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SESJA SPRAWOZDAWCZA ZSD KNOW
»ZDROWE ZWIERZE - BEZPIECZNA ZYWNOSC”

11 SYMPOZJUM KNOW:
,ZDROWE ZWIERZE — BEZPIECZNA ZYWNOSC”

oraz
Xl SYMPOZJUM:
»GENETYCZNE, FIZJOLOGICZNE | SRODOWISKOWE UWARUNKOWANIA ROZRODU | ZDROWIA

ZWIERZAT ORAZ BEZPIECZENSTWA | JAKOSCI ZYWNOSCI POCHODZENIA ZWIERZECEGO”

Guzowy Piec, 23-27 wrzesnia 2019 r.



Organizatorzy:

Krajowy Naukowy Osrodek Wiodgcy (KNOW)

Konsorcjum Naukowe ,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”

(nr decyzji 05-1/KNOW2/2015)

Instytut Rozrodu Zwierzat i Badar Zywnosci PAN w Olsztynie (gtéwny organizator)
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej UW-M w Olsztynie

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie

Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu

Instytut Weterynarii - Pafistwowy Instytut Badawczy w Putawach

oraz

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN w Jabtonnie



Program Sesji Sprawozdawczej ZSD KNOW

23 wrzesnia 2019r. (poniedziatek)
Przyjazd, zakwaterowanie.
19% - Kolacja.

24 wrzes$nia 2019r. (wtorek)

930 — 940 Otwarcie sesji sprawozdawcze;j.
940 — 11% Sesja doniesien | (kazde 20 minut wraz z dyskusja).

1. Luiza Kijewska (PIWet- PIB): Ocena czasu zanikania btekitu metylenowego oraz jego potencjalnych
metabolitdw w miesniach pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss).

2. llona Kaszak (WMW SGGW): Ocena poziomu biomarkeréw nowotworowych CA 15-3 oraz CEA
w nowotworach sutka u suk.

3. lzabela Gregorczyk (WMW UW-M): Wptyw hamowania jadrowego czynnika transkrypcyjnego kB oraz
blokady interakcji RANK-L/RANK na wybrane komérki immunokompetentne w przebiegu doswiadczalnej
astmy alergiczne;j.

4. Karolina Dobrzyh (IRZiBZ PAN): Wptyw steroidéw na ekspresje btonowych receptoréw progesteronu
w fozysku krowy.

1190 — 123° przerwa kawowa + sesja plakatowa.

1230— 130 Sesja doniesien Il (kazde 20 minut wraz z dyskusja).

5. Matgorzata Domzalska (/RZiBZ PAN): Wptyw standéw zapalnych na stopien docierania kwercetyny i jej
metabolitow do mézgu.
Anna Gierak (P/Wet PIB): llosciowa ocena ryzyka wprowadzenia wirusa grypy ptakéw do Polski.

7. Paulina Brodowska (/GHiZ PAN): Zwiazek miedzy polimorfizmami gendéw zwigzanych z uktadem
immunologicznym, cechami funkcjonalnymi i produkcyjnymi kréw oraz ich analiza ekonomiczna.

8. Marta Odyniec (WMW UW-M): Wystepowanie, charakterystyka biotypowa, serotypowa, molekularna
i analiza filogenetyczna szczepdw Yersinia enterocolitica i Yersinia pseudotuberculosis u zwierzat townych.

1359—- 1530 Przerwa obiadowa.

1530 — 16%° Sesja doniesien lll (kazde 20 minut wraz z dyskusja).
9. Anna Rykaczewska (WMW UW-M): Wptyw niskich dawek zearalenonu podawanego niedojrzatym ptciowo
loszkom na ich profil metaboliczny i wskazniki produkcyjne.
10. Agata Moroz (WMW SGGW): Zmiany w uktadzie oddechowym w przebiegu wirusowego zapalenia
stawow i mozgu koz.
11. Karolina Piekarska (PIWet PIB): Charakterystyka molekularna szczepéw polyomawirusa i cirkowirusa
gesiego izolowanych od gesi w Polsce — badania wstepne.

19% Ognisko.
25 wrzes$nia 2019r. (Sroda)
930 — 103° Wyktad koricowy: prof. Piotr Tryjanowski (Instytut Zoologii Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu): Kto ma owce ten ma co chce? A kto ma pasje to co?

103° Zamkniecie Sesji Sprawozdawczej i podsumowanie dziatalnosci ZSD KNOW (prof. Magdalena Krdl,
prof. Tomasz Motyl).



Program

11 SYMPOZJUM KNOW: ,,ZDROWE ZWIERZE — BEZPIECZNA ZYWNOSC”
oraz
XIll SYMPOZJUM: ,,GENETYCZNE, FIZJOLOGICZNE | SRODOWISKOWE UWARUNKOWANIA ROZRODU
| ZDROWIA ZWIERZAT ORAZ BEZPIECZENSTWA | JAKOSCI ZYWNOSCI POCHODZENIA ZWIERZECEGO”

25 wrzesnia 2019r. (Sroda)
1530- 173% Rada Programowa KNOW.
Przyjazd pozostatych uczestnikéw do Osrodka ,Bajkowy Zakatek” w Guzowym Piecu.

19% Spotkanie towarzyskie i rozmowy kuluarowe - kolacja w formie grilla.

26 wrzesnia 2019r. (czwartek)
9%-— 915 Otwarcie Sympozjum.

915 10% Wyktad I.
Prof. Magdalena Larska (Paristwowy Instytut Weterynaryjny PIB): ”Dzika” strona chordb zakaznych.
Dyskusja.

10°°— 10* Wyktad II.

Prof. Marcin Wisniewski (Wydziat Medycyny Weterynaryjnej SGGW): Dirofilaria repens - badanie
interakcji pasozyt -zywiciel z wykorzystaniem nowo poznanych antygendw pasozyta uzyskanych
metodami biologii molekularnej.

Dyskusja.

105 — 1239 SESJA | (Cze$¢ 1): INNOWACYJNE METODY DIAGNOSTYKI, PROFILAKTYKI | TERAPII CHOROB
ZWIERZAT | LUDZI (Prowadzqgcy: Magdalena Larska, Marcin Wisniewski, Pawet Lipinriski).

10*°- 11%5 Sesja doniesien | (kazde 10 minut i 5 minut dyskus;ji):

1. Edyta Mikuta (/IRZiBZ PAN): Opracowanie elektrochemicznej platformy nanokompozytowej
przeznaczonej do zastosowania w biosensorach opartej na tgczeniu dwdch réznych materiatéw:
poli (3,4-etylenodioksytiofenu) (PEDOT) oraz nanoczgstek ztota (AuNP) lub nanoczasteczek
magnetycznych (MNP).

2. Anna Pikuta (PIWet PIB). Zastosowanie technologii xMAP do jednoczesnego wykrywania
przeciwciat skierowanych przeciwko wirusowi grypy ptakéw i rzekomego pomoru drobiu.

11%5-113° Przerwa kawowa.



1130 — 1230 Sesja doniesien Il (kazde 10 minut i 5 minut dyskusji):

3. Piotr Poznanski (IGiHZ PAN): Zmiana potencjatu analgetycznego morfiny wywotana
premedykacjg etanolem u myszy selekcjonowanych w kierunku wysokiej i niskiej analgezji
postresowej.

4. Ewelina Kowalczyk (PIWet PIB): Opracowanie bazy danych dla alkaloidéw pirolizydynowych przy
wykorzystaniu wysokorozdzielczego spektrometru mas Q-Exactive (Orbitrap) sprzezonego
z UHPLC.

5. Ewelina Szacawa (P/IWet PIB): Wstepne wyniki opracowania i optymalizacji metody loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) do wykrywania Mycoplasma bovis u bydta.

6. Barttomiej Tykatowski (WMW UW-M): Wptyw uodporniania indykéw przeciwko wirusowi
krwotocznego zapalenia jelit na wybrane mechanizmy odpowiedzi komdrkowej i humoralnej w
warunkach duzej presji wirusa terenowego).

13% - 14% Obiad.

14%— 1445 Wyktad III.

Prof. Bogdan Lewczuk (Wydziat Medycyny Weterynaryjnej UW-M): Badania ultrastruktury komorek,
tkanek i narzadow w uktadzie tréjwymiarowym oraz w powigzaniu z obrazem z mikroskopii
fluorescencyjne;.

Dyskusja.

1445 — 1530 Wyktad IV.

Mgr Pawet Leszczynski (Instytut Genetyki | Hodowli Zwierzat PAN): Regulation of PRDI-BF1 and RIZ
homology domain containing 3 (Prdm3) gene expression during neurogenesis and beyond.

Dyskusja.

1539 — 169 Przerwa kawowa.

16% — 1739 SESJA II: BADANIA EPIDEMIOLOGICZNE ZWIERZAT GOSPODARSKICH, WOLNO ZYJACYCH
ORAZ SRODOWISKA (Prowadzqcy: Bogdan Lewczuk, Pawet Leszczyriski, Mirostaw Polak).

16%° — 17%5 Sesja doniesien I (kazde 10 minut i 5 minut dyskusji):

1. Maciej Wéjcik (IFZZ PAN): Fotoperiod jako czynnik modulujgcy wptyw endotoksyny bakteryjnej
i leptyny na ekspresje genéw cytokin prozapalnych i ich receptoréw w przedniej czesci przysadki
owcy.

2. Matgorzata Starowicz (/RZiBZ PAN): Ksztattowanie profilu zwigzkéw zapachowych oraz ocena
sensoryczna polskich miodéw pitnych.

3. Kaja Urbanska (WMW SGGW): Znaczenie izoform dehydrogenazy mleczanowej w
nowotworzeniu.

4. Marta Giergiel (PIWet PIB): Monitoring chemicznych pozostatosci w watrobie lisa rudego w
Szkocji.

5. Liliana Rytel (WMW UW-M): Wptyw bisfenolu A na neurochemiczng charakterystyke wtdkien
nerwowych zlokalizowanych w $cianie macicy $wini domowej.

20 % spotkanie towarzyskie i rozmowy kuluarowe.



27 wrzesnia 2019r. (pigtek)

830 — 915 Wyktad V.

Prof. Aneta Andronowska (Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badari Zywnosci PAN): Chemokiny jako
modulatory funkcji rozrodczych u swini.

Dyskusja.

915 139 SESJA IIl: GENETYCZNE, EPIGENETYCZNE | FIZJOLOGICZNE PODSTAWY DOSKONALENIA CECH
PRODUKCYJNYCH | FUNKCJONALNYCH ORAZ ZDROWIA ZWIERZAT (Prowadzgcy: Aneta Andronowska,
Andrzej Herman, Tomasz Sadkowski).

915_ 10% Sesja doniesien | (kazde 10 minut i 5 minut dyskus;ji):

1.

115 -

Marcin Barszcz (IFiZZ PAN): Wptyw rodzaju i poziomu inuliny w paszy na stezenie mucyn
w okreznicy prosiat.

Malgorzata P. Majewska (IFiZZ PAN): Wptyw dodatku tanin hydrolizujgcych w dawkach
pokarmowych dla owiec na populacje orzeskdw oraz aktywnosé enzymatyczng tresci zwacza.
Joanna Bujak (WMW SGGW): Rola kanatu jonowego TRPV1 w funkcjonowaniu jednojadrzastych
komérek krwi obwodowej psa domowego (Canis lupus familiaris).

Paula Kietbik (WMW SGGW): Nanoczastki ZnO domieszkowane Fe jako potencjalne Zrddto
egzogennego zelaza u zwierzat.

Aleksandra Szczepkowska (IRZiBZ PAN) Okotodobowa ekspresja czynnika VEGF
w mikronaczyniach krwionosnych mozgu.

1139 Przerwa kawowa.

1130 — 139 Sesja doniesien Il (kazde 10 minut i 5 minut dyskusji):

6.

Natalia Ziétkowska (WMW UW-M): Ekspozycja na Swiatto niebieskie powoduje spadek liczby
neuronéw zwojowych zawierajgcych melanopsyne oraz ich wtdkien nerwowych w siatkdwkach
szczuréw.

Katarzyna Filimonow (/GiHZ PAN): Potential role of KLF (Krupel-like factor) protein family in the
preimplantation rabbit embryo development.

Dawid Winiarczyk (/GiHZ PAN): Regulacja apoptozy w oocycie i przedimplantacyjnym zarodku
myszy.

Przemystaw Gilun (/RZiBZ PAN): Wptyw CO na epigenetyczng regulacje promotoréw wybranych
gendw zegara biologicznego Per 2 i Clock u $wini domowe;.

13 9 7akoniczenie sympozjum i obiad.



SESJA SPRAWOZDAWCZA ZSD KNOW



Ocena czasu zanikania blekitu metylenowego oraz jego potencjalnych metabolitéw w mi¢sniach
pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss)*

L. Kijewska'?, K. Mitrowska', A. Posyniak'

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

Bilekit metylenowy (MB) jest barwnikiem fenotiazynowym stosowanym na calym S$wiecie w
akwakulturze jako $rodek przeciwgrzybiczy i przeciwpasozytniczy. Jego potencjalnymi metabolitami sg
inne barwniki tiazynowe takie jak azur A (AZA), azur B (AZB), azur C (AZC) i tionina (TH). MB
wedhug Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (IRAC) zostat zaklasyfikowany do trzeciej grupy
toksycznosci, tj. substancji niemozliwych do zaklasyfikowania jako rakotworcze dla cztowieka. Jednak ze
wzgledu na dziatanie toksyczne w badaniach na zwierzgtach laboratoryjnych jego stosowanie w hodowli
ryb przeznaczonych do spozycia nie jest dozwolone, a obecno$é jego pozostatosci w migéniach ryb po
potencjalnym nielegalnym stosowaniu powinna by¢ kontrolowana. Dotychczasowe badania nad
metabolizmem i czasem zanikania btekitu metylenowego w organizmach ryb przeprowadzono wytacznie
na sumach i nie odnotowano zadnych danych dotyczacych pstraga teczowego. Dlatego celem
doswiadczenia byla ocena czasu zanikania barwnika w mig$niach pstraga tgczowego po kapieli w MB.

Pstragi (150) poddano 3-godzinnej kapieli w roztworze MB o stezeniu 2 mg/l. Po zakonczeniu kapieli
ryby przeniesiono do zbiornika z czysta woda. W regularnych odstgpach czasu pobierano grupy 10 ryb
ktére nastepnie usypiano. Grupe kontrolng stanowito 10 ryb pobranych przed rozpoczeciem kapieli w
roztworze barwnika. Tkanki mie¢$niowe kazdej grupy ryb analizowano nast¢pnie pod katem ilo§ciowego
oznaczenia MB, AZA, AZB, AZC i TH za pomocg chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowg
spektrometria mas (LC-MS/MS). Zastosowana metoda analityczna zostala poddana walidacji zgodnie z
wytycznymi okreslonymi w Decyzji Komisji 657/2002/WE.

Maksymalne st¢zenie MB w tkance mig$niowej ryb zostalo oznaczone w pierwszej godzinie po
kapieli. Blekit metylenowy byt absorbowany w migéniach w 5% i metabolizowany do AZB, oraz w
mniejszym stopniu do AZA. Stosunek stgzenia AZB do MB po zakonczeniu kapieli wynosit 50%, a
stosunek AZA do MB 20%. Czas eliminacji barwnika z migéni (< granicy oznaczalnosci metody
badawczej LOQ = 0,25 ng /kg) zostat osiagnigty w 24 godzinie po zakonczeniu kapieli.

Doswiadczenie pokazuje, ze sama substancja macierzysta MB jest gldwnym markerem pozostatosci w
mig$niach pstraga teczowego Jednocze$nie potwierdza, ze inne barwniki z grupy barwnikow
fenotiazynowych takie jak AZA i AZB sa metabolitami MB.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

2 - e-mail: luiza.kijewska@piwet.pulawy.pl



Ocena poziomu biomarkeréw nowotworowych CA 15-3 oraz CEA w nowotworach sutka u suk*
I. Kaszak', M. Czopowicz?, 1. Dolka®, P. Jurka'

'Katedra Choréb Matych Zwierzqt z Klinikq, *Samodzielna Pracownia Epidemiologii i Ekonomiki
Weterynaryjnej,’Katedra Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
SGGW w Warszawie

Wstep: Nowotwory gruczolu sutkowego suk (NGSs) sa drugim, najczgéciej wystepujacym
nowotworem u psoéw [1]. Dodatkowo, prawie 50 % NGSs stanowia zmiany zlos§liwe, wigc jest to
powazny problem kliniczny. Ze wzgledu na podobne cechy immunohistochemiczne NGSs oraz raka
piersi u kobiet stwierdzono, iz mozna rozwazy¢ oceng przydatnosci tych biomarkeréw u suk. Biomarkery
s3 to substancje (zazwyczaj biatka), ktorych poziom moze by¢ mierzony we krwi jak rowniez w innych
tkankach (m. in. w guzie), za$ otrzymany wynik moze zapewni¢ nam informacj¢ o obecnosci choroby,
odpowiedzi na leczenie oraz o dalszym rokowaniu u pacjenta. U kobiet najczgéciej badanymi
biomarkerami raka piersi sg CEA oraz CA 15-3 [2]. W weterynarii przeprowadzono zaledwie kilka
badan, w ktérych potwierdzono wykrywalno$¢ i wstgpnie oznaczono ste¢zenie tych biomarkerow u suk z
NGSs [2,3,4].

Cel badan: Celem badan jest oznaczenie poziomu CEA oraz CA 15-3 we krwi oraz w tkance
nowotworowej u suk z NGSs jak rowniez w krwi u suk zdrowych oraz u suk po przeprowadzonym
zabiegu mastektomii i poréwnanie tych wynikow.

Metodyka: Do oznaczenia poziomu ekspresji CEA oraz CA 15-3 w surowicy zastosowano
komercyjne testy ELISA (CA 15-3 Canine ELISA KIT, MyBiosource oraz CEA Canine ELISA Kit,
MyBiosource). Poziom ekspresji CEA oraz CA 15-3 w tkankach nowotworowych oznaczono poprzez
metod¢ immunohistochemiczng z uzyciem swoistych dla psa przeciwciat (Ca 15-3 (MUC1), NovusBio
oraz CEA, Cell Marque).

Wyniki: W badaniach ELISA otrzymano statystycznie istotng roznicg w ekspresji CEA oraz CA
15-3 u pséw zdrowych oraz u pséw z NGSs (ekspresja ta byla znacznie nizsza u pséw zdrowych). Nie
zaobserwowano statystycznie istotnej roznicy w ekspresji CEA oraz CA 15-3 pomiedzy nowotworami
zlo§liwymi a tagodnymi. We wstgpnych badaniach immunohistochemicznych zauwazono wyzsza
ekspresje CEA oraz CA 15-3 w guzach zto§liwych w poréwnaniu do zmian fagodnych.

Whioski: Biomarkery CEA oraz CA15-3 sa wykrywalne zar6wno w surowicy, jak i tkankach u
ps6w. Najlepsza metodg oznaczania ich ekspresji we krwi jest zastosowanie komercyjnych testow
ELISA. Natomiast, oznaczanie ekspresji CEA oraz CA 15-3 w tkankach nowotworowych metoda
immunohistochemiczng jest dobra metoda zaréwno ilo$ciowg jak i jako$ciowa. Por6wnanie ekspresji tych
biomarkeréw w krwi i w tkankach wydaje si¢ kluczowe do okreslenia stadium zaawansowania choroby.
CEA oraz CA 15-3 wydaja si¢ by¢ dobrymi biomarkerami do wczesnej diagnostyki zmian rozrostowych
gruczotu sutkowego u suk.

Pi$miennictwo:

Soremno K. Canine mammary gland tumors. Vet Clin Am Small Anim Pract. 2003;33;573-96

Ledecky V, Valencakova Agyagosova A, Lepej J. Determination of carcinoembryonic antigen and cancer antigen values with
the radioimmunoassay method in healthy females dogs. Vet Med (Praha). 2013;58:277-83.

Campos LC, Lavalle GE, Estrela-Lima A, Melgaco de Faira JC, Guimaraes JE, Dutra AP et al. CA15.3, CEA, and LDH in
dogs with malignant mammary tumors. J Vet Int Med. 2012;26:1383-8.

Manuali E, De Giuseppe A, Feliziani F, Forti K, Casciari C, Marchesi MC et al. CA 15-3 cell lines and tissue expression in
canine mammary cancer and the correlation between serum levels and tumour histological grade. BMC Vet Res. 2012;8:86.

* Badania finansowane ze $rodkow dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.



Wplyw hamowania jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B oraz blokady interakcji
RANK/RANK-L na wybrane komorki immunokompetentne w przebiegu do§wiadczalnej astmy
alergicznej

I. Gregorczyk, T. Maslanka

Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Cele: (1) poszerzenie wiedzy na temat mechanizméw immunologicznych odpowiedzialnych za
przeciwastmatyczny efekt hamowania aktywno$ci jadrowego czynnika kB (NF-kB) za pomoca
hamowania kinazy inhibitora NF-kB (IKK) lub blokowania translokacji NF-kB do jadra komoérkowego;
(2) ustalenie, czy zablokowanie odziatywania mi¢dzy RANK (receptor aktywujacy NF-kB) a RANK-L
(ligand RANK) moze przynosi¢ korzysci terapeutyczne w leczeniu astmy & przebadanie wptywu tej
blokady na odpowiedZ immunologiczng ze strony komoérek odgrywajacych gldwna role w patogenezie
choroby; (3) poréwnanie skuteczno$ci blokady wszystkich trzech testowanych celow terapeutycznych
wzajemnie ze soba oraz z adekwatnym lekiem rutynowo stosowanym w terapii astmy alergiczne;.
Materialy i metody: (I) grupy kontrolne/odniesienia: myszy zdrowe, myszy z modelem alergicznej
astmy (MAA) wywotanym owoalbuming (OVA) i myszy immunizowane OVA, otrzymujace
metyloprednizolon (MP; glikokortykosteroid o potwierdzonej skutecznosci w astmie); (II) grupy
eksperymentalne: myszy immunizowane OVA otrzymujace BMS-345541 (inhibitor IKK) Ilub
dehydroksymetyloepoksychinomycyne (DHMEQ); inhibitor translokacji NF-kB) Iub osteoprotegeryne
(OPG; antagonista RANK-L). Materiat do badan stanowily limfocyty wyizolowane z we¢ztéw chtonnych
srédpiersiowych (MLN), pluic i popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BALF). Analizg
immunofenotypowsg przeprowadzono przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Wptyw blokady badanych
celéw terapeutycznych na rozwdj zapalenia alergicznego drég oddechowych oparto o punktowa oceng
zmian histopatologicznych w ptucach oraz o ilosciowe badanie sktadu BALF.

Whioski: (1) blokada interakcji RANK/RANK-L zapobiega rozwojowi MAA; (2) zahamowanie
aktywacji NF-xB - poprzez blokad¢ IKK lub translokacji tego czynnika do jadra komoérkowego - jak i
blokada interakcji RANK/RANK-L daja taki sam efekt przeciwastmatyczny w przebiegu MAA.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze blokada w/w celéw terapeutycznych wydaje si¢ mie¢ w tym zakresie
pewna przewage nad glikokortykosteroidem o potwierdzonej skutecznosci klinicznej w astmie
alergicznej; (3) testowane cele terapeutyczne oraz podawanie MP zapobiegaja indukowanej immunizacja
ekspansji klonalnej CD4™ limfocytow T efektorowych (Teff) w MLN. W efekcie tego nie powstaja
komorki Th2 i Th17, a wigc komoérki prozapalne odgrywajace centralng role w rozwoju choroby. Efekt
ten czeSciowo jest nastgpstwem ograniczenia odpowiedzi ze strony prozapalnych komorek
dendrytycznych CD11b* w MLN, a czeSciowo wynika z przeciwdziatania indukowanej immunizacjg
proliferacji CD4" komorek Teff w MLN; (4) zardbwno zahamowanie translokacji NF-xB, jak i blokada
interakcji RANK/RANK-L, ale nie zahamowanie IKK i podawanie MP, moga wywiera¢ bezpo$redni
hamujacy wptyw na produkcje cytokin efektorowych komorek Th2 (IL-4 i IL-10) i Th17 (IL-17); (5)
dziatanie przeciwastmatyczne wynikajace z zahamowania aktywacji NF-kB - bez wzgledu na to, czy
poprzez inhibicj¢ IKK, czy blokade translokacji tego czynnika do jadra komorkowego - i blokady
interakcji RANK/RANK-L nie jest posredniczone przez zwigkszong rekrutacj¢ naturalnych komorek
regulatorowych (Treg) do MLN i/lub ptuc, ani poprzez lokalne generowanie indukowalnych komorek
Treg, ani tez w wyniku wzbudzania produkcji IL-10 i TGF-B przez komoérki Treg; (6) sygnalizacja
RANK/RANK-L moze byé zaangazowana w patogeneze astmy alergicznej. Implikacje Kliniczne:
lokalna blokada interakcji RANK/RANK-L w obrgbie uktadu oddechowego - tj. uzyskiwana za pomoca
wziewnego podawania antagonisty RANK-L - moze stanowi¢ nowatorski cel terapeutyczny w leczeniu
astmy alergiczne;j.
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Wplyw steroidéw na ekspresje blonowych receptorow progesteronu w lozysku krowy*
K. Dobrzyn!, M.K. Kowalik, J. Kotwica
Zaktad Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie

Progesteron (P4) wptywa na komoérki docelowe na drodze genomowej, przez swoje receptory
jadrowe (PGR) oraz na drodze pozagenomowej, przez blonowe receptory P4: PGRMC (progesterone
membrane receptor component) 1 i1 2 oraz mPR (membrane progestin receptor) a, B ivy. Dotychczas
wykazano obecno$¢ mRNA i biatka dla PGRMC1, PGRMC2 oraz mPRa, B i v w ciatku z6ltym, macicy
oraz tozysku krowy. Ponadto, wykazano zmienng ekspresje tych receptoréw w trakcie cyklu rujowego
oraz cigzy. Nie znane sg czynniki, ktore mogg mie¢ udzial w regulacji ich ekspresji w komorkach.
Dlatego tez celem badan byto okreslenie: (a) wptywu hormondéw steroidowych na ekspresje btonowych
receptorow P4 oraz (b) mozliwej drogi dziatania P4 w lozysku.

Materiatem do badan byly skrawki placentoméw pozyskane od krow bedacych w II trymestrze
cigzy. W Zadaniu 1 skrawki inkubowano z: (a) P4 (107, 10, 10”7 M), (b) estradiolem (E2; 1078, 10, 10
10°M), (c) P4 Iacznie z E2 (10-°/10°%, 10%/10°, 107/107° M), kwasem arachidonowym (AA; 10~ M),
natomiast w Zadaniu 2 z: (a) P4 (10° M); (b) aktynomycyna D (ActD; 250 ng/ml — bloker transkrypcji);
(c) RU 486 (mifepriston; 10> M; inhibitor jadrowego receptora P4); (d) AG 205 (2x10 M; inhibitor
PGRMC1); (e) koniugatem P4-BSA (10, 100 ng/ml; nie przenika przez blon¢ komorkowsa) oraz P4
lacznie z kazdym inhibitorem przez 6 i 24 h (n=5 dla kazdego czasu inkubacji). Po zakonczonej inkubacji
oznaczono: (1) przezywalno$¢ komorek przy uzyciu testu Alamar Blue, (2) stezenie P4, E2 oraz
prostaglandyny (PG) E2 i F2a metoda enzymatyczno-immunologiczna, (3) poziom mRNA dla
btonowych receptorow P4 za pomoca Real Time PCR.

Wykazano, ze P4 we wszystkich podanych dawkach oraz P4 (10~ M) podany tacznie z E2 (10
M), ActD, RU 486, AG 205 oraz koniugatem P4-BSA obnizyt (p<0,05) jedynie ekspresj¢ genu mPRy po
6 h inkubacji. Uzyskane wyniki wskazuja, ze P4 hamuje ekspresje genu mPRy w lozysku krowy,
natomiast E2 podany samodzielnie nie wptywa na ekspresje tego receptora i nie modyfikuje dziatania P4.
Ponadto, otrzymane dane sugerujg, ze P4 na drodze genomowej iniegenomowej moze regulowaé
ekspresje mPRy i w ten sposob wptywac na funkcje tozyska.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
1 - e-mail: k.dobrzyn@pan.olsztyn.pl
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Wplyw stanéw zapalnych na stopien docierania kwercetyny i jej metabolitéw do mézgu*
M. Domzalska', J. Skipor!

!Zaktad Lokalnych Regulacji Fizjologicznych, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN
w Olsztynie

Wstep. Flawonoidy spozywane z dieta, w tym kwercetyna (Q), moga dziata¢ ochronnie na komorki
nerwowe zapobiegajac szkodliwemu dzialaniu stresu oksydacyjnego 1 standow zapalnych.
Neuroprotekcyjne dziatanie Q zalezy od stopnia jej docierania do mdzgu, regulowanego na poziomie
barier mézgowia. Badania prowadzone w Instytucie wykazaty, ze aglikon Q i jej biologicznie aktywna
metylowana pochodna -izoramnetyna (IR) sg obecne w ptynie mézgowo-rdzeniowym (ptyn m-r) u owiec
otrzymujacych dozwaczowo preparat bogaty w glukozydy Q (w krwi obecne koniugaty Q oraz niewielkie
ilosci aglikonow Q i IR). Aglikon Q byl obecny w ptynie m-r rowniez u owiec, ktéorym dozylnie podano
mieszaning metabolitow Q nie zawierajaca jej aglikonu. Wskazuje to na przechodzenie Q i IR przez
bariery moézgowia, i co najwazniejsze, na mozliwos¢ lokalnej dekoniugacji glukuronidow Q.
Potencjalnym miejscem dekoniugacji wydaje si¢ by¢ splot naczyniowkowy komoér moézgu (SN), w
ktérym zlokalizowana jest bariera krew-ptyn m-r. W SN stwierdzono aktywnos$¢ [1-glukuronidazy
(GUSB) oraz akumulacje 3-glukuronidu Q (Q3GA), gtéwnego metabolitu Q w krwi cztowieka. W SN
rezyduja rowniez komorki uktadu odpornosciowego, ktore wykazujg aktywnos¢ GUSB. Stany zapalne
stymuluja aktywno$¢ GUSB, jak roéwniez zwigkszaja ekspresj¢ chemokin w SN, co prowadzi do wzrostu
naptywu komorek uktadu odpornosciowego do SN i potencjalnie zwigksza mozliwos¢ lokalnej
dekoniugacji Q3GA. Celem pracy jest weryfikacja hipotezy badawczej zakladajacej, ze stan zapalny
wptywa na stopien dekoniugacji metabolitow Q i jej docierania do mézgu. Aby zrealizowaé powyzszy cel
wyznaczono szczegdtowe zadania badawcze:

Zadanie 1. Okreslenie wptywu stanu zapalnego na ekspresje¢ mRNA chemokin i GUSB oraz na
aktywnos$¢ GUSB w SN.

Zadanie 2. Okres$lenie wptywu stanu zapalnego na aktywno$¢ GUSB w krwi i w ptynie m-r.

Zadanie 3. Okres$lenie wptywu stanu zapalnego na profil Q i jej metabolitow w krwi i w plynie m-r.
Zadanie 4. Okre$lenie wplywu stanu zapalnego na akumulacj¢ Q3GA w SN.

Materiaty i metody. Zadanie 1. W SN pobranych od owiec usmiercanych w 4, 8 i 12 godz. od podania
ptynu fizjologicznego (NaCl)/lipopolisacharydu (LPS, w dawce 400 ng/kg masy ciata (mc)) oznaczono
ekspresje mRNA GUSB oraz aktywno$¢ GUSB. Zadanie 2 i 3. Przeprowadzono dwie sesje pobierania
ptynu m-r i krwi od owiec (n=10), ktérym w sesji I dozylnie (iv.) podano NaCl a naste¢pnie po 3 godz.
Q3GA (iv. w dawce 6 mg/60 kg mc) oraz w sesji I podano LPS a nastgpnie po 3 godz. Q3GA. W krwi i
ptynie m-r okreslono aktywno$¢ GUSB metoda kolorymetryczng oraz stezenie Q i jej metabolitow
metodg HPLC/MS/MS. Zadanie 4. W SN owiec otrzymujacych iv. NaCl i Q3GA (w dawce 0,2 mg/kg
mc, n=3) i LPS i Q3GA (n=3) oraz w linii komorek nablonka SN okreslono stezenie (akumulacj¢) Q i jej
metabolitow metoda HPLC/MS/MS.

Wyniki. Zadanie 1. Nie stwierdzono wptywu LPS na ekspresj¢c mRNA GUSB w SN w 3, 8 i 14 godz. od
podania LPS, wykazano natomiast istotny (p < 0,05) wzrost aktywno$¢ GUSB w 3 godz. od podania LPS.
Zadanie 2. W wyniku podania LPS stwierdzono istotny (p<0,05) wzrost aktywno$s¢ GUSB w osoczu
krwi, natomiast nie zaobserwowano zmiany aktywnosci GUSB w plynie m-r. Zadanie 3. Trwaja
oznaczenia stgzenia Q i jej metabolitdow w osoczu krwi i w ptynie m-r. Zadanie 4. W obu grupach nie
wykazano obecnosci Q3GA w SN pobranych od owiec w 4 godz. od podania Q3GA. W komdrkach SN
hodowanych w medium z dodatkiem Q3GA i pozyskiwanych poprzez zeskrobywanie stwierdzono
obecnos¢ Q3GA, natomiast w komoérkach pozyskiwanych poprzez trypsynizacj¢ stwierdzono tylko
sladowe ilosci Q3GA.

