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Seminarium
»Problemy poznawcze i aplikacyjne
w rozrodzie zwierzat”

Wprowadzenie

Okres 25-letniej dziatalno$ci Komitetu Biologii Rozrodu Zwierzat Polskiej Aka-
demii Nauk, utworzonego z inicjatywy prof. dr hab. Wtadystawa Bielanskiego czt.
rzecz. PAN, przyczynit si¢ nie tylko do integracji srodowiska naukowego specjalizu-
jacego sie w problemach biologii reprodukcyjnej, ale rowniez spowodowat znaczny
wzrost znaczenia miedzynarodowego polskich zespotow naukowo-badawczych re-
prezentujacych nauki rolnicze, przyrodnicze, weterynaryjne i medyczne.

Efekty badawcze omawianych zespoldw publikowane sa w renomowanych cza-
sopismach naukowych oraz uzyskuja wysoki wskaznik liczby cytowan w pismien-
nictwie §wiatowym. Stanowia zarazem podstawe do stwierdzenia faktu powstania
i dynamicznego rozwoju polskiej szkoty naukowej w zakresie biologii rozrodu.

Organizatorskie i merytoryczne aspekty funkcjonowania w polskiej nauce dys-
cypliny ,,biologia rozrodu” stanowity istotng przestanke do organizacji przez Wydziat
Nauk Rolniczych, Lesnych i Weterynaryjnych PAN Seminarium pt.: ,,Problemy
poznawcze i aplikacyjne w rozrodzie zwierzat”. Seminarium, ktére odbyto si¢ 25
pazdziernika 2006 r. w Warszawie, z udziatem ponad 80 uczestnikow, obejmowato
8 referatow naukowych dotyczacych, przede wszystkim, rozrodu zwierzat uzytko-
wych. Uznano bowiem, ze osiagnigcia nauki polskiej w tym obszarze badan stanowia
podstawe wspotczesnych i przysztych kierunkoéw postepu genetycznego w hodowli
oraz tworzenia nowych metod produkcji zwierzece;.

Wyktad inaugurujacy Seminarium, wygloszony przez prof. dr hab. Adama Zigcika,
czt. koresp. PAN, wskazal na aktualne priorytety badawcze w $wiecie w dziedzinie
biologii rozrodu ssakdéw. Za najwazniejsze uznano zagadnienia dotyczace biotech-
nologii i biotechniki rozrodu oraz badania wyjasniajace funkcj¢ gonad. Autor w orygi-
nalny sposob, przedstawil analize poziomu badan zespotdéw polskich na tle osiagnigé
swiatowych, wykorzystujac wskaznik liczby cytowan wedtug Science Citation Index.

W kolejnych wystapieniach zawarto kompleksowe informacje dotyczace stanu
badan nad biologia rozrodu poszczegdlnych gatunkdéw zwierzat z uwzglgdnieniem
efektow poznawczych i aplikacyjnych badan, uzyskanych w laboratoriach polskich
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placowek naukowo-badawczych. Zwracano uwagg na konieczno$¢ poprawy wskaz-
nikow uzytkowosci rozrodczej zwierzat gospodarskich w Polsce, ktora jest $cisle
sprzezona z kosztami produkcji zywno$ci wysokiej jakosci. Okoto 30—40% zwierzat
hodowlanych przejawia zaburzenia w rozrodzie, konsekwencja czego jest brak
potomstwa. Zagadnienie to staje si¢ tym bardziej istotne, gdy dotyczy zlego stanu
warunkow srodowiskowych, w ktorych przebywaja zwierzgta, niskiej ptodnosci oraz
wysokiej zamieralnosci zarodkow.

Dla przyktadu, w przypadku bydta dotychczasowa selekcja zwierzat w kierunku
wysokich wskaznikow produkcyjnosci mlecznej powoduje, obok zakldcen zdrowia
zwierzat, okreslone zaburzenia procesOw rozrodu przejawiajace si¢ wydluzaniem
okresu migdzywycieleniowego, zwigkszona liczba zabiegow inseminacyjnych w ce-
lu uzyskania skutecznego zaptodnienia. Wynikaja stad glowne kierunki badan pols-
kich placéwek naukowych dotyczace poznania mechanizméw selekcji i regulacji
wzrostu pgcherzyka jajnikowego, regulacji czynnosci ciatka zottego, wptywu czyn-
nikow zywieniowych na czynnosci ciatka zottego oraz macicy w cyklu i ciazy. Biorac
pod uwage powiazania laktacji z procesami rozrodu prowadzone sg rowniez inten-
sywne badania nad patologia gruczotu mlekowego i laktacja.

Nestorem polskich naukowcow prowadzacych badania nad rozrodem koni byt
profesor Wiladystaw Bielanski, ktory stworzyt krakowski osrodek naukowy o duzej
renomie migdzynarodowej. Gtowne problemy badawcze dotycza zagadnien androlo-
gicznych i biotechnologicznych uzytkowania rozptodowego ogiera oraz optymal-
nego wykorzystania funkcji rozrodczych klaczy. Stwierdzono, migdzy innymi, uzy-
teczno$¢ praktyczna niektorych wyznacznikéw biochemicznych plazmy nasienia do
oceny jakoS$ci nasienia ogiera i jego przydatnosci do kriokonserwacji. Wskazano na
znaczenie ptynu pgcherzykowego klaczy jako zrodia substancji, ktore sg waznymi
wyznacznikami wzrostu pgcherzykow jajnikowych i jakosci oocytow. Podjeto bada-
nia nad nowymi technikami wspomaganego rozrodu koni.

W ostatnich latach najbardziej dynamiczny rozwoj badan podstawowych i stoso-
wanych dotyczyl rozrodu trzody chlewnej. Zgrupowane, gtéwnie w o§rodku olsztyn-
skim, zespoty naukowo-badawcze przyczynity si¢ do nowych odkry¢ i rozwigzan
dotyczacych regulacji cyklu rujowego, mechanizmu matczynego rozpoznawania
ciazy oraz hormonalnej regulacji komorek przysadki mézgowej i jajnika. Powazny
wktad do biologii rozrodu zwierzat wnosza rowniez efekty badan polskich zespotow
w zakresie andrologii molekularnej knura z uwzglednieniem kriobiochemicznych
aspektow konserwacji nasienia tego gatunku zwierzat.

Badania nad rozrodem owiec sa od wielu lat polska specjalno$cia naukowa.

Wiele badan z zakresu biologii rozrodu ptakoéw wykonanych w polskich placow-
kach naukowych lub z udziatem polskich uczonych w placéwkach zagranicznych
przyczynito si¢ do postepu wiedzy drobiarskiej i przyniosto wymierne efekty gospo-
darcze. Dotyczy to zwlaszcza poznania endokrynnych uwarunkowan rozrodu kur
typu nie$nego co pozwolito na uzyskanie w wyniku selekcji linii kur znoszacych
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330-350 jaj w roku. Opanowano metody zaptodnienia pozaustrojowego oraz hodowli
oocytow i zarodkow ptakow. Za niezwykle perspektywiczne przedsigwzigeie nalezy
uzna¢ wykorzystanie jajowodu kury jako bioreaktora do produkeji ludzkich biatek
terapeutycznych.

Wysoka renoma migdzynarodowa polskiej nauki w dziedzinie badan nad biologia
rozrodu ryb zwiazana jest z efektami naukowymi uzyskanymi w osrodkach krakow-
skim, olsztynskim i szczecinskim. Dotycza one przede wszystkim neuroendokryno-
logii ryb oraz wykorzystania omawianych osiagni¢¢ do opracowania biotechnolo-
gicznych metod sterowania rozrodem wielu cennych gatunkow ryb.

Badania nad rozrodem zwierzat nieudomowionych, prowadzone gtéwnie w Stacji
Badawczej PAN w Popielnie, pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Jaczewskiego,
ze wzgledu na pionierski charakter, uzyskaty wysokie uznanie w pismiennictwie
Swiatowym.

Zwierzgta nieudomowione stanowia niezwykle interesujacy model eksperymen-
talny w badaniach endokrynologicznych i andrologicznych dotyczacych wptywu
fotoperiodu na efektywnos$¢ rozrodcza zwierzat. Opracowane metody i techniki
biotechnologiczne moga by¢ wykorzystane, migdzy innymi, do aktywnej ochrony
niektorych ginacych gatunkow zwierzat wolnozyjacych.

Zasygnalizowane w niniejszym opracowaniu wyniki badan nad biologia rozrodu
zwierzat, uzyskane w polskich placowkach naukowo-badawczych dowodza, ze oma-
wiana problematyka badawcza koresponduje z tendencjami zainteresowan $wiatowych
laboratoriéw. Dokonana synteza stuzy¢ moze programowaniu kierunkoéw badawczych
nad biologia rozrodu zwierzat w Polsce oraz tworzeniu nowych mozliwo$ci wspotpracy
migdzynarodowej. Z drugiej strony, upowszechnienie wygtoszonych w ramach pro-
gramu Seminarium referatow na tamach czasopisma Postepy Nauk Rolniczych, sta-
nowi¢ moze cenny material w procesie dydaktycznym szkot wyzszych.

Jerzy Strzeiek
Przewodniczqcy Komitetu
Biologii Rozrodu Zwierzqt PAN
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Najwazniejsze osiggnig¢cia biologii rozrodu ssakow
ostatniego ¢wieréwiecza na Swiecie

Adam J. Ziecik

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci PAN,
ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn,

e-mail: ziecik@pan.olsztyn.pl

Stowa kluczowe: biologia rozrodu, osiagnigcia, ssaki

Wstep

Wytypowanie najwazniejszych osiagnie¢ biologii rozrodu zwierzat ostatniego
¢wieréwiecza nie jest fatwe. Biologia rozrodu jest jedna z najbardziej dynamicznie
rozwijajacych si¢ dyscyplin biologii. Wspotczesne metody biologii molekularnej
i biotechnologii prowadza do coraz nowszych odkry¢. Podejmujac si¢ zadania przy-
gotowania referatu na sympozjum ,,Problemy poznawcze i aplikacyjne w rozrodzie
zwierzat” zwrocitem sig z prosba do kilkudziesigciu znanych badaczy z catego swiata
0 wytypowanie najwazniejszych 2—3 osiagni¢¢ w okresie ostatnich 25 lat. Otrzyma-
fem 25 odpowiedzi, ktére przedstawitem w tabeli 1. Ogétem wytypowano az 22 za-
gadnienia. Wybor klonowania somatycznego nie budzi zdziwienia i na to osiagnigcie
glosowato 64% respondentdw. Sporym zaskoczeniem byta druga pozycja —,,Pozna-
nie profili rozwoju pecherzykow jajnikowych u zwierzat domowych i nowe osiagnig-
cia w synchronizacji owulacji u bydta”. Zagadnienie to taczy ze soba wyniki badan
podstawowych nad regulacja cyklu ptciowego i wynikajace z nagromadzonej wiedzy
rozwigzania praktyczne. Wysokie pozycje osiagnely tez wyniki badan regulacji
funkcji ciatka z6ttego i mechanizmu luteolizy, podobnie jak tzw. matczyne rozpoz-
nanie ciazy (odpowiednio 3 i4 pozycja na liScie osiagniec). Wsrdd pierwszych pigciu
osiagnie¢ znalazl si¢ tez temat zwigzany z mozliwoscia réznicowania pftci (sekso-
wania) plemnikow i zarodkow. Pig¢ wytypowanych zagadnien znajdujacych si¢ na
czele przedstawionej listy pokrdtce omdéwiono w nastepnej czesci artykutu.
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Tabela 1. Najwazniejsze osiagniecia ostatnich 25 lat w rozrodzie ssakéw uzytkowych (wyniki
ankiety zagranicznej)

Lp. Wyszczegdlnienie liczba gtosow
1. Klonowanie somatyczne (Dolly)x*> 16

Poznanie profili rozwoju pecherzykoéw jajnikowych u zwierzat domowych i nowe 10
osiagnigcia w synchronizacji owulacji u bydta>

Mechanizm luteolizy, kontrola funkcji ciatka zotego ok x
Matczyne rozpoznanie cigzy>>>

Seksowanie (plemnik i zarodek)>*

IVM, przenoszenie zarodkéw>

Zastosowanie ultradzwiekéw do badania cigzy i jajnikow>
Komorki macierzyste i ich omnipotencjax

Analiza genomu>x

Transgeneza, transfekcjax>k

Regulacja rozrodu poprzez 0$ podwzgérzowo-przysadkowa, charakterystyka
generatora pulsow>>

Witrifikacja i zamrazanie zarodkow>

Postep sztucznej inseminacji (inseminacja endoskopowa niskimi dawkami)s>x
Epigenetyka, wptyw zywienia matki na rozwdéj potomstwa>x

Osiagniecia biologii molekularnej>*

Zalezno$ci pomiedzy wzrostem, zywieniem, produkcjg a rozrodem>

. Zastosowanie aglepristonu (antagonisty progesteronu) w rozrodzie matych
zwierzatx

wczesny rozwoj; reprogramowanie chromosomalne;

zrozumienie cyklu komorkowego; zrozumienie systemu sygnatoéw komorki;
odkrycie receptora estrogenowego f3;

znaczenie angiogenezy i angiolizy dla funkcji jajowodu, jajnika i macicy>*

N
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Udziat polskich zespotow: ) zauwazalny; >k widoczny; %>k znaczny; )>>> bardzo duzy.

Najwazniejsze osiagnigcia
wedlug rankingu zagranicznych respondentow

Klonowanie somatyczne

Klonowanie jest produkcja jednej lub wielu kopii osobnikdéw i wystepuje u zwie-
rzat w sposob naturalny lub sztuczny, kiedy zarodek zostaje podzielony i powstaja
identyczne bliznigta. Stowo klon (ang. clone) zostato uzyte do opisania zwierzat
wyprodukowanych poprzez transfer jadra komorki dla wytworzenia nielimitowane;j
liczby genetycznie identycznego potomstwa [73]. Pierwszy sukces w klonowaniu
zwierzat gospodarskich mial miejsce w 1986 roku w Cambridge University, kiedy to
Steen Malte Willadsen [112], poprzez fuzje komorki pobranej z 16-komorkowego
zarodka owcy z oocytem pozbawionym jadra, uzyskat pierwszego sklonowanego
iurodzonego ssaka. Nastepnie ten sam sposob klonowania (tzw. klonowanie zarodko-
we) zastosowano z powodzeniem u bydta [79, 80].
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Tabela 2. Kroki milowe w klonowaniu zwierzat z populacji komoérek somatycznych (wg
Campbellaiin. [15])

Gatunek Rok Wiek dawcy Typ komorki Zrédio
Owca 1995 zarodek nabtonkowa [16]
1996 ptéd fibroblast [113]
1996 dorosty nabtonek gruczotu mlecznego [113]
Krowa 1998 ptod fibroblast [19]
1998 dorosty nabtonkowa jajowodu [55]
Mysz 1998 dorosty wzgorka jajonosnego [109]
1999 zarodek zarodkowa komérka macierzysta  [110]
Koza 1999 ptod fibroblast [4]
Swinia 2000 dorosty wzgorka jajonosnego [78]
Gaur 2000 dorosty fibroblast [67]
Muflon 2001 dorosty granuloza [66]
Kot 2002 dorosty wzgorka jajono$nego [87]
Krolik 2002 dorosty wzgorka jajono$nego [18]
Banteng 2003 dorosty fibroblast [8]
Szczur 2003 ptod fibroblast [116]
Mut 2003 ptod fibroblast [114]
Kon 2003 dorosty fibroblast [33]
Jelen 2003 dorosty fibroblast [26]

Te przetomowe osiagnigcia spowodowaty bardzo umiarkowana reakcjg srodo-
wiska naukowego i publicznie zostaly prawie niezauwazone. Najwigkszy przetom
w klonowaniu zwierzat nastapit w 1996 roku, kiedy to Ian Wilmut i in. [113]
wyprodukowali owce Dolly, poprzez fuzje jadra komorki somatycznej hodowanej in
vitro (fibroblast z tkanki gruczotu mlekowego) z enukleowanym oocytem. Mozli-
woS$¢ przeniesienia jadra komorki somatycznej i jej rozwoju do dojrzatego osobnika
(zywy dowdd — Dolly) stala si¢ najbardziej znanym wspolczesnym osiagnigciem
biologii rozwoju. Sukces ten zmusit do poprawienia (czy tez napisania od nowa)
podrecznikow biologii reprodukcji, a takze postawil §wiat wobec nowych naukowych
1 etycznych wyzwan. Klonowanie somatyczne zostato nastepnie pomys$lnie zastoso-
wane w rozrodzie wszystkich zwierzat gospodarskich, pséw i1 kotéw oraz zwierzat
laboratoryjnych, jakkolwiek z réznym powodzeniem. Dokonano réwniez migdzy-
gatunkowego klonowania somatycznego i uzyskano osobniki prymitywnej rasy bydta
— gaura, bantenga oraz muflona i jelenia wirginskiego. Milowe kroki w postgpie
klonowania somatycznego ssakow przedstawiono w tabeli 2 [15]. Do tej pory udato
si¢ sklonowac setki zywo urodzonych cielat i myszy, dziesiatki owiec, kdz i $win oraz
pojedyncze osobniki konia, psa i kota. Sg to jednak genetyczne kopie genomu
zawartego w jadrze komorkowym osobnika-dawcy, a nie jego wierne repliki, gdyz
maja m.in. mitochondrialny DNA oocytu dawczyni. W USA uzyskano jatoéwki
(z fibroblastow skory) bydta Charolais, a we Francji rasy Holstein. Spektakularnym
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osiagnigciem byto sklonowanie w Kanadzie jednego z najlepszych na swiecie buha-
jow (Hanoverhill Starbuck) i to w dwa lata po jego $mierci. W USA sklonowano
buhaje Blach Angus z genetycznie uwarunkowana odpornoscia na brucelozg. Stan-
dardowa procedura transferu jadra komorki somatycznej sktada si¢ z 3 etapow:
enukleacji oocytu, wprowadzenia w to miejsce komorki (lub jadra) dawcey 1 aktywacji
zrekonstruowanego zarodka. Komorki somatyczne dawcy otrzymuje sig obecnie od
zwierzat w roznym wieku (ptody, noworodki, mlode i starsze osobniki), a nawet
krotko po $mierci. Otrzymane do tej pory potomstwo wywodzi si¢ z okoto 200 tkanek
dorostych ssakow. Wydaje sig, ze niektore tkanki, a szczegdlnie obecne w ukladzie
rozrodczym (komorki ziarniste pgcherzyka czy nabtonka jajowodu oraz fibroblasty),
sa bardziej predysponowane do przenoszenia jader niz inne. W Polsce prace nad
klonowaniem zarodkowym i somatycznym ssakéw prowadzone sa od konca lat
osiemdziesiatych [93]. Opracowano m.in. oryginalna metod¢ bisekcji blastocyst
bydlecych [94] oraz uzyskano pierwsze na $wiecie blastocysty kota domowego
z wykorzystaniem dojrzatych in vitro oocytéw rekonstruowanych z jader komorek
wzgorka jajono$nego i fibroblastoéw plodowych. Duzym osiagnigciem os$rodka kra-
kowskiego, kierowanego przez prof. Smoraga, jest opracowanie nowej metody
chimerowego klonowania somatycznego krélika z wykorzystaniem pojedynczych
enukleowanych blastomeroéw jako biorcow egzogennych jader komoérkowych i uzys-
kanie nie tylko chimerowej blastocysty, a takze urodzonego potomstwa transgenicz-
nego z transgenem Tg (Wep-GM1). Urodzone kroliki byly rowniez pierwszymi
ssakami uzyskanymi ta metoda klonowania somatycznego [95]. Nalezy podkresli¢, ze
podstawy klonowania zarodkowego metoda izolacji blastomeréw oraz klonowania
chimerowego zostaly po raz pierwszy opracowane juz na przetomie lat 60/70 ubiegte-
go wieku przez Tarkowskiego iin. [104, 105]. Obecnie Modlinski i in. [72] wykorzys-
tuja enukleowane zygoty jako komorki-biorcy w procedurze klonowania.

Z naukowego punktu widzenia wyprodukowanie ,,Dolly” i nastgpne udane klono-
wanie zwierzat gospodarskich jest niewatpliwie najwigkszym osiagnigciem w rozro-
dzie zwierzat w ciagu ostatniego ¢wieréwiecza. Jednakze do tej pory ten sukces ma
bardzo maly lub niewidoczny wptyw na produkcje zwierzat. Jedna z wielu przyczyn
jest bardzo mata wydajnos$¢ dotychcezas stosowanych procedur, jak rowniez problemy
zdrowotne klonowanych zwierzat. Niestety, urodzone sklonowane osobniki obarczo-
ne sg wieloma wadami rozwojowymi, a ok. 50% cielat umiera w ciagu 3 dni po
urodzeniu. Opisano istnienie tzw. ,,zespotu klonowania” zwiazanego z réznorodnymi
zaburzeniami w przeprogramowywaniu genomu jader somatycznych, co prowadzi do
powstania okreslonego rodzaju anomalii rozwojowych. Termin ,,large offspring syn-
drome” uzywany jest obecnie do opisania licznych zaburzen i choroéb, przy czym duza
masa plodu jest tylko jednym z wielu objawow. Pocieszajace jednak jest stwierdzenie,
ze potomstwo (pierwsza i druga generacja) sklonowanych zwierzat jest zwykle
zdrowe, nawet jezeli pochodzi od dwoch sklonowanych rodzicow. Wyglada na to, ze
w zyciu klonéw, tak jak w zyciu spoteczenstw, pierwsze pokolenia musza by¢
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poswigcone dla korzystnego rozwoju nastepnych. Pomyslne jest rowniez spostrze-
zenie, ze uzytkowos¢ rozrodcza klonowanych samic nie r6zni si¢ od kontroli i ich
potomstwo jest zywe i normalne [50]. Prosigta uzyskane od klonowanych knurow
i loch sa normalne i zdrowe i nie r6znia si¢ liczba w miocie, masa przy urodzeniu,
Smiertelnoscia perinatalna i przy odsadzeniu.

Poznanie profili rozwoju pecherzykow jajnikowych u zwierzat
domowych i nowe osiagni¢cia w synchronizacji owulacji u bydla

Antralne pecherzyki w jajnikach zwierzat zostaly po raz pierwszy opisane przez
holenderskiego anatoma Regniera de Graafa w 1672 r. W tlumaczeniu jego pracy
znajdujemy wzmiankeg o tym, ze wielkos¢ pecherzykow zalezy od gatunku zwierzat.
U owcy i $wini osiagaja one ,,wielkos$¢ gradu”, a u krowy moga by¢ ,,wigksze od
czere$ni” [54]. Od czasow de Graafa nie przypisywano duzej roli pgcherzykom
jajnikowym w organizacji cyklu rujowego. Dopiero w 1922 roku Frank [32] stwier-
dzil, ze cykle powodowane sa dzialaniem jajnika na macicg, a rozwdj, wzrost oraz
owulacja pecherzyka jajnikowego jest wydarzeniem najwazniejszym — centralnym.
Brown [13] stwierdzit, ze liczne pgcherzyki sa zawsze obecne w cyklu rujowym
u bydta, ale pgcherzyk przeznaczony do owulacji zaczyna powigkszac si¢ w potowie
cyklu, a jego bardzo szybki wzrost nastgpuje po wystapieniu rui. Pierwszym, ktory
zaobserwowal, ze wzrost pecherzykow odbywa si¢ falami byt Rajakoski [83]. Obser-
wacje te pozostawaly kontrowersyjne az do lat osiemdziesiatych, kiedy Pierson
i Ginther [75], stosujac ultrasonografi¢ jako narze¢dzie nieinwazyjnego monitorowa-
nia jajnika, przesledzili wzrost i regresje poszczegolnych pecherzykow jajnika u tego
samego zwierzgcia 1 udowodnili, ze pgcherzyki antralne u bydla rosna grupowo
W sposoOb przypominajacy fale [76, 85, 88]. To odkrycie zostato nastepnie potwierdzo-
ne dla innych okresow aktywnos$ci rozrodczej bydta i innych gatunkéw. Obecnie fala
pecherzykowa jest charakteryzowana przez zsynchronizowany wzrost grupy peche-
rzykoéw, z ktorych jeden (lub wigcej) w sposob specyficzny gatunkowo, kontynuuje
wzrost, podczas gdy inne ulegaja atrezji w roznych okresach [28].

Powstalo szereg nowych terminéw stosowanych przy opisie fal pecherzykéw na
podstawie obserwacji ultrasonograficznych. Tak np. dzieh pojawienia si¢ fali lub
rekrutacji pgcherzykow jest pierwszym dniem fali, wtedy kiedy rosnaca grupa
pecherzykow jest wykrywalna przy uzyciu ultrasonografii. Chociaz pojawienie si¢
fali (ang. emergence) jest czgsto nazywane synonimowo rowniez rekrutacja (ang. re-
cruitment), to ostatnie okreslenie jest bardziej precyzyjnie definiowane jako wzrost
pecherzyka zalezny od gonadotropin [25]. Zwykle wzrost taki nastgpuje, kiedy
pecherzyki osiagaja $rednicg 4—6 mm u bydta i 2—4 mm u owcy. Selekcja pgcherzy-
kéw jest procesem, w ktérym nastepuje redukcja liczby rosnacych pecherzykow
w danej fali do ilo$ci pecherzykow ulegajacych owulacji u danego gatunku. W kazdej
pojawiajacej si¢ fali czgs¢ pecherzykow ulega tzw. dewiacji i wezesniej podlega
atrezji nie osiagajac rozmiarow pecherzyka dominujacego. U bydta — gatunku,
ktorego falowy profil wzrostu pgcherzykow jest bardzo dobrze scharakteryzowany —
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Tabela 3. Liczba fal pecherzykowych i $rednica pecherzykdéw w cyklu rujowym niektorych
gatunkow zwierzat (wg. Evansa [27])

Gatunek Maksymalna $rednica pecherzykow Pismiennictwo
liczba fal pecherzykowych  nieowulujace owulujace
w cyklu [mm] [mm]
Bydto 2lub3 10-15 12-20 [31, 38]
Owce 2-4 5-7 6-7 [6, 29, 40]
Kozy 31lub 4 5-9 6-9 [24, 39, 41]
Konie 11lub 2 30-45 40-55 [37]
Swinie 0 6-7 7-10 [22, 23]
Bawoty 21ub 3 10-16 13-18 [7, 68, 103]
Psy ? 1-2 7-11 [49]
Koty 1 kazdego 8-24 dnia ? 34 [86]
Lamy 1 kazdego 11-20 dnia 9-16 9-12 [1,17]
Wielbtady 1 kazdego 17—-19 dnia 17-64 9-19 [92]
Kury 0 6-8 powyzej 40 [35]
Czlowiek 2lub3 ? 23 [3]

w wigkszosci cykli rujowych wystepuja 2 lub 3 fale. Charakterystyke fali pecherzykow
u bydta i innych gatunkow zwierzat udomowionych przedstawiono w tabeli 3 [27].

Najnowsze badania zespotu Mihm [70] dostarczyly dowodéw, ze dominujacy
pecherzyk ,,pozbywa si¢” zaleznosci od FSH, ale staje si¢ zalezny od LH w czasie
niskiego poziomu FSH w przebiegu fali pgcherzykowej. Dzigki badaniom grup For-
tune [30], Irelanda [53] i Mihm [71] okre$lono ro6znice pomigdzy pecherzykami
dominujacymi a podporzadkowanymi. W czasie spodziewanej dewiacji pgcherzyk
dominujacy ma wyzsza warto$¢ estradiolu w ptynie pecherzykowym oraz wolnego
IGF-I. Zawarto$¢ tego czynnika wzrostu jest kontrolowana przez zachowanie rowno-
wagi zawarto$ci biatek wiazacych (IGFBP-4 1 IGFBP-5) i proteaz, jak PAPR-A (Preg-
nancy-Associated Plasma Protein-A). Biatka wiazace IGF zapobiegaja przytaczaniu
si¢ IGF-I do swojego receptora.

Wspotczesna wiedza dotyczaca czynnikow, centralnych i lokalnych, kontrolu-
jacych dynamike wzrostu pecherzykow i funkcje ciatka zottego, pozwolita na opraco-
wanie u bydta specjalnych systemow manipulowania jajnikiem na potrzeby insemi-
nacji w wyznaczonym czasie. Proponowane procedury regulacji owulacji u bydta
polegaja na zastosowaniu farmaceutykow porownywalnych z hormonami lub ich
analogami kontrolujacymi funkcj¢ jajnika u krowy. Nasladuja one naturalne fizjolo-
giczne procesy. We wczesnych latach siedemdziesiatych zastosowano PGF2a do
indukcji regresji ciatka zottego. Owczesne strategie polegaty na dwoch iniekcjach
PGF2a co 11 dni (jatowki) lub 14 dni (krowy w laktacji), zaktadajac, ze druga iniekcja
prostaglandyny spowoduje wyzszy poziom synchronizacji zwierzat w rui. Jednakze
ten sposob nie byt wystarczajaco precyzyjny do przeprowadzenia inseminacji w okre-
slonym czasie bez wykrywania rui. Wtasnie dzigki znajomosci dynamiki rozwoju
pecherzykoéw podczas cyklu rujowego stato sig jasne, ze synchronizacja pgcherzykow
powinna by¢ powiazana z indukowana regresja ciatka zottego w celu lepszej kontroli
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Rysunek 1. Protokét programu inseminacyjnego OvSynch dla wykonania sztucznej inseminaciji
w okreslonym czasie u krow po porodzie z zastosowaniem presynchronizacji [106]

czasu wystapienia rui. Wiadomo, ze sprowokowany przez podanie GnRH, wyrzut LH
powoduje owulacje i luteinizacje dominujacego pgcherzyka o srednicy okoto 10 mm.
Z drugiej strony luteinizacja dominujacego pecherzyka prowadzi do rekrutacji nowej
fali pecherzykowej, tak ze nowy pecherzyk dominujacy pojawia si¢ 7 dni pozniej,
kiedy juz mozna spowodowac regresj¢ oryginalnego lub indukowanego przez GnRH
ciatka zoltego (CL) i poprawi¢ precyzj¢ momentu wystgpienia rui. Tak zaprogramo-
wana sekwencja podawania hormondw jest podstawa programu inseminacyjnego
zwanego OvSynch (rys. 1). Protokot ten polega na iniekcji GnRH w dowolnym
okresie cyklu rujowego, w celu wywotania owulacji pecherzyka dominujacego
1 synchronizacji pojawienia si¢ nowej fali. Siedem dni p6zniej podaje si¢ PGF2a
w celu regresji oryginalnego CL i nowo powstatego (po iniekcji GnRH). Nastgpnie
podaje si¢ ponownie GnRH po 48 godz. wywotujac zsynchronizowana owulacje
24-32 godz. p6zniej. Program ten rozbudowany zostat wspotczesnie dodatkowymi
programami: desynchronizacja (ReSynch), posynchronizacja i reinseminacja.

Mechanizm luteolizy, kontrola funkcji cialka zoltego
i matczyne rozpoznanie cigzy

Prace nad funkcja ciatka zottego u krowy i owey zapoczatkowat William Hansel,
odkrywajac juz w 1964 roku, ze LH jest gtbwnym hormonem luteotropowym [47].
Niezwykla zywotno$¢ naukowa tego badacza pozwolita mu prawie pdl wieku poz-
niej, okresli¢ rolg tlenku azotu (NO) i endoteliny w regresji ciatka zottego. Do roku
1980 generalnie juz akceptowano, ze: 1) LH jest gtowna (i przypuszczalnie jedyna)
luteotroping przysadkowa [47, 51]; 2) macica jest miejscem powstania luteolizyny
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i przekazuje sygnat do ciatka zottego poprzez lokalny mechanizm [2, 14, 36];
3) PGF,, pochodzenia macicznego osiaga przylegly, posiadajacy CL jajnik poprzez
mechanizm zylno-tetniczego transferu powodujac lutealna regresje [36, 48]. W latach
osiemdziesiatych utrwalil si¢ rowniez poglad, ze u przezuwaczy indukowane przez
oksytocyneg luteolityczne pulsy PGF,, powoduja funkcjonalna i strukturalna regresje
CL w procesie zwanym luteoliza.

W dominujacych do dzi$ koncepcjach luteolizy CL proces ten rozpoczynajacy si¢
w luminalnym i gruczotowym nabtonku endometrium wymaga nastgpujacych po
sobie dziatan progesteronu, estrogenow i oksytocyny. Ciagta ekspozycja endomet-
rium na progesteron podczas fazy lutealnej powoduje regulacje w dot receptorow
progesteronu (okoto 11 dnia cyklu), co przerywa hamujacy wptyw progesteronu na
ekspresje receptora estradiolowego a (ERa) i receptora oksytocyny (OTR). ERa
pojawia si¢ ponownie 11-12 dnia post-estrus, tuz przed wystapieniem receptorow
oksytocyny (OTR) w dniach 13 i 14 cyklu. Oksytocyna (OT) wiaze si¢ z OTR
w nabtonku endometrium i zwigksza uwalnianie luteolitycznych pulsow PGFy,
poprzez sciezke cyklooksygenazy-2 (COX-2), powodujac regresje CL. U cigzarnej
owcy interferon tau (IFNt), ktory jest syntetyzowany i wydzielany przez wydtuzajacy
si¢ zarodek, poczawszy od 10 dnia ciazy wiaze si¢ do swojego receptora w nablonku
luminalnym endometrium i hamuje transkrypcje genu ERca. To dzialanie IFNt
zapobiega formowaniu OTR, powodujac podtrzymanie funkcji CL i produkcje pro-
gesteronu. Interesujace jest, ze IFNT nie hamuje ogdlnej produkcji PGF,,, ktoranawet
jestwigksza u cigzarnych owiec niz cyklicznych oraz nie wptywana ekspresje COX-2
w nabtonku endometrium wczesnocigzarnych owiec [96]. W badaniach mechaniz-
mow kontroli funkcji ciatka z6ttego, luteolizy i matczynego rozpoznania cigzy bardzo
mocno zaangazowane sa polskie zespoty badawcze od konca lat siedemdziesiatych
XX wieku. Kilka lat wczesniej donioste badania nad funkcja PGF,, u owcy i krowy
prowadzit Bernard Barcikowski [5, 69]. Zainspirowane przez Krzymowskiego [62]
prace nad luteoliza i funkcja ciatka zottego u $wini [56, 118] zaowocowaly szeregiem
odkry¢ i nowych koncepcji regulacji jajnika u §wini i krowy.

Badania Krzymowskiego i Stefanczyk-Krzymowskiej doprowadzity do odkrycia
i udokumentowania nieznanych wcze$niej mechanizmoéw dziatania lokalnego syste-
mu zwrotnego i docelowego transferu hormonow jajnikowych w obszarze okotojajni-
kowego kompleksu naczyniowego, a szczegdlnie zwrotnego transferu prostaglandyn
w obszarze naczyn krwionosnych i limfatycznych krezki macicy, zapewniajacego
regulacje ukrwienia macicy [63, 65,97, 98, 99]. Opracowano réwniez i opublikowano
oryginalna, wlasna teori¢ wyjasniajaca mechanizmy przebiegu regulacji cyklu rujo-
wego u zwierzat, ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu ukrwienia endometrium
i powstajacej hipoksji w macicy na przebieg regulacji cyklu rujowego [61].

W nurt badan nad funkcja ciatka zottego u bydta wiaczyt si¢ mocno zesp6t prof.
Jana Kotwicy. Wykazal on bowiem znaczenie lokalnej stymulacji B-adrenergicznej
jako czynnika wspierajacego czynnos¢ ciatka zottego [57]. Wplyw ten odbywa sig
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poprzez oddziatywanie na aktywnos$¢ enzymow oraz ekspresje genow dla biatka
STAR ienzymow steroidogenezy [84]. Wazna publikacja byto zakwestionowanie roli
oksytocyny jako czynnika inicjujacego luteolize w czasie cyklu jajnikowego u krowy
[59]. Poglad ten, podtrzymywany zreszta przez innych badaczy, zbiezny jest z hipote-
za, ze w luteolize CL u wielu gatunkéw zwierzat zaangazowany jest ,,plejotropowy
kompleks” wielu czynnikéw, jak oksytocyna, LH czy TNFa [117], ktore niezaleznie
od siebie, moga zwigkszaé¢ syntezg i uwalnianie PGF,,,.

Kotwica i in. [58] wykazali rowniez stymulujacy wptyw progesteronu na swoja
wlasng syntez¢ w CL u bydla. Tzw. autoregulacja syntezy progesteronu, czyli
stymulujacy wplyw tego hormonu na aktywnos$¢ enzymow oraz na wzrost mRNA dla
enzymow steroidogenezy w CL i na nasilenie proceséw antyapoptycznych [84]
obowiazuje prawdopodobnie w CL innych gatunkéw zwierzat.

Skarzynski 1 in. wykazali m.in., ze jednym z gléwnych czynnikow zaangazo-
wanych w regulacje luteolizy u krowy jest cytokina TNFa, ktora uwalnia PGF,,,
z macicy oraz bezposrednio dziata na CL, powodujac jego regresje [89, 91]. IFNT na-
tomiast hamuje stymulowane przez TNFa wydzielanie PGF,, w procesie matczyne-
go rozpoznania ciazy [74]. Rolg uniwersalnego mediatora PGF,, i TNFa w ich dzia-
taniu na CL krowy podczas luteolizy petni NO [89, 90], syntetyzowany lokalnie w CL
krowy, stymulujac uwalnianie prostaglandyn i hamujac syntez¢ progesteronu [91].
Najistotniejszym odkryciem zespolu Skarzynskiego jest wykazanie po raz pierwszy,
ze zahamowanie lokalnej syntezy NO w narzadzie rodnym krowy, powstrzymuje
indukowana przez PGF,, luteoliz¢ [91]. TNFa 1 NO sa wigc glownymi auto/pa-
rakrynnymi regulatorami oddziatywania PGF,, w procesie kontroli funkcji CL.

Regulacja funkcji CL jest bardzo ztozona i, oprécz wymienionych wyzej czyn-
nikow, wptywa na nig LH i prolaktyna [42, 43, 118] oraz hormony metaboliczne jak
TSH [46] czy GH, IGF-1 i leptyna [45, 81, 82].

U $wini wydluzajacy si¢ zarodek syntetyzuje i wydziela estradiol, ktory jest
gltéwnym czynnikiem utrzymujacym funkcje CL [34]. Podobnie jak u przezuwaczy,
luteolizyna u $wini jest PGF,,, cho¢ podawanie jej in vivo obniza zawarto$¢ pro-
gesteronu we krwi od 12 dnia cyklu rujowego i rozpoczyna regresj¢ tkanki lutealnej
[62]. Krzymowski i in. [64] i Stefanczyk-Krzymowska i in. [98] sugeruja, ze mecha-
nizm ochronny ciatek zottych oparty jest na wychwycie PGF,, w obrgbie wigzadta
szerokiego macicy, a PGF,, transportowana jest nastgpnie do macicy z krwi tgtniczej
na zasadzie przenoszenia zwrotnego. Luteotropowo/antyluteolityczne dziataie PGE,
jest powszechnie znane.

Zawarto$¢ mRNA i biatka COX-2, kluczowego enzymu pierwszego etapu synte-
zy prostaglandyn, znacznie podnosi si¢ w btonie §luzowej macicy podczas luteolizy
u loszek, a u cigzarnych zwierzat ten wzrost utrzymuje si¢ rowniez w czasie implan-
tacji[9]. Ekspresja transkryptow koncowych enzymow szlaku syntezy prostaglandyn
F2o (PGES) 1 E, (PGES-1), ktorych wykazanie byto mozliwe dzigki sklonowaniu ich
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cDNA [107], potwierdzity potencjalna rolg¢ PGFS w regulacji luteolizy u $wini.
Stwierdzono réwniez wysoka ekspresj¢ mPGES-1 w endometrium przed implantacja.

Ostatnio wykazano, ze juz 11-12-dniowe zarodki §wini maja kompletny system
enzymatyczny na poziomie genu i biatka wlasnie do syntezy prostaglandyny E, [108].
W tym czasie zarodki nie maja zdolnosci syntezy PGF,,, ktora to pojawia si¢ w 14
dniu. Dodatkowo estradiol hamuje enzymy zaangazowane w syntezg PGF,,,
aszczegolnie 9-ketoreduktaze. Razem powoduje to wzrost podazy PGE,, co zwigksza
stosunek PGE,; : PGF,,, newralgiczny dla podtrzymania funkcji ciatka zottego, co
wykazaty m.in. Gregoraszczuk i Michas [44].

Roznicowanie plci (seksowanie)

Roéznicowanie plci potomstwa, z mozliwoscia wyprodukowania wigkszej ilosci
jatowek do remontu stada, bytoby bardzo przydatne dla hodowcow bydta mlecznego.
Do niedawna jedyna opcja byto seksowanie zarodkéw. Pojedyncza komorka moze
by¢ potencjalnie przebadana nie tylko na obecnos¢ chromosomow X iY, ale rowniez
na ekspresj¢ nieograniczonej ilosci gendw lub zmian chromosomalnych.

W 1987 roku Larry Johnson z USDA (USA) wprowadzil metodg sortowania
nasienia oparta na zawartosci DNA. Przy uzyciu barwnika fluoroscencyjnego (Hoecht
33342) wiazacego si¢ z kwasami nukleinowymi, nasienie zostalo oznakowane i sorto-
wane w specjalnym fluoroscencyjnym sorterze komorkowym (FACS). Plemniki
z chromosomem X zawieraja wigcej DNA, a tym samym wigcej barwnika, i moga by¢
oddzielone od plemnikow Y. Technologia ta jest obecnie komercyjnie dostgpna
w USA. Wystepuja jednak duze niedogodnosci zwigzane z technologia seksowania
nasienia. Po pierwsze jest to proces bardzo powolny, o wydajnosci okoto 150 do 200
stomek nasienia/urzadzenie w ciagu dnia. Dla poréwnania, mleczne farmy USA
uzywaja prawie 44000 porcji nasienia kazdego dnia. Dodatkowo, wiele plemnikow
ulega uszkodzeniu w procesie sortowania i az 70% nie moze by¢ przesortowana
z powodu uszkodzen lub tez braku ,,wyznakowania”. Drugim problemem jest niski
procent zaptodnienia (35% vs 55% dla ,,nieseksowanego” nasienia) chociaz uzyskuje
si¢ 95% planowanej ptci. W Polsce, na poczatku lat dziewigédziesiatych XX wieku,
w Instytucie Zootechniki, rozpoczeto prace nad metodami regulacji ptci u zwierzat
domowych [111] stwierdzajac, szybszy rozwoj in vitro zarodkéw bydlgcych pici
meskiej. W 2003 roku uzyskano pierwsze ciel¢ urodzone po inseminacji nasieniem
seksowanym [11]. Stwierdzono rowniez silny wptyw nawet niewielkich uszkodzen
chromatyny plemnikowej na obnizenie ptodnosci buhajow [12], ale nie ogieréw[10]
po procedurze réznicowania pici.
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Rozmieszczenie zespolow biologii rozrodu w Polsce
i proba analizy poziomu badan na tle osiggnig¢¢ Swiatowych

Obecnie w Polsce istnieje ponad 50 zespotow naukowych prowadzacych badania
w zakresie szeroko rozumianej biologii rozrodu ssakow, ptakow i ryb, skupionych
w gtownie 10 osrodkach (Srodowiskach) reprezentujacych uczelnie akademickie, przede
wszystkim akademie rolnicze, instytuty PAN i resortowe (rys. 2). Dwa najsilniejsze
inajliczniejsze to Srodowisko olsztynskie (UW-M 1 IRZBZ PAN) i krakowskie (AR, UJ
i 1Z). Na trzecim miejscu, ale w sporym dystansie od Olsztyna i Krakowa, plasuje si¢
srodowisko warszawskie (instytuty PAN w Jablonnie i Jastrzebcu oraz SGGW) z o§mio-
ma zespotami. W pozostatych o$rodkach pracuja po 2-3 zespoly. Na podkreslenie
zastuguje pojawienie si¢ nowych grup w Rzeszowie i Siedlcach. Nalezatoby postawic¢
pytanie, jaki jest udziat badan prowadzonych w Polsce w nauce $wiatowej w zakresie
biologii rozrodu zwierzat. Hryniewicz [52] podaje cztery kryteria wktadu danej dys-
cypliny do nauki $wiatowej. Sa to:
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Rysunek 2. Liczba zespotéw naukowych biologii rozrodu zwierzat w 10 osrodkach w Polsce
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e liczba prac publikowanych w czasopismach o migdzynarodowym zasi¢gu i liczba
cytowan tych prac w literaturze naukowe;j;

e liczba wyglaszanych referatow plenarnych na konferencjach miedzynarodowych;

e organizacja w Polsce migdzynarodowych konferencji z danej dyscypliny naukowej;

e udziat w migdzynarodowych programach badawczych.

Uwaza si¢ rowniez, ze ,,liczba cytowan to podstawowy wskaznik jakosci publi-
kacji naukowych, bo tylko nowatorskie prace sa przywolywane wielokrotnie” [60].
Przyjmujac liczbg cytowan jako uproszczony wskaznik ,,wktadu” biologii rozrodu
zwierzat w Polsce do nauki §wiatowej, w tabeli 1 zaznaczono gwiazdkami (od 1 do 4)
udziat polskich zespotow. Udziat ten jest zauwazalny w wigkszos$ci wytypowanych
przez zagranicznych ekspertdw zagadnien, jakkolwiek najwigcej cytowan polskich
naukowcow dotyczy mechanizmu luteolizy i kontroli funkcji cialka zottego oraz
problemu matczynego rozpoznania cigzy. Badania nad klonowaniem zarodkowym
i somatycznym wykonywane w Polsce sa rowniez mocno reprezentowane
w pisSmiennictwie Swiatowym. W tabeli 4 przedstawiono ilo$¢ cytowan polskich
lideréw zespolow zaangazowanych w badania biologii rozrodu ssakoéw z zaznacze-
niem srodowiska naukowego, liczby cytowan (wyrazonej w przedziatach) i reprezen-
towanej specjalnos$ci. Najwigksza liczba cytowan w tej grupie osoéb wg SCI szczyci
si¢ prof. Barbara Bilinska z UJ (przedziat 500-600 w ciagu ostatnich 10 lat), reprezen-
tujaca andrologi¢. Biorac pod uwage tylko rozrod ssakow w czotowej dwunastce
najczegsciej cytowanych autoréw — 8 reprezentuje endokrynologig rozrodu, 2 — andro-
logig 12 —biotechnologig, przy czym reprezentowane sa tylko srodowiska krakowskie
i olszynskie w 50 procentach. Poszerzajac liczbe cytowan liderow grup o osoby

Tabela 4. Liczba cytowan polskich liderow zespotéw biologii rozrodu ssakéw w okresie
1996-2006 z uwzglednieniem srodowiska naukowego i specjalnosci naukowej (wg Institute for
Scientific Information — Science Citation Index)

Lp. Srodowisko Liczba cytowan Specjalnosé
naukowe 5o 100 100-200  200-400  400-500  500-600 M2ukowa
1. Krakéw X andrologia
2. Olsztyn X endokrynologia
3. Olsztyn X endokrynologia
4. Olsztyn X endokrynologia
5. Krakow X endokrynologia
6. Olsztyn X endokrynologia
7. Krakow X biotechnologia
8. Olsztyn X andrologia
9. Olsztyn X endokrynologia
10. Krakéw X endokrynologia
11.  Krakéw X biotechnologia
12.  Krakéw X endokrynologia
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Tabela 5. Liczba cytowan polskich lideréw zespotéw biologii rozrodu kregowcow (ssaki, ptaki
ryby) w okresie 1996-2006 z uwzglednieniem srodowiska naukowego i specjalnosci naukowej
(wg Institute for Scientific Information — Science Citation Index)

Lp. Srodowisko Liczba cytowan Specjalnos¢
naukowe g 100 100200 200400  400-500 500-600 "2UKOWa
1 Olsztyn X andrologia
2 Krakow X andrologia
3 Olsztyn X endokrynologia
4 Olsztyn X endokrynologia
5 Olsztyn X endokrynologia
6 Krakow X endokrynologia
7 Olsztyn X endokrynologia
8  Olsztyn X andrologia
9 Krakow X biotechnologia
10 Olsztyn X andrologia
11 Olsztyn X endokrynologia
12 Krakéw X endokrynologia
13 Krakow X biotechnologia
14 Krakéw X endokrynologia
15 Warszawa X biotechnologia
16 Krakow X biotechnologia
17 Warszawa X neuroendokrynologia
18 Warszawa X neuroendokrynologia
19 Olsztyn X endokrynologia
20 Olsztyn X patologia rozrodu
21 Olsztyn X endokrynologia
22 Bydgoszcz X rozrod ptakow
23  Olsztyn X endokrynologia
24 Poznan X biotechnologia

zajmujace si¢ rozrodem ptakéw i ryb oraz wydtuzajac ja do 24 pozycji, otrzymujemy
petniejszy przeglad wktadu polskich naukowcow do nauki §wiatowej (tab. 5). W tym
ustawieniu pateczke lidera przejmuje prof. Andrzej Ciereszko zIRBZ PAN w Olszty-
nie — androlog ryb, nieznacznie wyprzedzajac prof. Bilinska. W dalszym ciagu
przoduje endokrynologia rozrodu (11 0séb), przed biotechnologia i andrologia (odpo-
wiednio 5 i 4 osoby). Na tej rozszerzonej liscie znajduje si¢ rowniez neuroendokry-
nologia (2 osoby) oraz patologia rozrodu i rozréd ptakow (po 1 osobie).

