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Wartosci punktowe MNiSW (wg wykazu czasopism punktowanych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego) oraz wartosci wskaznikéw IF (Impact Factor wg listy Journal Citation Reports - JCR)
poszczegdlnych prac podano zgodnie z rokiem wydania publikacji (Zatacznik 6). Liczbe cytowan podano
wedtug baz Web of Science i Scopus (z dnia 4 kwietnia 2019 roku) (Zatacznik 6). Wktad Wnioskodawcy
W wyzej wymienione prace przedstawiono w Zatgczniku 5, natomiast oswiadczenia Wspétautoréow w

Zataczniku 7.

5. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO/ARTYSTYCZNEGO WW. PRACY/PRAC | OSIAGNIETYCH
WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

5.1. WSTEP

Obecnie zaréwno technologia kriokonserwacji nasienia, jak i sztuczna inseminacja sg powszechnie
stosowanymi metodami w programach hodowlanych zwierzat gospodarskich, a takze coraz szerzej
wykorzystywane bywajg w kontrolowanym rozrodzie zwierzat towarzyszacych. Gtéwnym czynnikiem
decydujgcym o sukcesie procedury inseminacji jest jakos¢ nasienia (Walsh i wsp., 2011). Ruchliwos¢
plemnikéw jest rozpatrywana jako podstawowy parametr, bedgcy wyznacznikiem integralnosci bton
plazmatycznych oraz aktywnosci metabolicznej, okreslajgcych wartos¢ biologiczng nasienia, a zatem
jego przydatnos¢ do procesu zaptodnienia (Johnson i wsp., 2000). Wymiernym efektem procesu
kriokonserwacji, minimalizujgcym koszty zaktadéw produkujgcych nasienie jest umieszczenie w dawce
inseminacyjnej optymalnej liczby zdolnych do zaptodnienia plemnikéw. Niemniej jednak, poza
specyfikg gatunkowa, na kazdym z etapdw procedur zamrazania oraz rozmrazania meskie komorki
rozrodcze narazone sg na szereg czynnikdw wywotujagcych w nich zmiany zaréwno na poziomie
strukturalnym jak i funkcjonalnym. Zatem utrzymanie zdolnosci zaptadniajacej plemnikéw jest stale
aktualnym problemem wyznaczajgcym kierunki badan dotyczacych doskonalenia technologii
kriokonserwacji nasienia.

Mimo réznic w budowie bton plazmatycznych plemnikéw poszczegdlnych gatunkdw ssakow,
obejmujgcych m.in. zmienng zawartos$¢ i sktad kwaséw ttuszczowych, fosfolipidéw oraz cholesterolu,
plazmolema jest strukturg w pierwszej kolejnosci narazong na kriouszkodzenia (Holt, 2000; Mandal i
wsp., 2014; Lucio i wsp., 2017). Rozpatrujgc istotng role w utrzymaniu witasciwosci pozostatych
elementow komorki, takich jak akrosom czy mitochondria, zachowanie integralnosci oraz stabilnosci
bton komarkowych ma kluczowe znaczenie w zachowaniu zdolnosci zaptadniajgcej plemnikdéw.

W wyniku udaru chtodowego dochodzi do zmiany uktadu lipidédw oraz biatek btonowych, w tym

fosforylacji tyrozyny, zaburzen przepuszczalnosci plazmolemy, a takze deregulacji transportu jonéw
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oraz fragmentacji DNA (Zhao i Buhr, 1995; Watson, 2000; Bailey i wsp., 2000). Ponadto, do
destabilizacji bton komdrkowych dochodzi z powodu zmian cisnienia osmotycznego, wywotanego
formowaniem sie zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych krysztatéw lodu (Watson, 2000). Wzrost
poziomu wewnatrzkomérkowego wapnia, zjawisko wzmozonej peroksydacji lipidow wraz z
nastepujgcym niekontrolowanym formowaniem sie reaktywnych form tlenu (RTF), skutkuje
zmniejszeniem aktywnosci tanicucha oddechowego, spadkiem ilosci wytwarzanego ATP, a tym samym
obnizeniem ruchliwosci plemnikéw (Thomas i wsp., 1998; Awda i wsp., 2009; Waberski i wsp., 2011).
Ponadto wykazano, ze zmiany indukowane procesem kriokonserwacji zblizone sg do modyfikacji
majacych miejsce w gametach w czasie fizjologicznego procesu kapacytacji (Bailey i wsp., 2000; Flores
i wsp., 2008)

U wszystkich gatunkdéw zwierzat obserwuje sie uszkodzenie od okoto 40 do 50% plemnikédw w
czasie procesu kriokonserwacji (Watson, 2000). W przypadku bydta mlecznego wspdtczynnik
zaptodnien nasieniem mrozonym jak i $wiezym ksztatftuje sie na podobnym poziomie, jednak nalezy
uwzgledni¢ wyzszg liczbe plemnikow w dawce inseminacyjnej nasienia kriokonserwowanego
(Vishwanath i Shannon, 2000). Natomiast u suk inseminowanych nasieniem mrozonym obserwuje sie
zdecydowanie nizszy odsetek zaptodnien, niz w przypadku zastosowania nasienia Swiezego, badz
poddanego konserwacji w stanie ptynnym. Zjawisko to wigze sie przede wszystkim z krotka
przezywalnoscig rozmrozonych komadrek rozrodczych, zaburzeniami sprawnosci metabolicznej oraz
znacznym obnizeniem ruchliwosci plemnikéw (Schafer-Somi i wsp., 2006). Ponadto, skutecznos¢
inseminacji ograniczona jest w znacznym stopniu dtugim okresem rui oraz owulacji samic (Linde-
Forsberg i Forsberg, 1989).

Ocena parametréw ruchliwosci odzwierciedlajgca zdolnos¢ zaptadniajgcg gamet stosowana
jest rutynowo w przypadku nasienia $wiezego w celu okreslenia przydatnosci do procesu
kriokonserwacji oraz w nasieniu rozmrozonym pozwalajgc na ocene dawki inseminacyjnej (Aitken i
wsp. 1985; Nothling i wsp., 1997)

Zaréwno w przypadku zwierzat gospodarskich jak i psa wykazano statystycznie istotne
obnizenie odsetka plemnikéw charakteryzujgcych sie ruchem postepowym w nasieniu poddanemu
procesowi kriokonserwacji w poréwnaniu do nasienia $wiezego (Rasul i wsp., 2001; Pefia i wsp., 2003;
Ortega i wsp., 2009)

Ocena ruchliwosci plemnikow uzyskana metodg mikroskopowg nie s3 w petni wiarygodna,
charakteryzuje sie niewielkg powtarzalnoscig, zréznicowanymi rezultatami oraz moze by¢ obarczona
subiektywizmem osoby przeprowadzajgcej analize (Tejerina i wsp., 2008; Lammers i wsp., 2013).
Wyeliminowanie powyzszych niedogodnosci, umozliwito wprowadzenie komputerowo wspomaganej
oceny jakosci nasienia (Computer Assisted Sperm Analysis — CASA). System ten pozwala na

przeprowadzanie obiektywnej, szybkiej, a zarazem precyzyjnej analizy obejmujacej ocene m.in.
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odsetka plemnikdéw ruchliwych oraz odsetka komérek charakteryzujgcych sie ruchem postepowym.
Niemniej jednak, w przypadku monitorowania jakos$ci nasienia po rozmrozeniu, ocena parametrow
ruchliwosci jest niewystarczajgca do okreslenia zmian na poziomie strukturalnym i biochemicznym
komérek.

Techniki barwienia z wykorzystaniem fluorochromoéw pozwalajg na precyzyjne okreslenie m.in.
integralnosci bton komérkowych. Obecnie, zaréwno w przypadku cztowieka jak i zwierzat powszechnie
stosuje sie metode opartg na kombinacji dwdch barwnikéw: SYBR—14 oraz jodku propidyny (PIl)
(Garner i Johnson, 1995). Dodatkowo, jednoczesna ocena integralnosci bton plazmatycznych oraz
sprawnosci funkcjonalnej mitochondriéw mozliwa jest dzieki wykorzystaniu dwéch fluorochroméw JC—
1(5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-benzimidazolylcarbocyanine iodide) oraz PI (Thomas i wsp.,
1998). Monitorowanie potencjatu transbtonowego mitochondridéw jest niezwykle istotne z uwagi na
funkcje petnione przez te organella. Ich charakterystyczna lokalizacja wzdtuz wstawki, sprawia, ze
generowana przez nie energia w postaci ATP wykorzystywana jest do ruchu postepowego plemnikéw,
aktywnego transportu substratéw przez btony, a takze w procesie kapacytacji, reakcji akrosomowe;j
oraz hyperaktywacji plemnikéw (Gadella i wsp., 2001, Piasecka 2004a, Piasecka 2004b, Skalska i wsp.,
2006). Obserwowane obnizenie odsetka plemnikéw z aktywnymi mitochondriami moze by¢ zwigzane
ze zmiang przepuszczalnosci bton plazmatycznych, co z kolei moze negatywnie wptywaé na utrzymanie
wysokiego potencjatu transbtonowego mitochondriéw (Kumaresan i wsp., 2008). Wprowadzenie
kolejnego barwnika (Pl) umozliwia dodatkowo jednoczesng ocene sprawnosci metabolicznej oraz
integralnosci plazmolemy komadrek. Do obnizenia stezenia ATP moze dochodzi¢ m.in. na drodze
zaktécen w transporcie elektrondw na tancuch oddechowy w procesie fosforylacji oksydacyjnej, ktére
wywotywane sg powstajgcymi w nadmiarze reaktywnymiformamitlenu (Guthrie i wsp., 2008). Pomiar
zawarto$ci ATP moze dostarcza¢ cennych informacji o jakosci biologicznej nasienia poddanego
procesowi kriokonserwacji.

Wysoka zawartos$é wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA, ang. polyunsaturated
fatty acids) w fosfolipidach btonowych plemnikéw ssakéw, czyni je wyjatkowo wrazliwymi na proces
peroksydacji lipidow (Alvarez i Storey, 1995). Meskie komorki rozrodcze zdolne sg do generowania
reaktywnych form tlenu (RTF), ktdre w niskich stezeniach odgrywajg istotng role w wielu procesach
fizjologicznych (Bansal i Bilaspuri, 2010). Niemnie] jednak, w przypadku nadmiernego formowania sie
RTF oraz zaburzen uktadu antyoksydacyjnego, moze dochodzi¢ do powstania zjawiska stresu
oksydacyjnego (Guthrie i Welch, 2012). Proces ten przyczynia sie do obnizenia ptynnosci bton, zmian
ich struktury, czy wzrostu przepuszczalnosci jondw (Agarwal i wsp., 2014; Aitken i wsp., 2014).
Ponadto, zwiekszona ekspozycja plemnikéw na RFT jest jedng z przyczyn obnizenia ich ruchliwosci,
najprawdopodobniej w skutek gwattownego obnizenia wewnatrzkomoérkowego stezenia ATP (Rivlin i

wsp., 2004; Yang i wsp., 2006; Awda i wsp., 2009). Utrzymanie prawidtowej homeostazy komdrek
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zalezne jest w duzej mierze od prawidtowo funkcjonujgcego systemu antyoksydacyjnego zaréwno w
plazmie nasienia jak i plemnikach, ktérego podstawowymi elementami sg zaréwno enzymy wykazujace
aktywnos¢ antyoksydacyjng oraz niskoczgsteczkowe antyoksydanty. Potgczenie obserwacji
podstawowych parametréw biologicznych plemnikéw wraz z okresleniem aktywnosci enzyméw o
dziataniu antyoksydacyjnym takich jak katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx) oraz dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) pozwala na wieloptaszczyznowe monitorowanie zmian wywotanych procesem
kriokonserwacji.

