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Seminarium

„Problemy poznawcze i aplikacyjne

w rozrodzie zwierz¹t”

Wprowadzenie

Okres 25-letniej dzia³alnoœci Komitetu Biologii Rozrodu Zwierz¹t Polskiej Aka-
demii Nauk, utworzonego z inicjatywy prof. dr hab. W³adys³awa Bielañskiego cz³.
rzecz. PAN, przyczyni³ siê nie tylko do integracji œrodowiska naukowego specjalizu-
j¹cego siê w problemach biologii reprodukcyjnej, ale równie¿ spowodowa³ znaczny
wzrost znaczenia miêdzynarodowego polskich zespo³ów naukowo-badawczych re-
prezentuj¹cych nauki rolnicze, przyrodnicze, weterynaryjne i medyczne.

Efekty badawcze omawianych zespo³ów publikowane s¹ w renomowanych cza-
sopismach naukowych oraz uzyskuj¹ wysoki wskaŸnik liczby cytowañ w piœmien-
nictwie œwiatowym. Stanowi¹ zarazem podstawê do stwierdzenia faktu powstania
i dynamicznego rozwoju polskiej szko³y naukowej w zakresie biologii rozrodu.

Organizatorskie i merytoryczne aspekty funkcjonowania w polskiej nauce dys-
cypliny „biologia rozrodu” stanowi³y istotn¹ przes³ankê do organizacji przez Wydzia³
Nauk Rolniczych, Leœnych i Weterynaryjnych PAN Seminarium pt.: „Problemy
poznawcze i aplikacyjne w rozrodzie zwierz¹t”. Seminarium, które odby³o siê 25
paŸdziernika 2006 r. w Warszawie, z udzia³em ponad 80 uczestników, obejmowa³o
8 referatów naukowych dotycz¹cych, przede wszystkim, rozrodu zwierz¹t u¿ytko-
wych. Uznano bowiem, ¿e osi¹gniêcia nauki polskiej w tym obszarze badañ stanowi¹
podstawê wspó³czesnych i przysz³ych kierunków postêpu genetycznego w hodowli
oraz tworzenia nowych metod produkcji zwierzêcej.

Wyk³ad inauguruj¹cy Seminarium, wyg³oszony przez prof. dr hab. Adama Ziêcika,
cz³. koresp. PAN, wskaza³ na aktualne priorytety badawcze w œwiecie w dziedzinie
biologii rozrodu ssaków. Za najwa¿niejsze uznano zagadnienia dotycz¹ce biotech-
nologii i biotechniki rozrodu oraz badania wyjaœniaj¹ce funkcjê gonad. Autor w orygi-
nalny sposób, przedstawi³ analizê poziomu badañ zespo³ów polskich na tle osi¹gniêæ
œwiatowych, wykorzystuj¹c wskaŸnik liczby cytowañ wed³ug Science Citation Index.

W kolejnych wyst¹pieniach zawarto kompleksowe informacje dotycz¹ce stanu
badañ nad biologi¹ rozrodu poszczególnych gatunków zwierz¹t z uwzglêdnieniem
efektów poznawczych i aplikacyjnych badañ, uzyskanych w laboratoriach polskich
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placówek naukowo-badawczych. Zwracano uwagê na koniecznoœæ poprawy wskaŸ-
ników u¿ytkowoœci rozrodczej zwierz¹t gospodarskich w Polsce, która jest œciœle
sprzê¿ona z kosztami produkcji ¿ywnoœci wysokiej jakoœci. Oko³o 30–40% zwierz¹t
hodowlanych przejawia zaburzenia w rozrodzie, konsekwencj¹ czego jest brak
potomstwa. Zagadnienie to staje siê tym bardziej istotne, gdy dotyczy z³ego stanu
warunków œrodowiskowych, w których przebywaj¹ zwierzêta, niskiej p³odnoœci oraz
wysokiej zamieralnoœci zarodków.

Dla przyk³adu, w przypadku byd³a dotychczasowa selekcja zwierz¹t w kierunku
wysokich wskaŸników produkcyjnoœci mlecznej powoduje, obok zak³óceñ zdrowia
zwierz¹t, okreœlone zaburzenia procesów rozrodu przejawiaj¹ce siê wyd³u¿aniem
okresu miêdzywycieleniowego, zwiêkszon¹ liczb¹ zabiegów inseminacyjnych w ce-
lu uzyskania skutecznego zap³odnienia. Wynikaj¹ st¹d g³ówne kierunki badañ pols-
kich placówek naukowych dotycz¹ce poznania mechanizmów selekcji i regulacji
wzrostu pêcherzyka jajnikowego, regulacji czynnoœci cia³ka ¿ó³tego, wp³ywu czyn-
ników ¿ywieniowych na czynnoœci cia³ka ¿ó³tego oraz macicy w cyklu i ci¹¿y. Bior¹c
pod uwagê powi¹zania laktacji z procesami rozrodu prowadzone s¹ równie¿ inten-
sywne badania nad patologi¹ gruczo³u mlekowego i laktacj¹.

Nestorem polskich naukowców prowadz¹cych badania nad rozrodem koni by³
profesor W³adys³aw Bielañski, który stworzy³ krakowski oœrodek naukowy o du¿ej
renomie miêdzynarodowej. G³ówne problemy badawcze dotycz¹ zagadnieñ androlo-
gicznych i biotechnologicznych u¿ytkowania rozp³odowego ogiera oraz optymal-
nego wykorzystania funkcji rozrodczych klaczy. Stwierdzono, miêdzy innymi, u¿y-
tecznoœæ praktyczn¹ niektórych wyznaczników biochemicznych plazmy nasienia do
oceny jakoœci nasienia ogiera i jego przydatnoœci do kriokonserwacji. Wskazano na
znaczenie p³ynu pêcherzykowego klaczy jako Ÿród³a substancji, które s¹ wa¿nymi
wyznacznikami wzrostu pêcherzyków jajnikowych i jakoœci oocytów. Podjêto bada-
nia nad nowymi technikami wspomaganego rozrodu koni.

W ostatnich latach najbardziej dynamiczny rozwój badañ podstawowych i stoso-
wanych dotyczy³ rozrodu trzody chlewnej. Zgrupowane, g³ównie w oœrodku olsztyñ-
skim, zespo³y naukowo-badawcze przyczyni³y siê do nowych odkryæ i rozwi¹zañ
dotycz¹cych regulacji cyklu rujowego, mechanizmu matczynego rozpoznawania
ci¹¿y oraz hormonalnej regulacji komórek przysadki mózgowej i jajnika. Powa¿ny
wk³ad do biologii rozrodu zwierz¹t wnosz¹ równie¿ efekty badañ polskich zespo³ów
w zakresie andrologii molekularnej knura z uwzglêdnieniem kriobiochemicznych
aspektów konserwacji nasienia tego gatunku zwierz¹t.

Badania nad rozrodem owiec s¹ od wielu lat polsk¹ specjalnoœci¹ naukow¹.
Wiele badañ z zakresu biologii rozrodu ptaków wykonanych w polskich placów-

kach naukowych lub z udzia³em polskich uczonych w placówkach zagranicznych
przyczyni³o siê do postêpu wiedzy drobiarskiej i przynios³o wymierne efekty gospo-
darcze. Dotyczy to zw³aszcza poznania endokrynnych uwarunkowañ rozrodu kur
typu nieœnego co pozwoli³o na uzyskanie w wyniku selekcji linii kur znosz¹cych
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330–350 jaj w roku. Opanowano metody zap³odnienia pozaustrojowego oraz hodowli
oocytów i zarodków ptaków. Za niezwykle perspektywiczne przedsiêwziêcie nale¿y
uznaæ wykorzystanie jajowodu kury jako bioreaktora do produkcji ludzkich bia³ek
terapeutycznych.

Wysoka renoma miêdzynarodowa polskiej nauki w dziedzinie badañ nad biologi¹
rozrodu ryb zwi¹zana jest z efektami naukowymi uzyskanymi w oœrodkach krakow-
skim, olsztyñskim i szczeciñskim. Dotycz¹ one przede wszystkim neuroendokryno-
logii ryb oraz wykorzystania omawianych osi¹gniêæ do opracowania biotechnolo-
gicznych metod sterowania rozrodem wielu cennych gatunków ryb.

Badania nad rozrodem zwierz¹t nieudomowionych, prowadzone g³ównie w Stacji
Badawczej PAN w Popielnie, pod kierunkiem prof. dr hab. Zbigniewa Jaczewskiego,
ze wzglêdu na pionierski charakter, uzyska³y wysokie uznanie w piœmiennictwie
œwiatowym.

Zwierzêta nieudomowione stanowi¹ niezwykle interesuj¹cy model eksperymen-
talny w badaniach endokrynologicznych i andrologicznych dotycz¹cych wp³ywu
fotoperiodu na efektywnoœæ rozrodcz¹ zwierz¹t. Opracowane metody i techniki
biotechnologiczne mog¹ byæ wykorzystane, miêdzy innymi, do aktywnej ochrony
niektórych gin¹cych gatunków zwierz¹t wolno¿yj¹cych.

Zasygnalizowane w niniejszym opracowaniu wyniki badañ nad biologi¹ rozrodu
zwierz¹t, uzyskane w polskich placówkach naukowo-badawczych dowodz¹, ¿e oma-
wiana problematyka badawcza koresponduje z tendencjami zainteresowañ œwiatowych
laboratoriów. Dokonana synteza s³u¿yæ mo¿e programowaniu kierunków badawczych
nad biologi¹ rozrodu zwierz¹t w Polsce oraz tworzeniu nowych mo¿liwoœci wspó³pracy
miêdzynarodowej. Z drugiej strony, upowszechnienie wyg³oszonych w ramach pro-
gramu Seminarium referatów na ³amach czasopisma Postêpy Nauk Rolniczych, sta-
nowiæ mo¿e cenny materia³ w procesie dydaktycznym szkó³ wy¿szych.

Jerzy Strze¿ek
Przewodnicz¹cy Komitetu

Biologii Rozrodu Zwierz¹t PAN
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Najwa¿niejsze osi¹gniêcia biologii rozrodu ssaków

ostatniego æwieræwiecza na œwiecie

Adam J. Ziêcik
Instytut Rozrodu Zwierz¹t i Badañ ¯ywnoœci PAN,

ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn,
e-mail: ziecik@pan.olsztyn.pl

S³owa kluczowe: biologia rozrodu, osi¹gniêcia, ssaki

Wstêp

Wytypowanie najwa¿niejszych osi¹gniêæ biologii rozrodu zwierz¹t ostatniego
æwieræwiecza nie jest ³atwe. Biologia rozrodu jest jedn¹ z najbardziej dynamicznie
rozwijaj¹cych siê dyscyplin biologii. Wspó³czesne metody biologii molekularnej
i biotechnologii prowadz¹ do coraz nowszych odkryæ. Podejmuj¹c siê zadania przy-
gotowania referatu na sympozjum „Problemy poznawcze i aplikacyjne w rozrodzie
zwierz¹t” zwróci³em siê z proœb¹ do kilkudziesiêciu znanych badaczy z ca³ego œwiata
o wytypowanie najwa¿niejszych 2–3 osi¹gniêæ w okresie ostatnich 25 lat. Otrzyma-
³em 25 odpowiedzi, które przedstawi³em w tabeli 1. Ogó³em wytypowano a¿ 22 za-
gadnienia. Wybór klonowania somatycznego nie budzi zdziwienia i na to osi¹gniêcie
g³osowa³o 64% respondentów. Sporym zaskoczeniem by³a druga pozycja – „Pozna-
nie profili rozwoju pêcherzyków jajnikowych u zwierz¹t domowych i nowe osi¹gniê-
cia w synchronizacji owulacji u byd³a”. Zagadnienie to ³¹czy ze sob¹ wyniki badañ
podstawowych nad regulacj¹ cyklu p³ciowego i wynikaj¹ce z nagromadzonej wiedzy
rozwi¹zania praktyczne. Wysokie pozycje osi¹gnê³y te¿ wyniki badañ regulacji
funkcji cia³ka ¿ó³tego i mechanizmu luteolizy, podobnie jak tzw. matczyne rozpoz-
nanie ci¹¿y (odpowiednio 3 i 4 pozycja na liœcie osi¹gniêæ). Wœród pierwszych piêciu
osi¹gniêæ znalaz³ siê te¿ temat zwi¹zany z mo¿liwoœci¹ ró¿nicowania p³ci (sekso-
wania) plemników i zarodków. Piêæ wytypowanych zagadnieñ znajduj¹cych siê na
czele przedstawionej listy pokrótce omówiono w nastêpnej czêœci artyku³u.
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Tabela 1. Najwa¿niejsze osi¹gniêcia ostatnich 25 lat w rozrodzie ssaków u¿ytkowych (wyniki
ankiety zagranicznej)

Lp. Wyszczególnienie liczba g³osów

1. Klonowanie somatyczne (Dolly)�� 16

2. Poznanie profili rozwoju pêcherzyków jajnikowych u zwierz¹t domowych i nowe
osi¹gniêcia w synchronizacji owulacji u byd³a�

10

3. Mechanizm luteolizy, kontrola funkcji cia³ka ¿ó³tego���� 6

4. Matczyne rozpoznanie ci¹¿y��� 5

5. Seksowanie (plemnik i zarodek)� 5

6. IVM, przenoszenie zarodków� 4

7. Zastosowanie ultradŸwiêków do badania ci¹¿y i jajników� 3

8. Komórki macierzyste i ich omnipotencja� 3

9. Analiza genomu� 3

10. Transgeneza, transfekcja�� 2

11. Regulacja rozrodu poprzez oœ podwzgórzowo-przysadkow¹, charakterystyka
generatora pulsów��

2

12. Witrifikacja i zamra¿anie zarodków� 2

13. Postêp sztucznej inseminacji (inseminacja endoskopowa niskimi dawkami)�� 2

14. Epigenetyka, wp³yw ¿ywienia matki na rozwój potomstwa� 2

15. Osi¹gniêcia biologii molekularnej� 2

16. Zale¿noœci pomiêdzy wzrostem, ¿ywieniem, produkcj¹ a rozrodem� 2

17. Zastosowanie aglepristonu (antagonisty progesteronu) w rozrodzie ma³ych
zwierz¹t�

2

wczesny rozwój; reprogramowanie chromosomalne;
zrozumienie cyklu komórkowego; zrozumienie systemu sygna³ów komórki;
odkrycie receptora estrogenowego �;
znaczenie angiogenezy i angiolizy dla funkcji jajowodu, jajnika i macicy�

1

Udzia³ polskich zespo³ów: � zauwa¿alny; �� widoczny; ��� znaczny; ���� bardzo du¿y.

Najwa¿niejsze osi¹gniêcia
wed³ug rankingu zagranicznych respondentów

Klonowanie somatyczne

Klonowanie jest produkcj¹ jednej lub wielu kopii osobników i wystêpuje u zwie-
rz¹t w sposób naturalny lub sztuczny, kiedy zarodek zostaje podzielony i powstaj¹
identyczne bliŸniêta. S³owo klon (ang. clone) zosta³o u¿yte do opisania zwierz¹t
wyprodukowanych poprzez transfer j¹dra komórki dla wytworzenia nielimitowanej
liczby genetycznie identycznego potomstwa [73]. Pierwszy sukces w klonowaniu
zwierz¹t gospodarskich mia³ miejsce w 1986 roku w Cambridge University, kiedy to
Steen Malte Willadsen [112], poprzez fuzjê komórki pobranej z 16-komórkowego
zarodka owcy z oocytem pozbawionym j¹dra, uzyska³ pierwszego sklonowanego
i urodzonego ssaka. Nastêpnie ten sam sposób klonowania (tzw. klonowanie zarodko-
we) zastosowano z powodzeniem u byd³a [79, 80].
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Tabela 2. Kroki milowe w klonowaniu zwierz¹t z populacji komórek somatycznych (wg
Campbella i in. [15])

Gatunek Rok Wiek dawcy Typ komórki �ród³o

Owca 1995
1996
1996

zarodek
p³ód
doros³y

nab³onkowa
fibroblast
nab³onek gruczo³u mlecznego

[16]
[113]
[113]

Krowa 1998
1998

p³ód
doros³y

fibroblast
nab³onkowa jajowodu

[19]
[55]

Mysz 1998
1999

doros³y
zarodek

wzgórka jajonoœnego
zarodkowa komórka macierzysta

[109]
[110]

Koza 1999 p³ód fibroblast [4]

Œwinia 2000 doros³y wzgórka jajonoœnego [78]

Gaur 2000 doros³y fibroblast [67]

Muflon 2001 doros³y granuloza [66]

Kot 2002 doros³y wzgórka jajonoœnego [87]

Królik 2002 doros³y wzgórka jajonoœnego [18]

Banteng 2003 doros³y fibroblast [8]

Szczur 2003 p³ód fibroblast [116]

Mu³ 2003 p³ód fibroblast [114]

Koñ 2003 doros³y fibroblast [33]

Jeleñ 2003 doros³y fibroblast [26]

Te prze³omowe osi¹gniêcia spowodowa³y bardzo umiarkowan¹ reakcjê œrodo-
wiska naukowego i publicznie zosta³y prawie niezauwa¿one. Najwiêkszy prze³om
w klonowaniu zwierz¹t nast¹pi³ w 1996 roku, kiedy to Ian Wilmut i in. [113]
wyprodukowali owcê Dolly, poprzez fuzjê j¹dra komórki somatycznej hodowanej in
vitro (fibroblast z tkanki gruczo³u mlekowego) z enukleowanym oocytem. Mo¿li-
woœæ przeniesienia j¹dra komórki somatycznej i jej rozwoju do dojrza³ego osobnika
(¿ywy dowód – Dolly) sta³a siê najbardziej znanym wspó³czesnym osi¹gniêciem
biologii rozwoju. Sukces ten zmusi³ do poprawienia (czy te¿ napisania od nowa)
podrêczników biologii reprodukcji, a tak¿e postawi³ œwiat wobec nowych naukowych
i etycznych wyzwañ. Klonowanie somatyczne zosta³o nastêpnie pomyœlnie zastoso-
wane w rozrodzie wszystkich zwierz¹t gospodarskich, psów i kotów oraz zwierz¹t
laboratoryjnych, jakkolwiek z ró¿nym powodzeniem. Dokonano równie¿ miêdzy-
gatunkowego klonowania somatycznego i uzyskano osobniki prymitywnej rasy byd³a
– gaura, bantenga oraz muflona i jelenia wirgiñskiego. Milowe kroki w postêpie
klonowania somatycznego ssaków przedstawiono w tabeli 2 [15]. Do tej pory uda³o
siê sklonowaæ setki ¿ywo urodzonych ciel¹t i myszy, dziesi¹tki owiec, kóz i œwiñ oraz
pojedyncze osobniki konia, psa i kota. S¹ to jednak genetyczne kopie genomu
zawartego w j¹drze komórkowym osobnika-dawcy, a nie jego wierne repliki, gdy¿
maj¹ m.in. mitochondrialny DNA oocytu dawczyni. W USA uzyskano ja³ówki
(z fibroblastów skóry) byd³a Charolais, a we Francji rasy Holstein. Spektakularnym
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osi¹gniêciem by³o sklonowanie w Kanadzie jednego z najlepszych na œwiecie buha-
jów (Hanoverhill Starbuck) i to w dwa lata po jego œmierci. W USA sklonowano
buhaje Blach Angus z genetycznie uwarunkowan¹ odpornoœci¹ na brucelozê. Stan-
dardowa procedura transferu j¹dra komórki somatycznej sk³ada siê z 3 etapów:
enukleacji oocytu, wprowadzenia w to miejsce komórki (lub j¹dra) dawcy i aktywacji
zrekonstruowanego zarodka. Komórki somatyczne dawcy otrzymuje siê obecnie od
zwierz¹t w ró¿nym wieku (p³ody, noworodki, m³ode i starsze osobniki), a nawet
krótko po œmierci. Otrzymane do tej pory potomstwo wywodzi siê z oko³o 200 tkanek
doros³ych ssaków. Wydaje siê, ¿e niektóre tkanki, a szczególnie obecne w uk³adzie
rozrodczym (komórki ziarniste pêcherzyka czy nab³onka jajowodu oraz fibroblasty),
s¹ bardziej predysponowane do przenoszenia j¹der ni¿ inne. W Polsce prace nad
klonowaniem zarodkowym i somatycznym ssaków prowadzone s¹ od koñca lat
osiemdziesi¹tych [93]. Opracowano m.in. oryginaln¹ metodê bisekcji blastocyst
bydlêcych [94] oraz uzyskano pierwsze na œwiecie blastocysty kota domowego
z wykorzystaniem dojrza³ych in vitro oocytów rekonstruowanych z j¹der komórek
wzgórka jajonoœnego i fibroblastów p³odowych. Du¿ym osi¹gniêciem oœrodka kra-
kowskiego, kierowanego przez prof. Smor¹ga, jest opracowanie nowej metody
chimerowego klonowania somatycznego królika z wykorzystaniem pojedynczych
enukleowanych blastomerów jako biorców egzogennych j¹der komórkowych i uzys-
kanie nie tylko chimerowej blastocysty, a tak¿e urodzonego potomstwa transgenicz-
nego z transgenem Tg (Wep-GM1). Urodzone króliki by³y równie¿ pierwszymi
ssakami uzyskanymi t¹ metod¹ klonowania somatycznego [95]. Nale¿y podkreœliæ, ¿e
podstawy klonowania zarodkowego metod¹ izolacji blastomerów oraz klonowania
chimerowego zosta³y po raz pierwszy opracowane ju¿ na prze³omie lat 60/70 ubieg³e-
go wieku przez Tarkowskiego i in. [104, 105]. Obecnie Modliñski i in. [72] wykorzys-
tuj¹ enukleowane zygoty jako komórki-biorcy w procedurze klonowania.

Z naukowego punktu widzenia wyprodukowanie „Dolly” i nastêpne udane klono-
wanie zwierz¹t gospodarskich jest niew¹tpliwie najwiêkszym osi¹gniêciem w rozro-
dzie zwierz¹t w ci¹gu ostatniego æwieræwiecza. Jednak¿e do tej pory ten sukces ma
bardzo ma³y lub niewidoczny wp³yw na produkcjê zwierz¹t. Jedn¹ z wielu przyczyn
jest bardzo ma³a wydajnoœæ dotychczas stosowanych procedur, jak równie¿ problemy
zdrowotne klonowanych zwierz¹t. Niestety, urodzone sklonowane osobniki obarczo-
ne s¹ wieloma wadami rozwojowymi, a ok. 50% ciel¹t umiera w ci¹gu 3 dni po
urodzeniu. Opisano istnienie tzw. „zespo³u klonowania” zwi¹zanego z ró¿norodnymi
zaburzeniami w przeprogramowywaniu genomu j¹der somatycznych, co prowadzi do
powstania okreœlonego rodzaju anomalii rozwojowych. Termin „large offspring syn-
drome” u¿ywany jest obecnie do opisania licznych zaburzeñ i chorób, przy czym du¿a
masa p³odu jest tylko jednym z wielu objawów. Pocieszaj¹ce jednak jest stwierdzenie,
¿e potomstwo (pierwsza i druga generacja) sklonowanych zwierz¹t jest zwykle
zdrowe, nawet je¿eli pochodzi od dwóch sklonowanych rodziców. Wygl¹da na to, ¿e
w ¿yciu klonów, tak jak w ¿yciu spo³eczeñstw, pierwsze pokolenia musz¹ byæ
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poœwiêcone dla korzystnego rozwoju nastêpnych. Pomyœlne jest równie¿ spostrze-
¿enie, ¿e u¿ytkowoœæ rozrodcza klonowanych samic nie ró¿ni siê od kontroli i ich
potomstwo jest ¿ywe i normalne [50]. Prosiêta uzyskane od klonowanych knurów
i loch s¹ normalne i zdrowe i nie ró¿ni¹ siê liczb¹ w miocie, mas¹ przy urodzeniu,
œmiertelnoœci¹ perinataln¹ i przy odsadzeniu.

Poznanie profili rozwoju pêcherzyków jajnikowych u zwierz¹t
domowych i nowe osi¹gniêcia w synchronizacji owulacji u byd³a

Antralne pêcherzyki w jajnikach zwierz¹t zosta³y po raz pierwszy opisane przez
holenderskiego anatoma Regniera de Graafa w 1672 r. W t³umaczeniu jego pracy
znajdujemy wzmiankê o tym, ¿e wielkoœæ pêcherzyków zale¿y od gatunku zwierz¹t.
U owcy i œwini osi¹gaj¹ one „wielkoœæ gradu”, a u krowy mog¹ byæ „wiêksze od
czereœni” [54]. Od czasów de Graafa nie przypisywano du¿ej roli pêcherzykom
jajnikowym w organizacji cyklu rujowego. Dopiero w 1922 roku Frank [32] stwier-
dzi³, ¿e cykle powodowane s¹ dzia³aniem jajnika na macicê, a rozwój, wzrost oraz
owulacja pêcherzyka jajnikowego jest wydarzeniem najwa¿niejszym – centralnym.
Brown [13] stwierdzi³, ¿e liczne pêcherzyki s¹ zawsze obecne w cyklu rujowym
u byd³a, ale pêcherzyk przeznaczony do owulacji zaczyna powiêkszaæ siê w po³owie
cyklu, a jego bardzo szybki wzrost nastêpuje po wyst¹pieniu rui. Pierwszym, który
zaobserwowa³, ¿e wzrost pêcherzyków odbywa siê falami by³ Rajakoski [83]. Obser-
wacje te pozostawa³y kontrowersyjne a¿ do lat osiemdziesi¹tych, kiedy Pierson
i Ginther [75], stosuj¹c ultrasonografiê jako narzêdzie nieinwazyjnego monitorowa-
nia jajnika, przeœledzili wzrost i regresjê poszczególnych pêcherzyków jajnika u tego
samego zwierzêcia i udowodnili, ¿e pêcherzyki antralne u byd³a rosn¹ grupowo
w sposób przypominaj¹cy fale [76, 85, 88]. To odkrycie zosta³o nastêpnie potwierdzo-
ne dla innych okresów aktywnoœci rozrodczej byd³a i innych gatunków. Obecnie fala
pêcherzykowa jest charakteryzowana przez zsynchronizowany wzrost grupy pêche-
rzyków, z których jeden (lub wiêcej) w sposób specyficzny gatunkowo, kontynuuje
wzrost, podczas gdy inne ulegaj¹ atrezji w ró¿nych okresach [28].

Powsta³o szereg nowych terminów stosowanych przy opisie fal pêcherzyków na
podstawie obserwacji ultrasonograficznych. Tak np. dzieñ pojawienia siê fali lub
rekrutacji pêcherzyków jest pierwszym dniem fali, wtedy kiedy rosn¹ca grupa
pêcherzyków jest wykrywalna przy u¿yciu ultrasonografii. Chocia¿ pojawienie siê
fali (ang. emergence) jest czêsto nazywane synonimowo równie¿ rekrutacj¹ (ang. re-
cruitment), to ostatnie okreœlenie jest bardziej precyzyjnie definiowane jako wzrost
pêcherzyka zale¿ny od gonadotropin [25]. Zwykle wzrost taki nastêpuje, kiedy
pêcherzyki osi¹gaj¹ œrednicê 4–6 mm u byd³a i 2–4 mm u owcy. Selekcja pêcherzy-
ków jest procesem, w którym nastêpuje redukcja liczby rosn¹cych pêcherzyków
w danej fali do iloœci pêcherzyków ulegaj¹cych owulacji u danego gatunku. W ka¿dej
pojawiaj¹cej siê fali czêœæ pêcherzyków ulega tzw. dewiacji i wczeœniej podlega
atrezji nie osi¹gaj¹c rozmiarów pêcherzyka dominuj¹cego. U byd³a – gatunku,
którego falowy profil wzrostu pêcherzyków jest bardzo dobrze scharakteryzowany –

Najwa¿niejsze osi¹gniêcia biologii rozrodu ssaków … 11



w wiêkszoœci cykli rujowych wystêpuj¹ 2 lub 3 fale. Charakterystykê fali pêcherzyków
u byd³a i innych gatunków zwierz¹t udomowionych przedstawiono w tabeli 3 [27].

Najnowsze badania zespo³u Mihm [70] dostarczy³y dowodów, ¿e dominuj¹cy
pêcherzyk „pozbywa siê” zale¿noœci od FSH, ale staje siê zale¿ny od LH w czasie
niskiego poziomu FSH w przebiegu fali pêcherzykowej. Dziêki badaniom grup For-
tune [30], Irelanda [53] i Mihm [71] okreœlono ró¿nice pomiêdzy pêcherzykami
dominuj¹cymi a podporz¹dkowanymi. W czasie spodziewanej dewiacji pêcherzyk
dominuj¹cy ma wy¿sz¹ wartoœæ estradiolu w p³ynie pêcherzykowym oraz wolnego
IGF-I. Zawartoœæ tego czynnika wzrostu jest kontrolowana przez zachowanie równo-
wagi zawartoœci bia³ek wi¹¿¹cych (IGFBP-4 i IGFBP-5) i proteaz, jak PAPR-A(Preg-
nancy-Associated Plasma Protein-A). Bia³ka wi¹¿¹ce IGF zapobiegaj¹ przy³¹czaniu
siê IGF-I do swojego receptora.

Wspó³czesna wiedza dotycz¹ca czynników, centralnych i lokalnych, kontrolu-
j¹cych dynamikê wzrostu pêcherzyków i funkcjê cia³ka ¿ó³tego, pozwoli³a na opraco-
wanie u byd³a specjalnych systemów manipulowania jajnikiem na potrzeby insemi-
nacji w wyznaczonym czasie. Proponowane procedury regulacji owulacji u byd³a
polegaj¹ na zastosowaniu farmaceutyków porównywalnych z hormonami lub ich
analogami kontroluj¹cymi funkcjê jajnika u krowy. Naœladuj¹ one naturalne fizjolo-
giczne procesy. We wczesnych latach siedemdziesi¹tych zastosowano PGF2� do
indukcji regresji cia³ka ¿ó³tego. Ówczesne strategie polega³y na dwóch iniekcjach
PGF2� co 11 dni (ja³ówki) lub 14 dni (krowy w laktacji), zak³adaj¹c, ¿e druga iniekcja
prostaglandyny spowoduje wy¿szy poziom synchronizacji zwierz¹t w rui. Jednak¿e
ten sposób nie by³ wystarczaj¹co precyzyjny do przeprowadzenia inseminacji w okre-
œlonym czasie bez wykrywania rui. W³aœnie dziêki znajomoœci dynamiki rozwoju
pêcherzyków podczas cyklu rujowego sta³o siê jasne, ¿e synchronizacja pêcherzyków
powinna byæ powi¹zana z indukowan¹ regresj¹ cia³ka ¿ó³tego w celu lepszej kontroli

12 A.J. Ziêcik

Tabela 3. Liczba fal pêcherzykowych i œrednica pêcherzyków w cyklu rujowym niektórych
gatunków zwierz¹t (wg. Evansa [27])

Gatunek Maksymalna œrednica pêcherzyków Piœmiennictwo

liczba fal pêcherzykowych
w cyklu

nieowulujace
[mm]

owuluj¹ce
[mm]

Byd³o 2 lub 3 10–15 12–20 [31, 38]

Owce 2–4 5–7 6–7 [6, 29, 40]

Kozy 3 lub 4 5–9 6–9 [24, 39, 41]

Konie 1 lub 2 30–45 40–55 [37]

Œwinie 0 6–7 7–10 [22, 23]

Bawo³y 2 lub 3 10–16 13–18 [7, 68, 103]

Psy ? 1–2 7–11 [49]

Koty 1 ka¿dego 8–24 dnia ? 3–4 [86]

Lamy 1 ka¿dego 11–20 dnia 9–16 9–12 [1, 17]

Wielb³ady 1 ka¿dego 17–19 dnia 17–64 9–19 [92]

Kury 0 6–8 powy¿ej 40 [35]

Czlowiek 2 lub 3 ? 23 [3]



czasu wyst¹pienia rui. Wiadomo, ¿e sprowokowany przez podanie GnRH, wyrzut LH
powoduje owulacjê i luteinizacjê dominuj¹cego pêcherzyka o œrednicy oko³o 10 mm.
Z drugiej strony luteinizacja dominuj¹cego pêcherzyka prowadzi do rekrutacji nowej
fali pêcherzykowej, tak ¿e nowy pêcherzyk dominuj¹cy pojawia siê 7 dni póŸniej,
kiedy ju¿ mo¿na spowodowaæ regresjê oryginalnego lub indukowanego przez GnRH
cia³ka ¿ó³tego (CL) i poprawiæ precyzjê momentu wyst¹pienia rui. Tak zaprogramo-
wana sekwencja podawania hormonów jest podstaw¹ programu inseminacyjnego
zwanego OvSynch (rys. 1). Protokó³ ten polega na iniekcji GnRH w dowolnym
okresie cyklu rujowego, w celu wywo³ania owulacji pêcherzyka dominuj¹cego
i synchronizacji pojawienia siê nowej fali. Siedem dni póŸniej podaje siê PGF2�

w celu regresji oryginalnego CL i nowo powsta³ego (po iniekcji GnRH). Nastêpnie
podaje siê ponownie GnRH po 48 godz. wywo³uj¹c zsynchronizowan¹ owulacjê
24–32 godz. póŸniej. Program ten rozbudowany zosta³ wspó³czeœnie dodatkowymi
programami: desynchronizacj¹ (ReSynch), posynchronizacj¹ i reinseminacj¹.

Mechanizm luteolizy, kontrola funkcji cia³ka ¿ó³tego
i matczyne rozpoznanie ci¹¿y

Prace nad funkcj¹ cia³ka ¿ó³tego u krowy i owcy zapocz¹tkowa³ William Hansel,
odkrywaj¹c ju¿ w 1964 roku, ¿e LH jest g³ównym hormonem luteotropowym [47].
Niezwyk³a ¿ywotnoœæ naukowa tego badacza pozwoli³a mu prawie pól wieku póŸ-
niej, okreœliæ rolê tlenku azotu (NO) i endoteliny w regresji cia³ka ¿ó³tego. Do roku
1980 generalnie ju¿ akceptowano, ¿e: 1) LH jest g³ówn¹ (i przypuszczalnie jedyn¹)
luteotropin¹ przysadkow¹ [47, 51]; 2) macica jest miejscem powstania luteolizyny
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Rysunek 1. Protokó³ programu inseminacyjnego OvSynch dla wykonania sztucznej inseminacji
w okreœlonym czasie u krów po porodzie z zastosowaniem presynchronizacji [106]



i przekazuje sygna³ do cia³ka ¿ó³tego poprzez lokalny mechanizm [2, 14, 36];
3) PGF2� pochodzenia macicznego osi¹ga przyleg³y, posiadaj¹cy CL jajnik poprzez
mechanizm ¿ylno-têtniczego transferu powoduj¹c lutealn¹ regresjê [36, 48]. W latach
osiemdziesi¹tych utrwali³ siê równie¿ pogl¹d, ¿e u prze¿uwaczy indukowane przez
oksytocynê luteolityczne pulsy PGF2� powoduj¹ funkcjonaln¹ i strukturaln¹ regresjê
CL w procesie zwanym luteoliz¹.

W dominuj¹cych do dziœ koncepcjach luteolizy CL proces ten rozpoczynaj¹cy siê
w luminalnym i gruczo³owym nab³onku endometrium wymaga nastêpuj¹cych po
sobie dzia³añ progesteronu, estrogenów i oksytocyny. Ci¹g³a ekspozycja endomet-
rium na progesteron podczas fazy lutealnej powoduje regulacjê w dó³ receptorów
progesteronu (oko³o 11 dnia cyklu), co przerywa hamuj¹cy wp³yw progesteronu na
ekspresjê receptora estradiolowego � (ER�) i receptora oksytocyny (OTR). ER�

pojawia siê ponownie 11–12 dnia post-estrus, tu¿ przed wyst¹pieniem receptorów
oksytocyny (OTR) w dniach 13 i 14 cyklu. Oksytocyna (OT) wi¹¿e siê z OTR
w nab³onku endometrium i zwiêksza uwalnianie luteolitycznych pulsów PGF2�

poprzez œcie¿kê cyklooksygenazy-2 (COX-2), powoduj¹c regresjê CL. U ciê¿arnej
owcy interferon tau (IFN�), który jest syntetyzowany i wydzielany przez wyd³u¿aj¹cy
siê zarodek, pocz¹wszy od 10 dnia ci¹¿y wi¹¿e siê do swojego receptora w nab³onku
luminalnym endometrium i hamuje transkrypcjê genu ER�. To dzia³anie IFN�

zapobiega formowaniu OTR, powoduj¹c podtrzymanie funkcji CL i produkcjê pro-
gesteronu. Interesuj¹ce jest, ¿e IFN� nie hamuje ogólnej produkcji PGF2�, która nawet
jest wiêksza u ciê¿arnych owiec ni¿ cyklicznych oraz nie wp³ywa na ekspresjê COX-2
w nab³onku endometrium wczesnociê¿arnych owiec [96]. W badaniach mechaniz-
mów kontroli funkcji cia³ka ¿ó³tego, luteolizy i matczynego rozpoznania ci¹¿y bardzo
mocno zaanga¿owane s¹ polskie zespo³y badawcze od koñca lat siedemdziesi¹tych
XX wieku. Kilka lat wczeœniej donios³e badania nad funkcj¹ PGF2� u owcy i krowy
prowadzi³ Bernard Barcikowski [5, 69]. Zainspirowane przez Krzymowskiego [62]
prace nad luteoliz¹ i funkcj¹ cia³ka ¿ó³tego u œwini [56, 118] zaowocowa³y szeregiem
odkryæ i nowych koncepcji regulacji jajnika u œwini i krowy.

Badania Krzymowskiego i Stefañczyk-Krzymowskiej doprowadzi³y do odkrycia
i udokumentowania nieznanych wczeœniej mechanizmów dzia³ania lokalnego syste-
mu zwrotnego i docelowego transferu hormonów jajnikowych w obszarze oko³ojajni-
kowego kompleksu naczyniowego, a szczególnie zwrotnego transferu prostaglandyn
w obszarze naczyñ krwionoœnych i limfatycznych krezki macicy, zapewniaj¹cego
regulacje ukrwienia macicy [63, 65, 97, 98, 99]. Opracowano równie¿ i opublikowano
oryginaln¹, w³asn¹ teoriê wyjaœniaj¹c¹ mechanizmy przebiegu regulacji cyklu rujo-
wego u zwierz¹t, ze szczególnym uwzglêdnieniem wp³ywu ukrwienia endometrium
i powstaj¹cej hipoksji w macicy na przebieg regulacji cyklu rujowego [61].

W nurt badañ nad funkcj¹ cia³ka ¿ó³tego u byd³a w³¹czy³ siê mocno zespó³ prof.
Jana Kotwicy. Wykaza³ on bowiem znaczenie lokalnej stymulacji �-adrenergicznej
jako czynnika wspieraj¹cego czynnoœæ cia³ka ¿ó³tego [57]. Wp³yw ten odbywa siê
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poprzez oddzia³ywanie na aktywnoœæ enzymów oraz ekspresjê genów dla bia³ka
STAR i enzymów steroidogenezy [84]. Wa¿n¹ publikacj¹ by³o zakwestionowanie roli
oksytocyny jako czynnika inicjuj¹cego luteolizê w czasie cyklu jajnikowego u krowy
[59]. Pogl¹d ten, podtrzymywany zreszt¹ przez innych badaczy, zbie¿ny jest z hipote-
z¹, ¿e w luteolizê CL u wielu gatunków zwierz¹t zaanga¿owany jest „plejotropowy
kompleks” wielu czynników, jak oksytocyna, LH czy TNF� [117], które niezale¿nie
od siebie, mog¹ zwiêkszaæ syntezê i uwalnianie PGF2�.

Kotwica i in. [58] wykazali równie¿ stymuluj¹cy wp³yw progesteronu na swoj¹
w³asn¹ syntezê w CL u byd³a. Tzw. autoregulacja syntezy progesteronu, czyli
stymuluj¹cy wp³yw tego hormonu na aktywnoœæ enzymów oraz na wzrost mRNA dla
enzymów steroidogenezy w CL i na nasilenie procesów antyapoptycznych [84]
obowi¹zuje prawdopodobnie w CL innych gatunków zwierz¹t.

Skar¿yñski i in. wykazali m.in., ¿e jednym z g³ównych czynników zaanga¿o-
wanych w regulacjê luteolizy u krowy jest cytokina TNF�, która uwalnia PGF2�

z macicy oraz bezpoœrednio dzia³a na CL, powoduj¹c jego regresjê [89, 91]. IFN� na-
tomiast hamuje stymulowane przez TNF� wydzielanie PGF2� w procesie matczyne-
go rozpoznania ci¹¿y [74]. Rolê uniwersalnego mediatora PGF2� i TNF� w ich dzia-
³aniu na CL krowy podczas luteolizy pe³ni NO [89, 90], syntetyzowany lokalnie w CL
krowy, stymuluj¹c uwalnianie prostaglandyn i hamuj¹c syntezê progesteronu [91].
Najistotniejszym odkryciem zespo³u Skar¿yñskiego jest wykazanie po raz pierwszy,
¿e zahamowanie lokalnej syntezy NO w narz¹dzie rodnym krowy, powstrzymuje
indukowan¹ przez PGF2� luteolizê [91]. TNF� i NO s¹ wiêc g³ównymi auto/pa-
rakrynnymi regulatorami oddzia³ywania PGF2� w procesie kontroli funkcji CL.

Regulacja funkcji CL jest bardzo z³o¿ona i, oprócz wymienionych wy¿ej czyn-
ników, wp³ywa na ni¹ LH i prolaktyna [42, 43, 118] oraz hormony metaboliczne jak
TSH [46] czy GH, IGF-1 i leptyna [45, 81, 82].

U œwini wyd³u¿aj¹cy siê zarodek syntetyzuje i wydziela estradiol, który jest
g³ównym czynnikiem utrzymuj¹cym funkcje CL [34]. Podobnie jak u prze¿uwaczy,
luteolizyn¹ u œwini jest PGF2�, choæ podawanie jej in vivo obni¿a zawartoœæ pro-
gesteronu we krwi od 12 dnia cyklu rujowego i rozpoczyna regresjê tkanki lutealnej
[62]. Krzymowski i in. [64] i Stefañczyk-Krzymowska i in. [98] sugeruj¹, ¿e mecha-
nizm ochronny cia³ek ¿ó³tych oparty jest na wychwycie PGF2� w obrêbie wiêzad³a
szerokiego macicy, a PGF2� transportowana jest nastêpnie do macicy z krwi têtniczej
na zasadzie przenoszenia zwrotnego. Luteotropowo/antyluteolityczne dzia³aie PGE2

jest powszechnie znane.
Zawartoœæ mRNA i bia³ka COX-2, kluczowego enzymu pierwszego etapu synte-

zy prostaglandyn, znacznie podnosi siê w b³onie œluzowej macicy podczas luteolizy
u loszek, a u ciê¿arnych zwierz¹t ten wzrost utrzymuje siê równie¿ w czasie implan-
tacji [9]. Ekspresja transkryptów koñcowych enzymów szlaku syntezy prostaglandyn
F2� (PGFS) i E2 (PGES-1), których wykazanie by³o mo¿liwe dziêki sklonowaniu ich
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cDNA [107], potwierdzi³y potencjaln¹ rolê PGFS w regulacji luteolizy u œwini.
Stwierdzono równie¿ wysok¹ ekspresjê mPGES-1 w endometrium przed implantacj¹.

Ostatnio wykazano, ¿e ju¿ 11–12-dniowe zarodki œwini maj¹ kompletny system
enzymatyczny na poziomie genu i bia³ka w³aœnie do syntezy prostaglandyny E2 [108].
W tym czasie zarodki nie maj¹ zdolnoœci syntezy PGF2�, która to pojawia siê w 14
dniu. Dodatkowo estradiol hamuje enzymy zaanga¿owane w syntezê PGF2�,
a szczególnie 9-ketoreduktazê. Razem powoduje to wzrost poda¿y PGE2, co zwiêksza
stosunek PGE2 : PGF2�, newralgiczny dla podtrzymania funkcji cia³ka ¿ó³tego, co
wykaza³y m.in. Gregoraszczuk i Michaœ [44].

Ró¿nicowanie p³ci (seksowanie)

Ró¿nicowanie p³ci potomstwa, z mo¿liwoœci¹ wyprodukowania wiêkszej iloœci
ja³ówek do remontu stada, by³oby bardzo przydatne dla hodowców byd³a mlecznego.
Do niedawna jedyn¹ opcj¹ by³o seksowanie zarodków. Pojedyncza komórka mo¿e
byæ potencjalnie przebadana nie tylko na obecnoœæ chromosomów X i Y, ale równie¿
na ekspresjê nieograniczonej iloœci genów lub zmian chromosomalnych.

