sg prowadzone.

Finansowane z projektu badawczego KBN2P05E11729
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IMMUNOLOKALIZACIJA AROMATAZY (P450 arom) W JAINIKU
DOJRZALEJ MYSZY KOLCZYSTEJ (ACOMYS CAHIRINUS)

IMMUNOLOCALIZATION OF AROMATASE (P450 arom) IN THE
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Monika Hutas-Stasiak, Agnieszka Szymczyk, Antoni Gawron
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Acomys cahirinus jako jedyny spo$rod rodziny myszowatych charakteryzuje si¢ wydluzonym
okresem rozwoju prenatalnego. Ciaza u tego gryzonia trwa blisko dwukrotnie dtuzej niz u szczura czy
myszy laboratoryjnej, a noworodki rodza si¢ w bardziej zaawansowanym stadium rozwoju. Aby
stwierdzi¢ czy taki sposob rozrodu moze wplywa¢ na mechanizm funkcjonowania jajnika badano
lokalizacje 1 ekspresje aromatazy. Biatko to jest kluczowym enzymem zaangazowanym w proces
steroidogenezy. Bierze udzial w biosyntezie estrogenow, ktore petnia bardzo wazna rolg¢ w rozwoju
jajnika i dojrzewaniu pgcherzykow jajnikowych.

Material do$wiadczalny stanowity dojrzale piciowo samice myszy kolczystej, trzymane
w warunkach naturalnego fotoperiodu. Wyizolowane jajniki poddawano rutynowej procedurze
histologicznej i na uzyskanych skrawkach parafinowych identyfikowano aromataz¢ (P450arom)
metoda immunohistochemiczna.

Stwierdzono, ze aromataza obecna byta przede wszystkim w cytoplazmie komorek ziarnistych

pecherzykow jajnikowych. Staby odczyn reakcji obserwowano w pecherzykach przedantralnych I i 1I-
rzedowych. W pecherzykach wczesnoantralnych i duzych antralnych, komorki ziarniste, a zwlaszcza
te potozone blisko jamki pecherzyka odznaczaly sig silniejsza immunofluorescencja.
Szczegoblnie intensywna reakcj¢ odnotowano w cytoplazmie komoérek granulozy pecherzykow
przedowulacyjnych oraz w komodrkach gruczotu $rodmiazszowego jajnika. Komorki ostonki
wewnetrznej pecherzykow antralnych i dojrzatych wykazywaly rowniez pozytywna (cho¢ nie tak silna
jak w przypadku komorek ziarnistych) reakcj¢ na obecno$¢ aromatazy. Komorki luteinowe ciatka
z61ego odznaczaty sig staba immunoreaktywnos$cia badanego biatka. W oocytach wszystkich typow
pecherzykow jajnikowych nie stwierdzono pozytywnego odczynu na aromataze.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze ekspresja aromatazy w komorkach ziarnistych wzrasta wraz ze
stopniem dojrzatosci pecherzykéw jajnikowych. Silny odczyn reakcji w komorkach srédmiazszowych
stromy jajnika moze sugerowac, ze komorki te odgrywaja istotng role w syntezie estrogenow.
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ROZMIESZCZENIE RECEPTOROW PROGESTERONU W JAJNIKU
MYSZY KOLCZYSTEJ (ACOMYS CAHIRINUS) PODCZAS ROZWOJU
POSTNATALNEGO

DISTRIBUTION OF PROGESTERONE RECEPTOR IN THE SPINY
MOUSE (ACOMYS CAHIRINUS) OVARY DURING POSTNATAL
DEVELOPMENT

Monika Hutlas-Stasiak, Antoni Gawron

Zaktad Anatomii Porownawczej i Antropologii
Uniwersytet Marii Curie-Skfodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

e-mail: monhul@02.pl

Acomys cahirinus popularnie nazywany mysza kolczysta jest wyjatkowym gatunkiem
zrodziny Muridae. Ciaza u tego gryzonia trwa dwukrotnie dluzej niz u myszy czy szczura
laboratoryjnego. Stad noworodki myszy kolczystej odznaczaja sig¢ bardziej zaawansowana budowa
poszczegdlnych narzadow wewngetrznych w tym rowniez jajnika.

W zenskich organizmach progesteron jest kluczowym hormonem regulujacym procesy
zwigzane z rozrodem, utrzymaniem i rozwojem ciazy, a takze procesem owulacji. Progesteron
oddziatuje na komorke za posrednictwem specyficznych receptorow progesteronu (PR), ktore jako
czynniki transkrypcyjne aktywuja badz inhibuja transkrypcj¢ odpowiedniego genu.

Celem przeprowadzonych badan bylo okre$lenie lokalizacji i ekspresji receptoréw
progesteronu (PR) w jajniku nowonarodzonych, niedojrzatych i dojrzatych plciowo myszy
kolczystych.

Materiat do badan stanowity jajniki 1, 7, 14, 21, 30, 60, 90, 120 - dniowych samic A.
cahirinus. Odczyny immunohistochemiczne wykonywano na skrawkach parafinowych z uzyciem
specyficznych monoklonalnych przeciwciat anty-PR.

Wykazano obecnos¢ receptorow progesteronu we wszystkich badanych jajnikach wilacznie z
jajnikami noworodkoéw. PR zlokalizowano w jadrach komorek nabtonka powierzchniowego oraz
komoérek stromy jajnika. W obrgbie pecherzykow jajnikowych receptory progesteronu
zidentyfikowano przede wszystkim w komorkach ziarnistych oraz oocycie. W pecherzykach II-
rzgdowych pozytywna reakcje stwierdzono réwniez w komorkach ostonki wewnetrznej. Wykazano,
istotne réznice w intensywno$ci zabarwienia jader komorek ziarnistych w poszczegdlnych typach
pecherzykow jajnikowych. W pecherzykach I, II-rzedowych oraz wczesnoantralnych odczyn reakcji
byl staby lub umiarkowany. Intensywne zabarwienie komorek granulozy i teki obserwowano w
duzych pecherzykach antralnych i przedowulacyjnych. Komorki luteinowe ciatka zottego wykazywaty
staby immunoodczyn na obecno$¢ PR.

Receptory progesteronu zlokalizowano przede wszystkim w jadrach komorek ziarnistych
wszystkich typow pecherzykow jajnikowych od pierwotnych po przedowulacyjne. Stwierdzono, ze
intensywno$¢ odczynu reakcji zalezata gldwnie od typu pegcherzyka jajnikowego a nie od wieku
badanych zwierzat i rosta wraz ze stopniem rozwoju pecherzyka jajnikowego.

168


mailto:monhul@o2.pl

OSZACOWANIE POZIOMU MRNA P450SCC 1 3B-HSD
W KOMORKACH PECHERZYKOWYCH JAJNIKOW LOSZEK W
MONO- I KOKULTURZE PO KROTKOTERMINOWEJ EKSPOZYCJI
NA ZEARALENON

ASSESSMENT OF P450SCC AND 3B-HSD MRNA LEVEL
IN THE FOLLICULAR CELLS OF PREPUBERTAL GILTS OVARIES
IN MONO- AND COCULTURE AFTER SHORT-TERM EXPOSURE TO
ZEARALENONE

Ewa Jakimiuk®, Pawet Brzuzan®, Magdalena Gajecka®, Maciej Wozny?, Lukasz Zielonka®
Maciej Gajecki®

1Zespot Profilaktyki Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Katedra Weterynaryjnej Ochrony Zdrowia Publicznego, Wydzial
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 13, 10-718 Olsztyn,
ewa.jakimiuk@uwm.edu.pl
2Katedra Biotechnologii w Ochronie Srodowiska, Wydzial Ochrony Srodowiska i Rybactwa, Uniwersytet Warmirisko-
Mazurski w Olsztynie, ul. Stoneczna 459, 10-709 Olsztyn

Przeprowadzone badania miaty na celu oznaczenie wzglednej ilosci produktu RT-PCR (RQ)
genow CYPscc i 38-HSD w komorkach pecherzykowych jajnikow loszek, w hodowli
in vitro, po ekspozycji na zearalenon (ZEA).

Poziom ekspresji mRNA P450scc i 3B-HSD w jednowarstwowej hodowli komorek
pecherzykowych jajnika oznaczono metoda tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
(real-time PCR). Komorki pecherzykowe pozyskiwano, od niedojrzatych plciowo loszek, z
pecherzykow jajnikowych o $rednicy 3-6 mm. Komorki ziarniste w monokulturze (8x10%ml) oraz
komorki ziarniste i ostonki wewnetrznej w kokulturze (8x10°:2x10°/ml), poddano ekspozycji, w
medium serum-free, na; DMSO (0,5%) - hodowle kontrolne oraz ZEA (400 ng/ml) - hodowle
doswiadczalne przez 15, 30 i 60 min. Oszacowanie wzglednej ilosci produktu RT-PCR (RQ) genow
CYPscc i 34-HSD wobec proby endogennej (S-aktyna) przeprowadzono przy uzyciu porOwnawczej
metody Ct (metoda ,,delta-delta”). Istotno$¢ roznic w wartoSciach RQ testowano z uzyciem analizy
wariancji ANOVA oraz testu posteriori Tukey’a.

Traktowanie ZEA komorek pecherzykowych jajnika w kokulturze zwigkszato (P<0,05)
poziom mRNA P450scc oraz 3B-HSD po 30 min. i 60 min. ekspozycji na mikotoksyng
w porownaniu do liczby transkryptoéw P450scc oraz 3B-HSD w kokulturze po 15 min. ekspozycji.
Liczba transkryptow P450scc oraz 3B-HSD w kokulturze po 30 min. inkubacji
z ZEA, byta istotnie (P<0,05) wyzsza od poziomu mRNA P450scc i 38-HSD w monokulturze po 15
min. ekspozycji na ZEA. W hodowli komérek ziarnistych w monokulturze stwierdzano nizsze niz w
hodowli komoérek ziarnistych i ostonki wewnetrznej w kokulturze poziomy mRNA zaré6wno dla
P450scc jak 1 3f-HSD. Traktowanie ZEA powodowato zauwazalne, lecz nie istotne statystycznie,
zmniejszenie liczby transkryptow P-450scc oraz 33-HSD w monokulturze (RQ<1,00) we wszystkich
przedziatach czasowych doswiadczenia. % przypadku 3pB-HSD
po 30 min. ekspozycji na czynnik badany stwierdzono zwigkszenie poziomu mRNA 3B-HSD
do wartosci kontrolnych.

Na podstawie otrzymanych rezultatow stwierdzono, iz w komodrkach pecherzykowych
jajnikéw loszek ZEA wplywa na poziom mRNA P450scc i 38-HSD, w sposob zalezny od typu
hodowli i czasu trwania ekspozycji. Zmiany w liczbie transkryptow MRNA badanych genéw
obserwowane w ramach czasowych doswiadczenia wskazuja na oddziatywanie ZEA na proces
stabilizacji i/lub degradacji mRNA.
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EKSPRESJA GENOW WNT I B-KATENINY W CIALKU ZOLTYM
CIEZARNYCH SWIN

EXPRESSION OF WNT AND B-CATENIN GENES IN CORPUS
LUTEUM OF PREGNANT PIGS

Jolanta Kiewisz", Monika Kaczmarek, Agnieszka Blitek, Gabriel Bodek, Adam J. Ziecik

Zaktad Mechanizméw Dziatania Hormonéw, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w
Olsztynie, 10-747 Olsztyn, E-mail: kiewisz@pan.olsztyn.pl

Kanoniczny szlak transdukcji sygnatu komorkowego, prowadzacy do cytoplazmatycznej kumulacji -
kateniny jest aktywowany przez geny Wnt 1, 3, 3a, 7a, natomiast geny Wnt 2, 4, 5a, 5b, 6, 7b, 11
aktywuja szlaki stanowiace drogg niekanoniczna. Wiadomo, ze geny Wnt ulegaja ekspresji w blonie
$luzowej macicy w okresie okotoimplantacyjnym, natomiast brak jest informacji dotyczacej ich
ekspresji w ciatku zottym (CL) podczas procesu zagniezdzania zarodka. Dlatego celem pracy byto
zbadanie ekspresji genéw Wnt 5a i Wnt 73, a takze B-kateniny w CL $win w r6znych dniach ciazy. Do
badan wykorzystane zostaly loszki po przebyciu dwoch regularnych cykli rujowych. Po 12 godzinach
od wykrycia objawow trzeciej rui, 15 $win poddanych zostato dwukrotnej sztucznej inseminacji, a
nastgpnie w 9 (n=5), 12 (n=5) i 15-16 (n=5) dniu ciazy pobrane zostaty CL. Zmiana ekspresji genow
Wnt zostala okre§lona po wykonaniu analizy Real-time PCR. W badanej tkance zaobserwowano
istotny spadek ekspresji genu Wnt 5a (P < 0.01) oraz obnizenie ekspresji genu B-kateniny (P < 0.05) w
12 dniu ciazy w stosunku do dnia 9. Ponadto, ekspresja genu Wnt 5a pozostawala na niskim poziomie
réwniez w 15-16 dniu ciazy (P < 0.01). Utrzymujaca si¢ na stalym, ale niskim poziomie ekspresja
genu Wnt 7a (P > 0.05) i zmiana ekspresji genu B-kateniny $wiadczy o mozliwym aktywowaniu
szlaku kanonicznego przez inne, niz Wnt 7a, biatka z tej rodziny. Uzyskane wstepnie wyniki sugeruja
ekspresje czynnikow aktywujacych zaréwno kanoniczny, jak i niekanoniczny szlak transdukcji
sygnalu komérkowego w CL $§wini. Jakkolwiek, sposob dziatania i rola tych biatek podczas wczesnej
ciazy w CL wymaga dalszych badan.

JK otrzymuje stypendium doktoranckie Prezesa Polskiej Akademii Nauk (PAS; #4/S/2007)
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DYSTRYBUCJA ORAZ CHARAKTERYSTYKA NUROCHEMICZNA
NEURONOW ZWOJU KREZKOWEGO TYLNEGO (IMG)
ZAOPATRUJACYCH JAJNIKI SWINI

DISTRYBUTION AND NEUROCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
INFERIOR MESENTERIC GANGLION (IMG) NEURONS SUPPLYING
THE PORCINE OVARIES

Marlena Koszykowska' ", Anna Koztowska', Joanna Wojtkiewicz?, Cezary Skobowiat?, Mariusz
Majewski?, Barbara Jana®

! Zakiad Patologii Rozrodu, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk, ul. Tuwima 10,
10-747 Olsztyn, * koszykowska@pan.olsztyn.pl
2 Zespdl Fizjologii Klinicznej, Katedra Morfologii Funkcjonalnej, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet
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Cel pracy: O ile sposob zaopatrzenia i charakterystyka neurochemiczna neuronéw IMG
zaopatrujacych jajniki loszek niedojrzatych ptciowo zostaty do chwili obecnej dobrze poznane, o tyle
brak jest zupetnie danych dotyczacych rozmieszczenia i chemizmu neuronow IMG unerwiajacych
kodowania chemicznego tj. obecnosci B-hydroksylazy dopaminy (DBH), neuropeptydu Y (NPY),
somatostatyny (SOM) oraz galaniny (GAL) w wyznakowanych wstecznie komorkach IMG
zaopatrujacych jajniki loszek dojrzatych ptciowo.

Material i metody: Badania przeprowadzono na seryjnych skrawkach mrozeniowych (grubos¢ 10
pm) zwojow krezkowych tylnych pobranych od loszek (n=3) w 20 dniu cyklu rujowego. Na szes§¢
tygodni przed pobraniem materiatu badawczego, jajniki tych zwierzat nastrzykiwano znacznikiem
neuronalnym Fast Blue (FB), w celu wstecznego wyznakowania neuronéw zaopatrujacych gonady.
Do badan uzyto rutynowej techniki podwdjnych barwien immunofloroscencyjnych wykorzystujacych
réznogatunkowe przeciwciala pierwotne (DBH, NPY, SOM, GAL). Kompleks antygen-przeciwciato
uwidaczniano za pomoca odpowiednich przeciwciat wtornych znakowanych FITC oraz CY3.

