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DANE OSOBOWE ORAZ PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ | ZAWODOWEJ

1. DANE OSOBOWE
Imiona i nazwisko

Data i miejsce urodzenia
Stan cywilny

Adres domowy

Obecne stanowisko

2. WYKSZTALCENIE

1982 — 1987
1987 — 1993

1993
2001

2008

Pawel, Eugeniusz Antosik

Adiunkt w Katedrze Weterynarii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu

Panstwowe Technikum Weterynaryjne we Wrzeéni
Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie,
Wydziat Weterynarii
Dyplom lekarza weterynarii
Decyzja Rady Wydzialu Hodowli i Biologii
Zwierzat  Uniwersytetu  Przyrodniczego w
Poznaniu z 26 pazdziernika 2001 roku tytut
doktora nauk rolniczych w zakresie zootechniki
na podstawie pracy pt. ,,Czynniki wptywajace na
wylggowos¢ jaj bazanta townego Phasianus
colchicus L”, wykonanej pod kierunkiem prof. dr

hab. Stanistawa Winnickiego.

Dyplom specjalisty w  zakresie chirurgii

weterynaryjnej
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3. PRZEBIEG PRACY ZAWODOWEJ

1993 — 2002 Asystent w Katedrze Weterynarii Rolniczej
Akademii Rolniczej w Poznaniu

2002 — do chwili obecnej Adiunkt w Katedrze Weterynarii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu

2004 — do chwili obecnegj Kierownik ,,Akademickiej” Przychodni
Weterynaryjnej zajmujacej si¢ leczeniem i

profilaktyka matych zwierzat
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OSIAGNIECIA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

A. Publikacje naukowe opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR)

1. Szarek J., Fabczak J., Winnicki S., Antosik P., Janiszewska A., 1997, Zmiany
morfologiczne narzadow wewnetrznych 1 migsni szkieletowych kaczek podczas tuczu na
watroby stluszczone. Med.Weter, 53, 730-733. IF1997=0, pkt MNiSW=10

Moj wkiad oceniam na 50%, polegat na, zaplanowaniu i wykonaniu czesci doswiadczenia,

dokumentacji, interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.

2. Szarek J., Fabczak J., Winnicki S., Antosik P., Janiszewska A., 1997, Zmiany
morfologiczne watroby kaczek podczas tuczu na watroby sttuszczone. Med. Weter., 53, 661-
664. 1F1997=0, pkt MNiISW=10

Moj wktad oceniam na 50%, polegat na, zaplanowaniu i wykonaniu czes$ci doswiadczenia,

dokumentacji, interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.

B. Publikacje naukowe opublikowane w czasopismach innych niz znajdujace si¢ w bazie
Journal Citation Reports (JCR)

1. Ksigzkiewicz J., Antosik P., Pigtek D., 1998, Wplyw pochodzenia na wspoétzaleznosci
migdzy cechami zewngtrznymi jaj wylegowych a wybranymi cechami wyl¢zonych z nich
kaczek. Roczniki Nauk Zootechnicznych AR Krakow, T, 25.z.2, 37-49. pkt MNiSW=4

Moj wkiad oceniam na 40%, polegal na zaplanowaniu i wykonaniu do$wiadczenia,

dokumentacji, interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.

2. Ksigzkiewicz J., Kietczewski K., Winnicki S., Antosik P., Piontek D., 1998, Wptyw masy
jaja wylegowego na mas¢ ciata i inne cechy rozwojowe kaczek z czterech grup
zachowawczych, Roczniki Nauk Zootechnicznych AR Poznan, CCCII Zootech. 50. 167-175.
ptk MNiSW=3

Mo¢j wkiad oceniam na 40%, polegal na zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczenia,

dokumentacji, interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.
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3. Winnicki S., Olechnowicz J., Turki H., Antosik P., Miara E, 2000, Jako$¢ doju krow w
zalezno$ci od liczby aparatow udojowych obstugiwanych przez dojarza. Inzynieria Rolnicza,
13, 207-214. pkt MNiSW=3

Mo9j wkiad oceniam na 30%, polegal na zaplanowaniu i wykonaniu czesci doswiadczenia,

dokumentaciji, interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.

4. Olechnowicz J., Grudzka—Grzelak E., Antosik P., Winnicki S., 2001, Calcium and
Phosphorus level in blood serum of cow during the perinatal period. Folia Universitatis
Agriculturae Statiniensis, 224 Zootechnica, 42, 135-140. pkt MNiSW=3

Mo¢j wklad oceniam na 40%, polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu czesci doswiadczenia, dokumentacji, interpretacji wynikow oraz

przygotowaniu manuskryptu.

5. Winnicki S., Szarek J., Antosik P., Janiszewska A., Baszczynski J., Fabczak J., Wieland
E., Tomala H., Skrzydlewski A., Karasinski D, 1995, Tucz kaczek na watroby o zwigkszonej
zawartosci thuszczu-fizjologiczny czy patologiczny? Polskie Drobiarstwo, 1, 4-7 i 2, 2-4.

Moj wktad oceniam na 40%, polegal na zaplanowaniu i wykonaniu czesci doswiadczenia,

dokumentacji, interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.

6. Winnicki S., Urbaniak K., Antosik P., 1997, Bezbolesne usuwanie rogéw krowom
mlecznym. Top Agrar Polska, 9, 92-93.

Moj wkiad oceniam na 70%, polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczenia, dokumentacji, interpretacji wynikéw oOraz

przygotowaniu manuskryptu.

