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Program

18 czerwca 2018 r. (poniedzialek)

15:00-17:30 — Rada Programowa KNOW
Przyjazd pozostatych uczestnikéw do Domu Pracy Tworczej PAN w Wierzbie

19:00 - spotkanie towarzyskie i rozmowy kuluarowe — kolacja w formie
grilla

19 czerwca 2018 r. (wtorek)

8%-8* Otwarcie Sympozjum:
dziekani Wydzialéw i dyrektorzy Instytutéw
Wystapienia gosci honorowych

8+-13% SESJA I (CZESC I):
GENETYCZNE, EPIGENETYCZNE 1 FIZJOLOGICZNE
PODSTAWY DOSKONALENIA CECH PRODUKCYJNYCH
I FUNKCJONALNYCH ORAZ ZDROWIA ZWIERZAT
(Prowadzqcy: prof. Tomasz Motyl, prof. Dariusz J. Skarzynski,
dr hab. Grzegorz Skiba, prof. Lech Zwierzchowski)

8%-9%° Wyklad I:
Prof. Monika Kaczmarek (Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci
PAN): Programowanie plodnosci na przestrzeni pokolen.
— Dyskusja

9%-10"> Wyklad II:
Prof. Monika Bugno-Poniewierska (Instytut Nauk Weterynaryjnych,
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie: Diagnostyka mutacji
chromosomowych koni — od barwien prazkowych do mikromacierzy.
— Dyskusja



10'>-11" Sesja doniesien I (kazde 10 minut):

1.

2.

Mgr Roberta Arena (IGiHZ PAN): The role of cytoplasmic lipids in
the development of mammalian embryos.

Dr Piotr Kaczynski (IRZiBZ PAN): Rola sygnahu zarodkowego $wini
w regulacji ekspresji enzymoéw zaangazowanych w procesy metylacji
DNA.

Mgr Maria Guzewska (IRZiBZ PAN): Lokalizacja elementéw szlaku
biogenezy pecherzykow zewnatrzkomorkowych w blonie Sluzowej
macicy i trofoblastach.

Dr n. wet. Piotr Socha (WMW UW-M): Praktyczne zastosowanie
ultrasonografii w ocenie rozwoju cigzy i wyznaczaniu terminu porodu
u zwierzat towarzyszacych.

115-11% Przerwa kawowa

113°-13% Sesja doniesien II (kazde 10 minut):

1.

2.
3.

Mgr Grzegorz Grodkowski (IGiHZ PAN): Zmiany w behawiorze
kréw jako wskaznik ich zdrowotnosci.

Dr inz. Monika Sebol (IFiZZ PAN): Wpltyw inuliny na rozwéj kosci.
Mgr Mateusz Szudzik (IGiHZ PAN): Wykorzystanie innowacyjnej
suplementacji prosiat Zelazem w zapobieganiu niedokrwistosci na tle
niedoboru Zelaza oraz jej wpltyw na rozwdj osobniczy i jako$¢ tuszy
Swin.

Mgr Bartosz Przybyl (IFiZZ PAN): Rola neurotroficznego czynnika
pochodzenia mozgowego (BDNF) w modulacji podwzgérzowej neu-
rohormonalnej sieci regulujqcej apetyt.

Dr Bartosz Fotschki (IRZiBZ PAN): Wplyw preparatu wytlokowego
z malin na synteze oraz profil kwaséw zo6tciowych w tresci jelita $le-
pego szczuréw Wistar.

Dr inz. Pawel Konieczka (IFiZZ PAN): Zastosowanie fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ do wizualizacji biofilmu w przewodzie
pokarmowym kurczat Zzywionych dietami z dodatkiem probiotyku.

— Dyskusja

13%°-14% Obiad



14%-17* SESJA II:
BADANIA EPIDEMIOLOGICZNE ZWIERZAT GOSPODAR-
SKICH, WOLNO ZYJACYCH ORAZ SRODOWISKA
(Prowadzqcy: prof. Marcin Banbura, prof. Andrzej Koncicki,
prof. Jacek Kuzmak)

14°-14* Wyklad III:
Dr hab. Krzysztof Smietanka, prof. nadzw. (Paristwowy Instytut Wete-
rynaryjny PIB): Zmienno$¢ wirusa grypy ptakow i jej wplyw na prze-
bieg zakazen i epidemiologie grypy u drobiu i ptakéw dzikich.
— Dyskusja

14*-15* Wyklad IV:
Dr hab. Tomasz Stenzel, prof. UWM (Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
UW-M): Zastosowanie rekombinowanego bialka kapsydu cirkowirusa
golebiego do oceny seroprewalencji PiCV u golebi reprodukcyjnych
oraz pobudzania swoistej odpornosci przeciwko temu wirusowi.
— Dyskusja

15%°-16% Przerwa kawowa

16" -17" Sesja doniesien I (kazde 10 minut):

1. Mgr Justyna Milek (PIW-PIB): Ocena wystepowania i charakterystyka
molekularna koronawiruséw w populacji dzikich ptakéw w Polsce.

2. Dr hab. Agata Bancerz-Kisiel, prof. UWM (WMW UW-M):
Zastosowanie HRMA do oceny korelacji miedzy polimorfizmem
genu ail a biotypem szczepow Yersinia enterocolitica.

3. Dr Ewelina Patyra (PIW-PIB): Wieloskladnikowa metoda wykry-
wania i oznaczania substancji przeciwbakteryjnych w paszach tech-
nikg LC-MS/MS.

4. Lek wet. Lukasz Panasiuk (PIW-PIB): Mykotoksyny i ich metabo-
lity w paszach dla zwierzat — nowe wyzwania w toksykologii wetery-
naryjnej i bezpieczenstwie zywnosci.

5. Dr Kinga Urbaniak (PIW-PIB): Indukcja pluripotencji makrofagow
Swin w kontekScie uzyskania linii komérkowych do namnazania
wirusa ASF.

— Dyskusja

20% Spotkanie towarzyskie i rozmowy kuluarowe



20 czerwca 2018 r. (Sroda)

8%-10%° SESJA III:
INNOWACYJNE METODY DIAGNOSTYKI, PROFILAKTYKI
I TERAPII CHOROB ZWIERZAT I LUDZI
(Prowadzqcy: prof. Bogdan Lewczuk, prof. Marek *Lukaszewicz,
prof. Mirostaw Polak)

8%-9"> Wyklad V:
Dr Kinga Majchrzak (Wydziat Medycyny Weterynaryjnej SGGW):
Immunoterapia komorkowa w leczeniu nowotworow u psow.
— Dyskusja

9'°-10* Sesja doniesien I (kazde 10 minut):

1.

Dr n. wet. Michal Zalecki (WMW UW-M): Przeciwzapalna funkcja
receptorow TRPA1 i TRPV1 w przebiegu eksperymentalnie wywota-
nego stanu zapalnego btony sluzowej zotadka.

. Dr Joanna Bukowska (IRZiBZ PAN): Wplyw TGFB1, TGFp3 oraz

naskdérkowych mediéw pohodowlanych na cechy funkcjonalne fibro-
blastow skory wiasciwej pochodzacych od myszy Balb/c (Foxnl*/*;
model gojenia bliznowego) oraz myszy nude (Foxn1/; model gojenia
regeneracyjnego).

Dr n. med. Anna Széstek-Mioduchowska (IRZiBZ PAN): Wplyw
transformujacego czynnika wzrostu- 3 na metaloproteinazy w pro-
cesie widknienia macicy klaczy.

Dr Kaja Urbanska (WMW SGGW): The role of p38MAPK/MiTF
axis in hematopoietic stem cells depletion in Fanconi anemia cells.
Mgr Lukasz Kiraga (WMW SGGW): Komoérkowe metody diagno-
zowania przerzutow nowotworowych w plucach myszy BALB/c
metoda pozytonowej tomografii emisyjnej (PET).

Lek wet. Monika Tomczyk (IFiZZ): Wplyw neostygminy na eks-
presje interleukiny -1f i jej receptorow w wybranych strukturach
mozgu owcy w czasie ogolnoustrojowego stanu zapalnego.

— Dyskusja

10%>-11'° Przerwa kawowa



11'>-12% Sesja doniesien II (kazde 10 minut):

1.

Dr hab. Marta Mendel (WMW SGGW): Wplyw chlorofiliny na
wchtanianie deoksyniwalenolu — badania ex vivo.

. Lek. wet. Monika Zuska-Prot (WMW UW-M): Wplyw wziewnej

i ogdlnej glikokortykosteroidoterapii na liczebnos¢ limfocytow T
CD4+ regulatorowych i efektorowych u myszy z modelem astmy
alergiczne;j.

Dr Lidia Szulc-Dabrowska (WMW SGGW): Wplyw zakazenia
wirusem ektromelii na poziom katepsyn i przetwarzanie antygenu
w konwencjonalnych komérkach dendrytycznych.

Dr Piotr Baska (WMW SGGW): Ocena dziatania immunomodula-
cyjnego antygenow wydzielanych przez Fasciola hepatica (Fh—-ES).
Dr Anna Gajda (PIW-PIB): Alternatywne metody kontroli stoso-
wania antybiotykoéw u zwierzat.

Mgr Magdalena Zalewska (IGiHZ PAN): OdpowiedZ immunolo-
giczna gruczohu sutkowego bydla mlecznego na nawracajace, chro-
niczne zapalenie spowodowane przez gronkowce koagulazo-dodatnie
lub koagulazo-ujemne.

— Dyskusja

13% Zakonczenie sympozjum i obiad






SESJA
PLENARNAI






Programowanie plodnosci
na przestrzeni pokolen”

M.M. Kaczmarek!

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, Polska

Stan odzywienia oraz zdrowia dziecka w duzej mierze zalezy od sposobu odzy-
wiania matki zarowno przed, w czasie cigzy, ale rowniez podczas kamienia
piersig. Badania wykonane u ludzi i zwierzat wskazuja na zwiazek miedzy
sposobem Zywienia na wczesnych etapach rozwoju a optymalizacja funkcji
rozrodczych. I tak niedozywienie, spowodowane anoreksjg lub ograniczonym
spozyciem kalorii, op6Znia moment dojrzewania ptciowego u ludzi, zaktéca
cykl jajnikowy i op6Znia powrot prawidtowego cyklu po porodzie u zwierzat
dojrzatych plciowo. Z drugiej strony osoby otyle maja fenotyp podobny do
tych spozywajacych ograniczong liczbe kalorii. Obserwuje sie u nich szereg
zmian, w tym hormonach, prowadzacych do obnizenia ptodnosci. Aczkol-
wiek, otylos¢ w przeciwienistwie do niedozywienia, wywotuje przedwczesne
dojrzewanie u dziewczat.

Od czasu hipotezy ,,0szczednego fenotypu” (ang. thrifty phenotype), zapro-
ponowanej przez Halesa i Barkera w 1992 roku, liczne badania wykazaty,
ze nieprawidtowosci w odzywianiu zarowno przed, jak i po urodzeniu odpo-
wiedzialne sg za trwate strukturalne oraz funkcjonalne zmiany w narzadach
i tkankach, nieprawidlowosci w reakcji na bodzce endo- lub egzogenne oraz
zmiany w epigenomie, ktére moga byc¢ przekazywane z pokolenia na poko-
lenie. Nalezy podkresli¢, ze utrzymanie funkcji rozrodczych, a tym samym
zachowanie gatunku, wymaga zarowno od samic jak i samcow inwestycji

* Badania finansowano z: grantow Genomics Core Facility, PBRC, LSU, Baton Rouge, USA (COBRE
— NIH 8 P20 GM103528-07, NORC — NIH 1P30-DK072476), dotacji statutowej IRZiBZ PAN,
Olsztyn oraz grantu KNOW2017/IRZiBZ/GG/01/2 (Konsorcjum Naukowe KNOW ,Zdrowe
Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”).

1 e-mail: m.kaczmarek@pan.olsztyn.pl
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w duzej mierze zaleznej od dostepnosci substancji odzywczych. Jest to zja-
wisko bardzo zlozone i dotychczas niepoznane zostaly mechanizmy warun-
kujace sukces rozrodczy przy braku homeostazy, zwlaszcza w odniesieniu do
programowania ptodnosci na przestrzeni pokolen.

Nasze badania skupiajq sie na wyjasnieniu mechanizméw odpowiedzial-
nych za programowanie funkcji rozrodczych, ze szczeg6lnym uwzglednie-
niem roli sposobu odzywiania matki w utrzymaniu ptodnosci przysztych
pokolen. Na modelu mysim wykazaliSmy, ze poddanie matek (FO) restryk-
cyjnej diecie podczas laktacji prowadzi do nieprawidlowosci w rozwoju
funkcji rozrodczych potomstwa, pomimo wprowadzenia prawidtowej diety
na pozniejszych etapach zycia. Zaré6wno samice, jak i samce (F1) p6Zniej
osiagaty dojrzatosc¢ plciowaq i mialy szereg innych zaburzen wptywajacych na
ich ptodnos$¢, np. nieprawidlowosci funkcjonowania osi podwzgorze-przy-
sadka-gonady (HPG). Interesujace, ze efekty nieprawidtowej diety samic
karmiacych (F0) byly zauwazalne w kolejnych pokoleniach, u wnukéow (F2;
Kaczmarek et al. BMC Genomics). Nasze zainteresowania obejmuja row-
niez okreslenie roli sktadnikow mleka w programowaniu ptodnosci na prze-
strzeni pokolen. Dostepnosc¢ substancji odzywczych, biatkowych, hormonow
i czynnikéw wzrostu przenoszonych przez mleko wydaje sie byc¢ $cisle sko-
relowana z krotko- i dlugofalowymi efektami obserwowanymi na poziomie
fenotypowym i molekularnym u potomstwa, ktére moga utrzymywac sie
w kolejnych pokoleniach.

Tematyka naszych badan jest istotna ze wzgledu na coraz czesciej wyste-
pujace zaburzenia szeroko pojetej ptodnosci, a takze wzrastajacq liczbe nie-
prawidlowosci zywieniowych u ludzi, ktérych skutki moga by¢ obserwowane
w kolejnych pokoleniach.
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Diagnostyka mutacji
chromosomowych koni — od barwien
prazkowych do mikromacierzy”

M. Bugno-Poniewierska'-?

1 Instytut Nauk Weterynaryjnych, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Polska

Kluczowa role w diagnostycznych badaniach cytogenetycznych odgrywa
dobor technik badawczych oraz czytelnos¢ uzyskiwanych obrazéw mikro-
skopowych. Pierwsze badania cytogenetyczne u koni zostaty przeprowadzone
na poczatku XX wieku, wykazujac iz kariotyp konia sktada sie z 64 chro-
mosomow z czego dwa to chromosomy pici w ukladzie XX u samic i XY
u samcow. W latach 70-tych XX wieku nastapit rozwoj technik barwienia
réznicowego chromosomoéw (prazki G-, Q-, C-, R- oraz NOR), co umozli-
wito poglebiong analize struktury chromosomow, ale réwniez doprowadzito
do potrzeby ujednolicenia opisu kariotypu. Obecnie obowigzujacy wzorzec
kariotypu konia zostat opracowany i opublikowany na III Miedzynarodowej
Konferencji Standaryzacji Kariotypu Konia w Davis w 1996 roku. Oparty
jest on o barwienia chromosoméw technikami GTG oraz RBA.

Przelomem w cytogenetycznej diagnostyce wystepowania aberracji chro-
mosomow, umozliwiajacej szybka i precyzyjna analize ptytek metafazowych
bylto zastosowanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), ktéra w prze-
ciwienstwie do technik prazkowych pozwala na analize wiekszej ilosci ptytek
metafazowych nawet o gorszej jakosci i réznym stopniu spiralizacji chromo-
somow. Jest to szczegllnie wazne w analizie prawidtowosci kariotypu koni,
u ktérych wiekszos¢ nieprawidlowosci wystepuje w formie mozaiki o niskim
procentowym udziale metafaz z zaburzeniami w liczbie chromosoméw.

* Badania finansowane z Grantu BIOSTRATEG nr BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016.
2 e-mail: monika.bugno.poniewierska@gmail.com
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Obecnie, dzieki rozwojowi molekularnych technik cytogenetycznych, do
analizy kariotypu mozliwe jest wykorzystanie techniki porownawczej hybry-
dyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH).

W odrdznieniu od techniki FISH, badanie metoda aCGH umozliwia iden-
tyfikacje zmian w genomie bez uprzedniej wiedzy o ich istnieniu. Porow-
nawcza hybrydyzacja genomowa na macierzach pozwala na ocene wszyst-
kich chromosomoéw w jednym badaniu. Jej ograniczeniem jest identyfikacja
jedynie aberracji niezrownowazonych oraz brak na rynku komercyjnym
macierzy CGH dedykowanych dla koni. Narzedziem do analizy aberracji
strukturalnych genomu moga by¢ rowniez mikromacierze SNP. Zaletq iden-
tyfikacji aberracji strukturalnych w oparciu o mikromacierze SNP jest wysoka
precyzja, umozliwiajac rozpoznanie aberrentnych regionéw tak matych jak
150 tys. pz. Samo zatozenie konstrukcji mikromacierzy nie pozwala jednak
na identyfikowanie translokacji, czy aberracji zr6wnowazonych w obrebie
badanego regionu, tak jak w przypadku macierzy CGH.