Geograficznie, na pierwszym miejscu jest Olsztyn (50%) przed Krakowem
(29,1%) i srodowiskiem warszawskim (12,5%). W tabeli 5 pojawili si¢ tez przedsta-
wiciele Bydgoszczy i Poznania.
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Biologia rozrodu samca

Analiza oceny polskiego wktadu biologii rozrodu do dorobku ogolno§wiatowego
na podstawie cytowan, wyraznie wskazuje, ze opracowana lista najwazniejszych
osiagni¢¢ tylko na podstawie zagranicznej ankiety nie zwiera andrologii rozrodu.
Przyczyna tego moze by¢ fakt, ze wérdd zagranicznych ankietowanych nie byto
andrologéw. Andrologia w Polsce ma dluga tradycje, a polscy prekursorzy w pismien-
nictwie §wiatowym to: Wierzbowski S., Wierzcho$ E. 1969. Cannulation of the vas
defferens in the boar. J. Reprod. Fertil. 19: 173—175 oraz Strzezek J., Wotos A. 1974.
Some biochemical and immunological properties of a 5’-nucleotidase of bull seminal
plasma. J. Reprod. Fertil. 40: 197-201.

Nastepne lata przyniosty niepodwazalny rozwdj badan nad biologia rozrodu
samca, z uwzglednieniem zagadnien technologicznych nasienia (konserwacja i krio-
konserwacja, rozdziat plemnikow X i Y) w roznych o$rodkach naukowych kraju.
Pionierem badan biochemii meskiego uktadu rozrodczego zwierzat gospodarskich
w Polsce jest prof. Jerzy Strzezek. Zainteresowania zespotu prof. Strzezka dotycza
trzech gtéwnych probleméw badawczych, rozwiazywanych przede wszystkim na
modelu knura:

1. Czynniki wptywajace na produkcje i jako$¢ nasienia.
2. Proteomika plazmy nasienia.
3. Kriobiologia nasienia (kriobiochemia).

Wizytowka naukowa zespotu w ciagu ostatnich dziesigcioleci sa badania nad
biatkami plazmowymi réznych gatunkéw zwierzat. Badania te mieszcza si¢ w no-
wym kierunku badawczym — proteomice, zajmujacym si¢ poroOwnywaniem proteo-
mow — zespotow biatek kodowanych przez genom z uwzglednieniem ich struktury,
lokalizacji, modyfikacji, interakcji, aktywnosci i funkcji. Sposrdd licznych substancji
biatkowych i peptydowych izolowanych i oczyszczonych przez zespdl [101, 102,
115] wyrozni¢ nalezy badania nad kompleksem glikoproteinowym o m.cz. 54 kDa
(Gp 54), izolowanym z ptynu gruczotdéw pecherzykowych knura [100]. Obok unikal-
nych wilasciwosci biologicznych (m.in. immunosuppresorowe, antyproteolityczne,
hemoglutacyjne) analiza sekwencji aminokwasow wykazata homologi¢ Gp 54
z sekwencjami plazmowych biatek adhezyjnych (spermadhezyny AQN-3 AWN
i DQH) [77].

Lider rankingu prac z zakresu rozrodu ssakow — prof. B. Bilinska za znaczace
osiagnigcia w swoim dorobku naukowym, ujmujac chronologicznie, uwaza:

1. Wykazanie korelacji pomigdzy morfologia, a funkcja in vitro komorek Leydiga
gryzoni (udziat cytoszkieletu w procesie steroidogenezy).

2. Wykazanie parakrynowych oddzialywan pomigdzy komoérkami Leydiga, Sertolie-
go, produktami kanalika nasiennego oraz makrofagami tkanki interstycjalne;.

3. Okreslenie aktywnosci, ekspresji i miejsca dziatania aromatazy u samcoéw szczu-
ra, nornicy rudej, konia i cztowieka.
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Najczesciej cytowane jej prace to:

1. Levallet J., Bilinska B., Mittre H., Genissel C., Fresnel J., Carreau S. 1998.
Expression and immunolocalization of functional cytochrome P450 aromatase in
mature rat testicular cells. Bio/ Reprod 58: 919-926 (indeks cytacji = 117).

2. Carreau S., Genissel C., Bilinska B., Levallet J. 1999. Sources of oestrogen in
the testis and reproductive tract of the male. /nt. J .Androl. 22: 211-223 (indeks
cytacji =91).

3. Bilinska B., Lesniak M., Schmalz B.. 1997. Are ovine Leydig cells able to
aromatize androgens? Reprod. Fertil. Develop. 9: 193—199 (indeks cytacji=36).

Uwagi koncowe

Podsumowujac $wiatowe osiagnigcia mozna stwierdzi¢, ze za najwazniejsze
uznano te dotyczace biotechnologii i biotechniki rozrodu, a takze badania wyjasnia-
jace regulacje funkcji gonad. Biologia rozrodu zwierzat w Polsce jest widoczna na tle
osiagni¢¢ $wiatowych i nalezy do najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ dyscyp-
lin naukowych w kraju.

Przedstawione powyzej obserwacje byty proba obiektywnego spojrzenia na naj-
wazniejsze osiagnigcia w rozrodzie ssakow ostatniego cwieré¢wiecza. Jednak, wedtug
prof. Krzymowskiego, Polska ma swoja specyfikg, ze wzgledow zrozumiatych trudno
zauwazalng w $wiecie. Wynika ona z kompetencji naukowej grupy badaczy-fizjo-
logéw, ktora zainicjowata i rozwingta do znaczacych rozmiaréw badania naukowe
w latach szes¢dziesiatych i siedemdziesiatych oraz wyksztalcita kadre i uksztattowata
polskie szkoly naukowe z tego zakresu badan, posiadajace dzi$ znaczacy dorobek
publikacyjny i znaczaca kadr¢ naukowa. Fundamenty badan nad regulacjami fizjolo-
gicznymi w zakresie rozrodu samicy, ktore zawazyly o rozwoju podstawowych badan
nad regulacja rozrodu, stworzone zostaty gldwnie w trzech osrodkach naukowych
przez trzech fizjologow:

o wInstytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN przez fizjologa prof. Eugeniusza
Domanskiego,

e w Instytucie Fizjologii Zwierzat Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie
przez fizjologa prof. Tadeusza Krzymowskiego,

e w Katedrze Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie przez
fizjologa prof. Stanistawg Stoktosowa.

Rezultatem rozwoju o$rodkow w Jabtonnie, Olsztynie i Krakowie i miarg wska-
zujaca na rozlegto$¢ badan bylta i jest wyksztatcona tam i pracujaca kadra naukowa
profesoréw i doktorow habilitowanych, skoncentrowanych na wyjasnianiu niezna-
nych dotad mechanizmoéw fizjologicznych regulacji rozrodu u samicy.

Lacznie we wspomnianych trzech osrodkach zaangazowanych bylo okoto 30
samodzielnych pracownikéw naukowych, prawie wytacznie skoncentrowanych na
badaniach rozrodu u samicy. Jesli liczbg profesorow i doktorow habilitowanych,
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zaangazowanych w podstawowych badaniach fizjologicznych, poréwnaé z liczba
pracownikow zajmujacych si¢ fizjologicznymi badaniami stosowanymi (okoto 10
0sob gtownie w Instytucie Zootechniki i katedrach AR) lub badaniami z zakresu
patologii rozrodu (okoto 10 0s6b z wydzialdéw medycyny weterynaryjnej) — to
zrozumiala jest znaczaca przewaga podstawowych badan fizjologicznych nad inny-
mi. Jest to odwrotnie niz w wigkszosci panstw europejskich i w innych krajach $wiata,
gdzie zdecydowanie przewazaja badania ukierunkowane na problematyke zwiazana
z praktyka zootechniczng 1 weterynaryjna, a katedry fizjologii zwierzat zajmuja si¢
tradycyjnie innymi problemami niz rozrod.

Nalezy odr6zni¢ pojedyncze, nawet bardzo cenne publikacje, ktore wlaczajq sig
w nurt badan §wiatowych i uzupetniaja je, od oryginalnych, wlasnych, konsekwentnie
prowadzonych badan koncepcyjnych, zmierzajacych do pokazania nieznanych me-
chanizmow regulacyjnych. Te ostatnie stanowia istotny, liczacy si¢ dorobek polskiej
szkoty naukowej, nalezy je zauwazac i szczyci¢ si¢ nimi.

W Instytucie Fizjologii i Zywienia PAN w Jablonnie utworzona zostata szkota
naukowa neuroendokrynologdw. Jej specjalnos¢ to badania mechanizméw neuralnej,
osrodkowej regulacji rozrodu, a szczego6lnie badania mechanizmoéw regulacyjnych
powiazanych z rozrodem w obszarze roznych jader podwzgorza. Zespot pracow-
nikow przez okoto 40 lat — jak rzadko na $wiecie — konsekwentnie, niezaleznie od
wzgledow koniunkturalnych, prowadzit podstawowe, tworcze badania neuroendo-
krynologiczne, wykazujac w swojej waskiej, ale bardzo znaczacej specjalnosci, duza
konsekwencjg i uzyskujac liczacy si¢ dorobek naukowy.

Olsztynska szkota naukowa fizjologow skoncentrowata si¢ na hormonalnej regu-
lacji czynnosci narzadow rodnych samicy, ze szczegolnym uwzglednieniem regulacji
lokalnych. Ze wzgledu na bardzo liczny zespdt pracownikoéw prowadzacych badania
nad fizjologia rozrodu samicy, w $cisle ze soba wspotpracujacych dwdch instytu-
cjach, amianowicie w Katedrze Fizjologii Zwierzat UW-M i w Oddziale Endokryno-
logii i Patofizjologii Rozrodu Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN,
powstala liczaca si¢ szkota naukowa, o szerokim profilu badan, ale konsekwentnie
poglebiajaca wiedzg gtownie w zakresie lokalnych regulacji hormonalnej czynnosci
narzadow rodnych samicy (jajnik, jajowod, macica) w cyklu i wczesnej ciazy.

W Krakowie powstat liczacy si¢ w nauce o$rodek wyspecjalizowany w badaniu
mechanizmoéw regulacyjnych na poziomie komorki, ktory stworzyt w Polsce i roz-
winat badania oparte na metodach hodowli izolowanych komorek in vitro.

Potwierdzeniem tezy o dominacji badan fizjologicznych nad innymi w Polsce sa
dane w tabeli 5. Przedstawiciele nauk fizjologicznych — endokrynologii i neuroendo-
krynologii zajmuja ponad potowe (54,1%) miejsc na liscie najczgsciej cytowanych
0s0b z zakresu rozrodu kregowcow.
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The most important achievements
in mammalian biology reproduction
in the world during last quarter of the century

Key words: biology of reproduction, achievements, mammals

Summary

On the basis of inquiry among 25 respondents from different countries, the most
important achievements in mammalian reproductive biology were presented. Up to 22
topics were proposed in total. The first five positions among them, according to the
number of votes, received the following accomplishments:

1) somatic cell cloning (Dolly) — 16,
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2) understanding of follicular waves in some domestic animal species and new ap-
proaches to synchronization of ovulation in cattle — 10,
3) mechanism of luteolysis and control of CL function — 6,
4) sexing, spermatozoaand embryos— 6 and 5) maternal recognition of pregnacy — 6.
An attempt was made to analyse the scientific level of Polish research groups in
comparison to the world’s achievements on the basis of citation number according to
SCIL
Most quotations of Polish scientists concern the mechanisms of luteolysis and
control of corpus luteum function, maternal recognition of pregnacy as well as the em-
bryonic and somatic cell cloning. The accurate examination of Polish reproductive bi-
ology contribution into worldwide acquirement indicates that the worked out list did
not include andrology of reproduction, although the biology of male reproduction
biology has in Poland a long tradition and incontrovertible achievements, especially
concerning factors affecting production and quality of semen, proteomic of semen
plasma and semen cryobiology. The highest number of quotations in worldwide bibli-
ography belong to the representatives of andrology.
Summarizing the world achievements, it should be emphasized that the most
important topics are these concerning biotechnology and biotechnics in reproduction
as well as the studies explaining control of gonadal function.
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Stowa kluczowe: bydto, rozrdéd, biotechniki w rozrodzie

W Polsce jest obecnie okoto 2,7 mln kréw mlecznych, podczas gdy stado krow ras
migsnych liczy tylko kilkanascie tysigcy sztuk. Pod kontrolg uzytkowosci byto 18,9%
kréw mlecznych i w tej grupie $rednia wydajnos¢ wynosita 6500 kg mleka za okres 298
dni. Przecigtny okres migdzywycieleniowy wynosit 416 dni, czyli okres jalowienia
trwal srednio 5 miesigcy. Dane te odnosza si¢ do stad o $redniej wielkosci 28 krow.

Zaznaczy¢ nalezy, ze przed okresem udomowienia bydta i ich mlecznym uzytko-
waniem, krowy wytwarzaly taka ilos¢ mleka, ktora miata zaspokoi¢ potrzeby zywie-
niowe narodzonego cielgcia. Krowy ras migsnych, ktore w tradycyjny sposob odcho-
wuja cielgta, wytwarzaja 1000-1500 kg mleka podczas laktacji. W takiej sytuacji
laktacja nie stanowita zbyt duzego obciazenia organizmu matki, dlatego tez energia
i sktadniki paszy zapewnialy zar6wno homeostazg jej organizmu jak i regularng
cykliczno$¢ proceséw rozrodczych.

W takim ujeciu intensywna praca hodowlana, nakierowana na zwigkszenie wy-
dajno$ci mlecznej, istotnie zmienita ten stan, gdyz selekcja jakiejs cechy to jest takze
forma manipulacji genetycznej. Wiadomo bowiem, ze wybor czyli selekcja jednej
cechy sprawia, ze pomniejszona zostaje szansa ujawnienia sig innej cechy. Wynika to
z teorii o samolubnym genie Richarda Dawkinsa [7]. Przypomnie¢ nalezy, ze gen to
tyle co przepis na biatko. To instrukcja na syntez¢ biatka w komorce, najczgsciej
biatka enzymu kierujacego Scisle okreslonym procesem w organizmie. Czyli gen
realizujac swoj program, bedzie uszczuplat mozliwosci ekspresji innego genu. Stad
tez rozprzestrzenienie si¢ jednej lub kilku cech pozadanych z punktu widzenia
kierunku uzytkowania zwierzecia, ograniczy szanse ujawnienia si¢ innych cech. Przy
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czym te nieujawnione cechy (o czym nie wiemy na pewno) moga okazac¢ si¢ wazne
lub nawet bardzo wazne dla utrzymania stanu homeostazy, a wigc stanu zdrowia
zwierzecia.

Zatem selekcja nakierowana na wigksza mleczno$¢ lub na przyrosty migsni,
w konsekwencji pomniejsza szanse zabezpieczenia, na niezb¢dnym poziomie, potrzeb
bytowych zwierzgcia. Moze to zawazy¢ na jego przysztym zdrowiu oraz powigkszy
si¢ prawdopodobienstwo wystapienia zaklocen w rozrodzie. Stad juz blisko do
uprawnionej konkluzji, ze wigkszos¢ problemow, z ktorymi mamy do czynienia
w intensywnej hodowli, to cena za postgp osiagnigty w dazeniu do ekspresji cech,
ktore wczesniej uznalismy za wazne.

Mozliwe nawet, ze wysokowydajne zwierzg zostalo tak zmienione, iz szereg
weczesniejszych przystosowan biologicznych, zapewniajacych homeostaz¢ organizmu,
zostalo bezpowrotnie rozregulowanych i utraconych. Jesli wigc przedstawiona argu-
mentacja jest poprawna, to doszliSmy w niej do punktu, ktory by¢é moze utatwi
peniejsze zrozumienie nowych probleméw wysoko intensywnej hodowli. Mozliwe
takze, iz pozwoli to wyzby¢ sig¢ ztudzen, ze kiedys problemy te definitywnie rozwiaze-
my. Raczej nalezy sadzi¢, ze raz zachwiana homeostaza organizmu, taka juz pozosta-
nie na wiele lat. Moze i na zawsze. Zmienne beda jedynie symptomy, za pomoca
ktorych zwierzg bedzie nam to ujawniaé.

Dlatego zmiany genetyczne osiagnigte na drodze postgpu hodowlanego sprawity,
ze geny warunkujace mleczno$¢, przesungly wykorzystanie energii paszy na produk-
cje mleka, oslabiajac szereg procesow sktadajacych si¢ na zdrowie zwierzecia i za-
ktocajac procesy rozrodu. Wyraza si¢ to migdzy innymi zjawiskiem tzw. ujemnego
bilansu energetycznego, powodujacego utrat¢ masy ciala nawet do 10-12% w pier-
wszych tygodniach laktacji. Stad tez jest norma w intensywnej hodowli, ze wzrost
wydajnosci mlecznej wymaga rownolegle wigkszych naktadow na ochrong zdrowia,
wydhuza okresy migdzywycieleniowe oraz powoduje, ze wzrasta liczba zabiegow
inseminacyjnych w celu uzyskania skutecznego zaptodnienia. Te zewngtrzne objawy
sa ilustracja powazniejszych zaklocen waznych proceséw regulacyjnych zacho-
dzacych w organizmie.

Czego wigc w tym kontekscie dotycza badania nad rozrodem u bydta? Badania
fizjologiczne, ktore zeszly na poziom komorki oraz regulacji genowych, dotycza
mechanizmow selekeji 1 regulacji wzrostu pecherzyka jajnikowego, regulacji czynnos-
ci ciatka zottego (CL), a w szczegdlnosci mechanizmu zapoczatkowania i przebiegu
luteolizy, wptywu czynnikdw zywieniowych na czynno$¢ macicy i jajnika, interakcji
uktadu immunologicznego i endokrynnego w regulacji czynnosci ciatka zottego oraz
macicy w cyklu i ciazy. Badania z tego zakresu wykonywane w Polsce, a mieszczace si¢
w glownym nurcie badan §wiatowych, skoncentrowane sa glownie w Olsztynie
w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN, a takze w mniejszym zakresie
na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej oraz w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Uszczegdtawiajac, badania te obejmuja takze:
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e auto/parakrynna komunikacj¢ miedzy komoérkami uktadu rodnego;
udzial mechanizmoéw regulacyjnych (uktad nerwowy, hormonalny, immunolo-
giczny) w czynnosci komorek jajnika i macicy, tzn. jak specyficzne efektory
w uktadzie rozrodczym zmieniaja wrazliwo$¢ komorek docelowych na dziatanie
hormondw;

¢ wyjasnienie mechanizméw wewnatrzkomorkowych, za pomoca ktérych komorki
endokrynne sa pobudzane lub hamowane;

e waznym obszarem badan jest wptyw czynnikow srodowiskowych czyli substancji
czynnych roslin (fitoestrogenéw), co ma zwiazek z coraz czg¢stszymi monodietami
w zywieniu oraz wplywu skazen srodowiskowych (ksenobiotykéw) na procesy
rozrodu. W tym drugim jednak wypadku bydlo jest obiektem badan, ale takze
dawca tkanek do $ledzenia procesow o charakterze ponadgatunkowym.

Najdhuzej kontynuowane badania podstawowe obejmuja czynnos¢ CL krowy,
a w tym regulacyjny udziat unerwienia adrenergicznego oraz oksytocyny jajnikowej
(OT). W serii badan wykazano, ze liczba btonowych B-receptorow w komorkach
lutealnych jest zmienna w zalezno$ci od fazy cyklu rujowego i jest dodatnio skorelo-
wana z obwodowym stezeniem progesteronu [55]. Adrenergiczna stymulacja jajnika
(poprzez B-receptory) wywoluje gwattowny wzrost uwalniania OT 1 progesteronu
[34]. Wydaje sig, ze jest to szczegdlnie wazne w czasie krotkotrwatego stresu jako
mechanizm ochrony wczesnej ciazy [32]. Tym bardziej, ze farmakologiczna blokada
B-receptorow obniza o 20—40% podstawowa sekrecj¢ progesteronu [36], a dtugo-
trwaly stres powoduje tzw. down-regulation B-receptoréw w CL [55]. Nastepnie
wykazano skorelowang zawarto$¢ noradrenaliny (NA) i dopaminy w CL [50], uzywa-
jac za$ skrawkow CL lub izolowanych komorek lutealnych wykazano, ze CL zawiera
B-hydroksylaz¢ dopaminy [35]. Zatem CL moze syntezowa¢ NA z dopaminy jako pre-
kursora. Dalej wykazano, ze NA aktywujac [B,-receptor wptywa na produkcje OT po-
przez aktywacj¢ monooksygenazy peptydylo-glicylo-a-amidowej — enzymu odpowie-
dzialnego za potranslacyjne przemiany podczas syntezy OT [3], za$ poprzez [3;-
i Bo-receptory NA oddziatuje na aktywnosc¢ cytochromu P450,.. oraz dehydrogenaze
3B-hydroxysteroidowa [3, 49], tj. enzymdw koncowego szlaku syntezy progesteronu.
Ponadto NA wplywa na steroidogeneze na poziomie genowym, wywolujac wzrost
mRNA dla biatka StAR i wspomnianych enzymow uczestniczacych w syntezie
progesteronu [57].

Zakwestionowano rolg oksytocyny jako czynnika inicjujacego luteoliz¢ w czasie
cyklu rujowego u krowy [37] wskazano zas, ze to czas trwania wysokiego stgzenia
progesteronu, przy rownoczesnym braku luteotropowego sygnatu z blastocysty moze
by¢ pierwszym krokiem ku luteolizie. Dostarczono dowodow na autoregulacj¢ syn-
tezy progesteronu, ktory zwigksza aktywno$¢ enzymoéw uczestniczacych w jego
wlasnej syntezie przez ciatko zotte (CL) [33], a takze wzmaga wzrost mRNA dla
enzymow steroidogenezy w CL i1 rownoczes$nie nasila proces ochrony komorek
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» wzrost aktywnos$ci enzyméw szlaku steroidogenezy lutealnej
» wzrost ekspresji genow dla tych enzymow i dla biatka StAR

wysoka synteza progesteronu

cialko
Zolte

obnizona produkcja progesteronu

* obnizenie aktywnosci enzymoéw syntezy progesteronu
 apoptoza komorek lutealnych — regresja lutealna

Rysunek 1. Schemat autoregulacji syntezy progesteronu w ciatku z6ttym

lutealnych przed apoptoza [43]. Obnizenie za$ zdolnosci komorki do syntezy proges-
teronu wlacza genetyczny program $mierci komorki [43] (rys.1). Mozliwe, ze upraw-
nia to do wyrazenia ogo6lniejszego pogladu: tak dlugo jak dlugo komoérka wypehia
swoja specjalistyczna funkcje, wlaczone sa w niej rownolegle mechanizmy chroniace
komorke przed $miercia, natomiast nasilone sa genetyczne programy — ku zyciu. Jesli
zahamowana lub obnizona zostanie podstawowa funkcja komorki, wiaczany jest
genetyczny program jej $§mierci.

Kolejny obszar badan dotyczy wptywu progesteronu na receptory OT w endo-
metrium bydta i pozagenomowego dziatania progesteronu w komoérkach CL. Wyka-
zano, ze progesteron oddzialujac na poziomie bton komorkowych uposledza wigzanie
si¢ OT do wlasnego receptora i hamuje w ten sposob dziatanie OT w endometrium [4].
Ponadto wykazano pozagenomowe dziatanie progesteronu i szeregu innych steroidow
na uwalnianie prostaglandyny E, w komodrkach CL [8, 9]. Otrzymane dane pomagaja
petiej zrozumie¢ mechanizm tzw. bloku progesteronowego u krowy.

Dostarczono takze wiele danych dotyczacych mechanizmu wptywu polichloro-
wanych bifenyli (PCBs) na motoryke migsniowki macicy [67, 68] oraz czynnos¢
sekrecyjna komorek endometrium [69], miometrium (Wrdbel — niepublikowane
dane), komorek lutealnych [51-53] 1 komorek warstwy ziarnistej pecherzyka jajniko-
wego krowy [51, 53, 54]. Ale uzyskano takze interesujace dane, ze szereg fitoestro-
genéw moze pomniejszac lub znosi¢ negatywny wptyw PCBs [Wroébel, Kotwica —
dane niepublikowane). Mozliwe wigc, ze odpowiednie zywienie moze by¢ istotnym
czynnikiem znoszacym wptyw skazen srodowiskowych na rozréd.

Rownie wazny obszar podstawowych badan dotyczy wyjasnienia przyczyn wczes-
nej zamieralnosci zarodkéw, a w szczegdlnosci wyjasnienie endokrynnych, immuno-
logicznych i biochemicznych mechanizmow zaangazowanych w regulacjg wydziela-
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steroidagenna CL

Rysunek 2. Hipotetyczny model interakcji pomiedzy komorkami steroidogennymi CL, komor-
kami srodbtonka i immunologicznymi w regulacji luteolizy u krowy [przedruk w modyfikacji za
zgoda wydawcy; Korzekwa i in. 2006. Animal. Sci. J. 2007].

nia i dziatania metabolitow kwasu arachidonowego podczas cyklu jajnikowego
1 wczesnej ciazy. Badania te obejmuja: okreslenie auto/parakrynnych mechanizmow
regulujacych rozwdj, trwanie i regresj¢ CL [1, 30, 60, 62] oraz mechanizmow
regulujacych cykliczne zmiany w btonie sluzowej macicy [61, 65], a w szczegdlnosci
mechanizméw regulujacych proliferacje i apoptoze komodrek [60]. Okreslono rolg
tlenku azotu (NO) w luteolizie ukrowy [30,31, 59, 62] wykazujac, ze jest on gtownym
auto/parakrynnym posrednikiem w dziataniu macicznej PGF,, podczas regresji CL
krowy. Wykazano takze, ze NO jest syntezowany lokalnie w CL krowy zaleznie od
fazy cyklu rujowego [59], stymuluje uwalnianie prostaglandyn i hamuje synteze
progesteronu [30, 62] oraz aktywuje apoptoz¢ komodrek CL [31, 60] (rys. 2). Stosow-
nie do stezenia NO w jajniku zmienia si¢ aktywnos¢ enzymow odpowiedzialnych za
jego powstawanie w przebiegu cyklu jajnikowego i jest najwyzsza w poznej fazie
lutealnej [59]. Podanie donora tlenku azotu bezposrednio do jajnika (in vivo) bardzo
silnie stymuluje wydzielanie prostaglandyn (F,, i E;) oraz leukotrienu C, [21],
a nieselektywny inhibitor syntazy tlenku azotu podany bezposrednio do jajnika (in
vivo) stymuluje wydzielanie progesteronu oraz hamuje luteolityczne dziatanie analo-
gu prostaglandyny F,, [19, 21]. Donory NO hamuja, a inhibitory syntazy NO
stymuluja wydzielanie progesteronu z komorek Iutealnych bydta, przy czym sita ich
dzialania jest zalezna od rodzaju zastosowanej substancji [18]. Funkcja wydzielnicza
komorek lutealnych bydla, poddanych stymulacji donorami tlenku azotu i inhibitora-
mi syntazy tlenku azotu, jest zalezna od kontaktu pomigdzy komoérkami steroido-
gennymi i niesteroidogennymi [20]. Dane te wskazuja na istotng rolg¢ tlenku azotu
w regulacji luteolizy u krow. Ponadto za wazne nalezy uzna¢ wykazanie, iz zahamo-
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wanie lokalnej syntezy NO w narzadzie rodnym krowy powstrzymuje luteolizg
indukowana przez PGF,, [59] oraz ze jednymi z gtéwnych czynnikéw zaangazo-
wanych w regulacjg luteolizy sa cytokiny z nadrodziny TNF (TNFa, Fas-Fas-L) [58,
60, 62]. TNFa z jednej strony moze uwalnia¢ PGF,, z macicy [58, 65], a z drugiej
strony bezposrednio dziata na CL powodujac jego regresje [60]. Wykazano takze, ze
progesteron jest podstawowym czynnikiem zapobiegajacym apoptozie komorek CL,
indukowanej cytokinami [60] oraz ze efekt dziatania i fizjologiczne znaczenie TNFa
w uktadzie rodnym krowy zaleza od stezenia tej cytokiny [58]. W niskiej dawce TNFa
jest czynnikiem luteolitycznym, znaczny za$ wzrost koncentracji TNFa wzmaga
aktywnos$¢ CL i powoduje wydtuzenie cyklu piciowego krowy. Wydzielanie PGF,,,
przez TNFa jest hamowane przez INFt, co moze stanowi¢ jeden z mechanizmow
matczynego rozpoznania ciazy [Bah, Piotrowska, Skarzynski; dane niepublikowane].

Badania te zazgbiaja si¢ z pracami nad rola i mechanizmem dziatania interfe-
rondéw (w tym interferonu tau) w interakcji pomigdzy komorkami endokrynnymi
i immunologicznymi macicy w okresie wczesnego rozwoju i implantacji zarodka
u krowy. Badania obejmuja:

e wplyw IFN na proliferacje, aktywacj¢ komorek uktadu immunologicznego [10],

atakze wptyw srodowiska cytokinowego na produkcje¢ IFN-tau przez zarodki [6];
e wplyw INF i cytokin na ekspresje receptorow steroidow jajnikowych (progestero-

nu i estradiolu) w komoérkach immunokompetentych infiltrujacych macice we

wczesnej ciazy;
e wewnatrzkomérkowy 1 molekularny mechanizm dziatania IFN — rola biatek
regulacyjnych STAT (Maj, Chelmonska-Soyta — dane niepublikowane).

Badajac oddziatywanie nieodzywczych sktadnikow paszy (fitoestrogenow i ich
aktywnych metabolitow) na wybrane procesy rozrodcze u krow, okreslono metabolizm
izoflawonow w réznych fazach cyklu i we wezesnej ciazy [56, 64]. Substancje te i ich
metabolity zaburzaja synteze i uwalnianie prostaglandyn z btony sluzowej macicy i z CL
krowy w czasie cyklu i w okresie wczesnej ciazy [56, 64]. Ponadto stymuluja one wzrost
syntezy 1 uwalniania luteolitycznej PGF,,, co w konsekwencji moze by¢ przyczyna
obnizonej ptodnosci krow i zamierania zarodkoéw [64, 66]. Wykazano istotne roznice
w mechanizmie dziatania naturalnych estrogendéw i fitoestrogenéow w CL i §luzowce
macicy oraz potwierdzono jedynie genomowy, zalezny od jadrowych receptorow
estrogenowych, mechanizm dziatania metabolitow izoflawonow [66].

Zwiazek laktacji z procesami rozrodu u samic jest oczywisty. Z tego punktu
widzenia stany zapalne gruczotu mlekowego, ich przyczyny oraz konsekwencje dla
sukcesu rozrodczego sa przedmiotem intensywnych badan takze w Polsce. Patologia
gruczotu mlekowego 1 laktacji obejmuje kliniczne i podkliniczne postacie mastitis
u krow, zakazenia i zapalenia gruczotu mlekowego jalowek, zakazne i niezakazne
zapalenia skory wymienia i strzykow, wrodzone i nabyte zmiany w obrgbie kanatu
strzykowego, nadmierny okoloporodowy obrzek wymienia, krwiomleczenie, brak
odruchu wydalania mleka, a takze zaburzenia w przygotowaniu wymienia do nadcho-
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dzacej laktacji. Najwazniejsza grupg stanow patologicznych stanowia roézne postacie
mastitis jako reakcja organizmu kréw na wtargnigcie drobnoustrojow do wngetrza
wymienia. Zapalenia gruczotu mlekowego u krow wywolywane sa przez ponad 150
rodzajow drobnoustrojow. Najwazniejsza grupe wsrdd nich stanowia bakterie, cho-
ciaz stan ten wywotywany jest takze przez mykoplazmy, grzyby, glony i wirusy.
Dlatego badania obejmuja inwentaryzacj¢ poszczegolnych szczepow bakteryjnych
w mleku [29, 41] oraz sposobow ich zwalczana [44, 46, 48]. W ostatnich latach
odnotowano istotne zmniejszenie udziatu Streptococcus agalactiae, a Staphylococ-
cus aureus 1 gronkowce koagulazoujemne i bakterie srodowiskowe (Escherichia coli,
Streptococcus uberis) sa najczestsza przyczyna zapalen podklinicznych [47]. Towa-
rzyszy temu wzrost zapalen grzybiczych oraz pojawienie si¢ zapalen spowodo-
wanych przez algi [42, 45]. Badania wtasne wskazuja takze na spadek skutecznosci
antybiotykoterapii [48]. Dlatego tez coraz wigcej uwagi poswigca si¢ kojarzeniu
antybiotykoterapii zimmunomodulacja, czego efektem jest wzrost wyleczen zapalen
gronkowcowych [63].

Wykazano ponadto, ze zapalenie gruczotu mlekowego jest po czgsci wynikiem
obnizonej biodostgpnosci pierwiastkow $ladowych oraz szeregu witamin. Uczest-
nicza one w utrzymaniu wlasciwego statusu antyoksydacyjnego, chroniacego orga-
nizm przed niekorzystnym oddzialywaniem reaktywnych form tlenu. Zjawisko to
potwierdzaja liczne badania oraz obserwacje kliniczne krow mlecznych. Do szcze-
goblnie niebezpiecznych form naleza: anion nadtlenkowy, nadtlenek wodoru, rodnik
hydroksylowy i tlen singletowy. Charakteryzuja si¢ one bardzo silng reaktywnoscia
chemiczna w stosunku do wszystkich molekularnych sktadnikow komorek gruczotu
mlekowego, prowadzac do uszkodzen wewnatrzkomorkowych biomolekut a w na-
stepstwie do dysfunkcji komorek. Zespot niekorzystnych zjawisk zachodzacych
w komorce przejawia si¢ reakcja zapalna, stanowiaca kompleksowy, lecz bardzo
ukierunkowany zespot procesow fizjologicznych skierowanych na ograniczenie uszko-
dzenf 1 rozpoczgeie procesoOw naprawczych [24]. Szczegdlnie wazny w procesach
naprawczych jest udzial antyoksydantow i ich interakcja z mediatorami stanu zapal-
nego [27, 28]. Do najwazniejszych czynnikow zywieniowych zwiazanych z uktadem
antyoksydacyjnym nalezy zaliczy¢ miedz, cynk, mangan, selen, kobalt, zelazo [26],
witaminy A, E i C, B-karoteny, kwas fulwowy [25, 26]. Ponadto istotne znaczenie
w profilaktyce wystgpowania stanéw zapalnych gruczotu mlekowego moze miec
takze biotyna, niacyna, ryboflawina, kwas pantotenowy, tiamina i witamina By;.

Roéwnie istotne z punktu widzenia praktyki hodowlanej, opieki weterynaryjne;j,
a takze potrzeb dydaktycznych sa badania dotyczace patologii rozrodu wykonywane
w klinikach potozniczych wydziatow medycyny weterynaryjnej. Badania te dotycza
przebiegu ciazy oraz zjawisk wystgpujacych w okresie poporodowym i obejmuja
etiopatogenezg, przeciwdziatanie wezesnej $§mierci zarodkowej, przyczyny zaburzen
zdrowia noworodkow w okresie neonatalnym [2], syntezg estrogendow w wymieniu
krow w okresie przedporodowym i ich fizjologiczne znaczenie [13, 14] oraz biosyn-
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teze steroidow w tozysku kréw z uwzglednieniem jego zatrzymania [12, 16, 17].
Szczegoblnie istotne sg badania dotyczace okresu poporodowego z uwagi na problem
odzyskiwania aktywnos$ci czynno$ciowej przez jajniki, inwolucje¢ macicy oraz rozpo-
czynajaca si¢ laktacje. Tego tez okresu dotyczy mechanizm wplywu jako$ci zywienia
na procesy rozrodu oraz etiopatogeneza i terapia anestrus i infekcji macicznych [40],
a takze wybor odpowiedniego terminu unasienniania dla uzyskania skutecznego
zaptodnienia [38, 39]. Obiecujace wyniki uzyskano stosujac hormonalne leczenie
endometritis u kroéw w badaniach zespotu profesora T. Janowskiego [15].

Ograniczona objgto$¢ niniejszego artykutu nie pozwala na szczegélowe omowie-
nie zalet i niestety ciagle licznych wad, ktorymi obciazone sa nowe biotechniki oraz
elementy biotechnologii wspomagajace rozréd, a bedace na ré6znym etapie ich
wdrozenia. Zatem nalezy jedynie zasygnalizowac, ze mozliwo$ci zwiazane z zastoso-
waniem nasienia seksowanego — sortowanego i wynikajacym z redukcji dawki
inseminacyjnej obnizeniem wskaznika zacielen, zwigkszyty zainteresowanie nowszy-
mi technikami unasieniania [22]. Jedna z nich jest gteboka, domaciczna inseminacja
nasieniem o zmniejszonej liczbie plemnikéw w dawce. Jednakze depozycja wielu
plemnikéw w czasie owulacji moze zwigkszaé ryzyko zaptodnien polispermicznych
i stad wczesnej $Smiertelnosci zarodkowe;j, a takze wzrostu defektow genetycznych.
Nalezy w ogble zauwazy¢, ze na przestrzeni lat wskaznik zacielenia krow obniza si¢
0d 0,5 do 1% rocznie. Nie jest jednak jasne czy zmiany te spowodowane sg gwaltow-
nym wzrostem genetycznej wartosci krow, czy ich przyczyna jest raczej zmiany
srodowiskowe [5]. Faktem jednak jest, ze w wyniku stosowania sztucznej inseminacji
okoto 12% bydta na $wiecie jest w znacznym stopniu spokrewnione i ten stopien
pokrewienstwa ciagle wzrasta. Warto przy tym dodac, ze wigkszo$¢ populacji holsz-
tynofryzéw pochodzi od 100 najlepszych ojcow.

Pozyskiwanie zarodkéw in vivo przy uzyciu metody MOET (Multiple Ovulation
and Embryotransfer) ma wzrastajace znaczenie komercyjne na $wiecie, to jednak
w Polsce wykorzystanie transferu zarodkow u bydta ma od lat charakter marginalny.
Materiat do hodowli zarodkow in vitro moze by¢ pozyskiwany poubojowo z jajnikow
lub — co ma miejsce coraz czgsciej — przyzyciowo z zastosowaniem ultrasonografii.
Jest to tzw. technika ovum pick-up (OPU), ktora — jak wykazano — nie ma istotnego
wplywu na stan zdrowotny dawczyn. Jednakze wskaznik zacielen krow biorczyn
zarodkow $wiezych oraz mrozonych wynosi odpowiednio 60—-70% oraz 45-60%
u jatowic 140-50 oraz 30—40% u kroéw i jest nieznacznie nizszy od wynikow zacielen
uzyskiwanych po sztucznej inseminacji [70]. Jednakze sposrdd ciaz stwierdzonych
po przeniesieniu zarodkow klonowanych z komorek somatycznych bydta okoto 50%
konczy sig poronieniem [11]. Dlatego waznym elementem sukcesu rozrodczego jest
ocena zarodkow przed ich transferem do macicy biorczyn. Generalnie, jakos$¢ zarod-
kéw hodowanych in vitro jest nizsza niz uzyskanych in vivo. Wyraza sig to zwigkszo-
ng czg¢stoscia zaburzen kariotypu, efektem czego jest opézniony rozwoj zarodkow
i w nastgpstwie ich zamieranie. Przy czym zaznaczy¢ nalezy, ze nizszy wskaznik
zacielen, wyzsza czesto$¢ poronien i inne problemy charakterystyczne sa zarowno dla
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zarodkow produkowanych in vitro jak i kolonowanych co ma zwiazek z zaburzeniami
rozwoju tozyska, licznymi wadami wrodzonymi czy tez nadmierna masa rodzacych
si¢ noworodkow [23].

Jesli chodzi o skutki populacyjne biotechnik stosowanych w rozrodzie, to dotad
brak jest dtugoletnich badan nad zdrowiem i plodnoscia osobnikéw urodzonych
z zarodkéw wyprodukowanych in vitro lub klonowanych. Wykazano jednak, ze
buhaje i1 jatowki urodzone z zarodkéw produkowanych in vitro z oocytow aspirowa-
nych podczas OPU nie wykazywaty wigkszych zaburzen w produkcji i reprodukeji,
chociaz u buhajow z zarodkéw uzyskanych tym sposobem, notowano nizsza objgtos¢
i koncentracje plemnikow.

Reasumujac ten fragment badan mozna uznac, ze nadzieje, iz za pomoca wymie-
nionych biotechnik uda si¢ w niedlugim czasie osiagnac znaczacy postep hodowlany
sg ciagle odlegte.

Podsumowanie

W opracowaniu przedstawiono niektore sposrdd badan prowadzonych w Polsce,
dotyczacych rozrodu krow, a ktore mieszcza si¢ w gtdéwnym nurcie badan §wiato-
wych. Badania te obejmuja:
regulacje czynnosci ciatka zottego,
wplyw ksenobiotykow na czynno$¢ uktadu rodnego krowy,
molekularne podstawy ciazy i wczesnej zamieralno$ci zarodkow,
stany zapalne wymienia oraz procesy antyutleniajace w gruczole mlekowym,
gruczot mlekowy jako zrédto syntezy estrogenow,
zalezno$¢ migdzy zywieniem a rozrodem,
terapia standw zapalnych macicy.

Ponadto dokonano przegladu pewnych biotechnik i elementéw biotechnologii wspo-
magajacych rozroéd krowy.
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Scientific and practical aspects
of cattle reproduction
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Summary

Paper presents the data on some up-to-date studies conducted in Poland which are
contained in the main stream of world studies concerning cow reproduction. The stud-
ies include: (a) regulation of corpus luteum function, (b) effect of xenobiotics on the
function of reproductive tract in cow, (c) molecular basis of the pregnancy and early
foetus mortality, (d) udder inflammation, antioxidative processes and the mastitis,
(e) mammary gland as a source of estrogens, (f) impact of nutrition on reproduction,
(g) therapy of endometritis. Moreover, very brief review of some biotechniques ap-
plied in cow reproduction was presented.
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Wstep

Aby przedstawi¢ rozwoj badan nad rozrodem koni nalezy odnies¢ si¢ do niego
w ukladzie historycznym. Konieczne jest poréwnanie postepu, jaki osiagnigto na
przestrzeni wiekow w stosunku do osiagnig¢ ostatniego pdtwiecza, a szczeg6lnie
ostatniego dwudziestolecia. Dynamika badan w tym zakresie zwiazana jest z poste-
pem naukowo-technicznym i wprowadzaniem nowych generacji aparatury badaw-
czej, ktora pozwala na oceng zachodzacych przemian fizjologicznych oraz zmian
patologicznych w uktadzie rozrodczym ogiera i klaczy. Szczegodlna rolg odegrata
aparatura pozwalajaca na badanie sktadu ptynow ustrojowych (osocza nasienia,
surowicy krwi), oceng wtasciwosci morfologicznych tkanek, a takze komorek rozrod-
czych meskich i zenskich.

Siggajac glebiej w histori¢ badan nad rozrodem zwierzat, w tym réwniez koni,
mozna stwierdzi¢, ze znaczacy postgp notowano z wiekowymi interwatami:
w XVII w. stwierdzono obecnos¢ plemnika (Leevenhoek), w XVIII w. pojawity
si¢ pierwsze wzmianki o sktadzie osocza nasienia (Vauqvelin), w wieku XIX
zainteresowano si¢ sztucznym nasieniem u koni we Francji (Repiquet) oraz na
Ukrainie (Chetchowski) [115].

Wiek XX juz w I potowie przynidst znaczacy postep, zwlaszcza w zakresie
sztucznego unasieniania klaczy. Nalezy podkresli¢ doniosla role, jaka w tym wzgle-
dzie odegraty szkoty naukowe Iwanowa i Mitovanowa w Rosji, a szczegdlnie
Petersburska Szkota, z ktorej wyszto wielu wybitnych specjalistow, ktorzy zdyna-
mizowali badania nad rozrodem zwierzat na catym $wiecie. Wsrdd nich nalezy
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wymieni¢ posta¢ wybitnego uczonego prof. Romana Prawochenskiego, dzigki twor-
czym mys$lom ktérego utworzona zostata w latach nastgpnych Polska Szkota Biologii
Rozrodu Zwierzat, szeroko rozwinigta w latach pdzniejszych przez profesora Wta-
dystawa Bielanskiego.

Szczegblna role w badaniach nad rozrodem zwierzat odegrata Swiatowej klasy
Szkota Naukowa Biochemii Nasienia utworzona w Cambridge przez profesora
Tadeusza Manna. Osiagnigty w tym zakresie postep polegat na precyzyjnej inwenta-
ryzacji wielu sktadnikow osocza nasienia, poznaniu ich fizycznych i chemicznych
wlasciwosci, a zwlaszcza na okres$leniu relacji migdzy poszczegolnymi sktadnikami
a plemnikiem.

Badania nad rozrodem zwierzat, a szczeg6lnie koni, w Polsce zostaty zdynamizo-
wane po VIII Migdzynarodowym Kongresie Rozrodu Zwierzat, ktory odbyt sig
w Krakowie w 1976 r., a ktérego organizacj¢ powierzono prof. W. Bielanskiemu
zuwagi na jego znaczaca pozycje naukowa w $wiecie. Kongres odegrat ogromna role
w rozwoju badan nad rozrodem koni, bowiem od tego czasu rozwijata si¢ $cista
wspotpraca migdzy polskimi i zagranicznymi o$rodkami naukowymi.

Podjgta zostala wspdtpraca miedzy Krakowskim Osrodkiem Naukowym a Cen-
trum Badan nad Rozrodem Zwierzat w Cambridge, ktora miata na celu opracowanie
metod przenoszenia zarodkow z klaczy do klaczy. Zakonczone powodzeniem bada-
nia, w rezultacie ktorych w 1978 r. urodzity si¢ pierwsze Zrebigta po transplantacji
zarodkéw przenoszonych (poczatkowo w jajowodzie krolicy, a pdzniej rowniez
zarodkow mrozonych), stworzyty podstawy do dalszych manipulacji z zarodkami, ich
dzielenia, przenoszenia mig¢dzy koniowatymi o zréznicowanych garniturach chromo-
somow, az do otrzymania konskich klonow [115].