7. Winnicki S., Antosik P., 1998, Zabiegi piclegnacyjne u bydta. ODR Piotrowice, 10.

Moj wklad oceniam na 60%, polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczenia, dokumentacji, interpretacji wynikéw oOraz

przygotowaniu manuskryptu.
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C. Prace konferencyjne

1. Winnicki S., Szarek J., Antosik P., Fabczak J., Janiszewska A., Wieland E., Baszczynski
J., Tomala H. Profilaktyka tuczu kaczek na watroby o zwigkszonej zawartosci thuszczu
(aspekty etologiczne fizjologiczne i anatomopatologiczne). Zagadnienia Dobrostanu Zwierzat.

II Ogolnopolska Konferencja, Warszawa 10 listopada 1995, 20 — 23.

) =
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OSIAGNIECIA PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

I. Wykaz publikacji stanowiacych osiagni¢cie naukowe, o ktorym mowa w art. 16 ust.2
ustawy

A. Tytul: Zastosowanie badan molekularnych w ocenie zdolno$ci rozrodczych §win

B. Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego:

1. Antosik P., Kempisty B., Jackowska M., Piotrowska H., Bukowska D., Wozna M., Lianeri
M., Briissow K.P., Jaskowski J.M., 2010, Assessment of transcript and protein levels
contributing to cell cycle control and gap junction connections in morphologically variable
groups of porcine cumulus—oocyte complexes, Vet. Med-Czech., 55, 512-521. 1F;010=0,594,
pkt MNiSW=25

Moj wktad oceniam na 75%, polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu 1 wykonaniu doswiadczenia, wykonaniu dokumentacji, opracowaniu i

interpretacji wynikoéw, formutowaniu wnioskéw oraz przygotowaniu manuskryptu.

2. Antosik P., Kempisty B., Jackowska M., Piotrowska H., Wozna M., Bukowska D., Bryja
A., Lianeri M., Briissow K.P., Jaskowski J.M., 2011, Are the levels of Cdk4 and Cx43
proteins of porcine oocytes associated with follicular size?, Anim. Biol., 61, 211- 224,
IF2010=0,879, pkt MNiISW=25

Moj wkiad oceniam na 75%, polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,

zaplanowaniu i wykonaniu do$wiadczenia, wykonaniu dokumentacji, opracowaniu i

interpretacji wynikow, formutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

3. Antosik P., Kempisty B., Jackowska M., Bukowska D., Lianeri M., Briissow K.P., WozZna
M., Jaskowski J.M., 2010, The morphology of porcine oocytes is associated with zona
pellucida glycoprotein 3 and integrin beta 2 protein levels, Vet. Med-Czech., 55, 154-162.
IF2010=0,594, pkt MNiSW=25

Mo¢j wktad oceniam na 75%, polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,

zaplanowaniu i1 wykonaniu doswiadczenia, wykonaniu dokumentacji, opracowaniu i

interpretacji wynikow, formutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.
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4. Antosik P., Kempisty B., Bukowska D., Jackowska M., Wtodarczyk R., Budna J., Briissow
K.P., Lianeri M., Jagodzinski P.P., Jaskowski JM., 2009, Follicular Size is Associated with
the Levels of Transcripts and Proteins of Selected Molecules Resposible for the Fertilization
Ability of Oocytes of Puberal Gilts. J. Reprod. Develop., 55, 588-593. [F;000=1,697, pkt
MNiSW=30

Mo¢j wklad oceniam na 65%, polegal na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,

zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczenia, wykonaniu dokumentacji, opracowaniu i

interpretacji wynikow, formutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

10
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C. Opis badan stanowiacych osiagniecie naukowe, o ktorym mowa w art. 16 ust.2
ustawy pt. Zastosowanie badan molekularnych w ocenie zdolnosci rozrodczych §win

WSTEP

Zainteresowanie technikami wspomaganego rozrodu $win w ostatnich kilkunastu
latach znacznie wzrosto i jest wyznacznikiem nowych kierunkow poszukiwan w tym
obszarze. U wielu gatunkéw zwierzat, w tym takze u §win powszechne stato si¢ stosowanie
sztucznej inseminacji. Stosunkowo czesto wykorzystuje sie takze technik¢ zaptodnienia in
vitro (1,2,3). Wciaz duze nadzieje wigze si¢ z hodowla zwierzat transgenicznych i
mozliwo$cia wykorzystania ich narzadéw w ksenotransplantacjach. Duza dostgpnos$¢ oraz
mozliwos$ci szerokiego wykorzystania w biologii rozrodu materialu biologicznego, ktérym sa
oocyty gtownie bydia 1 Swin sprawia, ze poswigca si¢ im szczegdlng uwage (4). Jakos¢
komoérek jajowych w  gloéwnej mierze wpltywa na skuteczno$¢ dojrzewania,
monospermicznego zaptodnienia oraz prawidtowa implantacj¢ (5,6,7,8). Jednym z kryteriow
jako$ciowej oceny oocytow jest ocena ich zdolnosci do wzrostu i dojrzewania. Dojrzewanie
komorek jajowych jest ztozonym procesem, obejmujagcym wiele przemian biochemicznych i
ultrastrukturalnych, ktére pozwalaja na nabycie przez oocyty zdolnosci do zaplodnienia 1
zapewnienia zarodkom prawidlowego rozwoju (9,10,11,12). Procesy te polegaja na zmianie
utozenia organelli komorkowych (13), separacji chromosoméw podczas dojrzewania
jadrowego (14), jak i1 gromadzeniu mRNA, biatlek oraz czynnikéw transkrypcyjnych
(7,10,15). Biatka oraz mRNA sa niezbgdnymi elementami w przebiegu procesu dojrzewania
oocytow oraz rozwoju zarodka do stadium o$mio-blastomerowego, po ktorym u bydta
nastepuje aktywacja genomu zarodkowego i synteza biatek (ang. EGA- embryonic genome
activation) (16,17,18,19,20). Proces dojrzewania komorek jajowych i osiggniecie przez nie
zdolnosci do zaptodnienia, a nastgpnie rozwoju zarodka okreslane sa jako kompetencja-
potencjat rozwojowy (ang. developmental competence-potency) (17). Obecnie formutuje si¢
trzy hipotezy wyjasniajace niewidoczne morfologicznie réznice w kompetencji rozwojowej
oocytow. Pierwsza z nich dotyczy uszkodzenia DNA (21). Druga dotyczy zmian
epigenetycznych zwigzanych z niewlasciwym pietnowaniem gametycznym (ang.imprinting).
Trzecia wskazuje na role obecnosci w komorce jajowe] niewystarczajacej iloSci mRNA i
biatek, ktorych deficyt nie pozwala na dokonczenie procesu dojrzewania cytoplazmatycznego.