Poprzez rozwoj technik biologii molekularnej mozliwa jest coraz precy-
zyjniejsza diagnoza aberracji chromosomowych oraz zmian kariotypu. W pla-
nowanych badaniach diagnostycznych nalezy jednak uwzglednia¢ zaréwno
metody cytogenetyki klasycznej jak i molekularnej, biorac pod uwage koszty
przeprowadzanych analiz i ich znaczenie dla hodowli koni.
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SESJA I (Czesé I)

Genetyczne, epigenetyczne i fizjologiczne
podstawy doskonalenia cech produkcyjnych
i funkcjonalnych oraz zdrowia zwierzat






The role of cytoplasmic lipids in
development of mammalian embryos’

Roberta Arena!, Tomasz P. Wrébel?, Paulina Koziol?, f.ukasz Gasior?,
Joanna Rudnicka?®, Grazyna E. Ptak®*

1 Institute of Genetics and Animal Breeding, Polish Academy of Sciences, Jastrzebiec, Poland
2 Institute of Nuclear Physics, Polish Academy of Sciences, Krakéw, Poland
3 Department of Developmental Biology, Maltopolskie Centrum Biotechnologii UJ,
Krakow, Poland

Intracellular Lipid Droplets (ILDs) are cellular organelles rich of neutral
lipid important for cell metabolism and energy homeostasis. In this work it
has been hypothesized that ILDs could be an important source of energy for
embryo during Embryonic Diapause (ED), a period of temporary suspension
of embryo development at the blastocyst stage and characterized by delayed
implantation. So the aim of this work is to evaluate the profile of ILDs during
ED. To this aim ED has been induced in pregnant mouse females by ovariec-
tomy on 2.5 day post coitum (dpc) and daily injection of progesterone. Bla-
stocyst has been collected and fixed in 4% paraformaldehyde every 2 days,
from 4.5 to 28.5 day post coitum. The profile of ILDs during ED was analysed
by Coherent Anti-Stokes Raman scattering (CARS) and Fourier transform
infrared (FT-IR) Imaging spectroscopy. Our preliminary results show that the
numbers of ILDs and the total amount of lipids vary with time. However,
a simple univariate approach to analysis does not bring a clear trend and
application of more advanced multivariate methods is required.

* Research supported by KNOW — Leading National Research Centre — Scientific Consortium ,,Healthy
Animal — Safe Food” (GA no. KNOW/IGHZ/RMK/PhD/2016/07 to GEP), by the National Science
Centre of Poland (GA no. 2016/21/B/NZ3/03631 to GEP) and by European Union’s Horizon 2020
Research and Innovation Programme (GA no. 692185 to GEP).

4 e-mail: g.ptak@uj.edu.pl
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Rola sygnahlu zarodkowego swini
w regulacji ekspresji enzymow
zaangazowanych w procesy metylacji
DNA

Piotr Kaczynski

Zaktad Mechanizméw Dziatania Hormonow,
Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie, Polska

Ciatko zotte (fac. corpus luteum — CL) jest przejSciowym organem endo-
krynnym powstajacym po owulacji z peknietego pecherzyka jajnikowego.
Glowna funkcja CL jest synteza i sekrecja progesteronu, ktéry warunkuje
implantacje zarodka w btonie §luzowej macicy. Estradiol-17f (E2) jest uwa-
polegajace na ochronie ciatka z6ttego przed luteolitycznym dzialaniem prosta-
glandyny F2a W okresie tzw. matczynego rozpoznania ciazy miedzy 11. a 12.
dniem oraz w okresie implantacji miedzy 15. a 25. dniem cigzy, zarodki Swini
wydzielaja zwigkszone iloSci estrogenow, gldwnie estradiolu-17f. Ostatnie
badania wykazaly, ze estrogeny zaangazowane sg takze w proces metylacji
DNA. Majac na uwadze zwiekszong synteze i sekrecje estrogenow, w tym
estradiolu-17p, przez zarodki Swini w okresie wczesnej ciazy, jak rowniez
udokumentowany wplyw E2 na ekspresje enzymow uczestniczacych w pro-
cesach metylacji DNA, postanowiliSmy zbada¢ wplyw sygnatu zarodkowego
— E2 na ekspresje genow i bialek enzymoéw regulujacych procesy metylacji
DNA w ciatku zottym podczas wczesnej cigzy u Swini, wykorzystujac do tego
model in vivo, w ktérym wydzielanie estradiolu-17f przez zarodki naslado-
wano poprzez infuzje E2 bezposrednio do $wiatta macicy. Dodatkowo, jako
grupe kontrolng wykorzystano ciatka zétte pobrane poubojowo od loszek
w 12. dniu cyklu rujowego badz cigzy (n=7 dla kazdej z grup). W homoge-
natach ciatek zéttych zbadano ekspresje genow oraz bialek enzymow zaan-
gazowanych w procesy metylacji DNA: DNMT1, DNMT3a oraz DNMT3b.
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U zwierzat z modelu in vivo, ekspresja genu DNMT1 byla istotnie
wyzsza w ciatkach zottych pobranych od loszek otrzymujacych infuzje E2
(833 ng / infuzje) w poréwnaniu do ekspresji w ciatkach zo6ttych loszek
otrzymujacych placebo (p<0.05). Ekspresja genow DNMT3a oraz DNMT3b
bytla istotnie nizsza (p<0.01; p<0.05 odpowiednio) w ciatkach zéttych loszek
otrzymujacych infuzje E2 (33.3 pg E2 / infuzje) niz w CLs u loszek otrzymu-
jacych infuzje placebo. W ciatkach zo6ttych pobranych od loszek w 12. dniu
cyklu rujowego oraz 12. dniu cigzy nie zaobserwowano roznic w ekspresji
genéw DNMT1 i DNMT3a. Z kolei ekspresja genu DNMT3b byla istotnie
nizsza (p<0.05) w ciatkach zo6ttych pobranych od loszek w 12. dniu ciazy
w porownaniu do ekspresji tych genéow w CLs u loszek w 12. dniu cyklu rujo-
wego. Ekspresja biatka DNMT1 w ciatkach zo6ttych loszek otrzymujacych
infuzje E2 (33.3 pg E2 / infuzje) byta istotnie wyzsza (p<0.05) niz u loszek
otrzymujacych infuzje placebo. Ekspresja biatek DNMT3a i DNMT3b byla
istotnie nizsza (p<0.05) w ciatkach zo6ttych loszek otrzymujacych infuzje E3
(833 ng/infuzje) niz w CLs loszek, u ktérych do obu rogéw podawano pla-
cebo. Nie zaobserwowano réznic w ekspresji biatka DNMT1 w ciatkach z6t-
tych loszek w 12. dniu cyklu rujowego i w 12. dniu cigzy. Z kolei ekspresja
biatek DNMT3a i DNMT3b w ciatkach zo6ttych loszek w 12. dniu cigzy byla
nizsza (p<0.05) w poroéwnaniu do ekspresji tych bialek w ciatkach zéttych
loszek w 12. dniu cyklu rujowego.

Otrzymane wyniki pozwalaja na wyciagniecie wniosku, ze estradiol-17[
reguluje ekspresje biatek enzymoéw zaangazowanych w procesy metylacji
DNA w ciatkach zékych podczas wczesnej cigzy u Swini. Stymulacja przez
E2 ekspresji genu/biatka DNMT1 w ciatkach zéttych u loszek w modelu
in vivo, jak réwniez brak roznic w ekspresji genu/biatka DNMT1 w cial-
kach zéttych u loszek w 12. dniu cyklu rujowego i ciazy moze sugerowac,
ze estadiol-17p zaangazowany jest w podtrzymanie statych wzorcow mety-
lacji DNA genow kluczowych dla prawidlowego funkcjonowania ciatek
z6ttych. Ponadto, obnizenie ekspresji gendéw/biatek DNMT3a i DNMT3b
w ciatkach zottych loszek, ktérym podawano E2 do Swiatta macicy, jak row-
niez obnizona ekspresja genéw/biatek DNMT3a i DNMT3b w ciatkach z61-
tych loszek w 12. dniu cigzy, moze sugerowac, ze estradiol-173 moze chroni¢
ciatka zotte przed metylacja DNA de novo, co mogtoby zaburzac¢ prawidlowe
funkcjonowanie ciatek zéttych podczas wczesnej ciazy u Swini.
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Lokalizacja elementow szlaku
biogenezy pecherzykow
zewnatrzkomorkowych w blonie
sluzowej macicy i trofoblastach”

M.M. Guzewska!, Y. Heifetz?, M.M. Kaczmarek' 3

1 Institute of Animal Reproduction and Food Research, Polish Academy of Sciences,
Olsztyn, Poland
2 The Hebrew University of Jerusalem, Rehovot, Israel

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs, ang. extracellular vesicles) sq zroz-
nicowang populacjq kulistych struktur otoczonych podwéjna btong fosfolipi-
dowa. Ich sktad biochemiczny jest Scisle zalezny od rodzaju komorek, z kto-
rych sg uwalniane. Transportujq one biatka oraz kwasy nukleinowe, w tym
mikroRNA (miRNA) i moga modulowac procesy zachodzace w komorkach
docelowych. Pecherzyki klasyfikujemy w oparciu o rozmiar na egzosomy
(<100 nm) oraz mikropecherzyki (>100 nm). Egzosomy powstajq przede
wszystkim w wyniku wpuklenia blony do Swiatta p6Znych endosomoéw, two-
rzac tym samym struktury zwane cialami wielopecherzykowymi (MVBs,
ang. multivesicular bodies). Istotna role w sortowaniu zawartosci egzosomow
odgrywa kompleks ESCRT (ang. endosomal sorting complexes required for
transpot) skladajacy sie z czterech aktywnych podjednostek ESCRT-0, -I,
-II, i -III. Dodatkowo biatka z grupy Rab (Rab11, Rab27) zaangazowane sa
w fuzje blon i transport pecherzykéw. Biorac pod rozwage wyniki naszych
ostatnich badan, w ktorych ze Swiatla macicy ciezarnych loszek wyizolowa-
lisSmy EVs niosace miRNA, postanowiliSmy zlokalizowac elementy szlaku

* Badania finansowane z grantu KNOW2015/CB/PR0O1/27, w ramach Konsorcjum Naukowego
KNOW ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”.
3 e-mail: m.kaczmarek@pan.olsztyn.pl

23



biogenezy EVs w tkankach btony $luzowej macicy (endometrium) oraz tro-
foblastach swini. Aby potwierdzi¢ komérkowa lokalizacje biatek bedacych
komponentami kompleksu ESCRT oraz biatek z grupy Rab zastosowano bar-
wienie immunofluorescencyjne. Dodatkowo aby wykaza¢ obecnosci MVBs
i EVs w wyzej wymienionych tkankach wykonano obrazowanie przy uzyciu
transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Do badan wykorzystano mate-
riat pochodzacy od loszek ciezarnych bedacych w 12, 14, 16, 18 oraz 20 dniu
ciazy [DP] (n=2 — 4/dzien).

Stosujac mikroskopie elektronowa udato sie potwierdzi¢ obecnos¢ MVBs
i EVs w tkankach pobranych 12, 16 i 20DP. Zlokalizowano je zaréwno
w komorkach nabtonka powierzchniowego, jak i gruczolowego oraz
w komorkach trofoblastu. Wraz z postepujaca cigza obserwowano nagroma-
dzenie MVBs pod powierzchnig blony komorkowej komorek nabtonkowych
oraz trofoblastu. Rdwniez gruczoly maciczne wykazywaly wzrost aktyw-
nos$¢ sekrecyjnej, m.in. z udziatem EVs. Potwierdzono takze obecno$¢ EVs
na powierzchni komorek nabtonkowych i trofoblastu. Barwienia immuno-
fluorescencyjne umozliwity zlokalizowanie w endometrium i trofoblastach
(12-18DP) biatek nalezacych do rodziny Rab, miedzy innymi Rab11, Rab27A
i Rab7B. W przypadku biatek nalezacych do kompleksu ESCRT tkanki spe-
cyficznie eksprymowaly jedynie biatko VPS37.

Lokalizacja bialek zaangazowanych w powstawanie i uwalnianie EVs
sugeruje duza aktywnosc Sciezki biogenezy zar6wno w endometrium oraz
w tkankach pochodzenia zarodkowego, co zostalo potwierdzone we wcze-
Sniejszych badaniach ekspresji genéw. Nagromadzenie pecherzykow w 12DP
obserwowane zar6wno w komorkach nablonkowych endometrium, jak
i komérkach trofoblastu oraz na ich powierzchni — moze swiadczy¢ o wzmo-
zonej wymianie informacji molekularnej z udziatem EVs miedzy zarodkiem
a matka, na etapie matczynego rozpoznania Cigzy.
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Praktyczne zastosowanie
ultrasonografii w ocenie rozwoju
cigzy i wyznaczaniu terminu porodu
u zwierzat towarzyszacych”

P. Socha’?, T. Janowski!

I Katedra Rozrodu Zwierzqt z Klinikq, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko — Mazurski w Olsztynie, Polska.

Potrzeba trafnego wyznaczeniem terminu porodu u suk i kotek, byta
impulsem do badan nad mozliwosciami poglebionej kontroli ciazy u zwie-
rzat towarzyszacych. Najbardziej praktyczng metodq stosowang w progno-
zowaniu terminu porodu jest ultrasonograficzna biometria ptodowa, polega-
jaca na pomiarach wielkosci wybranych struktur anatomicznych oraz czesci
ciata ptodu w badaniu USG. Nastepnie po zastosowaniu wtasciwych wzorow
matematycznych uwzgledniajacych mase ciata badanych osobnikéw czy rase
dokonuje sie wyliczenia spodziewanego terminu porodu. Metoda zaklada,
ze rozw0j poszczegolnych czesci i organdéw ciala plodéw w czasie ciazy
ma charakter liniowy i jest proporcjonalny. W toku dotychczasowych badan
najbardziej przydatne z praktycznego punktu widzenia okazaty sie pomiary
wewnetrznej Srednicy jamy kosmowkowej — ICC oraz rozmiaru dwuciemie-
niowego — BP.

W 3 doswiadczeniach dokonano analizy skutecznosci ICC i BP w progno-
zowaniu terminu porodu w zaleznosci od zastosowanych wzoréw w wybra-
nych grupach pséw i kotéw. Sprawdzono skutecznos¢ dotychczasowych
wzoréw oraz w wybranych przypadkach zaproponowano wtasne. Badania

* Funded by KNOW (Leading National Research Centre) Scientific Consortium “Healthy Animal —
Safe Food”, decision of Ministry of Science and Higher Education No. 05-1/KNOW2/2015.
2 e-mail: piotr.socha@uwm.edu.pl
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polegaly na regularnych kontrolach USG na etapach zycia zarodkowego
i plodowego. Grupa psow ras olbrzymich: 24 suki (12 ras), 30 pomiaréw
ICC i 24 BP. Zastosowano wzory Luvoni i Grioni (2000) dedykowane dla
psow o Sredniej masie ciala. Uzyskana skuteczno$¢ prognozy: 54,16%
(£1 dzien, BP) i 90% (2 dni, ICC). Krzywe regresji ICC i BP uzyskane
z wynikow wilasnych byly bliskie krzywym Luvoni i Grioni (2000) dla ras
Srednich. Moze sugerowac to podobne tempo wzrostu ptodow ras $rednich
(10-25 kg) i olbrzymich. Rasa owczarek niemiecki: poddano analizie sku-
tecznos¢ 3 znanych dotad wzorow dla ICC i BP dedykowanych tej rasie.
Zbadano 34 suki; 53 pomiary ICC i 42 pomiary BP. Pordwnano skutecznos¢
wzorow oraz poréwnano krzywe regresji. Wzér Luvoni and Grioni (2000)
dla ICC byt najskuteczniejszy (+2 dni, 92,5%); przy pomiarach BP — wzor
Groppetti et al. (2015) (£2 dni, 95,2%). W badaniach pséw ras miniaturo-
wych: 24 suki <5 kg, 6 ras. Analiza krzywych wzrostu ICC i BP oraz zapro-
ponowanie wzorow dla ICC i BP sluzacych wyznaczaniu terminu porodu.
Dokonano pomiaru 25 ICC i 22 BP. Rozmiar ICC wahat sie miedzy 3,13 do
31,15 mm od 41 do 26 dni przed porodem, a BP 0d 9,77 do 22,10 mm miedzy
23 a 6 dniem przed porodem. Ukazano istotng statystycznie relacje miedzy
wzrostem ICC i BP a czasem do porodu. Uzyskane wzory moga miec zasto-
sowanie praktyczne: y = (0,62887 x ICC) — 44,04 y = (1,6190 x BP) — 39,70.
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Zmiany w behawiorze krow
jako wskaznik ich zdrowotnosci”

G. Grodkowski', K. Puppel?, T. Sakowski'

1 Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN, Jastrzebiec, Polska
2 Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Nauk o Zwierzetach,
Zaktad Hodowli Bydta, Warszawa, Polska

Celem pracy byto poréwnanie oraz zbadanie zmian behawioralnych wystepu-
jacych u kréw cierpigcych na kulawizny oraz kliniczng i podkliniczng postac
zapalenia wymienia.

W ostatnich latach w sektorze mleczarskim coraz mocniej zauwazalna
staje sie tendencja zwigzana z koncentracjg produkcji. Niestety w duzych sta-
dach problematyczne jest wczesne wykrywanie krow chorych, z zapaleniem
wymienia czy problemami lokomocyjnymi. Bardzo pomocna we wczesnym
diagnozowaniu tych schorzen moze by¢ obserwacja behawioru krow. W zalez-
nosci od ich typu krowa moze wykazywac zmniejszony apetyt, czy sktonno$¢
do dhuzszego odpoczynku. Bydto z rozwijajaca sie kulawiznag rzadziej przyj-
muje pozycje stojacg, a wiec krocej pobiera pasze. Natomiast krowa z zapa-
leniem wymienia z powodu obrzeku wiecej czasu spedza w pozycji lezacej.

Do doswiadczenia wybrano 50 kréw rasy brunatnej szwajcarskiej oraz
60 krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Wytypowane zwierzeta byty
w roznym wieku i réznym stadium laktacji. W sezonie letnim krowy przez
cala dobe przebywaly na pastwisku, schodzac do obory jedynie na czas doju.
Natomiast w sezonie zimowym bydlo byto utrzymywane w oborze wol-
nostanowiskowej. Wszystkie wybrane do doswiadczenia krowy wyposa-
zono w system pozwalajacy monitorowac ich behawior, czas spedzany na:

* The authors acknowledge the financial support for this project provided by transnational funding
bodies, being partners of the FP7 ERA-net project, CORE Organic Plus, and the cofound from the
European Commission.
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przezuwaniu, pobieraniu paszy, odpoczynku i aktywnosci fizycznej. Infor-
macje o stanie zdrowia zwierzat zostaly pobrane ze szczeg6towych raportow
weterynaryjnych oraz dokumentacji gospodarstwa.