Szczegdtowa analiza jakosci plemnikéw jest niezbedna m.in. w celu oceny przydatnosci
dodatku komponentdéw do rozcienczalnikdw stosowanych w technologii zamrazania oraz rozmrazania
nasienia. Doskonalenie stosowanych technologii kriokonserwacji nasienia buhaja oraz psa, majacych
na celu poprawe ruchliwosci oraz zywotnosci komdrek rozrodczych po rozmrozeniu jest przedmiotem
wiekszosci moich prac badawczych, w tym réowniez przedstawionych jako szczegdlne osiggniecie
naukowe.

W celu poprawy ruchliwosci komdrek rozrodczych stosuje sie dodatek m.in. stymulantéw
ruchliwosci takich jak mtyloksantyny. Kofeina (CAF) oraz pentoksyfilina (PTX), bedace konkurencyjnymi
oraz nieselektywnymi inhibitorami fosfodiesterazy cyklicznego monofosforanu adenozyny (cAMP)
zwiekszajg wewnatrzkomérkowe stezenie cAMP powodujgc wzrost fosforylacji tyrozyny w regionie
witki plemnika, co wzmaga ich ruchliwos¢ (Estevez i wsp., 2007, Brie i wsp., 2016). Ponadto wykazano,
ze PTX posiada zdolnos¢ hamowania czynnika martwicy nowotworu a (TNFa) odpowiedzialnego za
fragmentacje DNA oraz apoptoze — programowang Smier¢ komérki. Dodatkowo wykazano, ze dodatek
pentoksyfiliny redukuje wytwarzanie anionéw ponadtlenkowych oraz ogranicza proces peroksydacji
lipidéw (Peeker et al., 1997; Mundle et al, 1999; Zhang et al., 2005). Do zwiekszenia
wewnatrzkomérkowego stezenia cAMP moze dochodzi¢ réwniez w przebiegu innego molekularnego
mechanizmu. Wykazano, ze dodatek 2'-deoksyadenozyny (DAX), analogu adenozyny ze
zmodyfikowanym pierscieniem rybozy, prowadzi do aktywacji cyklazy adenylanowej, posrednio
poprzez receptor A2 (Milani i wsp., 2010).

Pozytywny wptyw na szereg wtasciwosci biologicznych plemnikéw poddanych zaréwno
konserwacji w stanie ptynnym jak i technologii zamrazania wykazano stosujgc suplementacje
acetylowanym glicerofosfolipidem — ptytkowym czynnikem aktywujgcym (PAF - platelet activating
factor) (1-alkilo-2-acetylo-sn-glicerolo-3-fosfocholina). Ten naturalnie wystepujacy glicerofosfolipid
btonowy odgrywa wazng role w procesach reprodukcyjnych, zaréwno w meskim, jak i zenskim uktadzie
rozrodczym (Kordan i wsp., 2003). Wykazano miedzy innymi jego pozytywny wptyw na aparat ruchu
plemnikéw (Odeh i wsp., 2003; Kordan i Strzezek, 2006; Kheradmand i wsp., 2009; Kordan i wsp., 2009;
Kordan i wsp., 2010). Synteza PAF odbywa sie w réznych typach aktywowanych komdrek, gtéwnie w

bazofilach, neutrofilach, monocytach, makrofagach oraz komdrkach srédbtonka (Roudebush i wsp.
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2002). Ponadto wykazano jego obecno$¢ w plemnikach cztowieka (Minhas i wsp., 1991), innych
naczelnych (Roudebush i Mathur 1998; Diaz i wsp., 1999; Roudebush i wsp., 2002) oraz zwierzat
gospodarskich (Kumar iwsp., 1988; Hough i Parks, 1994; Roudebush i Diehl, 2001).

Roéwnowaga miedzy generowaniem reaktywnych form tlenu, a aktywnoscig uktadu
antyoksydacyjnego umozliwia zachowanie homeostazy w uktadach biologicznych. Niekontrolowane
wytwarzanie RFT w czasie procesu kriokonserwacji znaczgco obniza jakos$¢ nasienia (Stradioli i wsp.,
2007). Zatem utrzymanie wysokiego potencjatu antyoksydacyjnego w nasieniu moze w istotny sposdb
wptywaé na ruchliwo$é, metabolizm energetyczny plemnikéw oraz ich zywotnos$é, skutkujac
zachowaniem zdolnosci wigzania meskich komérek rozrodczych do ostony przejrzystej oocytéw. Poza
enzymami o dziataniu antyoksydacyjnym, niezwykle istotng role w przeciwdziataniu szkodliwego
wptywu wolnych rodnikdw przypisuje sie niskoczasteczkowym antyoksydantom wystepujgcym w
nasieniu ssakéw, m.in. witaminie E oraz C. Rozpuszczalna w ttuszczach witamina E, hamuje efekt
peroksydacji lipidow poprzez eliminacje wolnych rodnikdw m.in. nadtlenkowych (ROQOe) czy
alkoksylowych (ROe) (Asadpour i wsp., 2011; Pour i wsp., 2013). Natomiast kwas askorbinowy dziata
jako kluczowy kofaktor w procesach hydroksylacji oraz amidacji (Huang i wsp., 2005). Obydwa
niskoczgsteczkowe antyoksydanty uczestniczg ponadto w syntezie kolagenu, proteoglikanéw i
komponentédw macierzy wewngatrzkomaérkowej (Hosen i wsp., 2012; Singh i wsp., 2015).

Doskonalenie technologii kriokonserwacji nalezy rozpatrywac na réznych ptaszczyznach ze
wzgledu na mnogosc¢ czynnikdw przyczyniajgcych sie do kriouszkodzen, a takze gatunkowej zmiennosci
rdéznicujgcej nasienie pod wzgledem przydatnosci do zamrazania. Jedynie kompleksowa analiza
nasienia moze da¢ wiarygodng ocene zastosowanych dodatkédw majacych na celu poprawe zdolnosci
zaptadniajacej meskich komdrek rozrodczych poddanych kriokonserwacji.

Ogoélnym celem badan w ramach prezentowanego cyklu publikacji, przewidywanych jako
osiggniecie naukowe w procedurze habilitacji, byto okreslenie wptywu dodatku wybranych
stymulatorow ruchliwosci i niskoczgsteczkowych antyoksydantéw na parametry jakosciowe oraz

biochemiczne kriokonserwowanego nasienia buhaja i psa.

5.2 OMOWIENIE WYNIKOW PRAC WSKAZANYCH JAKO SZCZEGOLNE OSIAGNIECIE NAUKOWE

5.2.1. Lecewicz M., Hering D.M., Kaminski S., Majewska A., Kordan W. 2015. Selected
qualitative and biochemical parameters of cryopreserved semen of Holstein-Friesian (HF) Al

bulls. Pol. J. Vet. Sci., 18 (1): 237-239.

Cel pracy, wraz z uzasadnieniem potrzeby badan
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Sztuczna inseminacja (Al) z zastosowaniem nasienia kriokonserwowanego jest dominujgca
metoda stosowang w rozrodzie bydta mlecznego. O skutecznosci programéw hodowlanych decyduje
wiele czynnikbéw, obejmujacych m.in. potencjat genetyczny, uwarunkowania fizjologiczne,
odpowiednie zywienie oraz utrzymanie zwierzat. Nie mniej jednak gwarantem sukcesu procedury
inseminacji jest nasienie wysokiej jakosci (Walsh i wsp., 2011). Technologia kriokonserwacji powoduje
wiele zmian zardwno na poziomie strukturalnym jak i funkcjonalnym plemnikéw. Rutynowym
badaniem nasienia w celu oceny jego przydatnosci do inseminacji jest ruchliwos¢ plemnikéw. Jednak
majac na uwadze wielopoziomowos¢ kriouszkodzen, szczegdtowa analiza parametréw jakosci nasienia
wydaje sie by¢ niezbedna w celu monitorowania zmian indukowanych procesami zamrazania oraz
rozmrazania, a takie potwierdzeniem rzetelnosci testéw stosowanych w ocenie dawek
inseminacyjnych.

Celem prezentowanej pracy byta analiza wybranych parametréw jakosciowych oraz
biochemicznych nasienia buhajow rasy Holsztyrisko — Fryzyjskiej (HF), ze szczegdlnym uwzglednieniem
ruchliwosci plemnikéw, aktywnosci metabolicznej gamet, stanu bton plazmatycznych oraz statusu

enzymatycznego uktadu antyoksydacyjnego.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowito 120 ejakulatow buhajow rasy HF pochodzacych ze Stacji Hodowli
i Unasieniania Zwierzat sp. z o. o. w Bydgoszczy. Analize parametréw ruchliwosci plemnikow
przeprowadzono przy uzyciu systemu CASA (VideoTesT Sperm 2.1, St. Petersburg, Russia). Oceny
integralnosci bton plazmatycznych komoérek rozrodczych dokonano z wykorzystaniem kombinacji
dwoch fluorochroméw: SYBR-14 oraz Pl (Fraser et al. 2002). Natomiast, do okreslenia aktywnosci
mitochondriéw plemnikéw wykorzystano barwniki JC-1/Pl (Thomas i wsp., 1998). Oznaczenie
zawartosci ATP przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta (Roche Molecular Biochemical,
Bioluminescence Assay Kit CLSII). Ponadto, okreslono aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych — SOD,
CAT oraz GPx zgodnie z metodg podang przez Koziorowska—Gilun i wsp. (2013). Dodatkowo wykonano
analize fragmentacji DNA zgodnie z procedurg opisang przez Fraser i Strzezek (2005), a wyniki
przedstawiono jako DFlI (DNA Fragmentation Index). Analizy statystyczne przeprowadzono z

wykorzystaniem programu komputerowego Statistica 10 (StatSoft).