11
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Kompetencja rozwojowa oocytéw zalezna jest od wielu czynnikow, do ktérych mozna
miedzy innymi zaliczy¢ przemiany komorkowe i biochemiczne towarzyszace procesom
dojrzewania jadrowego i1 cytoplazmatycznego (10,22). Wzrost, roznicowanie i aktywnos$¢
steroidowa pecherzykow jajnikowych regulowane sg przez FSH, LH, oksytocyne, prolaktyne
oraz hormony steroidowe i biatkowe syntetyzowane bezposrednio w pecherzyku (23). Do
istotnych regulatorow oddzialywujacych bezposrednio na oocyt lub 0§ podwzgdérzowo-
przysadkowa 1 regulujacych czynno$¢ jajnikoOw zaliczane sg takze biatka z rodziny cytokin
oraz hormony metaboliczne (hormon wzrostu, tarczycy, leptyna, glikokortykosteroidy,
insulina) (24). Proces oogenezy polega na roznicowaniu si¢ zenskich pierwotnych komorek
linii plciowej w dojrzate gamety. Najintensywniej przebiega on w fazie diplotenu, w ktorej
dochodzi do nagromadzenia zsyntetyzowanych czastek RNA (mRNA) i biatek (25).
Matczyny mRNA stanowi matryce dla puli biatek, ktorych ekspresja zachodzi w
poczatkowym stadium rozwoju zarodkowego (25,26). Proces rozwoju oocytow podlega
regulacji ze strony ekspresji specyficznych genow. Wiedza na temat profilu transkrypcyjnego
1 mechanizmoéw regulujacych przebieg tego procesu jest nadal nie wystarczajaca. Niektorzy
autorzy (27) sugeruja, ze jako$¢ komorek jajowych 1 ich zdolno$¢ do zaplodnienia zalezy od:
masy ciata, wieku zwierzecia, masy jajnikow, obecnosci ciatek zoltych, oraz wielkoS$ci
pecherzykoéw jajnikowych lub cyst. Nie mniej wazng role w réznicowaniu pecherzykow
jajnikowych, proliferacji oraz adhezji komorek ziarnistych i oslonowych, steroidogenezie,
dojrzewaniu oocytoéw oraz luteinizacji pecherzykow odgrywa grupa transformujacych
czynnikéw wzrostu TGF-B (TGFB). Jest to grupa cyklin, w ktorej sktad wchodza trzy
izoformy TGF —f 1, 2, 3, hormon antymillerowski (ang. AMH — anti-Mullerian hormon),
dwie inhibiny a i b (INHA, INHB), trzy aktywiny A, B i AB, dwadzieScia biatek
morfogenetycznych kosci (BMP-1-20) oraz dziewig¢ roznicujacych czynnikéw wzrostu (GDF
1-9) (28,29). Poziom dojrzatosci jadrowej 1 cytoplazmatycznej oocytow jest jednym z
najwazniejszych czynnikow wptywajacych na jakos¢ zarodkow oraz ich zdolno$¢ do
prawidlowego rozwoju. Zaburzenie powyzszych procesow podczas rozwoju pecherzykow w
jajnikach jest jedna z gléwnych przyczyn obnizenia zdolnosci do zaptodnienia i rozwoju
zarodka. Dodatkowo, oocyt kontroluje funkcje komoérek ziarnistych i ostonowych na drodze
lokalnych, wzajemnych sprzgzen zwrotnych. Proces polegajacy na rozpoznawaniu gamet
nalezy do mechanizméw wykazujacych wysoka konserwatywno$¢ ewolucyjna. Polega on na
rozpoznawaniu  przez  powierzchniowe  receptory  zwigzane z  plemnikiem,