W tym okresie rozwijata si¢ rowniez wspotpraca migdzy osrodkami naukowymi
w kraju, a w$rdd nich szczegolnie Osrodka Krakowskiego z Olsztynskim Osrodkiem
Biochemii Nasienia oraz Wroctawskim Osrodkiem Immunologii Rozrodu. Efektem
tej wspotpracy sa liczne publikacje, organizowane konferencje naukowe, jak tez
prowadzone kompleksowo projekty badawcze o istotnym znaczeniu poznawczym
i stosowanym koordynowane sukcesywnie w kolejnych latach przez przedstawicieli
tych osrodkow. Z cata pewnoscia mozemy dzisiaj stwierdzi¢, ze te pionierskie
dzialania stworzytly fundament nowej dyscypliny naukowej, jaka jest biotechnologia
w rozrodzie zwierzat.

Ogier

Ocena wartoSci rozrodowej ogiera

Stosowane powszechnie metody oceny plodnosci samcow, a szczegolnie ogierow,
sg czesto nie w pelni wiarygodne, z uwagi na wystepujace rozbieznosci migdzy
stwierdzanymi warto$ciami badanych parametrow oceny a faktyczna plodnoscia.
Konieczne jest zatem ciagte doskonalenie metod oceny klinicznej i laboratoryjne;j,
celem okreslenia rzeczywistej wartosci rozrodowej szczegoélnie mtodych ogierow
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kwalifikowanych do rozrodu, jak tez weryfikowanie warto$ci ogieréw juz uzytkowa-
nych w rozrodzie, u ktérych nastapily zmiany w okresie ich eksploatacji. Te dwie
kwestie wymagaja bardzo wnikliwego spojrzenia na przebieg procesow fizjologicz-
nych zwigzanych z jednej strony z dojrzewaniem ptciowym, z drugiej za$ nad wptywem
czynnikéw patogennych powodujacych ograniczenie warto$ci reprodukceyijnej [22, 33,
41, 120]. Rozwiazanie tych problemow lezy u podstaw dzialania wielu osrodkow
prowadzacych badania nad rozrodem koni, jakkolwiek w tym wzgledzie napotyka si¢
na liczne sprzeciwy szczegdlnie hodowcow, ktorzy ze wzgledow ekonomicznych nie
chea si¢ godzi¢ na wycofywanie negatywnie ocenionych ogierow z uzytkowania w roz-
rodzie. Podobne problemy wystepuja na catym $wiecie, jednakze reguluja to okreslone
przepisy prawne. W zwiazku z tym podejmowane sg ciagle nowe badania nad okresle-
niem wartos$ci rozrodowej ogierow opartym na wieloczynnikowych uwarunkowaniach,
ktére maja na celu przyjecie jednolitego w tym zakresie systemu [61, 62].

Do interesujacych ze wzgledow utylitarnych naleza badania nad ocena warto$ci
rozrodowej catej populacji ogierow w stadninach panstwowych (1057), ktore prze-
prowadzono w Polsce w latach 2003—-2004 [55, 63]. Pozwolity one na okreslenie stanu
ptodnosci ogierow nalezacych do 6 ras. Kompleksowe badania przeprowadzone na
965 ogierach wykazaly, ze nasienie udaje si¢ uzyska¢ od okoto 91% ogierow
(877/965). Przyczyna trudno$ci w uzyskaniu nasienia jest z reguly niskie libido, ktore
obserwowano u ogieréw problemowych, ktore sg zwykle jednak mtode i nie byty
wczesniej eksploatowane, a zatem odruchy ptciowe nie zostaty u nich przetorowane
[57]. Od kilku ogierow nie udaje si¢ pozyska¢ nasienia ze wzgledéw zdrowotnych
(schorzenia konczyn, obrzek moszny i jader, ptyn w mosznie). Od okoto 5% ogierow
nie udaje si¢ pobra¢ nasienia pomimo dobrego libido, co ewidentnie wskazuje, ze
ogiery te wykazuja trudnosci w wyzwoleniu ejakulacji. Analiza ruchliwosci plemnikow
wykazuje, ze ruchliwo$¢ w zakresie przyjetych norm (1/60—4/90) reprezentuje nasienie
okoto 90% ogierow, od ktorych pozyskano nasienie, u 10% za$ stwierdza si¢ obnizona
ruchliwos$¢ plemnikow Iub brak ich ruchliwos$ci. Koncentracja plemnikow miesci sig
w granicach przyjetych norm (150 x 10° plemnikéw w 1 ml) u 94,6% ogieréw, u 5,4%
za$ byla znacznie nizsza, nawet do pojedynczych plemnikoéw w polu widzenia.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze w populacji ogierow panstwowych uzytkowa-
nych rozrodowo w terenie okoto 5-10% wykazuje obnizona wartos¢ nasienia (obni-
zona ruchliwos¢ oraz koncentracje plemnikéw), a takze trudnosci w ejakulacji i ob-
nizone libido [57].

Inne, bardzo istotne z utylitarnego punktu widzenia, zagadnienie dotyczy fizjolo-
gicznego zréznicowania warto$ci reprodukcyjnych ogieréw dopuszczanych do rozro-
du. Zagadnienie to sprowadza si¢ do koniecznosci wprowadzenia systemu podziatu
ogieréw na 3 kategorie pod wzgledem wartosci reprodukcyjnych, czego do tej pory
w praktyce wlasciwie si¢ nie stosuje, a co ma istotne znaczenie dla intensywnosci
eksploatacji. Prowadzone w tym zakresie badania wykazuja bowiem wysoka kore-
lacje migdzy poziomami badanych wskaznikéw oceny laboratoryjnej a biologiczna
wartoscia rozrodowa ogieré6w podzielonych na 3 kategorie. Zar6wno wczesniej
uzyskane wyniki, jak tez wspotczesna wiedza i mozliwosci badawcze pozwalajg na
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bardziej analityczne spojrzenie na to zagadnienie, doprowadzajac w efekcie do
wykazania czynnikéw, na podstawie ktérych mozna bedzie kategoryzowac ogiery, po
to aby je uzytkowac zgodnie z ich reprodukcyjnymi uwarunkowaniami [58].

Rozpatrujac problem oceny plodnosci ogierow w aspekcie klinicznym nalezy
podkresli¢, ze znaczny postep w tym zakresie osiagnigto dzigki z wprowadzeniu na
szeroka skalg badan USG, ktore pozwalaja zar6wno na oceng stanu funkcjonalnego
tkanki jader i najadrzy, jak tez umozliwiaja szczegotowe badanie struktury morfolo-
gicznej 1 funkcji fizjologicznych dodatkowych gruczolow plciowych, a takze wysteg-
pujacych w tym obszarze zaburzen [45, 79, 82, 100, 123, 124].

Zagadnienia dotyczace rozrodowego uzytkowania ogierow obejmuja szerokie
spektrum réznych czynnikoéw warunkujacych ptodnosé. Na obecnym etapie wiedzy
oczywiste jest, ze nie wystarcza w tym wzgledzie jedynie ocena stanu klinicznego
narzadu rozrodczego, ocena libido i stwierdzenie ruchliwosci plemnikéw, co do
niedawna stanowito kryterium wystarczajace do tego, aby ogiera zakwalifikowa¢ do
rozrodu. Wykazano ponadto, ze czgsto nasienie charakteryzujace si¢ dobra ruchli-
woscia i koncentracja plemnikow cechuje si¢ niska plodno$cia. Dlatego tez zaleca sig
prowadzenie kompleksowych badan opartych na analizie warto$ci wskaznikow pod-
stawowej oceny jakosci nasienia, okreslonych sktadnikéw biochemicznych osocza
oraz zmian morfologicznych plemnikow.

Jako kryterium wartosci referencyjnych przyjmuje sig te wskazniki i ich wartosci,
ktore reprezentujag ogiery w srednim wieku 5—7-letnie, u ktorych proces dojrzewania
zostal zakonczony, gdyz jak podaja Kosiniak-Kamysz i in. [54] analiza wartosci
wskaznikéw oceny jako$ci nasienia u 5-, 6- 1 7-letnich ogierow wykazata brak r6znic
migdzy badanymi sktadnikami dopiero w tym przedziale wiekowym.

Stwierdzony brak istotnych réznic w ocenie warto$ci nasienia ogierow w tym
wieku wydaje si¢ uzasadniony, gdyz jak wykazuja badania Dowsetta i Konotta [33],
Kosiniaka-Kamysza [61, 62] oraz Podstawskiego i in. [95], ogiery osiagaja petna
dojrzato$¢ rozptodowa w wieku 4-5 lat i w tym tez okresie stabilizujg si¢ wskazniki
oceny jakos$ci nasienia w granicach norm fizjologicznych.

Jakkolwiek wskazniki podstawowej oceny nasienia osiagaja wartosci optymalne
w wieku okoto 4 lat, to zakres dobowej produkcji plemnikoéw oraz stan wydzielniczy
dodatkowych gruczotéw plciowych stabilizuje si¢ dopiero pomigdzy 5 a 6 rokiem
zycia. W tym tez wieku nastepuje optymalizacja produkcji androgenow, ktore admi-
nistruja czynno$ciami reprodukcyjnymi u samca [59, 95].

Konserwacja nasienia ogiera

W okresie ostatniego 20-lecia notuje sig rosnace zainteresowanie krotko- i dlugo-
terminowa konserwacja nasienia ogierow. W badaniach przeprowadzonych przez
Bittmar i Kosiniaka [8], Kosiniakaiin. [70], Shoreiin. [107] stwierdzono, ze nasienie
nawet o niskich wskaznikach oceny podstawowej moze by¢ przydatne do konserwacji
w stanie ptynnym, jesli zastosuje si¢ rozcienczalnik wg Kenny’ego [51]. Bardziej
ztozonym zagadnieniem jest konserwacja nasienia w stanie zamrozonym, gdyz — jak
wykazalz wczesniejsze badania — zaledwie 50% pozyskanych ejakulatow wykazuje
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przydatnos$¢ do konserwacji, a zaledwie potowa z nich spetnia warunki do tego, aby
mogta by¢ zastosowana po rozmrozeniu do Al klaczy [8, 42 ,85, 106].

Zréznicowanie przydatnosci mrozeniowej nasienia ogierow sktania do prowa-
dzenia wnikliwych badan nad czynnikami, ktore o niej decyduja. Stad tez w dostepnej
literaturze podkresla si¢ rolg wielu czynnikow zwiazanych gléwnie z integralnoscia
bton plemnikowych, ktore stanowia istot¢ tego zagadnienia. Wsrdd czynnikow
warunkujacych przydatno$¢ mrozeniowa nasienia ogieréw nalezy réwniez wymienic
uwarunkowania osobnicze, jak tez ras¢ i sezon. Istotne znaczenie majg rowniez
czynniki technologiczne zwiazane z pozyskiwaniem nasienia i jego podziatem na
frakcje, ktore wykazuja zréznicowane w tym wzgledzie wartosci [59, 94].

Glebsze poznanie tych zagadnien pozwala na okreslenie czynnikow odgrywa-
jacych istotna role w procesie kwalifikacji nasienia ogieréw do konserwacji z rowno-
czesnym przewidywaniem ich biologicznej wartosci po rozmrozeniu [ 71, 98]. Jakkol-
wiek pojawiaja si¢ kontrowersyjne w tym wzgledzie poglady, zwracajace uwage na
brak bezposrednich zaleznosci pomigdzy metodami oceny laboratoryjnej nasienia
a jego zdolno$cia mrozeniowa [72], to jednak biorac pod uwagg liczne z tego zakresu
prace wydaje sig, ze stanowisko takie nie jest zasadne. Znalezienie relacji migdzy
oceng laboratoryjna nasienia a jego biologiczng wartoscia, tak w odniesieniu do
nasienia $wiezego jak i mrozonego jest bowiem kluczem do rozwiazania problemu
w aspekcie zarowno poznawczym jak i utylitarnym. Oparcie si¢ tylko na probach
biologicznych ma swoje uzasadnienie, ale nie umozliwia poznania przyczyn zrézni-
cowanej wartosci plemnikoéw, jak tez mozliwosci selekceji nasienia do Al. Z tego tez
wzgledu nalezy uwazaé, ze podejmowane badania stanowig o postgpie w zakresie
seminologii poznawczej, jak tez stosowania proponowanych testow oceny nasienia
przeznaczonego do konserwacji oraz okreslenia jego warto$ci po rozmrozeniu.

Jak wynika z badan prowadzonych przez Bittmar i in. [9], Dowsetta i Knotta [32],
Dowsetta i Pattie [33], Podstawskiego i in. [95], wiek ogiera jest jednym z czynnikdéw
zwigzanych z podatno$cig nasienia na zamrazanie. Przeprowadzone dotychczas
badania wskazuja, ze nasienie ogieréw miodych, 3-, 4-letnich, mrozi si¢ znacznie
gorzej niz 8-, 12-letnich, a stabsza zamrazalno$¢ nasienia ogierow mtodszych mozna
thumaczy¢ zardbwno nizsza koncentracja plemnikow w ejakulacie, ktéra ma miejsce
w tych przedziatach wiekowych, jak tez mniejsza stabilno$cia struktur lipoprotei-
dowych membran plemnikow.

W licznych badaniach wskazano tez na znaczna dynamikg zmian w zakresie
jako$ci nasienia ogiera zachodzaczch w ciagu roku, jak i na istotne r6znice w wartos-
ciach wskaznikow oceny jakoS$ci nasienia ogierow réznych ras. Kosiniak-Kamysz
11in. [56, 65] wykazali rowniez zwiazki zachodzace migdzy zmiennymi warto$ciami
badanych wskaznikow oceny nasienia a jego przydatnoscia do kriokonserwacji.
Ocena zamrazalno$ci nasienia ogierow 5 ras wykazala, ze najwigcej, bo az 91%,
nasienia pochodzacego z ejakulatéw pobranych od ogieréw szlachetnej potkrwi, po
zamrozeniu 1 rozmrozeniu spetnialo kryteria nasienia uzytkowego, podczas gdy
u ogierow potkrwi, hucutéw i zimnokrwistych odsetek ten wahat si¢ od 65 do 50%,
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au ogierow s$laskich nie przekraczat 38%. Wyjasnieniem tych rezultatow jest porow-
nanie $rednich warto$ci wskaznikow oceny jakosci nasienia §wiezego, z ktorego
wynika, ze wlasnie w nasieniu ogierow szlachetnej potkrwi notowano najwyzsza
srednig ruchliwos¢ plemnikow, siggajaca 74% przy Srednim odsetku plemnikoéw
o ruchu postgpowym wynoszacym 2,4 (wg przyjetej skali). Najnizsze wartosci tych
wskaznikéw stwierdzono natomiast w nasieniu ogierdéw $laskich.

W nasieniu ogierow szlachetnej potkrwi zanotowano takze najnizszy odsetek
plemnikéw z kropla cytoplazmatyczna, przy najwyzszym udziale plemnikoéw z ta
zmiang u ogierdéw slaskich [56, 64, 65, 97, 99].

Przeprowadzona ocena zamrazalno$ci nasienia ogierow w okresie od wrzesnia
do stycznia wykazala, ze we wrze$niu na poziomie uzytkowym zamraza si¢ sku-
tecznie tylko 25% ejakulatow, podczas gdy w kolejnych miesiacach odsetek ten
wzrastat od 56 do 74%.

Wydaje sig, ze tak staba zamrazalno$¢ nasienia ogierow we wrzesniu, korespon-
dujaca ze znacznie gorszymi wskaznikami oceny jakosci nasienia w tym miesigcu niz
w pozostatych, moze by¢ wynikiem przypadajacej na ten okres obnizonej aktywnosci
jader [47, 119]. Inng przyczyna moze tez by¢ przerwa w pobieraniu nasienia, na co
wskazuje analiza jego zamrazalno$ci w pierwszych ejakulatach pobranych po przerwie,
wsrdd ktorych na poziomie uzytkowym zamrozito sig tylko 38,8%, podczas gdy w ko-
lejnych pobraniach odsetek ten wzrastat do ponad 60% [95]. Stwierdzone nizsze war-
tosci wskaznikdw oceny jako$ci nasienia rejestrowane we wrzesniu i pazdzierniku sa
zgodne z obserwacjami Udaty i in. [119], ktorzy analizujac nasienie ogiera w ciagu roku
najwigkszy procent plemnikow ruchliwych notowali w grudniu i styczniu.

Prowadzone od wielu lat przez Os$rodek Krakowski badania nad nasieniem
ogierdw opieraja si¢ gldwnie na frakcji bogatej w plemniki, co jest czgsto poddawane
w watpliwo$¢ z uwagi na podkreslana role wszystkich sktadnikéw nasienia wystgpu-
jacych w pelnym ejakulacie. W zwiazku z tym okreslono przydatno$¢ do mrozenia
poszczegdlnych frakcji ejakulatu ogiera na podstawie wybranych wskaznikoéw i war-
tosci nasienia i osocza. Badania te naleza do unikalnych z uwagi na okreslenie
warto$ci kazdego badanego wskaznika pochodzacego z trzech frakcji ejakulatu
o zréznicowanych wartosciach oceny podstawowej nasienia odnoszac je do efektow
uzyskanych po zamrozeniu.

Analiza $rednich warto$ci wskaznikdw oceny jakosci nasienia w kolejnych
frakcjach ejakulatow oraz aktywnosci LDH i zawarto$ci biatka calkowitego wykazata,
ze parametry te roznily si¢ statystycznie istotnie we frakcjach 11 II i byly istotnie
wyzsze niz we frakcji I1I. Zamrazalnos$¢ badanych frakcji nasienia wykazata, ze okoto
70% zamrozonych i rozmrozonych probek frakcji I 1 II spetniato kryteria nasienia
uzytkowego, natomiast zadna z probek frakcji Il nie spetniata tych kryteriow [50, 59,
94], co decyduje o braku przydatnosci tej czg$ci ejakulatu do mrozenia.

Inng metoda oceny jakoS$ci nasienia jest jego filtracja przez kolumny sephadex
G-15 i welng szklang. Wykazano, ze pomigdzy wartoscig wspotczynnikow filtracji
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rozmrozonego nasienia a ptodnos$cia samic unasienianych wytestowanym ta metoda
nasieniem wystegpuja istotne korelacje [53, 105, 106]. Stwierdzono, ze przy lepszej
ruchliwo$ci plemnikéw w nasieniu $wiezym notuje si¢ odpowiednio wyzsze
wspotczynniki filtracji, tak w nasieniu $wiezym jak i mrozonym. Wykazano rowniez,
ze wartos$ci tych parametrow w 1 i II frakcji ejakulatu ocenione po zamrozeniu jako
przydatne do inseminacji byty statystycznie istotnie wyzsze niz we frakcji I11 okreslo-
nej jako nieprzydatna do mrozenia.

Oceniajac przydatno$¢ poszczegdlnych frakceji ejakulatu do mrozenia stwier-
dzono, ze w 111 frakcji wartosci wspotczynnikow filtracji sa nizsze, a aktywnosci LDH
i zawartosci biata catkowitego — wyzsze w poréwnaniu z frakcjami I 1T . Swiadczy to
o braku przydatnosci tej frakcji do mrozenia, co dodatkowo uzasadnia jej eliminacje
podczas pobierania nasienia z rozdzialem na frakcje. Stwierdzono ponadto, ze gdy
I frakcja ejakulatu nie zamrazata si¢ na poziomie uzytkowym, to rowniez frakcja I1
i III tego ejakulatu nie byly przydatne do mrozenia [94, 96].

Testy enzymatyczne stosowane w ocenie
wartosci nasienia ogiera i jego przydatnoSci

Prowadzone na przestrzeni lat badania nasienia doprowadzity do ustalenia czyn-
nikow, ktore odpowiadaja za wystapienie roznic w zakresie wartosci ejakulatow
pozyskiwanych od ogierow. Niektore z badanych czynnikow mozna zastosowac jako
markery w ocenie warto$ci nasienia oraz jego przydatnosci do kriokonserwacji.

Pomimo ze badania wielu autoro6w potwierdzaja, ze zachodza istotne korelacje
pomigdzy koncentracja plemnikow, odsetkiem plemnikéw o ruchu postgpowym
i prawidtowej budowie morfologicznej a procentem zazrebien klaczy, to wielokrotnie
podkreslano, ze makro- i mikroskopowa ocena nasienia nie jest wystarczajaca do
okreslenia jego rzeczywistej wartosci [11, 46, 47]. Wykazywano czgsto, Ze nasienie
charakteryzujace si¢ dobra ruchliwoscia i koncentracja plemnikow cechuje sig niska
zdolnoscia do zaptodnienia [32, 113]. Zjawisko to przez wielu autoréw ttumaczone
jest zaburzeniami w przepuszczalnosci bton komoérkowych i uwalnianiem si¢ enzy-
moéw plemnikowych do plazmy nasienia, ktory to proces jest niewidoczny w mikro-
skopowej ocenie opartej gtownie na ocenie ruchliwosci plemnikow [91, 112]. Z tych
tez powodow Krakowski Os$rodek prowadzi od wielu lat badania nad mozliwoscia
wykorzystania sktadnikow biochemicznych osocza nasienia do oceny warto$ci nasie-
nia ogiera. Oceniano poziomy takich sktadnikow jak glicerofosfocholina, ergotio-
neina, fruktoza oraz inne, ktére niestety nie znalazly zastosowania w praktyce.

W zwiazku z tym od 15 lat badania te koncentruja si¢ wokot enzymow metabo-
licznych, zar6wno pochodzenia plemnikowego jak i tkankowego, pochodzacych
z wydzielin dodatkowych gruczotow ptciowych. Z tego obszaru badan opublikowano
15 prac, w ktorych nie tylko scharakteryzowano zakres aktywnosci AspAT, LDH oraz
zawarto$ci bialtka catkowitego w nasieniu ogieréw roznych ras, w r6znym wieku oraz
w roznych okresach roku, ale przede wszystkim przedstawiono relacje zachodzace
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migdzy tymi sktadnikami a makro- i mikroskopowymi wskaznikami oceny jakosci
nasienia (objetoscia, ruchliwoscia, koncentracja i morfologia plemnikow). Stwier-
dzono istotne korelacje miedzy analizowanymi sktadnikami osocza a podstawowymi
wskaznikami oceny nasienia oraz okreslono zalezno$ci migdzy tymi parametrami, co
pozwolito na opracowanie testow, dzigki ktérym mozna prognozowac efekty zamra-
zalnos$ci kazdego ejakulatu pozyskanego od ogiera. Opierajac si¢ na ocenie ruchli-
wosci 1 koncentracji plemnikéw oraz réwnoczesnym pomiarze aktywnosci AspAT
lub LDH badz tez zawartosci biatka catkowitego mozna prognozowac efekty za-
mrazalno$ci nasienia z prawdopodobienstwem 85%, eliminujac jednoczesnie z mro-
zenia okoto 50% ejakulatow wigcej niz wowczas, gdy ich kwalifikacja do mrozenia
byta oparta tylko na ocenie ruchliwosci i koncentracji plemnikow [8, 7, 60, 66, 71].
W badaniach wlasnych potwierdzono takze wczesniejsze obserwacje, w ktorych
wykazano, ze wysoka aktywno$¢ AspAT 1 LDH $wiadczy o zlej jako$ci nasienia
samcow [67, 91, 109]. Wykazano jednak, ze nie zawsze niska aktywno$¢ tych
enzymow jest wskaznikami dobrej jego jakosci, gdyz stwierdzono ze aktywno$¢ tych
enzymow skorelowana jest ujemnie z odsetkiem plemnikoéw z kropla cytoplazma-
tyczna witki, ktora wiaze te enzymy co stwierdzil VonWitze [121]. Stad tez wniosek,
ze nasienie z duza liczba kropli cytoplazmatycznych, a wiec zlej jakosci, moze
charakteryzowac si¢ niska aktywnos$cia tych enzyméw. Dlatego tez uwzgledniajac
wymienione zaleznos$ci nalezy podkresli¢, ze pomiar aktywnos$ci AspAT i LDH
W 0soczu nasienia ogiera moze by¢ dobrym wskaznikiem jego wartosci, ale w po-
faczeniu z oceng morfologiczng plemnikow [71].

W ostatnich latach podjeto takze badania nad pomiarem aktywnosci fosfatazy
alkalicznej (AP) w osoczu nasienia ogiera, ktora czesto stuzy jako wskaznik w diag-
nostyce uktadu rozrodczego samca. Badania przeprowadzone przez Glogowskiego [38,
39] wykazaly, ze niska aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej (AP) charakteryzuje nasienie
samcow z oligospermia. Potwierdzili to takze inni autorzy, ktorzy wykazali, ze niski
poziom aktywnosci AP (<100 U - L") cechuje nasienie z azoospermia, czyli z zabu-
rzeniami funkcji jader. Autorzy ci podajq takze, Ze w nasieniu z azoospermia moze
wystapi¢ rowniez wysoki poziom AP bedacy nastgpstwem zmian patologicznych
w obrebie gruczotow dodatkowych [35, 117, 118].

Interesujace z klinicznego i poznawczego punktu widzenia bylo okreslenie
aktywnosci tego enzymu w nasieniu ogiera pod katem oceny jego warto$ci. W bada-
niach przeprowadzonych na 198 ogierach nalezacych do 5 ras — przy zastosowanym
podziale pozyskanych ejakulatéw na dwie grupy o zréznicowanej ruchliwosci i kon-
centracji plemnikow — stwierdzono, ze $rednia aktywno$¢ fosfatazy w 110 ejakula-
tach zakwalifikowanych do grupy I (o wartosciach wyzszych) wynosita 27,7 U - cm >
1 byta prawie dwukrotnie wyzsza od $redniej aktywnos$ci tego enzymu w 91 ejaku-
latach zakwalifikowanych do grupy II (o warto$ciach nizszych), w ktorych wynosita
14,4 U - em . Okazalo si¢ ponadto, ze AP [U - cm ] koreluje istotnie (p < 0,01)
dodatnio z koncentracja plemnikow, odsetkiem plemnikéw o ruchu postgpowym
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(0,24) oraz ujemnie z objetoscia ejakulatu (—0,4). Z wstepnie przeprowadzonych
badan wynika, Ze stwierdzona korelacja migdzy aktywnoscia AP a liczba plemnikow
o ruchu postepowym (w ramach ogélnej koncentracji plemnikow) stwarza mozliwos¢
wykorzystania takze tego enzymu jako markera w ocenie wartosci nasienia ogiera
[69].

Prowadzone w ostatnich latach badania nad toksycznym wplywem reaktywnych
form tlenu (RFT) na zywe organizmy, wzbudzily zainteresowanie systemami anty-
oksydacyjnymi zabezpieczajacymi komorki przed negatywnym wptywem wolnych
rodnikow [6]. Jak wynika z badan przeprowadzonych przez Luberdg i Strzezka [80]
oraz Strzezka [110], wzrost poziomu RFT przejawia si¢ zaburzeniami ruchliwo$ci
plemnikéw, ich przezywalnosci, destabilizacji chromatyny oraz utraty ich zdolnosci
do reakcji akrosomowej. Z tych tez wzgledow podjgto szersze badania nad ocena
catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (TAS) osocza nasienia ogiera. W badaniach
przeprowadzonych na 164 ogierach nalezacych do 5 ras stwierdzono, ze zawartosci
TAS w osoczu nasienia ogierdw $laskich oraz zimnokrwistych wynosza $rednio
2,6 umol - cm™ i sa statystycznie istotnie wyzsze (p < 0,05) niz u ogieréw ras
matopolskiej, wielkopolskiej oraz szlachetnych potkrwi, u ktorych rejestrowano
$rednio 1,61 1,7 pmol - cm ™ [67, 111].

Przeliczajac natomiast zawarto$¢ TAS na koncentracj¢ plemnikéw o ruchu po-
stgpowym [umol - 10~ rp] stwierdzono, ze TAS wyrazony w tych jednostkach ko-
reluje istotnie (p < 0,01) ujemnie: z ogdlna koncentracja plemnikéw, z koncentracja
plemnikéw o ruchu postgpowym, odsetkiem plemnikéw ruchliwych oraz porusza-
jacych si¢ ruchem postgpowym, a takze dodatnio z TAS wyrazonym [pmol - cm™]
przy wspotczynniku korelacji 0,71. Z wstegpnie przeprowadzonej analizy statystycz-
nej wynikdw mozna sadzi¢, ze rowniez pomiar zawartosci TAS w osoczu nasienia
ogieréow wyrazony w [umol - 10~ rp] moze by¢ dobrym wskaznikiem oceny jego
wartosci [68, 73, 111].

Po przeprowadzeniu biochemicznej oceny uszkodzen lub zmian przepuszczal-
nosci bton plemnika — na podstawie pomiaru aktywnosci enzymoéw metabolicznych,
antyoksydacyjnych badz akrosomalnych plemnika uwolnionych do ptynu zewnatrz-
komoérkowego czyli osocza nasienia, interesujace wydawato si¢ uzupehienie jej
o0 oceng integralnosci bton plazmatycznych plemnikow w mikroskopie fluorescen-
cyjnym. Dlatego tez podjeto badania nad oceng rezystencji bton plazmatycznych
plemnikéw metoda fluorescencji w preparatach barwionych fluorochromem, a war-
to$¢ nasienia okreslano na podstawie odsetka plemnikdéw §wiecacych, czyli z uszko-
dzonymi btonami komoérkowymi [36]. Badania te, podobnie jak poprzednie doty-
czace fosfatazy alkalicznej oraz antyoksydantow, sa w trakcie realizacji i rokuja
nadzieje na opracowanie kolejnego testu oceny laboratoryjnej warto$ci nasienia.
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Inne czynniki warunkujgce plodnos¢ ogierow

Do istotnych osiagnig¢ ostatnich lat zaliczy¢ mozna badania nad wplywem
niedoborow mineralnych (makro- i mikrosktadnikow) w diecie i ich wptywu na
ptodnos¢ ogierdw. Danek i in. [26, 27, 28, 29, 30] wykazali , ze ogiery Zywione pasza
z niedoborem cynku maja stabsze libido i gorsza jako$¢ nasienia. Podobne wyniki
stwierdzono w badaniach przeprowadzonych przez Krakowski Osrodek, w ktérych
wykazano ponadto odwrotne zaleznosci w zakresie wplywu kadmu na jakos$¢ nasie-
nia. Stwierdzono, ze wazna role¢ w funkcjach ptciowych samcow odgrywa rowniez
magnez, gdyz obserwowano zalezno$ci zachodzace migdzy jego poziomemw diecie
a wskaznikami oceny jako$ci nasienia. Badania prowadzone przez Danka i in. [23]
wnosza tez cenne informacje na temat zakazen bakteryjnych uktadu rozrodczego
ogiera przez rézne drobnoustroje.

Istotne znaczenie dla praktyki weterynaryjnej maja rowniez wyniki uzyskane
w badaniach nad wptywem lekow przeciwzapalnych na jakos$¢ nasienia ogierow.
Wykazano w nich szczegodlnie niekorzystny wptyw deksametazonu na wigkszos¢
cech nasienia oraz osocza nasienia, podkreslajac rownocze$nie zmiany w zakresie
stezenia biatka calkowitego, zelaza oraz aktywnosci AP [24, 25].

Do liczacych si¢ w literaturze naleza prace dotyczace wplywu endotoksyny
bakteryjnej (lipopolisacharydu, LPS) na ptodnos¢ ogieréw. Wykazano eksperymen-
talnie, ze podanie pojedynczej dawki lipopolisacharydu Escherichia coli powoduje
zmiany kliniczne, hematologiczne oraz hormonalne (spadek st¢zenia testosteronu
we krwi 1 nasieniu), a takze zmiany w sktadzie osocza nasienia i obrazie mor-
fologicznym plemnikow, bedace wynikiem zaburzen funkcji jadra. W trakcie tych
badan stwierdzono, ze u ogieré6w poddanych dziataniu LPS wystgpuja zaburzenia
w zakresie termoregulacji jader w czasie endotoksemii. Okazalo si¢ rowniez, ze
zastosowanie niesteroidowego leku przeciwzapalnego megluminianu fluniksyny
(FM) skutecznie przeciwdziala zmianom wywotanym przez endotoksyny u ogie-
row, co jest wskazaniem do stosowania odpowiedniego typu terapii podczas endo-
toksemii u ogiera [24].

Podsumowanie

W okresie ostatniego dwudziestolecia osiagnigto znaczacy postep w zakresie
badan nad rozrodem koni. Nalezy jednak podkresli¢, ze doniosta rolg w tym wzgle-
dzie odegraty badania prowadzone w okresie wcze$niejszym, ktore miaty charakter
gleboko poznawczy. Do najwigkszych naleza osiagnigcia o ponadczasowym wymia-
rze dotyczace poznania wiasciwosci sktadnikow biochemicznych zawartych w nasie-
niu oraz okresleniu ich roli w relacji z plemnikiem, czego dokonatl na przestrzeni
piecdziesigciolecia profesor Tadeusz Mann.

Zagadnieniem o wiodacym charakterze, w odniesieniu do badan nad prze-
biegiem procesOw rozrodczych u ogiera, jest okre$lenie biologicznej wartosci
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nasienia oparte na badaniach klinicznych uktadu rozrodczego oraz laboratoryjnej
ocenie nasienia.

Znaczacy postep w ostatnich latach osiagni¢to w zakresie badania klinicznego
uktadu rozrodczego u ogiera dzigki wprowadzeniu do praktyki badan ultrasono-
graficznych. Dzigki opracowanym technikom badawczym i konstrukcyjnym gltowic
USG mozliwe stato si¢ nie tylko badanie struktur morfologicznych jader i najadrzy,
ale przede wszystkim badanie dodatkowych gruczotéw piciowych, ktore przedtem
pozostawaty poza mozliwosciami badania klinicznego per rectum.

W odniesieniu do badan laboratoryjnych nasienia uzyskano wiele interesujacych
wynikow wskazujacychnarolg enzymow plemnikowych i tkankowych w srodowisku
pozaplemnikowym, ktore umozliwiaja oceng integralno$ci bton plazmatycznych
plemnika, a tym samym pozwalaja wnioskowac o jego biologicznej wartos$ci, tak
w nasieniu $wiezym, jak tez w procesie postgpowania kwalifikacyjnego nasienia
przeznaczonego do kriokonserwacji, przewidujac rownoczesnie efektywnos$¢ mroze-
niowa. Mozliwosci takie zostaly wykazane w pracach Bittmar i Kosiniaka [7, 8, 9],
ktorzy opracowali metody pozwalajace na zastosowanie poziomu enzymow (AspAT,
LDH, PA), zawartosci biatka catkowitego i antyoksydantow jako markeréw w ocenie
warto$ci nasienia ogiera, tak §wiezego, jak tez mrozonego, ktdre po zastosowaniu do
sztucznego unasieniania klaczy rokuje wysoka ptodnos¢.

Sposrod badan o podtozu fizjologicznym za najwazniejsze —ze wzgledow utyli-
tarnych — nalezy uznac te, ktore pozwolity na ustalenie wieku, w ktorym ogier
osiaga optymalng wydolno$¢ reprodukcyjna, co nastgpuje migdzy 5 a 7 rokiem
zycia. Na tej podstawie wskazano na koniecznos¢ ostroznej i kontrolowane;j eksplo-
atacji mtodych ogieréw w okresie dwoch pierwszych sezonow ich reprodukcyjnego
uzytkowania [58, 62].

Biochemiczne badania osocza nasienia, a takze badania struktur morfologicznych
plemnika wskazaly na istotne réznice rasowe i sezonowe, ktére powinny by¢ brane
pod uwage w ocenie wartosci reprodukcyjnej ogiera [59, 61, 62].

Do badan pomyslnie rokujacych dalszym postep w zakresie diagnostyki funkcji
rozrodczych ogiera i warto$ci plemnikow naleza prowadzone ostatnio prace po§wigco-
ne roli antyoksydantow w nasieniu ogiera, a takze praktycznemu zastosowaniu mikro-
skopii fluorescencyjnej w ocenie integralnosci bton plemnikowych.
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Klacz

W badaniach nad rozrodem ssakow najwazniejsze osiagnigcia ubiegtego wieku
zwiazane byly z okresleniem warunkéw zaptodnienia i produkeji zarodkow poza
ustrojem matki. Specyfika rozrodu klaczy, odmiennos¢ struktur anatomicznych i fi-
zjologicznych powodowaty, ze postep w badaniach osiagany byt nieco p6zniej niz
u samic innych gatunkow zwierzat gospodarskich.

W kazdym cyklu jajnikowym klaczy okreslona liczba pecherzykoéw podejmuje
wzrost 1 dojrzewanie, nastgpnie wigkszo$¢ z nich ulega atrezji, a nieliczne owuluja.
Ptyn pecherzykowy jest zrodtem wielu hormondw i ciat biologicznie czynnych, ktore
biora udziat w skomplikowanym mechanizmie regulacji na drodze endokrynnej,
parakrynnej i autokrynnej [92]. Na przyktad u kobiet hormony sterydowe zawarte
w plynie pgcherzykowym jajnikoéw sa uwazane za glowne markery dojrzewania
pecherzykow 1 oocytéw. Morfologicznie niedojrzate oocyty pochodza gtownie z pe-
cherzykow, ktore zawieraja wyraznie nizszy poziom progesteronu, dihydrotesto-
steronu i androstendionu niz pgcherzyki z prawidtowymi morfologicznie oocytami
[12]. Poziom inhibiny B w ptynie pecherzykowym jest gtownym markerem prawidto-
woscirozwoju oocytéw i zarodkdw w programach zaptodnienia in vitrou ludzi [19].

Stosunkowo nieliczne sa badania dotyczace wskaznikow wzrostu pecherzykow
ioocytow klaczy. Oceniajac zalezno$¢ pomigdzy stopniem atrezji pgcherzykow jajni-
kowych a zdolnoscia oocytéw do dojrzewania in vitro wykazano, ze atrezja komorek
granulozy zwiazana byla ze zmniejszonym poziomem estrogenow w ptynie pgche-
rzykowym, ktéry wynosit 142,5 + 51,4 ng - ml™' i 20,1 + 6,3 ng - ml"' odpowiednio
w pecherzykach zdrowych i atretycznych. Wysoki poziom progesteronu mozna uwa-
za¢ za wskaznik gotowosci pecherzykow do owulacji, a niski poziom androstendionu
za jeden z mozliwych wskaznikoéw obnizonej jako$ci oocytow [89, 90].

Niektore aspekty wzrostu pecherzykéw jajnikowych klaczy kontroluje dopamina
[87]. Antagonisci dopaminy stymuluja wzrost fali pgcherzykowej po zakonczeniu
anestrus, natomiast agonisci op6zniaja rozwoj pecherzykow w okresie przejsciowego
anestrus [13]. Koncentracja dopaminy w plynie pecherzykowym byta odwrotnie
proporcjonalna do $rednicy pecherzykow jajnikowych, przyjmujac wartosci
24,0 +6,7; 57,0 £ 57,01 8,0+ 13,7 pg - ml™! odpowiednio w pecherzykach malych
(<25 mm), $rednich (2635 mm) i duzych (>35 mm). Jednocze$nie zblizony poziom
receptorow dopaminowych i FSH stwierdzono w czgsci korowej jajnikow w fazie
anestrus i w komorkach granulozy w okresie aktywnosci rozrodczej [5]. Szybszy
wzrost pecherzykow jajnikowych klaczy w okresie anestrus przejsciowego niz gigbo-
kiego, zwiazany byt z ponad trzykrotnie wicksza koncentracja estradiolu i inhibiny B
w fazie przejsciowej. Poziom tych substancji moze by¢ zatem wskaznikiem wzrostu
pecherzykoéw juz w fazie anestrus [31].

Interesujacym aspektem o charakterze poznawczym i aplikacyjnym sa nowe
badania dotyczace wykorzystania HCG do wywotywania owulacji. Preparat ten jest
stosowany w kolejnych cyklach rujowych klaczy, pomimo doniesien o powstawaniu
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przeciwcial, ktore obnizaja jego efektywnos¢ [34]. Gastal i in. [37] wykazali, ze HCG
wstrzymuje wzrost co prowadzi do zmniejszenia srednicy pecherzykow przedowu-
lacyjnych. Powtarzalne podawanie HCG w kolejnych trzech cyklach rujowych nie
obnizato efektywnos$ci owulacji.

Alternatywa HCG moze by¢ nowy rekombinat LH pochodzenia konskiego, ktory
u 57% klaczy wywotuje owulacje do 48 godz. po podaniu w zalecanej dawce 750 ng
reLH [128]. Podobna skutecznoscia cechuje si¢ Kisseptin — dekapeptyd, kontrolujacy
funkcje rozrodcze za posrednictwem GnRH, LH 1 FSH, wcze$niej opisany u szczurow
iowiec. W badaniach u klaczy wykorzystano dekapeptyd pochodzenia ludzkiego [14].

Waznym endokrynologicznie aspektem owulacji u klaczy jest rola ptynu peche-
rzykowego, ktory dostaje si¢ do jamy otrzewnowej. Inhibina wydzielana przez
komorki granulozy, odgrywa istotna rol¢ w kontroli FSH w czasie cyklu rujowego
[88,104]. W nastgpstwie owulacji ptyn otrzewnowy zawiera wysoka koncentracje
inhibiny, a zatem sekrecja FSH zalezy od ilosci plynu pgcherzykowego przedosta-
jacego si¢ do jamy otrzewnowej [86].

Stosunkowo nowe sa takze badania dotyczace ekspresji genow zwigzanych
z powstawaniem i zanikiem ciatka zottego. Wycinki ciatka zottego pobierano przyzy-
ciowo pod kontrola USG. Stwierdzono, ze ilosci STAR (steroidogenic acute regula-
tory protein) i 33 HSD obnizaja si¢ pomigdzy 12 a 14 dniem cyklu [15].

Na przebieg cyklu rujowego samic moze mie¢ rowniez wplyw zanieczyszczenie
srodowiska. Zaburzenia roznego charakteru w rozrodzie loch i krow sa efektem
skarmiania pasz zawierajacych mykotoksyny. U klaczy karmionych owsem natural-
nie zanieczyszczonym zearalenonem i deoxynivalenonem, nie wykazano roznic
w poziomach progesteronu, estradiolu i LH, dtugosci cyklu rujowego i obrazie
histologicznym macicy. Stwierdzono tendencje do wystepowania wigkszej liczby
pecherzykéw w drugiej polowie cyklu jajnikowego. Mozliwe zatem jest miejscowe
oddzialywanie na jajniki i krzepliwo$¢ krwi, gdyz u klaczy doswiadczalnych czgsciej
wystgpowaty krwiaki pecherzykowe i krwotoczne ciatka zotte [2, 49].

W mechanizmie rozpoznawania wtasnej ciazy przez organizm klaczy, wazna role
odgrywaja substancje wydzielane przez zarodki. W trakcie wedrowki przez jajowod
produkuja one PGE,, ktéra umozliwia otwarcie brodawki macicznej i przedostanie si¢
zarodka do macicy [125]. Ten efekt zostal wykorzystany przez Allena i in. [1], ktorzy
zel zawierajacy 0,2 mg PGE,, rozprowadzili na powierzchni jajowodoéw technika
laparoskopowa. W wyniku takiego traktowania przywrdcono ptodnos$é u 14 z 15
klaczy jatlowiejacych prawdopodobnie na tle niedroznos$ci jajowoddow.

Produkcja zarodkéw w warunkach in vitro u klaczy jest zdecydowanie mniej
zaawansowana niz u innych gatunkdéw zwierzat. Metoda klasycznego zaptodnienia in
vitro nie uzyskano ciazy poza przypadkami opisanymi przez grupg francuska [93].
Tym niemniej badania dotyczace oocytéw sa wciaz kontynuowane.

Zamrazanie oocytow jest metoda przechowywania materiatu genetycznego samic
do wykorzystania w przysztosci, przy zastosowaniu metod wspomaganego zaptod-
nienia. Dotychczasowe osiagnigcia dotyczace kompetencji rozwojowych oocytow po
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rozmrozeniu sg stosunkowo niewielkie. Procent oocytéw klaczy zamrazanych w sta-
dium pecherzyka zarodkowego, ktore w hodowli in vitro uzyskuja stadium MII
(16-30%) jest znacznie nizszy niz oocytow niemrozonych (50-80%). Z drugiej
strony Maclellaniin. [81] donosili o urodzeniu 2 Zrebiat w nastgpstwie wprowadzenia
26 uprzednio witryfikowanych w stadium MII oocytow do jajowodow insemino-
wanych klaczy. Witryfikacja wptywa zdecydowanie niekorzystnie na wrzeciono
podziatowe i potencjal rozwojowy oocytow. W 48 godzinie po ICSI stwierdzono
podziaty 34% 1 16% oocytow witryfikowanych w stadium GV 1 MII, a 48% dla grupy
kontrolnej. Jednakze tylko 1 z 58 dzielacych si¢ oocytow witryfikowanych w stadium
GV rozwinat si¢ do blastocysty, a 21% z grupy kontrolnej niewitryfikowanej [114].

Na wyniki hodowli oocytow w warunkach in vitro moze mie¢ wptyw wiek klaczy
dawczyn. W ostatnim dwudziestoleciu ubiegltego wieku zapoczatkowano takze prace
nad skroceniem odstepu migdzypokoleniowego u wielu gatunkdéw zwierzat, poprzez
wykorzystanie w technikach in vitro oocytow pozyskanych od niedojrzatych ptciowo
samic. Ciaze i potomstwo uzyskano po zapltodnieniu in vitro oocytow cielat, jagniat
i kozlat. Badania dotyczace oocytow zrebiat wskazuja, ze mozliwe jest uzyskanie
w warunkach in vitro stadium MII [84]. Brak jest doniesien na temat skutecznych prob
zaptodnienia.

Plodno$¢ klaczy obniza si¢ z wiekiem; jest to wynik zwigkszonej zamieralnosci
zarodkowej juz na etapie przesuwania i rozwoju w jajowodzie [3]. Samo srodowisko
jajowodu usposabia do obumierania zarodkow, ale istotniejszym problemem wydaja si¢
obnizone kompetencje rozwojowe oocytdw klaczy starszych [18]. U kobiet zaburzenia
chromosomoéw u ptodoéw przypuszczalnie sg glowna przyczyna niemoznos$ci utrzyma-
nia cigzy w starszym wieku [ 126]. Nieprawidtowosci chromosoméw sa czgsto spotyka-
ne u koni we wczesnych blastocystach [102]. Powstawanie wrzeciona w trakcie
podziatéw mejotycznych i mitotycznych, jak i przemiany w chromosomach, sa aktyw-
nym procesem zaleznym od energii generowanej przez mitochondria. Wykorzystujac
technike PCR stwierdzono, ze ilo$¢ kopii mitochondrialnych DNA uzyskanych z oocy-
tow pochodzacych od klaczy starszych (>12 lat) po hodowli in vitro byta mniejsza niz
uzyskana z oocytow klaczy mlodych (<12 lat). Zmiany w mitochondriach klaczy
starych potwierdzono obserwujac je w mikroskopie elektronowym. Uszkodzenia mito-
chondrioéw sa przypuszczalnie podstawowa przyczyna wzrostu czestotliwosci zaburzen
chromosomalnych zarodkéw samic w zaawansowanym wieku [102].

Wobec problemoéw z produkcja zarodkéw in vitro technika klasycznej inseminacji
oocytow plemnikami kapacytowanymi in vitro, metoda alternatywna staje si¢ wspo-
magane zaplodnienie i mikroiniekcja plemnika do oocytu (ICSI). Probuje si¢ wy-
korzysta¢ plemniki $wieze, natychmiast po pobraniu lub po zamrozeniu i roz-
mrozeniu [20], a takze plemniki najadrzowe [103].

Grupa brazylijska [43] w wyniku ICSI oocytéw hodowanych in vitro uzyskata
zblizone wyniki podzialow po 48 godz.; 73,5%, 61-69%, 64—70%, gdy do mikro-
iniekcji wykorzystano odpowiednio plemniki bezposrednio po pobraniu, po rozmro-
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zeniu i plemniki najadrzowe po rozmrozeniu. Procent zarodkow z wigksza niz osiem
liczba blastomerdéw ocenianych w 96-godzinnej hodowli nie r6znit si¢ istotnie w po-
szczegblnych grupach (9,5-19%).