Rezultaty badan wraz z interpretacjg

Zgodnie ze standardami Unii Europejskiej, w przypadku buhaja, odsetek plemnikéw ruchliwych

po rozmrozeniu powinien wynosi¢ 50%. Rezultaty naszych badan wykazaty, ze ruchliwos$¢ plemnikéw
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rozmrozonych ksztattowata sie na poziomie 62,51 + 6,94 %. Ponadto, analizowane préby nasienia
charakteryzowaty sie wysokim odsetkiem plemnikéw o ruchu progresywnym (PMOT, 21,46 + 6,51 %),
co moze Swiadczy¢é o odpowiedniej, wysokiej jakosci komodrek rozrodczych, niezbednej do
przeprowadzenia skutecznego zaptodnienia. Dodatkowo, uzyskane wyniki potwierdzajg réwniez
otrzymane wartosci pozostatych parametréw kinematycznych plemnikdéw, ktére ksztattowaty sie
nastepujaco: VCL (55,47 + 6,77 um/s), VSL (27,92 £ 4,99 pm/s), STR (88,64%+ 3,56 %), LIN (49,52 +
2,89 %). Natomiast niskie wartosci ALH oraz BCF, wynoszgce odpowiednio 1,20 + 0,15 yum oraz 7,62 +
0,24 Hz, mogg wskazywaé brak hyperaktywacji plemnikéw, a tym samym na ich wysoka zdolnos¢
zaptadniajaca. O dobrej jakosci analizowanego nasienia Swiadczg réwniez: wysoki odsetek plemnikéw
o integralnej plazmolemie (72,21 + 2,72 %) oraz aktywnych mitochondriach (71,32 + 1,85 %). Stezenie
ATP ksztattowato sie na poziomie (15,59 * 2,16 nmol/1x10® komodrek), co wskazuje na wysoka
aktywnos$¢ metaboliczng analizowanych préb. Uzyskane wyniki dotyczgce aktywnosci enzymoéw
antyoksydacyjnych CAT (2847,83 + 420,57 U/1x10° komdrek), GPx (494,37 + 138,52 U/1x10° komérek)
oraz SOD (5,31 + 1,04 U/1x10° komérek) $wiadczg o wydajnym systemie antyoksydacyjnym badanego
nasienia, co dodatkowo znajduje swoje potwierdzenie w niskim indeksie DFI. W podsumowaniu nalezy
stwierdzié, ze dodatkowe analizy laboratoryjne sg niezbedne w celu doktadnej oceny wtasciwosci
kriokonserwowanego nasienia buhaja. Ponadto, uzyskane wyniki wskazaty na wysokg zdolnos¢
zaptadniajacg badanych préb nasienia oraz mozliwosé wykorzystania przedstawionych analiz do oceny
plemnikéw kriokonserwowanych, charakteryzujgcych sie obnizong zywotnoscig. Prezentowane

rezultaty stanowity podstawe do dalszych badan opisanych ponize;j.

5.2.2. Lecewicz M., Kordan W., Majewska A., Kaminski S., Dziekoriska A., Mietelska K. 2016. Effects
of the platelet-activating factor (PAF) on selected quality parameters of cryopreserved bull

semen (Al) with reduced sperm motility. Pol. J. Vet. Sci., 19 (1): 147-158.

Cel pracy, wraz z uzasadnieniem potrzeby badan

Ruchliwos¢ plemnikéw jest podstawowym parametrem nasienia analizowanym w centrach
inseminacji. Wielu autoréw dowodzi, ze procent plemnikéw ruchliwych jest wyznacznikiem
integralnosci bton plazmatycznych komérek rozrodczych, a takze ich aktywnosci metabolicznej
(Johnson i wsp., 2000, Estienne i wsp., 2007, Kaeoket i wsp., 2010).

Zarowno w przypadku cztowieka jak i wielu gatunkéw zwierzat zaobserwowano pozytywny
efekt dodatku egzogennego PAF do nasienia konserwowanego w stanie ptynnym oraz poddanego
technologii kriokonserwacji. Wykazano korzystny wptyw omawianego glicerofosfolipidu na ruchliwos¢

plemnikéw, integralnos¢ plazmolemy, kapacytacje oraz reakcje akrosomowg (Aravindakshan i Sharma,
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1996; Roudebush i wsp., 2002; Odeh i wsp., 2003; Kordan i Strzezek 2006; Kordan i wsp., 2009;
Kheradmand i wsp., 2009; Kordan i wsp., 2010; Esmaeilpour i wsp., 2014).

Reinhardt i wsp. (1999) oraz Roudebush i wsp. (2000) stwierdzili obecnos$é receptoréw PAF na
powierzchni plazmolemy plemnikdw cztowieka. Autorzy wykazali, ze wigzanie PAF z jego biatkowym
receptorem btonowym aktywuje system fosfolipazy C, powodujgc uwolnienie wtérnych przekaznikéw
— pochodnych fosfatydyloinozytolu — odpowiedzialnych za wzrost wewngtrzkomdrkowego stezenia
Ca®* (Lapetina i wsp., 1982). Wymienione procesy prowadza do depolimeryzacji sieci wtdkien
aktynowych i aktywacja fosfolipaz, czego wynikiem jest wzmozona ruchliwos¢ plemnikéw (Roudebush
i wsp., 2000).

Celem prezentowanej pracy, w pierwszym etapie badan byto okreslenie optymalnego stezenia
dodatku egzogennego PAF, wywierajgcego pozytywny efekt na podstawowe parametry jakosciowe
rozmrozonego nasienia buhaja. Nastepnie analizowano wptyw dodatku wybranej koncentracji PAF na
ruchliwos¢ plemnikow, stan bton plazmatycznych oraz sprawnos¢ funkcjonalng mitochondriow w
probach nasienia kriokonserwowanego buhajow charakteryzujacych sie obnizong ruchliwoscig

plemnikéw.

Materiat i metody

W celu okreSlenia pozgdanego stezenia PAF wykorzystano 10 ejakulatéw buhajow
pochodzacych ze Stacji Hodowli i Unasieniania Zwierzat sp. z 0. 0. w Bydgoszczy. Rozmrozone nasienie
suplementowano nastepujgcymi koncentracjami glicerofosfolipidu: 1x10°M, 1x10°M, 1x107M, 1x10°
8M oraz 1x10°M. Kontrole stanowito nasienie bez dodatku PAF. Oceny parametréw (ruchliwo$é
plemnikéw, integralnos¢ bton oraz aktywnos$¢ mitochondriéw) dokonywano w réznych przedziatach
czasowych : 0, 30, 60, 90 oraz po 120 minutach inkubacji. Analize ruchliwosci plemnikéw
przeprowadzono przy uzyciu systemu CASA (VideoTesT Sperm 2.1, St. Petersburg, Russia). Analizy
integralnosci bton plazmatycznych komodrek rozrodczych dokonano z wykorzystaniem kombinacji
dwoch fluorochroméw: SYBR—14/PI (Live/Dead Sperm Viability Kit; Molecular Probes) wg metody
Garner i Johnson (1995), z modyfikacjami wtasnymi, natomiast do okreslenia aktywnosci
mitochondridw plemnikéw wykorzystano barwniki JC-1 (Molecular Probes, Eugene, USA) oraz PI
(Molecular Probes, Eugene, USA), zgodnie z metodg opisang przez Thomas i wsp. (1998) z
modyfikacjami (Dziekonska i wsp., 2009). Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem

programu komputerowego Statistica 10 (StatSoft).

Rezultaty badan wraz z interpretacja
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W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze rozmrozone nasienie buhaja z dodatkiem PAF
w koncentracji 1x10°M charakteryzowato sie najwyiszym odsetkiem plemnikéw ruchliwych
niezaleznie od czasu inkubacji. Uzyskane rezultaty zgodne sg z wynikami badan przeprowadzonych
przez Ricker i wsp. (1989), w ktérych wykazano, ze pieciominutowa inkubacja nasienia z dodatkiem
syntetycznego PAF w koncentracjach od 107 do 103M skutkowata istotnym wzrostem ruchliwosci
plemnikéw cztowieka, podczas gdy suplementacja glicerofosfolipidu w stezeniu 10°M prowadzita do
natychmiastowej Smierci komérek.

Okreslenie optymalnej koncentracji PAF umozliwito ocene wptywu dodatku fosfolipidu na
wiasciwosci rozmrozonych plemnikéw buhajéw charakteryzujgcych obnizonymi parametrami
ruchliwosci, nie spetniajgcymi kryteridw przyjetych przez centra inseminacyjne. Analiza ruchliwosci
wykazata statystycznie istotny wzrost odsetka plemnikéw ruchliwych w prébach z dodatkiem
optymalnego stezenia egzogennego PAF bez wzgledu na czas inkubacji. Podobne wyniki uzyskano w
przypadku odsetka komodrek rozrodczych poruszajgcych sie ruchem liniowym oraz nieliniowym.
Sposrdd pozostatych analizowanych parametréw kinematycznych zaobserwowano statystycznie
istotny wzrost VSL. Podobne rezultaty zaobserwowano w badaniach przeprowadzonych przez Grassi i
wsp. (2010). Autorzy wykazali, ze nasienie przeznaczone do domacicznych inseminacji ze w przypadku
cztowieka, charakteryzujgce sie obnizong ruchliwoscia wykazywato istotnie wyzsze parametry
ruchliwosci gamet po 60 minutowej inkubacji z 0,5uM PAF.

Zaroéwno w pierwszej jak i drugiej czesci przeprowadzonych badan zaobserwowano pozytywny
wptyw dodatku PAF na integralnos¢ bton plazmatycznych oraz aktywnos$é mitochondriéw. Podobne
rezultaty uzyskano w przypadku kriokonserwowanego nasienia knura oraz psa (Kordan i wsp., 2009;
Kordan i wsp., 2010).

Meskie komoérki rozrodcze o nienaruszonej plazmolemie charakteryzujg sie wysokim
potencjatem mitochondrialnym, ktérego utrzymanie na odpowiednio wysokim poziomie gwarantuje
generowanie ATP, niezbednego do zachowania ruchliwosci plemnikdw oraz ich zdolnosci
zaptadniajacych (Trzcirfska i wsp., 2008; de Andrade i wsp., 2007).

Podsumowujac, inkubacja rozmrozonego nasienia buhaja charakteryzujgcego sie obnizong
ruchliwoscig z dodatkiem egzogennego PAF w stezeniu 10°°M wywarta pozytywny wptyw na jako$é
analizowanego nasienia. Poza wzrostem ruchliwosci plemnikéw, odnotowano poprawe parametréw

kinematycznych plemnikdéw, a takze zwiekszong stabilnos¢ bton plazmatycznych.
5.2.3. Lecewicz M., Kordan W., Kaminski S., Majewska A.M., Strzezek R. 2017. Effect of platelet-

activating factor (PAF) supplementation in semen extender on ATP content of cryopreserved

bull spermatozoa (Al). Pol. J. Vet. Sci. 20: 421-423.
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Cel pracy, wraz z uzasadnieniem potrzeby badan

Wykazano, ze ptytkowy czynnik aktywujacy petni istotng role zaréwno w meskim, jaki zeriskim
uktadzie rozrodczym (Kordan i wsp., 2003; Bosch i wsp., 2009). Wskazuje sie na jego szczegdlng role w
utrzymaniu sprawnosci metabolicznej plemnikéw (Odeh i wsp., 2003; Kordan i Strzezek, 2006;
Kheradmand i wsp., 2009; Kordan i wsp., 2009; Kordan i wsp., 2010). Prezentowana praca, jest
kontynuacjg poprzednich badan, dotyczacych oceny wptywu dodatku PAF na wybrane parametry
jakosciowe kriokonserwowanego nasienia buhaja (Lecewicz i wsp., 2016).