12
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oligosacharydowych ligandow tworzacych strukture glikoprotein w ostonce przejrzyste;j.
Ostonka przejrzysta komorki jajowej zbudowana jest z trzech do o$miu glikoprotein.
Wszystkie biatka ostonki przejrzystej (ang. ZP — zona pellucida proteins) posiadajg wspdlng
domen¢ zbudowana z 260 aminokwasow, ktéra odgrywa zasadnicza role w polimeryzacji
glikoprotein ZP do filamentéw tworzacych powtoke komorki (32,33). Biatka te podczas
procesu zaplodnienia odpowiadajg za interakcje z plemnikami i ochron¢ komorki jajowej
przed polispermig. Oslonka przejrzysta u $wini, podobnie jak u innych gatunkéw ssakow
zbudowana jest z glikoprotein, ktore sg kodowane przez trzy gtowne geny ZP (ZP1, ZP2 ZP3
i/lub ZPA, ZPB, ZPC), (34). W poczatkowej fazie rozwoju pecherzykdéw jajnikowych biatka z
grupy ZP produkowane s3 przez oocyt, natomiast w poOzniejszym etapie w ich syntezie
wzrasta udziat komorek pecherzykowych (35). Glikoproteina ZP3 stanowi okoto 25% ostonki
przejrzystej. Bierze ona udzial w interakcji plemnika z oocytem poprzez biatka wigzace
ostonke (ang. ZBP- zona pellucida binding protein) znajdujace si¢ na powierzchni plemnika.
Po wniknigciu plemnika do komorki jajowej proteolityczne cigcie czasteczki ZPA w
pozycjach A168 i D169 indukuje szereg reakcji, ktorych efektem jest wyrzucenie do
przestrzeni okotozoltkowej zawarto$ci ziaren korowych. Jednocze$nie uwalniane zostaja
enzymy proteolityczne, majace wptyw na zmiang struktury ostonki. Proces ten prowadzi do
swoistego usztywnienia ostonki przejrzystej (ang. zona hardening) chronigc komorke jajowa
przed polispermicznym zaplodnieniem (blok przeciw polispermii). Glikoproteina ZP2,
stanowigca okoto 65% masy ostonki przejrzystej ma duze znaczenie w przebiegu
przedstawionej reakcji korowej. Natomiast ZP1 jest elementem struktury ostonki, ktory taczy
biatka ZP2, ZP3 i jest jej stabilizatorem. Waznym elementem w procesie nabywania pelne;j
kompetencji rozwojowej przez oocyty jest osiggniecie zdolnosci do dojrzewania (36). Jednym
z gtownych czynnikéw wptywajacych na ten proces jest wiasciwa komunikacja pomigdzy
komorkami wzgbrka jajonosnego 1 oocytem. Szlak ten regulowany jest przez specyficzne
szczelinowe, jonowo-metaboliczne polgczenia komodrkowe typu neksus (ang. gap junction
connections). Za pomoca polaczen szczelinowych przekazywane sg jony, miedzy innymi Na*
i Ca®, a takze czasteczki o masie nie przekraczajacej 1 kDa, na przyktad ATP [47,48,49].
Potaczenia szczelinowe sa waskimi migdzyblonowymi kanatami o S$rednicy 2-4 nm.
Wystepuja prawie we wszystkich tkankach organizmu. Wyrdznia si¢ cztery typy potaczen
komunikacyjnych. Potaczenia homometryczno-homotopowe zbudowane sa z dwoch
koneksonoéw zawierajacych jeden rodzaj biatka. Potagczenia homometryczno-heterotypowe sa
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zbudowane z dwoch koneksonow skladajacych si¢ z roznych biatek. W potaczeniach
heterometryczno-homotypowych z kolei, kazdy konekson zbudowany jest z dwoch rodzajow
biatek. Polaczenie heterometryczno-heterotopowe  charakteryzuje si¢  najwigksza
réznorodno$cig biatkows. Wszystkie te potagczenia odpowiadajg miedzy innymi za utrzymanie
homeostazy tkankowej, migdzykomdrkowa wspolprace metaboliczng oraz przekazywanie
sygnaléw odpowiadajacych za aktywacje procesu apoptozy. Polaczenia te zbudowane sg ze
specyficznych biatek nalezacych do grupy koneksyn oraz kinaz zaleznych od cyklin (ang.
cyclin dependent kinases). Najwazniejszg grupg bialek, ktora tworzy potgczenia typu neksus
sg koneksyny (Cx’s) (42). U cztowieka i myszy poznano odpowiednio 21 i 20 koneksyn¢ o
masie czasteczkowej miedzy 23-62 kDa. Wigkszos¢ koneksyn wystepuje w wielu rodzajach
komorek organizmu. Czg¢$¢ koneksyn ze wzgledu na swoja budowe ma zdolno$¢ taczenia sig¢
z innymi biatkami strukturalnymi dzigki czemu sg nie tylko podstawowym budulcem
polaczen szczelinowych, ale tez moga oddzialywaé¢ na niektére procesy zachodzace w
komorce (46,50). Polaczenia szczelinowe wystepuja miedzy innymi w kompleksach oocyt-
komorki wzgorka jajonosnego. Badania prowadzone od kilkunastu lat, wskazuja ze niedobor
tych bialek moze powodowaé zaburzenia w rozwoju oocytdw, czynigc te ostatnie
niezdolnymi do zaplodnienia (51,52,53,54,55). Kinazy s3 enzymami fosforylujacymi inne
biatka w toku przemian komorkowych, jednak Cdk (kinazy cyklino- zalezne) pozostaja
nieaktywne bez aktywacji ze strony cyklin. Poziom kinaz podczas cyklu komorkowego nie
zmienia si¢. Cyklicznym zmianom ulega natomiast poziom cyklin, wytwarzanych w
odpowiedzi na czynniki wzrostu. Kinazy zalezne od cyklin biorg udzial w regulacji cyklu
komorkowego. Obecnos¢ tych zwigzkéw wykryto w wielu narzadach ssakow, miedzy innymi
W moézgu. Zaobserwowano rowniez ich wplyw na proces folikulogenezy i 0o0genezy
(37,38,39,40,41). Cdkl u ludzi kodowana jest przez gen CDC2 (42). Masa tej kinazy jest
niewielka i wynosi okoto 34 kDa, odgrywa jednak kluczowa role w cyklu koméorkowym.
Rajareddy i wsp. (40) badali kilka linii genetycznych myszy. Osobniki pozbawione Cdk1B
charakteryzowaty si¢ przedwczesng niewydolno$cia jajnikow, co dowodzito istotnej roli tej
kinazy w kontroli rozwoju jajnika. CdkS bierze udzial w procesie dojrzewania neuronow.
Zaburzenia w syntezie tego enzymu mogg prowadzi¢ do chorob neurologicznych na przyktad
choroby Alzheimera (43,44). Lee i wsp. (39) sugeruja, ze kinaza ta pelni istotng role w
jajniku, biorgc udzial w regulowaniu procesu réznicowania si¢ komodrek i ich apoptozy
(39,46).
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Do niedawna kryteria oceny potencjatu rozwojowego komorek rozrodczych opieraly
si¢ jedynie na ich ocenie morfologicznej dokonywanej przy uzyciu mikroskopu

steroskopowego 1 uwzglednity nastgpujace cechy:
- strukture wzgorka jajonosnego (ang. cumulus complex),
- zabarwienie oraz ziarnisto$¢ cytoplazmy,
- obecno$¢ ciatka kierunkowego,
- strukturg przestrzeni periwitelinowe;j, ostonki przejrzystej,
- obecno$¢ wrzeciona podzialowego.

