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1. Imie i nazwisko, adres do korespondencji

Dariusz Gaczarzewicz

Katedra Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny Srodowiska
Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
ul. Doktora Judyma 6, 71-466 Szczecin

tel. 608 323 684; e-mail: dariusz.gaczarzewicz@zut.edu.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Tytut zawodo s
yt o WY Rok L. . Dziedzina,
stopnie i tytul(y) . Miejsce uzyskania .
uzyskania dyscyplina
naukowe
Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydziat
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat;
Tytut rozprawy doktorskiej: Zmiany w nasieniu knura Nauki
Doktor 2002 przechowywanym w rozrzedzalniku BTS rolnicze,
przygotowanym z zastosowaniem wody destylowanej zootechnika
i otrzymanej poprzez odwréconq osmoze.
promotor prof. dr hab. Jan Udata
Uniwersytet Szczecinski, Wydziat Nauk
’l;riyl;odmczych;. rekit: Coch b Nauki
Magister 1997 Sy Pracy mag’s ers, e beey p astyczne . . biologiczne,
i merystyczne hybrydéw troci (Salmo trutta L.) i tososia . ]
biologia
(Salmo salar L.).
promotor prof. dr hab. J6zef Domagata
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
OKkres Miejsce zatrudnienia Stanowisko

Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie,
01.01.2010 - do obecnie =~ Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, Adiunkt
Katedra Biotechnologii Rozrodu Zwierzat
i Higieny Srodowiska

Akademia Rolnicza w Szczecinie,
01.10.2005-31.12.2009 Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, Adiunkt
Katedra Rozrodu Zwierzat

Specjalista
inzynieryjno-
techniczny (¥ etatu),
adiunkt (%2 etatu)

Akademia Rolnicza w Szczecinie,
01.11.2004 - 30.09.2005 Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
Zaktad Rozrodu Zwierzat

Akademia Rolnicza w Szczecinie, Specjalista
07.03.2002 - 31.10.2004 Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, inZynieryjno-
Zaktad Rozrodu Zwierzat techniczny
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4. Wskazanie osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe do ubiegania sie o stopien
naukowy doktora habilitowanego (zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki - Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego:

Wybrane strukturalne i funkcjonalne wskazniki plemnikéw w aspekcie optymalizacji
przechowywania i oceny jakosci nasienia knurow

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

Punkty

Lp. Autorzy i tytul publikacji IF MNiSW*

Gaczarzewicz D., Piasecka M., Udata ], Btaszczyk B., Stankiewicz T.,
Laszczynska M., 2010. Plasma membrane changes in the liquid storage of
boar spermatozoa: a comparison of methods. Acta Veterinaria Hungarica
58 (1): 105-116.

H1 1,264 27

Gaczarzewicz D., Udata ], Piasecka M., Btaszczyk B., Stankiewicz T.,
2015. Storage temperature of boar semen and its relationship to changes
H2 in sperm plasma membrane integrity, mitochondrial membrane 1,183 20
potential, and oxidoreductive capability. Turkish Journal of Biology 39
(4): 582-594.

Gaczarzewicz D., Udata ], Piasecka M., Btaszczyk B., Stankiewicz T.,
2016. Bacterial contamination of boar semen and its relationship to
H3 sperm quality preserved in the commercial extender containing 0,719 20
gentamicin sulfate. Polish Journal of Veterinary Sciences 19 (3): 451-
459,

Gaczarzewicz D., 2015. Influence of chamber type integrated with
computer-assisted semen analysis (CASA) system on the results of boar
semen evaluation. Polish Journal of Veterinary Sciences 18 (4): 817-
824.

H4 0,719 20

Lacznie H1-H4 3,885 87

* wspotczynnik impact factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania sie pracy; dla
pracy H3 wykazano IF za rok 2015.

** liczba punktéw wg wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania sie pracy; dla pracy H3 -
liczba punktéw wg wykazu czasopism naukowych MNiSW z dnia 18 grudnia 2015 roku.

Oswiadczenia wspotautorow przedstawionych powyzej prac naukowych wraz z okresleniem ich
indywidualnego udziatu zawarto w Zataczniku nr 6.

Laczna liczba punktéw za publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego wg wykazu czasopism
naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania sie pracy wynosi 87 punktow.

Sumaryczny IF za publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego wg bazy Journal Citation
Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania sie pracy wynosi 3,885.
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4.3. Omoéwienie celu naukowego /artystycznego ww. pracy /prac i osiaggnietych wynikow wraz z
omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Celem zasadniczym badan byta analiza zmian zachodzacych na poziomie wybranych struktur
komoérkowych - gtéwnie btony komérkowej i mitochondriéw plemnikéw, uwzgledniajaca probe
okreslenia wptywu niektérych czynnikéw, ktére mogag warunkowaé¢ zachowanie i/lub ocene jakosci
przechowywanego w stanie ptynnym nasienia knuréw.

Realizacja gléwnego zagadnienia badawczego obejmowata wyodrebnione nastepujace cele
szczegolowe:

= weryfikacja niektérych metod strukturalnej i/lub funkcjonalnej oceny integralnosci btony
komorkowej plemnikéw w nasieniu natywnym, podczas dtugoterminowego przechowywania
nasienia rozrzedzonego w komercyjnych rozcienczalnikach i standardowo stosowanej
temperaturze 16-17 °C, a takze podczas konserwacji w temperaturze 5 °Ci 25 °C;

= okre$lenie aktywnos$ci mitochondriow w plemnikach poddanych dlugoterminowej
konserwacji w temperaturze 5 °C, 16°C i 25 °C na podstawie metod umozliwiajacych
monitorowanie zmian transbtonowego potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej oraz
zdolnos$ci oksydoredukcyjnych mitochondridw;

= okreSlenie statusu iloSciowego i jakoSciowego =zanieczyszczenia mikrobiologicznego
ejakulatow jako potencjalnego czynnika mogacego mieé¢ wplyw na jako$¢ nasienia
konserwowanego w standardowych warunkach stosowanych w centrach pozyskiwania,
obrobki i przechowywania nasienia;

= okreSlenie wplywu typu komory pomiarowej na wyniki oceny koncentracji i ruchliwosci
plemnikoéw uzyskiwane za pomocg systemu komputerowo-wspomaganej analizy nasienia;

= ustalenie i analiza zalezno$ci pomiedzy ocenianymi parametrami jako$ci nasienia w celu
zwiekszenia efektywno$ci technologicznego procesu konserwacji i oceny nasienia.

Wspdlnym elementem badan byta ocena jakosci nasienia knuréw uzytkowanych rozptodowo
analizowana w oparciu o rdézne techniki wykorzystywane w diagnostyce seminologicznej na
poszczegblnych etapach konserwacji nasienia w stanie ptynnym. Dokladny opis postepowania
analitycznego znajduje sie w pracach, stanowigcych osiagniecie naukowe.

Wprowadzenie i uzasadnienie podjetego tematu badan

Pomimo badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich lat dotyczacych doskonalenia
technologii konserwacji nasienia knura na potrzeby sztucznego unasieniania, do chwili obecnej nie
opracowano w petni satysfakcjonujacych procedur tego procesu. Aktualnie zakres stosowania
kriokonserwowanego nasienia jest znikomy i ograniczony gtownie do realizacji programdéw
hodowlanych podnoszacych warto$¢ genetyczna trzody chlewnej. Podstawowe znaczenie w praktyce
inseminacyjnej ma nadal wykorzystanie nasienia przechowywanego w stanie plynnym, ktére w
odniesieniu do nasienia mrozonego umozliwia uzyskanie znacznie korzystniejszych wskaznikow
ptodnosci (Johnson i wsp. 2000, Bailey i wsp. 2008, Riesenbeck 2011). Wydaje sie jednak, ze w obu
metodach konserwacji nasienia, podstawowym i jednocze$nie wyznaczajacym kierunki badan
problemem pozostaje utrzymanie zdolno$ci zaptadniajacej plemnikéw na poszczegdlnych etapach
konserwaciji. Jest to trudne do osiggniecia, gtéwnie ze wzgledu na specyficzne gatunkowo witasciwosci
zarOwno plemnikéw, jak i plazmy nasienia knuréw, ktére w duzej mierze determinujg efektywno$¢
obecnie stosowanych metod konserwacji.
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W praktyce inseminacyjnej wymiernym efektem konserwacji nasienia w stanie ptynnym jest
zachowanie wlasciwosci biologicznych plemnikéw przez zatozony w procedurze okres czasu i taka ich
ilos¢, ktora zagwarantuje zaplodnienie owulujacych oocytéw. Jednocze$nie zatozeniem jest
umieszczenie w dawce inseminacyjnej, jak najnizszej liczby zdolnych do zaptodnienia plemnikéw. Ma
to z kolei na celu minimalizacje kosztéw, bardzo istotnych dla zaktadéw produkujgcych nasienie.
Problematyczne moze by¢ jednak wyznaczenie odpowiedniej liczby plemnikéw knura zdolnych do
utrzymania swoich funkcji biologicznych podczas przechowywania. Zwigzane jest to z utratg
kompetencji plemnikow do zaptodnienia, ktéra wynika miedzy innymi z uwarunkowan procedury
konserwacji - konieczno$ci przechowywania nasienia w temperaturze 15-20 °C. Powszechnie
wiadomo, Ze zmniejszenie tempa metabolizmu komoérkowego osiggane poprzez obniZenie
temperatury inkubacji (i odpowiedni sktad rozcienczalnika) umozliwia wydtuzenie okresu
przechowywania nasienia (Johnson i wsp. 2000, Gadea 2003, 2005). Plemniki knura wykazujg jednak,
uwarunkowang specyficzng budowa blony komoérkowej, ekstremalnie duzg wrazliwo$s¢ na
temperatury z zakresu tzw. udaru chtodowego. Ochtadzanie rozrzedzonego nasienia knura ponizej
temperatury progowej udaru chlodowego, wedtug Althouse i wsp. (1998) nizszej od 12 °C,
intensyfikuje wystepowanie w plemnikach uszkodzen istotnych dla ich funkcji biologicznych. W
odniesieniu do kriokonserwacji stanowi to najwazniejsza przeszkode w praktycznym stosowaniu
nasienia mrozonego, natomiast w przypadku konserwacji nasienia w temperaturach dodatnich
przyczynia sie do trudnos$ci w skutecznej inhibicji proceséw zyciowych plemnikéw przy jednoczesnym
zachowaniu ich potencjatu do zaptodnienia przez maksymalnie dtugi okres czasu. W zwigzku z tym,
konieczno$¢ przechowywania nasienia knura w temperaturze powyzej 15 °C powodowa¢ moze
wystepowanie, réznych pod wzgledem nasilenia i tempa, niekorzystnych zmian w obrebie struktur
plemnikéw i ich $rodowiska, ogdlnie okreslanych mianem ,starzeniowych” (Johnson i wsp. 2000,
Waberski i wsp. 2011). Zmiany te skracajg czas wykorzystania przechowywanego nasienia, ktory
pomimo opracowanych i stosowanych najbardziej optymalnych procedur postepowania, w praktyce
ograniczony jest obecnie do kilku dni. Ptodno$¢ przechowywanego w stanie ptynnym nasienia knura
uwarunkowana jest jednak nie tylko wplywem czynnikéw limitujgcych efektywnos$¢ samego procesu
konserwacji (m.in. wyjSciowa jakoScia nasienia, czestotliwos$cia pobierania ejakulatow, typem
rozcieniczalnika, temperaturg i czasem przechowywania, liczbg plemnikéw w dawce inseminacyjnej i
jej objetoscig), ale takze determinowana wptywem wielu czynnikéw ogdlnie zwigzanych s3 z
ptodnoscig i organizacjg rozrodu $win. Do czynnikow tych naleza przede wszystkim: rasa i wiek
zwierzat, pora roku, stan odzywienia, dtugo$¢ okreséw laktacji i odsadzenia prosigt do wystapienia
rui, stosowanie metod synchronizacji rui i jej wykrywania, liczba i termin zabiegdw inseminacji,
miejsce deponowania nasienia w narzadach rozrodczych samicy, technika zabiegu inseminacyjnego
(Johnson i wsp. 2000, Anil i wsp. 2004, Gadea 2005, Khalifa i wsp. 2014). Szeroki zakres znanych i
potencjalnych czynnikéw mogacych oddzialywac¢ na efektywnos$¢ produkcji trzody chlewnej, z jednej
strony podkre$la ztozono$¢ i wieloaspektowos¢é probleméw dotyczacych stosowania sztucznego
unasienniania u tego gatunku, z drugiej natomiast, w kontekscie zasygnalizowanych wyzej ograniczen
metod konserwacji nasienia wskazuje na mozliwosc¢ i potrzebe ich doskonalenia.

Dazenia do poprawy efektywnosci konserwacji nasienia knura w stanie ptynnym koncentrujg
sie na roéznych ptaszczyznach. Dotycza one modyfikacji sktadu rozcienczalnikéw i procedur
przygotowania nasienia, w tym zaréwno do przechowywania w temperaturach 15-20 °C, jak i z
zakresu udaru chtodowego. Metody hipotermicznego przechowywania nasienia (w temperaturze
nieco powyzej 0°C) poprzez skuteczniejsze obnizZenie tempa metabolizmu plemnikéw i ograniczenie
wzrostu mikroorganizméw umozliwi¢ mogg wydtuzenie okresu konserwacji. Opracowanie takich
metod moze by¢ réwniez pomocne w udoskonaleniu technologii zamrazania nasienia knura.
Najwazniejszym jednak problemem pozostaje utrzymanie stabilnosci btony komoérkowej plemnikow,
ktéra u knura ze wzgledu na specyficzny sktad lipidowo-biatkowy (relatywnie wysoka zawartos$¢
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wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych i niska cholesterolu, a w konsekwencji niski stosunek
steroli do fosfolipidéw) jest szczegdlnie podatna na uszkodzenia funkcjonalne i molekularne (Johnson
i wsp. 2000, Gadea 2005, Bailey i wsp. 2008, Casas i Althouse 2013, Khalifa i wsp. 2014). Przejscia
fazowe lipidéw lub reorganizacje sktadnikéw bton plemnikéw knura przebiegaja w zakresie
temperatur okoto 10-30 °C (Schmid i wsp. 2013) co wskazuje, Ze w tym zakresie temperatur rowniez
moze dochodzi¢ do destabilizacji struktury i obnizenia funkcji btony komoérkowej plemnikéw. Stad
dziatania doskonalgce procedury konserwacji ukierunkowane sg m.in. na zwiekszenie ostaniajacego
dziatania rozcienczalnikéw na btone komoérkowa plemnikéw, a takze na poszukiwanie jak najbardziej
precyzyjnych metod oceny jej integralnosci i stabilnosci podczas przechowywania. Uszkodzenia btony
komoérkowej zwigzane moga by¢ m.in. z zaburzeniami jej przepuszczalnosci prowadzacymi do wycieku
istotnych  sktadnikéw wewnatrzkomérkowych  (np. jonéw, nukleotydow adeninowych,
antyoksydantéw, enzyméw), co destabilizuje homeostaze biochemiczng przechowywanych gamet
wplywajac na zmiany ich ruchliwosci i Zzywotnosci. Podtozem uszkodzen btony komérkowej moze by¢
takze peroksydacja lipidow btonowych i niekontrolowane generowanie reaktywnych form tlenu (RFT)
w przechowywanych plemnikach i ich Srodowisku. Nastepstwem tych proceséw moga by¢ subletalne
i/lub letalne zmiany w plemnikach zwigzane ze stresem oksydacyjnym (m.in. nasilenie dysfunkcji bton
plazmatycznych, zmniejszenie aktywnosci fancucha oddechowego, czy wzrost fragmentacji jadrowego
DNA) (Cerolini i wsp. 2000, Brouwers i wsp. 2005, Groffeld i wsp. 2008, Awda i wsp. 2009, Waberski i
wsp. 2011, Guthrie i Welch 2012).