W 1987 roku Larry Johnson z USDA (USA) wprowadzi³ metodê sortowania
nasienia opart¹ na zawartoœci DNA. Przy u¿yciu barwnika fluoroscencyjnego (Hoecht
33342) wi¹¿¹cego siê z kwasami nukleinowymi, nasienie zosta³o oznakowane i sorto-
wane w specjalnym fluoroscencyjnym sorterze komórkowym (FACS). Plemniki
z chromosomem X zawieraj¹ wiêcej DNA, a tym samym wiêcej barwnika, i mog¹ byæ
oddzielone od plemników Y. Technologia ta jest obecnie komercyjnie dostêpna
w USA. Wystêpuj¹ jednak du¿e niedogodnoœci zwi¹zane z technologi¹ seksowania
nasienia. Po pierwsze jest to proces bardzo powolny, o wydajnoœci oko³o 150 do 200
s³omek nasienia/urz¹dzenie w ci¹gu dnia. Dla porównania, mleczne farmy USA
u¿ywaj¹ prawie 44000 porcji nasienia ka¿dego dnia. Dodatkowo, wiele plemników
ulega uszkodzeniu w procesie sortowania i a¿ 70% nie mo¿e byæ przesortowana
z powodu uszkodzeñ lub te¿ braku „wyznakowania”. Drugim problemem jest niski
procent zap³odnienia (35% vs 55% dla „nieseksowanego” nasienia) chocia¿ uzyskuje
siê 95% planowanej p³ci. W Polsce, na pocz¹tku lat dziewiêædziesi¹tych XX wieku,
w Instytucie Zootechniki, rozpoczêto prace nad metodami regulacji p³ci u zwierz¹t
domowych [111] stwierdzaj¹c, szybszy rozwój in vitro zarodków bydlêcych p³ci
mêskiej. W 2003 roku uzyskano pierwsze cielê urodzone po inseminacji nasieniem
seksowanym [11]. Stwierdzono równie¿ silny wp³yw nawet niewielkich uszkodzeñ
chromatyny plemnikowej na obni¿enie p³odnoœci buhajów [12], ale nie ogierów[10]
po procedurze ró¿nicowania p³ci.
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Rozmieszczenie zespo³ów biologii rozrodu w Polsce
i próba analizy poziomu badañ na tle osi¹gniêæ œwiatowych

Obecnie w Polsce istnieje ponad 50 zespo³ów naukowych prowadz¹cych badania
w zakresie szeroko rozumianej biologii rozrodu ssaków, ptaków i ryb, skupionych
w g³ównie 10 oœrodkach (œrodowiskach) reprezentuj¹cych uczelnie akademickie, przede
wszystkim akademie rolnicze, instytuty PAN i resortowe (rys. 2). Dwa najsilniejsze
i najliczniejsze to œrodowisko olsztyñskie (UW-M i IRZBZ PAN) i krakowskie (AR, UJ
i IZ). Na trzecim miejscu, ale w sporym dystansie od Olsztyna i Krakowa, plasuje siê
œrodowisko warszawskie (instytuty PAN w Jab³onnie i Jastrzêbcu oraz SGGW) z oœmio-
ma zespo³ami. W pozosta³ych oœrodkach pracuj¹ po 2–3 zespo³y. Na podkreœlenie
zas³uguje pojawienie siê nowych grup w Rzeszowie i Siedlcach. Nale¿a³oby postawiæ
pytanie, jaki jest udzia³ badañ prowadzonych w Polsce w nauce œwiatowej w zakresie
biologii rozrodu zwierz¹t. Hryniewicz [52] podaje cztery kryteria wk³adu danej dys-
cypliny do nauki œwiatowej. S¹ to:
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Rysunek 2. Liczba zespo³ów naukowych biologii rozrodu zwierz¹t w 10 oœrodkach w Polsce



� liczba prac publikowanych w czasopismach o miêdzynarodowym zasiêgu i liczba
cytowañ tych prac w literaturze naukowej;

� liczba wyg³aszanych referatów plenarnych na konferencjach miêdzynarodowych;
� organizacja w Polsce miêdzynarodowych konferencji z danej dyscypliny naukowej;
� udzia³ w miêdzynarodowych programach badawczych.

Uwa¿a siê równie¿, ¿e „liczba cytowañ to podstawowy wskaŸnik jakoœci publi-
kacji naukowych, bo tylko nowatorskie prace s¹ przywo³ywane wielokrotnie” [60].
Przyjmuj¹c liczbê cytowañ jako uproszczony wskaŸnik „wk³adu” biologii rozrodu
zwierz¹t w Polsce do nauki œwiatowej, w tabeli 1 zaznaczono gwiazdkami (od 1 do 4)
udzia³ polskich zespo³ów. Udzia³ ten jest zauwa¿alny w wiêkszoœci wytypowanych
przez zagranicznych ekspertów zagadnieñ, jakkolwiek najwiêcej cytowañ polskich
naukowców dotyczy mechanizmu luteolizy i kontroli funkcji cia³ka ¿ó³tego oraz
problemu matczynego rozpoznania ci¹¿y. Badania nad klonowaniem zarodkowym
i somatycznym wykonywane w Polsce s¹ równie¿ mocno reprezentowane
w piœmiennictwie œwiatowym. W tabeli 4 przedstawiono iloœæ cytowañ polskich
liderów zespo³ów zaanga¿owanych w badania biologii rozrodu ssaków z zaznacze-
niem œrodowiska naukowego, liczby cytowañ (wyra¿onej w przedzia³ach) i reprezen-
towanej specjalnoœci. Najwiêksz¹ liczb¹ cytowañ w tej grupie osób wg SCI szczyci
siê prof. Barbara Biliñska z UJ (przedzia³ 500–600 w ci¹gu ostatnich 10 lat), reprezen-
tuj¹ca andrologiê. Bior¹c pod uwagê tylko rozród ssaków w czo³owej dwunastce
najczêœciej cytowanych autorów – 8 reprezentuje endokrynologiê rozrodu, 2 – andro-
logiê i 2 – biotechnologiê, przy czym reprezentowane s¹ tylko œrodowiska krakowskie
i olszyñskie w 50 procentach. Poszerzaj¹c liczbê cytowañ liderów grup o osoby
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Tabela 4. Liczba cytowañ polskich liderów zespo³ów biologii rozrodu ssaków w okresie
1996–2006 z uwzglêdnieniem œrodowiska naukowego i specjalnoœci naukowej (wg Institute for
Scientific Information – Science Citation Index)

Lp. Œrodowisko
naukowe

Liczba cytowañ Specjalnoœæ
naukowa

50–100 100–200 200–400 400–500 500–600

1. Kraków x andrologia

2. Olsztyn x endokrynologia

3. Olsztyn x endokrynologia

4. Olsztyn x endokrynologia

5. Kraków x endokrynologia

6. Olsztyn x endokrynologia

7. Kraków x biotechnologia

8. Olsztyn x andrologia

9. Olsztyn x endokrynologia

10. Kraków x endokrynologia

11. Kraków x biotechnologia

12. Kraków x endokrynologia



zajmuj¹ce siê rozrodem ptaków i ryb oraz wyd³u¿aj¹c j¹ do 24 pozycji, otrzymujemy
pe³niejszy przegl¹d wk³adu polskich naukowców do nauki œwiatowej (tab. 5). W tym
ustawieniu pa³eczkê lidera przejmuje prof. Andrzej Ciereszko z IRBZ PAN w Olszty-
nie – androlog ryb, nieznacznie wyprzedzaj¹c prof. Biliñsk¹. W dalszym ci¹gu
przoduje endokrynologia rozrodu (11 osób), przed biotechnologi¹ i andrologi¹ (odpo-
wiednio 5 i 4 osoby). Na tej rozszerzonej liœcie znajduje siê równie¿ neuroendokry-
nologia (2 osoby) oraz patologia rozrodu i rozród ptaków (po 1 osobie).

Geograficznie, na pierwszym miejscu jest Olsztyn (50%) przed Krakowem
(29,1%) i œrodowiskiem warszawskim (12,5%). W tabeli 5 pojawili siê te¿ przedsta-
wiciele Bydgoszczy i Poznania.
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Tabela 5. Liczba cytowañ polskich liderów zespo³ów biologii rozrodu krêgowców (ssaki, ptaki
ryby) w okresie 1996-2006 z uwzglêdnieniem œrodowiska naukowego i specjalnoœci naukowej
(wg Institute for Scientific Information – Science Citation Index)

Lp. Œrodowisko
naukowe

Liczba cytowañ Specjalnoœæ
naukowa

50–100 100–200 200–400 400–500 500–600

1 Olsztyn x andrologia

2 Kraków x andrologia

3 Olsztyn x endokrynologia

4 Olsztyn x endokrynologia

5 Olsztyn x endokrynologia

6 Kraków x endokrynologia

7 Olsztyn x endokrynologia

8 Olsztyn x andrologia

9 Kraków x biotechnologia

10 Olsztyn x andrologia

11 Olsztyn x endokrynologia

12 Kraków x endokrynologia

13 Kraków x biotechnologia

14 Kraków x endokrynologia

15 Warszawa x biotechnologia

16 Kraków 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 rozród ptaków

23 Olsztyn x endokrynologia

24 Poznañ x biotechnologia



Biologia rozrodu samca

Analiza oceny polskiego wk³adu biologii rozrodu do dorobku ogólnoœwiatowego
na podstawie cytowañ, wyraŸnie wskazuje, ¿e opracowana lista najwa¿niejszych
osi¹gniêæ tylko na podstawie zagranicznej ankiety nie zwiera andrologii rozrodu.
Przyczyn¹ tego mo¿e byæ fakt, ¿e wœród zagranicznych ankietowanych nie by³o
andrologów. Andrologia w Polsce ma d³ug¹ tradycjê, a polscy prekursorzy w piœmien-
nictwie œwiatowym to: Wierzbowski S., Wierzchoœ E. 1969. Cannulation of the vas
defferens in the boar. J. Reprod. Fertil. 19: 173–175 oraz Strze¿ek J., Wo³os A. 1974.
Some biochemical and immunological properties of a 5’-nucleotidase of bull seminal
plasma. J. Reprod. Fertil. 40: 197–201.

Nastêpne lata przynios³y niepodwa¿alny rozwój badañ nad biologi¹ rozrodu
samca, z uwzglêdnieniem zagadnieñ technologicznych nasienia (konserwacja i krio-
konserwacja, rozdzia³ plemników X i Y) w ró¿nych oœrodkach naukowych kraju.
Pionierem badañ biochemii mêskiego uk³adu rozrodczego zwierz¹t gospodarskich
w Polsce jest prof. Jerzy Strze¿ek. Zainteresowania zespo³u prof. Strze¿ka dotycz¹
trzech g³ównych problemów badawczych, rozwi¹zywanych przede wszystkim na
modelu knura:
1. Czynniki wp³ywaj¹ce na produkcjê i jakoœæ nasienia.
2. Proteomika plazmy nasienia.
3. Kriobiologia nasienia (kriobiochemia).

Wizytówk¹ naukow¹ zespo³u w ci¹gu ostatnich dziesiêcioleci s¹ badania nad
bia³kami plazmowymi ró¿nych gatunków zwierz¹t. Badania te mieszcz¹ siê w no-
wym kierunku badawczym – proteomice, zajmuj¹cym siê porównywaniem proteo-
mów – zespo³ów bia³ek kodowanych przez genom z uwzglêdnieniem ich struktury,
lokalizacji, modyfikacji, interakcji, aktywnoœci i funkcji. Spoœród licznych substancji
bia³kowych i peptydowych izolowanych i oczyszczonych przez zespól [101, 102,
115] wyró¿niæ nale¿y badania nad kompleksem glikoproteinowym o m.cz. 54 kDa
(Gp 54), izolowanym z p³ynu gruczo³ów pêcherzykowych knura [100]. Obok unikal-
nych w³aœciwoœci biologicznych (m.in. immunosuppresorowe, antyproteolityczne,
hemoglutacyjne) analiza sekwencji aminokwasów wykaza³a homologiê Gp 54
z sekwencjami plazmowych bia³ek adhezyjnych (spermadhezyny AQN-3 AWN
i DQH) [77].

Lider rankingu prac z zakresu rozrodu ssaków – prof. B. Biliñska za znacz¹ce
osi¹gniêcia w swoim dorobku naukowym, ujmuj¹c chronologicznie, uwa¿a:
1. Wykazanie korelacji pomiêdzy morfologi¹, a funkcj¹ in vitro komórek Leydiga

gryzoni (udzia³ cytoszkieletu w procesie steroidogenezy).
2. Wykazanie parakrynowych oddzia³ywañ pomiêdzy komórkami Leydiga, Sertolie-

go, produktami kanalika nasiennego oraz makrofagami tkanki interstycjalnej.
3. Okreœlenie aktywnoœci, ekspresji i miejsca dzia³ania aromatazy u samców szczu-

ra, nornicy rudej, konia i cz³owieka.
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Najczêœciej cytowane jej prace to:
1. Levallet J., Biliñska B., Mittre H., Genissel C., Fresnel J., Carreau S. 1998.

Expression and immunolocalization of functional cytochrome P450 aromatase in
mature rat testicular cells. Biol Reprod 58: 919–926 (indeks cytacji = 117).

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

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

Uwagi koñcowe

Podsumowuj¹c œwiatowe osi¹gniêcia mo¿na stwierdziæ, ¿e za najwa¿niejsze
uznano te dotycz¹ce biotechnologii i biotechniki rozrodu, a tak¿e badania wyjaœnia-
j¹ce regulacje funkcji gonad. Biologia rozrodu zwierz¹t w Polsce jest widoczna na tle
osi¹gniêæ œwiatowych i nale¿y do najbardziej dynamicznie rozwijaj¹cych siê dyscyp-
lin naukowych w kraju.

Przedstawione powy¿ej obserwacje by³y prób¹ obiektywnego spojrzenia na naj-
wa¿niejsze osi¹gniêcia w rozrodzie ssaków ostatniego æwieræwiecza. Jednak, wed³ug
prof. Krzymowskiego, Polska ma swoj¹ specyfikê, ze wzglêdów zrozumia³ych trudno
zauwa¿aln¹ w œwiecie. Wynika ona z kompetencji naukowej grupy badaczy-fizjo-
logów, która zainicjowa³a i rozwinê³a do znacz¹cych rozmiarów badania naukowe
w latach szeœædziesi¹tych i siedemdziesi¹tych oraz wykszta³ci³a kadrê i ukszta³towa³a
polskie szko³y naukowe z tego zakresu badañ, posiadaj¹ce dziœ znacz¹cy dorobek
publikacyjny i znacz¹c¹ kadrê naukow¹. Fundamenty badañ nad regulacjami fizjolo-
gicznymi w zakresie rozrodu samicy, które zawa¿y³y o rozwoju podstawowych badañ
nad regulacj¹ rozrodu, stworzone zosta³y g³ównie w trzech oœrodkach naukowych
przez trzech fizjologów:
� w Instytucie Fizjologii i ¯ywienia Zwierz¹t PAN przez fizjologa prof. Eugeniusza

Domañskiego,
� w Instytucie Fizjologii Zwierz¹t Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie

przez fizjologa prof. Tadeusza Krzymowskiego,
� w Katedrze Fizjologii Zwierz¹t Uniwersytetu Jagielloñskiego w Krakowie przez

fizjologa prof. Stanis³awê Stok³osow¹.
Rezultatem rozwoju oœrodków w Jab³onnie, Olsztynie i Krakowie i miar¹ wska-

zuj¹c¹ na rozleg³oœæ badañ by³a i jest wykszta³cona tam i pracuj¹ca kadra naukowa
profesorów i doktorów habilitowanych, skoncentrowanych na wyjaœnianiu niezna-
nych dot¹d mechanizmów fizjologicznych regulacji rozrodu u samicy.

£¹cznie we wspomnianych trzech oœrodkach zaanga¿owanych by³o oko³o 30
samodzielnych pracowników naukowych, prawie wy³¹cznie skoncentrowanych na
badaniach rozrodu u samicy. Jeœli liczbê profesorów i doktorów habilitowanych,
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zaanga¿owanych w podstawowych badaniach fizjologicznych, porównaæ z liczb¹
pracowników zajmuj¹cych siê fizjologicznymi badaniami stosowanymi (oko³o 10
osób g³ównie w Instytucie Zootechniki i katedrach AR) lub badaniami z zakresu
patologii rozrodu (oko³o 10 osób z wydzia³ów medycyny weterynaryjnej) – to
zrozumia³a jest znacz¹ca przewaga podstawowych badañ fizjologicznych nad inny-
mi. Jest to odwrotnie ni¿ w wiêkszoœci pañstw europejskich i w innych krajach œwiata,
gdzie zdecydowanie przewa¿aj¹ badania ukierunkowane na problematykê zwi¹zan¹
z praktyk¹ zootechniczn¹ i weterynaryjn¹, a katedry fizjologii zwierz¹t zajmuj¹ siê
tradycyjnie innymi problemami ni¿ rozród.

Nale¿y odró¿niæ pojedyncze, nawet bardzo cenne publikacje, które w³¹czaj¹ siê
w nurt badañ œwiatowych i uzupe³niaj¹ je, od oryginalnych, w³asnych, konsekwentnie
prowadzonych badañ koncepcyjnych, zmierzaj¹cych do pokazania nieznanych me-
chanizmów regulacyjnych. Te ostatnie stanowi¹ istotny, licz¹cy siê dorobek polskiej
szko³y naukowej, nale¿y je zauwa¿aæ i szczyciæ siê nimi.

W Instytucie Fizjologii i ¯ywienia PAN w Jab³onnie utworzona zosta³a szko³a
naukowa neuroendokrynologów. Jej specjalnoœæ to badania mechanizmów neuralnej,
oœrodkowej regulacji rozrodu, a szczególnie badania mechanizmów regulacyjnych
powi¹zanych z rozrodem w obszarze ró¿nych j¹der podwzgórza. Zespó³ pracow-
ników przez oko³o 40 lat – jak rzadko na œwiecie – konsekwentnie, niezale¿nie od
wzglêdów koniunkturalnych, prowadzi³ podstawowe, twórcze badania neuroendo-
krynologiczne, wykazuj¹c w swojej w¹skiej, ale bardzo znacz¹cej specjalnoœci, du¿¹
konsekwencjê i uzyskuj¹c licz¹cy siê dorobek naukowy.

Olsztyñska szko³a naukowa fizjologów skoncentrowa³a siê na hormonalnej regu-
lacji czynnoœci narz¹dów rodnych samicy, ze szczególnym uwzglêdnieniem regulacji
lokalnych. Ze wzglêdu na bardzo liczny zespó³ pracowników prowadz¹cych badania
nad fizjologi¹ rozrodu samicy, w œciœle ze sob¹ wspó³pracuj¹cych dwóch instytu-
cjach, a mianowicie w Katedrze Fizjologii Zwierz¹t UW-M i w Oddziale Endokryno-
logii i Patofizjologii Rozrodu Instytutu Rozrodu Zwierz¹t i Badañ ¯ywnoœci PAN,
powsta³a licz¹ca siê szko³a naukowa, o szerokim profilu badañ, ale konsekwentnie
pog³êbiaj¹ca wiedzê g³ównie w zakresie lokalnych regulacji hormonalnej czynnoœci
narz¹dów rodnych samicy (jajnik, jajowód, macica) w cyklu i wczesnej ci¹¿y.

W Krakowie powsta³ licz¹cy siê w nauce oœrodek wyspecjalizowany w badaniu
mechanizmów regulacyjnych na poziomie komórki, który stworzy³ w Polsce i roz-
win¹³ badania oparte na metodach hodowli izolowanych komórek in vitro.

Potwierdzeniem tezy o dominacji badañ fizjologicznych nad innymi w Polsce s¹
dane w tabeli 5. Przedstawiciele nauk fizjologicznych – endokrynologii i neuroendo-
krynologii zajmuj¹ ponad po³owê (54,1%) miejsc na liœcie najczêœciej cytowanych
osób z zakresu rozrodu kregowców.
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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, spermatozoa and 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
SCI.

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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Naukowe i praktyczne aspekty rozrodu byd³a

Jan Kotwica
1
, Tomasz Janowski

2
, Edward Malinowski

3
, Jêdrzej Jaœkowski

4

1 Instytut Rozrodu Zwierz¹t i Badañ ¯ywnoœci PAN, Olsztyn,
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S³owa kluczowe: byd³o, rozród, biotechniki w rozrodzie

W Polsce jest obecnie oko³o 2,7 mln krów mlecznych, podczas gdy stado krów ras
miêsnych liczy tylko kilkanaœcie tysiêcy sztuk. Pod kontrol¹ u¿ytkowoœci by³o 18,9%
krów mlecznych i w tej grupie œrednia wydajnoœæ wynosi³a 6500 kg mleka za okres 298
dni. Przeciêtny okres miêdzywycieleniowy wynosi³ 416 dni, czyli okres ja³owienia
trwa³ œrednio 5 miesiêcy. Dane te odnosz¹ siê do stad o œredniej wielkoœci 28 krów.

Zaznaczyæ nale¿y, ¿e przed okresem udomowienia byd³a i ich mlecznym u¿ytko-
waniem, krowy wytwarza³y tak¹ iloœæ mleka, która mia³a zaspokoiæ potrzeby ¿ywie-
niowe narodzonego cielêcia. Krowy ras miêsnych, które w tradycyjny sposób odcho-
wuj¹ cielêta, wytwarzaj¹ 1000–1500 kg mleka podczas laktacji. W takiej sytuacji
laktacja nie stanowi³a zbyt du¿ego obci¹¿enia organizmu matki, dlatego te¿ energia
i sk³adniki paszy zapewnia³y zarówno homeostazê jej organizmu jak i regularn¹
cyklicznoœæ procesów rozrodczych.

W takim ujêciu intensywna praca hodowlana, nakierowana na zwiêkszenie wy-
dajnoœci mlecznej, istotnie zmieni³a ten stan, gdy¿ selekcja jakiejœ cechy to jest tak¿e
forma manipulacji genetycznej. Wiadomo bowiem, ¿e wybór czyli selekcja jednej
cechy sprawia, ¿e pomniejszona zostaje szansa ujawnienia siê innej cechy. Wynika to
z teorii o samolubnym genie Richarda Dawkinsa [7]. Przypomnieæ nale¿y, ¿e gen to
tyle co przepis na bia³ko. To instrukcja na syntezê bia³ka w komórce, najczêœciej
bia³ka enzymu kieruj¹cego œciœle okreœlonym procesem w organizmie. Czyli gen
realizuj¹c swój program, bêdzie uszczupla³ mo¿liwoœci ekspresji innego genu. St¹d
te¿ rozprzestrzenienie siê jednej lub kilku cech po¿¹danych z punktu widzenia
kierunku u¿ytkowania zwierzêcia, ograniczy szanse ujawnienia siê innych cech. Przy
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czym te nieujawnione cechy (o czym nie wiemy na pewno) mog¹ okazaæ siê wa¿ne
lub nawet bardzo wa¿ne dla utrzymania stanu homeostazy, a wiêc stanu zdrowia
zwierzêcia.

Zatem selekcja nakierowana na wiêksz¹ mlecznoœæ lub na przyrosty miêœni,
w konsekwencji pomniejsza szanse zabezpieczenia, na niezbêdnym poziomie, potrzeb
bytowych zwierzêcia. Mo¿e to zawa¿yæ na jego przysz³ym zdrowiu oraz powiêkszy
siê prawdopodobieñstwo wyst¹pienia zak³óceñ w rozrodzie. St¹d ju¿ blisko do
uprawnionej konkluzji, ¿e wiêkszoœæ problemów, z którymi mamy do czynienia
w intensywnej hodowli, to cena za postêp osi¹gniêty w d¹¿eniu do ekspresji cech,
które wczeœniej uznaliœmy za wa¿ne.

Mo¿liwe nawet, ¿e wysokowydajne zwierzê zosta³o tak zmienione, i¿ szereg
wczeœniejszych przystosowañ biologicznych, zapewniaj¹cych homeostazê organizmu,
zosta³o bezpowrotnie rozregulowanych i utraconych. Jeœli wiêc przedstawiona argu-
mentacja jest poprawna, to doszliœmy w niej do punktu, który byæ mo¿e u³atwi
pe³niejsze zrozumienie nowych problemów wysoko intensywnej hodowli. Mo¿liwe
tak¿e, i¿ pozwoli to wyzbyæ siê z³udzeñ, ¿e kiedyœ problemy te definitywnie rozwi¹¿e-
my. Raczej nale¿y s¹dziæ, ¿e raz zachwiana homeostaza organizmu, tak¹ ju¿ pozosta-
nie na wiele lat. Mo¿e i na zawsze. Zmienne bêd¹ jedynie symptomy, za pomoc¹
których zwierzê bêdzie nam to ujawniaæ.

Dlatego zmiany genetyczne osi¹gniête na drodze postêpu hodowlanego sprawi³y,
¿e geny warunkuj¹ce mlecznoœæ, przesunê³y wykorzystanie energii paszy na produk-
cjê mleka, os³abiaj¹c szereg procesów sk³adaj¹cych siê na zdrowie zwierzêcia i za-
k³ócaj¹c procesy rozrodu. Wyra¿a siê to miêdzy innymi zjawiskiem tzw. ujemnego
bilansu energetycznego, powoduj¹cego utratê masy cia³a nawet do 10–12% w pier-
wszych tygodniach laktacji. St¹d te¿ jest norm¹ w intensywnej hodowli, ¿e wzrost
wydajnoœci mlecznej wymaga równolegle wiêkszych nak³adów na ochronê zdrowia,
wyd³u¿a okresy miêdzywycieleniowe oraz powoduje, ¿e wzrasta liczba zabiegów
inseminacyjnych w celu uzyskania skutecznego zap³odnienia. Te zewnêtrzne objawy
s¹ ilustracj¹ powa¿niejszych zak³óceñ wa¿nych procesów regulacyjnych zacho-
dz¹cych w organizmie.

Czego wiêc w tym kontekœcie dotycz¹ badania nad rozrodem u byd³a? Badania
fizjologiczne, które zesz³y na poziom komórki oraz regulacji genowych, dotycz¹
mechanizmów selekcji i regulacji wzrostu pêcherzyka jajnikowego, regulacji czynnoœ-
ci cia³ka ¿ó³tego (CL), a w szczególnoœci mechanizmu zapocz¹tkowania i przebiegu
luteolizy, wp³ywu czynników ¿ywieniowych na czynnoœæ macicy i jajnika, interakcji
uk³adu immunologicznego i endokrynnego w regulacji czynnoœci cia³ka ¿ó³tego oraz
macicy w cyklu i ci¹¿y. Badania z tego zakresu wykonywane w Polsce, a mieszcz¹ce siê
w g³ównym nurcie badañ œwiatowych, skoncentrowane s¹ g³ównie w Olsztynie
w Instytucie Rozrodu Zwierz¹t i Badañ ¯ywnoœci PAN, a tak¿e w mniejszym zakresie
na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej oraz w Instytucie Immunologii i Terapii
Doœwiadczalnej PAN we Wroc³awiu. Uszczegó³awiaj¹c, badania te obejmuj¹ tak¿e:
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� auto/parakrynn¹ komunikacjê miêdzy komórkami uk³adu rodnego;
� udzia³ mechanizmów regulacyjnych (uk³ad nerwowy, hormonalny, immunolo-

giczny) w czynnoœci komórek jajnika i macicy, tzn. jak specyficzne efektory
w uk³adzie rozrodczym zmieniaj¹ wra¿liwoœæ komórek docelowych na dzia³anie
hormonów;

� wyjaœnienie mechanizmów wewn¹trzkomórkowych, za pomoc¹ których komórki
endokrynne s¹ pobudzane lub hamowane;

� wa¿nym obszarem badañ jest wp³yw czynników œrodowiskowych czyli substancji
czynnych roœlin (fitoestrogenów), co ma zwi¹zek z coraz czêstszymi monodietami
w ¿ywieniu oraz wp³ywu ska¿eñ œrodowiskowych (ksenobiotyków) na procesy
rozrodu. W tym drugim jednak wypadku byd³o jest obiektem badañ, ale tak¿e
dawc¹ tkanek do œledzenia procesów o charakterze ponadgatunkowym.

Najd³u¿ej kontynuowane badania podstawowe obejmuj¹ czynnoœæ CL krowy,
a w tym regulacyjny udzia³ unerwienia adrenergicznego oraz oksytocyny jajnikowej
(OT). W serii badañ wykazano, ¿e liczba b³onowych �-receptorów w komórkach
lutealnych jest zmienna w zale¿noœci od fazy cyklu rujowego i jest dodatnio skorelo-
wana z obwodowym stê¿eniem progesteronu [55]. Adrenergiczna stymulacja jajnika
(poprzez �-receptory) wywo³uje gwa³towny wzrost uwalniania OT i progesteronu
[34]. Wydaje siê, ¿e jest to szczególnie wa¿ne w czasie krótkotrwa³ego stresu jako
mechanizm ochrony wczesnej ci¹¿y [32]. Tym bardziej, ¿e farmakologiczna blokada
�-receptorów obni¿a o 20–40% podstawow¹ sekrecjê progesteronu [36], a d³ugo-
trwa³y stres powoduje tzw. down-regulation �-receptorów w CL [55]. Nastêpnie
wykazano skorelowan¹ zawartoœæ noradrenaliny (NA) i dopaminy w CL[50], u¿ywa-
j¹c zaœ skrawków CL lub izolowanych komórek lutealnych wykazano, ¿e CL zawiera
�-hydroksylazê dopaminy [35]. Zatem CL mo¿e syntezowaæ NA z dopaminy jako pre-
kursora. Dalej wykazano, ¿e NA aktywuj¹c �2-receptor wp³ywa na produkcjê OT po-
przez aktywacjê monooksygenazy peptydylo-glicylo-�-amidowej – enzymu odpowie-
dzialnego za potranslacyjne przemiany podczas syntezy OT [3], zaœ poprzez �1-
i �2-receptory NA oddzia³uje na aktywnoœæ cytochromu P450scc oraz dehydrogenazê
3�-hydroxysteroidow¹ [3, 49], tj. enzymów koñcowego szlaku syntezy progesteronu.
Ponadto NA wp³ywa na steroidogenezê na poziomie genowym, wywo³uj¹c wzrost
mRNA dla bia³ka StAR i wspomnianych enzymów uczestnicz¹cych w syntezie
progesteronu [57].

Zakwestionowano rolê oksytocyny jako czynnika inicjuj¹cego luteolizê w czasie
cyklu rujowego u krowy [37] wskazano zaœ, ¿e to czas trwania wysokiego stê¿enia
progesteronu, przy równoczesnym braku luteotropowego sygna³u z blastocysty mo¿e
byæ pierwszym krokiem ku luteolizie. Dostarczono dowodów na autoregulacjê syn-
tezy progesteronu, który zwiêksza aktywnoœæ enzymów uczestnicz¹cych w jego
w³asnej syntezie przez cia³ko ¿ó³te (CL) [33], a tak¿e wzmaga wzrost mRNA dla
enzymów steroidogenezy w CL i równoczeœnie nasila proces ochrony komórek
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lutealnych przed apoptoz¹ [43]. Obni¿enie zaœ zdolnoœci komórki do syntezy proges-
teronu w³¹cza genetyczny program œmierci komórki [43] (rys.1). Mo¿liwe, ¿e upraw-
nia to do wyra¿enia ogólniejszego pogl¹du: tak d³ugo jak d³ugo komórka wype³nia
swoj¹ specjalistyczn¹ funkcjê, w³¹czone s¹ w niej równolegle mechanizmy chroni¹ce
komórkê przed œmierci¹, natomiast nasilone s¹ genetyczne programy – ku ¿yciu. Jeœli
zahamowana lub obni¿ona zostanie podstawowa funkcja komórki, w³¹czany jest
genetyczny program jej œmierci.

Kolejny obszar badañ dotyczy wp³ywu progesteronu na receptory OT w endo-
metrium byd³a i pozagenomowego dzia³ania progesteronu w komórkach CL. Wyka-
zano, ¿e progesteron oddzia³uj¹c na poziomie b³on komórkowych upoœledza wi¹zanie
siê OT do w³asnego receptora i hamuje w ten sposób dzia³anie OT w endometrium [4].
Ponadto wykazano pozagenomowe dzia³anie progesteronu i szeregu innych steroidów
na uwalnianie prostaglandyny E2 w komórkach CL [8, 9]. Otrzymane dane pomagaj¹
pe³niej zrozumieæ mechanizm tzw. bloku progesteronowego u krowy.

Dostarczono tak¿e wiele danych dotycz¹cych mechanizmu wp³ywu polichloro-
wanych bifenyli (PCBs) na motorykê miêœniówki macicy [67, 68] oraz czynnoœæ
sekrecyjn¹ komórek endometrium [69], miometrium (Wróbel – niepublikowane
dane), komórek lutealnych [51–53] i komórek warstwy ziarnistej pêcherzyka jajniko-
wego krowy [51, 53, 54]. Ale uzyskano tak¿e interesuj¹ce dane, ¿e szereg fitoestro-
genów mo¿e pomniejszaæ lub znosiæ negatywny wp³yw PCBs [Wróbel, Kotwica –
dane niepublikowane). Mo¿liwe wiêc, ¿e odpowiednie ¿ywienie mo¿e byæ istotnym
czynnikiem znosz¹cym wp³yw ska¿eñ œrodowiskowych na rozród.

Równie wa¿ny obszar podstawowych badañ dotyczy wyjaœnienia przyczyn wczes-
nej zamieralnoœci zarodków, a w szczególnoœci wyjaœnienie endokrynnych, immuno-
logicznych i biochemicznych mechanizmów zaanga¿owanych w regulacjê wydziela-
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• wzrost aktywnoœci enzymów szlaku steroidogenezy lutealnej
• wzrost ekspresji genów dla tych enzymów i dla bia³ka StAR

• obni¿enie aktywnoœci enzymów syntezy progesteronu
• apoptoza komórek lutealnych – regresja lutealna

Rysunek 1. Schemat autoregulacji syntezy progesteronu w cia³ku ¿ó³tym



nia i dzia³ania metabolitów kwasu arachidonowego podczas cyklu jajnikowego
i wczesnej ci¹¿y. Badania te obejmuj¹: okreœlenie auto/parakrynnych mechanizmów
reguluj¹cych rozwój, trwanie i regresjê CL [1, 30, 60, 62] oraz mechanizmów
reguluj¹cych cykliczne zmiany w b³onie œluzowej macicy [61, 65], a w szczególnoœci
mechanizmów reguluj¹cych proliferacjê i apoptozê komórek [60]. Okreœlono rolê
tlenku azotu (NO) w luteolizie u krowy [30, 31, 59, 62] wykazuj¹c, ¿e jest on g³ównym
auto/parakrynnym poœrednikiem w dzia³aniu macicznej PGF2� podczas regresji CL
krowy. Wykazano tak¿e, ¿e NO jest syntezowany lokalnie w CL krowy zale¿nie od
fazy cyklu rujowego [59], stymuluje uwalnianie prostaglandyn i hamuje syntezê
progesteronu [30, 62] oraz aktywuje apoptozê komórek CL [31, 60] (rys. 2). Stosow-
nie do stê¿enia NO w jajniku zmienia siê aktywnoœæ enzymów odpowiedzialnych za
jego powstawanie w przebiegu cyklu jajnikowego i jest najwy¿sza w póŸnej fazie
lutealnej [59]. Podanie donora tlenku azotu bezpoœrednio do jajnika (in vivo) bardzo
silnie stymuluje wydzielanie prostaglandyn (F2� i E2) oraz leukotrienu C4 [21],
a nieselektywny inhibitor syntazy tlenku azotu podany bezpoœrednio do jajnika (in
vivo) stymuluje wydzielanie progesteronu oraz hamuje luteolityczne dzia³anie analo-
gu prostaglandyny F2� [19, 21]. Donory NO hamuj¹, a inhibitory syntazy NO
stymuluj¹ wydzielanie progesteronu z komórek lutealnych byd³a, przy czym si³a ich
dzia³ania jest zale¿na od rodzaju zastosowanej substancji [18]. Funkcja wydzielnicza
komórek lutealnych bydla, poddanych stymulacji donorami tlenku azotu i inhibitora-
mi syntazy tlenku azotu, jest zale¿na od kontaktu pomiêdzy komórkami steroido-
gennymi i niesteroidogennymi [20]. Dane te wskazuj¹ na istotn¹ rolê tlenku azotu
w regulacji luteolizy u krów. Ponadto za wa¿ne nale¿y uznaæ wykazanie, i¿ zahamo-
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Rysunek 2. Hipotetyczny model interakcji pomiêdzy komórkami steroidogennymi CL, komór-
kami œródb³onka i immunologicznymi w regulacji luteolizy u krowy [przedruk w modyfikacji za
zgod¹ wydawcy; Korzekwa i in. 2006. Animal. Sci. J. 2007].



wanie lokalnej syntezy NO w narz¹dzie rodnym krowy powstrzymuje luteolizê
indukowan¹ przez PGF2� [59] oraz ¿e jednymi z g³ównych czynników zaanga¿o-
wanych w regulacjê luteolizy s¹ cytokiny z nadrodziny TNF (TNF�, Fas-Fas-L) [58,
60, 62]. TNF� z jednej strony mo¿e uwalniaæ PGF2� z macicy [58, 65], a z drugiej
strony bezpoœrednio dzia³a na CL powoduj¹c jego regresjê [60]. Wykazano tak¿e, ¿e
progesteron jest podstawowym czynnikiem zapobiegaj¹cym apoptozie komórek CL,
indukowanej cytokinami [60] oraz ¿e efekt dzia³ania i fizjologiczne znaczenie TNF�

w uk³adzie rodnym krowy zale¿¹ od stê¿enia tej cytokiny [58]. W niskiej dawce TNF�

jest czynnikiem luteolitycznym, znaczny zaœ wzrost koncentracji TNF� wzmaga
aktywnoœæ CL i powoduje wyd³u¿enie cyklu p³ciowego krowy. Wydzielanie PGF2�

przez TNF� jest hamowane przez INF�, co mo¿e stanowiæ jeden z mechanizmów
matczynego rozpoznania ci¹¿y [Bah, Piotrowska, Skar¿yñski; dane niepublikowane].

Badania te zazêbiaj¹ siê z pracami nad rol¹ i mechanizmem dzia³ania interfe-
ronów (w tym interferonu tau) w interakcji pomiêdzy komórkami endokrynnymi
i immunologicznymi macicy w okresie wczesnego rozwoju i implantacji zarodka
u krowy. Badania obejmuj¹:
� wp³yw IFN na proliferacjê, aktywacjê komórek uk³adu immunologicznego [10],

a tak¿e wp³yw œrodowiska cytokinowego na produkcjê IFN-tau przez zarodki [6];
� wp³yw INF i cytokin na ekspresjê receptorów steroidów jajnikowych (progestero-

nu i estradiolu) w komórkach immunokompetentych infiltruj¹cych macicê we
wczesnej ci¹¿y;

� wewn¹trzkomórkowy i molekularny mechanizm dzia³ania IFN – rola bia³ek
regulacyjnych STAT (Maj, Che³moñska-Soyta – dane niepublikowane).
Badaj¹c oddzia³ywanie nieod¿ywczych sk³adników paszy (fitoestrogenów i ich

aktywnych metabolitów) na wybrane procesy rozrodcze u krów, okreœlono metabolizm
izoflawonów w ró¿nych fazach cyklu i we wczesnej ci¹¿y [56, 64]. Substancje te i ich
metabolity zaburzaj¹ syntezê i uwalnianie prostaglandyn z b³ony œluzowej macicy i z CL
krowy w czasie cyklu i w okresie wczesnej ci¹¿y [56, 64]. Ponadto stymuluj¹ one wzrost
syntezy i uwalniania luteolitycznej PGF2�, co w konsekwencji mo¿e byæ przyczyn¹
obni¿onej p³odnoœci krów i zamierania zarodków [64, 66]. Wykazano istotne ró¿nice
w mechanizmie dzia³ania naturalnych estrogenów i fitoestrogenów w CL i œluzówce
macicy oraz potwierdzono jedynie genomowy, zale¿ny od j¹drowych receptorów
estrogenowych, mechanizm dzia³ania metabolitów izoflawonów [66].

Zwi¹zek laktacji z procesami rozrodu u samic jest oczywisty. Z tego punktu
widzenia stany zapalne gruczo³u mlekowego, ich przyczyny oraz konsekwencje dla
sukcesu rozrodczego s¹ przedmiotem intensywnych badañ tak¿e w Polsce. Patologia
gruczo³u mlekowego i laktacji obejmuje kliniczne i podkliniczne postacie mastitis
u krów, zaka¿enia i zapalenia gruczo³u mlekowego ja³ówek, zakaŸne i niezakaŸne
zapalenia skóry wymienia i strzyków, wrodzone i nabyte zmiany w obrêbie kana³u
strzykowego, nadmierny oko³oporodowy obrzêk wymienia, krwiomleczenie, brak
odruchu wydalania mleka, a tak¿e zaburzenia w przygotowaniu wymienia do nadcho-
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dz¹cej laktacji. Najwa¿niejsz¹ grupê stanów patologicznych stanowi¹ ró¿ne postacie
mastitis jako reakcja organizmu krów na wtargniêcie drobnoustrojów do wnêtrza
wymienia. Zapalenia gruczo³u mlekowego u krów wywo³ywane s¹ przez ponad 150
rodzajów drobnoustrojów. Najwa¿niejsz¹ grupê wœród nich stanowi¹ bakterie, cho-
cia¿ stan ten wywo³ywany jest tak¿e przez mykoplazmy, grzyby, glony i wirusy.
Dlatego badania obejmuj¹ inwentaryzacjê poszczególnych szczepów bakteryjnych
w mleku [29, 41] oraz sposobów ich zwalczana [44, 46, 48]. W ostatnich latach
odnotowano istotne zmniejszenie udzia³u Streptococcus agalactiae, a Staphylococ-
cus aureus i gronkowce koagulazoujemne i bakterie œrodowiskowe (Escherichia coli,
Streptococcus uberis) s¹ najczêstsz¹ przyczyn¹ zapaleñ podklinicznych [47]. Towa-
rzyszy temu wzrost zapaleñ grzybiczych oraz pojawienie siê zapaleñ spowodo-
wanych przez algi [42, 45]. Badania w³asne wskazuj¹ tak¿e na spadek skutecznoœci
antybiotykoterapii [48]. Dlatego te¿ coraz wiêcej uwagi poœwiêca siê kojarzeniu
antybiotykoterapii z immunomodulacj¹, czego efektem jest wzrost wyleczeñ zapaleñ
gronkowcowych [63].

Wykazano ponadto, ¿e zapalenie gruczo³u mlekowego jest po czêœci wynikiem
obni¿onej biodostêpnoœci pierwiastków œladowych oraz szeregu witamin. Uczest-
nicz¹ one w utrzymaniu w³aœciwego statusu antyoksydacyjnego, chroni¹cego orga-
nizm przed niekorzystnym oddzia³ywaniem reaktywnych form tlenu. Zjawisko to
potwierdzaj¹ liczne badania oraz obserwacje kliniczne krów mlecznych. Do szcze-
gólnie niebezpiecznych form nale¿¹: anion nadtlenkowy, nadtlenek wodoru, rodnik
hydroksylowy i tlen singletowy. Charakteryzuj¹ siê one bardzo siln¹ reaktywnoœci¹
chemiczn¹ w stosunku do wszystkich molekularnych sk³adników komórek gruczo³u
mlekowego, prowadz¹c do uszkodzeñ wewn¹trzkomórkowych biomoleku³ a w na-
stêpstwie do dysfunkcji komórek. Zespó³ niekorzystnych zjawisk zachodz¹cych
w komórce przejawia siê reakcj¹ zapaln¹, stanowi¹c¹ kompleksowy, lecz bardzo
ukierunkowany zespó³ procesów fizjologicznych skierowanych na ograniczenie uszko-
dzeñ i rozpoczêcie procesów naprawczych [24]. Szczególnie wa¿ny w procesach
naprawczych jest udzia³ antyoksydantów i ich interakcja z mediatorami stanu zapal-
nego [27, 28]. Do najwa¿niejszych czynników ¿ywieniowych zwi¹zanych z uk³adem
antyoksydacyjnym nale¿y zaliczyæ miedŸ, cynk, mangan, selen, kobalt, ¿elazo [26],
witaminy A, E i C, �-karoteny, kwas fulwowy [25, 26]. Ponadto istotne znaczenie
w profilaktyce wystêpowania stanów zapalnych gruczo³u mlekowego mo¿e mieæ
tak¿e biotyna, niacyna, ryboflawina, kwas pantotenowy, tiamina i witamina B12.

Równie istotne z punktu widzenia praktyki hodowlanej, opieki weterynaryjnej,
a tak¿e potrzeb dydaktycznych s¹ badania dotycz¹ce patologii rozrodu wykonywane
w klinikach po³o¿niczych wydzia³ów medycyny weterynaryjnej. Badania te dotycz¹
przebiegu ci¹¿y oraz zjawisk wystêpuj¹cych w okresie poporodowym i obejmuj¹
etiopatogenezê, przeciwdzia³anie wczesnej œmierci zarodkowej, przyczyny zaburzeñ
zdrowia noworodków w okresie neonatalnym [2], syntezê estrogenów w wymieniu
krów w okresie przedporodowym i ich fizjologiczne znaczenie [13, 14] oraz biosyn-
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tezê steroidów w ³o¿ysku krów z uwzglêdnieniem jego zatrzymania [12, 16, 17].
Szczególnie istotne s¹ badania dotycz¹ce okresu poporodowego z uwagi na problem
odzyskiwania aktywnoœci czynnoœciowej przez jajniki, inwolucjê macicy oraz rozpo-
czynaj¹c¹ siê laktacjê. Tego te¿ okresu dotyczy mechanizm wp³ywu jakoœci ¿ywienia
na procesy rozrodu oraz etiopatogeneza i terapia anestrus i infekcji macicznych [40],
a tak¿e wybór odpowiedniego terminu unasienniania dla uzyskania skutecznego
zap³odnienia [38, 39]. Obiecuj¹ce wyniki uzyskano stosuj¹c hormonalne leczenie
endometritis u krów w badaniach zespo³u profesora T. Janowskiego [15].

Ograniczona objêtoœæ niniejszego artyku³u nie pozwala na szczegó³owe omówie-
nie zalet i niestety ci¹gle licznych wad, którymi obci¹¿one s¹ nowe biotechniki oraz
elementy biotechnologii wspomagaj¹ce rozród, a bêd¹ce na ró¿nym etapie ich
wdro¿enia. Zatem nale¿y jedynie zasygnalizowaæ, ¿e mo¿liwoœci zwi¹zane z zastoso-
waniem nasienia seksowanego – sortowanego i wynikaj¹cym z redukcji dawki
inseminacyjnej obni¿eniem wskaŸnika zacieleñ, zwiêkszy³y zainteresowanie nowszy-
mi technikami unasieniania [22]. Jedn¹ z nich jest g³êboka, domaciczna inseminacja
nasieniem o zmniejszonej liczbie plemników w dawce. Jednak¿e depozycja wielu
plemników w czasie owulacji mo¿e zwiêkszaæ ryzyko zap³odnieñ polispermicznych
i st¹d wczesnej œmiertelnoœci zarodkowej, a tak¿e wzrostu defektów genetycznych.
Nale¿y w ogóle zauwa¿yæ, ¿e na przestrzeni lat wskaŸnik zacielenia krów obni¿a siê
od 0,5 do 1% rocznie. Nie jest jednak jasne czy zmiany te spowodowane s¹ gwa³tow-
nym wzrostem genetycznej wartoœci krów, czy ich przyczyn¹ jest raczej zmiany
œrodowiskowe [5]. Faktem jednak jest, ¿e w wyniku stosowania sztucznej inseminacji
oko³o 12% byd³a na œwiecie jest w znacznym stopniu spokrewnione i ten stopieñ
pokrewieñstwa ci¹gle wzrasta. Warto przy tym dodaæ, ¿e wiêkszoœæ populacji holsz-
tynofryzów pochodzi od 100 najlepszych ojców.