Celem badan byto okreslenie wptywu suplementacji oraz czasu inkubacji rozmrozonego

nasienia buhaja z egzogennym PAF na zawarto$¢ ATP w plemnikach.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowito kriokonserwowane nasienie 10 buhajéw pochodzacych ze Stacji
Hodowli i Unasieniania Zwierzat sp. z 0. 0. Rozmrozone nasienie o koncentracji 20x10° plemnikéw/cm?
inkubowano przez 0, 30, 60, 90 oraz 120 minut z dodatkiem réznych stezers PAF: 1x10°M, 1x10°M,
1x107M, 1x10°M oraz 1x10°M, w temperaturze 37°C. Oznaczenie zawartosci ATP przeprowadzono
zgodnie z instrukcjg producenta (Roche Molecular Biochemical, Bioluminescence Assay Kit CLSII).
Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem programu komputerowego Statistica 10

(StatSoft). Rdznice miedzy Srednimi wartosciami rozpatrywano jako istotne na poziomie p<0,05.

Rezultaty badan wraz z interpretacjg

Obecnie ruchliwos¢ plemnikéw jest nadal podstawowym parametrem charakteryzujacym
jakosc¢ nasienia. Istotny wptyw na jej utrzymanie ma zawartos¢ wewngatrzkomorkowego stezenia ATP,
ktérego odpowiedni poziom zapewnia proces glikolizy zachodzacy w cytoplazmie plemnikéw oraz
fosforylacja oksydacyjna przebiegajgca w mitochondriach (Ford, 2006). W prezentowanej pracy
wykazano istotnie wyzsze (p<0,05) stezenie ATP w nasieniu z dodatkiem PAF o koncentracji 1x10°M
po 90 oraz 120 minutach inkubacji w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zastosowanie optymalnego
stezenia fosfolipidu wptyneto réwniez na utrzymanie odpowiedniej ruchliwosci plemnikow w
kriokonserwowanym nasieniu buhaja (Lecewicz i wsp., 2016), knura (Kordan i wsp., 2009), czy ogiera
(Odeh i wsp., 2003).

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢ ze, szczegdlng uwage nalezy zwréci¢ na rejon wstawkowy
plemnika, strukture bogata w mitochondria, zaangazowang w utrzymanie ruchliwosci meskich

komérek rozrodczych. Potencjalny pozytywny wptyw ptytkowego czynnika aktywujgcego na wzrost
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stezenia ATP w kriokonserwowanym nasieniu, moze by¢ powodowany ochronng rolg fosfolipidu w

przebiegu proceséw zwigzanych z aktywnoscig metaboliczng mitochondridw.

5.2.4. Lecewicz M., Strzeiek R., Kordan W. Majewska A.M. 2018. The effect of extender
supplementation with low-molecular - weight antioxidants on selected quality parameters

of cryopreserved canine spermatozoa. J. Vet. Res. 62 (2): 221-227.

Cel pracy, wraz z uzasadnieniem potrzeby badan

Nowoczesne technologie kriokonserwacji nasienia psa daja mozliwos¢ przekazywania
pozgdanego materiatu genetycznego od najbardziej cennych reproduktoréw, ponadto przyczyniajg sie
do podtrzymanie rzadkich ras pséw, czy umozliwiajg wzmocnienie pozgdanych cech behawioralnych
m.in. u pséw pomocnikow oraz psow ratownikow (Silva i wsp., 2002; Ogata i wsp., 2015).

Kazdy z etapdw technologii kriokonserwacji, w tym rozrzedzenie, schtadzanie, zamrazanie oraz
proces rozmrazania prowadzi do obnizenia zdolnosci zaptadniajgcej nasienia wykorzystywanego do
zabiegu sztucznej inseminacji (Asadpour i wsp., 2011; Pour i wsp., 2013). Utrzymanie odpowiedniej
wartosci biologicznej plemnikdw ssakéw utrudnione jest gtéwnie przez wysoka zawartosc
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA) w fosfolipidach btonowych komérek, ktére czynig je
wysoce wrazliwymi na uszkodzenia peroksydacyjne (Hamedani i wsp., 2016). Niskie stezenia wolnych
rodnikdow generowanych w tancuchu oddechowym sg niezbedne do prawidtowego przebiegu wielu
procesow fizjologicznych w plemnikach. Jednakze, w wyniku procesu kriokonserwacji dochodzi do
podniesienia poziomu reaktywnych form tlenu, zaktdcajacych réwnowage miedzy iloscia wolnych
rodnikéw, a systemem antyoksydacyjnym komorek rozrodczych, prowadzgc do powstania zjawiska
stresu oksydacyjnego (Guthrie i Welch, 2012). Nadmierna ekspozycja plemnikéw na dziatanie RFT
skutkuje utratg integralnosci plazmolemy, niekontrolowanym spadkiem stezenia ATP oraz
uszkodzeniem aksonemy. W  konsekwencji dochodzi m.in. do wycieku enzyméw
wewnatrzkomorkowych, utraty ruchliwosci czy fragmentacji DNA, a w rezultacie do obnizenia
zdolnosci zaptadniajacej komarek (Aitken i Baker 2006; Chi i wsp., 2008; Petruska i wsp., 2014).

Reaktywne formy tlenu mogg by¢é neutralizowane dzieki obecnosci enzymoéw
antyoksydacyjnych takich jak SOD, GPX oraz CAT. Ponadto, w mechanizm obrony przeciw skutkom
peroksydacji lipidow zaangazowany jest system nieenzymatyczny, w sktad ktérego wchodzg m.in.
tioredoksyna oraz glutation, molekuty zawierajgce grupy tiolowe, a takze witaminy E, C oraz D (Zeitoun
i wsp., 2015). W przypadku cztowieka oraz kilku gatunkéw ssakow prowadzono badania dotyczace

suplementacji rozrzedzalnika niskoczgsteczkowymi antyoksydantami w celu przeciwdziatania skutkom
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stresu oksydacyjnego w nasieniu poddanemu procesowi kriokonserwacji (Pefia i wsp., 2003; Michael i
wsp., 2007; McCarthy i Meyers 2011; Rossi i wsp., 2016).

Celem prezentowanej pracy byto okreslenie wptywu dodatku rdézinych koncentracji
niskoczgsteczkowych antyoksydantéw (Trolox, kwas L—askorbinowy), a takze ich kombinacji do

rozrzedzalnika na wybrane parametry jakosciowe kriokonserwowanych plemnikéw psa.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity frakcje plemnikowe ejakulatéw kolekcjonowanych raz w tygodniu
przez okres 8 tygodni od 4 psdéw mieszaricéw. Préby nasienia charakteryzujgce sie odsetkiem
plemnikéw ruchliwych na poziomie wyzszym niz 80% oraz koncentracjg powyzej 200 x 10° plemnikéw
na 1cm?® przeznaczano do dalszych analiz. Procedure zamrazania nasienia przeprowadzano zgodnie z
metodg podang przez Nizanski i wsp. (2001) z modyfikacjami wtasnymi.

Rozrzedzone nasienie suplementowano rozpuszczalng w wodzie witaming E (Trolox, kwas 6-
hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowego, Sigma Chemical Co, USA) oraz kwasem L—
askorbinowym (Sigma Chemical Co, USA). W badaniach analizowano nastepujgce warianty
rozcienczalnikdw: 1) kontrolny — brak suplementacji; 2) z dodatkiem witaminy E w stezeniu
400uM/1x10% plemnikéw; 3) z dodatkiem witaminy C w stezeniu 200 uM/1x108 plemnikdw; 4) z
dodatkiem kombinacji witamin C oraz E, odpowiednio 200 + 400 uM/1x10% plemnikdw; 5) kombinaciji
witamin C i E, odpowiednio 200 + 200 puM/1x108 plemnikéw. Wybrane parametry jakosciowe
plemnikéw takie jak, ruchliwos¢, integralnos¢ plazmolemy oraz status funkcjonalny mitochondridéw
oznaczano po 0, 60 oraz 120 minutach inkubacji w réznych wariantach rozcienczalnika. Oceny
ruchliwosci plemnikéw dokonywano z zastosowaniem systemu IVOS — sperm analyser wersja 12.3
(Hamilton-Thorne Biosciences, USA). Integralno$¢ plazmolemy oraz funkcje mitochondriow
analizowano z zastosowaniem barwnikéw fluorescencyjnych, stosujgc kombinacje fluorochroméw,
odpowiednio: SYBR-14/ PI (Live/Dead Sperm Viability Kit, Thermo Fisher Scientific, USA) oraz JC-
1(Molecular Probes, USA)/PI (Sigma Chemical Co., USA). Uzyskane wyniki opracowano statystystycznie

przy uzyciu pakietu statystystycznego Statistica (StatSoft).

Rezultaty badan wraz z interpretacjg

Roéwnowaga miedzy generowaniem reaktywnych form tlenu a aktywnoscig systemu
antyoksydacyjnego, zarowno enzymatycznego jak i nieenzymatycznego, determinuje utrzymanie
homeostazy w uktadach biologicznych. Nadmierna produkcja wolnych rodnikéw indukowana

procesem kriokonserwacji prowadzi do obnizenia jakos$ci nasienia (Stradaioli i wsp., 2007). Zachowanie
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wysokiego potencjatu antyoksydacyjnego w prébach rozmrozonego nasienia, moze przyczynic sie do
poprawy ruchliwosci komodrek, ich zywotnosci oraz zdolnosci do wigzania sie z ostong przejrzysta
oocytow.

W prezentowanych badaniach, bez wzgledu na zastosowane stezenie oraz czas inkubacji, nie
wykazano istotnego wptywu dodatku Troloxu na analizowane parametry. Niemniej jednak wykazano
wyzszy odsetek plemnikédw ruchliwych oraz komérek charakteryzujgcych sie ruchem liniowym w
poréwnaniu do préby kontrolnej. Zblizone wyniki uzyskano w przypadku cztowieka, stosujagc
suplementacje witaming E (40umol/L) (Sahib i wsp., 2016). W przypadku kriokonserwowanego
nasienia knura, wykazano pozytywny wptyw dodatku omawianego niskoczgsteczkowego
antyoksydantu na ruchliwosé¢ plemnikéw, integralnos¢ plazmolemy oraz status mitochondriéw w
roznych frakcjach ejakulatéw (Pefia i wsp., 2003; Pefia i wsp., 2004). Natomiast w przypadku $wiezego
nasienia knura, a takze przechowywanego w stanie ptynnym z dodatkiem a-tokoferolu odnotowano
statystycznie istotny wzrost wszystkich parametréow kinematycznych (Jeong i wsp., 2009). Zeitoun i Al-
Damegh (2015) wykazali, ze w przypadku tryka, optymalne parametry nasienia rozmrozonego
obserwuje sie przypadku dodatku witaminy E nie przekraczajacej ilosci 51U/cm3.

Nalezy nadmieni¢, iz zastosowane w eksperymencie stezenie witaminy E mogto suboptymalnie
wplyngé na analizowane parametry kriokonserwowanego nasienia psa.