Okazaly si¢ one jednak niewystarczajace (56,57). Doktadniejsza analiza jakoSci
komorek jajowych i zarodkdw wymagata wprowadzenia nowoczesniejszych molekularnych
metod oceny. Jednym z podstawowych testow funkcjonalnych okreslajacych stopien
dojrzatosci oocytow stal si¢ test BCB (ang. brilliant crezyl blue test) (58,59,60).
Doktadniejsze okreslenie potencjalu rozwojowego stato si¢ mozliwe dzigki zastosowaniu
metod molekularnych takich jak genomika i transkryptomika (61,62). Genomika opiera si¢ na
przesiewowych badaniach zmian sekwencji gendéw. Transkryptomika umozliwia analize
calego transkryptomu oocytow i/lub zarodkow (8,18,22,2563,64,65). Technologie
proteomiczne zajmujg si¢ okresleniem potencjalu rozwojowego oocytow 1 zarodkoéw ssakow
na podstawie analizy ekspresji poszczegélnych biatek (66,67,68,69). Z kolei analizowanie
profilu mRNA oraz biatlkowego pozwala na poszukiwanie markerow okreslajacych
kompetencj¢ oocytow oraz zarodkow. Analizy te ulatwiajg poszukiwanie korelacji pomigdzy
markerami molekularnymi 1 wybranymi czynnikami zewng¢trznymi takimi jak wielkos¢
pecherzykoéw jajnikowych, sktad ptynu pecherzykowego oraz morfologia kompleksow oocyt-
wzgorek jajonos$ny (ang. COC-cumulus-oocyte complex) (11,16,36,66,70,71,72).

Badanie mechanizmoéw odpowiadajacych za regulacj¢ folikulo- i oogenezy oraz
poczatkowe stadia rozwoju i implantacji zarodka maja na celu doktadniejsze poznanie
procesu nabywania przez gamety zenskie kompetencji rozwojowej, prawidtowego wzrostu i

rozwoju zarodka oraz uzyskania zdrowego potomstwa. Zastosowanie metod badawczych
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stosowanych w genetyce molekularnej oraz biologii komérki moze w znaczacy sposob

wplynaé na rozwdj technik wspomaganego rozrodu.
CEL

1. Okreslenie zwiazku pomiedzy wielkoScia pecherzykow jajnikowych i morfologia
oocytow, a poziomem mRNA i bialek bioracych udzial w nabywaniu zdolnos$ci do

dojrzewania zenskich gamet u Swin.

2. OKreslenie zwigzku pomiedzy wielkoScia pecherzykow jajnikowych, morfologia
oocytow, a ekspresja genéw odpowiedzialnych za interakcje pomiedzy plemnikiem, a
oocytem (pZP1,ZP2, pZP3 pZPa, ITGB1, ITGB2) oraz poziomem ekspresji bialek
glikoprotein ostonki przejrzystej 3 (pZP3) i integryny p2 (ITGB2).

MATERIAL | METODY
Zwierzeta

W przedstawionych badaniach wykorzystano ogétem 100 dojrzatych ptciowo loszek
rasy Polska Biata Zwistoucha (PBZ), w wieku od 140 do180 dni ($rednio 160 dni) i masie
ciatla 95-120kg ($rednio 100 kg). Zwierzeta zywiono paszami standardowymi zaleznie od
grupy technologicznej. Wszystkie pochodzily z jednego gospodarstwa polozonego na terenie
Wielkopolski. Do badan klasyfikowano wytacznie osobniki klinicznie zdrowe. Zwierzgta

podawano ubojowi w jednej z lokalnych rzezni.
Pozyskiwanie oocytow

Jajniki pozyskiwano bezposrednio po uboju i transportowano w roztworze 0,9 NaCl w
temperaturze 38°C do laboratorium w czasie nie przekraczajacym dwudziestu minut.
Nast¢pnie umieszczano je w roztworze PBS (ang. Phosphate Buffered saline) z dodatkiem 5%
FBS (ang. foetal bovine serum solution), (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,USA). Widoczne na
powierzchni pecherzyki klasyfikowano wedlug trzystopniowej skali uwzgledniajacej

pecherzyki mate (<3 mm), srednie (3-5 mm) i duze (>5 mm).
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Kompleksy COCs pobierane byly poprzez naktucie igla 20G natozong na Sml strzykawke,
nastepnie przeptukiwane trzykrotnie w zmodyfikowanym PBS z dodatkiem 36/ml
pirogronianu, 50/ml gentamycyny 0.5/ml surowicy bydlecej (ang. BSA-bovine serum
albumin). Przy uzyciu lupy stereoskopowej komorki liczono i klasyfikowano wedtug skali

zaproponowanej przez De Loos et al. (73). Wedtug tej skali wyodrgbniono nastepujace klasy:

1- komorki wzgorka jajono$nego maja wiele warstw, Scisle przylegaja do siebie i do ostonki

przejrzystej, jednorodna ooplazma, brak ziarnistosci,

2- komorki wzgorka jajonosnego j.w, w ooplazmie widoczne ziarnisto$ci, ciemniejsza strefa

w zewnetrznej czesci oocytu, caty oocyt ciemniejszy i mniej przezroczysty,

3- komorki wzgodrka jajono$nego mniej $cisnigte, ooplazma nieregularnie zabarwiona z

ciemnymi plamami,

4- komorki wzgorka jajonosnego rozluznione, brak spoistosci, widoczne zbite ciemne masy
komorek, ooplazma nieregularnie zabarwiona i ciemna. W zaleznosci od eksperymentu

wykorzystywano oocyty tylko klasy I badz klasy od I do IV.
Test BCB (ang. brilliant cresyl blue test)

Przed hodowla komorki jajowe przeptukiwano dwukrotnie w modyfikowanym DPBS
(Dulbeco PBS) z dodatkiem 501U/ml penicyliny, 50/ml streptomycyny, 0,4% surowicy
bydlecej (BSA), 0,34 mM pirogronianu, 5,5 mM glukozy. Nastepnie przektadano komorki do
26uM testu BCB, rozpuszczonego w DPBS w temp 38,5° C i 5% CO, i pozostawiano na 90
minut. Komoérki w petni wybarwione bigkitem krezolu (BCB+) przeptukiwano w DPBSm, a
nastepnie przenoszono na plytke czterodotkowa z pozywka NCSU 37 (North Karolina State

University Medium).
Hodowla in vitro i dojrzewanie oocytow

Do hodowli in vitro przeznaczano oocyty klasy I-IV. Ponadto, pozyskane komorki
jajowe pochodzity z pecherzykdéw znajdujacych si¢ w roznym stadium rozwoju (mate < 3
mm, $rednie 3-5 mm, duze > 5 mm). Hodowle komoérkowa przeprowadzano w plytkach
czterodotkowych firmy Nulcon umieszczajagc w jednym dotku 50 komorek. Do hodowli

uzywano 500 ml standardowej pozywki TCM-199 (ang. tissue culture medium) (Gibco
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NY,USA) z dodatkiem 2,2 mg/ml dwuweglanu sodu, 0,1 mg/ml pirogronianu sodu, 10 mg/ml
BSAO0,1 mg/ml cysteiny, filtrowany plyn pecherzykowy swin, 2,5 IU/ml hCG i 2,5 TU/ml
¢CG. Plytki byly przykryte olejem mineralnym, a nastepnie poddawano hodowli przez 44
godziny w temperaturze 38°C z dodatkiem 5% CO,. Dla oddzielenia komorek wzgorka
jajonosnego i komorek ziarnistych kompleksy COC byty inkubowane przez dwie minuty w
temperaturze 38°C z dodatkiem hialuronidazy. Komorki wzgorka usuwano przez
worteksowanie w buforze 1% cytrynianu sodu przy uzyciu szklanej pipety. W celu
potwierdzenia stopnia dojrzalosci jadrowej oocyty byly barwione barwnikiem DAPI (ang.

4,6-diamino-2-phenyloindol).
Obserwacje z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego

Wyizolowane oocyty pozbawione komorek wzgorka jajonosnego zawieszanO W
roztworze PBS z dodatkiem 2,5% paraformaldehydu i 0,2% Triton-x-100 i inkubowano 30
minut w temp. pokojowej, a nast¢pnie przeptukiwano trzykrotnie w PBS/PVP (ang. polyvinyl
pyrrolidine). W celu zablokowania niespecyficznego wigzania proby inkubowano w PBS z
3% BSA i 0,1% Tween 20 przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie oocyty
inkubowano 12 godzin w temp 4°C w PBS rozcieficzonym 1:500 z BSA 01,5% Tween 20
0,1% z poliklonalnymi przeciwciatami anty-pZP3, anty-Cdk4, anty-Cx43 i poliklonalnymi
przeciwcialami anty-ITGB2 (Sanata Cruz, CA, USA). Po kolejnych plukaniach w PBS 0,1%
z Tween 20 proby inkubowano z isotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) sprzezonym z
odpowiednim przeciwcialem drugorzegdowym przez godzing w temperaturze pokojowej, W
proporcji 1:200 roztworu PBS, Tween 20. Kolejnym etapem po inkubacji byto kilkukrotne
przeptukanie komorek w mieszaninie PBS z Tween 20. Ostatnim krokiem bylo
przygotowanie preparatu mikroskopowego poprzez zawieszenie oocytu w kropli glicerolu i

analiza obrazu pod mikroskopem konfokalnym LSN 510 produkcji Carl ZEISS.
Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (RQ-PCR)

Catkowity RNA izolowano z oocytow przy wykorzystaniu do tego celu zestawu ze
ztozami krzemionkowymi (Qiagen GmbH, Niemcy). Wyizolowany RNA zawieszano w 20 pl
wody wolnej od RNAz i przechowywano w cieklym azocie do dalszych analiz. Rozmrozone
proby RNA traktowano DNAza |, a nastgpnie przepisywano odwrotnie na cDNA. Reakcje
real-time PCR przeprowadzano wykorzystujac aparat LightCycler real-time PCR detection

18



dr PAWEL ANTOSIK AUTOREFERAT

system (Roche Diagnostics GmbH, Monachium, Niemcy) oraz barwnik SYBR® Green L. Ilo$¢
cDNA byla oznaczona wykorzystujac wzgledna metod¢ ilosciowa. Wzgledny poziom
wybranych transkryptow standaryzowano wzgl¢dem poziomu ekspresji dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). W celu amplifikacji, 2 pl cDNA dodawano do 18
ul mieszaniny reakcyjnej (QuantiTect® SYBR™ Green PCR, Master Mix Qiagen GmbH,
Niemcy) oraz starterow. Proby RNA bez mieszaniny reakcyjnej stanowity kontrolg
negatywng reakcji. W celu wykazania braku zanieczyszczenia prob RNA z oocytéw, RNA
pochodzacym z komoérek wienca promienistego, wykorzystano startery specyficzne do
aromatazy cytochromu P450 w reakcji RQ-PCR. W celu standaryzacji uzyskanych wynikoéw
wykorzystano dwa geny referencyjne w postaci GAPDH i beta-aktyny (ACTB). Dla
wykazania integralno$ci wynikow oraz w celu potwierdzenia, ze GAPDH i ABCT nie
zmieniaja swojej ekspresji, postuzono si¢ dodatkowym genem referencyjnym w postaci 18S

rRNA.