Pozyskiwanie zarodków in vivo przy u¿yciu metody MOET (Multiple Ovulation
and Embryotransfer) ma wzrastaj¹ce znaczenie komercyjne na œwiecie, to jednak
w Polsce wykorzystanie transferu zarodków u byd³a ma od lat charakter marginalny.
Materia³ do hodowli zarodków in vitro mo¿e byæ pozyskiwany poubojowo z jajników
lub – co ma miejsce coraz czêœciej – przy¿yciowo z zastosowaniem ultrasonografii.
Jest to tzw. technika ovum pick-up (OPU), która – jak wykazano – nie ma istotnego
wp³ywu na stan zdrowotny dawczyñ. Jednak¿e wskaŸnik zacieleñ krów biorczyñ
zarodków œwie¿ych oraz mro¿onych wynosi odpowiednio 60–70% oraz 45–60%
u ja³owic i 40–50 oraz 30–40% u krów i jest nieznacznie ni¿szy od wyników zacieleñ
uzyskiwanych po sztucznej inseminacji [70]. Jednak¿e spoœród ci¹¿ stwierdzonych
po przeniesieniu zarodków klonowanych z komórek somatycznych byd³a oko³o 50%
koñczy siê poronieniem [11]. Dlatego wa¿nym elementem sukcesu rozrodczego jest
ocena zarodków przed ich transferem do macicy biorczyñ. Generalnie, jakoœæ zarod-
ków hodowanych in vitro jest ni¿sza ni¿ uzyskanych in vivo. Wyra¿a siê to zwiêkszo-
n¹ czêstoœci¹ zaburzeñ kariotypu, efektem czego jest opóŸniony rozwój zarodków
i w nastêpstwie ich zamieranie. Przy czym zaznaczyæ nale¿y, ¿e ni¿szy wskaŸnik
zacieleñ, wy¿sza czêstoœæ poronieñ i inne problemy charakterystyczne s¹ zarówno dla
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zarodków produkowanych in vitro jak i kolonowanych co ma zwi¹zek z zaburzeniami
rozwoju ³o¿yska, licznymi wadami wrodzonymi czy te¿ nadmiern¹ mas¹ rodz¹cych
siê noworodków [23].

Jeœli chodzi o skutki populacyjne biotechnik stosowanych w rozrodzie, to dot¹d
brak jest d³ugoletnich badañ nad zdrowiem i p³odnoœci¹ osobników urodzonych
z zarodków wyprodukowanych in vitro lub klonowanych. Wykazano jednak, ¿e
buhaje i ja³ówki urodzone z zarodków produkowanych in vitro z oocytów aspirowa-
nych podczas OPU nie wykazywa³y wiêkszych zaburzeñ w produkcji i reprodukcji,
chocia¿ u buhajów z zarodków uzyskanych tym sposobem, notowano ni¿sz¹ objêtoœæ
i koncentracjê plemników.

Reasumuj¹c ten fragment badañ mo¿na uznaæ, ¿e nadzieje, i¿ za pomoc¹ wymie-
nionych biotechnik uda siê w nied³ugim czasie osi¹gn¹æ znacz¹cy postêp hodowlany
s¹ ci¹gle odleg³e.

Podsumowanie

W opracowaniu przedstawiono niektóre spoœród badañ prowadzonych w Polsce,
dotycz¹cych rozrodu krów, a które mieszcz¹ siê w g³ównym nurcie badañ œwiato-
wych. Badania te obejmuj¹:
� regulacjê czynnoœci cia³ka ¿ó³tego,
� wp³yw ksenobiotyków na czynnoœæ uk³adu rodnego krowy,
� molekularne podstawy ci¹¿y i wczesnej zamieralnoœci zarodków,
� stany zapalne wymienia oraz procesy antyutleniaj¹ce w gruczole mlekowym,
� gruczo³ mlekowy jako Ÿród³o syntezy estrogenów,
� zale¿noœæ miêdzy ¿ywieniem a rozrodem,
� terapia stanów zapalnych macicy.
Ponadto dokonano przegl¹du pewnych biotechnik i elementów biotechnologii wspo-
magaj¹cych rozród 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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Wstêp

Aby przedstawiæ rozwój badañ nad rozrodem koni nale¿y odnieœæ siê do niego
w uk³adzie historycznym. Konieczne jest porównanie postêpu, jaki osi¹gniêto na
przestrzeni wieków w stosunku do osi¹gniêæ ostatniego pó³wiecza, a szczególnie
ostatniego dwudziestolecia. Dynamika badañ w tym zakresie zwi¹zana jest z postê-
pem naukowo-technicznym i wprowadzaniem nowych generacji aparatury badaw-
czej, która pozwala na ocenê zachodz¹cych przemian fizjologicznych oraz zmian
patologicznych w uk³adzie rozrodczym ogiera i klaczy. Szczególn¹ rolê odegra³a
aparatura pozwalaj¹ca na badanie sk³adu p³ynów ustrojowych (osocza nasienia,
surowicy krwi), ocenê w³aœciwoœci morfologicznych tkanek, a tak¿e komórek rozrod-
czych mêskich i ¿eñskich.

Siêgaj¹c g³êbiej w historiê badañ nad rozrodem zwierz¹t, w tym równie¿ koni,
mo¿na stwierdziæ, ¿e znacz¹cy postêp notowano z wiekowymi interwa³ami:
w XVII w. stwierdzono obecnoœæ plemnika (Leevenhoek), w XVIII w. pojawi³y
siê pierwsze wzmianki o sk³adzie osocza nasienia (Vauqvelin), w wieku XIX
zainteresowano siê sztucznym nasieniem u koni we Francji (Repiquet) oraz na
Ukrainie (Che³chowski) [115].

Wiek XX ju¿ w I po³owie przyniós³ znacz¹cy postêp, zw³aszcza w zakresie
sztucznego unasieniania klaczy. Nale¿y podkreœliæ donios³¹ rolê, jak¹ w tym wzglê-
dzie odegra³y szko³y naukowe Iwanowa i Mi³ovanowa w Rosji, a szczególnie
Petersburska Szko³a, z której wysz³o wielu wybitnych specjalistów, którzy zdyna-
mizowali badania nad rozrodem zwierz¹t na ca³ym œwiecie. Wœród nich nale¿y
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wymieniæ postaæ wybitnego uczonego prof. Romana Prawocheñskiego, dziêki twór-
czym myœlom którego utworzona zosta³a w latach nastêpnych Polska Szko³a Biologii
Rozrodu Zwierz¹t, szeroko rozwiniêta w latach póŸniejszych przez profesora W³a-
dys³awa Bielañskiego.

Szczególn¹ rolê w badaniach nad rozrodem zwierz¹t odegra³a œwiatowej klasy
Szko³a Naukowa Biochemii Nasienia utworzona w Cambridge przez profesora
Tadeusza Manna. Osi¹gniêty w tym zakresie postêp polega³ na precyzyjnej inwenta-
ryzacji wielu sk³adników osocza nasienia, poznaniu ich fizycznych i chemicznych
w³aœciwoœci, a zw³aszcza na okreœleniu relacji miêdzy poszczególnymi sk³adnikami
a plemnikiem.

Badania nad rozrodem zwierz¹t, a szczególnie koni, w Polsce zosta³y zdynamizo-
wane po VIII Miêdzynarodowym Kongresie Rozrodu Zwierz¹t, który odby³ siê
w Krakowie w 1976 r., a którego organizacjê powierzono prof. W. Bielañskiemu
z uwagi na jego znacz¹c¹ pozycje naukow¹ w œwiecie. Kongres odegra³ ogromn¹ rolê
w rozwoju badañ nad rozrodem koni, bowiem od tego czasu rozwija³a siê œcis³a
wspó³praca miêdzy polskimi i zagranicznymi oœrodkami naukowymi.

Podjêta zosta³a wspó³praca miêdzy Krakowskim Oœrodkiem Naukowym a Cen-
trum Badañ nad Rozrodem Zwierz¹t w Cambridge, która mia³a na celu opracowanie
metod przenoszenia zarodków z klaczy do klaczy. Zakoñczone powodzeniem bada-
nia, w rezultacie których w 1978 r. urodzi³y siê pierwsze Ÿrebiêta po transplantacji
zarodków przenoszonych (pocz¹tkowo w jajowodzie królicy, a póŸniej równie¿
zarodków mro¿onych), stworzy³y podstawy do dalszych manipulacji z zarodkami, ich
dzielenia, przenoszenia miêdzy koniowatymi o zró¿nicowanych garniturach chromo-
somów, a¿ do otrzymania koñskich klonów [115].

W tym okresie rozwija³a siê równie¿ wspó³praca miêdzy oœrodkami naukowymi
w kraju, a wœród nich szczególnie Oœrodka Krakowskiego z Olsztyñskim Oœrodkiem
Biochemii Nasienia oraz Wroc³awskim Oœrodkiem Immunologii Rozrodu. Efektem
tej wspó³pracy s¹ liczne publikacje, organizowane konferencje naukowe, jak te¿
prowadzone kompleksowo projekty badawcze o istotnym znaczeniu poznawczym
i stosowanym koordynowane sukcesywnie w kolejnych latach przez przedstawicieli
tych oœrodków. Z ca³¹ pewnoœci¹ mo¿emy dzisiaj stwierdziæ, ¿e te pionierskie
dzia³ania stworzy³y fundament nowej dyscypliny naukowej, jak¹ jest biotechnologia
w rozrodzie zwierz¹t.

Ogier

Ocena wartoœci rozrodowej ogiera

Stosowane powszechnie metody oceny p³odnoœci samców, a szczególnie ogierów,
s¹ czêsto nie w pe³ni wiarygodne, z uwagi na wystêpuj¹ce rozbie¿noœci miêdzy
stwierdzanymi wartoœciami badanych parametrów oceny a faktyczn¹ p³odnoœci¹.
Konieczne jest zatem ci¹g³e doskonalenie metod oceny klinicznej i laboratoryjnej,
celem okreœlenia rzeczywistej wartoœci rozrodowej szczególnie m³odych ogierów
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kwalifikowanych do rozrodu, jak te¿ weryfikowanie wartoœci ogierów ju¿ u¿ytkowa-
nych w rozrodzie, u których nast¹pi³y zmiany w okresie ich eksploatacji. Te dwie
kwestie wymagaj¹ bardzo wnikliwego spojrzenia na przebieg procesów fizjologicz-
nych zwi¹zanych z jednej strony z dojrzewaniem p³ciowym, z drugiej zaœ nad wp³ywem
czynników patogennych powoduj¹cych ograniczenie wartoœci reprodukcyjnej [22, 33,
41, 120]. Rozwi¹zanie tych problemów le¿y u podstaw dzia³ania wielu oœrodków
prowadz¹cych badania nad rozrodem koni, jakkolwiek w tym wzglêdzie napotyka siê
na liczne sprzeciwy szczególnie hodowców, którzy ze wzglêdów ekonomicznych nie
chc¹ siê godziæ na wycofywanie negatywnie ocenionych ogierów z u¿ytkowania w roz-
rodzie. Podobne problemy wystêpuj¹ na ca³ym œwiecie, jednak¿e reguluj¹ to okreœlone
przepisy prawne. W zwi¹zku z tym podejmowane s¹ ci¹gle nowe badania nad okreœle-
niem wartoœci rozrodowej ogierów opartym na wieloczynnikowych uwarunkowaniach,
które maj¹ na celu przyjêcie jednolitego w tym zakresie systemu [61, 62].

Do interesuj¹cych ze wzglêdów utylitarnych nale¿¹ badania nad ocen¹ wartoœci
rozrodowej ca³ej populacji ogierów w stadninach pañstwowych (1057), które prze-
prowadzono w Polsce w latach 2003–2004 [55, 63]. Pozwoli³y one na okreœlenie stanu
p³odnoœci ogierów nale¿¹cych do 6 ras. Kompleksowe badania przeprowadzone na
965 ogierach wykaza³y, ¿e nasienie udaje siê uzyskaæ od oko³o 91% ogierów
(877/965). Przyczyn¹ trudnoœci w uzyskaniu nasienia jest z regu³y niskie libido, które
obserwowano u ogierów problemowych, które s¹ zwykle jednak m³ode i nie by³y
wczeœniej eksploatowane, a zatem odruchy p³ciowe nie zosta³y u nich przetorowane
[57]. Od kilku ogierów nie udaje siê pozyskaæ nasienia ze wzglêdów zdrowotnych
(schorzenia koñczyn, obrzêk moszny i j¹der, p³yn w mosznie). Od oko³o 5% ogierów
nie udaje siê pobraæ nasienia pomimo dobrego libido, co ewidentnie wskazuje, ¿e
ogiery te wykazuj¹ trudnoœci w wyzwoleniu ejakulacji. Analiza ruchliwoœci plemników
wykazuje, ¿e ruchliwoœæ w zakresie przyjêtych norm (1/60–4/90) reprezentuje nasienie
oko³o 90% ogierów, od których pozyskano nasienie, u 10% zaœ stwierdza siê obni¿on¹
ruchliwoœæ plemników lub brak ich ruchliwoœci. Koncentracja plemników mieœci siê
w granicach przyjêtych norm (150 × 106 plemników w 1 ml) u 94,6% ogierów, u 5,4%
zaœ by³a znacznie ni¿sza, nawet do pojedynczych plemników w polu widzenia.

Reasumuj¹c nale¿y stwierdziæ, ¿e w populacji ogierów pañstwowych u¿ytkowa-
nych rozrodowo w terenie oko³o 5–10% wykazuje obni¿on¹ wartoœæ nasienia (obni-
¿on¹ ruchliwoœæ oraz koncentracjê plemników), a tak¿e trudnoœci w ejakulacji i ob-
ni¿one libido [57].

Inne, bardzo istotne z utylitarnego punktu widzenia, zagadnienie dotyczy fizjolo-
gicznego zró¿nicowania wartoœci reprodukcyjnych ogierów dopuszczanych do rozro-
du. Zagadnienie to sprowadza siê do koniecznoœci wprowadzenia systemu podzia³u
ogierów na 3 kategorie pod wzglêdem wartoœci reprodukcyjnych, czego do tej pory
w praktyce w³aœciwie siê nie stosuje, a co ma istotne znaczenie dla intensywnoœci
eksploatacji. Prowadzone w tym zakresie badania wykazuj¹ bowiem wysok¹ kore-
lacjê miêdzy poziomami badanych wskaŸników oceny laboratoryjnej a biologiczn¹
wartoœci¹ rozrodow¹ ogierów podzielonych na 3 kategorie. Zarówno wczeœniej
uzyskane wyniki, jak te¿ wspó³czesna wiedza i mo¿liwoœci badawcze pozwalaj¹ na
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bardziej analityczne spojrzenie na to zagadnienie, doprowadzaj¹c w efekcie do
wykazania czynników, na podstawie których mo¿na bêdzie kategoryzowaæ ogiery, po
to aby je u¿ytkowaæ zgodnie z ich reprodukcyjnymi uwarunkowaniami [58].

Rozpatruj¹c problem oceny p³odnoœci ogierów w aspekcie klinicznym nale¿y
podkreœliæ, ¿e znaczny postêp w tym zakresie osi¹gniêto dziêki z wprowadzeniu na
szerok¹ skalê badañ USG, które pozwalaj¹ zarówno na ocenê stanu funkcjonalnego
tkanki j¹der i naj¹drzy, jak te¿ umo¿liwiaj¹ szczegó³owe badanie struktury morfolo-
gicznej i funkcji fizjologicznych dodatkowych gruczo³ów p³ciowych, a tak¿e wystê-
puj¹cych w tym obszarze zaburzeñ [45, 79, 82, 100, 123, 124].

Zagadnienia dotycz¹ce rozrodowego u¿ytkowania ogierów obejmuj¹ szerokie
spektrum ró¿nych czynników warunkuj¹cych p³odnoœæ. Na obecnym etapie wiedzy
oczywiste jest, ¿e nie wystarcza w tym wzglêdzie jedynie ocena stanu klinicznego
narz¹du rozrodczego, ocena libido i stwierdzenie ruchliwoœci plemników, co do
niedawna stanowi³o kryterium wystarczaj¹ce do tego, aby ogiera zakwalifikowaæ do
rozrodu. Wykazano ponadto, ¿e czêsto nasienie charakteryzuj¹ce siê dobr¹ ruchli-
woœci¹ i koncentracj¹ plemników cechuje siê nisk¹ p³odnoœci¹. Dlatego te¿ zaleca siê
prowadzenie kompleksowych badañ opartych na analizie wartoœci wskaŸników pod-
stawowej oceny jakoœci nasienia, okreœlonych sk³adników biochemicznych osocza
oraz zmian morfologicznych plemników.

Jako kryterium wartoœci referencyjnych przyjmuje siê te wskaŸniki i ich wartoœci,
które reprezentuj¹ ogiery w œrednim wieku 5–7-letnie, u których proces dojrzewania
zosta³ zakoñczony, gdy¿ jak podaj¹ Kosiniak-Kamysz i in. [54] analiza wartoœci
wskaŸników oceny jakoœci nasienia u 5-, 6- i 7-letnich ogierów wykaza³a brak ró¿nic
miêdzy badanymi sk³adnikami dopiero w tym przedziale wiekowym.

Stwierdzony brak istotnych ró¿nic w ocenie wartoœci nasienia ogierów w tym
wieku wydaje siê uzasadniony, gdy¿ jak wykazuj¹ badania Dowsetta i Konotta [33],
Kosiniaka-Kamysza [61, 62] oraz Podstawskiego i in. [95], ogiery osi¹gaj¹ pe³n¹
dojrza³oœæ rozp³odow¹ w wieku 4–5 lat i w tym te¿ okresie stabilizuj¹ siê wskaŸniki
oceny jakoœci nasienia w granicach norm fizjologicznych.

Jakkolwiek wskaŸniki podstawowej oceny nasienia osi¹gaj¹ wartoœci optymalne
w wieku oko³o 4 lat, to zakres dobowej produkcji plemników oraz stan wydzielniczy
dodatkowych gruczo³ów p³ciowych stabilizuje siê dopiero pomiêdzy 5 a 6 rokiem
¿ycia. W tym te¿ wieku nastêpuje optymalizacja produkcji androgenów, które admi-
nistruj¹ czynnoœciami reprodukcyjnymi u samca [59, 95].

Konserwacja nasienia ogiera

W okresie ostatniego 20-lecia notuje siê rosn¹ce zainteresowanie krótko- i d³ugo-
terminow¹ konserwacj¹ nasienia ogierów. W badaniach przeprowadzonych przez
Bittmar i Kosiniaka [8], Kosiniaka i in. [70], Shore i in. [107] stwierdzono, ¿e nasienie
nawet o niskich wskaŸnikach oceny podstawowej mo¿e byæ przydatne do konserwacji
w stanie p³ynnym, jeœli zastosuje siê rozcieñczalnik wg Kenny’ego [51]. Bardziej
z³o¿onym zagadnieniem jest konserwacja nasienia w stanie zamro¿onym, gdy¿ – jak
wykaza³z wczeœniejsze badania – zaledwie 50% pozyskanych ejakulatów wykazuje
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przydatnoœæ do konserwacji, a zaledwie po³owa z nich spe³nia warunki do tego, aby
mog³a byæ zastosowana po rozmro¿eniu do AI klaczy [8, 42 ,85, 106].

Zró¿nicowanie przydatnoœci mro¿eniowej nasienia ogierów sk³ania do prowa-
dzenia wnikliwych badañ nad czynnikami, które o niej decyduj¹. St¹d te¿ w dostêpnej
literaturze podkreœla siê rolê wielu czynników zwi¹zanych g³ównie z integralnoœci¹
b³on plemnikowych, które stanowi¹ istotê tego zagadnienia. Wœród czynników
warunkuj¹cych przydatnoœæ mro¿eniow¹ nasienia ogierów nale¿y równie¿ wymieniæ
uwarunkowania osobnicze, jak te¿ rasê i sezon. Istotne znaczenie maj¹ równie¿
czynniki technologiczne zwi¹zane z pozyskiwaniem nasienia i jego podzia³em na
frakcje, które wykazuj¹ zró¿nicowane w tym wzglêdzie wartoœci [59, 94].

G³êbsze poznanie tych zagadnieñ pozwala na okreœlenie czynników odgrywa-
j¹cych istotn¹ rolê w procesie kwalifikacji nasienia ogierów do konserwacji z równo-
czesnym przewidywaniem ich biologicznej wartoœci po rozmro¿eniu [71, 98]. Jakkol-
wiek pojawiaj¹ siê kontrowersyjne w tym wzglêdzie pogl¹dy, zwracaj¹ce uwagê na
brak bezpoœrednich zale¿noœci pomiêdzy metodami oceny laboratoryjnej nasienia
a jego zdolnoœci¹ mro¿eniow¹ [72], to jednak bior¹c pod uwagê liczne z tego zakresu
prace wydaje siê, ¿e stanowisko takie nie jest zasadne. Znalezienie relacji miêdzy
ocen¹ laboratoryjn¹ nasienia a jego biologiczn¹ wartoœci¹, tak w odniesieniu do
nasienia œwie¿ego jak i mro¿onego jest bowiem kluczem do rozwi¹zania problemu
w aspekcie zarówno poznawczym jak i utylitarnym. Oparcie siê tylko na próbach
biologicznych ma swoje uzasadnienie, ale nie umo¿liwia poznania przyczyn zró¿ni-
cowanej wartoœci plemników, jak te¿ mo¿liwoœci selekcji nasienia do AI. Z tego te¿
wzglêdu nale¿y uwa¿aæ, ¿e podejmowane badania stanowi¹ o postêpie w zakresie
seminologii poznawczej, jak te¿ stosowania proponowanych testów oceny nasienia
przeznaczonego do konserwacji oraz okreœlenia jego wartoœci po rozmro¿eniu.

Jak wynika z badañ prowadzonych przez Bittmar i in. [9], Dowsetta i Knotta [32],
Dowsetta i Pattie [33], Podstawskiego i in. [95], wiek ogiera jest jednym z czynników
zwi¹zanych z podatnoœci¹ nasienia na zamra¿anie. Przeprowadzone dotychczas
badania wskazuj¹, ¿e nasienie ogierów m³odych, 3-, 4-letnich, mrozi siê znacznie
gorzej ni¿ 8-, 12-letnich, a s³absz¹ zamra¿alnoœæ nasienia ogierów m³odszych mo¿na
t³umaczyæ zarówno ni¿sz¹ koncentracj¹ plemników w ejakulacie, która ma miejsce
w tych przedzia³ach wiekowych, jak te¿ mniejsz¹ stabilnoœci¹ struktur lipoprotei-
dowych membran plemników.

W licznych badaniach wskazano te¿ na znaczn¹ dynamikê zmian w zakresie
jakoœci nasienia ogiera zachodz¹czch w ci¹gu roku, jak i na istotne ró¿nice w wartoœ-
ciach wskaŸników oceny jakoœci nasienia ogierów ró¿nych ras. Kosiniak-Kamysz
i in. [56, 65] wykazali równie¿ zwi¹zki zachodz¹ce miêdzy zmiennymi wartoœciami
badanych wskaŸników oceny nasienia a jego przydatnoœci¹ do kriokonserwacji.
Ocena zamra¿alnoœci nasienia ogierów 5 ras wykaza³a, ¿e najwiêcej, bo a¿ 91%,
nasienia pochodz¹cego z ejakulatów pobranych od ogierów szlachetnej pó³krwi, po
zamro¿eniu i rozmro¿eniu spe³nia³o kryteria nasienia u¿ytkowego, podczas gdy
u ogierów pó³krwi, hucu³ów i zimnokrwistych odsetek ten waha³ siê od 65 do 50%,
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a u ogierów œl¹skich nie przekracza³ 38%. Wyjaœnieniem tych rezultatów jest porów-
nanie œrednich wartoœci wskaŸników oceny jakoœci nasienia œwie¿ego, z którego
wynika, ¿e w³aœnie w nasieniu ogierów szlachetnej pó³krwi notowano najwy¿sz¹
œredni¹ ruchliwoœæ plemników, siêgaj¹c¹ 74% przy œrednim odsetku plemników
o ruchu postêpowym wynosz¹cym 2,4 (wg przyjêtej skali). Najni¿sze wartoœci tych
wskaŸników stwierdzono natomiast w nasieniu ogierów œl¹skich.

W nasieniu ogierów szlachetnej pó³krwi zanotowano tak¿e najni¿szy odsetek
plemników z kropl¹ cytoplazmatyczn¹, przy najwy¿szym udziale plemników z t¹
zmian¹ u ogierów œl¹skich [56, 64, 65, 97, 99].

Przeprowadzona ocena zamra¿alnoœci nasienia ogierów w okresie od wrzeœnia
do stycznia wykaza³a, ¿e we wrzeœniu na poziomie u¿ytkowym zamra¿a siê sku-
tecznie tylko 25% ejakulatów, podczas gdy w kolejnych miesi¹cach odsetek ten
wzrasta³ od 56 do 74%.

Wydaje siê, ¿e tak s³aba zamra¿alnoœæ nasienia ogierów we wrzeœniu, korespon-
duj¹ca ze znacznie gorszymi wskaŸnikami oceny jakoœci nasienia w tym miesi¹cu ni¿
w pozosta³ych, mo¿e byæ wynikiem przypadaj¹cej na ten okres obni¿onej aktywnoœci
j¹der [47, 119]. Inn¹ przyczyn¹ mo¿e te¿ byæ przerwa w pobieraniu nasienia, na co
wskazuje analiza jego zamra¿alnoœci w pierwszych ejakulatach pobranych po przerwie,
wœród których na poziomie u¿ytkowym zamrozi³o siê tylko 38,8%, podczas gdy w ko-
lejnych pobraniach odsetek ten wzrasta³ do ponad 60% [95]. Stwierdzone ni¿sze war-
toœci wskaŸników oceny jakoœci nasienia rejestrowane we wrzeœniu i paŸdzierniku s¹
zgodne z obserwacjami Uda³y i in. [119], którzy analizuj¹c nasienie ogiera w ci¹gu roku
najwiêkszy procent plemników ruchliwych notowali w grudniu i styczniu.

Prowadzone od wielu lat przez Oœrodek Krakowski badania nad nasieniem
ogierów opieraj¹ siê g³ównie na frakcji bogatej w plemniki, co jest czêsto poddawane
w w¹tpliwoœæ z uwagi na podkreœlan¹ rolê wszystkich sk³adników nasienia wystêpu-
j¹cych w pe³nym ejakulacie. W zwi¹zku z tym okreœlono przydatnoœæ do mro¿enia
poszczególnych frakcji ejakulatu ogiera na podstawie wybranych wskaŸników i war-
toœci nasienia i osocza. Badania te nale¿¹ do unikalnych z uwagi na okreœlenie
wartoœci ka¿dego badanego wskaŸnika pochodz¹cego z trzech frakcji ejakulatu
o zró¿nicowanych wartoœciach oceny podstawowej nasienia odnosz¹c je do efektów
uzyskanych po zamro¿eniu.

Analiza œrednich wartoœci wskaŸników oceny jakoœci nasienia w kolejnych
frakcjach ejakulatów oraz aktywnoœci LDH i zawartoœci bia³ka ca³kowitego wykaza³a,
¿e parametry te ró¿ni³y siê statystycznie istotnie we frakcjach I i II i by³y istotnie
wy¿sze ni¿ we frakcji III. Zamra¿alnoœæ badanych frakcji nasienia wykaza³a, ¿e oko³o
70% zamro¿onych i rozmro¿onych próbek frakcji I i II spe³nia³o kryteria nasienia
u¿ytkowego, natomiast ¿adna z próbek frakcji III nie spe³nia³a tych kryteriów [50, 59,
94], co decyduje o braku przydatnoœci tej czêœci ejakulatu do mro¿enia.

Inn¹ metod¹ oceny jakoœci nasienia jest jego filtracja przez kolumny sephadex
G-15 i we³nê szklan¹. Wykazano, ¿e pomiêdzy wartoœci¹ wspó³czynników filtracji
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rozmro¿onego nasienia a p³odnoœci¹ samic unasienianych wytestowanym t¹ metod¹
nasieniem wystêpuj¹ istotne korelacje [53, 105, 106]. Stwierdzono, ¿e przy lepszej
ruchliwoœci plemników w nasieniu œwie¿ym notuje siê odpowiednio wy¿sze
wspó³czynniki filtracji, tak w nasieniu œwie¿ym jak i mro¿onym. Wykazano równie¿,
¿e wartoœci tych parametrów w I i II frakcji ejakulatu ocenione po zamro¿eniu jako
przydatne do inseminacji by³y statystycznie istotnie wy¿sze ni¿ we frakcji III okreœlo-
nej jako nieprzydatna do mro¿enia.

Oceniaj¹c przydatnoœæ poszczególnych frakcji ejakulatu do mro¿enia stwier-
dzono, ¿e w III frakcji wartoœci wspó³czynników filtracji s¹ ni¿sze, a aktywnoœci LDH
i zawartoœci bia³a ca³kowitego – wy¿sze w porównaniu z frakcjami I i II . Œwiadczy to
o braku przydatnoœci tej frakcji do mro¿enia, co dodatkowo uzasadnia jej eliminacje
podczas pobierania nasienia z rozdzia³em na frakcje. Stwierdzono ponadto, ¿e gdy
I frakcja ejakulatu nie zamra¿a³a siê na poziomie u¿ytkowym, to równie¿ frakcja II
i III tego ejakulatu nie by³y przydatne do mro¿enia [94, 96].

Testy enzymatyczne stosowane w ocenie
wartoœci nasienia ogiera i jego przydatnoœci

Prowadzone na przestrzeni lat badania nasienia doprowadzi³y do ustalenia czyn-
ników, które odpowiadaj¹ za wyst¹pienie ró¿nic w zakresie wartoœci ejakulatów
pozyskiwanych od ogierów. Niektóre z badanych czynników mo¿na zastosowaæ jako
markery w ocenie wartoœci nasienia oraz jego przydatnoœci do kriokonserwacji.

Pomimo ¿e badania wielu autorów potwierdzaj¹, ¿e zachodz¹ istotne korelacje
pomiêdzy koncentracj¹ plemników, odsetkiem plemników o ruchu postêpowym
i prawid³owej budowie morfologicznej a procentem zaŸrebieñ klaczy, to wielokrotnie
podkreœlano, ¿e makro- i mikroskopowa ocena nasienia nie jest wystarczaj¹ca do
okreœlenia jego rzeczywistej wartoœci [11, 46, 47]. Wykazywano czêsto, ¿e nasienie
charakteryzuj¹ce siê dobr¹ ruchliwoœci¹ i koncentracj¹ plemników cechuje siê nisk¹
zdolnoœci¹ do zap³odnienia [32, 113]. Zjawisko to przez wielu autorów t³umaczone
jest zaburzeniami w przepuszczalnoœci b³on komórkowych i uwalnianiem siê enzy-
mów plemnikowych do plazmy nasienia, który to proces jest niewidoczny w mikro-
skopowej ocenie opartej g³ównie na ocenie ruchliwoœci plemników [91, 112]. Z tych
te¿ powodów Krakowski Oœrodek prowadzi od wielu lat badania nad mo¿liwoœci¹
wykorzystania sk³adników biochemicznych osocza nasienia do oceny wartoœci nasie-
nia ogiera. Oceniano poziomy takich sk³adników jak glicerofosfocholina, ergotio-
neina, fruktoza oraz inne, które niestety nie znalaz³y zastosowania w praktyce.

W zwi¹zku z tym od 15 lat badania te koncentruj¹ siê wokó³ enzymów metabo-
licznych, zarówno pochodzenia plemnikowego jak i tkankowego, pochodz¹cych
z wydzielin dodatkowych gruczo³ów p³ciowych. Z tego obszaru badañ opublikowano
15 prac, w których nie tylko scharakteryzowano zakres aktywnoœci AspAT, LDH oraz
zawartoœci bia³ka ca³kowitego w nasieniu ogierów ró¿nych ras, w ró¿nym wieku oraz
w ró¿nych okresach roku, ale przede wszystkim przedstawiono relacje zachodz¹ce
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miêdzy tymi sk³adnikami a makro- i mikroskopowymi wskaŸnikami oceny jakoœci
nasienia (objêtoœci¹, ruchliwoœci¹, koncentracj¹ i morfologi¹ plemników). Stwier-
dzono istotne korelacje miêdzy analizowanymi sk³adnikami osocza a podstawowymi
wskaŸnikami oceny nasienia oraz okreœlono zale¿noœci miêdzy tymi parametrami, co
pozwoli³o na opracowanie testów, dziêki którym mo¿na prognozowaæ efekty zamra-
¿alnoœci ka¿dego ejakulatu pozyskanego od ogiera. Opieraj¹c siê na ocenie ruchli-
woœci i koncentracji plemników oraz równoczesnym pomiarze aktywnoœci AspAT
lub LDH b¹dŸ te¿ zawartoœci bia³ka ca³kowitego mo¿na prognozowaæ efekty za-
mra¿alnoœci nasienia z prawdopodobieñstwem 85%, eliminuj¹c jednoczeœnie z mro-
¿enia oko³o 50% ejakulatów wiêcej ni¿ wówczas, gdy ich kwalifikacja do mro¿enia
by³a oparta tylko na ocenie ruchliwoœci i koncentracji plemników [8, 7, 60, 66, 71].
W badaniach w³asnych potwierdzono tak¿e wczeœniejsze obserwacje, w których
wykazano, ¿e wysoka aktywnoœæ AspAT i LDH œwiadczy o z³ej jakoœci nasienia
samców [67, 91, 109]. Wykazano jednak, ¿e nie zawsze niska aktywnoœæ tych
enzymów jest wskaŸnikami dobrej jego jakoœci, gdy¿ stwierdzono ¿e aktywnoœæ tych
enzymów skorelowana jest ujemnie z odsetkiem plemników z kropl¹ cytoplazma-
tyczn¹ witki, która wi¹¿e te enzymy co stwierdzi³ VonWitze [121]. St¹d te¿ wniosek,
¿e nasienie z du¿¹ liczb¹ kropli cytoplazmatycznych, a wiêc z³ej jakoœci, mo¿e
charakteryzowaæ siê nisk¹ aktywnoœci¹ tych enzymów. Dlatego te¿ uwzglêdniaj¹c
wymienione zale¿noœci nale¿y podkreœliæ, ¿e pomiar aktywnoœci AspAT i LDH
w osoczu nasienia ogiera mo¿e byæ dobrym wskaŸnikiem jego wartoœci, ale w po-
³¹czeniu z ocen¹ morfologiczn¹ plemników [71].

W ostatnich latach podjêto tak¿e badania nad pomiarem aktywnoœci fosfatazy
alkalicznej (AP) w osoczu nasienia ogiera, która czêsto s³u¿y jako wskaŸnik w diag-
nostyce uk³adu rozrodczego samca. Badania przeprowadzone przez G³ogowskiego [38,
39] wykaza³y, ¿e niska aktywnoœæ fosfatazy alkalicznej (AP) charakteryzuje nasienie
samców z oligospermi¹. Potwierdzili to tak¿e inni autorzy, którzy wykazali, ¿e niski
poziom aktywnoœci AP (<100 U · L–1) cechuje nasienie z azoospermi¹, czyli z zabu-
rzeniami funkcji j¹der. Autorzy ci podaj¹ tak¿e, ¿e w nasieniu z azoospermi¹ mo¿e
wyst¹piæ równie¿ wysoki poziom AP bêd¹cy nastêpstwem zmian patologicznych
w obrêbie gruczo³ów dodatkowych [35, 117, 118].

Interesuj¹ce z klinicznego i poznawczego punktu widzenia by³o okreœlenie
aktywnoœci tego enzymu w nasieniu ogiera pod k¹tem oceny jego wartoœci. W bada-
niach przeprowadzonych na 198 ogierach nale¿¹cych do 5 ras – przy zastosowanym
podziale pozyskanych ejakulatów na dwie grupy o zró¿nicowanej ruchliwoœci i kon-
centracji plemników – stwierdzono, ¿e œrednia aktywnoœæ fosfatazy w 110 ejakula-
tach zakwalifikowanych do grupy I (o wartoœciach wy¿szych) wynosi³a 27,7 U · cm–3

i by³a prawie dwukrotnie wy¿sza od œredniej aktywnoœci tego enzymu w 91 ejaku-
latach zakwalifikowanych do grupy II (o wartoœciach ni¿szych), w których wynosi³a
14,4 U · cm–3. Okaza³o siê ponadto, ¿e AP [U · cm–3] koreluje istotnie (p < 0,01)
dodatnio z koncentracj¹ plemników, odsetkiem plemników o ruchu postêpowym
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(0,24) oraz ujemnie z objêtoœci¹ ejakulatu (–0,4). Z wstêpnie przeprowadzonych
badañ wynika, ¿e stwierdzona korelacja miêdzy aktywnoœci¹ AP a liczb¹ plemników
o ruchu postêpowym (w ramach ogólnej koncentracji plemników) stwarza mo¿liwoœæ
wykorzystania tak¿e tego enzymu jako markera w ocenie wartoœci nasienia ogiera
[69].

Prowadzone w ostatnich latach badania nad toksycznym wp³ywem reaktywnych
form tlenu (RFT) na ¿ywe organizmy, wzbudzi³y zainteresowanie systemami anty-
oksydacyjnymi zabezpieczaj¹cymi komórki przed negatywnym wp³ywem wolnych
rodników [6]. Jak wynika z badañ przeprowadzonych przez Luberdê i Strze¿ka [80]
oraz Strze¿ka [110], wzrost poziomu RFT przejawia siê zaburzeniami ruchliwoœci
plemników, ich prze¿ywalnoœci, destabilizacji chromatyny oraz utraty ich zdolnoœci
do reakcji akrosomowej. Z tych te¿ wzglêdów podjêto szersze badania nad ocen¹
ca³kowitej zdolnoœci antyoksydacyjnej (TAS) osocza nasienia ogiera. W badaniach
przeprowadzonych na 164 ogierach nale¿¹cych do 5 ras stwierdzono, ¿e zawartoœci
TAS w osoczu nasienia ogierów œl¹skich oraz zimnokrwistych wynosz¹ œrednio
2,6 �mol · cm–3 i s¹ statystycznie istotnie wy¿sze (p < 0,05) ni¿ u ogierów ras
ma³opolskiej, wielkopolskiej oraz szlachetnych pó³krwi, u których rejestrowano
œrednio 1,6 i 1,7 �mol · cm–3 [67, 111].

Przeliczaj¹c natomiast zawartoœæ TAS na koncentracjê plemników o ruchu po-
stêpowym [�mol · 10–9 rp] stwierdzono, ¿e TAS wyra¿ony w tych jednostkach ko-
reluje istotnie (p < 0,01) ujemnie: z ogóln¹ koncentracj¹ plemników, z koncentracj¹
plemników o ruchu postêpowym, odsetkiem plemników ruchliwych oraz porusza-
j¹cych siê ruchem postêpowym, a tak¿e dodatnio z TAS wyra¿onym [�mol · cm–3]
przy wspó³czynniku korelacji 0,71. Z wstêpnie przeprowadzonej analizy statystycz-
nej wyników mo¿na s¹dziæ, ¿e równie¿ pomiar zawartoœci TAS w osoczu nasienia
ogierów wyra¿ony w [�mol · 10–9 rp] mo¿e byæ dobrym wskaŸnikiem oceny jego
wartoœci [68, 73, 111].

Po przeprowadzeniu biochemicznej oceny uszkodzeñ lub zmian przepuszczal-
noœci b³on plemnika – na podstawie pomiaru aktywnoœci enzymów metabolicznych,
antyoksydacyjnych b¹dŸ akrosomalnych plemnika uwolnionych do p³ynu zewn¹trz-
komórkowego czyli osocza nasienia, interesuj¹ce wydawa³o siê uzupe³nienie jej
o ocenê integralnoœci b³on plazmatycznych plemników w mikroskopie fluorescen-
cyjnym. Dlatego te¿ podjêto badania nad ocen¹ rezystencji b³on plazmatycznych
plemników metod¹ fluorescencji w preparatach barwionych fluorochromem, a war-
toœæ nasienia okreœlano na podstawie odsetka plemników œwiec¹cych, czyli z uszko-
dzonymi b³onami komórkowymi [36]. Badania te, podobnie jak poprzednie doty-
cz¹ce fosfatazy alkalicznej oraz antyoksydantów, s¹ w trakcie realizacji i rokuj¹
nadziejê na opracowanie kolejnego testu oceny laboratoryjnej wartoœci nasienia.
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Inne czynniki warunkuj¹ce p³odnoœæ ogierów

Do istotnych osi¹gniêæ ostatnich lat zaliczyæ mo¿na badania nad wp³ywem
niedoborów mineralnych (makro- i mikrosk³adników) w diecie i ich wp³ywu na
p³odnoœæ ogierów. Danek i in. [26, 27, 28, 29, 30] wykazali , ¿e ogiery ¿ywione pasz¹
z niedoborem cynku maj¹ s³absze libido i gorsz¹ jakoœæ nasienia. Podobne wyniki
stwierdzono w badaniach przeprowadzonych przez Krakowski Oœrodek, w których
wykazano ponadto odwrotne zale¿noœci w zakresie wp³ywu kadmu na jakoœæ nasie-
nia. Stwierdzono, ¿e wa¿n¹ rolê w funkcjach p³ciowych samców odgrywa równie¿
magnez, gdy¿ obserwowano zale¿noœci zachodz¹ce miêdzy jego poziomemw diecie
a wskaŸnikami oceny jakoœci nasienia. Badania prowadzone przez Danka i in. [23]
wnosz¹ te¿ cenne informacje na temat zaka¿eñ bakteryjnych uk³adu rozrodczego
ogiera przez ró¿ne drobnoustroje.

Istotne znaczenie dla praktyki weterynaryjnej maj¹ równie¿ wyniki uzyskane
w badaniach nad wp³ywem leków przeciwzapalnych na jakoœæ nasienia ogierów.
Wykazano w nich szczególnie niekorzystny wp³yw deksametazonu na wiêkszoœæ
cech nasienia oraz osocza nasienia, podkreœlaj¹c równoczeœnie zmiany w zakresie
stê¿enia bia³ka ca³kowitego, ¿elaza oraz aktywnoœci AP [24, 25].

Do licz¹cych siê w literaturze nale¿¹ prace dotycz¹ce wp³ywu endotoksyny
bakteryjnej (lipopolisacharydu, LPS) na p³odnoœæ ogierów. Wykazano eksperymen-
talnie, ¿e podanie pojedynczej dawki lipopolisacharydu Escherichia coli powoduje
zmiany kliniczne, hematologiczne oraz hormonalne (spadek stê¿enia testosteronu
we krwi i nasieniu), a tak¿e zmiany w sk³adzie osocza nasienia i obrazie mor-
fologicznym plemników, bêd¹ce wynikiem zaburzeñ funkcji j¹dra. W trakcie tych
badañ stwierdzono, ¿e u ogierów poddanych dzia³aniu LPS wystêpuj¹ zaburzenia
w zakresie termoregulacji j¹der w czasie endotoksemii. Okaza³o siê równie¿, ¿e
zastosowanie niesteroidowego leku przeciwzapalnego megluminianu fluniksyny
(FM) skutecznie przeciwdzia³a zmianom wywo³anym przez endotoksyny u ogie-
rów, co jest wskazaniem do stosowania odpowiedniego typu terapii podczas endo-
toksemii u ogiera [24].

Podsumowanie

W okresie ostatniego dwudziestolecia osi¹gniêto znacz¹cy postêp w zakresie
badañ nad rozrodem koni. Nale¿y jednak podkreœliæ, ¿e donios³¹ rolê w tym wzglê-
dzie odegra³y badania prowadzone w okresie wczeœniejszym, które mia³y charakter
g³êboko poznawczy. Do najwiêkszych nale¿¹ osi¹gniêcia o ponadczasowym wymia-
rze dotycz¹ce poznania w³aœciwoœci sk³adników biochemicznych zawartych w nasie-
niu oraz okreœleniu ich roli w relacji z plemnikiem, czego dokona³ na przestrzeni
piêædziesiêciolecia profesor Tadeusz Mann.

Zagadnieniem o wiod¹cym charakterze, w odniesieniu do badañ nad prze-
biegiem procesów rozrodczych u ogiera, jest okreœlenie biologicznej wartoœci
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nasienia oparte na badaniach klinicznych uk³adu rozrodczego oraz laboratoryjnej
ocenie nasienia.

Znacz¹cy postêp w ostatnich latach osi¹gniêto w zakresie badania klinicznego
uk³adu rozrodczego u ogiera dziêki wprowadzeniu do praktyki badañ ultrasono-
graficznych. Dziêki opracowanym technikom badawczym i konstrukcyjnym g³owic
USG mo¿liwe sta³o siê nie tylko badanie struktur morfologicznych j¹der i naj¹drzy,
ale przede wszystkim badanie dodatkowych gruczo³ów p³ciowych, które przedtem
pozostawa³y poza mo¿liwoœciami badania klinicznego per rectum.

W odniesieniu do badañ laboratoryjnych nasienia uzyskano wiele interesuj¹cych
wyników wskazuj¹cych na rolê enzymów plemnikowych i tkankowych w œrodowisku
pozaplemnikowym, które umo¿liwiaj¹ ocenê integralnoœci b³on plazmatycznych
plemnika, a tym samym pozwalaj¹ wnioskowaæ o jego biologicznej wartoœci, tak
w nasieniu œwie¿ym, jak te¿ w procesie postêpowania kwalifikacyjnego nasienia
przeznaczonego do kriokonserwacji, przewiduj¹c równoczeœnie efektywnoœæ mro¿e-
niow¹. Mo¿liwoœci takie zosta³y wykazane w pracach Bittmar i Kosiniaka [7, 8, 9],
którzy opracowali metody pozwalaj¹ce na zastosowanie poziomu enzymów (AspAT,
LDH, PA), zawartoœci bia³ka ca³kowitego i antyoksydantów jako markerów w ocenie
wartoœci nasienia ogiera, tak œwie¿ego, jak te¿ mro¿onego, które po zastosowaniu do
sztucznego unasieniania klaczy rokuje wysok¹ p³odnoœæ.

Spoœród badañ o pod³o¿u fizjologicznym za najwa¿niejsze – ze wzglêdów utyli-
tarnych – nale¿y uznaæ te, które pozwoli³y na ustalenie wieku, w którym ogier
osi¹ga optymaln¹ wydolnoœæ reprodukcyjn¹, co nastêpuje miêdzy 5 a 7 rokiem
¿ycia. Na tej podstawie wskazano na koniecznoœæ ostro¿nej i kontrolowanej eksplo-
atacji m³odych ogierów w okresie dwóch pierwszych sezonów ich reprodukcyjnego
u¿ytkowania [58, 62].

Biochemiczne badania osocza nasienia, a tak¿e badania struktur morfologicznych
plemnika wskaza³y na istotne ró¿nice rasowe i sezonowe, które powinny byæ brane
pod uwagê w ocenie wartoœci reprodukcyjnej ogiera [59, 61, 62].