Wnhioski. Stan zapalny, wywotany jednorazowym podaniem LPS, stymuluje aktywno$¢ GUSB w krwi
oraz w SN ale nie w plynie m-r. Q3GA akumuluje si¢ na powierzchni komorek nabtonka SN.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
e-mail: m.oleszkiewicz(@pan.olsztyn.pl
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Ilosciowa ocena ryzyka wprowadzenia wirusa grypy ptakow do Polski*
A. Gierak', K. Smietanka?, C.J.de Vos®

!Zaktad Epidemiologii i Oceny Ryzyka, °Zaktad Choréb Drobiu, Paristwowy Instytut Weterynaryjny-
Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
3Department of Bacteriology and Epidemiology, Wageningen Bioveterinary Research, Lelystad, The
Netherlands

Podlegajaca obowiazkowi zwalczania wysoce zjadliwa grypa ptakéw (HPAI) oraz nisko zjadliwa
grypa ptakéw (LPAI) podtypéw HS i H7 moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla przemystu
drobiarskiego. Przebieg choroby u drobiu uzalezniony jest od szczepu wirusa wywolujacego zakazenie i
moze by¢ bardzo zréznicowany — od postaci tagodnych objawiajacych si¢ spadkiem nie$nosci jaj oraz
zaburzeniami ze strony uktadu pokarmowego i oddechowego do formy ostrej ogdlnoustrojowej ze
$miertelno$cia dochodzaca u ptakow grzebigcych do 100%. U ptakéw wodnych mozliwy jest
bezobjawowy przebieg choroby.

Potencjalnymi drogami wprowadzenia wirusa do Polski sa sezonowe migracje dzikich ptakow, legalny
i nielegalny handel Zzywym drobiem oraz produktami drobiowymi. Duza role w rozprzestrzenianiu wirusa
moze tez odgrywac¢ czynnik ludzki. Przypadki wprowadzenia wirusa do Polski za posrednictwem importu
oraz migracji dzikich ptakéw byly w przesztosci potwierdzone, jednakze do tej pory nie podjgto proby
przeprowadzenia iloSciowej oceny ryzyka wprowadzenia wirusa.

Celem niniejszej pracy bylo oszacowanie wartosci prawdopodobienstwa wprowadzenia LPAI za
posrednictwem importu drobiu, okreslenie tempa rozprzestrzenienia si¢ wirusa HPAI w populacji dzikich
ptakéw wodnych obecnych na obszarze Zatoki Gdanskiej po jego hipotetycznym wprowadzeniu w czasie
sezonowych migracji dzikich ptakéw oraz wyznaczenie obszarow podwyzszonego ryzyka wystgpowania
ognisk choroby u drobiu fermowego.

Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna stwierdzié, ze ryzyko wprowadzenia wirusa LPAI za
posrednictwem importu drobiu jest niskie, a krajami, ktoére przyczyniaja si¢ do wzrostu ryzyka sa
Niemcy, Holandia i Czechy.

Bazujac na oszacowanej liczbie ptakéw wodnych obecnych na obszarze Zatoki Gdanskiej w
poszczegbdlnych miesigcach jesiennego i wiosennego sezonu migracyjnego oraz w okresie zimowania,
mozna stwierdzi¢, ze liczba ptakow wrazliwych niezbedna do rozprzestrzenienia choroby wystepuje
rzadko. W przypadku wystepowania duzych skupisk dzikich ptakéw rozprzestrzenienie choroby jest
mozliwe, przewidywana maksymalna liczba zakazonych ptakow obecnych na obszarze moze wynosié
wtedy okoto 20 sztuk, dlatego wystepowanie obszaréw o podwyzszonej koncentracji dzikich ptakow w
poblizu ferm przyzagrodowych o niskim poziomie bioasekuracji moze stwarza¢ wysokie ryzyko
wprowadzenia wirusa do gospodarstwa.

Czynnikami ryzyka, ktorych obecno$¢ wiaze si¢ z wystepowaniem grypy ptakow u drobiu szczegolnie
w wysoce patogennej formie wywotanej przez wirusy podtypu H5NX, sa: zageszczenie poszczegdlnych
gatunkow drobiu domowego, bliskos$¢ rzek i zbiornikdéw wodnych, gesto§¢ zaludnienia, bliskos¢ drog.
Obszarami o najwigkszym ryzyku wystapienia ogniska grypy ptakéw sa niektoére rejony centralnej,
wschodniej i zachodniej czgéci kraju, a w szczegdlno$ci obszary znajdujace si¢ na terytorium
wojewodztwa wielkopolskiego.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
1 — e-mail: anna.gierak@piwet.pulawy.pl
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Zwiazek miedzy polimorfizmami gené6w zwiazanych z ukladem immunologicznym, cechami
funkcjonalnymi i produkcyjnymi kréow oraz ich analiza ekonomiczna*

P. Brodowska'®’, A. Tormod?, K. Zukowski®, R. Grochowska*, E. Bagnicka!

Unstytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN, Zak. Doskon. Zwierzqt i Nutrigen., Jastrzebiec
’Norweski Uniwersytet Przyrodniczy, Wydz. Nauk o Zwierzetach i Akwakulturze, As
3SInstytut Zootechniki PIB, Zaktad Hodowli Bydta, Balice
4 Instytut Ekonomiki Rol. i Zyw., PIB, Zak. Ekonomiki Przemystu Spoz., Warszawa

Zapalenie gruczotu mlekowego krow wcigz stanowi problem w populacji bydta mlecznego,
powodujac starty ekonomiczne w hodowli i przemysle mleczarskim. Dlatego selekcja oparta na
markerach genetycznych (np. MAS - Marker Assisted Selection) w celu poprawy jako$ci mleka powinna
obejmowac rowniez cechy funkcjonalne o niskiej odziedziczalno$ci — odporno$é na zapalenie wymienia.
Celem pracy byta analiza zwiazku SNP zlokalizowanych w Iub w poblizu genéw zwigzanych z ukladem
odporno$ciowym oraz z wydajnoscig mleka i jego sktadem (wydajnosé¢ biatka, thuszczu, laktozy i suchej
masy, mocznik, BHB, zawarto$¢ biatka, ttuszczu , laktozy i suchej masy, profil kwasow thuszczowych)
oraz zawarto$cig LKS w celu zidentyfikowania markerow cech produkcyjnych i funkcjonalnych, przede
wszystkim zwiazanych z odporno$cia na zapalenie wymienia. Drugim celem byta analiza ekonomiczna
optacalnosci hodowli zwierzat z poszczegdlnymi wariantami SNP. Badanie przeprowadzono na 300
krowach rasy polskiej hf odmiany czarno-bialej, utrzymywanych w trzech stadach polozonych w
Centralnej Polsce. Dane fenotypowe dotyczace dziennej wydajnosci mlecznej i jej sktadu (8090
rekordow) i informacje rodowodowe (7036 osobnikéw urodzonych w latach 1997-2017) uzyskano z
PFHBPM. Srednia dzienna wydajno$é¢ mleczna krow wynosita 9400 litrow za laktacje, przy sredniej
zawarto$ci tluszczu 1 biatka — 4,18% i 3,49%. Krowy zywiono systemem TMR, zgodnie ze standardami
INRA. DNA wyizolowano z cebulek wloséw a nastgpnie genotypowano za pomoca mikromacierzy
BeadChip Bovine 50k v3. Dane ekonomiczne dotyczace kosztow bezposrednich zostaty udostepnione
przez wiascicieli stad. Wstgpna analiz¢ przeprowadzono w programie Plink 2.0, aby wybra¢ SNP istotnie
zwigzane z analizowanymi cechami, w oparciu o dostepne informacje, jednak bez uwzglednienia numeru
i stadium laktacji oraz danych rodowodowych. Nastgpnie wykonano analiz¢ wariancji w programie SAS
z procedurg MIXED, z jednocechowym mieszanym modelem powtarzalno$ciowym, uwzgledniajagcym
numer i stadium laktacji. Kolejna analiz¢ wykonano w programie DMU4 (metoda BLUP) z
jednocechowym, mieszanym modelem zwierzecym w celu oszacowania parametréw genetycznych cech i
rozwigzan dla wariantéw SNP. Obliczenia ekonomiczne (nadwyzka bezposrednia, oplacalnos¢, koszty
bezposrednie) oparto na danych rzeczywistych wedlug metodologii AGRO KOSZTY (IERiGZ).
Trzydziesci jeden SNP bylo zwigzanych z cechami mleka i cechami funkcjonalnymi. Badane SNP byty
zlokalizowane w obrebie lub blisko genow (nie wigecej niz 5 ml. nt.), ktore sa zwigzane z ukladem
odpornosciowym: CXCR4, IGF1, ADGRBI, MAPKI5 TLR4 i cechami produkcyjnymi: DGAT,
GPIHBPI. Wybrane geny mozna zaproponowa¢ do stosowania w MAS. Analiza ekonomiczna
potwierdzita optacalno$¢ hodowli krow o okreslonych genotypach. Zastosowanie MAS moze poprawic
wydajnos$¢ mleczna i jej sktad, wptywajac pozytywnie na dobrostan zwierzat i zyski ekonomiczne.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

5 — e-mail: p.brodowska@ighz.pl
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Wystepowanie, charakterystyka biotypowa, serotypowa, molekularna i analiza filogenetyczna
szczepOw Yersinia enterocolitica i Yersinia pseudotuberculosis u zwierzat lownych”

M. Odyniec', A. Bancerz-Kisiel!, P. Socha?, W. Szweda!

! Katedra Epizootiologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w
Olsztynie
’Katedra Rozrodu Zwierzqt z Klinikq, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie

Pateczki Y. enterocolitica 1 Y. pseudotuberculosis sa czynnikiem etiologicznym jersiniozy,
stanowigc trzecig co do czgstosci przyczyne zakazen przewodu pokarmowego u ludzi. Powszechnie za
jeden z gléwnych rezerwuaréw chorobotworczych pateczek Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis
uwazana jest trzoda chlewna, aczkolwiek coraz czesciej jako zrodto zakazenia wskazuje si¢ inne gatunki
zZwierzat.

Celem pracy byta ocena wystepowania oraz charakterystyka szczepdw Y. enterocolitica i Y.
pseudotuberculosis izolowanych od niebadanych dotychczas (lub badanych w niewielkim stopniu)
gatunkow zwierzat wolno zyjacych. Pobrano wymazy z prostnicy od danieli wolno zyjacych i
hodowlanych oraz zwierzat towarzyszacych danielom w jednej z badanych hodowli. Dodatkowo pobrano
wymazy z kloaki od 8 z 13 gatunkéw dzikiego ptactwa odtawianego w Polsce. Badania opieraly si¢ na
wykrywaniu i charakterystyce pozyskanych szczepdéw. Po wstepnych badaniach bakteriologicznych
poszukiwano charakterystycznych dla poszczegélnych gatunkow bakterii markerow zjadliwos$ci w postaci
fragmentow genow ail, ystA, ystB, ystC Y. enterocolitica oraz inv i wzz Y. pseudotuberculosis. Nastgpnie
dokonywano analizy filogenetycznej, okreslano bioserotyp i wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki
wyizolowanych szczepow.

Przeprowadzone badania molekularne umozliwity potwierdzenie przynaleznosci do gatunku Y.
enterocolitica tylko w przypadku 23 szczepow z 368 wstepnie wyselekcjonowanych przy uzyciu badan
bakteriologicznych. Szczepy nalezace do Y. enterocolitica wyizolowano od 6 z 15 badanych gatunkéw
zwierzat: danieli wolno Zyjacych i hodowlanych, kucow szetlandzkich, muflonéw europejskich oraz tysek
zwyczajnych, cyraneczki zwyczajnej i ghuszcow zwyczajnych. Wszystkie wyizolowane szczepy Y.
enterocolitica charakteryzowaly si¢ obecnoscig fragmentu genu ystB. Od zadnego z badanych zwierzat
nie wyizolowano szczepow Y. pseudotuberculosis.

Analiza biotypowa wykazata, iz zr6znicowanie wyizolowanych szczepow Y. enterocolitica pod
wzgledem biotypu byto niewielkie. Zdecydowana wigkszo$¢ — 22 szczepy (95,7%) nalezata do biotypu
1A. Jeden (4,3%) szczep wykazywal cechy charakterystyczne dla biotypu 1B. Badania serotypujace
wykazaly, iz zdecydowana wigkszo$¢ — 16 szczepow (69,6%) nie aglutynowata z zadng z uzytych
surowic diagnostycznych. Ocenie wrazliwosci na chemioterapeutyki poddano wszystkie potwierdzone
molekularnie szczepy Y. enterocolitica. Najwigcej badanych szczepow — 17 (73,9%), charakteryzowato
si¢ wrazliwoS$cig na cyprofloksacyne. Wszystkie 23 badane szczepy Y. enterocolitica wykazaty oporno$é
na amoksycyling z kwasem klawulanowym, ampicyling i cefaleksyne¢

Z przeprowadzonych badan wynika, iz daniele, muflony europejskie, kuce szetlandzkie, gluszce
zwyczajne, tyski zwyczajne i cyraneczki zwyczajne moga by¢ nosicielami Y. enterocolitica, a whasciwa
ocena sytuacji epizootycznej w zakresie zakazen pateczkami z rodzaju Yersinia wymaga prowadzenia
dwoch typow hodowli i molekularnego potwierdzenia prawidtowosci izolacji. Szczepy Y. enterocolitica
izolowane od zwierzat wolno zyjacych charakteryzuja si¢ obecno$cia fragmentu genu ystB, w wiekszoSci
naleza do genotypu G1, bioserotypu 1A/NT i cechuja si¢ wielolekoopornoscig.

* Sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”, decyzja
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
3 — e.mail: marta.pieczywek@uwm.edu.pl
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Wplyw niskich dawek zearalenonu podawanego niedojrzalym plciowo loszkom na ich profil
metaboliczny i wskazniki produkcyjne*

A. Rykaczewska', M. Gajecka

Katedra Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
UW-M w Olsztynie

Zearalenon (ZEN) jest mikotoksyna produkowana przez grzyby z rodzaju Fusarium. W klimacie
umiarkowanym jest czgsto stwierdzany jako czynnik zanieczyszczajacy ziarna zboz oraz ich przetwory.
ZEN oraz jego metabolity, powoduja zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu rozrodczego zwierzat i ludzi
ze wzgledu na zblizong budowe tych zwigzkdéw do estradiolu. Powyzsze zaburzenia to wynik
oddziatywania wysokich dawek ZEN, a zjawiska te sa juz w miar¢ dobrze poznane i opisane. Z kolei
wplyw niskich, monotonicznych dawek tej mikotoksyny nie zostal jeszcze w pelni wyjasniony. Celem
badan byto sprawdzenie czy niskie dawki ZEN, podawane niedojrzatym ptciowo loszkom, przez okres 45
dni mogly wywolywaé zmiany w wybranych wskaznikach metabolicznych. Do do$wiadczenia
wykorzystano zwierzgta o poczatkowej masie ciala 14,5 + 2 kg. Podzielono je losowo na 3 grupy
doswiadczalne i jedng grupg kontrolng (C). Do kazdej z nich wybrano losowo po 15 loszek. Zwierzgtom z
grupy EI podawano per os ZEN w dawce 5pg/kg m.c., zwierzgtom z grupy EII podawano per os ZEN w
dawce 10pg/kg m.c., a w grupie EIIl zwierzetom podawano per os ZEN w dawce 15ug/kg m.c. Loszkom
z grupy C podawano per os placebo. Probki do wyzej wymienionych analiz pobrano 10 krotnie, w
odstepach pieciodniowych. Czgstotliwo$¢ wystgpowania statystycznie istotnych zmian we wskaznikach
biochemicznych krwi malata podczas trwania eksperymentu. Powyzsze zjawisko mozna przypisaé
efektowi kompensacyjnemu tj. stymulacji lub hamowaniu analizowanych wskaznikéw po poczatkowym
okresie ekspozycji. Powyzsze zmiany wskaznikow biochemicznych byty czgéciej obserwowane w grupie
C niz grupach EI, EIl i EIll. Bylo to prawdopodobnie spowodowane wyzszymi wydatkami
energetycznymi zwigzanymi z biotransformacja ZEN w grupach eksperymentalnych niz w grupie
kontrolnej. Wyzsze przyrosty masy ciata loszek, ktore otrzymywaty ZEN mogly by¢ réwniez
odpowiedzialne za wyzej opisane zjawisko. Niewielkie, ale statystycznie istotne zmiany wskaznikéw
morfologicznych krwi zaobserwowano gltéwnie w trzech pierwszych tygodniach ekspozycji na niskie
dawki ZEN. Bylo to prawdopodobnie wynikiem narazenia na niskie dawki zearalenonu o niskich
warto$ciach wspolczynnika przeniesienia do jelit i watroby pod koniec eksperymentu. Odmienny wplyw
badanej mikotoksyny na ilo$¢ elementow morfotycznych krwi na poczatku i na koncu do§wiadczenia byt
réwniez modyfikowany przez mechanizmy adaptacyjne, ktore sa niezbedne do utrzymywania homeostazy
organizmu. Uzyskane wyniki pozwalaja wywnioskowaé, ze niskie dawki ZEN indukuja odmienne
zmiany we wskaznikach biochemicznych i morfologicznych krwi, niz ekspozycja na wysokie dawki tej
mikotoksyny.

* Badania sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
1 — e-mail: anna.rykaczewska@uwm.edu.pl
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Zmiany w ukladzie oddechowym w przebiegu wirusowego zapalenia
stawow i mozgu koz*

A Moroz", M. Czopowicz', O. Szalus-Jordanow 2, M. Mickiewicz', J. Kaba'

ISamodzielna Pracownia Epidemiologii i Ekonomiki Weterynaryjnej, SGGW Warszawa,
2Zaktad Choréb Zakaznych, Katedra Chorob Matych Zwierzqt z Klinikg, SGGW Warszawa

Wstep. Choroby ukladu oddechowego naleza do jednych z najczestszych problemow
zdrowotnych w stadach k6z. Choroby te maja etiologi¢ bakteryjna, wirusowa oraz pasozytnicza. Jedng z
choréb wirusowych wystepujacych powszechnie u kéz w Polsce jest wirusowe zapalenie stawow i mozgu
(ang. caprine arthritis-encephalitis, CAE) wywotywane przez lentiwirus matych przezuwaczy (ang. small
ruminant lentivirus, SRLV). W przebiegu tej choroby rozwijaja si¢ migdzy innymi przewlekle
$rédmiazszowe zapalenie pluc, ktére moze predysponowac do wtornych zakazen bakteryjnych.

Cel. Celem pracy jest okreslenie zmian chorobowych rozwijajacych si¢ w uktadzie oddechowym
w przebiegu zakazenia SRLV.

Materialy i metody. Od 1300 kéz przezyciowo pobierany byt material do badan laboratoryjnych:
krew do badan serologicznych oraz wymazy z nosa do badan mikrobiologicznych. Przeprowadzono
sekcje 200 koz ras polskiej biatej uszlachetnionej, polskiej barwnej uszlachetnionej oraz anglonubijskiej u
ktoérych potwierdzono serologicznie SRLV i ktére wykazywaty objawy CAE. Wykonane byly badania
radiograficzne klatki piersiowej (RTG i tomografia komputerowa). W trakcie sekcji pobrano fragmenty
tkanki ptucnej, wymazy z oskrzeli do badania bakteriologicznego. U zwierzat tych wykonano badania
serologiczne metodg ELISA w kierunku zakazenia Corynebacterium pseudotuberculosis oraz zakazenia
wirusem parainfluenzy (PIV), bakteriologiczne i radiograficzne oraz przygotowano materiat do oceny
histopatologicznej, wykorzystujac rézne techniki barwienia: barwienie hematoksyling i eozyna (H&E),
metodag Massona (w celu wybarwienia tkanki lacznej) oraz metoda Weigerta (w celu wybarwienia
wtoknika).

Wyniki i wnioski. W przebiegu wirusowego zapalenia stawu i moézgu koéz dochodzi do
$rédmigzszowego zapalenia ptuc o réznym nasileniu. Przy dotaczeniu si¢ wtornych zakazen wirusowych
lub bakteryjnych obserwujemy niezytowo-ropne, ropne, ropno-ziarniniakowe zapalenie ptuc. W
przypadku duzego nasilenia zmian w obrazie histopatologicznym obserwowana jest rowniez
rozedma, martwica oraz silne przekrwienie tkanki ptucne;.

Stowa kluczowe: zapalenie ptuc, kozy, wirusowe zapalenie stawoéw i mozgu koz.

* Badania finansowane z projektu promotorskiego KNOW nr UMO-KNOW2016/SGGW/PRO1/01/3.
e-mail: agata_moroz@sggw.pl
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Charakterystyka molekularna szczepéw polyomawirusa i cirkowirusa gesiego izolowanych od gesi
w Polsce — badania wstepne*

K. Piekarska'?, W. Kozdrun!

Zalkiad Chorob Drobiu
'Paristwowy Instytut Weterynaryjny — Panistwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wielkotowarowy chow gesi zwigzany ze znacznym zaggszczeniem ptakow, stwarza realny wzrost
zagrozenia epidemiologicznego zwlaszcza ze strony chordb wirusowych. Coraz czgsciej obserwuje si¢
zakazenia cirkowirusem gesim (GoCV) oraz polyomawirusem gesim (GHPV) wywolujacym syndrom
krwotocznego zapalenia nerek i jelit u ggsi (HNEG).

Celem badan byla identyfikacja materiatlu genetycznego polyomawirusa gesiego oraz cirkowirusa
gesiego wyizolowanych z przypadkow terenowych oraz ich wstepna charakterystyka molekularna przy
uzyciu analizy filogenetycznej. W latach 2010-2018 zgromadzono homogenaty narzadéw pochodzace z
68 stad gesi. Identyfikacje GHPV prowadzono na podstawie wykrycia obecnos$ci materiatu genetycznego
wirusa GHPV, a nastgpnie analizy sekwencji kodujacej biatko strukturalne VP1 z wykorzystaniem
techniki PCR. Sekwencje uzyskanych amplikonéw poddano analizie filogenetyczne;j.

Celem namnozenia, wybrane materiaty wirusowe wykorzystywano do zakazenia hodowli fibroblastow
zarodkow gesich (GEF), hodowli komorki nerki zarodkow gesich (GEK) oraz zakazenia zarodkow gesich
do woreczka zoitkowego (YS) oraz do jamy omoczniowo-owodniowej (CAS). Obecno$¢ materiatu
genetycznego GHPV stwierdzono w 28 przebadanych probkach co stanowito 41.17%, natomiast w 20
stadach uzyskano produkty PCR o spodziewanej wielkosci 379 pz (fragment biatka VP1), w 8 stadach
uzyskano produkty PCR o wielkosci 1232 pz (cate biatko VP1). Analizg sekwencji przeprowadzono dla
18 probek potwierdzajac przynaleznos¢ do GHPV. Podjeto proébe namnozenia GHPV w hodowli
komoérek  zarodka ggsiego (GEK). Dla wybranych 5 szczepéow przeprowadzono siedem pasazy.
Charakterystyczny efekt cytopatyczny (CPE) zaobserwowano w 2 przypadkach w trzecim pasazu.
Technika PCR potwierdzono obecno$¢ materialu genetycznego GHPV.

Zarodki gesie zakazano do woreczka zottkowego (YS) i do jamy owodniowo-omoczniowej (CAS).
Wykonano 3 pasaze dla kazdego szczepu. Uzyto 8 szczepéw GHPV dla kazdej drogi zakazenia.
Obserwowano charakterystyczne dla zakazenia GHPV zmiany anatomopatologiczne w postaci:
wybroczyn w okolicy szyi zarodka, przekrwienia nerek, zastojow w watrobie oraz wylewow krwawych
na oponach moézgowych. Obecno$¢ materiatu genetycznego GHPV potwierdzano technikag PCR.
Obecnos¢ materialu genetycznego GoCV stwierdzono w 37 stadach co stanowito (54,41%) na podstawie
obecnosci produktu PCR o wielkosci 308 pz. Wykorzystujac startery dla biatka Rep potwierdzono
obecno$¢ GoCV w 20 probkach i w 10 probkach wykorzystujac startery o dtugosci 445 pz. Analize
sekwencji przeprowadzono dla 18 probek potwierdzajac przynalezno$¢ do GoCV w przypadku biatka
Vpg4, 14 probek dla biatka Rep i 5 probek dla 445 pz.

* Sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”, decyzja
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 - e-mail: karolina.piekarska@piwet.pulawy.pl
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Wplyw réznych pozywek i metod hodowli ir vitro na rozwéj przedimplantacyjnych zarodkéw
krolika*

A. Chotoniewska', J. Chotoniewski?, K. Bartowska', E. Szablisty', E. Wenta-Muchalska', J.A.
Modlinski', A. Piliszek'

! Zaktad Embriologii Doswiadczalnej, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt Polskiej Akademii Nauk,
Jastrzebiec, Polska
2 Centrum Doskonatosci Badar Uktadéw Zlozonych, Wydziat Fizyki, Politechnika Warszawska,
Warszawa, Polska

Zarodki krélika hodowane in vitro sa w stanie rozwija¢ si¢ od stadium zygoty do blastocysty w
szerokim spektrum pozywek hodowlanych, m.in. w sekwencyjnych lub jednoetapowych pozywkach
uzywanych do hodowli zarodkéw ludzkich. Umiejetno$¢é rozwoju w réznych warunkach hodowlanych
wymaga potwierdzenia prawidtowego wzorca rozwoju zarodkowego na podstawie innych parametréw
niz tylko morfologii zarodka. Nasze badania pokazuja, jak rézne pozywki hodowlane i metody hodowli in
vitro wptywaja na kluczowe wydarzenie w przedimplantacyjnym rozwoju ssaczych zarodkow tj. na
réznicowanie si¢ pierwszych linii komérkowych: pluripotentnego epiblastu (EPI), pierwotnej endodermy
(PreE) oraz trofektodermy (TE)

Zarodki krolika pozyskane w stadium zygoty (19 hpc) hodowane byty w: dwoch typach pozywek
sekwencyjnych (a. G-1:PLUS/G-2:PLUS [Vitrolife]; b. G-1/G-2); dwoch typach pozywek
jednoetapowych z odnowieniem (a. RDH + 0,3% BSA; b. RDH), gdzie zarodki w trakcie hodowli byty
przenoszone do $wiezej kropli pozywki; oraz w dwoch typach pozywek jednoetapowych (Global [Life
Global] a. z dodatkiem 0.3% BSA b. bez dodatku BSA). Nastepnie, po 120 h hodowli, zarodki byty
analizowane pod katem morfologii, liczby komoérek oraz za pomoca immunofluorescencji posredniej,
wykrywane byly czynniki transkrypcyjne charakterystyczne dla poszczegdlnych linii komodrkowych:
CDX2 dla TE, SOX17 dla PrE oraz SOX2 dla EPI.

Nasze wyniki pokazujg, ze krolicze zarodki hodowane w pozywkach sekwencyjnych i jednoetapowych
z odnowieniem pozywki, nie tylko czgsciej osiagaly stadium blastocysty niz zarodki hodowane w
pozywkach jednoetapowych (82% vs 89% vs 47%), ale rdwniez $rednio mialy wigksza liczbe komorek
(105 £4 vs 113 £ 5 vs 72 + 4) oraz wigcej komorek Sox2-pozytywnych (8 + 2 vs 8 + 3 vs 0,3 + 0,2).
Srednia liczba komorek Cdx2-pozytywnych byla najwyzsza w zarodkach hodowanych w pozywkach
jednoetapowych z odnowieniem (3 + 1 vs 18 = 2 vs 0,1 £ 0,1). Liczba komoérek Sox17-pozytywnych
wydaje si¢ by¢ niezalezna od zastosowanej metody hodowli, jednak ich liczba byta wyzsza w pozywkach
bez dodatku biatkowego (20 £ 2 vs 5 £ 1).

*Projekt finansowany ze srodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”, decyzja
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

1 -e-mail: a.choloniewska@ighz.pl
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Rola fibroblastéw i adipocytéw w regulacji rozwoju nablonka sutkowego u bydta*
7. Dziggelewskal?, M. Gajewska!

!Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie

Gruczot mlekowy to jeden z nielicznych narzadow u ssakow, ktory podlega naturalnym cyklom
proliferacji, réznicowania oraz apoptozy wielokrotnie podczas zycia samicy. Zaréwno komorki
nabtonkowe jak i mioepitelialne na kazdym etapie rozwoju gruczotu pozostaja w bezposrednim lub
posrednim kontakcie z komorkami tworzacymi zrab gruczotlu. Najliczniejsza grupe stanowig adipocyty
oraz komorki tkanki tacznej, fibroblasty. Wyniki badan wskazuja, ze rozwoj czgsci wydzielniczej
gruczotu jest regulowany nie tylko przez hormony, ale rowniez lokalnie wytwarzane czynniki wzrostu
oraz oddzialywania miedzykomorkowe. Celem badan byto zbadanie wplywu czynnikéw parakrynnych
wydzielanych przez adipocyty na roéznym etapie roéznicowania na rozwoj komodrek nabtonka
gruczolowego u bydta z wykorzystaniem kultur pierwotnych.

Wyizolowane z torebki tluszczowej nerki krowy mezenchymalne komoérki macierzyste - bASC
(ang. bovine adipose derived stem cells) hodowano w pozywce wzrostowej DMEM/F12 z dodatkiem
10% surowicy. Po osiggnigciu konfluencji pozywke zmieniano na rdéznicujaca, z dodatkiem
izobutylometyloksantyny, rozyglitazonu, deksametazonu oraz ITS (insuliny-transferyny-selenu).
Zdolnos$¢ do réznicowania wyizolowanych preadipocytow potwierdzono barwieniem kropel tluszczu z
uzyciem czerwieniu oleistej O (ang.Oil Red O) oraz barwieniem fluorescencyjnym LipodTOX™,
Nastepnie zbierano 4 typy pozywek kondycjonalnych z poszczegdlnych etapéw réznicowania adipocytow
(z dnia 0, 8, 12, 14). Wyizolowane pierwotne komorki nabtonka gruczotowego bydta — bMEC (ang.
bovine mammary epithelial cels) hodowano w pozywce wzrostowej DMEM/F12 z dodatkiem 10%
surowicy, transferyny, hydrokortyzonu oraz insuliny. Czysto$¢ populacji potwierdzono w barwieniu
immunofluorescencyjnym z uzyciem markeréw: MUC-1, cytokeratyny 18, cytokeratyny 19, cytokeratyny
14 oraz a-SMA. Nast¢pnie komérki bMEC traktowano pozywka kondycjonowana przez 24 godziny.
Oceniono nastgpujace paramenty: zywotno$¢ komorek (test MTT), ich potencjat proliferacyjny
(CyQUANT Cell Proliferation Assay) oraz zdolno$¢ do migracji na ptytkach hemotaksyjnych (BD
Falcon™ FluoroBlock™ 24-Multiwell Insert Plates) z wykorzystaniem barwienia przyzyciowego
kalceing AM. Dodatkowo zbadano obecno$¢ wybranych adipokin w pozywkach kondycjonowanych przy
uzyciu testow ELISA.

Badania pokazaly, ze komodrki bASC, ktére po izolacji wykazuja morfologie komorek
fibroblastycznych, maja zdolno$¢ do przeprowadzenia procesu adipogenezy. Otrzymane w hodowli in
vitro bydlece adipocyty sg zdolne do syntezy biologicznie aktywnych zwigzkow, m.in. adiponektyny,
leptyny oraz chemeryny. Pozywki kondycjonowane zawierajace czynniki parakrynne wydzielane przez
bydlece adipocyty podwyzszaly zywotno$¢ komorek nabtonka gruczolu mlekowego. Z kolei zwigzki
wydzielane do pozywki przez niezréznicowane komorki bASC, wykazujace morfologi¢ fibroblastow,
istotnie stymulowaty komorki bMEC do migracji, co moze $wiadczy¢ o roli fibroblastow w rozbudowie
tkanki wydzielniczej podczas mammogenezy.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki 1  Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015  (projekt promotorski nr
KNOW2015/CB/PRO1/21).

2 — e-mail: zanetadziegelewska@gmail.com
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Aktywacja ukladu immunologicznego matki i jej konsekwencje dla rozwoju neurologicznego
potomstwa w owczym modelu infekcji prenatalnej*

W. Florek"?, K. Barlowska!, J. A. Modlinski!, S. Sampino'
Unstytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN, Jastrzebiec, Magdalenka

Infekcja matki w czasie cigzy jest powiazana ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia zaburzen
neurorozwojowych u potomstwa. W ostatnich latach opracowano wiele modeli zwierzgcych aktywacji
uktadu immunologicznego matki (ang. Maternal Immune Activation, MIA), bazujacych gléwnie na
myszach 1 szczurach. Koncentrowanie badan dotyczacych zlozonych zaburzen ludzkiego mozgu
wylacznie na modelach zwierzgcych opartych na gryzoniach ma jednak wiele ograniczen. Dlatego, celem
prezentowanych badan bylo stworzenie nowego modelu translacyjnego MIA indukowanego poprzez
podawanie ciezarnym owcom endotoksyny bakteryjnej — lipopolisacharydu (LPS).