W poréwnaniu do kontroli, zaobserwowano statystycznie istotnie wyzszy odsetek plemnikéw
ruchliwych stosujagc dodatek witaminy C (200uM/1x10° plemnikéw) w korelacji z szybkim czasem
rozmrazania, co moze mie¢ zwigzek z mniejszg ekspozycjg komarek na peroksydacje lipidéw. Podobne
wyniki uzyskano w przypadku psa (Wittayarat i wsp., 2012), buhaja (Stolbov i Rimanova, 1984; Raina i
wsp., 2002; Stradaioli i wsp., 2007; Singh i wsp., 2015) oraz tryka (Azawi i Hussein, 2013). Verma i
Kanwar (1999) odnotowali pozytywny wptyw dodatku kwasu L—askorbinowego (800mmol/L) na
ruchliwos¢ plemnikéw cztowieka. Paradoksalnie, autorzy wykazali, ze suplementacja rozrzedzalnika
omawianym antyoksydantem w dawce powyzej 1000mmol/L przyczyniata sie do wzrostu poziomu
reaktywnych form tlenu oraz obnizenia odsetka komdrek ruchliwych. Nalezy podkresli¢, ze bez
wzgledu na czas inkubacji rozmrozonego nasienia z dodatkiem kombinacji witamin C oraz E (200 + 200
uM/1x10° plemnikdw) odnotowano statystycznie istotnie (P<0,05) wyiszy odsetek plemnikéw
ruchliwych. Natomiast po 60 oraz 120 minutach inkubacji obserwowalismy istotnie wyzszy (p<0,05)
odsetek komédrek charakteryzujgcych sie integralng plazmolemg oraz aktywnymi mitochondriami.
Podobne rezultaty obserwowano w przypadku knura oraz buhaja (Varo i wsp., 2010; Mittal i wsp.,
2014).

Podsumowujac, wyniki naszych badan wskazuja, ze dodatek kombinacji niskoczgsteczkowych
antyoksydantéw (witamina C + E; 200 + 200uM/1x10° plemnikéw) w optymalny sposéb wptynat

zarowno na catkowitg ruchliwos¢ plemnikéw, odsetek komdérek rozrodczych wykazujgcych ruch
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liniowy, a takze pozostate analizowane parametry, jak integralnos¢ bton plazmatycznych oraz
aktywnos¢ mitochondriow, w pordwnaniu do suplementacji nasienia pojedynczymi badanymi
sktadnikami. Nalezy podkresli¢, ze przeprowadzone badania wskazujg na synergistyczne dziatanie

witaminy E oraz kwasu L—askorbinowego.

5.2.5. Lecewicz M., Strzezek R., Majewska A.M., Purpurowicz P.S., Kordan W. 2019. The effect of
different concentrations of caffeine, pentoxifylline and 2’-deoxyadenosine on the biological

properties of frozen-thawed canine semen. Ann. Anim. Sci. DOI: 10.2478/aoas-2019-0025.

Cel pracy, wraz z uzasadnieniem potrzeby badan

W ostatnim okresie obserwuje sie stale rosngce zainteresowanie wykorzystaniem
kriokonserwowanego nasienia psa (Jewgenow i wsp., 2017; Lucio i wsp., 2017). Poza zabezpieczeniem
cennego materiatu genetycznego najlepszych reproduktoréw, proces kriokonserwacji umozliwia
transport nasienia na duze odlegtosci, obnizajgc koszty przewozu zwierzat oraz eliminujgc zagrozenia
z tym zwigzane (Comizzoli i wsp., 2009; Belala i wsp., 2016; Lucio i wsp., 2017). Nasienie psa
charakteryzuje sie wzglednie niskg odpornoscig na mrozenie, co skutkuje obnizeniem jego jakosci
biologicznej po rozmrozeniu oraz zmniejszong zdolnoscig zaptadniajgca plemnikéw (Alhaider i Watson,
2009). Utrata ruchliwosci, integralnosci bton plazmatycznych, zmiany w strukturze akrosomu czy
uszkodzenia DNA plemnikdéw, towarzyszg procesowi kriokonserwacji (Kim, Yu i Kim 2010; Karger i wsp.,
2016). Obecno$¢ powyzszych zmian wymaga wyeliminowania, badZ zmniejszenia skutkéow
niekorzystnych czynnikéw towarzyszacych procesom mrozenia oraz rozmrazania. Optymalizacja
technologii mrozenia dotyczy m.in. dodatku substancji stymulujgcych ruchliwos¢ plemnikéw. Do
najczesciej stosowanych stymulatoréw ruchliwosci komoérek zaliczmy metyloksantyny, kofeine oraz
pentoksyfiline, a takze 2’-deoksyadenozyne, analog adenozyny ze zmodyfikowanym pierscieniem
rybozy.

Celem prezentowanych badan byto okreslenie wptywu suplementacji kriokonserwowanego
nasienia psa stymulatorami ruchliwosci — kofeing (CAF), pentoksyfiling (PTX) oraz 2’-deoksyadenozyng

(DAX) na wybrane parametry biologiczne plemnikdw podczas dwugodzinnej inkubacji.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity frakcje plemnikowe ejakulatéw kolekcjonowanych raz w tygodniu
przez okres 10 tygodni od 4 pséw mieszaficdw. Préby nasienia charakteryzujace sie odsetkiem

plemnikdw ruchliwych na poziomie wyzszym niz 80% oraz koncentracjg powyzej 200x10° plemnikéw
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na 1cm3 kwalifikowano do dalszej czesci eksperymentu. Procedure zamrazania nasienia
przeprowadzano zgodnie z metodg podang przez Nizanski i wsp. (2001) z modyfikacjami wtasnymi.
Rozmrozone nasienie suplementowano 1) z rozcienczalnikiem TCF z dodatkiem kofeiny w stezeniach:
5mM, 10mM, 20mM; 2) rozciericzalnikiem TCF z dodatkiem pentoksyfiliny w stezeniach 5mM, 10mM,
20mM; 3) rozcienczalnikiem TCF z dodatkiem 2’deoksyadenozyny w stezeniach 5mM, 10mM, 20mM.
Wybrane parametry jakosciowe nasienia, takie jak ruchliwosé, parametry kinematyczne plemnikéw, a
takze integralnos¢ bton plazmatycznych oraz aktywnos¢ mitochondridw analizowano w rdéznych
przedziatach czasowych, tj. po 0, 60 oraz 120 minutach inkubacji komodrek z réznymi wariantami
rozcieAczalnikdw. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie z wykorzystaniem pakietu

statystycznego Statistica (StatSoft).

Rezultaty badan wraz z interpretacja

Bez wzgledu na dostepnos¢ zaawansowanych technik wspomaganego rozrodu, poddane
kriokonserwacji nasienie charakteryzuje sie obnizong ruchliwoscig oraz zywotnoscig. W przypadku psa
stosowano wiele wariantéw rozcienczalnikéw oraz protokotéw kriokonserwacji, niemniej jednak
odsetek zaptodnien suk z uzyciem mrozonego nasienia znajduje sie na stale niezadawalajgcym
poziomie (Uchoa i wsp., 2012; Rodenas i wsp., 2014; Johnson i wsp., 2014).

Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze inhibitory fosfodiesterazy, zaréwno kofeina jak i
pentoksyfilina, a takze 2’-deoksyadenozyna wptynety na wzrost odsetka plemnikéw ruchliwych oraz
wybrane wartosci parametréw kinematycznych komérek w poréwnaniu do préby kontrolnej. Ponadto,
wykazano, ze dodatek badanych substancji w stezeniu 10mM wptynat optymalnie na analizowane
parametry nasienia. Podobne rezultaty odnotowali L'opez i Alvarifio (2000) w przypadku krélikow.
Autorzy, wykazali wzrost ruchliwosci plemnikdéw przy zastosowaniu dodatku kofeiny w stezeniu 10mM,
natomiast suplementacja w stezeniu 2,5 oraz 5mM nie przyniosta pozadanego efektu. W przypadku
ogiera oraz knura optymalne stezenie CAF, pozytywnie wptywajace na ruchliwosé¢ komaérek, zawiera
sie w przedziale od 1 do 5mM, co moze wskazywaé na rdznice gatunkowe dotyczgce wrazliwosci
plemnikéw na dodatek omawianego stymulantu (Stephens i wsp., 2013; Barakat i wsp., 2015).
Prezentowane badania wykazaty zblizone wyniki dotyczgce wptywu dodatku pentoksyfiliny w stezeniu
10mM na ruchliwos$¢ rozmrozonych plemnikéw. Ponadto otrzymane rezultaty zgodne sg z wynikami
uzyskanymi przez Gradil i Ball (2010). Autorzy, wykazali pozytywny wptyw dodatku PTX (3,5mM oraz
7mM) do rozmrozonego nasienia ogiera na wzrost odsetka plemnikéow ruchliwych oraz
charakteryzujacych sie ruchem progresywnym. Banihani i wsp. (2016) zasugerowali, ze stymulujgcy
efekt pentoksyfiliny dotyczy wzmozonej produkcji energii, z uwagi na obserwowany wzrost aktywnosci

kinazy kreatyninowej, enzymu katalizujgcego formowanie sie ATP.
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W dostepnej literaturze istnieje niewiele danych dotyczacych wptywu dodatku 2'-
deoksyadenozyny na parametry plemnikdw rozmrozonych. Dla przyktadu, w przypadku cztowieka
wykazano wazrost ruchliwosci plemnikdw na poziomie 21-39% oraz zmiany parametrow
kinematycznych komérek przy zastosowaniu suplementacji DAX. Wyniki zblizone do prezentowanych,
uzyskat Milani i wsp. (2010). Autorzy, odnotowali pozytywny efekt dodatku DAX w stezeniu zaréwno
5mM, jak i 7,5mM na parametry rozmrozonych plemnikéw psa.

W prezentowanej pracy odnotowano zblizony wptyw dodatku pentoksyfiliny oraz 2’-
deoksyadenozyny na stan bton plazmatycznych plemnikdw. Nieliczne doniesienia naukowe réowniez
wskazujg pozytywna korelacje miedzy odsetkiem plemnikdw o integralnej plazmolemie w przypadku
zastosowania omawianych stymulantéow ruchliwosci (Ponce i wsp., 1999; Laokirkkiat i wsp., 2007).

W podsumowaniu nalezy zaznaczyé, ze dodatek stymulatorow ruchliwosci (CAF, PTX, DAX)
istotnie wptynat na ruchliwos¢ rozmrozonych plemnikdw psa oraz ich wybrane parametry
kinematyczne. Ponadto, w przypadku CAF oraz PTX, wykazano, ze optymalnym stezeniem
wywotujgcym zamierzony efekt jest 10mM. Natomiast, nie odnotowaliSmy statystycznie istotnych
réznic dotyczacych zmian odsetka plemnikéw o integralnej plazmolemie oraz posiadajgcych aktywne

mitochondria.

5.3. PODSUMOWANIE

Do najwazniejszych rezultatéw uzyskanych w ramach osiggniecia naukowego zaliczam:

1. Wskazanie dodatkowych analiz laboratoryjnych jako niezbednych w celu doktadnej oceny
witasciwosci biologicznych kriokonserwowanego nasienia, szczegélnie w przypadku ejakulatéow
charakteryzujacych sie obnizong jakoscia.

2. Zastosowanie dodatku PAF do rozmroionego nasienia buhaja jako czynnika
wspomagajacego ruchliwo$é¢ plemnikow, parametry kinematyczne ruchu, stabilnos¢ bton
plazmatycznych, a takze synteze ATP, szczegdlnie w przypadku rozmrozonego nasienia o obnizonej
ruchliwosci.

3. Wykazanie synergistycznego dziatania niskoczgsteczkowych antyoksydantéw jako dodatku
do rozcienczalnika na wtasciwosci biologiczne kriokonserwowanych plemnikéw psa.