Choi i in. [21] do ICSI wykorzystywali takze plemniki liofilizowane i po roz-
mrozeniu. Procent podziatow wynosit 33-100%, a blastocyst 27-30%. Jednakze
w przypadku mikroiniekcji plemnikéw liofilizowanych, aktywacja oocytéw byta
dodatkowo wspomagana. Sposrod 9 blastocyst wprowadzonych do macicy klaczy
uzyskano 6 ciaz. Réwniez produkcja zarodkow koniowatych metoda klonowania
somatycznego stwarza okreslone nadzieje. Jednak, podobnie jak u innych gatunkoéw
zwierzat, procent zamieralnosci zarodkow uzyskanych na drodze klonowania sigga
75—-86%. Bariera w opanowaniu tej techniki u koni jest takze niski procent blastocyst
powstatych z enukleowanych oocytow po wszczepieniu jader komoérek somatycz-
nych (3—10%). Istotne zatem staja si¢ badania nad opanowaniem i doskonaleniem
technik aktywacji rekombinatéw. Hinrichs i in. [44] uzywali ionomycyny uzyskujac
3,4-12,5% blastocyst, gdy fibroblasty przed iniekcja do oocytow byty inkubowane
z roscoviting (15 pg - ml™' przez 24 godz.). Roscovityna wywoluje odwracalny blok
mejozy, wptywa korzystnie na ich potencjat rozwojowy i wyniki zaptodnienia in vi-
tro. Z 13 blastocyst przeszczepionych do klaczy biorczyn u 9 (69%) stwierdzono
ciaze. Dwie z nich poronity w 6 i 10 miesiacu. Zmian u ptodéw w trakcie sekcji nie
stwierdzono.

Waznym zatem aspektem badan nad klonowaniem jest aktywacja oocytow. Ma
ona na celu zainicjowanie zmian, ktére maja miejsce po wniknigciu plemnika do
komorki jajowej. W efekcie nastgpuje zmiana wewnatrzkomorkowej koncentracji
jonow wapnia, inaktywacja MPF (maturating promotor factor), co umozliwia podziat
mejotyczny oocytu, a nastgpnie rozw9j zarodkowy [78].

Carnerio iin. [17] do partenogenetycznej aktywacji oocytow klaczy wykorzysty-
wali ionomycyng, dwumetyloaminopuryng (6-DMAP), timerosal, chlorek strontu,
i stwierdzili podziaty (20-38%), ktére w wigkszosci konczyly si¢ na etapie dwu-
komoérkowym. Tylko w jednym z badanych wariantéw (ionomycyna i 6-DMAP)
uzyskano stadium moruli (16%).

W ostatnich latach waznym aspektem badan sa prace o charakterze podstawowym
i aplikacyjnym, dotyczace programowania plci potomstwa. Réznice w ilosci DNA
migdzy plemnikami X i Y umozliwily skuteczny rozdziat plemnikéw w cytometrze
przeptywowym [48]. Zastosowanie sortowanych plemnikéw w technikach sztucznej
inseminacji i zaptodnienia pozaustrojowego pozwolito na uzyskanie potomstwa o za-
planowanej plci u krolikow, owiec, bydla, a takze koni [16]. Problemem pozostaje zbyt
niska, jak na potrzeby standardowej inseminacji, szybko$¢ sortowania (obecnie 35 tys.
plemnikéw na sekundg) i nizsza zdolnos¢ zaptadniajaca sortowanego nasienia.

Roéznica zawarto$§ci DNA migdzy plemnikami X 1 Y, wynoszaca u koni okoto
3,7%, pozwolita na uzyskanie potomstwa o zadanej pici, z czystoscia przekraczajaca
90% [75]. Szersze zastosowanie tej metody w hodowli koni wciaz wymaga roz-
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wigzania problemow. Jednym z nich jest wielko$¢ dawki plemnikow stosowanej przy
inseminacji klaczy wynoszaca 100-500 x 10° plemnikéw. Uzyskanie takiej liczby
sortowanych plemnikow praktycznie jest niemozliwe, stad poszukiwanie metod una-
sieniania, ktore zapewnityby skuteczno$¢ przy znacznej redukcji ilosci plemnikéw.

Linsdey i in. [76] dawke inseminacyjna zawierajaca 5 x 10° plemnikow wpro-
wadzali za pomoca endoskopu domacicznie w okolice brodawki. Uzyskano 40%,
37,5%,37,5%113,5% ciaz, odpowiednio przy stosowaniu nasienia §wiezego, Swieze-
go sortowanego, mrozonego i sortowanego mrozonego.

Z kolei McCue i in. [83] uzyskali zaptodnienie i ciaze wprowadzajac metoda
chirurgiczna 2 x 10° plemnikow bezposrednio do jajowodow. Wydaje sie, ze ta meto-
da nie ma szans praktycznego zastosowania ze wzgledu na problemy techniczne i wy-
sokie koszty. Precyzyjne umieszczenie nasienia przy ujsciu brodawki macicznej
umozliwia zastosowanie wideoendoskopu. Istnieje takze mozliwos¢ gigbokiej doma-
cicznej inseminacji pod kontrola rektalng [77]. Uzyskane wyniki sa zroznicowane.
Buchanan i in. [16], stosujac dawke 25 x 10° sortowanych plemnikéw, uzyskali 40%
ciaz. Z kolei Lindsey i in. [75] po zastosowaniu 5 x 10° prawidlowych sortowanych
plemnikéw na 10 inseminacji nie uzyskali zazrebien. Stosowane do inseminacji
dawki nasienia rdznia si¢ znacznie miedzy soba, od 20 ml w przypadku nasienia
swiezego, 0,5-8 ml mrozonego oraz 0,2—0,5 ml po sortowaniu i mrozeniu. By¢ moze
ten aspekt nalezy uwzgledni¢ w przysztych badaniach. Wydaje sig, ze regulacja plci
koni z zastosowaniem sortowanego nasienia wymaga dalszych prac dotyczacych
postgpowania z nasieniem i technik inseminacji [10].

Badania dotyczace rozrodu klaczy prowadzone w polskich placowkach weteryna-
ryjnych, skupialy si¢ gtownie na zagadnieniach patologii rozrodu oraz stanu zdro-
wotno$ci macicy i zaburzen ptodnosci [4, 5, 74]. Ciekawym problemem podjetym
przez naukowcow z Olsztyna jest monitorowanie proceséw rozrodczych u zwierzat
na podstawie oceny poziomu estrogendw i gestagenow [108]. Pozostate prace doty-
czyty wybranych aspektow ciazy i okresu okotoporodowego [40, 116, 127].

Niniejszy artykut jest przegladem istotnych, z punktu widzenia autoréw, proble-
moéw z zakresu rozrodu klaczy. Duza czg$¢ tych zagadnien byta tematem doniesien
prezentowanych na IX Sympozjum Rozrodu Koni, ktére odbyto si¢ w dniach 611
sierpnia 2006 r. w Holandii. Nalezy podkresli¢, ze odbywajace sig co 4 lata sympozja
daja najpetniejszy przeglad aktualnych problemow badawczych realizowanych w li-
czacych si¢ placowkach na §wiecie. Ponadto co 2 lata w Europie odbywaja si¢ sesje
naukowe EEGG (European Equine Gamete Group), ostatnio z udziatem naukowcow
z USA, na temat gamet ogierow i klaczy. Do publikacji zawartych w tych materiatach
odsytam zatem czytelnikow pragnacych poznac szersze spektrum badan prowadzonych
nad rozrodem koni, zaptodnieniem klaczy niezrebnych, wezesnym rozwojem zarod-
kowym, klacza zrebna i okresem neonatalnym.



Aktualne osiqgnigcia naukowe ... 59

(1]

[12]

[13]
[14]
[15]
[16]

[17]

[18]
[19]

[20]

(21]
[22]
(23]

[24]
[25]

Literatura

Allen W.R., Wilsher S., Morris L., Crowhurst J.S., Hillyer M.H., Neal H.N. 2006. Re-establishment of oviductal
potency and fertility in infertile mares. Anim. Reprod. Sci. 94: 242-243.

Aurich J.E., Hoppen H.O., Trampler R., Zentek J., Boehm J., Razzazi-Fazeli E., Aurich C. 2006. Effects od
mycotoxins on reproductive function in mares. Anim. Reprod. Sci. 94: 238-241.

Ball B.A., Little T.V., Weber J.A., Woods G.I. 1989. Survival of day-4 embryos from young, normal mares and
aged subfertile mares after transfer to normal recipient mares. J. Reprod. Fert. 85: 187-194.

Baranski W., Ra$ A., Janowski T. 2003. Aktualne poglady na przyczyny i leczenie zatrzymania fozyska u
klaczy. Medycyna Wet. 59(10): 857-860.

Baranski W., Skolimowska A., Metecki Tepicht J., Janowski T. 2002. Antybiotykoopornos¢ flory bakteryjnej
macicy klaczy w rui zrebigcej. Medycyna Wet. 58(12): 963-965.

Bartosz G. 1995. Druga twarz tlenu. PWN, Warszawa.

Bittmar A., Kosiniak K. 1991. Aktywno$¢ AspAT jako test prognozujacy o przydatnosci nasienia ogiera do
glebokiego zamrazania. Mat. Symp. ,,Rozréd Koni” Krakow: 102—104.

Bittmar A., Kosiniak K. 1991. The role of selected biochemical components of equine seminal plasma in
determining suitablility for deep-freezing. Pol. Arch. Vet. 32: 17-29.

Bittmar A., Kosiniak K., Podstawski Z. 1992. Association between stallion age sperm concetration and semen
freezability. Mat. Kongr., Haga, XII Int. Cong. on Animal Reprod. Vol. 3: 1393-1395.

Bochenek M., Herjan T., Okolski A., Smorag Z. 2005. Sperm chromatin abnormalities after semen sexing
procedure — preliminary results. Proc. Int. Equine Gamete Group, Havemayer Foundation, Mon. Ser. 18:
13-14.

Borg K., Colenbrander B., Fazeli A., Parlevliet J., Malmgren L. 1997. Influence of thawing method on motility,
plasma membrane integrity and morphology of frozen-thawed stallion spermatozoa. Theriogenology 48( 4):
531-536

Botero-Ruiz W., Laufer N., DeCherney AH., Polan M., Halsentine F.,Behrman H. 1984. The relationship
between follicular fluid steroid concentration and successful fertilization of human oocytes in vitro. Fertil.
Steril. 41: 820-826.

Brendemuehl J.P. Cross D.L. 2000. Influence of dopamine antagonist domperidone on the vernal transition in
seasonally anoestrus mares. J. Reprod. Fertil. Suppl. 56: 185-193.

Briant C., Schneider J., Guillaume D., Ottogalli M., Duchamp G., Bruneau B., Caraty A. 2006. Kisseptin
induces ovulation in cycling Welsh pony mares. 2006. Anim. Reprod. Sci. 94: 217-219.

Bruemmer J.E., Slough T., Carnevale E.M, Niswender G.D. 2006. Temporal in vivo gene expression in the
developing and regressing equine corpus luteum. Anim. Reprod. Sci. 94: 226-227.

Buchanan B.R., Seidel GE.., Jr., McCue P.M., Schenk J.L., Herickhoff L.A., Squires E.L. 2000. Insemination of
mares with low numbers of either or sexed spermatozoa. Theriogenology 53: 1333—1344.

Carneiro G.F., Lorenzo P.L., Pereira G.R., Pegoraro L., Pimentel C.A., Liu .LK.M. 2006. Artificial activation of
in vitro-matured equine oocytes with strontium chloride, thimerosal, and calcium ionophore. Anim. Reprod. Sci.
94:311-313.

Carnevale E.M., Ginther O.J. 1995. Defective oocytes as a cause of subfertility in old mares. Biol. Reprod.
Mono. 1: 209-214.

Chang C.,Wang T.H., Horng S.G, Wu H.N, Wang H.S., Soong Y.K. 2002. The concentration of inhibin-B in
follicular fluid: relation to oocyte maturation and embryo development. Hum. Reprod. 17: 1724-1728.

Choi Y.H., Love C.C., Love L.B., Varner D.D., Brinsko S.P., Hinrichs K. 2002. Developmental competence in
vivo and in vitro of in vitro-matured equine oocytes fertilized by intracytoplasmic sperm injection with fresh or
frozen-thawed sperm. Reproduction 123: 455-465.

Choi Y .H., Varner D.D., Hartman D.L., Hinrichs K. 2006. Blastocyst production from equine oocytes fertilized
by intracytoplasmatic injection of lyophilized sperm. Anim. Reprod. Sci. 94: 307-308.

Colenbrander B., Gadella B. M., Stout T. A. 2003. The predictive value of semen analysis in the evauation of
stallion fertility. Reprod Domest Anim. Review: 305-311.

Danek J. 2003. Effect of Escherichia coli endotoxin on the levels of testosterone and estradiol-17f in blood
serum and seminal plasma and on the semen characteristics in the stallion. Bull. Vet. Inst. Pulawy 47: 191-201.
Danek J. 2005. Wpltyw deksometazonu i fluniksyny na wskazniki krwi u ogiera. Med. Wet. 31: 1395-1399.
Danek J. 2006. Wplyw lipopolisacharydu i fluniksyny na st¢zenie steroidow ptciowych i biochemiczne
wskazniki nasienia ogierow. Med. Wet. 62: 713-716.



60

K. Kosiniak-Kamysz, A. Okolski

[26]
(27]
(28]
[29]
[30]
[31]

[32]
[33]

[34]

[33]

[36]
[37]

[38]
[39]

[40]
[41]
[42]

[43]

[44]
[45]
[46]
[47]
(48]

[49]

[50]
[51]

[52]

Danek J., Gehrke M. 1997. Zur Zinkkonzentration im Samenplasma von Hengsten. Mengen-und
Spurenelemente. 17. Arbeitstagung, Friedrich-Schiller-Universitét Jena: 251-260.

Danek J., Wisniewski E. 1992. Wplyw niedoboru cynku w diecie na wskazniki ematologiczne, aktywno$¢
fosfatazy zasadowej i st¢zenie bialka catkowitego w surowicy oraz na zawarto$¢ cynku, miedzi i wapnia
W surowicy i siersci ogieréw. Med. Wet. 48: 521-523.

Danek J., Wisniewski E. 1992. Zmiany jakos$ci nasienia w niedoborze cynku u ogierow. Med. Wet.48: 566—568.
Danek J., Wisniewski E., Krumrych W. 1996. Zmiany stezenia cynku, miedzi i zelaza w surowicy krwi i osoczu
nasienia ogierow w sezonie kopulacyjnym. Zesz. Probl. Post. Nauk. Rol. 434: 759-768.

Danek J., Wisniewski E., Krumrych W. 1999. Korelacje migdzy stezeniem cynku, miedzi i wapnia w surowicy
krwi a cechami nasienia ogierow. Med. Wet. 55: 259-264.

Donadeu F.X. 2006. Early indicators of follicular growth during the anovulatory season in mares. Anim. Reprod.
Sci. 94: 179-181.

Dowseet K. F., Pattie W. A. 1982. Characteristics and fertility of stallion semen. J. Reprod. Fert. Suppl. 32: 1-8.
Dowsett K. F., Knott L. M. 1996. The influence of age and breed on stallion semen. Theriogenology 46:
397-412.

Duchamp G., Bour B., Combarnous Y., Palmer E. 1987. Alternative solution to hCG induction of ovulation in
the mare. J. Reprod. Fertil. Suppl. 35: 221-228.

Estrada A., Samper J. C., Lillich J. D., Rathi R. R., Brault L. S., Albrecht B. B., Imel M. M., Senne S. 2003.
Azoospermia associated with bilateral segmental aplasia of the ductus deferen. J. Am. Vet. Med. Assoc.222(12):
1740-1742.

Fraser L., Lecewicz M., Strzezek J. 2002. Fluorometric assessments of viability and mitondrial status of boar
spermatozoa following liquid storage. Pol. J. Vet. Sci. 5(2): 85-92.

Gastal E.L., Silva L.A., Gastal M.O., Evans M.J. 2006. Effect of different doses of hCG on diameter of the
preovulatory follicle and interval to ovulation in mares. Anim. Reprod. Sci. 94: 186-190.

Glogowski J. 1988. Fosfataza alkaliczna uktadu rozrodczego knura. Zesz. Nauk. ART 31, Suppl. B: 1-53.
Glogowski J., Strzezek J. 1979. Fosfataza alkaliczna — niektore wiasciwosci i funkcja w zenskim i meskim
uktadzie rozrodczym. Med. Vet. 1: 34-38.

Graffstein J., Niezgoda J. 2006. Plasma arginine-vasopressin in mares around parturition and in their foals
during first week of life. Anim. Reprod. 94: 420—423.

Graham J.K. 1996. Analysis of stallion semen and its relatin to fertility. Ver. Clin. North Am. Eqiune Pract. Apr.
12(1) Review: 119-130.

Graham J. K. 1996. Cryopreservation of stallion spermatozoa. Vet. Clin. North Am. Equine Pract. Apr. 12(1):
131-147.

Herrera C., Miragaya H.M., Conde P., Hynes V., Losinno L., Quintans C., Pasqualini R.S. 2006.
Intracytoplasmic injection of in vitro-matured equine oocytes with frozen-thawed epididymal sperm. Anim.
Reprod. Sci. 94: 299-302.

Hinrichs K., Choi Y.H., Varner D.D., Hartman D.D. 2006. Efficient production of cloned horse pregnancies
using roscovitine-treated donor cells. Anim. Reprod. Sci. 94: 309-310.

Hyland J., Church S. 1995. The use of ultrasonography in the diagnosis and treatment of a haematoma in the
corpus cavernosum penis of a stallion. Aust. Vet. J. 72(12): 468-469.

Jasko D.J., Lein D.H., Foote R.H. 1990. Determination of the relationship between sperm morphologic
classifications and fertility in stallions; 66 cases (1987-1988). J. Am. Vet. Med. Assoc. 197: 381-394.

Jasko D. J., Little T. V., Lein D. H., Forte R. H. 1992. Comparison of spermatozoa movement and semen
characteristices with fertility in stallions; 64 cases (1987-1988). J. Am. Vet. Med. Assoc. 200: 979-985.
Johnson L.A., Flook J.P., Look M.V. 1987. Flow cytometry of X and Y chromosome bearing sperm for DNA
using an improved preparation method and staining with Hoechst 33342. Gamete Res. 17: 203-212.

Juchasz J., Nagy P., Kulcsar M., Szigeti G., Reiczigel L., Huszenicza G. 2001. Effect of low dose zearalenone
exposure on luteal function, follicular activity and uterine oedema in cycling mares. Acta Vet. Hung. 49:
211-222.

Kareskoski A.M., Reilas T, Andersson M, Katila T. 2006. Motility and plasma membrane intergrity of
spermatozoa in fractionated stallion ejaculates after storage. Reprod. Domest. Anim. Feb. 41(1): 33-38.
Kenney R.M., Bergman R.V., Cooper W.L., Mores G.W. 1975. Minimal contamination technigues for breeding
mores: techniques and preliminary findings. Proc. Am. Assoc. Equine Pract. 21: 327-336.

King S.S., Jones K.L., Mullenix B.A. , Heath D.T., Everson K.A., Arbogasst L.A. 2006. Evidence for
dopaminergic activity in equine follicles and ovarian germinal epithelium. Anim. Reprod. Sci. 94: 175-178.



Aktualne osiqgnigcia naukowe ... 61

[53]
[54]
[55]
[56]
[57]

[58]
[59]

[60]
[61]

[62]

[63]

[64]
[65]
[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

(71]
[72]

[73]

[74]
[75]
[76]

[77]

Klinic P., Kosec M., Majdic G. 2005. Frezability of equine semen after glass beads column separation. Equine
Vet. J. Jan. 37(1): 43-47.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z., Romanowska K. 2003. Ocena zamrazalno$ci nasienia 5-, 6-
i 7-letnich ogierdw. Rocz. Nauk. Zoot., Supl. 18: 25-28.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z., Gorazd M. 2003. The results of stallions reproductive
examinations in National Studs in Poland. Naukowij Wisnik. Lwow. 5: 178—178.

Kosiniak-Kamysz K., Podstawski Z., Bittmar A., Gorazd M. 2003. Rasowe i sezonowe uwarunkowania
zamrazalnosci nasienia ogiera. Rocz. Nauk. Zoot., Supl. 18: 21-24.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z., Gorazd M., Pieszka M. 2003. Stallions qualification for
reproduction after thier examinations in training centers. Naukowij Wisnik. Lwow. 5: 178—180.

Kosiniak K. 1983. Ocena przydatnosci rozrodowej ogierow. Korn Polski 3(71): 4—6.

Kosiniak K., Bittmar A. 1987. Analysis of the psysiological processes connected with sexual maturation of
stallions. Pol. Arch. Wet. 27(1): 5-21.

Kosiniak K., Bittmar A. 1991. Prognosis of stallion semen freezability on the basic of biochemical tests. J. Repr.
Fert. Suppl. 44: 653—-654.

Kosiniak-Kamysz K. 2002. Biologiczne uwarunkowania wartosci rozrodowej ogieréw. Mat. Konf. Nauk.
~Nowe trendy w organizacji hodowli i rozrodu koni w Polsce”, Krakow: 18-30.

Kosiniak-Kamysz K. 2000. Problematyka dojrzewania piciowego i uzytkowania rozrodowego ogierow. Mat.
Konf. Nauk. ,,Uwarunkowania $rodowiskowe rozrodu samcow zwierzat gospodarskich”. Krakow-Balice:
47-76.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z., Gorazd M. 2005. Characteristics of the breed structure and
semen quality of stallions from National Stallion Depots. 8th Inter Symp. Modern Trends in Livestock
Production Belgrad. Biotechnoligy in Animal Husbandry 21(5-6): 73-75.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Gorazd M., Podstawski Z. 2004. Breed and seasonal differences in stallion
semen morphological examination. Naukowij Wisnik Lwow 6(2) czg§¢ 4: 190-193.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z. 1997. Roznice rasowe w ocenie przydatno$ci nasienia ogierow
do mrozenia. Zesz. Nauk. AR Szczecin 177. Zootech. 35: 251-257.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z. 2000. Aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej w osoczu
nasienia ogiera. Przegl. Hod. Zesz. Nauk. PTZ 50: 325-332.

Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z. 2000. The influence of aspartate aminotransferase activity and
sperm morphology on stallion and dog semen freezability. Naukovij Visnik Naciolalnogo Agrarnego
Universitetu Kijev 22: 140—144.

Kosiniak-Kamysz K., Gorazd M., Bittmar A., Podstawski Z. 2004. Relationship between antioxidants level,
semen quality and biochemical components in stallion semen. Naukowij Wisnik Lwow 6(2) czg$¢ 2: 173-176.
Kosiniak-Kamysz K., Gorazd M., Podstawski Z., Bittmar A. 2005. Comparative analysis between alkaline
phosphatase activity and other components in stallion semen. The 4 th Symposium of the Society for Biology of
Reproduction and Polish- Japanese Seminar Book of Abstracts, Session VII, Krakow: 160.
Kosiniak-Kamysz K., Podstawski Z., Bittmar A. 1999. Ocena przydatnosci schtodzonego i mrozonego nasienia
ogiera do Al klaczy. Mat. Migdzynar. Symp. ,,Aktualne kierunki hodowli i uzytkowania koni w Europie”
Krakow: 427-432.

Kosiniak-Kamysz K., Podstawski Z., Bittmar A. 2000. The effective methods of stallion semen qulification for
deep feezing. Naukowij Wisnik Nacionalnogo Argarnogo Uniwersytetu. Kijow. 22: 133—140.

Kuisma P., Andersson M., Koskinen E., Katila T. 2006. Fertility of frozen-thawed stallion semen cannot be
predicted by the currently used laboratory mehods. Acta Vet. Scand. 17; 48(1): 14.

Kuklinska M., Gorazd M., Nowacka A., Kosiniak Kamysz K., Strzezek J. 2005. Antioxidant system of boar and
stallion seminal plasma — comparative studies. The 4 th Symp. of the Society for Biology of Reprod. and
Polish—Japanese Seminar Book of Abstracts, Session VII, Krakow: 143.

Kusy R. Wawron W. 2006. Aktywnos$¢ ptciowa klaczy czystej krwi arabskiej z endometriosis w sezonie
zimowym. Medycyna Wet. 62(2): 207-211.

Lindsey A.C, Morris L.H.A., Allen W.R., Schenk J.L., Squires E.L., Bruemmer J.E. 2002. Hysteroscopic
insemination of mares with low numbers of nonsorted or flow sorted spermatozoa. Equine Vet. J. 34: 128—132.
Lindsey A.C., Bruemmer J.E., Squires E.L. 2001. Low dose insemination of mares using non-sorted and
sex-sorted sperm. Anim. Reprod. Sci. 68: 279-289.

Lindsey A.C., Varner D.D., Seidel G.E.Jr., Bruemmer J.E., Squires E.L. 2002. Hysteroscopic or rectally guided,
deep-uterine insemination of mares with spermatozoa stored 18h at either 5 or 15°C prior to flow-cytometric
sorting. Theriogenology 58: 659—662.



62

K. Kosiniak-Kamysz, A. Okolski

(78]
[79]
[80]
[81]
(82]
[83]
[84]
[85]
[86]
[87]

(88]

[89]

[90]

[91]

[92]
(93]
[94]
[95]
[96]
[97]
(98]

[99]

Liu L., Jul.C, Yang X. 1998. Differential inactivation of maturation-promoting factor and mitogen-activated
kinase following parthenogenetic activation of bovine oocytes. Biol. Reprod. 59: 537-545.

Love C.C. 1992. Ultrasonographic evalution of the testis, epididymis, and spermatic cord of the stallion. Ver.
Clin. North Am. Equine Pract. Apr; 8(1): 167-182.

LuberdaZ., Strzezek J. 1990. Wybrane aspekty peroksydacji lipidow w nasieniu. Post. Nauk Rol. 4/5/6:95-106.
Maclellan L.J., Carnevale E.M., Coutinho da Silva M.A., Scoggin C.F., Bruemmer J.E., Squires E.I. 2002.
Pregnancies from vitrified equine oocyte collected from super-stimulated and non-stimulated mares.
Theriogenology 58: 911-919.

Malmagren L., Sussemilch B. 1. 1992. Ultrasonography as a diagnostic tool in a stallion with seminal vesiculitis.
A case Report. Theriogenelogy Apr; 37(4): 935-938.

McCue P.M., Fleury J.J., Denniston D.J., Graham J.K., Squires E.L. 2000. Oviductal insemination of mares.
J. Reprod. Fertil., Suppl. 56: 499-502.

Mtodawska W., Kaniowska D. Tischner M.: 2004. Morphology of ovaries and in vitro maturation of filly
oocyte-cumulus complexes. Proc. Int. Equine Gamete Group, Havemayer Foundation, Mon. Ser. 13: 13—16.
Muller Z. 1982. Practicalities of insemination of mares with deep-frozen semen. J. Reprod. Fert. Suppl. 35:
121-125.

Nambo Y., Hasegawa T., Sato F., Oki H., Kusunose R., Nakai R., Nagata S., Watanabe G., Taya K. 2002. The
release of follicular fluid into the peritoneal cavity during ovulation in mares. Theriogenology 58: 545-548.
Nequin L.G., King S.S. 1988. A dopaminergic neural system inhibits ovarian function during anestrus in the
mare. Biol. Reprod. 38 (Suppl.1), 114 (Abstract 197).

Nogamine N., Nambo Y., Nagata S., Nagaoka K., Tsunoda N., Taniyama H., Tanaka Y., Tohei A., Watanabe
G., Taya K. 1998. Inhibin secretion in the mare: localization of inhibin o, B and Bg subunits in the ovary. Biol.
Reprod. 59: 1392-1398.

Okolski A., Bezard J., Duchamp G., Driancourt M., Goudet G., Palmer E. 1995. Succesissive puncture of the
dominant follicle followed by ovulation and fertilization: A new experimental model for the study of follicular
maturation in the mare. Biol. Reprod. Mono 1: 393—401.

Okolski A., Bezard J., Magistrini M., Pallmer E. 1991. Maturation of oocytes from normal and atretic equine
ovarian follicles as affected by steroid concentrations. J. Reprod. Fertil. Suppl. 44: 385-392.

Pace M.M., Sullivan J.J. 1975. Effect of timing of insemination numbers of spermatozoa and extender
components on the pregnancy rate in mares inseminated with frozen stallion semen. J. Reprod. Fert., Suppl. 23:
115-121.

Pallicer A., Diamond M.P., DeCherney A.,H., Naftolin F. 1987. Intraovarian markers of follicular and oocyte
maturation. J. In Vitro Fert. Embryo Transfer. 405: 217.

Palmer E., Bezard J. Magistrini M., Duchamp G. 1991. In vitro fertilization in the horse: a retrospective study.
J. Reprod. Fertil. Suppl. 44: 375-384.

Podstawski Z., Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A. 2003. Charakterystyka frakcji ejakulatu ogiera pod katem ich
przydatnosci do zamrazania Rocz. Nauk. Zoot. Supl.18: 37-40.

Podstawski Z., Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Piszczek A. 2003. Ocena laboratoryjna mtodych ogierow.
Rocz. Nauk. Zoot., Supl. 18: 17-20.

Podstawski Z., Bittmar A., Kosiniak-Kamysz K. 2004. The application of stallion semen filtration method for
semen qualification for freezing. Naukowij Wisnik. Lwow. 6(2) czg$¢ 5: 82—85.

Podstawski Z., Kosiniak K. 1994. Ocena wartosci nasienia ogierow huculskich w odniesieniu do innych ras.
Migdzynar. Symp. ,,Prace nad zachowaniem rzadkich ras zwierzat gospodarskich”. Balice: 92-93.
Podstawski Z., Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A. 1998. Badania nad sposobami kwalifikacji nasienia ogiera do
glebokiego zamrazania. Symp. Nauk. ,,Nauka w Polskiej Zootechnice XXI wieku” Lublin: 261-262.
Podstawski Z., Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A. 1995. Charakterystyka warto$ci nasienia ogierow rasy slaskiej
na tle innych ras. Migdzynar. Konf. ,,Perspektywy hodowli regionalnych ras koni — konie rasy $laskiej”.
Wroctaw: 53-57.

[100] Pozor M.A., McDonnell S.M. 2004. Color Doppler ultrasound evaluation of testicular blood flow in stallions.

Theriogenology, Apr 1: 61(5): 799-810.

[101] Rambags B.P.B., Boxtel D.C.J., Tharasanit T., Lenstra J.A., Colenbrander B., Stout T.A.E. 2006. Maturation in

vitro leads to mitochondrial degeneration in oocytes recevered from aged but not young mares. Anim. Reprod.
Sci. 94: 359-361.

[102] Rambags B.P.B., Krijtenburg P.J., Drie H.F., Lazzari G., Galli C., Pearson P.L., Colenbrander B., Stout T.A.E.

2005. Numerical chromosomal abnormalities in equine embryos produced in vivo and in vitro. Mol. Reprod.
Dev. 72: 77-87.



Aktualne osiqgnigcia naukowe ... 63

[103] Rosati 1., Bebbere D., Leoni G., Pintus P.P., Succu S., Ledda S., Naitana S. 2004. Intracytoplasmic sperm
injection (ICSI) of in vitro matured (IVM) equine oocytes with frozen/thawed epididymal spermatozoa. W:
Proc. 15th Int. Congr. Anim. Reprod., Porto Seguro, Brazil (Abstract).

[104] Roser J.F., McCue P.M., Hoya Y. 1994. Inhibin activity in the mare and stallion. Dom. Anim. Endocrinol. 11:
87-100.

[105] Samper J.C., Crabo B.G. 1988. Filtration of capacitated stallion spermatozoa through filters containing glass
wool and/or Sephadex. Proc 11th Int. Congr. Anim. Reprod. & Al., Dublin: 295.

[106] Samper J.C., Hellander J.C., Crabo B.G. 1991. Relationship between the fertility of fresh and frozen stallion
semen and semen quality J. Reprod. Fert. Suppl. 44: 107-114.

[107] Shore M.D., Macpherson M.L., Combes G.B., Varner D.D., Blanchard T.L. 1998. Fertility comparison between
breeding at 24 hours or at 24 and 48 hours after collection with cooled equine semen. Theriogenology Ocet;
50(5): 693-698.

[108] Skolimowska A., Matecki-Tepicht J., Janowski T. 2003. Okreslanie poziomu estrogenow i gestagenow w kale
jako alternatywna metoda monitorowania procesow rozrodczych u zwierzat. Medycyna Wet. 59(3): 204-207.

[109] Strzezek J., Lapkiewicz S., Lecewicz M. 1999. A note on antioxidants capacity of boar seminal plasma. Anim.
Sci. Pap. Rep. 17(4): 181-188.

[110] Strzezek J., Kosiniak-Kamysz K., Bittmar A., Podstawski Z., Kuklifiska M., Rafalski G. 2000. Antioxidants of
seminal plasma in fertile stallion. XVIITH Inter. Conf. on Reprod.of Farm Animals. Proc. Book. Liptovsky Jan:
208-211.

[111] Strzezek J., Kosiniak-Kamysz K., Kuklinska M., Bittmar A., Podstawski Z., Rafalski G. 2000. Enzymatic and
non-enzymatic in stallion and boar semen. 4th Conf. ESDAR Newsletter. Prague 5: 56.

[112] Strzezek J., Swidorowicz K. 1986. Kryobiochemische Veranderungen an Spermien und deren
Befruchtungskapazitat. Zuchthyg 21: 64-70.

[113] Szezygiet M., Kurpisz M. 1999. Przydatno$¢ oceny morfologii plemnikéw do oznaczania stanu ptodnosci
mezczyzny, okreslanego w warunkach in vitro. Gin. Pol. 70(1): 26-32.

[114] Tharasanit T., Colleoni S., Lazzari G., Colenbrander B., Galli C., Stout T. 2006. Developmental competence of
equine oocytes vitrified at different stages of maturation. Anim. Reprod. Sci. 94: 291-293.

[115] Tischner M. 2006. Biotechnologia w rozrodzie koni. Zycie Wet. 81(1): 19-31.

[116] Tischner M.Jr., Niezgoda J. Tischner M. 2006. Intensity of stress reaction in the mare during transportation at
different stages of ovarian activity and pregnancy. Anim. Reprod. Sci. 94: 234-237.

[117] Turner R.M. 1996. Alkaline phosphatase activity in stallions semen and clinical implication. Proc. Am. Assoc.
Equine Pract. 42: 284-293.

[118] Turner R.M., Mc Donnell S.M. 2003. Alkaline phosphatase in stallion semen: characterization and clinical
applications. Theriogenology 60(1): 1-10.

[119] Udata J., Boryczko Z., Ostrowska A., Udata J., Boryczko Z., Ostrowska A. 1992. Ocena sezonowych zmian
jakosci nasienia ogierow. Zesz. Nauk AR. Szczecin 151: 131-137.

[120] Verner D.D., Blanchard T.L., Brinsko S.P., Love C.C., Tylor T.S., Johnson L. 2000. Techniques for evaluating
selected reproductive disorders of stallions. Anim Reprod. Sci. Jul 2(60-61). Review.: 493-509.

[121] Von Witze K.F. 1976. Glutamat-Oxalaceat-Transaminase-Activitat im Seminalplasma verschiedener
Hautstierarten in Abhangigkeit von ph-Wert und von der Aspartatkonzentration. Zuchthyg. 11: 97-104.

[122] Wawron W. 2001. Wystgpowanie i leczenie poporodowych zapalen macicy u klaczy. Medycyna Wet. 57(4):
242-245.

[123] Weber J.A., Woods G.L. 1992. Transrecatal ultrasonography for the evalution of stallion accessory sex glands.
Vet. Clin. North Am. Equine Pract. 8(1): 183-190.

[124] Weber J.A., Woods G.L. 1993. Ultrasonographic measurement of stallion accessory sex glands and excurrent
ducts during seminal emission and ejaculation. Biol. Reprod. 49(2): 267-273.

[125] Weber J.A., Freeman D.A., Vanderwall D.K., Woods G.L. 1991. Prostaglandin E, secretion by oviductal
transport stage equine embryos. Biol. Reprod. 45: 540-543.

[126] Wilton L. 2002. Preimplantation genetic diagnosis for aneuploidy screening in early human embryos: a review.
Prenat. Diagn. 22: 512-518.

[127] Witkowski W., Tischner M. 2000. Effect of increased day light during late pregnancy on the reproductive
performance of mares after parturiton. J. Reprod. Fert. Suppl. 56: 673—677.

[128] Yoon M.J., Boime 1., Colgin M., Niswender K.D., King S.S., Alvarenga M., Roser J.F. 2006. Single-chain
recombinant eLH: Induction of ovulation in mares. Anim. Reprod. Sci. 94: 215-216.



64 K. Kosiniak-Kamysz, A. Okolski

Recent scientific and practical achievements
in horse reproduction
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mare, ovarian follicle, oocyte, assisted fertilization

Summary

An important progress in research work concerning horse reproduction was ob-
served during last twenty years, however it is necessary to emphasize the important
role of the research performed formerly in this area.

The extremely important scientific and practical aspect is to establish stallion bio-
logical quality on the basis of clinical examination of reproductive organs and labora-
tory examination of the semen.

The significant progress is observed in clinical stallion examination owing to utili-
zation of USG what allows to detect both testes, epididymides and especially the ac-
cessory sex glands functions.

On the basis of performed observation it was found that the stallions reached the
optimal reproductive ability between 5—7 years of age, however their earlier use needs
to be under control because of considerable individual differences observed in this
respect.

Besides of the stallion age, also the breed and seasonal differences affect the se-
men quality and stallion reproductive performance.

On the basis of observations it was possible to establish an important role of many
semen plasma components, especially enzymes (AspAT, LDH, PA), as well as total
protein and antioxidants in semen quality.

The levels of these components can be used for semen quality examination and
prediction of its ability for deep freezing and use for mare artificial insemination.

Many papers dealing with the mare reproduction were concerned on follicular
fluid as the sources of active biological substances which take part in regulatory pro-
cess by different endocrine, paracrine, autocrine mechanisms. Some of them are im-
portant markers of follicular growth and oocyte quality. Progress in research on the as-
sisted reproductive technique in equine reproduction is smaller than in other species.
After in vitro fertilization the only foal that was born is the one obtained by French
group in 1991. Recently vitrification has been used to cryopreserve mares oocytes.

Pregnancies have been obtained from intracytoplasmic sperm injection into
oocyte matured in vitro as well as after transfer of donor fibroblast into enucleated
oocytes. Finally sex sorted sperm with highly reduced number of spermatozoa was
used to successfully inseminate the mares. The development of assisted reproduction
techniques for horses still remains a challenge.
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kriobiologia nasienia

W latach siedemdziesiatych kilka zespolow w kraju podjeto tematyke badawcza
dotyczaca proceséw rozrodczych u swin. W owczesnym Instytucie Fizjologii i Bio-
chemii Zwierzat ART w Olsztynie dwa zespoly w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat — pod
kierunkiem T. Krzymowskiego i H. Krzymowskiej — rozpoczgly badania nad regulacja
procesow rozrodczych u samic, a w Zaktadzie Biochemii Zwierzat jeden zespo6t — pod
kierunkiem J. Strzezka — rozpoczat badania z zakresu biochemii nasienia, ktore poczat-
kowo dotyczyty buhajow i trykow, a nastgpnie knurow. Rownoczesnie zespot S. Stokto-
sowej z Instytutu Zoologii UJ w Krakowie coraz cz¢sciej do prowadzonych badan in vi-
tro uzywat komorek jajnika swini. Wkrétce metody in vitro zostaly zaadaptowane przez
zespot J. Przala w placowce olsztynskiej. Przypomnienie tych faktow wynika z ich
znaczenia dla rozwoju badan proceséw rozrodczych u swin w Polsce. W opracowaniu
tym zostanie w skrocie przedstawiony postep w zakresie badan podstawowych doty-
czacych rozrodu $win ze szczegdlnym uwzglednieniem osiagnig¢ krajowych.

Regulacja procesow rozrodczych u samic

Procesy rozrodcze sa pod kontrola osi neurohormonalnej, podwzgorze-przy-
sadka-gonady, ktora u samic ssakow swoim oddziatywaniem obejmuje takze macicg —
miejsce rozwoju najpierw zarodka, a nastepnie ptodu. W opracowaniu tym rozpatrzo-
ne beda poszczegolne pigtra osi podwzgorzowo-przysadkowo-jajnikowej oraz maci-
ca. Ogolne zaleznosci pomigdzy tymi strukturami przedstawiono na rysunku 1.
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Podwzgorze

U $win, podobnie jak u samic innych gatunkow ssakow, gonadoliberyna— GnRH
(LHRH) — pei kluczoweg role w regulacji aktywnos$ci osi podwzgorzowo-przysad-
kowo-gonadalnej [23, 34, 35, 82, 225]. I1zolacji GnRH — peptydu sktadajacego sig z 10
aminokwasow —z podwzgdrza swini, dokonano w roku 1971, jednocze$nie okreslajac
jego sekwencje aminokwasowa [121, 144]. Lokalizacja neurondw wytwarzajacych
GnRH w moézgowiu $wini zostata opisana przez Polkowska i in. w roku 1985 [134].
W badaniach Kineman i in. [81] znaczna czg$¢ ogdlnej liczby neuronéw GnRH-er-
gicznych stwierdzono w obszarze przedwzrokowo-przysrodkowym (ok. 45%), pas-
mie przekatnym Broca (6,7%), przedniej (14,8%) i brzuszno-przysrodkowej (18,6%)
czesci podwzgodrza, jadrze nadwzrokowym (7,1%) oraz strefie okotokomorowej
(7,0%). Najwigksze skupienie aksonow GnRH-ergicznych odnotowano po stronie
bocznej wyniostosci przysrodkowej w poblizu pierwotnego splotu naczyn wloso-
watych przysadkowego uktadu wrotnego. Kumar i in. [107] stwierdzili kilkakrotnie
wigksza koncentracj¢ GnRH w buszno-przysrodkowym podwzgorzu niz w obszarze
nadskrzyzowaniowym i obszarze przedwzrokowym. Badania Zigcika i in. [226, 227]
wykazaty u loszek znacznie wigksza koncentracje GnRH w tkance kompleksu ,,szy-
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy ogdlne zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi pietrami
osi podwzgorzowo-przysadkowo-jajnikowej i jej oddzialywanie na macice. Opis schematu
znajduje sie w tekscie
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puta-wyniosto$¢ przysrodkowa” (SME; stalk medial eminence) niz w brzuszno-przy-
srodkowym podwzgorzu (MBH) oraz obszarze przedwzrokowym (POA). Uwalnia-
nie GnRH z wyniosto$ci przysrodkowej do krazenia przysadkowego ma charakter
pulsacyjny 1 wykazuje wysoka korelacje ze zmianami koncentracji LH we krwi
obwodowej [110].

Aktywno$¢ systemu GnRH-ergicznego jest regulowana na poziomie wytwa-
rzania gonadoliberyny w perykarionach i/lub uwalniania jej z zakonczen nerwowych.
W procesie tym uczestnicza liczne systemy neuralne, uwalniajace klasyczne neuro-
przekazniki, takie jak: noradrenalina, dopamina, serotonina, kwas y-aminomastowy,
kwas glutaminowy, jak rowniez neuropeptydy, takie jak: endogenne peptydy opio-
idowe (EOP), galanina, neuropeptyd Y (NPY), substancja P [36, 95, 112, 122, 127].
Zigcik i in. [226, 227] stwierdzili u loszek podczas cyklu rujowego oraz induko-
wanego wyrzutu LH (benzoesanem estradiolu) wyzsza zawartos$c¢ nie tylko GnRH, ale
1 B-endorfiny, NPY i galaniny w SME niz POA lub MBH. Badania Fitki i in. [37]
wykazaty, ze u loszek egzogenna tyroksyna znacznie obniza zawarto$¢ GnRH w wy-
niostosci przysrodkowej. Badania przeprowadzone na loszkach w warunkach in vivo,
w ktorych blokowano lub stymulowano receptory opioidowe wykazaty, ze EOP
wywieraja hamujacy wplyw na system GnRH/LH w okresie laktacji oraz uczestnicza
w regulacji pulsacyjnego wydzielania LH podczas fazy ciatka zottego [127] i ciazy
(gtownie do 70. dnia) [127, 204], jak rowniez przedowulacyjnego lub indukowanego
wyrzutu LH [96, 127, 223]. Znany jest rowniez modulujacy wplyw steroidéw jajni-
kowych, estradiolu i progesteronu, na funkcjonowanie systemu GnRH u $win (rys. 1)
[95, 128, 145]. Wyniki uzyskane przez Zigcika i in. [224] wskazuja, ze LH moze takze
modulowac aktywno$¢ podwzgorzowego systemu GnRH u §win, na zasadzie krotkiej
petli sprzezenia zwrotnego.

W warunkach in vitro testowano wpltyw szeregu substancji na uwalanie GnRH
z wyniostosci przysrodkowej loszek. Okrasa i in. [128] stwierdzili, Ze nalokson (anta-
gonista opioidowy) stymuluje uwalnianie GnRH z SME loszek w cyklu rujowym oraz
loszek owariektomizowanych otrzymujacych progesteron lub estradiol. Morfina
(agonista opioidowy) — w zaleznosci od dawki — moze stymulowaé (2 x 10™° M) lub
hamowa¢ (10~ M) uwalnianie GnRH z SME loszek owariektomizowanych otrzymu-
jacych progesteron (nie estradiol). U owariektomizowanych loszek z indukowanym
wyrzutem LH, wykazano modulujacy wptyw B-endorfiny, galaniny, NPY i substancji
Pnauwalnianie GnRH ze SME [70]. Ciereszko iin. [21] wykazali w badanich in vitro,
ze réwniez prolaktyna moze stymulowa¢ uwalnianie GnRH z SME loszek podczas
fazy lutealnej. Z kolei w badaniach Duszy i in. [28] nie obserwowano u niedojrzatych
ptciowo loszek istotnego wptywu melatoniny na uwalnianie GnRH z SME.

Badania ostatnich lat wskazuja, ze leptyna — hormon w znacznej ilo§ci wytwarza-
ny przez tkankg thuszczowa — moze takze wptywac na aktywno$¢ uktadu GnRH/LH
u loszek w okreslonych stanach fizjologicznych [4]. Zesp6t J. Przata, badajac eks-
presje genu leptyny i dtugiej formy jej receptora (OB-Rb) — metodami, takimi jak
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RT-PCR, hybrydyzacja in situ oraz Western-blot — wykazat zmiany w strukturach
powiazanych z wytwarzaniem i/lub uwalnianiem GnRH (POA, MBH i SME) u loszek
w fazie lutealnej cyklu rujowego (dni 10—12 1 14—-16) i w okresie wczesnej ciazy (dni
14-16130-32) [148].

Badania zespolu wczesniej kierowanego przez T. Krzymowskiego, a obecnie
przez S. Stefanczyk-Krzymowska wykazaty, ze na funkcjonowanie zar6wno pod-
wzgorza jak i przysadki moze wptywac okotoprzysadkowy system naczyniowy, ktory
tworza naczynia zylne odprowadzajace krew z mozgu, przysadki i okolicy twarzowe;j
oraz naczynia tetnicze doprowadzajace krew do przysadki i mozgu. System ten
umozliwia przeciwpradowa wymiang niektorych substancji oraz zwrotny ich tran-
sport do moézgu i przysadki. U loszek stwierdzono mozliwo$¢ zwrotnego transportu
GnRH poprzez ten system w okre§lonych dniach cyklu rujowego (1-2 oraz 12—-14)
[65, 102]. W podobny sposdb moga by¢ takze transportowane inne substancje, takie
jak: B-endorfina, oksytocyna, dopamina i hormony steroidowe [65, 149, 150]. Bada-
nia prowadzone przez ten zespot wykazaly rowniez mozliwo$¢ transportowania
feromonu knura (androstenolu) u loszek — z obszaru §luzowki jamy nosowej do
struktur o$rodkowego uktadu nerwowego zwiazanych z regulacja proceséw rozrod-
czych — droga krwiono$na poprzez naczyniowy uktad okotoprzysadkowy [99, 164].
Oznacza to, ze sygnat zapachowy samca oddzialuje na organizm samicy nie tylko na
drodze nerwowowej, jak wcze$niej sadzono, ale rowniez na drodze humoralne;.