Wyniki: Neurony FB* zaopatrujace jajniki obserwowano zaréwno w prawym (66%), jak i lewym
(34%) zwoju IMG. Byly to przede wszystkim komodrki o matej $rednicy (74%), oraz neurony duze
(25%). Wiekszoé¢ komorek (98%) FB™ niezaleznie od ich wielko$ci, zawierato DBH i/lub NPY, DBH
i/lub SOM oraz DBH i/lub GAL. Natomiast, 1% wstecznie wyznakowanych neuronéw nie
wykazywato obecnosci zadnej z badanych substancji. Stwierdzono, ze ok. 50% catej populacji
noradrenergicznych komérek FB® byla jednoczesnie NPY-IR, podczas gdy komorki zawierajace
DBH/SOM i DBH/GAL stanowity 21% oraz 19%, odpowiednio. Z kolei, ok. 70% wszystkich
badanych neuronéw byto DBH-IR, a NPY-, SOM- i/lub GAL-immunonegatywnych. Co wiecej,
wykazano, takze wystepowanie populacji nielicznych (ok. 2%) nienoradrenergicznych komoérek FB-
IR, zawierajacych NPY, SOM lub GAL. Neurony kodujace DPH, DBH/NPY, DBH/SOM oraz
DBH/GAL, jak roéwniez nienoradrenergiczne komorki NPY-, SOM-, GAL-IR lokalizowano przede
wszystkim w centralnym obszarze zwoju. Ponadto, wykazano, ze perikariony FB*, niezaleznie od
centralnej lub obwodowej lokalizacji byty zaopatrywane przez pojedyncze lub nieliczne (2-5) witdkna
nerwowe DBH-, NPY-, SOM- lub GAL-IR.

Whioski: Uzyskane wyniki badan po raz pierwszy pokazuja dystrybucje i kodowanie chemiczne
neuronow zwoju krezkowego tylnego unerwiajacego jajnik loszek dojrzatych ptciowo. Wystgpowanie
licznej populacji neuronéw noradrenergicznych IMG moze sugerowac na ich wazna fizjologiczna role
w prawidlowym funkcjonowaniu gonad $win.
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LOKALIZACJA P450scc, 3B-HSD | P450arom W TORBIELOWATO
ZMIENIONYCH JAJNIKACH SWINI

THE LOCALIZATION OF P450scc, 3B-HSD AND P450arom IN THE
CYSTIC-CHANGED PORCINE OVARIES

Anna Kozlowska, Barbara Jana

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn,
andzik@pan.olsztyn.pl

Cel pracy. Zwyrodnienie torbielowate jajnikéw (ZTJ), bedace nastgpstwem uposledzenia owulacji,
jest czestym i powaznym schorzeniem U samic zwierzat gospodarskich, gléwnie kréw, powodujacym
czasowyq lub trwata nieptodnos¢. Pomimo wieloletnich badan, etiopatogeneza tego schorzenia nie jest
jeszcze catkowicie wyjasniona. Obecnie przyjmuje si¢, ze torbiele powstaja najczesciej w wyniku
zaktocen wspotzaleznosci sekrecyjnych miedzy podwzgorzem, przysadka, a jajnikiem. Z przegladu
pisSmiennictwa wynika, 7e jedna z przyczyn VAN u krow
i $win moga by¢ zaburzenia sekrecji hormondéw steroidowych powstajace m.in. w wyniku zmian
aktywno$ci enzymu rozszczepiajacego tancuch boczny cholesterolu (P450.), dehydrogenazy 3(-
hydroksysteroidowej (33-HSD) oraz aromatazy (P450,,m). Do tej pory nie badano zmian w lokalizacji
enzymow uczestniczacych w syntezie hormonéw steroidowych
w torbielowatych jajnikach $wini, dlatego celem niniejszego doswiadczenia byto okreslenie lokalizacji
P4504, 3p-HSD i P450,,,m W gonadach loszek po indukcji status polycysticus.

Material i metody. Torbiele jajnikowe u loszek (grupa DXM, n=6) byly indukowane poprzez
domig$niowe podawanie fosforanu sodowego deksametasonu (DXM) w ilosci 3,3 pm/kg masy ciata
od 7 do 21 dnia pierwszego badanego cyklu rujowego. W tym samym czasie zwierzetom z grupy
kontrolnej (K, n=6) podawano ptyn fizjologiczny. W 11 dniu drugiego badanego cyklu rujowego
pobrano jajniki i przeprowadzono ich oceng¢ makroskopowa. W celu okreslenia lokalizacji P450s, 33-
HSD i P450,,,m kriostatowe skrawki gonad barwiono metoda pojedynczej immunofluorescencji.
Wyniki. W jajnikach loszek otrzymujacych DXM stwierdzono obecnos$¢ torbieli o $rednicy
1-2 cm, w ilosci 7.0£1.2 na jajnik, obnizenie (P<0.05) liczby pecherzykow o $rednicy 1-3 mm oraz
brak pecherzykow o $rednicy 4-6 mm i ciatek zottych. Mikroskopowe obserwacje torbielowato
zmienionych jajnikoéw wykazaly stabsza immunoreaktywnos¢ (IR) P450,, w komorkach
pecherzykowych (KP) pecherzykéw primordialnych w poréwnaniu do loszek kontrolnych. W grupie
DXM, dodatnig IR P450, stwierdzono w komoérkach ziarnistych (KZ) pecherzykow drugorzedowych,
podczas gdy nie obserwowano jej w grupie K. KZ pecherzykow trzeciorzedowych o $rednicy do 3 mm
zwierzat otrzymujacych DXM byly P450,.-negatywne. Komorki te w grupie K wykazywaty staba IR
P450s.. U loszek, ktorym podawano DXM reakcja barwna P450s., byla intensywniejsza w
komorkach ostonki wewngtrznej (KOW) pecherzykow trzeciorzedowych o $rednicy do 3 mm niz u
zwierzat kontrolnych. W KZ i KOW torbieli IR P450, byta wyzsza w poréwnaniu z pecherzykami o
srednicy 4-6 mm w grupie K. W grupie DXM staba reakcje w kierunku 3p3-HSD wykazano w KP
pecherzykow primordialnych, KZ pecherzykow pierwszo- i drugorzedowych. W grupie K komorki te
byly immunonegatywne. Brak IR 33-HSD stwierdzono takze w KZ pecherzykow trzeciorzedowych o
srednicy 4-6 mm, podczas gdy KZ w torbielach wykazywaly staba reakcje. Immunoekspresja P450,10m
byla silniejsza w KZ pecherzykow trzeciorzedowych o $rednicy do 3 mm w grupie DXM niz w grupie
K. W KZ i KOW torbieli IR P450,,, byta intensywniejsza w porownaniu do tej, obserwowanej w
pecherzykach trzeciorzgdowych o $rednicy 4-6 mm w grupie K.

Whiosek. Uzyskane wyniki pokazuja, ze w torbielowatych jajnikach §wini zmieniona jest lokalizacja
P4504cc, 3B-HSD i P450,m.
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ANTYAPOPTOTYCZNY WPLYW DZIALANIA GRELINY W
PECHERZYKU JAJNIKOWYM SWINI

ANTI-APOPTOTIC EFFECT OF GHRELIN IN PIG OVARIAN
FOLLICLES

Aagnieszka Rak, Ewa Gregoraszczuk

Zaktad Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow,
e-mail: agnieszka.rak@uj.edu.pl

Wstep: Proces atrezji pecherzyka jest jednym proceséw kontrolujacych prawidtowy wzrost i funkcje
pecherzyka jajnikowego. Jest to hormonalnie kontrolowany, molekularny proces apoptozy. Na
kazdym ze stadiow rozwoju pgcherzyka moga one ulec atrezji. Z ogromnej puli pecherzykow
jajnikowych niewiele, ok. 1% owuluje. Pozostale ulegaja atrezji, czyli fizjologicznej degradacji i
eliminacji na r6znych etapach folikulogenezy.

Grelina jest 28 aminokwasowym peptydem, wyizolowanym z zotadka szczura, ktorego
dziatanie polega przede wszystkim na stymulacji wydzielania hormonu wzrostu oraz zwigkszaniu
taknienia i indukowaniu otylosci. Ostatnie badania wskazuja na znaczaca role tego hormonu w
regulacji funkcji rozrodczych. Grelina jest hormonem wydzielanym przez pegcherzyk jajnikowy i
regulujacym procesy steroidogenezy i proliferacji komorek jajnika.

W zalezno$ci od rodzaju tkanki grelina w rézny sposob reguluje proces apoptozy.
Antyapoptotyczne dziatanie greliny wykazano m.in. w kardiomiocytach, adipocytach i komoérkach
endotelialnych. Proapoptotyczne dziatanie greliny wykazano w komoérkach nowotworowych
nadnerczy (aldosteroma i adrenocarcinoma).

Cel pracy: Celem pracy byto zbadanie wptywu greliny na procesy apoptozy zachodzace w
komorkach pecherzyka jajnikowego $wini.

Material i Metody: Hodowle prowadzono w postaci kokultur komoérek warstwy ziarnistej oraz
ostonki wewngtrznej pecherzyka. Po 24 godzinach inkubacji, pozywke zmieniano na $wieza (M199),
dodawano greling w wzrastajacych dawkach: 100, 250, 500 i 1000pg/ml i hodowano przez 48 godzin.
Proces apoptozy badano trzema niezaleznymi metodami:

1. Badanie aktywnosci caspazy-3: Po zakonczeniu hodowli usunigto medium, a w komorkach
oznaczano aktywno$¢ enzymatyczng kaspazy-3 metoda kolorymetryczna, uzywajac specyficznego
substratu Ac DEVD-pNA-(7amino-4methyl coumarin), Sigma .

2. Okreslenie fragmentacji DNA uzywajac komercyjnie dostepnych zestawoéw Cellular DNA
Fragmentation ELISA firmy Roche, USA. Zestaw ten pozwala oznaczy¢ ilo§¢ uwalnianej do
cytoplazmy wbudowanej we fragmenty DNA bromodeoksyurydyny (BrdU) przez komorki
apoptotyczne towarzyszace degradacji DNA.

3. Okreslenie ilosci komorek apoptotycznych. Detekcjg apoptozy na poziomie pojedynczych komorek
mierzono poprzez kolorymetryczny pomiar fragmentacji DNA jadrowego w komorkach
wykorzystujac peroksydaze chrzanowa i jej substrat DAB (3,3-diaminobenzydyne) wybarwiajac jadra
komoérek apoptotycznych. Do badan wykorzystano zestaw TUNEL Apo-BrdU-IHC™ DNA
Fragmentation Assay Kit (BioCAT, USA).

Wyniki: Grelina we wszystkich stosowanych dawkach obniza aktywno$¢ enzymatyczna kaspazy-3 i
ilo§¢ pofragmentowanych odcinkow DNA. Analiza TUNEL potwierdzita te badania, wykazujac
mniejsza ilos¢ komorek apoptotycznych po podaniu greliny.

Whioski: Przedstawione wyniki wskazuja na antyapoptotyczne dzialanie greliny w komorkach
pecherzyka jajnikowego Swini.

Praca wykonana w ramach projektu: 2748/B/P01/2007/33.
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EKSPRESJA GENU RECEPTORA OREKSYNY TYPU 1
W JAINIKU SWIN W CZASIE CYKLU RUJOWEGO

OREXIN TYPE 1 RECEPTOR GENE EXPRESSION IN THE PORCINE
OVARY DURING THE OESTROUS CYCLE

Nina Smolifiska'?, Anna Nitkiewicz®, Jadwiga Przalal, Tadeusz Kamifiski®

'Katedra Fizjologii Zwierzqt Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 1A,
10-957 Olsztyn; 2E-mail: nina.smolinska@uwm.edu.pl

Oreksyny A i B sa hormonami posiadajacymi wspolny prekursor - prepro-oreksyng, ztozona u
cztowieka 1 $wini ze 130 aminokwaséw. Poznano dotychczas dwa receptory oreksyn:
typu 1 (OX1R) i typu 2 (OX2R). Gtéwna funkcja oreksyn jest udzial w kontroli pobierania pokarmu i
homeostazy energetycznej, a takze w regulacji snu i czuwania. Ostatnie badania sugeruja znaczaca
role oreksyn w regulacji funkcji rozrodczych. Ekspresje genow receptoréw oreksyn wykazano m.in. w
roznych strukturach podwzgorza, przednim i tylnym ptacie przysadki, nerkach, nadnerczach, jadrach i
jajnikach, ale tylko u cztowieka i szczura. Celem prezentowanej pracy bylo zlokalizowanie i
porownanie ekspresji genu OX1R w ciatku zottym §win w 2-3, 10-12 i 14-16 dniu cyklu, oraz w
komorkach ziarnistych i ostonki wewngtrznej pecherzyka jajnikowego $win w 17-19 dniu cyklu.

Ekspresje genu OX1R wykazano za pomoca ilosciowej analizy mRNA metoda real-time PCR.
Mieszanina reakcyjna, obok specyficznych oligonukleotydowych starteréw, zawierata barwnik SYBR
Green, mieszaning dNTP, polimeraze¢ DNA  AmpliTaq Gold i jony Mg?.
Real-time PCR przeprowadzono w 50 pl mieszaniny reakcyjnej w nastgpujacych warunkach:
aktywacja polimerazy DNA w 95°C przez 10 minut, nastgpnie dwa etapy pomnozone przez 40 cykli:
1) denaturacja W celu rozplecenia podwdjnych nici DNA w 95°C przez 15 sekund,
2) przylaczenie starterow do matrycy w 59°C przez 1 minutg. W celu potwierdzenia specyficznosci
amplifikowanych produktow, dla kazdej proby przygotowano krzywa dysocjacji. Ponadto
przeprowadzono sekwencjonowanie  produktu real-time PCR. Dla genéw badanego
i referencyjnego (GAPDH) wykonano krzywe standardowe. Wszystkie proby amplifikowano
w duplikatach, a GAPDH wykorzystano jako standard, wedlug ktérego iloSciowo 0szacowano
ekspresje genu OXI1R. Negatywna kontrole real-time PCR przeprowadzono z uzyciem prob
z woda zamiast cDNA. Pozytywna kontrole ekspresji genu OXIR stanowita ekspresja
w bocznej czgéci podwzgorza.

Stwierdzono ekspresjg genu OX1R w ciatku zottym $win w 2-3, 10-12 i 14-16 dniu cyklu oraz
w komorkach ziarnistych i ostonki wewngtrznej pecherzyka jajnikowego swin w 17-19 dniu cyklu.
Ekspresja mRNA OXIR w ciatku zottym w 2-3 i 10-12 dniu cyklu byta istotnie wyzsza (p<0,05 -
p<0,001) w poréwnaniu z 14-16 dniem cyklu i z ekspresja w komorkach ziarnistych i ostonki
wewngetrznej W 17-19 dniu cyklu. Podobnie istotnie wyZsza
(p<0,01 - p<0,001) ekspresje genu OXI1R stwierdzono w ciatku zottym w 14-16 dniu cyklu rujowego
w stosunku do ekspresji w komorkach ziarnistych i ostonki wewnetrznej. Natomiast w 2-3 i 10-12
dniu cyklu ekspresja receptora w cialku zottym byla na zbliZzonym poziomie. Roznic istotnych
statystycznie nie stwierdzono réwniez w komorkach ziarnistych i ostonki wewnetrznej pecherzyka
jajnikowego. Homologia produktu real-time PCR OX1R (uzyskanego w naszych badaniach) w
stosunku do sekwencji genu OX1R zdeponowanego w Banku Gendéw wyniosta 99%.

Wykazanie zroznicowanej ekspresji genu OXIR w ciatku zoltym oraz w komorkach
ziarnistych i1 ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego swin podczas cyklu rujowego sugeruje, ze
oreksyny poprzez swoj receptor moga odgrywacé istotna rol¢ w kontrolowaniu funkcjonowania uktadu
rozrodczego stanowiac tacznik miedzy homeostaza energetyczna a rozrodem, moze wskazywaé tez na
mozliwo$¢ bezposredniego wptywu oreksyn na funkcjg jajnika.