W trakcie trwania doSwiadczenia odnotowano 17 kréw z problemami
uktadulokomotorycznego, 13 zkliniczng oraz 42 sztukiz podkliniczng postacig
zapalenia wymienia. Wykazano, ze u kréw z kulawiznami okres pobierania
paszy byl krétszy o okoto 115 min, natomiast okres odpoczynku byt dhuzszy
0 125 min w porownaniu ze sztukami zdrowymi. Nizsze pobranie suchej
masy w bezposredni sposob zwigzane byto rowniez z obnizeniem wydajnosci
o 1,5 kg/dzien. Krowy z kliniczng postacia zapalenia wymienia o 72 min.
krocej pobieraly pasze oraz o 77 min. dtuzej odpoczywaly w poréwnaniu do
kréw zdrowych. Zaobserwowano réwniez spadek produkcji dobowej mleka
0 4 kg. Wykazano takze istotne zmiany w behawiorze krow z podkliniczng
postacia zapalenia wymienia. Krowy te o 23 min. mniej czasu spedzaly na
pobieraniu paszy i o 20 min. dluzej odpoczywaty w poréwnaniu do zwierzat
zdrowych. We wszystkich przypadkach nie wykazano réznic w czasie spe-
dzonym przez krowy na przezuwaniu.
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Wplyw inuliny na rozwaj kosci

M. Sobol"? S. Raj', G. Skiba'

1 Zaktad Zywienia Zwierzqt, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt
im. Jana Kielanowskiego PAN, Polska

Spozywanie wysokotluszczowej diety bogatej w nasycone kwasy thuszczowe
pogorsza wlasciwosci kosci, a w konsekwencji moze powodowac osteoporoze
nawet w mtodym wieku. Jednym ze sposobow poprawy wlasciwosci koSci
moze by¢ suplementacja inuling. Inulina jest probiotykiem, ktory wptywa
na sktad mikroflory jelitowej i stymuluje wzrost Bifidobacterium oraz Lac-
tobacillus, ktére zwiekszaja tworzenie krotkotancuchowych kwasow thusz-
czowych. Kwasy te bezposrednio przyczyniaja sie do zwiekszenia absorpcji
Ca, Mg i Fe w jelitach. Niektore badania sugeruja, Ze podawanie inuliny
zwierzetom moze zwiekszy¢ wchianianie sktadnikdw mineralnych i pozy-
tywnie wplyna¢ na jakos¢ kosci; jednak badania te zostaly przeprowadzone
wylacznie na gryzoniach karmionych dietg standardowa.

Glownym celem prezentowanego doSwiadczenia byto okreslenie wptywu
inuliny na wiasciwosci kosci swin zywionych dieta wysokotluszczowa bogata
w nasycone kwasy ttuszczowe, o niezbilansowanej proporcji lizyny do energii
metabolicznej. W 50. dniu zycia 21 Swin przydzielono losowo do 3 grup:
kontrolnej (C) zywionej dietg standardowa, dwdch doswiadczalnych (T, T+I)
zywionych dietq wysokotluszczowa bogata w nasycone kwasy tluszczowe.
Swinie z grupy T+I otrzymywaly dodatkowo inuline w iloéci 7% dziennego
spozycia paszy. W 120. dniu zycia $winie zostaly poddane sedacji w celu
oznaczenia w calym ciele zawartosSci skltadnikow mineralnych i gestosci
mineralnej kosci przy uzyciu densytometru NORLAND. Po wykonaniu ana-
lizy densytometrycznej Swinie zostaty ubite. Z prawej pottuszy pobrano kos¢

2 e-mail: m.sobol@ifzz.pl
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udowa w celu okre$lenia wiasciwosci morfometrycznych, geometrycznych,
densytometrycznych i wytrzymatosciowych.

Swinie z grupy T+I mialy o okoto 7% wieksze przyrosty dzienne i o okoto
5% wyzsza koncowa mase ciata w poréwnaniu do swin z grup C i T (odpo-
wiednio 896 vs $rednio 840 g i 74,7 vs $rednio 71,2 kg, P < 0,05). Swinie z grup
T i T+I pobraty facznie srednio 114,8 kg paszy, a Swinie z grupy C 124 kg paszy
(P < 0,05), jednak Yaczne pobranie energii z paszy nie réznito sie pomiedzy
grupami. Swinie z grupy T+I pobraly 8 kg inuliny, ktéra wniosta dodatkowe
50,4 MJ EM. L.aczna ilo$¢ pobranej lizyny wynosita w grupach T i T+1 0,78 kg,
a w grupie C 1,22 kg. Zawarto$¢ skltadnikow mineralnych i gestos¢ mineralna
kosci w catym ciele Swin byly wyzsze w grupach T+1 i C niz w grupie T (odpo-
wiednio $rednio 1781,3 vs 1641,1 g, P < 0,011 0,990 vs 0,936 g/cm?, P < 0,05).
Wiasciwosci kosci udowej przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Wiasciwosci kosci udowej.

Grupa
Cechy
C T T+I
Masa, g 255,3 (£2,30) 245,9 (£2,20) 251,5 (+4,21)
Dhugos¢, cm 17,54 (£0,38) 17,64 (£0,23) 17,68 (£0,48)

Zawarto$¢ sktadnikow

mineralnych, g

67,98" (+2,41)

62,024 (+1,30)

65,48" (+1,58)

Gesto$¢ mineralna

C A B
kodel, glen 1,053¢(£0,013)  0,9764(+0,020) 1,022 (+0,020)
Wytrzymatos¢ kosci, N 430,3%(+£28,44)  368,14(+£32,24)  420,6"(+£20,80)
Maksymalna sita 349,0°(+15,90)  276,5*(+20,31)  320,9° (+15,00)

odksztatcajaca, N

Powierzchnia korowa,

mm?

347,9 (£34,19)

318,5 (+21,11)

297,8 (+23,10)

Grubos¢ warstwy

korowej, mm

5,738 (£0,42)

5,224 (+0,14)

5,13 (20,16)

Wskaznik korowo-

trzonowy,%

45,8 (+1,78)

42,3 (+1,64)

43,5% (+£2,18)

AB.C _rdznice istotne na poziomie P < 0,01;

&b _ rdznice istotne na poziomie P < 0,05.

Podsumowujac, suplementacja inuliny do wysokottuszczowej diety bogatej
w nasycone kwasy thuszczowe zmniejszyta negatywny wplyw takiej diety na
stopien zmineralizowania i wytrzymatos¢ kosci udowej rosnacych swin.
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Wykorzystanie innowacyjnej
suplementacji prosigt zelazem
w zapobieganiu niedokrwistosci na
tle niedoboru zelaza oraz jej wplyw
na rozwoj osobniczy i jakosc tuszy
u Swin’

M. Szudzik!, A. Joniczy', R. Mazgaj',
E. Smuda’, P. Lipinski', R.R. Starzynski'

1 Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN, Jastrzebiec, Polska

W projekcie podjeta zostala proba oszacowania dlugoterminowego (do
momentu uboju) wplywu innowacyjnej suplementacji zelazem, na meta-
bolizm zZelaza w watrobie i mieSniach, ich rozw6j ontogenetyczny oraz na
jakos¢ poubojowa tuszy. Zwigzana z niedoborem zelaza niedokrwisto$¢ pro-
sigt w okresie neonatalnym jest zaburzeniem, ktore w zr6znicowanym nate-
zeniu wystepuje powszechnie u prosiat wszystkich ras. Rutynowo stosowana
suplementacja prosiat dekstranem zelaza (DexFe) wigze sie z niekorzystnymi
fizjologicznie mechanizmami wchlaniania i reutylizacji tego mikroelementu.
Nasze badania z wykorzystaniem Zelaza hemowego w suplementacji prosiat
per os w potaczeniu z parenteralnym podaniem niskiej, nietoksycznej dawki
DexFe wykazujq korzystny wptyw tej nowatorskiej suplementacji w leczeniu
niedokrwistosci na tle niedoboru zelaza przy jednoczesnym wyeliminowaniu
jego toksycznosci. DoSwiadczenie przeprowadzono na prosietach dwoéch
ras: 990 i WBP. Prosieta podzielono na 2 grupy w obrebie kazdej z dwoch
ras — iniekcja DexFe 100 mg Fe/kg m.c. w 3 dniu po urodzeniu (tradycyjna

* Projekt promotorski w ramach Konsorcjum Naukowego KNOW ,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna
Zywno$¢”, umowa nr KNOW/IGHZ/RMK/PhD/2016/01, 1.09.2016-1.09.2019.
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suplementacja, grupa kontrolna) lub iniekcja 40 mg Fe/kg m.c. w 3 dniu zycia,
oraz pasza z dodatkiem liofilizowanej hemoglobiny bydlecej w ilosci 38 g Hb/
kg (612 mg Fe/kg) od 5 do 45 dnia zycia (grupa eksperymentalna, suplemen-
tacja mieszana). Pobrano krew, watrobe, Sledzione, nerke, miesien szeroki
grzbietu (latissimus dorsi) i miesien posladkowy wielki (gluteus maximus)
W pobranym materiale badawczym oznaczono morfologie krwi, parametry
biochemiczne zelaza, monitorowano wykorzystanie i zuzycie paszy oraz
przyrosty masy ciata. W Stacji Kontroli Uzytkowosci Trzody Chlewnej nale-
zacej do Zaktadu w Pawlowicach przeprowadzona zostata poubojowa ocena
wartos$ci rzeznej Swin. Wykazano, ze zastosowanie nowatorskiej suplemen-
tacji zelazem chroni prosieta obydwu ras przed wystapieniem niedokrwi-
stoSci z niedoboru Zelaza. Ponadto, status Zelaza u prosiat tak suplementowa-
nych byt zblizony do grupy zwierzat traktowanych tradycyjna dawka DexFe.
Jednakze, wykazano istotne statystycznie réznice miedzyrasowe w poziomie
zaréwno Zelaza hemowego jak i nie-hemowego w poszczeg6lnych tkankach.
W odroéznieniu od zwierzat nastrzykiwanych DexFe, w grupie zwierzat suple-
mentowanych dodatkiem Hb w obrebie obydwu ras odnotowano nieznaczny
spadek wartosci rzeznych, silniej wyrazony u miesnej linii 990. Podsumo-
wujac wyniki naszych badan po raz pierwszy wskazuja na mozliwos¢ wyko-
rzystania faczonej suplementacji zelaza w odchowie i tuczu prosiat.
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Rola neurotroficznego czynnika
pochodzenia mozgowego (BDNF)
w modulacji podwzgorzowej sieci

regulujgcej apetyt

B.J. Przyby}, M. Szlis!, A. Wéjcik-Gladysz"?

1 Zaktad Fizjologii Zwierzqt, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt
im. Jana Kielanowskiego PAN, Polska

Badania wykazaly, ze neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego
(BDNF), nalezacy do rodziny neurotrofin, uczestniczy w mechanizmach,
ktore promujq przezycie neuronow. Wystepowanie mRNA i biatka BDNF
stwierdzono w obszarach podwzgorza odpowiedzialnych za regulacje pobie-
rania pokarmu oraz integracje informacji o stanie energetycznym organizmu
na poziomie oSrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Duza aktywnosSc tego
neurohormonu zaobserwowano zar6wno u zwierzat, jak i u ludzi wykazuja-
cych objawy réznego rodzaju uzaleznien zywieniowych, w tym u pacjentow
cierpigcych na anoreksje czy bulimie. Celem przedstawionych badan byto
poznanie mechanizmu dziatania BDNF i jego wplywu na procesy regu-
lacji homeostazy energetycznej organizmu. Hipoteza badawcza zaklada,
ze BDNF jest wlaczony w modulacje aktywnoS$ci neuronéw neuropeptydu
Y (NPY), biatka agouti (AgRP), transkryptu regulowanego kokaing i amfe-
taming (CART) oraz a-melanokortyny (eMSH). wspottworzacych podwzgo-
rzowq neurohormonalng sie¢ regulujaca taknienie oraz, ze BDNF modyfikuje

* Doswiadczenie na zwierzetach sfinansowano ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki, grant PRE-
LUDIUM 9, nr 2015/17/N/NZ9/01110; przeprowadzone analizy sfinansowano z ,,Grantu na start”
przyznanych przez Dyrektora Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Pol-
skiej Akademii Nauk.

2 e-mail: a.wojcik@ifzz.pl
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ekspresje wybranych mikroRNA (miRNA) w brzuszno-przysrodkowym pod-
wzgobrzu (MBH) owcy.

W celu zweryfikowania hipotezy badawczej wykonano doswiadczenie na
dojrzatych plciowo owcach rasy Merynos Polski (n = 24). Przed rozpocze-
ciem doswiadczenia wszystkim zwierzetom zaimplantowano stalowe kaniule
prowadzace do trzeciej komory mozgu przy pomocy metody stereotaktycznej.
Przed rozpoczeciem gléwnego eksperymentu u owiec przeprowadzono syn-
chronizacje rui. Podczas fazy lutealnej cyklu rujowego u owiec (8-10 dzien
cyklu) , przez trzy kolejne dni wykonano nastepujace rodzaje infuzji do trze-
ciej komory mozgu:

1. Roztwor Ringera-Locke’a 480 pl /dzien (grupa kontrolna; n = 8)

2. BDNF w dawce 10 pg /480 pl /dzien (grupa eksperymentalna I; n = 8)

3. BDNF w dawce 60 pg /480 pl /dzien (grupa eksperymentalna II; n = 8)

Kazdego dnia wykonywano cztery 50-minutowe infuzje rozdzielone
30-minutowymi przerwami. Bezposrednio po zakonczeniu doswiadczenia
owce uSmiercono w celu pozyskania wybranych struktur podwzgorza do
oznaczenia ekspresji mRNA (npy, agrp, cart, pomc, pam) metodq Real-Time
gPCR. Wykonane zostato rowniez profilowanie ekspresji miRNA mogacych
uczestniczy¢ w regulacji aktywno$ci neuronéw NPY/AgRP oraz CART/
o-MSH.

Stwierdzono, ze BDNF powoduje zalezny od dawki wzrost ekspresji
mRNA npy i agrp w MBH. Ponadto BDNF obnizy! ekspresje mRINA cart oraz
pam przy rownoczesnym wzroscie ekspresji mRNA pomc. Wykazano row-
niez, ze BDNF wplynat na zmiany w ekspresji wybranych miRNA w MBH.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna przypuszczac¢, ze BDNF
moduluje funkcjonowanie proceséw zwiazanych z regulacja homeostazy
energetycznej organizmu poprzez zmiany w ekspresji mRNA npy, agrp, cart,
pomc oraz pam, a takze moze modyfikowac ekspresje wybranych miRNA
w MBH owcy.
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Wplyw preparatu wytlokowego
z malin na synteze oraz profil kwasow
zolciowych w tresci jelita slepego
szczurow Wistar”

B. Fotschki'?, J. Juskiewicz!, A. Jurgonski', N. Rigby>*, M. So6jka?,
K. Kotodziejczyk? A. Mackie* 4, Z. Zdunczyk!

1 Zaktad Biologicznych Funkcji Zywnosci, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywno$ci PAN
w Olsztynie, Polska
2 Instytut Technologii i Analizy Zywnosci, Politechnika £édzka, £6dZ, Polska
3 Institute of Food Research, Norwich Research Park, Norwich, United Kingdom
4 School of Food Science & Nutrition, University of Leeds, Leeds, United Kingdom

Jednym z czynnikow zwiekszajacych ryzyko wystepowania stanow zapal-
nych i indukcji procesow kancerogenezy w przewodzie pokarmowym jest
nadmierna zawarto$¢ w treSci jelita wtornych kwasow zétciowych, m.in.
deoksycholowego (DCA) i litocholowego (LCA). W przeciwdziataniu temu
zjawisku, indukowanemu dieta bogata w thuszcze, moga by¢ przydatne zabiegi
zywieniowe skutkujgce obnizeniem poziomu cholesterolu we krwi i wtérnych
kwasow zotciowych w tresci jelit oraz regulacja syntezy kwasow zotciowych
w watrobie. Wyniki dotychczasowych badan uzasadniajq hipoteze, ze takie
wiasciwosci mogg wykazywac biologiczne aktywne zwigzki, wystepujace
w produktach ubocznych przetworstwa niektorych owocéw, m.in. malin.
Znaczacy czes¢ produktu ubocznego przetworstwa malin stanowig nasiona
(ok. 70%) charakteryzujace sie wysoka zawarto$cia wielonienasyconych
kwasow thuszczowych (WNKT). Wiele badan przedstawia prozdrowotne

* Badania finansowane z Grantu nr UMO-2014/15/N/NZ9/02425 przyznanego przez Narodowe
Centrum Nauki.
¢ e-mail: b.fotschki@pan.olsztyn.pl
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dziatanie WNKT zwigzane z poprawa profilu lipidowego, regulacja syntezy
kwaséw zotciowych oraz wskaznikow stanu zapalnego w watrobie. Niestety
wszystkie zwiazki obecne w nasionach najczeSciej przechodza przez ukiad
trawienny w stanie nienaruszonym wplywajac na obnizenie wartosci biolo-
gicznej wytlokdw z malin. Celem eksperymentu bylo zbadanie mozliwosci
zwiekszenia prozdrowotnych wiasciwosci wyttlokéw z malin poprzez drob-
noziarniste rozdrobnienie i/lub frakcjonowanie miazszu i nasion.

Doswiadczenie zywieniowe zostato wykonane na szczurach Wistar podzie-
lonych na 6 grup po 8 osobnikow tj. grupa ze standardowa dietg dla gryzoni
laboratoryjnych (C), grupa z dieta wysokottuszczowa (HF) oraz 4 grupy
zwierzat z dieta HF wzbogacong 7% dodatkiem r6znych rodzajow wytlokow
malinowych: natywne wyttoki rozdrobnione standardowo (HFSGS), natywne
wytloki o drobnoziarnistym rozdrobnieniu (HFNGS), wytloki pozbawione
nasion o rozdrobnieniu standardowym (HFSG) oraz drobnoziarnistym
(HENG).