4. Wskazanie optymalnych stezen niskoczgsteczkowych stymulatoréow ruchliwosci

stosowanych jako dodatek do rozmrozonego nasienia psa.

W  podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze wiedza dotyczagca poprawy jakosci

kriokonserwowanych plemnikéw, w tym ich ruchliwosci oraz integralnosci bton plazmatycznych moze
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przyczynic sie do opracowania nowych, skutecznych technik postepowania z rozmrozonym nasieniem,
ktére najlepiej spetniatyby oczekiwania hodowcdw. Zastosowanie zaawansowanych metod oceny
nasienia, dodatek substancji aktywujacych komdrki poddane procesom zamrazania moze

zabezpieczy¢ ich przydatnosé technologiczng w technikach wspomaganego rozrodu.
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5.5 OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Badania przed uzyskaniem stopnia doktora

Od poczatku mojej pracy naukowej obszar moich zainteresowan badawczych koncentrowat sie
wokot problemdw zwigzanych z konserwacjg nasienia oraz metodami jej doskonalenia. Prace naukowe
i doniesienia konferencyjne z tego okresu dziatalnosci dotyczyty analiz sktadnikdéw plazmy nasienia, a
takze technik konserwacji nasienia knura zaréwno w stanie ptynnym jak i zamrozonym (Zatgcznik 5:
Al1,P.1,P.2 P3 P4 P.5 P.6).

Od 2000 do 2001 roku bytem wykonawcy projektu promotorskiego KBN (5P06D01819)
,Lipoproteiny zéttka jaja ptakoéw, jako sktadnik nowego typu rozcienczalnika do dtugookresowej
konserwacji nasienia knura w temperaturze +5°Ci +16°C”, ktdrego kierownikiem byt prof. zw. dr hab.
Jerzy Strzezek. W ramach projektu wykonywatem badania bedgce przedmiotem mojej rozprawy
doktorskiej pod tytutem ,,Zmiany biochemiczne i wartos¢ biologiczna nasienia knura konserwowanego

w réznych temperaturach z dodatkiem zéttka jaja ptakow” przygotowanej pod kierunkiem prof. zw. dr
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hab. Jerzego Strzezka. W pracy doktorskiej wykazatem, ze frakcja lipoprotein o niskiej gestosci (LPF)
izolowana z zéftka jaja kury lub strusia afrykanskiego dodana do rozciericzalnika Kortowo-3 (K-3)
skutecznie chroni wtasciwosci biologiczne plemnikéw podczas konserwacji nasienia w temperaturze

5¢Ci16°C.

Badania po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania naukowe dotyczyly gtéwnie szeroko
rozumianej problematyki konserwacji nasienia zwierzat gospodarskich oraz towarzyszacych, ponadto

zostaty poszerzone o zagadnienia z obszaru proteomiki uktadu rozrodczego samca, m.in. zwierzat dziko

zyjacych.

KONSERWACJA NASIENIA ORAZ METODY OCENY WEASCIWOSCI BIOLOGICZNYCH PLEMNIKOW

1. Doskonalenie konserwacji nasienia knura w temperaturach dodatnich z wykorzystaniem

lipoprotein izolowanych z zé6ttka jaja ptakéw (Zatgcznik 5: A.2, A.3, A.4, B.1, B.2, B.3, B.4, J.1)

Wrazliwos¢ plemnikéw knura na udar chtodowy prowadzacy do zmian strukturalnych i
funkcjonalnych komérek rozrodczych przyczynia sie do poszukiwania nowych metod optymalizacji
konserwacji nasienia w niskich temperaturach. W badaniach dotyczacych wptywu dodatku do
rozrzedzalnika Kortowo 3 (K3) frakcji lipoprotein izolowanych z zéttka jaja kury (K3—LPFh) oraz strusia
afrykanskiego (K3—LPFo) na ruchliwos¢ plemnikéw knura przechowywanych w temperaturze 5°C oraz
16°C przez okres 4 dni zarébwno w sezonie jesienno—zimowym jak i wiosenno—letnim wykazano
wiasciwosci protekcyjne dodatku zaréwno LPFh, jak i LPFo, szczegdlnie w przypadku nasienia
przechowywanego w temperaturze 5°C. Ponadto, stosujagc w badaniach podwdjne barwienie przy
uzyciu fluorochroméw: rodaminy 123 (R123), jodku propidyny, a takze barwnika Hoechst 33258
wykazano, ze sktad rozcieniczalnika wzbogacony o frakcje lipoprotein o niskiej gestosci (LDL)
izolowanych z z6ttka jaja ptakdw przyczynia sie do poprawy utrzymania zywotnosci oraz stanu
funkcjonalnego mitochondriéw plemnikéw knura przechowywanych w niskich temperaturach.
Dodatkowo, analizujgc wptyw wieku knura oraz sezonu na parametry zuzycia tlenu (Z0O,), a takze
zawarto$¢ ATP w plemnikach poddanych procesowi konserwacji z dodatkiem LPFo oraz LPFh w
temperaturze 5°C zaobserwowano wyzsze warto$ci omawianych parametréow w przypadku préb
nasienia pozyskanych w okresie jesienno—zimowym od samcéw bedgcych w przedziale wiekowym od
25 do 36 m-cy w poréwnaniu do préby kontrolnej. Nalezy nadmieni¢, iz wprowadzenie nowej, prostej

metody wodnej ekstrakcji LPFo oraz LPFh umozliwito przeprowadzonie analizy frakcji lipoprotein
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z6ttka jaja ptakow, ktére wykazaty znaczne rdznice w ich sktadzie biochemicznym. W przypadku zéttka
jaja strusia afrykanskiego stosunek lipidéw do biatka wynosi odpowiednio 72,5 oraz 27,5%, natomiast
u kury 68,1i31,8%. Ponadto, w LPFo zaobserwowano wyzszg zawartosc triacyloglicerolu, cholesterolu
oraz fosfolipidéw, wsrdd ktérych dominujgcg okazata sie fosfatydyloseryna. Analizujgc m.in. zuzycie
tlenu, poziom ATP oraz produkcje L-mleczanu w plemnikach knura przechowywanych w stanie
ptynnym w niskiej temperaturze z dodatkiem LPFo wykazano, ze molekularne interakcje zachodzace
miedzy frakcjami lipoprotein a plazmg nasienia mogg decydowac¢ o witasciwosciach supresyjnych
powstajgcych kompleksdw wobec indukowanej peroksydacji lipidow (LPO).

Efektem wymienionych badani jest patent na wynalazek ,Preparat do konserwacji nasienia

zwierzat, zwtaszcza knura”, nr P 217869 (Zatgcznik 5: C.1).

2. Wptyw dodatku ptytkowego czynnika aktywujgcego PAF na jakos¢ kriokonserwowanych
plemnikéw knura i psa (Zatgcznik 5: A.9, A.11, P.13, P.16)

Zaréwno u knura jak i psa wykazano pozytywny wptyw na szereg wiasciwosci biologicznych
plemnikéw poddanych procesowi kriokonserwacji stosujagc suplementacje acetylowanym
glicerofosfolipidem — ptytkowym czynnikem aktywujacym (PAF). W przypadku knura zastosowanie
fospfolipidu w koncentracji 1x10°M istotnie zwiekszyto odsetek plemnikéw ruchliwych po
rozmrozeniu. Ponadto, zaobserwowano pozytywny wptyw PAF (1x10%¥M) na integralno$é plazmolemy
komoérek rozrodczych. Zwrécono réwniez uwage, na mozliwos¢ zastosowania omawianej substancji
jako wskaznika zdolnosci plemnikow do okreslenia indukowanej reakcji akrosomowej (A.10).
Natomiast u psa wykazano, ze suplementacja nasienia fosfolipidem w stezeniu 1x103M wigze sie z
utrzymaniem odpowiednich parametrow ruchliwos$ci plemnikéw po rozmrozeniu a takze istotnie
wyzszg zawartoscig ATP w poréwnaniu do préby kontrolnej. Nie mniej jednak nie odnotowano

istotnych réznic w odsetku plemnikdéw z integralng plazmolema oraz funkcjonalnymi mitochondriami.

3. Zastosowanie komercyjnych rozrzedzalnikéw do przechowywania nasienia w stanie ptynnym

oraz zamrozonym (Zatgcznik 5: A.13, A.18, B.6, B.7, B.8, J.2)

Przeprowadzenie badan poréwnawczych dotyczacych wptywu powszechnie stosowanych
rozcienczalnikdw dtugoterminowych Androhep Endura®Guard™ (AeG; Niemcy, Minitib), Dilu-cell
(DC; Niemcy, Alfred Hein-K&WB), SafeCell Plus™ (SCP; Francja, IMV Technologies) i Vitasem LD
(VLD; Hiszpania,Megapor SL) na wtasciwosci biologiczne plemnikéw knura poddanych dtugookresowej
konserwacji w temperaturze 17°C, takie jak ruchliwosé, integralnos¢ bfon plazmatycznych i

funkcjonalnosé mitochondridw miato duze znaczenie poznawcze i aplikacyjne mogace przyczynic sie
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do znacznego postepu hodowlanego. W przeprowadzonych badaniach wykazano korzystny wptyw
dziatania rozcienczalnikow Safe Cell Plus na ruchliwos¢ plemnikéw, Androhep Endura Guard i Safe Cell
Plus na integralnos¢ plazmolemy w regionie gtéwkowym oraz aktywnosé mitochondriéw plemnikdw.
Ponadto, stwierdzono réwniez stopniowe obnizenie zawartosci ATP w komdrkach niezaleznie od czasu
przechowywania. Dodatkowo, wykazano, ze ruchliwos¢, stan bton plazmatycznych oraz sprawnosé
mitochondridw plemnikéw knura przechowywanych w stanie ptynnym zalezy od typu zastosowanego
rozcienczalnika i czasu przechowywania.

Dodatkowo zostaty przeprowadzone badania dotyczgce wptywu zastosowanego rozciericzalnika
na wybrane parametry jakosci biologicznej plemnikdw knura przed zamrozeniem, a nastepnie po
rozmrozeniu. Préby nasienia rozrzedzano w trzech komercyjnych rozciericzalnikach: BTS (Minitib,
Tiefenbach, Germany), Androhep (AH, Minitlib, Tiefenbach, Germany) i Gedil (GD, Genes Diffusion,
France). Analizy jakosci plemnikéw dotyczyty oceny ruchliwosci, integralnosci akrosomow, stanu bton
plazmatycznych, potencjatu transbtonowego mitochondriéw, zawartosci ATP oraz aktywnosci
wybranych enzyméw antyoksydacyjnych (SOD i GPx). We wszystkich badanych prébach wykazano
obnizenie jakosci biologicznej plemnikéw po rozmrozeniu, wyrazajace sie spadkiem omawianych
parametréw. Niemniej jednak, sposréd analizowanych rozcienczalnikdéw najlepsze wtasciwosci
protekcyjne wykazywat rozrzedzalnik AH. W prébach nasienia z dodatkiem AH obserwowano istotnie
wyzszy odsetek plemnikébw o nienaruszonych btonach plazmatycznych oraz aktywnych
mitochondriach. Dodatkowo, niezaleznie od rodzaju zastosowanego rozcienczalnika nie odnotowano
zmian aktywnosci SOD.