Western blotting

Otrzymany  lizat bialkkowy oocytow poddano elektroforezie w  zelu
poliakryloamidowym. W ten sposob rozdzielone biatka przeniesiono w polu elektrycznym na
filtr nitrocelulozowy, gdzie zostaly oznaczone komercyjnymi swoistymi przeciwciatami
sprzezonymi z peroksydaza chrzanowa (HRP), przy pomocy zestawu SuperSignal West
Femto maximum sensitivity substrate (Pierce Biotechnology Inc. (Rockford, IL, USA). Tlo$¢
oznaczanych bialek oceniano na podstawie intensywnosci barwy powstalej w wyniku reakcji

peroksydazy chrzanowej ze swoistym dla niej substratem.

Analiza statystyczna

Do opracowania statystycznego wynikow uzyto jednoczynnikowej analizy wariancji
przy wykorzystaniu pakietu ANOVA oraz testu Tukey-a dla porownania iloSciowego
wynikow RQ-PCR. Uzyto programu Graph Pad wersji 4.0 (Graph Pad Software, San Diego,
CA). Eksperymenty przeprowadzono dla trzech powtdrzen. Roznice porownywano na

poziomie istotnosci P<0,05, P<0,01 i P<0,001.
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Omowienie wynikow

Jako$¢ oocytdow determinowana jest przez wiele czynnikéw, gldwnie przez
srodowisko pecherzyka jajnikowego 1 morfologie gamet. Elementy te pozwalaja komorce na
prawidlowe dojrzewanie, skuteczne zaptodnienie oraz wzrost i rozwoj zarodka. W pierwszej
pracy oceniono zawarto§¢ mRNA kodujacego koneksyny i kinazy zalezne od cyklin w
oocytach rdéznigcych si¢ pod wzglegdem morfologii (klasy 1-4). Wzrost poziomu badanych
transkryptow w oocytach klasy pierwszej w poréwnaniu do pozostatych klas moze sugerowac
zwigzek pomiedzy morfologia gamet, a ich zdolnosciag do dojrzewania. W dostgpnym
piSmiennictwie istnieje niewiele doniesien opisujacych role koneksyn i kinaz regulujacych
procesy rozrodu u $win i bydta (74,75,76,77). Sasseville i wsp.(78) wykorzytujac model
swinski wykazali, ze koneksyna 43 (Cx43) gromadzona w tratwach lipidowych blony
komoérkowej odgrywa istotng role w otwieraniu miedzykomérkowych komunikujacych
potaczen szczelinowych typu neksus (ang. gap junction connections) podczas dojrzewania
oocytow u $win. Li i wsp.(79) podaja, ze Cx43 jest fizjologicznym ekwiwalentem koneksyny
37 (Cx37) i moze przejaé jej funkcje komunikacyjng pomigdzy gametami, a otaczajacymi
komoérkami somatycznymi. Badania wlasne po raz pierwszy w pelni potwierdzity te
obserwacje. Uzyskane wyniki sugeruja, ze Cx43 moze by¢ waznym markerem w ocenie
stopnia dojrzatosci i kompetencji rozwojowej oocytow swin. Wielu autorow wskazuje takze
na istotng rol¢ cyklino-zaleznych kinaz bialkowych (ang. Cyklin-dependent kinases.Cdk’s),
szczegolnie Cdk5 w regulacji procesu oogenezy i folikulogenezy (38,79,80). Badania
wskazaty na ro6zng lokalizacje w cytoplazmie biatkka Cdk4 w morfologicznie réznych
oocytach. W oocytach Kklasy pierwszej i drugiej analizowane biatko rozmieszczone byto w
cytoplazmie oocytu peryferyjnie gldwnie, pod oolemma. W oocytach klasy trzeciej i czwartej
znajdowato si¢ ono w cytoplazmie. Podobne rezultaty uzyskali Kohoutek i wsp. (81),
stwierdzajac obecno$¢ tego biatka w jadrze wzrastajacych oocytow. Sugeruje to, ze
lokalizacja biatka Cdk4 1 innych regulatorow cytoplazmatycznych ma zwiagzek z
dojrzewaniem oocytéw. W badaniach wtasnych po raz pierwszy wykazano r6zng lokalizacje
biatka Cdk4 w oocytach $win, co moze mie¢ zwigzek z ich jako$cig oraz osigganiem
zdolnosci kompetencji rozwojowej. Rajareddy i wsp. (40) wykazali, ze jajniki myszy
pozbawione CdkN1 nie mialy zdolnosci do prawidlowego wzrostu i1 dojrzewania