Przysadka

W przedniej czesci przysadki wystepuje pieé rodzajéow komoédrek wewnatrzwy-
dzielniczych, ktore sa rozmieszczone pomigedzy komdrkami pecherzykowo-gwiaz-
dzistymi. Sa to komodrki somatotropowe, kortykotropowe, laktotropowe, gonado-
tropowe i tyreotropowe. Komorkami docelowymi dla GnRH sa komorki gonadotro-
powe, wytwarzajace hormon luteinizujacy (LH) i hormon folikulotropowy (FSH).
Wydzielanie hormonoéw gonadotropowych jest jednak zréznicowane, poniewaz
wiele czynnikow wykazuje modulujacy wplyw na ten proces. W regulacji wy-
dzielania FSH wazna rolg pelnia aktywiny, inhibiny i folistatyny. Wsrod czynnikow
modulujacych wydzielanie gonadotropin wymienia si¢ m.in. plciowe hormony
steroidowe (rys. 1), aminokwasy (glutaminian i asparaginian), szereg peptydow
(np. NPY, VIP, substancja P, galanina, peptydy opioidowe), czynniki wzrostowe,
aminy biogenne i tlenek azotu. Nadmieni¢ nalezy, ze w regulacj¢ wielu procesow
zwiazanych z rozrodem, oprécz hormonow gonadotropowych, wlacza si¢ rowniez
prolaktyna, wytwarzana przez komorki laktotropowe. Szczegdtowy opis struktury
i funkcji przedniej cze$ci przysadki mozna znalez¢ w przegladowym opracowaniu
Duszy i Ciereszko [26].

Profile sekrecyjne LH u loszek w r6znych okresach aktywnosci ptciowej zostaty
opisane przez Zigcikaiin. [221,222], a prolaktyny — przez Dusz¢ i Krzymowska [29,
30]. Kilka zespotéw badawczych w kraju testowato w warunkach in vitro wptyw
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réznych czynnikéw na wydzielanie LH Iub prolaktyny. Badania Kotwicy i in. [92]
wykazaty, ze oksytocyna wytwarzana w tylnym ptacie przysadki [91] stymuluje
sekrecje LH i protaktyny, jak réwniez ACTH i B-endorfiny, przez komorki przedniej
czesci przysadki pochodzace od loszek w fazie lutealnej. Takiego dziatania oksyto-
cyny nie odnotowano w odniesieniu do komorek przysadkowych pobranych od
loszek w fazie pecherzykowej cyklu rujowego. Oksytocyna stymulowala rowniez
sekrecj¢ LH 1 protaktyny przez komorki przedniej czgsci przysadki pobierane od
loszek owariektomizowanych podczas indukowanego wyrzutu LH oraz od loszek
otrzymujacych progesteron [9]. Z kolei VIP wykazywal stymulujacy wpltyw na
sekrecj¢ LH tylko przez komorki przysadki pobierane od loszek podczas indukowa-
nego wyrzutu LH oraz wydzielanie prolaktyny przez komorki pochodzace od loszek
po podaniu im zaré6wno benzoesanu estradiolu jak i progesteronu. Czynniki o-
i B-adrenergiczne (fenylefryna i izoprenalina) takze wykazywaty stymulujacy wptyw
na sekrecj¢ LH [146] i prolaktyny [147] in vitro, ktory byt zalezny od ich dawki
i statusu hormonalnego loszek — dawczyn komorek przysadkowych.

Mozliwos¢ oddziatywania peptydow opioidowych na sekrecj¢ LH na poziomie
przysadki wykazaly badania in vitro przeprowadzone przez Barba i in. [3]. Stwier-
dzono w nich, ze -endorfina zmniejsza, natomiast nalokson (antagonista receptorow
opioidowych) zwigksza, wydzielanie LH przez komorki izolowane z przedniej czgsci
przysadki loszek. W badaniach innych autoréw wykazano, ze wydzielanie $-endor-
finy przez komoérki przysadki moze zmienia¢ si¢ m.in. pod wptywem oksytocyny [9,
92], czynnikow adrenergicznych [147] 1 VIP [9]. Badania prowadzone przy uzyciu
metody RT-PCR wskazuja, ze ekspresja gendw kodujacych prekursory peptydow
opioidowych (POMC i prodynorfiny) i receptoréw opioidowych (u i k) w przedniej
czesci przysadki loszek zmienia si¢ podczas cyklu rujowego [160, 216]. Sugeruje to
udziat EOP w modulacji wydzielania LH z przysadki u $win na zasadzie ich auto- i/lub
parakrynnego dzialania.

W przedniej czgsci przysadki loszek badano réwniez ekspresje genow (mRNA)
kodujacych leptyng i jej receptor (OB-Rb), ktora wykazywata zmiany podczas cyklu
rujowego (dni 10-12 1 14—-16) i wezesnej ciazy (dni 14—16130-32). Zawartos$¢ biatka
leptyny (okreslana metoda Western-blot) byta wigksza, a jej receptora — mniejsza,
w przysadce w okresie wezesnej ciazy (dni 10-12) w porownaniu z cyklem rujowym
(dni 14-16) [148]. Wyniki te wskazuja na udziat leptyny w lokalnej regulacji
wydzielania hormonow przysadkowych.

Obecnie czgsto badany jest wplyw ksenobiotykow na procesy fizjologiczne na
réznych modelach zwierzecych (in vitro). Badania prowadzone przez zespot Cieresz-
ko [97], z wykorzystaniem komorek izolowanych z przysadek loszek, wskazuja
na stymulujacy wptyw dioksyny (TCDD; 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny)
na sekcecje prolaktyny we wczesnej fazie lutealnej, hamujacy za§ — w fazie
pecherzykowe;j.
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Jajnik

Podstawowa funkcja jajnika jest cykliczne wytwarzanie i uwalnianie dojrzatych
oocytow. Optymalne warunki do rozwoju oocytéw zapewniaja pecherzyki jajnikowe,
ktore w miar¢ dojrzewania podlegaja charakterystycznym zmianom strukturalnym
i czynnosciowym [139]. W dojrzewajacym pecherzyku jajnikowym istotng role
petnia komorki ostonki wewnetrznej (theca interna) oraz warstwy ziarnistej (mem-
brana granulosa). Cykliczno$¢ zmian zachodzacych w jajniku u dojrzatych ptciowo
loszek —wynoszaca ok. 21 dni (cykl rujowy) — posrednio warunkuje ciatko zotte (CL;
corpus luteum), wytwarzajac progesteron, ktory m.in. wplywa na wydzielanie gona-
dotropin. Z kolei, czas trwania CL jest kontrolowany przez czynniki pochodzenia
macicznego. Hormony jajnikowe, gtownie progesteron (Py) i estradiol (E,), oprocz
oddziatywania na wyzsze pigtra osi podwzgoérzowo-przysadkowo-jajnikowej w ra-
mach tzw. sprzezen zwrotnych, wplywaja rdwniez na macice wywotujac zmiany
umozliwiajace ewentualng implantacj¢ zarodkow (rys. 1).

W obszarze podjajnikowym wystegpuje tzw. okotojajnikowy kompleks naczy-
niowy, w ktorym naczynia tgtnicze, zylne i chlonne tworza specyficzny uktad
funkcjonalny, pozwalajacy na zwrotny (skierowany do jajnika) lub docelowy (tzn.
z jajnika do macicy lub odwrotnie) transfer hormonow [101, 162, 165, 167, 168].
Opisany, w wielu pracach przez Krzymowskego i in. [101] i Stefanczyk-Krzymowska
iin. [162, 165, 167, 168] mechanizm transportu hormonoéw w tym obszarze pozwala
na oszczedna i zarazem skuteczna, do pewnego stopnia lokalna, gospodarke hormo-
nalng w obrebie uktadu rozrodczego samicy.

Wprowadzenie technik hodowli in vitro izolowanych komorek pecherzyka jajni-
kowego (ostonki wewngtrznej i warstwy ziarnistej) oraz ciatka zottego pozwolito
lepiej pozna¢ zaréwno ich zdolnos$ci sekrecyjne jak i substancje, ktore wykazuja
wobec nich dziatanie regulacyjne. W tym zakresie nieocenione sa zastugi S. Stokto-
sowej, ktora w latach siedemdziesiatych ze swoim zespotem zorganizowala pra-
cownig in vitro i wprowadzita metody hodowli m.in. komorek jajnika $§wini, a na-
stepnie stuzyta pomoca innym zespotom w Polsce w ich adaptacji w swoich labo-
ratoriach [105, 171, 172, 175, 177, 178].

W odniesieniu do pecherzyka jajnikowego, jak si¢ wydaje, powszechnie przyjeta
jest teoria ,,dwoch komorek, dwoch gonadotropin”, ktéra przypisuje komoérkom
ostonki wewngtrznej specjalizacj¢ w produkcji androgenow (pod wptywem LH),
komoérkom ziarnistym za$ przeksztatcanie ich, czyli tzw. aromatyzacjg, do estro-
genow (pod wptywem FSH) [139, 170]. Badania Stoktosowej i in. [174] z roku 1982
wykazaty mozliwo$¢ wytwarzania estradiolu takze w komorkach ostonki wewnetrz-
nej pecherzyka $wini oraz wielokrotnie wigksza produkcje tego steroidu w hodowli
mieszaniny komorek ostonki z komorkami ziarnistymi. W warunkach in vitro organi-
zacja cytoszkieletu (mikrotubul) w komérkach ziarnistych swini zalezy od obecnosci
w hodowli komorek ostonki wewngtrznej i zmienia si¢ pod ich wptywem [60].
Autorzy tych badan sugeruja, ze organizacja cytoszkieletu w komorkach pegcherzy-
kowych ma zwigzek z transportem androgenéw do komorek ziarnistych.
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Kluczowa rolg¢ w regulacji rozwoju pecherzykéw jajnikowych i powstawaniu
ciatek zottych oraz funkcjonowaniu tych struktur petnia hormony gonadotropowe,
FSH i/lub LH [26, 135, 170, 173, 228], ktorych dzialanie jest wspomagane przez
liczne substancje dostarczane z krwia lub wytwarzane lokalnie [139]. Prolaktyna jest
hormonem, ktérego wptyw na procesy zachodzace w jajniku byt rozpatrywany od
wielu lat. U §win stwierdzono jej obecnos¢ w plynie pecherzykowym [136]. Poda-
wanie loszkom podczas fazy pecherzykowej egzogennej prolaktyny powodowato
obnizenie sekrecji estrogenoéw [27]. Z kolei luteotropowe dziatanie prolaktyny u $win
w okresie wezesnej fazy lutealnej cyklu rujowego byto stwierdzone, zarowno w bada-
niach in vivo jak i in vitro, przez Ciereszko i in. [19, 22]. W badaniach in vitro [22]
wykazano, ze stymulujacemu dziataniu prolaktyny na sekrecj¢ P, towarzyszy wzrost
aktywnosci kinazy biatkowej C (PKC). Stomczynska i in. [152] wykazali obecno$é
receptorow prolaktyny w komoérkach ostonki wewngtrznej $rednich i duzych peche-
rzykow jajnikowych oraz w nowo tworzacych si¢ ciatkach zottych u §wini. W bada-
niach in vitro przeprowadzonych przez Stomczynska i in. [152] prolaktyna pobudzata
aktywnos$¢ sekrecyjna komorek ostonki (P4 i E,) oraz komorek lutealnych (P,).
Pobudzenie steroidogenezy w komorkach ostonki, ale nie uwalnianie z nich steroi-
dow, przez prolaktyng byto zalezne od prawidlowej organizacji w nich cytoszkieletu
[64]. Oprocz stymulacji steroidogenezy Ciereszko i in. [20] stwierdzili w komorkach
ostonki wzrost aktywnosci PKC pod wptywem prolaktyny.

W badaniach in vivo, przeprowadzonych przez Krzymowskiego i in. [100]
domaciczne infuzje PGF2a wykazywaty luteolityczne dziatanie, powodujac zdecy-
dowane obnizenie sekrecji P, u loszek w 12, 14 1 15 dniu cyklu rujowego. W wa-
runkach in vitro, takze potwierdzono luteolityczny wptyw PGF2a na komorki lute-
alne [58]. U roznych gatunkow rowniez udziat oksytocyny w procesie luteolizy jest
rozpatrywany. Badania Kotwicy [89] wskazuja, ze oksytocyna uczestniczy w regu-
lacji luteolizy u $win, poniewaz hamowaniu sekrecji P, towarzyszy — oprocz wzrostu
sekrecji PGF2a — takze wzrost koncentracji oksytocyny we krwi pobieranej z zyty
maciczno-jajnikowej (UOV) i zyly jarzmowej (JV). Wzrost ten byt nieco wigkszy
w UOV niz w JV. Wskazuje to na mozliwos¢ produkcji pewnej ilo$¢ oksytocyny
w jajniku $wini, ale bylyby to ilosci, jak sadzi autorka, znacznie mniejsze niz
u przezuwaczy. Wczesniesze badania in vivo Duszy i in. [31] wskazywaty rowniez na
mozliwos¢ udzialu prolaktyny w procesie luteolizy u $win. Stwierdzono w nich
bowiem korelacj¢ pomigdzy pulsami prolaktyny i PGF2a we krwi zyly UOV u loch
w 14-17 dniu cyklu rujowego.

Na procesy zachodzace w jajniku, oprocz gonadotropin i prolaktyny, majq takze
wplyw substancje o dziataniu wzrostowym, takie jak: hormon wzrostu (GH) i insu-
linopodobny czynnik wzrostu I (IGF-I). Stymuluja one sekrecje estradiolu w peche-
rzykach jajnikowych $wini — szczeg6lnie duzych — oraz proliferacj¢ komorek tylko
w matych i $rednich pecherzykach, a nie w duzych pecherzykach [83]. GH i IGF-I
wykazuja takze wptyw na CL u $win. We wczesnej i Srodkowej fazie lutealnej
pobudzaja produkcj¢ P4, a hamuja proces apoptozy [141, 142].
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Neuropeptyd, LHRH, moze by¢ takze wytwarzany w jajniku [111] i lokalnie wpty-
wac na proces steroidogenezy pecherzykowej. Badania Stoktosowe;j i in. [176] wskazuja,
ze LHRH wywiera bardzo zréznicowany wplyw na steroidogeneze w komoérkach peche-
rzyka jajnikowego w zaleznosci od fazy jego rozwoju oraz warunkéw hodowli komorek
(monokultury czy kokultury). W hodowlach mieszanych peptyd ten zwigkszat sekrecje
E,, natomiast zmniejszat P, z komorek izolowanych z matych i srednich pecherzykoéw
jajnikowych, hamowat za§ wydzielanie obu steroidéow z komorek pochodzacych z du-
zych pecherzykéw. Peptyd ten nie wykazywat jednak wpltywu na wydzielanie P, przez
komorki lutealne loszek w okresie cyklu rujowego i wezesnej ciazy [57].

W zespole J. Przala wykonano szereg badan dotyczacych udziatu peptydow
opioidowych w lokalnej regulacji procesow zachodzacych w jajniku $wini. Wyka-
zano obecnos$¢ B-endorfiny w ptynie pecherzykowym [77] i ciatku zottym [137] oraz
sekrecje jej w warunkach in vitro przez komorki pecherzykowe [74, 77] 1 lutealne
[138]. Zawartos¢ B-endorfiny w ciatku zottym u loszek wzrasta w miarg jego rozwoju
[137]. Koncentracja -endorfiny takze zmienia si¢ w ptynie pecherzykowym podczas
cyklu rujowego, wykazujac najwigksze wartosci w matych pecherzykach pocho-
dzacych od loszek we wczesnej fazie lutealnej [77]. Fakt ten moze by¢ powiazany
z hamowaniem rozwoju pecherzykdéw jajnikowych.W badaniach in vitro wykazano,
ze sekrecja B-endorfiny przez komoérki ziarniste jest silnie stymulowana przez FSH
[77]. W badaniach Staszkiewicza i in. [159] wykazano roéwniez stymulujacy wplyw
FSH na ekspresj¢ genu kodujacego prekursor -endorfiny — proopiomelanokortyng
(POMC) — w komorkach ziarnistych z duzych pecherzykéw jajnikowych. W bada-
niach tych stwierdzono ekspresje genow kodujacych prekursory opioidowe (POMC,
proenkefaling i prodynorfing), zar6wno w komorkach ziarnistych, jak i komorkach
ostonki wewnetrznej oraz komorkach lutealnych [158, 159]. Badania powyzsze
wskazuja, ze poziom ekspresji genow prekursoréw opioidowych w steroidogenicz-
nych komorkach jajnika moze by¢ zalezny od odpowiednich hormonéw gonado-
tropowych, LH lub FSH. Badania Stomczynkiej i in. [153] potwierdzity obecnos¢
peptydow powstajacych z prodynorfiny w ptynie pecherzykowym loszek. Z kolei,
badania Happoli i in. [66] wskazuja, ze zrédlem peptydow opioidowych w jajniku
swini moga by¢ rdwniez zakonczenia wtokien nerwowych.

W badaniach in vitro potwierdzono wptyw peptydéw opioidowych na steroido-
geneze jajnikowa. Wykazano hamujacy wpltyw agonistow receptoréw opioidowych
(1, 8 1x) na ten proces w komoérkach pecherzyka jajnikowego — ostonki wewngtrznej
[76, 78] i warstwy ziarnistej [75, 78] — po 4-godzinnej ich ekspozycji na badane
czynniki. Gregoraszczuk i Stomczynska [63] obserwowaly takze hamujacy wptyw
B-endorfiny na podstawowa sekrecjg P4 (nie E,) przez komorki ziarniste pochodzace
z matych i $rednich pecherzykéw jajnikowych oraz na wydzielanie zaréwno Py jak
i E; w obecnos$ci LH przez komorki ziarniste matych, srednich i duzych pecherzykow
jajnikowych. Z kolei stymulujacy wptyw agonisty opioidowego (FK 33-824), o wyso-
kim powinowactwie do receptoréw typu p, na sekrecje steroidéw przez komorki
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pecherzyka jajnikowego oraz komorki lutealne byt obserwowany po zastosowaniu
dhuzszej inkubacji (24-godzinnej) badanych komérek z tym agonista [74, 77, 140].
W komoérkach lutealnych wykazano takze modulujacy wptyw FK 33-824 na ekspresje
receptora LH [73]. Badania dotyczace udzialu wewnatrzkomoérkowych szlakow

w przekazywaniu pobudzenia — od receptora opioidowego typu pu — wykazaty, ze
proces ten jest zroznicowany w komorkach pecherzykowych $wini. W komorkach
ostonki wewngtrznej uczestniczy w nim cyklaza adenylanowa (AC) i fosfolipaza C
(PLC), w komorkach ziarnistych za§ — AC, natomiast nie stwierdzono reakcji PLC
[71, 72, 78].

W badaniach prowadzonych przez Gregoraszczuk i in. [59, 62] wykazano obec-
nos¢ leptyny w plynie pgcherzykowym i ekspresje genu dlugiej formy jej receptora
(OB-Rb) w komorkach pecherzyka jajnikowego w réznych stadiach rozwoju
i wnowo tworzacym si¢ CL u $win. Ponadto stwierdzono, ze leptyna hamuje sekrecje
E,, a pobudza sekrecj¢ P, w duzych pecherzykach, co sugeruje udzial tego peptydu
w regulacji procesu luteinizacji. Badania Gregoraszczuk i in. [61, 62] wskazuja takze
na wspoétdziatanie leptyny z IGF-I1 w regulacji funkcji pecherzyka jajnikowego §wini.
Mianowicie IGF-1 wzmaga ekspresje genu dlugiej formy receptora leptyny (OB-Rb)
1 w jej obecnosci efektywniej stymuluje sekrecj¢ E,. Z kolei leptyna zmniejsza
antyapoptotyczne dziatanie IGF-I na komoérki pecherzyka. Smolinska i in. [156]
wykazali ekspresje genu kodujacego leptyng i jej receptor (OB-Rb) w strukturach
jajnika loszek w cyklu rujowym (dni 10-12 i 14-16) i w okresie wczesnej ciazy (dni
14-16130-32). Stwierdzone przez autor6w zmiany w ekspresji tych gendw sugeruja
udziat leptyny w regulacji takze czynnosci ciatka zottego, w rozpatrywanych okre-
sach fizjologicznych.

W jajniku loszek wykazano wzrost zawarto$ci noradrenaliny pod wptywem
estrogenow, ktoremu towarzyszyto zwigkszenie liczby adrenergicznych widkien
nerwowych [108]. Badania in vitro wykazaty stymulujacy wptyw izoprenaliny (ago-
nisty receptoréw [-adrenergicznych) na sekrecje P, przez komorki ziarniste z duzych
i matych pecherzykow jajnikowych pochodzacych od loszek w cyklu rujowym [212].
Katecholaminy takze stymulowaty sekrecje P, przez komorki lutealne loszek w okre-
sie wczesnej ciazy [213].

Badania prowadzone przez zespot Ciereszko [97, 125] wskazuja na mozliwo$¢
oddziatywania estrogenow srodowiskowych na komorki ziarniste pgcherzyka jajni-
kowego $wini. Genistaina (fitoestrogen) — samodzielnie oraz w obecnosci FSH
i IGF-I — stymulowata in vitro sekrecje E, przez komorki ziarniste [125]. Z kolei
wydzielanie P, bylo hamowane przez genistaing i daidzeing (inny fitoestrogen),
samodzielnie i w polaczeniu z IGF-1. Badania immunocytochemiczne wykazaty
wzrost poziomu receptoréw estrogenowych typu f (ERPB) w tych komorkach pod
wplywem E,, genistainy i daidzeiny. Dioksyna (TCDD; 2,3,7,8-tetrachlorodiben-
zo-p-dioksyny) takze oddzialuje na steroidogenezg¢ w komorkach ziarnistych oraz
modyfikuje wptyw prolaktyny na te komorki [97].
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Macica

Zapoczatkowanie cigzy wymaga zasygnalizowania przez zarodki swojej obec-
nosci w macicy, w ktorej musza by¢ stworzone odpowiednie warunki do podtrzyma-
nia ich rozwoju oraz implantacji. Badania dotyczace macicy — prowadzone w Polsce
i na $wiecie — najczegsciej maja na celu wyjasnienie interakcji pomiedzy jajnikiem
i macica, ktore towarzysza regresji cyklicznego ciatka zoltego, jak rowniez przedtu-
zeniu jego funkcjonowania w okresie wczesnej ciazy, a takze poznanie mechanizmu
tzw. matczynego rozpoznania ciazy oraz czynnikow warunkujacych prawidlowa
implantacje¢ [230].

U $win rozwijajacy si¢ zarodek wytwarza i wydziela estrogeny, ktore petnia
kluczowa rolg w uruchomieniu mechanizmu ochraniajacego ciatko zoétte przed regre-
sja. Z kolei, w macicy wytwarzane sa prostaglandyny; PGF2a — dzialajaca luteoli-
tycznie oraz PGE2 — wykazujaca dziatanie luteotropowe/antyluteolityczne (rys. 1).
Wezeséniej wytwarzanie prostaglandyn przypisywano btonie §luzowej macicy (gtow-
nie nabtonkowi §luzéwki) [208, 210]. Ostatnie badania Franczak i in. [38] wykazaty
obecnos¢ mRNA syntaz prostaglandyn, PGF2o i PGE2, w mig$nidowce macicy oraz
mozliwo$¢ ich wytwarzania przez t¢ tkanke podczas luteolizy i w okresie wczesnej
ciazy. W badaniach tych stwierdzono takze wzrost wydzielania prostaglandyn in vitro
przez migsnowke macicy pod wptywem oksytocyny, ktory ulegal znacznemu zmniej-
szeniu w obecnosci progesteronu. Stymulacja wydzielania PGF2a przez egzogenna
oksytocyn¢ w warunkach in vivo jest mozliwa dopiero po znacznym obnizeniu
koncentracji progesteronu we krwi. Ostatnie badania Oponowicz i in. [130], przepro-
wadzone metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym, wykazaty wyzszy poziom mRNA
prekursora receptora oksytocyny w warstwie sluzowej i migsniowej macicy u loszek
podczas luteolizy (14—16 dnia cyklu) niz u loszek w okresie wczesnej ciazy (14-16
dnia). Wczesniejsze badania Kotwicy i in. [90] wykazaty stosunkowo niska korelacje
(ok. 30%) pomigdzy pulsami w wydzielaniu oksytocyny i PGF2a u loch w okresie
okotoluteolitycznym. Badania Waclawik i in. [210] przeprowadzone technika RT-PCR
i Western-blot, wykazaty ekspresje syntaz prostaglandyn w zarodkach §wini, szcze-
gblnie wysoka syntazy PGE2 w 10-12 dniu ciazy, tj. w okresie matczynego rozpoz-
nania obecnosci zarodkdw w macicy.

Istnieje kilka koncepcji dotyczacych przebiegu procesow prowadzacych do regre-
sji CL podczas cyklu rujowego lub jego przetrwania w okresie wczesnej ciazy u $win.
Szczegoélowa ich prezentacja przekracza zakres tego opracowania, dlatego zostana
one tylko wymienione z podaniem krétkiej charakterystyki. Pelniejsze omowienie
mozna znalez¢ w pracach zrédtowych lub opracowaniach przegladowych poswigco-
nych tej tematyce.

1. Bazeri Thatcher [5] postulowali zmiang sekrecji PGF2a w macicy z endokrynnej

— do krwi (w okresie luteolizy) na egzokrynna — do jej $wiatta (podczas ciazy).

Zespo6t Mirando, rozwijajac t¢ koncepcje, wskazal na oksytocyne jako czynnik
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mogacy inicjowaé pulsy PGF2a w okresie cyklu rujowego [14], ktéra nie ma
takiej mozliwosci dziatania w okresie ciazy [123].

2. Teoria Krzymowskiego i Stefanczyk-Krzymowskiej [103, 104] jest w pelni
oryginalna i w inny sposob taczy fakty, ktore prowadza do luteolizy u $win.
Autorzy tej teorii wskazuja, ze zapoczatkowanie luteolizy jest nastgpstwem
drastycznie zmniejszajacego si¢ ukrwienia macicy pod wptywem progesteronu i
powstajacej w niej hipoksji. Po osiagnigciu punktu krytycznego (12. dnia cyklu)
stan ten prowadzi do wystapienia zmian regresyjnych w endometrium
powiazanych z uwalnianiem PGF2oa, ktora po dotarciu do jajnika indukuje
regresj¢ cialka zottego. W okresie wczesnej ciazy zmniejszeniu zaopatrzenia
macicy w krew przeciwdziataja substancje wydzielane glownie przez zarodek
i/lub macicg (np. estrogeny, PGE2), ktore wptywaja relaksujaco na naczynia
doprowadzajace do niej krew. Ponadto w okresie wczesnej ciazy odpowiednio
modulowany jest transfer prostaglandyn w obszarze naczyn krwiono$nych i
limfatycznych krezki macicy [98, 161, 163, 166].

3. Zigcikiin. [229] pierwszoplanowa rolg — sposrod czynnikdw mogacych stymulo-
waé wytwarzanie/wydzielanie PGF2a podczas luteolizy — przypisuja LH. Stwier-
dzenie to uzasadniaja wystepowaniem duzej koncentracji receptoréw LH w $lu-
zowce macicy w okresie okololitycznym [231] 1 zdolnoscia LH do stymulowania
w warunkach in vitro sekrecji PGF2a z jej skrawkow [169], a takze wysokiej
korelacji pulsow w wydzielaniu LH i PGF2a. (75,5%). W okresie wczesnej ciazy
mechanizm ochrony ciatka zottego przed regresja polegatby na blokowaniu
receptorow LH.

4. Wedhug koncepcji Wuttkeiin. [215] procesy prowadzace do luteolizy zwiazane sa
gldwnie ze zmianami zachodzacymi w starzejacym si¢ ciatku zottym, ktore
zapoczatkowuje TNFa, poczatkowo wytwarzany przez duze komorki lutealne
(razem zr6znymi peptydami, np. OT), a nastgpnie takze przez makrofagi, ktore na
zasadzie chemotaksji dokonuja inwazji CL. W tych warunkach jeszcze bardziej
zwigkszona produkcja TNFa (przez makrofagi) prowadzi do zmniejszenia pro-
dukcji E, oraz ograniczenia luteotropowego wpltywu tego steroidu na CL, a tym
samym do dominacji luteolitycznego dziatania PGF2a.

Badania ostatnich lat przynosza takze informacje o nowych czynnikach po-
wiazanych z procesem matczynego rozpoznanie cigzy lub implantacja. Jedna z nich
jest zwiazek lipidowy, kwas lizofosfatydowy (LPA; lysophosphatidic acid), ktéry —
dzialajac poprzez receptor LPA3 — zwigksza aktywno$¢ cyklooksygenazy-2 (COX-2)
i syntezeg prostaglandyn w §luzéwce macicy [220]. U myszy zidentyfikowano Sciezke
sygnalna Wnt/B-katenina [124], ktora jest dwufazowo aktywowana w macicy po
uwolnieniu estrogendow przez blastocystg; najpierw w wielu miejscach mig§niowki
okreznej (co ma zwiazek z wlasciwym rozmieszczeniem zarodkow podczas implan-
tacji), a nastgpnie w nablonku powierzchniowym §luzoéwki (co wigze si¢ z modulacja
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ekspresji gendéw docelowych, m.in. genu COX-2). Aktywacja $ciezki Wnt/B-katenina
nastepuje poprzez biatko Wnt, wytwarzane przez zarodek lub macicg w odpowiedzi
na sygnat pochodzacy z zarodka. Wydaje sig, ze powyzsze czynniki pelnia istotna role
w interakcji pomigdzy zarodkiem i macica, jednakze w piSmiennictwie dotychczas
brak danych o ich wystgpowaniu i roli u §win.

W badaniach prowadzonych przez Szafranska i in. [202] oraz Panasiewicza i in.
[132] sklonowano i okreslono sekwencj¢ osmiu cDNA, ktore koduja glikoproteiny
ciazowe u $win (pPAG; porcine Pregnancy Associated Glycoproteins). W przypadku
pPAG2, poznano pelna strukture jego genu [200]. Wérdd poznanych pPAG wyrdznia
si¢ pPAG1-podobne (pPAGI, 3, 5) —potencjalnie aktywne enzymatycznie i pPPAG2-po-
dobne (pPAG2, 4, 6, 8, 10) — nieczynne enzymatycznie. Badania Majewskiej i in.
(dane niepublikowane) wskazuja na lokalizacj¢ genéw pPAG w pozycji SSC1q18-1q24
(metoda FISH) oraz sugeruja (analiza in silico) wystgpowanie ich w czterech innych
miejscach genomu $wini. Wykazano rowniez ekspresje transkryptow [201] i1 biatka
[118] pPAG w tozysku §wini w roznych okresach ciazy. Badania radioreceptorowe
wskazuja, ze biatka pPAG moga oddzialywaé na receptory LH/hCG w macicy i ciatku
zottym $wini [131, 203].

Macica jest narzadem, w ktorym — ze wzgledu na nieustannie zachodzace zmiany
powiazane z petniong funkcja — ma miejsce wytwarzanie wielu substancji zaangazo-
wanych w procesy regulacyjne. Zarowno podczas cyklu rujowego, jak i w okresie
cigzy stwierdzono w niej ekspresje genow, leptyny i jej receptora (OB-RB) [155].
W okresie wezesnej cigzy wykazano (metoda hybrydyzacji in situ) wzrost mRNA
leptyny w $luzéwce i migsniowce macicy, jej receptora zas tylko w migsniowce
(30.-32. dnia w poréwnaniu z 14.—16. dniem). W tym okresie zawartos¢ mRNA
leptyny w trofoblascie obnizata sig, jej receptora zas —ulegata znacznemu podwyzsze-
niu. Przypuszcza sig, ze powyzsze zmiany sa powiazane z procesem implantacji.
W tkankach macicy i jajowodu stwierdzono takze obecnos¢ takich peptydow, jak:
B-endorfina, GnRH, galanina, VIP i NPY. Ich zawarto$¢ w macicy loszek owarie-
komizownych zmieniata si¢ po podaniu benzoesanu estradiolu [129, 211]. Badania
Stomczynskiej i in. [154] wykazaly obecno$¢ receptora androgenowego w macicy
cigzarnych loch. Jego koncentracja, szczegbélnie wysoka w endometrium, obnizala si¢
w miar¢ uptywu ciazy. U ptodoéw receptor androgenowy pojawiat si¢ juz 22. dnia
ciazy. Interesujace sa wyniki wstgpnych badan akwaporyn (AQP; biatek kanatow
wodnych) w macicy $win [151]. Stwierdzono w niej wystepowanie trzech form
(AQP1, 519) sposrdd pigeiu przebadanych akwaporyn (AQP1, 2,5, 719).

Badania o znaczeniu praktycznym wykonywane byty przez Dusz¢ i in. [32, 33].
Wykazano w nich wysoka korelacj¢ zmian elektrycznej opornosci §luzu pochwowego
z wyrzutem LH u loch [32]. Na tej podstawie prosty pomiar opornosci elektrycznej
$luzu pozwala okresli¢ optymalny czas inseminacji loch, od ktorego zalezy skutecz-
no$¢ krycia. W innych badaniach Dusza i in. [33] stwierdzili, ze jednorazowa do-
mig$niowa injekcja preparatu (Biolactin-2), zawierajacego prolaktyne w ilosci 5 mg,
skutecznie pobudzata laktacje u loch z objawami zespotu bezmleczno$ci poporodowe;.
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Molekularne mechanizmy sterowania
funkcjami reprodukcyjnymi samca

Czynniki wplywajace na produkcje i jakos¢ nasienia

Produkcja i jako$¢ nasienia jest uwarunkowana wieloma — zarowno endogennymi
jak 1 egzogennymi — czynnikami, m.in. takimi jak status hormonalny, zmiany gene-
tyczne (mutacje i aberacje chromosomowe), wiek, zywienie, intensywnos$¢ uzytko-
wania, pora roku, czy tez stosowane $rodki farmakologiczne [179].

Nastepstwa zaktocen statusu hormonalnego u knuréw rozptodowych byly badane
przez zespot Strzezka [48]. Podanie knurom antyandrogenu, octanu cyproteronu
(CPA) spowodowato obnizenie (P < 0,001) koncentracji LH, testosteronu, estronu
1 siarczanu estronu we krwi. Zmianom tym towarzyszylo zmniejszenie catkowitej
objetosci 1 frakceji nasiennej ejakulatu. Odnotowano wzrost koncentracji oraz catko-
witej liczby plemnikéw w ejakulacie. Indukowana antyandrogeneza wywotata zmia-
ny parametrow biochemicznych wydzielin dodatkowych gruczotéw ptciowych. Obok
obnizenia stgzenia glukozy, kwasu cytrynowego i jondw cynkowych, wystgpowaty
takze drastyczne zmiany w uktadach biatkowych plazmy nasienia, ktorych sekrecja
u knura jest zwiazana gldwnie z najadrzami i gruczotami pgcherzykowymi. Stwier-
dzono zmiany profilu elektroforetycznego molekularnych form fosfatazy kwasnej
i alkalicznej. Powyzsze zmiany biochemiczne pociagnety za soba zaburzenia w doj-
rzewaniu plemnikéw, objawiajace si¢ wzrostem odsetka plemnikow z proksymalna
i dystalna kropla oraz plemnikow wykazujacych aglutynacje. Wyniki te wskazuja, ze
nawet znacznie obnizona adrogeneza nie uposledza u knuréw procesu wytwarzania
plemnikow, lecz niekorzystnie wptywa na ich dojrzewanie poprzez zaktocenie funk-
cji najadrzy i dodatkowych gruczotow plciowych, gtéwnie pecherzykowych.

Liczne badania wskazuja, ze czgstotliwos¢ ejakulacji wptywa na ilosciowe i jakos-
ciowe parametry nasienia knura [10, 80, 180, 181, 188]. Strzezek i in. [ 188] stwierdzili,
ze zwigkszona czgstotliwo$¢ pobierania nasienia prowadzi do zmniejszenia kon-
centracjiicatkowitej liczby plemnikow w ejakulacie, obnizonej ruchliwosci i opornosci
osmotycznej plemnikdéw oraz zwigkszonego udziatu plemnikow uszkodzonych. W tes-
tach oprozniania [180, 181], obejmujacych 15-22 ejakulacji w ciagu 10 dni, odno-
towano zaburzenia funkcji sekrecyjnych najadrzy i gruczotéw pecherzykowych; m.in.
zmniejszenie aktywnosci biatkowych ligandow cynkowych. Plemniki wykazywaly
uszkodzenia chromatyny i zwigkszona podatnos$¢ na aglutynacjg. Niekorzystne zmiany
jakosci nasienia podczas testu oprozniania byly mniej nasilone w okresie jesiennym
W porownaniu z pora letnia. Powyzsze badania wskazuja, ze nadmierna czgstotliwos¢
pobierania nasienia moze naruszy¢ spermatogeniczng i/lub sekrecyjna funkcjg jader,
najadrzy oraz dodatkowych gruczotow ptciowych knura.

Zrownowazona — pod wzglgdem energetycznym, zawarto$ci biatka oraz sktad-
nikow mineralnych i witamin — dieta jest bardzo waznym czynnikiem w rozpto-
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dowym uzytkowaniu knura [79, 113, 114, 119]. Stad tez podejmowane sa badania
nastepstw uzupetniania diety knuréw w substancje, ktore potencjalnie moga wplywac
na jako$¢ nasienia. Interesujace sa badania dotyczace diet wzbogaconych w substan-
cje wykazujace wlasciwosci antyoksydacyjne ze wzgledu na podatnos¢ plemnikow
na stres oksydacyjny. Wynika ona z duzej zawarto$ci wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (C20/22) w plazmolemie plemnika oraz z jego niskiego potencjatu
antyoksydacyjnego [1, 126, 143, 197]. Badania Brzezinskiej-Slebodzinskiej i in. [11]
wykazaty, ze wzbogacenie diety w witaming E zwigksza koncentracj¢ plemnikow
w ejakulacie knura. Z kolei w badaniach Strzezka i in. [ 184] dodanie do diety knura
preparatu PROSPERM — zawierajacego wielonienasycone kwasy ttuszczowe, wita-
miny (E i C) i selen — korzystnie wplyngto na biologiczne wiasciwosci plemnikow.
Odnotowano wzrost ogélnej liczby plemnikow w ejakulacie, wykazujacych wyzsza
zywotno$¢ i oporno$¢ na zmiany ci$nienia osmotycznego. Zwigkszonej produkcji
dialdehydu malonowego (MDA) — wskaznika indukowanej peroksydacji lipidow —
towarzyszyl wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w plemnikach
i plazmie nasienia, w ktorej zawarto$¢ niskoczasteczkowych antyoksydantow (askor-
binianu i glutationu) takze byta podwyzszona. W ostatnio przeprowadzonych bada-
niach Udataiin. [207] stwierdzili, Ze zastosowanie dodatku suszu z owocoéw, warzyw
1 zi6t — wzbogacajacego diete w sktadniki mineralne, witaminy, garbniki, pektyny,
likopeny, saponiny i inne zwiazki — korzystnie wptywa na jako$¢ nasienia, m.in.
zwigkszajac objetos$¢ ejakulatu i koncentracje w nim plemnikow. Z kolei dodatek do
paszy L-karnityny — stosowanej w zywieniu knurdw rasy pietrain — zwigkszyt ogolna
liczbg plemnikow w ejakulacie oraz spowodowal zmniejszenie gtownych i pod-
rzednych zmian morfologicznych plemnikow [69].

Sposrod substancji farmakologicznych, testowany byt m.in. wptyw atropiny
(parasympatycznego blokera) i substancji adrenergicznych na cechy nasienia. Iniek-
cje atropiny spowodowatly znaczne zmniejszenie objgtosci ejakulatu i korzystnie
wplynegly na wiele parametréow nasienia [183]. Spowodowaty wzrost koncentracji
fruktozy, kwasu cytrynowego, cynku i biatlek w plazmie nasienia oraz zwigkszenie
aktywnosci antyoksydacyjnej i antyproteolitycznej. Badania elektroforetyczne wyka-
zaty zmiany molekularnego profilu fosfataz i inhibitoréw proteaz. Plemniki zacho-
wywaly wigksza zywotnos¢ podczas przechowywania w temperaturach 5°1 16°C. We
wcezesniejszych badaniach, przeprowadzonych przez Dubiela i in. [25], sprawdzano
wplyw podawania (w odstgpie 30 min) knurom eksploatowanym rozptodowo 1-2
razy w tygodniu lub codziennie kolejno antagonisty receptorow P-adrenergicznych
(propranololu) i agonisty receptorow o-adrenergicznych (levonoru) na cechy nasie-
nia. Przy dwukrotnej w tygodniu eksploatacji knurow, substancje adrenergiczne
spowodowaly zwigkszenie ogodlnej liczby plemnikow w ejakulacie i odsetka plem-
nikéw wykazujacych prawidlowy ruch oraz wzrost aktywno$ci gamma-glutamylo-
transpeptydazy (GGT) i fukozydazy. Ze wzrostem intensywnosci uzytkowania roz-
ptodowego knurow, wptyw badanych substancji na parametry nasienia zmienial sig,
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prowadzac do zmniejszenia liczby plemnikow i1 zawarto$ci biatka w ejakulacie oraz
aktywnosci hialuronidazy.

Badania przeprowadzone przez Gaczarzewicza i in. [52] wykazaty, ze w warun-
kach zaktadu unasieniania zwierzat najczgs$ciej wystgpujacymi zmianami gtownymi
i podrzednymi, ktorym ulegaja plemniki sa krople cytoplazmatyczne obecne na
wstawce, odpowiednio w potozeniu blizszym i dalszym. Wysoki odsetek plemnikow
ze zmianami glownymi i/lub podrzednymi w ejakulacie knura moze by¢ zwigzany
z wystepowaniem wigkszej liczby plemnikow z uszkodzonym akrosomem i zaburze-
niami funkcjonowania aparatu ruchu. Na uwage zastuguje obserwacja Lasoty i in.
[109] wskazujaca na to, ze zwigkszonej zawartosci otowiu w osoczu nasienia knura
moze towarzyszy¢ wzrost odsetka plemnikow ze zmianami podrzednymi. Zaleznos¢
ta jest wazna ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia podwyzszonej zawartosci tego
pierwiastka w surowcach paszowych.

Proteomika plazmy nasienia

Termin proteomika pochodzi od wyrazenia angielskiego (PROTEin products
expressed by the genOME) i oznacza kierunek badawczy zajmujacy si¢ ilo§ciowym
i jako$ciowym poréwnywaniem proteomow, czyli zespotow biatek kodowanych
przez genom. Analiza ta uwzglednia ich strukture, lokalizacje, modyfikacje, inter-
akcje, aktywnos¢ i funkcjg. Proteomika jest waznym elementem biologii reproduk-
cyjnej samca, poniewaz nasienie jest bogate w réznorodne biatka i peptydy, od
ktorych zalezy jego warto$¢ biologiczna. Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwie-
rzat UWM w Olsztynie od wielu lat specjalizuje si¢ w badaniach z zakresu proteomiki
nasienia. Jej pracownicy wyizolowali i scharakteryzowali szereg biatek i peptydow
plazmy nasienia knura (tab. 1).

Plazma nasienia knura przejawia wlasciwosci precypitujace fosfolipidy zottka
jaja[115]. Badania Strzezka i Hopfer [ 193] oraz Strzezka i in. [ 194] wykazaty, ze efekt
ten jest zalezny od biatka, wytwarzanego przez gruczoty pecherzykowe, ktérego
aktywnos¢ jest uwarunkowana koncentracja jonow cynkowych (Zn*"). W badaniach
tych dokonano izolacji i charakterystyki tego biatka. Stwierdzono, ze moze ono
optaszczac region wstawkowy plemnika i kontrolowac¢ transport blonowy. Wykazano
takze jego dziatanie przeciwbakteryjne, skierowane gtéwnie przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim [194].

Spermadhezyny sa wielofunkcyjnymi biatkami, ktorym m.in. przypisuje si¢
udzial w procesie zaptodnienia oocytu [13, 205]. Sa one wytwarzane gldwnie przez
gruczoty pecherzykowe, a w niektorych przypadkach przez najadrza i sie¢ jader [12].
Ich zawarto$¢ w plazmie nasienia jest mniejsza u knuréw starszych w poroéwnaniu
z mtodymi [198]. U knurow dotychczas zidentyfikowano siedem spermadhezyn:
PSP-11II, AQN-1, 2 i 3 oraz AWN i DQH [190]. Spermadhezyny AQN-3, AWN
i DQH (pB1) tworza glikoproteinowy kompleks o masie czasteczkowej 54 kDa, ktory
zostal wyizolowany z ptynu gruczotow pecherzykowych przez Strzezka i Hotody [67,
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Tabela 1. Biatka i peptydy wyizolowane z plazmy nasienia knura przez pracownikow Katedry
Biochemii i Biotechnologii Zwierzat UWM w Olsztynie

Substancja

Miejsce sekrecji

Pi$miennictwo

Biatko zalezne od jonow Zn?*

Czynnik hamujacy ruchliwo$¢ plemnikow
(SMIF)

Wysokoczgsteczkowy inhibitor proteinaz

Glikoproteina 54 kDa (GP 54)

Fosfataza kwasna

Acetylohydrolaza ptytkowego czynnika
aktywujgcego (PAF-AH)

e gruczoty pecherzykowe

e gruczoty pecherzykowe

e gruczoty pecherzykowe
e najadrza

e gruczoty pecherzykowe

e gruczoty pecherzykowe
e najadrza

e gruczoty pecherzykowe
e prostata

Strzezek i Hopfer [193]
Strzezek i wsp. [194]

Strzezek i in. [195]
Velev iin. [209]
Kordan i in. [85]

Torska i Strzezek [206]
Strzezek i Torska [199]

Hotody i in. [68]
Strzezek i Hotody [192]
Hotody i Strzezek [67]
Kordan i in. [86]
Ptucienniczak i in. [133]

Wysocki i Strzezek [219]
Wysocki i Strzezek [218]
Wysocki i Strzezek [217]

Kordan i in. [84]
Kordan i Strzezek [87]

Kordan i in. [88]

Kuklinska i Strzezek [106]
Kowalowka i in. [93]

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) e gruczoty pecherzykowe
e najadrza

e prostata

192]. Stwierdzono, ze wykazuje on wyjatkowe wilasciwosci biologiczne, obok wyso-
kiego powinowactwa do jonéw Zn>" przejawia dzialanie immunosupresyjne (hamo-
wanie proliferacji limfocytow), antyproteolityczne, hemaglutynacyjne, hamujace ruch-
liwos¢ plemnikéw i precypitujace lipoproteiny zottkowe. Po raz pierwszy sklonowano
i zsekwencjonowano cDNA kodujace komponent DQH (Gene Bank accession No.
047026) [133]. Dalsze badania, prowadzone przez Kordana i in. [86], wykazaly, ze
biatko DQH (15 kDa) zawiera w swoim sktadzie wczesniej zidentyfikowany peptyd
o masie czasteczkowej 5,7 kDa [195], ktory zostal nazwany — od jednej z jego funkcji
— czynnikiem hamujacym ruchliwo$¢ plemnikéw, SMIF (sperm motility inhibiting
factor). Uzycie w tych badaniach przeciwciat pozwolito wskaza¢, ze zarowno Gp 54
jak 1 SMIF moga realizowa¢ wptyw modulujacy ruchliwo$¢ plemnikdéw poprzez
wiazanie z receptorami plazmolemy regionu wstawkowo-witkowego plemnika.