Po 8 tygodniach Zywienia zwierzat dieta HF odnotowano charaktery-
styczne zaburzenia w profilu kwasow zotciowych (BA) w tresci jelita $lepego
oraz parametrach funkcjonowania watroby. Dodatek do diety HF drobno
zmielonych natywnych wytlokow malinowych obnizyto stezenie amoniaku
oraz wplyneto korzystnie na metabolizm BA zmniejszajac stezenie wtér-
nych kwasow zotciowych tj. DCA i LCA w tresci jelita Slepego. Dodatkowo,
ten sam preparat malinowy obnizy} stezenie cholesterolu i BA w watrobie.
Obserwowane zmiany w syntezie BA oraz metabolizmie lipidow mogty by¢
zwigzane ze znaczacym zmniejszeniem poziomu ekspresji bialek FGF19,
FGFR4 oraz PPARa w watrobie. Odwrotny efekt odnotowano gdy do diety
HF dodano drobno zmielony beznasienny wytlok malinowy. Dieta HFNG nie
zmienila stezenia amoniaku oraz nie wplyneta znaczaco na zmniejszenie syn-
tezy wtornych kwasow zotciowych w tresci jelita Slepego. W watrobie zwie-
rzat zywionych dieta HFNG odnotowano zwiekszong ekspresje SHP beda-
cego jednym z gléwnych biatek regulujacych synteze BA. Podsumowujac,
obecnos¢ nasion i poziom zmielenia wytlokéw malinowych miaty znaczacy
wplyw na profil BA w tresci jelita Slepego oraz synteze BA w watrobie
szczurow zywionych dietq HF. Najnizsze stezenie wtérnych kwasow zotcio-
wych w tresci jelita slepego odnotowano u zwierzat zywionych dieta z drobno
zmielonymi natywnymi wytlokami malinowymi.
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Z astosowanie fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ do wizualizacji
biofilmu w przewodzie pokarmowym
kurczat zywionych dietami
z dodatkiem probiotyku”

P. Konieczka'?, K. Nowicka', S. Smulikowska'

1 Zaktad Zywienia Zwierzqt, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt
im. Jana Kielanowskiego PAN, Polska

Sktad i aktywno$¢ mikroflory bakteryjnej oddziatuje na stan funkcjonalny
przewodu pokarmowego kurczat brojlerow. Wystepujace w mieszankach
paszowych polisacharydy nieskrobiowe (NSP) nie s trawione przez kur-
czeta, ale zmieniaja aktywno$¢ fermentacyjng w koncowych odcinkach
przewodu pokarmowego. Wprowadzanie do diet kurczat enzyméw powodu-
jacych rozklad NSP przyczynia sie do zwiekszenia dostepnosci sktadnikow
pokarmowych, natomiast uzycie probiotykow powoduje korzystne zmiany
w skladzie mikroflory bakteryjnej. Jednak o skutecznos$ci probiotykow decy-
duje w duzej mierze stopien zasiedlenia oraz zdolnosS¢ wytworzenia struktu-
ralnego biofilmu przez symbiotyczne szczepy bakterii w przewodzie pokar-
mowym, gdyz ogranicza to mozliwos¢ kolonizacji tego sSrodowiska przez
bakterie patogenne.

Celem badan bylo okreSlenie aktywnosci mikroflory bakteryjnej oraz
wizualizacja biofilmu w réznych odcinkach przewodu pokarmowego u kur-
czat zywionych dietami z dodatkiem enzymu oraz probiotyku.

* Badania finansowane z projektu ,,Zwiekszenie wykorzystania krajowego biatka paszowego dla pro-
dukcji wysokiej jakosci produktéw zwierzecych w warunkach zréwnowazonego rozwoju” przyzna-
nego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi.

2 e-mail: p.konieczka@ifzz.pl
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Przygotowano diety eksperymentalne (pszeniczno-sojowe z dodatkiem
grochu; 250 g/kg) oraz diete kontrolng bez dodatku grochu. Do diet ekspe-
rymentalnych dodawano enzym z grupy karbohydraz, probiotyk (spory bak-
terii Bacillus subtilis) lub oba dodatki. Diety podawano kurczetom Ross 308
utrzymywanych indywidualnie w klatkach metabolicznych w okresie od 9.
do 28. dnia zycia. W 29. dniu zycia od kurczat pobrano tres¢ z jelita biodro-
wego oraz tre$¢ z jelit Slepych do oznaczen koncentracji krétkotanicuchowych
kwasow thuszczowych (SCFA) oraz aktywnosci glikolitycznych enzymow
bakteryjnych. Od kurczat pobrano wycinek wola, dwunastnicy, jelita cien-
kiego, jelita biodrowego oraz jelita Slepego do wizualizacji biofilmu przy
wykorzystaniu metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (Histo-FISH).

Dodatek probiotyku spowodowal pogorszenie wspotczynnika wykorzy-
stania paszy u kurczat, natomiast dodatek enzymu czeSciowo niwelowat ten
efekt. Wprowadzenie nasion grochu do diet nie wplynelo istotnie na kon-
centracje SCFA w jelitach Slepych ale zwiekszylo te koncentracje w jelicie
biodrowym. Aktywnos$¢ 2 enzymow bakteryjnych w jelicie biodrowym
i 4 enzymo6w bakteryjnych w jelitach Slepych byla nizsza u tych kurczat
w poroéwnaniu do kontroli. Dodatek probiotyku do diet korzystnie wptywat
na tworzenie biofilmu przez bakterie Bacillus subtilis w przewodzie pokar-
mowym ptakéw: w wolu i dwunastnicy bakterie byty zlokalizowane w formie
agregatow przylegajacych do czesci paszy, w jelicie cienkim i biodrowym
zaobserwowano tworzace sie struktury biofilmu przylegajace do warstwy
wydzielniczej, natomiast w peli strukturalny biofilm bakterii Bacillus sub-
tilis przylegajacy do kosmkow jelitowych stwierdzono w jelicie Sslepym.

Wyniki wskazuja, ze dodatek enzymu oraz probiotyku do diet zawieraja-
cych nasiona grochu nie zwieksza istotnie fermentacji w konicowych odcin-
kach jelita u kurczat, jednak w réznym stopniu oddziatuje na aktywnos¢
mikroflory bakteryjnej w jelicie biodrowym oraz w jelitach slepych. Dodatek
probiotyku do diet wspomaga tworzenie biofilmu przez bakterie Bacillus sub-
tilis w przewodzie pokarmowym ptakéw.
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Zmiennosc¢ wirusa grypy ptakow
i jej wplyw na przebieg zakazen
i epidemiologie grypy u drobiu
i ptakow dzikich”

K. Smietanka’, E. Swieton

Zaktad Chorob Drobiu, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Paristwowy Instytut Badawczy
w Putawach, Polska

Wirusy grypy cechuje duza zmiennos¢, wynikajaca z dwéch mechanizmow.
Po pierwsze, podczas replikacji powstaje wiele nieznacznie r6znigcych sie od
siebie wariantow genetycznych wirusa (okreslanych jako quasispecies), kto-
rych wzajemne proporcje zalezg od aktualnych wartosci przystosowawczych
poszczegolnych fenotypow wygenerowanych w wyniku mutacji. Podczas
zmiany warunkow srodowiska (np. nowy gospodarz, stosowanie chemio-
terapeutykow, itp.), w rezultacie naturalnej selekcji, najlepiej dostosowany
wariant fenotypowy zaczyna dominowac¢. Przykladem gwattownej zmiany
wlasciwosci biologicznych wirusa grypy ptakéw jest mutacja w genie hema-
glutyniny (HA) prowadzaca do transformacji zjadliwosci z niskiej (LPAI
— grypa ptakow o niskiej zjadliwosci) do wysokiej (HPAI — grypa ptakow
o wysokiej zjadliwosci). Interesujacym, chociaz stabo poznanym zjawiskiem,
jest efekt ,,waskiego gardta” (ang. ,,bottleneck™), polegajacy na gwattownym
spadku zr6znicowania genetycznego wirusa grypy podczas transmisji zakazen
z jednego organizmu na drugi. Wykazano to w eksperymentalnych badaniach
wlasnych w odniesieniu do wirusa LPAI pochodzacego od indykow i pasa-
zowanego na kurach. Wyjasnieniem fenomenu ,,waskiego gardla” w tym

* Badania cze$ciowo finansowane z grantéw Narodowego Centrum Nauki (2015/17/N/NZ6/03515
i2016/21/B/NZ6/01258).
1 e-mail: ksmiet@piwet.pulawy.pl
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przypadku jest pojawianie sie wariantow wirusa o coraz lepszym stopniu
adaptacji do nowego gospodarza, ktére w okreslonym momencie, w rezul-
tacie selekcji naturalnej, zaczynaja dominowac, zwiekszajac homogennosc
genetyczna populacji. Wykazano réwniez, ze na poziom zr6znicowania gene-
tycznego wiruséw grypy wptywa gatunek gospodarza. Dla przyktadu, w eks-
perymentalnym zakazeniu przepiorek, indykow i kaczek tq samg wyjsciowa
zawiesing wirusa LPAI stwierdzono najwiekszy stopien heterogennosci
wirusa u przepiorek i prawie niezauwazalny u kaczek, przy czym zroznico-
wanie dotyczyto glownie genu HA.

Drugi mechanizm zmienno$ci wynika z faktu posiadania przez wirusy
grypy segmentowanego genomu, przez co moze dochodzi¢ do ich wymiany
pomiedzy wirusami réznego pochodzenia, zakazajacymi organizm w tym
samym czasie. Proces ten nosi nazwe reasortacji genetycznej. Powstajace
W ten sposOb warianty wirusa w sposob nagly zmieniaja swoje wtasciwosci
biologiczne. Przyktadem sa wirusy HPAI podtypu H5 z tzw. kladu 2.3.4.4,
ktore powstalty w wyniku reasortacji pomiedzy wirusami HPAI podtypu
H5N1, wystepujacymi endemicznie u drobiu w Azji, a wirusami LPAI roz-
nych podtypow, krazacymi u dzikich ptakow wodnych. Posiadaja one row-
niez ,mieszanke” cech wiruséw ,rodzicielskich”: z jednej strony wykazuja
wysoka zjadliwos$¢ dla wielu gatunkéw ptakéw dzikich i drobiu, a z drugiej
strony posiadajg dos¢ wysoki poziom adaptacji do organizmu niektorych
gatunkow ptakow blaszkodziobych, umozliwiajacy ich miedzykontynentalna
transmisje. Wirusy H5 kladu 2.3.4.4 wywotaly w latach 2014-2018 duze epi-
demie HPAI u drobiu i dzikich ptakow w Europie i Azji (gtéwnie podtypy
H5N8, H5N6 i H5N5) oraz Ameryce Péinocnej (gtownie podtyp H5N2).
W Polsce w latach 2016/2017 stwierdzono obecnos¢ 65 ognisk u drobiu i 68
u ptakow dzikich, w zdecydowanej wiekszosci wywotanych przez wirus pod-
typu H5N8, w dwoch przypadkach rowniez wirus podtypu H5NS.
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Z astosowanie rekombinowanego
bialka kapsydu cirkowirusa golebiego
do oceny seroprewalencji PiCV
u golebi reprodukcyjnych oraz
pobudzania swoistej odpornosci
przeciwko temu wirusowi’

T. Stenzel’

Katedra Choréb Ptakéw, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warmirisko-
Mazurski w Olsztynie, Polska

Jednym z wiekszych probleméw zdrowotnych w hodowli gotebi sa zespoty
chorobowe bedgce nastepstwem immunosupresji o tle zakaznym. Za praw-
dopodobny zakazny czynnik immunosupresyjny u tych ptakow uwazany jest
cirkowirus gotebi (Pigeon Circovirus, PiCV). Zakazenia tym wirusem sa
szeroko rozpowszechnione w calym Swiecie. Za przyczyne szybkiego roz-
przestrzeniania sie PiCV w populacji gotebi nalezy uznac przede wszystkim
miedzynarodowe loty konkursowe gotebi pocztowych oraz miedzykontynen-
talny handel tymi ptakami. PiCV uwazany jest rowniez za gtéwny czynnik
zakazny wywotujacy tzw. Zespét Choroby Gotebi Miodych (Young Pigeons
Disease Syndrome, YPDS).

Aktualnie zakazenia wywotane przez PiCV diagnozowane sa gltéwnie za
pomoca metod biologii molekularnej, jednak w przypadku probek pobranych
przyzyciowo czesto uzyskuje sie wyniki fatszywie ujemne w testach PCR.
Profilaktyka jak i diagnostyka zakazen PiCV sa stabo opracowane ze wzgledu

* Badania finansowane z Grantu nr 2014/15/D/NZ6/02416 przyznanego przez Narodowe Centrum
Nauki, a doSwiadczenia z wykorzystaniem gotebi przeprowadzono za zgoda LKE w Olsztynie nr
64/2014.

1 e-mail: tomasz.stenzel@uwm.edu.pl
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na brak mozliwosci namnazania tego wirusa w warunkach laboratoryjnych,
co jest przyczyna braku serologicznych testéw diagnostycznych oraz sku-
tecznych szczepionek.

W zwiazku z powyzszym podjeto badania majace na celu prébe opra-
cowania testu serologicznego z uzyciem rekombinowanego biatka kapsydu
(rCP) PiCV jako antygenu diagnostycznego. Antygen ten wykorzystano row-
niez do immunizacji ptakow celem oceny reakcji uktadu odpornosciowego
na jego podanie.

Antygen uzyskano poprzez klonowanie do plazmidu ekspresyjnego
pET6xHN-N pelnej sekwencji cap krajowego izolatu PiCV nalezacego do
szczepu PL-53 wykrytego i opisanego przez autora w 2014r. Gen CP transfor-
mowano do bakterii E. coli szczepu BL21 (DE3) Rosetta blue metoda szoku
termicznego. Indukcje nadekspresji rCP wywotywano poprzez dodanie IPTG
do plynnej hodowli bakterii. Po 16 godzinach hodowli zawiesine bakterii
wirowano i oczyszczano biatko metodg chromatografii powinowactwa przy
uzyciu kolumn zawierajacych zloza niklowe. Antygenowo$¢ uzyskanego
biatka okreslano metoda Dot Blot. Tak uzyskany antygen wykorzystano do
opracowania testu in-house ELISA i badan metodg ELISPOT oraz do immu-
nizacji ptakéw doswiadczalnych.

Wyniki badan serologicznych stad reprodukcyjnych wykazaly, ze wiek-
szo$¢ przebadanych ptakow posiadata przeciwciata (Srednio 71,92% bez
wzgledu na status zakazenia PiCV). Warto$¢ S/P réznila sie statystycznie
(p<0,01) i wynosita 0,48 i 0,28, przy czym wartos¢ wyzszg stwierdzono
u ptakéw podklinicznie zakazonych PiCV.

Wyniki badan serologicznych ptakéw immunizowanych rCP wyka-
zaly wyrazny wzrost ilosci przeciwcial IgG u gotebi szczepionych (Srednie
OD = 3,92) w porownaniu do grupy kontrolnej (Srednie OD = 1,8) pod koniec
eksperymentu (60 dni od pierwszej immunizacji). Odwrotng zaleznosc zaob-
serwowano w przypadku swoiscie uczulonych limfocytow B (limfocyty B
pamieci immunologicznej), ktoérych bezwzgledna liczba byta najwyzsza po
pierwszym szczepieniu (wartosci bezwzgledne 230,48 oraz 58,67 odpo-
wiednio u ptakow szczepionych i nieszczepionych) i stopniowo spadata do
konca trwania eksperymentu.

Reasumujac powyzsze nalezy stwierdzi¢, Ze opracowany antygen moze
by¢ z powodzeniem stosowany w diagnostyce serologicznej zakazen PiCV
do oceny swoistej odpornosci humoralnej i komérkowej w warunkach labo-
ratoryjnych oraz moze stanowic potencjalny antygen szczepionkowy, stuzacy
do swoistego uodporniania gotebi przeciwko PiCV.
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Badania epidemiologiczne zwierzat
gospodarskich, wolno zyjacych oraz
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Ocena wystepowania
i charakterystyka molekularna
koronawirusow w populacji dzikich
ptakow w Polsce”

J. Mitek, K. Domanska-Blicharz'

Zaktad Chorob Drobiu, Panstwowy Instytut Weterynaryjny-Paristwowy Instytut Badawczy
w Putawach, Polska

Koronawirusy (coronaviruses — CoVs) to wirusy o genomie RNA, wywotu-
jace zachorowania u szerokiego spektrum gatunkéw ptakow i ssakdw, w tym
rowniez u cztowieka. Zgodnie z taksonomia, w obrebie podrodziny Corona-
virinae wyroznia sie cztery rodzaje, z ktérych gamma i deltakoronawirusy
wykrywane sa glownie u ptakéw. W obrebie rodzaju Gammacoronavirus
znajduja sie patogeny stanowigce powazny problem w produkcji drobiarskiej
tj. wirus zakaznego zapalenia oskrzeli (IBV), koronawirus indykéw (TCoV)
oraz koronawirus perliczek (GfCoV). Ponadto dotychczasowe dane dowodza,
iz CoVs wystepuja rowniez w populacji ptakdw wolnozyjacych jako infekcje
subkliniczne. Bioragc pod uwage duze zr6znicowanie gatunkowe ptakéw
oraz ich zdolno$ci migracyjne podejrzewa sie, iz pelnig one role rezerwuaru
i Zrodta rozprzestrzeniania CoVs. Dlatego tez waznym aspektem w epidemio-
logii koronawiruséw jest okreslenie prewalencji tych wiruséw w populacji
dzikich ptakow oraz ich charakterystyka.

W tym celu przebadano 2194 wymazéw z kloaki (1494 — wymazy poje-
dyncze, 700 — wymazy pulowane po 5 od danego gatunku) pobierane od dzi-
kich ptakéw w ramach monitoringu grypy ptasiej prowadzonego na terenie
catej Polski w latach 2009-2017. Do wykrywania koronawirusow zastosowano

* Badania finansowane z Grantu KNOW nr KNOW2015/CB/PRO1/33.
1 e-mail: domanska@piwet.pulawy.pl
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metody RT-PCR/nested PCR, w ktorych uzyte startery byty komplementarne
do fragmentu genu wirusowej polimerazy. Uzyskane sekwencje poddano
analizie filogenetycznej z wykorzystaniem programéw BioEdit 7.2.5. oraz
MEGA v7.