Praca wykonana w ramach Projektu Badawczego MNiSW Nr N N308 122134 (2008-2011r.).
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CZY CZYNNIK MARTWICY NOWOTWORU-a MODULUJE
WRAZLIWOSC CIALKA ZOLTEGO KROWY NA CZYNNIKI
LUTEOTROPOWE?

IS TUMOR NECROSIS FACTOR-ao AN MODULATOR OF
SENSITIVITY OF BOVINE CORPUS LUTEUM ON LUTEOTROPIC
FACTORS?

Anna Z. Szbstek, Karolina Fukasik, Mamadou M. Bah, Dariusz J. Skarzynski ,

! Zaktad Immunologii Rozrodu, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci PAN, Olsztyn
skadar@pan.olsztyn.pl

Czynnik martwicy nowotworu-o (TNFa) w uktadzie rodnym moze wykazywaé zaréwno
dziatanie luteotropowe przez stymulacj¢ proliferacji komorek sréodbtonka naczyn CL, regulacje
produkcji luteotropowej prostaglandyny E, (PGE,) i posrednio progesteronu (P4) we wczesnej fazie
lutealnej, jak i luteolityczne - uczestniczac z innymi cytokinami w regulacji funkcjonalnej i
strukturalnej luteolizy. Celem pracy byto okreslenie, czy TNFa wptywa na wrazliwo$é CL na czynniki
luteotropowe (hormon luteinizujacy - LH, PGE,) oraz czy moze regulowa¢ pulsacyjne uwalnianie P4 z
CL krowy in vitro. W badaniach okres$lony zostat: (1) posredni wptyw TNFa na wydzielanie P4 w CL
- poprzez czynniki regulacyjne uwalniane z macicy (prostaglandyny); (2) posredni wptyw TNFa na
wrazliwo$¢ CL na czynniki luteotropowe (LH, PGE,), poprzez czynniki regulacyjne uwalniane z
macicy; (3) bezposredni wptyw TNFa na pulsacyjne wydzielanie P4 z CL in vitro; 4) bezposredni
wptyw TNFa na wrazliwos¢ CL na czynniki luteotropowe (LH, PGE,).

W Doswiadczeniu 1. na 4 godz. przed przyzyciowym pobraniem CL (8-9 dzien cyKlu),
zwierzgtom podawano we wlewie domacicznym TNFa w dawkach: 0.01pg (dawka luteolityczna) i
Ipug w 5 ml ptynu fizjologicznego (dawka luteotropowa). CL pozyskano poprzez kolpotomig. Jedng
czg$¢ CL uzyto do hodowli i pocigto na skrawki (okoto 50 mg), ktére preinkubowano w medium
hodowlanym DME/F12 i stymulowano LH (100 ng/ml) oraz PGE, (10°M) przez 24h. W medium
zmierzono stezenie P4, PGF,, i PGE; metoda EIA. Druga czes¢ CL zabezpieczono w RNA-later i
zamrazano do czasu wykonania dalszych analiz; ekspresji genow dla syntazy PGF,, (AKR1B5),
syntazy PGE, (PGES) oraz genu referencyjnego GAPDH metoda Real Time RT-PCR. Wykazano, ze
TNFa, w obu dawkach zwigkszyt wydzielanie P4 oraz PGE,, przy czym w dawce 0.01pg zwigkszyt
(P<0.05) a w dawce 1ug zmniejszat dodatkowo poziom PGF,, (P<0.05). Po podaniu TNFa w dawce
0.01 pg obnizyto si¢ LH-stymulowane wydzielanie P4 Natomiast w dawce 1 pg wzrosto wydzielanie
P4, a za to obnizylo sie stezenie PGF,, i PGE,. Pod wptywem TNFa podanego do macicy w dawce
0.01pg wzrosta ekspresja genu AKR1B5 (P<0.05) w CL, a ekspresja PGES nie zmienita si¢ (P>0.05).
Natomiast pod wptywem TNFa podanego w dawce 1pug obnizyta sie ekspresja AKR1B5 (P<0.05), a
ekspresja PGES pozostata na tym samym poziomie (P>0.05). W Doswiadczeniu 2. CL krowy (8-9
dzien) perfundowano w systemie mikrodializy in vitro ptynem fizjologicznym (grupa kontrolna) lub
TNFa (1 pg/ml), a nastepnie LH (1 pug/ml) lub PGE; (2 x 10 M). Dawki wybrano w doswiadczeniu
wstepnym - dawke TNFa nalezy uzna¢ za niska-luteolityczna, uwzgledniajac 1-2% wydajno$¢ kaniuli
mikrodializacyjnej. W perfuzatach mierzono stezenie P4, PGF,, i PGE; metoda EIA. Stezenie PGF,,
bylo ponizej czutosci metody. Wykazano, ze TNFo hamowal stymulujacy wptyw LH i PGE, na
uwalnianie P4 (P<0.05), przy jednoczesnym braku wptywu na pulsacyjne i podstawowe uwalnianie P4
(P>0.05).

Dziatanie TNFa na CL (posrednie i bezposrednie) jest zalezne od dawki. Dawka niska, podana
zarowno do CL, jak i do macicy, wzmaga procesy luteolityczne i zmniejsza wrazliwos¢ CL na
czynniki luteotropowe. Wysokie dawki tej cytokiny podane in vivo stymuluja szlak przemian
metabolicznych zawiazanych z procesami luteotropowymi, wzmagajac synteze i uwalnianie PGE; i P4
w CL krowy.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego MNiSW nr 2P06K 025 29.
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PIERWOTNE KOMORKI PLCIOWE I MOZLIWOSC
NEO-OOGENEZY W JAJNIKACH DOROSLYCH MYSZY

GERMLINE STEM CELLS AND POSSIBILITY OF NEO-OOGENESIS
IN OVARY IN THE ADULT MICE

Leopold Sliwa

Zaklad Biologii Rozwoju Czlowieka, Instytut Pielegniarstwa i Poloznictwa, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski,
ul. Kopernika 7, 31-034 Krakéw e-mail:leosliwa@cm-uj.krakow.pl

Powszechnie akceptowanym w embriologii jest stwierdzenie, ze poczatkowe etapy oogenezy,
takie jak powstawanie i namnazanie pierwotnych komorek ptciowych, réoznicowanie si¢ oogonii i ich
podziaty mitotyczne oraz roznicowanie si¢ oocytow pierwszego rzedu zachodzi u ssakow jedynie w
okresie prenatalnym. Po urodzeniu w jajnikach wystepuje zdeterminowana ilo$¢ pecherzykdw
pierwotnych w ktdrych zatrzymane w profazie I mejozy oocyty stanowia definitywna pule komorek
odpowiedzialnych za ptodnos$¢ samicy. Pierwotne komoérki plciowe oraz mozliwos¢ statego
powstawania nowych pokolen oogonii ma miejsce naturalnie jedynie w jajnikach niektorych ssakow
np. wybranych gatunkéw malpiatek. Znane sa, coraz liczniejsze, doniesienia wskazujace na stata
obecnos¢ pierwotnych komorek plciowych oraz mozliwos¢ zachodzenia w okresie postnatalnym
poczatkowych etapow oogenezy (neo-oogenezy) w jajnikach myszy i cztlowieka. (Johnson i wsp.2004:
Bukovsky i wsp. 2004) Celem pracy jest znalezienie dodatkowych danych weryfikujacych hipoteze
mozliwos$ci zachodzenia neo-oogenezy w jajnikach dorostych myszy.

Materiatem do badan byty jajniki 3 do 5 miesigcznych myszy szczepu BALBc z hodowli
Zaktadu Biologii Czlowieka, obrabiane standardowa metoda histologiczna, barwione hematoksyling i
eozyna, barwnikiem Giemzy oraz histochemicznie na aktywno$¢ fosfatazy zasadowe;.

W trakcie mikroskopowej analizy jajnikow dorostych myszy stwierdzono w nablonku
pokrywajacym gonadg obecnos¢ komoérek majacych cechy pierwotnych komoérek ptciowych. Sa one
wigksze od nabtonkowych, maja nieregularne ksztalty oraz wykazuja aktywno$c¢ fosfatazy zasadowe;j.
Komorki te dziela sig¢ rowniez mitotycznie i maja sklonno$¢ do opuszczania nabtonka. Wydaje sig, ze
w tym przypadku moga jeszcze znacznie powicksza¢ wymiary co sugeruje ich przemiang w oogonia.
W najbardziej zewnetrznej warstwie kory jajnika, w bezposrednim kontakcie z nabtonkiem
okrywajacym spotykane sa duze komorki przechodzace podziaty mitotyczne po ktorych pozostaja w
scistym kontakcie. Komoérki te maja ameboidalne ksztalty, wykazuja staba aktywnos¢ fosfatazy
kwasnej 1 zostaly sklasyfikowane jako namnazajace si¢ oogonia. Stwierdzono réwniez ich dalsze
przemieszczanie si¢ w bardziej wewngtrzne warstwy kory jajnika gdzie po dalszym powigkszeniu
wymiarOw rozpoczynaja profaze podzialu mejotycznego a wokot niektorych gromadza si¢ komorki
ziarniste formujac jajnikowe pecherzyki pierwotne. Opisane procesy nie sa czeste, gdyz w jajniku
mozna odszuka¢ jedynie pojedyncze komorki znajdujace si¢ w opisanych stadiach rozwoju.

Dokonane obserwacje wskazuja na mozliwos¢, cho¢ ograniczona, funkcjonowania lub
powstawania w jajnikach dorostych myszy komoérek praptciowych oraz ich namnazania i
przeksztatcania si¢ w oogonie i oocyty mogace regenerowac pierwotne pecherzyki jajnikowe. Nie jest
jasna jednak geneza i znaczenie tego procesu gdyz ze wzgledu na jego unikalno$é nie moze on miec
istotnego znaczenia dla ptodnos$ci samic.

Obecnie trwaja badania nad aktywnoscia genetyczna tych komorek, majace na celu
potwierdzenie wstepnych, histologicznych, obserwacji mozliwosci ich zaangazowania w neo-
oogenezg.

Johnson J., Canning J., Kaneko T., Pru J.K., Tilly J.L. 2004. Germline stem cells and follicular renewal in the postnatal
mammalian ovary. Nature 428, 145-150.

Bukovsky A., Caudle M.R., Svetlikowa M., Upadhyaya N.B. 2004. Origin of germ cells and formation of now primary
follicles in adult human ovaries. Reprod. Biol. Endocrinol. 2, 20-35.
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JAKOSC OOCYTOW A DOJRZALOSC PLCIOWA LOSZEK

QUALITY OF OOCYTES IN RELATION TO PUBERTY OF GILTS

Ewelina Warzych-Plejer, Emilia Pers-Kamczyc, Natalia Renska, Magdalena Giertych, Kamila Braun,
Dorota Lechniak

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, ul. Wotynska 33, 60-637 Poznan,
lechniak@jay.au.poznan.pl

Optymalizacja procedury pozyskiwania zarodkéw $§wini w warunkach laboratoryjnych ma kluczowe
znaczenie dla rozwoju bardziej zaawansowanych biotechnik jak klonowanie czy transgeneza. Ze
wzgledu na anatomiczne i fizjologiczne podobienstwa do cztowieka, $winia odgrywa szczegolng role
jako gatunek modelowy. Podstawowym zrodtem oocytéw w procedurze zaptodnienia in vitro sa
jajniki loszek rzeznych. W chwili osiagania masy ubojowej okoto 100kg, wiele loszek nadal nie jest
dojrzata pitciowo. Poniewaz oocyty samic niedojrzatych piciowo charakteryzuja si¢ obnizonym
potencjalem rozwojowym, zjawisko to moze ogranicza¢ efektywnos$¢ procedury dojrzewania i
zaptodnienia oocytow $wini in vitro.

Celem niniejszej pracy jest ocena jakosci oocytow pozyskanych od niedojrzatych (LND) i dojrzatych
(LD) ptciowo loszek rzeznych.

Material i metody: kompleksy oocyt-kumulus (KOK) pozyskiwano z jajnikow loszek rzeznych.
Dojrzalo$¢ plciowa oceniano na podstawie morfologii jajnikow, gtownie obecnosci cialek zottych
(Bagg i wsp Theriogenology 62 2004). KOK o prawidtowej morfologii poddawano testowi BCB w
celu identyfikacji oocytow o wysokiej kompetencji rozwojowej (El Shourbagy i wsp Reproduction
131 2006). Obie kategorie KOK (BCB+, BCB-) poddano dojrzewaniu in vitro, po czym usunieto
otaczajace komorki pecherzykowe i zmierzono wewngtrzna $rednicg ostonki przejrzystej [klasy
wielkosciowe: 1) <120,0um; 2) >120,0um; Hirao i wsp JReprodFertil 100 1994].Oocyty z
poszczegdlnych klas analizowano w kierunku apoptozy metoda Tunel.

Wyniki: badaniami obje¢to 967 KOK o prawidtowej morfologii (LND 567, LD 398). Zdecydowana
wigkszos¢ KOK (83.7%) posiadata wysoka kompetencj¢ rozwojowa (BCB+), przy czym udziat
oocytow niekompetentnych (BCB-) byl 2x wyzszy u loszek niedojrzatych (21.8%) niz dojrzatych
(10.3%). Wigkszo$¢ analizowanych KOK (84.2%) posiadalo S$rednicg powyzej 120um. Po
uwzglednieniu kategorii samic okazalo si¢, ze wigcej oocytow loszek LND miato §rednice <120pum
(41.5%) w porownaniu z loszkami LD (31.0%). Komorki apoptotyczne (Tunel+) stanowily
odpowiednio 17.5% oraz 25.5% oocytow loszek LND i LD. Czgsto$¢ apoptozy byta istotnie wyzsza
wsérod oocytow BCB+ (17.6%) niz BCB- (4.0%). Szczegotowa analiza oocytow kompetentnych
(BCB+) wykazala, ze istotnie wigcej oocytow BCB+ loszek dojrzatych (85.3%) miala $rednice
>120pm w pordwnaniu z oocytami loszek niedojrzatych (52.7%). Czgstos¢ apoptozy byla ponad 2-
krotnie wyzsza w oocytach BCB+ pozyskanych od loszek dojrzatych (24.2%) w poréwnaniu z LND
(10.8%).

Podsumowanie. Dwa sposrod trzech parametrow przyjetych w niniejszej pracy do oceny jakosci
oocytow $wini (test BCB, $rednica) charakteryzowaty lepsza jako$¢ oocytow pozyskanych z jajnikow
loszek dojrzatych piciowo. Ta grupa loszek charakteryzowata si¢ jednak wyzsza czgstoscia apoptozy,
szczegOlnie w grupie BCB+. Ponadto jakos$¢ tej kategorii komorek w istotnym stopniu zalezy od
uzyskania dojrzatosci plciowej przez dawczynig.
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ODCHOW CIELAT JELENIA SZLACHETNEGO | WYBRANE CECHY BEHAWIORU W
OKRESIE ROZRODCZYM

REARING OF RED DEER CALVES AND CHOOSEN TRAITS OF BEHAVIOUR DURING
REPRODUCTION SEASON
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Prowadzenie badan nad rozrodem jelenia szlachetnego w warunkach fermowych wymaga
posiadania zwierzat odpowiednio oswojonych. W tym celu opisano procedury odchowu cielat, ktore
pozwalaja na uzyskanie osobnikow obojga pici tolerujacych bezposredni kontakt z czlowiekiem.