Do badañ pomyœlnie rokuj¹cych dalszym postêp w zakresie diagnostyki funkcji
rozrodczych ogiera i wartoœci plemników nale¿¹ prowadzone ostatnio prace poœwiêco-
ne roli antyoksydantów w nasieniu ogiera, a tak¿e praktycznemu zastosowaniu mikro-
skopii fluorescencyjnej w ocenie integralnoœci b³on plemnikowych.

Aktualne osi¹gniêcia naukowe … 53



Klacz

W badaniach nad rozrodem ssaków najwa¿niejsze osi¹gniêcia ubieg³ego wieku
zwi¹zane by³y z okreœleniem warunków zap³odnienia i produkcji zarodków poza
ustrojem matki. Specyfika rozrodu klaczy, odmiennoœæ struktur anatomicznych i fi-
zjologicznych powodowa³y, ¿e postêp w badaniach osi¹gany by³ nieco póŸniej ni¿
u samic innych gatunków zwierz¹t gospodarskich.

W ka¿dym cyklu jajnikowym klaczy okreœlona liczba pêcherzyków podejmuje
wzrost i dojrzewanie, nastêpnie wiêkszoœæ z nich ulega atrezji, a nieliczne owuluj¹.
P³yn pêcherzykowy jest Ÿród³em wielu hormonów i cia³ biologicznie czynnych, które
bior¹ udzia³ w skomplikowanym mechanizmie regulacji na drodze endokrynnej,
parakrynnej i autokrynnej [92]. Na przyk³ad u kobiet hormony sterydowe zawarte
w p³ynie pêcherzykowym jajników s¹ uwa¿ane za g³ówne markery dojrzewania
pêcherzyków i oocytów. Morfologicznie niedojrza³e oocyty pochodz¹ g³ównie z pê-
cherzyków, które zawieraj¹ wyraŸnie ni¿szy poziom progesteronu, dihydrotesto-
steronu i androstendionu ni¿ pêcherzyki z prawid³owymi morfologicznie oocytami
[12]. Poziom inhibiny B w p³ynie pêcherzykowym jest g³ównym markerem prawid³o-
woœci rozwoju oocytów i zarodków w programach zap³odnienia in vitro u ludzi [19].

Stosunkowo nieliczne s¹ badania dotycz¹ce wskaŸników wzrostu pêcherzyków
i oocytów klaczy. Oceniaj¹c zale¿noœæ pomiêdzy stopniem atrezji pêcherzyków jajni-
kowych a zdolnoœci¹ oocytów do dojrzewania in vitro wykazano, ¿e atrezja komórek
granulozy zwi¹zana by³a ze zmniejszonym poziomem estrogenów w p³ynie pêche-
rzykowym, który wynosi³ 142,5 ± 51,4 ng · ml–1 i 20,1 ± 6,3 ng · ml–1 odpowiednio
w pêcherzykach zdrowych i atretycznych. Wysoki poziom progesteronu mo¿na uwa-
¿aæ za wskaŸnik gotowoœci pêcherzyków do owulacji, a niski poziom androstendionu
za jeden z mo¿liwych wskaŸników obni¿onej jakoœci oocytów [89, 90].

Niektóre aspekty wzrostu pêcherzyków jajnikowych klaczy kontroluje dopamina
[87]. Antagoniœci dopaminy stymuluj¹ wzrost fali pêcherzykowej po zakoñczeniu
anestrus, natomiast agoniœci opóŸniaj¹ rozwój pêcherzyków w okresie przejœciowego
anestrus [13]. Koncentracja dopaminy w p³ynie pêcherzykowym by³a odwrotnie
proporcjonalna do œrednicy pêcherzyków jajnikowych, przyjmuj¹c wartoœci
24,0 ± 6,7; 57,0 ± 57,0 i 8,0 ± 13,7 pg · ml–1 odpowiednio w pêcherzykach ma³ych
(<25 mm), œrednich (26–35 mm) i du¿ych (>35 mm). Jednoczeœnie zbli¿ony poziom
receptorów dopaminowych i FSH stwierdzono w czêœci korowej jajników w fazie
anestrus i w komórkach granulozy w okresie aktywnoœci rozrodczej [5]. Szybszy
wzrost pêcherzyków jajnikowych klaczy w okresie anestrus przejœciowego ni¿ g³êbo-
kiego, zwi¹zany by³ z ponad trzykrotnie wiêksz¹ koncentracj¹ estradiolu i inhibiny B
w fazie przejœciowej. Poziom tych substancji mo¿e byæ zatem wskaŸnikiem wzrostu
pêcherzyków ju¿ w fazie anestrus [31].

Interesuj¹cym aspektem o charakterze poznawczym i aplikacyjnym s¹ nowe
badania dotycz¹ce wykorzystania HCG do wywo³ywania owulacji. Preparat ten jest
stosowany w kolejnych cyklach rujowych klaczy, pomimo doniesieñ o powstawaniu
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przeciwcia³, które obni¿aj¹ jego efektywnoœæ [34]. Gastal i in. [37] wykazali, ¿e HCG
wstrzymuje wzrost co prowadzi do zmniejszenia œrednicy pêcherzyków przedowu-
lacyjnych. Powtarzalne podawanie HCG w kolejnych trzech cyklach rujowych nie
obni¿a³o efektywnoœci owulacji.

Alternatyw¹ HCG mo¿e byæ nowy rekombinat LH pochodzenia koñskiego, który
u 57% klaczy wywo³uje owulacjê do 48 godz. po podaniu w zalecanej dawce 750 ng
reLH [128]. Podobn¹ skutecznoœci¹ cechuje siê Kisseptin – dekapeptyd, kontroluj¹cy
funkcje rozrodcze za poœrednictwem GnRH, LH i FSH, wczeœniej opisany u szczurów
i owiec. Wbadaniach u klaczy wykorzystano dekapeptyd pochodzenia ludzkiego [14].

Wa¿nym endokrynologicznie aspektem owulacji u klaczy jest rola p³ynu pêche-
rzykowego, który dostaje siê do jamy otrzewnowej. Inhibina wydzielana przez
komórki granulozy, odgrywa istotn¹ rolê w kontroli FSH w czasie cyklu rujowego
[88,104]. W nastêpstwie owulacji p³yn otrzewnowy zawiera wysok¹ koncentracjê
inhibiny, a zatem sekrecja FSH zale¿y od iloœci p³ynu pêcherzykowego przedosta-
j¹cego siê do jamy otrzewnowej [86].

Stosunkowo nowe s¹ tak¿e badania dotycz¹ce ekspresji genów zwi¹zanych
z powstawaniem i zanikiem cia³ka ¿ó³tego. Wycinki cia³ka ¿ó³tego pobierano przy¿y-
ciowo pod kontrol¹ USG. Stwierdzono, ¿e iloœci STAR (steroidogenic acute regula-
tory protein) i 3� HSD obni¿aj¹ siê pomiêdzy 12 a 14 dniem cyklu [15].

Na przebieg cyklu rujowego samic mo¿e mieæ równie¿ wp³yw zanieczyszczenie
œrodowiska. Zaburzenia ró¿nego charakteru w rozrodzie loch i krów s¹ efektem
skarmiania pasz zawieraj¹cych mykotoksyny. U klaczy karmionych owsem natural-
nie zanieczyszczonym zearalenonem i deoxynivalenonem, nie wykazano ró¿nic
w poziomach progesteronu, estradiolu i LH, d³ugoœci cyklu rujowego i obrazie
histologicznym macicy. Stwierdzono tendencje do wystêpowania wiêkszej liczby
pêcherzyków w drugiej po³owie cyklu jajnikowego. Mo¿liwe zatem jest miejscowe
oddzia³ywanie na jajniki i krzepliwoœæ krwi, gdy¿ u klaczy doœwiadczalnych czêœciej
wystêpowa³y krwiaki pêcherzykowe i krwotoczne cia³ka ¿ó³te [2, 49].

W mechanizmie rozpoznawania w³asnej ci¹¿y przez organizm klaczy, wa¿n¹ rolê
odgrywaj¹ substancje wydzielane przez zarodki. W trakcie wêdrówki przez jajowód
produkuj¹ one PGE2, która umo¿liwia otwarcie brodawki macicznej i przedostanie siê
zarodka do macicy [125]. Ten efekt zosta³ wykorzystany przez Allena i in. [1], którzy
¿el zawieraj¹cy 0,2 mg PGE2, rozprowadzili na powierzchni jajowodów technik¹
laparoskopow¹. W wyniku takiego traktowania przywrócono p³odnoœæ u 14 z 15
klaczy ja³owiej¹cych prawdopodobnie na tle niedro¿noœci jajowodów.

Produkcja zarodków w warunkach in vitro u klaczy jest zdecydowanie mniej
zaawansowana ni¿ u innych gatunków zwierz¹t. Metod¹ klasycznego zap³odnienia in
vitro nie uzyskano ci¹¿y poza przypadkami opisanymi przez grupê francusk¹ [93].
Tym niemniej badania dotycz¹ce oocytów s¹ wci¹¿ kontynuowane.

Zamra¿anie oocytów jest metod¹ przechowywania materia³u genetycznego samic
do wykorzystania w przysz³oœci, przy zastosowaniu metod wspomaganego zap³od-
nienia. Dotychczasowe osi¹gniêcia dotycz¹ce kompetencji rozwojowych oocytów po
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rozmro¿eniu s¹ stosunkowo niewielkie. Procent oocytów klaczy zamra¿anych w sta-
dium pêcherzyka zarodkowego, które w hodowli in vitro uzyskuj¹ stadium MII
(16–30%) jest znacznie ni¿szy ni¿ oocytów niemro¿onych (50–80%). Z drugiej
strony Maclellan i in. [81] donosili o urodzeniu 2 Ÿrebi¹t w nastêpstwie wprowadzenia
26 uprzednio witryfikowanych w stadium MII oocytów do jajowodów insemino-
wanych klaczy. Witryfikacja wp³ywa zdecydowanie niekorzystnie na wrzeciono
podzia³owe i potencja³ rozwojowy oocytów. W 48 godzinie po ICSI stwierdzono
podzia³y 34% i 16% oocytów witryfikowanych w stadium GV i MII, a 48% dla grupy
kontrolnej. Jednak¿e tylko 1 z 58 dziel¹cych siê oocytów witryfikowanych w stadium
GV rozwin¹³ siê do blastocysty, a 21% z grupy kontrolnej niewitryfikowanej [114].

Na wyniki hodowli oocytów w warunkach in vitro mo¿e mieæ wp³yw wiek klaczy
dawczyñ. W ostatnim dwudziestoleciu ubieg³ego wieku zapocz¹tkowano tak¿e prace
nad skróceniem odstêpu miêdzypokoleniowego u wielu gatunków zwierz¹t, poprzez
wykorzystanie w technikach in vitro oocytów pozyskanych od niedojrza³ych p³ciowo
samic. Ci¹¿e i potomstwo uzyskano po zap³odnieniu in vitro oocytów ciel¹t, jagni¹t
i koŸl¹t. Badania dotycz¹ce oocytów Ÿrebi¹t wskazuj¹, ¿e mo¿liwe jest uzyskanie
w warunkach in vitro stadium MII [84]. Brak jest doniesieñ na temat skutecznych prób
zap³odnienia.

P³odnoœæ klaczy obni¿a siê z wiekiem; jest to wynik zwiêkszonej zamieralnoœci
zarodkowej ju¿ na etapie przesuwania i rozwoju w jajowodzie [3]. Samo œrodowisko
jajowodu usposabia do obumierania zarodków, ale istotniejszym problemem wydaj¹ siê
obni¿one kompetencje rozwojowe oocytów klaczy starszych [18]. U kobiet zaburzenia
chromosomów u p³odów przypuszczalnie s¹ g³ówn¹ przyczyn¹ niemo¿noœci utrzyma-
nia ci¹¿y w starszym wieku [126]. Nieprawid³owoœci chromosomów s¹ czêsto spotyka-
ne u koni we wczesnych blastocystach [102]. Powstawanie wrzeciona w trakcie
podzia³ów mejotycznych i mitotycznych, jak i przemiany w chromosomach, s¹ aktyw-
nym procesem zale¿nym od energii generowanej przez mitochondria. Wykorzystuj¹c
technikê PCR stwierdzono, ¿e iloœæ kopii mitochondrialnych DNAuzyskanych z oocy-
tów pochodz¹cych od klaczy starszych (>12 lat) po hodowli in vitro by³a mniejsza ni¿
uzyskana z oocytów klaczy m³odych (<12 lat). Zmiany w mitochondriach klaczy
starych potwierdzono obserwuj¹c je w mikroskopie elektronowym. Uszkodzenia mito-
chondriów s¹ przypuszczalnie podstawow¹ przyczyn¹ wzrostu czêstotliwoœci zaburzeñ
chromosomalnych zarodków samic w zaawansowanym wieku [102].

Wobec problemów z produkcj¹ zarodków in vitro technik¹ klasycznej inseminacji
oocytów plemnikami kapacytowanymi in vitro, metod¹ alternatywn¹ staje siê wspo-
magane zap³odnienie i mikroiniekcja plemnika do oocytu (ICSI). Próbuje siê wy-
korzystaæ plemniki œwie¿e, natychmiast po pobraniu lub po zamro¿eniu i roz-
mro¿eniu [20], a tak¿e plemniki naj¹drzowe [103].

Grupa brazylijska [43] w wyniku ICSI oocytów hodowanych in vitro uzyska³a
zbli¿one wyniki podzia³ów po 48 godz.; 73,5%, 61–69%, 64–70%, gdy do mikro-
iniekcji wykorzystano odpowiednio plemniki bezpoœrednio po pobraniu, po rozmro-

56 K. Kosiniak-Kamysz, A. Okólski



¿eniu i plemniki naj¹drzowe po rozmro¿eniu. Procent zarodków z wiêksz¹ ni¿ osiem
liczb¹ blastomerów ocenianych w 96-godzinnej hodowli nie ró¿ni³ siê istotnie w po-
szczególnych grupach (9,5–19%).

Choi i in. [21] do ICSI wykorzystywali tak¿e plemniki liofilizowane i po roz-
mro¿eniu. Procent podzia³ów wynosi³ 33–100%, a blastocyst 27–30%. Jednak¿e
w przypadku mikroiniekcji plemników liofilizowanych, aktywacja oocytów by³a
dodatkowo wspomagana. Spoœród 9 blastocyst wprowadzonych do macicy klaczy
uzyskano 6 ci¹¿. Równie¿ produkcja zarodków koniowatych metod¹ klonowania
somatycznego stwarza okreœlone nadzieje. Jednak, podobnie jak u innych gatunków
zwierz¹t, procent zamieralnoœci zarodków uzyskanych na drodze klonowania siêga
75–86%. Barier¹ w opanowaniu tej techniki u koni jest tak¿e niski procent blastocyst
powsta³ych z enukleowanych oocytów po wszczepieniu j¹der komórek somatycz-
nych (3–10%). Istotne zatem staj¹ siê badania nad opanowaniem i doskonaleniem
technik aktywacji rekombinatów. Hinrichs i in. [44] u¿ywali ionomycyny uzyskuj¹c
3,4–12,5% blastocyst, gdy fibroblasty przed iniekcj¹ do oocytów by³y inkubowane
z roscovitin¹ (15 �g · ml–1 przez 24 godz.). Roscovityna wywo³uje odwracalny blok
mejozy, wp³ywa korzystnie na ich potencja³ rozwojowy i wyniki zap³odnienia in vi-
tro. Z 13 blastocyst przeszczepionych do klaczy biorczyñ u 9 (69%) stwierdzono
ci¹¿e. Dwie z nich poroni³y w 6 i 10 miesi¹cu. Zmian u p³odów w trakcie sekcji nie
stwierdzono.

Wa¿nym zatem aspektem badañ nad klonowaniem jest aktywacja oocytów. Ma
ona na celu zainicjowanie zmian, które maj¹ miejsce po wnikniêciu plemnika do
komórki jajowej. W efekcie nastêpuje zmiana wewn¹trzkomórkowej koncentracji
jonów wapnia, inaktywacja MPF (maturating promotor factor), co umo¿liwia podzia³
mejotyczny oocytu, a nastêpnie rozwój zarodkowy [78].

Carnerio i in. [17] do partenogenetycznej aktywacji oocytów klaczy wykorzysty-
wali ionomycynê, dwumetyloaminopurynê (6-DMAP), timerosal, chlorek strontu,
i stwierdzili podzia³y (20–38%), które w wiêkszoœci koñczy³y siê na etapie dwu-
komórkowym. Tylko w jednym z badanych wariantów (ionomycyna i 6-DMAP)
uzyskano stadium moruli (16%).

W ostatnich latach wa¿nym aspektem badañ s¹ prace o charakterze podstawowym
i aplikacyjnym, dotycz¹ce programowania p³ci potomstwa. Ró¿nice w iloœci DNA
miêdzy plemnikami X i Y umo¿liwi³y skuteczny rozdzia³ plemników w cytometrze
przep³ywowym [48]. Zastosowanie sortowanych plemników w technikach sztucznej
inseminacji i zap³odnienia pozaustrojowego pozwoli³o na uzyskanie potomstwa o za-
planowanej p³ci u królików, owiec, byd³a, a tak¿e koni [16]. Problemem pozostaje zbyt
niska, jak na potrzeby standardowej inseminacji, szybkoœæ sortowania (obecnie 3–5 tys.
plemników na sekundê) i ni¿sza zdolnoœæ zap³adniaj¹ca sortowanego nasienia.

Ró¿nica zawartoœci DNA miêdzy plemnikami X i Y, wynosz¹ca u koni oko³o
3,7%, pozwoli³a na uzyskanie potomstwa o ¿¹danej p³ci, z czystoœci¹ przekraczaj¹c¹
90% [75]. Szersze zastosowanie tej metody w hodowli koni wci¹¿ wymaga roz-
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wi¹zania problemów. Jednym z nich jest wielkoœæ dawki plemników stosowanej przy
inseminacji klaczy wynosz¹ca 100–500 × 106 plemników. Uzyskanie takiej liczby
sortowanych plemników praktycznie jest niemo¿liwe, st¹d poszukiwanie metod una-
sieniania, które zapewni³yby skutecznoœæ przy znacznej redukcji iloœci plemników.

Linsdey i in. [76] dawkê inseminacyjn¹ zawieraj¹ca 5 × 106 plemników wpro-
wadzali za pomoc¹ endoskopu domacicznie w okolice brodawki. Uzyskano 40%,
37,5%, 37,5% i 13,5% ci¹¿, odpowiednio przy stosowaniu nasienia œwie¿ego, œwie¿e-
go sortowanego, mro¿onego i sortowanego mro¿onego.

Z kolei McCue i in. [83] uzyskali zap³odnienie i ci¹¿e wprowadzaj¹c metod¹
chirurgiczn¹ 2 × 105 plemników bezpoœrednio do jajowodów. Wydaje siê, ¿e ta meto-
da nie ma szans praktycznego zastosowania ze wzglêdu na problemy techniczne i wy-
sokie koszty. Precyzyjne umieszczenie nasienia przy ujœciu brodawki macicznej
umo¿liwia zastosowanie wideoendoskopu. Istnieje tak¿e mo¿liwoœæ g³êbokiej doma-
cicznej inseminacji pod kontrol¹ rektaln¹ [77]. Uzyskane wyniki s¹ zró¿nicowane.
Buchanan i in. [16], stosuj¹c dawkê 25 × 106 sortowanych plemników, uzyskali 40%
ci¹¿. Z kolei Lindsey i in. [75] po zastosowaniu 5 × 106 prawid³owych sortowanych
plemników na 10 inseminacji nie uzyskali zaŸrebieñ. Stosowane do inseminacji
dawki nasienia ró¿ni¹ siê znacznie miêdzy sob¹, od 20 ml w przypadku nasienia
œwie¿ego, 0,5–8 ml mro¿onego oraz 0,2–0,5 ml po sortowaniu i mro¿eniu. Byæ mo¿e
ten aspekt nale¿y uwzglêdniæ w przysz³ych badaniach. Wydaje siê, ¿e regulacja p³ci
koni z zastosowaniem sortowanego nasienia wymaga dalszych prac dotycz¹cych
postêpowania z nasieniem i technik inseminacji [10].

Badania dotycz¹ce rozrodu klaczy prowadzone w polskich placówkach weteryna-
ryjnych, skupia³y siê g³ównie na zagadnieniach patologii rozrodu oraz stanu zdro-
wotnoœci macicy i zaburzeñ p³odnoœci [4, 5, 74]. Ciekawym problemem podjêtym
przez naukowców z Olsztyna jest monitorowanie procesów rozrodczych u zwierz¹t
na podstawie oceny poziomu estrogenów i gestagenów [108]. Pozosta³e prace doty-
czy³y wybranych aspektów ci¹¿y i okresu oko³oporodowego [40, 116, 127].

Niniejszy artyku³ jest przegl¹dem istotnych, z punktu widzenia autorów, proble-
mów z zakresu rozrodu klaczy. Du¿a czêœæ tych zagadnieñ by³a tematem doniesieñ
prezentowanych na IX Sympozjum Rozrodu Koni, które odby³o siê w dniach 6–11
sierpnia 2006 r. w Holandii. Nale¿y podkreœliæ, ¿e odbywaj¹ce siê co 4 lata sympozja
daj¹ najpe³niejszy przegl¹d aktualnych problemów badawczych realizowanych w li-
cz¹cych siê placówkach na œwiecie. Ponadto co 2 lata w Europie odbywaj¹ siê sesje
naukowe EEGG (European Equine Gamete Group), ostatnio z udzia³em naukowców
z USA, na temat gamet ogierów i klaczy. Do publikacji zawartych w tych materia³ach
odsy³am zatem czytelników pragn¹cych poznaæ szersze spektrum badañ prowadzonych
nad rozrodem koni, zap³odnieniem klaczy nieŸrebnych, wczesnym rozwojem zarod-
kowym, klacz¹ Ÿrebn¹ i okresem neonatalnym.
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Recent scientific and practical achievements

in horse reproduction

Key words: reproduction, stallion, semen conservation, biochemical tests,
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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Postêp w badaniach dotycz¹cych

procesów rozrodczych u œwiñ
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S³owa kluczowe: rozród œwiñ, oœ podwzgórzowo-przysadkowo-jajnikowa,
endokrynologia rozrodu, nasienie knura, proteomika nasienia,

kriobiologia nasienia

W latach siedemdziesi¹tych kilka zespo³ów w kraju podjê³o tematykê badawcz¹
dotycz¹c¹ procesów rozrodczych u œwiñ. W ówczesnym Instytucie Fizjologii i Bio-
chemii Zwierz¹t ART w Olsztynie dwa zespo³y w Zak³adzie Fizjologii Zwierz¹t – pod
kierunkiem T. Krzymowskiego i H. Krzymowskiej – rozpoczê³y badania nad regulacj¹
procesów rozrodczych u samic, a w Zak³adzie Biochemii Zwierz¹t jeden zespó³ – pod
kierunkiem J. Strze¿ka – rozpocz¹³ badania z zakresu biochemii nasienia, które pocz¹t-
kowo dotyczy³y buhajów i tryków, a nastêpnie knurów. Równoczeœnie zespó³ S. Stok³o-
sowej z Instytutu Zoologii UJ w Krakowie coraz czêœciej do prowadzonych badañ in vi-
tro u¿ywa³ komórek jajnika œwini. Wkrótce metody in vitro zosta³y zaadaptowane przez
zespó³ J. Prza³a w placówce olsztyñskiej. Przypomnienie tych faktów wynika z ich
znaczenia dla rozwoju badañ procesów rozrodczych u œwiñ w Polsce. W opracowaniu
tym zostanie w skrócie przedstawiony postêp w zakresie badañ podstawowych doty-
cz¹cych rozrodu œwiñ ze szczególnym uwzglêdnieniem osi¹gniêæ krajowych.

Regulacja procesów rozrodczych u samic

Procesy rozrodcze s¹ pod kontrol¹ osi neurohormonalnej, podwzgórze-przy-
sadka-gonady, która u samic ssaków swoim oddzia³ywaniem obejmuje tak¿e macicê –
miejsce rozwoju najpierw zarodka, a nastepnie p³odu. W opracowaniu tym rozpatrzo-
ne bêd¹ poszczególne piêtra osi podwzgórzowo-przysadkowo-jajnikowej oraz maci-
ca. Ogólne zale¿noœci pomiêdzy tymi strukturami przedstawiono na rysunku 1.
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Podwzgórze

U œwiñ, podobnie jak u samic innych gatunków ssaków, gonadoliberyna – GnRH
(LHRH) – pe³ni kluczowê rolê w regulacji aktywnoœci osi podwzgórzowo-przysad-
kowo-gonadalnej [23, 34, 35, 82, 225]. Izolacji GnRH – peptydu sk³adaj¹cego siê z 10
aminokwasów – z podwzgórza œwini, dokonano w roku 1971, jednoczeœnie okreœlaj¹c
jego sekwencjê aminokwasow¹ [121, 144]. Lokalizacja neuronów wytwarzaj¹cych
GnRH w mózgowiu œwini zosta³a opisana przez Polkowsk¹ i in. w roku 1985 [134].
W badaniach Kineman i in. [81] znaczn¹ czêœæ ogólnej liczby neuronów GnRH-er-
gicznych stwierdzono w obszarze przedwzrokowo-przyœrodkowym (ok. 45%), paœ-
mie przek¹tnym Broca (6,7%), przedniej (14,8%) i brzuszno-przyœrodkowej (18,6%)
czêœci podwzgórza, j¹drze nadwzrokowym (7,1%) oraz strefie oko³okomorowej
(7,0%). Najwiêksze skupienie aksonów GnRH-ergicznych odnotowano po stronie
bocznej wynios³oœci przyœrodkowej w pobli¿u pierwotnego splotu naczyñ w³oso-
watych przysadkowego uk³adu wrotnego. Kumar i in. [107] stwierdzili kilkakrotnie
wiêksz¹ koncentracjê GnRH w buszno-przyœrodkowym podwzgórzu ni¿ w obszarze
nadskrzy¿owaniowym i obszarze przedwzrokowym. Badania Ziêcika i in. [226, 227]
wykaza³y u loszek znacznie wiêksz¹ koncentracjê GnRH w tkance kompleksu „szy-
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Rysunek 1. Schemat przedstawiaj¹cy ogólne zale¿noœci pomiêdzy poszczególnymi piêtrami
osi podwzgórzowo-przysadkowo-jajnikowej i jej oddzia³ywanie na macicê. Opis schematu
znajduje siê w tekœcie



pu³a-wynios³oœæ przyœrodkowa” (SME; stalk medial eminence) ni¿ w brzuszno-przy-
œrodkowym podwzgórzu (MBH) oraz obszarze przedwzrokowym (POA). Uwalnia-
nie GnRH z wynios³oœci przyœrodkowej do kr¹¿enia przysadkowego ma charakter
pulsacyjny i wykazuje wysok¹ korelacjê ze zmianami koncentracji LH we krwi
obwodowej [110].

Aktywnoœæ systemu GnRH-ergicznego jest regulowana na poziomie wytwa-
rzania gonadoliberyny w perykarionach i/lub uwalniania jej z zakoñczeñ nerwowych.
W procesie tym uczestnicz¹ liczne systemy neuralne, uwalniaj¹ce klasyczne neuro-
przekaŸniki, takie jak: noradrenalina, dopamina, serotonina, kwas �-aminomas³owy,
kwas glutaminowy, jak równie¿ neuropeptydy, takie jak: endogenne peptydy opio-
idowe (EOP), galanina, neuropeptyd Y (NPY), substancja P [36, 95, 112, 122, 127].
Ziêcik i in. [226, 227] stwierdzili u loszek podczas cyklu rujowego oraz induko-
wanego wyrzutu LH (benzoesanem estradiolu) wy¿sz¹ zawartoœæ nie tylko GnRH, ale
i �-endorfiny, NPY i galaniny w SME ni¿ POA lub MBH. Badania Fitki i in. [37]
wykaza³y, ¿e u loszek egzogenna tyroksyna znacznie obni¿a zawartoœæ GnRH w wy-
nios³oœci przyœrodkowej. Badania przeprowadzone na loszkach w warunkach in vivo,
w których blokowano lub stymulowano receptory opioidowe wykaza³y, ¿e EOP
wywieraj¹ hamuj¹cy wp³yw na system GnRH/LH w okresie laktacji oraz uczestnicz¹
w regulacji pulsacyjnego wydzielania LH podczas fazy cia³ka ¿ó³tego [127] i ci¹¿y
(g³ównie do 70. dnia) [127, 204], jak równie¿ przedowulacyjnego lub indukowanego
wyrzutu LH [96, 127, 223]. Znany jest równie¿ moduluj¹cy wp³yw steroidów jajni-
kowych, estradiolu i progesteronu, na funkcjonowanie systemu GnRH u œwiñ (rys. 1)
[95, 128, 145]. Wyniki uzyskane przez Ziêcika i in. [224] wskazuj¹, ¿e LH mo¿e tak¿e
modulowaæ aktywnoœæ podwzgórzowego systemu GnRH u œwiñ, na zasadzie krótkiej
pêtli sprzê¿enia zwrotnego.

W warunkach in vitro testowano wp³yw szeregu substancji na uwalanie GnRH
z wynios³oœci przyœrodkowej loszek. Okrasa i in. [128] stwierdzili, ¿e nalokson (anta-
gonista opioidowy) stymuluje uwalnianie GnRH z SME loszek w cyklu rujowym oraz
loszek owariektomizowanych otrzymuj¹cych progesteron lub estradiol. Morfina
(agonista opioidowy) – w zale¿noœci od dawki – mo¿e stymulowaæ (2 × 10–6 M) lub
hamowaæ (10–3 M) uwalnianie GnRH z SME loszek owariektomizowanych otrzymu-
j¹cych progesteron (nie estradiol). U owariektomizowanych loszek z indukowanym
wyrzutem LH, wykazano moduluj¹cy wp³yw �-endorfiny, galaniny, NPY i substancji
Pna uwalnianie GnRH ze SME [70]. Ciereszko i in. [21] wykazali w badanich in vitro,
¿e równie¿ prolaktyna mo¿e stymulowaæ uwalnianie GnRH z SME loszek podczas
fazy lutealnej. Z kolei w badaniach Duszy i in. [28] nie obserwowano u niedojrza³ych
p³ciowo loszek istotnego wp³ywu melatoniny na uwalnianie GnRH z SME.

Badania ostatnich lat wskazuj¹, ¿e leptyna – hormon w znacznej iloœci wytwarza-
ny przez tkankê t³uszczow¹ – mo¿e tak¿e wp³ywaæ na aktywnoœæ uk³adu GnRH/LH
u loszek w okreœlonych stanach fizjologicznych [4]. Zespó³ J. Prza³a, badaj¹c eks-
presjê genu leptyny i d³ugiej formy jej receptora (OB-Rb) – metodami, takimi jak
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RT-PCR, hybrydyzacja in situ oraz Western-blot – wykaza³ zmiany w strukturach
powi¹zanych z wytwarzaniem i/lub uwalnianiem GnRH (POA, MBH i SME) u loszek
w fazie lutealnej cyklu rujowego (dni 10–12 i 14–16) i w okresie wczesnej ci¹¿y (dni
14–16 i 30–32) [148].

Badania zespo³u wczeœniej kierowanego przez T. Krzymowskiego, a obecnie
przez S. Stefañczyk-Krzymowsk¹ wykaza³y, ¿e na funkcjonowanie zarówno pod-
wzgórza jak i przysadki mo¿e wp³ywaæ oko³oprzysadkowy system naczyniowy, który
tworz¹ naczynia ¿ylne odprowadzaj¹ce krew z mózgu, przysadki i okolicy twarzowej
oraz naczynia têtnicze doprowadzaj¹ce krew do przysadki i mózgu. System ten
umo¿liwia przeciwpr¹dow¹ wymianê niektórych substancji oraz zwrotny ich tran-
sport do mózgu i przysadki. U loszek stwierdzono mo¿liwoœæ zwrotnego transportu
GnRH poprzez ten system w okreœlonych dniach cyklu rujowego (1–2 oraz 12–14)
[65, 102]. W podobny sposób mog¹ byæ tak¿e transportowane inne substancje, takie
jak: �-endorfina, oksytocyna, dopamina i hormony steroidowe [65, 149, 150]. Bada-
nia prowadzone przez ten zespó³ wykaza³y równie¿ mo¿liwoœæ transportowania
feromonu knura (androstenolu) u loszek – z obszaru œluzówki jamy nosowej do
struktur oœrodkowego uk³adu nerwowego zwi¹zanych z regulacj¹ procesów rozrod-
czych – drog¹ krwionoœn¹ poprzez naczyniowy uk³ad oko³oprzysadkowy [99, 164].
Oznacza to, ¿e sygna³ zapachowy samca oddzia³uje na organizm samicy nie tylko na
drodze nerwowowej, jak wczeœniej s¹dzono, ale równie¿ na drodze humoralnej.

Przysadka

W przedniej czêœci przysadki wystêpuje piêæ rodzajów komórek wewn¹trzwy-
dzielniczych, które s¹ rozmieszczone pomiêdzy komórkami pêcherzykowo-gwiaŸ-
dzistymi. S¹ to komórki somatotropowe, kortykotropowe, laktotropowe, gonado-
tropowe i tyreotropowe. Komórkami docelowymi dla GnRH s¹ komórki gonadotro-
powe, wytwarzaj¹ce hormon luteinizuj¹cy (LH) i hormon folikulotropowy (FSH).
Wydzielanie hormonów gonadotropowych jest jednak zró¿nicowane, poniewa¿
wiele czynników wykazuje moduluj¹cy wp³yw na ten proces. W regulacji wy-
dzielania FSH wa¿n¹ rolê pe³ni¹ aktywiny, inhibiny i folistatyny. Wœród czynników
moduluj¹cych wydzielanie gonadotropin wymienia siê m.in. p³ciowe hormony
steroidowe (rys. 1), aminokwasy (glutaminian i asparaginian), szereg peptydów
(np. NPY, VIP, substancja P, galanina, peptydy opioidowe), czynniki wzrostowe,
aminy biogenne i tlenek azotu. Nadmieniæ nale¿y, ¿e w regulacjê wielu procesów
zwi¹zanych z rozrodem, oprócz hormonów gonadotropowych, w³¹cza siê równie¿
prolaktyna, wytwarzana przez komórki laktotropowe. Szczegó³owy opis struktury
i funkcji przedniej czêœci przysadki mo¿na znaleŸæ w przegl¹dowym opracowaniu
Duszy i Ciereszko [26].

Profile sekrecyjne LH u loszek w ró¿nych okresach aktywnoœci p³ciowej zosta³y
opisane przez Ziêcika i in. [221, 222], a prolaktyny – przez Duszê i Krzymowsk¹ [29,
30]. Kilka zespo³ów badawczych w kraju testowa³o w warunkach in vitro wp³yw
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ró¿nych czynników na wydzielanie LH lub prolaktyny. Badania Kotwicy i in. [92]
wykaza³y, ¿e oksytocyna wytwarzana w tylnym p³acie przysadki [91] stymuluje
sekrecjê LH i protaktyny, jak równie¿ ACTH i �-endorfiny, przez komórki przedniej
czêœci przysadki pochodz¹ce od loszek w fazie lutealnej. Takiego dzia³ania oksyto-
cyny nie odnotowano w odniesieniu do komórek przysadkowych pobranych od
loszek w fazie pêcherzykowej cyklu rujowego. Oksytocyna stymulowa³a równie¿
sekrecjê LH i protaktyny przez komórki przedniej czêœci przysadki pobierane od
loszek owariektomizowanych podczas indukowanego wyrzutu LH oraz od loszek
otrzymuj¹cych progesteron [9]. Z kolei VIP wykazywa³ stymuluj¹cy wp³yw na
sekrecjê LH tylko przez komórki przysadki pobierane od loszek podczas indukowa-
nego wyrzutu LH oraz wydzielanie prolaktyny przez komórki pochodz¹ce od loszek
po podaniu im zarówno benzoesanu estradiolu jak i progesteronu. Czynniki �-
i �-adrenergiczne (fenylefryna i izoprenalina) tak¿e wykazywa³y stymuluj¹cy wp³yw
na sekrecjê LH [146] i prolaktyny [147] in vitro, który by³ zale¿ny od ich dawki
i statusu hormonalnego loszek – dawczyñ komórek przysadkowych.

Mo¿liwoœæ oddzia³ywania peptydów opioidowych na sekrecjê LH na poziomie
przysadki wykaza³y badania in vitro przeprowadzone przez Barba i in. [3]. Stwier-
dzono w nich, ¿e �-endorfina zmniejsza, natomiast nalokson (antagonista receptorów
opioidowych) zwiêksza, wydzielanie LH przez komórki izolowane z przedniej czêœci
przysadki loszek. W badaniach innych autorów wykazano, ¿e wydzielanie �-endor-
finy przez komórki przysadki mo¿e zmieniaæ siê m.in. pod wp³ywem oksytocyny [9,
92], czynników adrenergicznych [147] i VIP [9]. Badania prowadzone przy u¿yciu
metody RT-PCR wskazuj¹, ¿e ekspresja genów koduj¹cych prekursory peptydów
opioidowych (POMC i prodynorfiny) i receptorów opioidowych (� i �) w przedniej
czêœci przysadki loszek zmienia siê podczas cyklu rujowego [160, 216]. Sugeruje to
udzia³ EOPw modulacji wydzielania LH z przysadki u œwiñ na zasadzie ich auto- i/lub
parakrynnego dzia³ania.

W przedniej czêœci przysadki loszek badano równie¿ ekspresjê genów (mRNA)
koduj¹cych leptynê i jej receptor (OB-Rb), która wykazywa³a zmiany podczas cyklu
rujowego (dni 10–12 i 14–16) i wczesnej ci¹¿y (dni 14–16 i 30–32). Zawartoœæ bia³ka
leptyny (okreœlana metod¹ Western-blot) by³a wiêksza, a jej receptora – mniejsza,
w przysadce w okresie wczesnej ci¹¿y (dni 10–12) w porównaniu z cyklem rujowym
(dni 14–16) [148]. Wyniki te wskazuj¹ na udzia³ leptyny w lokalnej regulacji
wydzielania hormonów przysadkowych.

Obecnie czêsto badany jest wp³yw ksenobiotyków na procesy fizjologiczne na
ró¿nych modelach zwierzêcych (in vitro). Badania prowadzone przez zespó³ Cieresz-
ko [97], z wykorzystaniem komórek izolowanych z przysadek loszek, wskazuj¹
na stymuluj¹cy wp³yw dioksyny (TCDD; 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny)
na sekcecjê prolaktyny we wczesnej fazie lutealnej, hamuj¹cy zaœ – w fazie
pêcherzykowej.
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Jajnik

Podstawow¹ funkcj¹ jajnika jest cykliczne wytwarzanie i uwalnianie dojrza³ych
oocytów. Optymalne warunki do rozwoju oocytów zapewniaj¹ pêcherzyki jajnikowe,
które w miarê dojrzewania podlegaj¹ charakterystycznym zmianom strukturalnym
i czynnoœciowym [139]. W dojrzewaj¹cym pêcherzyku jajnikowym istotn¹ rolê
pe³ni¹ komórki os³onki wewnêtrznej (theca interna) oraz warstwy ziarnistej (mem-
brana granulosa). Cyklicznoœæ zmian zachodz¹cych w jajniku u dojrza³ych p³ciowo
loszek – wynosz¹c¹ ok. 21 dni (cykl rujowy) – poœrednio warunkuje cia³ko ¿ó³te (CL;
corpus luteum), wytwarzaj¹c progesteron, który m.in. wp³ywa na wydzielanie gona-
dotropin. Z kolei, czas trwania CL jest kontrolowany przez czynniki pochodzenia
macicznego. Hormony jajnikowe, g³ównie progesteron (P4) i estradiol (E2), oprócz
oddzia³ywania na wy¿sze piêtra osi podwzgórzowo-przysadkowo-jajnikowej w ra-
mach tzw. sprzê¿eñ zwrotnych, wp³ywaj¹ równie¿ na macicê wywo³uj¹c zmiany
umo¿liwiaj¹ce ewentualn¹ implantacjê zarodków (rys. 1).

W obszarze podjajnikowym wystêpuje tzw. oko³ojajnikowy kompleks naczy-
niowy, w którym naczynia têtnicze, ¿ylne i ch³onne tworz¹ specyficzny uk³ad
funkcjonalny, pozwalaj¹cy na zwrotny (skierowany do jajnika) lub docelowy (tzn.
z jajnika do macicy lub odwrotnie) transfer hormonów [101, 162, 165, 167, 168].
Opisany, w wielu pracach przez Krzymowskego i in. [101] i Stefañczyk-Krzymowsk¹
i in. [162, 165, 167, 168] mechanizm transportu hormonów w tym obszarze pozwala
na oszczêdn¹ i zarazem skuteczn¹, do pewnego stopnia lokaln¹, gospodarkê hormo-
naln¹ w obrêbie uk³adu rozrodczego samicy.

Wprowadzenie technik hodowli in vitro izolowanych komórek pêcherzyka jajni-
kowego (os³onki wewnêtrznej i warstwy ziarnistej) oraz cia³ka ¿ó³tego pozwoli³o
lepiej poznaæ zarówno ich zdolnoœci sekrecyjne jak i substancje, które wykazuj¹
wobec nich dzia³anie regulacyjne. W tym zakresie nieocenione s¹ zas³ugi S. Stok³o-
sowej, która w latach siedemdziesi¹tych ze swoim zespo³em zorganizowa³a pra-
cowniê in vitro i wprowadzi³a metody hodowli m.in. komórek jajnika œwini, a na-
stêpnie s³u¿y³a pomoc¹ innym zespo³om w Polsce w ich adaptacji w swoich labo-
ratoriach [105, 171, 172, 175, 177, 178].

W odniesieniu do pêcherzyka jajnikowego, jak siê wydaje, powszechnie przyjêta
jest teoria „dwóch komórek, dwóch gonadotropin”, która przypisuje komórkom
os³onki wewnêtrznej specjalizacjê w produkcji androgenów (pod wp³ywem LH),
komórkom ziarnistym zaœ przekszta³canie ich, czyli tzw. aromatyzacjê, do estro-
genów (pod wp³ywem FSH) [139, 170]. Badania Stok³osowej i in. [174] z roku 1982
wykaza³y mo¿liwoœæ wytwarzania estradiolu tak¿e w komórkach os³onki wewnêtrz-
nej pêcherzyka œwini oraz wielokrotnie wiêksz¹ produkcjê tego steroidu w hodowli
mieszaniny komórek os³onki z komórkami ziarnistymi. W warunkach in vitro organi-
zacja cytoszkieletu (mikrotubul) w komórkach ziarnistych œwini zale¿y od obecnoœci
w hodowli komórek os³onki wewnêtrznej i zmienia siê pod ich wp³ywem [60].
Autorzy tych badañ sugeruj¹, ¿e organizacja cytoszkieletu w komórkach pêcherzy-
kowych ma zwi¹zek z transportem androgenów do komórek ziarnistych.
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Kluczow¹ rolê w regulacji rozwoju pêcherzyków jajnikowych i powstawaniu
cia³ek ¿ó³tych oraz funkcjonowaniu tych struktur pe³ni¹ hormony gonadotropowe,
FSH i/lub LH [26, 135, 170, 173, 228], których dzia³anie jest wspomagane przez
liczne substancje dostarczane z krwi¹ lub wytwarzane lokalnie [139]. Prolaktyna jest
hormonem, którego wp³yw na procesy zachodz¹ce w jajniku by³ rozpatrywany od
wielu lat. U œwiñ stwierdzono jej obecnoœæ w p³ynie pêcherzykowym [136]. Poda-
wanie loszkom podczas fazy pêcherzykowej egzogennej prolaktyny powodowa³o
obni¿enie sekrecji estrogenów [27]. Z kolei luteotropowe dzia³anie prolaktyny u œwiñ
w okresie wczesnej fazy lutealnej cyklu rujowego by³o stwierdzone, zarówno w bada-
niach in vivo jak i in vitro, przez Ciereszko i in. [19, 22]. W badaniach in vitro [22]
wykazano, ¿e stymuluj¹cemu dzia³aniu prolaktyny na sekrecjê P4 towarzyszy wzrost
aktywnoœci kinazy bia³kowej C (PKC). S³omczyñska i in. [152] wykazali obecnoœæ
receptorów prolaktyny w komórkach os³onki wewnêtrznej œrednich i du¿ych pêche-
rzyków jajnikowych oraz w nowo tworz¹cych siê cia³kach ¿ó³tych u œwini. W bada-
niach in vitro przeprowadzonych przez S³omczyñsk¹ i in. [152] prolaktyna pobudza³a
aktywnoœæ sekrecyjn¹ komórek os³onki (P4 i E2) oraz komórek lutealnych (P4).
Pobudzenie steroidogenezy w komórkach os³onki, ale nie uwalnianie z nich steroi-
dów, przez prolaktynê by³o zale¿ne od prawid³owej organizacji w nich cytoszkieletu
[64]. Oprócz stymulacji steroidogenezy Ciereszko i in. [20] stwierdzili w komórkach
os³onki wzrost aktywnoœci PKC pod wp³ywem prolaktyny.

W badaniach in vivo, przeprowadzonych przez Krzymowskiego i in. [100]
domaciczne infuzje PGF2� wykazywa³y luteolityczne dzia³anie, powoduj¹c zdecy-
dowane obni¿enie sekrecji P4 u loszek w 12, 14 i 15 dniu cyklu rujowego. W wa-
runkach in vitro, tak¿e potwierdzono luteolityczny wp³yw PGF2� na komórki lute-
alne [58]. U ró¿nych gatunków równie¿ udzia³ oksytocyny w procesie luteolizy jest
rozpatrywany. Badania Kotwicy [89] wskazuj¹, ¿e oksytocyna uczestniczy w regu-
lacji luteolizy u œwiñ, poniewa¿ hamowaniu sekrecji P4 towarzyszy – oprócz wzrostu
sekrecji PGF2� – tak¿e wzrost koncentracji oksytocyny we krwi pobieranej z ¿y³y
maciczno-jajnikowej (UOV) i ¿y³y jarzmowej (JV). Wzrost ten by³ nieco wiêkszy
w UOV ni¿ w JV. Wskazuje to na mo¿liwoœæ produkcji pewnej iloœæ oksytocyny
w jajniku œwini, ale by³yby to iloœci, jak s¹dzi autorka, znacznie mniejsze ni¿
u prze¿uwaczy.Wczeœniesze badania in vivo Duszy i in. [31] wskazywa³y równie¿ na
mo¿liwoœæ udzia³u prolaktyny w procesie luteolizy u œwiñ. Stwierdzono w nich
bowiem korelacjê pomiêdzy pulsami prolaktyny i PGF2� we krwi ¿y³y UOV u loch
w 14–17 dniu cyklu rujowego.