Prawidlowa integralno$¢ btony komdrkowej i utrzymanie jej stabilnosci w czasie konserwacji
warunkuje niezaburzona funkcje pozostatych struktur subkomérkowych plemnika, w tym tych $cisle
zwigzanych z metabolizmem energetycznym. Mechanizmy przebiegu proceséw metabolicznych
plemnikéw knura sg wcigz stabo poznane, zwlaszcza w warunkach konserwacji. Niejasna jest m.in.
rola mitochodndriéw w generowaniu energii do ruchu plemnikéw. W ostatnich latach postuluje sie, ze
procesy fosforylacji oksydacyjnej w obrebie aparatu wstawkowego nie sg bezposrednio zwigzane z
poruszaniem sie plemnika, a podstawowym Zrédtem energii wykorzystywanej na potrzeby
ruchliwosci jest proces glikolizy (fruktolizy). Funkcjonalne mitochondria sa niemniej niezbedne dla
prawidtowego przebiegu i kontroli wielu proceséw w plemniku, w tym takze tych odpowiedzialnych
za zachowanie ruchu (Marin i wsp. 2003, Pefia i wsp. 2009). Kluczowa dla plemnika jest nie tylko
aktywnos¢, ale rowniez sprawna i przebiegajaca w odpowiednim czasie kooperacja mitochondriow z
pozostatymi przedziatami komoérkowymi, ktére zaangazowane sg m.in. w proces kapacytacji,
hyperaktywacji, reakcji akrosomowej, interakcji plemnika z zona pellucida i jego fuzji z komoérka
jajowa. Wytworzone w mitochondriach plemnika zwigzki makroergiczne (obok pochodzacych z
glikolizy /fruktolizy) wykorzystywane sg do transportu metabolitow, jonéw, powstawania cAMP i
fosforylacji biatek. Dzieki temu mitochondria regulujg m.in. rownowage oksydacyjno-redukcyjng i
osmotyczng, utrzymajg homeostaze Ca?*, bedgc prawdopodobnie rezerwuarem tych jonow w
plemniku. Organelle te wykazujg takze zdolno$¢ do produkcji RFT powstajgcych podczas transportu
elektronow wzdtuz tanicucha oddechowego (Pefia i wsp. 2009, Amaral i wsp. 2013). Proces ten moze
mie¢ istotne znaczenie w przypadku przekroczenia niskich u knura mozliwosci ochronnych systemoéw
antyoksydacyjnych w plemniku. Mitochondria poprzez nadmierne generowanie RFT moga takze
przyczynia¢ sie do stresu oksydacyjnego. Ponadto organelle te zaangazowane sg w regulacje $mierci
komérkowej, prawdopodobnie poprzez szlaki sygnalizacyjne zwigzane z Ca?* i/lub zalezne od RTF
(Kim i wsp. 2011, Amaral i wsp. 2013). Ostatnio wskazuje sie, ze réwniez procesy ,starzenia sie”
plemnikéw knura podczas technologicznej obrébki nasienia mogg by¢ regulowane aktywnos$cia
mitochondriéw poprzez szlaki zblizone i charakterystyczne dla apoptozy. Mechanizmy starzenia sie i
$mierci plemnikéw wymagaja jednak wyjasnienia zwlaszcza, zZe wtasciwa interpretacja obrazu zamian
tych procesow w plemnikach obserwowanego w pracach eksperymentalnych jest utrudniona i
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wzbudza kontrowersje ze wzgledu na podobienstwo do procesu kapacytacji (Pefia i wsp. 2009,
Waberski i wsp. 2011, Amaral i wsp. 2013).

Prawidlowo przebiegajace procesy w poszczegdlnych przedziatach komérkowych przejawiaja
sie zdolnosScig plemnika do ruchu, stad ocena ruchliwos$ci jest standardowym parametrem jakosci
nasienia wskazujacym na integralno$¢ btony komoérkowej, odpowiedni status energetyczny i
sprawno$¢ aparatu ruchu plemnika. Odsetek plemnikéw o prawidtowym ruchu jest decyzyjnym
wskaznikiem jakoSciowym branym pod uwage w okreslaniu przydatnosci nasienia do produkcji.
Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze w kontekScie monitorowania jako$ci nasienia przed i w czasie
przechowywania warto$¢ predykcyjna oceny ruchliwosci, zwtaszcza za pomoca konwencjonalnej
techniki mikroskopowej moze by¢ ograniczona (Tejerina i wsp. 2008, Schulze i wsp. 2013). Wynika to
nie tylko z subiektywnos$ci przypisywanej tej metodzie. Ocena wytgcznie ruchliwosci wyklucza
mozliwo$¢ diagnozowania subtelnych zmian na poziomie struktur subkomoérkowych, ktore nie
przejawiajg sie spadkiem ruchliwo$ci plemnikéw, a ze wzgledu na potencjalnie niekorzystne dziatanie
szeregu czynnikow (fizycznych, biochemicznych, biologicznych) mogg wystepowac i nasila¢ sie
podczas konserwacji uposledzajac funkcje biologiczng plemnikéw. Rozwigzanie tego problemu
umozliwia postep w zakresie diagnostyki laboratoryjnej, ktéra pozwala obecnie na kompleksowa
ocene struktury i funkcji poszczegoélnych organelli plemnika (Gadea 2005, Silva i Gadella 2006). W
ostatnich latach do diagnostyki seminologicznej wprowadzano wiele réznych rozwiazan, przy czym
aktualnie podkreslana jest szczeg6lnie duza warto$¢ testow funkcjonalnych oraz takich testéw i metod
oceny, ktére uwzgledniaja heterogeniczno$¢ plemnikéw, tj. umozliwiajg zréznicowanie réznych
subpopulacji i analize ich zmian na podstawie okreslonych cech plemnikéw (Petrukina i wsp. 2007,
Rodriguez-Martinez 2007, Pefia i wsp. 2009). Konieczno$cig jest jednak wskazanie najbardziej
odpowiednich testéw i metod diagnostycznych, a takze w oparciu o nie opracowanie procedur
standaryzujacych badanie seminologiczne u knura. Podkres$li¢ nalezy, Ze problem standaryzacji oceny
nasienia dotyczy nie tylko wdrozen do praktyki inseminacyjnej, ale réwniez stosowania bardziej
doktadnie okreslonych procedur w warunkach eksperymentalnych (Waberski i wsp. 2011).

Coraz powszechniej w badaniach nasienia, réwniez w praktyce inseminacyjnej trzody
chlewnej, wykorzystywana jest komputerowo wspomagana analiza nasienia (CASA, computer-assisted
sperm analysis), gtdwnie do okre$lania ruchliwosci, koncentracji oraz morfologii plemnikéw. Ocena
ruchliwosci plemnikéw za pomocg systeméw komputerowych uwazana jest za szybka i bardziej
»0biektywng” (vs. rutynowa metoda mikroskopowa) ze wzgledu na szeroka mozliwos¢ szczegdétowej
charakterystyki parametrow kinetycznych okreslanych na podstawie trajektorii i/lub predkosci
pojedynczego plemnika, ogdélnie dla catej populacji oraz wyodrebnianych subpopulacji plemnikdéw.
Nowoczesne systemy CASA daja mozliwo$¢ uzyskiwania wiekszej doktadnosci i powtarzalnosci
wynikéw ruchliwo$ci niemniej, aby otrzymane dane byly wiarygodne i mialy warto$¢ w
prognozowaniu ptodnosSci, wymagaja wprowadzenia odpowiednich ustawien wstepnych oraz
standaryzacji procedury pomiarowej (Waberski i wsp. 2011, Schulze i wsp. 2013). Wiele czynnikow
moze wptywaé na ocene ruchliwosci i koncentracji plemnikéw uzyskang za pomoca systeméw CASA
(Rijsselaere i wsp. 2003, Contri i wsp. 2010, Broekhuijse i wsp. 2011, Amann i Waberski, 2014). W
ostatnich latach zwraca sie szczeg6lng uwage na mozliwosé¢ wptywu typu komory pomiarowej
wykorzystanej do analizy na parametry Kinetyczne plemnikéw, ktéry zwigzany jest gltownie z
glebokoscia i sposobem jej napetniania (tj. za pomoca sit kapilarnych lub nanoszenia kropli nasienia).
Zagadnienie to wymaga wyja$nienia, bowiem wyniki nielicznych prac dotyczacych tego problemu sg
niejednoznaczne (Iguer-Ouada i Verstegen 2001; Massanyi i wsp. 2008, Contri i wsp. 2010, Lenz i wsp.
2011, Hoogewijs i wsp. 2012, Gloria i wsp. 2013, Palacin i wsp. 2013). Brak jest jednak ogdlnie
dostepnych opracowan w tym zakresie odnoszacych sie do nasienia knura. Nalezy ponadto podkresli¢,
ze ocena koncentracji plemnikéw za pomoca CASA nie jest powszechnie akceptowana (Hoogewijs i
wsp. 2012), co spowodowane jest rozbiezno$ciami wynikéw pomiedzy réznymi typami komoér
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pomiarowych poréwnywanymi w tym samym urzadzeniu, jak réwniez pomiedzy wynikami
uzyskanymi za pomoca CASA a innymi technikami okres$lania koncentracji (np. w komorze Bilirkera)
traktowanymi jako referencyjne (Rijsselaere i wsp. 2003, Vyt i wsp. 2004, Kuster 2005, Maes i wsp.
2010, Hoogewijs i wsp. 2012).

Podstawowym warunkiem prowadzenia sztucznego unasieniania jest wysoka jakos$¢
mikrobiologiczna nasienia, co przy bardzo czestym wystepowaniu bakterii w ejakulatach knuréw
wymaga odpowiednich dziatan asekuracyjnych, tym bardziej Ze pobieranie i przetwarzanie nasienia
nie sg procedurami sterylnymi (Althouse 2008, Goldberg i wsp. 2013, Schulze i wsp. 2015, Kuster i
Althouse 2016). Stad, oprécz wysokich standardéw higienicznych podczas produkcji nasienia
majacych minimalizowa¢ ryzyko kontaminacji, obligatoryjnym komponentem rozcienczalnikow sg
zwiazki dziatajace bakteriobdjczo i/lub bakteriostatycznie. Rozcienczalniki komercyjne stosowane w
praktyce inseminacyjnej na terenie Unii Europejskiej musza speinia¢ odpowiednie wymogi (zgodne z
Dyrektywg 90/429/EWG z péZniejszymi zmianami), a tym samym wykazywac skuteczne dziatanie
antybakteryjne. Takie zatozenie oraz fakt wystepowania w ejakulatach knuréw bakterii na ogét
uwazanych za niepatogenne (Althouse i wsp. 2000, Maes i wsp. 2008, Morrell i Wallgren 2014) moga
przyczynia¢ sie do niezwracania naleznej uwagi na potencjalne problemy wynikajace z
zanieczyszczenia mikrobiologicznego nasienia. Poniewaz oddziatywanie bakterii uwarunkowane jest
ich typem i iloScia, a z ejakulatéw i dawek inseminacyjnych knuréw izolowane sg rézne, czesto
wspotwystepujace gatunki i szczepy bakterii wykazujgce zréznicowana, czasem catkowitg odpornos¢
na powszechnie stosowane antybiotyki (Althouse i wsp. 2008, Baracaldo i Ward 2008, Maroto Martin i
wsp. 2010, Morrell i Wallgren 2011, Bresciani i wsp. 2014, Speck i wsp. 2014, Schulze i wsp. 2015,
Kuster i Althouse 2016), utrudnione jest okreslenie rangi niekorzystnego wptywu zanieczyszczenia
mikrobiologicznego nasienia wykorzystywanego w sztucznym unasienianiu na jego jako$¢ i wydajnos¢
reprodukcyjng $win. Réwniez dane w piSmiennictwie dotyczace tych zagadnien nie s jednoznaczne.
Niewatpliwie dominujacym i uzasadnionym jest poglad, Ze wysoki stopien zanieczyszczenia
mikrobiologicznego przechowywanego nasienia knura niesie ze sobg ryzyko obnizenia wskaznikdw
ptodnosci (Kuster i Althouse 2016). Z drugiej strony stwierdza sie rdwniez brak wptywu bakterii na
ptodnosé swin (Reicks i Levis 2008) oraz brak negatywnego oddziatywania niektérych gatunkéw
drobnoustrojéw na jako$¢ przechowywanego nasienia nawet przy wysokiej ilosci bakterii (do 1012
jednostek tworzacych kolonie/mL - CFU/mL) (Sone 1990, Kuster i Althouse 2016). Stad by¢ moze
poza zaleceniami minimalizacji liczby bakterii (Althouse i wsp. 2000, Althouse 2008, Goldberg i wsp.
2013, Schulze i wsp. 2015, Kuster i Althouse 2016) nie ustalono jeszcze wartosci referencyjnych dla
stopnia zanieczyszczenia mikroorganizmami niepatogennymi nasienia knura (Goldberg i wsp. 2013).
By¢ moze przy ustalaniu krytycznych wartos$ci poziomu zanieczyszczenia mikrobiologicznego
ejakulatow/dawek inseminacyjnych okaze sie takze konieczne uwzglednianie obecno$ci w nasieniu
konkretnych gatunkéw mikroorganizméw. Wskazuja na to badania przeprowadzane w ostatnich
latach, w ktérych indukcja niekorzystnych zmian w nasieniu knura i/lub negatywne odziatywanie na
ptodnos$¢ zachodzity przy ré6znym poziomie iloSciowym podczas kontrolowanej inokulacji nasienia
poszczegbélnymi gatunkami bakterii (Maroto Martin i wsp. 2010, Busselleu i wsp. 2011, Sepulveda i
wsp. 2013, 2014, Prieto-Martinez i wsp. 2014, Sa i wsp. 2014). Prawdopodobnie istotne bedzie
réwniez uwzglednienie wielu czynnikéw, takich jak np. czas i temperatura przechowywania, ktore
regulujg namnazanie i wspoétzaleznosci wzrostu bakterii oraz dziatanie antybiotyku(éw) w
rozcieficzalniku (Althouse i wsp. 2008). Efektywnos$¢ dziatania przeciwbakteryjnego rozcieniczalnikéw
w czasie przechowywania nasienia knura w kontek$cie kontroli wzrostu drobnoustrojéw jest stabo
udokumentowana. Przy nieskutecznym dziataniu ostaniajacym rozcienczalnika, niektére bakterie w
zaleznosci od ich rodzaju i ilosci oraz ze wzgledu na swoje wtasciwos$ci, m.in. nabywania odpornosci na
powszechnie stosowane antybiotyki i skuteczne dostosowywanie sie do zmieniajacych sie warunkéw
$Srodowiska (np. obnizenia temperatury do 15-20 °C) stanowi¢ mogg istotng przyczyne utraty jakosci



DR DARIUSZ GACZARZEWICZ ZALACZNIK 2 _

nasienia podczas diugoterminowego przechowywania w stanie ptynnym (Althouse i Lu 2005,
Althouse 2008, Maes i wsp. 2008, Speck i wsp. 2014, Morrell i Wallgren 2011, 2014). Podtoze
negatywnych efektow wynikajgcych z obecnosci licznych populacji bakterii moze by¢ rézne. Oprocz
bezposredniej konkurencji z plemnikami o sktadniki odzywcze zawrte w rozcieficzalniku (Morrell i
Wallgren 2014), niektére bakterie moga wykazywaé wiasciwosci adhezyjne wzgledem plemnikow
oraz moga wytwarzac i eksponowac na powierzchni czynniki wirulencji lub uwalnia¢ rozpuszczalne
czynniki spermatotoksyczne, np. lipopolisacharydy - LPS, a- i B-hemolizyny, cytotoksyczny czynnik
nekrotyzujacy, czynnik immobilizacji plemnikéw - SIF, czynnik aglutynacji plemnikéw - SAF (Kaur i
wsp. 2010, Prabha i wsp. 2010, Schulz i wsp. 2010, Fraczek i Kurpisz 2015). Niektére bakterie i ich
toksyny moga generowac szereg powaznych zmian w przechowywanym nasieniu przejawiajacych sie
uszkodzeniami blony komoérkowej i akrosomu, uposledzeniem ruchliwo$ci i aglutynacja plemnikéw
oraz obnizeniem pH do poziomu 5,7-6,4 (Althouse i wsp. 2008, Maroto Martin i wsp. 2010, Busselleu i
wsp. 2011, Goldberg i wsp. 2013). Zmiany te zwigzane mogg by¢ m.in. z peroksydacja lipidow, utratg
asymetrii bton plazmatycznych, eksternalizacja fosfatydyloseryny, depolaryzacja bton mitochondriéw,
czy fragmentacja DNA, i w konsekwencji prowadzi¢ do $mierci plemnikéw, prawdopodobnie
przynajmniej czeSciowo poprzez szlaki apoptozy (Okazaki i wsp. 2010, Fraczek i Kurpisz 2015).

Uzyskane wyniki i ich oméwienie

Zachowanie stabilnosci btony komoérkowej plemnikéw przez caly zaloZzony okres konserwacji
jest krytycznie waznym warunkiem umozliwiajgcym zaptodnienie. Sktad lipidowy i domenowa
budowa btony komoérkowej przyczyniajg sie do duzej wrazliwosci plemnikéw knura na stres
hipotermiczny oraz do podatnosci na uszkodzenia komérkowe pod wptywem czynnikéw zwigzanych z
konserwacjg nasienia, gtownie z rozrzedzaniem, tempem schiadzania oraz temperaturg i czasem
przechowywania. Zastosowanie precyzyjnych metod oceny wtasciwosci btony komoérkowej i
pozostatych substruktur komdérkowych plemnikéw wynika z potrzeb analityki andrologicznej,
odpowiednio dostosowanych do monitoringu zmian jakie zachodza podczas przechowywania nasienia
knura. Kompleksowe podejscie w tym zakresie uwzgledniajace poszczegdlne regiony morfologiczne
(gtowki, wstawki i witki) plemnikéw oraz ich $rodowisko zewngtrzkomoérkowe moze mie¢ takze
aspekt poznawczy.