Cigzarnym maciorkom podawano iniekcje z LPS (MIA, 1,2mg/kg bw.) lub sola fizjologiczng
(CTR) w réznych punktach czasowych rozwoju prenatalnego — 85 dpc, odpowiadajace drugiemu
trymestrowi, oraz 125 dpc, odpowiadajace trzeciemu trymestrowi ciazy u ludzi (n: CTRgs=11, MIAgs=12,
CTR125=13, MIA2s=12). Jagnigta byly nastgpnie poddawane baterii testow behawioralnych: test
ominigcia przeszkody w ksztatcie litery V (40 dzien Zycia) i test labiryntu w ksztatcie litery T. Testy
mialy na celu zbadanie uczenia przestrzennego jagniat, ich pamigci i elastycznos$ci poznawczej w
warunkach paradygmatu motywacji spolecznej. Nagrania uzyskane z przeprowadzanych testow byly
analizowane z wykorzystaniem programu do §ledzenia video Noldus EthoVision XT 11.5.

Jagnigta MIA12s wykazaly istotnie wyzszy czas potrzebny na ukonczenie testu ominigcia
przeszkody w ksztalcie litery V w drugim dniu treningu utrwalenia nawyku w poréwnaniu do grupy
CTR1i25 (P<0.01). U jagniat ptci meskiej z grupy MIAgs iniekcja LPS wplyngta negatywnie na zdolnosé
ukonczenia prob polegajacych na odwrotnym uczeniu si¢ w drugim dniu testu ominigcia przeszkody w
ksztatcie litery V, jednakze uzyskane ro6znice nie byly istotne statystycznie (Chi square test, p=0.0719).
Ponadto, podczas gdy jagnigta z grupy CTRgs wykazaly istotng poprawg w czasie potrzebnym na
ukonczenie testu (p<0.001, 1-way ANOVA), jagni¢ta z grupy MIAsgs nie poprawity swoich wynikow
(p>0.05). Iniekcja z LPS w roznych punktach czasowych rozwoju prenatalnego nie wptyngta na
wystgpowanie zachowan perseweratywnych u potomstwa.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze iniekcja LPS w poznej cigzy moze wplynaé na zdolno$¢ uczenia
si¢ 1 pami¢¢ u potomstwa, natomiast na wczesniejszym etapie rozwoju— na ich zdolno$¢ uczenia si¢ i
elastyczno$¢ poznawcza. Pojedyncza iniekcja LPS w réznych punktach czasowych rozwoju prenatalnego
nie wplywa na wystgpowanie zachowan perseweratywnych. Dalsze badania powinny uwzglednié
wielokrotne podawanie LPS w celu lepszego modelowania przebiegu infekcji prenatalnej u cztowieka.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$c¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki 1  Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt promotorski nr
KNOW2015/CB/PRO1/47)
2 - e-mail: w.florek@ighz.pl
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Whplyw transferu limfocytéw CD4* na odpowiedZ immunologiczng myszy zywionych homogenatem
miesa z kurczaka*

E. Fuc, Ztotkowska D., Wroblewska B.

Zaktad Immunologii i Mikrobiologii Zywnosci, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badav Zywnosci PAN
w Olsztynie

Pacjenci z nadwrazliwo$cia na biatko jaja kurzego moga zmagaé si¢ reakcjami alergicznymi po
spozyciu biatek migsa z kurczaka wskutek wystgpowania reakcji krzyzowych. Dlatego konieczne jest
badanie mechanizméw immunologicznych w celu zaproponowania alternatywnych rozwigzan dla oséb
zmagajacych si¢ z nadwrazliwos$cia pokarmowa.

Celem pracy byta ocena wptywu adoptywanego transferu indukowanych owoalbuming limfocytow
CD4 na odpowiedz immunologiczng biorcy zywionego homogenatem migsa z kurczaka w kontekscie
reakcji krzyzowych pomigdzy biatkami jaj, a biatkami migsa z kurczaka.

Eksperyment przeprowadzono wykorzystujac model immunizowanych myszy Balb/c. Zwierzeta
podzielono na trzy grupy: Dawcy, Biorcy i Kontrolna. Grupa Dawcoéw byta trzykrotnie immunizowana
OVA (100 pg) z adjuwantem Freunda. Po terminacji z tkanek $ledziony i weztdw chtonnych glowy i szyi
wyizolowano limfocyty T CD4. Oczyszczone komoérki (96%) zostaty przetrasferowane do naiwnych
myszy - Biorcy. Kolejno zwierzetom podawano przez okres 14 dniu homogenat migsa z kurczaka w ilosci
3mg/mysz. Grup¢ Kontrolng stanowity zwierzgta immunizowane OVA oraz karmione homogenatem
migsa z kurczaka. Po zakonczeniu do$wiadczenia scharakteryzowano odpowiedz komorkowa: udziat
poszczegblnych subpopulacji limfocytow T w weztach chtonnych oraz hodowli splenocytow, poziom
cytokin  wydzielanych do medium hodowlanego, stopien proliferacji limfocytow (PI) (cytometria
przyplywowa) oraz odpowiedz humoralng (poziom specyficznych przeciwciat IgA, IgG oraz catkowitego
IgE oznaczono metoda ELISA).

Wyniki wykazaty, ze transfer limfocytow CD4+ istotnie wptynat na odpowiedz humoralna oraz
komoérkowa Biorcow. Zaobserwowano, ze grupe Biorcow posiadata statystycznie nizszy poziom
specyficznych anty-OVA IgG (p<0.001) oraz nizsza sekrecje specyficznych IgA w poréwnaniu z
Kontrolng. Podobng tendencj¢ obserwowano w poziomie catkowitego IgE. Ponadto stymulacja in vitro
owoalbuming splenocytow grupy Kontrolnej skutkowata wyzszym indeksem proliferacyjnym w
poréwnaniu do grupy Biorcow. Zaobserwowano réwniez roznice w profilach wydzielanych cytokin.
Komorki Biorcow po stymulacji owoalbumina wydzielaly wigksze ilosci IL-10. Ponadto splenocyty
Biorcéw charakteryzowaty si¢ wyzszym poziomem sekrecji IFN-y (p<0,001) oraz nie wydziaty IL-4.
Réznice widoczne byly rowniez w profilu limfocytow T.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze transfer indukowanych OVA komorek CD4" znaczgco wptyngt na
odpowiedz immunologiczng gospodarza. Identyfikacja towarzyszacych mechanizméw moze by¢
pomocna w opracowaniu nowych strategii interwencji terapeutycznej w alergii pokarmowe;.

* Badania sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
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Wplyw prokinetycyny 1 na proces angiogenezy we wczesnej ciazy w endometrium $wini*
E. Goryszewska'?, M. Baryta!, P. Kaczynski', A. Wactawik!

! Zaktad Mechanizméw Dziatania Hormonéw, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN
w Olsztynie

Prokinetycyna 1 (PROKI) nazywana réwniez naczyniowym S$rodbtonkowym czynnikiem wzrostu
pochodzacym z gruczotéw dokrewnych (EG-VEGF) jest hormonem dziatajacym plejotropowo. Badania
przeprowadzone gldwnie u kobiety wykazaty kluczowa role PROKI1 w regulacji licznych proceséw
zwigzanych z ciaza, takich jak: angiogeneza, proliferacja, regulacja odpowiedzi immunologiczne;.
W endometrium kobiet ekspresja PROKI i jej receptora (PROKRI) jest podwyzszona w okresie
implantacji oraz podczas rozwoju tozyska w pierwszym trymestrze cigzy. W dostepnym pismiennictwie
brakuje informacji na temat roli PROK1 podczas wczesnej cigzy u zwierzat gospodarskich, w tym takze
u $wini. Celem badan bylo okreslenie wptywu PROKI na proliferacj¢ komoérek endotelialnych oraz
formowanie si¢ struktur kapilaropodobnych (angiogeneza) w endometrium macicy $wini podczas
wczesnej ciazy.

Dojrzate ptciowo loszki po dwodch, naturalnych cyklach rujowych, poddano kryciu. Nastgpnie,
zwierzgta zostaly poddane ubojowi w dniach 15-16 (n=10) oraz 19-20 (n=5) ciazy. W celu izolacji
komorek endotelialnych ze $rodkowej czeSci rogdéw macicy pobierano fragmenty endometrium, ktore
trawiono dyspazg I, a nastgpnie kolagenaza 1. Mieszaning komodrek poddano selekcji za pomoca kulek
magnetycznych (Dynabeads® CD31 Endothelial Cell) zgodnie z procedura producenta. Uzyskana czysta
populacje komorek endotelialnych hodowano do osiggniecia minimum 80% konfluencji. W celu
okreslenia wptywu PROKI na proliferacje, komorki endotelialne po pasazu posiano na ptytke 96
dotkowa i hodowano do osiagnigcia odpowiedniej konfluencji (ok. 40%). Nastepnie, komorki poddano 24
h inkubacji z PROK1 w obecno$ci lub braku nastepujacych czynnikdw: antagonisty receptora PROK1
(PC7), inhibitora kinazy MEK (PD098059), inhibitora kinazy IP3K (LY294002), inhibitora kinazy
AKT1/2, inhibitora szlaku mTOR (rapamycyna), inhibitora szlaku NF«xB (Bay11-7082) oraz inhibitora
syntazy cAMP (SQ22536). Poziom proliferacji badano z wykorzystaniem zestawu CellTiter
96®AQueous One Solution. Natomiast, w celu okreslenia wptywu PROK1 na formowanie si¢ struktur
kapilaropodobnych, komoérki endotelialne endometrium §win z dni 15-16 (n=6) i 19-20 (n=4) posiano na
szalki dedykowane do badania angiogenezy i inkubowano 6 h z PROK1 w obecnosci lub braku PC7.
Tworzenie si¢ polaczen migdzy komoérkami obserwowano przyzyciowo wykorzystujac mikroskop Zeiss
Axio Observer System z oprogramowaniem ZEN Blue 2.3 pro. Uzyskane wyniki poddano analizie one-
way ANOVA, wykorzystujac test Tukey’a (GraphPad Prism 8.1.2).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze PROKI zwigkszyla proliferacje¢ komorek
endotelialnych endometrium zaréwno w 15-16, jak réwniez w 19-20 dniu ciazy (p<0,05). Efekt ten
znoszony byt po zastosowaniu antagonisty receptora PROK1 oraz badanych inhibitoréw. Wykazano
réwniez sytmulujacy wplyw PROKI na formowanie si¢ struktur kapilaropodobnych przez komorki
endotelialne w obu badanych dniach cigzy. Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost w 15 z 20
badanych parametrow opisujacych proces angiogenezy (p<0,05), ktory zostat zniesiony po zastosowaniu
PC7. Uzyskane wyniki wskazuja, ze PROKI stymuluje proliferacje komoérek endotelialnych
endometrium przy udziale nastgpujacych szlakéw: kinazy MEK, kinazy IP3K, kinazy AKT1/2, szlaku
mTOR, szlaku NF«kB oraz syntazy cAMP. Podsumowujac, PROK1 jest waznym czynnikiem regulujagcym
proces angiogenezy w endometrium we wczesnej cigzy u $wini.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 — e-mail: e.goryszewska@pan.olsztyn.pl
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Pecherzyki zewnatrzkomérkowe jako aktywne mediatory komunikacji pomiedzy zarodkiem
a matka podczas wczesnej cigzy u Swini domowej*

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

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

Proces uzyskania przez macice stanu receptywnosci jest niezbgedny do ustalenia prawidlowe;,
zsynchronizowanej w czasie komunikacji migedzy zarodkiem a matka, ktéra ostatecznie warunkuje
utrzymanie i prawidlowy przebieg ciazy. Sugeruje si¢, ze istotng rol¢ w tej komunikacji odgrywaja
pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles; EV), ktore transportuja do innych komorek
mRNA, miRNA oraz biatka. W niniejszych badaniach postawiono hipoteze badawcza, ze elementy
szlaku biosyntezy i uwalniania oraz horyzontalnego transferu EV podlegaja wplywom sygnatow
zarodkowych, modulujac interakcje zachodzace migdzy zarodkiem a btong §luzowa macicy we wczesnej
cigzy u $wini.

Aby zweryfikowac hipotez¢ w pierwszym etapie scharakteryzowano populacje EV postugujac si¢
transmisyjna mikroskopia elektronowa, ktéra wykonano na skrawkach uzyskanych z tkanek pochodzenia
zarodkowego oraz endometrialnego w 12, 14, 16, 18 oraz 20 dniu cigzy [DP] (n=2-4/dzien).
Obserwowano liczne EV, otoczone podwoéjng btong komodrkowa oraz ciata wielopgcherzykowe
zlokalizowane w obrebie komorek nabtonkowych endometrium i trofektodermy. Zaobserwowano
autokrynny (charakterystyczny gtownie dla komorek trofoblastu) oraz merokrynny (charakterystyczny dla
obu badanych tkanek) sposob uwalniania EV do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j, a takze zalezng od
klatryny endocytozg¢ pecherzykow. Potwierdzono komoérkowa lokalizacje bialek istotnych w procesach
biosyntezy i dystrybucji EV przy uzyciu barwienia immunofluorescencyjnego preparatow endometrium
wraz z przylegajacym do niego trofoblastem w 12, 16 i 19DP. Okreslono specyficzna
tkankowo/komorkowo lokalizacje¢ biatek zaangazowanych w rdézne szlaki transportu (np. Rab27A),
biogenezy (np. Vps37B, Alix) lub bedace markerami EV (tetraspanina CD63). Nastgpnie postanowiono
zbadaé profil ekspresji genow kodujacych biatka zaangazowane w procesy biosyntezy i dystrybucji EV.
W tym celu wybrano geny kodujace bialka kompleksu ESCRT (ang. endosomal sorting complexes
required for transport) oraz biatka grupy RAB. Wykorzystano materiat pochodzacy od loszek ci¢zarnych
Iub bedacych w cyklu rujowym: endometrium (dni 11-12, 15-16, 17-19, n=5-9/dzien/status) oraz
zarodki/trofoblasty (dni 11-12, 15-16, 17-19, n=5-9/dzief). Przy uzyciu techniki real-time PCR udato si¢
uchwyci¢ réznice w ekspresji w badanych genow w przebiegu cyklu rujowego oraz cigzy, a takze
pomiedzy cyklem a cigzg. Oceniono réwniez wptyw sygnatow zarodkowych na ekspresje badanych
genow.

Na podstawie przeprowadzonych badan, potwierdzono dwoma niezaleznymi technikami obecnosé¢
EVs i ich biomarkeréw w komorkach endometrium, zarodkach i trofoblastach $wini. Dodatkowo
wyznaczono charakterystyczne profile ekspresji genow kodujacych biatka zaangazowane w procesy
biosyntezy i dystrybucji EV, sugerujace ktora z badanych struktur (endometrium/trofoblast) jest
odpowiedzialna za sekrecj¢ EV w kolejnych dniach ciazy, a ktéra nastawiona jest na odbieranie
informacji niesionej przez EV. Obserwowano réwniez prawdopodobny wplyw dziatajacych lokalnie
sygnalow zarodkowych na biosyntez¢ i dystrybucje¢ EV. Uzyskane wyniki pozwolily na rozszerzenie
hipotezy badawczej, ktora zostanie przetestowana w nowym projekcie badawczym zatytutowany: Rola
mikroRNA oraz prostaglandyn w regulacji biogenezy pecherzykow zewnqtrzkomorkowych w komorkach
trofoblastu swini: badania in vitro (PRELUDIUM/2018/29/N/NZ9/02331).

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt promotorski nr
KNOW2015/CB/PRO1/27).

3 — e-mail: m.guzewska@pan.olsztyn.pl, m.kaczmarek@pan.olsztyn.pl
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Molekularny mechanizm mioprotekcyjnego oddzialywania geranylgeraniolu w modelu
komoérkowym miopatii zaleznej od statyn®

A. Jaskiewicz !, B. Pajak 2, A. Orzechowski !

! Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa; > Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii,
Warszawa

Statyny, inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A, sa powszechnie stosowane
w zwalczaniu hypercholesterolemii, a negatywne skutki ich oddziatywania obejmuja przede wszystkim
niekorzystny wplyw na migsnie szkieletowe. Pomimo licznych badan, mechanizm miotoksycznego
oddzialywania statyn wciaz pozostaje niejasny. Badania wlasne dotyczace skutkéw ubocznych
hamowania przez statyny przemian kwasu mewalonowego w komoérkach migéniowych wykazaty, ze
wsrod niesterolowych izoprenoidow wylacznie geranylgeraniol (GGOH) jest w stanie przywrocic
uposledzong przez statyny zywotno$¢ komoérek migsniowych. Gtéwnym celem przedstawionego projektu
byto zidentyfikowanie molekularnego mechanizmu miotoksyczno$ci statyn oraz wyjasnienie poditoza
cytoprotekcyjnych wtasciwosci GGOH.

W badaniach zastosowano atorwastatyng (ATR) i simwastatyng (SIM), jako odpowiednio przyktad
statyny mniej (ATR) i bardziej lipofilnej (SIM). Do badan wykorzystano komoérki migsniowe mysiej linii
C2C12, u ktorych w warunkach hodowli komoérkowej wywotano réznicowanie zmieniajac pozywke z
wzrostowej na rdznicujaca. Proces réznicowania trwat 5 dni, przy czym materiat do badan pozyskiwano
w dniach: 1. (proliferujace mioblasty), 3. (r6znicujace si¢ miotuby), 5. (zr6znicowane miotuby).

Autofagia jako podstawowy proces degradacji wewnatrzkomoérkowej, odpowiada za utrzymanie
homeostazy w czasie wzrostu i réznicowania migsni szkieletowych. Z tego wzgledu w pierwszym etapie
badan nad mechanizmem ochronnego wptywu GGOH, gwarantujagcym przezycie komoérek migsniowych
poddanych dziataniu statyn, przeprowadzono seri¢ doswiadczen ,autophagy flux”, wykorzystujacych
chloroching (CQ) jako czynnik lizosomotropowy hamujacy autofagi¢ na etapie degradacji. Zwigkszona
akumulacja biatka MAPLC3-IIb obserwowana byla w 1. i 3. dniu réznicowania komérek C2C12,
niezaleznie od oddziatywania statyn, a zastosowanie CQ nie wptyneto na cytoprotekcyjne whasciwosci
GGOH w komorkach poddanych dzialaniu ATR lub SIM. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, iz dziatanie ochronne GGOH nie jest zalezne od autofagii.

Kolejny etap poszukiwan podloza cytoprotekcyjnych wlasciwosci GGOH obejmowat badania procesu
apoptozy. Uzyskane dane $§wiadczg, iz zastosowanie inhibitora pankaspazowego Z-VAD-FMK,
hamujacego przebieg kaspazo-zaleznej apoptozy przyczynito si¢ wytacznie do czeSciowego odwrocenia
cytotoksycznego dziatania ATR i SIM 1 to jedynie w przypadku wczesnych i dojrzatych miotub (3. 1 5.
dzien réznicowania). Efekt ten nie byl obserwowany w przypadku proliferujacych mioblastow (1. dzien
réznicowania). Z kolei ALLM — inhibitor p- i m-kalpain, zaangazowany w szlak apoptozy niezaleznej od
kaspaz, charakteryzowal si¢ analogicznym dziataniem do GGOH, chronigc miocyty C2C12 przed
negatywnym efektem statyn zaréwno na poziomie mioblastow jak i miotub. Ekspresja aktywnej kaspazy
3 zmniejszata si¢ wraz ze stopniem zréznicowania miocytOw - najsilniejsza ekspresja wystepowala w
proliferujacych mioblastach. Z kolei, najwyzsze natgzenie autofagii w tescie ,,autophagy flux”, ocenione
na podstawie poziomu biatka MAPLC3-IIb bylo obserwowane w mioblastach oraz wczesnych
miotubach.

W oparciu o zebrane wyniki stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy autofagia i apoptoza, jako procesow
wzajemnie uzupehiajacych si¢ w czasie roznicowania komoérek miesniowych. Ponadto przedstawione
dane sugeruja, iz ochronne wtasciwosci GGOH wynikaja przede wszystkim z zahamowania aktywnoSci
kalpain a nie kaspaz.

Stowa kluczowe: statyny, miopatia zalezna od statyn, geranylgeraniol, autofagia, apoptoza

*Badania finansowane ze §rodkow dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
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The molecular mechanisms of interaction between copper and iron metabolism*
A. Jonczy!, R.R. Starzynski', R. Mazgaj', M. Szudzik!, E. Smuda!, M. Kamyczek?, P. Lipinski'

Instytut Genetyki I Hodowli Zwierzqt PAN w Jastrzebcu
2 Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Doswiadczalny Pawtowice

Niedobor zZelaza jest najczgstszag przyczyna anemii, a problem ten dotyczy nie tylko ludzi, ale takze
innych gatunkéw ssakow, zwlaszcza prosiat, ktore pozbawione suplementacji rozwijaja typowa anemie
mikrocytarng, stuzac, jako model do badan nad IDA (ang. lron Deficiency Anemia). Eksport zelaza z
enterocytow do krwioobiegu odgrywa kluczowa role w utrzymaniu homeostazy tego pierwiastka. W
transport ten zaangazowanych jest szereg biatek, w tym ferroportyna (Fpn, jedyny znany eksporter zelaza
komorkowego) 1 hefajstyna (Heph, ferroksydaza miedziowa). U prosigt pomimo powaznej
niedokrwistosci (Hgb 4,11 = 0,97 g / dl) i niskiej zawarto$ci zelaza w watrobie, ekspresja transporteréw
Dmtl i Fpn oraz reduktazy Cybrdl w dwunastnicy nie r6zni si¢ mi¢dzy zwierzgtami z niedokrwistoscig i
zwierzetami suplementowanymi dekstranem zelaza. Co wigcej, poziom mRNA HIF-2a (regulator
transkrypcji genow odpowiedzialnych za wchtanianie zelaza) w dwunastnicy zwierzat anemicznych jest
znacznie nizszy w poréwnaniu do grupy suplementowanej zelazem. Zastosowanie metody
immunolokalizacji wykazato obnizony poziom biatka HIF-2a na skrawkach dwunastnicy anemicznych
prosigt. Co ciekawe, zwigkszony poziom biatka L-ferrytyny w ekstraktach dwunastnicy sugeruje
zwickszong retencje zelaza w dwunastnicy prosiat z niedokrwisto$cia, jednak sam poziom biatka Fpn w
ekstraktach btonowych dwunastnicy pozostaje znacznie nizszy w grupie prosigt anemicznych. Ponadto
zaobserwowano spadek poziomu mRNA i biatka hefajstyny w dwunastnicy anemicznych prosiat.
Hefajstyna jest ferroksydazg zalezng od Cu, ale zawarto$¢ miedzi w dwunastnicy nie roéznita si¢ migedzy
grupa anemiczng i kontrolng, co potwierdzono poprzez pomiar poziomu biatka CCS oraz pomiar
aktywnos$ci miedziozaleznego enymu SOD1. Podobnie poziom mRNA hepcydyny w watrobie nie roznit
si¢ znaczaco. Podsumowujac, u prosiat z niedokrwisto$cia pomimo wysokiego zapotrzebowania na zelazo
niezbednego do procesu erytropoezy, lokalna regulacja mechanizméw na poziomie enterocytu w tym
obnizony poziom hefajstyny moga zaktoci¢ proces eksportu zelaza przez Fpn, co prowadzi do retencji
Zelaza w enterocytach, zmniejszajac tym samym jego dostepnos¢ dla catego ustroju .

* Badania finansowane z grantu nr KNOW2015/CB/PRO1/46 Konsorcjum Naukowego KNOW ,Zdrowe zwierzg —
Bezpieczna Zywnos¢”, decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

27-



Réznicowanie molekularne szczepéw Listeria monocytogenes pochodzacych z produktéw miesnych i
Srodowiska produkcji z uzyciem PFGE i MLST*

M. Kurpas'?, K. Wieczorek'

!Zaktad Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego, Panistwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy
Instytut Badawczy w Putawach

Przeprowadzone badania mialy na celu okre§lenie podobienstwa izolatow Listeria monocytgenes
pochodzacych z produktéw migsnych i srodowiska ich produkcji.

W doswiadczeniu przebadano 150 izolatow L. monocytogenes, nalezacych do zbioréw Zaktadu
Higieny Zywnos$ci Pochodzenia Zwierzecego, Pafistwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach. Badane szczepy podzielono ze wzgledu na zrédto ich izolacji na trzy
grupy zawierajace po 50 izolatow: produkty surowe (metki, kietbasy surowe), wedliny (migsne produkty
poddane obrébcee termicznej) oraz wymazy (probki pobrane z roznych powierzchni srodowiska produkcji
Zywnosci).

Zroznicowanie izolatéw przeprowadzono z uzyciem metody PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis),
opartej na poréwnywaniu profili makrorestrykcyjnych uzyskanych poprzez trawienie genomoéow L.
monocytogenes enzymami Ascl i Apal. Analiz¢ profili wykonano w programie Bionumerics, a nastgpnie
skonstruowano dendrogram i przyporzadkowano badane izolaty do grup klonalnych. W do§wiadczeniu
wykorzystano réwniez technike MLST (Multilocus Sequence Typing) oparta na poréwnaniu sekwencji
gendéw metabolizmu podstawowego: abcZ, bglA, cat, dapE, dat, Idh, IhkA.

Analiza profili makrorestrykcyjnych uzyskanych metoda PFGE pozwolita na przyporzadkowanie
izolatéw do 30 grup klonalnych (podobienstwo 90%). Ponadto zaobserwowano 28 grup w obrebie
ktérych izolaty wykazywaly podobienstwo wynoszace 100%. W metodzie MLST badane L.
monocytogenes przyporzadkowano do 25 roéznych typoéw sekwencyjnych (ST). Najliczniej wystgpowaty
ST9 (31 izolatéow), ST121 (20 izolatow) oraz ST8 (12 izolatdow). W grupie izolatdow pochodzacych z
produktow surowych wykryto 15 réznych typow sekwencyjnych w tym najczeséciej stwierdzano ST9 (10
izolatow) i ST121 (9 izolatdéw). W przypadku L. monocytogenes z wedlin odnotowano 16 roznych ST w
tym po 7 izolatow z ST2, ST9 i ST121. Wsrod szczepdéw wyizolowanych ze srodowiska produkcji
wykryto 14 typow sekwencyjnych z czego najliczniej wystgpowaty ST9 (12 izolatéw) i ST5 (8 izolatow)

Uzyskane wyniki pozwolily na wykazanie réznic w wystepowaniu L. monocytogenes w migsnych produktach surowych, wedlinach poddanych
obrébce termicznej i Srodowisku produkcji.

* Badania sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 - e-mail: monika.kurpas@poczta.piwet.pl

-28-



Plastyczno$¢ neuronéw zwoju miednicznego przedniego zaopatrujacych
trojkat pecherza moczowego knura*

Z. Listowska!~
"Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie

Zwoj miedniczny przedni- APG jest glownym zwojem splotu miednicznego knura, ktéry odpowiada
za autonomiczne unerwienie jego narzadéw moczopiciowych, w tym trojkata pecherza moczowego
(TPM) uznanego za lokalne centrum sterowania mikcjg. W chwili obecnej brakuje danych na temat zmian
zachodzacych w neuronach miednicznych pod wplywem przecigcia ich wiokien nerwowych
zaopatrujgcych pecherz moczowy (PM) i narzady piciowe, podczas gdy dokladnie znane sg kliniczne
konsekwencje takiego urazu.

Celem badania bylo okreslenie wplywu jednostronnej aksotomii widkien nerwowych projektujacych z
prawego APG do TPM na: zmian¢ liczby i wzoréw kodowania chemicznego neurondw i
wewnatrzzwojowych widkien nerwowych zlokalizowanych w obydwu zwojach APG, jak réwniez na
zmiany zachodzace na poziomie ekspresji genéow kodujacych synteze badanych substancji biologicznie
aktywnych.

Doswiadczenie przeprowadzono na 20 niedojrzatych piciowo knurkach rasy Wielka Biata Polska, o
masie ciata ok. 10-15 kg m.c. Zwierzeta zostaly podzielone na dwie grupy doswiadczalne: grupe M
(badania morfologiczne; n=10) i grup¢ BM (badania molekularne; n=10). Neurony APG zaopatrujace
TPM zostaly wyznakowane przy uzyciu metody wstecznego znakowania komoérek nerwowych.
Fluorescencyjny znacznik Fast Blue zostal zaaplikowany do $ciany TPM u knurkéw z podgrupy
kontrolnej i eksperymentalnej (3 tygodnie przed aksotomia) przeznaczonych do badan morfologicznych.
W celu ujawnienia gtownych populacji neuronéw zwoju miednicznego przedniego zaopatrujacych TPM
zastosowano podwdjne barwienia immunohistochemiczne z uzyciem przeciwcial skierowanych
przeciwko markerom adrenergicznym (TH i DBH) i cholinergicznym
(ChAT i VAChKT). Barwienia immunohistochemiczne dotyczyly réwniez obecnosci neuropeptydow
GAL, VIP, NPY oraz enzymu bNOS w neuronach APG. Badania genetyczne zostaly przeprowadzone za
pomoca techniki RT- qPCR. Umozliwita ona iloSciowa analiz¢ ekspresji gendw kodujacych badane
substancje biologicznie aktywne w tkankach kontrolnych i eksperymentalnych.

Badania wykazaty, ze pod wptywem jednostronnej aksotomii w prawym, jak i lewym APG doszto do
ponad 50% spadku liczby neuronéw FB+. Istotne zmiany w kodowaniu chemicznym komoérek FB+
odnotowano tylko w prawym zwoju i obejmowaly one zmiany w ekspresji DBH/TH (spadek o ok. 30%),
VACHhT/ChAT (wzrost o ok. 9%), GAL i VIP (wzrost o ponad 30%). Co wiecej, ok. 18% FB+ neuronéw
prawego APG bylo immunoreaktywnych wobec bNOS, gdzie ekspresja tej substancji nie byta
obserwowana w grupie kontrolnej. Ponadto po zabiegu jednostronnej aksotomii w obydwu zwojach APG
stwierdzono istotny wzrost ilosci wtokien DBH/TH- IR, GAL- IR i VIP- IR, znaczny spadek widkien
VAChHT- IR oraz zmiany w ekspresji genéw kodujacych synteze wigkszosci z badanych substancji.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze jednostronna aksotomia widkien splotu miednicznego jest czynnikiem
mogacym indukowa¢ zmiany neuroplastyczne w zwoju bezposrednio odnerwionym, jak i w polozonym
po stronie przeciwnej do uszkodzenia witdkien nerwowych. Zaobserwowany wzrost ekspresji GAL, VIP i
bNOS w obydwu APG sugeruje udzial tych substancji w procesach zwiagzanych z regeneracja i
zwickszeniem mozliwosci przezycia neuronow miednicznych.

*Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 — e-mail: zaneta.listowska@uwm.edu.pl

-29-



Interakcje doksycykliny z jonami metali i pasza na etapie wchlaniania z przewodu pokarmowego
kurczat brojlerow*

H. Madej-Smiechowska'?, H. Ziotkowski', I.J. Jaroszewski'

!Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko—Mazurski w Olsztynie

Wstep: Doksycyklina (DOX) jest potsyntetycznym, bakteriostatycznym chemioterapeutykiem z rodziny
tetracyklin o szerokim spektrum dziatania wobec bakterii Gram (+) i Gram (—) tlenowych i beztlenowych,
patogendow atypowych (Mycoplasma spp., Spirocheates spp., Chlamydia spp., Rickettsia spp.,
Ureaplasma spp.) oraz niektorych pierwotniakow (Anaplasma spp., Toxoplasma spp., Plasmodium spp.,
Babesia spp.). Jest powszechnie stosowana w terapii schorzen uktadu oddechowego, moczowego,
ptciowego, pokarmowego oraz zakazen skory.

Cele: Opracowanie oraz walidacja prostej, czulej, szybkiej, wiarygodnej i relatywnie taniej metody
oznaczania DOX w osoczu kurczat brojleréw za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzgzonej z tandemowa  spektrometria mas (HPLC-MS/MS). Okre$lenie parametrow
farmakokinetycznych (PK) standardu analitycznego DOX u kurczat brojleréw po jednokrotnym podaniu
per os, domigéniowym i dozylnym, okre§lenie PK DOX podanej per os i dozylnie w dostgpnych
preparatach komercyjnych oraz okreslenie wptywu jondéw wapnia, magnezu i zelaza i/lub pokarmu na PK
DOX po jednorazowym oraz wielokrotnym (odtwarzajacym warunki fermowe) podaniu per os.