W czwartym dniu po urodzeniu, po okresie siary, cielaki odtaczano od matek i przenoszono
do zagrody, oddalenie ktorej uniemozliwiato sensoryczny kontakt z innymi jeleniami. Od chwili
odtaczenia, przez okres 90 dni, cielgta byly karmione mlekiem krowim, przy czym czgstos$¢ stopniowo
zmniejszano z 4 razy w ciagu dnia w pierwszym miesiacu, do jednego karmienia w trzecim miesiacu
odchowu. W tym okresie cielgta wyprowadzano na spacery, zwigkszajac mozliwo$¢ kontaktu z
ludzmi. Do pobierania nasienia, przy zastosowaniu sztucznej pochwy, uzywano dorostych piciowo tan
prowokatorek, ktore byly uspakajane niskimi dawkami (od 0,16 do 0,23 ml, iniekcje domig$niowe)
10% Rompunu (Xylazine), a dodatkowo ich zad spryskiwano moczem pobranym od tan w rui.
Intensywno$¢ libido 5 bykéw w okresie pobierania nasienia, w trzech kolejnych sezonach
rozrodczych, oceniano poprzez pomiar czasu stoperem; T1 - czas od wprowadzenia tani na zagrode do
pierwszego kontaktu byka z tanig oraz T2 - czas od pierwszego kontaktu do oddania nasienia.
Odnotowywano rowniez agresywne zachowanie si¢ bykéw w stosunku do obstugi, zgrzytanie zgbami,
flemen, tzw. chod rownolegly, pozorowany i rzeczywisty atak poprzez ogrodzenie, spryskiwanie
moczem podbrzusza oraz wystgpowanie charakterystycznego zapachu feromonow. Intensywnosé
ryczenia w ciagu dnia szacowano w skali trzystopniowe;j.

Zastosowane metody odchowu cielat (imprinting), po uzyskaniu przez nie dojrzatosci
plciowej, pozwalaja na prowadzenie doswiadczen wymagajacych czgstego kontaktu i m.in. na
kolekcje nasienia. Sredni czas T1 za caty okres obserwacji wynosit okoto 30 sek, natomiast w okresie
szczytu rykowiska (25 wrzesien - 23 pazdziernik) kontakt byka z lanig byt natychmiastowy. Sredni
czas T2 dla calego okresu obserwacji wynosit 1,5 minuty, natomiast w szczycie rykowiska wynosit
srednio 30 sekund. Stwierdzono, iz mtode byki (1,5 do 3 lat) cechuje wigksza 1lo$¢ wspig¢ na tanig do
skutecznego pobrania nasienia oraz wydtuzone czasy T1 i T2 w porownaniu do bykéw starszych.
Pojawienie si¢ zapachu feromonow odnotowano srednio 51 dni po wytarciu poroza, ktéremu zwykle
towarzyszyl odruch spryskiwania moczem podbrzusza. Najwyzsza aktywno$¢ ryczenia
odnotowywano ok. 2 - 3 tygodni wczesniej, niz Stwierdzona najwyzsza agresywnos¢, ktora byki
wykazywaly w drugiej potowie pazdziernika.

W poréwnaniu do dzikich populacji jelenia szlachetnego, okres rozrodczy oraz zwigzane z
nim cechy behawioralne jeleni fermowych sa znacznie wydtuzone.
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SEKRECJA STEROIDOW PO EKSPOZYCJI KOMOREK
PECHERZYKOWYCH NA NATURALNA MIESZANINE POPs

STEROID SECRETION FOLLOWING EXPOSURE OF OVARIAN
FOLLICULAR CELLS TO REAL LIFE POPs MIXTURES

E. Gregoraszczuk

Zaktad Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow.
E-mail: ewa.gregoraszczuk@uj.edu.pl

Wstep: Zanieczyszczenie $rodowiska trwatymi zwiazkami organicznymi okreslanymi jako POPs (
persistent organic pollutants ), do ktorych naleza dioksyny, polichlorowane dwufenyle (PCBs), DDTs
i przeciwpalne zwiazki bromowane (BDEs) jest problemem globalnym . Zanieczyszczenia te zwykle
wystepuja w mieszaninach i dlatego problemem jest oszacowanie skutkow zdrowotnych.

Cel pracy: 1) okreslenie wptywu trzech mieszanin POPS: a)- uzyskanej z watroby dorsza zyjacego w
Atlantyku (MMix), b)- uzyskanej z watroby migtusa zyjacego w jeziorze Mjosa (Mjosa Mix) i ¢)- z
watroby migtusa zyjacego w jeziorze Losna (Losna Mix) z terenu czystego ekologicznie.; 2)
okreslenie ktory ze zwiazkdw wystepujacych w najwyzszym stezeniu w mieszaninie jest
odpowiedzialny za obserwowane efekty.

Material i Metody: Kokultury komoérek ostonki wewngtrznej i warstwy ziarnistej hodowano przez
48 godz z wrastajacymi dawkami poszczegdlnych mieszanin (1,5,10,50,100,500,1000). Po
zakonczeniu hodowli w pozywce okreslono st¢zenie progesteronu, testosteronu i estradiolu. W EKip
2- komorki poddawano dziataniu zdefiniowanych mieszanin zwiazkéw wystepujacych w najwyzszym
stezeniu (PCB153, 138, 126, 108, DDT, DDE)

Rezultaty: Chemiczna analiza wykazata, ze dominujace w MMix zwiazki to PCB i DDT/DDE
podczas gdy dominujacymi w MjosaMix byty PBDEs. Najnizsze stgzenie wszystkich zwiazkow
zanotowano w LosnaMix. Jakkolwiek wszystkie mieszaniny statystycznie istotnie stymulowaty
sekrecje steroidow z natgzeniem MMix>Mjosa Mix>Losna Mix. Dalsze badania wykazatly, ze
niektore zwiazki wchodzace w sktad mieszanin moga dziata¢ synergistyczne a inne znosi¢ estrogenne
dziatanie innych.

Whiosek: Nawet mieszaniny zawierajace niewielkie ilosci POPs moga zaburza¢ funkcje jajnika.
Silne stymulacyjne dzialanie niskich dawek potwierdza "hormesis-dose response" tych zwiazkow.
Komplikuje to mozliwo$¢ przewidywania ryzyka narazenia na POPs. Waznym stwierdzeniem jest fakt
silnego estrogennego dzialania DDE. To wilasnie ten zwiazek obecny w kazdej mieszaninie jest
prawdopodobnie odpowiedzialny za estrogenne dziatanie mieszanin.

Finansowane czg¢$ciowo przez DS/BiNoZ/1Z/KF/772/ 2006-2007
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WPLYW IZOFLAWONOW SOJOWYCH PODAWANYCH PRE- |
POSTNATALNIE NA AKTYWNOSC WYBRANYCH ENZYMOW
ANTYOKSYDACYJNYCH W KOMORKACH MESKIEGO UKLADU
PLCIOWEGO SZCZUROW

INFLUENCE OF SOYA ISOFLAVONES ADMINISTERED PRE- AND
POSTNATALLY ON THE ACTIVITY OF SELECTED
ANTIOXIDATIVE ENZYMES IN CELLS OF RATS MALE
REPRODUCTIVE SYSTEM

'Mariola Marchlewicz, *Irena Baranowska-Bosiacka, ‘Katarzyna Piotrowska, ‘Agnieszka Kolasa,
Anna Kondarewicz, 2Dariusz Chlubek, Barbara Wiszniewska
YKatedra i Zaklad Histologii i Embriologii, *Katedra Biochemii i Chemii Medycznej,
Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie, 70-111 Szczecin, al. Powstancéw Wielkopolskich 72
e-mail: mola@sci.pam.szczecin.pl

Cel pracy: Funkcje meskiego uktadu plciowego reguluja oprocz androgendéw réwniez estrogeny. Obecnie w
srodowisku pojawia si¢ coraz wigcej ksenoestrogenow, ktore moga nasladowa¢ lub maskowa¢ dzialanie
estrogendw. Pojawiajace sie w srodowisku ksenoestrogeny moga poprzez zmieni¢ poziomu estrogendow na terenie
jadra i najadrza prowadzi¢ do zaburzenia morfologii i funkcji tych narzadéw. Jednym z efektow, jakie obserwuje
si¢ po ekspozycji na fitoestrogeny, jest silny efekt antyoksydacyjny. Izoflawony sojowe dziataja jako wymiatacze
wolnych rodnikéw (efekt nieenzymatyczny), jak 1 zmieniaja poziom niektorych enzymoéw antyoksydacyjnych w
komorkach.

Celem pracy byla wstgpna ocena wptywu izoflawondéw sojowych, podawanych od okresu prenatalnego az do
osiagnigcia dojrzatosci plciowej na aktywnos¢ 1 immunoekspresje dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1), a takze na
aktywnos¢ peroksydazy glutationowej (GPX1), katalazy (CAT) i reduktazy glutationu (GR) w jadrach i najadrzach
SZCZUrow.

Materiat i metody: Cigzamym samicom szczuréw szczepu Wistar a nastgpnie nowonarodzonym szczurom do
ukonczenia 3. miesiaca zycia, podawano daidzeing i genisteing (MenoStop, HASCOLEK, SoyaMeno, Terpol),
izoflawony sojowe o udowodnionym potencjale estrogenowym, w dawce 200mgkg m.c./dobg p.o. Po
zakonczeniu do$wiadczenia szczury usypiano przy uzyciu Thiopentalu (Biochemie GmbH, Austria) w dawce 200
mg/kg i.p. Pobrane jadra i najadrza przeznaczono do badan immunohistochemicznych i biochemicznych.
Oznaczanie aktywnosci enzymow: GPX1, SOD1, CAT, GR wykonano w homogenatach jader i najadrzy, z
wykorzystaniem standaryzowanych zestawow (Oxis, Polska). Wszystkie odczynniki zostaly uzyte $cisle wg
instrukcji zawartej w zestawie. W celu zbadania immunoekspresji dysmutazy ponadtlenkowej w komorkach jader i
najadrzy preparaty histologiczne inkubowano przez 60 min. w temp. pokojowej z mysim monoklonalnym
przeciwciatem pierwszorzgdowym przeciwko SOD1 (NCL-SODV, clone 30F11; Novocastra Lab. Ltd) w stgzeniu
koncowym 1:25. Dla uwidocznienia kompleksu antygen-przeciwcialo zastosowano zestaw EnVision"System-
HRP (DAB) (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) opierajacy sie na reakcji avidyna-biotyna-peroksydaza
chrzanowa z diaminobenzydyna (DAB) jako chromogenem. Preparaty oceniano w mikroskopie $wietlnym
(Axioskop Zeiss, Niemcy). Jako pozytywny wynik reakcji uznano brazowy odczyn w cytoplazmie komorek. Dla
sprawdzenia specyficznodci wiazania przeciwciata pierwszorzedowego, wykonano reakcje z pominigciem tego
przeciwciala.

Wyniki:Wykazano istotne zwigkszenie aktywnosci peroksydazy glutationowej w homogenatach glowy najadrzy,
katalazy w homogenatach glowy i ogona najadrzy szczuréw traktowanych przed- a nastepnie po urodzeniu
izoflawonami sojowymi. Zaobserwowano tez istotnie wyzsza aktywno$¢ CAT w homogenatach ogona w
porownaniu do glowy najadrzy szczuréw do$wiadczalnych. Nastapit takze istotny wzrost aktywnosci reduktazy
glutationu (GR) zaréwno w homogenatach glowy, jak 1 ogona najadrzy szczuréw doswiadczalnych, w poréwnaniu
do kontrolnych. Istotnie zwigkszyla si¢ rowniez aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1) w badanych
odcinkach najadrzy szczuréw traktowanych izoflawonami sojowymi. Wynik ten byt w zgodzie z uzyskanym w
reakcji immunohistochemicznej, ze specyficznym przeciwcialem anty-SOD1. Wzor immunolokalizacji SOD1 u
zwierzat doswiadczalnych byt podobny do uzyskanego w grupie zwierzat kontrolnych, ale nieco intensywniejszy.
Whioski: Ekspozycja samcow szczuréw na izoflawony sojowe (daidzeine i genisteing), w dawce 200mg/kg
m.c./dobg, od okresu prenatalnego az do osiagnigcia petnej dojrzatosci piciowej ma znaczacy wplyw na aktywnos¢
enzymow antyoksydacyjnych: SOD1, GPX1, CAT, GR w komorkach mgskiego ukladu ptciowego szczura.
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WPLYW DAIDZEINY NA STEROIDOGENEZE I EKSPRESJE
MRNA RECEPTOROW ESTROGENOWYCH W KOMORKACH
ZIARNISTYCH JAJNIKA SWINI

THE EFFECT OF DAIDZEIN ON STEROIDOGENESIS AND
EXPRESSION OF THE ESTROGEN RECEPTORS MRNA IN PORCINE
GRANULOSA CELLS

Anna Nynca, Olga Kraszewska, Renata Ciereszko

Katedra Fizjologii Zwierzqt, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warminisko-Mazurski w Olsztynie; ul. Oczapowskiego 1A, 10-719
Olsztyn, reniac@uwm.edu.pl

Cel pracy. Daidzeina, fitoestrogen wystgpujacy m. in. w soi, wptywa na procesy rozrodcze ludzi i
zwierzat. Dzialanie daidzeiny moze obejmowa¢ wplyw na jajnikowa sekrecje hormonow
steroidowych, przemiany steroidow oraz na ekspresje receptorow estrogenowych w komorkach
steroidogenicznych. Celem do§wiadczen bylo zbadanie wplywu daidzeiny na: 1/ podstawowa
i stymulowana przez FSH produkcj¢ progesteronu (P,) i estradiolu (E;) przez komorki ziarniste
izolowane ze s$rednich pecherzykow jajnikowych $wini, 2/ zywotno$¢ hodowanych komorek
ziarnistych, i 3/ ekspresj¢ mRNA receptorow estrogenowych o i B (ERa i ERB) w badanych
komoérkach.

Material i metody. Komorki ziarniste izolowano ze $rednich, rosnacych (3-6 mm) pecherzykow
jajnikowych  §wini. Po  hodowli  wstepnej (48-72  godz.; 300 tys. komdrek/ml;
20 tys. komodrek/100 pl lub 2 min komorek/3 ml medium Eagle’a, 37°C, 95% powietrza,
5% CO,)., komérki hodowano z daidzeina (0,05-50 puM) i/lub FSH (100 ng) przez 48 godzin.
Po =zakonczonej hodowli, metoda radioimmunologiczna oznaczano koncentracic P, i E;
w medium hodowlanym. Zywotno$¢ komoérek hodowanych w obecnoéci daidzeiny badano przy
uzyciu spektrofotometrycznego testu alamarBlue™. Ekspresic mRNA ERo i ERp w komérkach
ziarnistych oznaczano potilo§ciowa metoda RT-PCR przy uzyciu specyficznych starteréw dla ERa
(liczba cykli: 40, temp. przytaczania starteréw: 59°C) lub ER (liczba cykli: 38, temp. przylaczania
starterow: 58°C). Produkty amplifikacji analizowano densytometrycznie
za pomocg programu GelScan (wersja 1,45, Kucharczyk, Polska), a uzyskane dane liczbowe
(jednostki gestosci optycznej — OD) wyrazono w postaci stosunku OD genu ERa lub ERf
do genu metabolizmu podstawowego GAPDH.

Wyniki. Daidzeina wykazywala hamujacy (p<0,05), dawkozalezny wplyw  zaréwno
na podstawowa, jak i stymulowana przez FSH, produkcje P4. Nie wykazano natomiast wplywu tego
fitoestrogenu na produkcje E,. Daidzeina, z wyjatkiem najwyzszej dawki (50 pM),
nie zmieniata zywotno$ci hodowanych komorek ziarnistych. Wykazano istotny (p<0,05), hamujacy
wplyw daidzeiny (0,5 i 5 pM) na ekspresj¢ mRNA ERa. Nie zaobserwowano natomiast wptywu tego
fitoestrogenu na ekspresj¢ mRNA ERp.

Whnioski. Daidzeina moze oddzialywaé na funkcje rozrodcze samic poprzez wplyw
na jajnikowa steroidogeneze i aktywacjg receptorow estrogenowych.