W pierwszej z prac (H1) stanowiacej osiggniecie naukowe oceniano jako$¢ nasienia natywnego
i przechowywanego przez 9 dni w rozcienczalniku Safe Cell Plus w temperaturze 17 °C. W badaniach
skupiono sie na poréwnaniu czterech metod oceny integralnosci btony komoérkowej, przy czym
zmiany jakos$ci nasienia monitorowano réwniez na podstawie ruchliwosci, uszkodzen akrosomu, oraz
pomiaréw pH i osmolalnosci w ptynach zewnatrzkomérkowych. Uzyte metody mikroskopowe oraz
biochemiczna réznity sie zasadg detekcji uszkodzen btony komérkowej. W technice barwienia eozyna-
nigrozyng (EN) wykorzystywany jest brak mozliwosci przenikania eozyny do plemnikéw z integralng
btong komoérkowa (komérki zywe) (Merkies i wsp. 2000). W technice barwienia fluorescencyjnego
(test SYBR-14/PI) z sondami wykazujacymi powinowactwo do DNA - acylowy barwnik SYBR-14
przenika przez nieuszkodzone btony komérkowe i po dyfuzji do jadra komdrkowego jest deacylowany
przez wewnatrzkomorkowe esterazy w plemnikach zywych (SYBR-14-pozytywnych), natomiast jodek
propidyny (PI) wnika do jadra komoérkowego przy utracie integralno$ci btony komodrkowej
plemnikéw, ktére traktowane sg jako martwe (Pl-pozytywne) (Silva i Gadella 2006). W tescie
hipoosmotycznym (HOS) integralno$¢ strukturalna i jednocze$nie funkcjonalno$¢ btony komérkowej
identyfikowane sg na podstawie charakterystycznych zmian witki wynikajgcych z aktywnego
transportu wody do plemnikéw umieszczonych w $rodowisku hipotonicznym (Ramu i Jeyendran
2013). Pomiar aktywno$ci aminotranserazy asparaginianowej (AAT; EC 2.6.1.1) w ptynach
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zewnatrzkomérkowych umozliwia okreslenie nasilenia zaburzen btony komoérkowej plemnikéw na
podstawie wycieku enzymu do Srodowiska zewnetrznego (Ciereszko i wsp. 1994).

Wyniki badan wykazaty, ze juz na etapie rozrzedzania nasienia moga nastepowac istotne
zmiany parametréw jakos$ci nasienia, wskazujace na wptyw tzw. efektu rozrzedzenia, ktéry zwigzany
moze by¢ z dzialaniem komponentéw rozciericzalnika i/lub nieoptymalnym stopniem rozrzedzenia
nasienia (Maxwell i Johnson 1999, Johnson i wsp. 2000, Khalifa i wsp. 2014). W odniesieniu do
nasienia natywnego po rozrzedzeniu obnizyt sie odsetek plemnikéw ruchliwych, z prawidtowym
akrosomem oraz z nieuszkodzong btong komoérkowa okreslany na podstawie barwienia EN i testu
HOS. Odnotowano takze istotne obnizenie odczynu $rodowiska zewnatrzkomoérkowego, natomiast
wzrost (p<0,05) aktywnosci AAT potwierdzat zwiekszenie dysfunkcji btony komérkowej plemnikow
na etapie rozrzedzania nasienia. Przechowywanie rozrzedzonego nasienia przez 9 dni wptyneto
istotnie statystycznie na obnizenie sie ruchliwos$ci i wzrost uszkodzen akrosomu (odpowiednio o 15%
i 10%), przy czym zakres i tempo nasilania sie niekorzystnych zmian plemnikéw byty zalezne od
dtugosci okresu przechowywania. Podobne zalezno$ci, uwarunkowane czasem trwania konserwacji,
stwierdzono w przypadku uszkodzen btony komoérkowej plemnikéw okreslanych na podstawie kazdej
z uzytych metod. Po 9-ciu dniach konserwacji istotne (p<0,01) obnizenie liczby plemnikéw zywych (z
integralng i/lub funkcjonalng btong komérkowq) wykazaty bezposrednio techniki mikroskopowe
(barwienie EN, test SYBR-14/PI i test HOS - spadek odpowiednio o 7,5%, 11% i 9%), a posrednio
pomiary aktywnos$ci AAT (wzrost o 46,5 mU/10° plemnikéw). Kazda z uzytych metod wskazywala
na inne tempo utraty stabilnosci blony komérkowej, a poszczegélne metody mikroskopowe -
na znaczaco rozny (p<0,01) udzial procentowy plemnikéw z uszkodzeniami blony
komodrkowej. Analiza wynikéw uzyskanych podczas calego okresu konserwacji wykazata, ze
najnizsza liczbe plemnikéw z uszkodzona btona komérkowa ujawniano przy wykorzystaniu
barwienia EN, natomiast istotnie wyzsza - gdy stosowano barwienie fluorescencyjne. W
odniesieniu do obu technik polegajacych na barwieniu, najwyzszy (p<0,01) udzial procentowy
plemnikéw z uszkodzong btonag komérkowa obserwowano stosujac test HOS. Wyniki tego testu
nie réznity sie istotnie od wynikéw ruchliwosci plemnikéw, z kolei uzyskane zaré6wno w te$cie SYBR-
14/PI jak i za pomoca barwienia EN byty istotnie wyzsze (p<0,01) w odniesieniu do ruchliwosci.
Stwierdzone w badaniach réznice, zwigzane ze specyfika detekcji danej metody, wynika¢ mogty
prawdopodobnie z kilku, niezaleznych lub wspétwystepujacych przyczyn, np. z lokalizacji uszkodzen
btony komérkowej w obrebie gtdéwki badz witki plemnika lub ze strukturalnego badz funkcjonalnego
charakteru uszkodzenia btony komoérkowej. Mogly wynika¢ réwniez z wptywu stresu osmotycznego,
ktéry w przypadku testu HOS stuzy do selekcji plemnikéw z wysoka odpornoscia btony komérkowe;,
przy czym warunki hipotoniczne moga dodatkowo uszkadza¢ blone komoérkowa przechowywanych
plemnikow. Sugestie te znajduja czeSciowe potwierdzenie w piSmiennictwie (Nagy i wsp. 1999, Fraser
i wsp. 2001, Lechniak i wsp. 2002), a na réznice pomiedzy metodami oceny btony komérkowej
wskazywali wcze$niej niektorzy autorzy (Vazquez i wsp. 1997, Merkies i wsp. 2000, Brito i wsp. 2003,
Serniené i wsp. 2005).

W omawianej pracy nie zaobserwowano znaczacych (p>0,05) zmian pH i osmolalnosci w
srodowisku przechowywanych plemnikéw, co wskazywato na dobre wtasciwosci rozcienczalnika,
odpowiednio buforujgcego i utrzymujgcego lekko hipertoniczne srodowisko, bardziej preferowane
przez plemniki knura w czasie konserwacji w stanie ptynnym (Johnson i wsp. 2000, Gadea 2003, Vyt i
wsp. 2007). W badaniach stwierdzono wystepowanie istotnych statystycznie zaleznoSci pomiedzy
prawie wszystkimi analizowanymi parametrami jako$ci nasienia. Metody mikroskopowej oceny
integralnosSci btony komdrkowej plemnikéw korelowaly istotnie (p<0,001) pomiedzy soba (wartos¢
wspotczynnikéw korelacji wynosita od 0,52 do 0,81) i z aktywno$cig AAT (warto$¢ wspotczynnikow
korelacji wynosita od -0,59 do -0,41). Poniewaz wszystkie zastosowane metody oceny integralnosci
btony komoérkowej korelowaty nie tylko pomiedzy soba, ale rowniez istotnie (p<0,001) z innymi
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analizowanymi wskaznikami jakosci nasienia (ruchliwoscia, liczba plemnikéw z nieuszkodzonym
akrosomem i pH), wnioskowano o przydatnosci uzytych metod w laboratoriach centréw zajmujacych
sie produkcja nasienia do okreslania strukturalnych i/lub funkcjonalnych zmian zachodzacych w
btonie komérkowej plemnikéw podczas konserwacji w stanie ptynnym.

W kolejnej pracy (H2) przeditozonej jako osiggniecie naukowe, analize zmian integralnosci
btony komoérkowej plemnikéw przeprowadzono okreslajagc wpltyw temperatury przechowywania
(5°C,16°Ci 25 °C) podczas 10-ciu dni konserwacji w rozcienczalniku Vitasem LD. W badaniach tych,
oprocz oceny ruchliwosci i stabilno$ci sSrodowiska plemnikdéw (pomiary pH i osmolalno$ci), szczegdlna
uwage zwrdécono na zmiany aktywnosci mitochondriéw, w zwigzku z czym w plemnikach jednocze$nie
oceniano stan btony komdrkowej i mitochondriow stosujgc barwienie kombinacja trzech
fluorochromoéw - SYBR-14, PI oraz JC-1 (test SYBR-14/PI/JC-1). Status uszkodzen btony komérkowe;j
weryfikowano ponadto na podstawie testu HOS i pomiaru aktywnos$ci AAT. W pracy zgodnie z
zaloZzeniem stwierdzono wplyw temperatury i czasu przechowywania na ruchliwos¢
plemnikéw, niemniej jednak zalezne od tych czynnikéw zaobserwowane zmiany ruchliwosci
nie byly spdéjne z obrazem zmian integralnosci btony komdorkowej okreslanej na podstawie
barwienia fluorescencyjnego i testu HOS. Udzial plemnikéw z ruchem postepowym (wynoszacy po
rozrzedzeniu 76%) obnizat sie wraz z wydtuzaniem okresu konserwacji we wszystkich trzech
wariantach temperatur, z istotnym (p<0,05) spadkiem wartosci w 2., 6. i 4. dniu przechowywania,
odpowiednio w temperaturze 5 °C, 16 °C1i 25 °C. Po 10 dniach konserwacji liczba plemnikéw z ruchem
postepowym zmniejszyta sie o 64% w temperaturze 5 °C, 0 22% w 16 °C i 0 38% w 25 °C, przy czym
przez calty okres przechowywania w temperaturze 5 °C ruchliwo$¢ plemnikéw byta istotnie nizsza niz
w temperaturze 16 °C. Z kolei, pomimo stopniowego nasilania sie uszkodzen btony komérkowe;j
podczas przechowywania, w 10. dniu konserwacji udziat procentowy plemnikéw z integralng btong
komérkowg - Pl-negatywnych i HOS test-pozytywnych - utrzymywat sie we wszystkich
analizowanych wariantach temperatur na wzglednie wysokim poziomie, ogdlnie nieco
korzystniejszym w 16 °C. Odsetek plemnikéw PIl-negatywnych wynoszacy na poczatku konserwacji
84% obnizyt sie istotnie (p<0,05) w 2. dniu przechowywania w temperaturze 5 °C, 16 °C i 25 °C, przy
czym podczas catego okresu konserwacji zmniejszyt sie odpowiednio o0 29%, 19% i 28%. W przypadku
testu HOS, udziat plemnikéw z prawidtowg integralnoscig bton oszacowany po rozrzedzeniu na 76%,
po 10 dniach konserwacji w temperaturze 5 °Ci 16 °C zmniejszyt sie nieznacznie (odpowiednio o 10%
i 4%), a pomiedzy tymi wariantami temperatur nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie.
Natomiast w nasieniu przechowywanym w temperaturze 25 °C w 6. dniu konserwacji odnotowano
istotny (p<0,05) spadek liczby plemnikéw HOS test-pozytywnych, ktéry w ciggu catego okresu
przechowywania oszacowano na 14%. Ponadto w nasieniu przechowywanym w temperaturze 25 °C w
odniesieniu do 16 °C, istotnie (p<0,05) nizszy odsetek plemnikéw HOS test-pozytywnych stwierdzono
od 4. do 8. dnia przechowywania.

Wyniki uzyskane na podstawie testow SYBR-14/PI/JC-1 i HOS wskazywaly, ze podczas
konserwacji w temperaturze z zakresu udaru chlodowego btona komdrkowa plemnikéw
utrzymywala swoja integralnos¢ strukturalng i funkcjonalng. Stwierdzono jednak zalezne od
temperatury i czasu przechowywania zmiany aktywnosci AAT w Srodowisku
zewnatrzkomoérkowym, ktére wskazywaly na wystepowanie destabilizacji blony komérkowej
zwigzanej z zaburzeniami jej przepuszczalno$ci. Aktywnos$¢ AAT wynoszaca na poczatku
konserwacji 93 mU/10° plemnikdéw, juz w 2. dniu przechowywania nasienia w temperaturze 5 °C
wzrosta istotnie (p<0,01) do 382 mU/10° plemnikéw, a w 10. dniu do 430 mU/109 plemnikéw. Przez
caly okres konserwacji aktywnos$¢ enzymu byta istotnie statystycznie wyzsza w nasieniu
przechowywanym w temperaturze 5 °C w odniesieniu do pozostalych analizowanych wariantéw
temperatur. Konserwacja nasienia w temperaturze 16 °C skutkowata istotnym (p<0,05) wzrostem
aktywnosci AAT dopiero w 6. dobie przechowywania (przy poziomie 137 mU/10° plemnikéw),
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natomiast w 10. dniu wynosita 176 mU/10° plemnikow. W nasieniu przechowywanym w
temperaturze 25 °C istotny (p<0,05) wzrost aktywnos$ci AAT stwierdzono - podobnie jak w
temperaturze 5 °C - juz w 2. dniu konserwacji, przy czym poziom aktywnosci enzymu by} ponad
dwukrotnie nizszy (159 mU/10° plemnikéw). W ostatnim dniu konserwacji w temperaturze 25 °C
aktywnos$¢ AAT wynosita 302 mU /109 plemnikéw.

Przeprowadzone badania z jednej strony potwierdzily wcze$niejsze spostrzezenia niektérych
autoréw, ze wrazliwe na wptyw temperatury i czasu przechowywania btony plemnikéw knura sg
zasadniczym miejscem uszkodzen wywotanych dziataniem temperatur z zakresu udaru chtodowego
(Bailey i wsp. 2008, Kim i wsp. 2011, Waberski i wsp. 2011, Casas i Althouse 2013). Z drugiej zas
strony wykazaly specyficzny charakter uszkodzen blony komoérkowej - wzrost
przepuszczalnosci (intensywny wyciek AAT) nasilony zwlaszcza w poczatkowym okresie
konserwacji w 5 °C przy zachowaniu strukturalnej stabilnosci i integralnosci w regionie gloéwki
(test SYBR-14/P1/]C) i/lub w regionie witki (test HOS) plemnikéw. Badania niektérych autorow
(Schmid i wsp. 2013) wskazuja, Ze przechowywanie w stanie ptynnym nasienia knura w warunkach
hipotermicznych nie powoduje drastycznych zmian w skladzie i organizacji lipidéow btony
komoérkowej plemnikéw. Stwierdzili oni, Ze konserwacja nasienia w temperaturze 5 °C, 10 °Ci 17 °C
przyczynia sie w ciggu pierwszej doby do tym wiekszego obnizenia ruchliwosci i liczby plemnikéw
zywych z nieuszkodzonymi akrosomami (PI/FITC-PNA-negatywnych) im nizszg stosuje sie
temperature. Przechowywanie natomiast przez kolejne 3 dni nie ma juz wptywu na te parametry
(Schmid i wsp. 2013).

Wywotana przez ochtadzanie zwlaszcza przy dziataniu temperatury 5 °C destabilizacja btony
komoérkowej plemnikéw knura zwigzana jest ze wzrostem jej ptynnosci (Casas i Althouse 2013). Nie
mozna wykluczy¢, ze wskazywane przez niektérych autoréw (Canvin i Buhr 1989, Brouwers i wsp.
2005) rdznice w stabilno$ci blony komoérkowej w poszczegdlnych regionach morfologicznych
plemnika mogly mie¢ wplyw na wyniki uzyskane za pomocg zastosowanych w pracy testow. Ze
wzgledu na lokalizacje AAT w cytoplazmie plemnikéw, wzrost aktywno$ci tego enzymu w $rodowisku
zewnatrzkomoérkowym jest odnoszony gtéwnie do uszkodzen btony komérkowej witki (Ciereszko i
wsp. 1994), ktéra moze by¢ bardziej podatna na uszkodzenia zwigzane z dzialaniem temperatury 5 °C.
Stwierdzono, Ze btony witki plemnikéw knura charakteryzuja sie wyzszg ptynnoscia niz btony gtéwki,
a przez to oba te regiony komorki wykazujg r6zna wrazliwo$¢ na dziatanie temperatury (Canvin i Buhr
1989). Niektorzy autorzy wskazujg rowniez, ze wstawka i witka plemnika knura sg bardziej podatne
niz gtdwka na peroksydacje lipidow, a procesy peroksydacji intensywnie nasilajg sie w zywych
plemnikach po rozmrozeniu (Brouwers i wsp. 2005) lub w trakcie przechowywania nasienia w stanie
ptynnym (Cerolini i wsp. 2000, Guthrie i Welch 2012). Defekty plemnikéw zwigzane z peroksydacja
podczas ochtadzania i przechowywania nasienia mogg naruszac strukture fosfolipidéw i ptynnos$c¢
btony komoérkowej zwiekszajac jej przepuszczalno$¢ oraz zakltdcajac transport jonoéw i aktywno$c¢
enzymow (Groffeld i wsp. 2008, Awda i wsp. 2009, Kumaresan et al. 2009). Zaburzenia homeostazy
gtownie jondéw wapnia indukujg w plemnikach zalezne od nich procesy podobne do kapacytacji (Huo i
wsp. 2002, Bailey i wsp. 2008, Waberski i wsp. 2011, Schmid i wsp. 2013), ktére w konsekwencji
prowadzi¢ mogg do przedwczesnej degeneracji (starzenia sie) i Smierci plemnikéw (Pefia i wsp. 2009,
Waberski i wsp. 2011). Schmid i wsp. (2013) wskazujg, Ze ochtadzanie nasienia upos$ledza zdolno$¢ do
reagowania na bodZce kapacytacji w wyniku destabilizacji bton plemnikéw, ktére prowadza do
przejsciowego podwyzszenia poziomu wapnia w komorce, a nastepnie do ich $mierci. Stad, w
odniesieniu do rutynowo ocenianych wskaznikow jakosci nasienia knura, okreslanie zdolnosci
plemnikéw do reagowania na czynniki wywotujace kapacytacje poprzez ocene zmian poziomu
wewnatrzkomdérkowego wapnia jest bardziej czutym wskaZnikiem defektow powodowanych
ochtadzaniem i zaleznych od czasu przechowywania (Schmid i wsp. 2013).
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Podsumowujgc, wyniki dotyczgce zmian integralnos$ci btony komérkowej w omawianej pracy
wykazaty, ze zywotno$¢ plemnikow (komodrek PI-pozytywnych i HOS test-pozytywnych)
zmniejsza sie¢ umiarkowanie podczas 10 dni przechowywania w Kkazdej analizowanej
temperaturze, ale wplyw temperatury 5 °C w poczatkowym okresie konserwacji generuje
najbardziej nasilone uszkodzenia btony komoérkowej, ktore przejawiaja sie wyciekiem AAT i
zwigzane mogg by¢ prawdopodobnie z utratg innych sktadnikéw komdrkowych niezbednych do
funkcjonowania plemnikow. Zastosowanie w pracy roznych metod oceny integralnosci btony
komoérkowej plemnikéw wykazato, Ze do okreslania wplywu temperatur z zakresu udaru
chtodowego (5 °C) bardziej przydatne moga by¢ techniki umozliwiajace ocene dysfunkcji
zwiagzanych ze zmianami przepuszczalnosci blony komdérkowej. Sugerowa¢ mozna ponadto, ze
metody takie jak pomiar aktywno$ci AAT po doktadniejszym opracowaniu moga zosta¢ wykorzystane
w doskonaleniu procedur przechowywania nasienia knura w warunkach hipotermicznych czy
kriokonserwacji, a by¢ moze takze do selekcji nasienia po wprowadzeniu tych metod konserwacji do
praktyki inseminacyjnej.