Na procesy zachodz¹ce w jajniku, oprócz gonadotropin i prolaktyny, maj¹ tak¿e
wp³yw substancje o dzia³aniu wzrostowym, takie jak: hormon wzrostu (GH) i insu-
linopodobny czynnik wzrostu I (IGF-I). Stymuluj¹ one sekrecjê estradiolu w pêche-
rzykach jajnikowych œwini – szczególnie du¿ych – oraz proliferacjê komórek tylko
w ma³ych i œrednich pêcherzykach, a nie w du¿ych pêcherzykach [83]. GH i IGF-I
wykazuj¹ tak¿e wp³yw na CL u œwiñ. We wczesnej i œrodkowej fazie lutealnej
pobudzaj¹ produkcjê P4, a hamuj¹ proces apoptozy [141, 142].
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Neuropeptyd, LHRH, mo¿e byæ tak¿e wytwarzany w jajniku [111] i lokalnie wp³y-
waæ na proces steroidogenezy pêcherzykowej. Badania Stok³osowej i in. [176] wskazuj¹,
¿e LHRH wywiera bardzo zró¿nicowany wp³yw na steroidogenezê w komórkach pêche-
rzyka jajnikowego w zale¿noœci od fazy jego rozwoju oraz warunków hodowli komórek
(monokultury czy kokultury). W hodowlach mieszanych peptyd ten zwiêksza³ sekrecjê
E2, natomiast zmniejsza³ P4 z komórek izolowanych z ma³ych i œrednich pêcherzyków
jajnikowych, hamowa³ zaœ wydzielanie obu steroidów z komórek pochodz¹cych z du-
¿ych pêcherzyków. Peptyd ten nie wykazywa³ jednak wp³ywu na wydzielanie P4 przez
komórki lutealne loszek w okresie cyklu rujowego i wczesnej ci¹¿y [57].

W zespole J. Prza³a wykonano szereg badañ dotycz¹cych udzia³u peptydów
opioidowych w lokalnej regulacji procesów zachodz¹cych w jajniku œwini. Wyka-
zano obecnoœæ �-endorfiny w p³ynie pêcherzykowym [77] i cia³ku ¿ó³tym [137] oraz
sekrecjê jej w warunkach in vitro przez komórki pêcherzykowe [74, 77] i lutealne
[138]. Zawartoœæ �-endorfiny w cia³ku ¿ó³tym u loszek wzrasta w miarê jego rozwoju
[137]. Koncentracja �-endorfiny tak¿e zmienia siê w p³ynie pêcherzykowym podczas
cyklu rujowego, wykazuj¹c najwiêksze wartoœci w ma³ych pêcherzykach pocho-
dz¹cych od loszek we wczesnej fazie lutealnej [77]. Fakt ten mo¿e byæ powi¹zany
z hamowaniem rozwoju pêcherzyków jajnikowych.W badaniach in vitro wykazano,
¿e sekrecja �-endorfiny przez komórki ziarniste jest silnie stymulowana przez FSH
[77]. W badaniach Staszkiewicza i in. [159] wykazano równie¿ stymuluj¹cy wp³yw
FSH na ekspresjê genu koduj¹cego prekursor �-endorfiny – proopiomelanokortynê
(POMC) – w komórkach ziarnistych z du¿ych pêcherzyków jajnikowych. W bada-
niach tych stwierdzono ekspresjê genów koduj¹cych prekursory opioidowe (POMC,
proenkefalinê i prodynorfinê), zarówno w komórkach ziarnistych, jak i komórkach
os³onki wewnêtrznej oraz komórkach lutealnych [158, 159]. Badania powy¿sze
wskazuj¹, ¿e poziom ekspresji genów prekursorów opioidowych w steroidogenicz-
nych komórkach jajnika mo¿e byæ zale¿ny od odpowiednich hormonów gonado-
tropowych, LH lub FSH. Badania S³omczyñkiej i in. [153] potwierdzi³y obecnoœæ
peptydów powstaj¹cych z prodynorfiny w p³ynie pêcherzykowym loszek. Z kolei,
badania Happoli i in. [66] wskazuj¹, ¿e zród³em peptydów opioidowych w jajniku
œwini mog¹ byæ równie¿ zakoñczenia w³ókien nerwowych.

W badaniach in vitro potwierdzono wp³yw peptydów opioidowych na steroido-
genezê jajnikow¹. Wykazano hamuj¹cy wp³yw agonistów receptorów opioidowych
(�, � i �) na ten proces w komórkach pêcherzyka jajnikowego – os³onki wewnêtrznej
[76, 78] i warstwy ziarnistej [75, 78] – po 4-godzinnej ich ekspozycji na badane
czynniki. Gregoraszczuk i S³omczyñska [63] obserwowa³y tak¿e hamuj¹cy wp³yw
�-endorfiny na podstawow¹ sekrecjê P4 (nie E2) przez komórki ziarniste pochodz¹ce
z ma³ych i œrednich pêcherzyków jajnikowych oraz na wydzielanie zarówno P4 jak
i E2 w obecnoœci LH przez komórki ziarniste ma³ych, œrednich i du¿ych pêcherzyków
jajnikowych. Z kolei stymuluj¹cy wp³yw agonisty opioidowego (FK 33-824), o wyso-
kim powinowactwie do receptorów typu �, na sekrecjê steroidów przez komórki
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pêcherzyka jajnikowego oraz komórki lutealne by³ obserwowany po zastosowaniu
d³u¿szej inkubacji (24-godzinnej) badanych komórek z tym agonist¹ [74, 77, 140].
W komórkach lutealnych wykazano tak¿e moduluj¹cy wp³yw FK 33-824 na ekspresjê
receptora LH [73]. Badania dotycz¹ce udzia³u wewn¹trzkomórkowych szlaków
w przekazywaniu pobudzenia – od receptora opioidowego typu � – wykaza³y, ¿e
proces ten jest zró¿nicowany w komórkach pêcherzykowych œwini. W komórkach
os³onki wewnêtrznej uczestniczy w nim cyklaza adenylanowa (AC) i fosfolipaza C
(PLC), w komórkach ziarnistych zaœ – AC, natomiast nie stwierdzono reakcji PLC
[71, 72, 78].

W badaniach prowadzonych przez Gregoraszczuk i in. [59, 62] wykazano obec-
noœæ leptyny w p³ynie pêcherzykowym i ekspresjê genu d³ugiej formy jej receptora
(OB-Rb) w komórkach pêcherzyka jajnikowego w ró¿nych stadiach rozwoju
i w nowo tworz¹cym siê CL u œwiñ. Ponadto stwierdzono, ¿e leptyna hamuje sekrecjê
E2, a pobudza sekrecjê P4 w du¿ych pêcherzykach, co sugeruje udzia³ tego peptydu
w regulacji procesu luteinizacji. Badania Gregoraszczuk i in. [61, 62] wskazuj¹ tak¿e
na wspó³dzia³anie leptyny z IGF-I w regulacji funkcji pêcherzyka jajnikowego œwini.
Mianowicie IGF-I wzmaga ekspresjê genu d³ugiej formy receptora leptyny (OB-Rb)
i w jej obecnoœci efektywniej stymuluje sekrecjê E2. Z kolei leptyna zmniejsza
antyapoptotyczne dzia³anie IGF-I na komórki pêcherzyka. Smoliñska i in. [156]
wykazali ekspresjê genu koduj¹cego leptynê i jej receptor (OB-Rb) w strukturach
jajnika loszek w cyklu rujowym (dni 10–12 i 14–16) i w okresie wczesnej ci¹¿y (dni
14–16 i 30–32). Stwierdzone przez autorów zmiany w ekspresji tych genów sugeruj¹
udzia³ leptyny w regulacji tak¿e czynnoœci cia³ka zó³tego, w rozpatrywanych okre-
sach fizjologicznych.

W jajniku loszek wykazano wzrost zawartoœci noradrenaliny pod wp³ywem
estrogenów, któremu towarzyszy³o zwiêkszenie liczby adrenergicznych w³ókien
nerwowych [108]. Badania in vitro wykaza³y stymuluj¹cy wp³yw izoprenaliny (ago-
nisty receptorów �-adrenergicznych) na sekrecjê P4 przez komórki ziarniste z du¿ych
i ma³ych pêcherzyków jajnikowych pochodz¹cych od loszek w cyklu rujowym [212].
Katecholaminy tak¿e stymulowa³y sekrecjê P4 przez komórki lutealne loszek w okre-
sie wczesnej ci¹¿y [213].

Badania prowadzone przez zespó³ Ciereszko [97, 125] wskazuj¹ na mo¿liwoœæ
oddzia³ywania estrogenów œrodowiskowych na komórki ziarniste pêcherzyka jajni-
kowego œwini. Genistaina (fitoestrogen) – samodzielnie oraz w obecnoœci FSH
i IGF-I – stymulowa³a in vitro sekrecjê E2 przez komórki ziarniste [125]. Z kolei
wydzielanie P4 by³o hamowane przez genistainê i daidzeinê (inny fitoestrogen),
samodzielnie i w po³¹czeniu z IGF-I. Badania immunocytochemiczne wykaza³y
wzrost poziomu receptorów estrogenowych typu � (ER�) w tych komórkach pod
wp³ywem E2, genistainy i daidzeiny. Dioksyna (TCDD; 2,3,7,8-tetrachlorodiben-
zo-p-dioksyny) tak¿e oddzia³uje na steroidogenezê w komórkach ziarnistych oraz
modyfikuje wp³yw prolaktyny na te komórki [97].
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Macica

Zapocz¹tkowanie ci¹¿y wymaga zasygnalizowania przez zarodki swojej obec-
noœci w macicy, w której musz¹ byæ stworzone odpowiednie warunki do podtrzyma-
nia ich rozwoju oraz implantacji. Badania dotycz¹ce macicy – prowadzone w Polsce
i na œwiecie – najczêœciej maj¹ na celu wyjaœnienie interakcji pomiêdzy jajnikiem
i macic¹, które towarzysz¹ regresji cyklicznego cia³ka ¿ó³tego, jak równie¿ przed³u-
¿eniu jego funkcjonowania w okresie wczesnej ci¹¿y, a tak¿e poznanie mechanizmu
tzw. matczynego rozpoznania ci¹¿y oraz czynników warunkuj¹cych prawid³ow¹
implantacjê [230].

U œwiñ rozwijaj¹cy siê zarodek wytwarza i wydziela estrogeny, które pe³ni¹
kluczow¹ rolê w uruchomieniu mechanizmu ochraniaj¹cego cia³ko ¿ó³te przed regre-
sj¹. Z kolei, w macicy wytwarzane s¹ prostaglandyny; PGF2� – dzia³aj¹ca luteoli-
tycznie oraz PGE2 – wykazuj¹ca dzia³anie luteotropowe/antyluteolityczne (rys. 1).
Wczeœniej wytwarzanie prostaglandyn przypisywano b³onie œluzowej macicy (g³ów-
nie nab³onkowi œluzówki) [208, 210]. Ostatnie badania Franczak i in. [38] wykaza³y
obecnoœæ mRNA syntaz prostaglandyn, PGF2� i PGE2, w miêœniówce macicy oraz
mo¿liwoœæ ich wytwarzania przez tê tkankê podczas luteolizy i w okresie wczesnej
ci¹¿y. W badaniach tych stwierdzono tak¿e wzrost wydzielania prostaglandyn in vitro
przez miêœnówkê macicy pod wp³ywem oksytocyny, który ulega³ znacznemu zmniej-
szeniu w obecnoœci progesteronu. Stymulacja wydzielania PGF2� przez egzogenn¹
oksytocynê w warunkach in vivo jest mo¿liwa dopiero po znacznym obni¿eniu
koncentracji progesteronu we krwi. Ostatnie badania Oponowicz i in. [130], przepro-
wadzone metod¹ RT-PCR w czasie rzeczywistym, wykaza³y wy¿szy poziom mRNA
prekursora receptora oksytocyny w warstwie œluzowej i miêœniowej macicy u loszek
podczas luteolizy (14–16 dnia cyklu) ni¿ u loszek w okresie wczesnej ci¹¿y (14–16
dnia). Wczeœniejsze badania Kotwicy i in. [90] wykaza³y stosunkowo nisk¹ korelacjê
(ok. 30%) pomiêdzy pulsami w wydzielaniu oksytocyny i PGF2� u loch w okresie
oko³oluteolitycznym. Badania Wac³awik i in. [210] przeprowadzone technik¹ RT-PCR
i Western-blot, wykaza³y ekspresjê syntaz prostaglandyn w zarodkach œwini, szcze-
gólnie wysok¹ syntazy PGE2 w 10–12 dniu ci¹¿y, tj. w okresie matczynego rozpoz-
nania obecnoœci zarodków w macicy.

Istnieje kilka koncepcji dotycz¹cych przebiegu procesów prowadz¹cych do regre-
sji CL podczas cyklu rujowego lub jego przetrwania w okresie wczesnej ci¹¿y u œwiñ.
Szczegó³owa ich prezentacja przekracza zakres tego opracowania, dlatego zostan¹
one tylko wymienione z podaniem krótkiej charakterystyki. Pe³niejsze omówienie
mo¿na znaleŸæ w pracach Ÿród³owych lub opracowaniach przegl¹dowych poœwiêco-
nych tej tematyce.
1. Bazer i Thatcher [5] postulowali zmianê sekrecji PGF2� w macicy z endokrynnej

– do krwi (w okresie luteolizy) na egzokrynn¹ – do jej œwiat³a (podczas ci¹¿y).
Zespó³ Mirando, rozwijaj¹c tê koncepcjê, wskaza³ na oksytocynê jako czynnik
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mog¹cy inicjowaæ pulsy PGF2� w okresie cyklu rujowego [14], która nie ma
takiej mo¿liwoœci dzia³ania w okresie ci¹¿y [123].

2. Teoria Krzymowskiego i Stefañczyk-Krzymowskiej [103, 104] jest w pe³ni
oryginalna i w inny sposób ³aczy fakty, które prowadz¹ do luteolizy u œwiñ.
Autorzy tej teorii wskazuj¹, ¿e zapocz¹tkowanie luteolizy jest nastêpstwem
drastycznie zmniejszaj¹cego siê ukrwienia macicy pod wp³ywem progesteronu i
powstaj¹cej w niej hipoksji. Po osi¹gniêciu punktu krytycznego (12. dnia cyklu)
stan ten prowadzi do wyst¹pienia zmian regresyjnych w endometrium
powi¹zanych z uwalnianiem PGF2�, która po dotarciu do jajnika indukuje
regresjê cia³ka ¿ó³tego. W okresie wczesnej ci¹¿y zmniejszeniu zaopatrzenia
macicy w krew przeciwdzia³aj¹ substancje wydzielane g³ównie przez zarodek
i/lub macicê (np. estrogeny, PGE2), które wp³ywaj¹ relaksuj¹co na naczynia
doprowadzaj¹ce do niej krew. Ponadto w okresie wczesnej ci¹¿y odpowiednio
modulowany jest transfer prostaglandyn w obszarze naczyñ krwionoœnych i
limfatycznych krezki macicy [98, 161, 163, 166].

3. Ziêcik i in. [229] pierwszoplanow¹ rolê – spoœród czynników mog¹cych stymulo-
waæ wytwarzanie/wydzielanie PGF2� podczas luteolizy – przypisuj¹ LH. Stwier-
dzenie to uzasadniaj¹ wystêpowaniem du¿ej koncentracji receptorów LH w œlu-
zówce macicy w okresie oko³olitycznym [231] i zdolnoœci¹ LH do stymulowania
w warunkach in vitro sekrecji PGF2� z jej skrawków [169], a tak¿e wysokiej
korelacji pulsów w wydzielaniu LH i PGF2� (75,5%). W okresie wczesnej ci¹¿y
mechanizm ochrony cia³ka ¿ó³tego przed regresj¹ polega³by na blokowaniu
receptorów LH.

4. Wed³ug koncepcji Wuttke i in. [215] procesy prowadz¹ce do luteolizy zwi¹zane s¹
g³ównie ze zmianami zachodz¹cymi w starzej¹cym siê cia³ku ¿ó³tym, które
zapocz¹tkowuje TNF�, pocz¹tkowo wytwarzany przez du¿e komórki lutealne
(razem z ró¿nymi peptydami, np. OT), a nastêpnie tak¿e przez makrofagi, które na
zasadzie chemotaksji dokonuj¹ inwazji CL. W tych warunkach jeszcze bardziej
zwiêkszona produkcja TNF� (przez makrofagi) prowadzi do zmniejszenia pro-
dukcji E2 oraz ograniczenia luteotropowego wp³ywu tego steroidu na CL, a tym
samym do dominacji luteolitycznego dzia³ania PGF2�.

Badania ostatnich lat przynosz¹ tak¿e informacje o nowych czynnikach po-
wi¹zanych z procesem matczynego rozpoznanie ci¹¿y lub implantacj¹. Jedn¹ z nich
jest zwi¹zek lipidowy, kwas lizofosfatydowy (LPA; lysophosphatidic acid), który –
dzia³aj¹c poprzez receptor LPA3 – zwiêksza aktywnoœæ cyklooksygenazy-2 (COX-2)
i syntezê prostaglandyn w œluzówce macicy [220]. U myszy zidentyfikowano œcie¿kê
sygnaln¹ Wnt/�-katenina [124], która jest dwufazowo aktywowana w macicy po
uwolnieniu estrogenów przez blastocystê; najpierw w wielu miejscach miêœniówki
okrê¿nej (co ma zwi¹zek z w³aœciwym rozmieszczeniem zarodków podczas implan-
tacji), a nastêpnie w nab³onku powierzchniowym œluzówki (co wi¹¿e siê z modulacj¹
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ekspresji genów docelowych, m.in. genu COX-2). Aktywacja œciê¿ki Wnt/�-katenina
nastêpuje poprzez bia³ko Wnt, wytwarzane przez zarodek lub macicê w odpowiedzi
na sygna³ pochodz¹cy z zarodka. Wydaje siê, ¿e powy¿sze czynniki pe³ni¹ istotn¹ rolê
w interakcji pomiêdzy zarodkiem i macic¹, jednak¿e w piœmiennictwie dotychczas
brak danych o ich wystêpowaniu i roli u œwiñ.

W badaniach prowadzonych przez Szafrañsk¹ i in. [202] oraz Panasiewicza i in.
[132] sklonowano i okreœlono sekwencjê oœmiu cDNA, które koduj¹ glikoproteiny
ci¹¿owe u œwiñ (pPAG; porcine Pregnancy Associated Glycoproteins). W przypadku
pPAG2, poznano pe³n¹ strukturê jego genu [200]. Wœród poznanych pPAG wyró¿nia
siê pPAG1-podobne (pPAG1, 3, 5) – potencjalnie aktywne enzymatycznie i pPAG2-po-
dobne (pPAG2, 4, 6, 8, 10) – nieczynne enzymatycznie. Badania Majewskiej i in.
(dane niepublikowane) wskazuj¹ na lokalizacjê genów pPAG w pozycji SSC1q18-1q24
(metoda FISH) oraz sugeruj¹ (analiza in silico) wystêpowanie ich w czterech innych
miejscach genomu œwini. Wykazano równie¿ ekspresjê transkryptów [201] i bia³ka
[118] pPAG w ³o¿ysku œwini w ró¿nych okresach ci¹¿y. Badania radioreceptorowe
wskazuj¹, ¿e bia³ka pPAG mog¹ oddzia³ywaæ na receptory LH/hCG w macicy i cia³ku
¿ó³tym œwini [131, 203].

Macica jest narz¹dem, w którym – ze wzglêdu na nieustannie zachodz¹ce zmiany
powi¹zane z pe³nion¹ funkcj¹ – ma miejsce wytwarzanie wielu substancji zaanga¿o-
wanych w procesy regulacyjne. Zarówno podczas cyklu rujowego, jak i w okresie
ci¹¿y stwierdzono w niej ekspresjê genów, leptyny i jej receptora (OB-RB) [155].
W okresie wczesnej ci¹¿y wykazano (metod¹ hybrydyzacji in situ) wzrost mRNA
leptyny w œluzówce i miêœniówce macicy, jej receptora zaœ tylko w miêœniówce
(30.–32. dnia w porównaniu z 14.–16. dniem). W tym okresie zawartoœæ mRNA
leptyny w trofoblaœcie obni¿a³a siê, jej receptora zaœ – ulega³a znacznemu podwy¿sze-
niu. Przypuszcza siê, ¿e powy¿sze zmiany s¹ powi¹zane z procesem implantacji.
W tkankach macicy i jajowodu stwierdzono tak¿e obecnoœæ takich peptydów, jak:
�-endorfina, GnRH, galanina, VIP i NPY. Ich zawartoœæ w macicy loszek owarie-
komizownych zmienia³a siê po podaniu benzoesanu estradiolu [129, 211]. Badania
S³omczyñskiej i in. [154] wykaza³y obecnoœæ receptora androgenowego w macicy
ciê¿arnych loch. Jego koncentracja, szczególnie wysoka w endometrium, obni¿a³a siê
w miarê up³ywu ci¹¿y. U p³odów receptor androgenowy pojawia³ siê ju¿ 22. dnia
ci¹¿y. Interesuj¹ce s¹ wyniki wstêpnych badañ akwaporyn (AQP; bia³ek kana³ów
wodnych) w macicy œwiñ [151]. Stwierdzono w niej wystêpowanie trzech form
(AQP1, 5 i 9) spoœród piêciu przebadanych akwaporyn (AQP1, 2, 5, 7 i 9).

Badania o znaczeniu praktycznym wykonywane by³y przez Duszê i in. [32, 33].
Wykazano w nich wysok¹ korelacjê zmian elektrycznej opornoœci œluzu pochwowego
z wyrzutem LH u loch [32]. Na tej podstawie prosty pomiar opornoœci elektrycznej
œluzu pozwala okreœliæ optymalny czas inseminacji loch, od którego zale¿y skutecz-
noœæ krycia. W innych badaniach Dusza i in. [33] stwierdzili, ¿e jednorazowa do-
miêœniowa injekcja preparatu (Biolactin-2), zawieraj¹cego prolaktynê w iloœci 5 mg,
skutecznie pobudza³a laktacjê u loch z objawami zespo³u bezmlecznoœci poporodowej.
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Molekularne mechanizmy sterowania
funkcjami reprodukcyjnymi samca

Czynniki wp³ywaj¹ce na produkcjê i jakoœæ nasienia

Produkcja i jakoœæ nasienia jest uwarunkowana wieloma – zarówno endogennymi
jak i egzogennymi – czynnikami, m.in. takimi jak status hormonalny, zmiany gene-
tyczne (mutacje i aberacje chromosomowe), wiek, ¿ywienie, intensywnoœæ u¿ytko-
wania, pora roku, czy te¿ stosowane œrodki farmakologiczne [179].

Nastêpstwa zak³óceñ statusu hormonalnego u knurów rozp³odowych by³y badane
przez zespó³ Strze¿ka [48]. Podanie knurom antyandrogenu, octanu cyproteronu
(CPA) spowodowa³o obni¿enie (P 	 0,001) koncentracji LH, testosteronu, estronu
i siarczanu estronu we krwi. Zmianom tym towarzyszy³o zmniejszenie ca³kowitej
objêtoœci i frakcji nasiennej ejakulatu. Odnotowano wzrost koncentracji oraz ca³ko-
witej liczby plemników w ejakulacie. Indukowana antyandrogeneza wywo³a³a zmia-
ny parametrów biochemicznych wydzielin dodatkowych gruczo³ów p³ciowych. Obok
obni¿enia stê¿enia glukozy, kwasu cytrynowego i jonów cynkowych, wystêpowa³y
tak¿e drastyczne zmiany w uk³adach bia³kowych plazmy nasienia, których sekrecja
u knura jest zwi¹zana g³ównie z naj¹drzami i gruczo³ami pêcherzykowymi. Stwier-
dzono zmiany profilu elektroforetycznego molekularnych form fosfatazy kwaœnej
i alkalicznej. Powy¿sze zmiany biochemiczne poci¹gnê³y za sob¹ zaburzenia w doj-
rzewaniu plemników, objawiaj¹ce siê wzrostem odsetka plemników z proksymaln¹
i dystaln¹ kropl¹ oraz plemników wykazuj¹cych aglutynacjê. Wyniki te wskazuj¹, ¿e
nawet znacznie obni¿ona adrogeneza nie upoœledza u knurów procesu wytwarzania
plemników, lecz niekorzystnie wp³ywa na ich dojrzewanie poprzez zak³ócenie funk-
cji naj¹drzy i dodatkowych gruczo³ów p³ciowych, g³ównie pêcherzykowych.

Liczne badania wskazuj¹, ¿e czêstotliwoœæ ejakulacji wp³ywa na iloœciowe i jakoœ-
ciowe parametry nasienia knura [10, 80, 180, 181, 188]. Strze¿ek i in. [188] stwierdzili,
¿e zwiêkszona czêstotliwoœæ pobierania nasienia prowadzi do zmniejszenia kon-
centracji i ca³kowitej liczby plemników w ejakulacie, obni¿onej ruchliwoœci i opornoœci
osmotycznej plemników oraz zwiêkszonego udzia³u plemników uszkodzonych. W tes-
tach opró¿niania [180, 181], obejmuj¹cych 15–22 ejakulacji w ci¹gu 10 dni, odno-
towano zaburzenia funkcji sekrecyjnych naj¹drzy i gruczo³ów pêcherzykowych; m.in.
zmniejszenie aktywnoœci bia³kowych ligandów cynkowych. Plemniki wykazywa³y
uszkodzenia chromatyny i zwiêkszon¹ podatnoœæ na aglutynacjê. Niekorzystne zmiany
jakoœci nasienia podczas testu opró¿niania by³y mniej nasilone w okresie jesiennym
w porównaniu z por¹ letni¹. Powy¿sze badania wskazuj¹, ¿e nadmierna czêstotliwoœæ
pobierania nasienia mo¿e naruszyæ spermatogeniczn¹ i/lub sekrecyjn¹ funkcjê j¹der,
naj¹drzy oraz dodatkowych gruczo³ów p³ciowych knura.

Zrównowa¿ona – pod wzglêdem energetycznym, zawartoœci bia³ka oraz sk³ad-
ników mineralnych i witamin – dieta jest bardzo wa¿nym czynnikiem w rozp³o-
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dowym u¿ytkowaniu knura [79, 113, 114, 119]. St¹d te¿ podejmowane s¹ badania
nastêpstw uzupe³niania diety knurów w substancje, które potencjalnie mog¹ wp³ywaæ
na jakoœæ nasienia. Interesuj¹ce s¹ badania dotycz¹ce diet wzbogaconych w substan-
cje wykazuj¹ce w³aœciwoœci antyoksydacyjne ze wzglêdu na podatnoœæ plemników
na stres oksydacyjny. Wynika ona z du¿ej zawartoœci wielonienasyconych kwasów
t³uszczowych (C20/22) w plazmolemie plemnika oraz z jego niskiego potencja³u
antyoksydacyjnego [1, 126, 143, 197]. Badania Brzeziñskiej-Œlebodziñskiej i in. [11]
wykaza³y, ¿e wzbogacenie diety w witaminê E zwiêksza koncentracjê plemników
w ejakulacie knura. Z kolei w badaniach Strze¿ka i in. [184] dodanie do diety knura
preparatu PROSPERM – zawieraj¹cego wielonienasycone kwasy t³uszczowe, wita-
miny (E i C) i selen – korzystnie wp³ynê³o na biologiczne w³aœciwoœci plemników.
Odnotowano wzrost ogólnej liczby plemników w ejakulacie, wykazuj¹cych wy¿sz¹
¿ywotnoœæ i opornoœæ na zmiany ciœnienia osmotycznego. Zwiêkszonej produkcji
dialdehydu malonowego (MDA) – wskaŸnika indukowanej peroksydacji lipidów –
towarzyszy³ wzrost aktywnoœci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w plemnikach
i plazmie nasienia, w której zawartoœæ niskocz¹steczkowych antyoksydantów (askor-
binianu i glutationu) tak¿e by³a podwy¿szona. W ostatnio przeprowadzonych bada-
niach Uda³a i in. [207] stwierdzili, ¿e zastosowanie dodatku suszu z owoców, warzyw
i zió³ – wzbogacaj¹cego dietê w sk³adniki mineralne, witaminy, garbniki, pektyny,
likopeny, saponiny i inne zwi¹zki – korzystnie wp³ywa na jakoœæ nasienia, m.in.
zwiêkszaj¹c objêtoœæ ejakulatu i koncentracjê w nim plemników. Z kolei dodatek do
paszy L-karnityny – stosowanej w ¿ywieniu knurów rasy pietrain – zwiêkszy³ ogóln¹
liczbê plemników w ejakulacie oraz spowodowa³ zmniejszenie g³ównych i pod-
rzêdnych zmian morfologicznych plemników [69].

Spoœród substancji farmakologicznych, testowany by³ m.in. wp³yw atropiny
(parasympatycznego blokera) i substancji adrenergicznych na cechy nasienia. Iniek-
cje atropiny spowodowa³y znaczne zmniejszenie objêtoœci ejakulatu i korzystnie
wp³ynê³y na wiele parametrów nasienia [183]. Spowodowa³y wzrost koncentracji
fruktozy, kwasu cytrynowego, cynku i bia³ek w plazmie nasienia oraz zwiêkszenie
aktywnoœci antyoksydacyjnej i antyproteolitycznej. Badania elektroforetyczne wyka-
za³y zmiany molekularnego profilu fosfataz i inhibitorów proteaz. Plemniki zacho-
wywa³y wiêksz¹ ¿ywotnoœæ podczas przechowywania w temperaturach 5° i 16°C. We
wczeœniejszych badaniach, przeprowadzonych przez Dubiela i in. [25], sprawdzano
wp³yw podawania (w odstêpie 30 min) knurom eksploatowanym rozp³odowo 1–2
razy w tygodniu lub codziennie kolejno antagonisty receptorów �-adrenergicznych
(propranololu) i agonisty receptorów �-adrenergicznych (levonoru) na cechy nasie-
nia. Przy dwukrotnej w tygodniu eksploatacji knurów, substancje adrenergiczne
spowodowa³y zwiêkszenie ogólnej liczby plemników w ejakulacie i odsetka plem-
ników wykazuj¹cych prawid³owy ruch oraz wzrost aktywnoœci gamma-glutamylo-
transpeptydazy (GGT) i fukozydazy. Ze wzrostem intensywnoœci u¿ytkowania roz-
p³odowego knurów, wp³yw badanych substancji na parametry nasienia zmienia³ siê,
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prowadz¹c do zmniejszenia liczby plemników i zawartoœci bia³ka w ejakulacie oraz
aktywnoœci hialuronidazy.

Badania przeprowadzone przez G¹czarzewicza i in. [52] wykaza³y, ¿e w warun-
kach zak³adu unasieniania zwierz¹t najczêœciej wystêpuj¹cymi zmianami g³ównymi
i podrzêdnymi, którym ulegaj¹ plemniki s¹ krople cytoplazmatyczne obecne na
wstawce, odpowiednio w po³o¿eniu bli¿szym i dalszym. Wysoki odsetek plemników
ze zmianami g³ównymi i/lub podrzêdnymi w ejakulacie knura mo¿e byæ zwi¹zany
z wystêpowaniem wiêkszej liczby plemników z uszkodzonym akrosomem i zaburze-
niami funkcjonowania aparatu ruchu. Na uwagê zas³uguje obserwacja Lasoty i in.
[109] wskazuj¹ca na to, ¿e zwiêkszonej zawartoœci o³owiu w osoczu nasienia knura
mo¿e towarzyszyæ wzrost odsetka plemników ze zmianami podrzêdnymi. Zale¿noœæ
ta jest wa¿na ze wzglêdu na mo¿liwoœæ wyst¹pienia podwy¿szonej zawartoœci tego
pierwiastka w surowcach paszowych.

Proteomika plazmy nasienia

Termin proteomika pochodzi od wyra¿enia angielskiego (PROTEin products
expressed by the genOME) i oznacza kierunek badawczy zajmuj¹cy siê iloœciowym
i jakoœciowym porównywaniem proteomów, czyli zespo³ów bia³ek kodowanych
przez genom. Analiza ta uwzglêdnia ich strukturê, lokalizacjê, modyfikacjê, inter-
akcjê, aktywnoœæ i funkcjê. Proteomika jest wa¿nym elementem biologii reproduk-
cyjnej samca, poniewa¿ nasienie jest bogate w ró¿norodne bia³ka i peptydy, od
których zale¿y jego wartoœæ biologiczna. Katedra Biochemii i Biotechnologii Zwie-
rz¹t UWM w Olsztynie od wielu lat specjalizuje siê w badaniach z zakresu proteomiki
nasienia. Jej pracownicy wyizolowali i scharakteryzowali szereg bia³ek i peptydów
plazmy nasienia knura (tab. 1).

Plazma nasienia knura przejawia w³aœciwoœci precypituj¹ce fosfolipidy ¿ó³tka
jaja [115]. Badania Strze¿ka i Hopfer [193] oraz Strze¿ka i in. [194] wykaza³y, ¿e efekt
ten jest zale¿ny od bia³ka, wytwarzanego przez gruczo³y pêcherzykowe, którego
aktywnoœæ jest uwarunkowana koncentracj¹ jonów cynkowych (Zn2+). W badaniach
tych dokonano izolacji i charakterystyki tego bia³ka. Stwierdzono, ¿e mo¿e ono
op³aszczaæ region wstawkowy plemnika i kontrolowaæ transport b³onowy. Wykazano
tak¿e jego dzia³anie przeciwbakteryjne, skierowane g³ównie przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim [194].

Spermadhezyny s¹ wielofunkcyjnymi bia³kami, którym m.in. przypisuje siê
udzia³ w procesie zap³odnienia oocytu [13, 205]. S¹ one wytwarzane g³ównie przez
gruczo³y pêcherzykowe, a w niektórych przypadkach przez naj¹drza i sieæ j¹der [12].
Ich zawartoœæ w plazmie nasienia jest mniejsza u knurów starszych w porównaniu
z m³odymi [198]. U knurów dotychczas zidentyfikowano siedem spermadhezyn:
PSP-I i II, AQN-1, 2 i 3 oraz AWN i DQH [190]. Spermadhezyny AQN-3, AWN
i DQH (pB1) tworz¹ glikoproteinowy kompleks o masie cz¹steczkowej 54 kDa, który
zosta³ wyizolowany z p³ynu gruczo³ów pêcherzykowych przez Strze¿ka i Ho³ody [67,
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192]. Stwierdzono, ¿e wykazuje on wyj¹tkowe w³aœciwoœci biologiczne, obok wyso-
kiego powinowactwa do jonów Zn2+ przejawia dzia³anie immunosupresyjne (hamo-
wanie proliferacji limfocytów), antyproteolityczne, hemaglutynacyjne, hamuj¹ce ruch-
liwoœæ plemników i precypituj¹ce lipoproteiny ¿ó³tkowe. Po raz pierwszy sklonowano
i zsekwencjonowano cDNA koduj¹ce komponent DQH (Gene Bank accession No.
047026) [133]. Dalsze badania, prowadzone przez Kordana i in. [86], wykaza³y, ¿e
bia³ko DQH (15 kDa) zawiera w swoim sk³adzie wczeœniej zidentyfikowany peptyd
o masie cz¹steczkowej 5,7 kDa [195], który zosta³ nazwany – od jednej z jego funkcji
– czynnikiem hamuj¹cym ruchliwoœæ plemników, SMIF (sperm motility inhibiting
factor). U¿ycie w tych badaniach przeciwcia³ pozwoli³o wskazaæ, ¿e zarówno Gp 54
jak i SMIF mog¹ realizowaæ wp³yw moduluj¹cy ruchliwoœæ plemników poprzez
wi¹zanie z receptorami plazmolemy regionu wstawkowo-witkowego plemnika.

Prace Kordana i in. [84, 88] doprowadzi³y do wyizolowania acetylohydrolazy
p³ytkowego czynnika aktywuj¹cego (PAF-AH) z plazmy nasienia knura i poznania jej
w³aœciwoœci biochemicznych i roli w uk³adzie rozrodczym knura. PAF-AH reguluje
poziom p³ytkowego czynnika aktywuj¹cego (PAF), który jest zwi¹zany z plazmolem¹
plemników i wp³ywa na ich ruchliwoœæ [87]. W uk³adzie rozrodczym Ÿród³em tego
enzymu s¹ gruczo³y pêcherzykowe i prostata. Jest on wi¹zany przez plemniki i bierze
udzia³ w ich kapacytacji oraz reakcji akrosomowej, jak równie¿ w procesie
dekapacytacji.

Wysocki i Strze¿ek [219] zidentyfikowali cztery formy molekularne fosfatazy
kwaœnej w plazmie nasienia knura. Nastêpnie dokonali izolacji i charakterystyki
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Tabela 1. Bia³ka i peptydy wyizolowane z plazmy nasienia knura przez pracowników Katedry
Biochemii i Biotechnologii Zwierz¹t UWM w Olsztynie

Substancja Miejsce sekrecji Piœmiennictwo

Bia³ko zale¿ne od jonów Zn2+
� gruczo³y pêcherzykowe Strze¿ek i Hopfer [193]

Strze¿ek i wsp. [194]

Czynnik hamuj¹cy ruchliwoœæ plemników
(SMIF)

� gruczo³y pêcherzykowe Strze¿ek i in. [195]
Velev i in. [209]
Kordan i in. [85]

Wysokocz¹steczkowy inhibitor proteinaz � gruczo³y pêcherzykowe
� naj¹drza

Torska i Strze¿ek [206]
Strze¿ek i Torska [199]

Glikoproteina 54 kDa (GP 54) � gruczo³y pêcherzykowe Ho³ody i in. [68]
Strze¿ek i Ho³ody [192]
Ho³ody i Strze¿ek [67]
Kordan i in. [86]
P³ucienniczak i in. [133]

Fosfataza kwaœna � gruczo³y pêcherzykowe
� naj¹drza

Wysocki i Strze¿ek [219]
Wysocki i Strze¿ek [218]
Wysocki i Strze¿ek [217]

Acetylohydrolaza p³ytkowego czynnika
aktywuj¹cego (PAF-AH)

� gruczo³y pêcherzykowe
� prostata

Kordan i in. [84]
Kordan i Strze¿ek [87]
Kordan i in. [88]

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) � gruczo³y pêcherzykowe
� naj¹drza
� prostata

Kukliñska i Strze¿ek [106]
Kowalowka i in. [93]



w³aœciwoœci biochemicznej fosfotyrozynowej fosfatazy kwaœnej, katalizuj¹cej defos-
forylacjê reszt fosfotyrozynowych [218]. Bogatym jej Ÿród³em s¹ gruczo³y pêche-
rzykowe. Przypuszcza siê, ¿e enzym ten uczestniczy m.in. w reakcji akrosomowej
i procesie zap³odnienia oocytu [190]. Ostatnio wyizolowana zosta³a z naj¹drzy knura
fosfataza kwaœna o masie 50 kDa, która charakteryzujê siê nisk¹ swoistoœci¹ substra-
tow¹ [217]. Sugerowany jest jej zwi¹zek z procesem dojrzewania plemników w na-
j¹drzach. Zmiany elektroforetycznego profilu fosfataz, wywo³ane blokowaniem ste-
roidogenezy j¹drowej octanem cyproteronu u knurów, wskazuj¹ na zale¿noœæ eks-
presji genu koduj¹cego ten enzym od androgenów [191]. Z p³ynu naj¹drzy knura
wczeœniej zosta³a wyizolowana przez Glogowskiego i Strze¿ka [55, 56] tak¿e fosfa-
taza alkaliczna. Enzym ten wi¹¿e siê z plazmolem¹ plemnika i prawdopodobnie,
poprzez udzia³ w transporcie jonów wapnia, aktywuje reakcjê akrosomow¹. PóŸniej-
sze badania Glogowskiego i in. [53] wykaza³y, ¿e zwi¹zki z grupy metyloksantyn (np.
pentoksyfilina, teofilina) – dodawane do rozcieñczalników w celu zabezpieczenia
wy¿szej wartoœci biologicznej nasienia – powoduj¹ wzrost aktywnoœci alkalicznej
fosfatazy. W naj¹drzach, które s¹ miejscem magazynowania i degradacji (starze-
j¹cych siê) plemników, wykazano równie¿ obecnoœæ i du¿¹ heterogennoœæ deoksy-
rybonukleaz [24]. Fakt ten jest wi¹zany z procesami dojrzewania materia³u genetycz-
nego plemników i degradacji DNA obumieraj¹cych komórek.

Aminotransferaza asparaginianowa (AspAT) zosta³a wyizolowana z plemników knu-
ra i przebadana pod k¹tem w³aœciwoœci fizykochemicznych przez Ciereszkê i Strze¿ka
[18]. Enzym ten charakteryzuje siê nisk¹ stabilnoœci¹, a podczas konserwacji nasienia
podlega wyciekowi z plemników [16, 189]. W dalszych badaniach potwierdzono jego
przydatnoœæ do oceny wartoœci biologicznej konserwowanego nasienia [15].

Plemniki wymagaj¹ szczególnej ochrony przed dzia³aniem reaktywnych form
tlenu. Strze¿ek i in. [196, 197] przeprowadzili badania dotycz¹ce zawartoœci czynni-
ków antyoksydacyjnych – zarówno enzymatycznych jak i niskocz¹steczkowych –
w plazmie nasienia knura. Wykazano w nich, ¿e dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
jest g³ównym enzymem antyoksydacyjnym w uk³adzie rozrodczym knura. Nastêpnie
dokonano izolacji i opisu w³aœciwoœci biochemicznych tego enzymu [93, 106].
Koziorowska-Gilun i in. [94], pobieraj¹c od knurów in vivo (pod narkoz¹) p³yn lub
nasienie z ró¿nych miejsc uk³adu rozrodczego, stwierdzili znaczn¹ aktywnoœæ SOD
w plemnikach pochodz¹cych z ogona naj¹drza oraz w p³ynie pobranym z ogona
naj¹drza i prostaty.

Akrosyna jest proteinaz¹ serynow¹, powstaj¹c¹ z proakrosyny podczas reakcji
akrosomowej, typow¹ dla gamet mêskich [2]. Glogowski i in. [54], adaptuj¹c pro-
cedurê oznaczania aktywnoœci akrosyny – stosowan¹ u ludzi – do badania plemników
knura, stwierdzili znacznie wiêksz¹ aktywnoœæ tego enzymu u knura ni¿ u cz³owieka.
Uzyskane wyniki potwierdzi³y przydatnoœæ metody do oceny jakoœci nasienia knura.
Ca³oroczna ocena aktywnoœci akrosyny u knurów pozwoli³a wykazaæ sezonowe
zmiany oraz korelacjê pomiêdzy jakoœci¹ nasienia i aktywnoœci¹ badanego enzymu
w okresie jesienno-zimowym [17].
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Kriobiologia nasienia

Z hodowlanego punktu widzenia bardzo wa¿ne jest doskonalenie metod konser-
wacji nasienia zwierz¹t u¿ytkowych. Wi¹¿e siê to z w³aœciw¹ ocen¹ przydatnoœci do
konserwacji nasienia (pochodz¹cego od ró¿nych osobników), jak równie¿ z miarodaj-
n¹ ocen¹ jego wartoœci biologicznej przed i po konserwacji.

W ostatnich latach – jako uzupe³nienie klasycznych sposobów oceny jakoœci
nasienia – wprowadzane s¹ metody pozwalaj¹ce okreœliæ m.in. stan plazmolemy
i chromatyny plemników. Do oceny integralnoœci plazmolemy plemników u¿ywa siê
metod fluorescencyjnych z wykorzystaniem techniki podwójnego barwienia
(SYBR-14/jodek propidyny) [45, 51] lub barwnika Hoechst 33258, wi¹¿¹cego siê
z DNA, ale nie przechodz¹cego przez natywne b³ony komórkowe [42, 44, 45, 214].
Dodatkowo na podstawie testu opornoœci osmotycznej (ORT – osmotic resistant test)
mo¿na okreœliæ stan plazmolemy w regionie akrosomowym plemnika, testu HOST
(hypo-osmotic swelling test) zaœ podatnoœæ witki plemnika na deformacje [179].
Wprowadzono szereg technik do oceny struktury chromatyny lub DNA plemników,
m.in. takich jak: analiza komet (comet assay), test oparty na inkorporacji znakowanej
trytem aktynomycyny D (3H-AMD), a tak¿e 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].

Na podkreœlenie zas³uguje opracowanie przez Frasera i Strze¿ka [47] tzw. neutral-
nej wersji analizy komet (NCA) do badania zmian struktury DNA plemników knura
opartej na procedurze opisanej przez Marty i in. [120]. Nastêpnie metoda ta by³a
u¿ywana do oceny DNA plemników przechowywanych w temperaturze 5° i 16°C
[47], jak i kriokonserwowanych [45, 46]. Do oceny stabilnoœci chromatyny plemni-
ków knura stosowano test SCSA, wykorzystuj¹cy cytometriê przep³ywow¹ [157],
oraz test oparty o inkorporacjê 3H-AMD [46, 187, 188].

Kriokonserwacja nasienia knura stwarza problemy technologiczne ze wzglêdu na
gatunkowo specyficzne cechy plazmolemy plemników (stosunkowo nisk¹ zawartoœæ
cholesterolu i wysoki udzia³ nienasyconych kwasów t³uszczowych), które m.in.
zwiêkszaj¹ ich podatnoœæ na udary osmotyczne i ch³odowe oraz sprzyjaj¹ peroksy-
dacji lipidów b³onowych, prowadz¹cej do fragmentacji nienasyconych kwasów t³usz-
czowych. W technologii kriokonserwacji nasienia knurów, krytycznym momentem
jest tak¿e szybka penetracja glicerolu do plemników, która mo¿e uszkodziæ plazmolemê
i spowodowaæ „wyciek” enzymów akrosomu i wstawki do œrodowiska zewnêtrznego.
Wymienione w³aœciwoœci przyczyniaj¹ siê do wyst¹pienia w plemnikach knura zmian
kriogenicznych podczas konserwacji, znacznie obni¿aj¹cych ich wartoœæ biologiczn¹
[182, 186]. Celowe jest zatem prowadzenie dalszych badañ zmierzaj¹cych do opraco-
wania wysokosprawnej technologii kriokonserwacji nasienia knurów.

Zapocz¹tkowane w oœrodku poznañskim badania nad kriokonserwacj¹ nasienia
knura dotyczy³y poszukiwania rozcieñczalników, w których plemniki zachowuj¹
wysok¹ ruchliwoœæ po zamro¿eniu-rozmro¿eniu nasienia oraz opracowania metody
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inseminacji loch mro¿onym nasieniem knura [116]. Efektem tych badañ by³o uzyska-
nie, po raz pierwszy w Polsce, prosi¹t po inseminacji loch kriokonserwowanym nasie-
niem knura [117].