Prace Kordana i in. [84, 88] doprowadzity do wyizolowania acetylohydrolazy
ptytkowego czynnika aktywujacego (PAF-AH) z plazmy nasienia knura i poznania jej
wlasciwosci biochemicznych i roli w uktadzie rozrodczym knura. PAF-AH reguluje
poziom ptytkowego czynnika aktywujacego (PAF), ktory jest zwiazany z plazmolema
plemnikow 1 wptywa na ich ruchliwos¢ [87]. W uktadzie rozrodczym zréodtem tego
enzymu sg gruczoly pecherzykowe i prostata. Jest on wiazany przez plemniki i bierze
udziat w ich kapacytacji oraz reakcji akrosomowej, jak rowniez w procesie
dekapacytacji.

Wysocki 1 Strzezek [219] zidentyfikowali cztery formy molekularne fosfatazy
kwasnej w plazmie nasienia knura. Nastgpnie dokonali izolacji i charakterystyki
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wlasciwosci biochemicznej fosfotyrozynowej fosfatazy kwasnej, katalizujacej defos-
forylacje reszt fosfotyrozynowych [218]. Bogatym jej zrodlem sa gruczoty peche-
rzykowe. Przypuszcza sig, ze enzym ten uczestniczy m.in. w reakcji akrosomowe;j
i procesie zaptodnienia oocytu [190]. Ostatnio wyizolowana zostala z najadrzy knura
fosfataza kwasna o masie 50 kDa, ktéra charakteryzuje si¢ niska swoisto$cia substra-
towa [217]. Sugerowany jest jej zwiazek z procesem dojrzewania plemnikéw w na-
jadrzach. Zmiany elektroforetycznego profilu fosfataz, wywotane blokowaniem ste-
roidogenezy jadrowej octanem cyproteronu u knuréw, wskazuja na zaleznos¢ eks-
presji genu kodujacego ten enzym od androgenow [191]. Z ptynu najadrzy knura
wczesniej zostata wyizolowana przez Glogowskiego i1 Strzezka [55, 56] takze fosfa-
taza alkaliczna. Enzym ten wiaze si¢ z plazmolema plemnika i prawdopodobnie,
poprzez udzial w transporcie jonoOw wapnia, aktywuje reakcje akrosomowa. Pozniej-
sze badania Glogowskiego i in. [53] wykazatly, ze zwiazki z grupy metyloksantyn (np.
pentoksyfilina, teofilina) — dodawane do rozcienczalnikow w celu zabezpieczenia
wyzszej warto$ci biologicznej nasienia — powoduja wzrost aktywnosci alkalicznej
fosfatazy. W najadrzach, ktére sa miejscem magazynowania i degradacji (starze-
jacych si¢) plemnikow, wykazano rowniez obecnos¢ i duza heterogennos$¢ deoksy-
rybonukleaz [24]. Fakt ten jest wiazany z procesami dojrzewania materiatu genetycz-
nego plemnikéw i degradacji DNA obumierajacych komorek.

Aminotransferaza asparaginianowa (AspAT) zostata wyizolowana z plemnikow knu-
ra i przebadana pod katem wilasciwosci fizykochemicznych przez Ciereszke 1 Strzezka
[18]. Enzym ten charakteryzuje sig¢ niska stabilnoscia, a podczas konserwacji nasienia
podlega wyciekowi z plemnikow [16, 189]. W dalszych badaniach potwierdzono jego
przydatnos¢ do oceny wartosci biologicznej konserwowanego nasienia [15].

Plemniki wymagaja szczegdlnej ochrony przed dzialaniem reaktywnych form
tlenu. Strzezek i in. [196, 197] przeprowadzili badania dotyczace zawarto$ci czynni-
kow antyoksydacyjnych — zardbwno enzymatycznych jak i niskoczasteczkowych —
w plazmie nasienia knura. Wykazano w nich, ze dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
jest gtéwnym enzymem antyoksydacyjnym w uktadzie rozrodczym knura. Nastgpnie
dokonano izolacji i opisu wlasciwosci biochemicznych tego enzymu [93, 106].
Koziorowska-Gilun i in. [94], pobierajac od knuréw in vivo (pod narkoza) ptyn lub
nasienie z r6znych miejsc uktadu rozrodczego, stwierdzili znaczng aktywnos¢ SOD
w plemnikach pochodzacych z ogona najadrza oraz w ptynie pobranym z ogona
najadrza i prostaty.

Akrosyna jest proteinaza serynowa, powstajaca z proakrosyny podczas reakcji
akrosomowej, typowa dla gamet meskich [2]. Glogowski i in. [54], adaptujac pro-
cedurg oznaczania aktywnosci akrosyny — stosowana u ludzi — do badania plemnikow
knura, stwierdzili znacznie wigksza aktywnos¢ tego enzymu u knura niz u cztowieka.
Uzyskane wyniki potwierdzity przydatnos¢ metody do oceny jako$ci nasienia knura.
Catoroczna ocena aktywnosci akrosyny u knurow pozwolita wykazaé sezonowe
zmiany oraz korelacj¢ pomigdzy jakoscig nasienia i aktywno$cia badanego enzymu
w okresie jesienno-zimowym [17].
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Kriobiologia nasienia

Z hodowlanego punktu widzenia bardzo wazne jest doskonalenie metod konser-
wacji nasienia zwierzat uzytkowych. Wiaze si¢ to z wtasciwa ocena przydatnosci do
konserwacji nasienia (pochodzacego od r6znych osobnikéw), jak rowniez z miarodaj-
na ocena jego wartosci biologicznej przed i po konserwacji.

W ostatnich latach — jako uzupetnienie klasycznych sposobdéw oceny jakosci
nasienia — wprowadzane sa metody pozwalajace okresli¢ m.in. stan plazmolemy
i chromatyny plemnikow. Do oceny integralnosci plazmolemy plemnikow uzywa si¢
metod fluorescencyjnych z wykorzystaniem techniki podwdjnego barwienia
(SYBR-14/jodek propidyny) [45, 51] lub barwnika Hoechst 33258, wiazacego si¢
z DNA, ale nie przechodzacego przez natywne btony komérkowe [42, 44, 45, 214].
Dodatkowo na podstawie testu oporno$ci osmotycznej (ORT — osmotic resistant test)
mozna okresli¢ stan plazmolemy w regionie akrosomowym plemnika, testu HOST
(hypo-osmotic swelling test) za§ podatno$¢ witki plemnika na deformacje [179].
Wprowadzono szereg technik do oceny struktury chromatyny lub DNA plemnikow,
m.in. takich jak: analiza komet (comet assay), test oparty na inkorporacji znakowanej
trytem aktynomycyny D CH-AMD), a takze testy: SCSA (sperm chromatin stucture
assay), SCD (sperm chromatin dispersion), TUNEL (in-situ nick translation assay)
i DBD-FISH (DNA breakage detection-fluorescence in-situ hybridization) [39].

Napodkreslenie zastuguje opracowanie przez Frasera i Strzezka [47] tzw. neutral-
nej wersji analizy komet (NCA) do badania zmian struktury DNA plemnikéw knura
opartej na procedurze opisanej przez Marty i in. [120]. Nastgpnie metoda ta byta
uzywana do oceny DNA plemnikow przechowywanych w temperaturze 5° i 16°C
[47], jak i1 kriokonserwowanych [45, 46]. Do oceny stabilno$ci chromatyny plemni-
kéw knura stosowano test SCSA, wykorzystujacy cytometri¢ przeptywowa [157],
oraz test oparty o inkorporacje *H-AMD [46, 187, 188].

Kriokonserwacja nasienia knura stwarza problemy technologiczne ze wzglgdu na
gatunkowo specyficzne cechy plazmolemy plemnikéw (stosunkowo niska zawartos§¢
cholesterolu i wysoki udzial nienasyconych kwasow thuszczowych), ktére m.in.
zwigkszaja ich podatnos$¢ na udary osmotyczne i chlodowe oraz sprzyjaja peroksy-
dacji lipidow btonowych, prowadzacej do fragmentacji nienasyconych kwasow thusz-
czowych. W technologii kriokonserwacji nasienia knuréw, krytycznym momentem
jesttakze szybka penetracja glicerolu do plemnikow, ktora moze uszkodzi¢ plazmoleme
i spowodowac ,,wyciek” enzymow akrosomu i wstawki do srodowiska zewngtrznego.
Wymienione wlasciwosci przyczyniaja si¢ do wystapienia w plemnikach knura zmian
kriogenicznych podczas konserwacji, znacznie obnizajacych ich warto$¢ biologiczna
[182, 186]. Celowe jest zatem prowadzenie dalszych badan zmierzajacych do opraco-
wania wysokosprawnej technologii kriokonserwacji nasienia knuréw.

Zapoczatkowane w o$rodku poznanskim badania nad kriokonserwacja nasienia
knura dotyczyly poszukiwania rozcienczalnikow, w ktorych plemniki zachowuja
wysoka ruchliwo$¢ po zamrozeniu-rozmrozeniu nasienia oraz opracowania metody
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inseminacji loch mrozonym nasieniem knura [ 116]. Efektem tych badan byto uzyska-
nie, po raz pierwszy w Polsce, prosiat po inseminacji loch kriokonserwowanym nasie-
niem knura [117].

Przetomowym faktem w zakresie konserwacji nasienia knura byto opracowanie
tzw. ,kortowskiej” metody jego zamrazania [185]. Stwierdzono jednak, ze wartos¢
biologiczna nasienia knura ulega znacznemu obnizeniu zar6wno podczas jego kon-
serwacji w stanie ptynnym, jak i kriokonserwacji. Staba efektywnos¢ biologiczna
stosowanych technologii sktonita do rozwinigcia badan podstawowych dotyczacych
molekularnych zmian struktur plemnikow poddanych dziataniu niskich temperatur.
Opracowano procedur¢ wzbogacania standardowego rozcienczalnika Kortowo-3
(K-3), zamiast pelnym zottkiem jaja kurzego, lipoproteinami izolowanymi z zottka
jajakurzego (LPFh) lub strusia afrykanskiego (LPFo) [182]. Generalnie stwierdzono,
ze dodatek frakcji lipoprotein do rozcienczalnika nasienia knura stabilizuje pH [182],
zwigksza opornos¢ plemnikéw na udary chtodowe [43], ma korzystny wptyw na
tlenowy i beztlenowy metabolizm plemnikéw konserwowanych w temperaturze 5°C
[41], a takze zmniejsza stopien degradacji DNA plemnikow [47].

Obecnie prowadzone badania w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Zwierzat
UWM w Olsztynie zmierzaja m.in. do oceny przydatnosci do kriokonserwacji petne-
go ejakulatu knura lub gestej jego frakcji oraz nasienia poddanego dializie przed
zamrozeniem, a takze do opracowania systemu ostaniajacego plemniki podczas
ekwilibracji 1 zamrazania, z wykorzystaniem petnego zoéttka jaja kury (HEY) lub
frakcji lipoproteinowej zottka jaja strusia (LPFo) [182].

Stwierdzono, migdzy innymi, ze kriokonserwacja petnego ejakulatu knura w roz-
cienczalnikach z dodatkiem HEY lub LPFo zdecydowanie obniza odsetek plemnikow
wykazujacych destabilizacj¢ chromatyny [46]. Z kolei, dializa nasienia przed jego
zamrozeniem, poprawia jako$¢ plemnikdéw po rozmrozeniu, co przejawia si¢ lepsza
stabilnoscia plazmolemy, zwtaszcza w regionie wstawkowym, oraz wysokim odset-
kiem plemnikéw ruchliwych [40].

W osrodku wroctawskim prowadzone byty badania dotyczace adaptacji roznych
oryginalnych technologii kriokonserwacji nasienia knura z uwzglednieniem sposo-
bow konfekcjonowania i sktadowania plemnikéw w ciektlym azocie [6, 8] oraz
dodatku do $wiezego nasienia przed kriokonserwacja dimeru lizozymu [7]. Badania
te zmierzaja do zaproponowania praktyce hodowlanej najskuteczniejszej metody
mrozenia i formy konfekcjonowania plemnikow knura.

Doskonaleniu technologii konserwacji nasienia knura w temperaturach dodatnich
i ujemnych stuza réwniez badania prowadzone w os$rodku szczecinskim [49, 50].
Stosujac cytochemiczny test skryningowy na oksydoreduktazy zalezne od NADH
(diaforazy/NADH), wykazano niekorzystny wplyw ,,efektu rozrzedzania” oraz czasu
przechowywania nasienia w stanie ptynnym na zdolno$ci oksydoredukcyjne mito-
chondriow plemnikoéw knura [49]. Stwierdzono takze, iz uzycie wody o wysokiej
czystosci, otrzymanej metoda odwroconej osmozy zamiast wody destylowanej, do
przygotowania rozcienczalnika BTS ma korzystny wplyw na jakos¢ przechowywa-
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nego nasienia, okre$lang m.in. na podstawie integralnosci akrosomow, aktywnos$ci
AspAT oraz ruchliwosci i zdolno$ci zaptadniajacej plemnikow [50].

Nasienie knura r6zni wiele wyznacznikow ilosciowych i jakosciowych od nasie-
nia innych gatunkow zwierzat uzytkowych. Wyjatkowa podatno$¢ plemnikoéw knura
na udary chtodowe i osmotyczne stanowi gtdéwna przyczyne ograniczonego wyko-
rzystywania nasienia kriokonserwowanego do inseminacji loch. Prezentowane efekty
badawcze polskich i $wiatowych osrodkéw naukowo-badawczych dowodza, ze
dalszy postep technologii konserwacji nasienia knura, a zwtaszcza kriokonserwacji,
uzalezniony jest od kompleksowego rozpoznania czynnikow, ktore warunkuja zacho-
wanie zywotnosci i plodnosci plemnikoéw podczas stosowania procedur laboratoryj-
nych. W ostatnim okresie zwraca si¢ szczegdlnag uwage na genetycznie uwarun-
kowane czynniki, ktére — jak si¢ wydaje — sa przyczyna osobniczego zrdéznicowania
przydatnosci nasienia knuroéw do kriokonserwacji. Niezwykle atrakcyjne dla praktyki
inseminacyjnej sa takze badania dotyczace proteomiki nasienia knura, a zwlaszcza
tzw. bialek ptodnos$ciowych wystepujacych w plazmie nasienia. Badania z tego
zakresu sa rowniez prowadzone w polskich placowkach naukowych.

Przedstawiony przeglad badan dotyczacych proceséw rozrodczych u $win, wyko-
nanych w Polsce w okresie ostatnich 30 lat, nie jest pelny z powodu ograniczonej
objetosci opracowania. Mimo to mozna stwierdzié, ze zakres tych badan byt bardzo
szeroki. Tematyka ich z reguty odnosita si¢ do aktualnych w danym czasie problemow
badawczych, a niekiedy je wyprzedzata. Zdecydowana wigkszos$¢ uzyskanych wyni-
kow zostata opublikowana w czasopismach o migdzynarodowym zasiggu, stanowiac
zauwazalny udziat w ogoélnoswiatowym dorobku badawczym z tego zakresu.
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Progress in the studies
concerning reproductive processes in pigs

Key words: pig reproduction, hypothalmamic-pituitary-ovarian axis,
reproductive endocrinology, boar semen, seminal plasma
proteomic, semen cryobiology

Summary

Paper presents a brief review of literature concerning the reproductive processes
in pigs, with special attention paid to the results of research performed in Poland in this
area. The regulation of reproductive processes in gilts, including all levels of the hypo-
thalamic-pituitary-ovarian axis and the uterus is presented. Moreover, the molecular
aspects of boar reproductive function control are considered in relation to factors in-
fluencing sperm production and quality, seminal plasma proteomic and semen
cryobiology.
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Rozrod ptakéw zasadniczo rozni si¢ od rozrodu ssakow. Roznice sa nastgpujace:
samica jest heterogametyczna, ma chromosomy piciowe Z i W, podczas gdy
samiec ma par¢ chromosomow Z;

uktad rozrodczy samicy jest nieparzysty;

u samcow w uktadzie rozrodczym brak dodatkowych gruczotéw plciowych;
oocyt zawiera duzg ilo$¢ zottka;

wystepuje polispermia;

w okresie niesnosci owulacje moga zachodzi¢ dzien po dniu.

Celem niniejszej pracy jest przyblizenie czytelnikowi najnowszych osiagni¢¢ w dzie-
dzinie rozrodu ptakéw z uwzglednieniem endokrynnych aspektéw regulacji funkcji
uktadu rozrodczego. Glowne kierunki badan z zakresu rozrodu ptakéw domowych,
ktore mozna wyodrebni¢ na podstawie analizy literatury $wiatowej, dotycza:

D)

2)
3)

4)

embriogenezy — stanowiacej model w badaniach proceséOw zwiazanych m.in.
z determinacja plci i roznicowaniem plciowym, organogeneza etc.;
zaplodnienia in vitro i procesu transgenezy;

funkcji osi podwzgorze-przysadka-jajnik oraz procesow zachodzacych w gona-
dzie podczas dojrzewania plciowego i niesnosci;

.....

Na uwage zastuguja roéwniez badania dotyczace enzymologii nasienia koguta oraz
biochemicznych mechanizméw utrzymywania przedtuzonej zywotnosci plemnikow
w drogach rodnych samicy.
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Proces embriogenezy jako model w badaniach
procesow determinacji plci i r6znicowania plciowego

Poznanie molekularnych mechanizméw determinacji i r6znicowania ptciowego
u kregowcow jest jednym z najbardziej frapujacych zagadnien genetyki molekular-
nej. Nie wszystkie gromady krggowcow maja ten sam, ssaczy (XX:XY) uktad
chromosomow plciowych. U ptakéw pte¢ zdeterminowana jest uktadem chromoso-
moéw ZZ:ZW, w ktorym samica jest heterogametyczna (ZW). Rozwoj gonad u ptakow
stanowi idealny model stuzacy do wyjasnienia mechanizmow zwigzanych z determi-
nacja ptci u kregowcoéw oraz zagadnien zwigzanych z ewolucja chromosomow
ptciowych. Dotychczasowe badania porownawcze wykazaty, ze u poszczegolnych
gromad krggowcow na kaskadg zdarzen zachodzacych podczas réznicowania plcio-
wego sktadaja si¢ zarowno elementy konserwatywne, jak i specyficzne dla danej
gromady. U ptakéw np. centralng rol¢ w réznicowaniu ptciowym gonad odgrywaja
hormony estrogenowe. Jednakze w procesie tym bierze udziatl szereg czynnikow
transkrypcyjnych kodowanych przez geny uczestniczace w procesie determinacji
i r6znicowania gonad u ssakow.

U ptakdéw, podobnie jak u innych kregowcow, jajniki i jadra rozwijaja si¢ z tej
samej tkanki, zawierajacej pierwotne komorki piciowe (PGC), a mieszczacej si¢
w grzebieniu plciowym w rejonie $rodnerczy. W poczatkowym stadium rozwoju
(stadium gonady bipotencjalnej) nie ma morfologicznych réznic w budowie gonady
u osobnikow ZZ i ZW. Po zainicjowaniu procesu réznicowania gonady bipotencjal-
nej, zmienia si¢ wyglad niezréznicowanej tkanki, a obraz morfologiczny stopniowo
staje si¢ charakterystyczny dla obrazu jajnika lub jadra. Uktad chromosomow ZW
determinuje rozwdj lewego jajnika (prawy jajnik degeneruje), a obecnos¢ dwoch
chromosomoéw Z prowadzi do rozwoju symetrycznych jader. U ptakow nie udato si¢
do tej pory wyizolowa¢ dominujacego genu, ktory podobnie jak u ssakoéw (gen SRY)
decydowatby o determinacji ptci. Nie jest jasne, czy determinacja ptci zalezna jest od
dawki genu z chromosomu Z (podwoéjnej w przypadku samca, a pojedynczej w przy-
padku samicy), czy od jakiego$ dominujacego genu na chromosomie W, determinu-
jacego rozwoj jajnika [85]. W rozwijajacych si¢ gonadach ptakow zidentyfikowano
natomiast szereg genow autosomalnych (homologicznych do genow ssaczych), ktore
uczestnicza w procesie powstawania, a nast¢pnie réoznicowania gonady bipotencjal-
nej. Do najwazniejszych z nich naleza:

e SFI (steroidogenic factor-1), ktorego ekspresja pojawia sig juz w 3,5 dniu embrio-
genezy [97].

e JWTI (Wilm’s tumour-suppressing gene) — ekspresje tego genu stwierdzono w go-
nadach bipotencjalnych w 4 dniu embriogenezy. Poziom tej ekspresji nie roznit sig
istotnie w gonadach embrionow ZZ i ZW [98].

® (GATA4 (Gata binding protein) — podobny poziom ekspresji wykazano u embrio-
now ZZ 1 ZW w 5,5 dniu embriogenezy [51].
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e SOX9 (SRY-related HMG box gene 9) — ekspresja pojawia si¢ w 6 dniu inkubacji
w gonadach embrionéow ZZ, w gonadach embrionow zenskich poziom ekspresji
jest bardzo staby [48].

e DAXI (dosage sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia cogenita critical region on
the X, gene 1) —zmapowany na chromosomie 1; ekspresja zachodzi przez caty okres
réznicowania plciowego w takim samym stopniu w gonadach obu ptci [94, 98].

® AMH (anti Miillerian hormone) — nalezy do rodziny transformujacych czynnikow
wzrostu (TGF-B). Odpowiedzialny jest za regresj¢ przewodow Miillera, a jego
ekspresja pojawia si¢ w gonadach meskich w 5 dniu embriogenezy, a nastgpnie
szybko si¢ zwigksza. W gonadzie ZW poziom ekspres;ji jest bardzo niski [60].

Ponadto na chromosomie Z wykazano obecnos¢ najbardziej konserwatywnego w obre-

bie krolestwa zwierzat genu — DMRTI (doublesex- and mab-3-related transcription

factor 1), ktory ma domeng DM kodujaca regulatorowe biatka zaangazowane w kon-
trolg procesu determinacji ptci u bezkrggowcow w genach: dsx (Drosophila melano-
gaster) 1 mab-3 (Ceanorhabditis elegans) [59]. Ekspresja genu DMRT1 pojawia si¢

w grzebieniach ptciowych i przewodach Miillera w 3—4 dniu embriogenezy, poprze-

dza ekspresjg genu AMH, a jej poziom u embrionow ZZ jest istotnie wyzszy nizu ZW

[77,95], co wskazuje, ze gen ten jest zaangazowany w rozw0j gonady bipotencjalnej

do jadra. Z kolei ostatnio na chromosomie W zidentyfikowano dwa geny, ktore

wlaczone sa w proces roznicowania gonady bipotencjalnej do jajnika. Sa to gen

WPKCi/ASW (protein kinase C inhibitor on W chromosome/Avian Sex-specific

We-linked) [31, 63] oraz gen FET-1 (Female Expressed Transcript 1) [79]. Ekspresje

genow WPKCi/ASW 1 FET-1 wykazano juz w 3 dniu inkubacji (tj. jeszcze przed

rozpoczgciem procesu roznicowania jajnika) w gonadach bipotencjalnych embrio-
néw ZW. Zwigkszajacy si¢ poziom ekspresji obu gendw w gonadzie lewej od 4,5 dnia
embriogenezy sugeruje, ze geny te naleza do gtownych czynnikow determinujacych

rozwoj jajnika z gonady bipotencjalnej [96].

Oprocz szeregu genow kodujacych czynniki transkrypcyjne w procesie rdéznico-
wania ptciowego u ptakéw uczestnicza rowniez geny kodujace enzymy procesu
steroidogenezy. Do najwazniejszych, ktorych ekspresja zachodzi poczawszy od 4
dnia embriogenezy naleza: 17a-hydroksylaza (P450c17) oraz aromataza (P450arom)
[108]. P450c17 jest enzymem odpowiedzialnym za przeksztatcenie pregnenolonu do
17a-hydroksyprogesteronu, a nastgpnie do androstendionu, natomiast P450arom jest
podstawowym enzymem konwertujacym androgeny do estrogenow (gtownie do
estradiolu). O ile poziom ekspresji mRNA P450c17 pojawia si¢ w rdznicujacej si¢
gonadzie bipotencjalnej osobnikow meskich (ZZ), jak i zenskich (ZW) juz w 5 dniu
embriogenezy, o tyle ekspresja P450arom wystepuje jedynie u osobnikéw ZW
i stopniowo wzrasta poczawszy od 6 dnia embriogenezy [1, 90]. Przekonujacych
dowodoéw na znaczenie P450arom w procesie roznicowania gonady bipotencjalnej
u ptakow dostarczyty badania z zastosowaniem selektywnego inhibitora aromatazy
(Fadrozolu), ktory podawany in ovo w 3 dniu embriogenezy prowadzi do maskuli-
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nizacji lewej gonady i powstania ovotestis [19]. A zatem zahamowanie aktywnosci
P450arom powoduje u genetycznych samic ZW rewersje plei, ktéra u dojrzatych
osobnikéw objawia si¢ wystgpowaniem samczych cech fenotypowych, a powstate
ovotestis przypomina budowa tkanke dojrzalego jadra, w ktorej zachodzi proces sper-
matogenezy. W wyniku tego procesu w ovotestis produkowane sa nie tylko plemniki
z chromosomem Z, lecz réwniez, nie wystegpujace normalnie w przyrodzie, plemniki
z chromosomem W [2]. Wykazano, ze plemniki W maja zdolno$¢ zaptadniania
oocytu [2]. Dlatego bardzo interesujaco zapowiadaja si¢ przyszte manipulacje in vitro
plemnikami W, ktére po iniekcji do oocytu W moga dac poczatek nie wystgpujacemu
w przyrodzie osobnikowi WW, ktérego fenotypu mozemy si¢ jedynie domyslac.

Zaplodnienie in vitro oraz proces transgenezy

Opracowanie metod hodowli oocytdéw, zaplodnienia i hodowli zarodkow poza
organizmem w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych ma ogromne znaczenie
w badaniach fizjologicznych, biochemicznych, rozwoju zarodkéw i uzyskiwaniu
ptakow transgenicznych. W ostatnich latach opracowano metode hodowli pgcherzy-
kow jajnikowych ptakow iich owulacje w warunkach do§wiadczalnych [64]. Metoda
ta pozwala na badanie mechanizmu owulacji, roli hormonéw w tym procesie 1 wy-
korzystanie oocytow do zaptodnienia in vitro. Po raz pierwszy klasyczne zaptod-
nienie in vitro oocytéw kury pobranych natychmiast po owulacji przeprowadzono
ponad 30 lat temu [32]. Na blastodysk naktadano zawiesing plemnikéw. Zaptodnienie
irozwdj embrionéw badano histologicznie po 24 h inkubacji. Ostatnio Olszanska i in.
[65] uzyskali u przepiorki japonskiej zaptodnienie in vitro oocytow owulowanych
pozaustrojowo. Jednak przeprowadzenie zaptodnienia in vitro u ptakow nie jest tatwe,
wynika to m.in. z trudnos$ci w ustaleniu czasu naturalnej owulacji oraz pozyskaniu
oocytow tylko z btong okotozottkowa. Zastosowanie techniki bezposredniej iniekcji
plemnika do cytoplazmy (ICSI), wydaje si¢ bardziej uzyteczna metoda do badania
mechanizmu zaptodnienia, roli gamet w tym procesie, a takze do produkcji ptakow
transgenicznych przez uzycie plemnikow jako wektorow do wprowadzania obcego
DNA do oocytu. Po raz pierwszy w 2003 roku dokonano zaptodnienia metoda ICSI
u przepiorki japonskiej [34]. Wykazano, ze bezposrednia iniekcja pojedynczego
plemnika do oocytu aktywuje oocyt i prowadzi do zaptodnienia, chociaz u ptakow
wystepuje polispermia. Ponadto wydtuzone spermatydy i plemniki pobrane z jadra sa
kompetentne do zaptodnienia, tak jak plemniki pochodzace z nasienia.

Z koncem lat 80. opracowano 3-etapowa metode hodowli embriondéw kurzych od
stadium jednej komorki do wylegu w warunkach in vitro [56, 72]. Pierwszy etap
obejmuje okres od zaptodnienia (stadium jednej komorki) do wytworzenia blasto-
dermy, czyli okres rozwoju zachodzacy naturalnie w jajowodzie. W drugim etapie
embriony przenoszone sa do skorup zastepczych wypetnionych medium i hodowane
przez kolejne 3 doby embriogenezy. Nastepny etap obejmuje okres wzrostu embrio-
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néw od czwartej doby do wylegu i prowadzony jest w wigkszych skorupach zastgp-
czych w celu wytworzenia komory powietrznej nad embrionem.

Od wielu lat pracuje si¢ nad opracowaniem efektywnej metody uzyskiwania
ptakow zmienionych genetycznie (transgenicznych). Celem transgenezy jest produk-
cjanowych biatek terapeutycznych w jaju (jajowdd kury jako bioreaktor), ulepszenie
genetycznej jakosci ptakow, np. odpornosci na choroby oraz uzyskanie ptakow
pozbawionych danego genu (knock out) wykorzystywanych do badania funkcji
genow. Metody oparte na mikroiniekcji DNA do zaptodnionego oocytu czy wprowa-
dzaniu egzogennego DNA droga elektroporacji lub lipofekcji in vivo do embrionéow
w stadium rozwoju X sa nieefektywne, poniewaz egzogenny DNA nie zostaje zinte-
growany z DNA chromosomow i ulega degradacji podczas wczesnych etapow roz-
woju zarodka [57, 58]. Obecnie najbardziej obiecujaca metoda prowadzaca do
uzyskania ptakow transgenicznych jest uzycie komorek blastodermalnych (BCs) lub
pierwotnych komorek ptciowych (PGCs) [7, 8, 17, 20, 73, 86, 93, 99]. Zarowno BCs
jak i PGCs mozna hodowac¢ in vitro, zamraza¢ i wprowadzac egzogenny DNA np. na
drodze elektroporacji czy lipofekcji. W wyniku iniekcji BCs do embriondéw biorcow
bedacych w stadium rozwoju X uzyskuje si¢ chimery fenotypowe i mniejszy procent
chimer ptciowych. Natomiast wykorzystujac PGCs wprowadza si¢ je do embrionow
bedacych w takim samym stadium rozwoju jak zarodki, od ktérych pochodza i uzys-
kuje si¢ chimery piciowe. Chimery uzywa si¢ dalej do wyprowadzenia linii ptakow
transgenicznych lub do biokonserwacji genotypdéw. Bednarczyk i in. [9] dokonali
rekonstrukcji rodzimej rasy kur — zielonondzka kuropatwiana z wykorzystaniem
PGCs. Ostatnio w wyniku manipulacji pierwotnymi komoérkami zarodkowymi uzys-
kano wydajne bioreaktory, tj. kury znoszace jaja zawierajace ludzkie biatko (mono-
klonalne ludzkie przeciwcialo) w biatku jaja [109] co daje nadzieje na mozliwos¢
masowej produkcji ludzkich biatek terapeutycznych.

Funkcja osi podwzgorze-przysadka-jajnik
oraz procesy zachodzace w gonadzie
podczas dojrzewania plciowego i nieSnosci

U samic ptakéw domowych liczba zniesionych jaj, a co zatem idzie uzyskane
wskazniki reprodukcyjne i wyniki hodowlane, zaleza od liczby oocytow powsta-
jacych w jajniku. Ich powstawanie w glownej mierze uzaleznione jest od tempa
procesow atrezji, selekcji 1 roznicowania si¢ pecherzykdéw jajnikowych podczas ich
wzrostu i rozwoju. Jak juz wczes$niej wspomniano w poczatkowej fazie rozwoju
embrionalnego kury obecne sa obie gonady. Od czwartego dnia inkubacji rozpoczyna
si¢ faza roznicowania, w ktérej pod wptywem wielu czynnikéw transkrypeyjnych
oraz hormondw ptciowych nastgpuje regresja prawego jajnika i jajowodu prowadzaca
do rozwoju lewej czgsci uktadu rozrodczego. Procesy te powoduja, ze u dojrzalej
niosacej kury funkcjonuje jedynie lewy jajnik i jajowdd.
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Kura domowa osiaga dojrzato$¢ plciowa w 20-22 tyg. zycia i w tym czasie
rozpoczyna okres niesnosci. Jaja znoszone sa poczatkowo nieregularnie z przerwami
trwajacymi 2 dni lub wigcej; niekiedy w ciagu jednego dnia znoszonych jest wigcej
niz jedno jajo. W poczatkowej fazie niesnosci, jaja moga wykazywac odchylenia od
wzorca, np. jaja o migkkiej skorupce lub z podwojnym zoéttkiem. Okres taki moze
trwa¢ nawet okoto 2 tyg. W czasie 6 do 10 tyg. od rozpoczgcia produkciji jaj, kury
wchodza w okres szczytowej niesnosci. Pdzniej niesno$¢ zaczyna si¢ stopniowo
obniza¢ (ok. 40-50 tyg. niesnosci), a nastgpnie drastycznie spada i kura rozpoczyna
okres pierzenia si¢. Kura znosi jaja w seriach, po ktorych nastepuje przerwa trwajaca
1 lub kilka dni. U mtodych kur jaja znoszone sa w seriach liczacych nawet 30 jaj,
natomiast starsze kury znosza jaja w krotkich seriach — ok. 4—6 jaj w serii [38].

Jajnik niedojrzatego ptciowo ptaka sklada si¢ z tysigcy matych pgcherzykow,
z ktorych ok. 2 tys. mozna zobaczy¢ gotym okiem. Z pgcherzykéw tych jedynie
nieliczne (250-500) wchodza w fazg przedowulacyjnego wzrostu i w okresie dojrza-
losci piciowej podlegaja owulacji. W dojrzatym jajniku kury, wyr6ézni¢ mozna zrab
jajnika (stromg) z pecherzykami <1 mm oraz trzy populacje pgcherzykow jajniko-
wych: 1) biate o $rednicy od 1-8 mm; 2) zo6lte o $rednicy 8-35 mm oraz 3) po-
owulacyjne. Na kilka dni przed osiagnigciem dojrzatosci plciowej jeden z grupy
bialych pgcherzykow podlegajac selekcji wehodzi w fazg szybkiego wzrostu, prze-
chodzac do grupy zo6ttych pecherzykéw przedowulacyjnych. Po osiagnigciu dojrza-
losci ptciowej w jajniku niosacej kury wyr6znia si¢ ok. 5—7 duzych z6éttych peche-
rzykow o $rednicy od 20-40 mm, ktore znajduja si¢ w wyraznej hierarchii, a oznacza-
ne sa od najwigkszego jako F1, F2 itd. Pecherzykiem owulujacym jest najwigkszy
pecherzyk przedowulacyjny F1, natomiast kolejny w hierarchii owuluje ok. 24 h po
owulacji pecherzyka F1 [21, 37, 38].

Pecherzyk jajnikowy kury sktada si¢ z koncentrycznych warstw tkanek, ktore
Scisle otaczaja oocyt wypetiony zoltkiem. I tak, od zewnatrz mozna wyrdzni¢
nastgpujace warstwy: 1) nabtonek z luzna tkanka taczna, 2) ostonke teke zewngtrzna,
3) ostonkg¢ wewngtrzng, 4) blong podstawna i 5) warstwe ziarnista (granulozg).
Warstwy te sa dos¢ jednorodne na catej powierzchni pecherzyka, z wyjatkiem stigmy
— migjsca, w ktorym pecherzyk przedowulacyjny peka podczas owulacji. Podczas
wzrostu pgcherzyka rozwoj oocytu zostaje zatrzymany w profazie pierwszego po-
dziatu mejotycznego, a zakonczony 4-6 h przed owulacja. Komoérki granulozy
w biatych pecherzykach prehierarchicznych sa bardzo $cisle upakowane w kilku
warstwach. Podczas fazy szybkiego wzrostu $rednica pecherzyka zwigksza sig, co
powoduje zmiang ksztattu komorek granulozy, ktore zaczynaja tworzy¢ pojedyncza
warstwe. Migdzy komorkami ziarnistymi tworza si¢ polaczenia i przestrzenie, aby
utatwi¢ transport sktadnikoéw zottka do oocytu. Pomimo drastycznego wzrostu obwo-
du pecherzyka, nastegpuje jedynie nieznaczna proliferacja komoérek ziarnistych, ktora
koncentruje si¢ wokot tarczki zarodkowej [6, 102]. Blona podstawna pecherzyka kury
ma w przyblizeniu 1 um grubosci i sktada si¢ z kolagenu, glikoprotein i fibronektyn,
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ponadto inne komponenty osadzone sa na sasiadujacych warstwach teki i granulozy.
Produkcja i sekrecja fibronektyny regulowana jest przez gonadotropiny i hormony
gonad [16].

Mimo pewnych odrgbnosci anatomicznych, uktad podwzgorzowo-przysadkowy
ptakow funkcjonuje w podobny sposob jak u ssakow. Przysadka mozgowa potozona
jest u podstawy mozgu w bezposredniej bliskosci podwzgorza. Uktad neurosekrecyj-
ny podwzgdrza za posrednictwem uktadu wrotnego podwzgorzowo-przysadkowego
przekazuje do przysadki gruczotlowej hormony uwalniajace. Narzadem neurohormo-
nalnym jest wyniosto$¢ przysrodkowa (eminentia mediana), ktorej neurony jadra nad-
wzrokowego 1 przykomorowego syntetyzuja i wydzielaja gonadoliberyny: ¢cGnRH-I
i cGnRH-II, z ktérych pierwsza w stosunku do ,,ssaczego” GnRH jest [Glu®]-GnRH,
natomiast druga — [His’-Tryp’-Tyr*]-GnRH [49, 55]. W 2000 r. w podwzgorzu kury
zidentyfikowano minogowy GnRH-III [10], natomiast z podwzgorza przepiorki ja-
ponskiej — gonadostatyng (GnlH), hormon hamujacy uwalnianie obu gonadotropin
z przysadki moézgowej [104]. Dotychczasowe badania wskazuja, ze hormonem
stymulujacym wydzielanie gonadotropin z przysadki mézgowej jest cGnRH-I, cGnRH-II
peti prawdopodobnie rolg neurotransmitera [76, 89]. Rola minogowego GnRH-IIT
w uwalnianiu gonadotropin z przysadki moézgowej nie jest w pelni wyjasniona.
Hormonami produkowanymi w cz¢$ci gruczotowej przysadki moézgowej sa hormon
folikulotropowy (FSH) i luteinizujacy (LH), ktorych stgzenie we krwi wykazuje
zardéwno dobowe jak i sezonowe zmiany, co zwiazane jest z dtugo$cia dnia swietl-
nego. Pomiedzy dtugoscia dnia a aktywnoscia wydzielnicza przysadki mozgowe;j
istnieje dodatnia korelacja, dlatego bodzce swietlne wykorzystywane sg w produkcji
drobiarskiej w celu stymulacji funkcji osi podwzgorze-przysadka-jajnik. Hormony
gonadotropowe szczegdlna role odgrywaja w koncowej fazie dojrzewania ptciowego,
ktora u kur typu niesnego przypada na okres od 15 do 20 tygodnia zycia. W okresie
tym nastgpuje stopniowy wzrost aktywnos$ci uktadu podwzgorzowo-przysadkowego,
a wydzielane z przysadki FSH i LH stymuluja wzrost biatych, a nastepnie zottych
pecherzykéw jajnikowych [38, 105, 106]. Oprocz dodatniego wptywu na wzrost
pecherzykow hierarchicznych, LH dziata na najwigksze pecherzyki przedowulacyjne
stymulujac ich funkcje steroidogenna, a przede wszystkim indukuje owulacje [38].
Przedowulacyjny wyrzut LH do krwi wystepuje 6—4 h przed owulacja [24]. Wyka-
zano, iz obydwie gonadotropiny wptywaja na procesy zachodzace podczas wzrostu
1 rozwoju pecherzykow jajnikowych; FSH wplywa na wzrost biatych pecherzykow,
podczas gdy LH reguluje wzrost i dojrzewanie zottych pecherzykow hierarchicznych
i wywoluje owulacj¢ [40, 71, 100]. Przysadkowe FSH i LH reguluja proliferacj¢
1 produkcje progesteronu (uwazanego za marker réznicowania) w przedowulacyj-
nych pecherzykach. FSH wptywa na mniej dojrzate pecherzyki (F5-F3), a LH
oddziatuje na bardziej dojrzate pgcherzyki (F2 i F1). Wewnatrzjajnikowy czynnik
wzrostu EGF, produkowany przez tarczke zarodkowa, pobudza wzrost i zapobiega
atrezji pecherzyka, stymulujac proliferacj¢ granulozy. Jednocze$nie EGF zapobiega
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przedwczesnemu dojrzewaniu pecherzyka, tj. opdznia roznicowanie [26]. Wykazano,
ze przedowulacyjny wyrzut LH z przysadki wywotywany jest na drodze dodatniego
sprzg¢zenia zwrotnego pomigdzy progesteronem, produkowanym gtownie przez naj-
wigkszy pecherzyk przedowulacyjny F1,a LH [106]. Po owulacji w jajniku pozostaje
kielichowaty pecherzyk poowulacyjny, ktérego aktywnos¢ steroidogenna utrzymuje
sig przez kilka dni [3].

Pecherzyki jajnikowe kury sg gtdéwnym zroédtem hormonéw steroidowych: gesta-
genow, androgendw i estrogenow we krwi [62, 74, 75]. Gtéwnym gestagenem jest
progesteron (P,), syntetyzowany przez warstwg ziarnista pgcherzykow przedowu-
lacyjnych [6]. Androgeny (w tym testosteron — T) i estrogeny (estradiol — E,)
produkowane sa w warstwie ostonki wszystkich pecherzykow jajnikowych [47, 101].
Wykazano, ze pecherzyki prehierarchiczne nie sa zdolne do produkcji progesteronu,
gdyz w komorkach warstwy ziarnistej brak jest aktywno$ci enzymu odszczepiajacego
boczny tancuch cholesterolu (P450scc) [101]. W pecherzykach hierarchicznych
sytuacja jest odwrotna. W momencie wejscia pgcherzyka w hierarchig, nastepuje
aktywacja genu kodujacego P450scc w komodrkach warstwy ziarnistej pecherzyka,
zwigksza si¢ aktywno$¢ enzymu P450scc, co zapoczatkowuje syntezg pregnenolonu,
ktory nastgpnie pod wplywem dehydrogenazy 3[-hydroksysteroidowej (33-HSD)
przeksztatcany jest do progesteronu [61].

Podczas wzrostu pecherzyka obserwuje sig stopniowy wzrost syntezy Py, tak iz
najwigkszy pgcherzyk przedowulacyjny (F1) produkuje prawie wytacznie ten hor-
mon [6]. Ostonka biatych i zoltych pecherzykow jest miejscem syntezy estradiolu.
W biatych pecherzykach proces ten zachodzi glownie droga A’ poprzez dehydro-
epiandrosteron (DHEA), ktory nastgpnie pod wptywem 33-HSD przeksztatcany jest
do androstendionu. Natomiast w ostonce pecherzykoéw hierarchicznych proces ten
przebiega droga A* poprzez progesteron, ktory przeksztatcany jest do androstendionu
przez enzym 17a-hydroksylaze (P450,7,). Powstaty androstendion przeksztatcany
jest do testosteronu przez dehydrogenaze¢ 17(3-hyedroksysteroidowa (17p-HSD),
a nastgpnie transportowany do komorek ostonki zewngtrznej, gdzie pod wptywem
aromatazy (P450arom) konwertowany jest do estradiolu [35, 36, 53, 62, 74]. Podczas
wzrostu pgcherzyka w warstwie ostonki obserwuje si¢ stopniowy spadek syntezy
i sekrecji estradiolu [38, 50]. Wyrazne zmiany stezenia P4 1 E, w rosnacych pecherzy-
kach jajnikowych obserwuje si¢ juz w okresie dojrzewania ptciowego. Rzasaiin. [82]
wykazali, ze w 15. tyg. zycia kurek stroma jajnika zawiera 81% P4178% E,, natomiast
pozostala ilos¢ tych hormondw znajduje si¢ w biatych pecherzykach. Z kolei w 19.
tyg. (tj. w momencie rozpoczgcia niesnosci) w stromie jajnika znajduje si¢ jedynie 6%
P4139% E,, w biatych pecherzykach 3% P4 1 14% E,, a w pgcherzykach z6ttych az
91% P4147% E,. Obserwowane zmiany dystrybucji hormonéw piciowych w peche-
rzykach jajnikowych dojrzewajacych ptakoéw sa przede wszystkim wynikiem stop-
niowego wzrostu aktywnosci warstwy ziarnistej rosnacych pecherzykoéw. Odzwier-
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ciedleniem zwigkszajacej si¢ aktywnosci steroidogennej zoltych pecherzykow jest
stopniowy wzrost poziomu obu hormonow we krwi dojrzewajacych kurek [70, 87].

Zarowno w okresie dojrzewania ptciowego jak i niesnosci funkcja jajnika regulo-
wana jest gtéwnie przez hormony gonadotropowe (LH i FSH). Wykazano, ze zar6w-
no LH jak i FSH wptywaja na proces steroidogenezy pecherzykowej [25, 35, 67, 68,
84, 88]. W oddziatywaniu gonadotropin i hormonéw steroidowych na procesy
zachodzace podczas wzrostu, dojrzewania i regresji pecherzykow jajnikowych po-
sredniczy wiele substancji okreslanych ogolnie wewnatrzjajnikowymi regulatorami.
Wiele danych literaturowych wskazuje, ze substancje te naleza do aktywnych regula-
torow procesu steroidogenezy, a ich receptory znajduja si¢ w komoérkach warstwy
ziarnistej 1 ostonki pecherzyka. W ostatnich latach w jajniku kury zidentyfikowano
szereg hormondéw i substancji, ktore wplywaja na procesy zachodzace podczas
wzrostu i rozwoju pecherzyka jajnikowego, a sg to m.in.: prostaglandyny [91], wazo-
aktywny peptyd jelitowy (VIP) [44], aminy biogenne: katecholaminy, serotonina
i histamina [68, 83], czynnik wzrostowy insulinopodobny I i II (IGF-1 i IGF-II) [67],
czynnik wzrostu naskorka (EGF) [26,107], inhibiny i aktywiny [45, 54], fibronektyna
[4], biatko StAR [43], trojjodotyronina (T3) [84, 88], prolaktyna [33], leptyna [69,
70], grelina [92], adiponektyna [15].