W omawianej pracy (H2) ocene proceséw energetycznych w mitochondriach plemnikéw
przeprowadzono wykorzystujgc test z fluorochromem JC-1 (jodek 5,5’,6,6'-tetrachloro -
1, 1’, 3, 3’-tetraetylobenzimidazo-karbocyjaniany; test SYBR-14/PI/JC-1) do okreSlenia stanu
transbtonowego potencjatu mitochondrialnego (A¥Wm) oraz za pomoca cytochemicznego testu na
oksydoreduktazy zalezne od NADH (test NADH-NBT, test formazanowy) umozliwiajgcego oznaczenie
zdolnos$ci oksydoredukcyjnych mitochondriéw. Na podstawie barwienia z sonda JC-1 podczas oceny
mikroskopowej ws$rdéd plemnikéw zywych (z integralnymi btonami komérkowymi; SYBR-14-
pozytywnych, Pl-negatywnych) stwierdzono wystepowanie skategoryzowanych wspolnie dwoch
subpopulacji plemnikéw, ktére w regionie wstawek emitowaty intensywna lub nieco stabszg zétto-
pomaranczowa fluorescencje reprezentujacg aktywne mitochondria, odpowiednio z wysokim A¥Wm i
obnizonym AWm, oraz wystepowanie subpopulacji plemnikéw emitujgcych zielong fluorescencje w
obszarze wstawki wskazujacg na obecnos¢ gtéwnie mitochondriéw z niskim AYm. W badaniach
wykazano, Ze temperatura przechowywania i czas przechowywania maja istotny wplyw na
aktywno$¢ mitochondriéw plemnikéw zwigzang z zaburzeniami ich potencjalu blonowego.
Udziat procentowy plemnikéw z wysokim i obniZzonym AWm zmniejszyt sie istotnie statystycznie
podczas 10 dni konserwacji we wszystkich analizowanych temperaturach (z 81% na poczatku
konserwacji do 28%, 54% i 42% odpowiednio w temperaturze 5 °C, 16 °C i 25 °C), przy czym w
nasieniu przechowywanym w 5°C i 25°C istotny (p<0,01) spadek stwierdzono juz w 2. dniu,
natomiast w temperaturze 16 °C - w 4. dniu przechowywania (p<0,01). Przez caty okres konserwacji
liczba plemnikéw z aktywnymi mitochondriami w temperaturze 16 °C byta istotnie wyzsza (p<0,05)
od obserwowanej w nasieniu przechowywanym w 5°C. Réznic istotnych statystycznie nie
stwierdzono pomiedzy wariantami temperatur 16°C i 25°C oraz 5°C i 25°C. Przechowywanie
nasienia przez 10 dni w temperaturze 16 °C skutkowato najnizszym (z 13% do 31%), natomiast w
temperaturze 5 °C najwyzszym (do 54%) wzrostem odsetka plemnikow zywych z niskim AWm. W
pracy jednoznacznie wykazano, ze przy wydluzaniu okresu przechowywania nasienia
sukcesywnie wzrasta¢ moze depolaryzacja bton mitochondrialnych plemnikéw, a dzialanie
obniZzonej temperatury (5 °C) moze by¢ dodatkowym czynnikiem istotnie nasilajacym tego typu
zmiany. Biorgc pod uwage, ze wysoki AWm odnoszony jest do prawidtowo przebiegajacych proceséw
i aktywnosci wewnatrzkomoérkowej plemnikéw, a przez to zdolnosci plemnikéw do zaptodnienia
(Amaral i wsp. 2013), oba analizowane w pracy czynniki - czas i temperatura przechowywania -
wplywajac na stan energetyczny plemnikéw, determinujg jako$¢ konserwowanego w stanie ptynnym
nasienia knura, co jak wskazuja przeprowadzone badania moZe mie¢ istotne znaczenie przy
stosowaniu w praktyce rozciefczalnikow dlugoterminowych. Uzyskane wyniki s3 zgodne z
otrzymanymi przez innych autoréw stwierdzajacych uposledzenie funkcji mitochondriéw plemnikow
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knura podczas ochtadzania do niskich temperatur (5 °C) oraz temperatur standardowo stosowanych
w praktyce inseminacyjnej (15-17 °C), a nastepnie przechowywanych w takich warunkach (Huo i wsp.
2002, Dziekonska i wsp. 2009, Fantinati i wsp. 2009, Kumaresan i wsp. 2009, Trzcinska i wsp. 2011,
Dziekoniska i Strzezek 2011). Sg zgodne réwniez z wynikami badan, w ktérych konserwacja nasienia w
rozcienczalniku Vitasem LD (takim samym jak w omawianej pracy) w temperaturze 17 °C znaczaco
obnizata udziat plemnikéw z wysokim AWm podczas 7 dni (Martin-Hidalgo i wsp. 2011) i 10 dni
przechowywania (Dziekonska i wsp. 2013).

Drugi z zastosowanych testdw oceny aktywnos$ci mitochondriéw - test cytochemiczny
NADH-NBT ujawnia aktywno$¢ oksydoreduktaz-NAD(P)H, ktére w plemnikach s3 enzymami
specyficznymi (sperm-specific diaphorases) i okre$lane s3a jako diaforaza-NAD(P)H. Diaforaza
reprezentuje oksydoreduktazy odnoszone do flawoprotein, ktére wspdipracujac z tancuchem
oddechowym posredniczg w przenoszeniu elektronéw z NAD(P)H na akceptor elektronéw, w
warunkach in vitro na NBT (btekit tetrazolowy, sol ditetrazolowg). W pracy zastosowano wariant testu
z egzogennym NADH stymulujacym gtownie procesy oksydoredukcyjne wstawki i stanowigcym Zrédto
elektronow wykorzystywane przez aktywne mitochondrialne oksydoreduktazy-NADH bezposrednio
do redukcji NBT. Efektem peinej redukcji czasteczki NBT (atoméw azotu w pierscieniach
tetrazolowych przez 4 elektrony) jest powstawanie nierozpuszczalnego w wodzie, ciemnoniebieskiego
diformazanu. Zawartos¢ formazanéw deponowanych w obrebie mitochondriéw, zalezna jest od
szybkosci redukcji NBT warunkowanej zdolno$ciami oksydoredukcyjnymi mitochondriéw plemnikéw
(Hrudka 1965, 1978, 1979, Piasecka i wsp. 2001, Golas i wsp. 2010). W zwigzku z tym, wykorzystujac
komputerowg analize obrazu w celu precyzyjnej weryfikacji intensywnosci reakcji cytochemiczne;j
NADH-NBT, przeprowadzono w pracy pomiary densytometryczne produktu reakcji - formazandw.
Mierzono S$rednig gesto$¢ optyczng — MOD (mean optical density) piksela wstawki plemnika oraz
catkowitg gesto$¢ optyczna catej wstawki plemnika - [0OD (integrated optical density) stanowiaca sume
warto$ci gestosci optycznej wszystkich pikseli w obrebie wstawki.

Zastosowanie testu formazanowego wykazalo wystepowanie w nasieniu knura
plemnikéw ze zrdéznicowanymi morfologicznymi obrazami odczynu cytochemicznego
NADH-NBT w regionie wstawek, reprezentatywnymi dla réznej - od wysokiej do obnizonej -
aktywno$ci oksydoredukcyjnej mitochondriow. W plemnikach obserwowano m.in. odczyn
intensywny z duzg iloscig depozytow formazandéw (compact formazan pattern) wskazujacy na
prawidtowe zdolnosci oksydoredukcyjne i wysoka aktywno$¢ mitochondriéw na catej dtugosci
wstawki, oraz odczyny ze zmniejszong iloscig lub brakiem produktu reakcji (diffuse-focal formazan
pattern) wystepujace lokalnie lub na catej dtugosci wstawki, ktére wskazywaty na obnizenie i/lub
utrate zdolnosci oksydoredukcyjnych mitochondriow. W poszczegdlnych wstawkach, wartoSci
parametréow gestosci optycznej odzwierciedlaly intensywnos$¢ odczynu cytochemicznego
NADH-NBT. Plemniki z odczynem intensywnym wykazywaly wyzsze wartosci densytometryczne
formazanow (MOD i 10D) niz plemniki z ostabiong, wygasajaca reakcjg cytochemiczng lub z lokalnymi
ubytkami produktu reakcji. Nalezy podkresli¢, ze zastosowany test umozliwil zwizualizowanie
jednoczesnej obecnosci aktywnych i nieaktywnych mitochondriow w obrebie wstawki plemnika. W
pracy na podstawie obserwacji mikroskopowych stwierdzono, ze wraz z uplywem czasu
konserwacji nasienia wzrastala liczba plemnikow 2z odczynami cytochemicznymi
ujawniajacymi zaburzenia funkcjonalne mitochondriow wstawki. Obserwacje te =zostaty
potwierdzone przez wyniki pomiaréw densytometrycznych odczynéw cytochemicznych, a analiza
wynikow wykazala, Ze niekorzystny wplyw czasu konserwacji na zdolnosci oksydoredukcyjne
mitochondriéw plemnikéw jest rowniez zalezny od temperatury przechowywania. Wyjsciowe
warto$ci MOD i IOD formazanéw deponowanych we wstawkach plemnikéw (odpowiednio 0,48 i 240)
po 10 dniach konserwacji obnizyly sie istotnie (p<0,01) we wszystkich analizowanych temperaturach,
w 5 °C (odpowiednio 0,18 i 110), w 16 °C (odpowiednio 0,24 i 130) i w 25 °C (odpowiednio 0,22 i
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121). Wyzsze wartosci obu parametréw densytometrycznych obserwowano w nasieniu podczas
przechowywania w standardowych warunkach temperaturowych (16 °C). Niemniej jednak warto$ci
MOD w temperaturze 16 °C w odniesieniu do pozostatych analizowanych temperatur byty istotnie
(p<0,05) wyzsze tylko w 4-8 dniu konserwacji. W przypadku IOD istotne statystycznie réznice
pomiedzy nasieniem przechowywanym w temperaturze 16 °C a 5 °C stwierdzano przez caty okres
konserwacji, natomiast poréwnujac 16 °C z 25 °C tylko w 6. i 8. dniu przechowywania.

Uwzgledniajac czas i temperature przechowywania, w pracy wykazano, Ze obserwowany obraz
zmian zdolno$ci oksydoredukcyjnych mitochondriéw plemnikéw odpowiadal zmianom AWm, a
jednoczes$nie analizowane parametry aktywnos$ci mitochondriéw korespondowaly ze zmianami
ruchliwos$ci plemnikéw. Pomimo postulowanego obecnie pogladu o ograniczonej roli mitochondriéw
w generowaniu energii na potrzeby zwigzane z poruszaniem sie plemnikéw (Marin i wsp. 2003, Pefia i
wsp. 2009), wyniki uzyskane w pracy wskazywaly wyraznie, ze podczas dlugoterminowego
przechowywania nasienia utrzymanie przez plemniki ruchu postepowego jest $cisle zwigzane z
aktywnoscia mitochondriéw. Potwierdzato to wyniki podobnych badan, w ktorych nasienie knura
konserwowano w temperaturze 5 °C lub okoto 17 °C (Fantinati i wsp. 2009, Kumaresan i wsp. 2009,
Trzcinska i wsp. 2011, Dziekonska i wsp. 2009, 2013, Martin-Hidalgo i wsp. 2013). Powigzania
prawidtowego ruchu z prawidtowg funkcjg mitochondriow dowiodly takze stwierdzone w pracy
istotne (p<0,01) wartos$ci wspoétczynnikow korelacji, m.in. pomiedzy ruchliwos$cia a odsetkiem
plemnikéw z wysokim i obnizonym A¥Wm (0,88) oraz parametrami densytometrycznymi MOD i I0OD
formazanéw (odpowiednio 0,52 i 0,61). Wszystkie wymienione parametry korelowaly istotnie
statystycznie (p<0,01) réwniez z wskaZnikami oceny integralnosci btony komdérkowej (odsetkiem
plemnikéw PIl-negatywnych, wspotczynnik korelacji rang Spearmana, rs = 0,57-0,90; odsetkiem
plemnikéw HOS test-pozytywnych, rs = 0,38-0,50; aktywnoScig AAT, rs = -0,54--0,73), co pozwolito na
stwierdzenie, ze obserwowane zaburzenia ruchu plemnikéw mogly wynikac¢ z utraty stabilnosci
btony komérkowej i/lub dysfunkcji mitochondriéw. Mozna przypuszczac, ze najbardziej nasilona
utrata kompetencji komérkowych plemnikdéw przechowywanych w temperaturze 5 °C byta wynikiem
wzrostu przepuszczalnosci ich btony komdérkowej. Do uzyskanych wynikow maogt sie przyczyni¢ takze
wplyw temperatury zwigzany z sugerowang przez niektérych autoréw mozliwo$cia modulowania
szlakbw metabolicznych plemnikéw knura - dominacjg glikolizy (fruktolizy) w temperaturze 5 °C,
natomiast proces6w mitochondrialnych w 16 °C (Dziekonska i wsp. 2009). Ponadto prawdopodobnie
stabsza inhibicja proceséw metabolicznych w temperaturze 25 °C mogta powodowac¢ bardziej nasilone
tempo zmian (vs. 16°C) zwigzanych ze starzeniem sie plemnikéw podczas konserwacji. Uzasadniaty to
zmiany pH $rodowiska zewnatrzkomoérkowego, ktore bioragc pod uwage zaleznos$¢ od temperatury,
byly zgodne z wynikami badan innych autoréw (Paulenz i wsp. 2000). W pracy pH nasienia
przechowywanego w 25°C charakteryzowato sie najwieksza tendencja spadkowa, co mogto
wskazywa¢ na wyzszg aktywnoS$¢ metaboliczng plemnikéw i zwigzang z nig produkcje kwasu
mlekowego obnizajgcego pH nasienia (Paulenz i wsp. 2000). Jedynie przechowywanie nasienia w
temperaturze 5 °C skutkowalo istotnym wzrostem pH (w 4. dniu konserwacji), co przyczynito sie
najprawdopodobniej do odnotowanych istotnych statystycznie réznic w odniesieniu do temperatury
25 °C. Pomimo, Ze w kazdej analizowanej temperaturze przez caty okres konserwacji §rednie wartos$ci
pH miescily sie w fizjologicznym dla nasienia knura zakresie (Johnson i wsp. 2000, Paulenz i wsp.
2000), ze wzgledu na prawdopodobne ograniczenie wtasciwosci buforujgcych rozcienczalnika w 5 °C,
stwierdzony w tej temperaturze wzrost pH mégt odzwierciedla¢ znaczgce pogorszenie sie warunkéw
dla utrzymania jako$ci przechowywanego nasienia (Vyt i wsp. 2004, Fantinati i wsp. 2009). W pracy
nie stwierdzono wplywu temperatury i czasu przechowywania na osmolalno$¢, ktoérej sredni
poziom podczas konserwacji utrzymywat sie w zakresie 312-314 mOsm/kg. Niemniej parametr ten
istotnie (p<0,01) ujemnie korelowat z udziatem plemnikéw o ruchu postepowym (rs = -0,41).
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Podsumowujac wyniki dotyczace oceny aktywnos$ci mitochondriow plemnikéw w pracy
wykazano, ze nasilajace sie zaleZznie od czasu i temperatury przechowywania nasienia knura
dysfunkcje mitochondriow zwigzane sa z zaburzeniami ich potencjalu transblonowego i
oksydoredukcyjnego. Tego typu zaburzenia mitochondriéw moga mie¢ powiazania z defektami
btony komoérkowej plemnikéw i moga przyczynia¢ sie do obnizonej ruchliwosci. Oba
zastosowane w pracy testy fluorescencyjny z JC-1 i cytochemiczny NADH-NBT dowiodty, ze plemniki
knura podczas Kkonserwacji nasienia stanowig populacje heterogenna w Kkontekscie
funkcjonalnym mitochondridéw. Biorgc powyzsze pod uwage mozna poleca¢ test cytochemiczny
NADH-NBT, zwtaszcza weryfikowany obiektywnym pomiarem gestoSci optycznej, do
wykorzystywania jako dodatkowego wskaznika oceny plemnikéw w badaniach eksperymentalnych
dotyczacych okreslania funkcji mitochondriéw podczas konserwacji nasienia knura.