Prze³omowym faktem w zakresie konserwacji nasienia knura by³o opracowanie
tzw. „kortowskiej” metody jego zamra¿ania [185]. Stwierdzono jednak, ¿e wartoœæ
biologiczna nasienia knura ulega znacznemu obni¿eniu zarówno podczas jego kon-
serwacji w stanie p³ynnym, jak i kriokonserwacji. S³aba efektywnoœæ biologiczna
stosowanych technologii sk³oni³a do rozwiniêcia badañ podstawowych dotycz¹cych
molekularnych zmian struktur plemników poddanych dzia³aniu niskich temperatur.
Opracowano procedurê wzbogacania standardowego rozcieñczalnika Kortowo-3
(K-3), zamiast pe³nym ¿ó³tkiem jaja kurzego, lipoproteinami izolowanymi z ¿ó³tka
jaja kurzego (LPFh) lub strusia afrykañskiego (LPFo) [182]. Generalnie stwierdzono,
¿e dodatek frakcji lipoprotein do rozcieñczalnika nasienia knura stabilizuje pH [182],
zwiêksza opornoœæ plemników na udary ch³odowe [43], ma korzystny wp³yw na
tlenowy i beztlenowy metabolizm plemników konserwowanych w temperaturze 5°C
[41], a tak¿e zmniejsza stopieñ degradacji DNA plemników [47].

Obecnie prowadzone badania w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Zwierz¹t
UWM w Olsztynie zmierzaj¹ m.in. do oceny przydatnoœci do kriokonserwacji pe³ne-
go ejakulatu knura lub gêstej jego frakcji oraz nasienia poddanego dializie przed
zamro¿eniem, a tak¿e do opracowania systemu os³aniaj¹cego plemniki podczas
ekwilibracji i zamra¿ania, z wykorzystaniem pe³nego ¿ó³tka jaja kury (HEY) lub
frakcji lipoproteinowej ¿ó³tka jaja strusia (LPFo) [182].

Stwierdzono, miêdzy innymi, ¿e kriokonserwacja pe³nego ejakulatu knura w roz-
cieñczalnikach z dodatkiem HEYlub LPFo zdecydowanie obni¿a odsetek plemników
wykazuj¹cych destabilizacjê chromatyny [46]. Z kolei, dializa nasienia przed jego
zamro¿eniem, poprawia jakoœæ plemników po rozmro¿eniu, co przejawia siê lepsz¹
stabilnoœci¹ plazmolemy, zw³aszcza w regionie wstawkowym, oraz wysokim odset-
kiem plemników ruchliwych [40].

W oœrodku wroc³awskim prowadzone by³y badania dotycz¹ce adaptacji ró¿nych
oryginalnych technologii kriokonserwacji nasienia knura z uwzglêdnieniem sposo-
bów konfekcjonowania i sk³adowania plemników w ciek³ym azocie [6, 8] oraz
dodatku do œwie¿ego nasienia przed kriokonserwacj¹ dimeru lizozymu [7]. Badania
te zmierzaj¹ do zaproponowania praktyce hodowlanej najskuteczniejszej metody
mro¿enia i formy konfekcjonowania plemników knura.

Doskonaleniu technologii konserwacji nasienia knura w temperaturach dodatnich
i ujemnych s³u¿¹ równie¿ badania prowadzone w oœrodku szczeciñskim [49, 50].
Stosuj¹c cytochemiczny test skryningowy na oksydoreduktazy zale¿ne od NADH
(diaforazy/NADH), wykazano niekorzystny wp³yw „efektu rozrzedzania” oraz czasu
przechowywania nasienia w stanie p³ynnym na zdolnoœci oksydoredukcyjne mito-
chondriów plemników knura [49]. Stwierdzono tak¿e, i¿ u¿ycie wody o wysokiej
czystoœci, otrzymanej metod¹ odwróconej osmozy zamiast wody destylowanej, do
przygotowania rozcieñczalnika BTS ma korzystny wp³yw na jakoœæ przechowywa-
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nego nasienia, okreœlan¹ m.in. na podstawie integralnoœci akrosomów, aktywnoœci
AspAT oraz ruchliwoœci i zdolnoœci zap³adniaj¹cej plemników [50].

Nasienie knura ró¿ni wiele wyznaczników iloœciowych i jakoœciowych od nasie-
nia innych gatunków zwierz¹t u¿ytkowych. Wyj¹tkowa podatnoœæ plemników knura
na udary ch³odowe i osmotyczne stanowi g³ówn¹ przyczynê ograniczonego wyko-
rzystywania nasienia kriokonserwowanego do inseminacji loch. Prezentowane efekty
badawcze polskich i œwiatowych oœrodków naukowo-badawczych dowodz¹, ¿e
dalszy postêp technologii konserwacji nasienia knura, a zw³aszcza kriokonserwacji,
uzale¿niony jest od kompleksowego rozpoznania czynników, które warunkuj¹ zacho-
wanie ¿ywotnoœci i p³odnoœci plemników podczas stosowania procedur laboratoryj-
nych. W ostatnim okresie zwraca siê szczególn¹ uwagê na genetycznie uwarun-
kowane czynniki, które – jak siê wydaje – s¹ przyczyn¹ osobniczego zró¿nicowania
przydatnoœci nasienia knurów do kriokonserwacji. Niezwykle atrakcyjne dla praktyki
inseminacyjnej s¹ tak¿e badania dotycz¹ce proteomiki nasienia knura, a zw³aszcza
tzw. bia³ek p³odnoœciowych wystêpuj¹cych w plazmie nasienia. Badania z tego
zakresu s¹ równie¿ prowadzone w polskich placówkach naukowych.

Przedstawiony przegl¹d badañ dotycz¹cych procesów rozrodczych u œwiñ, wyko-
nanych w Polsce w okresie ostatnich 30 lat, nie jest pe³ny z powodu ograniczonej
objêtoœci opracowania. Mimo to mo¿na stwierdziæ, ¿e zakres tych badañ by³ bardzo
szeroki. Tematyka ich z regu³y odnosi³a siê do aktualnych w danym czasie problemów
badawczych, a niekiedy je wyprzedza³a. Zdecydowana wiêkszoœæ uzyskanych wyni-
ków zosta³a opublikowana w czasopismach o miêdzynarodowym zasiêgu, stanowi¹c
zauwa¿alny udzia³ w ogólnoœwiatowym 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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Rozród ptaków zasadniczo ró¿ni siê od rozrodu ssaków. Ró¿nice s¹ nastêpuj¹ce:
1) samica jest heterogametyczna, ma chromosomy p³ciowe Z i W, podczas gdy

samiec ma parê chromosomów Z;
2) uk³ad rozrodczy samicy jest nieparzysty;
3) u samców w uk³adzie rozrodczym brak dodatkowych gruczo³ów p³ciowych;
4) oocyt zawiera du¿¹ iloœæ ¿ó³tka;
5) wystêpuje polispermia;
6) w okresie nieœnoœci owulacje mog¹ zachodziæ dzieñ po dniu.
Celem niniejszej pracy jest przybli¿enie czytelnikowi najnowszych osi¹gniêæ w dzie-
dzinie rozrodu ptaków z uwzglêdnieniem endokrynnych aspektów regulacji funkcji
uk³adu rozrodczego. G³ówne kierunki badañ z zakresu rozrodu ptaków domowych,
które mo¿na wyodrêbniæ na podstawie analizy literatury œwiatowej, dotycz¹:
1) embriogenezy – stanowi¹cej model w badaniach procesów zwi¹zanych m.in.

z determinacj¹ p³ci i ró¿nicowaniem p³ciowym, organogenez¹ etc.;
2) zap³odnienia in vitro i procesu transgenezy;
3) funkcji osi podwzgórze-przysadka-jajnik oraz procesów zachodz¹cych w gona-

dzie podczas dojrzewania p³ciowego i nieœnoœci;
4) zale¿noœci miêdzy poziomem ¿ywienia a aktywnoœci¹ jajnika u kur typu miêsnego.

Na uwagê zas³uguj¹ równie¿ badania dotycz¹ce enzymologii nasienia koguta oraz
biochemicznych mechanizmów utrzymywania przed³u¿onej ¿ywotnoœci plemników
w drogach rodnych samicy.
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Proces embriogenezy jako model w badaniach
procesów determinacji p³ci i ró¿nicowania p³ciowego

Poznanie molekularnych mechanizmów determinacji i ró¿nicowania p³ciowego
u krêgowców jest jednym z najbardziej frapuj¹cych zagadnieñ genetyki molekular-
nej. Nie wszystkie gromady krêgowców maj¹ ten sam, ssaczy (XX:XY) uk³ad
chromosomów p³ciowych. U ptaków p³eæ zdeterminowana jest uk³adem chromoso-
mów ZZ:ZW, w którym samica jest heterogametyczna (ZW). Rozwój gonad u ptaków
stanowi idealny model s³u¿¹cy do wyjaœnienia mechanizmów zwi¹zanych z determi-
nacj¹ p³ci u krêgowców oraz zagadnieñ zwi¹zanych z ewolucj¹ chromosomów
p³ciowych. Dotychczasowe badania porównawcze wykaza³y, ¿e u poszczególnych
gromad krêgowców na kaskadê zdarzeñ zachodz¹cych podczas ró¿nicowania p³cio-
wego sk³adaj¹ siê zarówno elementy konserwatywne, jak i specyficzne dla danej
gromady. U ptaków np. centraln¹ rolê w ró¿nicowaniu p³ciowym gonad odgrywaj¹
hormony estrogenowe. Jednak¿e w procesie tym bierze udzia³ szereg czynników
transkrypcyjnych kodowanych przez geny uczestnicz¹ce w procesie determinacji
i ró¿nicowania gonad u ssaków.

U ptaków, podobnie jak u innych krêgowców, jajniki i j¹dra rozwijaj¹ siê z tej
samej tkanki, zawieraj¹cej pierwotne komórki p³ciowe (PGC), a mieszcz¹cej siê
w grzebieniu p³ciowym w rejonie œródnerczy. W pocz¹tkowym stadium rozwoju
(stadium gonady bipotencjalnej) nie ma morfologicznych ró¿nic w budowie gonady
u osobników ZZ i ZW. Po zainicjowaniu procesu ró¿nicowania gonady bipotencjal-
nej, zmienia siê wygl¹d niezró¿nicowanej tkanki, a obraz morfologiczny stopniowo
staje siê charakterystyczny dla obrazu jajnika lub j¹dra. Uk³ad chromosomów ZW
determinuje rozwój lewego jajnika (prawy jajnik degeneruje), a obecnoœæ dwóch
chromosomów Z prowadzi do rozwoju symetrycznych j¹der. U ptaków nie uda³o siê
do tej pory wyizolowaæ dominuj¹cego genu, który podobnie jak u ssaków (gen SRY)
decydowa³by o determinacji p³ci. Nie jest jasne, czy determinacja p³ci zale¿na jest od
dawki genu z chromosomu Z (podwójnej w przypadku samca, a pojedynczej w przy-
padku samicy), czy od jakiegoœ dominuj¹cego genu na chromosomie W, determinu-
j¹cego rozwój jajnika [85]. W rozwijaj¹cych siê gonadach ptaków zidentyfikowano
natomiast szereg genów autosomalnych (homologicznych do genów ssaczych), które
uczestnicz¹ w procesie powstawania, a nastêpnie ró¿nicowania gonady bipotencjal-
nej. Do najwa¿niejszych z nich nale¿¹:
� SF1 (steroidogenic factor-1), którego ekspresja pojawia siê ju¿ w 3,5 dniu embrio-

genezy [97].
� WT1 (Wilm’s tumour-suppressing gene) – ekspresjê tego genu stwierdzono w go-

nadach bipotencjalnych w 4 dniu embriogenezy. Poziom tej ekspresji nie ró¿ni³ siê
istotnie w gonadach embrionów ZZ i ZW [98].

� GATA4 (Gata binding protein) – podobny poziom ekspresji wykazano u embrio-
nów ZZ i ZW w 5,5 dniu embriogenezy [51].
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� SOX9 (SRY-related HMG box gene 9) – ekspresja pojawia siê w 6 dniu inkubacji
w gonadach embrionów ZZ, w gonadach embrionów ¿eñskich poziom ekspresji
jest bardzo s³aby [48].

� DAX1 (dosage sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia cogenita critical region on
the X, gene 1) – zmapowany na chromosomie 1; ekspresja zachodzi przez ca³y okres
ró¿nicowania p³ciowego w takim samym stopniu w gonadach obu p³ci [94, 98].

� AMH (anti Müllerian hormone) – nale¿y do rodziny transformuj¹cych czynników
wzrostu (TGF-�). Odpowiedzialny jest za regresjê przewodów Müllera, a jego
ekspresja pojawia siê w gonadach mêskich w 5 dniu embriogenezy, a nastêpnie
szybko siê zwiêksza. W gonadzie ZW poziom ekspresji jest bardzo niski [60].

Ponadto na chromosomie Z wykazano obecnoœæ najbardziej konserwatywnego w obrê-
bie królestwa zwierz¹t genu – DMRT1 (doublesex- and mab-3-related transcription
factor 1), który ma domenê DM koduj¹c¹ regulatorowe bia³ka zaanga¿owane w kon-
trolê procesu determinacji p³ci u bezkrêgowców w genach: dsx (Drosophila melano-
gaster) i mab-3 (Ceanorhabditis elegans) [59]. Ekspresja genu DMRT1 pojawia siê
w grzebieniach p³ciowych i przewodach Müllera w 3–4 dniu embriogenezy, poprze-
dza ekspresjê genu AMH, a jej poziom u embrionów ZZ jest istotnie wy¿szy ni¿ u ZW
[77, 95], co wskazuje, ¿e gen ten jest zaanga¿owany w rozwój gonady bipotencjalnej
do j¹dra. Z kolei ostatnio na chromosomie W zidentyfikowano dwa geny, które
w³¹czone s¹ w proces ró¿nicowania gonady bipotencjalnej do jajnika. S¹ to gen
WPKCi/ASW (protein kinase C inhibitor on W chromosome/Avian Sex-specific
W-linked) [31, 63] oraz gen FET-1 (Female Expressed Transcript 1) [79]. Ekspresjê
genów WPKCi/ASW i FET-1 wykazano ju¿ w 3 dniu inkubacji (tj. jeszcze przed
rozpoczêciem procesu ró¿nicowania jajnika) w gonadach bipotencjalnych embrio-
nów ZW. Zwiêkszaj¹cy siê poziom ekspresji obu genów w gonadzie lewej od 4,5 dnia
embriogenezy sugeruje, ¿e geny te nale¿¹ do g³ównych czynników determinuj¹cych
rozwój jajnika z gonady bipotencjalnej [96].

Oprócz szeregu genów koduj¹cych czynniki transkrypcyjne w procesie ró¿nico-
wania p³ciowego u ptaków uczestnicz¹ równie¿ geny koduj¹ce enzymy procesu
steroidogenezy. Do najwa¿niejszych, których ekspresja zachodzi pocz¹wszy od 4
dnia embriogenezy nale¿¹: 17�-hydroksylaza (P450c17) oraz aromataza (P450arom)
[108]. P450c17 jest enzymem odpowiedzialnym za przekszta³cenie pregnenolonu do
17�-hydroksyprogesteronu, a nastêpnie do androstendionu, natomiast P450arom jest
podstawowym enzymem konwertuj¹cym androgeny do estrogenów (g³ównie do
estradiolu). O ile poziom ekspresji mRNA P450c17 pojawia siê w ró¿nicuj¹cej siê
gonadzie bipotencjalnej osobników mêskich (ZZ), jak i ¿eñskich (ZW) ju¿ w 5 dniu
embriogenezy, o tyle ekspresja P450arom wystêpuje jedynie u osobników ZW
i stopniowo wzrasta pocz¹wszy od 6 dnia embriogenezy [1, 90]. Przekonuj¹cych
dowodów na znaczenie P450arom w procesie ró¿nicowania gonady bipotencjalnej
u ptaków dostarczy³y badania z zastosowaniem selektywnego inhibitora aromatazy
(Fadrozolu), który podawany in ovo w 3 dniu embriogenezy prowadzi do maskuli-
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nizacji lewej gonady i powstania ovotestis [19]. A zatem zahamowanie aktywnoœci
P450arom powoduje u genetycznych samic ZW rewersjê p³ci, która u dojrza³ych
osobników objawia siê wystêpowaniem samczych cech fenotypowych, a powsta³e
ovotestis przypomina budow¹ tkankê dojrza³ego j¹dra, w której zachodzi proces sper-
matogenezy. W wyniku tego procesu w ovotestis produkowane s¹ nie tylko plemniki
z chromosomem Z, lecz równie¿, nie wystêpuj¹ce normalnie w przyrodzie, plemniki
z chromosomem W [2]. Wykazano, ¿e plemniki W maj¹ zdolnoœæ zap³adniania
oocytu [2]. Dlatego bardzo interesuj¹co zapowiadaj¹ siê przysz³e manipulacje in vitro
plemnikami W, które po iniekcji do oocytu W mog¹ daæ pocz¹tek nie wystêpuj¹cemu
w przyrodzie osobnikowi WW, którego fenotypu mo¿emy siê jedynie domyœlaæ.

Zap³odnienie in vitro oraz proces transgenezy

Opracowanie metod hodowli oocytów, zap³odnienia i hodowli zarodków poza
organizmem w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych ma ogromne znaczenie
w badaniach fizjologicznych, biochemicznych, rozwoju zarodków i uzyskiwaniu
ptaków transgenicznych. W ostatnich latach opracowano metodê hodowli pêcherzy-
ków jajnikowych ptaków i ich owulacjê w warunkach doœwiadczalnych [64]. Metoda
ta pozwala na badanie mechanizmu owulacji, roli hormonów w tym procesie i wy-
korzystanie oocytów do zap³odnienia in vitro. Po raz pierwszy klasyczne zap³od-
nienie in vitro oocytów kury pobranych natychmiast po owulacji przeprowadzono
ponad 30 lat temu [32]. Na blastodysk nak³adano zawiesinê plemników. Zap³odnienie
i rozwój embrionów badano histologicznie po 24 h inkubacji. Ostatnio Olszañska i in.
[65] uzyskali u przepiórki japoñskiej zap³odnienie in vitro oocytów owulowanych
pozaustrojowo. Jednak przeprowadzenie zap³odnienia in vitro u ptaków nie jest ³atwe,
wynika to m.in. z trudnoœci w ustaleniu czasu naturalnej owulacji oraz pozyskaniu
oocytów tylko z b³on¹ oko³o¿ó³tkow¹. Zastosowanie techniki bezpoœredniej iniekcji
plemnika do cytoplazmy (ICSI), wydaje siê bardziej u¿yteczn¹ metod¹ do badania
mechanizmu zap³odnienia, roli gamet w tym procesie, a tak¿e do produkcji ptaków
transgenicznych przez u¿ycie plemników jako wektorów do wprowadzania obcego
DNA do oocytu. Po raz pierwszy w 2003 roku dokonano zap³odnienia metod¹ ICSI
u przepiórki japoñskiej [34]. Wykazano, ¿e bezpoœrednia iniekcja pojedynczego
plemnika do oocytu aktywuje oocyt i prowadzi do zap³odnienia, chocia¿ u ptaków
wystêpuje polispermia. Ponadto wyd³u¿one spermatydy i plemniki pobrane z j¹dra s¹
kompetentne do zap³odnienia, tak jak plemniki pochodz¹ce z nasienia.

Z koñcem lat 80. opracowano 3-etapow¹ metodê hodowli embrionów kurzych od
stadium jednej komórki do wylêgu w warunkach in vitro [56, 72]. Pierwszy etap
obejmuje okres od zap³odnienia (stadium jednej komórki) do wytworzenia blasto-
dermy, czyli okres rozwoju zachodz¹cy naturalnie w jajowodzie. W drugim etapie
embriony przenoszone s¹ do skorup zastêpczych wype³nionych medium i hodowane
przez kolejne 3 doby embriogenezy. Nastêpny etap obejmuje okres wzrostu embrio-
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nów od czwartej doby do wylêgu i prowadzony jest w wiêkszych skorupach zastêp-
czych w celu wytworzenia komory powietrznej nad embrionem.

Od wielu lat pracuje siê nad opracowaniem efektywnej metody uzyskiwania
ptaków zmienionych genetycznie (transgenicznych). Celem transgenezy jest produk-
cja nowych bia³ek terapeutycznych w jaju (jajowód kury jako bioreaktor), ulepszenie
genetycznej jakoœci ptaków, np. odpornoœci na choroby oraz uzyskanie ptaków
pozbawionych danego genu (knock out) wykorzystywanych do badania funkcji
genów. Metody oparte na mikroiniekcji DNA do zap³odnionego oocytu czy wprowa-
dzaniu egzogennego DNA drog¹ elektroporacji lub lipofekcji in vivo do embrionów
w stadium rozwoju X s¹ nieefektywne, poniewa¿ egzogenny DNA nie zostaje zinte-
growany z DNA chromosomów i ulega degradacji podczas wczesnych etapów roz-
woju zarodka [57, 58]. Obecnie najbardziej obiecuj¹c¹ metod¹ prowadz¹c¹ do
uzyskania ptaków transgenicznych jest u¿ycie komórek blastodermalnych (BCs) lub
pierwotnych komórek p³ciowych (PGCs) [7, 8, 17, 20, 73, 86, 93, 99]. Zarówno BCs
jak i PGCs mo¿na hodowaæ in vitro, zamra¿aæ i wprowadzaæ egzogenny DNA np. na
drodze elektroporacji czy lipofekcji. W wyniku iniekcji BCs do embrionów biorców
bêd¹cych w stadium rozwoju X uzyskuje siê chimery fenotypowe i mniejszy procent
chimer p³ciowych. Natomiast wykorzystuj¹c PGCs wprowadza siê je do embrionów
bêd¹cych w takim samym stadium rozwoju jak zarodki, od których pochodz¹ i uzys-
kuje siê chimery p³ciowe. Chimery u¿ywa siê dalej do wyprowadzenia linii ptaków
transgenicznych lub do biokonserwacji genotypów. Bednarczyk i in. [9] dokonali
rekonstrukcji rodzimej rasy kur – zielononó¿ka kuropatwiana z wykorzystaniem
PGCs. Ostatnio w wyniku manipulacji pierwotnymi komórkami zarodkowymi uzys-
kano wydajne bioreaktory, tj. kury znosz¹ce jaja zawieraj¹ce ludzkie bia³ko (mono-
klonalne ludzkie przeciwcia³o) w bia³ku jaja [109] co daje nadzieje na mo¿liwoœæ
masowej produkcji ludzkich bia³ek terapeutycznych.

Funkcja osi podwzgórze-przysadka-jajnik
oraz procesy zachodz¹ce w gonadzie

podczas dojrzewania p³ciowego i nieœnoœci

U samic ptaków domowych liczba zniesionych jaj, a co zatem idzie uzyskane
wskaŸniki reprodukcyjne i wyniki hodowlane, zale¿¹ od liczby oocytów powsta-
j¹cych w jajniku. Ich powstawanie w g³ównej mierze uzale¿nione jest od tempa
procesów atrezji, selekcji i ró¿nicowania siê pêcherzyków jajnikowych podczas ich
wzrostu i rozwoju. Jak ju¿ wczeœniej wspomniano w pocz¹tkowej fazie rozwoju
embrionalnego kury obecne s¹ obie gonady. Od czwartego dnia inkubacji rozpoczyna
siê faza ró¿nicowania, w której pod wp³ywem wielu czynników transkrypcyjnych
oraz hormonów p³ciowych nastêpuje regresja prawego jajnika i jajowodu prowadz¹ca
do rozwoju lewej czêœci uk³adu rozrodczego. Procesy te powoduj¹, ¿e u dojrza³ej
nios¹cej kury funkcjonuje jedynie lewy jajnik i jajowód.
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Kura domowa osi¹ga dojrza³oœæ p³ciow¹ w 20–22 tyg. ¿ycia i w tym czasie
rozpoczyna okres nieœnoœci. Jaja znoszone s¹ pocz¹tkowo nieregularnie z przerwami
trwaj¹cymi 2 dni lub wiêcej; niekiedy w ci¹gu jednego dnia znoszonych jest wiêcej
ni¿ jedno jajo. W pocz¹tkowej fazie nieœnoœci, jaja mog¹ wykazywaæ odchylenia od
wzorca, np. jaja o miêkkiej skorupce lub z podwójnym ¿ó³tkiem. Okres taki mo¿e
trwaæ nawet oko³o 2 tyg. W czasie 6 do 10 tyg. od rozpoczêcia produkcji jaj, kury
wchodz¹ w okres szczytowej nieœnoœci. PóŸniej nieœnoœæ zaczyna siê stopniowo
obni¿aæ (ok. 40–50 tyg. nieœnoœci), a nastêpnie drastycznie spada i kura rozpoczyna
okres pierzenia siê. Kura znosi jaja w seriach, po których nastêpuje przerwa trwaj¹ca
1 lub kilka dni. U m³odych kur jaja znoszone s¹ w seriach licz¹cych nawet 30 jaj,
natomiast starsze kury znosz¹ jaja w krótkich seriach – ok. 4–6 jaj w serii [38].

Jajnik niedojrza³ego p³ciowo ptaka sk³ada siê z tysiêcy ma³ych pêcherzyków,
z których ok. 2 tys. mo¿na zobaczyæ go³ym okiem. Z pêcherzyków tych jedynie
nieliczne (250–500) wchodz¹ w fazê przedowulacyjnego wzrostu i w okresie dojrza-
³oœci p³ciowej podlegaj¹ owulacji. W dojrza³ym jajniku kury, wyró¿niæ mo¿na zr¹b
jajnika (stromê) z pêcherzykami <1 mm oraz trzy populacje pêcherzyków jajniko-
wych: 1) bia³e o œrednicy od 1–8 mm; 2) ¿ó³te o œrednicy 8–35 mm oraz 3) po-
owulacyjne. Na kilka dni przed osi¹gniêciem dojrza³oœci p³ciowej jeden z grupy
bia³ych pêcherzyków podlegaj¹c selekcji wchodzi w fazê szybkiego wzrostu, prze-
chodz¹c do grupy ¿ó³tych pêcherzyków przedowulacyjnych. Po osi¹gniêciu dojrza-
³oœci p³ciowej w jajniku nios¹cej kury wyró¿nia siê ok. 5–7 du¿ych ¿ó³tych pêche-
rzyków o œrednicy od 20–40 mm, które znajduj¹ siê w wyraŸnej hierarchii, a oznacza-
ne s¹ od najwiêkszego jako F1, F2 itd. Pêcherzykiem owuluj¹cym jest najwiêkszy
pêcherzyk przedowulacyjny F1, natomiast kolejny w hierarchii owuluje ok. 24 h po
owulacji pêcherzyka F1 [21, 37, 38].

Pêcherzyk jajnikowy kury sk³ada siê z koncentrycznych warstw tkanek, które
œciœle otaczaj¹ oocyt wype³niony ¿ó³tkiem. I tak, od zewn¹trz mo¿na wyró¿niæ
nastêpuj¹ce warstwy: 1) nab³onek z luŸn¹ tkank¹ ³¹czn¹, 2) os³onkê tekê zewnêtrzn¹,
3) os³onkê wewnêtrzn¹, 4) b³onê podstawn¹ i 5) warstwê ziarnist¹ (granulozê).
Warstwy te s¹ doœæ jednorodne na ca³ej powierzchni pêcherzyka, z wyj¹tkiem stigmy
– miejsca, w którym pêcherzyk przedowulacyjny pêka podczas owulacji. Podczas
wzrostu pêcherzyka rozwój oocytu zostaje zatrzymany w profazie pierwszego po-
dzia³u mejotycznego, a zakoñczony 4–6 h przed owulacj¹. Komórki granulozy
w bia³ych pêcherzykach prehierarchicznych s¹ bardzo œciœle upakowane w kilku
warstwach. Podczas fazy szybkiego wzrostu œrednica pêcherzyka zwiêksza siê, co
powoduje zmianê kszta³tu komórek granulozy, które zaczynaj¹ tworzyæ pojedyncz¹
warstwê. Miêdzy komórkami ziarnistymi tworz¹ siê po³¹czenia i przestrzenie, aby
u³atwiæ transport sk³adników ¿ó³tka do oocytu. Pomimo drastycznego wzrostu obwo-
du pêcherzyka, nastêpuje jedynie nieznaczna proliferacja komórek ziarnistych, która
koncentruje siê wokó³ tarczki zarodkowej [6, 102]. B³ona podstawna pêcherzyka kury
ma w przybli¿eniu 1 �m gruboœci i sk³ada siê z kolagenu, glikoprotein i fibronektyn,
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ponadto inne komponenty osadzone s¹ na s¹siaduj¹cych warstwach teki i granulozy.
Produkcja i sekrecja fibronektyny regulowana jest przez gonadotropiny i hormony
gonad [16].

Mimo pewnych odrêbnoœci anatomicznych, uk³ad podwzgórzowo-przysadkowy
ptaków funkcjonuje w podobny sposób jak u ssaków. Przysadka mózgowa po³o¿ona
jest u podstawy mózgu w bezpoœredniej bliskoœci podwzgórza. Uk³ad neurosekrecyj-
ny podwzgórza za poœrednictwem uk³adu wrotnego podwzgórzowo-przysadkowego
przekazuje do przysadki gruczo³owej hormony uwalniaj¹ce. Narz¹dem neurohormo-
nalnym jest wynios³oœæ przyœrodkowa (eminentia mediana), której neurony j¹dra nad-
wzrokowego i przykomorowego syntetyzuj¹ i wydzielaj¹ gonadoliberyny: cGnRH-I
i cGnRH-II, z których pierwsza w stosunku do „ssaczego” GnRH jest [Glu8]-GnRH,
natomiast druga – [His5-Tryp7-Tyr8]-GnRH [49, 55]. W 2000 r. w podwzgórzu kury
zidentyfikowano minogowy GnRH-III [10], natomiast z podwzgórza przepiórki ja-
poñskiej – gonadostatynê (GnIH), hormon hamuj¹cy uwalnianie obu gonadotropin
z przysadki mózgowej [104]. Dotychczasowe badania wskazuj¹, ¿e hormonem
stymuluj¹cym wydzielanie gonadotropin z przysadki mózgowej jest cGnRH-I, cGnRH-II
pe³ni prawdopodobnie rolê neurotransmitera [76, 89]. Rola minogowego GnRH-III
w uwalnianiu gonadotropin z przysadki mózgowej nie jest w pe³ni wyjaœniona.
Hormonami produkowanymi w czêœci gruczo³owej przysadki mózgowej s¹ hormon
folikulotropowy (FSH) i luteinizuj¹cy (LH), których stê¿enie we krwi wykazuje
zarówno dobowe jak i sezonowe zmiany, co zwi¹zane jest z d³ugoœci¹ dnia œwietl-
nego. Pomiêdzy d³ugoœci¹ dnia a aktywnoœci¹ wydzielnicz¹ przysadki mózgowej
istnieje dodatnia korelacja, dlatego bodŸce œwietlne wykorzystywane s¹ w produkcji
drobiarskiej w celu stymulacji funkcji osi podwzgórze-przysadka-jajnik. Hormony
gonadotropowe szczególn¹ rolê odgrywaj¹ w koñcowej fazie dojrzewania p³ciowego,
która u kur typu nieœnego przypada na okres od 15 do 20 tygodnia ¿ycia. W okresie
tym nastêpuje stopniowy wzrost aktywnoœci uk³adu podwzgórzowo-przysadkowego,
a wydzielane z przysadki FSH i LH stymuluj¹ wzrost bia³ych, a nastêpnie ¿ó³tych
pêcherzyków jajnikowych [38, 105, 106]. Oprócz dodatniego wp³ywu na wzrost
pêcherzyków hierarchicznych, LH dzia³a na najwiêksze pêcherzyki przedowulacyjne
stymuluj¹c ich funkcjê steroidogenn¹, a przede wszystkim indukuje owulacjê [38].
Przedowulacyjny wyrzut LH do krwi wystêpuje 6–4 h przed owulacj¹ [24]. Wyka-
zano, i¿ obydwie gonadotropiny wp³ywaj¹ na procesy zachodz¹ce podczas wzrostu
i rozwoju pêcherzyków jajnikowych; FSH wp³ywa na wzrost bia³ych pêcherzyków,
podczas gdy LH reguluje wzrost i dojrzewanie ¿ó³tych pêcherzyków hierarchicznych
i wywo³uje owulacjê [40, 71, 100]. Przysadkowe FSH i LH reguluj¹ proliferacjê
i produkcjê progesteronu (uwa¿anego za marker ró¿nicowania) w przedowulacyj-
nych pêcherzykach. FSH wp³ywa na mniej dojrza³e pêcherzyki (F5–F3), a LH
oddzia³uje na bardziej dojrza³e pêcherzyki (F2 i F1). Wewn¹trzjajnikowy czynnik
wzrostu EGF, produkowany przez tarczkê zarodkow¹, pobudza wzrost i zapobiega
atrezji pêcherzyka, stymuluj¹c proliferacjê granulozy. Jednoczeœnie EGF zapobiega
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przedwczesnemu dojrzewaniu pêcherzyka, tj. opóŸnia ró¿nicowanie [26]. Wykazano,
¿e przedowulacyjny wyrzut LH z przysadki wywo³ywany jest na drodze dodatniego
sprzê¿enia zwrotnego pomiêdzy progesteronem, produkowanym g³ównie przez naj-
wiêkszy pêcherzyk przedowulacyjny F1, a LH [106]. Po owulacji w jajniku pozostaje
kielichowaty pêcherzyk poowulacyjny, którego aktywnoœæ steroidogenna utrzymuje
siê przez kilka dni [3].

Pêcherzyki jajnikowe kury s¹ g³ównym Ÿród³em hormonów steroidowych: gesta-
genów, androgenów i estrogenów we krwi [62, 74, 75]. G³ównym gestagenem jest
progesteron (P4), syntetyzowany przez warstwê ziarnist¹ pêcherzyków przedowu-
lacyjnych [6]. Androgeny (w tym testosteron – T) i estrogeny (estradiol – E2)
produkowane s¹ w warstwie os³onki wszystkich pêcherzyków jajnikowych [47, 101].
Wykazano, ¿e pêcherzyki prehierarchiczne nie s¹ zdolne do produkcji progesteronu,
gdy¿ w komórkach warstwy ziarnistej brak jest aktywnoœci enzymu odszczepiaj¹cego
boczny ³añcuch cholesterolu (P450SCC) [101]. W pêcherzykach hierarchicznych
sytuacja jest odwrotna. W momencie wejœcia pêcherzyka w hierarchiê, nastêpuje
aktywacja genu koduj¹cego P450SCC w komórkach warstwy ziarnistej pêcherzyka,
zwiêksza siê aktywnoœæ enzymu P450SCC, co zapocz¹tkowuje syntezê pregnenolonu,
który nastêpnie pod wp³ywem dehydrogenazy 3�-hydroksysteroidowej (3�-HSD)
przekszta³cany jest do progesteronu [61].

Podczas wzrostu pêcherzyka obserwuje siê stopniowy wzrost syntezy P4, tak i¿
najwiêkszy pêcherzyk przedowulacyjny (F1) produkuje prawie wy³¹cznie ten hor-
mon [6]. Os³onka bia³ych i ¿ó³tych pêcherzyków jest miejscem syntezy estradiolu.
W bia³ych pêcherzykach proces ten zachodzi g³ównie drog¹ 
5 poprzez dehydro-
epiandrosteron (DHEA), który nastêpnie pod wp³ywem 3�-HSD przekszta³cany jest
do androstendionu. Natomiast w os³once pêcherzyków hierarchicznych proces ten
przebiega drog¹ 
4 poprzez progesteron, który przekszta³cany jest do androstendionu
przez enzym 17�-hydroksylazê (P45017�). Powsta³y androstendion przekszta³cany
jest do testosteronu przez dehydrogenazê 17�-hyedroksysteroidow¹ (17�-HSD),
a nastêpnie transportowany do komórek os³onki zewnêtrznej, gdzie pod wp³ywem
aromatazy (P450arom) konwertowany jest do estradiolu [35, 36, 53, 62, 74]. Podczas
wzrostu pêcherzyka w warstwie os³onki obserwuje siê stopniowy spadek syntezy
i sekrecji estradiolu [38, 50]. WyraŸne zmiany stê¿enia P4 i E2 w rosn¹cych pêcherzy-
kach jajnikowych obserwuje siê ju¿ w okresie dojrzewania p³ciowego. Rz¹sa i in. [82]
wykazali, ¿e w 15. tyg. ¿ycia kurek stroma jajnika zawiera 81% P4 i 78% E2, natomiast
pozosta³a iloœæ tych hormonów znajduje siê w bia³ych pêcherzykach. Z kolei w 19.
tyg. (tj. w momencie rozpoczêcia nieœnoœci) w stromie jajnika znajduje siê jedynie 6%
P4 i 39% E2, w bia³ych pêcherzykach 3% P4 i 14% E2, a w pêcherzykach ¿ó³tych a¿
91% P4 i 47% E2. Obserwowane zmiany dystrybucji hormonów p³ciowych w pêche-
rzykach jajnikowych dojrzewaj¹cych ptaków s¹ przede wszystkim wynikiem stop-
niowego wzrostu aktywnoœci warstwy ziarnistej rosn¹cych pêcherzyków. Odzwier-
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ciedleniem zwiêkszaj¹cej siê aktywnoœci steroidogennej ¿ó³tych pêcherzyków jest
stopniowy wzrost poziomu obu hormonów we krwi dojrzewaj¹cych kurek [70, 87].

Zarówno w okresie dojrzewania p³ciowego jak i nieœnoœci funkcja jajnika regulo-
wana jest g³ównie przez hormony gonadotropowe (LH i FSH). Wykazano, ¿e zarów-
no LH jak i FSH wp³ywaj¹ na proces steroidogenezy pêcherzykowej [25, 35, 67, 68,
84, 88]. W oddzia³ywaniu gonadotropin i hormonów steroidowych na procesy
zachodz¹ce podczas wzrostu, dojrzewania i regresji pêcherzyków jajnikowych po-
œredniczy wiele substancji okreœlanych ogólnie wewn¹trzjajnikowymi regulatorami.
Wiele danych literaturowych wskazuje, ¿e substancje te nale¿¹ do aktywnych regula-
torów procesu steroidogenezy, a ich receptory znajduj¹ siê w komórkach warstwy
ziarnistej i os³onki pêcherzyka. W ostatnich latach w jajniku kury zidentyfikowano
szereg hormonów i substancji, które wp³ywaj¹ na procesy zachodz¹ce podczas
wzrostu i rozwoju pêcherzyka jajnikowego, a s¹ 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-I i IGF-II) [67],
czynnik wzrostu naskórka (EGF) [26,107], inhibiny i aktywiny [45, 54], fibronektyna
[4], bia³ko StAR [43], trójjodotyronina (T3) [84, 88], prolaktyna [33], leptyna [69,
70], grelina [92], adiponektyna [15].

W ostatnich latach wiele uwagi poœwiêcono badaniom dotycz¹cym selekcji
i atrezji bia³ych pêcherzyków jajnikowych. Mechanizm selekcji pêcherzyków nie jest
wyjaœniony, ale sugeruje siê, ¿e istotn¹ rolê w tym procesie pe³ni¹ FSH i VIP oraz
niektóre czynniki wzrostowe (np. IGF-I, EGF). Pod wp³ywem FSH i VIP w warstwie
ziarnistej pêcherzyka pojawia siê aktywnoœæ enzymu P450scc, odszczepiaj¹cego
boczny ³añcuch cholesterolu [52]. Zwiêkszenie siê ekspresji tego enzymu powoduje,
¿e komórki granulozy staj¹ siê kompetentne i rozpoczynaj¹ syntezê progesteronu. Po
wejœciu pêcherzyka w hierarchiê spada tempo proliferacji komórek granulozy, a wzras-
ta proces ich ró¿nicowania siê. Szczególn¹ rolê w pêcherzykach hierarchicznych
odgrywa tarczka zarodkowa (GD). GD jest Ÿród³em parakrynnych sygna³ów nie-
zbêdnych do utrzymania pêcherzyka przy ¿yciu, bowiem jej uszkodzenie prowadzi
do atrezji pêcherzyków na drodze apoptozy [103]. Wykazano, ¿e proces atrezji
bia³ych pêcherzyków zachodzi na drodze apoptozy – programowanej œmierci ko-
mórki, który inicjowany jest w warstwie ziarnistej pêcherzyka [37, 39, 40, 101].
W wyniku tego procesu podczas dojrzewania p³ciowego eliminowanych jest prawie
99% pierwotnych pêcherzyków obecnych w jajniku w momencie wyklucia [38].
W bia³ych pêcherzykach proces apoptozy hamowany jest przez niektóre czynniki
podtrzymuj¹ce prze¿ywanie komórek warstwy ziarnistej i stymuluj¹ce proces ich
proliferacji i ró¿nicowania. Najwa¿niejsze z nich to: FSH i LH [36, 38], VIP [23, 40]
oraz niektóre czynniki wzrostowe: IGF-I [40, 67], czynnik wzrostu transformuj¹cy �

(TGF�) [37, 52], EGF [52, 107] oraz ostatnio odkryta surwiwina [42]. Z kolei do
najwa¿niejszych stymulatorów apoptozy nale¿¹: czynnik martwicy nowotworu �

(TNF�) oraz czynnik indukuj¹cy apoptozê (FasL) [11].
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Pomimo wykazania obecnoœci wielu czynników pro- i antyapoptotycznych
w warstwie ziarnistej pêcherzyków, proces apoptozy w pêcherzykach jajnikowych
kury nie jest w pe³ni wyjaœniony. Nale¿y jednak¿e podkreœliæ, i¿ pêcherzyki jajnika
kury, które z ³atwoœci¹ mo¿na izolowaæ, stanowi¹ doskona³y model wykorzystywany
w badaniach dotycz¹cych zjawisk zachodz¹cych podczas wzrostu i rozwoju pêche-
rzyków. Model ten wykorzystywany jest w badaniach procesu steroidogenezy pêche-
rzykowej i owulacji [5, 22], apoptozy i proliferacji komórek [37, 38, 39, 40], a tak¿e
karcynogenezy [41].

Zale¿noœæ miêdzy poziomem ¿ywienia
a aktywnoœci¹ jajnika kur typu miêsnego

U kur typu miêsnego selekcja genetyczna prowadzona w celu zwiêkszenia masy
cia³a, a tym samym miêsnoœci, spowodowa³a, ¿e wraz ze wzrostem tego parametru
nast¹pi³ spadek zdolnoœci rozrodczych [78]. Wykazano, ¿e ¿ywienie do woli kur
reprodukcyjnych miêsnych prowadzi do odk³adania du¿ych iloœci t³uszczu i wysokiej
œmiertelnoœci zwi¹zanej ze schorzeniami miêœni i serca [46], os³abieniem uk³adu
immunologicznego [28] i obni¿onej p³odnoœci [27, 29]. W okresie wzrostu powoduje
obni¿enie tempa nieœnoœci pocz¹tkowej, co spowodowane jest spontanicznymi owu-
lacjami wynikaj¹cymi z zaburzeñ hierarchii pêcherzyków [30]. Konsekwencj¹ wzro-
stu liczby owulacji u ptaków ¿ywionych do woli jest produkcja jaj o obni¿onych
parametrach: s³aba skorupa, jaja dwu¿ó³tkowe, owulacje do jamy cia³a [18, 29]. Iloœæ
przyjmowanego pokarmu podczas wychowu oraz masa cia³a w momencie uzyskania
dojrza³oœci p³ciowej skorelowane s¹ z liczb¹ ¿ó³tych pêcherzyków w jajniku kury.
Dlatego ograniczanie ¿ywienia jest jednym z podstawowych elementów zmierza-
j¹cych do ograniczenia tempa owulacji w celu uzyskania odpowiedniej aktywnoœci
rozrodczej u kur typu miêsnego. Ograniczenie iloœci po¿ywienia w czasie wzrostu
istotnie zmniejsza masê jajnika i liczbê du¿ych pêcherzyków w momencie osi¹gniêcia
dojrza³oœci p³ciowej, obni¿a liczbê spontanicznych owulacji, jaj z defektami i wielu
jednoczesnych owulacji [81]. W literaturze anglojêzycznej pojawi³o siê okreœlenie
„broiler breeder paradox” dotycz¹ce niemo¿noœci pogodzenia potrzeb produkcyjnych
(wysokiej wydajnoœci reprodukcyjnej, dobrej zdrowotnoœci, niskiej œmiertelnoœci kur
typu miêsnego i dobrego tempa wzrostu potomstwa) bez zastosowania znacznego
ograniczenia poboru paszy [18, 80]. Ograniczone ¿ywienie jest niezbêdnym ele-
mentem utrzymania zdrowotnoœci nios¹cych ptaków, w celu uzyskania potomstwa
zdolnego do szybkiego wzrostu i uzyskania masy rzeŸnej w krótkim czasie. ¯ywienie
takie w okresie wzrostu powoduje jednak szereg niekorzystnych zmian w funkcjo-
nowaniu uk³adów hormonalnych [18]. Wykazano, ¿e iloœciowe ograniczanie paszy
powoduje wzrost stê¿enia hormonu wzrostu (GH) i tyroksyny (T4), natomiast spadek
stê¿enia IGF-I i T3 we krwi [13, 14]. Bruggeman i in. [12] wykazali, ¿e d³ugotrwa³e
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(od 2 tygodnia ¿ycia) ograniczanie iloœci podawanej paszy powoduje spadek poziomu
GnRH-I w podwzgórzu i gonadotropin (FSH i LH) w przysadce mózgowej, co
prowadzi do spowolnienia rozwoju jajnika i jajowodu i opóŸnienia nieœnoœci o 6 ty-
godni. Niektórzy autorzy sugeruj¹, ¿e za ró¿nice w produkcji jaj u ptaków ¿ywionych
do woli i ograniczanych odpowiedzialne s¹ zmiany stê¿enia hormonów osi soma-
totropowej (GH i IGF-I) oraz osi tarczycowej [13]. Poniewa¿ wp³yw gonadotropin na
czynnoœæ jajnika jest modulowany przez czynniki wzrostu: IGF, bia³ko morfogenezy
koœci (BMP) i leptynê, w badaniach podjêto próbê okreœlenia roli tych hormonów jako
lokalnych regulatorów funkcji jajnika. Wykazano, i¿ ograniczenie ¿ywienia sty-
muluje interakcjê miêdzy BMP i IGF a gonadotropinami oraz dodatnio wp³ywa na
proliferacjê komórek warstwy ziarnistej pêcherzyków [66]. Pomimo wykazania
pewnych interakcji miêdzy czynnikami wzrostu a gonadotropinami ró¿nice w liczbie
¿ó³tych pêcherzyków i nieœnoœci kur miêsnych o ró¿nych genotypach nie s¹ w pe³ni
wyjaœnione. Pomimo du¿ego zainteresowania ¿ywieniem kur miêsnych, w literaturze
naukowej nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dotycz¹ce powi¹zania ¿y-
wienia z funkcj¹ rozrodcz¹ i regulacj¹ endokrynn¹. Wydaje siê, i¿ zastosowanie
nowoczesnych metod (np. micro-array i proteomiki) mo¿e w sposób istotny przy-
czyniæ siê do wyjaœnienia tego zagadnienia.