W ostatnich latach wiele uwagi po$wigcono badaniom dotyczacym selekcji
iatrezji biatych pgcherzykow jajnikowych. Mechanizm selekcji pecherzykow nie jest
wyjasniony, ale sugeruje si¢, ze istotng rolg w tym procesie petnia FSH i VIP oraz
niektére czynniki wzrostowe (np. IGF-1, EGF). Pod wptywem FSH i VIP w warstwie
ziarnistej pecherzyka pojawia sig¢ aktywno$¢ enzymu P450scc, odszczepiajacego
boczny tancuch cholesterolu [52]. Zwigkszenie sig ekspresji tego enzymu powoduje,
ze komorki granulozy staja si¢ kompetentne i rozpoczynajq syntezg progesteronu. Po
wejsciu pecherzyka w hierarchig spada tempo proliferacji komoérek granulozy, a wzras-
ta proces ich réznicowania si¢. Szczegodlna role w pecherzykach hierarchicznych
odgrywa tarczka zarodkowa (GD). GD jest zrodlem parakrynnych sygnaléw nie-
zbednych do utrzymania pgcherzyka przy zyciu, bowiem jej uszkodzenie prowadzi
do atrezji pgcherzykow na drodze apoptozy [103]. Wykazano, ze proces atrezji
biatych pgcherzykow zachodzi na drodze apoptozy — programowanej $mierci ko-
morki, ktory inicjowany jest w warstwie ziarnistej pgcherzyka [37, 39, 40, 101].
W wyniku tego procesu podczas dojrzewania ptciowego eliminowanych jest prawie
99% pierwotnych pecherzykéw obecnych w jajniku w momencie wyklucia [38].
W biatych pecherzykach proces apoptozy hamowany jest przez niektére czynniki
podtrzymujace przezywanie komorek warstwy ziarnistej i stymulujace proces ich
proliferacji i r6znicowania. Najwazniejsze z nich to: FSH i LH [36, 38], VIP [23, 40]
oraz niektore czynniki wzrostowe: IGF-I [40, 67], czynnik wzrostu transformujacy o
(TGFa) [37, 52], EGF [52, 107] oraz ostatnio odkryta surwiwina [42]. Z kolei do
najwazniejszych stymulatorow apoptozy naleza: czynnik martwicy nowotworu o
(TNFa) oraz czynnik indukujacy apoptoze¢ (FasL) [11].
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Pomimo wykazania obecnosci wielu czynnikow pro- i antyapoptotycznych
w warstwie ziarnistej pecherzykow, proces apoptozy w pgcherzykach jajnikowych
kury nie jest w petni wyjasniony. Nalezy jednakze podkresli¢, iz pecherzyki jajnika
kury, ktore z tatwoscia mozna izolowac, stanowia doskonaly model wykorzystywany
w badaniach dotyczacych zjawisk zachodzacych podczas wzrostu i rozwoju peche-
rzykéw. Model ten wykorzystywany jest w badaniach procesu steroidogenezy peche-
rzykowej i owulacji [5, 22], apoptozy i proliferacji komodrek [37, 38, 39, 40], a takze
karcynogenezy [41].

Zaleznos¢ migdzy poziomem zywienia
a aktywnoscig jajnika kur typu mig¢snego

U kur typu migsnego selekcja genetyczna prowadzona w celu zwigkszenia masy
ciata, a tym samym migsnosci, spowodowata, ze wraz ze wzrostem tego parametru
nastapil spadek zdolno$ci rozrodczych [78]. Wykazano, ze zywienie do woli kur
reprodukcyjnych migsnych prowadzi do odktadania duzych ilo$ci thuszczu i wysokiej
$miertelnos$ci zwiazanej ze schorzeniami migsni i serca [46], ostabieniem uktadu
immunologicznego [28] 1 obnizonej ptodnosci [27, 29]. W okresie wzrostu powoduje
obnizenie tempa niesnosci poczatkowej, co spowodowane jest spontanicznymi owu-
lacjami wynikajacymi z zaburzen hierarchii pgcherzykow [30]. Konsekwencja wzro-
stu liczby owulacji u ptakow zywionych do woli jest produkcja jaj o obnizonych
parametrach: staba skorupa, jaja dwuzoltkowe, owulacje do jamy ciata [18, 29]. los¢
przyjmowanego pokarmu podczas wychowu oraz masa ciata w momencie uzyskania
dojrzatosci ptciowej skorelowane sa z liczba zottych pegcherzykow w jajniku kury.
Dlatego ograniczanie zywienia jest jednym z podstawowych elementéw zmierza-
jacych do ograniczenia tempa owulacji w celu uzyskania odpowiedniej aktywno$ci
rozrodczej u kur typu migsnego. Ograniczenie ilo$ci pozywienia w czasie wzrostu
istotnie zmniejsza masg jajnika i liczbg duzych pecherzykéw w momencie osiagnigcia
dojrzatosci ptciowej, obniza liczbe spontanicznych owulacji, jaj z defektami i wielu
jednoczesnych owulacji [81]. W literaturze angloje¢zycznej pojawito si¢ okreslenie
,oroiler breeder paradox” dotyczace niemoznosci pogodzenia potrzeb produkcyjnych
(wysokiej wydajnosci reprodukcyjnej, dobrej zdrowotnos$ci, niskiej $§miertelnosci kur
typu migsnego i dobrego tempa wzrostu potomstwa) bez zastosowania znacznego
ograniczenia poboru paszy [18, 80]. Ograniczone zywienie jest niezbednym ele-
mentem utrzymania zdrowotnos$ci niosacych ptakow, w celu uzyskania potomstwa
zdolnego do szybkiego wzrostu i uzyskania masy rzeznej w krotkim czasie. Zywienie
takie w okresie wzrostu powoduje jednak szereg niekorzystnych zmian w funkcjo-
nowaniu uktadow hormonalnych [18]. Wykazano, Ze ilo§ciowe ograniczanie paszy
powoduje wzrost stezenia hormonu wzrostu (GH) i tyroksyny (T,), natomiast spadek
stezenia IGF-11 T; we krwi [13, 14]. Bruggeman i in. [12] wykazali, ze dtugotrwate
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(od 2 tygodnia zycia) ograniczanie ilo$ci podawanej paszy powoduje spadek poziomu
GnRH-I w podwzgoérzu i gonadotropin (FSH 1 LH) w przysadce mozgowej, co
prowadzi do spowolnienia rozwoju jajnika i jajowodu i opoéznienia niesnosci o 6 ty-
godni. Niektorzy autorzy sugeruja, ze za réoznice w produkeji jaj u ptakoéw zywionych
do woli i ograniczanych odpowiedzialne sa zmiany stezenia hormonow osi soma-
totropowej (GH 1 IGF-I) oraz osi tarczycowej [ 13]. Poniewaz wplyw gonadotropin na
czynnos¢ jajnika jest modulowany przez czynniki wzrostu: IGF, biatko morfogenezy
kosci (BMP) ileptyng, w badaniach podjgto probg okreslenia roli tych hormonow jako
lokalnych regulatorow funkcji jajnika. Wykazano, iz ograniczenie zywienia sty-
muluje interakcje migdzy BMP i1 IGF a gonadotropinami oraz dodatnio wptywa na
proliferacj¢ komorek warstwy ziarnistej pecherzykow [66]. Pomimo wykazania
pewnych interakcji migdzy czynnikami wzrostu a gonadotropinami réznice w liczbie
z6ltych pecherzykow i niesnosci kur migsnych o réznych genotypach nie sa w peni
wyjasnione. Pomimo duzego zainteresowania zywieniem kur migsnych, w literaturze
naukowej nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dotyczace powiazania zy-
wienia z funkcja rozrodcza i regulacja endokrynna. Wydaje sig, iz zastosowanie
nowoczesnych metod (np. micro-array i proteomiki) moze w sposob istotny przy-
czyni¢ sig¢ do wyjasnienia tego zagadnienia.

Glowne osrodki i kierunki badan
z zakresu rozrodu ptakow w Polsce

1. KatedraFizjologii Zwierzat AR w Krakowie (prof. dr hab. Janusz Rzasa z zespotem):

e udziat wazotocyny i prostaglandyn w funkcji jajowodu kury;

e rola amin biogennych w regulacji czynnosci jajnika i jajowodu kury;

e opracowanie metody zaptodnienia oocytu przepiorki japonskiej pojedynczym
plemnikiem (ICSI);

e rola hormonow metabolicznych (GH, IGF, leptyna, hormony tarczycy) w czyn-
nosci jajnika kury domowej w czasie dojrzewania ptciowego, nie$nosci i przer-
WYy W niesnosci.

2. Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzgbcu (prof. dr hab. Bozenna

Olszanska z zespotem):

e opracowanie metody hodowli i dojrzewania oocytow przepiorki japonskiej
in vitro;

e zaplodnienie in vitro oocytow ptaka owulowanych in vitro;

e ckspresja genu AA-NAT (aryloalkiloamino-N-acetylotransferazy) warunku-
jacego syntez¢ melatoniny w trakcie oogenezy i rozwoju zarodkowego prze-
piorki japonskiej.

3. Katedra Biotechnologii Zwierzat AR w Bydgoszczy oraz Centralny Osrodek

Drobiarstwa IZ (prof. dr hab. Marek Bednarczyk z zespotem):
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¢ opracowanie metody tworzenia chimer ptakdw;

e rekonstrukcja rodzimej rasy kur — zielonon6zka kuropatwiana z wykorzysta-
niem pierwotnych komorek ptciowych (PGCs);

¢ wykorzystanie modelu zarodka do stymulacji korzystnego profilu bakteryjnego
wylgzonych pisklat;

e stymulacja gruczotéw wydzielania wewngtrznego, z wykorzystaniem substan-
cji o charakterze antyestrogenowym do przyspieszenia dojrzatoséci plciowej
kogutow.

4. Akademia Rolnicza we Wroctawiu (prof. dr hab. Bronistawa Chelmonska z zespotem):
¢ badania dotyczace zdolnos$ci reprodukcyjnej kogutow i kur Cornish w zaleznos-
ci od metod krycia, sposobu utrzymania i zywienia oraz okresu uzytkowania;

e analiza zmian morfologicznych, biochemicznych oraz zdolnosci zapladniajacej
plemnikéw ptakéw domowych z nasienia poddanego procesowi kriokonserwacji.

5. Zaktad Chemii Ogolnej i Fizjologicznej Uniwersytet Rzeszowski (dr hab. Maria

Droba, prof. URz z zespotem):

¢ wykazanie obecnosci kwasnych glikozydaz w uktadzie rozrodczym i nasieniu
samcow ptakow domowych;

e rola lizosomowych arylosulfataz (kwasna arylosulfataza A-ASA) w jadrach
i plazmie nasienia koguta kury;

e proba okreslenia aktywnosci glikozydaz i ASA w uktadzie rozrodczym koguta
bazanta.

6. Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie (prof. dr hab. Jan
Glogowski i prof. dr hab. Andrzej Ciereszko z zespotem):
e wykazanie obecno$ci i okreslenie roli enzyméw proteolitycznych oraz ich
inhibitoréw w plazmie nasienia i uktadzie rozrodczym indora;
e wplyw sposobu przechowywania nasienia na aktywnos¢ amidazy, fragmentacje
DNA i ruchliwo$¢ plemnikow indora.

Podsumowanie

Za najwazniejsze osiagni¢cia w rozrodzie ptakow nalezy uzna¢: 1) poznanie
endokrynnych uwarunkowan rozrodu kur typu nie$nego; 2) uzyskanie w wyniku
selekcji linii kur znoszacych 330-350 jaj w roku; 3) opanowanie metod manipulacji
i konserwacji komorek embrionalnych (pierwotnych komorek ptciowych — PGC
i komorek blastodermalnych — BC); 4) opracowanie metod zaptodnienia (IVF i ICSI)
oraz hodowli oocytow i zarodkow ptakow; 5) uzycie jajowody kury jako bioreaktora
do produkc;ji ludzkich bialek terapeutycznych. Wiele badan z zakresu biologii rozrodu
ptakow wykonano w polskich placowkach naukowych lub przez polskich uczonych
pracujacych na zagranicznych stazach naukowych, a cytowane wczesniej publikacje
weszly do kanonu wiedzy z zakresu biologii rozrodu ptakow.
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Avian biology of reproduction
— achievements and perspectives

Key words: bird, reproductive system, embryogenesis, in vitro fertilization,
hypothalamus, pituitary, ovary, broiler breeders

Summary

Paper presents a review of knowledge concerning avian biology of reproduction. In
comparison with mammals, there are several differences in avian reproduction: i) fe-
male is heterogametic (ZW) but male homogametic (ZZ); ii) the female reproductive
tract is non-symmetrical (i.e. only left ovary and oviduct are developed); iii) in the
male reproductive tract the additional reproductive glands are absent; iv) an oocyte is
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felt with a huge amount of yolk; v) fertilization is followed by polyspermy; vi) ovula-
tions occur day after day. The main trends in research concerning avian reproductive
biology are connected with: 1) embryogenesis process as a model for studies of mech-
anisms of sex determination and sex differentiation, organogenesis etc.; 2) in vitro fer-
tilization and transgenesis; 3) function of hypothalamo-pituitary-ovarian axis and pro-
cesses involved in gonadal function during sexual maturation and egg laying period;
4) reproduction of broiler breeder hens, i.e. broiler breeder paradox. The main attain-
ment in avian reproductive biology seem to be: a) achievements in selection of the
ceiling egg-laying performance; b) elaboration of the in vitro fertilization (IVF) and
ICSI; ¢) control of blastodermal (BC) and primordial germ cells (PGC) manipulation
and conservation; d) utilization of the avian oviduct as a bioreactor for production of
human therapeutical proteins; e) study of the endocrine regulations of the ovarian
function in laying hens. The future challenge is to study role of growth and metabolic
hormones in regulation of egg laying rate in broiler breeder hens where feed restriction
is necessary to maintain welfare and reproduction at acceptable levels.
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Poczatek XXI wieku jest okresem, ktory charakteryzuje si¢ intensyfikacja dziatan
na rzecz dokltadniejszego poznania procesow odpowiedzialnych za dojrzewanie
plciowe i rozroéd ryb. Wynika to w duzej mierze z coraz wigkszej dostgpnosci
nowoczesnych technik biologii molekularnej, ktore pozwalaja $ledzi¢ wiele proce-
sOW stojacych u podstaw powstawania i funkcjonowania czynnikow hormonalnych
uczestniczacych w rozrodzie ryb. Z drugiej jednak strony nie ustaja prace nad
doskonaleniem metod rozrodu ryb w warunkach hodowlanych, co jest logiczna
konsekwencja zdobywania coraz doktadniejszych danych w trakcie badan podstawo-
wych. Niniejsza praca koncentruje si¢ przede wszystkim na przedstawieniu najwaz-
niejszych doniesien, ktore zaprezentowano w trakcie dwoch ostatnich miedzynarodo-
wych sympozjow zwiazanych z tematyka endokrynologii i rozrodu ryb — VII Migdzy-
narodowego Sympozjum Fizjologii Rozrodu Ryb (Japonia, maj 2003) oraz V Mig-
dzynarodowego Sympozjum Endokrynologii Ryb (Hiszpania, czerwiec 2004).

Neurohormonalna regulacja rozrodu u ryb

Nie ustaja badania nad dawno juz odkrytymi neurohormonami stymulujacymi
przysadke¢ mozgowa do wydzielania gonadotropin — GnRH. Uwaza sig¢ obecnie, ze
u krggowcow istnieje az 16 form GnRH tworzacych rodzing wielofunkcyjnych
peptydow powstajacych w wielu miejscach centralnego systemu nerwowego, a nawet
w tkankach peryferyjnych. Stwierdzono, ze petnia one rézne funkcje: neuroendokryn-
ng, neurotransmisyjng oraz autokrynna i parakrynna. Wszystkie gatunki kregowcow
maja dwa, a cze$¢ ryb z nadrzedu Teleostei nawet 3 podtypy GnRH [30]:
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e GnRH 1 dziata na gonadotropy przez receptory — GnRH-R typ I A,
e GnRH 2 stymuluje sekrecjg prolaktyny przez receptory — GnRH-R typ I B,
e GnRH 3 stymuluje sekrecje hormonu wzrostu przez receptory GnRH-R typ I1I.

U ryb najczesciej wystepuje tososiowy GnRH — sGnRH i kurzy GnRH typu dru-
giego—cGnRH 11, anp. fladra — Verasoer moseri oprocz wczesniej wymienionych ma
jeszcze GnRH leszcza morskiego (seabream) — sbGnRH [1].

Taroznorodno$¢ GnRH powoduje ktopoty z ich kwalifikacja z uzyciem arabskich
i tacinskich liczb. Okazalo sig, ze musi si¢ ona oprze¢ na identyfikacji genow
kodujacych prekursory GnRH i ich receptory. Przyktadem tych trudno$ci moga by¢
badania majace rozstrzygnac, czy I GnRH wystepujacy u ssakow jest z tej samej
rodziny, co I GnRH wystepujacy u innych grup krggowcow. Dopiero badajac recepto-
ry i ich geny (wyodregbniono dotychczas 5 genéw kodujacych receptory GnRH)
stwierdzono, ze receptor ssaczego GnRH typu I r6zni si¢ zasadniczo od GnRH-RI nie
ssaczego, a wigc ssaczy GnRH-RI nie moze by¢ w tej samej rodzinie, co GnRH-RI
zidentyfikowany u innych kregowcow [12].

Okres smoltyfikacji jest przetomowym w zyciu migrujacych ryb tososiowatych.
Badania nad Oncorhynchus nerka i Oncorhynchus keta wykazaly, ze maja one 2 ro-
dzaje GnRH: tososiowy — sGnRH i kurzy Il — ¢cGnRHII, ktére w procesie smoltyfi-
kacjiiwedrowki tartowej zachowuja si¢ inaczej. Poziom sGnRH w roznych czgsciach
moézgu byt synchronizowany z poziomem hormonéw tarczycy w surowicy krwi
i poziomem gonadotropin w przysadce. Natomiast cGnRHII takiej synchronizacji nie
wykazywal. Oznacza to, ze sGnRH i ¢cGnRHII odgrywaja rézne role w procesie
smoltyfikacji.

Hormony gonadotropowe

Udowodnienie w koncu lat osiemdziesiatych ubieglego stulecia, istnienia dwoch
gonadotropin u ryb doprowadzito do zintensyfikowania badan nad wyst¢gpowaniem
irola tych hormonéw u kostnoszkieletowych. Do najciekawszych wynikéw ostatnich
lat niewatpliwie nalezy wykrycie ekspresji gendw kodujacych podjednostki gonado-
tropin w oocytach ryb. Uzycie techniki hybrydyzacji in situ oraz immunocytochemii
pozwolito na stwierdzenie obecnosci podjednostek FSHP, LHP oraz wspoélnej dla
obydwu gonadotropin podjednostki a w oocytach Sparus aurata [42, 43]. Co wigcej,
w do$wiadczeniach in vitro (inkubacja fragmentow jajnika) analog GnRH modulowat
sekrecje jajnikowego LH. Dane te §wiadcza o istnieniu osi GnRH — gonadotropiny
w jajniku i sugeruja, ze FSH i LH petnia istotna, nieznang wczesniej funkcje w komu-
nikacji pomigdzy oocytem i komoérkami folikularnymi.

Innym kierunkiem badan jest poznawanie innych, poza GnRH, czynnikéw uwal-
niajacych gonadotropiny z przysadki moézgowej ryb. Stwierdzono, ze tososiowy
GnRH (sGnRH) stymuluje u niektorych tososiowatych synteze i uwalnianie LH
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dopiero w p6zniejszych stadiach dojrzatosci ptciowej, a steroidy plciowe (E, 1 T) we
weczesniejszych stadiach dojrzatosei [3].

Ciekawa jest rola aktywiny, biatka zidentyfikowanego poczatkowo w gonadach
ssakow. U ztotej rybki aktywina stymuluje syntez¢ podjednostki FSHf, ale hamuje
synteze podjednostki LHf. Ta regulacyjna rola aktywiny zachodzi na poziomie
transkrypcji [1]. Inne badania z tego zakresu wykazaty, ze aktywina moduluje spon-
taniczng oraz stymulowana przez GnRH sekrecj¢ LH zarowno u samcow, jak i u samic
karpia [7].

Na uwage zashuguja takze badania nad greling. Hormon ten zostat odkryty przez
Kojimaiin. [15] jako endogenny ligand receptora GHS-R (growth hormone-secreta-
gogue receptor). Unniapan i Peter [41] obserwowali stymulacje¢ sekrecji LH z izolo-
wanych (dyspergowanych) komorek przysadki mozgowej karasia ztocistego. Grelina
powodowata takze zwigkszenie ekspresji mRNA LH, zatem wydaje si¢, ze u karasia
ztocistego hormon ten jest jednym z czynnikéw stymulujacych zaréwno syntezg jak
i uwalnianie LH. Za posrednictwem GHS-R grelina stymuluje sekrecje hormonu
wzrostu, natomiast stymulacja sekrecji LH prawdopodobnie odbywa sig¢ za posred-
nictwem receptora zblizonego do GHS-R, jako ze zastosowanie antagonistow tego
receptora hamuje stymulowang przez greling sekrecje LH [41].

Kolejnym czynnikiem hamujacym sekrecj¢ LH jest dopamina [6]. Trwaja badania
nad poznaniem receptorow, poprzez ktore dopamina hamuje sekrecje LH.

Odkrycie, zeuryb wystepuja 2 gonadotropiny (GtH I odpowiadajaca FSH i GtH 11
bedaca odpowiednikiem LH u ssakéw), podobnie jak i w pozostatych gromadach
krggowcow, zapoczatkowalo szereg badan nad ich rola u samic i samcéw, nad ich
receptorami i genami je kodujacymi. Obecnie przyjmuje sig, ze u samic, jakkolwiek w
gametogenezie biora udzial obie gonadotropiny, to jednak LH odgrywa podstawowa
rolg w tym procesie m.in. stymuluje produkcje 170203-P i 173-estradiolu, a FSH
bierze przede wszystkim udzial w dostawaniu si¢ witellogeniny do oocytéw, mimo ze
rowniez stymuluje w warunkach in vitro produkcje 173-estradiolu. U samcow LH
stymuluje produkcje¢ 11-KT i 17020B-P, FSH za$ stymuluje proliferacjg spermato-
gonii [36]. Jednak funkcje LH i FSH nie sa identyczne u poszczegdlnych gatunkow
ryb. Pociaga to za soba koniecznos$¢ zbadania dziatan tych gonadotropin oddzielnie
u kazdego gatunku. Szereg badan nad rozrodem ryb zmierza w tym kierunku.

Fizjologiczna rol¢ LH i FSH bada si¢ tez na poziomie molekularnym, poprzez
analizowanie ekspresji genéow kodujacych podjednostki gonadotropin w trakcie
rozwoju gonad [10]. Wykazano m.in., Ze insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF) ma
wpltyw na ekspresj¢ gendéw kodujacych podjednostki gonadotropin u tososia
atlantyckiego Salmo salar [32].
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Roznicowanie plciowe

U Teleostei wystepuje stosunkowa duza grupa ryb hermafrodytycznych. W tej
grupie ryb wyroznia si¢ trzy rodzaje hermafrodytyzmu: hermafrodytyzm synchro-
niczny (u jednego osobnika réwnocze$nie wystepuja dojrzate jajniki i jadra), herma-
ich atrofii rozwijaja si¢ jadra) oraz hermafrodytyzm protoandralny (u tego samego
osobnika najpierw rozwijaja si¢ jadra, a po ich atrofii jajniki).

Ryby te sa ciekawym przedmiotem badan w wielu laboratoriach zwlaszcza
w odniesieniu do procesu roéznicowania si¢ plci. Proces ten to kaskada zdarzen
prowadzaca do sformowania funkcjonalnych jader lub jajnikow. U Teleostei steroidy
sa fizjologicznymi stopniami w tej kaskadzie, a dodatkowo u samic bardzo wazna rolg
odgrywa rowniez aromataza. Jest ona podstawowym enzymem bioracym udzial
w rdznicowaniu jajnika u wszystkich ryb, ktore do tej pory zbadano [26]. Warto
nadmieni¢, ze inhibitora aromatazy uzywa si¢ czgsto do maskulinizacji tososia
atlantyckiego [16].

Wiadomo, zZe estrogeny aktywuja réznicowanie jajnikow, a hamuja réznicowanie
jader, jednak nie jest do konca jasne, jaki jest tego mechanizm. Ciekawe jest, ze
u samic wegorzy Anguilla japonica i Anguilla dieffenbachii 11-KT odgrywa wazna
rolg. Jest on pochodzenia jajnikowego i jest jednym z czynnikoéw kontrolujacych
protoplazmatyczny wzrost oocytow, zwigksza produkcje witellogeniny w watrobie,
gdzie jej powstawanie jest indukowane przez estradiol [19]. Rowniez udziat andro-
genow w procesie réznicowania si¢ jader jest bardzo kontrowersyjny.

U ryb w trakcie roznicowania si¢ gonad wystgpuje znacznie wigcej zrdéznico-
wanych strategii i hormonalnych regulacji niz u ssakow. Powoduje to, ze rezultaty
otrzymane dla poszczeg6lnych gatunkow trudne sa do poréwnania. ROwnoczesnie
jednak stymuluje do dalszych badan nad procesem réznicowania si¢ gonad u coraz to
nowych gatunkow, a w tym gatunkow hermafrodytycznych.

Badania réznicowania si¢ gonad w XXI wieku nie moga si¢ oby¢ bez zejécia na
poziom molekularny. Odkryto m.in., Zze grupa genéw okreslana jako C; i bioraca
udzial w roznicowaniu si¢ gonad, zawiera geny odpowiedzialne za szlaki steroido-
genezy. Chodzi tu o kilka steroidowych enzymow (11H, 11BH, 3HSD) oraz o czyn-
niki transkrypcyjne wlaczone w regulowanie transkrypcji steroidowych enzymow
i biatek bioracych udzial w transporcie cholesterolu w mitochondriach [5].

U ssakoéw gen Sry jest genem okreslajacym pte¢. Podobny do niego gen — DMY
odkryto po raz pierwszy u Oryzias curvinotus i u Oryzias latipes. Zwiazany jest on
z chromosomem Y i jest niezbedny do rozwoju jader [19, 25]. Ciekawe, ze u tych ryb
stwierdzono transkrypty genu DMY nie tylko w jadrach, ale i w mozgu, watrobie,
oczach i mig$niach [27]. U Dicentrarchus labrax natomiast stwierdzono ekspresj¢
genu estrogenowego receptora typu o (ER o) gtownie w przysadce mozgowe;j i gona-
dach, natomiast ekspresje genu estrogenowego typu B (ER B) stwierdzono nie tylko
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w przysadce 1 gonadach, ale rowniez we wszystkich innych tkankach [31]. DMY jest
homologiem genu DMRTI, bioracego udziat w dojrzewaniu plciowym samcow
u réznych kregowcow. Prawdopodobnie u Oryzias latipes DMRTI jest jednym
z regulatorow spermatogenezy, natomiast u tilapii nilowej (Oreochromis niloticus)
pelni istotna rol¢ w réznicowaniu jader [25].

Steroidy, aby mogly wywrze¢ swoje dziatanie, musza si¢ dosta¢ z miejsca, gdzie
powstaty do organu docelowego. Dlatego tak wazne dla petnego zrozumienia hormo-
nalnej kontroli dojrzewania plciowego i rozrodu u ryb sa badania nad biatkami
transportujacymi hormony steroidowe. Takimi biatkami sa pewne globuliny znajdu-
jace si¢ w plazmie krwi (SHBG — sex hormone binding globulin). Niedawno wyizo-
lowano i scharakteryzowano cDNA kodujacy tego typu substancje u karpia [24].

Czynniki Srodowiskowe w rozrodzie ryb

Mimo niewatpliwego udziatu czynnikow genetycznych w réznicowaniu sig plci,
u niektorych ryb stwierdzono bardzo wyrazny wplyw na ten proces czynnikow
zewngtrznych, a zwlaszcza temperatury. U Odontesthes bonariensis stwierdzono
ponad wszelka watpliwos$¢, ze temperatura ma decydujacy wptyw na réznicowanie
si¢ plci. Ryby chowane od wylegu do konca stadium juwenilnego w temperaturze
19°C lub nizszej okazaty si¢ w 100% samicami. Natomiast w populacji ryb chowa-
nych w temperaturze 29°C wystgpowania samic w ogdle nie stwierdzono. Sugeruje
to, ze roznicowanie gonad zachodzi bardzo wczesnie, bo miedzy pierwszym a piatym
tygodniem od momentu wylegu, przy dtugosci ciata od kilku do kilkunastu mm [35].
U innych gatunkéw np. u Pagrus major pteé jest okreslana na rowni przez czynni-
ki genetyczne, jak i sSrodowiskowe [13]. Inne ciekawsze wyniki badan nad wptywem
czynnikow zewngtrznych na rozréd ryb, to:
e stwierdzenie, ze state o§wietlenie hamuje rozrdéd samic i samcoéw okonia oraz ze
sezonowe zmiany dtugosci dnia $§wietlnego sa konieczne do prawidtowego rozro-
du tej ryby [20].
e wykazanie, ze fotoperiod i temperatura moduluja sezonowa ekspresjg¢ genoéw
receptorow FSH (FSHR) i LH (LHR) u tososia atlantyckiego [2].

Zanieczyszczenia wod

Zanieczyszczenie wod powierzchniowych jest wciaz istotnym problemem, zwiasz-
cza, ze wpltyw szeregu substancji, uwalnianych do wod wskutek dziatalnosci czlo-
wieka, na organizmy wodne nie zostal jeszcze w pelni poznany. W dalszym ciagu
rozwijane sg badania nad zwiazkami, ktorych wptyw jest stosunkowo dobrze znany,
jak chociazby sole metali cigzkich [37]. Z drugiej strony w polu zainteresowan
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badaczy pojawiaja si¢ migdzy innymi ftalany (estry kwasu ftalowego), furany,
dioksyny i polichlorowane bifenyle.

Szereg zwiazkow chemicznych moze wywiera¢ wptyw na synteze i metabolizm
hormondw steroidowych gonad u ryb. Interesujacych danych na ten temat dostarczyty
migdzy innymi do§wiadczenia przeprowadzone przez Thibault i Porte [39]. Autorzy
ci badali dziatanie zwiazkoéw wykazujacych aktywnos$¢ estrogenowa, badz androge-
nowa (nonylfenol, dikofol, fenarimol, ftalany) na metabolizm androstendionu w jad-
rach (aktywnos$¢ dehydrogenazy 17p-hydroksysteroidowej i Sa-reduktazy) oraz syn-
tez¢ MIH (hormonu indukujacego dojrzewanie) w jajnikach (aktywnos$¢ dehydro-
genazy 20 1 20B-hydroksysteroidowej). Badania in vitro wykazaty wyzsza wrazli-
wos¢ Sa-reduktazy na badane substancje w poréwnaniu z dehydrogenaza 17p-hydro-
ksysteroidowa, a do substancji najsilniej hamujacych aktywnos¢ tego enzymu naleza-
ly ftalany. Natomiast na aktywnos$¢ dehydrogenaz 20c.- 1 20B-hydroksysteroidowe;j
najwigkszy wptyw wywieraly nonylfenol i dikofol. Lerner i McCormick [17] wyka-
zali (w doswiadczeniach na tososiu atlantyckim Salmo salar), ze ekspozycja na
dziatanie nonylfenolu w stadium larwalnym moze mie¢ bardzo istotny i dtugotermi-
nowy wplyw na rozwo6j miodych ryb (smoltow). Larwy tososia (z woreczkiem
zo6ttkowym) byly poddawane trwajace;j trzy tygodnie ekspozycji na nonylfenol w kon-
centracjach spotykanych w wodach (10, lub 100 pg - L") oraz 17p-estradiol w kon-
centracji 2 pug - L. Po zakonczeniu ekspozycji ryby byly utrzymywane przez rok,
kiedy to mozliwe byto dokonanie oceny wptywu badanych substancji na zaburzenia
rozwoju smoltow. Ekspozycja na nonylfenol w najwyzszym stezeniu zwigkszyta
$miertelno$¢ larw (50% $miertelnosci, podczas gdy w pozostatych grupach nie
przekraczata 5%). Natomiast u larw eksponowanych na 10 ug - L' nonylfenolu lub
17B-estradiol obserwowano opdzniony efekt (w czasie dwoch miesigcy po zakoncze-
niu ekspozycji $miertelnos¢ w tych grupach byta kilkakrotnie wyzsza niz w grupie
kontrolnej). Ryby z tych dwu grup wykazywaty (jako larwy) obnizona aktywnos¢
Na'K'-ATPazy w skrzelach i obniZona tolerancje na zwigkszone zasolenie wody
(jako smolty — rok po ekspozycji). U ryb tych obserwowano ponadto o wiele silniejsza
reakcje stresowa na skutek stresu manipulacyjnego, co przejawialo si¢ migdzy innymi
w gwaltowniejszym wzroscie poziomu kortyzolu we krwi w poroéwnaniu z rybami,
ktorych nie poddawano dziataniu nonylfenolu ani 173-estradiolu w okresie larwalnym.

Fizjologia gonad u samcow

W poczatkowym okresie badan na rozrodem ryb koncentrowano sig gtdéwnie nad
samicami, gdyz przy sztucznym tarle u znacznej liczby gatunkéw chowanych w sta-
wach, wlasnie one stwarzaty najwigksze trudnosci. Od pewnego czasu coraz wigcej
uwagi poswigca si¢ dojrzewaniu ptciowemu i rozrodowi samcow. Ustalono m.in., ze
odnawianie si¢ spermatogonii jest regulowane przez 17B-estradiol, a proliferacja
spermatogonii jest stymulowana przez 11-KT, mimo ze jak wykazano dotychczas
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hormon ten dziala za posrednictwem substancji hamujacej spermatogeneze oraz
poprzez aktywing A. Dziatanie E, i 11-KT odbywa si¢ rowniez za posrednictwem
czynnikow produkowanych w komorkach Sertoliego. Niezaleznie od tego, sam E,
dziala za posrednictwem pewnego czynnika o nazwie spermatogonial stem-cell
renewal factor [22]. Jak wida¢ mechanizm kontrolujacy dziatanie 11-KT jest niejasny
i dlatego wymaga dalszych badan. Nie budzi natomiast watpliwosci fakt, ze dojrze-
wanie plemnikow jest regulowane przez 17a, 203-P [22].

U wigkszo$ci gatunkéw ryb, u ktorych zaplemnienie jaj nastgpuje w wodzie,
plemniki uzyskuja ruchliwo$¢ po zetknigeiu si¢ z woda. Jednak u niektorych gatun-
kéw, np. u $ledzi, plemniki po zetknigciu si¢ z woda sa mato ruchliwe, a wigksza
ruchliwo$¢ uzyskuja, gdy znajda si¢ w poblizu owulowanych jaj. Wykryto i opisano
biatko aktywujace poruszanie si¢ plemnikow. Znajduje si¢ ono w zowulowanych
jajach kilku gatunkow $ledzi. W dalszych badaniach udalo si¢ z biblioteki jajniko-
wego cDNA wyizolowac¢ klon sekwencje DNA kodujaca biatka aktywujace ruchli-
wos¢ plemnikéw u $ledzi i w rezultacie ustali¢ sekwencje aminokwaséw wcho-
dzacych w sktad tego biatka. Okazato sig, ze przypominaja one inhibitory akrosyny
u ssakow. Bialka te sa syntetyzowane w komorkach folikularnych, a nastgpnie
akumulowane w otoczce jajowej w czasie rozwoju oocytow, po czym sa uwalniane do
wody w czasie tarta [28].

Hormony steroidowe

Interesujace i perspektywiczne sg badania nad receptorami hormonow steroido-
wych. Okazato sig, ze steroidy dziataja nie tylko przez receptory jadrowe, ale rowniez
przezreceptory btonowe (membrane receptors) znajdujace si¢ na powierzchni komor-
ki. Przyktadem tego moze by¢ dziatanie progestynu indukujacego dojrzewanie oocy-
tow uryb i ptazéw poprzez aktywacje membranowych receptorow progestynu (mPR)
na oocytach [40]. U ryb stwierdzono takze wystgpowanie membranowych recepto-
réw estrogenowych (mER) i androgenowych (mAR). Dotychczas odkryto na przy-
ktad 28 androgenowych receptorow w 19 roznych gatunkéw Teleostei 1 przeprowa-
dzono ich sekwencjonowanie, co pozwolitlo zakwalifikowaé je do 2 rodzin [8].
Wydaje sig, ze badania prowadzone w tym kierunku sa obiecujace i interesujace
réwniez z punktu widzenia praktycznego.

Feromony

Feromony odgrywaja duza rolg¢ w zyciu ryb. Poznanie feromonow ryb moze mie¢
duze znaczenie w hodowli i chowie ryb. Badania nad feromonami ida w parze
z badaniami czynnikow stymulujacych zachowania rozrodcze. Udowodniono, ze
samce Neogobius melanostomus, ,,przywleczone” z Morza Czarnego do Wielkich
jezior Ameryki Polnocnej wydzielaja feromony plciowe [44]. Wiaze si¢ z tym
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odkryciem nadzieje na opracowanie metody na ograniczenie populacji tych ryb

zachwaszczajacych Wielkie Jeziora.
Inne ciekawe wyniki badan z tego zakresu to stwierdzenie, ze:

e kwasy aminowe sg tymi substancjami ktore Oncorhynchus keta wyczuwa w wo-
dzie stodkiej po powrocie zmorzaikieruje si¢ nimi w wedrowce w gorg rzeki [33];

® minogi morskie wedruja na tarliska w gore rzek kierujac sig feromonami uwalnia-
nymi do wody przez jego larwy [34];

e kortyzol i testosteron odgrywaja wazna role w regulowaniu wedrowek rozrod-
czych jesiotra rosyjskiego Acipenser gueldenstadtii [4];

e feromony uwalniane do wody przez dojrzate plciowo wegorze europejskie Anguilla
anguilla stymuluja dojrzewanie plciowe u innych osobnikéw tego gatunku [11].

Akwakultura

W chowie i hodowli ryb duza rolg odgrywa sztuczny rozrod, przy uzyciu najczes-
ciej rybich gonadotropin, szeregu analogow GnRH oraz $rodkéw antydopaminer-
gicznych. Uzywanie czystych gonadotropin rybich jest bardzo ograniczone, ze wzgle-
du na bardzo wysoki koszt, zwiazany z pozyskiwaniem przysadek mozgowych
1 samym procesem oczyszczania gonadotropin. Na razie bowiem nie uzyskuje si¢ ich
w wyniku syntezy. Dlatego duze nadzieje wiaze si¢ z produkcja rekombinowanych
gonadotropin w innych (niz przysadka mézgowa) tkankach lub w innych tkankach
innych niz ryby zwierzat. I tak udato si¢ juz otrzymaé¢ rekombinowane FSH i LH
karasia produkowany przez bakulowirusa wprowadzonego do larw jedwabnika.
Hemolimfa tych larw zawierala rekombinowane FSH (rFSH) i LH (rLH). Iniekcje
takiej hemolimfy zawierajacej rFSH lub rLH samcom karasia zlotej rybki powodo-
wato produkcj¢ nasienia, natomiast iniekcja hemolimfy zawierajacej rLH samicom
Rhodeus ocellatus ocellatus wywotywata owulacje [14]. Sukcesem zakonczyly si¢
rowniez proby syntezy rekombinowanych aktywnych gonadotropin karasia w jajach
transgenicznych pstragéow tgczowych [23]. Prowadzone byly réwniez prace nad
zastgpieniem srodkow antydopaminergicznych, stosowanych aktualnie do prowoko-
wania tarta u ryb wespo6t z analogami GnRH, przez inhibitory aromatazy [21].

W 2003 roku ukazato si¢ doniesienie o pierwszym na $wiecie uzyskaniu w wa-
runkach sztucznych narybku szklistego wegorza japonskiego [38]. Samice weggorza
trzymane w wodzie morskiej otrzymywaty raz w tygodniu iniekcje ekstraktu przysa-
dek tososiowych (20 mg na 1 rybg). Wywotato to witellogeneze i spowodowato
przejsécie oocytow do stadium migracji jadra. Nastepnie podano samicom 17,203-P
w postaci iniekcji w dawce 2 pg - g ' masy ciata, w wyniku czego owulacja nastapila
w 15 do 18 godzin po ostatniej iniekcji. Zaptodnione jaja trzymano w wodzie
o temperaturze 22-23°C. Larwy wylegty si¢ po okolo 40 godzinach. Miaty one 3,7
mm dhugosci i zawieraty krople thuszczu 1 zo6ttko. Pokarm zaczgly pobieraé po
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7 dniach. W tym czasie obserwowano pojawienie si¢ pigmentu w oczach i enzymow
trawiennych. Wylggnigte larwy byty karmione hydrolizowanym krylem z dodatkiem
maczki sojowej, witamin i soli mineralnych. Metamorfoza w szklisty narybek na-
stapita po 250 dniach od wylegu. Z kolei dojrzate samce otrzymano w wyniku
inickowania ich ludzka gonadotropina tozyskowa w ilosci 1 IU - g masy ciata.
Iniekcje robiono raz w tygodniu i po 9 do 11 tygodniach uzyskano samce dajace
funkcjonalne nasienie. Poniewaz ruchliwos¢ plemnikow bardzo szybko si¢ obnizata,
zastosowano specjalny rozcienczalnik (ASP artificial seminal plasma) o nastgpu-
jacym sktadzie 149,3 mM NaCl, 15,2 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,6 mM MgCl, 20 mM
NaHCO;. Byt on zbuforowany do pH 8,1 przy pomocy 20 Mm TAPS-NaOH.

W $lad za opracowaniem metody rozrodu wegorza japonskiego w warunkach
sztucznych pojawily si¢ tez doniesienia o zastosowaniu tej metody w odniesieniu do
wegorza europejskiego [29]. W tym wypadku jednak samice wykazywaly opdzniona
1zrdéznicowana osobniczo odpowiedz na hormonalna stymulacje dojrzewania ptciowego.

Otrzymane wyniki daja nadziej¢ na opracowanie w pelni doskonatej metody
otrzymywania narybku szklistego wegorzy w warunkach sztucznych. Otrzymanie
przez autordw cytowanej pracy narybku szklistego wegorza japonskiego nie jest
jeszcze wynikiem zastosowania w pelni zadawalajacej metody. Swiadczy o tym m.in.
duza $miertelno$¢ larw i 2-krotnie dtuzszy okres larwalny (od wylegu do metamor-
fozy w narybek szklisty) niz obserwowany w naturze. Teraz juz jednak nie ma
watpliwos$ci, ze opracowanie metody, umozliwiajacej w praktyce rybackiej chow
wegorza w pelnym cyklu reprodukcyjnym jest tylko kwestia czasu. Dzigki temu
bedzie mozna zapobiec wyginigeiu tych cennych gatunkow ryb.

Przedstawione powyzej najwazniejsze badania zwigzane z rozrodem ryb, ktore
prowadzone sa na calym $wiecie, z pewnoscia nie daja petnego i wyczerpujacego
obrazu dziatan, ktore podejmowane sa w celu doktadniejszego poznania wszelkich
aspektow dojrzewania piciowego i rozrodu tych zwierzat. Wydaje si¢ jednak, ze
trafnie wskazuja one kierunki badawcze, ktoére dominowa¢ bgda w najblizszych
latach zard6wno w badaniach podstawowych jak i stosowanych.
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Summary

An intensification of the studies on fish reproduction-related aspects withis

observed in recent years. Actual trends in the research on fish reproduction are well
illustrated by the latest international symposia on fish endocrinology and reproduction
(VII International Symposium on the Reproductive Physiology of Fish, held in Japan
in 2003 and V International Symposium on Fish Endocrinology in 2004 in Spain). The

obj

ects of great part of research papers presented on the above symposia were
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investigations of the mechanisms of different reproductive hormones and
neurohormones’ effects. However, the research works concerning the possibilities of
fish reproduction improvement under artificial conditions are being continued. Also
the influence of undesirable changes in natural environment on selected fish
reproduction-related aspects is still considered.
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W ostatniej dekadzie kontynuowano intensywne prace dotyczace andrologii ryb.
Badania te mialy zarowno charakter podstawowy jak i aplikacyjny. Zdaniem autorow,
najwigkszy postep osiagni¢to w nastgpujacych obszarach: sklad i rola plazmy
nasienia, wspotzawodnictwo plemnikow, wpltyw stresu na jako$¢ nasienia, nowe
techniki badania jakos$ci nasienia, charakterystyka i konserwacja nasienia manipulo-
wanych genetycznie i hormonalnie ryb oraz kriokonserwacja nasienia.

Sklad i rola plazmy nasienia

Plazma nasienia ryb charakteryzujacych si¢ zaptodnieniem zewngtrznym petni
funkcje¢ ochronna w odniesieniu do plemnikéw w zakresie zdolnosci zaptadniajacej,
zdolnos$ci do ruchu, przezywalnosci (metabolizm i integralno$¢ membran komorko-
wych) oraz ochrony materialu genetycznego. W ostatnich latach istotnie poszerzono
wiedze na temat sktadu plazmy oraz mechanizméw odpowiedzialnych za ochrong
nasienia.

W zakresie ochrony plemnikéw przed uszkodzeniami oksydacyjnymi zidentyfi-
kowano zaréwno nisko- jak i wysokoczasteczkowe sktadniki plazmy. Wsrdod nisko-
czasteczkowych sktadnikow dominuja: kwas askorbinowy (witamina C), tokoferol
(witamina E) i kwas moczowy [7, 8]. Poziom wymienionych witamin i interakcje
pomigdzy nimi moga by¢ regulowane poprzez zywienie [40]. Wiasciwos$ci antyoksy-
dacyjne maja takze biatka plazmy nasienia ryb. Nalezy do nich transferyna, ktora jest
jednym z gléwnych biatek w plazmie nasienia karpia [56]. Antyoksydacyjne wtasci-
wosci transferyny wynikaja z jej zdolnosci do wiazania wolnych jonéw zelaza, ktore
sa katalizatorami reakcji tworzenia reaktywnych form tlenu.
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Zastosowanie elektroforezy potaczonej z detekcja aktywnosci zelatynolitycznej
doprowadzito do identyfikacji szeregu enzymoéw proteolitycznych nalezacych do
proteinaz serynowych lub metaloproteinaz [30, 31]. Aktywnos¢ proteinaz seryno-
wych kontrolowana jest przez trzy grupy inhibitorow [10, 11, 55]. Naleza do nich
serpiny (serine proteinase inhibitors) typu a-1-antyproteinazy [41] stanowiace jedne
z glownych biatek plazmy nasienia ryb. Ich funkcja moze by¢ zwiazana z ochrong
plemnikéw przed proteinazami leukocytow oraz drobnoustrojow obecnych w nasie-
niu ryb [12]. Nalezy zaznaczy¢, ze takze transferyna moze mie¢ wlasciwosci anty-
bakteryjne, zwiazane z usuwaniem zelaza niezbednego do wzrostu bakterii.

Biatka plazmy nasienia moga uczestniczy¢é w immobilizacji plemnikow oraz
utrzymaniu ich zywotnosci. Glikoproteing o masie czasteczkowej 120 kDa (SPP 120)
wykryto w plazmie nasienia tilapii [42]. W plazmie nasienia SPP 120 wystepuje
w postaci wysokoczasteczkowego polimeru o masie czasteczkowej > 10° kDa.
W takiej postaci SPP 120 wiaze si¢ do plemnikow, powodujac ich immobilizacje.
W utrzymaniu zywotno$ci plemnikow pstraga teczowego, szczegdlnie w warunkach
krotkookresowego przechowywania, duza rolg przypisuje si¢ biatkom o masach
czasteczkowych 16, 47 i 54 kDa [37].

Plazma nasienia ryb ma potencjalne mozliwosci neutralizacji substancji toksycz-
nych. W badaniach elektroforetycznych wykazano obecno$¢ niespecyficznych este-
raz w plazmie nasienia ryb [54]. Wyniki badan z uzyciem inhibitoréw wskazuja na
przynalezno$¢ omawianych enzyméw do karboksyloesteraz, ktoérych funkcja zwiaza-
na jest z detoksykacja ksenobiotykow, np. pestycydoéw lub lekow.