Material i metody: W doswiadczeniu wzigto udziat 96 klinicznie zdrowych kurczat brojleréw w wieku 3 tygodni,
podzielonych na 12 grup, po 8 ptakow w kazdej oraz 6 ptakow, od ktérych pozyskano materiat do przygotowania
krzywych kalibracyjnych. Ptakom w poszczegolnych grupach podawano DOX (10 mg/kg m.c.) i/lub jony oraz
pasze wedlug $ci$le okreslonego schematu. Celem wyznaczenia zalezno$ci stg¢zenie-czas od kazdego ptaka
pobierano krew w objetosci 0,5—1,0 ml w okreslonych punktach czasowych. Pobrana krew odwirowywano (1600 x
g przez 10 min w temp. 4°C), a uzyskane osocze zamrozono w temp. -82°C do czasu analizy chromatograficzne;.
Analiza HPLC-MS/MS zostala przeprowadzona przy uzyciu wysokosprawnego chromatografu cieczowego
WATERS Aliance 2695 sprzgzonego z tandemowym spektrometrem mas Waters Quattro micro® API MS
(Waters, Milford, MA, USA). Parametry PK wyliczono przy uzyciu programu ThothPro™ (Gdansk, Polska). Dla
podania dozylnego zastosowano model 2-kompartmentowy, a dla pozanaczyniowych drég podania model 1-
kompartmentowy. Parametry PK wyliczono dla kazdego ptaka i przedstawiono w postaci §redniej dla catej grupy.
W analizie statystycznej wykorzystano program GraphPad Prism wersja 2.0 (San Diego, CA, USA). W pordéwnaniu
warto$ci $rednich poszczegdlnych grup wykorzystano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem
wielokrotnego porownania Tukeya oraz w wybranych poréwnaniach dwoch grup test t-studenta.

Wiyniki: Nowoopracowana metoda pomyslnie przeszta proces walidacji i zostata wdrozona do oznaczenia stezen
DOX w pobranych probkach. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze: a) zaréwno w przypadku jednokrotnego jak i
wielokrotnego podawania DOX kurczetom brojlerom (niezaleznie od drogi oraz warunkéw podania) osiagata ona
stezenia terapeutyczne wobec patogenéw odpowiedzialnych za choroby drobiu, b) obecno$¢ substancji
pomocniczych w preparatach dostepnych na rynku moze wplywaé¢ na PK DOX, c) pokarm istotnie hamuje
wchtanianie DOX, d) obecne w wodzie jony wapnia, zelaza i magnezu nie wptywaja istotnie na wchlanianie DOX,
d) DOX podawana w warunkach imitujacych stosowanie w fermach drobiu zachowuje si¢ odmiennie, niz w
przypadku jednokrotnych podan eksperymentalnych, zatem w planowaniu badan PK dla tego leku nalezy
precyzyjnie okresli¢ ich cel, by mozliwe byto zoptymalizowanie warunkow do§wiadczenia.

* Badania sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 - e-mail: h.madej-smiechowska@uwm.edu.pl
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Rozwéj unerwienia rynienki przelykowej u bydla domowego (Bos taurus)*
M.Marszatek'2, W.Sienkiewicz!

Katedra Anatomii Zwierzqt, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Wstep. Rynienka przetykowa jest specyficzng czgécia przedzotadka zbudowang z warg oraz dna.
Pod wptywem odruchu ssania wargi kurcza sig, tworzac swoisty kanal, dzigki ktéremu plynna tres¢ omija
przedzotadki i trafia bezposrednio do trawienca. Odruch zamykania rynienki przelykowej jest najsilniej
wyrazony u cielat do 3 miesigca zZycia, po tym czasie jej wlasciwosci reflektoryczne stabna, natomiast po
ukonczeniu 2 roku zycia odruch zamykania nie bierze udzialu w normalnym procesie pobierania
pokarmu.

Cel. Celem prowadzonych badan jest poznanie rozwoju unerwienia rynienki zoladka bydta
domowego oraz ustalenie: jak zmienia si¢ liczba neuronéw i wtdkien nerwowych obecnych w badanym
narzadzie oraz jak zmienia si¢ kodowanie chemiczne neurondéw $rod$ciennych badanego narzadu.

Material i Metody. Badania przeprowadzono na zwierzgtach z szesciu grup wiekowych (n=5):

I, II, III trymestr cigzy, 6-cio tygodniowe cielgta, 2 letnie krowy oraz 4 letnie krowy. Rynienki
przelykowe pobrano od zwierzat w rzezni, a nastgpnie utrwalono immersyjnie w 4% zbuforowanym
roztworze paraformaldehydu, po 24h przeplukano w buforze fosforanowym i zanurzono w 18%
roztworze sacharozy. Tkanki skrojono na skrawki grubo$ci 16um oraz barwiono z uzyciem przeciwciat
pierwotnych skierowanych przeciwko VAChT, NOS.

Wyniki. W niniejszych badaniach komoérki VACHT-IR w grupie I stanowily 36+2,03%
wszystkich komorek zwojowych. W II trymestrze stanowity one 44,33+2,99%, a w III 36,33+1,85%. U
cielat populacja ta stanowita 29,07+1,44%. U zwierzat dorostych procentowy udziat cholinergicznych
perikariondw utrzymywat si¢ na zblizonym poziomie, osiagajac 25,56+2,31% w grupie V i 24,89+2,98%
w grupie VI. Podwodjne barwienia VAChT/NOS wykazaly, ze w populacji neuronéw cholinergicznych
zwierzat 1 grupy niemal 39% komorek zawieralo jednocze$nie immunoreaktywnos¢ dla NOS, w
przypadku zwierzat grupy II odsetek ten wzrost do niemal 64% 1 71% w przypadku ptodow grupy II1. U
zwierzat 6-tygodniowych stwierdzono drastyczny spadek liczby podwojnie wybarwionych neuronéw do
okoto 19%, a u zwierzat grupy V i VI odsetek ten wynosit ponad 40% (46%, 42%).

Whioski. Znaczacy spadek odsetka neuronéw nitrergicznych w populacji neuronéw
cholinergicznych moze mie¢ bardzo znaczacy wpltyw na reflektoryke migsniowki gladkiej rynienki
przetykowej. Najwigksza redukcja komponenty hamujacej zaobserwowana u 6-tygodniowych zwierzat
wskazuje na zwickszona aktywno$¢ skurczowa badanego narzadu.

* Badania finansowane z Grantow nr 2013/09/N/NZ9/01655 i 2013/09/B/NZ9/01752 przyznanych przez Narodowe Centrum
Nauki.

2 — e-mail: madamarszalek@gmail.com

-31-



Stawonogi jako potencjalny wektor mechaniczny w rozprzestrzenianiu si¢ ASFV w populacji
dzikow w Polsce*

N. Mazur-Panasiuk!, M. Bruczynska?, G. Wozniakowski!

! Zakiad Chorob Swin, Paristwowy Instytut Weterynaryjny - Paristwowy Instytut Badawczy w Pultawach
’Powiatowy Inspektorat Weterynarii w Piasecznie

Afrykanski pomoér $win (ASF) jest zakazng choroba wirusowa $win i dzikow o $miertelnosci
siggajacej 100%. Na terenie Europy choroba szerzy si¢ konsekwentnie od 2007 r., jednakze w drugiej
potowie 2018r. ASF niespodziewanie pojawit si¢ rowniez na terenie Chinskiej Republiki Ludowej
bedacej swiatowym liderem produkcji wieprzowiny, gdzie szybko rozprzstrzenit si¢ na terenie catego
kraju, oraz panstw oSciennych: Mongolii, Wietnamu, Korei Potnocnej, Kambodzy i Laosu, powodujac
zachwianie $§wiatowego rynku wieprzowiny. Poznanie mechanizmoéw rozprzestrzeniania si¢ wirusa ma
kluczowe znaczenie w prewencji choroby.

Kleszcze migkkie z rodzaju Ornithodoros stanowig wektor biologiczny patogenu, niemniej jednak
obszar ich wystgpowania ograniczony jest do kontynentu afrykanskiego oraz potudniowych obszar6w
Europy, potozonych w basenie Morza $rodziemnego. W Europie na terenach wystgpowania ASF u
dzikow, najliczniej wystepujacym rodzajem kleszczy sa tzw. kleszcze twarde, nalezace do gatunkow
Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus, jednakze replikacja ASFV w ich organizmach nie jest mozliwa.
Gloéwna droge transmisji wirusa stanowi kontakt bezpo$redni wrazliwych osobnikéw z zakazonymi
zwierzg¢tami lub ich szczatkami. ASF wielokrotnie zostal potwierdzony w stadach towarowych liczacych
do kilkudziesigciu tysiecy sztuk trzody, spetniajagcych wszystkie wymagania bioasekuracji. Pomimo
szczegdtowych dochodzen epizootycznych, mechanizm transmisji choroby do takich stad nie zostat
dotychczas poznany, jednakze badania przeprowadzone w Danii w 2018r udowodnity, iz muchy z
gatunku Stomoxys calicitrans mogg stanowi¢ potencjalny wektor mechaniczny patogenu w wyniku
polknigcia przez swini¢ muchy zanieszczyszczonej zakazong krwia.

Aby potwierdzi¢ mozliwo$¢ mechanicznej transmisji ASFV przez stawonogi, zbadano obecnosé¢
genomu ASFV w 25 kleszczach zidentyfikowanych jako D. reticulatus zebranych na terenie powiatu
piaseczynskiego, gdzie choroba powszechnie wystepuje w populacji dzika. 15 z nich pobrano ze
swiezych szczatkéw padtych dzikéw, sposrod ktorych 11 stanowity kleszcze w pelni najedzone krwia.
Pozostate 10 dorostych kleszczy pochodzito z ubran pracownikéw Inspekcji Weterynaryjnej, pracujacych
w lesie w zwiazku z unieszkodliwianiem szczatkéw padlych zwierzat. Analiza real-time PCR
potwierdzila obecno$¢ DNA wirusa ASF w 18 z 25 probek; wsrod ktorych 14 pochodzito ze szczatkow
padtych dzikéw: najedzone (11/11) i pozostate kleszcze (3/4). Ponadto, 4/10 osobnikéw pobranych z
ubran réwniez wykazalo obecno$¢ genomu ASF. Wybrane 10 prob poddano nastepnie izolacji wirusa w
hodowli komérek PBMC, w 8 przypadkach otrzymano wynik pozytywny.

Wyniki przeprowadzonych obserwacji stanowig pierwszy na $wiecie dowdd na obecno$¢ zdolnego do
infekcji ASFV w organizmach kleszczy z rodzaju D. reticulatus w warunkach naturalnych, co pozwala
wnioskowac, iz w pewnych sprzyjajacych okolicznosciach, kleszcze twarde jako powszechny pasozyt
dzikéw, moze stanowi¢ mechniczny wektor transmisji ASF w populacji dzika w Europie.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt nr UMO-KNOW2016/PIWet-
PIB/PRO2/01/1).

2 - e-mail: natalia.mazur@piwet.pulawy.pl
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Ptaki z rodziny Laridae — rezerwuar gamma i deltakoronawiruséw*
J. Mitek, K. Domanska-Blicharz!
Zaktad Chorob Drobiu, Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

Koronawirusy (coronaviruses - CoVs) to liczna grupa patogenéw nalezacych do rodziny
Coronaviridae, podrodziny Orthocoronavirinae. Dalsza klasyfikacja to rodzaj alfa- i betakoronawirusy,
do ktoérych naleza wirusy ludzi i zwierzat oraz gamma- i deltakoronawirusy, identyfikowane przede
wszystkim u ptakow. GammaCoV reprezentowany przez koronawirus ptakow (avian coronavirus -
AvCoV) to patogen drobiu wywotujacy m.in. zakazne zapalenie oskrzeli kur czy stany patologiczne jelit
u indykow (koronawiroza indykow), ktory stanowi powazny problem zwlaszcza w wielkotowarowe;j
produkcji drobiarskiej. GammaCoVs wystepuja réwniez u licznych gatunkéw ptakéw wolnozyjacych
podobnie jak wirusy z rodzaju Deltacoronavirus. Co wazne to dzikie ptaki, szczegdlnie wodne ptactwo
migrujace uwaza si¢ za naturalny rezerwuar 1 zroédlo rozprzestrzeniania gamma- jak
i deltakoronawiruséw. Jednakze wcigz niewiele wiadomo o zréznicowaniu genetycznym CoVs u
poszczegblnych grup taksonomicznych ptakéw oraz ich roli w epidemiologii CoVs.

Celem podjetych badan byla ocena wystgpowania CoVs m.in. w populacji ptakéw z rodziny
mewowatych (Laridae), wystgpujacych na terenie Polski. Podj¢to badania nad charakterystyka
molekularng wykrytych CoVs, w tym rowniez probe uzyskania peilnej sekwencji genomu wykrytego
deltaCoV u mewy $mieszki (Chroicocephalus ridibundus). W badaniach wykorzystano wymazy z kloaki
w ilosci 1015 szt., pobranych od dzikich ptakéw w ramach monitoringu wirusa grypy ptakow (2009-
2018). Do detekcji CoVs zastosowano metode RT-PCT/nested PCR opracowang dla fragmentu genu
wirusowej polimerazy. Do uzyskania pelnej sekwencji genomowej wykorzystano metode
sekwencjonowania nast¢pnej generacji (NGS — next generation sequencing). Do przygotowania bibliotek
zastosowano zestaw komercyjny Nextera XT DNA Library Preparation Kit, a sekwencjonowanie
przeprowadzono z wykorzystaniem systemu MiSeq® (Illumina Inc, USA).

W przebadanym materiale obecno$¢ koronawiruséw stwierdzono w 62 wymazach (6.1%) pochodzacych
od gatunkow: mewa $mieszka, mewa siwa, mewa srebrzysta i rybitwa rzeczna. Wérod wykrytych
wirusow zidentyfikowano 38 gammaCoV (61,3%) oraz 24 deltaCoV (38,7%). Przeprowadzona analiza
filogenetyczna gammaCoVs wykazata duze podobienstwo (97% - 99,5%) do sekwencji CoV wykrytych u
mew na terenie Finlandii, wysp Komandorskich, a takze u australijskiego kamusznika zwyczajnego. Z
kolei polskie deltaCoVs wykazaly wysoka homologi¢ (94,1 - 98,1%) do wiruséw identyfikowanych u
mew z obszaru Finlandii.

Dzigki zastosowaniu metody NGS uzyskano pelng sekwencje deltakoronawirusa pochodzacego od
mewy $mieszki. Rozmiar genomu analizowanego wirusa wynosit 26 102 nukleotydy, z zawarto$cig par
zasad G+C na poziomie 39%. Podobnie jak u innych koronawiruséw genom ten posiada typowy uktad i
obejmuje dziesi¢¢ otwartych ramek odczytu (ORF - open reading frames), gdzie pierwsze 2/3
wirusowego RNA od strony 5’ zajmuje ORF1ab replikazy i 1/3 geny kodujace biatka strukturalne S-M-E-
N. Filogeneza oparta o pelne sekwencje genomowe wykazata bliskie podobienstwo deltaCoV mewy
(96,9-97,4%) do deltaCoVs zidentyfikowanych u sokota (UAE-HKU27) i golebia (UAE-HKU2) w
Zjednoczonych Emiratach Arabskich.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, iz ptaki z rodziny Laridae sa gospodarzem zaréwno dla gamma- jak i
deltaCoVs. Wyniki sugeruja rowniez, ze mewy moga petni¢ wazng role w rozprzestrzenianiu CoVs na
znaczne odleglosci a takze stanowi¢ zrodto wymiany genowej koronawirusow.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt nr KNOW2015/CB/PRO1/33).
1 — e-mail: domanska@piwet.pulawy.pl
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Wzorce wykrywania parwowiruséow $win 1-6 (PPV1-PPV6) na polskich fermach §win*
D. Mitek'3, A. Wozniak', M. Guzowska?, T. Stadejek’

!Katedra Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
’Katedra Nauk Fizjologicznych, Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Parwowirus §win 1 (porcine parvovirus 1, PPV1) jest glownym czynnikiem wywotujacym zaburzenia
w rozrodzie u trzody chlewnej. W ciagu ostatnich dwoch dekad wykryto wiele nowych parwowiruséw
$win, ktorym w nazwie nadano kolejno numery od 2 do 6 (porcine parvovirus 2-6, PPV2-PPV6).
Doktadna rola nowych parwowiruséw $win dla zdrowia trzody chlewnej jest do tej pory nie znana.
Przypuszcza si¢, ze PPV4, PPV6 i PPV7 moga mie¢ wplyw na zaburzenia w rozrodzie, a PPV2
podejrzewany jest o zwigzek z chorobami uktadu oddechowego.

Celem badania byto okreslenie wystepowania parwowirusow na fermach §win w réznych grupach
wiekowych zwierzat (prosigta, warchlaki, tuczniki) oraz ocena przydatnosci diagnostycznej roéznych
materiatéw biologicznych (ptyn ustny, surowica, kal) do wykrywania parwowirusow.

Ogotem pobrano 271 probek plynu ustnego, 1244 probek surowicy i 1238 probek katu od swin w
wieku 3-21 tygodni zycia z 19 ferm. Przed ekstrakcja materialu genetycznego prébki surowicy i katu
pulowano po 4-6. Lacznie badaniom poddano 150 probek ptynu ustnego, 254 pul surowic i 252 pule katu.
Wyizolowany material genetyczny zbadano testem real-time PCR. Analiz¢ statystyczna danych
przeprowadzono w programie R (wersja 3.5.1). Test Fishera zostal wykorzystany do oceny roéznic w
wystgpowaniu PPV1-PPV6, a przy pomocy modelu regresji logistycznej okreslono prawdopodobienstwo
wykrycia tych wirusow w réznych grupach wiekowych i rodzajach materiatu biologicznego.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze parwowirusy §win sg powszechne w Polsce. Sposrod wszystkich
zbadanych grup wiekowych i materiatéw biologicznych wirusy byty najcze¢sciej wykrywane odpowiednio
u tucznikdéw i w probkach ptynu ustnego. W grupie tucznikow najrzadziej wykrywany byt PPV1 (8,6%),
a najczegsciej PPV2 (49,1%). W probkach ptynu ustnego rowniez stwierdzono podobny zakres
wystepowania wirusow, ktory wahat si¢ od 10,7% (PPV1) do 48,7% (PPV2). Prawdopodobienstwo
wykrycia parwowirus6w $win u prosiat i warchlakéw byto mniejsze niz u tucznikéw odpowiednio o 84,0-
99,0% i 53,0-74,0%. W przypadku wystepowania parwowirusow w réznych materiatach diagnostycznych
prawdopodobiefnistwo wykrycia w surowicy i kale, w poréwnaniu z ptynem ustnym, bylo mniejsze
odpowiednio o 53,0-74,0% i 61,0-80,0%.

Parwowirusy $win byly wykryte gléwnie u warchlakéw i tucznikéw, a infekcja trwata do konca tuczu,
co moze $wiadczy¢ o przewleklym przebiegu zakazenia (zwlaszcza w przypadku PPV2, ktory
powszechnie wystgpowal we wszystkich grupach wiekowych $win). Szczegdlnie niskie wartosci Ct
(Cycle treshold) w probkach surowicy, w ktorych wykryto PPV2, PPV3, PPV5 i PPV6, sugeruja, ze
wirusy te moga powodowaé wysoki poziom wiremii przynajmniej u jednego osobnika z puli. Dalsze
badania sg potrzebne, aby okresli¢ doktadny poziom wiremii u osobnikéw indywidualnych i
konsekwencje tak intensywnej replikacji wirusow na zdrowie $win. Dodatkowo warto okresli¢ wptyw
zakazefn parwowirusami na infekcje spowodowane innymi, dobrze poznanymi patogenami $win, takimi
jak cirkowirus $§win typu 2 (PCV2) oraz wirus zespotu rozrodczo-oddechowego §win (PRRSV) ze
wzgledu na wieloczynnikowe choroby, ktore wystepuja powszechnie w produkcji trzody chlewne;.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum "Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywnos¢", Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego decyzja nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt nr KNOW2015/CB/PRO1/39).

3 — e-mail: dagmara_milek@sggw.pl
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Transkryptomiczna analiza odpowiedzi komérek MDBK na zakazenie wirusem biegunki bydla i
choroby blon §luzowych*

P. Mirostaw', M. Rola-ELuszczak?, M. P. Polak!

1Zaktad Wirusologii, Paristwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
?Zaktad Biochemii, Paristwowy Instytut Weterynaryjny — Paristwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wirus biegunki bydta i choroby bton §luzowych (BVDV-MD) jest odpowiedzialny za znaczace straty
ekonomiczne w hodowli bydta jednak niewiele wiadomo na temat reakcji gospodarza na zakazenie tym
patogenem. Wirus poczatkowo przenika do komorek nabtonkowych, a nastgpnie do limfocytéw gdzie si¢
namnaza i rozprzestrzenia po catym uktadzie limfatycznym. BVDV-MD moze oddzialywa¢ na prawie
kazdy narzad, co jest przyczyna szerokiego spektrum objawow klinicznych. Aby zrozumie¢
skomplikowang etiologi¢ tej choroby, wazne jest okreslenie cech interakcji wirus-gospodarz. Celem
badan byta analiza réznic na poziomie transkryptomu bydlecych komoérek zakazonych wirusem BVD-
MD.

W badaniach wykorzystano ciagla lini¢ komérkowa nerki bydlgcej - Madin-Darby Bovine Kidney
(MDBK). Hodowle MDBK przygotowano na minimalnej pozywce podstawowej (MEM-E) (Sigma) z
dodatkiem surowicy bydlecej i antybiotykéw. Linie utrzymywane byty w 37°C w atmosferze 5% CO2. W
badaniu wykorzystano wirusy terenowe nalezace do podtypoéw 1f oraz 1b namnozone wcze$niej w
hodowli komérkowej. Komorki MDBK zakazano metodg adsorbeji na wyro$nigta hodowle. Nastepnie
utrwalong hodowle znakowano w tescie immunoperoksydazowym w celu okre$lenia miana zakaznego
TCIDso metoda Reeda-Muncha. Rownolegle, w celu uzyskania materiatu z komodrek kontrolnych
prowadzono hodowlg komoérek MDBK nie zakazonych. Catkowite RNA izolowano z komoérek 24h i 72h
po zakazeniu za pomocg zestawu RNase mini kit (Qiagen). Catkowity RNA zostal przepisany na cDNA,
po ktérym zsyntetyzowano znakowane cy-3 (komorki niezakazone) oraz cy-5 (komorki zakazone) cRNA.
cRNA oczyszczono i pofragmentowano. Przeprowadzono hybrydyzacj¢ oraz skanowanie w systemie
dwu-kolorowym (Bovine V2 Gene Expression Microarrays, Agilent). Sygnaly mi¢dzy kazda macierza
zostaly znormalizowane przy uzyciu programu GenSpring. Do analizy statystycznej wykorzystano test t-
Studenta przy poziomie istotnosci P <0,05, za$ do analizy szlakow wykorzystano serwis Panther.

Stwierdzono zmieniong ekspresje szeregu genéw. W pierwszej dobie po zakazeniu wykryto 32 geny,
ktorych ekspresja zmienita si¢ ponad 3-krotnie. Po 3 dniach ich liczba wzrosta do 74. Najwyzsza,
os$miokrotng réznicg w ekspresji w stosunku do komoérek niezakazonych wykazat gen kodujacy
metalotioneing 2A po 72h p.z. Do zidentyfikowania szlakdw uwzgledniono wszystkie geny, ktérych
ekspresja zmienita si¢ ponad 1,5-raza. Najwigcej gendw, dla ktorych aktywnos$é ulegla zmianie,
uczestniczy w procesie zapalenia wywolanego przez chemokiny i cytokiny, oraz transdukcji sygnalu za
posrednictwem biatek G, PDFG czy integrin jak rowniez geny zwigzane ze szlakiem CCKR, interleukin,
aktywacji komorek T oraz Whnt.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
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Ocena narazenia zwierzat gospodarskich na mikotoksyny w paszach*
L. Panasiuk’ 2, P. Jedziniak!,

! Zaktad Farmakologii i Toksykologii Paristwowy Instytut Weterynaryjny - Paristwowy Instytut Badawczy
w Putawach

Mikotoksyny sa to wtdrne metabolity grzybow plesniowych, obecne powszechnie w paszach.
Stanowig istotny problem w toksykologii weterynaryjnej, wykazujac wlasciwosci teratogenne,
neurotoksyczne, kancerogenne, teratogenne badz estrogenne. Z toksykologicznego punktu widzenia
najwazniejszymi mikotoksynami sg: aflatoksyna Bi, deoxynivalenol (DON), zearalenon (ZEN),
ochratoksyna, fumonizyny B i B2 (FB1 i FB.) oraz toksyna T-2 i HT-2.

Ostatnio duzo uwagi poswigca si¢ takze metabolitom mikotoksyn, powstajacym w wyniku
biotransformacji przeprowadzonej przez grzyby, bakterie, badz ros$liny. Te modyfikowane mikotoksyny
s3 szczegolnie istotne, gdyz moge miec toksyczno§¢ zdecydowanie wyzsza niz forma podstawowa (np.
ZEN metabolizowany do a-zearalenolu), badZ w wyniku trawienia w przewodzie pokarmowym mogg by¢
uwalniane do toksycznej formy podstawowej przez odlaczenie reszty cukrowej (np. deoksyniwalenol-3-
glukozyd; DON-3Glc), co skutkuje niedoszacowanymi wynikami monitorowanych pasz. Z drugiej strony
badacze coraz czg$ciej zwracaja uwage na wystgpowanie tzw. ,.emerging mycotoxins” w paszach. Ciagle
niewiele jest informacji na temat ich toksyczno$ci oraz ich mozliwym dziataniu synergistycznym badz
addytywnym gdyz bardzo czesto wspdtwystepuja w materiatach paszowych. Dlatego tez, Europejski
Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci opublikowat juz kilka raportow, w ktérym podkresla konieczno$é
ciggltego monitorowania poziomdéw ,.emerging mycotoxins” (np. enniatyny; ENNs, bowerycyna; BEA
czy toksyny Alternaria) w paszach oraz zywnoS$ci, a takze wskazuje potrzebg kolejnych badan
toksykologicznych, gdyz obecna wiedza nie pozwala na przeprowadzenie prawidlowej oceny narazenia i
ryzyka.

Dlatego tez, wykorzystujac uprzednio opracowane i opublikowane’ metody analityczne zostaty
przebadane probki pasz dla zwierzat gospodarskich: dla §win (66 pasz), dla drobiu (98 pasz) oraz dla
bydta (72 pasze) pod katem 53 mikotoksyn, zarowno tych regulowanych prawnie, modyfikowanych jak
réwniez ,emerging mycotoxins”. Metodyka opierata si¢ na wykorzystaniu techniki chromatografii
cieczowej sprzgzonej z tandemowsg spektrometrig mas. Uzyskane wyniki stezen poszczegdlnych pasz
zostaly wykorzystane do przeprowadzenia oceny narazenia zwierzat pod katem wybranych mikotoksyn.

Wyniki przebadanych 236 probek pasz wskazujg, ze sposrod wszystkich analitbw najczesciej
oznaczane byly ENNs, BEA, DON oraz ZEN obecne w ponad 75% przebadanych probek. Co wigcej, w
ponad 69% probkach stwierdzanych bylo przynajmniej 10 toksyn. W przypadku analiz mikotoksyn
modyfikowanych na uwage zashuguja stezenia DON-3Glc, ktdre stanowily okolo 20% macierzystego
analitu. Z przeprowadzonej oceny narazenia pod katem wystepowania DON i jego metabolitow w
paszach wynika, ze §winie sg umiarkowanie narazone - w 23 probkach pasz stwierdzono przekroczenia
wzglgdem wartoéci chronicznego narazenia na DON u tucznikow (warto$¢ ta wynosi 12,5 pg/kg
m.c/dzien). W przypadku pasz dla drobiu oraz bydla przekroczenia tej warto$ci odpowiadajacej danej
grupie zwierzat byla znacznie nizsza (w ponizej 8% przebadanych pasz). Uzyskane rezultaty pokazuja, ze
$winie sposrod zwierzat gospodarskich sa najbardziej narazone na szkodliwe dziatanie mikotoksyn
dlatego tez najwigkszy nacisk powinien by¢ ktadziony na bezpieczenstwo pasz tej grupy zwierzat.

3

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt promotorski nr

2 - e-mail: lukasz.panasiuk@piwet.pulawy.pl

3Panasiuk, L., et al. "Frequency and levels of regulated and emerging mycotoxins in silage in Poland. "Mycotoxin research”
35.1(2019): 17-25.
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Zmiany w ekspresji pinopsyny w szyszynce indyka domowego w trakcie rozwoju powylegowego*
M. Petrusewicz-Kosinska, B. Przybylska-Gornowicz

Katedra Histologii i Embriologii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie

Wspo6lng cechg pinealocytow ptakow jest ich wrazliwo$¢ na $wiatto, ktorag zawdzigezaja obecno$ci
$wiattoczutych barwnikéw m.in. pinopsynie. Do tej pory barwnik ten wykryto w szyszynce kury, gotebia
1 przepidrki. Jego obecno$¢ stwierdzono gtéwnie w wypustkach pinealocytow.

Szyszynka indykow, przedmiot naszych badan, jest narzadem typu pecherzykowo-kanalikowego.
Miazsz szyszynki tworza owalne lub okragle pecherzyki roznej wielkosci, otoczone tkanka taczna. Sciane
pecherzyka tworza pinealocyty szczatkowo-receptorowe (o wydhuzonym ksztatcie) 1 pinealocyty
wydzielnicze (wieloksztattne) oraz ependymo-podobne i astrocyto-podobne komorki podporowe.
Budowa pinealocytéw i proporcje migdzy nimi ulegaja zmianie w trakcie rozwoju powylggowego. Celem
niniejszej pracy byto zbadanie czy zmianom podlega takze ekspresja pinopsyny.

Materiat do badan stanowily szyszynki pobrane od indykéw w wieku dwoch dni oraz dwoch,
dziesieciu, dwudziestu i czterdziestu tygodni zycia, utrzymywanych w kontrolowanych warunkach
o$wietlenia (12L:12D). Szyszynki pobierano bezposrednio po eutanazji ptakéw, utrwalano w 4%
paraformaldechydzie w 0,1 M buforze fosforanowym oraz poddawano krioprotekcji w 30% roztworze
sacharozy w 0,1 M buforze fosforanowym, a nastgpnie mrozono. Skrawki mrozeniowe barwiono z
uzyciem pierwotnego mysiego przeciwciala przeciwko pinopsynie, a nastgpnie badano przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego.

Dodatnig reakcje na obecno$¢ pinopsyny stwierdzono we wszystkich okresach zycia postnatalnego
badanych indykéw. U dwudniowych i dwutygodniowych ptakoéw dodatnig reakcje na obecnos$c
pinopsyny zaobserwowano gtéwnie w wypustkach wierzchotkowych pinealocytow szczatkowo-
receptorowych, ograniczajacych $wiatlo pecherzyka. W szyszynkach ptakow dziesigciotygodniowych
ekspresj¢ pinopsyny stwierdzono w wypustkach pinealocytéw szczatkowo-receptorowych, a takze w
krotkich wypustkach odchodzacych od pinealocytéow typu wydzielniczego, zlokalizowanych w
obwodowych czgéciach $ciany pecherzykéw. U dwudziesto- i1 czterdziestotygodniowych indykow
immuno-pozytywne wypustki wierzchotkowe pinealocytow szczatkowo-receptorowych byty krotsze i
mniej gegsto rozmieszczone niz u mitodszych ptakéw w przeciwienstwie do pozytywnych wypustek
obserwowanych na obwodowej czesci Sciany pecherzyka, ktore byty bardzo liczne.

Reasumujac, obecnos¢ pinopsyny stwierdzono w szyszynce we wszystkich badanych okresach zycia
indykéw w pinealocytach szczatkowo-receptorowych i wydzielniczych, co wskazuje na §wiattoczutosé
obu typéw komorek. Wraz z wiekiem wzrasta liczba pinopsyno-pozytywnych pinealocytow
wydzielniczych, a maleje szczatkowo- receptorowych .

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
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Markery autofagii podczas zakazenia konskim herpeswirusem typu 1*

I. Serafinska'?, J. Cymerys-Bulenda', M. Chodkowski', A. Golke!, A. Stofiska-Zielonka',
M. W. Banbura!

!Zaktad Mikrobiologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej SGGW
w Warszawie

Autofagia to proces, podczas ktorego cytoplazma wraz z znajdujacymi si¢ w niej czasteczkami, np.
biatkami, organellami, mikroorganizmami, itp. zamykana jest w autofgosomach i degradowana za
pomoca enzymow lizosomalnych. Proces ten zachodzi we wszystkich komorkach, poniewaz pozwala na
utrzymanie homeostazy. Dzigki niemu komorka moze usung¢ nagromadzone agregaty biatkowe,
niepotrzebne lub uszkodzone biatka, czy dysfunkcyjne organelle. Zazwyczaj, ulega on stymulacji na
skutek czynnika stresowego, np. niedoborow sktadnikow odzywczych, badz podczas zakazenia
wirusowego lub bakteryjnego. Za markery autofagii uwaza si¢ biatko LC3B (podczas autofagii ulega
przemianie z formy cytozolowej (LC3b-I) do lipidowej (LC3B-II), ktora bierze udziat w formowaniu si¢
pecherzyka autofagosomalnego) oraz p62/SQSTMI (taczy si¢ z biatkami przeznaczonymi do degradacji i
ulega trawieniu w autofagolizosomie). Podczas zakazenia wirusowego autofagia moze by¢é hamowana lub
ulega¢ stymulacji, a jej rola podczas zakazenia konskim herpeswirusem typu-1 jest wcigz nieznana.