G³ówne oœrodki i kierunki badañ
z zakresu rozrodu ptaków w Polsce

1. Katedra Fizjologii Zwierz¹t AR w Krakowie (prof. dr hab. Janusz Rz¹sa z zespo³em):
� udzia³ wazotocyny i prostaglandyn w funkcji jajowodu kury;
� rola amin biogennych w regulacji czynnoœci jajnika i jajowodu kury;
� opracowanie metody zap³odnienia oocytu przepiórki japoñskiej pojedynczym

plemnikiem (ICSI);
� rola hormonów metabolicznych (GH, IGF, leptyna, hormony tarczycy) w czyn-

noœci jajnika kury domowej w czasie dojrzewania p³ciowego, nieœnoœci i przer-
wy w nieœnoœci.

2. Instytut Genetyki i Hodowli Zwierz¹t PAN w Jastrzêbcu (prof. dr hab. Bo¿enna
Olszañska z zespo³em):
� opracowanie metody hodowli i dojrzewania oocytów przepiórki japoñskiej

in vitro;
� zap³odnienie in vitro oocytów ptaka owulowanych in vitro;
� ekspresja genu AA-NAT (aryloalkiloamino-N-acetylotransferazy) warunku-

j¹cego syntezê melatoniny w trakcie oogenezy i rozwoju zarodkowego prze-
piórki japoñskiej.

3. Katedra Biotechnologii Zwierz¹t AR w Bydgoszczy oraz Centralny Oœrodek
Drobiarstwa IZ (prof. dr hab. Marek Bednarczyk z zespo³em):
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� opracowanie metody tworzenia chimer ptaków;
� rekonstrukcja rodzimej rasy kur – zielononó¿ka kuropatwiana z wykorzysta-

niem pierwotnych komórek p³ciowych (PGCs);
� wykorzystanie modelu zarodka do stymulacji korzystnego profilu bakteryjnego

wylê¿onych piskl¹t;
� stymulacja gruczo³ów wydzielania wewnêtrznego, z wykorzystaniem substan-

cji o charakterze antyestrogenowym do przyspieszenia dojrza³oœci p³ciowej
kogutów.

4. AkademiaRolniczaweWroc³awiu(prof.drhab.Bronis³awaChe³moñskazzespo³em):
� badania dotycz¹ce zdolnoœci reprodukcyjnej kogutów i kur Cornish w zale¿noœ-

ci od metod krycia, sposobu utrzymania i ¿ywienia oraz okresu u¿ytkowania;
� analiza zmian morfologicznych, biochemicznych oraz zdolnoœci zap³adniaj¹cej

plemników ptaków domowych z nasienia poddanego procesowi kriokonserwacji.

5. Zak³ad Chemii Ogólnej i Fizjologicznej Uniwersytet Rzeszowski (dr hab. Maria
Droba, prof. URz z zespo³em):
� wykazanie obecnoœci kwaœnych glikozydaz w uk³adzie rozrodczym i nasieniu

samców ptaków domowych;
� rola lizosomowych arylosulfataz (kwaœna arylosulfataza A-ASA) w j¹drach

i plazmie nasienia koguta kury;
� próba okreœlenia aktywnoœci glikozydaz i ASA w uk³adzie rozrodczym koguta

ba¿anta.

6. Instytut Rozrodu Zwierz¹t i Badañ ¯ywnoœci PAN w Olsztynie (prof. dr hab. Jan
Glogowski i prof. dr hab. Andrzej Ciereszko z zespo³em):
� wykazanie obecnoœci i okreœlenie roli enzymów proteolitycznych oraz ich

inhibitorów w plazmie nasienia i uk³adzie rozrodczym indora;
� wp³yw sposobu przechowywania nasienia na aktywnoœæ amidazy, fragmentacjê

DNA i ruchliwoœæ plemników indora.

Podsumowanie

Za najwa¿niejsze osi¹gniêcia w rozrodzie ptaków nale¿y uznaæ: 1) poznanie
endokrynnych uwarunkowañ rozrodu kur typu nieœnego; 2) uzyskanie w wyniku
selekcji linii kur znosz¹cych 330–350 jaj w roku; 3) opanowanie metod manipulacji
i konserwacji komórek embrionalnych (pierwotnych komórek p³ciowych – PGC
i komórek blastodermalnych – BC); 4) opracowanie metod zap³odnienia (IVF i ICSI)
oraz hodowli oocytów i zarodków ptaków; 5) u¿ycie jajowody kury jako bioreaktora
do produkcji ludzkich bia³ek terapeutycznych. Wiele badañ z zakresu biologii rozrodu
ptaków wykonano w polskich placówkach naukowych lub przez polskich uczonych
pracuj¹cych na zagranicznych sta¿ach naukowych, a cytowane wczeœniej publikacje
wesz³y do kanonu wiedzy z zakresu biologii rozrodu ptaków.
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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

Biologia rozrodu ptaków … 111



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; c) 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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Pocz¹tek XXI wieku jest okresem, który charakteryzuje siê intensyfikacj¹ dzia³añ
na rzecz dok³adniejszego poznania procesów odpowiedzialnych za dojrzewanie
p³ciowe i rozród ryb. Wynika to w du¿ej mierze z coraz wiêkszej dostêpnoœci
nowoczesnych technik biologii molekularnej, które pozwalaj¹ œledziæ wiele proce-
sów stoj¹cych u podstaw powstawania i funkcjonowania czynników hormonalnych
uczestnicz¹cych w rozrodzie ryb. Z drugiej jednak strony nie ustaj¹ prace nad
doskonaleniem metod rozrodu ryb w warunkach hodowlanych, co jest logiczn¹
konsekwencj¹ zdobywania coraz dok³adniejszych danych w trakcie badañ podstawo-
wych. Niniejsza praca koncentruje siê przede wszystkim na przedstawieniu najwa¿-
niejszych doniesieñ, które zaprezentowano w trakcie dwóch ostatnich miêdzynarodo-
wych sympozjów zwi¹zanych z tematyk¹ endokrynologii i rozrodu ryb – VII Miêdzy-
narodowego Sympozjum Fizjologii Rozrodu Ryb (Japonia, maj 2003) oraz V Miê-
dzynarodowego Sympozjum Endokrynologii Ryb (Hiszpania, czerwiec 2004).

Neurohormonalna regulacja rozrodu u ryb

Nie ustaj¹ badania nad dawno ju¿ odkrytymi neurohormonami stymuluj¹cymi
przysadkê mózgow¹ do wydzielania gonadotropin – GnRH. Uwa¿a siê obecnie, ¿e
u krêgowców istnieje a¿ 16 form GnRH tworz¹cych rodzinê wielofunkcyjnych
peptydów powstaj¹cych w wielu miejscach centralnego systemu nerwowego, a nawet
w tkankach peryferyjnych. Stwierdzono, ¿e pe³ni¹ one ró¿ne funkcje: neuroendokryn-
n¹, neurotransmisyjn¹ oraz autokrynn¹ i parakrynn¹. Wszystkie gatunki krêgowców
maj¹ dwa, a czêœæ ryb z nadrzêdu Teleostei nawet 3 podtypy GnRH [30]:
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� GnRH 1 dzia³a na gonadotropy przez receptory – GnRH-R typ I A,
� GnRH 2 stymuluje sekrecjê prolaktyny przez receptory – GnRH-R typ I B,
� GnRH 3 stymuluje sekrecjê hormonu wzrostu przez receptory GnRH-R typ III.

U ryb najczêœciej wystêpuje ³ososiowy GnRH – sGnRH i kurzy GnRH typu dru-
giego – cGnRH II, a np. fl¹dra – Verasoer moseri oprócz wczeœniej wymienionych ma
jeszcze GnRH leszcza morskiego (seabream) – sbGnRH [1].

Ta ró¿norodnoœæ GnRH powoduje k³opoty z ich kwalifikacj¹ z u¿yciem arabskich
i ³aciñskich liczb. Okaza³o siê, ¿e musi siê ona oprzeæ na identyfikacji genów
koduj¹cych prekursory GnRH i ich receptory. Przyk³adem tych trudnoœci mog¹ byæ
badania maj¹ce rozstrzygn¹æ, czy I GnRH wystêpuj¹cy u ssaków jest z tej samej
rodziny, co I GnRH wystêpuj¹cy u innych grup krêgowców. Dopiero badaj¹c recepto-
ry i ich geny (wyodrêbniono dotychczas 5 genów koduj¹cych receptory GnRH)
stwierdzono, ¿e receptor ssaczego GnRH typu I ró¿ni siê zasadniczo od GnRH-RI nie
ssaczego, a wiêc ssaczy GnRH-RI nie mo¿e byæ w tej samej rodzinie, co GnRH-RI
zidentyfikowany u innych krêgowców [12].

Okres smoltyfikacji jest prze³omowym w ¿yciu migruj¹cych ryb ³ososiowatych.
Badania nad Oncorhynchus nerka i Oncorhynchus keta wykaza³y, ¿e maj¹ one 2 ro-
dzaje GnRH: ³ososiowy – sGnRH i kurzy II – cGnRHII, które w procesie smoltyfi-
kacji i wêdrówki tar³owej zachowuj¹ siê inaczej. Poziom sGnRH w ró¿nych czêœciach
mózgu by³ synchronizowany z poziomem hormonów tarczycy w surowicy krwi
i poziomem gonadotropin w przysadce. Natomiast cGnRHII takiej synchronizacji nie
wykazywa³. Oznacza to, ¿e sGnRH i cGnRHII odgrywaj¹ ró¿ne role w procesie
smoltyfikacji.

Hormony gonadotropowe

Udowodnienie w koñcu lat osiemdziesi¹tych ubieg³ego stulecia, istnienia dwóch
gonadotropin u ryb doprowadzi³o do zintensyfikowania badañ nad wystêpowaniem
i rol¹ tych hormonów u kostnoszkieletowych. Do najciekawszych wyników ostatnich
lat niew¹tpliwie nale¿y wykrycie ekspresji genów koduj¹cych podjednostki gonado-
tropin w oocytach ryb. U¿ycie techniki hybrydyzacji in situ oraz immunocytochemii
pozwoli³o na stwierdzenie obecnoœci podjednostek FSH�, LH� oraz wspólnej dla
obydwu gonadotropin podjednostki � w oocytach Sparus aurata [42, 43]. Co wiêcej,
w doœwiadczeniach in vitro (inkubacja fragmentów jajnika) analog GnRH modulowa³
sekrecjê jajnikowego LH. Dane te œwiadcz¹ o istnieniu osi GnRH – gonadotropiny
w jajniku i sugeruj¹, ¿e FSH i LH pe³ni¹ istotn¹, nieznan¹ wczeœniej funkcjê w komu-
nikacji pomiêdzy oocytem i komórkami folikularnymi.

Innym kierunkiem badañ jest poznawanie innych, poza GnRH, czynników uwal-
niaj¹cych gonadotropiny z przysadki mózgowej ryb. Stwierdzono, ¿e ³ososiowy
GnRH (sGnRH) stymuluje u niektórych ³ososiowatych syntezê i uwalnianie LH
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dopiero w póŸniejszych stadiach dojrza³oœci p³ciowej, a steroidy p³ciowe (E2 i T) we
wczeœniejszych stadiach dojrza³oœci [3].

Ciekawa jest rola aktywiny, bia³ka zidentyfikowanego pocz¹tkowo w gonadach
ssaków. U z³otej rybki aktywina stymuluje syntezê podjednostki FSH�, ale hamuje
syntezê podjednostki LH�. Ta regulacyjna rola aktywiny zachodzi na poziomie
transkrypcji [1]. Inne badania z tego zakresu wykaza³y, ¿e aktywina moduluje spon-
taniczn¹ oraz stymulowana przez GnRH sekrecjê LH zarówno u samców, jak i u samic
karpia [7].

Na uwagê zas³uguj¹ tak¿e badania nad grelin¹. Hormon ten zosta³ odkryty przez
Kojima i in. [15] jako endogenny ligand receptora GHS-R (growth hormone-secreta-
gogue receptor). Unniapan i Peter [41] obserwowali stymulacjê sekrecji LH z izolo-
wanych (dyspergowanych) komórek przysadki mózgowej karasia z³ocistego. Grelina
powodowa³a tak¿e zwiêkszenie ekspresji mRNA LH, zatem wydaje siê, ¿e u karasia
z³ocistego hormon ten jest jednym z czynników stymuluj¹cych zarówno syntezê jak
i uwalnianie LH. Za poœrednictwem GHS-R grelina stymuluje sekrecjê hormonu
wzrostu, natomiast stymulacja sekrecji LH prawdopodobnie odbywa siê za poœred-
nictwem receptora zbli¿onego do GHS-R, jako ¿e zastosowanie antagonistów tego
receptora hamuje stymulowan¹ przez grelinê sekrecjê LH [41].

Kolejnym czynnikiem hamuj¹cym sekrecjê LH jest dopamina [6]. Trwaj¹ badania
nad poznaniem receptorów, poprzez które dopamina hamuje sekrecjê LH.

Odkrycie, ¿e u ryb wystêpuj¹ 2 gonadotropiny (GtH I odpowiadaj¹ca FSH i GtH II
bêd¹ca odpowiednikiem LH u ssaków), podobnie jak i w pozosta³ych gromadach
krêgowców, zapocz¹tkowa³o szereg badañ nad ich rol¹ u samic i samców, nad ich
receptorami i genami je koduj¹cymi. Obecnie przyjmuje siê, ¿e u samic, jakkolwiek w
gametogenezie bior¹ udzia³ obie gonadotropiny, to jednak LH odgrywa podstawow¹
rolê w tym procesie m.in. stymuluje produkcjê 17�20�-P i 17�-estradiolu, a FSH
bierze przede wszystkim udzia³ w dostawaniu siê witellogeniny do oocytów, mimo ¿e
równie¿ stymuluje w warunkach in vitro produkcjê 17�-estradiolu. U samców LH
stymuluje produkcjê 11-KT i 17�20�–P, FSH zaœ stymuluje proliferacjê spermato-
gonii [36]. Jednak funkcje LH i FSH nie s¹ identyczne u poszczególnych gatunków
ryb. Poci¹ga to za sob¹ koniecznoœæ zbadania dzia³añ tych gonadotropin oddzielnie
u ka¿dego gatunku. Szereg badañ nad rozrodem ryb zmierza w tym kierunku.

Fizjologiczn¹ rolê LH i FSH bada siê te¿ na poziomie molekularnym, poprzez
analizowanie ekspresji genów koduj¹cych podjednostki gonadotropin w trakcie
rozwoju gonad [10]. Wykazano m.in., ¿e insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF) ma
wp³yw na ekspresjê genów koduj¹cych podjednostki gonadotropin u ³ososia
atlantyckiego Salmo salar [32].
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Ró¿nicowanie p³ciowe

U Teleostei wystêpuje stosunkowa du¿a grupa ryb hermafrodytycznych. W tej
grupie ryb wyró¿nia siê trzy rodzaje hermafrodytyzmu: hermafrodytyzm synchro-
niczny (u jednego osobnika równoczeœnie wystêpuj¹ dojrza³e jajniki i j¹dra), herma-
frodytyzm protogynalny (u tego samego osobnika najpierw rozwijaj¹ siê jajniki, a po
ich atrofii rozwijaj¹ siê j¹dra) oraz hermafrodytyzm protoandralny (u tego samego
osobnika najpierw rozwijaj¹ siê j¹dra, a po ich atrofii jajniki).

Ryby te s¹ ciekawym przedmiotem badañ w wielu laboratoriach zw³aszcza
w odniesieniu do procesu ró¿nicowania siê p³ci. Proces ten to kaskada zdarzeñ
prowadz¹ca do sformowania funkcjonalnych j¹der lub jajników. U Teleostei steroidy
s¹ fizjologicznymi stopniami w tej kaskadzie, a dodatkowo u samic bardzo wa¿n¹ rolê
odgrywa równie¿ aromataza. Jest ona podstawowym enzymem bior¹cym udzia³
w ró¿nicowaniu jajnika u wszystkich ryb, które do tej pory zbadano [26]. Warto
nadmieniæ, ¿e inhibitora aromatazy u¿ywa siê czêsto do maskulinizacji ³ososia
atlantyckiego [16].

Wiadomo, ¿e estrogeny aktywuj¹ ró¿nicowanie jajników, a hamuj¹ ró¿nicowanie
j¹der, jednak nie jest do koñca jasne, jaki jest tego mechanizm. Ciekawe jest, ¿e
u samic wêgorzy Anguilla japonica i Anguilla dieffenbachii 11-KT odgrywa wa¿n¹
rolê. Jest on pochodzenia jajnikowego i jest jednym z czynników kontroluj¹cych
protoplazmatyczny wzrost oocytów, zwiêksza produkcjê witellogeniny w w¹trobie,
gdzie jej powstawanie jest indukowane przez estradiol [19]. Równie¿ udzia³ andro-
genów w procesie ró¿nicowania siê j¹der jest bardzo kontrowersyjny.

U ryb w trakcie ró¿nicowania siê gonad wystêpuje znacznie wiêcej zró¿nico-
wanych strategii i hormonalnych regulacji ni¿ u ssaków. Powoduje to, ¿e rezultaty
otrzymane dla poszczególnych gatunków trudne s¹ do porównania. Równoczeœnie
jednak stymuluje do dalszych badañ nad procesem ró¿nicowania siê gonad u coraz to
nowych gatunków, a w tym gatunków hermafrodytycznych.

Badania ró¿nicowania siê gonad w XXI wieku nie mog¹ siê obyæ bez zejœcia na
poziom molekularny. Odkryto m.in., ¿e grupa genów okreœlana jako C1 i bior¹ca
udzia³ w ró¿nicowaniu siê gonad, zawiera geny odpowiedzialne za szlaki steroido-
genezy. Chodzi tu o kilka steroidowych enzymów (11H, 11�H, 3�HSD) oraz o czyn-
niki transkrypcyjne w³¹czone w regulowanie transkrypcji steroidowych enzymów
i bia³ek bior¹cych udzia³ w transporcie cholesterolu w mitochondriach [5].

U ssaków gen Sry jest genem okreœlaj¹cym p³eæ. Podobny do niego gen – DMY
odkryto po raz pierwszy u Oryzias curvinotus i u Oryzias latipes. Zwi¹zany jest on
z chromosomem Y i jest niezbêdny do rozwoju j¹der [19, 25]. Ciekawe, ¿e u tych ryb
stwierdzono transkrypty genu DMY nie tylko w j¹drach, ale i w mózgu, w¹trobie,
oczach i miêœniach [27]. U Dicentrarchus labrax natomiast stwierdzono ekspresjê
genu estrogenowego receptora typu � (ER �) g³ównie w przysadce mózgowej i gona-
dach, natomiast ekspresjê genu estrogenowego typu � (ER �) stwierdzono nie tylko
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w przysadce i gonadach, ale równie¿ we wszystkich innych tkankach [31]. DMY jest
homologiem genu DMRT1, bior¹cego udzia³ w dojrzewaniu p³ciowym samców
u ró¿nych krêgowców. Prawdopodobnie u Oryzias latipes DMRT1 jest jednym
z regulatorów spermatogenezy, natomiast u tilapii nilowej (Oreochromis niloticus)
pe³ni istotn¹ rolê w ró¿nicowaniu j¹der [25].

Steroidy, aby mog³y wywrzeæ swoje dzia³anie, musza siê dostaæ z miejsca, gdzie
powsta³y do organu docelowego. Dlatego tak wa¿ne dla pe³nego zrozumienia hormo-
nalnej kontroli dojrzewania p³ciowego i rozrodu u ryb s¹ badania nad bia³kami
transportuj¹cymi hormony steroidowe. Takimi bia³kami s¹ pewne globuliny znajdu-
j¹ce siê w plazmie krwi (SHBG – sex hormone binding globulin). Niedawno wyizo-
lowano i scharakteryzowano cDNA koduj¹cy tego typu substancje u karpia [24].

Czynniki œrodowiskowe w rozrodzie ryb

Mimo niew¹tpliwego udzia³u czynników genetycznych w ró¿nicowaniu siê p³ci,
u niektórych ryb stwierdzono bardzo wyraŸny wp³yw na ten proces czynników
zewnêtrznych, a zw³aszcza temperatury. U Odontesthes bonariensis stwierdzono
ponad wszelk¹ w¹tpliwoœæ, ¿e temperatura ma decyduj¹cy wp³yw na ró¿nicowanie
siê p³ci. Ryby chowane od wylêgu do koñca stadium juwenilnego w temperaturze
19°C lub ni¿szej okaza³y siê w 100% samicami. Natomiast w populacji ryb chowa-
nych w temperaturze 29°C wystêpowania samic w ogóle nie stwierdzono. Sugeruje
to, ¿e ró¿nicowanie gonad zachodzi bardzo wczeœnie, bo miêdzy pierwszym a pi¹tym
tygodniem od momentu wylêgu, przy d³ugoœci cia³a od kilku do kilkunastu mm [35].

U innych gatunków np. u Pagrus major p³eæ jest okreœlana na równi przez czynni-
ki genetyczne, jak i œrodowiskowe [13]. Inne ciekawsze wyniki badañ nad wp³ywem
czynników zewnêtrznych na rozród ryb, to:
� stwierdzenie, ¿e sta³e oœwietlenie hamuje rozród samic i samców okonia oraz ¿e

sezonowe zmiany d³ugoœci dnia œwietlnego s¹ konieczne do prawid³owego rozro-
du tej ryby [20].

� wykazanie, ¿e fotoperiod i temperatura moduluj¹ sezonow¹ ekspresjê genów
receptorów FSH (FSHR) i LH (LHR) u ³ososia atlantyckiego [2].

Zanieczyszczenia wód

Zanieczyszczenie wód powierzchniowych jest wci¹¿ istotnym problemem, zw³asz-
cza, ¿e wp³yw szeregu substancji, uwalnianych do wód wskutek dzia³alnoœci cz³o-
wieka, na organizmy wodne nie zosta³ jeszcze w pe³ni poznany. W dalszym ci¹gu
rozwijane s¹ badania nad zwi¹zkami, których wp³yw jest stosunkowo dobrze znany,
jak chocia¿by sole metali ciê¿kich [37]. Z drugiej strony w polu zainteresowañ
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badaczy pojawiaj¹ siê miêdzy innymi ftalany (estry kwasu ftalowego), furany,
dioksyny i polichlorowane bifenyle.

Szereg zwi¹zków chemicznych mo¿e wywieraæ wp³yw na syntezê i metabolizm
hormonów steroidowych gonad u ryb. Interesuj¹cych danych na ten temat dostarczy³y
miêdzy innymi doœwiadczenia przeprowadzone przez Thibault i Porte [39]. Autorzy
ci badali dzia³anie zwi¹zków wykazuj¹cych aktywnoœæ estrogenow¹, b¹dŸ androge-
now¹ (nonylfenol, dikofol, fenarimol, ftalany) na metabolizm androstendionu w j¹d-
rach (aktywnoœæ dehydrogenazy 17�-hydroksysteroidowej i 5�-reduktazy) oraz syn-
tezê MIH (hormonu indukuj¹cego dojrzewanie) w jajnikach (aktywnoœæ dehydro-
genazy 20� i 20�-hydroksysteroidowej). Badania in vitro wykaza³y wy¿sz¹ wra¿li-
woœæ 5�-reduktazy na badane substancje w porównaniu z dehydrogenaz¹ 17�-hydro-
ksysteroidow¹, a do substancji najsilniej hamuj¹cych aktywnoœæ tego enzymu nale¿a-
³y ftalany. Natomiast na aktywnoœæ dehydrogenaz 20�- i 20�-hydroksysteroidowej
najwiêkszy wp³yw wywiera³y nonylfenol i dikofol. Lerner i McCormick [17] wyka-
zali (w doœwiadczeniach na ³ososiu atlantyckim Salmo salar), ¿e ekspozycja na
dzia³anie nonylfenolu w stadium larwalnym mo¿e mieæ bardzo istotny i d³ugotermi-
nowy wp³yw na rozwój m³odych ryb (smoltów). Larwy ³ososia (z woreczkiem
¿ó³tkowym) by³y poddawane trwaj¹cej trzy tygodnie ekspozycji na nonylfenol w kon-
centracjach spotykanych w wodach (10, lub 100 �g · L–1) oraz 17�-estradiol w kon-
centracji 2 �g · L–1. Po zakoñczeniu ekspozycji ryby by³y utrzymywane przez rok,
kiedy to mo¿liwe by³o dokonanie oceny wp³ywu badanych substancji na zaburzenia
rozwoju smoltów. Ekspozycja na nonylfenol w najwy¿szym stê¿eniu zwiêkszy³a
œmiertelnoœæ larw (50% œmiertelnoœci, podczas gdy w pozosta³ych grupach nie
przekracza³a 5%). Natomiast u larw eksponowanych na 10 �g · L–1 nonylfenolu lub
17�-estradiol obserwowano opóŸniony efekt (w czasie dwóch miesiêcy po zakoñcze-
niu ekspozycji œmiertelnoœæ w tych grupach by³a kilkakrotnie wy¿sza ni¿ w grupie
kontrolnej). Ryby z tych dwu grup wykazywa³y (jako larwy) obni¿on¹ aktywnoœæ
Na+K+-ATPazy w skrzelach i obni¿on¹ tolerancjê na zwiêkszone zasolenie wody
(jako smolty – rok po ekspozycji). U ryb tych obserwowano ponadto o wiele silniejsz¹
reakcjê stresow¹ na skutek stresu manipulacyjnego, co przejawia³o siê miêdzy innymi
w gwa³towniejszym wzroœcie poziomu kortyzolu we krwi w porównaniu z rybami,
których nie poddawano dzia³aniu nonylfenolu ani 17�-estradiolu w okresie larwalnym.

Fizjologia gonad u samców

W pocz¹tkowym okresie badañ na rozrodem ryb koncentrowano siê g³ównie nad
samicami, gdy¿ przy sztucznym tarle u znacznej liczby gatunków chowanych w sta-
wach, w³aœnie one stwarza³y najwiêksze trudnoœci. Od pewnego czasu coraz wiêcej
uwagi poœwiêca siê dojrzewaniu p³ciowemu i rozrodowi samców. Ustalono m.in., ¿e
odnawianie siê spermatogonii jest regulowane przez 17�-estradiol, a proliferacja
spermatogonii jest stymulowana przez 11-KT, mimo ¿e jak wykazano dotychczas
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hormon ten dzia³a za poœrednictwem substancji hamuj¹cej spermatogenezê oraz
poprzez aktywinê A. Dzia³anie E2 i 11-KT odbywa siê równie¿ za poœrednictwem
czynników produkowanych w komórkach Sertoliego. Niezale¿nie od tego, sam E2

dzia³a za poœrednictwem pewnego czynnika o nazwie spermatogonial stem-cell
renewal factor [22]. Jak widaæ mechanizm kontroluj¹cy dzia³anie 11-KT jest niejasny
i dlatego wymaga dalszych badañ. Nie budzi natomiast w¹tpliwoœci fakt, ¿e dojrze-
wanie plemników jest regulowane przez 17�, 20�-P [22].

U wiêkszoœci gatunków ryb, u których zaplemnienie jaj nastêpuje w wodzie,
plemniki uzyskuj¹ ruchliwoœæ po zetkniêciu siê z wod¹. Jednak u niektórych gatun-
ków, np. u œledzi, plemniki po zetkniêciu siê z wod¹ s¹ ma³o ruchliwe, a wiêksz¹
ruchliwoœæ uzyskuj¹, gdy znajd¹ siê w pobli¿u owulowanych jaj. Wykryto i opisano
bia³ko aktywuj¹ce poruszanie siê plemników. Znajduje siê ono w zowulowanych
jajach kilku gatunków œledzi. W dalszych badaniach uda³o siê z biblioteki jajniko-
wego cDNA wyizolowaæ klon sekwencjê DNA koduj¹c¹ bia³ka aktywuj¹ce ruchli-
woœæ plemników u œledzi i w rezultacie ustaliæ sekwencjê aminokwasów wcho-
dz¹cych w sk³ad tego bia³ka. Okaza³o siê, ¿e przypominaj¹ one inhibitory akrosyny
u ssaków. Bia³ka te s¹ syntetyzowane w komórkach folikularnych, a nastêpnie
akumulowane w otoczce jajowej w czasie rozwoju oocytów, po czym s¹ uwalniane do
wody w czasie tar³a [28].

Hormony steroidowe

Interesuj¹ce i perspektywiczne s¹ badania nad receptorami hormonów steroido-
wych. Okaza³o siê, ¿e steroidy dzia³aj¹ nie tylko przez receptory j¹drowe, ale równie¿
przez receptory b³onowe (membrane receptors) znajduj¹ce siê na powierzchni komór-
ki. Przyk³adem tego mo¿e byæ dzia³anie progestynu indukuj¹cego dojrzewanie oocy-
tów u ryb i p³azów poprzez aktywacjê membranowych receptorów progestynu (mPR)
na oocytach [40]. U ryb stwierdzono tak¿e wystêpowanie membranowych recepto-
rów estrogenowych (mER) i androgenowych (mAR). Dotychczas odkryto na przy-
k³ad 28 androgenowych receptorów w 19 ró¿nych gatunków Teleostei i przeprowa-
dzono ich sekwencjonowanie, co pozwoli³o zakwalifikowaæ je do 2 rodzin [8].
Wydaje siê, ¿e badania prowadzone w tym kierunku s¹ obiecuj¹ce i interesuj¹ce
równie¿ z punktu widzenia praktycznego.

Feromony

Feromony odgrywaj¹ du¿¹ rolê w ¿yciu ryb. Poznanie feromonów ryb mo¿e mieæ
du¿e znaczenie w hodowli i chowie ryb. Badania nad feromonami id¹ w parze
z badaniami czynników stymuluj¹cych zachowania rozrodcze. Udowodniono, ¿e
samce Neogobius melanostomus, „przywleczone” z Morza Czarnego do Wielkich
jezior Ameryki Pó³nocnej wydzielaj¹ feromony p³ciowe [44]. Wi¹¿e siê z tym
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odkryciem nadzieje na opracowanie metody na ograniczenie populacji tych ryb
zachwaszczaj¹cych Wielkie Jeziora.

Inne ciekawe wyniki badañ z tego zakresu to stwierdzenie, ¿e:
� kwasy aminowe s¹ tymi substancjami które Oncorhynchus keta wyczuwa w wo-

dzie s³odkiej po powrocie z morza i kieruje siê nimi w wêdrówce w górê rzeki [33];
� minogi morskie wêdruj¹ na tarliska w górê rzek kieruj¹c siê feromonami uwalnia-

nymi do wody przez jego larwy [34];
� kortyzol i testosteron odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w regulowaniu wêdrówek rozrod-

czych jesiotra rosyjskiego Acipenser gueldenstadtii [4];
� feromony uwalniane do wody przez dojrza³e p³ciowo wêgorze europejskie Anguilla

anguilla stymuluj¹ dojrzewanie p³ciowe u innych osobników tego gatunku [11].

Akwakultura

W chowie i hodowli ryb du¿¹ rolê odgrywa sztuczny rozród, przy u¿yciu najczêœ-
ciej rybich gonadotropin, szeregu analogów GnRH oraz œrodków antydopaminer-
gicznych. U¿ywanie czystych gonadotropin rybich jest bardzo ograniczone, ze wzglê-
du na bardzo wysoki koszt, zwi¹zany z pozyskiwaniem przysadek mózgowych
i samym procesem oczyszczania gonadotropin. Na razie bowiem nie uzyskuje siê ich
w wyniku syntezy. Dlatego du¿e nadzieje wi¹¿e siê z produkcj¹ rekombinowanych
gonadotropin w innych (ni¿ przysadka mózgowa) tkankach lub w innych tkankach
innych ni¿ ryby zwierz¹t. I tak uda³o siê ju¿ otrzymaæ rekombinowane FSH i LH
karasia produkowany przez bakulowirusa wprowadzonego do larw jedwabnika.
Hemolimfa tych larw zawiera³a rekombinowane FSH (rFSH) i LH (rLH). Iniekcje
takiej hemolimfy zawieraj¹cej rFSH lub rLH samcom karasia z³otej rybki powodo-
wa³o produkcjê nasienia, natomiast iniekcja hemolimfy zawieraj¹cej rLH samicom
Rhodeus ocellatus ocellatus wywo³ywa³a owulacjê [14]. Sukcesem zakoñczy³y siê
równie¿ próby syntezy rekombinowanych aktywnych gonadotropin karasia w jajach
transgenicznych pstr¹gów têczowych [23]. Prowadzone by³y równie¿ prace nad
zast¹pieniem œrodków antydopaminergicznych, stosowanych aktualnie do prowoko-
wania tar³a u ryb wespó³ z analogami GnRH, przez inhibitory aromatazy [21].

W 2003 roku ukaza³o siê doniesienie o pierwszym na œwiecie uzyskaniu w wa-
runkach sztucznych narybku szklistego wêgorza japoñskiego [38]. Samice wêgorza
trzymane w wodzie morskiej otrzymywa³y raz w tygodniu iniekcje ekstraktu przysa-
dek ³ososiowych (20 mg na 1 rybê). Wywo³a³o to witellogenezê i spowodowa³o
przejœcie oocytów do stadium migracji j¹dra. Nastêpnie podano samicom 17,20�-P
w postaci iniekcji w dawce 2 �g · g–1 masy cia³a, w wyniku czego owulacja nast¹pi³a
w 15 do 18 godzin po ostatniej iniekcji. Zap³odnione jaja trzymano w wodzie
o temperaturze 22–23°C. Larwy wylêg³y siê po oko³o 40 godzinach. Mia³y one 3,7
mm d³ugoœci i zawiera³y kroplê t³uszczu i ¿ó³tko. Pokarm zaczê³y pobieraæ po
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7 dniach. W tym czasie obserwowano pojawienie siê pigmentu w oczach i enzymów
trawiennych. Wylêgniête larwy by³y karmione hydrolizowanym krylem z dodatkiem
m¹czki sojowej, witamin i soli mineralnych. Metamorfoza w szklisty narybek na-
st¹pi³a po 250 dniach od wylêgu. Z kolei dojrza³e samce otrzymano w wyniku
iniekowania ich ludzk¹ gonadotropin¹ ³o¿yskow¹ w iloœci 1 IU · g–1 masy cia³a.
Iniekcje robiono raz w tygodniu i po 9 do 11 tygodniach uzyskano samce daj¹ce
funkcjonalne nasienie. Poniewa¿ ruchliwoœæ plemników bardzo szybko siê obni¿a³a,
zastosowano specjalny rozcieñczalnik (ASP artificial seminal plasma) o nastêpu-
j¹cym sk³adzie 149,3 mM NaCl, 15,2 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 1,6 mM MgCl, 20 mM
NaHCO3. By³ on zbuforowany do pH 8,1 przy pomocy 20 Mm TAPS-NaOH.

W œlad za opracowaniem metody rozrodu wêgorza japoñskiego w warunkach
sztucznych pojawi³y siê te¿ doniesienia o zastosowaniu tej metody w odniesieniu do
wêgorza europejskiego [29]. W tym wypadku jednak samice wykazywa³y opóŸnion¹
i zró¿nicowan¹ osobniczo odpowiedŸ na hormonaln¹ stymulacjê dojrzewania p³ciowego.

Otrzymane wyniki daj¹ nadziejê na opracowanie w pe³ni doskona³ej metody
otrzymywania narybku szklistego wêgorzy w warunkach sztucznych. Otrzymanie
przez autorów cytowanej pracy narybku szklistego wêgorza japoñskiego nie jest
jeszcze wynikiem zastosowania w pe³ni zadawalaj¹cej metody. Œwiadczy o tym m.in.
du¿a œmiertelnoœæ larw i 2-krotnie d³u¿szy okres larwalny (od wylêgu do metamor-
fozy w narybek szklisty) ni¿ obserwowany w naturze. Teraz ju¿ jednak nie ma
w¹tpliwoœci, ¿e opracowanie metody, umo¿liwiaj¹cej w praktyce rybackiej chów
wêgorza w pe³nym cyklu reprodukcyjnym jest tylko kwesti¹ czasu. Dziêki temu
bêdzie mo¿na zapobiec wyginiêciu tych cennych gatunków ryb.

Przedstawione powy¿ej najwa¿niejsze badania zwi¹zane z rozrodem ryb, które
prowadzone s¹ na ca³ym œwiecie, z pewnoœci¹ nie daj¹ pe³nego i wyczerpuj¹cego
obrazu dzia³añ, które podejmowane s¹ w celu dok³adniejszego poznania wszelkich
aspektów dojrzewania p³ciowego i rozrodu tych zwierz¹t. Wydaje siê jednak, ¿e
trafnie wskazuj¹ one kierunki badawcze, które dominowaæ bêd¹ w najbli¿szych
latach zarówno 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
objects 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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Osi¹gniêcia w zakresie badañ podstawowych

i aplikacyjnych biologii nasienia ryb
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S³owa kluczowe: ryby, rozród, plemniki, plazma nasienia, androgeneza,
odwracanie p³ci, kriokonserwacja

W ostatniej dekadzie kontynuowano intensywne prace dotycz¹ce andrologii ryb.
Badania te mia³y zarówno charakter podstawowy jak i aplikacyjny. Zdaniem autorów,
najwiêkszy postêp osi¹gniêto w nastêpuj¹cych obszarach: sk³ad i rola plazmy
nasienia, wspó³zawodnictwo plemników, wp³yw stresu na jakoœæ nasienia, nowe
techniki badania jakoœci nasienia, charakterystyka i konserwacja nasienia manipulo-
wanych genetycznie i hormonalnie ryb oraz kriokonserwacja nasienia.

Sk³ad i rola plazmy nasienia

Plazma nasienia ryb charakteryzuj¹cych siê zap³odnieniem zewnêtrznym pe³ni
funkcjê ochronn¹ w odniesieniu do plemników w zakresie zdolnoœci zap³adniaj¹cej,
zdolnoœci do ruchu, prze¿ywalnoœci (metabolizm i integralnoœæ membran komórko-
wych) oraz ochrony materia³u genetycznego. W ostatnich latach istotnie poszerzono
wiedzê na temat sk³adu plazmy oraz mechanizmów odpowiedzialnych za ochronê
nasienia.

W zakresie ochrony plemników przed uszkodzeniami oksydacyjnymi zidentyfi-
kowano zarówno nisko- jak i wysokocz¹steczkowe sk³adniki plazmy. Wœród nisko-
cz¹steczkowych sk³adników dominuj¹: kwas askorbinowy (witamina C), tokoferol
(witamina E) i kwas moczowy [7, 8]. Poziom wymienionych witamin i interakcje
pomiêdzy nimi mog¹ byæ regulowane poprzez ¿ywienie [40]. W³aœciwoœci antyoksy-
dacyjne maj¹ tak¿e bia³ka plazmy nasienia ryb. Nale¿y do nich transferyna, która jest
jednym z g³ównych bia³ek w plazmie nasienia karpia [56]. Antyoksydacyjne w³aœci-
woœci transferyny wynikaj¹ z jej zdolnoœci do wi¹zania wolnych jonów ¿elaza, które
s¹ katalizatorami reakcji tworzenia reaktywnych form tlenu.
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Zastosowanie elektroforezy po³¹czonej z detekcj¹ aktywnoœci ¿elatynolitycznej
doprowadzi³o do identyfikacji szeregu enzymów proteolitycznych nale¿¹cych do
proteinaz serynowych lub metaloproteinaz [30, 31]. Aktywnoœæ proteinaz seryno-
wych kontrolowana jest przez trzy grupy inhibitorów [10, 11, 55]. Nale¿¹ do nich
serpiny (serine proteinase inhibitors) typu �-1-antyproteinazy [41] stanowi¹ce jedne
z g³ównych bia³ek plazmy nasienia ryb. Ich funkcja mo¿e byæ zwi¹zana z ochron¹
plemników przed proteinazami leukocytów oraz drobnoustrojów obecnych w nasie-
niu ryb [12]. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e tak¿e transferyna mo¿e mieæ w³aœciwoœci anty-
bakteryjne, zwi¹zane z usuwaniem ¿elaza niezbêdnego do wzrostu bakterii.

Bia³ka plazmy nasienia mog¹ uczestniczyæ w immobilizacji plemników oraz
utrzymaniu ich ¿ywotnoœci. Glikoproteinê o masie cz¹steczkowej 120 kDa (SPP 120)
wykryto w plazmie nasienia tilapii [42]. W plazmie nasienia SPP 120 wystêpuje
w postaci wysokocz¹steczkowego polimeru o masie cz¹steczkowej � 106 kDa.
W takiej postaci SPP 120 wi¹¿e siê do plemników, powoduj¹c ich immobilizacjê.
W utrzymaniu ¿ywotnoœci plemników pstr¹ga têczowego, szczególnie w warunkach
krótkookresowego przechowywania, du¿¹ rolê przypisuje siê bia³kom o masach
cz¹steczkowych 16, 47 i 54 kDa [37].

Plazma nasienia ryb ma potencjalne mo¿liwoœci neutralizacji substancji toksycz-
nych. W badaniach elektroforetycznych wykazano obecnoœæ niespecyficznych este-
raz w plazmie nasienia ryb [54]. Wyniki badañ z u¿yciem inhibitorów wskazuj¹ na
przynale¿noœæ omawianych enzymów do karboksyloesteraz, których funkcja zwi¹za-
na jest z detoksykacj¹ ksenobiotyków, np. pestycydów lub leków.

Wspó³zawodnictwo plemników

U ryb (w warunkach zap³odnienia zewnêtrznego) czêsto dochodzi do konkurencji
dwóch lub wiêcej samców o zap³odnienie ikry. W takich warunkach wystêpuje
wspó³zawodnictwo pomiêdzy plemnikami (sperm competition). Uwarunkowania
wspó³zawodnictwa dotycz¹ okreœlonego behawioru samców oraz funkcjonowania
jego uk³adu rozrodczego [50]. Ostatnie lata przynios³y informacje na temat mechaniz-
mów odpowiedzialnych za wspó³zawodnictwo, wœród których wyró¿niono odleg³oœæ
samca od uwolnionej do wody ikry, czas uwolnienia nasienia i jego koordynacjê
z czasem uwolnienia ikry, iloœæ uwolnionych plemników, ich morfologia oraz szyb-
koœæ ruchu [49, 57]. Zastosowanie CASA (Computer-assisted sperm analysis) umo¿-
liwi³o wykazanie, ¿e u ryb ³ososiowatych podstawowe znaczenie dla wspó³zawod-
nictwa plemników ma wzglêdna szybkoœæ ich ruchu w przeciwieñstwie do czasu
ruchu lub koncentracji plemników [19]. Co wiêcej, wykazano zró¿nicowanie ruchli-
woœci plemników w p³ynach jajnikowych ró¿nych samic [51]. Wyniki te sugeruj¹, ¿e
w warunkach naturalnego zap³odnienia samice mog¹ do pewnego stopnia wp³ywaæ na
wspó³zawodnictwo plemników. Zjawisko to powinno byæ brane pod uwagê w pracach
wylêgarni, poniewa¿ mo¿e doprowadziæ do obni¿enia zmiennoœci genetycznej mate-
ria³u zarybieniowego [4].
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Wp³yw stresu na jakoœæ nasienia

W warunkach hodowlanych nie da siê unikn¹æ stresu ryb, szczególnie z powodu
przenoszenia ryb oraz ich zagêszczenia, a tak¿e transportu. Okazuje siê, ¿e warunki
stresowe mog¹ istotnie obni¿aæ parametry jakoœciowe nasienia. Allyn i in. [1]
stwierdzili obni¿enie osmolalnoœci plazmy nasienia basa bia³ego w wyniku d³ugo-
trwa³ego (30–44 h) transportu. Zjawisko to skutkowa³o indukcj¹ aktywacji plemni-
ków i w konsekwencji obni¿eniem ich jakoœci. Du¿e znaczenie dla hodowli ryb mia³o
odkrycie genetycznego zró¿nicowania wra¿liwoœci na stres [44]. Wyniki tych prac
by³y przes³ank¹ do rozpoczêcia selekcji pod k¹tem doboru ryb charakteryzuj¹cych siê
obni¿onym poziomem stresu (niskim poziomem kortyzolu w odpowiedzi na stresor).
Jednak¿e do tej pory nie uda³o siê udowodniæ lepszego funkcjonowania uk³adu
rozrodczego w wyniku zastosowania omawianej selekcji [5, 45].

Nowe techniki badania jakoœci nasienia

Analiza ruchliwoœci plemników za pomoc¹ CASA

Computer-aided-sperm analysis, lub computer-assisted sperm analysis (CASA)
jest coraz czêœciej stosowan¹ obiektywn¹ analiz¹ ruchliwoœci plemników, polegaj¹c¹
na rejestracji obrazów mikroskopowych oraz ich komputerowej analizie prowadz¹cej
do opracowania wielu charakterystyk dotycz¹cych szybkoœci i trajektorii ruchu
plemników. Subiektywna ocena nasienia ryb jest wyj¹tkowo utrudniona z powodu
krótkiego czasu ruchu oraz ma³ych rozmiarów plemników. Dlatego zastosowanie
CASAdo badañ nasienia ryb ma szczególne uzasadnienie [26, 48]. Wykazano miêdzy
innymi zale¿noœæ pomiêdzy parametrami ruchu plemników a zawartoœci¹ kwasu
askorbinowego w nasieniu pstr¹ga têczowego [14] oraz opisano zmiany ruchliwoœci
plemników minoga morskiego w zale¿noœci od stê¿eñ NaCl, KCl oraz pH [9].
Dokonano tak¿e szczegó³owej analizy ruchliwoœci plemników ryb w warunkach
kriokonserwacji [38, 39]. Wykorzystano tak¿e CASA do monitorowania wp³ywu
zanieczyszczeñ, w szczególnoœci metali ciê¿kich oraz azotanów i azotynów, na jakoœæ
nasienia [6, 17, 25]. Zastosowanie CASAumo¿liwi³o tak¿e opisanie ró¿nic pomiêdzy
charakterystyk¹ ruchu plemników uzyskanych z j¹der oraz poprzez wycieranie,
szczególnie w zakresie liniowoœci ruchu [33] oraz pozwoli³o na iloœciowe opisanie
zmian w charakterze ruchu plemników uzyskanych post mortem [15].