W przebadanym materiale obecno$¢ koronawirusow stwierdzono w 60
pojedynczych wymazach (4%) i w 83 spulowanych prébach (11,9%). Prze-
prowadzona analiza filogenetyczna wykazala, iz wykryte CoVs naleza do
rodzaju Gamma- jak rowniez Deltacoronavirus. Wyzszy odsetek, 5,7% stano-
wily gammaCoV (125 préb dodatnich), natomiast deltaCoV — 0,8% (17 préb
dodatnich). W przewazajacej wiekszosci wykryte gammaCoV izolowano
od ptakow blaszkodziobych (Anseriformes) tj. kaczka krzyzéwka, kaczka
cyranka, tabedz niemy, ges gegawa oraz ge$ zbozowa, a takze siewkowych
(Charadriiformes): mewa $mieszka, siwa i srebrzysta, zurawiowych (Gru-
iformes): lyska zwyczajna, golebiowych (Columbiformes): golab miejski
i pocztowy i u jednego gatunku (bazant) z rzedu grzebiacych (Galliformes).
GammaCoV wykryte u gesi zbozowej (ACoV/Bean goose/PL-Mw51/09)
i bazanta (ACoV/Pheasant/Pl-Mw56/12A) wykazywaly duza homologie do
TCoV i IBV wystepujacych u drobiu. Rodzaj Deltacoronavirus zidentyfiko-
wano u gatunkow z rzedu siewkowych (mewa Smieszka, mewa siwa, rybitwa
rzeczna, kszyk), a takze w pojedynczych prébach pochodzacych od bazanta
i kormorana (Suliformes). Co ciekawe, deltaCoV bazanta (ACoV/Pheasant/
PL-Mw378/09B) wykazal bliskie pokrewienstwo do deltakoronawiruséw
wystepujacego u swin (JQ065043), wrébla (JQ065045) oraz kota bengal-
skiego (EF584908).

Uzyskane wyniki potwierdzaja, iz dzikie ptaki infekowane sg zar6wno
przez gamma- jak i deltakoronawirusy, chociaz ich prewalencja nie jest
wysoka. Poréwnujac obie grupy wykrytych CoVs mozna zaobserwowac
znaczne zroznicowanie w zakresie gospodarza w przypadku gammaCoV,
z kolei deltakoronawirusy wykazywaly wyzsza specyficznos¢ gatunkowa.
Ponadto, wykrycie u gesi zbozowej i bazanta gammaCoVs blisko spokrew-
nionych z TCoV i IBV sugeruje, Ze ptaki wolnozyjqce biorg udziat w rozprze-
strzenianiu tych wirusow do populacji drobiu.
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Z astosowanie HRMA do oceny
korelacji miedzy polimorfizmem genu
ail a biotypem szczepow Yersinia
enterocolitica

A. Bancerz-Kisiel" 3, A. Szczerba-Turek!, A. Platt-Samoraj’,
M. Michalczyk?, W. Szweda!

1 Katedra Epizootiologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warmirisko-
Mazurski w Olsztynie, Polska
2 Katedra Parazytologii i Choréb Inwazyjnych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Polska

Istotnym chromosomalnym markerem zjadliwosci Yersinia (Y.) enterocoli-
tica jest gen ail, kodujacy produkcje biatka Ail (attachment invasion locus)
— polipeptydu o masie 17 kDa, odgrywajacego istotna role we wstepnych eta-
pach zakazenia. Celem badan byla ocena wystepowania polimorfizmu poje-
dynczych nukleotydéw (SNP — single nucleotide polymorphism) w ampliko-
nach genu ail szczepéw Y. enterocolitica nalezacych do réznych biotypow.
Materiat badawczy stanowito 227 szczepow Y. enterocolitica nalezacych do
roznych biotypéw: 10 ail-pozytywnych szczepow biotypu 1A, 13 szczepow
biotypu 1B, 21 szczepéw biotypu 2 oraz 183 szczepy biotypu 4. Analizowano
zarowno szczepy pochodzace z potwierdzonych klinicznie przypadkow jer-
siniozy u ludzi, jak réwniez szczepy wyizolowane od zwierzat niewykazuja-
cych objawow charakterystycznych dla jersiniozy.

SNP wykrywano w badanych sekwencjach genu ail przy uzyciu Corbett
Rotor-Gene 6000™ z funkcja HRM (High Resolution Melting). Otrzymane

* Sfinansowano ze Srodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna
Zywno$¢”, decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015, konkurs
ESR3.

3 e-mail: a.bancerz-kisiel@uwm.edu.pl
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wyniki analizowano przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene HRM, kla-
syfikujacego badane amplikony do poszczegélnych genotypow. Analiza
polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw genu ail umozliwita zidentyfiko-
wanie 3 genotypow: 1A, 1B, 2/4 oraz 3 wariacji. Analiza sekwencji genu ail
szczepow Y. enterocolitica nalezacych do biotypu 1B (genotyp 1B) ujawnita
99,8% podobienstwa pomiedzy badanymi sekwencjami nukleotydowymi
a wzorcowa sekwencjq Y. enterocolitica AM286415 — wykryto tylko jedna
mutacje, tranzycje G2007848T. Natomiast analiza szczepdw Y. enterocolitica
nalezacych do biotypu 1A (genotyp 1A) wykazala obecnos¢ dwoch SNP —
tranzycji G2007848T i G2008088T. Analiza szczepow Y. enterocolitica nale-
zacych do biotypow 2 i 4 (genotyp 2/4) ujawnita, ze ich sekwencje nukleoty-
dowe genu ail byly identyczne w 100%. Jednak w poréwnaniu z Y. enteroco-
litica AM286415 charakteryzowaty sie obecnoscig az 14 SNP. Bezposrednie
sekwencjonowanie wariacji wykazalo, ze wszystkie charakteryzowaty sie
obecnos$cig 14 SNPs, a zatem zostaty zaliczone do genotypu 2/4.

Zastosowanie metody HRM do badania SNP w amplikonach genu ail
umozliwilo wykazanie korelacji miedzy polimorfizmem genu ail a biotypem
badanego szczepu Y. enterocolitica. Analiza filogenetyczna przeprowa-
dzona w oparciu o sekwencje nukleotydowe fragmentéw genu ail ujawnita
bowiem obecno$¢ trzech réznych grup filogenetycznych, scisle skorelowa-
nych z biotypem szczepow, a niezaleznych od Zrédta ich izolacji (ludzie lub
zwierzeta). Pierwsza grupa skladala sie ze szczepow Y. enterocolitica nale-
zacych do wysoce chorobotworczego biotypu 1B, druga obejmowata niepa-
togenne szczepy biotypu 1A, a trzecia szczepy Y. enterocolitica nalezace do
stabo patogennych biotypéw 2 i 4. Opracowana metoda HRM, réznicujaca
niepatogenne, stabo patogenne i wysoce patogenne szczepy Y. enterocolitica
moze zatem stanowiC alternatywe dla standardowego biotypowania, seroty-
powania, a nastepnie sekwencjonowania izolatow.
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Wieloskladnikowa metoda
wykrywania i oznaczania substancji

przeciwbakteryjnych w paszach
technika LC-MS/MS

Ewelina Patyra', Carolina Nebot?, Rosa E. Gavilan?,
Alberto Cepeda?, Krzysztof Kwiatek'

1 Zaktad Higieny Pasz, Paristwowy Instytut Weterynaryjny-Panstwowy Instytut Badawczy
w Putawach, Polska
2 Zaktad Chemii Analitycznej, Zywienia i Bromatologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Santiago de Compostela, Lugo, Hiszpania

Od momentu odkrycia antybiotykdw w latach 40-tych XX w. staly sie one
nieodzowna czescig lecznictwa weterynaryjnego. Przez szereg lat stosowane
byly jako tzw. antybiotykowe stymulatory wzrostu (ASW) wplywajace na
tempo przyrostow masy ciata zwierzat rzeznych. Niestety juz w 1969 roku
w opublikowanym raporcie Swanna opisano, ze jedng z gtdéwnych przyczyn
rosnacej lekoopornosci drobnoustrojow chorobotwérczych jest nieracjonalne
i nadmierne stosowanie substancji przeciwbakteryjnych w lecznictwie wete-
rynaryjnym, glownie jako ASW w paszach. Od lat 70-tych XX w. zaczeto
wycofywa¢é ASW ze stosowania u zwierzat rzeznych, az w 2006 roku zaka-
zano w krajach nalezacych do Unii Europejskiej catkowitego ich stosowania
w paszach. Obecnie jedyna legalng forma podawania substancji przeciw-
bakteryjnych w paszach sq pasze lecznicze wytwarzane w zarejestrowanych
i posiadajacych zezwolenie na ich produkcje wytworniach.

Aktualnie w krajach cztonkowskich UE prowadzona jest kontrola pasz
zarowno leczniczych (na zgodnos¢ z deklaracjg producenta lub homogenicz-
nos$¢) oraz pasz niedocelowych (mieszanek czyszczacych czy pasz pochodza-
cych z gospodarstw). W przypadku pasz niedocelowych obecnie obowigzuje
termin ,,zero tolerancji”, co oznacza, Zze w paszy ,nie leczniczej” nie moga
wystepowac nawet $§ladowe ilo$ci substancji przeciwbakteryjnych.
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W przypadku pasz, aktualnie nie ma wyznaczonych zadnych limitow
pozostatosci, czy maksymalnych limitow pozostato$ci oraz oficjalnych metod
analitycznych, co daje dowolnos¢ w kreowaniu metod umozliwiajacych
wykrywanie i oznaczanie substancji przeciwbakteryjnych w paszach niedo-
celowych. Przez wiele lat do skriningu stosowane byly metody mikrobiolo-
giczne, lecz metody te wykazujq niewystarczajacq selektywnosc¢ i specyficz-
no$¢ dla niskich stezen substancji przeciwbakteryjnych w paszach. Metody te
zaczeto zastepowac technikami chromatograficznymi z detekcja: UV, DAD,
FLD czy spektrometrii mas (MS lub MS/MS). Obecnie jedna z najczulszych,
najbardziej selektywnych i specyficznych jest technika LC-MS/MS.

Celem prezentowanej pracy byto opracowanie metody wieloskltadnikowej
pozwalajacej na analize kilkunastu substancji przeciwbakteryjnych z r6znych
grup chemicznych w paszach niedocelowych w jednym postepowaniu anali-
tycznym technika LC-MS/MS.

Do badan wybrano nastepujace zwiazki: ciprofloksacyne, enrofloksacyne,
erytromycyne, linkomycyne, penicyline G, tiamuline, trimetoprim, tylozyne,
sulfadiazyne, sulfametazyne i walnemuline. Z dwugramowej prébki paszy
przeprowadzono ekstrakcje wymienionych zwigzkéw z zastosowaniem mie-
szaniny 0,1% kwasu mrowkowego w acetonitrylu. Tak przygotowane probki
wytrzasano, a nastepnie odwirowano i 4 ml otrzymanego ekstraktu zatezono
w strumieniu azotu. PozostaloS¢ rozpuszczono w wodzie o pierwszej klasie
czystosci i oczyszczono przez filtr strzykawkowy. Przygotowana probke
poddano analizie chromatograficznej z zastosowaniem uktadu LC-ESI-MS/
MS. Rozdziat analizowanych zwiazkéw przeprowadzono na kolumnie bife-
nylowej z zastosowaniem fazy ruchomej sktadajacej sie z 0,1% kwasu mrow-
kowego w acetonitrylu i 0,1% kwasu mrowkowego w wodzie Mili-Q. Czas
analizy wynosit 24 minuty.

Opracowang metode poddano walidacji zgodnie z wytycznymi zawar-
tymi w Decyzji Komisji Europejskiej 657/2002/EC. Otrzymano zadawala-
jace parametry walidacyjne z wysokimi odzyskami w granicach od 76,04 do
117,39% oraz wspotczynnikami zmiennosci mieszczacymi sie w zakresie 2,41
do 19,27%. Opracowana metoda pozwala na oznaczanie jedenastu zwigzkow
przeciwbakteryjnych w probce paszy w zakresie od 250 do 2500 pg/kg oraz
wykazuje przydatno$¢ do rutynowych analiz probek pasz réznego pocho-
dzenia.
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Mykotoksyny i ich metabolity
w paszach dla zwierzat — nowe
wyzwania w toksykologii
weterynaryjnej’

L. Panasiuk!, P. Jedziniak

Zaktad Farmakologii i Toksykologii Paristwowy Instytut Weterynaryjny-Panstwowy Instytut
Badawczy w Putawach, Polska

Mykotoksyny sa to wtérne metabolity grzybow plesniowych, powszechnie
obecne m.in. w zbozach, a takze w paszach. Stanowia istotny problem w toksy-
kologii weterynaryjnej, wykazujac wiasciwosci teratogenne, neurotoksyczne,
kancerogenne, teratogenne badZz estrogenne. Z toksykologicznego punktu
widzenia najwazniejszymi mykotoksynami sa: aflatoksyna B1, deoxyniva-
lenol (DON), zearalenon (ZEN), ochratoksyna, fumonizyny B1 i B2 (FB1
i FB2) oraz toksyna T-2 i HT-2, ktore posiadaja sugerowane dopuszczalne
limity w paszach oraz aflatoksyna M1, cytrynina i patulina w zywnosci.
Ostatnio duzo uwagi poSwieca sie takze metabolitom mykotoksyn, powsta-
jacym w wyniku biotransformacji przeprowadzonej przez grzyby, bakterie,
badz rosliny. Te modyfikowane mykotoksyny sa szczegolnie istotne, gdyz
moga mie¢ zdecydowanie wyzsza toksyczno$¢ niz forma podstawowa (np.
ZEN metabolizowany do a-zearalenolu), badZ w wyniku trawienia w przewo-
dzie pokarmowym mogg by¢ uwalniane do bardziej toksycznej formy podsta-
wowej przez odlaczenie reszty cukrowej (np. deoksyniwalenol-3-glukozyd;
DON-3G), co skutkuje niedoszacowanymi wynikami monitorowanych pasz.
Z drugiej strony naukowcy coraz czesciej zwracaja uwage na wystepowanie

* Badania finansowane z projektu KNOW Konsorcjum ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
MNiSW nr 05-1/KNOW2/2015.
1 e-mail: lukasz.panasiuk@piwet.pulawy.pl
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tzw. ,,emerging mycotoxins” w zywnosci dla ludzi i zwierzat. Ciggle niewiele
jest informacji na temat ich toksycznosci, a takze ich ewentualnemu prze-
chodzeniu do produktow pochodzenia zwierzecego. Dlatego tez, Europejski
Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci opublikowat raport, w ktérym podkresla
konieczno$¢ ciaglego monitorowania poziomoéw ,emerging mycotoxins”
(np. enniatyny; ENNs, bowerycyna; BEA) w paszach oraz zywnosci, a takze
wskazuje potrzebe kolejnych badan toksykologicznych, gdyz obecna wiedza
nie pozwala na ustalenie tolerowanego dziennego spozycia (TDI) poszcze-
gblnych toksyn, prawidlowej oceny ryzyka, a w konsekwencji ustalenia urze-
dowego limitu.

Bioragc pod uwage wszystkie wyzej wymienione aspekty, rozpoczeto
badania nad opracowaniem metod analitycznych oznaczania mykotoksyn
w paszach przy uzyciu chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowaq
spektrometrig mas (LC-MS/MS), ktére umozliwiajg jednoczesne oznaczanie
kilkudziesieciu toksyn i ich pochodnych. Opracowane metody analityczne
zostaly wykorzystane do wstepnego zbadania probek zaréwno mieszanek
paszowych jak i kiszonek dla bydla.

Wyniki przebadanych 80 probek pasz wskazuja, ze wystepowanie myko-
toksyn regulowanych jest na stalym poziomie, aczkolwiek zdecydowanie
ponizej ustalonych limitéw. Sposrod wszystkich analitéw najczesciej ozna-
czane byly DON, ZEN, FB2, T-2 oraz niwalenol, obecne w ponad 60% prze-
badanych prébek. W przypadku analiz mykotoksyn modyfikowanych na
uwage zastuguja stezenia DON-3G, ktore stanowity okoto 25% macierzy-
stego analitu. Co wiecej, bardzo czesto wykrywane byly ,,emerging mycoto-
xins”, np. BEA, ktéra byla obecna w 90% przebadanych kiszonek dla bydta.
Analiza statystyczna pokazata takze silng korelacje pomiedzy stezeniami nie-
ktorych mykotoksyn np. DON i ZEN (0,74, p<0,05). Przedstawione wyniki
badan pokazuja, ze istnieje duze ryzyko narazenia zwierzat na mykotoksyny,
dlatego potrzebny jest ciagly monitoring pasz.
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Indukcja pluripotencji makrofagow
swin w kontekscie uzyskania linii
komorkowych do namnazania wirusa
ASF

K. Urbaniak® 23, J.A. Richt?

1 Zakiad Choréb Swiri, Paristwowy Instytut Weterynaryjny — Paristwowy Instytut Badawczy
w Putawach, Polska
2 Wydziat Medycyny Diagnostycznej/Patobiologii, Uniwersytet Stanowy Kansas w Manhattan,
KS, USA; Centrum Doskonalenia nad pojawiajqcymi sie i zoonotycznymi chorobami zwierzqt
(CEEZAD), Uniwersytet Stanowy Kansas w Manhattan, KS, USA

Afrykanski pomér swin (ASF) jest wysoce zakazng i najczesciej Smiertelng
chorobg trzody chlewnej i dzikéw. Czynnikiem etiologicznym tej choroby
jest duzy, otoczkowy wirus bedacy jedynym przedstawicielem rodziny Asfa-
rviridae. Wirus afrykanskiego pomoru $win (ASFV) zakaza gtéwnie komorki
odpornosciowe linii mieloidalnej, przede wszystkim monocyty i makro-
fagi [1]. W zwigzku z tym monocyty i/lub makrofagi pobrane od zdrowej
Swini wykorzystywane sa do izolacji ASFV i diagnostyki ASF. Obecnie jest to
jedyny znany system in vitro umozliwiajacy namnazania wszystkich szczepow
ASFV. Praca z hodowla pierwotng obcigzona jest jednak pewnymi wadami,
tj. na przyklad koniecznos¢ ciggltego dostepu do Zrédta komorek, zmudny
i kosztowny proces ich pozyskiwania, a takze zmiennos¢ miedzy uzyskanymi
seriami komorek [2]. Najlepszym rozwiazaniem byloby zastosowanie linii
komorkowej wrazliwej na zakazenie ASFV. W dostepnym piSmiennictwie
mozna znalez¢ informacje o kilku liniach (np. VERO, COS-1, 3D4/2, WSL),
ktére umozliwiaja namnazanie niektérych, przewaznie uprzednio zaadopto-
wanych do nich szczepow ASFV.