W kolejnej pracy (H3) prezentowanej jako osiggniecie naukowe przeprowadzono iloSciowq i
jakoSciowa ocene zanieczyszczenia mikrobiologicznego ejakulatéw knuréw, a takze nasienia
przechowywanego przez pie¢ dni w komercyjnym rozcienczalniku X-cell® w temperaturze 16 °C. Na
podstawie analizy wynikdw oceny mikrobiologicznej podjeto probe okresSlania skuteczno$ci
ostaniajgcego dziatania antybiotyku (siarczanu gentamycyny) zawartego w rozcienczalniku oraz
ustalenia zalezno$ci zanieczyszczenia bakteryjnego z jako$cig przechowywanego nasienia. Wykazano,
ze w ejakulatach badanej populacji knuréw wystepowat rézny stopien i rodzaj zanieczyszczenia
bakteryjnego. Obecnos$¢ bakterii tlenowych stwierdzono w 99% ejakulatéw, przy czym 9% ejakulatow
zawierato tylko jeden typ bakterii, natomiast wiekszo$¢ (42%) trzy rozne typy drobnoustrojéow. W
mikrobiomie plazmy nasienia stwierdzono wystepowanie gatunkéw nalezacych do Gram-
ujemnych pateczek z rodziny Enterobacteriaceae: Enterobacter spp., Escherichia (E.) coli, Proteus
spp., oraz z rodziny Pseudomonadaceae: Pseudomonas (P.) spp., P. aeruginosa, P. fluorescens, a
takze gatunkéw nalezacych do bakterii Gram-dodatnich: Bacillus spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. Najczesciej izolowanymi bakteriami byly gronkowce i paciorkowce, obecne
odpowiednio w 68% i 66% ejakulatow, oraz niezidentyfikowane gatunki nalezace do rodzaju
Pseudomonas, ktére stwierdzono w 54% ejakulatéow. JakoSciowy profil zanieczyszczenia
mikrobiologicznego ejakulatéw, wskazywat na rézne Zrodta pochodzenia bakterii stwierdzonych w
nasieniu. Zgodnie z Baracaldo i Ward (2008), opr6cz mikroorganizméw zwigzanych z samymi
zwierzetami (np. Enterobacter spp., E. coli, Staphylococcus spp.), do kontaminacji ejakulatéw mogty
przyczyni¢ sie warunki higieniczno-sanitarne bytowania knuréw i Srodowiska laboratoryjnego, a
takze warunki w czasie pobierania nasienia, na co wskazywata obecno$¢ w nasieniu bakterii z rodzaju
Bacillus czy Pseudomonas. W pracy wykazano stosunkowo wysoki poziom zanieczyszczenia
bakteriami tlenowymi (mediana 7,7 x103 CFU/mL), przy zréznicowanym ogdélnym stopniu
zanieczyszczenia ejakulatow (w zakresie od 80 CFU/mL do 370 x106 CFU/mL), a takze
rozpatrywanym dla poszczegdlnych bakterii. W zwigzku z tym, uzyskane wyniki iloSciowej i
jakosciowej analizy bakteriologicznej sugerowaty koniecznos¢, ale tez mozliwos¢ obnizenia stopnia
zanieczyszczenia bakteriologicznego ejakulatéw poprzez zwrdcenie uwagi na stosowane procedury
higieniczne, np. przy pobieraniu nasienia. Sugestia ta znajduje takze uzasadnienie w niektorych
badaniach dotyczacych wdrazania wysokich standardéw higienicznych przy pozyskiwaniu i obrébce
nasienia (Goldberg i wsp. 2013, Schulze i wsp. 2015). Z drugiej strony nie mozna réwniez wykluczy¢,
ze stwierdzona zréznicowana liczba bakterii wynikata z fizjologicznych wtasciwosci ejakulatow
knurow, ktére jak wskazujg dane w piSmiennictwie mogg zawiera¢ duzg liczbe, nawet do 10° bakterii
tlenowych w mL (Althouse i wsp. 2000, Baracaldo i Ward 2008, Schulze i wsp. 2015).

W pracy wykazano, ze w przechowywanym nasieniu wystepowaly charakterystyczne,
ilosciowe i jako$ciowe zmiany mikrobiologicznego profilu zanieczyszczen, zwigzane prawdopodobnie
z ograniczonym dziataniem przeciwbakteryjnym rozcienczalnika. Rozcieniczenie nasienia skutkowato
obnizeniem liczby izolacji ogélnie bakterii tlenowych (z 96% do 63%) oraz wiekszosci gatunkéw
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bakterii (Bacillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., P. aeruginosa, P. fluorescens), ktére
obecne byly w nasieniu natywnym. Bezposrednio po rozcienczeniu nasienia nie stwierdzono wzrostu
Enterobacter spp. i E. coli, wzrosta natomiast czesto$¢ izolacji niezidentyfikowanych bakterii z rodzaju
Pseudomonas. Na podstawie czestoS$ci izolacji poszczegdlnych bakterii w trakcie przechowywania
stwierdzono, Ze zmiany w strukturze profilu mikrobiologicznego zasadniczo przejawialy sie
redukcjg wzrostu bakterii Gram-ujemnych, z wyjatkiem Pseudomonas spp., przy ograniczeniu
inhibicji wzrostu bakterii Gram-dodatnich. Zmiany te najwyrazniej widoczne byly w koncowym
okresie przechowywania (dzien 4.-5.), w ktérym nie stwierdzano juz w nasieniu obecnos$ci
Enterobacter spp., E. coli, P. aeruginosa i P. fluorescens. Do 3. dnia konserwacji wzrastala z kolei liczba
izolatéw z Streptococcus spp., natomiast podczas 5-ciu dni przechowywania zwiekszajaca tendencje
czestosci izolacji odnotowano dla Staphylococcus spp. (z 4% do 37%) oraz Bacillus spp. (z 22% do
70%). Bakterie Bacillus spp. i Pseudomonas spp. nalezaty do najczesciej izolowanych przez caty okres
przechowywania. Stwierdzony selektywny wzrost poszczegdlnych typoéw bakterii w czasie
konserwacji mégt wynika¢ z wlasciwosci siarczanu gentamycyny, antybiotyku ktéry przy stosunkowo
waskim spektrum dziatania, wieksza skuteczno$¢ wykazuje wobec bakterii Gram-ujemnych (Althouse
i Lu 2005). Majac to na uwadze, uzyskane wyniki wskazywaty réwniez (chociaz nie wykazywano tego
metodami bezposrednimi), Ze czesto izolowane z przechowywanego nasienia, np. niezidentyfikowane
Gram-ujemne bakterie z rodzaju Pseudomonas, czy Gram-dodatnie z rodzaju Bacillus, mogty by¢
odporne na dziatanie gentamycyny.

Na ograniczenia skutecznosci przeciwbakteryjnego dziatania antybiotyku w czasie konserwacji
wskazywaly takze zaobserwowane znaczne wahania stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego
nasienia wyrazanego ogélng liczba bakterii tlenowych. Stwierdzono, zZe statystycznie istotny wptyw na
ten parametr mialy rozcienczenie (p<0,01) oraz czas przechowywania (p<0,05) nasienia. Po
rozcienczeniu ejakulatéw $rednia ogélna liczba bakterii tlenowych obnizyta sie z 724 x103 do 2,7 x103
CFU/mL. W 2. dniu, w przechowywanym nasieniu odnotowano istotny statystycznie wzrost ogdlnej
liczby bakterii tlenowych. W kolejnym dniu konserwacji ilo$¢ bakterii tlenowych obnizyla sie istotnie,
a nastepnie - w 4. dniu, ponownie istotnie wzrosta. Sredni stopien zanieczyszczenia bakteriami
tlenowymi w 2., 4. i 5. dniu przechowywania byt zbliZony do poziomu odnotowanego dla nasienia
natywnego. Rdznice zaobserwowane pomiedzy ogélng liczbg bakterii tlenowych w poszczegdlnych
okresach konserwacji interpretowano zmianami wynikajacymi z dynamiki wzrostu mikroorganizméw
w nasieniu (Althouse 2008, Althouse i wsp. 2008). Uzyskane wyniki wskazywaly wyraznie na
wystepowanie okresu adaptacji bakterii do Srodowiska i temperatury przechowywania
zwiazanego z niZsza na poczatku Kkonserwacji iloscia bakterii tlenowych w dawkach
inseminacyjnych. Ujawnily ponadto, Ze w dalszych etapach konserwacji przy braku
odpowiedniej ,kontroli” przeciwbakteryjnej ze strony rozcienczalnika, w przechowywanym
nasieniu wystepowa¢ moga okresy intensywnej proliferacji poszczegdlnych typow i gatunkow
bakterii tlenowych, ktérych namnazanie moze mie¢ zwiazek z obnizeniem jakos$ci
przechowywanego nasienia.

Podczas 5-ciu dni konserwacji w nasieniu stwierdzono statystycznie istotne (p<0,01)
obnizenie sie udzialu plemnikéw z ruchem postepowym (z 75% do 54%) i komorek z
nieuszkodzonym akrosomem (z 92% do 82%), a takze znaczacy (p<0,05) wzrost aglutynacji
plemnikéw. Odnotowano zalezne od czasu przechowywania zmiany pH nasienia i stabilno$ci btony
komdrkowej plemnikow okre$lanej na podstawie aktywno$ci AAT w ptynach zewnatrzkomdrkowych.
Niektére uzyskane w pracy wyniki umozliwily wskazanie niekorzystnego wplywu
zanieczyszczenia bakteriami tlenowymi na jako$¢ przechowywanego nasienia. Wnioskowano o
tym m.in. na podstawie wykazanych istotnych (p<0,05) zalezno$ci miedzy ogdlng liczbg bakterii
tlenowych a aglutynacja plemnikéw (rs = 0,19) i odsetkiem plemnikéw z nieuszkodzonym akrosomem
(rs = -0,18). Wskaza¢ nalezy, ze odnotowane niskie wartosci wspotczynnikéw korelacji wynika¢ mogty
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z duzej zmiennoSci prob w zakresie ilosciowym oraz gatunkowym bakterii tlenowych, w tym by¢ moze
tych ktére niekoniecznie oddzialywaty niekorzystnie na plemniki. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze szkodliwy wplyw niektorych bakterii zwigzany byl z ich adhezja do powierzchni wszystkich
regionéow morfologicznych (gtéwki, wstawki, witki) plemnika, a interakcje tego typu, wraz z
towarzyszaca im wzmozong aglutynacja plemnikéw nasilaly sie wraz z wydluzaniem czasu
przechowywania i intensyfikowaly sie zwlaszcza w koncowym okresie konserwacji. W pracy
stwierdzono takze, ze w ciagu calego okresu konserwacji wzrosta czesto$¢ wystepowania dawek
inseminacyjnych wykazujacych wysoki stopien zanieczyszczenia mikrobiologicznego ze
stosunkiem liczby plemnikéw do liczby bakterii tlenowych wynoszacym ponizej 100:1, jak
rowniez ponizej 1:1. W nasieniu takim, zgodnie z wskazaniami niektérych autoréw (Althouse 2008,
Althouse i wsp. 2008) oraz w oparciu o wyniki prac eksperymentalnych z nasieniem inokulowanym E.
coli (Bussalleu i wsp. 2011), P. aeruginosa (Sepulveda i wsp. 2014), Clostridium perfringens (Sepulveda
i wsp. 2013), czy Enterobacter cloacae (Prieto-Martinez i wsp. 2014), wysoki poziom zanieczyszczenia
bakteryjnego moze prowadzi¢ do uposledzenia ruchliwosci, utraty integralnosci akrosomu, wzrostu
aglutynacji plemnikéw, a takze do obnizenia pH przechowywanego nasienia knura. W omawianej
pracy, ze wzgledu na utrzymywanie sie w kazdym dniu konserwacji pH nasienia na poziomie nieco
wyzszym od obojetnego ($rednio 7,18-7,24), potwierdzono jednak mozliwo$¢ niepozgdanego
oddziatywania bakterii na plemniki przy braku kwasnego odczynu srodowiska plemnikéw (Althouse i
wsp. 2000, Bresciani i wsp. 2014, Septlveda i wsp. 2014).

Podsumowujac, przeprowadzone badania dostarczyty informacji o zréznicowaniu stopnia i
rodzaju zanieczyszczenia bakteryjnego w ejakulatach knuréw przy znacznym rozpowszechnieniu
wystepowania w nich bakterii tlenowych. Wykazano, Ze w praktyce inseminacyjnej eliminacja
i/lub kontrola namnazania mikroorganizméw podczas przechowywania nasienia w stanie
plynnym moze by¢ nieskuteczna, co prowadzi¢ moze do obnizenia jako$ci nasienia w dawkach
inseminacyjnych. Przyczyna tego moze by¢ najprawdopodobniej ograniczona aktywnos$¢
bakteriobdjcza i/lub bakteriostatyczna antybiotykéw zawartych w rozcienczalniku. W pracy, na
podstawie zmian w czesto$ci izolacji poszczegélnych mikroorganizméw (stanowigcych oryginalny
element podjetych badan) oraz zwiekszania sie og6lnej liczby bakterii tlenowych na réznych etapach
przechowywania nasienia, wnioskowano o wybiérczej i ograniczonej skuteczno$ci
przeciwbakteryjnego dziatania siarczanu gentamycyny. Najwyrazniejszym stwierdzonym przejawem
bezposredniego, szkodliwego dziatania bakterii na plemniki podczas przechowywania nasienia byto
Sciste przyleganie bakterii do powierzchni gamet oraz wzrost aglutynacji plemnikow w obecno$ci
drobnoustrojéw. Przeprowadzone badania sugeruja, ze oprocz stosowania wysokich standardéw
higienicznych przy produkcji nasienia, nalezy zwraca¢ uwage na dobdér wlasciwego pod wzgledem
skuteczno$ci dziatania przeciwbakteryjnego rozcienczalnika, ktéry na podstawie kontrolnych badan
mikrobiologicznych powinien by¢é odpowiednio dostosowywany do profilu zanieczyszczenia
bakteryjnego nasienia danej populacji knuréw. Ponadto wydaje sie, ze ze wzgledu na stwierdzone w
pracy wspotwystepowanie w nasieniu réznych typoéw bakterii tlenowych, wieksze znaczenie w
okres$laniu ich ewentualnego negatywnego oddzialywania na jako$¢ dtugoterminowo
przechowywanego nasienia moze mie¢ analiza zmian iloSciowych uwzgledniajgca poszczeg6lne typy i
gatunki mikroorganizmow.

Wobec niejednoznacznych rezultatéw badan dotyczacych uwarunkowania wynikéw oceny
jakosci nasienia od typu komory pomiarowej zastosowanej w CASA, jak dotad nielicznych i
przeprowadzonych u innych gatunkéw zwierzat, w przedtozonej jako osiagniecie naukowe pracy H4
zweryfikowano hipoteze wplywu typu komory pomiarowej wykorzystywanej w komputerowo
wspomaganej analizie nasienia na wyniki oceny koncentracji i ruchliwosci plemnikéw knura.
Wykorzystujac rozrzedzone nasienie poréwnano trzy powszechnie stosowane komory réznigce sie
m.in. gteboko$cia i/lub sposobem deponowania do nich nasienia. Analize nasienia przeprowadzono w
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komorze Leja (LJ), komorze Maklera (MK) oraz na szkietku mikroskopowym podstawowym (SL), w
grubos$ci warstwy ocenianego nasienia wynoszacej odpowiednio 20 pm, 10 pm oraz 10,3 pum.
Wykazano istotny (p<0,001) wplyw typu komory pomiarowej na wyniki koncentracji
plemnikéw otrzymane na podstawie CASA. Stwierdzono, Ze ocena wykonywana w MK
prowadzila do wuzyskania istotnie (p<0,01) wyzszych S$rednich wartosci koncentracji
plemnikéw niz w LJ i SL (odpowiednio 45 x106/mL vs. 27x106/mL i 31x106/mL). Pomiedzy liczba
plemnikéw oszacowang w L] i SL nie odnotowano réznic istotnych statystycznie. W pracy wyniki
koncentracji plemnikéw oceniane na podstawie CASA odnoszono réwniez do otrzymanych metoda
hemocytometryczng w komorze Biirkera (BH), ktérg traktowano jako referencyjng. W zwigzku z tym,
ze okreslana w BH S$rednia warto$¢ koncentracji plemnikéw (zblizona do ilo$ci plemnikéw, na ktorg
standaryzowano dawki nasienia - 2,7 x10°9/100 mL i wynoszaca 30 x106/mL) byta istotnie (p<0,01)
nizsza od stwierdzonej w MK, w pracy wnioskowano o mozliwosci przeszacowywania liczby
plemnikéw podczas oceny koncentracji nasienia knuréw w komorze Maklera przy uzyciu
systemOw CASA. Uzyskane wyniki potwierdzilty wskazania Christensen i wsp. (2005) o nizszej
precyzji oceny koncentracji plemnikéw buhaja w MK w zestawieniu z komorami
hemocytometrycznymi. Zgodne byty ponadto z otrzymanymi przez Hoogewijs i wsp. (2012), ktérzy
znaczgco wyzsza koncentracje plemnikéw ogiera stwierdzili m.in. w MK w poréwnaniu do ocenianej
za pomocg metody wzorcowej (z NucleoCunter SP-100), nier6znigcej sie z kolei istotnie od oceny
przeprowadzonej w L] o gtebokosci 20 um (bez korekty efektu Segre-Silberberg’a).