Pierwotne hodowle mysich neuronéw zostaly zakazone trzema szczepami EHV-1 (Jan-E, Rac-H i
EHV-1 26), a nastgpnie poddane analizie 2, 24 1 48 godzin po zakazeniu (g. p. z.). Proby analizowano
metoda Western Blott, oraz za pomocg barwienia immunofluorescencyjnego.

Analiza Western Blott pokazata, ze podczas zakazenia EHV-1 stosunek LC3B-II do LC3B-I, ktory
obrazuje przeptyw autofagosomalny, 2 i 24 g.p.z. jest na podobnym poziomie jak w komodrkach
kontrolnych, natomiast 48 g.p.z. ulegl podwyzszeniu. Poziom biatka p62/SQSTM1 podczas zakazenia
wirusem byl wyzszy niz w komoérkach kontrolnych. Analiza fluorescencji z uzyciem mikroskopu
konfokalnego wykazata zwigkszajace si¢ nagromadzenie sygnalu pochodzacego od antygenow
wirusowych w kolejnych punktach czasowych. Sygnat fluorescencji biatka LC3B, byt poréwnywalny lub
nizszy niz uzyskany w komoérkach kontrolnych, natomiast sygnal pochodzacy od biatka p62 byt
intensywniejszy w komorkach zakazonych.

Wyniki moga $§wiadczy¢ o hamowaniu procesu autofagii podczas zakazenia konskim herpeswirusem
typu 1. Inhibicja tego procesu moze stanowi¢ forme¢ ochrony przed degradacja wirusa w komorce.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 — e-mail: iza.serafinska@gmail.com
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Poréwnanie statusu energetycznego po dojrzewaniu in vitro oocytéw bydlecych pobranych
z pecherzykow antralnych, od zwierzat niedojrzalych i dojrzalych plciowo*

J. Staszkiewicz-Chodor'?, E. Sinderewicz', D. Boruszewska', K. Suwik’,
I. Kowalczyk-Zicba', I. Woctawek-Potocka'

! Zakiad Biologii Gamet i Zarodka, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci PAN w Olsztynie

Kazdy oocyt znajdujacy si¢ w pecherzyku jajnikowym otoczony jest komérkami ziarnistymi, z ktérymi tworzy kompleks oocyt-komérki wzgérka
jajonosnego (COC). Dojrzewanie COCs jest kluczowym elementem produkcji zarodkow bydlecych in vitro. Podczas dojrzewania oocytu, komorki
wzgorka jajonosnego ulegaja ekspansji, ktora jest kontrolowana m.in. przez naskérkowe czynniki wzrostu i metaloproteinazy. W kompleksie,
komérki ziarniste dostarczaja do oocytu substancje odzywcze isubstraty energetyczne. Glukoza dociera do komorek ziarnistych przy udziale
transporteréw glukozy (GLUTs), a tepnie jest metabolizowana na szlaku heksozaminowym do kwasu hialuronowego, przy udziale transaminaz
glutamino-fruktozo-6-fsforanowych (GFPTs) lub na drodze glikolizy, do pirogroni lub ml przy udziale enzymoéw fosfofruktokinazy
(PFKP) i dehydrogenazy mleczanowej (LDHA).

Celem badan byto zbadanie szlaku metabolizmu glukozy, po dojrzewaniu in vitro oocytow bydlecych,
w komorkach wzgorka jajonosnego otaczajacych oocyty bydlgce pobrane z pecherzykow antralnych, od
zwierzat dojrzalych i niedojrzatych plciowo, a takze okreslenie stopnia ekspansji komoérek wzgorka
jajonosnego.

COCs pobierano z pecherzykow antralnych samic dojrzatych (>12 miesiecy) i niedojrzatych ptciowo
(0-6 miesigcy). Pozyskane COCs poddawane byty 24-godzinnemu dojrzewaniu in vitro w odpowiednich
warunkach. Po dojrzewaniu, od oocytow mechanicznie oddzielono komorki wzgérka jajonosnego, w
ktorych nastgpnie metodg Real-Time PCR okreslono ekspresjc mRNA genow odpowiadajacych
za transport 1 metabolizm glukozy: GLUTI, GLUT4, GFPTI, GFPT2, PFKP i LDHA oraz genow
zaangazowanych w ekspansje¢ komorek wzgorka jajonosnego: AREG, EREG, BTC, ADAM10, ADAM17,
EGFR, TNFAIP6, PTX3, HAS2, PTGS2.

Stwierdzono istotnie wyzszg ekspresja mRNA GLUT4 w komorkach wzgoérka jajonosnego
pochodzacych od zwierzat dojrzatych piciowo (P<0,05). Wykazano takze istotnie wyzsza ekspresje
mRNA GFPT2 w komodrkach wzgorka jajono$nego pochodzacych od krow niedojrzatych piciowo,
natomiast ekspresja mRNA PFKP i LDHA byta istotnie wyzsza w komorkach wzgorka jajonosnego
pochodzacych od zwierzat dojrzatych ptciowo (P<0,05). Uzyskane wyniki sugerujg, ze w komorkach
wzgorka jajonosnego pochodzacych od zwierzat niedojrzalych pitciowo, dominujagcym szlakiem
metabolizmu glukozy jest szlak heksozaminowy, ktérego produktem koncowym jest kwas hialuronowy,
natomiast w komdrkach wzgorka jajono$nego pochodzacych od zwierzat dojrzatych ptciowo dominuje
glikoliza, z produktem koficowym w postaci pirogronianu lub mleczanu. Wykazano takze istotnie wyzsza
ekspresje mRNA genoéw zaangazowanych w ekspansje komorek wzgorka jajonosnego: AREG, EREG,
BTC, EGFR, ADAM17, PTGS2 i PTX3 w grupie zwierzat niedojrzatych ptciowo (P<0,05), co wskazuje
na efektywniejsza ekspansje komorek wzgorka jajonosnego w tej grupie zwierzat.

Poznanie statusu energetycznego oocytow pozyskanych od krow dojrzatych i niedojrzatych ptciowo
po dojrzewaniu in vitro pozwoli na optymalizacj¢ tego procesu i poprawe jego efektywnosci, a co za tym
idzie, uzyskanie wigkszej liczy zarodkéw wyhodowanych in vitro. Optymalizacja tego procesu w
przypadku oocytéw pozyskanych od krow niedojrzatych ptciowo moze przyczynié si¢ do zmniejszenia
odstepu migdzypokoleniowego w rozrodzie bydta.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt promotorski nr UMO-
KNOW2016/IRZiBZ/PRO1/01/4).

2 - e-mail: j.staszkiewicz-chodor@pan.olsztyn.pl
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Wplyw diety o zréznicowanej zawartos$ci wielonienasyconych kwasow thuszczowych LA/ALA na
proteom watroby myszy*

K. Stepanow!, A. Lepczynski® A. Nawrocka!, M. Ogluszka!, A. Szostak'3, P. Urbanski', E. Potawska!,
M. Pierzchata'

! Zaktad Genomiki i Bioréznorodnosci, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN w Jastrzebcu
’Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzqt,
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny, Szczecin
SWydzial Nauk o Zwierzetach, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa

Kwasy tluszczowe omega-3 i omega-6 pelnia istotng role w prawidtowym rozwoju i funkcjonowaniu
organizmu czlowieka, ktory nie jest w stanie syntetyzowaé kwasow a-linolenowego (ALA, 18:3n-3)
i linolowego (LA, 18:2n-6) z kwasu oleinowego (18:1n-9). Wymagane jest dostarczanie tych kwasow
wraz z pokarmem. Kwasy z grup n-3 i n-6 charakteryzuje odmienne dziatanie. Z tego powodu stosunek
tych kwaséw w diecie odgrywa kluczowa role dla zachowania homeostazy organizmu, m.in. pochodne
kwaséw n-6 wykazuja wlasciwoséci prozapalne, a kwaséw n-3 wygaszajace. W szlakach przemian
kwasoéw n-6 i n-3 uczestnicza te same enzymy, dlatego przewaga LA w diecie hamuje syntez¢ EPA i
DHA. Wspoélczesna dieta okre$lana mianem ,,Western diet” cechuje si¢ zwigkszong konsumpcja
produktéow bogatych w nasycone kwasy tluszczowe (NKT) oraz kwasy n-6, przy jednoczesnie niskiej
zawarto$ci kwasoéw n-3. Stosunek kwasow n-6/n-3 w tej diecie moze wynosi¢ 10:1 — 20:1, co wplywa
niekorzystnie na stan zdrowia.

Dos$wiadczenie obejmowato 64 samce myszy linii Swiss Webster podzielonych na 6 grup (n=8). Grupe
kontrolng stanowity osobniki zZywione pasza o niskiej zawarto§ci WNKT i1 wysokiej zawartosci NKT.
Grupy doswiadczalne byly zywione paszami o wysokim poziomie WNKT, aroéznym wzajemnym
stosunku LA/ALA wynoszacymi ok. 14:1 oraz 5:1. Doswiadczenie byto prowadzone w dwoch
przedziatach czasowych: 3 i 6 miesigcy. Rozdziat bialek watroby zostal wykonany technikg elektroforezy
dwukierunkowej. Ogniskowanie izoelektryczne przeprowadzono w 17 cm paskach IPG o gradiencie pH
3-10, anastgpnie bialka rozdzielono wedlug mas czasteczkowych w 12% zelu SDS-PAGE. Po
zdigitalizowaniu Zzeli barwionych bigkitem Coomassie uzyskane obrazy 96 zeli poddano analizie z
uzyciem programu PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad). Wybrane spoty biatkowe, o statystycznie istotnie roéznej
relatywnej koncentracji (p<0,02) zostaty zidentyfikowane przy uzyciu spektrometru mas typu MALDI-
TOF/TOF. W celu poznania powigzan mig¢dzy biatkami i ich udzialu w procesach biologicznych
wykorzystano baz¢ danych STRING v11.0.

W watrobach zwierzat zywionych dietami do$§wiadczalnymi o stosunku LA/ALA 5:1 w poréwnaniu
do grup kontrolnych zaobserwowano zaréwno obnizenie relatywnej koncentracji biatek m.in. FTLI,
HMGCS?2, a takze jej wzrost ACAT2 i HAAO. Suplementacja diety WNKT o stosunku LA/ALA 14:1
spowodowata wzrost relatywnej koncentracji ALDH8A1 i BHMT, oraz obnizenie relatywnej koncentracji
ACAA2 i HMGCS2. Po 6 miesigcach suplementacji diety WNKT w przypadku obu grup zaobserwowano
wzrost koncentracji HSPA1A 1PRDX4, a takze obnizenie koncentracji KHK, FTCD iINMT.
Suplementacja diety WNKT spowodowata wzrost relatywnej koncentracji grup bialek zaangazowanych
w metabolizm kwasow karboksylowych, biosyntezg i degradacj¢ aminokwaséw. Powodowata rowniez
wzrost koncentracji biatka szoku cieplnego Hspala iperoksyredoksyny 4, co moze $wiadczy¢
o zaangazowaniu ich w ochron¢ komorek przed stresem oksydacyjnym wywotanym przez WNKT.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
4 — e-mail: k.stepanow@ighz.pl
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Wplyw anemii na tle niedoboru Zelaza na wzrost i rozwdj mie$ni szkieletowych
u mlodych prosiat*

M. Szudzik, P. Lipinski, A. Jonczy, R. Mazgaj i R.R. Starzynski
Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN w Jastrzebcu

Niedokrwisto$¢ na tle niedoboru zelaza (fron Defciency Anemia, IDA) jest czgstym zaburzeniem
wystepujacym u ludzi. Najbardziej narazong grupg sa noworodki a szczeg6élnie wczesniaki. Niedobor
zelaza i1 zwigzana z nim niedokrwisto$¢ sg rdwniez rozpowszechnione u prosigt wigkszosci ras $wini
domowej w okresie przed odsadzeniem od matek i moga negatywnie wpltywaé na rozwdj i wzrost migsni
szkieletowych. Celem doswiadczenia byto zbadanie wptywu niedokrwistosci na tle niedoboru zelaza na
wzrost 1 rozwo6j migéni szkieletowych u 28-dniowych prosiat, jak rowniez na ekspresj¢ wybranych genéw
metabolizm zelaza w tej tkance.

Do badania uzyto 28-dniowych prosigt (linia 990) suplementowanych zelazem (iniekcja
domigs$niowa dekstranem Zelaza) oraz prosigt niesuplementowanych. Od zwierzat pobrano probki krwi,
miegénia tydki i watroby. Analizowano parametry czerwonokrwinkowe, status zelaza w osoczu krwi, jego
zawarto$¢ zelaza w miegsniach, ekspresj¢ gendw zwigzanych z metabolizmem Zelazem oraz genoéw
regulujacych wzrost i rozwdj migsni szkieletowych.

Wartosci parametrow czerwonokrwinkowych wyraznie wskazywaly na wystgpowanie anemii na
tle niedoboru zelaza w grupie zwierzat niesuplementowanych. Nie stwierdzono jednak réznic w
zawarto$ci zelaza w tkance migSniowej prosigt z dwoch badanych grup. Co istotne, w migs$niach zwierzat
z niedokrwisto$cia stwierdzono zmniejszony rozmiar wiokien migsniowych. Pomimo znacznego
zmniejszenia ekspresji mRNA hepcydyny (kodujacego peptyd inicjujacy degradacj¢ ferroportyny,
jedynego poznanego dotad biatka transportujacego zelazo z komoérek do srodowiska pozakomorkowego)
w watrobie, poziom biatka ferroportyny w miesniach prosiat z niedokrwistoscia byt istotnie statystycznie
nizszy w poréwnaniu ze zwierzetami suplementowanymi zelazem. Wydaje sig, ze ekspresja ferroportyny
w miegéniach szkieletowych jest regulowana miejscowo przez hepcydyng¢ syntezowana w mig$niach
(stwierdzono zwickszony poziom mRNA hepcydyny w migéniu tydki), co ma na celu retencje zelaza w
tkance mig$niowej w warunkach ogoélnoustrojowego niedoboru tego mikroelementu. Analiza ekspres;ji
gendéw potencjalnie prowadzacych do zaniku miesni, takich jak miostatyna, receptor miostatyny ACTIIB,
receptor BMP 2 (mig$nie) i IGF1 (watroba) sugeruja, ze rozwdj i wzrost miesni szkieletowych u 28-
dniowych niedokrwistych prosiagt moze by¢ ostabiony.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos$c¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt promotorski nr
KNOW/IGHZ/RMK/PhD/2016/01, 1.09.2016-1.09.2019)
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Wplyw bisfenolu A (BPA) na neurochemiczna charakterystyke neuronéw jelitowego ukladu
nerwowego w jelicie cienkim §wini domowej*

K. Szymanska'?, S. Gonkowski'
!Katedra Fizjologii Klinicznej, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, UW-M w Olsztynie

Bisfenol A (BPA) jest stosowany w produkcji tworzyw sztucznych shuzacych do wyrobu wielu
przedmiotow codziennego uzytku. Wykazano, ze moze on oddziatywaé negatywnie na organizmy zywe,
szczegdlnie na uktad nerwowy, pokarmowy i endokrynny. Celem niniejszych badan byto wykazanie
zmian w neurochemicznej charakterystyce neuronéw jelitowego uktadu nerwowego (ang. enteric nervous
system, ENS) znajdujacego si¢ w $cianie jelita cienkiego §wini domowe;j.
Okreslono wplyw BPA na neurony ENS dwunastnicy, jelita czczego i biodrowego immunoreaktywnych
wobec galaniny (GAL), pecherzykowego transportera acetylocholiny (VACKT), substancji P (SP),
naczynioaktywnego polipeptydu jelitowego (VIP) i peptydu CART. Wykonano takze badanie
histopatologiczne $ciany jelita biodrowego i oznaczenie poziomu TNF-a, IL-l1a, i IL-1p w kepkach
Peyera przy pomocy testu ELISA.
Wykazano, ze:
1. Neurony ENS w jelicie cienkim w warunkach fizjologicznych charakteryzuja si¢ znacznym
zréoznicowaniem pod wzgledem neurochemicznym i wykazuja immunoreaktywnos$¢ wobec CART,
GAL, SP, VACHT oraz VIP. Odsetek tych neurondéw zalezy od rodzaju zwoju ENS, jak i od odcinka
jelita cienkiego.
2. Niskie i wysokie dawki BPA wptywaja na neurochemiczna charakterystyke neuronow jelitowych
w jelicie cienkim $wini domowej i s3 zdecydowanie wyrazniejsze pod wplywem wysokich dawek
toksyny (wzrost liczby neuronéw immunoreaktywnych wobec VIP, GAL, peptydu CART i/lub SP
spadek liczby komorek VAChT — pozytywnych).
3. Wysokie dawki BPA powoduja zmiany w obrazie histologicznym $ciany jelita biodrowego
$wiadczace o stanie zapalnym oraz (w przeciwienstwie do niskich dawek) powoduja zwigkszenie
poziomu IL-1a, IL-1B oraz TNF-a w kepkach Peyera jelita biodrowego.
Z tego zakresu zostaly opublikowane trzy prace:
1. Szymanska K, Gonkowski S. Bisphenol A-Induced changes in the enteric nervous system of the
porcine duodenum. Neurotoxicology. 2018;66:78-86. IF 3.263, 30 pkt.
2. Szymanska K, Makowska K, Gonkowski S. The influence of high and low doses of bisphenol A
(BPA) on the enteric nervous system of the porcine ileum. Int J Mol Sci. 2018;19:917. IF 4.183, 30
pkt.
3. Szymanska K, Gonkowski S. Neurochemical characterization of the enteric neurons within the
porcine jejunum in physiological conditions and under the influence of bisphenol A (BPA).
Neurogastroent. Motil. 2019;31:¢13580. IF = 3.803, 30 pkt.
Praca doktorska, o tym samym tytule co niniejsze doniesienie, jest juZ po recenzjach.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum "Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywno$é", Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, decyzja nr 05-1/KNOW2/2015.

2 — e-mail: kamila.szymanska@uwm.edu.pl
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Whyniki oznaczania syntetycznych barwnikéw organicznych w wybranych wodach
powierzchniowych Polski”

A. Tkaczyk' 2, K. Mitrowska', A. Posyniak!

! Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Panistwowy Instytut Weterynaryjny - Paristwowy Instytut Badawczy
w Putawach

Ze wzgledu na postgpujace zanieczyszczenie S$rodowiska wodnego kontrola jakosci wod
powierzchniowych jest potrzebna. Szczeg6élowa analiza chemiczna jako$ci wody jest niezbgedna w celu
zapewnienia bezpieczenstwa korzystania z zasobow $rodowiska wodnego. Prowadzone dotychczas
badania potwierdzily zanieczyszczenie wod powierzchniowych Polski migdzy innymi takimi zwigzkami
jak: metale cigzkie, pestycydy oraz zwiazki farmakologicznie czynne takie jak antybiotyki, hormony
steroidowe, leki hipolikemiczne czy tez niesteroidowe leki przeciwzapalne. Ze wzgledu na wlasciwosci
farmakologiczne wybranych syntetycznych barwnikéw organicznych jak réwniez fakt, ze niektore
barwniki wykazuja wtasciwosci toksyczne ich obecno$¢ w §rodowisku wodnym moze prowadzi¢ do
zaburzen w prawidlowym funkcjonowaniu ekosysteméw wodnych, a przez to stanowi¢ takze zagrozenie
dla zdrowia ludzi. Ponadto obecno$¢ syntetycznych barwnikéw organicznych w  wodach
powierzchniowych moze by¢ przyczyna wystepowania pozostalosci tych substancji w migéniach ryb,
migczakow i skorupiakoéw hodowanych w gospodarstwach, do ktérych woda doprowadzana jest w sposob
otwarty.

Pierwszym etapem badan bylo pobranie materialu z wybranych wod powierzchniowych. Punkty
wytypowane do pobrania materiatu do badan stanowily miejsca, w ktorych dziatalnos¢ cztowieka mogta
wskazywaé na stosowanie syntetycznych barwnikoéw organicznych oraz miejsca wolne od tych
substancji. Probki wody do badan pobrano z wod powierzchniowych ptyngcych (rzeka, potok) lub
stojacych (jezioro, staw, zalew) z obszaru wszystkich wojewodztw kraju. Dodatkowo z terenu
oczyszczalni $ciekow komunalnych pobrano probki scieku oczyszczonego, ktory doprowadzany jest
bezposrednio do rzeki. Nastgpnie opracowana wczesniej metoda analityczng oznaczania 22 syntetycznych
barwnikéw organicznych w wodzie za pomocg techniki ultrasprawnej chromatografii cieczowej
sprzgzonej ze spektrometrig mas przebadano zebrany materiat.

W przeanalizowanym materiale pochodzacym z wybranych woéd powierzchniowych Polski nie
stwierdzono obecnosci zadnego z oznaczanych syntetycznych barwnikow organicznych. Natomiast w
dwoch probkach stanowigcych $ciek oczyszczony pobrany z oczyszczalni komunalnych stwierdzono
obecno$¢ zieleni malachitowej (0,02 pg/L-0,05 pg/L) oraz zieleni leukomalachitowej (0,02 pg/L).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze polskie wody powierzchniowe s3a wolne od zanieczyszczenia
syntetycznymi barwnikami organicznymi. Natomiast analiza §ciekdw oczyszczonych wykazala obecnos$é
$ladowych ilosci takich syntetycznych barwnikéw organicznych jak zielen malachitowa oraz zielen
leukomalachitowa, czego przyczyna moze byC¢ niewystarczajace oczyszczanie chemiczne S$cieku
surowego.

* Sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego "Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywno$é", decyzja
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 - email: angelika.tkaczyk@piwet.pulawy.pl
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Wplyw leczenia niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi na ekspresj¢ wybranych genéw u kréw
chorych na podkliniczne endometritis*

D. Tobolski'?, W. Baranski'
!Katedra Rozrodu Zwierzqt z Klinikg, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Zapalenie btony $luzowej macicy jest jedna z najcze$ciej wystepujacych chordéb okresu
poporodowego u krow ras mlecznych. Podkliniczna forma zapalenia blony $luzowej macicy (SE) nie
moze zosta¢ zdiagnozowana na podstawie objawow klinicznych. Jedyna mozliwa metoda
zdiagnozowania SE jest pobranie wymazu cytologicznego blony S$luzowej macicy oraz ocena
procentowego udziatu neutrofili w stosunku do komorek epithelium. Stwierdzono, ze juz 5% udziat
neutrofili w rozmazie wptywa negatywnie na wskazniki rozrodcze. Wystgpowanie SE w stadach krow
mlecznych obejmuje od 20 do 40 %.

Badanie ma na celu poznanie wptywu leczenia niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi na
ekspresje: IL1B- Interleukiny B, IL6- Interleukiny 6, CXCLS- Interleukiny 8, IL17A- Interleukiny 17A,
PTGDS- Syntazy prostaglandyny D, PTGS1- Cyklooksygenazy 1, PTGS2- Cyklooksygenazy 2, PTGES-
Syntazy prostaglandyny E, PRXL2B- Syntazy prostaglandyny F, INHBA- Podjednostki B A inhibiny,
INHA- Podjednostki o inhibiny, FST- Folistatyny, POSTN- Periostyny w btonie §luzowej macicy

W celu zdiagnozowania zwierzat chorych na SE przebadano 289 krow mlecznych. Zwierzeta
zakwalifikowane jako chore na SE i nie wykazujace innych schorzen zostaly losowo przypisane do trzech
grup liczacych po 9 osobnikdéw: leczonych ketoprofenem, leczonych meloksykamem oraz dostajacych
placebo w postaci roztworu soli fizjologicznej. Czwarta grupe stanowito 11 zdrowych krow. Leczenie
zostato przeprowadzone po diagnozie choroby w 4 tygodniu po porodzie (pp). Ekspresja genow zostata
przeprowadzona na podstawie probek biopsyjnych pobranych w 4 oraz 6 tygodniu pp. Krowy biorgce
udziat w dos§wiadczeniu byty badane co 30 dni do stwierdzenia cigzy lub brakowania. Po 14 dniach od
leczenia w grupie leczonej ketoprofenem stwierdzono wzrost ekspresji IL6 oraz PTGS1 (p<0,1). W
grupie leczonej meloksykamem ekspresja INHA wzrosta po 14 dniach (p<0,1). W grupie placebo nie
zanotowano zmian w ekspresji. Zwierzgta zdrowe charakteryzowaly si¢ istotnym wzrostem ekspresji
INHA, INHBA, PTGES w stosunku do pierwszej biopsji (p<0,05). Nie odnotowano istotnych zmian w
ekspresji IL13, CXCLS8, IL17A, PTGDS, PRXL2B, FST w zadnej z badanych grup. Krowy z grupy
zdrowej mialy istotnie nizsza ekspresje INHBA, POSTN, PTGS1, PTGES oraz wyzsza PTGS2 i
PRXL2B w 4 tygodniu pp (p<0,05).

Przeprowadzone doswiadczenie pokazuje brak istotnego wptywu podawania niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych na ekspresj¢ wyzej wymienionych genéw w poroéwnaniu do grupy placebo.
Obnizona ekspresja PTGS2 u zwierzat chorych na SE moze §wiadczy¢ o obnizonej zdolno$ci uktadu
immunologicznego do odpowiedzi immunologicznej w okresie poporodowym.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 — email: dawid.tobolski@student.uwm.edu.pl
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Foxnl moduluje potencjal adipogeniczny $rédskérnych komorek thuszczowych (AWAT)*
K.Walendzik'?, J. Bukowska!, M.Kopcewicz', B. Gawronska-Kozak!

! Pracownia Biologii Regeneracyjnej, Zaktad Biologicznych Funkcji Zywnosci, Instytut Rozrodu Zwierzqt
i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie

Wstep: W skorze, czynnik transkrypcyjny Foxnl reguluje fizjologiczng homeostaze naskorka
oraz bierze udziat w bliznowym gojeniu ran skornych, podczas ktorego zaangazowany jest w procesy re-
epitelializacji i tranzycji naskéorkowo — mezenchymalnej (EMT). Najnowsze doniesienia literaturowe
wskazuja, ze w procesie gojenia urazoéw skornych aktywnie uczestnicza komorki thuszczowe, okreslane
jako $rodskorne komorki ttuszczowe (dAWAT). Znajdujace sie w warstwie dermalnej skory, komorki
dWAT stymuluja produkcj¢ fibroblastow oraz zwigkszaja ich migracj¢ do miejsca zranienia. Dotychczas
wykazano, ze sygnalizacja Wnt/B-katenina indukuje réznicowanie komorek progenitorowych skory
(preadipocyty, fibroblasty) do komorek thuszczowych poprzez stymulacj¢ wydzielania ligandow szlakow
sygnatowych biatek morfogenetycznych kosci (ang. BMP) oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu
(ang. IGF). Celem przedstawionych badan bylo okreslenie potencjalnego wplywu czynnika Foxnl na
proces adipogenezy w skorze niezranionej, jak i zranionej w kontekScie wieku oraz diety, a takze
przestawienie mozliwej drogi sygnalowej zwiazanej z tym procesem.

Materialy i metody: W serii do$wiadczen in vivo wykorzystano transgeniczne myszy
Foxnl::Egfp (Foxnl+/-) oraz myszy kontrolne C57BL/B6 (B6; Foxnl+/+). Myszy w wieku 2 i 18
miesig¢ey zostaty podzielone na dwie grupy eksperymentalne karmione przez okres 8 tygodni: (1) dietg o
niskiej zawarto$ci ttuszczu (LFD) oraz (2) dieta o wysokiej zawarto$ci tluszczu (HFD). Nastgpnie
wykonano rany skorne, a pourazowe tkanki zebrano w dniach 3, 7, 14 oraz 21 po zranieniu. Tkanki
wykorzystano do analiz ekspresji mRNA oraz bialek, a takze do barwien immunohistochemicznych oraz
analizy cytometryczne;.

Wyniki: Myszy Foxnl+/- zaréwno 2- jak 1 18-miesieczne karmione HFD wykazaly
zdecydowanie mniejszy przyrost masy cialta w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Analiza genow
adipogenicznych (Ppary, Fabp4 i Leptyny) w skérze myszy Foxnl+/+ wykazata zalezno$¢ poziomdw ich
ekspresji od wieku zwierzat oraz zastosowanej diety. Zaobserwowane rdéznice pokrywaja si¢ ze
zwigzanym z wiekiem spadkiem ekspresji Foxnl u myszy Foxnl+/+. W przeciwienstwie, skora
niezraniona, jak i zraniona myszy o obnizonej ekspresji Foxnl (Foxnl+/-) wykazala nizsze, jakkolwiek
niemodulowane wiekiem lub dieta poziomy Ppary, Fabp4 i Leptyny. Analiza ekspresji genow szlakow
proadipogennych: Bmp2 i Igf2 w niezranionej skorze myszy Foxnl +/+, Foxnl +/- i Foxnl -/- wykazata
stopniowy spadek pozioméw ich mRNA skorelowany ze stopniowa inaktywacja Foxnl. Najwyzsze
poziomy ekspresji mRNA dla Bmp2 i Igf2 obserwowano w skorze grupy Foxnl +/+, po$rednie u Foxnl
+/-, a najnizsze u Foxnl -/-. Zwiazana z kolejnymi etapami gojenia (pourazowe dni 3, 7, 14, 21)
modulacja profili Bmp2 i Igf2 w zranionej skorze myszy Foxnl+/+ byla zaburzona u myszy Foxnl+/-.
Moze to wskazywaé na zaleznos¢ ich ekspresji od aktywacji/inaktywacji Foxnl.

Podsumowanie: Otrzymane wyniki wskazuja na: i) zalezno$¢ miedzy aktywno$cig/brakiem
aktywnos$ci Foxnl i ekspresja genow promujacych adipogenezg, ii) modulujaca rol¢ czynnika
transkrypcyjnego Foxnl w regulacji dWAT, iii) udzial Foxnl w szlakach sygnalizacyjnych BMP2 oraz
IGF2.

* Badania finansowane w ramach grantu promotorskiego Nr UMO-KNOW2016/IRZiBZ/PRO1/01/2 oraz Narodowego
Centrum Nauki; Projekt OPUS 14 Nr. 2017/27/B/NZ5/02610
2 — e-mail: k.walendzik@pan.olsztyn.pl
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Wplyw treningu i udzialu w gonitwach na st¢zenie kortyzolu i surowiczego amyloidu A we krwi
koni wyscigowych w trakcie pierwszego sezonu treningowego*

0. Witkowska-Pilaszewicz!*, M. Zmigrodzka!, M. Czopowicz?, A. Winnicka!, C. Carter’, J. Grzedzicka!,
J. Sief!, A. Cywinska'

! Zaktad Patofizjologii Zwierzqt, Katedra Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
2Samodzielna Pracownia Epidemiologii i Ekonomiki Weterynaryjnej, Szkota Gléwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie
3Weterynaryjne Laboratorium Diagnostyczne, University of Kentucky, Stany Zjednoczone

Wysitek fizyczny podczas regularnych treningdéw i gonitw jest rodzajem stresu i moze istotnie
wpltywa¢ na dobrostan koni wyscigowych, zwlaszcza miodych niedo$wiadczonych zwierzat w
pierwszym sezonie treningowym. Aktywno$¢ fizyczna i stres powoduja wzrost poziomu kortyzolu we
krwi, a jesli taki stan si¢ przedluza, moze zaburza¢ wiele proceséw metabolicznych. .

Celem badania bylo okreslenie wptywu rodzaju i intensywnosci wysitku (trening vs. wyscig) oraz
liczby treningdbw w sezonie na stgzenie kortyzolu i surowiczego amyloidu A we krwi obwodowej
niedo§wiadczonych koni czystej krwi arabskiej w pierwszym sezonie treningowym.

Do badania zakwalifikowano 14 Kklinicznie zdrowych koni arabskich o umiarkowanym
temperamencie w wieku 3 lat, obu ptci (15% samcoéw, 85% samic). Wszystkie konie przebywaly w
zblizonych warunkach srodowiskowych i trenowane byty zgodnie z podobnymi protokotami. Materiat do
badan stanowita krew pobierana przez 7 miesi¢gcy przed i po treningu w odstgpach 30 dniowych oraz
przed i po gonitwie podczas pierwszego sezonu treningowego. Stezenie kortyzolu okreslono testem
immunoenzymatycznym ELISA (Cloud-Clone Corp., USA). Wykonano takze pomiar stezenia
surowiczego amyloidu A (SAA) przed wysitkiem testem ELISA (Tridelta Development, Irlandia).
Absorbancj¢ mierzono za pomoca czytnika Multiscan Reader (Labsystem, Helsinki, Finlandia) przy
uzyciu oprogramowania Genesis V 3.00.

Po sesjach treningowych nie stwierdzono istotnego zwigkszenia st¢zenia kortyzolu, ponadto st¢zenia
spoczynkowe byly podobne podczas catego sezonu treningowego, mimo rosngcego obcigzenia
fizycznego (wzrost predkosci i dystansu). Jednak po gonitwach stezenie kortyzolu w surowicy znacznie
wzrastalo po wyscigach (p <0,001). Stezenie SAA nie uleglo zmianie w trakcie catego sezonu
treningowego .