Badania dotyczace wptywu sezonu i wieku na jakos$¢ nasienia ogiera przechowywanego w stanie
ptynnym w rozrzedzalniku EquiPro™ wskazaty, ze w przypadku nasienia rozrzedzonego brak jest
istotnego wptywu sezonu na wybrane parametry jakosciowe, ale jednoczesnie potwierdzity ze wiek

ogiera wptywa istotnie na sprawnos¢ metaboliczng plemnikédw przechowywanych w stanie ptynnym.

4. Metody oceny jakosci nasienia i ich znaczenie w technologii reprodukcyjnej (Zatgcznik 5: A.14)

Niezwykle istotnym czynnikiem majgcym wptyw na doskonalenie technologii konserwacji nasienia
jest prawidtowa ocena jakosci biologicznej plemnikéw, a zatem ich zdolnosci zaptadniajgcych. W pracy
przegladowej przedstawiono szereg metod umozliwiajacych doktadng ocene jakosci nasienia. Autorzy
zwracajg uwage, ze poza okresleniem ruchliwosci komérek rozrodczych z wykorzystaniem
komputerowego systemu (CASA), niezwykle przydatnych informacji dotyczacych jakosci materiatu
biologicznego dostarczajg metody mikroskopowe pozwalajgce na ocene sprawnosci osmotycznej
plemnikéw w regionie akrosomowym i witkowym, takie jak test opornosci osmotycznej plemnikéw

(Osmotic Resistance Test — ORT) oraz test hypoosmotyczny (Hypoosmotic Swelling Test, HOS).
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Ponadto, barwienie plemnikéw z wykorzystaniem fluorochromoéw: dioctanu 6 karboksyfluoresceiny -
CFDA, Hoechst 33258 oraz kombinacji barwnikow SYBR-14/PI pozwalajg na wiarygodng analize stanu
bton plazmatycznych komérek. Dodatkowo pomiar ilosci dialdehydu malonowego — MDA, produktu
indukowanej peroksydacji lipidow umozliwia monitorowanie uszkodzen plazmolemy komérek
spowodowanych wystepowaniem stresu oksydacyjnego. Oznaczanie aktywnosci aminotransferazy
asparaginianowej (AspAT) umozliwia natomiast identyfikacje stanu struktur btonowych wstawki
plemnika. Informacji o sprawnosci funkcjonalnej mitochondriow dostarczajg metoda barwienia
plemnikéw fluorochromami: JC-1 i R123, ktérych wyniki mogg zostaé poszerzone o analize stanu
metabolicznego komodrek okreslanego na podstawie zmian zawarto$ci ATP. Podkres$lono rowniez
istotng role oceny struktury chromatyny oraz integralnosci DNA (metoda radioizotopowa z
zastosowaniem znakowanej trytem aktynomycyny D -3H-AMD oraz metody elektroforetyczne - NCA,
SCSA), a takze oceny zmian apoptotycznych (Aneksyna V, YoPro-1). Dodatkowo, w pracy wskazano
aplikacyjne zastosowanie metod proteomicznych takich jak elektroforeza dwukierunkowa (2-D PAGE)
oraz chromatografia cieczowa potgczona ze spektrometrig mas (LC-MS/MS) w celu identyfikacji oraz

okreslenia funkcji biatek plazmy nasienia w procesie zaptodnienia.

Swojg wiedze dotyczacg kriokonserwacji wykorzystatem przy zamrazaniu zarodkow ryb (Zatgcznik
5:A.7). Celem doswiadczenia byto opracowanie uniwersalnego protokotu kriokonserwacji izolowanych
blastomeréw pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss). Przetestowano dwa komercyjnie dostepne
rozrzedzalniki do mrozenia oraz dwa eksperymentalne, stosowane wczesniej przy kriokonserwacji
zarodkéw ryb tososiowatych. Poréwnano dwa protokoty mrozenia-rozmrazania oraz dwa etapy
rozwojowe przeznaczanych do kriokonserwacji zarodkéw. Wykazano, ze wskazniki przezycia
kriokonserwowanych izolowanych blastomerédw sg poréwnywalne z uzyskanymi w przypadku
blastomeréw rozproszonych w stadium potowy okresu rozwoju blastuli, aczkolwiek nizsze niz w

przypadku rozproszonych blastomerdw, kiedy zarodki znajdujg sie na wczesniejszych etapach rozwoju.

PROTEOMIKA MESKIEGO UKtADU ROZRODCZEGO

1. Mapowanie biatek plazmy nasienia knura (Zafgcznik 5: A.6, A.8, A.10, P.11)

Acetylohydrolaza PAF (PAF-AH) jest heterogennym biatkiem zbudowanym 1z czterech
polipeptyddw o masach czgsteczkowych 43, 55, 65 i 100kDa obecnym w plazmie nasienia knura.
Okreslono, ze N-koncowa sekwencja aminokwasow polipeptydu o mr 43kDa, jest homologiczna z
sekwencjg aminokwasowg biatek wigzacych 1gG oraz biatek adhezyjnych. Ze wzgledu na silnie

zablokowang N-koricowg grupe aminowg pozostatych polipeptyddéw, w celu charakterystyki ich
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struktury wykorzystano technike spektrometrii mas (MS). Analiza widma masowego wykazata
obecnos$é¢ w strukturze PAF-AH prekursora a-mannozydazy, a takze fibronektyny, spermadhezyn
AWN-1 i PSP-Il oraz biatek wigzacych IgG.

W badaniach dotyczgcych okreslenia wptywu wieku knuréw oraz sezonu na sktad biatek plazmy
nasienia z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej wykazano istotnie nizszg zawartos¢
polipeptyddw u knuréw 12-miesiecznych w poréwnaniu ze zwierzetami trzyletnimi. Analogiczne wyniki
uzyskano w przypadku préob nasienia pozyskanego w sezonie letnim w poréwnaniu do okresu
jesiennego. Réznice w mapach polipeptydowych uwarunkowane zaréwno wiekiem zwierzat jak i
sezonem mogg by¢ wykorzystane jako marker molekularnych zmian aktywnosci sekrecyjnej
dodatkowych gruczotow ptciowych, a takze stanowic istotny wyznacznik doboru samcéw do rozrodu
(A.9). Natomiast analiza plazmy nasienia knura przy uzyciu elektroforezy dwukierunkowej (2-D PAGE)
pozwolita na wytypowanie czterech zakonserwowanych polipeptydéw o identycznej masie
czasteczkowej (24 kDa), rdznigcych sie punktem izoelektrycznym (pl): (1) 7,4-7,7, (2) 8,1-8,4 (3) 8,5-
8,8 oraz (4) 9,2-9,4. Zastosowanie chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas (LC-
MS/MS) pozwolito na identyfikacje omawianych polipeptydéw. Wykazano ich podobienstwo do
rodziny spermadhezyn, w tym spermadhezyny najgdrzowej AWN1. Ponadto stwierdzono homologie
peptydéw 3 i 4, z prekursorem lizozymu C (1,4-beta-N-acetylmuramidaza C). Przedstawione wyniki

podkreslajg udziat analizowanych substancji biatkowych w procesach towarzyszgcych zaptodnieniu.

2. Charakterystyka proteomu wybranych odcinkéw uktadu rozrodczego samca sarny (Capreolus

capreolus)w réznych okresach sezonu reprodukcyjnego (Zatgcznik 5: A.20, A.21, P.17, P.19)

Stosujgc  techniki analizy proteomu tj. elektroforeze dwukierunkowa w Zelu
poliakryloamidowym (2D-PAGE) oraz tandemowg spektrometrie mas (MALDI TOF/TOF) w
homogenatach tkanek jgder i najadrzy oraz ptynach tkankowych samca sarny (Capreolus capreolus)
zidentyfikowano odpowiednio 26 oraz 25 polipeptyddw, petnigcych m.in. funkcje enzymatyczne, w
tym antyoksydacyjne, strukturalne oraz regulujgce wtasciwosci biologiczne plemnikéw. Niezaleznie od
okresu sezonu rozrodczego we wszystkich odcinkach najadrzy obserwowano obecnos$é trzech
zakonserwowanych polipeptyddw podobnych do: S-transferazy glutationowej (GST), prekursora
biatkowej izomerazy disiarczkowej A3 oraz biatkowg izomeraze disiarczkowg A3 (PDIA3). Wykazano
ekspresje peroksyredoksyny—2 (PRDX2) w tkankach ogona najgdrzy niezaleznie od sezonu
reprodukcyjnego. W tkankach gtowy i trzonu najadrzy stwierdzono jej obecnos$¢ w sezonie rozrodczym,
natomiast po zakonczonym okresie reprodukcyjnym obserwowano jedynie $ladowg ekspresje PRDX2.
(A.21) W obrebie analizowanych elektroforegraméw obecnos¢ reduktazy biliwerdyny (BRV)

stwierdzono jedynie w tkankach najadrzy pozyskanych w okresie sezonu reprodukcyjnego. Ponadto w
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najadrzach zidentyfikowano 12 polipeptydéw regulujgcych biologiczne funkcje plemnikéw oraz
uczestniczacych w organizacji cytoszkieletu komodrek rozrodczych: (a-enolaza izoforma 3, biatko
retikulum endoplazmatycznego 29, karletikulina, transgelina, kalponina -1 izoforma 1, wimentyna,
tubulina, desmina, tropomiozyna, aktyna, a — antytrypsyna izoforma 1, biatko & 14-3-3).
Zidentyfikowane w omawianych badaniach biatka, petnig istotng role w regulacji proceséw
reprodukcyjnych u samca sarny. Dotyczy to przede wszystkim ochrony ukfadu rozrodczego tego
gatunku przed reaktywnymi formami tlenu, regulacji procesu spermatogenezy oraz dojrzewania
plemnikédw w najadrzach. Identyfikacja wybranych biatek w jgdrach i najgdrzach moze by¢ pomocna w
wyjasnieniu molekularnych mechanizméw regulujgcych procesy reprodukcyjne samca sarny

(Capreolus capreolus).

GENOMICZNE DETERMINANTY WYBRANYCH CECH NASIENIA BUHAJOW
(Zatgcznik 5: A.15, A.16, A.17, A.19, A.22, A.23, P.23, P.24)

W latach 2011-2014 bytem cztonkiem interdyscyplinarnego zespotu w projekcie Narodowego
Centrum Nauki pt. ,Genomiczne determinanty wybranych cech nasienia buhajow” (nr 0105-09-17).
Badania w ramach projektu dostarczyty szeregu dowoddw na powigzania cech jakosciowych nasienia
buhaja z zmianami wystepujgcymi w genomie badanych osobnikéw, stanowigc réwniez podstawe 3
prac wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego.