W zwigzku z tym istnieje potrzeba uzyskania linii komérkowej, najlepiej
pochodzacej z komoérek naturalnego gospodarza, wrazliwej na zakazenie
wszystkimi szczepami ASFV. Tak wiec celem tej pracy byla préba pozy-
skania indukowanych, pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC)
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z makrofagéw $wini. Pluripotencjalne komorki macierzyste majq zdolnosé
samoodnowy i moga by¢ utrzymywane w hodowli in vitro w nieskonczonosc¢.

W doswiadczeniu uzyto makrofagi pochodzace ze szpiku kostnego oraz
makrofagi alweolarne pobrane od S$wini wolnej od zakazenia ASFV. Nastepnie
komorki te poddano reprogramowaniu poprzez wprowadzenie genéw kodu-
jacych biatka KLF4, SOX2, OCT4, c-MYC, NANOG oraz LIN28A. W tym
celu postuzono sie wektorami lentiwirusowymi drugiej generacji (psPAX2,
pMD2.G, pSIN4-CMV-K2M, pSIN4-EF2-02S pSIN4-EF2-N2L) firmy Add-
gene.

Szczepy bakteryjne z w/w plazmidami namnozono zgodnie z zaleceniami
producenta. Nastepnie plazmidy oczyszczono przy uzyciu zestawu firmy
Qiagen. Wykonano transfekcje komorek linii A293T ostatecznie uzyskujac
trzy lentiwirusy zawierajace po dwa geny: KLF4 i c-MYC, OCT4 i SOX2 lub
NANOG i LIN28A, dla ktorych nastepnie okreslono liczbe kopii przy uzyciu
iloSciowego PCR w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcja. Znajac
liczbe kopii wykonano ko-infekcje makrofagéw swin trzema lentiwirusami
w rownych proporcjach [3]. Po 4 dniach od transdukcji, zakazone makro-
fagi przeniesiono na 6-dotkowe ptytki zawierajace inaktywowane mysie
embrionalne fibroblasty (iMEF), stuzace jako warstwa odzywcza dla hodowli
iPSC. Codziennie zmieniano medium: DMEM/F12 z substytutem surowicy,
B-merkaptoetanolem, aminokwasami endogennymi, penicylina/streptomy-
cyna oraz zasadowym czynnikiem wzrostu fibroblastow. Po 15-20 dniach
potencjalne kolonie iPSC (przyzyciowe barwienie znakowanymi przeciw-
ciatami Tra-1-60 i Tra-1-81) pasazowano i prowadzono hodowle w medium
iPSC firmy Stemcell (TeSR-E8) i bez iMEF, codziennie zmieniajac madium.
Nastepnie wyrosniete, potencjalne kolonie iPSC zawieszono w specjalnym
medium firmy Stemcell (mFreSR), zamrozono i przechowano w cieklym
azocie do dalszych badan.

PiSmiennictwo:

Franzoni G. et al., Vet Microbiol. 2017, 198, 88-98.
Sanchez E.G. et al., Scientific Reports 2017, 7:10369.
Nethercott et al., Methods Mol Biol. 2011, 767, 67-85.
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Immunoterapia komorkowa
w leczeniu nowotworow u psow”

J. Bujak', I. Szopa', A. Labedz!, K. Majchrzak® >

1 Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Polska

Immunoterapia komoérkowa stanowi obecnie jedng z najbardziej obiecuja-
cych metod leczenia nowotworow, rowniez tych w zaawansowanym stadium
rozwoju. Sposréd réznych rodzajéw immunoterapii, najbardziej skuteczny
jest adoptywny transfer komorek (ang. Adoptive Cell Transfer — ACT), ktory
polega na podaniu do krwioobiegu pacjenta onkologicznego miliardow
zywych efektorowych komérek immunologicznych, gtéwnie limfocytow T
cytotoksycznych lub komérek NK. Zrédtem komérek shuzacych do transferu
moze by¢ tkanka nowotworowa lub krew obwodowa pacjenta onkologicz-
nego. W pierwszym przypadku izolowane i namnazane sq tzw. limfocyty infil-
trujace nowotwor, w drugim wyizolowane z krwi komorki sa modyfikowane
genetycznie, aby specyficznie rozpoznawaty antygeny nowotworowe. Dzieki
takiej modyfikacji limfocyty T wykazuja ekspresje chimerycznego receptora
antygenowego (ang. Chimeric Antigen Receptor — CAR), ktéry pozwala im
rozpoznawac i niszczy¢ komorki rakowe.

Rozwdj metod zwigzanych z immunoterapia u ludzi wymaga jednak prze-
prowadzenia badan przedklinicznych i klinicznych z wykorzystaniem orga-
nizmoéw immunokompetentnych. Stosownym do tego modelem badawczym

* Projekt ,Modification of signaling pathways in canine Th17 lymphocytes subset to improve adoptive

cellular immunotherapy for humans” realizowany w ramach programu FIRST TEAM Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej: ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Pro-
gramu Operacyjnego Inteligentny Rozwéj 2014 — 2020.
Badania pilotazowe finansowane w ramach projektu badawczego ESR (Early Stage Researcher) oraz
stypendium POST-DOC Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze-Bezpieczna Zywno$¢” KNOW
(Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy).

2 e-mail: kinga_majchrzak@sggw.pl
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jest pies domowy (Canis lupus familiaris), bedacy pacjentem klinik wetery-
naryjnych. W przeciwienstwie do modelu myszy laboratoryjnej, guzy nowo-
tworowe u psOw powstajg naturalnie i spontanicznie oraz charakteryzuja sie
duza réznorodnoscia, podobnie jak u ludzi. Istnieje wiele podobienstw gene-
tycznych, epidemiologicznych i klinicznych miedzy nowotworami u ludzi
i psow. Na poziomie komorkowym procesy zachodzgce podczas rozwoju
choroby nowotworowej sa niemal identyczne u obu gatunkéw. Podobnie,
funkcjonowanie ukladu odpornosciowego i odpowiedZ immunologiczna
wykazuja wiele cech wspélnych.

Badania przez nas prowadzone skupiaja sie na limfocytach T pomocniczych
typu 17 (Th17) w celu poprawy protokotéw immunoterapii u ludzi*. Limfo-
cyty Th17 stanowiq stosunkowo niedawno odkryta subpopulacje komérek
zaangazowanych w procesy autoimmunologiczne. Badania wykazaly row-
niez ich niezwykly potencjal w zwalczaniu ztoSliwego nowotworu skory,
czerniaka, w immunoterapii u myszy. Komorki te charakteryzuja sie duza
plastycznosciag i zdolnoscig do samoodnowy. Celem projektu jest poprawa
aktywnosci przeciwnowotworowej psich limfocytéw Th17 poprzez modyfi-
kacje szlakéw sygnatowych (PI3K i Wnt/(3- kateniny). Aktywacja limfocytow
jest ztozonym procesem polegajacym na zaangazowaniu zaroOwno receptora
limfocytow T jak i receptorow kostymulujacych oraz interleukiny 2. Przepro-
wadzone prze nas badania wskazujq takze na wpltyw temperatury, pH oraz
sity sygnatu stymulujacego na aktywacje limfocytow izolowanych od psow.

Badania na modelu psa domowego sa niezwykle wazne dla onkologii
porownawczej i rozwoju immunoterapii cztowieka, majq takze duze zna-
czenie w poszerzeniu zakresu terapii oferowanych w onkologii weteryna-

ryjnej.
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Przeciwzapalna funkcja receptorow
TRPA1 i TRPV1 w przebiegu
eksperymentalnie wywolanego stanu
zapalnego blony sluzowej zoladka

M. Zatecki!, J. Kun?, J. Kaleczyc!, Z. Helyes?, E. Pintér?

1 Katedra Anatomii Zwierzqt, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Polska
2 Katedra Farmakologii i Farmakoterapii, Wydziat Medyczny, Uniwersytet w Pécs, Wegry

Rodzina receptorow przejsciowego potencjatu TRP (ang. transient receptor
potential), ktorej glownymi przedstawicielami jest receptor ankirynowy
(TRPA1), oraz waniloidowy (TRPV1) odgrywa wazng role w odpowiedzi
tkanek na bodZce ze Srodowiska zewnetrznego. Receptory pobudzane sq sze-
regiem bodZcow fizycznych (takich jak zmiany temperatury) oraz chemicz-
nych (kapsaicyna, akroleina — substancje powszechnie wystepujace w ostrych
przyprawach). Wiekszos$¢ wspotczesnie prowadzonych badan wiagze funkcje
receptorow TRPA1 i TRPV1 z wyzwalaniem nerwowych impulsow czu-
ciowych, cho¢ zmiany ekspresji tych receptoréw byly obserwowane takze
w przebiegu stanéw zapalnych wystepujacych na terenie ukladu oddecho-
wego, a w Swietle najnowszych badan, takze uktadu pokarmowego. Stany
zapalne przewodu pokarmowego naleza do grupy schorzen zwierzat gospo-
darskich bezposrednio wplywajacych na produkcje zwierzeca (np. trzody
chlewnej). Na przestrzeni lat zmieniat sie rowniez poglad na temat spozy-
wania ostrych przypraw przez ludzi cierpigcych na owrzodzenia zotadka —
pierwotnie uwazano, ze ich spozywanie jest wysoce niewskazane, podczas
gdy eksperymenty ostatnich lat sugerujg ich korzystny wpltyw. Wobec powyz-
szego, przeprowadziliSmy eksperyment majacy na celu weryfikacje udzialu
receptora TRPA1 oraz TRPV1 w przebiegu eksperymentalnie wywotanego
stanu zapalnego blony sluzowej zoladka wykorzystujac odpowiednie myszy
knock-out.
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W eksperymencie wykorzystano 3 grupy myszy knock-out (TRPA1 KO,
TRPV1 KO, TRPA1-V1 — podwoéjny KO) oraz grupe myszy kontrolnych
(wild animals — C57). Zwierzeta w kazdej z grup byty podzielone na 2 pod-
grupy, z ktérych jedna otrzymywata 200 pl 50% EtOH zglebnikiem bezpo-
$rednio do zotadka przez 2 kolejne dni (podgrupa alkoholowa), natomiast
druga w ten sam sposob otrzymywata roztwér soli fizjologicznej (podgrupa
bezalkoholowa).

W fazie koncowej eksperymentu zwierzeta poddano eutanazji i wypre-
parowano zoladki. Stopien zaawansowania stanu zapalnego blony Sluzowej
zoladka byl oceniany makroskopowo, natomiast wykorzystujac technike
Real-Time PCR okreslano zmiany poziomoéw ekspresji genu kodujacego
interleukine 6 (IL6) w Zotadku.

Badanie makroskopowe wykazalo bardzo zaawansowane zmiany zapalne
obejmujace duzy obszar blony Sluzowej zoladka u wszystkich zwierzat
nokautowych poddanych dziataniu alkoholu (podgrupy alkoholowe), nato-
miast u wszystkich zwierzat z grup bezalkoholowych, jak rowniez u zwierzat
kontrolnych (C57) z podgrupy alkoholowej blona §luzowa nie wykazywata
zmian patologicznych, lub obserwowane zmiany byty ledwie dostrzegalne.

Analiza wynikow Real-Time PCR wykazata 5.2 krotny wzrost ekspresji
genu kodujacego IL-6 w alkoholowej podgrupie zwierzat kontrolnych C57
(w stosunku do zwierzat bezalkoholowych) natomiast w grupach zwierzat
knock-out wzrosty te wynosity odpowiednio: 27.8, 40.3 i 102.6 dla TRPV1
KO, TRPA1 KO oraz TRPA1-V1 podwdjnego KO.

Uzyskane wyniki bezsprzecznie wykazuja istotng funkcje ochronng i prze-
ciwzapalng pelniong przez receptory TRPA1 i TRPV1 w przebiegu stanu
zapalnego blony sluzowej zoladka jak réwniez uwidaczniajg ich synergi-
styczne wspotdziatanie.
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Wplyw TGFp1, TGFpB3 oraz
naskorkowych mediow pohodowlanych
na cechy funkcjonalne fibroblastow
skory wlasciwej pochodzacych od
myszy Balb/c (Foxn1/*; model gojenia
bliznowego) oraz myszy nude (Foxnl7/;
model gojenia regeneracyjnego)”

Joanna Bukowska, Marta Kopcewicz, Anna Kur-Piotrowska, Anna Zuzanna
Szostek-Mioduchowska, Katarzyna Walendzik, Barbara Gawronska-Kozak

Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie, Polska

Gojenie ran skornych u ssakéw odbywa sie na drodze reperacji, ktora w prze-
ciwienstwie do sporadycznie wystepujacej, bezbliznowej regeneracji, zwia-
zana jest z rozwojem fibrozy i wytworzeniem blizny. Kluczowym czynni-
kiem odpowiedzialnym za gojenie ran w sposob bliznowy jest czynnik trans-
krypcyjny Foxnl. Jakkolwiek ekspresja Foxnl ogranicza sie do komorek
naskorka (keratynocytow), jego dzialanie rozprzestrzenia sie na calg skore,
stanowiac jeden z kluczowych elementoéw determinujacych dialog pomiedzy
poszczegbdlnymi warstwami tej tkanki.

Celem badan byla analiza poréwnawcza cech funkcjonalnych fibrobla-
stow skory wiasciwej (DFs) pochodzacych od myszy Balb/c (Foxnl*/%)
reprezentujacych sposob gojenia bliznowego oraz myszy nude (Foxnl?/)

* Badania finansowane ze Srodkéw dotacji KNOW (Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy) Konsor-
cjum Naukowe,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”, decyzja Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego No 05-1/KNOW?2/2015, numer grantu UMO-KNOW?2016/IRZiBZ/ESR2/01/2 oraz
wspéHinansowane ze $§rodkéw Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii
Nauk, grant wewnetrzny GW11/2014.
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stanowigcych unikatowy model gojenia bezbliznowego (regeneracja). Szcze-
g6lng uwage zwrocono na réznice we wrazliwosci obu typéow DFs na dzia-
tanie kluczowych dla procesu gojenia cytokin: TGFB1 oraz TGFf33. Zbadano
takze wplyw naskorkowych mediow pohodowlanych (keratinocyte condi-
tional media — KCM) pochodzacych z hodowli keratynocytéw izolowanych
od myszy Balb/c oraz nude na wybrane cechy komérkowe DFs.

Wykazano wyzszy potencjat proliferacyjny DFs nude w poréwnaniu do
DFs Balb/c (p<0,05), jak rowniez zaobserwowano wieksze zdolnosci DFs
nude do réznicowania w kierunku komorek thuszczowych (p<0,0001). Fibro-
blasty izolowane od myszy Foxnl+/+ (Balb/c) charakteryzowaty sie szyb-
szym tempem migracji (p<0,05) oraz zwiekszong zdolno$cig obkurczania
dyskow kolagenowych (p<0,05) w poréwnaniu do DFs pochodzacych od
myszy Foxnl’/- (nude). Wykazano stymulujacy wptyw TGFf1 (izoforma
pro-fibrotyczna) oraz TGF[B3 (izoforma anty-fibrotyczna) na zywotnos¢ DFs
Balb/c, jednakze nie obserwowano wptywu tych cytokin na zywotnos¢ DFs
nude. Obydwie izoformy hamowatly zdolnoSci migracyjne DFs izolowanych
zaréwno od myszy Balb/c jak i myszy nude (p<0,01). Natomiast wylacznie
TGFB3 zwiekszat poziom aktyny miesni gltadkich (aSMA; markera fibrozy)
oraz synteze kolagenu typu 1 w DFs nude. Wplyw KCM na zywotnos¢ DFs
roznit sie w zaleznosci od typu medium wykazujac przeciwstawne dziatanie
dla KCM pochodzacych z hodowli keratynocytéw Foxnl*/* oraz keratyno-
cytow Foxnl7/.

Cechy funkcjonalne DFs, istotne z punktu widzenia gojenia ran, roznia
sie w zaleznosci od typu skéry (typ regeneracyjny skory (nude; Foxnl-/-)
vs typ naprawczy skory (Balb/c; Foxnl+/+)). Podobnie, wrazliwos¢ DFs
na dziatanie cytokin (TGF[1, TGFB3) oraz KCM wykazuje istotne roznice
pomiedzy badanymi modelami myszy prowadzac do konkluzji, iz dziatanie
czynnika Foxnl wykracza poza miejsce jego ekspresji (naskorek) ksztattujac
cechy komérek warstwy dermalnej, ktéra aktywnie uczestniczy w procesie
gojenia ran.

66



Wplyw transformujacego czynnika
wzrostu-f1 na metaloproteinazy
w procesie wloknienia macicy klaczy

A.Z. Széstek-Mioduchowska', A. Bactawska', K. Okuda* 3, D.J. Skarzynski'

1 Department of Reproductive Immunology and Pathology, Institute of Animal Reproduction
and Food Research, Polish Academy of Sciences, Olsztyn, Poland
2 Laboratory of Reproductive Endocrinology Graduate School of Natural Science
and Technology, Okayama University, Okayama, Japan
3 Obihiro University of Agriculture and Veterinary Medicine, Obihiro, Japan

Endometrosis to wieloczynnikowe schorzenie, bedace jedng z glownych
przyczyn wczesnego obumierania zarodkow, zmniejszonej ptodnosSci oraz
poronien u klaczy. Cechq charakterystyczng tego schorzenia jest wtoknienie
zrebu lacznotkankowego oraz tworzenie torebek widknistych okolonaczy-
niowych i okotogruczotowych. Proces widknienia jest konsekwencja nad-
miernego odkladania kolagenu oraz innych skladnikow macierzy zewnatrz-
komarkowej (ECM). Jedna z kluczowych cytokin bioracych udziat w pro-
cesie wloknienia jest transformujacy czynnik wzrostu $1 (TGF)-B1. U klaczy
wykazano, ze poziom TGF-f1 ro$nie w btonie sluzowej macicy w przebiegu
endometrosis. Glownym zadaniem metaloproteinaz (MMP) jest rozkiad
sktadnikow ECM, a zachwianie rownowagi pomiedzy produkcjq sktadnikow
ECM, a aktywnoscia enzymow ja rozkladajacych by¢ moze przyczynia sie do
procesu widknienia tkanek. Gléwnym celem prowadzonych badan jest opi-
sanie roli TGF-B1 w kontekscie regulacji ekspresji i aktywnosci metaloprote-
inaz i ich inhibitorow w procesie wtoknienia btony sluzowej macicy klaczy.