Wriasciwa kondycja fizyczna ma kluczowe znaczenie dla sukcesu w wyscigach. Brak zmian w stgzeniu
SAA potwierdza dobry stan zdrowia oraz dobra tolerancj¢ wzrastajacych obciazen treningowych.
Pomiary stgzenia kortyzolu we krwi obwodowej sa uwazane za dobry wskaznik stresu, a posrednio
rowniez dobrostanu koni, réwniez uzytkownych wyscigowo. Wykazano, ze istotnym stresem, mogacym
wplywaé na dobrostan koni jest start w gonitwie, nie sg nim natomiast sesje treningowe.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 oraz Grantu nr 2017/25/N/NZ6/02750
przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki (NCN).

4 — e-mail: olga.witkowska.pitaszewicz@gmail.com
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Wykrywanie cirkowirusa §win typu 2 (PCV2) w réznych materialach diagnostycznych *
A. Wozniak 2, D. Mitek!, T. Stadejek!

!Katedra Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Cirkowirus $win typu 2 (porcine circovirus type 2, PCV2) jest szeroko rozpowszechniony w populacji
trzody chlewnej. Wirus jest istotny dla zdrowia $§win ze wzgledu na rolg jaka odgrywa w etiologii wielu
chorob. Szczepienia przeciw PCV2 stanowia ochron¢ przed objawami klinicznymi zakazen, jednak
niewiele wiadomo na temat ich wptywu na zakazenia subklinicznie i siewstwo wirusa.

Celem badan byto poréwnanie wykrywalnosci PCV2 w surowicy, kale i ptynie ustnym pobranym od
$win oraz ocena przydatnosci diagnostycznej tych materiatdow w rozpoznawaniu zakazen PCV2 metoda
real-time PCR.

Materiat zostal pobrany od $win z 26 polskich ferm (22 fermy stosujace szczepienia i 4 fermy
nieszczepione przeciwko PCV2). Ogdtem pobrano 1759 surowic, 1723 probek katu i 374 probek ptynu
ustnego od $win w wieku 3-21 tygodni zycia. Przed ekstrakcja materialu genetycznego probki pulowano
po 4-6. Lacznie zbadano 359 pul surowic, 351 pul katu i 209 prébek ptynu ustnego. Probki przebadano
testem real-time PCR w kierunku PCV2. Pule o Ct>37 uznawano za ujemne. Dodatkowo
przeprowadzono analiz¢ iloSciowa liczby kopii wirusa, stosujac szereg rozcienczen plazmidu
zawierajacego fragment ORF2 PCV2. Analiz¢ statystyczng danych przeprowadzono w programie
GraphPad Prism 8. W celu poréwnania czestosci wykrywania PCV2 w roéznych materiatach
diagnostycznych uzyto testu Fishera. Do poréwnania logio liczby kopii PCV2 wykorzystano
nieparametryczny test Mann-Whitney’a.

Wiremia PCV2 zostala wykryta w 17.6% pul surowic z ferm szczepionych przeciwko PCV2 i w
63.5% pul surowic z ferm nieszczepionych. Sredni poziom wiremii wynosit 5.3+1.1 logio kopii/ml i
6.0£1.2 logio kopii/ml odpowiednio na fermach szczepionych i nieszczepionych. DNA PCV2 w kale
wykryto w 32.4% i 84.6% pul probek z odpowiednio ferm szczepionych i nieszczepionych. Liczba kopii
PCV2 w ml zawiesiny katlu wynosita 4.8+0.8 logio (fermy szczepione) i6.2+1.3 logio (fermy
nieszczepione). PCV2 wykryto w 46.1% probek ptynu ustnego z ferm szczepionych i64.5% z ferm
nieszczepionych. Srednia liczba kopii na ml ptynu ustnego na fermach szczepionych wynosita 5.4+1.0
logi0, natomiast na fermach nieszczepionych 6.8+1.3 logjo.

Poréwnanie wystepowania i logio liczby kopii PCV2 w surowicach, probkach katu i ptynach ustnych
wykazato istotne statystycznie rdznice miedzy fermami szczepionymi i nieszczepionymi przeciwko
PCV2 (p<0.05).

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze szczepienie przeciwko PCV2 ogranicza wiremi¢ i siewstwo wirusa
z kalem, jednak pomiedzy fermami obserwuje si¢ znaczne zréznicowanie w tym zakresie. Zwierzgta, u
ktorych nie stwierdza si¢ wirusa w surowicy, mogg sia¢ PCV2 z katem. Wyjasnienie podtoza rdznej
skuteczno$ci szczepien w ograniczaniu wystgpowania i poziomu wiremii na fermach wymaga dalszych
badan.

Ptyn ustny moze by¢ rekomendowanym materialem do monitorowania eliminacji PCV2 ze stad $win.
Natomiast ocena wiremii wydaje si¢ by¢ najbardziej miarodajnym narzedziem do oceny skuteczno$ci
szczepien przeciwko PCV2.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$c¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 — e-mail: joz.aleksandra@gmail.com

-47-



IITI SYMPOZJUM KNOW: ,,ZDROWE ZWIERZE - BEZPIECZNA
ZYWNOSC”
oraz
XIII SYMPOZJUM: ,,GENETYCZNE, FIZJOLOGICZNE
I SRODOWISKOWE UWARUNKOWANIA ROZRODU I ZDROWIA
ZWIERZAT ORAZ BEZPIECZENSTWA I JAKOSCI ZYWNOSCI
POCHODZENIA ZWIERZECEGO”

-48-



SESJA PLENARNA I

-49-



»Dzika” strona choréb zakaznych
M. Larska!, M. Krzysiak?, J. Rola'

1Zaktad Wirusologii, Paristwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
’Biatowieski Park Narodowy

W ostatnim dwudziestoleciu zainteresowanie nadzorem i monitorowaniem choréb zwierzat wolno
zyjacych wzrosto, co doprowadzito do ich wlaczenia w koncepcje ,.JJednego Zdrowia” (One Health),
gdzie spotykaja si¢ zdrowie ludzi i zwierzat zamieszkujacych to samo srodowisko. Zmiany w srodowisku,
takie jak: rosngce zanieczyszczenie; zmiany klimatu; intensyfikacja hodowli zwierzat gospodarskich;
globalizacja; wzrost zageszczenia ludnosci i ich przemieszczania si¢ migdzy réznymi szerokos$ciami
geograficznymi prowadzg do antropopresji na populacje zwierzat dzikich i srodowiska, co poprzez
czestsze interakcje miegdzygatunkowe zwigksza ryzyko transmisji (spill-over i spill-back) choréb
endemicznych, czy tez pojawianie si¢ nowych (emerging) patogenéw. Wystepowanie chorob zakaznych
zwierzat wolno zyjacych stanowi zagrozenie zaréwno dla zdrowia publicznego, jak i dla
bioréznorodnosci, co moze nadal poglgbia¢ zmiany w Srodowisku, ktorego rowniez cztowiek jest czescia.
Konieczno$¢ interdyscyplinarnego podejscia do kontroli i zwalczania chordob wymaga wspotpracy
réznych grup zawodowych takich jak lekarze weterynarii, epizootiolodzy/epidemiolodzy, biostatystycy,
hodowcy, ekolodzy, lesnicy oraz mysliwi.

Jednym z kluczowych elementéw jest prowadzenie monitoringu biernego wsroéd zwierzat dzikich.
Opiera si¢ on na dochodzeniach epizootycznych przypadkéw zachorowan i/lub upadkoéw polega na
badaniach posmiertnych (rzadziej obserwacji przyzyciowej poprzez np. fotoputapki) i umozliwia wczesne
wykrycie zakazen, szczegdlnie tych przebiegajacych z wysoka $miertelnoscig. Skutecznos$¢ tych dziatan
zalezy jednak rowniez od zaangazowania hodowcow, lesnikéw, czy nawet osdb prywatnych majacych
mozliwos$¢ statej obserwacji zubrow w stadach wolnych. W przyrodzie zwtoki nawet duzego zwierzecia
padaja natychmiast ofiarg padlinozercow lub nie odnalezione w porg zaczynaja si¢ rozktada¢. Dlatego tez
badanie sekcyjne jest jednym z cenniejszych w diagnostyce chorob, jednak jest czesto niekompletne w
populacjach zwierzat wolno zyjacych. Analiza sytuacji epizootycznej, kierunek rozprzestrzeniania si¢
zakazen, ustalenie korelacji i czynnikdw ryzyka, czy ocena wcze$niej wprowadzonych programéw
zwalczania wymaga prowadzenia monitoringu czynnego. Nadzor ten wymaga zebrania reprezentatywnej
liczby probek od zwierzat umozliwiajacej, ktore moga umozliwi¢ ewentualng interwencje w razie
wystapienia zakazenia jest jednak bardziej kosztowny i przez to stosowany rzadziej. Do badan
przegladowych najczesciej wykorzystuje si¢ badanie serologiczne tj. testy immunoenzymatyczny
(ELISA), test neutralizacji wirusa, odczyn wigzania dopetniacza (OWD), czy test immunodyfuzji w Zelu
agarowym (AGID). Testy serologiczne nie sg jednak pozbawione wad, tzn. obecno$¢ przeciwcial nie
mowi o momencie zakazenia (wyjatek badania par surowic w odstgpie 2-3 tyg.), niska specyficznos$c
badania (wykrywane beda réwniez przeciwciata dla szczep6w niechorobotworczych) i gorsza czutosé
testow komercyjnych, ktore opracowane s3 dla gatunkow zwierzat gospodarskich. Badanie
mikrobiologiczne (testy izolacji wirusologicznej i bakteryjnej, wykrywanie materialu genetycznego
patogenu tj. test polimerazy tancuchowej - PCR, ELISA antygenowa) do badan populacyjnych
wykorzystywane sa rzadziej. Pozwalaja co prawda na identyfikacj¢ patogenu, sa jednak trudniejsze
technicznie, istotna jest jako$¢ probki, ograniczone sg czasem trwania zakazenia (bakteriemii, wiremii,
siewstwa), a przy zakazeniach mieszanych moga by¢ problemy z interpretacja wyniku.

Zaprezentowane zostang przyklady strategii stosowanych w zwalczaniu chordb zakaznych i
zarazliwych u zwierzat wolno zyjacych ( w tym gatunkéw chronionych) oraz aktualne zagrozenia, z
ktorymi by¢ moze wkrotce bedziemy musieli si¢ zmierzy¢ w Polsce i Europie.

1 — e-mail: m.larska@piwet.pulawy.pl
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Dirofilaria repens - badanie interakcji pasozyt - zywiciel z wykorzystaniem nowo poznanych
antygenow pasozyta uzyskanych metodami biologii molekularnej*

M. Pekacz!,?, M. Wysmotek!, E. Dtugosz!, M. Klockiewicz!, K. Zadroga', K. Powazka?,
A. Zawistowska?, M. Wiéniewski'

! Zaktad Parazytologii i Choréb Inwazyjnych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, SGGW w Warszawie.
2 Instytut Parazytologii Witolda Stefanskiego, PAN, Warszawa

Dirofilaraia repens jest nicieniem nalezacym do rodziny Omnchocercidae, bedacym pasozytem
migsozernych, w szczeg6lnosci psoéw, jednakze wykazujacym coraz wigkszy potencjatl zoonotyczny. W
wyniku dziatalnosci cztowieka oraz zmian klimatu nicienie zostaly rozpowszechnione szczegdlnie w
Srodkowej oraz Wschodniej czesci Europy, w tym m.in. Polsce i wywotujg chorobe okreslang jako
dirofilariozg podskoérng. Obecnie mato wiadomo w zakresie molekularnych mechanizméw interakcji
pasozyt - zywiciel. Podobnie ciagle borykamy si¢ z brakiem testu diagnostycznego opartego na
technikach serologicznych. Obecnie diagnostyka inwazji D. repens opiera si¢ na wykrywaniu mikrofilarii
krazacych w krwiobiegu zywiciela wykonujac przede wszystkim zmodyfikowana metod¢ Knott'a lub
reakcje multiplex PCR. Jednak uzycie tych metod jest mocno ograniczone przez periodyczng obecno$é
mikrofilarii w zywicielu. Zarowno w pierwszym, jak i w drugim przypadku pierwszym krokiem w
pokonaniu tych trudnosci jest pozyskanie antygendw pasozytniczych. Jak w wigkszosci tego typu badan
niemozliwe jest pozyskanie ich, w wystarczajacej ilosci, w sposob natywny. Stad autorzy, probujac
rozwigza¢ ten problem, zastosowali wiele technik biologii molekularnej: RT-PCR, RACE- PCR,
dwukierunkowg elektroforez¢ w warunkach denaturujgcych, sekwencjonowanie DNA i biatek,
konstrukcje biblioteki genetycznej oraz ekspresj¢ wybranych ¢cDNA w prokariotycznym pET i/lub
eukariotycznym Pichia pastoris uktadzie ekspresyjnym oraz liczne analizy bioinformatyczne. Materiat
wyjSciowy stanowit RNA wyizolowany z mikrofilarii i dorostych nicieni D. repens pozyskanych od
zarazonych psow. Dzigki ich zastosowaniu otrzymano nowopoznane, nieopisane do tej pory
rekombinowane antygeny D. repens (biatka wydalniczo — wydzielnicze, enzymy proteolityczne i
inhibitory proteaz) oraz jeden, bakteryjny - symbionta badanego nicienia, bakterii z rodzaju Wolbachia,
ktére pozwolity na wstepna oceng przydatnosci badanych biatek w opracowaniu testu diagnostycznego
opartego na technikach immunoenzymatycznych oraz wplywu antygenu bakteryjnego na modelowanie
odpowiedzi immunologicznej zywiciela w trakcie inwazji pasozyta.

*Badania byly przeprowadzone w ramach projektu KNOW: UMO — KNOW2017/SGGW/LAB2/02/8 (') oraz NCBiR: LIDER
IX 0106/L-9/2017 (3.

-51-



SESJA I:
INNOWACYJNE METODY DIAGNOSTYKI, PROFILAKTYKI
I TERAPII CHOROB ZWIERZAT I LUDZI

-52-



Opracowanie elektrochemicznej platformy nanokompozytowej przeznaczonej do zastosowania w
biosensorach opartej na laczeniu dwoch réznych materialow: poli (3,4-etylenodioksytiofenu)
(PEDOT) oraz nanoczastek zlota (AuNP) lub nanoczasteczek magnetycznych (MNP)*

E. Mikuta!, F. Mazzei?

! Pracownia Biolelektroanalizy, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie
2Laboratorium Biosensoréw, Wydziat Chemii i Technologii Lekéw, Sapienza University of Rome

Opracowano nowa elektrochemiczng platforme¢ nanokompozytowa do biowykrywania oparta na
elektrodepozycji poli (3,4-etylenodioksytiofenu) (PEDOT) i nanoczastek ztota (AuNP); PEDOT i
nanoczgsteczek magnetycznych (MNP). Badania skupity si¢ na ocenie powierzchni zmodyfikowanych
AuNP oraz MNP, jako potencjalnych przetwornikow do wykrywania stosowanych w rozwoju
biosensoréw. Zastosowanie tych nanomaterialow poprawito wydajnos¢ elektrochemiczng czujnikow
opartych o elektrody MWCNT zmodyfikowane PEDOT oraz PEDOT + AuNP, a takze PEDOT i PEDOT
+ MNP analizujac roznice w wydajnosci elektrochemiczne;.

Zastosowanie materialu nanokompozytowego z nanoczasteczkami zlota oraz nanoczastkami
magnetycznymi osadzonymi w elektropolimeryzowanym PEDOT na elektrodach MWCNT zwigksza
czuto$¢ czujnika potwierdzong przez wysokie wartosci powierzchni elektroaktywnej wzgledem czystej
elektrody zmodyfikowanej tylko samym polimerem. To zachowanie jest potwierdzone réwniez w
przypadku biosensoréw enzymatycznych uzyskanych dzieki zastosowaniu tych zmodyfikowanych
elektrod jako przetwornika. Uzyskano dobre wyniki dotyczace glownych  wlasciwosci
elektroanalitycznych biosensoréw zawierajacych modyfikacje PEDOT materiatlem
nanokompozytowy/mioglobina i/lub PQQ-GHD enzym w stosunku do tych samych biosensorow, ale
zawierajacych tylko PEDOT bez nanoczgsteczek. Wykazano, ze zastosowane materiaty
nanokompozytowe w strukturze polimeru w okreslonym st¢zeniu stanowia dobra matryce do utrzymania
aktywnosci katalitycznej enzymu, zapewniajac zwigkszony transfer eletronu migdzy centrum redoks
enzymu, nanoczasteczkami 1 powierzchnig elektrody. Uzyskane wyniki sugeruja potencjalne
wykorzystanie  tej  platformy  nanokompozytowej do  opracowania  zoptymalizowanych
elektrochemicznych biosensor6w opartych na transferze elektronow.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

1 — e-mail: e.mikula@pan.olsztyn.pl

2 — e-mail: franco.mazzei@uniromal .it
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Zastosowanie technologii xXMAP do jednoczesnego wykrywania przeciwcial skierowanych
przeciwko wirusowi grypy ptakéw i rzekomego pomoru drobiu*

A. Pikuta'?, P. Kubi$®, K. Smietanka'

!Zaktad Choroéb Drobiu, Panistwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
3Zaklad Biochemii, Paristwowy Instytut Weterynaryjny - Panistwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wirusowe choroby ukladu oddechowego sa gléwnymi przyczynami strat ekonomicznych
w przemys$le drobiarskim na catym S$wiecie, co wynika gtownie ze zwigkszonej $miertelnosci,
roznicowaniu si¢ stada oraz zmniejszonej produkcji jaj i migsa. Etiologia tych chorob jest zlozona
i czgsto obejmuje wiecej niz jeden patogen. Wérdéd wiruséw o najwiekszym znaczeniu wymieniane sg
wirus grypy ptakoéw (AIV) oraz wirus rzekomego pomoru drobiu (NDV). Celem prezentowanych badan
byto uzyskanie bialek rekombinowanych obu tych patogenéw, ktére docelowo miaty byé wykorzystane
do opracowania multiplex ELISA w technologii Luminex xMAP. Metoda ta stanowi nowatorskie
narzedzie diagnostyczne, gdyz pozwala na jednoczesne wykrywanie przeciwcial skierowanych przeciwko
ré6znym patogenom w pojedynczym badaniu.

W badaniach podj¢to probe pozyskania biatek rekombinowanych hemaglutyniny podtypu HS5 i H7
AIV oraz biatek nukleoproteiny wirusow grypy ptakow oraz rzekomego pomoru drobiu.
Do wuzyskania biatek rekombinowanych zostat zastosowany bakteryjny system klonowania
i ekspresji genow alLICator LIC. Umozliwia on szybkie, wydajne i niezalezne od ligacji klonowanie
fragmentow DNA i ich kontrolowana ekspresj¢ w E. coli. Do klonowania gendéw i wytwarzania biatek
zostat uzyty wektor pLATES2 oraz szczepy E. coli BL21 (DE3), w ktorych ekspresja genu T7 polimerazy
RNA jest kontrolowana przez indukowalny promotor lacUV5. Dzicki zawartej w wektorze sekwencji
kodujacej sze$¢ histydyn (6 x His-tag), przed miejscem ukierunkowanego klonowania, uzyskane biatka
oczyszczano przy pomocy chromatografii metalopowinowactwa.

* Badania finansowane z projektow badawczych nr UMO-KNOW2018/PIWet-PIB/MN1/01/2 oraz nr UMO-
KNOW2018/PIWet-PIB/LAB2/02/09 przyznanych przez Konsorcjum Naukowe KNOW ,Zdrowe Zwierze¢ — Bezpieczna
Zywno$¢”

2 — e-mail: anna.pikula@piwet.pulawy.pl
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Zmiana potencjalu analgetycznego morfiny wywolana premedykacja etanolem u myszy
selekcjonowanych w kierunku wysokiej i niskiej analgezji postresowej*

Piotr Poznanski', Anna Le$niak?, Mariusz Sacharczuk'??

1Zaktad Genomiki i Bioréznorodnosci, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN w Jastrzebcu,
Magdalenka, Polska

2Zaktad Farmakodynamiki i Patofizjologii, Wydzial Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet
Medyczny, Warszawa, Polska

3Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych, Nadcisnienia Tetniczego I Angiologii, I Wydzial Lekarski,
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa, Polska

Problem wystgpienia boélu opornego na morfing dotyczy okoto 10% przypadkow
w praktyce klinicznej. Obecne postgpowanie w usmierzaniu tego rodzaju bolu polega na zwigkszaniu
dawki stosowanego opioidu, badz catkowitej zmianie terapii.

W przedstawionym do$wiadczeniu zastosowano unikalny mysi model badawczy selekcjonowany w
kierunku wysokiej (HA) i niskiej (LA) analgezji postresowej. Glownymi cechami réznicujacymi obie
linie myszy sa stan funkcjonalny bariery krew-moézg (BBB) oraz endogenna aktywnos$¢ uktadu
opioidowego. W przeciwienstwie do myszy linii HA, osobniki linii LA odznaczajg si¢ dysfunkcja uktadu
opioidowego oraz wysoce selektywng BBB. Z uwagi na obecno$¢ cech roéznicujacych myszy obu linii,
stanowiag one doskonaly model w badaniach nad odczuwaniem oraz lagodzeniem odczuwania bolu.
Celem przedstawionych badan bylo zbadanie wplywu premedykacji roztworem etanolu na potencjat
analgetyczny morfiny.

Analiza wynikow otrzymanych w do$wiadczeniu wykazata, ze wcze$niejsze podanie etanolu istotnie
zwigksza potencjal analgetyczny morfiny u myszy obu linii. Efekt ten jest bardziej widoczny w
przypadku odruchéw warunkowanych rdzeniowo. Istotniejsza obserwacja jest to, iz premedykacja
etanolem powoduje réwniez zwigkszenie oddzialywania przeciwbolowego morfiny u osobnikoéw z
hypoaktywnym uktadem opioidowym. Na podstawie otrzymanych wynikow zaproponowano dwa
mechanizmy, dotyczgce modyfikacji przepuszczalnosci BBB przez etanol oraz oddziatywania etanolu na
struktur¢ receptorow opioidowych, wyjasniajace zwigkszenie potencjatu analgetycznego morfiny po
podaniu etanolu.

Stowa kluczowe: morfina, etanol, uktad opioidowy, analgezja postresowa, naltrekson

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015  (projekt promotorski nr
KNOW2015/CB/PRO1/40).

e-mail: p.poznanski@ighz.pl, m.sacharczuk@ighz.pl
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Opracowanie bazy danych dla alkaloidéw pirolizydynowych przy wykorzystaniu
wysokorozdzielczego spektrometru mas Q-Exactive (Orbitrap) sprzezonego z UHPLC*

E. Kowalczyk!s, P. Mulder?, K. Kwiatek'

! Panstwowy Instytut Weterynaryjny-Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Higieny Pasz
? Wageningen Food Safety Research, Wageningen University & Research, Holandia

Grupa zwiazkow jakg sg alkaloidy pirolizydynowe (AP) dzigki ogromnej réznorodnosci struktur
chemicznych, globalnemu rozpowszechnieniu, a zwlaszcza ich szczegdlnemu znaczeniu je$li chodzi o
zagrozenie jakie stanowia dla ludzi i zwierzat sprawia, ze sa one niezwykle interesujaca grupa substancji
do badan z wykorzystaniem wysokorozdzielczego spektrometru mas.

Szacuje sig, ze ponad 6000 gatunkéw roslin, co stanowi ok 3% wszystkich roslin kwitngcych,
wytwarza te wtdrne metabolity. W ostatnich latach zwiazki te zyskaly szczegélng uwage, glownie ze
wzgledu na ich toksyczne wlasciwosci, ktore moga negatywnie wpltywac na zdrowie ludzi i zwierzat.
Alkaloidy te moga wykazywac wlasciwosci silnie hepatotoksyczne, genotoksyczne, neurotoksyczne oraz
kancerogenne. Ze wzgledu na duze rozpowszechnienie roslin produkujacych te zwiazki, bardzo czgsto
dochodzi do zanieczyszczenia nimi pasz i zywnosci. Obecnos¢é AP byla stwierdzana w paszach, zbozach,
miodzie, herbatach, a takze w zywnosci pochodzenia zwierzecego takiej jak jaja, mleko czy migso.

Do oznaczenie AP w paszach i zywnosci wykorzystywane sa glownie metody oparte na technice
LC-MS/MS. Jednakze znacznym ograniczeniem tej techniki jest jej zalezno$¢ od dostgpnosci wzorcow
analitycznych. Zwiazki, dla ktorych nie ma standardow analitycznych, przez co nie mogly by¢
uwzglednione w metodzie, nie zostang wykryte, a ostateczna zawarto$¢ alkaloidoéw moze by¢ znacznie
niedoszacowana. W odrdznieniu, chromatografia cieczowa sprze¢zona ze spektrometrem mas pracujagcym
w trybie pelnego wysokorozdzielczego skanowania nie posiada takich ograniczen. Spektrometria mas
wysokiej rozdzielczosci daje olbrzymie mozliwosci szybkiego skriningu probek w kierunku obecno$é
szerokiej gamy toksyn ro§linnych. Jednakze, aby otrzymac¢ w petni wiarygodng identyfikacje zwigzkow
wymagana jest kompleksowa baza danych zawierajaca szczeg6élowe informacje spektralne.

Celem prowadzonych badan bylo opracowanie szerokiej bazy danych dla alkaloidéw

pirolizdynowych zawierajacej takie informacje jak nazwa, sktad pierwiastkowy, dokladna masa, czas
retencji, oraz dokladne masy charakterystycznych jondéw fragmentacyjnych. W celu uzyskania
pozadanych informacji, analizie poddano 65 standardéow analitycznych jak réwniez ponad 200 ekstraktow
uzyskanych z roslin wytwarzajacych AP.
Analiza standardéw analitycznych pozwolita na zidentyfikowanie charakterystycznych jonow
fragmentacyjnych typowych dla poszczegolnych rodzajow AP: monoestrow, diestrow, makrocyklicznych
diestrow oraz ich N-tlenkéw, jak roéwniez dla zwiazkow nalezacych do typu otonecynowego i
platynecynwego. Do badan wykorzystano Q-Exactive (Orbitrap) MS sprzgzony z UHPLC. Badanie
wykonywano w trybie pelnego skanowania jak rowniez z zastosowaniem trybu DDA- data independent
acquisition.

Identyfikacja charakterystycznych fragmentow oraz okreslenie ich doktadnej masy pozwolily na
opracowanie metody skriningowej umozliwiajacej tatwe 1 efektywne wyszukiwanie zwiazkow
potencjalnie nalezacych do grupy alkaloidow pirolizydynowych w badanych ekstraktach. W rezultacie,
zidentyfikowano kilkaset zwiazkéw i umieszczono je w opracowywanej bazie danych wraz z wszystkimi
wymaganymi informacjami spektralnymi. Opracowana baza danych postuzy do identyfikacji alkaloidow
pirolizydynowych w prébkach pasz i zywnoéci badanych z wykorzystaniem wysokorozdzielczego
spektrometru mas.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
3 - e-mail: ewelina.kowalczyk@piwet.pulawy.pl
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Wstepne wyniki opracowania i optymalizacji metody loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) do wykrywania Mycoplasma bovis u bydla*

E. Szacawa'?, K. Dudek', G. Wozniakowski?, D. Bednarek'

1 Zaktad Choréb Bydta i Owiec, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Pavistwowy Instytut Badawczy
w Putawach
2Zaktad Choréb Swin, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Paristwowy Instytut Badawczy
w Pulawach

Wstep. Mycoplasma (M) bovis to bakteria powodujaca m. in. choroby uktadu oddechowego,
zapalenie wymion i stawow oraz zapalenie rogowki i spojowki u bydta. Zakazenia M. bovis stanowig
czesty problem hodowcoéw niemal na calym §wiecie. Objawy kliniczne nie sg patognomoniczne, dlatego
tez zakazenie tym patogenem mozna wykry¢ jedynie poprzez zastosowanie w diagnostyce kombinacji
kilku metod badawczych, najlepiej ELISA polaczonej z odpowiednio dobranymi metodami
molekularnymi.

Material i metody. Opracowano metod¢ LAMP (loop-mediated isothermal amplification) stuzaca
do wykrywania materialu genetycznego M. bovis. Metoda ta polega na amplifikacji materiatu
genetycznego w stalej temperaturze i szybkim czasie. Zaprojektowano sze$¢ starterow (FIP, BIP, F3, B3,
Loop F i Loop B) za pomoca oprogramowania Primer explorer V5 w oparciu o region oppD/F M. bovis,
genu kodujacego permeaze oligopeptydow. Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ ze starterow, odczynnika
do przeprowadzania reakcji w warunkach izotermalnych, wody oraz DNA matrycowego lub probki
kontrolnej ujemnej. W celu optymalizacji testowano rézne ilosci i stezenia odczynnikéw w réznych temp.
i czasie w bloku grzejnym. Wynik dodatni reakcji stanowita fluorescencja mieszaniny reakcyjnej w
swietle dziennym oraz w $wietle UV po uprzednim dodaniu do niej odczynnika SybrGreen.
Specyficzno$é zostata okreslona poprzez badanie szczepu wzorcowego M. bovis ATCC (25523), 21
izolatéw M. bovis, 10 innych gatunkéow Mycoplasma oraz 7 innych niz mykoplazmy gatunkéw bakterii.
Czuto$¢ okreslono przez badanie 10-krotnych rozcieficzen DNA.

Wyniki. Otrzymano dodatnie wyniki reakcji dla szczepu wzorcowego M. bovis i wszystkich
badanych izolatéw M. bovis a wyniki ujemne dla innych gatunkéw Mycoplasma, innych niz mykoplazmy
gatunkow bakterii oraz dla ujemnych probek kontrolnych. Przeprowadzona dodatkowo elektroforeza
produktow reakcji oraz badanie fluorescencji na aparacie do real-time PCR potwierdza, ze fluorescencj¢
otrzymano w przypadku obecno$ci materiatu genetycznego M. bovis. Jednak badanie wymaga dalszej
optymalizacji poniewaz wskazuje fluorescencj¢ w $wietle dziennym oraz UV dla jednego, innego niz
Mpycoplasma gatunku bakterii, co nie ma potwierdzenia w postaci obecnos$ci materiatu genetycznego w
przeprowadzonej elektroforezie w zelu agarozowym oraz w badaniu fluorescencji w aparacie do real-time
PCR. Czulo$¢ metody jest zadowalajaca, optymalna temperatura reakcji LAMP wynosi 63°C a czas
trwania 45-60 min.

Podsumowanie. Wstepne opracowanie i optymalizacja metody LAMP wykazaly zadowalajace
wyniki czuloéci i specyficznosci. Metoda wymaga jedynie dopracowania w konteks$cie niespecyficznej
fluorescencji. LAMP moze sta¢ si¢ alternatywa dla konwencjonalnego PCR w badaniu zakazen M. bovis
u bydia gdyz wynik badania mozna otrzymaé znacznie szybciej w poroéwnaniu do PCR lub real-time
PCR. Ponadto metoda ta jest ekonomiczna poniewaz nie wymaga posiadania specjalistycznej, kosztownej
aparatury badawczej.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$é”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
3 — e-mail: ewelina.szacawa@piwet.pulawy.pl
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Wplyw uodporniania indykow przeciwko wirusowi krwotocznego zapalenia jelit na wybrane
mechanizmy odpowiedzi komorkowej i humoralnej w warunkach duzej presji wirusa terenowego*

B. Tykatowski'?, A. Koncicki!
!Katedra Chorob Ptakéw, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, UWM w Olsztynie

Krwotoczne zapalenie jelit indykow (HE) pierwszy raz opisali Pomeroy i Fenstermacher w 1937 roku
w USA. W Polsce po raz pierwszy HE u indykéw rozpoznat i opisal Koncicki w 1987 roku. Polskie
izolaty HEV maja zwykle niska patogenno$¢ wywotujac chorobe o przebiegu subklinicznym. Niestety
nawet mato zjadliwe szczepy tego wirusa nalezacego do rodzaju Siadenovirus rodziny Adenoviridae
powodujg silng immunosupresj¢ prowadzac do wtornych zakazen bakteryjnych (E. coli, O.
rhinotracheale, B. avium, Clostridium spp.) i ogromnych strat. Do tej pory mechanizm powstawania
stanu immunosupresji u indykéw zakazonych HEV nie zostal doktadnie wyjasniony. Doswiadczalnie
potwierdzono wielokierunkowe oddzialywanie wirusa na komoérki uktadu immunologicznego. Pomigdzy
4-6 dobg po zakazeniu wirus HE powoduje w §ledzionie i krwi obwodowej spadek odsetka limfocytow B.
Ponadto dochodzi do silnego wzrostu odsetka limfocytow T pomocniczych (CD4%) w §ledzionie u
zakazonych HEV indykéw. W tym czasie odsetek subpopulacji limfocytéw T cytotoksycznych (CD8")
we krwi 1 w $ledzionie ulega silnemu spadkowi.