Celem pracy Hering i wsp. (2014) byto ustalenie, czy polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(SNP) wystepujacego w genie arylosulfatazy D (ARSD) ma zwigzek z parametrami kinematycznymi
plemnikéw buhajéw rasy Holsztyrisko—Fryzyjskiej. Metoda PCR-RFLP zidentyfikowano mutacje
punktowa C/T w pozycji 139037255 na chromosomie X (rs42207167). Stwierdzono istotny zwigzek
pomiedzy genotypami ARSD a parametrami ruchliwosci plemnikéw: catkowitg ruchliwoscig (TM),
Srednig predkoscig plemnikéw wzdtuz linii prostej (VSL), Srednig predkoscig plemnikéw wzgledem
zarejestrowanego toru (VCL), a takze dla frakcji komodrek charakteryzujgcych sie ruchem
progresywnym. Najsilniej zaznaczone rdznice obserwowano miedzy homozygotami CC oraz TT. Wyniki
przeprowadzonych badan mogg wskazywac na zaangazowanie genu arylosulfatazy D w ruchliwos¢
plemnikéw.

W kolejnej pracy autorzy rozwazali, czy mutacja zmiany sensu C/T obecna w genie ETFA ma
zwigzek z aktywnoscig enzymdw antyoksydacyjnych. Metodg PCR — RFLP zgenotypowano 120 buhajéw
rasy HF, a nastepnie w prdobach rozmrozonego nasienia okreslono aktywnos$¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz peroksydazy glutationowej. Wsréod
badanych osobnikéw, najczesciej wystepowaty zwierzeta o genotypie CT (44,2%), w poréwnaniu do
homozygot CC (42,5%) oraz TT (13,3%). Ponadto, zaobserwowano istotne réznice w aktywnosci

peroksydazy glutationowej pomiedzy osobnikami homozygotycznymi (CC vs TT), przy czym
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heterozygoty charakteryzowaty sie posrednimi wynikami. W przypadku dysmutazy ponadtlenkowe;j
wykazano istotny zwigzek genotypem ETFA, jednak jedynie u osobnikdw o genotypie CT wystgpity
istotne rdéznice w poréwnaniu do homozygot CC. Zmiany aktywnosci katalazy prezentowaty sie
podobnie, jednak nie odnotowano statystycznie istotnych réznic. Wykazano, ze buhaje o genotypie TT
w genie ETFA charakteryzujg sie najwyzszg aktywnoscig peroksydazy glutationowej w nasieniu, w
zwigzku z czym komorki rozrodcze mogg by¢ efektywniej chronione przed dziataniem reaktywnych
form tlenu.

Biorgc pod uwage fakt, iz geny transferazy S—glutationowej kodujg enzymy zaangazowane w
neutralizacje reaktywnych form tlenu (ROS) w meskim uktadzie rozrodczym, a takze odgrywajg istotng
role w czasie procesu spermatogenezy, podjeto badania dotyczgce okreslenia zwigzku mutacji zmiany
sensu C/G w genie transferazy—S—Glutationowej M1 (GSTM1) z wybranymi parametrami jakosci
mrozonego nasienia buhajow HF. Substytucje pojedynczego nukleotydu C/G zidentyfikowano
amplifikujgc fragment genu GSTM1, uprzednio strawiony enzymem restrykcyjnym Ddel. Wykazano, ze
wsrod badanych osobnikéw najczesciej wystepowat genotyp GG (67,96%), w poréwnaniu do genotypu
CC (2,59%) oraz GC (29.45%). Ponadto, potwierdzono istotny zwigzek pomiedzy genotypami GSTM1 a
zawartos$cig ATP w nasieniu oraz catkowitg ruchliwoscig plemnikéw. Nalezy zaznaczy¢, ze buhaje o
genotypie GG charakteryzowaty sie najwyziszymi wartosciami analizowanych parametréw. W
przypadku rzadkiego wariantu genotypu CC odnotowano natomiast istotny spadek ruchliwosci
plemnikéw oraz aktywnosci metabolicznej nasienia. Uzyskane wyniki potwierdzajg zwigzek
wystepowania mutacji zmiany sensu C/G w genie GSTM1 z jakoscig nasienia buhaja. Dodatkowo
przeprowadzono badania obejmujace oznaczenie genotypow buhajéw w celu identyfikacji markeréw
SNP oraz genéw kandydujacych, potencjalnie zaangazowanych w utrzymanie integralnosci bfon
plazmatycznych plemnikéw bydta HF. Analize stanu bton plazmatycznych komdrek rozrodczych
przeprowadzono stosujagc metode opartg na barwieniu z wykorzystaniem kombinacji dwdch
fluorochroméw: SYBR—14 oraz jodku propydyny (Pl), natomiast ocene stanu mitochondriow JC-1/PI.

W celu oszacowania wptywu markera SNP na integralnos¢ bfon plazmatycznych zastosowano
addytywny model regresji liniowej. Na podstawie przeprowadzonych badan wskazano 5 markeréw
SNP obejmujacych region o wielkosci 2,2Mb zlokalizowany na chromosomie 6, ktére istotnie wptywaty
na stan plazmolemy plemnikow. Dodatkowo, jeden z markeréw (rs41570391) wykazat istotnosc
statystyczng w poprawce Bonferroniego. W regionie o wielkosci okoto 3Mb, obejmujgcym wskazane
markery SNP wytypowano trzy geny kandydujgce: SGMS2 (syntaza sfingomieliny 2), TET2
(dioksygenaza metylocytozyny) oraz GSTCD (gluthatione S-transferase C terminal domain), ktoére
potencjalnie zaangazowane sg w utrzymanie integralnosci bton plazmatycznych plemnikéow buhaja
HF. Alternatywg dla podejscia statystycznego w wykrywaniu regionéw genomu oraz gendw

kandydujacych zwigzanych z cechami zwierzat gospodarskich jest teoria informacji. Celem
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przeprowadzonych badan byta weryfikacja istotnosci efektdw SNPs na wybrane parametry jako$ciowe
nasienia buhaja z zastosowaniem analizy entropii. W pracy oceniano parametry ruchliwosci
plemnikéw, stan bton plazmatycznych oraz status mitochondriéw komoérek rozrodczych, a takze
zawarto$¢ ATP. Ostatecznie do analiz zakwalifikowano 34.794 SNPs. Dla kazdego z nich oszacowano
entropie oraz entropie warunkowag. Uzyskane wyniki wskazujg, ze istotne regiony genomu oraz geny
kandydujgce potencjalnie determinujgce jakos¢ nasienia buhajéw HF znajdujg sie na wielu
chromosomach.

W kolejnej pracy okreslono wptyw polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) w miejscu
splicingu genu LPAR1 (receptor kwasu lizofosfatydowego 1) na wybrane parametry jakoSciowe
nasienia buhajéw HF. Metodg PCR—RFLP wykryto mutacje splicingowg A/G w genie LPAR1 u 120
buhajow rasy HF. Wykazano, ze wsrdd badanych osobnikéw z najwyzszg czestotliwoscig wystepowaty
heterozygoty AG (37,5%) pordownaniu do homozygot AA (30,8%) oraz GG (31,7%). Zaobserwowane
istotne rdznice wystepujagce w analizowanych parametrach (catkowita ruchliwo$s¢ komoérek,
integralnos$¢ bton plazmatycznych komérek, zawarto$¢ ATP w nasieniu) miedzy osobnikami o réznych
genotypach wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania mutacji splicingowej genu LPAR1 jako

potencjalnego markera jakosci nasienia buhajow HF.

Od 2017 roku jestem zaangazowany w badania dotyczace przechowywania nasienia jelenia
szlachetnego w stanie ptynnym i zamrozonym, ktérych wstepne wyniki zostaty zaprezentowane na ll i
Il edycji sympozjum naukowego , Perspektywy w ochronie bioréznorodnosci” w Popielnie (Zatgcznik

5:P.29, P.32).

Wykonatem réwniez 4 recenzje dla czasopism:
- Annals of Animal Science (1),

- Animal Reproduction Science (3).

5.6. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO

Jestem autorem lub wspoétautorem 73 pozycji bibliograficznych (TABELA 1):

1. 28 prac twdrczych opublikowanych w czasopismach w czasopismach z czesci A listy JCR, wszystkie
w jezyku angielskim (w tym 27 oryginalnych i 1 przeglagdowa), (27 po uzyskaniu stopnia doktora);
(5 publikacji stanowi cykl wskazany jako szczegdlne osiggniecie w postepowaniu habilitacyjnym w
oparciu o art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789);
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2. 1 patentu na wynalazek;

3. 8 publikacji w recenzowanych materiatach z konferencji miedzynarodowych, uwzglednionych w
Web of Science (wszystkie po uzyskaniu stopnia doktora);

4. 2 prac twérczych opublikowanych w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych innych niz z
listy JCR (1 opublikowanej w jezyku hiszpanskim i 1 opublikowanej w jezyku polskim) (wszystkie po
uzyskaniu stopnia doktora);

5. 2 wygtoszonych referatéw naukowych wygtoszonych na konferencjach miedzynarodowych i
krajowych (wszystkie po uzyskaniu stopnia doktora);

6. 32 doniesief i komunikatéw naukowych przedstawionych na miedzynarodowych i krajowych
konferencjach naukowych (7 przed, 25 po uzyskaniu stopnia doktora); w tym na konferencjach
zagranicznych — 5.

Biorgc pod uwage wartosci wskaznikow bibliometrycznych przypisanych zgodnie z rokiem
wydania poszczegdlnych publikacji, fgczna wartos¢ dorobku naukowego w przeliczeniu na punkty

MNiSW wynosi 697, w tym 691 punktdw zgromadzono po uzyskaniu stopnia doktora. Sumaryczny

Impact Factor publikacji jest rowny 33,779.

Wedtug bazy bibliograficznej Web of Science/Cited Reference Search liczba cytowarn wynosi

163, zas Indeks Hirscha ma wartos¢ 6.

/70,4&5 kced‘pj
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TABELA 1. BIBLIOMETRYCZNE ZESTAWIENIE DOROBKU NAUKOWEGO

liczba pozycji/punkty MNiSW/IF

Liczba . . " .
RODZAJ PUBLIKACII pozyGii (wg roku wydania) liczba pozycji/punkty MINiSW/IF
. ) (dane dla roku 2018)
bibliograficznych - -
przed uzyskaniem po uzyskaniu
. ) razem
stopnia doktora | stopnia doktora
Publikacje naukowe w czasopismach z listy JCR
1. (lista ,A” wykazu MNiSW) 27 1/6/- 26/567/23,512(27/573/23,512 27/635/31,133
(w tym wykorzystane w postepowaniu habilitacyjnym)
Publikacja w czasopismach z listy JCR
2. (lista ,,A” wykazu MNiSW), w procesie wydawniczym, przyjete do druku 1 - 1/15/1,018 1/15/1,018 1/15/1,018
(w tym wykorzystane w postepowaniu habilitacyjnym)
3. Patent na wynalazek 1 - 1/25/- 1/25/- 1/25/-
Publikacje w recenzowanych materiatach z konferencji miedzynarodowe;j,
4, uwzglednionej w Web of Science 8 - 8/90/9,249 8/90/9,249 8/90/12,090
Publikacje w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych innych niz z list
5. ] p gdzy e Y Jowy Y Y 2 _ 2/-/- 2/-/- 2/-/-
Referaty naukowe
. wygtoszone na konferencjach miedzynarodowych i krajowych 2 ) 2/-/- 2/-/- 2/
7. Doniesienia i komunikaty konferencyjne 32 7/-/- 25/-/- 32/-/- 32/-/-
RAZEM 73 8/6/- 65/697/33,779|73/703/33,779 73/765/44,241