Praca wykonana w ramach grantow: KBN 2 P06D 010 29, PBZ-KBN-084/P06/2002.5.9,
UWM 522.0206.0206 oraz funduszy EFS (dla AN).
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WPLYW NISKICH DAWEK OLOWIU NA IMMUNOEKSPRESJE I
AKTYWNOSC ENZYMOW ANTYOKSYDACYJNYCH W NAJADRZU
DOJRZALYCH PLCIOWO SZCZUROW

INFLUENCE OF LOW LEAD DOSES ON ANTIOXIDANT ENZYMES
IMMUNOEXPRESSION AND ACTIVITY IN ADULT RAT EPIDIDYMIS

Monika Zawi$lak', Bartosz Zawislak®, Irena Baranowska-Bosiacka?, Barbara Wiszniewska’,
Agnieszka Kolasa®, Dariusz Chlubek?, Malgorzata Swider Al-Amawi', Mariola Marchlewicz*

Katedra i Zaklad Histologii i Embriologii oraz
%Katedra Biochemii i Chemii Medycznej
Pomorskiej Akademii Medycznej
70-111 Szczecin, al. Powstancow Wielkopolskich 72
e-mail: mola@sci.pam.szczecin.pl

CEL PRACY

Wieloletnie badania przeprowadzone w Zaktadzie Histologii i Embriologii PAM dotyczace wplywu
olowiu (Pb) na uklad plciowy samcow szczuréw Wistar wykazaly, ze pierwiastek ten bardziej
uszkadza najadrze niz jadro. Przewlekta ekspozycja na Pb powodowala zwigkszenie stezenia
nadtlenkow lipidow w homogenatach najadrza oraz bedaca nastgpstwem tego, wzmozona
chemiluminescencje¢ (ultrastaba emisja $wiatla) z tych homogenatéw oraz obnizenie zawartosci kwasu
askorbinowego w homogenatach najadrza. Zwigkszenie ilosci reaktywnych form tlenu oraz zmiany
stezen substancji o dziataniu antyoksydacyjnym w najadrzu intoksykowanych zwierzat, w porownaniu
do grupy kontrolnej, moga $wiadczy¢ o zaburzeniu rbwnowagi pro- i antyoksydacyjnej. Z uwagi na
ten fakt wykorzystano ekspozycj¢ dojrzatych plciowo szczuréw na otow, jako modelowy przyktad
oddzialywania ksenobiotykéw na najadrze - wazny odcinek meskiego uktadu ptciowego.

MATERAL I METODY

Zwierzeta 1 grupy doswiadczalnej otrzymywaly przez 9 miesigey (czas trwania 5 spermatogenez) do
picia 1% wodny roztwor octanu otowiu — Pb/CH3;COO/, - 3H,O (Polskie Odczynniki Chemiczne,
Gliwice) (Pb), II grupy doswiadczalnej otrzymywaty 1% wodny roztwor octanu otowiu z troloksem,
rozpuszczalnym w wodzie analogiem tokoferolu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid), (Sigma/Aldrich, Polska) w dawce 48 mg/L roztworu octanu otowiu (Pb + troloks). Zwierzgta 111
grupy doswiadczalnej otrzymywaty do picia 1% wodny roztwor octanu otowiu z tokoferolem
(Medana, Polska) w dawce 200 mg/kg m.c./dob¢ (Pb + wit. E). Zwierzeta grup kontrolnych
otrzymywaly do picia odpowiednio wodg destylowana (K), wodg destylowana z troloksem
(K+troloks), wode destylowana z tokoferolem (K+wit. E) w dawkach jak powyzej. Po zakonczeniu
doswiadczenia szczury usypiano przy uzyciu Thiopentalu (Biochemie GmbH, Austria) w dawce 200
mg/kg i.p. Pobrana z serca krew przeznaczono do oznaczen. Wypreparowane jadra i najadrza, po
zwazeniu, przeznaczono do badan immunochistochemicznych i biochemicznych.

Oznaczanie glutationu wykonano z wykorzystaniem standaryzowanego zestawu Bioxytech® GSH-400
(Oxis, Polska). Do badan przygotowano 10% homogenaty tkanek gtowy i ogona najadrzy (w/v) w 5%
roztworze kwasu metafosforowego (Sigma, Polska). Absorbancje mierzono przy dtugosci 400 nm za
pomoca termostatowanego spektrofotometru — Beckman DU 650). Oznaczanie aktywno$ci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD-1), katalazy (CAT), reduktazy glutationu (GR) wykonano z wykorzystaniem
standaryzowanych zestawow (Oxis, Polska). Wszystkie odczynniki zostaty uzyte $cisle wg instrukcji
zawartej w zestawie.

W celu zbadania immunoekspresji dysmutazy ponadtlenkowej w komorkach jader i najadrzy
preparaty histologiczne inkubowano 60 min. w temp. pokojowej z mysim monoklonalnym
przeciwciatem pierwszorzedowym przeciwko SOD-1 (NCL-SOD1, clone 30F11; Novocastra Lab.
Ltd) w stezeniu koncowym 1:25. Dla uwidocznienia kompleksu antygen-przeciwcialo zastosowano
zestaw EnVision'System-HRP (DAB) (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) opierajacy si¢ na
reakcji avidyna-biotyna-peroksydaza chrzanowa z diaminobenzydyna (DAB) jako chromogenem.
Preparaty oceniano w mikroskopie $wietlnym (Axioskop Zeiss, Niemcy). Jako pozytywny wynik
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reakcji uznano brazowy odczyn w cytoplazmie komorek. Dla sprawdzenia specyficznos$ci wigzania
przeciwciata pierwszorzedowego, wykonano reakcj¢ z pominigciem tego przeciwciata.

WYNIKI

Przewlekta intoksykacja otowiem nie wywotata klinicznych cech zatrucia. Masa ciala, jader i najadrzy
tych zwierzat nie rdéznily si¢ od stwierdzonych w grupie kontrolnej. Traktowanie otowiem
spowodowalo istotne zwigkszenie stezenia Pb we krwi, homogenatach jader oraz glowy i ogona
najadrzy. Wykazano istotne zwigkszenie aktywnosci CAT w glowie i istotne obnizenie aktywnosci
katalazy w ogonie najadrzy szczurow traktowanych przewlekle niskimi dawkami otowiu. Ponadto
wykazano istotne zwigkszenie aktywnosci GR zaréwno w glowie, jak i w ogonie najadrzy tych
zwierzat, co mogto by¢ przyczyna braku istotnych réznic w stgzenia zredukowanego glutationu w tych
tkankach. Aktywno$¢ SOD w badanych odcinkach najadrzy szczuréw intoksykowanych Pb ulegta
istotnemu zwigkszeniu, co znajdowato swoje odzwierciedlenie w immunoekspresji SOD w skrawkach
najadrzy.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki potwierdzaja wplyw otowiu na zachwianie rownowagi pro- i antyoksydayjnej w
najadrzu o czym moga $wiadczy¢ zmiany aktywno$ci enzymoéw utrzymujacych t¢ rdwnowage.
Zaobserwowane uszkodzenia i1 zmniejszenie liczby plemnikow w $wietle przewodu najadrza
intoksykowanych szczuréw moga $wiadczy¢ o niedostatecznym wyposazeniu najadrza w mechanizmy
chroniace przed stresem oksydacyjnym (wywotanym przez przewlekla intoksykacje¢ niskimi dawkami
otowiu).

183



KWASNE GLIKOZYDAZY JAJOWODU KURY BAZANTA

ACID GLYCOSIDASES OF THE PHEASANT OVIDUCT

Dorota Btedniak , Bogustaw Droba

Uniwersytet Rzeszowski, Wydzial Biologiczno-Rolniczy, Katedra Chemii i Toksykologii Zywnosci, Cwikliiskiej 2,
35-601 Rzeszow, mdroba@univ.rzeszow.pl

Celem pracy bylo oznaczanie aktywno$ci wlasciwej i form wielopostaciowych kwasnych
glikozydaz jajowodu kury bazanta poza sezonem nie$nosci.

Materialem badawczym byly kury bazanta na wczesnym etapie zaprzestania znoszenia jaj.
Wypreparowane jajowody dzielono na segmenty odpowiadajace lejkowi, magnum, cie$ni, gruczotowi
skorupowemu i pochwie. Odcinki te homogenizowano, homogenaty odwirowywano a supernatanty
zawierajace rozpuszczone enzymy analizowano. Badano B-N-acetyloglukozaminidaze (B-HEX), B-
galaktozydazg (B-GAL), a-galaktozydazg (a-GAL), a-glukozydazg (a-GLU), a-fukozydazg (a-FUK)
i a-mannozydaze¢ (a-MAN).

Aktywnos$ci wiasciwe kwasnych glikozydaz oznaczano wg Barretta i Heatha, 1977 (Lysosomes: a
laboratory handbook). W przypadku B-HEX, B-GAL, a-GAL i o-FUK najwyzsza aktywnos$¢
wlasciwa zostata stwierdzona w ciesni jajowodu, dla «-MAN i B-MAN w lejku i pochwie, natomiast
dla a-GLU w ciesni i gruczole skorupowym.

Punkty izoelektryczne (pl) form wielopostaciowych glikozydaz wyznaczano stosujac technike
chromatoogniskowania w gradiencie pH 6-4, wg broszury firmy Pharmacia ,,Chromatofocusing with
Polybuffer ™ and PBE™ ”. W wickszosci przypadkéw punkty izoelektryczne (pI) form
wielopostaciowych konkretnego enzymu byly podobne dla réznych odcinkéw jajowodu kury bazanta.
W przypadku B-HEX gléwne formy wykazywaty wartosci pI>6.0 (te formy nie byly wigzane na
kolumnie) i w zakresie 5.55-5.41 oraz formy minorowe o pl 5.27-4.96; B-GAL — gtéwne formy o pl w
zakresie 4.86-4.55 oraz formy minorowe w zakresie 4.32-4.26; a-GAL — gtéwne formy o pI 5.85-5.65
oraz formy minorowe o pl 5.4-4.86; a-GLU — gtéwne formy o pl 5.19-4.73 oraz formy minorowe o pl
>6.0; a-FUK — glowne formy o pI w zakresie5.65-5.38 a minorowe w zakresie 5.28-4.93; a-MAN —
gléwne formy o pl 5.65-5.33, wyjatkowo dla ciesni i pochwy gléwne formy wykazywaty
odpowiednio pl 4.68 i 4.71.

Poréwnanie aktywnosci wilasciwej i form wielopostaciowych kwasnych glikozydaz jajowodu
kury bazanta poza sezonem nie$no$ci z aktywnos$ciami oraz formami tych enzymow w okresie pelnej
nie$nosci — umozliwi stwierdzenie ewentualnych zmian spowodowanych obecno$cia jaja w réznych
odcinkach jajowodu.
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AKTYWNOSC o- | B-MANNOZYDAZY W NASIENIU I NARZADACH
ROZRODCZYCH KACZORA

ACTIVITY OF a- AND B-MANNOSIDASES IN SEMEN AND
REPRODUCTIVE ORGANS OF THE DRAKE

Malgorzata Dzugan®, Maria Droba®, Julian Ksiazkiewicz®

L Uniwersytet Rzeszowski, Wydziat Biologiczno-Rolniczy, Katedra Chemii i Toksykologii Zywnosci,
ul. Cwiklinskiej 2, 35-601 Rzeszéw, mdzugan@univ.rzeszow.pl
2 Instytut Zootechniki, ul. Krakowska 1, 32-083 Balice, jksiazkiewicz@izoo.krakow.pl

Po raz pierwszy okreslono aktywno$¢ a- i B-mannozydazy w nasieniu i narzadach rozrodczych
kaczora. Enzymy te naleza do kwasnych glikozydaz lizosomalnych, powszechnie wystgpujacych w
nasieniu i tkankach meskiego uktadu rozrodczego, gdzie petnia istotng rolg w procesach zwiazanych z
zaplodnieniem. Celem pracy bylo poréwnanie aktywno$ci kwasnych mannozydaz wystgpujacych w
uktadzie rozrodczym kaczora i innych ptakoéw domowych.

Aktywnos¢ enzyméw okreslano w plazmie nasienia i ekstrakcie plemnikow oraz
w homogenatach jader, najadrzy i nasieniowodow kaczora rasy pekin angielski w sezonie rozrodczym
(czerwiec) i fazie spoczynkowej (pazdziernik). Poziom aktywno$ci enzymoéw badano z
wykorzystaniem  syntetycznych  p-nitrofenolowych substratow w optymalnych, ustalonych
doswiadczalnie, warunkach. Rozdziat aktywnos$ci na formy wielopostaciowe przeprowadzono metoda
chromatoogniskowania i chromatografii anionowymiennej.

W sezonie rozrodczym najwyzsze aktywnosci obu mannozydaz stwierdzono w najadrzu
kaczora, nizsze w jadrach, nasieniowodzie, plazmie nasienia i ekstrakcie plemnikow. W homogenacie
najadrzy 1 ekstrakcie plemnikoéw aktywnos$¢ B-mannozydazy przewazata nad aktywno$cia o-
mannozydazy, inaczej niz w jadrach, nasieniowodzie i plazmie nasienia. W fazie spoczynkowej (ok.
45-krotna redukcja masy jader) stwierdzono znaczny spadek aktywnosci obu badanych mannozydaz w
narzadach rozrodczych, przy czym najwigksze rdznice stwierdzono dla najadrzy. Metoda
chromatoogniskowania rozdzielono badane aktywno$ci na frakcje rdzniace si¢ wartoscia pl,
wykazujac wyrazne podobienstwo form wielopostaciowych B-mannozydazy (dwie formy) i a-
mannozydazy (liczne formy) pochodzacych z réznych Zrdédet, przy czym formy otrzymane dla obu
enzymow z plazmy nasienia charakteryzowaly si¢ najnizszymi warto$ciami pl. Metoda chromatografii
anionowymiennej dla B-mannozydazy z jader kaczora wykazano obecnos¢ formy specyficznej dla
sezonu rozrodczego, podczas gdy profile elucyjne a-mannozydazy z jader byty podobne w sezonie
rozrodczym i fazie inwolucji.

Pod wzgledem wystepowania mannozydaz w uktadzie rozrodczym i nasieniu kaczor wykazuje
duze podobienstwo do innych ptakow domowych. Analogiczne formy wielopostaciowe enzymow
stwierdzone w plazmie nasienia i badanych narzadach sa dowodem na to, Zze sekrecja enzymow do
nasienia zachodzi zarowno w jadrach jak i najadrzach kaczora. Wysoka aktywnos$¢ o- i B-
mannozydazy w tkankach uktadu rozrodczego w sezonie rozrodczym potwierdza ich udzial w
procesach zwiazanych z dojrzewaniem plemnikow, a ich obecno$¢ w nasieniu- udziat w procesach
zwigzanych z zaptodnieniem.
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CHARAKTERYSTYKA NASIENIA GLUSZCA
(TETRAO UROGALLUSL.)

CHARACTERISTICS OF CAPERCAILLIES SEMEN
(TETRAO UROGALLUSL.)

Ewa Lukaszewicz', Zenon Rzonca®, Artur Kowalczyk®
L Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu, Zaklad Hodowli Drobi, Wroctaw;, artur.kowalczyk@up.wroc.pl
2 Nadlesnictwo Wista, Wista

Celem badan byla proba pobrania nasienia od gluszcow (Tetrao urogallus L.) utrzymywanych
systemem wolierowym oraz analiza uzyskanych ejakulatow.

Material i Metody: Badania prowadzono w kwietniu 2008 roku na terenie Wolierowej Hodowli
Gluszca nalezacej do Nadlesnictwa Wista. Od dziewigciu osobnikow (czterech samcow
utrzymywanych z samicami, pieciu indywidualnie) nasienie pobierano trzy krotnie metoda masazu
grzbietowo-brzusznego. W zalezno$ci od objgtosci uzyskanego nasienia zmierzono jego objgtosc,
obliczono koncentracje¢ plemnikow oraz oceniono obraz morfologiczny plemnikow.

Wyniki: Sposrod dziewieciu ocenianych samcow, pozytywna reakcje na masaz stwierdzono u o$miu
osobnikéw, a od pigciu z nich uzyskano nasienie. U pozostalych samcoéw bezposrednio z narzadu
kopulacyjnego pobrano kroplg wydzieliny organu rozrodczego co pozwolito na wykonanie preparatow
histologicznych i oceng morfologiczna plemnikow.