Majac na uwadze wyzej opisane obserwacje postanowiono przeprowadzi¢ badania wilasne nad
wplywem uodporniania indykéw przeciwko HEV na wybrane wskazniki odpornosci w przebiegu
zakazenia eksperymentalnego tym wirusem. Do$wiadczenie przeprowadzono na czterech grupach
indykéw. Ptaki z grup 11 II zaszczepiono przeciwko HE w 28 dobie zycia szczepionka Dindoral SPF
(Boehringer). W 42 dobie zycia ptaki z grup I i1 Il zakazono per os terenowym izolatem HEV. Indyki z
grupy IV stanowity nieszczepiong i niezakazong kontrolg. Oznaczono metodg cytometrii przeptywowe;j
odsetek subpopulacji limfocytow CD4*, CD8*, CD4"CD25" i [gM" we krwi, $ledzionie i migdatkach jelit
slepych u indykéw po 3, 7, i 14 dniach od zakazenia. Metodga qPCR oznaczono ekspresje genu
kodujacego IFN-y w splenocytach oraz liczb¢ kopii fragmentu genu kodujacego gltéwne biatko kapsydu
(Hexon) wirusa krwotocznego zapalenia jelit w $ledzionach indykéw. Ponadto technikg ELISPOT
okreslono we krwi liczbe limfocytow T swoiScie uczulonych w stosunku do HEV a metoda ELISA miano
przeciwcial poszczepiennych w surowicy.

HEV powoduje istotny spadek odsetka komorek B i limfocytow T CD8" oraz wzrost odsetka
limfocytow T CD4" w §ledzionie i CTs w 3 i 7 d.p.i. Szczepienie istotnie hamuje replikacje HEV w
$ledzionie powodujac wzrost ekspresji genu kodujacego IFN-y w splenocytach, miana przeciwciatl anti-
HEV w surowicy oraz liczby komoérek T pamieci immunologicznej we krwi.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 — e-mail: bartlomiej.tykalowski@uwm.edu.pl
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Badania ultrastruktury komérek, tkanek i narzadéw w ukladzie tr6jwymiarowym oraz w
powiazaniu z obrazem z mikroskopii fluorescencyjnej

B. Lewczuk

Katedra Histologii i Embriologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie

Jednym z najistotniejszych ograniczen transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) jest brak
mozliwo$ci obrazowania duzych probek biologicznych. Wprowadzenie zmotoryzowanych stolikow
preparatowych i kamer cyfrowych z matrycami o wymiarach 6 x 6 cm i wigkszych do TEM otworzyto
droge do obrazowania znacznie wigkszych niz wczesniej pol widzenia i badania skrawkéw seryjnych.
Jednakze analiza skrawkow seryjnych w TEM jest bardzo czaso- i pracochtonna, ponadto istniej duze
ryzyko deformacji i uszkodzenia skrawkoéw. Rozwdj techniki detekcji elektrondw wstecznie
rozproszonych (BSE) w skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) i wprowadzenie nowych
protokotow przygotowania probek biologicznych stworzyly mozliwo$¢ obrazowania ultrastruktury
grubych probek, nieprzepuszczalnych dla wigzki elektronéw. Otworzylo to droge do opracowania
alternatywnych metod badan ultrastrukturalnych, ktére upraszczaja i przyspieszaja analize duzych
objetosci probek biologicznych oraz umozliwiaja rekonstrukeje struktury trojwymiarowej (3D) komorek,
tkanek i narzadow. Jedna z tych metod jest technika okre$lana angielskim terminem ,,Serial Block Face
Imaging” (SBFI), w ktorej obrazy ultrastrukturalne sg rejestrowane z powierzchni probki w sposob
seryjny, kazdorazowo bezposrednio po usuni¢ciu warstwy materialu za pomoca noza diamentowego.
Cigcie jest wykonywane automatycznie w komorze mikroskopu skaningowego, preparat porusza si¢ w osi
z, ale pozostaje nieruchomy w osiach x i y, co zapewnia uzyskanie wyrownanego stosu obrazow.
Nastepna metoda, oparta o bardzo podobng idee¢, wykorzystuje skupiong wiazke jonéw (Focus Ton Beam
SEM, FIB-SEM) do ablacji materialu z powierzchni preparatu. Po usunig¢ciu warstwy materiatu,
wykonywana jest rejestracja obrazu z odstonigtej powierzchni i cykl jest powtarzany. Gtoéwna zaleta FIB
SEM w poréwnaniu do SBFI jest poprawa rozdzielczoSci w osi z. Jednakze, usuwanie materiatu za
pomoca skupionej wigzki jonéw jest znacznie wolniejsze w poréwnaniu do ciecia przy uzyciu noza
diamentowego, co sprawia ze obj¢tosci analizowane za pomocg FIB SEM s3 istotnie mniejsze niz przy
uzyciu SBFI. W obu metodach warstwa preparatu ulega zniszczeniu po obrazowaniu. Alternatywna
metoda dla SBFI, w ktorej skrawki nie sg niszczone, jest tomografia szeregu skrawkow seryjnych (Array
Tomography). Ultracienkie skrawki seryjne sa zbierane na podtozach statych, takich jak szklo lub krzem,
z ktorych obrazy sa rejestrowane za pomoca detektorow BSE. Automatyczne zbieranie skrawkow
seryjnych na tasmie jest mozliwe za pomoca specjalnego ultramikrotomu (ATUM). W celu
przyspieszenia obrazowania bardzo duzej ilosci skrawkoéw (czesto liczonych w tysigcach) opracowano
wielowigzkowy mikroskop elektronowy, ktéry obrazuje réwnoczesnie za pomocg nawet 91 wigzek
elektronow. Skrawki seryjne moga by¢ rowniez wykorzystywane do obrazowania w mikroskopie
fluorescencyjnym. Pozwala to na korelacje obrazoéw z mikroskopu $wietlnego i elektronowego, i tym
samym powigzanie danych o wystepowaniu okre§lonych substancji w komorkach i tkankach z ich
ultrastrukturg. Wprowadzenie powyzszych metod do warsztatu badan biologicznych zwigzane byto i
wciaz jest z rozwigzywaniem wielu probleméw. Konieczne bylo opracowanie protokolow
zapewniajacych uzyskanie wysokiego kontrastu badanych elementéw w bloczku, otrzymanie bloczkéw
odpornych na strumien elektrondw, wyeliminowanie problemu elektryzowania si¢ materiatu, czy
wreszcie opracowanie procedur zdolnych pogodzi¢ techniki immunofluorescencji z kontrastowaniem z
uzyciem metali ci¢zkich. Aktualnie najwigkszym ograniczeniem badan 3D ultrastruktury jest
przygotowanie rekonstrukcji przestrzennych ze stosu obrazéw zebranych w osi z, co wymaga rgcznego
wyboru elementow i jest niezwykle pracochtonne. Metody badania ultrastruktury 3D zostaty opracowane
przede wszystkim z myslg o badaniach neuroanatomicznych, w tym realizacji projektu opracowania mapy
polaczen synaptycznych moézgu. Obecnie sa one stosowane w badaniach wielu rodzajow komorek i
tkanek, zaréwno ro§linnych, jak i zwierzgcych.
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Regulacja genu dla Prdm3 (PRDI-BF1 and RIZ homology domain containing 3) w trakcie
neurogenezy i ponadto*

P. Leszczynski!, M. Smiech', A. S. Teeli', H. Taniguchi'

! Laboratorium Edycji Genomu i Regulacji Transkrypcji, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt Polskiej
Akademii Nauk

Biatka Prdm s3 grupa stabo poznanych czynnikéw, ktore istotnie oddziatuja na procesy
komorkowe. Szczegdlnie interesujace wydaje si¢ by¢ biatko Prdm3. Jest to gen homologiczny dla genu
Hamlet u Drosophila melanogaster oraz egl-43 u Caenorhabditis elegans. Doniesienia ostatnich lat
wskazuja, ze biatko Hamlet modyfikuje odpowiedz komorkows, oddzialujgc na $ciezke sygnalizacyjng
Notch. W czasie ksztaltowania si¢ morfologii komérek neuronéw receptorowych wechu u Drosophila
melanogaster zaobserwowano, ze biatka Hamlet sg odpowiedzialne za "wymazanie stanu informacji",
jakie komoérka nabyta poprzez mechanizmy zalezne od $ciezki Notch. Zjawisko to pozwala komorce
potomnej zmieni¢ swoj kierunek rdéznicowania w odpowiedzi na sygnaty zewngtrzne. Rola Prdm3 w
procesie neurogenezy ssakow nie jest wcigz znana. Wiadomo, ze poziom ekspresji Prdm3 w trakcie
rozwoju komoérek neuronalnych gwaltownie rosnie, lecz jego potencjalne cele molekularne pozostajg
niezidentyfikowane. W naszych badaniach postanowiliémy okres$li¢ potencjalne mechanizmy regulujace
aktywno$¢ promotora dla genu Prdm3 w procesie neurogenezy (model neurogenezy in vitro bazujacy na
réznicowaniu neuronalnym mysich komoérek linii P19). Skupiliémy si¢ na dwoch grupach czynnikéw,
majacych fundamentalne znaczenie dla rozwoju organizmu: biatka z rodziny Gata oraz kwas retinowy.
Funkcje czynnikéw transkrypcyjnych Gata sa dobrze rozpoznane w procesie ksztaltowania si¢ narzagdow
pochodzenia endodermalnego, lecz ich wplyw na rozwdj uktadu nerwowego jest bardzo stabo
przebadany. Nasze analizy wskazujg nie tylko, ze poziom ekspresji dla genow Gata zmienia si¢ w trakcie
neurogenezy, lecz rowniez ich nadekspresja zwigksza aktywno$¢ promotora dla genu Prdm3. Kwas
retinowy, jako newralgiczny czynnik w procesie rozwoju neurondéw roéwniez pozytywnie wpltywa na
poziom ekspresji Prdm3. Ostatecznie, nasze eksperymenty dowodza, ze nadekspresja Gata oraz
stymulacja zalezna od kwasu retinowego ma synergistyczny efekt w stosunku do aktywno$ci promotora
dla genu Prdm3. Badania te przyblizaja nas do okreslenia potencjalnej roli bialka Prdm3 w procesie
réznicowania neuronalnego.

*Badania byly finansowe ze Zzrodet Narodowego Centrum Nauki, Preludium 13, nr grantu UMO-2017/25/N/NZ3/ 01886) oraz
ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierzg — Bezpieczna Zywno$é”, decyzja Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.

e-mail: p.leszczynski@ighz.pl
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Fotoperiod jako czynnik modulujacy wplyw endotoksyny bakteryjnej i leptyny na ekspresje genow
cytokin prozapalnych i ich receptoréw w przedniej cze$ci przysadki owcy*

M. Wojcik'2, A. Krawczynska', M. Tomczyk!, K. Biernacka', A. P. Herman'
"Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk

Leptyna to adipokina o plejotropowym dziataniu syntezowana glownie w biatej tkance thuszczowe;.
W stanie fizjologicznym, gtéwnym przetwornikiem sygnatu leptyny jest podwzgoérze, gdzie oddziatuje
indukujac sygnat anoreksygenny. Jednakze w warunkach patologicznych, np. w otylosci, stwierdza sig
wystepowanie opornosci tkanek i narzagdow na dziatanie tego ,,hormonu sytosci”. Podobny mechanizm
zaobserwowano u zwierzat fotoperiodycznych, np. owiec, ktore w warunkach dnia dlugiego wykazuja
fizjologiczng oporno$¢ na dzialanie tej adipokiny. Wynika to najprawdopodobniej z potrzeby
gromadzenia przez te zwierzgta rezerw energetycznych w okresie o duzej dostgpnosci pokarmu. Leptyna
jest rowniez istotnym czynnikiem modulujagcym aktywnos$¢ uktadu odpornosciowego i przebieg reakcji
zapalnej. Stwierdzono, ze w sposob dawko-zalezny wptywa na produkcj¢ prozapalnych cytokin, takich
jak interleukina (IL)-1B, IL-6 czy czynnik martwicy nowotworu o (TNFa). Z kolei cytokiny te moga
zaburza¢ aktywno$¢ sekrecyjna gruczotéw endokrynnych, w tym przedniej czgéci przysadki. Warto
zaznaczy¢, ze cytokiny docieraja do przysadki nie tylko z krwia obwodowa, ale sa takze bezposrednio
syntetyzowane przez komorki tego gruczotu dziatajac tym samym w sposdb auto- iparakrynny.
Bezposrednie oddziatywanie cytokin zapalnych i leptyny na aktywno$¢ sekrecyjna przysadki jest
mozliwe dzigki ekspresji receptorow tych bialek w jej komorkach. Poniewaz w badaniach na komdrkach
uktadu immunologicznego wykazano, ze leptyna moze wplywac zaréwno na syntezg cytokin zapalnych,
jak réwniez na ekspresje ich receptoréw, mozna zatozyé ze rowniez w przysadce w czasie stanu
zapalnego takowy wptyw leptyny bedzie obserwowany.

Celem badan bylo okreslenie wplywu fotoperiodu na dziatanie leptyny na ekspresje genow
kodujacych IL-1, TNFa i IL-6 oraz ich receptory w komorkach przedniego ptata przysadki u owiec w
stanie fizjologicznym, jak rowniez w ostrym stanie zapalnym.

Dos$wiadczenia przeprowadzono na 48 owcach rasy czarnogldwka w dwoch okresach o rdznej
dtugosci dnia. W obregbie kazdego doswiadczenia zwierzgta podzielono na 4 grupy: kontrola (iniekcja
NaCl), lipopolisacharyd (LPS; 400 ng/kg masy ciala); leptyna (20 ng/kg masy ciata) oraz LPS+leptyna
(iniekcja LPS 30 minut przed podaniem leptyny). Po 3 godzinach od podania LPS owce zostaly poddane
eutanazji w celu pobrania fragmentow przedniej czeSci przysadki. W pobranych tkankach
przeprowadzono analiz¢ wzglednej ekspresji genow cytokin prozapalnych oraz ich receptorow. Uzyskane
wyniki zostaty poddane analizie statystycznej przy uzyciu wieloczynnikowej analizy wariancji oraz testu
post-hoc Fishera. W okresie dnia dlugiego obserwowano wyzszy poziom ekspresji /ILIR2, TNF,
TNFRSF1A i TNFRSFIB. Niezaleznie od warunkow fotoperiodycznych podanie LPS spowodowalo
wzrost ekspresji ILIRI, ILIR2, IL6, IL6R, IL6ST, TNFRSFIB oraz TNFRSFIA, natomiast wzrost
ekspresji IL1B obserwowany byl jedynie w okresie dnia krotkiego. W grupach otrzymujacych leptyne
stwierdzono wzrost ekspresji ILIRI, ILIR2, IL6R, IL6ST, TNF i TNFRSFIB jedynie w okresie dnia
krotkiego. W grupie LPS+leptyna stwierdzono wzrost ekspresji wszystkich badanych genéw
w odniesieniu do grupy kontrolnej w obu fotoperiodach, natomiast w odniesieniu do grupy LPS
zaobserwowano wzrost ekspresji ILIB, ILIRI, ILIR2, IL6, TNF i TNFRSFB i spadek IL6ST w okresie
dnia krotkiego.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze fotoperiod wptywa na ekspresjg¢ genow kodujacych cytokiny
prozapalne i ich receptory w przedniej cze$ci przysadki oraz na oddziatywanie leptyny na ekspresj¢ tych
gendéw. Otrzymane wyniki sugerujg rowniez zroznicowany fotoperiodem wpltyw leptyny na przebieg
stanu zapalnego w przysadce, a tym samym mozna przypuszczaé, ze rowniez na aktywnos¢ sekrecyjng
tego gruczotu.

* Badania finansowane z grantu NCN SONATA 6 nr 2013/11/D/NZ9/02536 (do$wiadczenie na zwierzgtach) oraz ze statutu
IFiZZ PAN (oznaczenie ekspresji genow).
2 — e-mail: m.wojcik@ifzz.pl

-63-



Ksztaltowanie profilu zwiazkéw zapachowych oraz ocena sensoryczna polskich miodéw pitnych*
M. Starowicz'*, M. Granvogl?

!Zaktad Chemii i Biodynamiki Zywnosci, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci PAN w Olsztynie
2Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie, Technische Universitiit Miinchen, Niemcy

Midd pitny to fermentowany napdj alkoholowy na bazie miodu. W zwiazku z zastosowaniem w
produkcji zréznicowanego stosunku miodu do wody, wyr6znia si¢: poéOltoraki, dwojniaki, trdjniaki i
czworniaki. Pod wzgledem technologicznym miody pitne dzieli si¢ na ,,sycone” i ,niesycone”. W
»syconych” proces fermentacji poprzedzony jest gotowaniem brzeczki, a brzeczka ,niesyconych” jest
bezposrednio poddawana fermentacji. Tym samym ilo$¢ miodu i przypraw, oraz parametry produkcji
(fermentacja, podgrzewanie) moga istotnie wpltywa¢ na profil zwiazkéw aromatycznych i jakosé
sensoryczng miodow pitnych.

Materiat badawczy stanowily polskie miody pitne ,,niesycone”: poéttorak, dwdjniak, trdjniak,
czworniak oraz trojniak ,,sycony”. Zwigzki lotne z préb miodéw byly ekstrahowane przy zastosowaniu
aparatury SAFE, a nastgpnie rozdzielane na chromatografie gazowym, i identyfikowane na detektorach
FID oraz olfaktometrycznym (GC-O). Z kolei do ilociowego oznaczenia zwigzkdéw lotnych zastosowano
mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej (SPME), a nastgpnie analizowano przy pomocy chromatografu
gazowego potaczonego ze spektrometrem masowym (GC-MS). Dodatkowo wykonano analiz¢ zapachu
przez panel sensoryczny.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie profilu zwiazkéw odpowiedzialnych za
ksztaltowanie zapachu miodéw pitnych oraz skorelowanie wynikéw analiz GC-O, GC-MS i oceny
sensoryczne;j.

W zaleznosci od rodzaju miodu pitnego podczas analizy GC-O scharakteryzowano 25- 39
zwiazkow lotnych. Zidentyfikowane zwiazki to przede wszystkim estry kwasow tluszczowych (produkty
procesu fermentacji), posiadajace charakterystyczny owocowy zapach, oraz zwigzki o zapachu
miodowym 1 przyprawowym. Trzy z tych zwigzkéw (eugenol, kwas fenylooctowy i 2-fenyletanol)
wystepowaty jako najbardziej zapachowo czynne we wszystkich badanych probach. Natomiast analiza
SPME-GC-MS wykazala, ze dominujacym ilo§ciowo zwiazkiem jest kapronian etylu. Ponadto oznaczono
zawarto$ci zwigzkow lotnych pochodzacych od przypraw takich jak: 1,8-cineol, terpineol, eugenol oraz
safrol. Ich sktad byl zréznicowany ze wzgledu na rodzaj mieszanki przypraw dodawanych w recepturze.
W panelu sensorycznym zapach etanolowy byl najwyzej ocenianym wyréznikiem miodow pitnych.
Kolejno aromat gozdzikowy, stodowy, stodki oraz miodowy. Najwyzsza ocen¢ ogo6lnag otrzymat miod
pitny typu pottorak, ktéremu przypisywano najwyzszy poziom zapachu stodkiego i miodowego.
Uzyskane rezultaty wskazuja na istotng role procesu fermentacji oraz dodawanych przypraw na
ksztattowanie zapachu miodéw pitnych. Natomiast nie stwierdzono znaczacego wplywu podgrzania
brzeczki na aromat i oceng sensoryczng.

* Badania sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
3 — e-mail: m.starowicz@pan.olsztyn.pl
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Znaczenie izoform dehydrogenazy mleczanowej w nowotworzeniu*
K. Urbanska!, A. Orzechowski?

!Katedra Nauk Morfologicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
’Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Wisréd wielu hipotez wyjasniajacych przyczyny nowotworzenia najczgsciej wymienia si¢ zmiany w
genomie lub epigenomie komorki. Wraz z ukazaniem si¢ artykutéw autorstwa Otto Warburga stopniowo
umacniato si¢ przekonanie, ze u podloza nowotworzenia lezg zaburzenia proceséw oddychania
komorkowego, a wyniki wielu kolejnych badan pozwalaja stwierdzié, ze nowotwor moze by¢ uznany za
chorobg metaboliczng (Seyfried i wsp., 2014).

Komoérki nowotworowe charakteryzuje ograniczone wykorzystanie fosforylacji oksydacyjnej na rzecz
fosforylacji substratowej w oddychaniu beztlenowym (glikolizie). Co wigcej, w zaleznosci od dostgpnosci
substratow komorki transformowane moga zmienia¢ swoj metabolizm i wykorzystywaé roézne szlaki
oddychania komoérkowego. Enzymami, ktore umozliwiaja t¢ metaboliczng plastyczno$é sa dehydrogenaza
mleczanowa A (LDHA) i dehydrogenaza mleczanowa B (LDHB). Obserwowany wzrost ekspresji LDHA
w komorkach transformowanych nowotworowo w odpowiedzi na podwyzszenie aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego HIF-107 w poréwnaniu do komorek prawidlowych sugeruje wazng role jaka peini ten
enzym w powstawaniu i rozwoju nowotworu. Bardziej ztoZzony i mniej poznany wydaje si¢ by¢ udziat
LDHB w tych procesach (Urbanska i Orzechowski, 2019).

W prezentacji zostang przedstawione informacje dotyczace udzialu LDHA i LDHB w procesach
nowotworzenia i zjawiskach wspierajacych rozwoj guzéw (proliferacja, apoptoza, autofagia, martwica,
przerzutowanie). Omoéwiona zostanie takze rola dehydrogenazy mleczanowej w regulacji odpowiedzi
komorek uktadu immunologicznego oraz komoérek podscieliska rosngcego guza.

Bibliografia:

Seyfried T.N., Flores R.E., Poff A.M., D’Agostino D.P.: Cancer as a metabolic disease: implications for novel therapeutics.
Carcinogenesis. 2014 Mar; 35(3): 515-527.

Urbanska K., Orzechowski A.: Unappreciated Role of LDHA and LDHB to Control Apoptosis and Autophagy in Tumor Cells.
Int J Mol Sci. 2019 May; 20(9): 2085.

* Praca czeSciowo finansowana ze $rodkow dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze¢ — Bezpieczna
Zywno$¢”, decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
1 — e-mail: kaja_urbanska@sggw.pl
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Monitoring chemicznych pozostalo$ci w watrobie lisa rudego w SzKkocji*
M. Giergiel"2, M. Taylor?, A. Giela?,
! Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Piwet-PIB w Putawach
’Department of Chemistry, SASA, Edynburg

Zanieczyszczenie §rodowiska chemicznymi pozostato§ciami jest coraz bardziej powszechne. W celu
monitorowania tego procesu wykorzystuje si¢ zwierzeta wolno zyjace, ktore s dobrym bioindykatorem.
Doskonatym przyktadem takiego zwierzecia jest lis rudy (Vulpes vulpes), ktory w Szkocji jest jednym z
nielicznych drapieznikow 1 jednocze$nie padlinozerca. W zwiazku z powyzszym uznano za celowe
zbadanie probek pochodzacych z watrdb lisow odstrzelonych w latach 2014-2019, na terenie Szkocji.

Probki po ekstrakcji i oczyszczaniu metoda QuUEChERS zostaly przeanalizowane wielosktadnikowa
metodg chromatografii cieczowej sprzezonej z detektorem mas LC-MS/MS, ktéra obejmuje zwiazki z
grup rodentycydéw hydroksykumarynowych, pestycydow i lekow weterynaryjnych (172 substancji
czynnych).

Podczas projektu przebadano ok. 120 probek. W 68,64% probek stwierdzono obecno$¢ pozostatosci,
natomiast 31,36% probek bylo negatywnych. Wérdd probek dodatnich 82,6 % zawieraty rodentycydy,
31,86% pestycydy, a 25,96% leki weterynaryjne. W znacznej czgséci przebadanych probek wykryto rozne
pozostatosci (48,38%). Duza czg$¢ probek zawierata tylko rodentycydy (40,12%), natomiast w czeSci
probek nie stwierdzono obecnosci rodentycydéw (7,08%). Rodentycydy wykryte w probkach to przede
wszystkim bromadilon (94,3%), brodufakum (16,8%), difenakum (19,6%), ale rowniez flokumafen
(1,4%), kumatetralyl (0,7%) i difetialon (0,7%). W$rod pestycydow stwierdzono obecnos$¢ nastepujacych
zwiazkéw: spiroksaminy (7,41%), fenpropimorfu (3,7%) 1 flutriafolu (70,4%). Wsréd lekow
weterynaryjnych wykryto obecno$¢ klosantelu (86,36%), levamizolu (3,7%) 1 oxyfendazolu (9,1%).

Uzyskane wyniki wskazuja na obecno$¢ wykrytych substancji w $rodowisku co $wiadczy o jego
duzym zanieczyszczeniu. Dzialalno$¢ cztowieka oraz hodowla zwierzat wywiera coraz wigkszy wpltyw
na §rodowisko naturalne oraz zwierzgta wolno zyjace. Dlatego tez potrzebne sa dziatania monitoringowe,
aby kontrolowac¢ ten proces.

* Badania finansowane ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (nr projektu K/01/7.8).
2 — e-mail: marta.giergiel@piwet.pulawy.pl
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Wplyw bisfenolu A na neurochemiczng charakterystyke wlokien nerwowych zlokalizowanych w
Scianie macicy $wini domowej*

L. Rytel!

! Katedra Choréb Wewnetrznych z Klinikq, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko- Mazurski w Olsztynie

Bisfenol A (BPA, dian, 2,2-bis(4-hydroksyfenylo) propan) jest organicznym zwiazkiem chemicznym
powszechnie uzywanym w przemysle spozywczym do produkcji plastikowych pojemnikéw na zywnos¢.
Dotychczasowe badania wykazaty, ze zwiazek ten moze wyptukiwaé si¢ z tworzyw sztucznych i z woda
badz zywnos$cia dostawaé si¢ do przewodu pokarmowego organizméw zywych. BPA moze negatywnie
wplywaé na wiele uktadow i narzadéw wewnetrznych. Wiadomo, iz zwigzek ten dziala neurotoksycznie i
kancerogennie, a takze zaburza dziatanie ukladu rozrodczego, hormonalnego, pokarmowego,
immunologicznego oraz sercowo-naczyniowego.

Jednakze wiele aspektow dziatania BPA pozostaje dotychczas niewyjasnionych. Jednym z nich jest
oddziatywanie tej substancji na unerwienie uktadu rozrodczego. Dlatego tez tematem niniejszych badan
byto okre§lenie wplywu niskich i wysokich dawek BPA na neurochemiczng charakterystyke
wspdtczulnych i przywspotczulnych widkien nerwowych zaopatrujacych macice s$wini domowej. Badania
przeprowadzono przy pomocy metod immunofluorescencji pojedynczej i podwdjnej na macicach
pobranych od 15 niedojrzatych piciowo loszek podzielonych na trzy grupy: 1) grupe kontrolna, ktorej
przez 28 dni podawano puste kapsulki Zelatynowe; 2) zwierzeta otrzymujace kapsutki z BPA w dawce -
0,05 mg/kg m.c./dzien oraz 3) §winie, gdzie dawka BPA wynosita 0,5 mg/kg m.c./dzien.

W trakcie badan wykazano, iz obie dawki BPA wplywaly nie tylko na liczebnos¢ wiokien
wspodtczulnych i przywspoétczulnych zlokalizowanych w §cianie macicy, ale takze powodowaly zmiany w
ich neurochemicznej charakterystyce. Nasilenie i charakter zmian zalezaly od dawki BPA, badanego
fragmentu macicy oraz cze¢sci §ciany macicy, w ktorej zlokalizowane byly wtokna nerwowe.

Obserwowane zmiany byly zdecydowanie wyrazniejsze po zastosowaniu wysokiej dawki badanej
toksyny. Generalnie polegaly one zaréwno na wzroScie ogdlnej gestosci widkien wspotczulnych i
przywspolczulnych w S$cianie macicy, jak i na zwigkszeniu stopnia zawartosci innych substancji
aktywnych (takich jak substancja P, naczynioaktywny polipeptyd jelitowy, peptyd kodowany genem
kalcytoniny, galanina i neuronalna izoforma syntazy tlenku azotu) w tych widéknach.

Wyniki niniejszych badan wykazaty, ze unerwienie macicy bierze udziat w procesach adaptacyjnych i
protekcyjnych bedacych odpowiedzia organizmu na zatrucie BPA. Prawdopodobnie obserwowane
zmiany wynikaly z neurotoksycznej i/lub prozapalnej aktywno$ci BPA, ale dokladne mechanizmy
prowadzace do zmian neurochemicznej charakterystyki wtokien nerwowych w $cianie macicy wcigz
pozostaja nieznane. Co wazne wykazano réwniez, iz niskie dawki BPA (uznawane do niedawna za
catkowicie bezpieczne) nie sg obojetne dla organizmoéw zywych, gdyz moga wptywac na neurochemiczng
charakterystyke wtokien nerwowych zaangazowanych w unerwienie macicy. Zmiany gestosci wiokien
nerwowych immunoreaktywnych wobec poszczegdlnych substancji aktywnych stanowi¢ moga pierwszy
objaw zatrucia organizmu wywolanego przez BPA.

* Badania finansowane ze $rodkow dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,,Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”, decyzja
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (projekt promotorski nr 05-1/KNOW2/2015).
1 — e-mail: liliana_rytel@wp.pl
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Chemokiny jako modulatory funkeji rozrodczych u §wini
A. Andronowska
Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie

Chemokiny to niskoczasteczkowe biatka (8-12 kDa), nalezace do grupy cytokin, ktore reguluja
chemotaksj¢ komorek immunologicznych oraz peinig roznorodne funkcje regulacyjne. Wyréznia si¢
chemokiny homeostatyczne, konstytutywnie wydzielane w tkankach oraz prozapalne, ktorych ekspresja
jest indukowana przez rézne czynniki. Chemokiny, dzialajac poprzez swoiste receptory sprzgzone z
biatkiem G, moga aktywowaé rézne szlaki sygnatlowe i wywotywaé rézna odpowiedz komorkowa.
Chociaz gtownym zrédlem chemokin sg komoérki immunologiczne, to inne komoérki rowniez majg
zdolno$¢ ich produkcji. Badania ostatnich lat wskazuja, iz chemokiny moga by¢ posrednio Iub
bezposrednio zaangazowane w procesy rozrodcze takie jak: owulacja, luteoliza ciatka zottego (CL) czy
implantacja zarodka.

Sukcesem rozrodczym jest wydanie na §wiat zdrowego potomka. Prawidtowy przebieg cigzy jest
$ciSle zwiazany z odpowiednim dialogiem pomigdzy matka a rozwijajacym si¢ zarodkiem.
Nieprawidtowosci na kazdym etapie komunikacji matczyno-ptodowej jak np. problemy z uzyskaniem
receptywnosci §luzowki macicy, wydtuzanie i rozwdj trofoblastu, implantacja zarodka oraz ustanowienie
funkcjonalnego tozyska czy tez niedomoga lutealna mogg prowadzi¢ do utraty ptodu, ktora dotyczy
wysokiego odsetka zarodkow $wini.

Badania te podejmuja prob¢ wyjasnienia udziatu chemokin w niektorych aspektach rozrodezych w
okresie okoloimplantacyjnym u §wini. Wykazano, ze zrodtem chemokin zaréwno w endometrium jak i w
ciatku zottym sa nie tylko komodrki immunologiczne. W ciatku zo6ttym chemokiny moga by¢
produkowane przez komorki lutealne, natomiast w endometrium ich synteze¢ obserwowano w komorkach
nabtonka powierzchniowego, w $roédbtonku naczyn krwiono$nych, w komoérkach zrebu a takze w
rozwijajacym si¢ zarodku. Wykazano, iz lokalnie wydzielane w CL chemokiny moga regulowac syntez¢
progesteronu, niezbednego do prawidlowego przebiegu cigzy. Natomiast w macicy biora udzial w
procesach przebudowy endometrium oraz implantacji zarodka. Sg takze czynnikami warunkujacymi
prawidlowy rozwdj naczyn krwiono$nych.

-69-



SESJA III:
GENETYCZNE, EPIGENETYCZNE I FIZJOLOGICZNE PODSTAWY
DOSKONALENIA CECH PRODUKCYJNYCH I FUNKCJONALNYCH
ORAZ ZDROWIA ZWIERZAT

-70-



Wplyw rodzaju i poziomu inuliny w paszy na stezenie mucyn w okreznicy prosigt*
M. Barszcz'?, E. Swiech!, A. Tu$nio', M. Taciak', J. Skomiat!
Unstytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk

Inulina jest polisacharydem zapasowym wystepujacym w ponad 30000 gatunkoéw roslin. Jest
mieszaning liniowych oligo- 1 polimeréw fruktozy, w ktérych jednostki fruktozowe potaczone sg
wigzaniami B(2—1)-glikozydowymi. Dhugo$¢ tancucha (stopien polimeryzacji) wynosi od 2 do 60
jednostek. Sredni stopien polimeryzacji naturalnej inuliny ekstrahowanej z korzenia cykorii (Cichorium
intybus L.) wynosi 10, natomiast inuliny dtugotancuchowej, otrzymywanej w wyniku frakcjonowania, ok.
25. Dhugo$¢ lancucha determinuje aktywno$¢ biologiczna inuliny w jelicie grubym. Mechanizmy
oddziatywania tego polisacharydu mogg by¢ zwigzane z funkcjonowaniem bariery anatomiczno-
fizjologicznej w jelicie, ktorej jednym z elementéw sa mucyny, glikoproteiny bedace glownym
sktadnikiem $luzu wydzielanego przez komorki kubkowe. Celem badan byto okreslenie wptywu stopnia
polimeryzacji i poziomu inuliny w paszy na st¢zenie mucyn w sluzie z okreznicy prosiat.