W omawianej pracy wykazano, Ze typ uzytej komory pomiarowej miat wplyw na ilo$¢
plemnikéw ruchliwych kategoryzowanych w obrebie analizowanych subpopulacji oraz na wiekszos¢
ocenianych parametrow kinetycznych charakteryzujacych predkos¢ i trajektorie ruchu plemnikéw.
Uzyskane wyniki wskazywaty wyraznie, ze wplyw na wskazniki ruchliwosci plemnikéw zwiazany
byl z glebokoscia zastosowanych komér pomiarowych. Sredni udziat procentowy plemnikéw
ruchliwych (TMS), plemnikéw wykazujacych ruch postepowy (PMS) oraz ruch postepowy szybki
(RPMS) odnotowany w gtebszej 20-um komorze Leja (wynoszacy odpowiednio 92%, 78% oraz 69%)
byt istotnie statystycznie wyZszy niz w obu ptytszych komorach, w MK (odpowiednio o 2%, 5% oraz
26%) i w SL (odpowiednio o 1%, 6% oraz 24%). Wskazniki TMS, PMS oraz RPMS nie réznity sie
istotnie pomiedzy MK i SL, natomiast odsetek plemnikéw o ruchu niepostepowym (NPMS) ksztattowat
sie na zblizonym poziomie (14-19%) we wszystkich trzech komorach. Przeprowadzone badania
wskazywaly, ze wyznaczona gltebokoscia komory pomiarowej przestrzen, w ktorej poruszajg sie
plemniki moze przyczynia¢ sie do modyfikacji predkos$ci oraz ksztaltu trajektorii ruchu
plemnikéw. Analiza warto$ci parametrow Kinetycznych zarejestrowanych w poszczegélnych
komorach oraz stwierdzone istotne statystycznie réznice wiekszos$ci tych parametréw pomiedzy L] a
MK i SL, sugerowaty bardziej ograniczony sposéb poruszania sie witki plemnikéw w plytszych
komorach pomiarowych (prawdopodobnie limitowany w wymiarze wyznaczonym przez gteboko$¢
komory). Wieksza swobode ruchu plemnikéw w glebszej komorze sugerowaty zarejestrowane w L]
m.in. istotnie wyzsze (p<0,01; vs. MK i SL) warto$ci predkosci $redniej plemnikéw (VAP), Sredniej
predkosci krzywoliniowej (VCL) oraz amplitudy (ALH) i czestotliwo$ci (BCF) bocznych wychylen
gtowki plemnika. Wartosci tych parametréw wskazywaly na bardziej dynamiczny (energiczny)
charakter ruchu plemnikéw w L], przy czym jednocze$nie poruszaly sie one po bardziej
nieregularnych trajektoriach i z mniejszg progresywnos$cig, na co wskazywaty nizsze wartoS$ci
liniowosci (LIN) i prostosci (STR) ruchu plemnikéw. Z kolei w obu ptytszych komorach, ktére
pomiedzy soba nie roéznity sie istotnie pod wzgledem zarejestrowanych w nich wskaZnikéw
kinetycznych, plemniki poruszaty sie mniej energicznie (stwierdzono nizsza VAP, VCL, ALH i BCF
vs. L]) wzdtuz bardziej prostoliniowych trajektorii (stwierdzono wyzsza LIN i STR vs. L]), pokonujac
odlegtos$ci podobne do zaobserwowanych w L] (stwierdzono zblizone wartoSci Sredniej predkosci
liniowej - VSL). Uzyskane wyniki potwierdzity wskazania innych autoréw dotyczace wptywu
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gtebokosci komér pomiarowych na ocene ruchliwos$ci plemnikéw za pomocg systeméw CASA (Contri i
wsp. 2010, Lenz i wsp. 2011, Gloria i wsp. 2013, Palacin i wsp. 2013). W badaniach tych autoréw,
odmiennie jednak niZ w omawianej pracy, ogélnie odnotowano nizsze wartosci niektorych
wskaznikéw ruchliwosci (np. TMS, PMS, VCL, VSL, VAP) w komorach o glebokosci 20 um (L] lub
podobnych pod wzgledem gtebokosci i nanoszenia nasienia) w poréwnaniu do komér o glebokosci
okoto 10 pm (MK i/lub SL). Ze wzgledu na to, Ze badania cytowanych powyzej autoréw
przeprowadzano na nasieniu innych gatunkéw zwierzat, trudno je bezposrednio odnies¢ do
uzyskanych w prezentowanej pracy. Niewykluczone, Ze specyficzne gatunkowo wilasciwos$ci zwigzane
z rozmiarem i dynamika poruszania sie plemnikéw i odrézniajace gamety knura od innych ssakéw
(Quintero-Moreno i wsp. 2004) mogty przyczyni¢ sie do stwierdzonych réznic. Wymaga to jednak
wyjasnienia w przysztych badaniach.

Nalezy podkresli¢, ze wynikajace z otrzymanych rezultatéw informacje ujawniajgce
prawdopodobnie zalezne od gtebokosci komory réznice w sposobie poruszania sie plemnikéw, moga
mie¢ szczegblne jak sie wydaje znaczenie przy ustalaniu modelowych wzorcéw ruchu plemnikéw
knura. Mozna przypuszczac biorgc pod uwage uzyskane wyniki, ze gteboko$¢ komory odgrywac moze
duza role w ocenie wskaznikéw kinetycznych (np. ALH i BCF) takich plemnikéw, ktére podczas ruchu
wykazuja wysoki stopnien wygiecia witki. Sugestia ta wymaga doktadnego zweryfikowania w
przysztych badaniach, niemniej wydaje sie wazng wskazdwkg, poniewaz obecnie wiele prac skupia sie
na wnikliwych analizach zmian subpopulacji ruchliwych plemnikéw w réznych warunkach
eksperymentalnych, w tym rowniez podczas hyperaktywacji (Schmidt i Kamp 2004, Flores i wsp.
2009, Matas i wsp. 2010).

Podsumowujgc przeprowadzone badania stanowig uzupeinienie nielicznych doniesien
opisujacych znaczace uwarunkowania wynikéw pomiaru koncentracji plemnikéw knura od typu
komory pomiarowej zastosowanej w komputerowo wspomaganej analizie nasienia. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze istnieje mozliwo$¢ oszacowywania zawyzonej liczby plemnikéw w praébie, gdy
ocena koncentracji plemnikow knura przy pomocy CASA wykonywana jest w komorze Maklera.
W pracy, po raz pierwszy w Swietle dostepnego pi$miennictwa, wykazano wptyw typu komory
pomiarowej zastosowanej w komputerowo wspomaganej analizie na ocene ruchliwosci plemnikéw
knura. Stwierdzono, ze gleboko$¢ komory determinujac prawdopodobnie spos6b poruszania sie
w niej plemnikéw, w konsekwencji moze wplywa¢ na réZnice pomiedzy wynikami wskaznikow
ruchliwo$ci rejestrowanymi przez system CASA dla tej samej probki nasienia ocenianej w
warstwie o réznej grubosci (20 pm vs. 10 pm). Uzyskane wyniki wskazujg na potrzebe
zdefiniowania optymalnej gtebokosci komory do pomiaréw koncentracji i/lub ruchliwo$ci plemnikéw
knura przy pomocy CASA, a takze zwracajg uwage na konieczno$¢ przeprowadzania dalszych badan
dotyczacych standaryzacji procedur automatycznej analizy nasienia u tego gatunku.
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5. Omdwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych /artystycznych

5.1. Informacje ogdlne o dorobku naukowo-publikacyjnym (bez publikacji stanowigcych
osiagniecie naukowe, o kt6rym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy)

Efektem mojej dotychczasowej pracy badawczej jest wspotautorstwo 31 oryginalnych prac
naukowych, z ktérych 27 zostato opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora. Sposrdd nich, 17
pozycji stanowia publikacje w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR).
Pozostate oryginalne prace ukazaly sie w recenzowanych czasopismach ogdlnokrajowych (14
publikacji). M6j dorobek obejmuje takze wspotautorstwo 5 artykutéw przegladowych, w tym 4 w
czasopismach z bazy JCR oraz 2 rozdzialéw w opracowaniach ksigzkowych. Wyniki prowadzonych
badan byty prezentowane na konferencjach krajowych i miedzynarodowych (11 doniesien przed
uzyskaniem stopnia doktora i 62 doniesienia po uzyskaniu stopnia doktora; 5 oryginalnych prac
tworczych i 2 opracowania przegladowe).

»  Sumaryczny impact factor (IF) publikacji, liczony zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi
22,243.

= Laczna liczba punktéw za publikacje wg wykazu czasopism naukowych MNiSW, liczona
zgodnie z rokiem ich opublikowania, wynosi 426, z czego 409 punktéw przypada na okres po
uzyskaniu stopnia doktora.
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» Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science wynosi 104 (bez autocytowan - 91).
» Index Hirscha opublikowanych publikacji wg bazy Web of Science wynosi 6.

Szczegétowy wykaz prac naukowych oraz informacje o wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki
zawarto w Zataczniku nr 4.

5.2. Gléwne Kkierunki badawcze i ich oméwienie

W mojej dziatalnos$ci naukowo-badaweczej i publikacyjnej, zwigzanej gtdwnie z oceng przebiegu
czynnosci rozrodczych samcéw, wyr6zni¢ mozna nastepujgce kierunki badan:

1. Diagnostyczna ocena wtasciwosci biologicznych plemnikéw i zaburzen ich stabilnosci podczas
konserwacji nasienia.

2. Srodowiskowe i genetyczne uwarunkowania przebiegu proceséw rozrodu i jako$ci nasienia
u samcOw zwierzat gospodarskich.

3. Identyfikacja czynnikow i markeréw meskiej nieptodnosci - kompleksowa diagnostyka
i mechanizmy uszkodzen plemnikéw mezczyzn.

4. Monitoring i regulacja proceséw rozrodczych u samic zwierzat gospodarskich.

5.2.1. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowych

Diagnostyczna ocena wlasciwosci biologicznych plemnikéw i zaburzen ich stabilnosci podczas
konserwacji nasienia

Moje zainteresowania naukowe skupiajg sie na jednym z gtéwnych kierunkéw badan
prowadzonych w Katedrze Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny Srodowiska. Zwigzany jest on
z zagadnieniami andrologii przede wszystkim dotyczacymi poszukiwania i doskonalenia metod oceny
wilasciwosci biologicznych plemnikéw, ktére moga zwiekszy¢ efektywnos$c¢ technologicznych procedur
konserwacji nasienia oraz kierowanego rozrodu zwierzat. Z ta tematyka zwigzana byta réwniez moja
praca doktorska, w ktdrej zajatem sie okreslaniem wptywu rozcieniczalnika BTS (Beltsville Thawing
Solution) przygotowanego z zastosowaniem wody destylowanej lub otrzymanej metodg odwrdconej
osmozy (reverse osmosis) na zmiany jako$ci oraz na zdolno$ci zaptadniajgce przechowywanego
nasienia knuréw. Kluczowe wyniki badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej
opublikowano w formie oryginalnych prac w czasopismach specjalistycznych (Zat. 4: B7, B9, B10).
Stwierdzono, Ze w nasieniu przechowywanym przez okres 4 dni w rozcienczalniku BTS, niezaleznie od
rodzaju wody uzytej do jego przygotowania, nastepowat szeroki zakres zmian starzeniowych
obnizajacych jakos¢ nasienia, ktore nasilaty sie zwtaszcza w koricowym okresie konserwacji. Zmiany te
przejawialy sie znaczaca utratg integralnosci btony komérkowej (pomiar aktywnosci AAT), wzrostem
uszkodzen akrosomu, zaburzeniami aparatu ruchu i zdolnosci oksydoredukcyjnych mitochondriow
(test NADH-NBT) plemnikow, a takze destabilizacja niektdrych parametréw (pH) Srodowiska
zewnatrzkomoérkowego gamet. Uzyskane wyniki wykazatly, ze rodzaj wody uzytej do przygotowania
rozcieniczalnika BTS moze mie¢ znaczacy wptyw na skale i tempo niektérych zaburzen plemnikéw
podczas konserwacji, a w konsekwencji na ich wtasciwosci zaptadniajgce. Podczas catego okresu
konserwacji, w nasieniu przechowywanym w rozcieficzalniku przygotowanym z wykorzystaniem
wody otrzymanej metodg odwroconej osmozy stwierdzano wyzszy odsetek plemnikéw poruszajacych
sie ruchem postepowym oraz z nieuszkodzonym akrosomem w odniesieniu do nasienia
przechowywanego w rozcienczalniku przygotowanym na bazie wody destylowanej (Zat. 4: B10).
W badaniach nie stwierdzono znaczacego wplywu rodzaju wody uzytej do przygotowania
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rozcienczalnika na zdolnosci oksydoredukcyjne mitochondriéw plemnikéw w czasie przechowywania
nasienia, stwierdzono natomiast, ze oprdécz czasu Kkonserwacji nasienia istotnym czynnikiem
upos$ledzajacymi funkcje mitochondriéw plemnikéw moze by¢ etap rozrzedzania nasienia
rozcienczalnikiem BTS (Zat. 4: B7). W przeprowadzonych badaniach wykazano, Ze unasienianie loch
nasieniem do rozrzedzania ktoérego uzyto wode oczyszczang systemem odwrdconej osmozy
skutkowato statystycznie istotnie wyzsza ilo$cig prosiagt urodzonych w miocie w poréwnaniu do samic
inseminowanych nasieniem przygotowanym z zastosowaniem wody destylowanej (Zat. 4: B10). U loch
unasienianych nasieniem przechowywanym w rozcienczalniku przygotowanym na bazie wody
otrzymanej poprzez odwrdcong osmoze stwierdzono takze korzystniejsze ksztattowanie sie
pozostatych analizowanych wskaZnikéw uzytkowosci rozptodowej, indeksu inseminacyjnego,
wskaznika wyproszen, wskaznika wyproszen po pierwszym zabiegu inseminacyjnym oraz liczby
prosigt odsadzonych z miotu. W przypadku jednak tych wskaznikéw roéznice miedzy badanymi
wariantami rozcienczalnika okazaty sie statystycznie nieistotne.

Przeprowadzona analiza zanieczyszczenia mikrobiologicznego ujawnita w ejakulatach
i w nasieniu konserwowanym w rozcienczalniku BTS obecnos$¢ E. coli, P. aeruginosa, P. fluorescens,
Staphylococcus aureus oraz niezidentyfikowanych bakterii z rodzaju Proteus i Pseudomonas (Zat. 4:
B9). W badaniach stwierdzono duza zmienno$¢ osobniczg dotyczaca ilosci i typéw bakterii
wystepujacych w nasieniu natywnym i rozrzedzonym. Wykazano, Ze podczas czterech dni
przechowywania w rozcienczalniku BTS, w kazdej kolejnej dobie konserwacji w nasieniu nastepowat
bardzo intensywny wzrost stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego, ogo6lnie bakteriami
tlenowymi, jak rowniez poszczegdlnymi typami bakterii (z wyjatkiem E. coli). Zmianom tym
towarzyszyt sukcesywny, znaczacy spadek udziatu procentowego plemnikéw wykazujacych ruch
postepowy oraz komdrek z nieuszkodzonym akrosomem. Po drugim dniu konserwacji w srodowisku
zewnatrzkomérkowym plemnikéw stwierdzono takze istotne statystycznie obnizenie sie pH oraz
wzrost aktywnos$ci AAT zwiagzany z zaburzeniami integralnosci btony komoérkowej gamet. Uzyskane
wyniki wskazywaty na niewystarczajace zabezpieczenie przechowywanego nasienia przed
namnazaniem w nim bakterii oraz potrzebe modyfikacji komponentéw bakteriostatycznych i/lub
bakteriobdjczych zastosowanych w rozcienczalniku BTS.

W toku dalszych badan okre$lono wrazliwo$¢ na rézne antybiotyki wyizolowanych z nasienia
knura szczepéw z rodzaju Pseudomonas (P. aeruginosa, P. fluorescens oraz dwa o nieustalonej
przynaleznos$ci gatunkowej), ktérych obecno$¢ stwierdzono w kazdej analizowanej prébie nasienia
przechowywanego w rozcienczalniku BTS (Zat. 4: B8). W badaniach wykazano, Ze antybiotyk
gentamycyna zawarty w rozcienczalniku nie hamowat wzrostu pateczek z rodzaju Pseudomonas.
Wszystkie badane szczepy bakterii oporne byly ponadto na amoksycyling, amoksycyline z kwasem
klawulanowym, cefradyne, linkomycyne, neomycyne oraz streptomycyne. Stwierdzono, ze aktywnymi
antybiotykami w stosunku do wyizolowanych bakterii z rodzaju Pseudomonas byty jedynie imipenem
i norfloksacyna.