Obraz morfologiczny nasienia analizowanych gluszcow

Nrd Liczba Formy morfologiczne plemnikow
pochodzeni | Wiek | ocenionyc | Prawidlowo o it | satamane | zmiany we | ™€ | martw
. uksztattowan i for
e h prob e szyjki wstawce e
e my
*
1§eskidy 6 lat 2 66,7 18,7 3,2 3,4 19 |60
*
%iaiorué 7 lat 2 77,8 8,7 1,8 57 13 |47
*
%iaiorué 6 lat 2 74,3 11,2 2,2 10,1 03 |18
*
|6l |1 653 140 |27 37 00 | 143
5 **
Eiaiorué 7 lat 2 82,0 7,6 2,7 2,3 0,7 |47
6.**
Beskidy Lrok |0 B B B B T
7.**
Bialorus lrok |1 45,3 37,3 0,3 3,0 10 |130
8.**
Gorczanski
Park lrok |2 74,2 11,8 3,7 3,8 0,7 |58
Narodowy
9 **
Eia}orué lrok |1 68,5 135 2,0 8,3 02 |75

* samce utrzymywane z samicami; ** samce utrzymywane indywidualnie

Objetos¢ uzyskanego nasienia wahata si¢ 20 do 100ul, a koncentracja plemnikéw od 60 x10° mI™ do
1,9 x10° mI™.

Whnioski: Przeprowadzone proby wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania metody masazu do
pobierania nasienia od gluszcoOw utrzymywanych w wolierach, zaré6wno z samicami jak i
indywidualnie.
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WPLYW EGZOGENNEJ TRIJODOTYRONINY NA EKSPRESJE
GENOW HSD3B1 | CYP19A1 W PECHERZYKACH
JAINIKOWYCH KURY

EFFECT OF EXOGENOUS TRITODOTHYRONINE ON HSD3B1 AND
CYP19A1 GENE EXPRESSION IN CHICKEN OVARIAN FOLLICLES

Katarzyna Pawtowska, Andrzej Sechman

Katedra Fizjologii Zwierzqt, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow,
E-mail: k_pawlowska@onet.eu

Cel pracy: U ptakoéw trijodotyronina (T3) reguluje tempo podstawowej przemiany materii oraz wptywa
na funkcj¢ wielu tkanek ustroju [1]. Wykazano, ze w jajniku kury (Gallus domesticus) zachodzi
ekspresja mRNA receptorow tarczycowych, co wskazuje na udzial T3 w regulacji czynno$ci tego
narzadu [2]. Celem przeprowadzonych badan byta proba odpowiedzi na pytanie, czy w pecherzykach
jajnikowych kury T; wptywa na ekspresje mRNA dwoch gtéwnych enzymow procesu steroidogenezy:
dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowej (3p-HSD, HSD3B1l), konwertujacej pregnenolon do
progesteronu oraz aromatazy P450 (P450arom, CYP19Al) — przeksztatcajacej testosteron do
estradiolu.

Materiat i metody: Do$wiadczenia przeprowadzono na kurach Hy-Line Brown (n=20), ktére trzymano
w cyklu $wietlnym 14L:10D i zywiono ad libitum. Zwierzeta podzielono na 4 grupy: kontrolna (0.9%
NaCl) i trzy doswiadczalne otrzymujace 2 razy dziennie przez 7 dni iniekcje (i.p.) T3 w dawce 15, 45
lub 135 pg/kg m.c. Kury dekapitowano 12 h po ostatniej iniekcji Ts, a nastgpnie z jajnika pobierano
biate pgcherzyki o $rednicy 1-4, 4-6 i 6-8 mm oraz trzy najwigksze pgcherzyki hierarchiczne (F3-F1;
25-36 mm), z ktorych izolowano warstwe ostonki i warstwe ziarnista metoda Gilberta. Ekspresje
genow HSD3B1 i CYP19A1 w $cianie pgcherzykow okreslano metoda RT-PCR.

Wyniki:

(A) biate pecherzyki: Wykazano, ze podawanie przez 7 kolejnych dni T3: (1) zwigksza poziom mRNA
HSD3B1 w pecherzykach 1-4 mm natomiast zmniejsza ekspresj¢ mRNA tego enzymu w
pecherzykach o $rednicy 4-6 i 6-8 mm, (2) nie wptywa na proces transkrypcji genu CYP19A1 w
poszczegdlnych klasach biatych pecherzykow;

(B) zotte pecherzyki: W grupie otrzymujacej najwyzsza dawke Ts, ze wzgledu na atrezjg zottych
pecherzykow 1 brak wyraznej hierarchii pecherzykowej nie izolowano pegcherzykow
przedowulacyjnych. Dlatego wyniki przedstawiono dla grupy kontrolnej i dwoch grup traktowanych
T3 w dawkach 15 i 45 pg/kg m.c. Stwierdzono, ze podawanie Tj: (1) zmniejsza ekspresje genu
HSD3B1 w warstwie ziarnistej pecherzykoéw F2 i F1, (2) w dawce 15 pg/kg m.c. istotnie zwigksza
ekspresjc mRNA CYP19A1 w ostonce zottych pecherzykow F3-F1, natomiast dawka 45 pg/kg m.c.
stymuluje ekspresje tego genu w ostonce pecherzyka F1.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazuja, ze podawanie egzogennej trijodotyroniny oddziatuje na proces
steroidogenezy pecherzykowej. Dziatanie to polega na modulowaniu ekspresji mRNA enzymow 3f3-
HSD i P450arom w warstwie ziarnistej 1 ostonce poszczegolnych populacji pgcherzykow jajnikowych
kury.

Badania wykonano w ramach grantu 2 P0O6D 031 29 (2005-2008)
[1] McNabb F.M.A. (2000). Thyroids. [In:] Sturkie’s Avian Physiology. G.C. Whittow (ed.).

Academic Press, San Diego, 461-4609.
[2] Sechman A., (2007). Acta Bioch. Pol. 54 (Suppl. 1/2007), p. 68.
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POZIOM HORMONOW PLCIOWYCH WE KRWI I GONADACH
NOWOWYKLUTYCH KURCZAT TRAKTOWANYCH TCDD W
POCZATKOWEJ FAZIE EMBRIOGENEZY

SEX HORMONES CONCENTRATION IN BLOOD AND GONADS OF
NEWLY-HATCHED CHICKS TREATED WITH TCDD AT THE
BEGINNING OF EMBRYOGENESIS

Andrzej Sechman', Marcin W. Lis?, Jerzy Niedziotka?, Anna Hrabia', Janusz Rzasa®

YKatedra Fizjologii Zwierzqt, , E-mail: rzsechma@cyf-kr.edu.pl, >Katedra Hodowli Drobiu, Zwierzqt Futerkowych i
Zoohigieny, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw E-mail: rzlis@cyf-kr.edu.pll

Cel pracy: Nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze iniekcja 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny
(TCDD) in ovo w poczatkowe] fazie embriogenezy obniza wylegowos¢ i zmniejsza masg ciata
wylezonych pisklat [Lis 1 in. 2006]. Badania te pokazaty réwniez, ze TCDD wplywa na stezenie
hormonoéw piciowych: testosteronu (T) i estradiolu (E2) we krwi embrionow kurzych, a efekt dziatania
badanej dioksyny zalezy od plci, dnia embriogenezy oraz stosowanej dawki [Sechman 1 in., 2007].
Celem prezentowanych badan byta proba odpowiedzi na pytanie czy ekspozycja embrionéw na TCDD
w poczatkowej fazie embriogenezy moze wptyna¢ na stezenie hormonéw piciowych we krwi i
gonadach nowo-wyklutych pisklat.

Materiat i metody: Do$wiadczenie przeprowadzono na 300 jajach wylegowych kur linii niesnej Hy-
Line, ktore inkubowano w standardowych warunkach. W 6. dniu inkubacji jaja prze§wietlono w celu
odrzucenia jaj niezaptodnionych i zamartych. Wyselekcjonowane jaja z prawidlowo rozwijajacymi si¢
embrionami (n=220) podzielono na 4 grupy i iniekowano TCDD w dawkach 0 (kontrola), 2,5; 5 i 10
ng/jajo. Inkubacje prowadzono w standardowych warunkach w inkubatorze Masalles 65 DIGIT.
Piskleta (n=20 z kazdej grupy; 10 samcow i 10 samic) dekapitowano w pierwszym dniu po wykluciu,
pobierano krew i gonady (jadra i lewy jajnik). Probki osocza i pobrane tkanki zamrazano i
przechowywano w temp. —20°C do czasu oznaczania hormondw. St¢zenie hormondéw piciowych:
progesteronu (P4), T i E2 w osoczu krwi 1 homogenatach gonad oznaczano metoda
radioimmunologiczna (RIA) stosujac gotowe zestawy firmy DSL (USA).

Wyniki: Wykazano, ze iniekcja TCDD 6. dniu embriogenezy istotnie (P<0,05-0,01): (1) obnizyta
stezenie P4 1 T w jadrach i krwi jednodniowych kogutkow; zmianom tym towarzyszyt istotny wzrost
stezenia E2 we krwi, (2) zwigkszyla stezenie P4 oraz istotnie obnizyla stezenie T i E2 w jajniku nowo-
wyklutych kurek (efekt ten zalezat od zastosowanej dawki dioksyny); we krwi obserwowano istotny
wzrost poziomu T i E2.

Whioski: Uzyskane wyniki dowodza, ze ekspozycja embriondw kurzych na dziatanie TCDD w
poczatkowej fazie embriogenezy (tj. w okresie roznicowania si¢ gonady bipotencjalnej) istotnie
wptywa na synteze i sekrecj¢ hormonow plciowych przez gonady jednodniowych pisklat. Wyniki
wskazuja na bezposredni wpltyw dioksyn na ekspresj¢ i/lub aktywnos¢ enzymow procesu
steroidogenezy.

Badania wykonano w ramach DS-3243/KFZ i BW-2221/KHDZFiz

[1] Lis M., Sechman A., Rybusinska K., Niedziotka J. (2006). XXXVI ESNA Annual Meeting, lasi,
Romania, Abstracts, 29.

[2] Sechman A., Lis M.W., Hrabia A., Niedziotka J., Rzasa J. XXXVII ESNA Annual Meeting, JINR-
Dubna, Rosja, Abstracts, 22-23.
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IDENTYFIKACJA MUTACJI PUNKTOWYCH W LOCUS GENU GDF9
METODA SSCP U MACIOREK PLENNEJ OWCY OLKUSKIEJ*

PCR - SSCP ANALYSIS ON POLYMORPHISM OF THE GDF9 GENE
IN PROLIFIC OLKUSKA EWES

'Urszula Kaczor, *Katarzyna Ropka-Molik, 2Anna Kozubska-Sobocifiska

! Uniwersytet Rolniczy, Katedra Hodowli Owiec i K6z, al. Mickiewicza 24/28, Krakow, rzkaczor@cyf-kr.edu.pl;
2 Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Balice, ul. Krakowska 1, akozubsk@izoo.krakow.pl

Plenno$¢ wysokoplennych ras owiec moze mie¢ rézne podloze genetyczne, aczkolwiek u
wigkszo$ci znanych ras m. innymi: owiec Booroola, Garole, Lacaune, Cambridge, Belclare sa to
mutacje w obrgbie loci genow BMPR-1B, BMP15 i GDF9. U maciorek plennych owiec olkuskich,
cechujacych si¢ najwyzsza plenno$cia sposrdd ras krajowych, nie wystepuje charakterystyczna dla
owiec Booroola mutacja FecB identyfikowana w obrgbie genu BMPR-1B (ALKG6). Mozna
przypuszczaé, iz uwarunkowanie wysokiej plenno$ci maciorek tej rasy moze mie¢ wspolne podtoze z
fenomenem plennosci innych ras europejskich takich jak: Cambridge czy Belclare Iub z
niezidentyfikowanymi dotychczas mutacjami w genach lezacych na chromosomach: X, 5 i 6 czyli
odpowiednio: BMP15, GDF9 i BMPR-1B (ALK®6). Geny GDF9 i BMP15 naleza do rodziny genow
kodujacych biatka TGFp (transformujacy czynnik wzrostu beta), ktorych ekspresje wykazano w
jajniku.

Gen GDF9 lezacy u owiec w chromosomie 5 o wielkosci 2.5kpz sktada si¢ z 2 eksondw,
kodujacych aktywna forme peptydu liczaca 135 aminokwaséw. Analiza trzech fragmentéw 2 eksonu
genu GDF9 przeprowadzona metoda SSCP u owiec Belclare i Cambridge wykazata 8 pojedynczych
mutacji, z ktorych 2 mutacje w pozycji 241 i 395 tancucha nukleotydowego powodowaly zmiang
funkcji kodowanego biatka. Te ostatnia mutacje oznaczona FecG", ktorej konsekwencja jest zamiana
seryny w fenyloalaning w 77 kodonie tancucha aminokwasowego stwierdzono u osobnikow obu
wymienionych ras. Tej mutacji przypisuje si¢ istotng rol¢ w rozrodzie maciorek szacujac, iz jedna
kopia z mutacja FecG"™ w genie GDF9 powoduje wzrost stopnia owulacji o 2.0, natomiast zwierzeta
homozygotyczne sa jatowe. Mutacji FecG" nie zidentyfikowano we wczesniejszych badaniach
wlasnych u maciorek plennej owcy olkuskiej, zatem celem pracy byta identyfikacja mutacji
punktowych w locus genu GDF9 metoda PCR-SSCP.

Material badawczy stanowito 50 maciorek i trykéw plennej owcy olkuskiej. Zwierzeta
pochodzity z wiodacych gospodarstw tej rasy, dysponujacych dokumentacja hodowlana dotyczaca
parametrow uzytkowosci rozptodowej. Do badan wytypowano maciorki, od ktorych uzyskiwano
bardzo liczebne mioty (6-7 jagniat/miot) oraz o bardzo niskiej plennosci (1-2 jagnigta/miot).
Genomowe DNA izolowano przy uzyciu kitu firmy Epicentre, natomiast fragmenty genu GDF9
amplifikowano wykorzystujac startery podane przez Hanrahan i in. 2004. Fragment intronu o
wielkosci 294pz oraz pierwszy odcinek eksonu 2 (296pz), rozdzielono w warunkach natywnej
elektroforezy w aparacie DCode™ System (Bio-Rad). Rozdzial fragmentéw obejmujacych intron
prowadzono w 10% zelu poliakrylamidowym (akrylamid/bisakrylamid 37:5:1), 25W, 12°C przez 3
godziny, natomiast dla eksonu 2 w zelu 10% (29:1), 25W, 14°C przez 4godziny.

Przeprowadzona analiza rozdzialu fragmentow renaturowanego DNA wykazata w obrebie
intronu obecno$¢ trzech rdéznych genotypéw oznaczonych AA, AB oraz BB o frekwencji
odpowiednio: 0,79, 0,19 oraz 0,02. W pierwszym fragmencie eksonu 2 zidentyfikowano rowniez trzy
genotypy oznaczone AA, AB i BB o frekwencji odpowiednio: 0,16, 0,34 i 0,5. Wstgpna analiza
wynikow wykazata u maciorek o wysokiej plennosci zyciowej 400 —500% obecno$¢ pojawiajacych si¢
z niska czesto$cia genotypoéw AA i AB identyfikowanych w analizowanym fragmencie eksonu 2, oraz
genotypu heterozygotycznego AB w badanym fragmencie intronu.

*Supported by the State Committee for Scientific Research, project NN 311 2445 33
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IDENTYFIKACJA GLIKOPROTEIN CIAZOWYCH PAG U ZUBRA
EUROPEJSKIEGO (BISON BONASUS L.)

PREGNANCY-ASSOCIATED GLYCOPROTEINS (PAGS) IDENTIFIED
IN THE EUROPEAN BISON (BISON BONASUS L.)

Jolanta Kiewisz"", Noelita Melo de Sousa?, Jean-Francois Beckers?,
Grzegorz Panasiewicz®, Zygmunt Gizejewski®, Bozena Szafranska

! Katedra Fizjologii Zwierzqt, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie,
ul. Oczapowskiego 1A, 10-719 Olsztyn-Kortowo, panasg@uwm.edu.pl
2 Katedra Fizjologii Rozrodu, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet w Liege, B-4000 Liege, Belgia
® Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn

Zubr nalezy do rodziny Bovidae, u ktérego powstaje synepiteliochorialne tozysko
liscieniowate (kotyledonarne), a ciaza trwa dziewig¢ miesigcy. Celem badan bylo wyizolowanie,
oczyszczenie i poznanie sekwencji aminokwasowej biatek tozyskowych pozyskanych od samic zubra
europejskiego w pierwszym trymestrze ciazy.