W celu okreslenia wptywu TGF-B1 na ekspresje i uwalnianie metalopro-
teinaz (MMP-1, 2, 3, 9 i -13) oraz TIMP-1 i -2 wykonano hodowle komér-
kowe fibroblastow pochodzacych z btony Sluzowej macicy klaczy. Komérki
stymulowano TGF-31 w dawkach: 1; 5; 10 ng/ml przez 24, 48 i 72 godz.
Nastepnie w medium hodowlanym okre$lono stezenie MMP-1, 2, 3, 91i -13
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oraz TIMP-11i -2 przy uzyciu metody immunoenzymatycznej (EIA), ekspresje
tych czynnik6w na poziomie mRNA przy uzyciu Real-time PCR oraz aktyw-
no$¢ MMP-2 i MMP-9 przy uzyciu zymografii. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze TGF-f1 we wszystkich dawkach nie mial wptywu na uwalnianie i eks-
presje MMP-2 na poziomie mRNA (P>0.05) oraz aktywno$¢ pro-MMP-2
(P>0.05) po 24, 48 i 72 godz. Z kolei TGF-f31 w zaleznosci od zastosowanej
dawki i czasu stymulacji zwiekszal aktywnos¢ pro-MMP-9, ekspresje oraz
uwalnianie MMP-9 z fibroblastéw blony $luzowej macicy klaczy (P<0.05).
Stwierdzono rowniez, iz TGF-f1 w zaleznosSci od zastosowanej dawki i czasu
stymulacji wptywat na ekspresje i uwalnianie MMP-1, -3, -9, -13 oraz TIMP-1
(P<0.05)

Otrzymane wyniki sugeruja, ze TGF-B1 nie blokuje aktywnosci meta-
loproteinaz poprzez wplyw na ekspresje i uwalnianie TIMP-2. Uzyskane
wyniki wskazuja, Ze TGF-1 bierze udziat w przebudowie btony Sluzowe;j
macicy klaczy poprzez wplyw na ekspresje MMP-1, -3, -9, -13 oraz TIMP-1,
ale nie poprzez wpltyw na ekspresje, uwalnianie i aktywnosci MMP-2.
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The role of p38MAPK/MITF axis in
hematopoietic stem cells depletion in
Fanconi anemia cells”
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1 CNRS — UMR8200, Equipe labellisée ,,La Ligue contre le Cancer”, Villejuif, France
2 Gustave Roussy Cancer Center, Villejuif, France
3 Université Paris Saclay — Paris Sud — Orsay, France
4 Warsaw University of Life Sciences — SGGW-WULS, Warsaw, Poland

Fanconi anemia (FA) is an inherited disease caused by loss-of function muta-
tions in one of the 21 FANC genes (FANC A-U). It is characterized by phy-
sical abnormalities, genomic instability and predisposition to malignancies.
Moreover, Fanconi anemia is almost always characterized by an exhaustion
of hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) which leads to progres-
sive bone marrow failure (BMF). One of the most frequently affected genes
in FA patient is FANCA. Thus, it indicates a significant role of FANCA protein
in bone marrow physiology.

The molecular pathogenesis of BMF during FA still remains unknown.
However, some data indicate that p38MAPK signaling pathway is chroni-
cally active in FA cells. Moreover, it acts upstream to the transcription factor
Microphthalmia (MiTF) — recently described as a transcriptional regulator of
the expression of several FANC genes.

Thus, the aim of this study was to verify if alterations in the p38MAPK/
MITF axis are present in the mouse model of FA and if so, define their role in

* Staz finansowany przez Konsorcjum Naukowe KNOW ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
nr umowy: UMO-KNOW2016/SGGW/PDC3/01/1.
5 e-mail: kaja_urbanska@sggw.pl
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the BMF development in FA. The researches were conducted on mouse model
knock out in Fanca, FANCA mutated human lymphoblasts derived from FA
patients as well as HeLa cells transfected with siRNA against FANCA.

The results have shown that unstressed Fanca-/- mice present several
hallmarks of stress hematopoiesis, including constitutive activation of the
p38MAPK signaling pathway. Moreover, FANCA-loss-of function in hema-
topoietic mouse cells or in human cells from FA patients leads to a stable
expression of MiTF in p38MAPK-dependent manner. The high expression of
MITF results in increased cycling of normally quiescent HSPCs and appears
to constitute the direct reason of their premature exhaustion. Finally, it was
discovered that the shRNA-mediated depletion of Mitf or the reduction of its
expression following p38MAPK inhibition lead to a significant improvement
of FA hematopoiesis and to an efficient prevention of their genomic instabi-
lity.

The overall results elucidate a mechanism that participates in BMF deve-
lopment in FA patients. They indicate that HSC dormancy and function can
be restored by p38MAPK/MITF signaling inhibition. Thus, an inhibition of
p38MAPK could be included in FA treatment modality in the future.
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Komorkowe metody diagnozowania
przerzutow nowotworowych
w plucach myszy BALB/c metoda
pozytonowej tomografii emisyjnej
(PET)"
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3 Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego, Warszawa, Polska
4 Uniwerytet Sapienza, Rzym, Wlochy
5 Uniwersytet Walijski, Cardiff, Wielka Brytania

Wedhug statystyk — nowotwory, po chorobach ukladu sercowo-naczynio-
wego, sq drugq przyczyna zgondéw na swiecie. Wiekszo$¢ zgonéw z powodu
choroby nowotworowej zwigzana jest z obecnosScig przerzutow. Wykrycie
nawet matego przerzutu, z reguly nie oznacza wykrycia choroby we wcze-
snym stadium. Rokowanie w chorobie nowotworowej jest tym lepsze, im
wczesniej dojdzie do postawienia diagnozy i rozpoczecia leczenia. Dlatego
tez niezwykle wazne sa badania nad poprawa technik diagnostycznych do
wykrywania najmniejszych przerzutow nowotworowych — mikroprzerzutow.

Badania przeprowadzono za pomoca techniki obrazowania funkcjonalnego
— pozytonowej tomografii emisyjnej (PET). Myszom BALB/c z rakiem jelita
grubego CT26 (model nieprzerzutujacy) lub rakiem sutka 4T1 (model przerzu-
tujacy) wstrzyknieto makrofagi linii RAW 264.7 wyznakowane odpowiednim

* Badania finansowane z Grantu nr UMO-2015/18/E/NZ6/00642 SONATA BIS przyznanego przez
Narodowe Centrum Nauki.
2 e-mail: lukkir@outlook.com
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radioznacznikiem. Radioznacznikami znakowano komérki bezposrednio,
albo najpierw taczono je z czasteczkami apoferrytyny i powstaly kompleks
Yadowano do komorek. Do niniejszych badan wykorzystywano makrofagi
aktywowane interleuking-4, co zmienito ich stopien polaryzacji z M0 na M2.
Makrofagi spolaryzowane w kierunku M2 (aktywacja alternatywna) cechuja
sie tym, Ze majq preferencje do naciekania miejsc hipoksyjnych. Po dotarciu
do silnie hipoksyjnego guza nowotworowego lub ogniska przerzutowego,
makrofagi zatrzymywaty sie w tych miejscach i emitowaly promieniowanie,
obierane przez detektory PET. Po rekonstrukcji obrazéw, poddano je analizie
jakosciowej (renderowanie graficzne) i iloSciowej w programie PMOD. Na
koniec myszy poddawano eutanazji, pobrano narzady i wysytano do badania
histopatologicznego na obecno$¢ ognisk nowotworowych.

Uzyskane obrazy PET oraz analiza statystyczna z zebranych danych licz-
bowych wskazuja, Ze podane dozylnie makrofagi w pierwszym etapie dostaja
sie do phuc, ktore zaczynajq stopniowo opuszczac i przedostawac sie do guza
pierwotnego. W przypadku obecnosci przerzutow nowotworowych komérki
nie tylko opuszczajq pluca znacznie wolniej niz w przypadku zdrowych phuc,
ale tez pozostaja w miejscach obecnosci przerzutbw nowotworowych pozwa-
lajac na ich lokalizacje.

Niniejsze wyniki, poparte badaniami histopatologicznymi, stanowia
dowod stusznosci zatozenia, ze wyznakowane radioaktywnie makrofagi M2
naciekajq miejsca hipoksyjne i dzieki temu moga by¢ ,narzedziem diagno-
stycznym” do wykrywania matych przerzutow w ptucach.
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Wplyw neostygminy na
ekspresje genow interleukiny -1
i jej receptorow w wybranych
strukturach mozgu owcy czasie
ogolnoustrojowego stanu zapalnego”

M. Tomczyk" 3, J. Bochenek!, D. Tomaszewska-Zaremba?, A.P. Herman'!

1 Zaktad Inzynierii Genetycznej
2 Zakiad Fizjologii Zwierzqt
Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego PAN, Polska

Chorobom neurodegeneracyjnym centralnego uktadu nerwowego towarzysza
zmiany neurologiczne pojawiajace sie w predylekcyjnych obszarach mozgu.
Zmiany te prowadza do wystgpienia szeregu uszkodzen, ktore w nastepstwie
moga powodowac zaburzenia zwigzane z pamiecia, funkcja poznawcza czy
motoryczng. Rownolegle w obszarach tych stwierdza sie stan zapalny. Uwaza
sie, ze stan zapalny moze powstawa¢ w wyniku strukturalnych aberracji
i uszkodzen tych obszarow mozgu towarzyszacych chorobom neurodege-
neracyjnym. Jednakze najnowsze badania sugeruja, zZe lokalny stan zapalny
moze takze przyczynia¢ sie do powstawania patologicznych zmian w tych
rejonach mozgu i depozycji w nich biatek charakterystycznych dla choréb
neurodegeneracyjnych. Jedng z przyczyn promujacych powstawanie zmian
zapalnych w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) moga by¢ infekcje
zaréwno bakteryjne jak i wirusowe. Stwierdzono, ze towarzyszacy im obwo-
dowy stan zapalny stymuluje synteze cytokin zapalnych m.in. interleukiny

* Badania finansowane z Grantu ,,Grant na start” przyznanego przez Dyrektora Instytutu Fizjologii
i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN.
3 e-mail: m.tomczyk@ifzz.pl
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(IL)-18 w OUN, ktéra jest uwazana za jeden z czynnikéw stymulujacych
zmiany neurodegeneracyjne. Dlatego obnizenie jej poziomu w OUN jest
istotnym elementem leczenia tych chorob.

Celem niniejszych badan byto okreslenie wplywu obwodowego podania
inhibitora acetylocholinoesterazy (AChE) — neostygminy, niezdolnego do
przekraczanie bariery krew-mozg, na ekspresje genéw kodujacych IL-1f
i jej receptory w wybranych strukturach mézgu owcy w czasie ogdlnoustro-
jowego stanu zapalnego wywotanego podaniem endotoksyny bakteryjnej —
lipopolisacharydu (LPS).

Doswiadczenie przeprowadzono na 24 owcach rasy czarnogtéwka, ktore
przydzielono do jednej z czterech grup doswiadczalnych (po 6 osobnikow
w kazdej): T kontrolng (sol fizjologiczna, iv.), II traktowana neostygming
(0,5 mg/zwierze, iv.), III traktowang LPS — (400 ng/kg, iv.), IV traktowana
zaréwno neostygming jak i LPS. Owcom pobrano krew 3 godz. po podaniu
LPS lub soli fizjologicznej, po czym zwierzeta niezwlocznie poddano euta-
nazji. Od zwierzat pobrano fragmenty hipokampa, kory czotowej oraz
mozdzku. Poziom IL-1 we krwi oznaczono metoda ELISA. Technika Real-
-Time PCR oznaczono poziom wzglednej ekspresji genow kodujacych IL-13
oraz jej receptory (IL-1R) typu 11i 2.

Stwierdzono, ze iniekcja neostygminy zniosta stymulujacy wptyw LPS
na uwalnianie IL-1f3 do krwi i zahamowata transkrypcje genu kodujacego
prozapalng IL-1p w hipokampie, korze czolowej oraz mozdzku. Podanie
neostygminy obnizyto rowniez indukowany podaniem endotoksyny poziom
ekspresji mRNA dla IL-1R1 i IL-1R2 w hipokampie, ale nie wplynelo na
stymulowang L.PS ekspresje genéow kodujacych IL1R1 i IL1R2 w korze czo-
towej i mozdzku.

Przeprowadzone badania wskazuja, Ze obnizenie poziomu cytokin zapal-
nych we krwi w czasie ogolnoustrojowego zapalenia moze wystarczy¢ do
zahamowania transmisji sygnatu zapalnego do parenchymy mozgu. Suge-
ruje to, ze inhibitory AChE nieprzekraczajace bariery krew-mézg moga sku-
tecznie przeciwdziata¢ zmianom zapalnym w OUN, ktére towarzysza infek-
cjom bakteryjnym lub wirusowym.
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Wplyw chlorofiliny na wchlanianie
deoksyniwalenolu — badania ex vivo”

M. Mendel*?, W. Karlik'

1 Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Polska

Zanieczyszczenie pasz mikotoksynami budzi od lat wielkie zainteresowanie
i niepokoj ze wzgledu na ich negatywny wplyw na zdrowie zwierzat. Ponadto
narazenie zwierzat produkcyjnych na toksyny grzybicze moze zagrazac bez-
pieczenstwu zywnos$ci pochodzenia zwierzecego i w efekcie stanowic ryzyko
dla zdrowia czlowieka. Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach
dowodza, ze 30 do nawet 100% probek produktéw spozywczych i pasz
zanieczyszczonych jest jednag lub kilkoma mikotoksynami. Deoksyniwalenol
(DON) jest toksyna z grupy trichotecenéw, ktéra wymieniana jest wsrod
mikotoksyn najczesciej zanieczyszczajacych pasze, jak rowniez stanowigca
najwieksze zagrozenie dla zdrowia i produkcyjnosci swin w Europie. Jedng
z metod wykorzystywanych do ograniczenia narazenia Swin na mikotoksyny
jest stosowanie adsorbentéw jako dodatkéw paszowych. Niestety standar-
dowo stosowane adsorbenty nie sq wystarczajaco skuteczne w ograniczaniu
narazenia zwierzat na DON. Obiecujagcym kandydatem na Srodek sorpcyjny,
ktéry moglby skutecznie redukowac¢ wchianianie DON z przewodu pokar-
mowego narazonych swin jest chlorofilina (CHL), czyli kompleks chlorofilu
z miedza. W przesztosci udowodniono hamujace dziatanie CHL na wchia-
nianie aflatoksyny B1 w modelu komérkowym Caco-2 oraz zdolno$¢ CHL
do kompleksowania DON. Stad gléwnym celem pracy byta ocena zdolnosci

* Sfinansowano ze Srodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna
Zywno$¢”, decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 e-mail: marta_mendel@sggw.pl
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CHL do ograniczenia wchianiania DON w modelu izolowanej sluzowki jelita
czczego Swin.

Badania przeprowadzono na eksplantach blony sluzowej jelita czczego
zdrowych, dorostych krow, ktore byly poddawane rutynowo ubojowi.
Wycinki §luzéwki jelita inkubowano w buforze Krebsa, w dwukompartmen-
towym zestawie komor (Ussing system) przez 90 minut. Od strony btony Slu-
zowej eksplanty jelita poddawano inkubacji w buforze zawierajagcym DON
(0, 10 lub 30 pg/ml) lub DON + CHL (100 pg/ml). Od strony btony surowi-
czej komory wypeione byly czystym buforem inkubacyjnym. Integralnos¢
oraz przepuszczalno$¢ wycinkdw oceniano na podstawie pomiaru TEER, ste-
zenia lucifer yellow (LY) i aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH).
Stezenie DON oznaczano w tescie ELISA.

Uzyskane wyniki potwierdzily toksyczne dzialanie DON na blone Slu-
zowa jelita czczego swin. 90-minutowa inkubacja eksplantow jelita w buforze
zawierajagcym DON w stezeniu 30 pg/ml doprowadzata do: (i) wzrostu prze-
puszczalnosci wycinkow dla LY, ktérego stezenie wynosito 174% wartosci
mierzonej podczas inkubacji eksplantow w warunkach kontrolnych, tj. bez
dodatku mikotoksyny; (ii) znacznego zmniejszenia wartosci TEER, ktory
pod koniec inkubacji wynosit jedynie 34% pomiaru wykonanego na poczatku
doswiadczenia. Obie zaobserwowane zmiany dowodza toksycznego dziatania
DON, ktory polega za rozszczelnieniu polgczen pomiedzy enterocytami, tzw.
T-junction, oraz nasileniu transportu paracelularnego. Natomiast inkubacja
wycinkéw Sluzéwki w obecnosci mikotoksyny nie spowodowata wzrostu
aktywnosci LDH, co wyklucza cytotoksyczne dziatanie DON na komorki
btony $luzowej jelita. Dodanie CHL do medium inkubacyjnego zawieraja-
cego DON (30 pg/mL) nie spowodowato zmiany odczytu TEER, przepusz-
czalnodci jelita dla LY, ani wzrostu uwalniania LDH z komérek. Nieoczeki-
wanie zastosowanie CHL nie zmniejszyto wchtaniania DON w eksplantach
jelita. Wrecz przeciwnie dodatek CHL do medium inkubacyjnego nasilat
(p<0.05) penetracje DON przez jelito. Stezenie DON badane po stronie btony
surowiczej eksplantéw wynosito 25 i 55 ng/ml odpowiednio dla wycinkow
inkubowanych w obecnosci DON i DON+CHL.