Wyniki powyzszych badan staty sie inspiracjg do realizacji kolejnych, ktore przyczynity sie do
powstania prac wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego. Efektem realizowanych badan oraz
zainteresowania problematyka zwigzang z opisywanym Kkierunkiem badawczym bylo réwniez
wspotautorstwo rozdziatu ksigzkowego dotyczacego biologii i konserwacji nasienia tryka (Zat. 4: B15)
oraz pracy popularno-naukowej podkreslajgcej znaczenie sztucznego unasieniania w rozrodzie
i efektywnosci produkcji trzody chlewnej (Zat. 4: B12).
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Srodowiskowe i genetyczne uwarunkowania przebiegu proceséw rozrodu i jakosci nasienia
u samcow zwierzqt gospodarskich

Zagadnienia dotyczace uwarunkowan przebiegu proceséw rozrodczych i jako$ci nasienia
samcow zwierzat od poczatku mojej dziatalnoSci naukowej stanowity podstawowy kierunek
realizowanych przeze mnie badan. Zwiazane z ta tematyka prace badawcze koncentrowaty sie przede
wszystkim na wskazaniu czynnikéw mogacych wptywaé na funkcje gonad i innych narzadéw
rozrodczych, oraz na poszukiwaniu wskaznikéw jakosci nasienia, ktére umozliwiatyby uzyskanie
doktadniejszych informacji o rzeczywistych kompetencjach funkcjonalnych nasienia decydujacych
o sukcesie w reprodukgji.

W ramach badan nad czynnikami ksztaltujacymi wtasciwosci biologiczne nasienia knura
wykazano, ze genotyp oraz wiek samca mogg by¢ czynnikami znaczaco réznicujacymi i wptywajgcymi
na jakos$¢ ich nasienia. Stwierdzono, ze w poczatkowym okresie uzytkowania rozptodowego nasienie
knuréw mieszancéw duroc x pietrain w poréwnaniu do ras czystych pbz i wbp, odznacza sie wieksza
koncentracja i ruchliwos$cia plemnikéw, ale mniejsza objetos$cia ejakulatu i w efekcie istotnie nizsza
0golna liczba plemnikdw w ejakulacie (Zat. 4: B1). W badaniach tych wykazano, Ze knury mieszance
osiaggaty najwieksze przyrosty dzienne, natomiast nalezgce do rasy wbp charakteryzowaly sie
najwyzszym indeksem selekcyjnym. Stwierdzono ponadto wystepowanie zalezno$ci miedzy
analizowanymi parametrami nasienia a cechami uzytkowosci tucznej i miesnej knuréw. Uzyskane
wyniki wskazywaty, Zze przy zachowaniu odpowiedniego tempa wzrostu masy ciata i miesnosci,
mozliwe jest pozyskanie od mtodych knuréw nasienia o odpowiedniej jakos$ci. W innej pracy
badawczej potwierdzono, Ze nasienie mtodszych knuréw, do 12-go miesigca zycia, charakteryzowac
sie moze nizsza jako$cia zwigzana z mniejsza objetoscia, nizszg koncentracjg i liczbg plemnikéw
ruchliwych w ejakulacie (Zat. 4. B20). W ejakulatach mtodszych samcéw nie potwierdzono natomiast
wystepowania zwiekszonej ilosci plemnikéw obarczonych wadami morfologicznymi, a uzyskane
wyniki wskazywaty, ze wraz z wiekiem knuréw wzrastata w ich nasieniu liczba plemnikéw z wadami
morfologicznymi, ktére nie obejmowaty uszkodzen akrosomu. W badaniach tych nie stwierdzono
jednoznacznych réznic w jakos$ci nasienia miedzy grupami genetycznymi. Niemniej u knuréw
mieszancéw wielorasowych (linii 890 i linii 990), w odniesieniu do nasienia knuréw czystych ras,
odnotowano wiekszg objeto$¢ ejakulatéw, z ogolnie wyzsza liczbg plemnikéw ruchliwych, przy
wysokim jednak udziale plemnikéw z wadami morfologicznymi podrzednymi. W celu doktadniejszego
sprecyzowania wartoSci rozrodowej knuréw rutynowa ocene wskaznikéw jako$ci nasienia
poszerzono o badania skladu biochemicznego plazmy nasienia. Stwierdzono ogoélnie wysoka
aktywnos¢ gamma-glutamylotranspeptydazy i fosfatazy zasadowej w plazmie nasienia, a uzyskane
wyniki wskazywaty na zwigzane z wiekiem zmiany funkcjonalne w dodatkowych gruczotach
ptciowych knuréw, o czym $wiadczyta obnizajaca sie aktywno$¢, zwtlaszcza fosfatazy zasadowej.
Wykazano ponadto, ze wzrost aktywnos$ci AAT w plazmie nasienia knuréw zwigzany moze by¢
z nizszg liczba plemnikéw z ruchem postepowym w ejakulacie oraz z wyzszym udziatem plemnikéw
z uszkodzonym akrosomem i/lub z podrzednymi wadami morfologicznymi.

W badaniach dotyczacych szczegdtowej analizy obrazu morfologicznego plemnikéw knurow
wykazano, ze najczesciej wystepujacymi zmianami gtéwnymi byly kropla cytoplazmy w potozeniu
proksymalnym, a w dalszej kolejnosSci niby-kropla w obrebie wstawki oraz zwezenie u podstawy
gtowki plemnika (Zat. 4: B2). Dominujacymi wadami podrzednymi byty z kolei kropla cytoplazmy
w potozeniu dystalnym oraz pojedyncza petla witki plemnika. Uzyskane wyniki wskazywaty m.in. na
nadmierng eksploatacje rozptodowa niektérych, zwtaszcza starszych knuréw (powyzej 12-go miesigca
zycia), przyczyniajaca sie prawdopodobnie do skrécenia czasu dojrzewania plemnikéw w najadrzu,
a w efekcie do czestszego wystepowania plemnikéw z kropla cytoplazmy w ejakulatach. Dowiedziono
takze, ze wysoki odsetek plemnikéw z wadami morfologicznymi gtéwnymi i/lub podrzednymi
w ejakulacie knura zwigzany moze by¢ z wystepowaniem wiekszej liczby plemnikéw z uszkodzonym
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akrosomem oraz zaburzeniami ruchliwosci. W badaniach stwierdzono, ze wyzszy udziat procentowy
plemnikéw z nieprawidlowa budowg morfologiczng oraz plemnikéw z uszkodzeniami akrosomu
wystepowat w ejakulatach knuréw rasy duroc i pbz w poréwnaniu do nasienia knuréw rasy wbp,
mieszancow pietrain i duroc oraz linii pic i p-76. W pracy stwierdzono ponadto, Ze ejakulaty knuréw
rasy duroc, w odniesieniu do nasienia pozostatych grup genetycznych, charakteryzowaty sie nizsza
objetoscia, koncentracjg i og6lna liczba plemnikéw ruchliwych w nasieniu.

W ramach omawianego kierunku badawczego realizowatem réwniez prace dotyczace wptywu
dodatkéw zywieniowych na efektywnos$¢ proceséw reprodukcyjnych samcéw. W opracowaniu,
ktérego bylem wspédtautorem stwierdzono, zZe wydajno$¢ uzytkowanych rozptodowo knuréw
zwiekszy¢ mozna za pomoca odpowiedniej diety (Zat. 4: B21). W badaniach tych wykazano, ze dodatek
do paszy tresciwej preparatu KR, ktory zawieral gtdwnie susz z owocéw, warzyw oraz kietkéw
zbozowych, korzystnie wptynat na zmiane jakosSci nasienia knuréw, przyczyniajac sie do zwiekszenia
objetosci ejakulatéw i ogdlnej liczby plemnikéw Zywych w nasieniu.

Obnizenie ptodnosci samcéw ma szeroka etiologie, na co wpltywa¢ moze wiele czynnikéw
wtym réwniez Srodowiskowe czynniki toksyczne. Stad w prowadzonych na knurach badaniach
podjeto prébe okreslenia zaleznos$ci miedzy jako$cig ich nasienia a stezeniem kadmu i otowiu we krwi
oraz w nasieniu (Zat. 4: B19). Wykazano, Ze zwiekszone stezenie otowiu w osoczu nasienia knuréow
moze mie¢ zwigzek z czestszym wystepowaniem podrzednych wad morfologicznych plemnikéw.
Stwierdzono ponadto wystepowanie skorelowanych dodatnio zalezno$ci miedzy stezeniem kadmu we
krwi i w nasieniu, oraz skorelowanych ujemnie, miedzy stezeniami kadmu a otowiu w nasieniu
knuréw.

Moja dotychczasowa aktywnosé naukowo-badawcza obejmuje rowniez prace eksperymentalne
nad regulacja hormonalng proceséw rozrodczych samcéw zwigzang z funkcjonowaniem receptorow
androgenowych. Efektem tych prac byto ujawnienie wysokiej wrazliwosci plemnikéw knura na
dzialanie flutamidu i jego metabolitu hydroksyflutamidu (Zal. 4: A8). Zwigzki te taczac sie
z receptorami androgenowymi blokujg mozliwo$¢ dziatania androgendéw. W badaniach prowadzonych
na modelu in vivo oraz in vitro wykazano odpowiednio, niekorzystny wptyw flutamidu na
ultrastrukture plemnikéw najadrzowych (transmisyjna mikroskopia elektronowa, TEM) oraz rowniez
niekorzystny, zalezny od stezenia i czasu oddzialywania, wptyw hydroksyflutamidu na integralno$¢
(test SYBR-14/PI) i stabilnos¢ btony komdrkowej (test z merocyjaning 540, M540), a takze zdolnosci
oksydoredukcyjne mitochondriow (test NADH-NBT) plemnikéw knura. Z kolei w badaniach
dotyczacych indukowanej eksperymentalnie (metoklopramidem) hiperprolaktynemii u szczuréw
wykazano, ze modyfikacja profilu hormonalnego (wyzszy poziom prolaktyny, przy obnizonym
poziomie testosteronu w surowicy), w zréznicowany sposob wptywa na zmiany w komdrkach
nabtonkowych poszczegélnych ptatéw prostaty (Zat. 4: A10). W ptatach grzbietowych i brzusznych
stwierdzono spadek, natomiast w ptatach bocznych wzrost ekspresji receptoréow androgenowych
w komérkach walcowatych nabtonka. Zaobserwowano, ze hiperprolaktynemia nie miata wptywu na
zmiany morfologiczne w komorkach nabtonkowych walcowatych brzusznych ptatéw prostaty,
podczas gdy w nabtonku pozostatych ptatéw powodowata nieprawidtowosci ultrastrukturalne
mogace przyczynia¢ sie do nieptodnosci zwierzat. Oddziatywanie androgendéw, a takze innych
czynnikow wptywajgcych na schorzenia prostaty opisano w pracy przegladowej (Zat. 4: B14).

Realizujac prace badawcze zwigzane z omawianym kierunkiem, uczestniczylem takze
w badaniach okre$lajgcych zmiany hormonalne zachodzace w okresie dojrzewania piciowego
przepioérki japonskiej (Zat. 4: A14). Na podstawie zmian stezenia testosteronu w osoczu krwi
stwierdzono m.in., Ze samce przepiérki rasy faraon petng aktywno$¢ piciowa osiagaja w 8. - 9.
tygodniu Zycia, a hormon ten odgrywa role w kontroli procesu dojrzewania u obu ptci. Zaangazowany
bytem w badania prowadzone na konikach polskich utrzymywanych na terenie Parku Natury Zalewu
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Szczecinskiego, w ktorych wykazano m.in. réznice miedzy ogierkami a ogierami w zawartosci selenu
i aktywnosci peroksydazy glutationowej (GSHPx) w tkance jadrowej, sugerujace zwigzek tych
parametréw z procesami zaleznymi od dojrzatosci ptciowej (Zat. 4: A4).

Identyfikacja czynnikébw i markeréw meskiej nieptodnosci - kompleksowa diagnostyka
i mechanizmy uszkodzen plemnikéw mezczyzn

0d wielu lat w mojej dziatalno$ci naukowo-badawczej skupiatem sie réwniez na zagadnieniach
zwigzanych z meska nieptodnoscig. Badania w tym zakresie realizowatem w ramach wspéipracy
z Zespotami badawczymi Katedry i Zaktadu Histologii i Biologii Rozwoju Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie oraz Zaktadu Biologii Rozrodu i Komoérek Macierzystych Instytutu Genetyki
Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Problematyka podjetych badan koncentrowata sie na
diagnostyce i ustaleniu przyczyn wystepowania uszkodzen plemnikéw, ktére przeprowadzano na
podstawie dodatkowych, niestosowanych w standardowym badaniu seminologicznym testow
morfologicznej i funkcjonalnej oceny wstawki plemnikéw oraz analizy integralnosci plemnikowego
DNA (Zat. 4: A13, Al6, B3, B6). Badania dotyczyty takze wptywu mediatorow stanu zapalnego uktadu
moczowo-ptciowego - bakterii i leukocytéw, na uszkodzenia struktur subkomdrkowych i funkcje
plemnikoéw (Zat. 4: A1, A3, A5, A9), oraz zagadnien zwigzanych z eliminacjg plemnikéw przez komorki
zapalne (Zal. 4: A6).

Ze wzgledu na ograniczong warto$¢ predykcyjna standardowej analizy seminologicznej,
zwlaszcza w przypadkach trudnych Kklinicznie, istnieje potrzeba wprowadzania do badania nasienia
mezczyzn nowych technik umozliwiajacych wnikliwa ocene struktury i funkcji poszczegolnych
organelli plemnika. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono przydatno$c¢
w postepowaniu diagnostycznym nieplodnosci meskiej zastosowanych testéw, cytochemicznego
NADH-NBT, cytofluorymetrycznego z JC-1, cytofluorymetrycznego TUNEL (znakowanie nacie¢ nici
DNA przy uzyciu terminalnej transferazy deoksynukleotydowej) oraz oceny ultrastrukturalnej za
pomoca TEM (Zat 4: A13, Al6, B3, B6). Wykazano zalezno$ci pomiedzy morfologicznymi,
molekularnymi i funkcjonalnymi defektami wstawek plemnikéw oraz uszkodzeniami ich chromatyny.
W przypadkach asteno- i astenoteratozoospermii ujawniono wystepowanie w nasieniu m.in.
zwiekszonej liczby niedojrzatych form gamet, plemnikéw z morfologicznymi cechami apoptozy
i z nasilong fragmentacjg jadrowego DNA, a takze wzrost obecno$ci konglomeratéw zawierajgcych
niekiedy juz czeSciowo zdegradowane struktury plemnikow (Zat. 4: A13, B3, B6). Uzyskane rezultaty
wykazaty rézne przyczyny obnizenia ruchliwosci plemnikéw mezczyzn. Oprocz przypadkow
zwigzanych z uszkodzeniami struktur aparatu ruchu (np. grubych wiékien obwodowych, ostonki
witoknistej i aksonemy) oraz bedacych efektem zaburzen energetycznych mitochondriéw
w morfologicznie prawidlowych wstawkach, stwierdzono i opisano takie, w ktérych niska ruchliwos$¢
plemnikéw w nasieniu nie byta spowodowana dysfunkcjg mitochondriéw. Wynikata ona z obecnosci
aktywnych mitochondriéw (réwniez nadliczbowych w ostonce mitochondrialnej) z prawidtowymi
zdolno$ciami oksydoredukcyjnymi i wysokim AWm, ktére obserwowano w nieprawidtowych
morfologicznie wstawkach zaréwno zréznicowanych plemnikéw, jak i w niedojrzatych formach
plemnikéw (Zat. 4: B3, B6). W badaniach dowiedziono ponadto, Ze przy obnizonej ruchliwosci
plemnikéw, w nasieniu mezczyzn dochodzi¢ moze do nasilonego uszkodzenia chromatyny plemnikéw
przejawiajacego sie zaburzeniami jej kondensacji i fragmentacja jadrowego DNA (Zal. 4: A13, B6).
Uzyskane rezultaty wskazywaty, ze astenozoospermia moze by¢ efektem zaburzen morfogenezy
plemnikéw prowadzacych do wystepowania w nasieniu komoérek z defektami chromatyny i/lub
z nieprawidtowo wyksztatcong wstawka, ktéra zawiera mitochondria z niekoniecznie uposledzong
funkcja (Zat. 4: A13, B3, B6). Mozliwo$s¢ wystepowania obnizonej integralnosci strukturalnej
chromatyny plemnikéw wykazano takze w nasieniu mezczyzn z normozoospermiag (Zal. 4: A16).
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W badaniach tych stwierdzono powigzania nieprawidtowej budowy morfologicznej gamet ze
wzrostem fragmentacji DNA plemnikéw. Ocena w TEM wskazywata natomiast, ze niewtasciwa
organizacja materiatu genetycznego plemnikéw moze by¢ konsekwencjg molekularnych zaburzen
proceséw przebudowy jadra podczas spermiogenezy.