Wspolzawodnictwo plemnikow

U ryb (w warunkach zaptodnienia zewngtrznego) czesto dochodzi do konkurencji
dwoéch lub wigcej samcdéw o zaplodnienie ikry. W takich warunkach wystepuje
wspotzawodnictwo pomigdzy plemnikami (sperm competition). Uwarunkowania
wspotzawodnictwa dotycza okre§lonego behawioru samcow oraz funkcjonowania
jego uktadu rozrodczego [50]. Ostatnie lata przyniosty informacje na temat mechaniz-
mow odpowiedzialnych za wspotzawodnictwo, wérdd ktorych wyrdzniono odlegtosé
samca od uwolnionej do wody ikry, czas uwolnienia nasienia i jego koordynacj¢
z czasem uwolnienia ikry, ilo§¢ uwolnionych plemnikow, ich morfologia oraz szyb-
ko$¢ ruchu [49, 57]. Zastosowanie CASA (Computer-assisted sperm analysis) umoz-
liwito wykazanie, ze u ryb lososiowatych podstawowe znaczenie dla wspotzawod-
nictwa plemnikéw ma wzgledna szybkos¢ ich ruchu w przeciwienstwie do czasu
ruchu lub koncentracji plemnikow [19]. Co wigcej, wykazano zréznicowanie ruchli-
wosci plemnikow w ptynach jajnikowych roznych samic [S1]. Wyniki te sugeruja, ze
w warunkach naturalnego zaptodnienia samice moga do pewnego stopnia wptywac na
wspotzawodnictwo plemnikow. Zjawisko to powinno by¢ brane pod uwage w pracach
wylggarni, poniewaz moze doprowadzi¢ do obnizenia zmienno$ci genetycznej mate-
riatu zarybieniowego [4].
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Wplyw stresu na jako$¢ nasienia

W warunkach hodowlanych nie da sig unikna¢ stresu ryb, szczegolnie z powodu
przenoszenia ryb oraz ich zaggszczenia, a takze transportu. Okazuje sig, ze warunki
stresowe moga istotnie obniza¢ parametry jako$ciowe nasienia. Allyn i in. [1]
stwierdzili obnizenie osmolalnosci plazmy nasienia basa bialego w wyniku dtugo-
trwalego (30—44 h) transportu. Zjawisko to skutkowato indukcja aktywacji plemni-
kéw i w konsekwencji obnizeniem ich jako$ci. Duze znaczenie dla hodowli ryb miato
odkrycie genetycznego zroznicowania wrazliwosci na stres [44]. Wyniki tych prac
bylty przestanka do rozpoczgcia selekeji pod katem doboru ryb charakteryzujacych sig
obnizonym poziomem stresu (niskim poziomem kortyzolu w odpowiedzi na stresor).
Jednakze do tej pory nie udato si¢ udowodni¢ lepszego funkcjonowania uktadu
rozrodczego w wyniku zastosowania omawianej selekcji [5, 45].

Nowe techniki badania jakosci nasienia

Analiza ruchliwos$ci plemnikow za pomoca CASA

Computer-aided-sperm analysis, lub computer-assisted sperm analysis (CASA)
jest coraz czgs$ciej stosowana obiektywna analiza ruchliwosci plemnikow, polegajaca
na rejestracji obrazéw mikroskopowych oraz ich komputerowej analizie prowadzacej
do opracowania wielu charakterystyk dotyczacych szybko$ci i trajektorii ruchu
plemnikow. Subiektywna ocena nasienia ryb jest wyjatkowo utrudniona z powodu
krotkiego czasu ruchu oraz matych rozmiaré6w plemnikoéw. Dlatego zastosowanie
CASA do badan nasienia ryb ma szczegolne uzasadnienie [26, 48]. Wykazano migdzy
innymi zalezno$¢ pomigdzy parametrami ruchu plemnikoéw a zawartoscig kwasu
askorbinowego w nasieniu pstraga tgczowego [ 14] oraz opisano zmiany ruchliwosci
plemnikéw minoga morskiego w zaleznosci od stezen NaCl, KCl oraz pH [9].
Dokonano takze szczegdlowej analizy ruchliwosci plemnikéw ryb w warunkach
kriokonserwacji [38, 39]. Wykorzystano takze CASA do monitorowania wptywu
zanieczyszczen, w szczegolnosci metali cigzkich oraz azotandw i azotynow, na jakos¢
nasienia [6, 17, 25]. Zastosowanie CASA umozliwito takze opisanie r6znic pomigdzy
charakterystyka ruchu plemnikéw uzyskanych z jader oraz poprzez wycieranie,
szczegblnie w zakresie liniowos$ci ruchu [33] oraz pozwolilo na iloSciowe opisanie
zmian w charakterze ruchu plemnikéw uzyskanych post mortem [15].

Analiza fragmentacji DNA za pomoca analizy komet

Analiza komet (Comet assay) lub analiza elektroforetyczna pojedynczych ko-
morek (single cell gel electrophoresis assay) jest efektywna metoda szacowania
uszkodzen DNA komoérek. Zasada analizy komet opiera si¢ na wykorzystaniu zdol-
nosci pocigtych zdenaturowanych fragmentow DNA do migracji w polu elektrycz-
nym. Migrujace fragmenty DNA po wybarwieniu maja ksztalt podobny do ogona
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komety, ktorego ksztatt odzwierciedla stopien i charakter uszkodzen DNA. Analiza
komet znalazta szerokie zastosowania w badaniach genotoksycznych oraz naprawy
DNA i monitoringu wptywu ksenobiotykéw na $rodowisko i organizm ludzki [43].
Pierwsze prace, w ktorych zastosowano analiz¢ komet plemnikéw ryb, dotyczyly
wykazania fragmentacji DNA w wyniku kriokonserwacji [36, 58]. Zastosowanie
omawianej metody umozliwilo wykazanie genotoksycznego wptywu bisaziru na
plemniki minoga morskiego [13]. Podobny wptyw na DNA plemnikéw wywierato
promieniowanie UV [16]. Wyniki te wskazuja, ze analiza komet moze by¢ za-
stosowana do oszacowania skuteczno$ci inaktywacji genomu plemnikow, co moze
mie¢ znaczenie w optymalizacji metodyk przeprowadzenia gynogenezy u ryb.

Charakterystyka i konserwacja nasienia
manipulowanych genetycznie i hormonalnie ryb

Manipulacje genomowe, takie jak gynogeneza i poliploidyzacja, sa prostymi
biotechnikami stosowanymi w rybactwie w celu uzyskiwania populacji jednoptcio-
wych (w przypadku determinacji ptci XY) oraz osobnikéw sterylnych. Znacznie
trudniejsza do przeprowadzenia i dajaca gorsze efekty manipulacja genomowa jest
androgeneza, czyli uzyskanie potomstwa w oparciu wytacznie o materiat genetyczny
plemnika. Skuteczna androgeneza moze mie¢ duze znaczenie w odzyskaniu gatun-
kéw lub populacji, ktore wygingly, pod warunkiem posiadania zamrozonego i prze-
chowywanego w banku gendw nasienia. Badania Babiaka i in. [3] wykazaty mozli-
wos$¢ uzyskania androgenetycznych pstragdw tgczowych zardwno przy zastosowaniu
nasienia $wiezego, jak i kriokonserwowanego. Androgenetyczne samce YY (tzw.
supersamce) podchowano do stadium dojrzatosci piciowej, dzigki czemu mozliwa
byla szeroka charakterystyka nasienia. Nasze badania wykazaty [32], Zze zarowno
odsetek plemnikow ruchliwych, jak i parametry motoryki ruchu (CASA), nie odbie-
gaty istotnie od wartosci okre§lonych w nasieniu normalnych samcow (XY). Rowniez
warto$¢ biologiczna plemnikow zaréwno $wiezych, jak i kriokonserwowanych byta
na zblizonym poziomie [34]. Wyniki te maja szczegdlne znaczenie w perspektywie
szansy ochrony zagrozonych gatunkéw, zwlaszcza wobec wykazania mozliwosci
skutecznej androgenezy migdzygatunkowej w obrebie ryb karpiowatych [35].

Szczegblne znaczenie komercyjne ma mozliwo$¢ uzyskiwania jednoptciowych
populacji samiczych ryb tososiowatych [18, 20, 27, 47]. Samice dojrzewaja ptciowo
po6zniej od samcow, po osiagnigciu masy ciata ryby handlowej, a zatem lepsza jest
wydajno$¢ rzezna i wykorzystanie paszy na przyrost masy cz¢sci konsumpcyjnych.
Jednoplciowe populacje samicze uzyskiwane sa w oparciu o hormonalne odwrocenie
plei, najezesciej przy zastosowaniu dodatku do paszy metylotestosteronu. Odwréco-
ne ptciowo samice, tzw. neosamce (XX), wyksztatcaja funkcjonalne jadra, produku-
jac plemniki wylacznie z chromosomem X. Nie maja jednak z reguly nasieniowodow,
co skutkuje mozliwoscia uzyskania nasienia jedynie post mortem na drodze maceracji
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gonad. Brak nasieniowod6w uniemozliwia okreslenie stopnia dojrzalosci plemni-
kéw, co powoduje czgsto przedwcezesne pozyskanie nasienia o bardzo stabej ruchli-
wosci plemnikow. Kobayashi i in. [27] wskazali na mozliwo$¢ zdecydowanej popra-
wy ruchliwosci plemnikéw maskulinizowanych samic poprzez inkubacj¢ nasienia
jadrowego w sztucznej plazmie nasienia o wysokim pH (pH 9,4). Nasze badania
wykazaty [29, 34], ze rozrzedzenie nasienia jadrowego odwrdoconych ptciowo samic
pstraga tgczowego plazma nasienia uzyskana z mlecza samcow XY w stosunku 1 : 2,
W sposob istotny wptywa na poprawe parametrow ruchu plemnikéw. Podstawowe
parametry ruchu nie rdznily sig istotnie od wartosci okreslonych w nasieniu samcow
XY. Rowniez wartos$¢ biologiczna plemnikdéw, mierzona odsetkiem wyklutych larw,
zardwno przy uzyciu nasienia §wiezego, jak i kriokonserwowanego nie rdznila sig¢
istotnie od plemnikoéw samcow XY i YY. Ponadto rozrzedzone plazma nasienia
plemniki zachowaty zdolno$¢ do ruchu w czasie 7-dniowego przechowywania,
zard6wno w atmosferze czystego tlenu, jak i bez dodatku tlenu w buforze immobili-
zujacym, z 2,5% dodatkiem albuminy i 2, 5% st¢zeniem hemoglobiny, po uprzednim
natlenieniu roztworu immobilizujacego.

Kriokonserwacja nasienia ryb

Badania dotyczace kriokonserwacji nasienia ryb od wielu lat ciesza sig¢ niestab-
nacym zainteresowaniem. Uwaza sig¢, ze do tej pory opracowano skuteczne biotech-
niki glgbokiego zamrazania nasienia okoto 250 gatunkéw ryb. Mimo iz nie nalezy
spodziewac¢ sig, aby biotechnika ta w najblizszych latach zostala zastosowana na
szeroka skalg w akwakulturze, to trudno ja przeceni¢ w aspekcie zard6wno ochrony
zagrozonych wygini¢ciem gatunkow lub lokalnych populacji, jak i zabezpieczenia
materialu genetycznego cennych linii hodowlanych, uzyskanych na drodze wielolet-
nich prac genetycznych i selekcyjnych. Ostatnie badania dotyczace problematyki
kriokonserwacji koncentruja si¢ zarbwno na mozliwos$ciach poprawy jakosci i przy-
datnosci nasienia do glgbokiego zamrazania [2, 23, 46, 53], jak i na opracowywaniu
nowych rozcienczalnikéw oraz uzycia roznych krioprotektorow [21, 22, 38, 39, 52].
Migdzy innymi, sugeruje si¢ mozliwo$¢ poprawy jakosci plemnikow i integralno$ci
bton plazmatycznych poprzez dodatek do paszy niezbgdnych wielonienasyconych
kwasow thuszczowych [2, 46, 53]. Nasze badania wykazaty, ze o sukcesie kriokon-
serwacji moze decydowac sposob pozyskiwania nasienia. Pobieranie nasienia pstraga
teczowego metoda kateteryzacji, bezposrednio z nasieniowodow, zaowocowato uzys-
kaniem ponad 80% wyklucia z ikry zaptadnianej kriokonserwowanym nasieniem
oraz bardzo wyréwnanymi wynikami dotyczacymi 25 prob nasienia [23].

Do niedawna dimetylosulfotlenek (DMSO) byt najpowszechniej stosowanym
krioprotektorem w gltebokim zamrazaniu nasienia ryb. Ostatnio jednak coraz wigksze
zainteresowanie budzi metanol, jako czynnik krioochronny. Nasze badania przepro-
wadzone przy wspolpracy z naukowcami wegierskimi wykazaty jego przydatnos¢ do
kriokonserwacji nasienia jesiotra syberyjskiego [21]. Metanol okazat si¢ najlepszym
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krioprotektorem réwniez w przypadku nasienia zagrozonego wygini¢ciem gatunku,
jakim jest gtowacica. Stosujac ten krioprotektor uzyskalismy wylgg na poziomie po-
nad 84% [22]. Przydatno$¢ metanolu potwierdzona zostata takze w kriokonserwacji
nasienia wiostonosa [24] oraz wybranych gatunkow europejskich ryb karpiowatych
[52]. Sugerowana jest takze przydatno$¢ dodatku metyloksantyn (np. kofeiny) jako
zwiazkow zwigkszajacych ruchliwo$¢ i zdolnosc¢ zaptadniajaca plemnikow [28,47].

Na podstawie przedstawionych osiagnie¢ mozna wnioskowac o istotnym poste-
pie w wymienionych kierunkach badawczych. Mozna takze zauwazy¢ widoczny
wktad polskich zespotow badawczych w rozwoj wiedzy na temat biologii nasienia
ryb. Zdaniem autorow dalsze badania powinny koncentrowaé si¢ na pelnym
wyjasnieniu mechanizmu ruchliwosci plemnikéw oraz molekularnych podstawach
zaptodnienia. Powinny by¢ takze kontynuowane prace, zmierzajace do wprowa-
dzenia kriokonserwacji do praktyki hodowlane;.
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Advances in basic and applied studies
on biology of the fish semen

Keywords: fish, reproduction, spermatozoa, seminal plasma, androgenesis,
sex reversion, cryopreservation

Summary

Papers published in the last decade revealed a significant progress in basic and
applied studies on biology of fish semen. New seminal plasma compounds were
characterized, including proteins such as proteinase inhibitors and transferrin. Research
on sperm competition were extended and linked to studies of evolution. The effects of
stress on gamete quality were identified and described. Advanced methods of sperm
motility and DNA fragmentation assessments were introduced to studies on the fish
semen. The semen obtained from genetically and hormonally modified fish has been
characterized. Further progress concerning sperm cryopreservation was also achieved.
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Pierwsze doniesienia o rozrodzie zwierzat dotyczyly gatunkow nieudomowio-
nych. WIV w. p.n.e. Arystoteles w ,,Historia Animalium” [1] zwrdcit uwagg, ze jelen
jest zwierzgciem rozmnazajacym si¢ sezonowo. We wezesnym Sredniowieczu decy-
zjami wladcow i1 wielkorzadcow powotywano urzedy towczych, bobrowych, sokol-
nikow — osob bieglych w sztukach towieckich, ktérych zadaniem byta nie tylko
organizacja polowan, ale rdwniez dbatos¢ o liczebnos¢ i kondycje wybranych gatun-
koéw townych. Dziatania takie mozna nazwac¢ gospodarka towiecka, ktora z jednej
strony miata zabezpieczy¢ ciagtos¢ gatunkéw, a z drugiej strony stwarzata mozliwosé
pozyskiwania zwierzyny nie tylko dla rozrywki moznych, ale i na potrzeby armii
krolewskich. Z kronik Dtugosza znane sa opisy towow krolewskich przed bitwa pod
Grunwaldem, kiedy pozyskano niewyobrazalna na dzisiejsza skalg zwierzyng w celu
zabezpieczenia zywnosci dla walczacego rycerstwa.

Moznowtadcy poprzez wydawane edykty, zapewniali sobie wylacznos$¢ polowan
na okreslone gatunki, tworzac podstawy ochrony gatunkowej zwierzat w Polsce.
Pomimo to nie udato si¢ ochroni¢ wszystkich gatunkow, ktore przy niskiej rozrod-
czo$ci, zmieniajacym si¢ sSrodowisku oraz kurczacej si¢ bazie zerowej, spowodowa-
nej dziatalnoscia czlowieka, wygingty bezpowrotnie (tur).

Wszystkie zwierzgta domowe wywodza sig od zwierzat dzikich. W postgpujacym
procesie udomowiania (domestykacji) poszczegolnych gatunkow do dalszego rozro-
du kierowano zwierzgta charakteryzujace sig¢ najlepszymi parametrami uzytkowymi.
W miarg stale warunki bytowania, nieograniczony dostep do pokarmu, a wigc
mozliwos¢ odchowania potomstwa w okresach niezaleznych od zewngtrznych wa-
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runkow Srodowiskowych spowodowaly zmiany w regulacjach neurohormonalnych
udomowionych zwierzat, wywolujac policykliczno$¢ oraz catoroczna zdolnos¢ do
rozrodu. Ich dalsze celowe krzyzowanie na drodze sztucznego doboru pomigdzy
wybranymi osobnikami doprowadzito do wyselekcjonowania wielu ras o okreslonym
typie uzytkowania. Mechanizmy fizjologiczne z powodu jednostronnej selekcji uleg-
ty radykalnym przemianom, pozwalajacym na zwigkszenie mlecznosci, migsnosci,
nies$nosci, wydajnosci wetlny, bez negatywnych konsekwencji tych zmian, szcze-
gblnie w aspektach rozrodu i odpornosci osobnicze;j.

Poznanie mechanizmoéw biologii rozrodu zwierzat nieudomowionych obejmuje
liczne zagadnienia natury poznawczej i aplikacyjnej. Badania z uzyciem zwierzat
dzikich wymagaja zastosowania odpowiednich technik badawczych, wynikajacych
z odmiennos$ci behawioralnych (reakcja na stres) oraz ograniczonych mozliwosci ich
pozyskania. Z wymienionych powodow zwierzgta nieudomowione sa obiektem
badan waskiej grupy specjalistow w kraju i zagranica, a stan wiedzy jest daleko nizszy
niz o zwierze¢tach domowych. Odrgbne znaczenie ma wartos¢ aplikacyjna prowadzo-
nych prac nad rozrodem. Wypracowane nowoczesne metody biotechnologii rozrodu
moga mie¢ zastosowanie zarowno w hodowlach zamknigtych, jak rowniez w aktyw-
nej ochronie ginacych gatunkow, poprzez tworzenie ich rezerw genetycznych [34].

Coraz wigksze zainteresowanie hodowla zwierzat nieudomowionych wynika
z rynkowego zapotrzebowania na wysokiej jakosci migso o niskiej zawartosci cho-
lesterolu i specyficznych walorach odzywczych, smakowych i zdrowotnych. Innymi
nie mniej waznymi argumentami do rozwijania takich hodowli sa wszelkie trofea oraz
pozyskanie skor jako cennego i unikalnego surowca na r6zne wyroby. Hodowla ta
wymaga jednak opracowania nowych metod indywidualnie dla poszczegdlnych
gatunkow, polegajacych na dostosowaniu istniejacych technologii stosowanych u zwie-
rzat domowych. Poza r6znymi systemami utrzymania zwierzat, zywienia czy tez
pielggnacji znaczenie priorytetowe ma prawidtowa organizacja sterowania rozrodem.

Dynamicznie rozwijajaca si¢ hodowla jeleniowatych od kilku dekad na $wiecie,
a w zwiazku z nowelizacja prawa lowieckiego [20] takze w Polsce, spowodowata
zwigkszenie zainteresowania inseminacja nasieniem dawcéw o wybitnych walorach
zard6wno hodowlanych jak i uzytkowych. Sztuczne unasienianie daje mozliwosci
szybkiego doskonalenia stada, pozwalajacego na osiaganie sukceséw w hodowli
zarowno jelenia szlachetnego jak i daniela.

Stan wiedzy dotyczacej wczesnych etapéw badan nad rozrodem w kraju i na
$wiecie czgsto ograniczal si¢ do charakterystyki poszczegodlnych gatunkow oraz
podstawowych informacji, jakimi byly dlugosé¢ ciazy, ilos¢ wydanego potomstwa
oraz przebieg okresu rujowego, ciazy, porodu i okresu poporodowego. Czgstymi
czynnikami uniemozliwiajacymi prowadzenia bardziej szczegoétowych badan, poza
utrudnieniami wynikajacymi z zycia w warunkach naturalnych byly niski poziom
technik laboratoryjnych oraz brak nowoczesnego, dostgpnego obecnie sprzetu. Opisy
procesow zwiazanych z rozrodem wynikaly raczej z bezposrednich obserwacji mysli-
wych 1 le$nikoéw, niz z badan sensu stricte naukowych [21, 19, 75, 8].
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W okresie powojennym osrodkiem naukowym w Polsce, ktory uzyskat szerokie
uznanie z powodu prowadzonych badan nad rozrodem jeleniowatych, byta Stacja
Badawcza PAN w Popielnie. Inicjatorem podjgcia tej tematyki byl prof. Zbigniew
Jaczewski, uznany w $wiecie autorytet w dziedzinie rozrodu zwierzat dzikich. Tema-
tyka badan dotyczyla pobierania i oceny nasienia przy uzyciu sztucznej pochwy
i post-mortem od jelenia i tosia [25, 26, 27, 58, 59, 60] oraz oceny ilosciowej
i jakosciowej spermatogenezy w cyklu rocznym [28, 30].

W kregu zainteresowan znalazly si¢ rowniez zmiany hormonalne i ocena bioche-
miczna ptyndéw nasiennych [4, 39, 42, 50, 80, 81, 82] oraz mozliwosci mrozenia
nasienia wraz z inseminacja [37, 59, 60]. Badania te oraz okreSlenie przy uzyciu
ultrasonografu czasu owulacji u tan [23] pozwolily na stworzenie podwalin pod
praktyczne stosowanie zabiegéw sztucznego unasieniania u tego gatunku. W Popiel-
nie przeprowadzono roéwniez wiele badan zmiennosci naktadania i zrzucania poroza
przez byki jelenia, ktorych cykle sa silnie skorelowane z sezonowoscia rozrodu
1 podlegaja tym samym czynnikom fotoperiodycznym [35, 38, 39, 40, 42].

W dorobku tej Stacji na szczeg6lna uwage zashuguje fakt, ze badania te byly
pionierskimi i sa czgsto cytowane w pisSmiennictwie §wiatowym. Poza wieloma zna-
czacymi sukcesami, w Popielnie po raz pierwszy w §wiecie pozyskano nasienie bykow
jeleni przy uzyciu sztucznej pochwy [58], uzyskano potomstwo jeleni ze sztucznego
unasieniania [37]. Pierwowzor sztucznej pochwy uzywany do dnia dzisiejszego zostat
zmodyfikowany i obecnie stosowany model umozliwia rozdzielenie frakcji ejakulatu
w zaleznosci od sezonu rozrodczego — bialej, zottej i szarej (rys. 1) [25, 27]. Opraco-

v
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Rysunek 1. Schemat sztucznej pochwy do pobierania ejakulatéw od bykéw jeleniowatych:
a) klasyczna sztuczna pochwa wg. Krzywinskiego [58], b) sztuczna pochwa zmodyfikowana
wg. Gizejewskiego [25, 27], c) sztuczna pochwa do obserwacji przebiegu ejakulacji
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wana metoda pozwala na wydzielenie frakcji nasiennej, ktora wyltacznie poddaje si¢
kriokonserwacji (Gizejewski, Glogowski prace w toku). Prowadzone aktualnie prace
nad stosowaniem nowoczesnych rozcienczalnikow nasienia jeleni (Biociphos®,
Triladyl®), pozwola na udoskonalenie procesu mrozenia nasienia u innych jelenio-
watych zagrozonych wyginigciem, co umozliwi tworzenia ich rezerw genetycznych.
Podstawa prowadzenia kriokonserwacji nasienia jeleni bylo poznanie sezonowych
zmian ilo§ciowych i jako$ciowych cech nasienia oraz koncentracji hormonéw stero-
idowych, co pozwolilo na okreslenie optymalnego okresu kolekcji nasienia do
mrozenia [30, 50]. Waznym osiagnig¢ciem w dziedzinie rozrodu jeleni byto uzyskanie
pierwszych w §wiecie zarodkow fan jelenia szlachetnego do embriotransferu [61].
Poza jeleniem szlachetnym okreslono wiele danych dotyczacych rozrodu, a zwtasz-
cza charakterystyki nasienia sarny i tosia [59, 60]. Sarna, podobnie jak tos$, jest
gatunkiem bardzo trudnym do hodowli w warunkach fermowych, ze wzgledu na
wybitng wybiorczo$¢ pokarmowa. Jest to gtdbwna przyczyna braku zaawansowanych
badan nad rozrodem tych gatunkéow.

Na szczego6lng uwage sposrod rodzimych gatunkow zwierzat nieudomowionych
zashuguje najwigkszy europejski ssak — zubr (Bison bonasus) oraz najwigkszy euro-
azjatycki gryzon — bobr (Castor fiber). W niedalekiej przeszto$ci obydwa te gatunki
byly zagrozone catkowitym wyginigciem, co bylo powodem umieszczenia ich w czer-
wonej ksigdze gatunkow chronionych [34]. Wprowadzona ochrona oraz podjgte
badania nad biologia rozrodu tych gatunkéw, spowodowaty zanik widma zaglady
i obecny stan zubréw przekracza 3000 sztuk [57], z ktorych ok. 900 sztuk zyje
w Polsce. W przypadku bobra, stan jego populacji przekroczyt juz kilka lat temu
20000 osobnikéw 1 jego liczebno$¢ stale ros$nie, co wskazuje, iz w najblizszej
przysztosci zostanie on wceiagnigty na liste gatunkéw townych.

Zardwno w przesziosci jak i obecnie badania nad rozrodem zubra sa ograniczone
z powodu $cislej ochrony tego gatunku. Innym utrudnieniem jest specyficzny beha-
wior tych duzych i silnych zwierzat niosacy ryzyko wypadku podczas bezposredniego
kontaktu, co w szczeg6lnych przypadkach wymaga stosowania glgbokiej narkozy.
Z przegladu literatury [41] wynika, ze do 1950 roku z zakresu rozrodu zubrow
opublikowano w Europie tylko 11 prac, ktére dotyczyly w gtéwnej mierze badan nad
krzyzowaniem zubra z bydlem w celu otrzymania hybrydéw mig¢dzyrodzajowych.
Badania nad przebiegiem okresu kry¢ oraz struktury wiekowej obu pfici opisat
Wroblewski [87]. Bardziej szczegotowe obserwacje rozrodu wykonat Jaczewski [36],
zwracajac szczegblna uwage na przebieg rui, dlugos¢ ciazy oraz zaleznos$¢ okresu
kry¢ (wycielen) od pory roku.

Od chwili ponownego wprowadzenia zubrow w 1952 roku do Puszczy Biatowies-
kiej, prace te byty kontynuowane na zwigkszajacej si¢ z roku narok liczbie osobnikow
[22]. Powstato wiele opisow i charakterystyk, od areatdow osobniczych bykow i krow,
ich zachowania si¢ w czasie rui, osiagania dojrzatosci ptciowej, udziatu w rozrodzie
[12, 53, 56], po kompleksowe opracowania behawioralne [15].
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Ze wzgledu na konieczno$¢ prowadzenia selekcji zubrow, stat si¢ mozliwy dostep
do prob uktadu rozrodczego pobieranego post mortem. Badania histologiczne jader
pozwolity na okreslenie dojrzatosci piciowej, ktora ma miejsce w wieku 4 lat [13] lub
wczesniej, zwtaszcza w grupie bykodw o wyzszej masie ciala z hodowli rezerwatowej
[14]. Przeprowadzone badania ultrastrukturalne jader pozwolily na charakterystyke
kanalikéw plemnikotworczych i morfologie komoérek Sertoliego w aspekcie osiaga-
nia wieku rozrodczego. Zwrocono rowniez uwage na liczne zmiany w jadrach,
a zwlaszcza obrgbie komorek Sertoliego, a takze opisano wyspecjalizowane polacze-
nia pomigdzy komoérkami podporowymi majace zwiazek z bariera krew-jadro oraz
zbadano wystgpowanie cyst na najadrzach [51, 71, 72]. Podobne analizy budowy
histologicznej jader zubra zostaty wykonane przez Bombg [11], ktora opisata podo-
bienstwa i r6znice w stosunku do bydta domowego i mieszancow z zubrem.

Badania nad mieszancami zubra z bydlem domowym zostaty zainicjowane przez
prof. Augusta Dehnela w Zaktadzie Badania Ssakow PAN w Biatowiezy w roku 1958.
Duzy wktad w poznanie biologii rozrodu mieszancow wniosta Matgorzata Krasinska,
ktorej wyniki zostaly zawarte w dwoch monografiach [54, 55] 1 miaty istotne
znaczenie dla prowadzenia poézniejszego krzyzowania zubrow na szeroka skalg
w PGR Lgkno, koto Poznania. W latach 1974—1984 uzyskano tam 391 mieszancow
o roznym udziale krwi zubra, od 12,5 do 87,5%. Pracami tymi kierowat dr Edward
Suminski, ktory opracowal wstegpna metode pobierania nasienia od zubrow i jego
konserwacjg¢, co umozliwito stosowanie sztucznego unasieniania [46, 83]. Dalsze
badania nad rozrodem zubroni prowadzit Zygmunt Gizejewski w Stacji Badawczej
PAN w Popielnie w latach 1979-1991, gdzie uzyskano tacznie 245 cielakéw z kry¢
naturalnych i inseminacji nasieniem bydta rasy Hereford, Charolais oraz Blonde
de’ Aquitaine po synchronizacji farmakologicznej rui prostaglandynami F,, i spi-
ralami PRID. Uzyskane wyniki w zakresie rozrodu dotyczyly; przebiegu rui i czasu
owulacji, skuteczno$ci zacielen, dlugosci ciazy, czasu inwolucji macicy, behawioru
porodowego, sktadu mleka i behawioru podczas ssania [24]. Jezierski i in. [43]
okreslili poziom testosteronu, progesteronu, estradiolu i LH w relacji do wybranych
parametréw zachowania ptciowego buhajow zubronia zréznicowanych genotypowo
i fenotypowo.

Pionierem badan nad rozrodem bobréw europejskich byl prof. Wirgiliusz Zurow-
ski, ktory od 1958 roku kierowat jedyna do dzi§ w Polsce i Europie ferma tych
zwierzat w Popielnie. W wyniku prob i bledow powstat model fermy, ktory uwzgled-
nial zlozone potrzeby pokarmowe i bytowe tego ladowo-wodnego gatunku. W wyni-
ku przeprowadzonych badan wyjasniono wiele proceséw fizjologicznych zwiaza-
nych z rozrodem, zarowno w aspektach praktycznych, behawioralnych, jak i fizjolo-
gicznych [17, 18, 89]. Prace te kontynuowane sa do dzi$ i dotycza m.in. oceny
jakosciowej i ilosciowej nasienia oraz mechanizmoéw spermatogenezy, zwlaszcza
zmian w nasieniu w fazie spermiogenezy. Z przeprowadzonych ocen morfologicz-
nych wynika, Ze nasienie bobra wykazuje silne zréznicowanie nie tylko w obrgbie
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glowki plemnika, ale rowniez w czgséci wstawki 1 witki. W procesie spermiogenezy,
do fazy czapeczki réznicowanie si¢ komorek jest podobne jak u innych ssakow,
natomiast w fazie akrosomalnej, obserwowane jest powstawanie ponad 70 form
morfologicznych gtowki plemnika [6, 7, 29].

Badania nad rozrodem dzika prowadzone byty na Wydziale Weterynaryjnym we
Wroctawiu, gdzie okre$lono sezonowe zmiany jakos$ci nasienia [47]. W o$rodku tym
prowadzi si¢ rowniez badania nad mrozeniem nasienia zajaca [48]. Okreslenie
sezonowej zmiennosci koncentracji hormonow steroidowych u loszek $winiodzika
przyblizyto poznanie ostabienia ptodnosci tej krzyzowki w okresie letnim i wykazato,
ze steroidogeneza ulega istotnemu zahamowaniu na poziomie androgenéw [52].

U wigkszosci przedstawicieli rodziny jeleniowatych (Cervidae) klimatu umiarko-
wanego, sezon rozrodczy zaczyna si¢ jesienia (wrzesien, pazdziernik), kiedy dzien
$wietlny ulega znacznemu skroceniu. Wyjatkiem jest sarna, u ktorej okres rujowy
rozpoczyna si¢ pod koniec czerwca, ale obserwowana u niej opdzniona implantacja
zarodka powoduje wydluzenie ciazy. Generalnie, u poszczegdlnych gatunkow zwie-
rzat dzikich czas wystegpowania rui jest zsynchronizowany z dtugos$cia ciazy tak, aby
okres porodow przypadat na miesiace wiosenne.

Zmianom hormonalnym u samic towarzysza odpowiednie zmiany w meskim
uktadzie rozrodczym. Za hormon stymulujacy sezonowe regulacje rozrodu u ssakow
uznawana jest melatonina. Mechanizm jej syntezy, wydzielania i dzialania u ssakow
zostat juz dos¢ dobrze opisany [74]. Wydaje sig, ze dlugos¢ dnia i temperatura sa
gléwnymi czynnikami zaangazowanymi w aktywacj¢ procesow rozrodczych u zwie-
rzat rozmnazajacych si¢ sezonowo. Swiatto stymuluje siatkdwke i generowane im-
pulsy poprzez jadro nadskrzyzowaniowe docieraja do osrodkow podwzgorza, skad
uwalniana wazopresyna i oksytocyna moze dziata¢ bezposrednio na szyszynke. Inna
droga stymulacji wystepuje, kiedy wazopresyna i oksytocyna pobudza wydzielanie
acetylocholiny (Ach), ktéra poprzez noradrenaling (NA), neuropeptyd Y (NPY) i se-
kretoneuryne dziata pobudzajaco na sekrecje melatoniny [79].

U zwierzat dziko zyjacych, ktorych aktywno$¢ rozrodcza ma miejsce podczas
krotkiego dnia §wietlnego, okres wydzielania melatoniny wydtuza sig, co w konsek-
wencji powoduje aktywacje czestotliwosci pulsow GnRH w podwzgorzu oraz wzrost
amplitudy pulsow LH i pobudzeniem gonad [70]. Zwigkszony poziom melatoniny
hamuje ujemne sprz¢zenie zwrotne pomigdzy estradiolem i generatorem pulsow
GnRH. [69]. Nie wykazano bezposredniego dziatania melatoniny na neurony GnRH,
a wplyw na sekrecje¢ GnRH odbywa si¢ posrednio poprzez pobudzenie obszaru
przedsuteczkowatego podwzgorza, ktory bierze udziat w sekrecji gonadotropin i ak-
tywnosci gonad [32, 65, 69].

Badania Wiliamsa i in. [86] wykazaty, iz zarowno u byka, jak i u tani jelenia
szlachetnego w okresie sezonu rozrodczego struktury mézgowia, a zwlaszcza guzo-
wata czes$¢ przysadki moézgowej ma zdolnos¢ wiazania znakowanej jodem radio-
aktywnym melatoniny. Nie stwierdzono jednak obecno$ci receptoréw melatoniny
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w podwzgorzu, przy obecnosci ich w przysadce. Wynika z tego, ze wptyw melatoniny
na regulacje sezonowosci rozrodu jelenia moze odbywaé si¢ dwoma szlakami:
1) poprzez hamowanie sekrecji prolaktyny w czesci guzowatej przysadki lub
2) poprzez stymulowanie czgsci dystalnej przysadki do wydzielania gonadotropin.
Badania Sempere i in. [78] wykazaly, Zze melatonina podawana samicom sarny
(kozom) w postaci implantow w okresie anestrus powodowala po 6 dniach istotny
spadek koncentracji prolaktyny (do 20-30 ng - ml ") i progesteronu (do < Ing - ml ™),
a sezon rozrodczy ulegt przyspieszeniu o okoto 70 dni. Réwniez Asher i in. [2, 3]
uzyskali przyspieszenie sezonu rozrodczego u tan daniela oraz jelenia szlachetnego o
5 tygodni po podawaniu melatoniny.

Podawanie melatoniny w okresie ciazy u jelenia szlachetnego powodowato rézne
skutki w zaleznosci od okresu, w ktorym rozpoczgto eksperyment. Wyniki uzyskane
przez Ashera [3] $wiadczg o istotnym wptywie melatoniny na przebieg ciazy, mam-
mogeneze, wystapienie pierwszej rui po porodzie oraz na dtugos$¢ okresu migdzy-
cigzowego i sa zalezne od okresu, w ktorym rozpoczeto jej aplikacje.

Generalnie status hormonalny proceséw rozrodczych u jeleniowatych jest podob-
ny jak u owiec. Wykazuja one podobne sezonowe zmiany w systemach regula-
cyjnych, a skrocenie dnia poprzez wydtuzenie sekrecji melatoniny wptywa u trykow
bezposrednio na przysadke zwigkszajac syntez¢ FSH i LH [68] przy jednoczesnym
zahamowaniu produkcji prolaktyny. Badania Lincolna i Clarka [68] wykazaty row-
niez, ze po uszkodzeniu potaczen podwzgorzowo-przysadkowych owce reagowaty
na egzogenna melatoning spadkiem koncentracji prolaktyny, podobnie jak kontrolne
z zachowang osig podwzgodrze-przysadka. Wyniki te wskazuja na mozliwos¢ regu-
lacji wydzielania prolaktyny, bez udzialu podwzgoérza.

Jednoczesnie u kastrowanych trykoéw stymulowanych estradiolem w okresie
rozrodczym istotny wzrost koncentracji LH po iniekcjach GnRH nastgpowat po 10
godzinach, natomiast w okresie anestrus po 36 godzinach. Analogicznie przeprowa-
dzone badania w okresie anestrus wykazaly, ze egzogenna melatonina istotnie przy-
spiesza odpowiedz LH na GnRH [76]. Dowodzi to, ze melatonina u owiec uczestniczy
W zniesieniu ujemnego sprz¢zenia estradiolu z generatorem pulséw LH [76].

Lincoln i Clark [67] wykazali, ze w okresie rozrodczym u owiec, struktury
podwzgdrzowe reaktywne na katecholaminy wykazuja hamujacy wptyw na syntezg
prolaktyny. W okresie dtugiego dnia u obu grup owiec, ktorym zaaplikowano agonis-
tow receptorow o, i dopaminowych (DA) nie zaobserwowano zmian w koncentracji
PRL pomigdzy grupami. Uzyskane wyniki §wiadcza o mozliwosci stymulowania
syntezy PRL z pominigciem podwzgorza, a melatonina nie jest jedynym czynnikiem
hamujacym syntezg prolaktyny.

Do prawidlowego dziatania uktadu endokrynnego zwierzat sezonowo rozmnaza-
jacych sig¢ jest konieczne wspotdziatanie melatoniny z podwzgorzem, a uktad adrener-
giczny jestistotnym czynnikiem modulujacym ten mechanizm. Obecno$¢ receptorow
melatoniny w czg$ci guzowatej przysadki i braku ich w strukturach podwzgorza
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u jelenia szlachetnego upowaznia autoréw do wysunigcia przypuszczenia o wspom-
nianym podobienstwie regulacji rozrodczych u owcy i jeleniowatych.

Uznanie udzialu uktadu adrenergicznego w regulacjach endokrynnych na pozio-
mie regulacji moézgowych sktania do dalszych dociekan na temat mozliwych drog tej
fizjologicznej regulacji. Noradrenalina (NA) i acetylocholina (Ach) uwalniane z za-
konczen nerwowych nie sa ostatecznym czynnikiem powodujacym zwezenie lub
rozszerzenie naczyn. Udowodniono, ze tlenek azotu (NO) jest dominujacym czynni-
kiem bioracym udzial w grze naczynioruchowej [63]. Jednym z czynnikéw wptywa-
jacych na uwalnianie NO jest tlenek wegla (CO) [84]. Przy zatruciach CO obserwo-
wano 9-krotny wzrost produkcji NO przez moézg [33]. Gtownym zrodtem CO
Ww organizmie jest oksygenaza hemowa, ktora w czasie fotochemicznej reakcji roz-
ktadu hemu, w siatkowce w czasie przeptywu krwi przez jej naczyniowke powoduje
rozktad hemu do CO, biliwerdyny i Fe*". W warunkach fizjologicznych 0,5-1%
hemoglobiny, ktora jest jego transporterem jest nietrwale zwiazana z tlenkiem wegla.
Wystepuje on w tkankach w stezeniach nanomolarnych [5].

Mechanizm dziatania CO opisano juz w latach dziewigc¢dziesiatych ubieglego
stulecia [45] i polega on gltéwnie na aktywacji cyklazy guanylowej, co zwigksza
syntez¢ cGMP w wielu komorkach. CO syntetyzowany przez komorki srodbtonka
dyfunduje do warstwy migéniowej naczynia krwionosnego i wzbudza tam synteze
cGMP. Powoduje to relaksacj¢ naczynia i zwigkszony przeplyw krwi [73, 77, 88].

W naczyniach mozgu, tlenek wegla bezposrednio aktywuje zalezne od wapnia
kanaty potasowe, co prowadzi do ich hiperpolaryzacji i relaksacji, a w efekcie
koncowym, do rozszerzenia naczyn krwionosnych mozgu [64, 73].

W mézgu ssakdéw strukturami odpowiedzialnymi za dobowe i sezonowe regulacje
w gtownej mierze sa odpowiedzialne struktury przodomozgowia i jadro nadskrzyzo-
waniowe. W obu tych strukturach stwierdzono obecnos¢ gendow per i cry — genow
rytmow dobowych, aktywowanych w zaleznos$ci od dtugosci dnia §wietlnego poprzez
melatoning [31, 66]. Aktywacja tych gené6w odbywa sig¢ w zaleznosci od ich umiejsco-
wienia, w przodomoézgowiu aktywacja nastgpuje poprzez heterodimer biatek BMAL-1
1 NPAS2, ktory sprzezony z NADPH laczy si¢ z promotorem genu pericry. W jadrze
nadskrzyzowaniowym aktywacja genow cry i per odbywa si¢ poprzez przytaczenie
dimeru CLOCK i BMALI [10]. Szczyt produkcji bialek PER przypada na wczesne
godziny ranne, natomiast CRY na wczesna noc. Produkt biatkowy powyzszych
genow tworzy kompleks z kinaza kazeinowa umozliwiajacy jego fosforylacjg. Ma-
ksymalne ilosci tego ufosforylowanego kompleksu w cytoplazmie pojawiaja sig
w potowie dnia, kiedy jeszcze poziom PER, pomimo tendencji spadkowej, jest
wysoki, a poziom CRY zaczyna wzrasta¢, co dziata hamujaco na ekspresje genow cry
i per. Rownoczes$nie kompleks ten dziata hamujaco na ekspresje czynnika hamu-
jacego ekspresje gendow bmall i clock, czego wynikiem jest stymulacja syntezy biatka
BMALI1 i CLOCK szczegdlnie w jadrze nadskrzyzowaniowym, co skutkuje zwigk-
szong synteza melatoniny. Jednoczesnie kompleks PER/CRY odziatuje na tkanki
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docelowe pobudzajaco lub hamujaco. Podobny mechanizm opisano w czgsci guzo-
watej przysadki, ktory jest gtldwnym regulatorem wydzielania prolaktyny. Zwigkszo-
na ilo$¢ ufosforylowanego kompleksu CRY/PER hamuje wydzielanie prolaktyny
w okresie jesienno-zimowym [9, 44, 65]. Przodomdzgowie, podobnie jak jadro
nadskrzyzowaniowe, jest wlaczone w rytm dobowy, co uwidacznia si¢ w réznych
stanach organizmu, takich jak sen, aktywno$¢, spozywanie pokarmu. Obydwa te
obszary $cile ze soba wspotdziataja pobudzajac lub hamujac ich funkcje fizjolo-
giczne. Molekularny zegar komorki per/cry w przodomoézgowiu aktywowany jest
przez heterodimer biatkowy NPAS2-BMAL1. Mediatorem dimeryzacji tego kom-
pleksu jest brak CO. Wzrost stgzenia CO > 1 uM powoduje jego przylaczenie do
domeny w biatku NPAS2, w sktadzie ktoérego znajduja si¢ czasteczki hemowe, co
powoduje rozpad kompleksu, zahamowanie ekspresji gendw pre i cry oraz spadek ich
ilosci [10, 16].

W ciemno$ci narasta synteza bialka PER osiagajac maksimum w godzinach
porannych. Szczytowa akumulacja tego biatka w komoérce powoduje zatrzymanie
ekspresji genu bmall. W efekcie tego procesu wstrzymana zostaje synteza PER.
W celu przywrocenia zrownowazonej oscylacji biatko NPAS2 taczy sig z tlenkiem
wegla (powstaje pod wplywem oksygenazy hemowej stymulowanej przez §wiatto
dzienne), co umozliwia oddysocjowanie biatek BMAL1 w celu zakumulowania jego
odpowiedniej ilosci w komorce, aby po osiagnigciu szczytu zainicjowa¢ ponowna
heterodimeryzacj¢ z NPAS2. Biatko NPAS2 w ciagu dnia jest blokowane poprzez
przytaczenie CO w celu uniemozliwienia procesu heterodimeryzacji z BMALL.
Kiedy BMALI osiaga maksymalna akumulacje w komoérce NADPH odtacza CO od
grup hemowych NPAS2 przywracajac zdolno$¢ heterodimeryzacji i zdolno$¢ akty-
wacji genu per [16, 65, 66]. Wydaje si¢, ze indukowane swiatlem przy udziale CO
zmiany ilosciowe biatek PER i CRY sa gtownym czynnikiem kodujacym sygnat
melatoninowy. Generuja one dtugotrwate zmiany zegara biologicznego powodujace
w okresie krotkiego dnia §wietlnego spadek poziomu prolaktyny i wzrost syntezy go-
nadotropin. Odwrotne zjawisko obserwuje si¢ w okresie dtugiego dnia.

W dostepnym pismiennictwie brak jest prob wyjasnienia mozliwosci wptywu CO
powstajacego w oku pod wptywem promieni $wietlnych i mozliwosci przeciw-
pradowego jego przenikania z zatoki zylnej oka do przechodzacych przez nia naczyn
tetniczych bezposrednio doprowadzajacych krew do mézgu. Tym samym brak jest
danych o informowaniu struktur podwzgoérzowych o zmieniajacej si¢ dlugosci dnia
droga chemiczna. Wydaje sig, ze zbadanie tego mechanizmu wraz ze zmianami
wydzielania melatoniny i ekspresji genow oraz biatek zaangazowanych w te procesy
whniostoby wiele nowych aspektow w zrozumieniu sezonowej rozrodczos$ci i nieptod-
nosci; bylby to trwaly wktad nauki polskiej do §wiatowego skarbca wiedzy o roz-
rodzie i jego sezonowosci.

Badania nad rozrodem zwierzat nieudomowionych sa prezentowane gléwnie na
dwoch Swiatowych kongresach: ,,Deer Biology Congress”, ktéry odbywa si¢ co
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cztery lata, oraz na ,,International Union of Game Biologists”, ktory odbywa si¢ co
dwa lata. Prezentowane tam prace dotyczace rozrodu wskazuja na state trendy,
ktorych celem jest osiagnigcie stanu wiedzy poréwnywalnej do wiedzy na temat
rozrodu zwierzat domowych. Uzyskiwane wyniki badan wskazuja jednak, iz nie jest
mozliwe tak dobre poznanie tej dziedziny nauk u dzikich zwierzat, pomimo dobre;j
wspolpracy wielu biologéw, lekarzy weterynarii, endokrynologdéw i specjalistow
pokrewnych dziedzin, zar6wno w Polsce jak i na §wiecie.
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Reproduction of undomesticated animals
— the successes of Polish science and its perspectives
as compared with the world research results

Key words: reproduction, undomesticated animals, seasonality

Summary

Only a small group of researchers have been involved in the studies on
reproduction of undomesticated animals in Poland. Most of papers published so far
pertain to the reproduction of deer at large. The main achievements of Polish scientists
in this area were: working out the methods of semen collection and conservation,
successful artificial insemination as well as the evaluation of seasonal changes in
semen qualitative and quantitative traits. Presently, there are in progress the studies on
biology of European bison, European beaver and hare semen as well as an
implementation of bison and deer semen cryoconservation into practice. Developing
biotechnological methods of cryoconservation of wildlife semen may be of special
significance for protecting biodiversity of species, especially the endangered ones.
Further research on the control of reproduction variability in different seasons might
play great cognitive and practical role, especially for solution of seasonal infertility
problems in some domesticated breeds and undomesticated species.