Analiza fragmentacji DNA za pomoc¹ analizy komet

Analiza komet (Comet assay) lub analiza elektroforetyczna pojedynczych ko-
mórek (single cell gel electrophoresis assay) jest efektywn¹ metod¹ szacowania
uszkodzeñ DNA komórek. Zasada analizy komet opiera siê na wykorzystaniu zdol-
noœci pociêtych zdenaturowanych fragmentów DNA do migracji w polu elektrycz-
nym. Migruj¹ce fragmenty DNA po wybarwieniu maj¹ kszta³t podobny do ogona
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komety, którego kszta³t odzwierciedla stopieñ i charakter uszkodzeñ DNA. Analiza
komet znalaz³a szerokie zastosowania w badaniach genotoksycznych oraz naprawy
DNA i monitoringu wp³ywu ksenobiotyków na œrodowisko i organizm ludzki [43].
Pierwsze prace, w których zastosowano analizê komet plemników ryb, dotyczy³y
wykazania fragmentacji DNA w wyniku kriokonserwacji [36, 58]. Zastosowanie
omawianej metody umo¿liwi³o wykazanie genotoksycznego wp³ywu bisaziru na
plemniki minoga morskiego [13]. Podobny wp³yw na DNA plemników wywiera³o
promieniowanie UV [16]. Wyniki te wskazuj¹, ¿e analiza komet mo¿e byæ za-
stosowana do oszacowania skutecznoœci inaktywacji genomu plemników, co mo¿e
mieæ znaczenie w optymalizacji metodyk przeprowadzenia gynogenezy u ryb.

Charakterystyka i konserwacja nasienia
manipulowanych genetycznie i hormonalnie ryb

Manipulacje genomowe, takie jak gynogeneza i poliploidyzacja, s¹ prostymi
biotechnikami stosowanymi w rybactwie w celu uzyskiwania populacji jednop³cio-
wych (w przypadku determinacji p³ci XY) oraz osobników sterylnych. Znacznie
trudniejsz¹ do przeprowadzenia i daj¹c¹ gorsze efekty manipulacj¹ genomow¹ jest
androgeneza, czyli uzyskanie potomstwa w oparciu wy³¹cznie o materia³ genetyczny
plemnika. Skuteczna androgeneza mo¿e mieæ du¿e znaczenie w odzyskaniu gatun-
ków lub populacji, które wyginê³y, pod warunkiem posiadania zamro¿onego i prze-
chowywanego w banku genów nasienia. Badania Babiaka i in. [3] wykaza³y mo¿li-
woœæ uzyskania androgenetycznych pstr¹gów têczowych zarówno przy zastosowaniu
nasienia œwie¿ego, jak i kriokonserwowanego. Androgenetyczne samce YY (tzw.
supersamce) podchowano do stadium dojrza³oœci p³ciowej, dziêki czemu mo¿liwa
by³a szeroka charakterystyka nasienia. Nasze badania wykaza³y [32], ¿e zarówno
odsetek plemników ruchliwych, jak i parametry motoryki ruchu (CASA), nie odbie-
ga³y istotnie od wartoœci okreœlonych w nasieniu normalnych samców (XY). Równie¿
wartoœæ biologiczna plemników zarówno œwie¿ych, jak i kriokonserwowanych by³a
na zbli¿onym poziomie [34]. Wyniki te maj¹ szczególne znaczenie w perspektywie
szansy ochrony zagro¿onych gatunków, zw³aszcza wobec wykazania mo¿liwoœci
skutecznej androgenezy miêdzygatunkowej w obrêbie ryb karpiowatych [35].

Szczególne znaczenie komercyjne ma mo¿liwoœæ uzyskiwania jednop³ciowych
populacji samiczych ryb ³ososiowatych [18, 20, 27, 47]. Samice dojrzewaj¹ p³ciowo
póŸniej od samców, po osi¹gniêciu masy cia³a ryby handlowej, a zatem lepsza jest
wydajnoœæ rzeŸna i wykorzystanie paszy na przyrost masy czêœci konsumpcyjnych.
Jednop³ciowe populacje samicze uzyskiwane s¹ w oparciu o hormonalne odwrócenie
p³ci, najczêœciej przy zastosowaniu dodatku do paszy metylotestosteronu. Odwróco-
ne p³ciowo samice, tzw. neosamce (XX), wykszta³caj¹ funkcjonalne j¹dra, produku-
j¹c plemniki wy³¹cznie z chromosomem X. Nie maj¹ jednak z regu³y nasieniowodów,
co skutkuje mo¿liwoœci¹ uzyskania nasienia jedynie post mortem na drodze maceracji
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gonad. Brak nasieniowodów uniemo¿liwia okreœlenie stopnia dojrza³oœci plemni-
ków, co powoduje czêsto przedwczesne pozyskanie nasienia o bardzo s³abej ruchli-
woœci plemników. Kobayashi i in. [27] wskazali na mo¿liwoœæ zdecydowanej popra-
wy ruchliwoœci plemników maskulinizowanych samic poprzez inkubacjê nasienia
j¹drowego w sztucznej plazmie nasienia o wysokim pH (pH 9,4). Nasze badania
wykaza³y [29, 34], ¿e rozrzedzenie nasienia j¹drowego odwróconych p³ciowo samic
pstr¹ga têczowego plazm¹ nasienia uzyskan¹ z mlecza samców XY w stosunku 1 : 2,
w sposób istotny wp³ywa na poprawê parametrów ruchu plemników. Podstawowe
parametry ruchu nie ró¿ni³y siê istotnie od wartoœci okreœlonych w nasieniu samców
XY. Równie¿ wartoœæ biologiczna plemników, mierzona odsetkiem wyklutych larw,
zarówno przy u¿yciu nasienia œwie¿ego, jak i kriokonserwowanego nie ró¿ni³a siê
istotnie od plemników samców XY i YY. Ponadto rozrzedzone plazm¹ nasienia
plemniki zachowa³y zdolnoœæ do ruchu w czasie 7-dniowego przechowywania,
zarówno w atmosferze czystego tlenu, jak i bez dodatku tlenu w buforze immobili-
zuj¹cym, z 2,5% dodatkiem albuminy i 2, 5% stê¿eniem hemoglobiny, po uprzednim
natlenieniu roztworu immobilizuj¹cego.

Kriokonserwacja nasienia ryb

Badania dotycz¹ce kriokonserwacji nasienia ryb od wielu lat ciesz¹ siê nies³ab-
n¹cym zainteresowaniem. Uwa¿a siê, ¿e do tej pory opracowano skuteczne biotech-
niki g³êbokiego zamra¿ania nasienia oko³o 250 gatunków ryb. Mimo i¿ nie nale¿y
spodziewaæ siê, aby biotechnika ta w najbli¿szych latach zosta³a zastosowana na
szerok¹ skalê w akwakulturze, to trudno j¹ przeceniæ w aspekcie zarówno ochrony
zagro¿onych wyginiêciem gatunków lub lokalnych populacji, jak i zabezpieczenia
materia³u genetycznego cennych linii hodowlanych, uzyskanych na drodze wielolet-
nich prac genetycznych i selekcyjnych. Ostatnie badania dotycz¹ce problematyki
kriokonserwacji koncentruj¹ siê zarówno na mo¿liwoœciach poprawy jakoœci i przy-
datnoœci nasienia do g³êbokiego zamra¿ania [2, 23, 46, 53], jak i na opracowywaniu
nowych rozcieñczalników oraz u¿ycia ró¿nych krioprotektorów [21, 22, 38, 39, 52].
Miêdzy innymi, sugeruje siê mo¿liwoœæ poprawy jakoœci plemników i integralnoœci
b³on plazmatycznych poprzez dodatek do paszy niezbêdnych wielonienasyconych
kwasów t³uszczowych [2, 46, 53]. Nasze badania wykaza³y, ¿e o sukcesie kriokon-
serwacji mo¿e decydowaæ sposób pozyskiwania nasienia. Pobieranie nasienia pstr¹ga
têczowego metod¹ kateteryzacji, bezpoœrednio z nasieniowodów, zaowocowa³o uzys-
kaniem ponad 80% wyklucia z ikry zap³adnianej kriokonserwowanym nasieniem
oraz bardzo wyrównanymi wynikami dotycz¹cymi 25 prób nasienia [23].

Do niedawna dimetylosulfotlenek (DMSO) by³ najpowszechniej stosowanym
krioprotektorem w g³êbokim zamra¿aniu nasienia ryb. Ostatnio jednak coraz wiêksze
zainteresowanie budzi metanol, jako czynnik krioochronny. Nasze badania przepro-
wadzone przy wspó³pracy z naukowcami wêgierskimi wykaza³y jego przydatnoœæ do
kriokonserwacji nasienia jesiotra syberyjskiego [21]. Metanol okaza³ siê najlepszym
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krioprotektorem równie¿ w przypadku nasienia zagro¿onego wyginiêciem gatunku,
jakim jest g³owacica. Stosuj¹c ten krioprotektor uzyskaliœmy wylêg na poziomie po-
nad 84% [22]. Przydatnoœæ metanolu potwierdzona zosta³a tak¿e w kriokonserwacji
nasienia wios³onosa [24] oraz wybranych gatunków europejskich ryb karpiowatych
[52]. Sugerowana jest tak¿e przydatnoœæ dodatku metyloksantyn (np. kofeiny) jako
zwi¹zków zwiêkszaj¹cych ruchliwoœæ i zdolnoœæ zap³adniaj¹ca plemników [28, 47].

Na podstawie przedstawionych osi¹gniêæ mo¿na wnioskowaæ o istotnym postê-
pie w wymienionych kierunkach badawczych. Mo¿na tak¿e zauwa¿yæ widoczny
wk³ad polskich zespo³ów badawczych w rozwój wiedzy na temat biologii nasienia
ryb. Zdaniem autorów dalsze badania powinny koncentrowaæ siê na pe³nym
wyjaœnieniu mechanizmu ruchliwoœci plemników oraz molekularnych podstawach
zap³odnienia. Powinny byæ tak¿e kontynuowane prace, zmierzaj¹ce do wprowa-
dzenia kriokonserwacji do praktyki hodowlanej.
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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.

Osi¹gniêcia w zakresie badañ … 133





Rozród zwierz¹t nieudomowionych

– osi¹gniêcia nauki krajowej

i jej perspektywy na tle badañ œwiatowych

1
Marek Koziorowski,

2
Zygmunt Gi¿ejewski,

1
Przemys³aw Gilun

1Zak³ad Fizjologii i Rozrodu Zwierz¹t, Uniwersytet Rzeszowski,
Werynia 502, 36-100 Kolbuszowa,

2Instytut Rozrodu Zwierz¹t i Badañ ¯ywnoœci PAN, 10-747 Olsztyn ul. Tuwima 10.
e-mail: mkozioro@univ.rzeszow.pl
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Pierwsze doniesienia o rozrodzie zwierz¹t dotyczy³y gatunków nieudomowio-
nych. W IV w. p.n.e. Arystoteles w „Historia Animalium” [1] zwróci³ uwagê, ¿e jeleñ
jest zwierzêciem rozmna¿aj¹cym siê sezonowo. We wczesnym œredniowieczu decy-
zjami w³adców i wielkorz¹dców powo³ywano urzêdy ³owczych, bobrowych, sokol-
ników – osób bieg³ych w sztukach ³owieckich, których zadaniem by³a nie tylko
organizacja polowañ, ale równie¿ dba³oœæ o liczebnoœæ i kondycjê wybranych gatun-
ków ³ownych. Dzia³ania takie mo¿na nazwaæ gospodark¹ ³owieck¹, która z jednej
strony mia³a zabezpieczyæ ci¹g³oœæ gatunków, a z drugiej strony stwarza³a mo¿liwoœæ
pozyskiwania zwierzyny nie tylko dla rozrywki mo¿nych, ale i na potrzeby armii
królewskich. Z kronik D³ugosza znane s¹ opisy ³owów królewskich przed bitw¹ pod
Grunwaldem, kiedy pozyskano niewyobra¿aln¹ na dzisiejsz¹ skalê zwierzynê w celu
zabezpieczenia ¿ywnoœci dla walcz¹cego rycerstwa.

Mo¿now³adcy poprzez wydawane edykty, zapewniali sobie wy³¹cznoœæ polowañ
na okreœlone gatunki, tworz¹c podstawy ochrony gatunkowej zwierz¹t w Polsce.
Pomimo to nie uda³o siê ochroniæ wszystkich gatunków, które przy niskiej rozrod-
czoœci, zmieniaj¹cym siê œrodowisku oraz kurcz¹cej siê bazie ¿erowej, spowodowa-
nej dzia³alnoœci¹ cz³owieka, wyginê³y bezpowrotnie (tur).

Wszystkie zwierzêta domowe wywodz¹ siê od zwierz¹t dzikich. W postêpuj¹cym
procesie udomowiania (domestykacji) poszczególnych gatunków do dalszego rozro-
du kierowano zwierzêta charakteryzuj¹ce siê najlepszymi parametrami u¿ytkowymi.
W miarê sta³e warunki bytowania, nieograniczony dostêp do pokarmu, a wiêc
mo¿liwoœæ odchowania potomstwa w okresach niezale¿nych od zewnêtrznych wa-
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runków œrodowiskowych spowodowa³y zmiany w regulacjach neurohormonalnych
udomowionych zwierz¹t, wywo³uj¹c policyklicznoœæ oraz ca³oroczn¹ zdolnoœæ do
rozrodu. Ich dalsze celowe krzy¿owanie na drodze sztucznego doboru pomiêdzy
wybranymi osobnikami doprowadzi³o do wyselekcjonowania wielu ras o okreœlonym
typie u¿ytkowania. Mechanizmy fizjologiczne z powodu jednostronnej selekcji uleg-
³y radykalnym przemianom, pozwalaj¹cym na zwiêkszenie mlecznoœci, miêsnoœci,
nieœnoœci, wydajnoœci we³ny, bez negatywnych konsekwencji tych zmian, szcze-
gólnie w aspektach rozrodu i odpornoœci osobniczej.

Poznanie mechanizmów biologii rozrodu zwierz¹t nieudomowionych obejmuje
liczne zagadnienia natury poznawczej i aplikacyjnej. Badania z u¿yciem zwierz¹t
dzikich wymagaj¹ zastosowania odpowiednich technik badawczych, wynikaj¹cych
z odmiennoœci behawioralnych (reakcja na stres) oraz ograniczonych mo¿liwoœci ich
pozyskania. Z wymienionych powodów zwierzêta nieudomowione s¹ obiektem
badañ w¹skiej grupy specjalistów w kraju i zagranic¹, a stan wiedzy jest daleko ni¿szy
ni¿ o zwierzêtach domowych. Odrêbne znaczenie ma wartoœæ aplikacyjna prowadzo-
nych prac nad rozrodem. Wypracowane nowoczesne metody biotechnologii rozrodu
mog¹ mieæ zastosowanie zarówno w hodowlach zamkniêtych, jak równie¿ w aktyw-
nej ochronie gin¹cych gatunków, poprzez tworzenie ich rezerw genetycznych [34].

Coraz wiêksze zainteresowanie hodowl¹ zwierz¹t nieudomowionych wynika
z rynkowego zapotrzebowania na wysokiej jakoœci miêso o niskiej zawartoœci cho-
lesterolu i specyficznych walorach od¿ywczych, smakowych i zdrowotnych. Innymi
nie mniej wa¿nymi argumentami do rozwijania takich hodowli s¹ wszelkie trofea oraz
pozyskanie skór jako cennego i unikalnego surowca na ró¿ne wyroby. Hodowla ta
wymaga jednak opracowania nowych metod indywidualnie dla poszczególnych
gatunków, polegaj¹cych na dostosowaniu istniej¹cych technologii stosowanych u zwie-
rz¹t domowych. Poza ró¿nymi systemami utrzymania zwierz¹t, ¿ywienia czy te¿
pielêgnacji znaczenie priorytetowe ma prawid³owa organizacja sterowania rozrodem.

Dynamicznie rozwijaj¹ca siê hodowla jeleniowatych od kilku dekad na œwiecie,
a w zwi¹zku z nowelizacj¹ prawa ³owieckiego [20] tak¿e w Polsce, spowodowa³a
zwiêkszenie zainteresowania inseminacj¹ nasieniem dawców o wybitnych walorach
zarówno hodowlanych jak i u¿ytkowych. Sztuczne unasienianie daje mo¿liwoœci
szybkiego doskonalenia stada, pozwalaj¹cego na osi¹ganie sukcesów w hodowli
zarówno jelenia szlachetnego jak i daniela.

Stan wiedzy dotycz¹cej wczesnych etapów badañ nad rozrodem w kraju i na
œwiecie czêsto ogranicza³ siê do charakterystyki poszczególnych gatunków oraz
podstawowych informacji, jakimi by³y d³ugoœæ ci¹¿y, iloœæ wydanego potomstwa
oraz przebieg okresu rujowego, ci¹¿y, porodu i okresu poporodowego. Czêstymi
czynnikami uniemo¿liwiaj¹cymi prowadzenia bardziej szczegó³owych badañ, poza
utrudnieniami wynikaj¹cymi z ¿ycia w warunkach naturalnych by³y niski poziom
technik laboratoryjnych oraz brak nowoczesnego, dostêpnego obecnie sprzêtu. Opisy
procesów zwi¹zanych z rozrodem wynika³y raczej z bezpoœrednich obserwacji myœli-
wych i leœników, ni¿ z badañ sensu stricte naukowych [21, 19, 75, 8].
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W okresie powojennym oœrodkiem naukowym w Polsce, który uzyska³ szerokie
uznanie z powodu prowadzonych badañ nad rozrodem jeleniowatych, by³a Stacja
Badawcza PAN w Popielnie. Inicjatorem podjêcia tej tematyki by³ prof. Zbigniew
Jaczewski, uznany w œwiecie autorytet w dziedzinie rozrodu zwierz¹t dzikich. Tema-
tyka badañ dotyczy³a pobierania i oceny nasienia przy u¿yciu sztucznej pochwy
i post-mortem od jelenia i ³osia [25, 26, 27, 58, 59, 60] oraz oceny iloœciowej
i jakoœciowej spermatogenezy w cyklu rocznym [28, 30].

W krêgu zainteresowañ znalaz³y siê równie¿ zmiany hormonalne i ocena bioche-
miczna p³ynów nasiennych [4, 39, 42, 50, 80, 81, 82] oraz mo¿liwoœci mro¿enia
nasienia wraz z inseminacj¹ [37, 59, 60]. Badania te oraz okreœlenie przy u¿yciu
ultrasonografu czasu owulacji u ³añ [23] pozwoli³y na stworzenie podwalin pod
praktyczne stosowanie zabiegów sztucznego unasieniania u tego gatunku. W Popiel-
nie przeprowadzono równie¿ wiele badañ zmiennoœci nak³adania i zrzucania poro¿a
przez byki jelenia, których cykle s¹ silnie skorelowane z sezonowoœci¹ rozrodu
i podlegaj¹ tym samym czynnikom fotoperiodycznym [35, 38, 39, 40, 42].

W dorobku tej Stacji na szczególn¹ uwagê zas³uguje fakt, ¿e badania te by³y
pionierskimi i s¹ czêsto cytowane w piœmiennictwie œwiatowym. Poza wieloma zna-
cz¹cymi sukcesami, w Popielnie po raz pierwszy w œwiecie pozyskano nasienie byków
jeleni przy u¿yciu sztucznej pochwy [58], uzyskano potomstwo jeleni ze sztucznego
unasieniania [37]. Pierwowzór sztucznej pochwy u¿ywany do dnia dzisiejszego zosta³
zmodyfikowany i obecnie stosowany model umo¿liwia rozdzielenie frakcji ejakulatu
w zale¿noœci od sezonu rozrodczego – bia³ej, ¿ó³tej i szarej (rys. 1) [25, 27]. Opraco-
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Rysunek 1. Schemat sztucznej pochwy do pobierania ejakulatów od byków jeleniowatych:
a) klasyczna sztuczna pochwa wg. Krzywiñskiego [58], b) sztuczna pochwa zmodyfikowana
wg. Gi¿ejewskiego [25, 27], c) sztuczna pochwa do obserwacji przebiegu ejakulacji



wana metoda pozwala na wydzielenie frakcji nasiennej, któr¹ wy³¹cznie poddaje siê
kriokonserwacji (Gi¿ejewski, Glogowski prace w toku). Prowadzone aktualnie prace
nad stosowaniem nowoczesnych rozcieñczalników nasienia jeleni (Biociphos®,
Triladyl®), pozwol¹ na udoskonalenie procesu mro¿enia nasienia u innych jelenio-
watych zagro¿onych wyginiêciem, co umo¿liwi tworzenia ich rezerw genetycznych.
Podstaw¹ prowadzenia kriokonserwacji nasienia jeleni by³o poznanie sezonowych
zmian iloœciowych i jakoœciowych cech nasienia oraz koncentracji hormonów stero-
idowych, co pozwoli³o na okreœlenie optymalnego okresu kolekcji nasienia do
mro¿enia [30, 50]. Wa¿nym osi¹gniêciem w dziedzinie rozrodu jeleni by³o uzyskanie
pierwszych w œwiecie zarodków ³añ jelenia szlachetnego do embriotransferu [61].
Poza jeleniem szlachetnym okreœlono wiele danych dotycz¹cych rozrodu, a zw³asz-
cza charakterystyki nasienia sarny i ³osia [59, 60]. Sarna, podobnie jak ³oœ, jest
gatunkiem bardzo trudnym do hodowli w warunkach fermowych, ze wzglêdu na
wybitn¹ wybiórczoœæ pokarmow¹. Jest to g³ówna przyczyna braku zaawansowanych
badañ nad rozrodem tych gatunków.

Na szczególn¹ uwagê spoœród rodzimych gatunków zwierz¹t nieudomowionych
zas³uguje najwiêkszy europejski ssak – ¿ubr (Bison bonasus) oraz najwiêkszy euro-
azjatycki gryzoñ – bóbr (Castor fiber). W niedalekiej przesz³oœci obydwa te gatunki
by³y zagro¿one ca³kowitym wyginiêciem, co by³o powodem umieszczenia ich w czer-
wonej ksiêdze gatunków chronionych [34]. Wprowadzona ochrona oraz podjête
badania nad biologi¹ rozrodu tych gatunków, spowodowa³y zanik widma zag³ady
i obecny stan ¿ubrów przekracza 3000 sztuk [57], z których ok. 900 sztuk ¿yje
w Polsce. W przypadku bobra, stan jego populacji przekroczy³ ju¿ kilka lat temu
20000 osobników i jego liczebnoœæ stale roœnie, co wskazuje, i¿ w najbli¿szej
przysz³oœci zostanie on wci¹gniêty na listê gatunków ³ownych.

Zarówno w przesz³oœci jak i obecnie badania nad rozrodem ¿ubra s¹ ograniczone
z powodu œcis³ej ochrony tego gatunku. Innym utrudnieniem jest specyficzny beha-
wior tych du¿ych i silnych zwierz¹t nios¹cy ryzyko wypadku podczas bezpoœredniego
kontaktu, co w szczególnych przypadkach wymaga stosowania g³êbokiej narkozy.
Z przegl¹du literatury [41] wynika, ¿e do 1950 roku z zakresu rozrodu ¿ubrów
opublikowano w Europie tylko 11 prac, które dotyczy³y w g³ównej mierze badañ nad
krzy¿owaniem ¿ubra z byd³em w celu otrzymania hybrydów miêdzyrodzajowych.
Badania nad przebiegiem okresu kryæ oraz struktury wiekowej obu p³ci opisa³
Wróblewski [87]. Bardziej szczegó³owe obserwacje rozrodu wykona³ Jaczewski [36],
zwracaj¹c szczególn¹ uwagê na przebieg rui, d³ugoœæ ci¹¿y oraz zale¿noœæ okresu
kryæ (wycieleñ) od pory roku.

Od chwili ponownego wprowadzenia ¿ubrów w 1952 roku do Puszczy Bia³owies-
kiej, prace te by³y kontynuowane na zwiêkszaj¹cej siê z roku na rok liczbie osobników
[22]. Powsta³o wiele opisów i charakterystyk, od area³ów osobniczych byków i krów,
ich zachowania siê w czasie rui, osi¹gania dojrza³oœci p³ciowej, udzia³u w rozrodzie
[12, 53, 56], po kompleksowe opracowania behawioralne [15].
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Ze wzglêdu na koniecznoœæ prowadzenia selekcji ¿ubrów, sta³ siê mo¿liwy dostêp
do prób uk³adu rozrodczego pobieranego post mortem. Badania histologiczne j¹der
pozwoli³y na okreœlenie dojrza³oœci p³ciowej, która ma miejsce w wieku 4 lat [13] lub
wczeœniej, zw³aszcza w grupie byków o wy¿szej masie cia³a z hodowli rezerwatowej
[14]. Przeprowadzone badania ultrastrukturalne j¹der pozwoli³y na charakterystykê
kanalików plemnikotwórczych i morfologiê komórek Sertoliego w aspekcie osi¹ga-
nia wieku rozrodczego. Zwrócono równie¿ uwagê na liczne zmiany w j¹drach,
a zw³aszcza obrêbie komórek Sertoliego, a tak¿e opisano wyspecjalizowane po³¹cze-
nia pomiêdzy komórkami podporowymi maj¹ce zwi¹zek z barier¹ krew-j¹dro oraz
zbadano wystêpowanie cyst na naj¹drzach [51, 71, 72]. Podobne analizy budowy
histologicznej j¹der ¿ubra zosta³y wykonane przez Bombê [11], która opisa³a podo-
bieñstwa i ró¿nice w stosunku do byd³a domowego i mieszañców z ¿ubrem.

Badania nad mieszañcami ¿ubra z byd³em domowym zosta³y zainicjowane przez
prof. Augusta Dehnela w Zak³adzie Badania Ssaków PAN w Bia³owie¿y w roku 1958.
Du¿y wk³ad w poznanie biologii rozrodu mieszañców wnios³a Ma³gorzata Krasiñska,
której wyniki zosta³y zawarte w dwóch monografiach [54, 55] i mia³y istotne
znaczenie dla prowadzenia póŸniejszego krzy¿owania ¿ubrów na szerok¹ skalê
w PGR £êkno, ko³o Poznania. W latach 1974–1984 uzyskano tam 391 mieszañców
o ró¿nym udziale krwi ¿ubra, od 12,5 do 87,5%. Pracami tymi kierowa³ dr Edward
Sumiñski, który opracowa³ wstêpn¹ metodê pobierania nasienia od ¿ubrów i jego
konserwacjê, co umo¿liwi³o stosowanie sztucznego unasieniania [46, 83]. Dalsze
badania nad rozrodem ¿ubroni prowadzi³ Zygmunt Gi¿ejewski w Stacji Badawczej
PAN w Popielnie w latach 1979–1991, gdzie uzyskano ³¹cznie 245 cielaków z kryæ
naturalnych i inseminacji nasieniem byd³a rasy Hereford, Charolais oraz Blonde
de’Aquitaine po synchronizacji farmakologicznej rui prostaglandynami F2� i spi-
ralami PRID. Uzyskane wyniki w zakresie rozrodu dotyczy³y; przebiegu rui i czasu
owulacji, skutecznoœci zacieleñ, d³ugoœci ci¹¿y, czasu inwolucji macicy, behawioru
porodowego, sk³adu mleka i behawioru podczas ssania [24]. Jezierski i in. [43]
okreœlili poziom testosteronu, progesteronu, estradiolu i LH w relacji do wybranych
parametrów zachowania p³ciowego buhajów ¿ubronia zró¿nicowanych genotypowo
i fenotypowo.

Pionierem badañ nad rozrodem bobrów europejskich by³ prof. Wirgiliusz ¯urow-
ski, który od 1958 roku kierowa³ jedyn¹ do dziœ w Polsce i Europie ferm¹ tych
zwierz¹t w Popielnie. W wyniku prób i b³êdów powsta³ model fermy, który uwzglêd-
nia³ z³o¿one potrzeby pokarmowe i bytowe tego l¹dowo-wodnego gatunku. W wyni-
ku przeprowadzonych badañ wyjaœniono wiele procesów fizjologicznych zwi¹za-
nych z rozrodem, zarówno w aspektach praktycznych, behawioralnych, jak i fizjolo-
gicznych [17, 18, 89]. Prace te kontynuowane s¹ do dziœ i dotycz¹ m.in. oceny
jakoœciowej i iloœciowej nasienia oraz mechanizmów spermatogenezy, zw³aszcza
zmian w nasieniu w fazie spermiogenezy. Z przeprowadzonych ocen morfologicz-
nych wynika, ¿e nasienie bobra wykazuje silne zró¿nicowanie nie tylko w obrêbie
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g³ówki plemnika, ale równie¿ w czêœci wstawki i witki. W procesie spermiogenezy,
do fazy czapeczki ró¿nicowanie siê komórek jest podobne jak u innych ssaków,
natomiast w fazie akrosomalnej, obserwowane jest powstawanie ponad 70 form
morfologicznych g³ówki plemnika [6, 7, 29].

Badania nad rozrodem dzika prowadzone by³y na Wydziale Weterynaryjnym we
Wroc³awiu, gdzie okreœlono sezonowe zmiany jakoœci nasienia [47]. W oœrodku tym
prowadzi siê równie¿ badania nad mro¿eniem nasienia zaj¹ca [48]. Okreœlenie
sezonowej zmiennoœci koncentracji hormonów steroidowych u loszek œwiniodzika
przybli¿y³o poznanie os³abienia p³odnoœci tej krzy¿ówki w okresie letnim i wykaza³o,
¿e steroidogeneza ulega istotnemu zahamowaniu na poziomie androgenów [52].

U wiêkszoœci przedstawicieli rodziny jeleniowatych (Cervidae) klimatu umiarko-
wanego, sezon rozrodczy zaczyna siê jesieni¹ (wrzesieñ, paŸdziernik), kiedy dzieñ
œwietlny ulega znacznemu skróceniu. Wyj¹tkiem jest sarna, u której okres rujowy
rozpoczyna siê pod koniec czerwca, ale obserwowana u niej opóŸniona implantacja
zarodka powoduje wyd³u¿enie ci¹¿y. Generalnie, u poszczególnych gatunków zwie-
rz¹t dzikich czas wystêpowania rui jest zsynchronizowany z d³ugoœci¹ ci¹¿y tak, aby
okres porodów przypada³ na miesi¹ce wiosenne.

Zmianom hormonalnym u samic towarzysz¹ odpowiednie zmiany w mêskim
uk³adzie rozrodczym. Za hormon stymuluj¹cy sezonowe regulacje rozrodu u ssaków
uznawana jest melatonina. Mechanizm jej syntezy, wydzielania i dzia³ania u ssaków
zosta³ ju¿ doœæ dobrze opisany [74]. Wydaje siê, ¿e d³ugoœæ dnia i temperatura s¹
g³ównymi czynnikami zaanga¿owanymi w aktywacjê procesów rozrodczych u zwie-
rz¹t rozmna¿aj¹cych siê sezonowo. Œwiat³o stymuluje siatkówkê i generowane im-
pulsy poprzez j¹dro nadskrzy¿owaniowe docieraj¹ do oœrodków podwzgórza, sk¹d
uwalniana wazopresyna i oksytocyna mo¿e dzia³aæ bezpoœrednio na szyszynkê. Inna
droga stymulacji wystêpuje, kiedy wazopresyna i oksytocyna pobudza wydzielanie
acetylocholiny (Ach), która poprzez noradrenalinê (NA), neuropeptyd Y (NPY) i se-
kretoneurynê dzia³a pobudzaj¹co na sekrecjê melatoniny [79].

U zwierz¹t dziko ¿yj¹cych, których aktywnoœæ rozrodcza ma miejsce podczas
krótkiego dnia œwietlnego, okres wydzielania melatoniny wyd³u¿a siê, co w konsek-
wencji powoduje aktywacjê czêstotliwoœci pulsów GnRH w podwzgórzu oraz wzrost
amplitudy pulsów LH i pobudzeniem gonad [70]. Zwiêkszony poziom melatoniny
hamuje ujemne sprzê¿enie zwrotne pomiêdzy estradiolem i generatorem pulsów
GnRH. [69]. Nie wykazano bezpoœredniego dzia³ania melatoniny na neurony GnRH,
a wp³yw na sekrecjê GnRH odbywa siê poœrednio poprzez pobudzenie obszaru
przedsuteczkowatego podwzgórza, który bierze udzia³ w sekrecji gonadotropin i ak-
tywnoœci gonad [32, 65, 69].

Badania Wiliamsa i in. [86] wykaza³y, i¿ zarówno u byka, jak i u ³ani jelenia
szlachetnego w okresie sezonu rozrodczego struktury mózgowia, a zw³aszcza guzo-
wata czêœæ przysadki mózgowej ma zdolnoœæ wi¹zania znakowanej jodem radio-
aktywnym melatoniny. Nie stwierdzono jednak obecnoœci receptorów melatoniny
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w podwzgórzu, przy obecnoœci ich w przysadce. Wynika z tego, ¿e wp³yw melatoniny
na regulacje sezonowoœci rozrodu jelenia mo¿e odbywaæ siê dwoma szlakami:
1) poprzez hamowanie sekrecji prolaktyny w czêœci guzowatej przysadki lub
2) poprzez stymulowanie czêœci dystalnej przysadki do wydzielania gonadotropin.
Badania Sempere i in. [78] wykaza³y, ¿e melatonina podawana samicom sarny
(kozom) w postaci implantów w okresie anestrus powodowa³a po 6 dniach istotny
spadek koncentracji prolaktyny (do 20–30 ng · ml–1) i progesteronu (do < 1ng · ml–1),
a sezon rozrodczy uleg³ przyspieszeniu o oko³o 70 dni. Równie¿ Asher i in. [2, 3]
uzyskali przyspieszenie sezonu rozrodczego u ³añ daniela oraz jelenia szlachetnego o
5 tygodni po podawaniu melatoniny.

Podawanie melatoniny w okresie ci¹¿y u jelenia szlachetnego powodowa³o ró¿ne
skutki w zale¿noœci od okresu, w którym rozpoczêto eksperyment. Wyniki uzyskane
przez Ashera [3] œwiadcz¹ o istotnym wp³ywie melatoniny na przebieg ci¹¿y, mam-
mogenezê, wyst¹pienie pierwszej rui po porodzie oraz na d³ugoœæ okresu miêdzy-
ci¹¿owego i s¹ zale¿ne od okresu, w którym rozpoczêto jej aplikacjê.

Generalnie status hormonalny procesów rozrodczych u jeleniowatych jest podob-
ny jak u owiec. Wykazuj¹ one podobne sezonowe zmiany w systemach regula-
cyjnych, a skrócenie dnia poprzez wyd³u¿enie sekrecji melatoniny wp³ywa u tryków
bezpoœrednio na przysadkê zwiêkszaj¹c syntezê FSH i LH [68] przy jednoczesnym
zahamowaniu produkcji prolaktyny. Badania Lincolna i Clarka [68] wykaza³y rów-
nie¿, ¿e po uszkodzeniu po³¹czeñ podwzgórzowo-przysadkowych owce reagowa³y
na egzogenn¹ melatoninê spadkiem koncentracji prolaktyny, podobnie jak kontrolne
z zachowan¹ osi¹ podwzgórze-przysadka. Wyniki te wskazuj¹ na mo¿liwoœæ regu-
lacji wydzielania prolaktyny, bez udzia³u podwzgórza.

Jednoczeœnie u kastrowanych tryków stymulowanych estradiolem w okresie
rozrodczym istotny wzrost koncentracji LH po iniekcjach GnRH nastêpowa³ po 10
godzinach, natomiast w okresie anestrus po 36 godzinach. Analogicznie przeprowa-
dzone badania w okresie anestrus wykaza³y, ¿e egzogenna melatonina istotnie przy-
spiesza odpowiedŸ LH na GnRH [76]. Dowodzi to, ¿e melatonina u owiec uczestniczy
w zniesieniu ujemnego sprzê¿enia estradiolu z generatorem pulsów LH [76].

Lincoln i Clark [67] wykazali, ¿e w okresie rozrodczym u owiec, struktury
podwzgórzowe reaktywne na katecholaminy wykazuj¹ hamuj¹cy wp³yw na syntezê
prolaktyny. W okresie d³ugiego dnia u obu grup owiec, którym zaaplikowano agonis-
tów receptorów �1 i dopaminowych (DA) nie zaobserwowano zmian w koncentracji
PRL pomiêdzy grupami. Uzyskane wyniki œwiadcz¹ o mo¿liwoœci stymulowania
syntezy PRL z pominiêciem podwzgórza, a melatonina nie jest jedynym czynnikiem
hamuj¹cym syntezê prolaktyny.

Do prawid³owego dzia³ania uk³adu endokrynnego zwierz¹t sezonowo rozmna¿a-
j¹cych siê jest konieczne wspó³dzia³anie melatoniny z podwzgórzem, a uk³ad adrener-
giczny jest istotnym czynnikiem moduluj¹cym ten mechanizm. Obecnoœæ receptorów
melatoniny w czêœci guzowatej przysadki i braku ich w strukturach podwzgórza
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u jelenia szlachetnego upowa¿nia autorów do wysuniêcia przypuszczenia o wspom-
nianym podobieñstwie regulacji rozrodczych u owcy i jeleniowatych.

Uznanie udzia³u uk³adu adrenergicznego w regulacjach endokrynnych na pozio-
mie regulacji mózgowych sk³ania do dalszych dociekañ na temat mo¿liwych dróg tej
fizjologicznej regulacji. Noradrenalina (NA) i acetylocholina (Ach) uwalniane z za-
koñczeñ nerwowych nie s¹ ostatecznym czynnikiem powoduj¹cym zwê¿enie lub
rozszerzenie naczyñ. Udowodniono, ¿e tlenek azotu (NO) jest dominuj¹cym czynni-
kiem bior¹cym udzia³ w grze naczynioruchowej [63]. Jednym z czynników wp³ywa-
j¹cych na uwalnianie NO jest tlenek wêgla (CO) [84]. Przy zatruciach CO obserwo-
wano 9-krotny wzrost produkcji NO przez mózg [33]. G³ównym Ÿród³em CO
w organizmie jest oksygenaza hemowa, która w czasie fotochemicznej reakcji roz-
k³adu hemu, w siatkówce w czasie przep³ywu krwi przez jej naczyniówkê powoduje
rozk³ad hemu do CO, biliwerdyny i Fe2+. W warunkach fizjologicznych 0,5–1%
hemoglobiny, która jest jego transporterem jest nietrwale zwi¹zana z tlenkiem wêgla.
Wystêpuje on w tkankach w stê¿eniach nanomolarnych [5].

Mechanizm dzia³ania CO opisano ju¿ w latach dziewiêædziesi¹tych ubieg³ego
stulecia [45] i polega on g³ównie na aktywacji cyklazy guanylowej, co zwiêksza
syntezê cGMP w wielu komórkach. CO syntetyzowany przez komórki œródb³onka
dyfunduje do warstwy miêœniowej naczynia krwionoœnego i wzbudza tam syntezê
cGMP. Powoduje to relaksacjê naczynia i zwiêkszony przep³yw krwi [73, 77, 88].

W naczyniach mózgu, tlenek wêgla bezpoœrednio aktywuje zale¿ne od wapnia
kana³y potasowe, co prowadzi do ich hiperpolaryzacji i relaksacji, a w efekcie
koñcowym, do rozszerzenia naczyñ krwionoœnych mózgu [64, 73].

W mózgu ssaków strukturami odpowiedzialnymi za dobowe i sezonowe regulacje
w g³ównej mierze s¹ odpowiedzialne struktury przodomózgowia i j¹dro nadskrzy¿o-
waniowe. W obu tych strukturach stwierdzono obecnoœæ genów per i cry – genów
rytmów dobowych, aktywowanych w zale¿noœci od d³ugoœci dnia œwietlnego poprzez
melatoninê [31, 66]. Aktywacja tych genów odbywa siê w zale¿noœci od ich umiejsco-
wienia, w przodomózgowiu aktywacja nastêpuje poprzez heterodimer bia³ek BMAL-1
i NPAS2, który sprzê¿ony z NADPH ³¹czy siê z promotorem genu per i cry. W j¹drze
nadskrzy¿owaniowym aktywacja genów cry i per odbywa siê poprzez przy³¹czenie
dimeru CLOCK i BMAL1 [10]. Szczyt produkcji bia³ek PER przypada na wczesne
godziny ranne, natomiast CRY na wczesn¹ noc. Produkt bia³kowy powy¿szych
genów tworzy kompleks z kinaz¹ kazeinow¹ umo¿liwiaj¹cy jego fosforylacjê. Ma-
ksymalne iloœci tego ufosforylowanego kompleksu w cytoplazmie pojawiaj¹ siê
w po³owie dnia, kiedy jeszcze poziom PER, pomimo tendencji spadkowej, jest
wysoki, a poziom CRY zaczyna wzrastaæ, co dzia³a hamuj¹co na ekspresjê genów cry
i per. Równoczeœnie kompleks ten dzia³a hamuj¹co na ekspresjê czynnika hamu-
j¹cego ekspresjê genów bmal1 i clock, czego wynikiem jest stymulacja syntezy bia³ka
BMAL1 i CLOCK szczególnie w j¹drze nadskrzy¿owaniowym, co skutkuje zwiêk-
szon¹ syntez¹ melatoniny. Jednoczeœnie kompleks PER/CRY odzia³uje na tkanki
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docelowe pobudzaj¹co lub hamuj¹co. Podobny mechanizm opisano w czêœci guzo-
watej przysadki, który jest g³ównym regulatorem wydzielania prolaktyny. Zwiêkszo-
na iloœæ ufosforylowanego kompleksu CRY/PER hamuje wydzielanie prolaktyny
w okresie jesienno-zimowym [9, 44, 65]. Przodomózgowie, podobnie jak j¹dro
nadskrzy¿owaniowe, jest w³¹czone w rytm dobowy, co uwidacznia siê w ró¿nych
stanach organizmu, takich jak sen, aktywnoœæ, spo¿ywanie pokarmu. Obydwa te
obszary œciœle ze sob¹ wspó³dzia³aj¹ pobudzaj¹c lub hamuj¹c ich funkcje fizjolo-
giczne. Molekularny zegar komórki per/cry w przodomózgowiu aktywowany jest
przez heterodimer bia³kowy NPAS2-BMAL1. Mediatorem dimeryzacji tego kom-
pleksu jest brak CO. Wzrost stê¿enia CO > 1 μM powoduje jego przy³¹czenie do
domeny w bia³ku NPAS2, w sk³adzie którego znajduj¹ siê cz¹steczki hemowe, co
powoduje rozpad kompleksu, zahamowanie ekspresji genów pre i cry oraz spadek ich
iloœci [10, 16].

W ciemnoœci narasta synteza bia³ka PER osi¹gaj¹c maksimum w godzinach
porannych. Szczytowa akumulacja tego bia³ka w komórce powoduje zatrzymanie
ekspresji genu bmal1. W efekcie tego procesu wstrzymana zostaje synteza PER.
W celu przywrócenia zrównowa¿onej oscylacji bia³ko NPAS2 ³¹czy siê z tlenkiem
wêgla (powstaje pod wp³ywem oksygenazy hemowej stymulowanej przez œwiat³o
dzienne), co umo¿liwia oddysocjowanie bia³ek BMAL1 w celu zakumulowania jego
odpowiedniej iloœci w komórce, aby po osi¹gniêciu szczytu zainicjowaæ ponown¹
heterodimeryzacjê z NPAS2. Bia³ko NPAS2 w ci¹gu dnia jest blokowane poprzez
przy³¹czenie CO w celu uniemo¿liwienia procesu heterodimeryzacji z BMAL1.
Kiedy BMAL1 osi¹ga maksymaln¹ akumulacjê w komórce NADPH od³¹cza CO od
grup hemowych NPAS2 przywracaj¹c zdolnoœæ heterodimeryzacji i zdolnoœæ akty-
wacji genu per [16, 65, 66]. Wydaje siê, ¿e indukowane œwiat³em przy udziale CO
zmiany iloœciowe bia³ek PER i CRY s¹ g³ównym czynnikiem koduj¹cym sygna³
melatoninowy. Generuj¹ one d³ugotrwa³e zmiany zegara biologicznego powoduj¹ce
w okresie krótkiego dnia œwietlnego spadek poziomu prolaktyny i wzrost syntezy go-
nadotropin. Odwrotne zjawisko obserwuje siê w okresie d³ugiego dnia.

W dostêpnym piœmiennictwie brak jest prób wyjaœnienia mo¿liwoœci wp³ywu CO
powstaj¹cego w oku pod wp³ywem promieni œwietlnych i mo¿liwoœci przeciw-
pr¹dowego jego przenikania z zatoki ¿ylnej oka do przechodz¹cych przez ni¹ naczyñ
têtniczych bezpoœrednio doprowadzaj¹cych krew do mózgu. Tym samym brak jest
danych o informowaniu struktur podwzgórzowych o zmieniaj¹cej siê d³ugoœci dnia
drog¹ chemiczn¹. Wydaje siê, ¿e zbadanie tego mechanizmu wraz ze zmianami
wydzielania melatoniny i ekspresji genów oraz bia³ek zaanga¿owanych w te procesy
wnios³oby wiele nowych aspektów w zrozumieniu sezonowej rozrodczoœci i niep³od-
noœci; by³by to trwa³y wk³ad nauki polskiej do œwiatowego skarbca wiedzy o roz-
rodzie i jego sezonowoœci.

Badania nad rozrodem zwierz¹t nieudomowionych s¹ prezentowane g³ównie na
dwóch Œwiatowych kongresach: „Deer Biology Congress”, który odbywa siê co
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cztery lata, oraz na „International Union of Game Biologists”, który odbywa siê co
dwa lata. Prezentowane tam prace dotycz¹ce rozrodu wskazuj¹ na sta³e trendy,
których celem jest osi¹gniêcie stanu wiedzy porównywalnej do wiedzy na temat
rozrodu zwierz¹t domowych. Uzyskiwane wyniki badañ wskazuj¹ jednak, i¿ nie jest
mo¿liwe tak dobre poznanie tej dziedziny nauk u dzikich zwierz¹t, pomimo dobrej
wspó³pracy wielu biologów, lekarzy weterynarii, endokrynologów i specjalistów
pokrewnych dziedzin, zarówno w Polsce jak i na œwiecie.
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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.
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