Do wyjasnienia patogenezy procesoOw zwigzanych z infekcjg bakteryjna nasienia w czeSci
badan (Zat. 4: A3, A5, A9) wykorzystano wyizolowane z ejakulatoéw szczepy bakterii, uropatogenny
E. coli (serotyp O75:NHT) oraz dwa szczepy potencjalnie patogenne, tlenowy Staphylococcus (S.)
haemolyticus i beztlenowy Bacteroides (B.) ureolyticus. W badaniach in vitro wykazano negatywny
wpltyw poszczegblnych szczepéw bakterii na ejakulowane plemniki (Zat. 4: A9). Przejawiat sie on
znaczacym obnizeniem stabilnosci btony komérkowej plemnikéw (test z merocyjaning 540, M540),
aw przypadku B. ureolyticus réwniez zywotnosci plemnikow (test SYBR-14/PI). Stwierdzono, ze
obecno$¢ zwtaszcza szczepow E. coli i B. ureolyticus przyczynia sie do dysfunkcji mitochondriéw
plemnikéw (test z JC-1 i test NADH-NBT). Ocena w mikroskopie $wietlnym oraz elektronowym
skaningowym (SEM) ujawnita wtasciwosci adhezyjne wszystkich zastosowanych szczepéw bakterii
wzgledem plemnikéw, a w przypadku E. coli rowniez specyficzny sposob kontaktu z gametami
meskimi poprzez fimbrie. W dalszych badaniach uszczegétowiono obraz destrukcyjnego wplywu
szczepoéw bakteryjnych na btone komoérkowa plemnikéw (Zat. 4: A5). Stwierdzono, Ze zastosowane
szczepy bakterii, oprécz obnizenia ruchliwo$ci, powodowaty znaczace zaburzenia architektury
dwuwarstwy lipidowej blon, uszkodzenia oksydacyjne lipidéw bton plazmatycznych oraz obnizenie
funkcji btony komérkowej plemnikéw (okreslanych odpowiednio na podstawie testu z M540, stezenia
dialdehydu malonowego, MDA w lizatach komérkowych oraz testu HOS). W badaniach wykazano, Ze
czynnik bakteryjny istotnie statystycznie obniza zdolno$¢ plemnikéw do penetracji oocytéw
chomiczych (sperm penetration assay, test SPA), a ponadto, ze dodatkowa obecno$¢ leukocytéw w
nasieniu moze znaczaco nasila¢ procesy peroksydacyjne bton plazmatycznych plemnikéw, a w efekcie
takze zmniejszac ich potencjat zaptadniajgcy w te$cie SPA. Na podstawie uzyskanych wynikéw, po raz
pierwszy udokumentowano i dowiedziono wystepowanie zalezno$ci pomiedzy zmianami w btonach
biologicznych plemnikéw w Srodowisku zapalnym a ich funkcja biologiczng w warunkach in vitro.
W badaniach podjeto takze prdédbe wyjasnienia przebiegu procesu obumierania plemnikow
eksponowanych na czynniki stanu zapalnego (Zat. 4: A3). Analizujgc markery $mierci komoérkowej
stwierdzono, Ze wszystkie zastosowane szczepy bakterii znaczaco przyczynity sie do obnizenia
odsetka plemnikéw z prawidtowym AWm, a w przypadku S. haemolyticus i B. ureolyticus do
jednoczesnego wzrostu liczby plemnikéw z translokacjg fosfatydyloseryny w btonach komoérkowych
(test z aneksyng V). Wykazano, ze ekspozycja plemnikdw na oba te szczepy bakteryjne, osobno badz
w koinkubacji z leukocytami, powodowata wzrost fragmentacji DNA (test TUNEL), zaréwno
w plemnikach zywych - apoptycznych, jak i martwych - nekrotycznych. Uzyskane wyniki wskazywaty,
ze mediatory zapalne, bakterie i/lub leukocyty, mogg indukowa¢ jednocze$nie apoptoze i nekroze
w ejakulowanych plemnikach ludzkich, przy czym proapoptyczny i pronekrotyczny wptyw
potencjalnie patogennych bakterii moze by¢ silniejszy niz szczepdw patogennych (E. coli serotyp
075:NHT). W toku dalszych badan opisane wyzej wyniki w modelu in vitro, weryfikowano na nasieniu
mezczyzn 7z normozoospermia (w zakresie koncentracji, ruchliwo$ci i morfologii plemnikéw),
z bezobjawowa bakteriospermig i/lub leukocytospermia in situ (Zat. 4: A1). W nasieniu wiekszo$ci
(70%) mezczyzn ujawniono obecno$¢ na poziomie patologicznym mediatoréw stanu zapalnego, przy
stosunkowo czestej izolacji bakterii beztlenowych. Na podstawie przeprowadzonej kompleksowe;j
analizy wielu wskaznikow seminologicznych w badaniach wykazano i udokumentowano, po raz
pierwszy u mtodych zdrowych mezczyzn z normozoospermia, szkodliwy wptyw bakteriospermii i/lub
leukocytospermii na parametry subkomoérkowe plemnikéw. Stwierdzono, Ze bakteriospermia
i leukocytospermia niekorzystnie oddziatywaty na koncentracje, ruchliwo$¢ i morfologie plemnikéw.
Zbyt wysoka liczba bakterii w nasieniu przyczyniata sie m.in. do obnizenia A¥m i zdolnosci
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oksydoredukcyjnych mitochondriow plemnikéw, do spadku stabilnosci (test M540) przy wzroscie
eksternalizacji fosfatydyloseryny w btonie komérkowej gamet oraz do zwiekszenia fragmentacji DNA
w zywych i martwych plemnikach. Przeprowadzone badania wykazaly, ze bakterie uczestnicza
gtobwnie w wewnetrznych mechanizmach $mierci komérkowej plemnikéw zaleznych od
mitochondriéw. Ponadto wykazano, Ze oznaczanie stezenia MDA w lizatach komérkowych, a nie
w plazmie nasiennej, moze stanowi¢ lepszy biomarker stanéw stresu oksydacyjnego zwigzanego
z leukocytospermia.

W innych badaniach ujawniono, ze przy leukocytospermii zaktywowane leukocyty sa zdolne
do uruchamiania i przeprowadzania proces6w usuwania ejakulowanych plemnikéw w drodze réznych
mechanizméw (Zat. 4: A6). Na podstawie badan mikroskopowo-elektronowych (SEM) wykazano, ze
oprocz tradycyjnej fagocytozy, komorki zapalne mogg eliminowa¢ plemniki przez uwalnianie do
przestrzeni pozakomadrkowej specyficznych struktur, sieci zewngtrzkomérkowych (extracellular traps,
ET). Sa one formowane z niektérych sktadnikdéw komdrkowych (m.in. DNA, histonéw oraz innych
béjczych molekut biatkowych) po uprzedniej dekondensacji chromatyny i przerwaniu ciggtosci bton
plazmatycznych leukocytéw, co wigze sie z wejsciem pobudzonych komoérek zapalnych w program
$mierci nazwany etoza. Przeprowadzone obserwacje ultarastrukturalne wykazaty, ze wyrzucone ET
lokalnie powodujg uwiezienie w nich plemnikéw przyczyniajac sie nastepnie prawdopodobnie do
dezintegracji gamet. Uzyskane w pracy wyniki po raz pierwszy ujawnily, ze komérki zapalne w
ludzkim nasieniu moga przeprowadza¢ eliminacje plemnikéw réwnocze$nie w drodze fagocytozy
i etozy. Wykazano ponadto, Ze oba procesy nasilaja sie w obecnosci czynnika bakteryjnego,
uropatogennego szczepu E. coli.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione powyzej badania reprezentuja nie tylko warto$¢
diagnostyczng i prognostyczng, ale réwniez poznawcza. W zwigzku z tym, zaréwno zastosowane
metody badawcze jak i uzyskane rezultaty, moga by¢ pomocne w identyfikacji etiopatogenezy
nieptodnos$ci meskiej oraz wykorzystane w pracach klinicznych i do§wiadczalnych.

Poza wyzej opisanymi pracami eksperymentalnymi jestem wspdtautorem 2-ch prac
przegladowych podsumowujgcych aktualng wiedze na temat zaburzen proceséw zwigzanych
z protaminacjg chromatyny plemnikéw (Zat. 4: A18, A19), pracy przegladowej dotyczacej apoptycznej
eliminacji komdérek gametogenicznych podczas spermatogenezy (Zat 4: A20), a takze rozdziatu
ksigzkowego stanowigcego kompilacje wiedzy i oryginalnych badan wspoétautorskich dotyczacych
znaczenia diagnostyki morfologicznej plemnikéw (Zat. 4: B11).

Monitoring i regulacja proceséw rozrodczych u samic zwierzqt gospodarskich

W mojej dotychczasowej dziatalno$ci naukowej uczestniczytem w pracach badawczych
dotyczacych regulacji procesow rozrodczych u samic zwierzat gospodarskich. Zaangazowatem sie
w badania zwigzane ze zjawiskiem sezonowosci rozrodu, interesujgcym pod wzgledem poznawczym,
ale waznym réwniez w aspekcie praktycznym. U niektérych gatunkéw zwierzat gospodarskich,
u ktérych sezonowo$¢ rozrodu przejawia sie w najwiekszym stopniu, istniejg mozliwosci pelniejszego
wykorzystania ich potencjatu rozrodczego. Stad w badaniach prowadzonych na kozach i owcach
oceniano mozliwosci regulacji proceséw rozrodczych okre$lajagc i poréwnujac zmiany zachodzgce
podczas synchronizowanej hormonalnie rui w sezonie i poza sezonem rozrodczym (Zat. 4: A11, A17,
B5, B18, C4, C5). W badaniach na kozach wykazano, Ze mimo zastosowania tej samej metody
synchronizacji rui wystepujg istotne réznice sezonowe (jesien vs. wiosna) w przebiegu okresu
okotoowulacyjnego dotyczace zardéwno nasilenia objawdw rujowych, jak i stezenia we krwi
obwodowej jajnikowych hormonéw steroidowych (173-estradioluy, E; i progesteronu, P4), melatoniny
(MEL), prolaktyny (PRL) oraz wolnej tyroksyny (FT4) (Zat. 4: A17). Stwierdzono, Ze po
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synchronizowanej rui zmiany stezenia MEL w sezonie i poza sezonem rozrodczym, w tym
okotodobowe rdznice uwalniania tego hormonu sg powigzane z wydzielaniem E; i FT4. Uzyskane
wyniki wskazywaty na znaczacy udziat PRL i FT4+ w sezonowej regulacji przebiegu proceséw
rozrodczych u koz.

Trudnos$ci zwigzane z wykrywaniem rui, a takze wystepowanie nieprawidtowosci w przebiegu
rozrodu samic przyczynity sie do przeprowadzenia badan dotyczacych kontroli proceséw rozrodczych
koéz. Wykazano w nich, ze okre$lanie stezenia P4 w krwi obwodowej moze mie¢ wieksza przydatnos¢
w monitorowaniu funkcjonalnej aktywno$ci jajnika niz ocena pomiaréw E; (Zat. 4: B5). Stwierdzono
takze mozliwo$¢ wykorzystania metody immunoflurescencyjnej jako metody alternatywnej do
radioimmunologicznej w oznaczaniu progesteronu u kéz (Zat. 4: A11). Ponadto wykazano, Ze analiza
zmian stezen tego hormonu pozwala nie tylko na monitorowanie prawidtowego przebiegu cyklu
jajnikowego, ale réwniez jest pomocna w sygnalizowaniu nieprawidtowosci takich jak obecnos$¢ cyst
jajnikowych. Dzieki temu mozliwe jest wczesne wykrycie tych zaburzen i podjecie wtasciwego
leczenia. Uzyskane rezultaty dowiodty tez duzej wartosci diagnostycznej ultrasonografii transrektalnej
w kontroli cyklu jajnikowego koéz. Analiza obrazu ultrasonograficznego pozwolita okresli¢ czas
owulacji, czas trwania kolejnych faz cyklu jajnikowego, oraz potwierdzi¢ ewentualne stany
patologiczne. W innej pracy, na podstawie stwierdzonych zmian procentowego udziatu
poszczegblnych typéw komérek nabtonkowych w §luzie pochwowym, wykazano przydatnos$¢ oceny
indeksu kariopyknozy w monitorowaniu faz cyklu rujowego u kéz (Zat. 4: B18).

Efektem badan przeprowadzonych na owcach byto wskazanie, na podstawie analizy stezen Py,
E2 i hormonu luteinizujacego (LH), optymalnego momentu krycia u maciorek rasy suffolk (tj. 1. i 2.
krycie odpowiednio w okoto 41 i w 53 godzinie) po zastosowaniu stymulacji progestagenowej wraz
z iniekcjg eCG (gonadotropina surowicy ciezarnych klaczy; PMSG) (Zat. 4: C4). Wskazano metody
synchronizacji rui u owiec charakteryzujgce sie najwyzsza skutecznoscia pod wzgledem ptodnosci
i plennosci oraz przedstawiono przydatnos¢ oznaczen stezenia P, do wczesnej diagnozy ciazy (Zat. 4:
C5). W innych badaniach wykazano, ze wtasciwe zaopatrzenie owiec w selen, w formie dodatku
drozdzy selenowych do paszy, wplywa na poprawe wskaznikéw reprodukcyjnych, ptodnosci
i plennosci, oraz na zmniejszenie Smiertelnosci jagniat. Rezultatem zastosowania dodatku selenu byty
réwniez wieksza masa urodzeniowa jagniat i wyzsze dzienne przyrosty masy ciata jagnigt do 90. dnia
odchowu (Zatl. 4: A7).

Zagadnienia zwigzane z problematyka regulacji i kontroli proceséw rozrodczych u samic
przedstawiono w pracach przegladowych i popularno-naukowych (Zat. 4: A21, B13, B16, B17, C3).

W ramach badan nad procesami rozrodczymi u samic zwierzat gospodarskich uczestniczytem
réwniez w pracach do$wiadczalnych zwigzanych z okre$laniem potencjatu rozrodczego pecherzykdéw
jajnikowych oraz oceng ich statusu biochemicznego podczas folikulogenezy i oogenezy. Rezultaty tych
prac wykazaty, ze sktad biochemiczny ptynu pecherzykow jajnikowych zmienia sie wraz z rozwojem
iwzrostem pecherzyka, co moze wynika¢ z modyfikacji m.in. aktywnos$ci steroidogennej
w metabolizmie komérek pecherzyka, i moze by¢ uwarunkowane wptywem pory roku (Zat. 4: A2, A12,
A15, B4). W badaniach prowadzonych na bydlecych pecherzykach jajnikowych stwierdzono, ze
w czasie rozwoju pecherzyka w plynie folikularnym nastepuje znaczacy bardzo intensywny wzrost
stezenia E, oraz spadek poziomu FTs4 (Zat. 4: B4, A15). Odnotowano takze mniej intensywny, przy
czym istotny statystycznie wzrost stezenia glukozy, wskazujacy na zwiekszajace sie zapotrzebowanie
na energie podczas rozwoju pecherzykéw oraz duze znaczenie glukozy w dojrzewaniu oocytu.
W ptynie pecherzykowym nie stwierdzono zaleznych od wielkos$ci pecherzykéw jajnikowych zmian
w stezeniu P4, wolnej tréjjodotyroniny (FTs3), wapnia, cholesterolu oraz frakcji lipoprotein wysokiej
gestosci. Wykazano wptyw pory roku na zawarto$¢ FTs i cholesterolu w ptynie pecherzykowym oraz
utrzymywanie sie w nim wyzszego poziomu FT3; niz FT4 niezaleznie od wielko$ci pecherzykéw
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jajnikowych i pory roku. Uzyskane wyniki wskazywaty na istotny udziat wolnych frakcji jodotyronin
w procesie folikulogenezy i istnienie zwigzku pomiedzy tymi hormonami a metabolizmem
cholesterolu na poziomie pecherzyka jajnikowego krowy. Wyniki badan przeprowadzonych na
trzodzie chlewnej potwierdzily wystepowanie zaleznych od pory roku zmian w aktywnosci jajnikéw
utego gatunku zwierzat (Zat 4: A12). Oprécz znaczacych réznic masy i wskaznikow
morfometrycznych jajnikéw loszek stwierdzonych pomiedzy poszczegdinymi porami roku, wykazano
réznice w stezeniu hormonéw steroidowych w ptynie pecherzykéw jajnikowych, ktore Swiadczyly
o sezonowym przebiegu pecherzykowej aktywnosci steroidogennej z wigkszym jej nasileniem
w okresie zimowym i mniejszym w okresie letnim. Najwyzsze stezenia estradiolu, testosteronu oraz
progesteronu stwierdzono w pecherzykach jajnikowych ocenianych w okresie zimowym. W badaniach
wykazano ponadto wystepowanie znaczgco wyzszego stezenia tyroksyny w plynie pecherzykowym
w okresie zimowym i jesiennym. Uzyskane wyniki dowodzily, ze w jajnikach $wini rowniez
jodotyroniny maja istotny wptyw na funkcje pecherzyka jajnikowego. W niedawno podijetych
badaniach okreslono stezenie magnezu, wapnia i fosforu w plynie pecherzykéw jajnikowych réznej
wielko$ci u Kklaczy (Zat. 4: A2). Nowatorskim elementem przeprowadzonych badan byto
uwzglednienie wplywu sezonu rozrodczego na skiad jonowego ptynu folikularnego. Wykazano, ze
w okresie letniej aktywnosci plciowej stezenie magnezu i wapnia w plynie pecherzykowym jest
statystycznie istotnie nizsze niz zim3, oraz Ze poziom stezenia wszystkich analizowanych
makrosktadnikéw w czasie sezonu rozrodczego jest znaczaco zalezny od stadium folikulogenezy.
Nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki stanowia uzupelnienie badan nad aktywno$cig sekrecyjng
komérek pecherzykéw jajnikowych u poszczegdlnych gatunkéw, a informacje dotyczace
stwierdzonych zalezno$ci pomiedzy analizowanymi skiadnikami w plynie pecherzykowym moga
zosta¢ wykorzystane w opracowywaniu skladu mediow hodowlanych dla komérek somatycznych
pecherzyka oraz w procedurze dojrzewania oocytéw in vitro.
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