Doswiadczenie zostato przeprowadzone na 56 prosigtach podzielonych na 7 grup (n=8) zywionych od
10 do 50 dnia zycia paszami: bez dodatku inuliny, z 1, 2 lub 3% dodatkiem inuliny z korzenia cykorii o
$rednim stopniu polimeryzacji rownym 10 (IN10) oraz z 1, 2 lub 3% dodatkiem inuliny o §rednim stopniu
polimeryzacji rownym 23 (IN23). Po zakonczeniu do$wiadczenia prosigta u$miercono i pobrano
zeskrobiny z btony §luzowej poczatkowego, sSrodkowego i koncowego odcinka okreznicy w celu izolacji i
analizy mucyn. Mucyny wyizolowano z zeskrobin metoda wykorzystujaca ich oporno$¢ na aktywnosé
proteaz i oczyszczono przez dializg. Stezenie mucyn oznaczono metoda fluorymetryczng na podstawie
reakcji cyjanoacetamidu z cukrami redukujagcymi znajdujacymi si¢ na koncach ‘tancuchow
oligosacharydowych, zawierajacych specyficzne dla mucyn wigzania O-glikozydowe. Fluorescencje prob
zmierzono przy uzyciu spektrofluorymetru SpectraMax iD3 (Molecular Devices). Wyniki poddano jedno-
i dwuczynnikowej analizie wariancji (ANOVA) oraz testowi Least Significant Difference (LSD) w
programie Statgraphics.

Zywienie prosiat pasza z 1% dodatkiem IN23 zmniejszylo stezenie mucyn w poczatkowym odcinku
okreznicy w porownaniu z grupa kontrolng i grupami z 2% i 3% dodatkiem IN23. Poziom IN10 nie
wplynal na stezenie mucyn w tej czgéci okreznicy, natomiast istotny wpltyw miata interakcja miedzy
rodzajem i poziomem inuliny w paszy, gdyz 2% dodatek IN10 zmniejszyt, a 2% dodatek IN23 zwickszyt
ich zawarto$¢ w S$luzie. W $rodkowym odcinku okreznicy stgezenie mucyn bylo nizsze u prosiat
otrzymujacych pasze z 2% 1 3% dodatkiem IN23 w poréwnaniu z grupa kontrolng i grupa z 1%
dodatkiem IN23. Ponadto, dwuczynnikowa ANOVA wykazata zmniejszenie stezenia mucyn u prosiat
zywionych paszami z 2% 1 3% dodatkiem inuliny, niezaleznie od dtugosci tancucha, w poréwnaniu z 1%
dodatkiem. W koncowym odcinku okreznicy poziom IN10 i IN23 w paszy nie wptynal na zawarto$¢
mucyn. Wykazano natomiast istotny wpltyw rodzaju inuliny, gdyz u prosiat zywionych paszami z IN23
ich stgzenie bylo wyzsze niz u prosiat otrzymujacych pasze z IN10.

Zywienie prosigt paszami z dodatkiem inuliny moze wptywa¢ na stezenie mucyn w okreznicy, jednak
wplyw ten jest zalezny od segmentu jelita. Poziom inuliny w paszy wplywa na zawarto$§¢ mucyn w $luzie
poczatkowego i srodkowego odcinka okreznicy, a rodzaj inuliny wptywa na ich st¢zenie w koncowym
odcinku. Inulina o wyzszym stopniu polimeryzacji moze korzystniej wptywac¢ na barier¢ ochronng
okreznicy niz inulina bedgca mieszaning krétszych tancuchéw fruktozowych.

* Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju — NR12 0067 10.
2 — e-mail: m.barszcz@ifzz.pl
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Wplyw dodatku tanin hydrolizujacych w dawkach pokarmowych dla owiec na populacje orzeskéw
oraz aktywno$¢ enzymatyczng tresci zwacza*

M.P. Majewska'?, R. Miltko!, G. Betzecki!, B. Kowalik!
!Zaktad Zywienia Zwierzqt, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego PAN

W zywieniu zwierzat przezuwajacych coraz czgéciej poszukuje si¢ naturalnych dodatkow, majacych
wplyw na procesy trawienne zachodzace w zwaczu, a w konsekwencji na jako$¢ produktow pochodzenia
zwierzgcego. Przykladem takich dodatkow sa taniny, zaliczane do zwiazkow polifenolowych,
powszechnie wystepujace w krolestwie roslin. Ze wzgledu na zrdéznicowang budoweg chemiczng i
aktywno$¢ biologiczng taniny dzieli si¢ na hydrolizujace i skondensowane. W ostatnich latach wykazano,
7ze dodatki paszowe zawierajace taniny moga wpltywaé na liczebno$¢ mikroorganizméw zwacza,
strawnos¢ sktadnikow pokarmowych oraz profil kwasow tluszczowych w mleku i migsie.

Celem badan byto okreslenie wpltywu dodatku ekstraktu z kory dgbu lub czystego kwasu taninowego,
jako zrédta tanin hydrolizujacych, w dawkach pokarmowych dla owiec na liczebno$¢ orzeskow oraz
aktywno$¢ hydrolaz w tresci zwacza.

Badania przeprowadzono na 3 maciorkach rasy polska owca nizinna o $redniej masie ciata okoto 48,7
+ 4,31 kg, zaopatrzonych w przetoki do zwacza, w ukladzie naprzemiennym. Zwierzgta podzielono na 3
grupy zywieniowe. Owce w grupie kontrolnej (KON) otrzymywaty dawke podstawowa sktadajacg si¢ z
siana takowego (58,8%), Sruty jeczmiennej (29,4%), poekstrakcyjnej $ruty sojowej (9,8%) oraz mieszanki
mineralno-witaminowej (2%). Zwierz¢ta w grupach doswiadczalnych otrzymaly dawke podstawowa z
dodatkiem 13 g ekstraktu z kory debu (EKD) lub 4 g kwasu taninowego (KWT). Ilo$¢ zastosowanych
dodatkéw dla owiec zostala wyréwnana pod wzgledem ilosci zawartych w nich tanin hydrolizujacych.
Okres adaptacyjny do dawek pokarmowych wynosit 21 dni. Po tym czasie przez 2 kolejne dni od
zwierzat pobrano plyn i tres¢ zwacza przed karmieniem oraz 2, 4 i 8 godzin po podaniu paszy. Materiat
badawczy pobrano z réznych miejsc zwacza w celu otrzymania reprezentatywnej proby. Pobrany ptyn
ZWaczowy przesaczono i oznaczono w nim pH oraz liczebno$¢ orzgskow. Liczebno$§¢ pierwotniakow,
utrwalonych roztworem 4% formaliny, klasyfikowano wg klucza Dogiela (1927) i oznaczono przy uzyciu
mikroskopu §wietlnego. W tresci oznaczono aktywno$¢ celulolityczna, ksylanolityczna, amylolityczna
oraz pektynolityczng na podstawie iloSci uwolnionych cukréw redukujacych przy uzyciu
spektrofotometru (Miltko i wsp., 2016).

Badane dodatki nie miaty istotnego wptywu na odczyn ptynu zwaczowego. U owiec grupy EKD i
KWT stwierdzono zmniejszenie liczebno$ci ogolnej orzgskow oraz pierwotniakow z rodzaju Entodinium
4 godziny po karmieniu w poréwnaniu do grupy KON. Ponadto, dodatek EKD w dawkach dla owiec
istotnie zmniejszyt liczebno$¢ pierwotniakow z rodzaju Dasytricha 4 i 8 godzin po karmieniu, jak
réwniez zwigkszyt liczebno$¢ orzeskow z rodzaju Isotricha 2 godziny po podaniu paszy w poréwnaniu
do owiec grupy KON. Dodatek KWT w dawce pokarmowej spowodowatl istotny wzrost liczebnos$ci
pierwotniakéw z rodzajow Diplodinium, Ophryoscolex oraz Isotricha przed karmieniem w por6wnaniu
do owiec grupy EKD. Zastosowane dodatki nie miaty istotnego wptywu na aktywnos¢ hydrolityczng
treSci zwacza, za wyjatkiem KWT, ktory zmniejszyt aktywno$¢ celulolityczna tresci przed karmieniem w
poréwnaniu do owiec grupy KON.

Podsumowujac, zastosowane dodatki tanin hydrolizujacych w dawkach pokarmowych dla owiec

wptynety na liczebnos¢ orzeskdw oraz aktywnos$¢ celulolityczng treSci zwacza.
Dogiel VA., 1927. Archiv fiir Protistenkunde 59: 1-282
Miltko i wsp., 2016. Turk J Vet Anim Sci 40: 271-277

* Badania przeprowadzono w ramach ,,Grantu na start”, finansowanego z funduszy Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat
im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk.

2 - e-mail: m.majewska@ifzz.pl
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Rola kanalu jonowego TRPV1 w funkcjonowaniu jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej psa
domowego (Canis lupus familiaris)*

J. K. Bujak!, D. Kosmala', I. Szopa!', K. Majchrzak!, P. Bednarczyk?

!Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Gléwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie
’Katedra Biofizyki, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Rodzina kanatéw jonowych TRP bierze udzial w sygnalizacji wapniowej niezbednej w indukcji takich
procesow jak regulacja transkrypcji gendw, proliferacja czy réznicowanie komoérek. Kanaly TRP sg
aktywowane poprzez czynniki fizyczne i chemiczne takie jak temperatura, pH czy aktywne zwiazki
pochodzenia roslinnego np. geraniol, mentol czy kapsaicyna. Wrazliwos$¢ na temperaturg, pH, ROS oraz
udzial w sygnalizacji wapniowe] sprawiaja, ze kanalty TRP moga potencjalnie regulowa¢ odpowiedz
immunologiczng. Posréd kanatéw TRP, TRPV1, znany jako receptor dla kapsaicyny, jest aktywowany
przez wysokg temperature, H, LPS ale rowniez wykazuje wrazliwo$¢ na cytokiny prozapalne takie jak
IL-1B, IL-6 and TNF-a. Z tego wzgledu TRPV1 moze potencjalnie wpltywa¢ i modulowaé
funkcjonowanie komorek uktadu odpornosciowego.

Gléwnym celem badan byto: 1) ustalenie czy kanal TRPV1 wykazuje funkcjonalng ekspresje w
komoérkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) psa domowego oraz 2) ustalenie potencjalnego
udziatu kanatu TRPV1 w kontekscie relacji komorka-srodowisko.

Ekspresja kanalu TRPV1 w PBMC zostata potwierdzona zardwno na pozimie transkryptu jak i biatka.
Przy pomocy techniki patch-clamp udalo si¢ wykaza¢ istnienie kanalu jonowego wrazliwego na
kapsaicyne. Roéwniez analiza dokomoérkowego naptywu jondw wapnia potwierdzita istnienie kanatu
jonowego dla jonéw wapnia, wrazliwego na temperatur¢ oraz kapsaicyng. Niskie pH (6.0) znaczaco
wptyneto na obnizenie aktywacji limfocytow T, niemniej nie bylo to powigzane z obnizeniem
wewnatrzkomorkowego pH. Obecno$é receptorow wrazliwych na temperature oraz pH moze czgsciowo
thimaczy¢ wptyw tych czynnikéw na funkcjonowanie komorek uktadu immunologicznego.

* Badania finansowane z funduszy Narodowego Centrum Nauki w ramach Grantu nr 2016/21/N/NZ6/02137.
e-mail: joanna_bujak@sggw.pl
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Nanoczastki ZnO domieszkowane jonami Fe jako potencjalne Zrédlo egzogennego zelaza dla
zwierzat*

P. Kietbik!"**, J. Kaszewski'*, B. Dominiak!, M. Damentko'?, J. Rosowska®, M. A. Gralak!, B.j S.
Witkowski®, Z. Gajewski?, M. Godlewski®, M.1 M. Godlewski'*?

!Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Szkola Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie
2 Weterynaryjne Centrum Badawcze i Centrum Badarn Biomedycznych, Katedra Choréb Duzych Zwierzqt
z Klinikq, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Szkola Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
3 Instytut Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Zelazo jest pierwiastkiem niezbednym do zycia dla ludzi i zwierzat. Szacuje sie, ze u ludzi niedobor
zelaza jest najczgéciej wystgpujacym niedoborem Zywieniowym oraz najczestsza przyczyna
niedokrwistos$ci. Problem ten dotyczy rowniez zwierzat, w szczeg6lnoSci u nowonarodzonych prosiat, u
ktorych dochodzi do szybkiego wyczerpania rezerw zelaza, co w przypadku braku suplementacji
prowadzi nieuchronnie do anemii. Aby temu zapobiec stosuje si¢ standardows suplementacje oparta
najcze$ciej na iniekcyjnym podaniu dekstranu zelaza. Ta forma pocigga za soba wiele negatywnych
skutkéw — duzy naklad pracy wraz z nakladem finansowym, dyskomfort psychicznym dla prosiat oraz
powstawanie odczynow, stanéw zapalnych i obnizenie wartosci rzeznej w miejscach zastrzyku.
Poszukiwanie nowych form suplementacji Zelaza jest zasadne. Badane przez nas biodegradowalne
nanoczastki tlenku cynku (ZnO) wykazywaty pozadane i obiecujace efekty podczas badan in-vivo z
wykorzystaniem myszy - byly w stanie szybko dosta¢ si¢ do wigkszosci tkanek oraz ulegaly degradacji
skutkujacej uwolnieniem przytaczonych pierwiastkow. Nie wykazano toksycznego wplywu nanoczastek
na zwierzeta. Wstepne badania in-vitro nie wykazaly toksycznego dziatania nanoczastek ZnO
domieszkowanych Fe (1% domieszkowania) na komorki. W celu weryfikacji dzialania powyzszych
nanoczastek na modelu zwierzecym, dorostym myszom Balb-c (n=37) podano dozotadkowo 0,3 ml
zawiesiny nanoczgstek: ZnO lub ZnO domieszkowanych jonami Fe. Po réznym czasie od aplikacji
zawiesiny (24 godziny; 7 dni lub 1 miesiac) zwierzgta zostaty poddane eutanazji, przeprowadzono sekcje
w celu pobrania tkanek oraz krwi do badan. Zebrany materiat poddano analizom pozwalajagcym na
wstepna ocen¢ skutecznosci dostarczania zelaza do tkanek zywego organizmu w formie
biodegradowalnych nanoczastek.

* Badania finansowane z funduszy Narodowego Centrum Nauki w ramach Grantu nr 2017/27/N/NZ4/01219.
4 — e-mail: pskielbik@op.pl
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Okolodobowa ekspresja czynnika VEGF w mikronaczyniach krwiono$nych mézgu*
A. Szczepkowska', A. Harazin?, L. Barna?, M. Kowalewska', M.A. Deli?, J. Skipor!

! Zaktad Lokalnych Regulacji Fizjologicznych, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci
PAN w Olsztynie;
’Institute of Biophysics, Biological Research Centre, Wegierska Akademia Nauk, Szeged, Wegry

Docieranie substancji do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) jest regulowane przez system
barier mozgowia: barier¢ krew-moézg, zlokalizowang w $rdédbtonku mikronaczyn krwiono$nych mozgu
(MM) 1 barier¢ krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy, zlokalizowang w nabtonku splotu naczynidwkowego
komoér moézgu (SN). Bariery chronig OUN przed czynnikami potencjalnie szkodliwymi, jednocze$nie
ograniczajac docieranie substancji terapeutycznych. W naszych badaniach wstepnych zaobserwowano
wplyw rytmu okolodobowego na ekspresj¢ biatka czynnika wzrostu $rédblonka naczyn krwionosnych
(ang. vascular endothelial growth factor, VEGF), w SN u owiec. Z uwagi na fakt, ze podobna regulacja
moze mie¢ miejsce rowniez w MM oraz ze wzgledu na dane literaturowe z ostatnich lat, wskazujace na
mozliwo§¢ stosowania VEGF w celu zwigkszenia przepuszczalnosci bariery krew-mozg podczas
farmakoterapii dziatajgcej na poziomie OUN, celem pracy bylo poznanie dobowego profilu ekspresji
VEGF w MM szczura.

Badania przeprowadzono na grupie 36 samcéw i 36 samic 3 miesigcznych szczuréw Wistar,
przetrzymywanych w sztucznych warunkach o$wietlenia: 12 godz. $wiatta/12 godz. ciemnos$ci. Zwierzeta
usmiercono w szesciu punktach czasowych tj. o godz.: 7:00 (1 godz. po wigczeniu §wiatta, n=12), 11:00
(n=12), 15:00 (n=12), 19:00 (1 godz. po wylaczeniu §wiatla, n=12), 23:00 (n=12) oraz 3:00 (n=12).
Zwierzgta poddawano dekapitacji, a z wyizolowanych mézgow w pierwszej kolejnosci pobierano probki
kory mézgowej (KM) oraz SN z komodr bocznych mézgu, a nastepnie izolowano MM. W probach MM,
KM i SN, pobranych w pierwszym punkcie czasowym (godz.7:00), metoda real-time PCR analizowano
relatywna wzgledem genu Acth (an. Actin —f) ekspresje gendéw markerowych: $rodbtonka naczyn
krwionos$nych - Pecaml (ang. platelet and endothelial cell adhesion molecule 1), §rédbtonka MM — Cldn5
(ang. Claudin 5) oraz $rdédbtonka okienkowatych naczyn krwiono$nych SN - Plvap (ang. plasmalemma
vesicle-associated protein). Poréwnanie poziomu ekspresji wymienionych genow w MM, SN i KM
pozwolito na okreSlenie poziomu czystosci uzyskanych frakcji MM. W MM wyizolowanych we
wszystkich punktach czasowych, analizowano ekspresje mRNA izoform VEGF: VEGF120 i VEGFis4,
metoda digital PCR.

Wyniki analizy ekspresji genéw markerowych potwierdzity prawidlowos¢é zastosowanego
protokotu izolacji MM. W MM zaobserwowano zr6znicowang dobowo ekspresje izoformy VEGFs4. Jej
maksymalny poziom wykazano w nocy, (5 godz. po wylaczeniu $wiatta - 23:00), a minimalny na
poczatku dnia (1 godz. po wlaczeniu §wiatta - 7:00). Wyniki te wskazuja na potrzebe prowadzenia badan
dotyczacych dobowych zmian w ekspresji czynnikow kluczowych dla funkcjonowania barier mézgowia.
Mogtoby to umozliwi¢ réwniez w ramach leczenia choréb OUN, projektowanie tzw. strategii
chronoterapii, dostosowujacej leczenie do dobowego rytmu organizmu.

* Badania sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015.
2 - e-mail: a.szczepkowska@pan.olsztyn.pl
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Ekspozycja na §wiatlo niebieskie powoduje spadek liczby neuronéw zwojowych zawierajacych
melanopsyne oraz ich wlékien nerwowych w siatkdwkach szczurow*

N. Ziotkowska
Katedra Histologii i Embriologii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, UWM w Olsztynie

Efekt negatywnego wptywu $wiatta na siatkowke budzi w ostatnich latach duze zainteresowanie,
ze wzgledu na stale wzrastajace uzycie urzadzen emitujacych $wiatlo niebieskie o wysokiej energii.
Dotychczas, wptyw $wiatta niebieskiego na liczb¢ komorek zwojowych siatkdwki zawierajacych
melanopsyne (MRGCs) oraz ggsto$¢ ich wiokien nie byt badany. Melanopsyna (M), nalezy do grupy
barwnikéw §wiattoczutych, ktérych maksimum absorbancji znajduje si¢ w zakresie $wiatta niebieskiego
(470-480nm). Celem badan bylo poréwnanie liczby perikarionow MRGs oraz liczby ich wlokien
nerwowych w siatkdwkach szczuréw eksponowanych na dziatanie $wiatta niebieskiego i szczuréw
utrzymywanych w naturalnych warunkach oswietlenia.

Do badan uzyto 3- miesieczne szczury rasy Wistar, ktore przydzielono do jednej z trzech grup.
Szczury z grupy kontrolnej (n=10) utrzymywano w warunkach 12 godzin §wiatta naturalnego i 12 godzin
ciemnosci. Szczury z grupy ostrej (n=10) eksponowano w sposob ciagly na dziatanie $wiatta niebieskiego
przez 48 godzin. Szczury z grupy przewlektej (n=10) utrzymywano w warunkachl2 godzin $wiatta
niebieskiego i 12 godzin ciemnosci przez 10 dni. Zrodtem $wiatta niebieskiego byty lampy LED (460-
480nm, 150 1lux). Preparaty siatkowek typu ,whole mount” poddano barwieniom
immunocytochemicznym z uzyciem przeciwcial przeciwko melanopsynie (), a nastgpnie analizowano i
fotografowano z uzyciem mikroskopu konfokalnego (LSM700, Zeiss). Analize ilo§ciowa perikarion6w
M"RGCs wykonano przy uzyciu programu Image J 1.51n. Gesto$¢ unerwienia obliczono w oparciu o
liczbe punktow przecieg¢ wiokien nerwowych z natozong siatka Mertza. Analizg statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z korekta Bonferoniego
(p<0.05).

Badania wykazaly istotny spadek perikariondbw M'RGCs w grupie szczuréw eksponowanych na
dziatanie $wiatta niebieskiego w poréwnaniu z grupa kontrolna (gr. kontrolna, 1955 + 497 (SD); gr. ostra,
618 + 163; gr. przewlekta, 724 + 266; gr. kontrolna vs. Gr. ostra, P<0.001; gr. kontrolna vs. Gr.
przewlekta, P<0.001; gr. ostra vs. Gr. przewlekta, P=1.0). Wyrazny spadek obserwowano réwniez w
przypadku liczby M*-pozytywnych wiokien nerwowych ktérych bylo znaczaco mniej w siatkdwkach
szczurOw z grupy ostrej i przewleklej w poréwnaniu z grupa kontrolng (gr. kontrolna, 94 + 10; gr. ostra,
34 £ 2; gr. przewlekta, 53 + 15; gr. kontrolna vs. gr. ostra, P<0.001; gr. kontrolna vs. gr. przewlekla,
P<0.001; gro. ostra vs. gr. przewlekta, P=0.03). Wyniki badan wskazujg ze $wiatlo niebieskie powoduje
znaczacy spadek liczby perikariondow MRGC i gestoSci M- pozytywnych widkien nerwowych w
siatkowce szczurOw.

* Badania finansowane z Grantu ,,Miniatura I”, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Potencjalna rola bialek KLF (Kruppel-like factors) w przedimplantacyjnym rozwoju zarodka
krolika (Oryctolagus cuniculus)

K. Filimonow, D. Winiarczyk, A. Piliszek
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN w Jastrzebcu

Biatka z rodziny KLF (Kruppel-like factor) sg grupa 17 czynnikow transkrypcyjnych posiadajacych na
koncu C trzy domeny palca cynkowego, ktore pozwalaja na przytaczenie si¢ tych biatek do DNA. Do tej
pory wykazano, ze biatka te biorg udzial w proliferacji, apoptozie, réoznicowaniu komorek, rozwoju
zarodkowym, a takze w utrzymaniu pluripotencji zarodkowych komoérek macierzystych. Wykazano, na
komorkach mysich, ze jedno z biatek z rodziny KLF — KLF4, jest jednym z czterech czynnikow za
pomoca ktérych mozna uzyska¢ indukowane komorki macierzyste (iPS), badania te zostaly nagrodzone
nagroda Nobla w 2012.

Na podstawie analizy transkryptow czynnikoéw KLF w zarodkach krélika mozna stwierdzi¢, ze
znaczna ich wigkszo$¢ (13 z 16) jest obecna w przedimplantacyjnym rozwoju zarodka. W tym czasie
dochodzi do réznicowania, a by¢ moze takze i do determinacji piewszych linii zarodkowych:
trofektodermy (TE), epiblastu (Epi) oraz pierwotnej endodermy (PrE). Analizujac prezentowane wyniki
zwrécitam uwage na ekspresje genow KlIf2, Kif4 oraz KIf5, ktére sa odpowiedzialne za utrzymanie
pluripotencji w zarodkowych komodrkach macierzystych myszy (model in vitro Epi), a takze Kif17,
ktérego obecnos¢ wykryto w Epi w zarodkach ludzkich.

Badajac lokalizacj¢ biatek z rodziny KLF metoda immunofluorescencji posredniej wykazatam, ze
zaskakujaco biatko KLF4 nie jest obecne wylacznie w komoérkach Epi, ale tylko w ich czg$ci, natomiast
jest obecne w linii PrE i jej pochodnych. Innym biatkiem z rodziny KLF, ktére zwrdcito moja uwage, jest
KLF17. W zarodkach ludzkich wykryto obecnos¢ tego biatka w linii Epi. Jednakze w zarodkach krolika
obecnos¢ tego bialka zaobserwowatam tylko w stadium XI blastocysty, w komorkach endodermy
dystalnej, ale nie proksymalnej. Wiadome jest, ze KLF17 bierze udziat w procesiec EMT (epithelial —
mesenchymal transition) w komoérkach nowotworowych endometrium cztowieka i wiadome jest takze, ze
proces ten zachodzi w trakcie powstawania komoérek endodermy dystalnej w zarodku myszy. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze biatko KLF17 moze bra¢ udzial w procesic EMT w komoérkach endodermy w
zarodku krolika.

Czy u innych gatunkach ssakéw, w tym u cztowieka, biatka KLF majg taka samg role jak u myszy?
Czy poznanie roli tej rodziny biatlek w przedimplantacyjnym rozwoju zarodkéw ssakow pomoze nam
wreszcie, po wielu latach zmagan, otrzyma¢ i utrzyma¢ w hodowli in vitro zarodkowe komorki
macierzyste innych gatunkow niz mysz, cztowiek i szczur? Na te pytania staramy si¢ odpowiedzie¢.
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Regulacja apoptozy w oocycie i przedimplantacylnym zarodku myszy*
D. Winiarczyk!, A. Stankiewicz', J.Modlinski', A. Piliszek'
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt PAN w Jastrzebcu

Apoptoza to fizjologiczna, zaprogramowana genetycznie, samobdjcza $mier¢ komoérki. W tym
procesie dochodzi do kondensacji chromatyny i jej agregacji przy blonie jadrowej, obkurczania
cytoplazmy oraz do fragmentacji jadra. Procesy te najczeSciej sa poprzedzone rozktadem DNA na odcinki
odpowiadajace dtugosci nukleosomu (ok. 180-200 pz).

Przypuszcza sig, ze kazda komodrka moze ulec apoptozie. T¢ zasade mozna takze zastosowac do
komorek zarodkéw przedimplantacyjnych myszy. Jednak nasze obserwacje poparte przez dane
literaturowe sugeruja, ze apoptoza w rozwoju przedimplantacyjnym myszy nie zachodzi do etapu
wczesnej blastocysty. Aby zbadac to zjawisko przeprowadzili§my analizy transkryptomiczne za pomoca
gPCR. Przeanalizowaliémy geny pro- i antyapoptotyczne w 5 stadiach rozwoju przedimplantacyjnego
myszy (oocyty, zygoty, zarodki 2-, 8- komérkowe oraz blastocysty) po 24 godz. hodowli in vitro z
czynnikami proapoptotycznymi (staurosporyna i TNFa). Morfologiczne apoptozg zaobserwowaliSmy
tylko w oocytach oraz w stadium blastocysty. Nasze wyniki wskazuja, ze SIRTI moze by¢ kluczowym
regulatorem apoptozy w przedimplantacyjnych zarodkach myszy. Najwyzszy poziom ekspresji tego genu
zaobserwowalismy w stadium zygoty, po czym nastgpowal stopniowy jego spadek. Pomimo wysokich
pozioméw ekspresji genéw proapoptotycznych (p53, Casp3, Bax) obserwowanych na etapie zygoty i w
stadium 2 komorek, apoptoza nie wystapita na tych etapach. Zbiega si¢ to z wysokim poziomem ekspresji
SIRT1, ktory moze blokowaé zdolno$¢ indukowania apoptozy w komorkach wezesnych zarodkéw myszy.

* Zrodto finansowania: KRP/KNOWO01/2015/01/DAWWIN grant
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Wplyw CO na epigenetyczna regulacje promotoréw wybranych genéw zegara biologicznego u
$wini domowej”

P. Gilun'#, B. Wasowska!, J. Kwiatkowska®, M. Koziorowska-Gilun?

! Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie, *Katedra Biochemii i Biotechnologii
Zwierzqt, Wydziat Bioinzynierii Zwierzqt, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, 3Katedra Neurochirurgii,
Wydziat Lekarski, Uniwersytet Warminsko-Mazurski

Dotychczasowe badania dotyczace regulacji dobowej oscylacji ekspresji genow molekularnego zegara
biologicznego w podwzgoérzu nie obejmowaly badan epigenetycznych. Wiekszo$¢ gendw tworzacych
zegar, w sekwencji promotorowej posiada wyspy CpG ulegajace metylacji lub demetylacji pod wpltywem
DNA-metylotransferazy.

Powyzsze doswiadczenie ukierunkowane byto na sprawdzeniu czy CO jako humoralny sygnat §wiatta
moze wptywaé na oscylacje ekspresji gendow zegara w czesci przedwzrokowej podwzgdrza $wini
domowej, a doktadniej skupiono si¢ na epigenetycznej analizie genu Per2.

Do badan wykorzystano 24 niedojrzate plciowo loszki §wini domowej. Zwierzgta podzielono na 3
grupy (1-grupa utrzymywana w warunkach naturalnych, 2- grupa utrzymywana w ciemno$ci ktorej
infundowano przez 72 h do zyly ocznej osocze bez dodatku CO, 3- grupa utrzymywana w ciemnosci
ktorej infundowano przez 72 h do zyly ocznej osocze z dodatkiem CO). Po zakoniczonym doswiadczeniu
zwierzeta usmiercano w godzinach 12% i 24% po 4 z kazdej grupy i pobrano tkanki podwzgoérza.
Nastgpnie wyizolowano DNA, poddano konwersji i tak przygotowany material stanowit matryce do
reakcji PCR a nastgpnie do pyrosekwencjonowania.

W tym celu zaprojektowano startery aby uzyskac¢ 4 rozne amplikony zawierajace sekwencj¢ E-box
oraz D-box. Trzy z nich zawieraly sekwencje niekanonicznych E-box (opisywanych jako CANNTG), a 1
zawieral sekwencj¢ kanoniczng E-box (CATGTG) oraz sekwencje D-box (TTATGTAA). Wszystkie
startery projektowane byly we fragmencie 2600 pz. ponizej startu ATG sekwencji kodujace;.

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata zréznicowanie w poziomach metylacji poszczegdlnych wysp
CpG w zaleznosci od ich umiejscowienia. W sekwencjach zawierajacych lub znajdujacych si¢ w poblizu
sekwencji niekanonicznych E-box wykryto wysoki poziom metylacji siggajacy od 60 do 80%. Natomiast
w przypadku sekwencji zawierajacej kanoniczny E-box oraz D-box metylacja poszczegdlnych pozycji
CpG wahata si¢ miedzy 10 a 5%.

Nie wykazano dobowych zmian w pojedynczych pozycjach CpG w grupach zwierzat 1 1 3 w dwoch
sekwencjach potozonych najdalej od ATG (2450 i 2000 pz). Z kolei w sekwencjach potozonych w
odlegtosci 1200 pz. oraz 40 pz. od ATG obserwowano statystycznie istotne zmiany w metylacji wysp
CpG. I tak w przypadku pierwszej sekwencji w 1 grupie wzrastata ona z 27% w ciagu dnia do 67% w
ciggu nocy natomiast w 3 grupie wzrastata z 30% w ciggu dnia do 49 % w nocy. W sekwencji najblizszej
ATG (40 pz) w grupie 1 dobowy poziom metylacji obnizat si¢ z 8% w ciagu dnia do 5% w nocy
natomiast w grupie 3 z 7% w dzien a do 5% w nocy. W obu przypadkach zmiany te byly statystycznie
istotne przy p<0,01 i p<0,05.

Powyzsze wyniki sugeruja ze regulacja ekspresji genu Per2 moze odbywac si¢ na poziomie DNA,
gdzie zmienne poziomy metylacji poszczegolnych regiondéw CpG w sekwencji promotorowej moga
wplywa¢ na dostgpnos$¢ czesci chromatyny dla czynnikéw transkrypeyjnych badz tez w przypadku juz
przytaczonych czynnikoéw do promotora regulowaé szybko$¢ transkrypcji.

* Badania sfinansowano ze $rodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe zwierze — Bezpieczna Zywnos¢”,
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-1/KNOW2/2015 (programy ESR oraz PostDoc).
4 — e-mail: p.gilun@pan.olsztyn.pl
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