76



Wplyw wziewnej i ogolnej
glikokortykosteroidoterapii na
liczebnos¢ limfocytow T CD4*

regulatorowych i efektorowych u myszy
z modelem astmy alergicznej

M. Zuska-Prot"?, T. Maslanka'

1 Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Polska

Wprowadzenie i cel: Mimo Ze wziewne glikokortykosteroidy sa rutynowo
stosowane w leczeniu astmy oskrzelowej, to ich wpltyw na limfocyty T CD4*
— a wiec komorki odgrywajace centralng role w patogenezie tej choroby —
dolnych dr6g oddechowych jest szczatkowo poznany. Celem niniejszych
badan bylo ustalenie i poréwnanie wplywu wziewnej (cyklezonid; CYK)
i ogolnej (metyloprednizolon; MP) glikokortykosteroidoterapii na liczebnos¢
limfocytow T CD4" regulatorowych (Foxp3*CD25"CD4") oraz efektorowych
aktywowanych (Foxp3:CD25*CD4") w weztach chtonnych Srodpiersiowych
(WChS) i phucach, a wiec odpowiednio w strefach indukcyjnej i efektorowej
odpowiedzi immunologicznej, zwigzanej z patogeneza astmy alergicznej.
Materialy i metody: Uklad eksperymentu obejmowat 4 grupy zwierzat:
myszy zdrowe, myszy immunizowane owalbuming (OVA; model astmy)
oraz myszy immunizowane OVA otrzymujace wziewnie CYK lub domie-
$niowo MP. Material badawczy stanowily limfocyty wyizolowane z WChS
i ptuc. Analizowane parametry obejmowaty liczbe bezwzgledna limfocytéw
T o fenotypach Foxp3*CD25'CD4" i Foxp3:CD25*CD4". Oznaczenia wyko-
nano z zastosowaniem cytometrii przeptywowej.

2 e-mail: monika.zuska@gmail.com
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Wyniki: Przeprowadzone badania wykazaly znaczacy wzrost liczby bez-
wzglednej Foxp3-negatywnych limfocytéw T CD25'CD4* w WChS i phu-
cach myszy astmatycznych nieotrzymujacych CYK ani MP, podczas gdy
u zwierzat traktowanych lekami liczba komorek z tej subpopulacji nie r6znita
sie znaczaco od wartos$ci uzyskanych dla tego parametru u myszy zdrowych.
Stwierdzono, ze indukcja modelu astmy prowadzita do znaczacego wzrostu
liczby bezwzglednej komdrek regulatorowych Foxp3*CD25"'CD4" na terenie
WChS i pluc, przy czym podawanie zaréwno CYK, jak i MP zapobiegalo
temu zjawisku. Nie stwierdzono istotnych r6znic miedzy badanymi lekami
w zakresie wplywu na oceniane parametry.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazujg, ze u podstaw przeciwastmatycznego
dziatania glikokortykosteroidow lezy przeciwdzialanie odpowiedzi immuno-
logicznej na terenie WChS, co w efekcie zapobiega rekrutacji aktywowanych
efektorowych limfocytow T CD4" na teren ptuc. Najwyrazniej skutecznos¢
tych srodkow w terapii astmy nie jest zwigzana z generowaniem indukowal-
nych komoérek regulatorowych Foxp3*CD25*CD4", tak jak to postulowano
w innych badaniach.
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Wplyw zakazenia wirusem ektromelii
na poziom katepsyn i przetwarzanie
antygenu w konwencjonalnych
komoérkach dendrytycznych”

M. Bossowska-Nowicka!, M. Mielcarska!, F.N. Toka"?, M. Romaniewicz?,
M.M. Kaczmarek?, J. Struzik!, L. Szulc-Dabrowska® *

1 Zaktad Immunologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
SGGW w Warszawie, Polska
2 Center for Integrative Mammalian Research, Ross University School of Veterinary
Medicine, St. Kitts & Nevis, West Indies
3 Laboratorium Biologii Molekularnej, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN
w Olsztynie, Polska

Katepsyny sa proteazami endolizosomalnymi, ktore regulujq liczne mecha-
nizmy odpornos$ci wrodzonej (np. migracje komorek) oraz nabytej (np. prze-
twarzanie i prezentacje antygenu). Konwencjonalne komérki dendrytyczne
(DC) stanowiag pomost pomiedzy odpornoscia wrodzong i nabyta, i naleza
do grupy profesjonalnych komorek prezentujacych antygen (APC), zdolnych
do pobudzania dziewiczych limfocytow T. Katepsyny obecne w DC umoz-
liwiajgq przetwarzanie egzogennego antygenu i jego prezentacje w kontek-
Scie czasteczek gtownego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC) klasy II, tym
samym powoduja aktywacje antygenowo-swoistych limfocytow T.

Wirus ektromelii (ECTV) wyksztaltcil szereg mechanizméw modulacji
odpowiedzi immunologicznej gospodarza i stanowi dogodny model do
badania patogenezy zakazen ortopokswirusowych i innych uogélnionych

* Badania sfinansowano ze $srodkéw dotacji KNOW Konsorcjum ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna
Zywno$¢”, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego decyzja nr 05-1/KNOW?2/2015.
4 e-mail: lidia_szulc@sggw.pl
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choréb wirusowych. Jako jedyny przedstawiciel rodzaju Orthopoxvirus,
ECTV produktywnie namnaza sie w DC, zaburzajac liczne funkcje tych
komorek. W niniejszej pracy oceniono wptyw zakazenia ECTV na poziom
katepsyn i przetwarzanie antygenu w ustalonej linii konwencjonalnych DC
JAWS 1I. Badania pokazaty, ze zakazenie ECTV obnizato ekspresje genéw
katepsyn B, L i S, zwlaszcza w pozniejszej fazie zakazenia [24 godziny po
zakazeniu (gpz)] w komorkach JAWS II. Spadek ekspresji genéw korelowat
z obnizonym poziomem biatek ww. katepsyn. Ponadto wirus zaburzat eks-
presje biatek regulujacych aktywnos$¢ katepsyn — cystatyny B i C. Barwienie
immunofluorescencyjne wykazato, Ze katepsyna L kolokalizuje, natomiast
cystatyna B czeSciowo kolokalizuje z fabrykami wirusowymi (miejscami
replikacji) w czasie trwania catego cyklu replikacyjnego (4-24 gpz). Zaka-
zone DC wykazywaly takze uposledzong zdolnos¢ do przetwarzania egzo-
gennego antygenu (DQ-OVA). Powyzsze wyniki sugeruja, Zze hamowanie
ekspresji katepsyn i zaburzenie ich dystrybucji w zakazonych komoérkach sta-
nowi dodatkowy element wirusowej modulacji odpowiedzi immunologicznej
gospodarza.

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw wyciszenia genéw katepsyny
B, LiS (metoda siRNA) na tempo replikacji ECTV w komorkach linii JAWS
I1. Po 48-72 gpz ECTV komorek linii JAWS II zaobserwowano, ze wyci-
szenie ekspresji katepsyny B i L istotnie zwiekszalo kinetyke replikacji
ECTV. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna przypuszczac, ze ECTV
hamuje ekspresje katepsyn w celu zwiekszenia efektywnosci swojej repli-
kacji. Powyzsze badania moga postuzy¢ do identyfikacji potencjalnych celow
terapeutycznych, opartych na manipulacji katepsyn w odniesieniu do spo-
sobow kontroli zakazenia wirusowego.
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Ocena dzialania
immunomodulacyjnego antygenow

wydzielanych przez Fasciola hepatica
(Fh-ES)

P. Baska!, A. Zawistowska-Deniziak?, W. Zygner®, M. Wisniewski?

1 Zaktad Farmakologii i Toksykologii Katedry Nauk Przedklinicznych Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW w Warszawie, Polska
2 Laboratorium Parazytologii Molekularnej Instytutu Parazytologii,
im. W. Stefariskiego, Polska
3 Zaktad Parazytologii i Inwazjologii Katedry Nauk Przedklinicznych Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW w Warszawie, Polska

Motylica watrobowa (Fasciola hepatica) jest pasozytem ludzi i zwierzat.
Straty powodowane przez F. hepatica w produkcji zwierzecej, na skutek
obnizonej produkcji mleka, spadku przyrostu masy oraz ostabienia ptod-
nosci, szacowane sg na ok. 3 miliardy dolaro6w rocznie. Dorosta postac bytuje
w przewodach zdtciowych odzywiajac sie krwia, a inwazja moze trwac kilka
lat. W toku ewolucji pasozyt wytworzyt mechanizmy pozwalajgce skutecznie
oszukiwac¢ uktad immunologiczny zywiciela. Przywra ta indukuje apoptoze
eozynofilow i makrofagéw, pobudza rozwdj regulatorowych komoérek den-
drytycznych oraz limfocytow T Foxp3®, a takze wydzielanie regulatorowych
cytokin przez makrofagi. Znaczaca czes¢ efektu immunomodulacyjnego
wywolywana jest przez antygeny aktywnie wydzielane przez pasozyta tzw.
antygeny ekskrecyjno-sekrecyjne (ang. Excretory Secretory) — Fh-ES, w skiad
ktérych wchodza m. in. katepsyny, dysmutazy ponadtlenkowe, HDM-1
(Helminth defence molecule-1), enolazy, biatka wiazace kwasy tluszczowe,

1 e-mail: piotr_baska@sggw.pl
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S-transferazy glutationu. Badania wykazujq, ze Fh-ES moga tagodzi¢ objawy
alergii i choréb autoimmunologicznych.

Do tej pory oceniono wplyw Fh-ES na stezenie podstawowych media-
torow odpowiedzi immunologicznej (TNF-a, IFN-y czy IL-4). Niniejsze
badania mialy rozszerzy¢ wiedze nt. czynnikow wydzielanych przez makro-
fagi pod wptywem Fh-ES. Wykazano, ze Fh-ES hamujg wydzielanie przez
makrofagi Ang-2, TNFSF13B, BDNF, CST3, FGF-19, GM-CSF, CD105,
ICAM-1, IFN-y, IGFBP-3, IL-1, IL-10, IL-27, CCL7, FIZZ3, CXCL12,
TSP-1, CD31. Badania potwierdzajq hipoteze, ze Fh-ES wykazuja dziatanie
hamujace odpowiedZ immunologiczng poprzez szereg czynnikow, ktore nie
byly badane w inwazji motylicy watrobowej.
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Alternatywne metody kontroli
stosowania antybiotykow u zwierzat

A. Gajda"*

1 Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy Instytut Weterynaryjny
— Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach, Polska

Kontrola stosowania lekow weterynaryjnych jest waznym elementem
w hodowli zwierzat. W praktyce antybiotyki i inne leki przeciwbakteryjne
obok wskazan terapeutycznych, moga by¢ réwniez bez uzasadnienia, nie-
legalnie stosowane w profilaktyce. W konsekwencji naduzywanie antybio-
tykow u zwierzat, moze prowadzi¢ do wystepowania ich pozostatoSci w zyw-
nosci, co stanowi potencjalne zrodto zagrozenia dla zdrowia konsumentow.
Istotnym problemem dzisiejszych czaséw, wynikajacym z nieumiejetnego
stosowania Srodkéw przeciwbakteryjnych jest rOwniez rozprzestrzenianie
sie lekoopornych szczepow bakteryjnych na bardzo szeroka skale. Majac na
uwadze istniejace zagrozenia, poszukuje sie nowych, nieinwazyjnych metod
przyzyciowej kontroli obecnosci antybiotykéw u $win i u drobiu, pozwa-
lajacych okresli¢ czy w trakcie hodowli antybiotyki stosowane byly prawi-
dlowo, zgodnie z zaleceniami lekarza weterynarii. Dotychczas, antybiotyki
u zwierzat od ktorych pozyskuje sie zywnosc badane sg gtownie w tkankach
w ramach Krajowego Programu Badan Kontrolnych Pozostatosci Chemicz-
nych. Jednak badania te nie dajg mozliwosci przyzyciowego monitorowania
stosowania antybiotykow na fermach zwierzat gospodarskich.
Alternatywnym rozwigzaniem dla badania tkanek u $win w kontroli stoso-
wania lekdw weterynaryjnych wydaje sie by¢ wykorzystanie ptynu ustnego.
W celu wykazania mozliwos$ci wykrywania antybiotykow w tym materiale

* Badania sfinansowano ze Srodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze —
Bezpieczna Zywno$¢”, decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW?2/2015.
2 e-mail: anna.gajda@piwet.pulawy.pl
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przeprowadzono do$wiadczenie na zwierzetach, w ktorym wykazano dhugie
utrzymywanie sie oksytetracykliny w plynie ustnym oraz duza zaleznos¢
pomiedzy stezeniami w ptynie ustnym i w tkankach w dniu karencji zastoso-
wanego leku. Najmniej inwazyjnym narzedziem do walki z nielegalnym sto-
sowaniem antybiotykow u drobiu, wydaje sie by¢ badanie pior kurzych, jako
alternatywy dla innych matryc biologicznych. Znaczng zaletg badania pior
jest rozpoznanie i odtworzenie czestotliwosci aplikowania lekow u ptakow
oraz rozroznienie legalnego, zgodnie ze wskazaniami podawania, od nie-
legalnego subterapeutycznego stosowania antybiotykow. Piora kurze sto-
sowane s takze do produkcji pasz dla wielu zwierzat gospodarskich. Jako
sktadnik pasz mogq by¢ Zrodtem przedostawania sie antybiotykéw do tan-
cucha zywnosciowego. W celu kontroli stosowania lekow weterynaryjnych,
przyzyciowo badana jest takze woda przeznaczona do pojenia zwierzat. Jed-
nakze, badania wody pozwalajq na okreslenie Zrodla kontaminacji ewentu-
alnie wystepujacymi lekami, a nie ich pozostato$ci w organizmie zwierzat.

Niewatpliwag zaleta wykorzystania ptynu ustnego u $win, pior do badania
u drobiu oraz wody do pojenia zwierzat jest fakt, Ze pobieranie materiatu jest
stosunkowo niskiej inwazyjnosci. Wykorzystanie przedstawionych matryc
biologicznych do wykrywania antybiotykéw umozliwia pobranie materialu
od duzej liczby osobnikéw jednocze$nie oraz daje mozliwo$¢ oceny wyste-
powania antybiotykéw u duzej liczby zwierzat przez pobranie 1 prébki zbior-
czej.

Takie alternatywne rozwigzania pozwolityby na ocene wystepowania sub-
stancji niepozadanych tuz przed ubojem zwierzat. Badanie te mogloby w zna-
czacy sposob ograniczy¢ straty, spowodowane konieczno$cig utylizacji miesa
w przypadku wykrycia antybiotykow w tkankach. Prezentowany sposéb kon-
troli antybiotykéw przyczynitby sie do wzrostu bezpieczenstwa zywnosci,
a przez to ochrony zdrowia konsumentow.
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Odpowiedz immunologiczna gruczolu
sutkowego krow mlecznych na
nawracajace, chroniczne zapalenie
spowodowane przez gronkowce
koagulazo-dodatnie lub koagulazo-
ujemne’

M. Zalewska'*, E. Kawecka'?, P. Brodowska', D. Reczynska',
D. Stoniewska!, S. Marczak?, S. Petrykowski?, E. Bagnicka'

1 Zaktad Doskonalenia Zwierzqt, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN
w Jastrzebcu, Polska
2 Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, Polska
3 Zaklad Doswiadczalny, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN w Jastrzebcu, Polska

Zapalenie gruczolu mlekowego jest uwazane za jedno z najwiekszych
zagrozen dobrostanu zwierzat w chowie i hodowli bydta mlecznego. Ponadto
choroba ta powoduje znaczne pogorszenie parametrow fizyko-chemicznych
mleka, co niesie za sobg duze straty ekonomiczne dla przemystu mlecznego.
Z tego powodu niezwykle istotne jest zrozumienie mechanizméw obronnych
gruczotu sutkowego, a szczegolnie tkanki wydzielniczej, odpowiedzialnej za
sekrecje mleka.

Celem badan bylto przeanalizowanie wzorow ekspresji genow wybranych
biatek ostrej fazy (amyloid surowicy — SAA, haptoglobina — Hp, oraz cerulo-
plazmina— Cp) w zaleznos$ci od stanu zdrowotnego zwierzecia oraz rodzaju

* Badania finansowane z grantu nr 2015/17/B/NZ9/01561 przyznanego przez Narodowe Centrum
Nauki.
4 e-mail: m.zalewska@ighz.pl
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patogenu powodujacego zakazenie (gronkowce koagulazo-dodatnie — CoPS
i koagulazo-ujemne — CoNS) tkanki wydzielniczej pochodzacej od bydta
mlecznego rasy polskiej holsztynisko-fryzyjskiej odmiany czarno-biate;j.
Material do badan pobrano zaréwno ze zdrowych (grupa kontrolna), jak
i zakazonych ¢wiartek wymienia. Analize ekspresji gendw przeprowadzono
z zastosowaniem metody qPCR (LightCycler 480, Roche). Jako gen refe-
rencyjny wykorzystano GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego).

Poziom ekspresji genu Cp nie roznit sie pomiedzy badanymi grupami.
Stwierdzono natomiast znaczny wzrost poziomu ekspresji genu Hp w prob-
kach pochodzacych z ¢wiartek wymienia ze stwierdzong obecnosciag CoPS
w poréwnaniu z ¢wiartkami wolnymi od bakterii. Nie odnotowano réznic
w poziomie transkryptow genu Hp ani pomiedzy ¢wiartkami zakazonymi
CoNS a grupa kontrolng, ani pomiedzy probami CoPS a CoNS. W przypadku
genu SAA stwierdzono znacznie wiekszg ekspresje w prébach CoPS i CoNS
w porownaniu do grupy kontrolnej (0,13 vs. 1,62), jednak z powodu znacznej
zmienno$ci wewnatrz grup roznice te potwierdzono jedynie na poziomie
trendu (p=0,09).

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna wnioskowac, ze poziom eks-
presji genu Hp, ktérego produkt biatkowy jest jednym z gléwnych biatek
ostrej fazy bydta mlecznego, moze by¢ wykorzystany jako dodatkowy marker
do wczesnego rozpoznania zapalenia gruczolu mlekowego. Ponadto stwier-
dzono ekspresje, zarowno konstytutywng jak i zwiekszong podczas stanu
zapalnego wymienia, genu Hp w tkance wydzielniczej gruczolu mlekowego.

86