Materiat badawczy stanowily tkanki kotyledonarne (45, 60, 85 oraz 120 dpc — dzien post
coitum) zubrzyc wyeliminowanych w Biatowieskim Parku Narodowym. Biatka kotyledonarne
precypitowano i frakcjonowano chromatograficznie (VVA — Vicia Villosa Agglutinin). Pozyskane
frakcje biatkowe rozdzielano elektroforetycznie (1D- oraz 2D- PAGE) i analizowano heterologiczna
metoda Western blotting z wykorzystaniem przeciwcial wyprodukowanych przeciwko antygenom
bydlecym (bPAG) oraz kozim (cPAG). Wyselekcjonowane frakcje (oczyszczone metoda VVA)
sekwencjonowano metoda Edmana.

W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano 12 sekwencji biatek kotyledonarnych,
ktore zdeponowano w bazie EMBL-EBI (UniProt Knowledgebase; Accession numbers: P85328—
P85330 oraz P85319-P85327). Wykryto dziewig¢ form sekrecyjnych biatek PAG, ktoére u zubra
europejskiego nazwano EbPAG. W tkankach tozyskowych z 45 dpc zidentyfikowano trzy formy
biatek, ktore zostaly nazwane: EbPAGgapa (RGSNLTHPLRNIGDLFYVGN), EbPAGssskpa
(RGSNLTHPL) oraz EbPAGsockpa (SQISLRGSNLTI). W tkankach tozyskowych z 60 dpc
zidentyfikowano  kolejne  trzy  formy biatek PAG, ktore nazwano: EbPAG7ipkpa
(RGSNLTIHPLRNIIDLFYVG), EbPAGssekpa (RGSNLTHPLRNI) oraz EbPAGsorkpa (SQISLRGS).
Trzy inne formy biatek EbPAG zidentyfikowane w kotyledonach z 120 dpc nazwano: EbPAG7igkpa
(RGSNLTHPLRNIRDLFYVG), EbPAGesoHkpa (RGSNLTTHPLRNIKDLVVYM) oraz EbPAGsoikpa
(SGSNLTTV). Sekwencje poznanych biatek EbPAG sa unikalne w poréwnaniu do innych biatek PAG
oczyszczonych poprzednio u innych gatunkow zwierzat nalezacych do rodziny Bovidae. Mikro-
sekwencje biatek EbPAG wykazuja jednakze znaczace podobienstwo do wewnetrznych sekwencji
aminokwasowych roznych prekursoréw polipeptydowych PAG zidentyfikowanych in silico u bydta
domowego na podstawie sekwencji nukleotydowych cDNA sklonowanych genéw bPAG. Ponadto,
trzy inne izoformy oczyszczono metoda VVA, a nastepnie zidentyfikowano sekwencje: EDUPGskpan
(SKDNYKNYIPLIVPFAT), EbUPG skpar; (SKDNQKNYIPLIVPFAT) oraz EbUPGyekpax (SPEFTV),
ktore tymczasowo zostaty nazwane UPG (Unknown Placental Glycoproteins), poniewaz nie wykazuja
podobienstwa do poprzednio poznanych sekwencji glikoprotein tozyskowych u przezuwaczy.

Po raz pierwszy zidentyfikowano NH,-terminalne sekwencje biatek EbPAG oraz EbUPG
wyizolowane z tozysk kotyledonarnych zubra europejskiego (Bison bonasus L.) znajdujacego si¢ w
Czerwonej Ksiedze Gatunkow Zagrozonych. Wszystkie wyizolowane biatka EbPAG moga by¢
zastosowane jako markery do diagnozowania ciazy.

Finansowanie: Uniwersytet w Liege, FNRS/Belgium (CC 1.5.059.08), UWM w Olsztynie (528-0206.0805).
*J. Kiewisz otrzymuje stypendium Prezesa Polskiej Akademii Nauk (#4/S/2007).
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WPLYW INTERFERONU -T (IFN-T) NA PRODUKCJE KORTYZOLU
W KOMORKACH BLONY SLUZOWEJ MACICY KROWY

EFFECTS OF INTERFERON-T (IFN-T) ON CORTISOL PRODUCTION
BY THE BOVINE ENDOMETRIAL CELLS

Magdalena Majewska
! Hwa-Yong Lee?, Kiyoshi Okuda?, Dariusz J. Skarzynski®

! Zaktad Immunologii Rozrodu, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN,
10-747 Olsztyn skadar@pan.olsztyn pl
? Laboratory of Reproductive Endocrinology, Graduate School of Natural Science & Technology,
Okayama University, Okayama, 700-8530 Japan

Wykazali§my we wczesniejszych badaniach, ze kortyzol moze modulowaé synteze
i uwalnianie prostaglandyn (PG) w macicy krowy in vitro, hamujac przede wszystkim uwalnianie
luteolitycznej PGF,,. Celem pracy byto wykazanie czy bydlecy sygnat ptodowy - interferonu-t (IFN-
7) wptywa na produkcje i uwalnianie kortyzolu w §luzéwce macicy krowy in vitro.

Materiat do badan stanowily komoérki nabtonka oraz warstwy tacznotkankowej izolowane ze
sluzowki macicy krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej bedacych we wczesnej fazie lutealnej cyklu
rujowego (2-5 dzien). Macice pozyskiwane byty po ubojni zwierzat w rzezni komercyjnej. Faza cyklu
okreslona zostata na podstawie makroskopowej obserwacji jajnikow
i macicy. Poszczegblne rodzaje komorek izolowano enzymatycznie, a  nastepnie,
po oszacowaniu ich liczby, ocenie homogenicznosci oraz zywotnosci, zaktadano pierwotne hodowle
komoérkowe. Po osiagnigciu stadium petnej konfluencji (5-6 dzien hodowli) komorki stymulowano
przez 24 godziny kortyzonem (substrat dla reakcji enzymatycznej, w wyniku ktorej powstaje kortyzol)
w dawce 30 nM oraz IFN-t w réznych dawkach i uktadach doswiadczalnych. W zebranych mediach
hodowlanych oznaczono stgzenie kortyzolu metoda EIA. Natomiast w zebranych po hodowli
komorkach okreslono: (1) ekspresje biatka dla
11B-HSD1 (enzymu syntetyzujacego kortyzol) metoda Western-Blot; (2) ekspresje genow
dla enzymu 11B-HSD1 i 11B-HSD2 (odpowiedzialnego za odwrotna przemiang kortyzolu
w nieaktywny kortyzon) metoda potilosciowa RT-PCR.

Wykazano, iz IFN-t w dawce 30 ng/ml stymuluje aktywno$¢ 11B-HSD1 i produkcjg kortyzolu
w komoérkach nablonka oraz tkanki tacznej macicy krowy (P<0.05). Co wigcej komorki stromy
poddane stymulacji IFN-t w dawkach 0.03 - 30ng/ml wykazywatly
w porownaniu z kontrola wyzsza ekspresjg genow zarowno dla 113-HSDI, jak i 118-HSD2 (P<0.05).
Interferon-t  w dawce 30 ng/ml wyraznie wzmacnial ekspresje biatek dla enzymu
11B-HSD1 (P<0.05).

Z przeprowadzonych do$wiadczen wynika, iz IFN-t moze wplywa¢ dodatnio
na wzrost ekspresji i aktywnosci 11B-HSDI1, powodujac wzrost lokalnej syntezy Kkortyzolu
w $luzéwce macicy krowy. Z kolei kortyzol moze mie¢ dziatanie antyluteolityczne przez selektywne
hamowanie wydzielania luteolitycznej PGF,, i/lub stymulowanie syntezy luteotropowej PGE, w
sluzoéwcee macicy krowy (badania w toku). Mozna przypuszczac,
ze glikokortykosteroidy dzigki swoim wilasciwosciom luteotropowych i antyluteolitycznym oraz
przeciwzapalnym moga, odgrywaé role¢ mediatorow/modulatoréw dzialania sygnatu zarodkowego
(IFN-t) w macicy krowy, umozliwiajac podtrzymanie funkcji ciatka zéltego i tym samym
przyczyniajac si¢ do prawidlowego rozwoju wczesnej ciazy.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego MNiSW nr N 308 3279 33.
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DYNAMIKA ZMIAN WZGLEDNEGO POZIOMU RECEPTORA
ESTROGENOWEGO ALPHA (ERALPHA) W MAKROFAGACH
SLEDZIONOWYCH I MACICZNYCH MYSZY W PRZEBIEGU CYKLU
PLCIOWEGO I WE WCZESNEJ CIAZY

RELATIVE LEVEL OF RSTROGEN RECEPTOR ALPHA (ERALPHA)
IN SPLENIC AND UTERAL MACROPHAGES DURING ESTRUS
CYCLE AND EARLY PREGNANCY

Anna Piesta’, Tomasz Maj*, Marek Bogacki 2, Marta Wasielak %, Anna Chetmonska-Soyta®

! Laboratorium Immunologii Rozrodu, Instytut Immunologii i T erapii Doswiadczalnej PAN, Wroclaw, ul. Weigla 12
2 Pracownia Biologii Zarodka Instytut Rozrodu i Badat Zywnosci PAN w Olsztyn, ul. Tuwima 10

CEL PRACY: Makrofagi jako komorki prezentujace antygen i obdarzone zdolno$cig produkcji
licznych cytokin sg istotnymi komérkami bioracymi udziat w regulacji zjawisk immunobiologicznych
w ciazy. Podlegaja one wplywowi hormonow pitciowych, w tym estrogendéw, ktore dziataja za
posrednictwem receptorow estrogenowych, glownie receptora estrogenowego alfa (ERalfa). Celem
eksperymentu byto potilosciowe zbadanie zmian poziomu ERalfa w makrofagach F4/80-pozytywnych
izolowanych z macicy i $ledziony myszy w trakcie cyklu ptciowego i we wczesnej ciazy. Zbadano
rowniez wptyw nasienie na poziom ERalfa w tych komoérkach.

MATERIALY I METODY: Samice myszy szczepu C57BL/6J byly utrzymywane w stalym cyklu
swiatta i ciemnosci (12h:12h) w warunkach SPF. Fazy cyklu plciowego oznaczano na podstawie
cytologii wymazoéw z pochwy, pobieranych codziennie w godz. 8:00 - 10:00. Komoérki macicy i
sledziony izolowane byly od zwierzat w poszczegoélnych fazach cyklu oraz od samic w ciazy (0,5
dnia, 3,5 dnia i 4,5 dnia) lub w pseudociazy (0,5 dnia i 3,5 dnia) indukowanej stymulacja mechaniczna
szyjki macicy. Komorki §ledzionowe izolowano poprzez przetarcie narzadu i lize erytrocytow w
izotonicznym roztworze chlorku amonu, natomiast komoérki macicy uzyskano po rozdrobnieniu tkanki
i trawieniu enzymatycznym (kolagenaza+DNaza). Poziom ERalfa oznaczano potilosciowa metoda
cytofluorometryczna w makrofagach barwionych powierzchniowo w kierunku F4/80 oraz MHC klasy
I1. Analizg statystyczna przeprowadzono metoda analizy wariancji.

WYNIKI: Komorki F4/80+ wykazywaly obnizony poziom ERalfa w fazie estrus zarowno w
sledzionie, jak i w macicy, jednak obserwowane zmiany byly nieistotne statystycznie. W 4,5 dniu
ciazy (okres okoloimplantacyjny) poziom ERalfa byl silnie zréznicowany pomigdzy osobnikami.
Wplyw nasienia okazal si¢ by¢ najlepiej widoczny w przypadku makrofagéow $ledzionowych
F4/80+MHC II+ u myszy w 0,5 dniu ciazy (istotny statystycznie wzrost u myszy krytych w
porownaniu z myszami w pseudociazy), przy czym rdoznice te zanikaly w dniu 3,5. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie roznic w przypadku makrofagéow F4/80+MHC II-.

Wykazano korelacje dodatnia pomigdzy liczba komorek MHC+ i1 wzglednym poziomem ERalfa
WNIOSKI:

Obecnos$¢ nasienia w drogach rodnych samicy prowokuje reakcje w komorkach prezentujacych
antygen w systemowym uktadzie odpornosciowym

Badania finansowane przez Sie¢ Naukowa MNiSW nr 20/E183/SN0013
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WSTEPNE BADANIA NAD IZOLACJA I HODOWLA KOMOREK
NABLONKOWYCH, LACZNOTKANKOWYCH
I SRODBLONKOWYCH Z MACICY KOTA DOMOWEGO

PRELIMINARY STUDIES ON ISOLATION AND CULTURE OF THE
EPITHELIAL, STROMAL AND ENDOTHELIAL CELLS FROM THE
UTERUS OF DOMESTIC CAT

Siemieniuch Marta J., Skarzynski Dariusz J.

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci PAN, Zaktad Immunologii Rozrodu, Olsztyn, ul. Tuwima 10, 10-747
e-mail: martas@pan.olsztyn.pl

W chwili obecnej brak jest szczegdblowych danych dotyczacych lokalnych, immuno-
endokrynnych regulacji zachodzacych w narzadzie rozrodczym kota domowego, szczegélnie na
poziomie komoérkowym, receptorowym i molekularnym. Mimo prowadzonych od lat 70-tych
ubieglego wieku badan nad uzyskiwaniem i konserwacja nasienia, wykorzystaniem nasienia do celow
sztucznej inseminacji, zaplodnieniem in vitro, brak jest powszechnego zastosowania technik
biotechnologicznych w rozrodzie kotowatych. Wplyw hormonéw 1 wielu innych substancji
przekaznikowych, mogacych odgrywa¢ role w dojrzewaniu pecherzyka i owulacji, w tworzeniu i
trwaniu ciatka zottego (CL), wczesnego rozwoju i implantacji zarodka u kotki nie zostal poznany.
Brak jest rowniez danych na temat regulacji funkcji wydzielniczych i strukturalnych komoérek btony
sluzowej macicy. Celem prezentowanych doswiadczen wstepnych jest opracowanie modelu do badan
nad interakcjami immuno-endokrynnymi w macicy kota domowego.

Macice do badan zostaly pobrane od klinicznie zdrowych kotek, o nieznanej historii
reprodukcyjnej, podczas rutynowego zabiegu ovariohisterektomii. Faza cyklu zostata ustalona na
podstawie makroskopowej oceny powierzchni jajnikow oraz macicy. Do kazdego rogu macicy,
zaréwno od strony jajnika jak i trzonu macicy, wprowadzano kateter. Jeden kateter zmykano peanem,
a poprzez drugi wprowadzono do $wiatla rogu macicy roztwor enzyméw: 1-2 ml roztworu
enzymatycznego (Hank’s Balanced Salt Solution-HBSS, pH=7.4 z dodatkiem dispazy |, kolagenazy I,
DN-azy IV i1 0.1% BSA). Komorki nabtonkowe otrzymano w wyniku dwukrotnej izolacji rogdéw
macicy przez 40 i 20 minut, w temperaturze 37.5°C w tazni wodnej z wytrzasarka. Zawiesing komorek
uzyskana z obu trawien wirowano w gradiencie predkosci i nastgpnie zawieszano w medium
hodowlanym. Po izolacji komorek nablonkowych, rogi macicy rozcinano w celu izolacji komorek
lacznotkankowych. Wewngtrzna warstwe delikatnie zdejmowano przy uzyciu skalpela i zawieszano w
10-20 ml roztworu trawiacego, opisanego powyzej. Komodrki zbierano po 20, 40 i 60 minutach
trawienia. W celu izolacji komoérek $rodbtonkowych rogi maciczne rozdrabniano i inkubowano w
roztworze trawiacym opisanym powyzej. Czysta populacja komoérek §rodbtonka zostata uzyskana przy
wykorzystaniu kulek magnetycznych pokrytych lektyng BS-1 (Dynabeads M-450 Dynal Inc.; #
140.03). Do hodowli komoérek nabtonkowych, tacznotkankowych oraz §rodbtonkowych zostaty uzyte
ptytki 24-dotkowe (Becton Dickinson, USA, Multiwell™; # 353047). Poczatkowa koncentracja
komoérek wynosita 2x10°/ml. Medium hodowlane zmieniane byto co 2 dni, do momentu osiagniecia
stadium konfluencji. Czysto§¢ hodowli komorek pierwotnych poszczegdlnych typoéw zostata
potwierdzona immunofluorescencyjnie  Immunolokalizacja ~wimentyny zostala uzyta do
wyznakowania komoérek nablonkowych i potwierdzenia skutecznosci izolacji. Immunolokalizacje
cytokeratyny wykorzystano do wyznakowania komorek lacznotkankowych. Immunolokalizacje
czynnika VIII (czynnik von Willebranda) wykorzystano do wyznakowania komorek $rodbtonka.
Docelowo opracowane modele hodowli komorek $luzéwki macicy in vitro pozwola rozpoczaé¢ badania
nad rozwojem zarodka in vitro oraz beda podstawa do dalszych badan nad przebiegiem procesow
fizjologicznych i patologicznych w narzadach rozrodczych, a W szczegodlnie macicy, kota domowego..

Badania wykonano w ramach Projektu Badawczego MNiSW N308 031 934
'Marta Siemieniuch jest beneficjentem stypendium START Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej
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REAKTYWNOSC IZOLOWANYCH GALAZEK TETNICY
MACICZNEJ I JAINIKOWEJ SWINI NA PGF,a | PGE, W ROZNYCH
FAZACH CYKLU RUJOWEGO I WE WCZESNEJ CIAZY

EFFECT OF PGF,a AND PGE, ON ISOLATED BRANCHES OF
UTERINE AND OVARIAN ARTERY IN DIFFERENT PHASES OF
ESTROUS CYCLE AND EARLY PREGNANCY IN PIGS

Janina Skipor, Marzena Pikulinska, Stanistawa Stefanczyk-Krzymowska

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie

U swin, PGF,a odptywajaca z macicy jest gromadzona przez tkanki krezki macicy i nastgpnie
zwrotnie transportowana do macicy z krwia tetnicza w fazie ciatka zoéltego i we wczesnej ciazy.
Ostatnio wykazano, ze w okresie wczesnej ciagzy ma miejsce zarowno zwrotny domaciczny, jak i
lokalny dojajnikowy transfer PGE,. Proces lokalnego transferu hormonow z krwi zylnej i limfy do
tetnicy stanowi swoisty rodzaj komunikacji migdzy sasiadujacymi naczyniami w obrebie wigzadla
szerokiego macicy, ktora umozliwia lokalne dziatanie czynnikow syntetyzowanych w macicy, tozysku
lub zarodku bezposrednio na naczynia tetnicze wigzadla szerokiego macicy.

Cel badan: okreslenie wptywu PGF,o i PGE, na napigcie tetniczek zaopatrujacych macice (t.
maciczne) oraz tetniczek splotu podjajnikowego (t. jajnikowe) w cyklu rujowym i we wczesnej ciazy.

Materiat i metody. Badania przeprowadzono na izolowanych galtazkach t. macicznej i
jajnikowej pobranych po uboju od zwierzat w fazie lutealnej (10-12 d) i pgcherzykowej (17-21 d)
cyklu oraz we wczesnej ciazy (10-12 d). PierScienie naczyniowe (3 mm) przygotowywano do pomiaru
skurczu izometrycznego. Po wstgpnym okresie kalibracji naczynia poddawano dziataniu PGF,o w
dawce od 10° do 10 mol/l a PGE, w dawce od 10° do 10°° mol/I.

Wyniki: Zarowno w t. macicznych, jak i jajnikowych obserwowano zalezne od dawki,
kurczace dziatanie PGF,a we wszystkich badanych okresach. Maksymalne napigcie rozwijane
przez t. maciczne stanowito odpowiednio 88%, 92% 1 83% napigcia rozwijanego przez te
naczynia pod wplywem KCL, w fazie pecherzykowej i lutealnej cyklu oraz we wczesnej ciazy.
Wptyw PGF,a na napigcie t. jajnikowych byt odpowiednio na poziomie 96%, 110% i 94%.
Dawka efektywna PGF,0. (EDsg) dla t. macicznych wynosita odpowiednio 8,0x10° i 6,3x10°
mol/l w fazie lutealnej i pecherzykowej cyklu oraz 5,0 x10° mol/l we wczesnej ciazy. Z kolei dla
t. jajnikowych EDsy dla PGF,o0 wynosita w tych trzech fazach odpowiednio 1,2x10% 1 3,1x10°
oraz 2,7 x10® mol/l. Tetniczki maciczne reagowaly na PGE; niewielkim, w stosunku do
PGF,a, wzrostem napigcia na poziomie 25% i 14% napigcia rozwijanego pod wptywem KClI,
odpowiednio w fazie lutealnej cyklu i we wczesnej ciazy. Natomiast w t. jajnikowych, napigcie
wzrosto w tych fazach odpowiednio do poziomu 61% i1 49,7% oraz 8,5% w fazie pecherzykowej
cyklu. EDsy dla PGE; w t. macicznych okre$lono na poziomie 5,0<107 i 4,1x107 molll,
odpowiednio w fazie lutealnej cyklu i we wezesnej ciazy. Z kolei w t. jajnikowych EDsg dla PGE;
wynosita odpowiednio 7,3x107 i 1,7x107 mol/l.

Podsumowujac, zarowno PGF,o jak i PGE, dziataja na izolowane t. maciczne i jajnikowe
$wini kurczaco. Wrazliwos$¢ t. macicznych na kurczace dziatanie PGF,a nie jest zalezna od fazy cyklu
rujowego ani wczesnej cigzy, natomiast wrazliwos¢ tych tetniczek na PGE; zalezy od fazy cyklu.
Wrazliwos$¢ t. jajnikowych zaré6wno na kurczace dziatanie PGF,a jak i PGE; jest zalezna od fazy
cyklu oraz w odniesieniu do PGF,a rowniez od wczesnej ciazy.
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EKSPRESJA AKWAPORYN W UKLADZIE ROZRODCZYM LOSZEK

EXPRESSION OF AQUAPORINS IN REPRODUCTIVE TRACT OF
GILTS

Mariusz T. Skowronski , Soren Nielsen?

*Katedra Fizjologii Zwierzqt, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warmirnsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 1A, 10-
957 Olsztyn, e-mail: skowron@uwm.edu.pl, >The Water and Salt Research Center, Institute of Anatomy, University of
Aarhus, Aarhus, Denmark

Akwaporynowe kanaly wodne tzw. akwaporyny (AQPs), sa integralnymi biatkami bton
plazmatycznych tworzacymi kanaty selektywne dla wody w wielu komorkach zwierzecych. W
organizmie ssakow AQPs odgrywaja wazna rol¢ w utrzymaniu wodnej homeostazy. Do chwili
obecnej zidentyfikowano u ssakow 13 isoform tego biatka, a niektore z nich na przyktad AQP1, 2, 3,
4,5, 819 w uktadzie rozrodczym samicy. Przeptyw ptyndéw przez btony w komorkach macicy wydaje
si¢ by¢ bardzo istotny podczas cyklu rujowego/menstruacyjnego oraz w czasie implantacji i ciazy, stad
proba podjecia tej tematyki przez niektére osrodki badawcze. Jednak obecny stan wiedzy na temat
ekspresji 1 roli akwaporynowych kanatéw wodnych w macicy jest bardzo fragmentaryczny i dotyczy
glownie gryzoni. Brak jest danych na temat wystgpowania i roli AQPs u zwierzat gospodarskich (w
tym u §wini) w czasie cyklu i ciazy.

Celem badan bylo ustalenie czy w jajniku, jajowodzie i macicy $wini zachodzi ekspresja biatka
akwaporyn.

Materiaty i metody. Tkanki z p6znej fazy pecherzykowej (18-19 dzien cyklu) pobrano od zwierzat
poubojowo. W celu okreSlenia ekspresji biatka akwaporyn zastosowano analiz¢ Western blot,
natomiast parafinowe skrawki poshuzyly do immunoperoksydazowej lokalizacji tych biatek. W
badaniach uzyto przeciwciata anty-AQP1, -AQP2, -AQP3, -AQP5, -AQP7, -AQPS8, -AQP9, -AQP10,
-AQP11 i -AQP12.

Wyniki przeprowadzonych analiz immunologicznych pozwolity stwierdzi¢ obecnos¢ AQP1, AQPS i
AQP9 w tkankach uktadu rozrodczego loszek. Ekspresj¢ biatka AQP1 wykazano w komoérkach
srodblonka naczyn krwionosnych jajnika, jajowodu i macicy. Ponadto, ekspresje biatka AQP5
zlokalizowano w komorkach nabtonka powierzchniowego pecherzykéw pierwotnych 1 komorkach
warstwy ziarnistej pecherzyka jajnikowego. W jajowodzie ekspresje AQPS stwierdzono w komorkach
migéni gladkich i czgsci szczytowej komoérek nablonka. Wykazano rowniez ekspresje tego biatka w
komoérkach migéniowych macicy i nabtonku endometrium. Natomiast, ekspresje biatka AQP9
wykazano w komorkach warstwy ziarnistej pegcherzyka jajnikowego oraz komorkach nabtonka
jajowodu. Ponadto, ekspresje AQP9 zlokalizowano w komorkach nabtonka gruczotéw macicznych.
Whioski. Wykazano po raz pierwszy ekspresj¢ biatka AQP1, AQP5 i AQP9 w tkankach jajnika,
jajowodu i macicy $wini. Przeprowadzone badania sugeruja role AQPs w wodnej homeostazie w
tkankach uktadu rozrodczego $wini. Dalsze badania sa jednak niezbedne w celu poznania
fizjologicznej roli tych bialek w procesach rozrodczych.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego MNiSW N N308 0042 33
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WPLYW WYCISZENIA GENOW SYNTAZ PROSTAGLANDYNY E2 I
F20 NA ICH EKSPRESJE, ORAZ SEKRECJE, PROSTAGLANDYN
PRZEZ KOMORKI SK-6

EFFECT OF GENE SILENCING OF PROSTAGLANDIN E2 AND
PROSTAGLANDIN F2a SYNTHASES ON THEIR EXPRESSION AND
PROSTAGLANDIN SECRETION IN SK-6 CELLS

Agnieszka Wactawik, Jan Ktos', Katarzyna Gromadzka-Hliwa', Adolfo Rivero-Muller?,
Nafis A. Rahman?, Adam J. Ziecik

11nslytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnos’ci Polskiej Akademii Nauk, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn,
e-mail: waclawik@pan.olsztyn.pl
2Department of Physiology, University of Turku, 20520 Turku, Finland

Prostaglandyny produkowane w endometrium macicy odgrywaja istotna rolg w regulacji cyklu
rujowego i ustaleniu ciazy. Sekwencje cDNA genu syntazy prostaglandyny F2a (PGFS) oraz syntazy
prostaglandyny E2 (mPGES-1) $wini zostato niedawno sklonowane i scharakteryzowane (Wactawik i
wsp., Endocrinology, 147:210-221, 2006). Celem badan bylo opracowanie metodyki wyciszania
genow PGFS i mPGES-1 przy uzyciu siRNA oraz funkcjonalna charakterystyka linii komérkowych
nerki $§wini (SK-6) po wyciszeniu tych genow.

Ustalenie metodyki polegalo na optymalizacji i przeprowadzeniu nastgpujacych etapow
doswiadczenia: (1) stworzenie konstruktow do produkcji siRNA w komoérkach w oparciu o wektor
pSuper, pod kontrola promotora Hl RNA polimerazy Ill; (2) transfekcja komorek SK-6 przy
wykorzystaniu Lipofectamine i Geneporter; (3) selekcja transfekowanych komoérek poprzez hodowle z
wykorzystaniem neomycyny; (4) okreslenie poziomu wyciszenia genu lub jego produktéw za pomoca
metod Real-time PCR, analizy Western blot i EIA.

Prowadzone dotychczas prace doprowadzity do stworzenia dwoch konstruktow #PGFS1 i
#PGFS2, stuzacych do wyciszenia genu PGFS metoda siRNA. Do sprawdzenia ich skuteczno$ci
wykorzystano lini¢ komorkowa SK-6 posiadajaca endogenna ekspresje genéw enzymow syntezy
prostaglandyn. Wigksze zahamowanie syntezy PGF20 zaobserwowano przy uzyciu konstruktu
#PGFS2. Wykazano, ze ekspresja genu syntazy prostaglandyny F2a, biatka PGFS i sekrecji PGF2a w
wyniku wyciszenia genu PGFS konstruktem #PGFS2 zostata obnizona odpowiednio o 70% (p<0,001),
53% (p<0,05) oraz 90% (p<0,0001) w pordéwnaniu z kontrola. Ponadto, wykorzystanie konstruktu
kodujacego siRNA dla syntazy prostaglandyny E2 spowodowato wyciszenie ekspresji mRNA
mPGES-1 i sekrecji PGE2 (p<0,05).

Opracowanie metodyki wyciszania genow enzymow syntezy prostaglandyn metoda siRNA
umozliwi stworzenie modelu do badan mechanizméw zwigzanych z synteza prostaglandyn w
endometrium oraz ich roli w procesie rozpoznania ciazy u $wini.
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WPLYW AGONISTOW I ANTAGONISTOW RECEPTOROW BETA
ADRENERGICZNYCH NA AKTYWNOSC SKURCZOWA
MIESNIOWKI MACICY SZCZUROW W BADANIACH IN VITRO

THE INFLUENCE OF g — ADRENERGIC RECEPTORS ON UTERUS
MOTILITY IN THE RAT IN IN VITRO RESEARCH

Albert Czerski, Wojciech Zawadzki, Edyta Wincewicz, Marcin Zawadzki 1, Maciej Janeczek,
Marek Wtodarczyk

Czasopismo Acta Scientiarum Polonorum - Medicina Veterinaria (Weterynaria), nr 3 (1) 2004, str. 9-18
Stowa kluczowe : kurczliwo$¢ macicy, szczur, receptory 3-adrenergiczne

Streszczenie : Badania przeprowadzono na 15 szczurzycach linii Bufflo w wieku 4-6 miesigcy.
Zwierzgta poddawano narkozie halotanowej i po$miertnie pobierano do badan skrawki macicy o
dtugosci od 1,5 do 2 cm. Skrawki montowano w komorach automatycznej tazni wodnej. Po 30-
minutowym zapisie spontanicznej aktywnosci skurczowej mig$niowki macicy podawano do komory:
salbutamol w dawce 5 pg na komorg, dobutaming w dawce 25 ug, propranolol w dawce 100 pg,
izoprenaling w dawce 10 pg, adrenaling w dawce 0,01 mg na komorg. Dawki preparatow ustalano
doswiadczalnie. Pobudzenie receptorow [3;-adrenergicznych selektywnym agonista dobutaming
powodowato zanik spontanicznej kurczliwosci (atoni¢) migsnidéwki macicy. Natomiast zablokowanie
receptora propranololem — antagonista obu podtypéw receptorow adrenergicznych (B i P2)
powodowato zniesienie hamujacego wptywu dobutaminy na zapis kurczliwos$ci mig$niowki macicy.
Pobudzenie receptorow [,-adrenergicznych selektywnym agonista salbutamolem rowniez
powodowato natychmiastowy zanik kurczliwosci wyizolowanego skrawka, a zablokowanie
receptorow propranololem powodowalo zniesienie hamujacego wptywu salbutamolu na kurczliwosc.
Podanie izoprenaliny — agonista receptora B; i B, jak i adrenaliny — agonista o i p receptorow
adrenergicznych hamowato kurczliwo$§¢ macicy. Wyniki doswiadczen sugeruja obecnos¢ obu
podtypow receptoréw P-adrenergicznych w mig$niowce macicy szczuréw. Pobudzenie receptorow [3-
adrenergicznych selektywnym agonista powoduje zanik kurczliwosci (atonig¢) wyizolowanego
skrawka macicy.
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