pecherzykowego. Badania tych autorow dowodza, ze poziom specyficznych transkryptow i
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bialek moze by¢ zalezny od jakosci oocytow. Biatka kodowane przez geny szczelinowych
potaczen komoérkowych wykazuja specyficzng lokalizacje w oocytach, zalezng od ich jakosci.
Tak wiec poziom ekspresji, jak i specyficznej dystrybucji biatek tworzacych szczelinowe
potaczenia komorkowe moze byé¢ jednym ze wskaznikoéw w ocenie zdolno$ci rozwojowych
komorek jajowych u $win. W drugiej pracy analizowano zwigzek pomiedzy poziomem biatek
cyklino-zaleznej kinazy bialkowej 4 (Cdk4) i koneksyny 43 (Cx43), a wielko$cig
pecherzykoéw jajnikowych §wini. Analizujac ekspresje biatek Cx43 oraz Cdk4 w oocytach
izolowanych z duzych (>5 mm), $rednich (3-5 mm) oraz matych (<3 mm) pecherzykow
jajnikowych $win, wykazano wyzszy poziom ekspresji Cdk4 w oocytach izolowanych z
duzych pecherzykéw jajnikowych w pordwnaniu do pecherzykoéw $rednich i matych. Przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego wykazano rézng lokalizacj¢ biatka Cdk4 w oocytach.
Ponadto, badania te wykazaty wyzszy poziom ekspresji Cx43 i Cdk4 po dojrzewaniu in vitro
(IVM). Wyrazna lokalizacja Cdk4 w blonie komorkowej oraz ostonce przejrzystej dotyczyta
oocytow pozyskiwanych z duzych pecherzykéw, natomiast w przypadku pecherzykow
srednich 1 malych przewazata lokalizacja cytoplazmatyczna. Odmienna lokalizacja biatka
Cdk4 w oocytach pozyskiwanych z pgcherzykéw roznej wielkoSci moze wskazywaé na
obecno$¢ specyficznego mechanizmu translokacji tego biatka pomigdzy btong komodrkowas,
ostonka przejrzysta, a cytoplazma. Roznica w ekspresji moze by¢ wynikiem wptywu na
formowanie potaczen typu gap junction (4,2). W kolejnej pracy wykazano zalezno$¢ miedzy
morfologia oocytdw, ich kompetencja rozwojowa 1 poziomem glikoprotein ostonki
przejrzystej (pZP1, pZP2, pZP3 i pZP4) i integryny beta2 (ITGB2) odpowiedzialnych za
interakcje plemnika z oocytem u $win. Rath 1 wsp.(82), wskazuja, ze oslonka przejrzysta
przechodzi proces dojrzewania w czasie wzrostu, rozwoju 1 zaplodnienia komorki jajowe;.
Fakt ten wskazuje, iz w oslonce przejrzystej zachodzi wiele dynamicznych przemian
biochemicznych. W badaniach wiasnych dowiedziono, ze zmiany w morfologii oocytu i
ostonki przejrzystej sa S$ciSle skorelowane z ekspresjg glikoprotein ostonki przejrzyste;.
Podobne obserwacje dotycza ITGB2, ktérej poziom wzrasta wraz z jakos$cig oocytow.
Wyzszy poziom bialek ostonki przejrzystej i beta integryny moze by¢ efektem wzrostu
syntezy transkryptow 1 biatek w oocytach charakteryzujgcych si¢ najlepszymi wtasciwosciami
morfologicznymi w okresie poprzedzajacym zaplodnienie. Ponadto, ekspresja biatek
odpowiedzialnych za fuzje plemnik-oocyt jest §cisle zwigzana z jakosciag kompleksow oocyt-
komorki wzgorka jajonosnego. Podczas wszystkich stadidow rozwoju pecherzykow
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jajnikowych komorki somatyczne wydzielaja wiele czynnikow wzrostu wptywajacych na
rozw0j 1 dojrzewanie oocytéw. Rozmiar pgcherzyka jest jednym z wazniejszych czynnikow
determinujacych rozwdj oocytow (83,84,85). Iwata i wsp.(86), Kauffold i wsp.(87), Bagg i
wsp.(88) wskazuja, ze oocyty pozyskiwane z duzych i $rednich pecherzykéw majg wyzszy
potencjat rozwojowy w odniesieniu do oocytéw pozyskiwanych z pecherzykow matych.
Niewiele natomiast jest prac na temat zdolnosci do fuzji i zaplodnienia oocytéw
pozyskiwanych z pecherzykéw roznej wielkosci. W Kkolejnych badaniach obserwowano
wzrost poziomu mRNA wszystkich badanych genow w oocytach pozyskiwanych z duzych i
$rednich pecherzykow. Wyniki publikowane przez Marchla i wsp.(89) $wiadczg o tym, iz
oocyty pozyskiwane z pecherzykow o $rednicy mniejszej niz trzy milimetry nie osiggaja
pelnej kompetencji rozwojowej. Ponadto, wykazano, ze znaczna liczba tych komorek
pozyskiwana z duzych i $rednich pecherzykow ulega skutecznemu zaptodnieniu, a pozyskane
w ten sposob zarodki rozwijajg si¢ do stadium blastocysty. W oocytach izolowanych z
duzych i $rednich pecherzykéw wzrasta rowniez poziom steroidow w ptynie pecherzykowym
i receptorow dla LH (88). Poréwnujac jakos¢ kompleksow COC zauwazono, ze komorki z
homogenng cytoplazma 1 kompletnym kompleksem komorek wzgorka jajonosnego
pozyskiwane byly z pecherzykdéw duzych i $rednich. Ekspresja w komorkach wzgorka
jajonosnego poprzedza dojrzewanie jadra i1 jest waznym wskaznikiem osiggania przez oocyty
wysokiej jakosci rozrodczej. Duzy wplyw na poziom mRNA ma réwniez ptyn pecherzykowy
i suplementy pozywki (90). Wyniki te sugeruja, iz pochodzenie oocytéw i ich stopien
dojrzatosci jest regulowany ekspresja analizowanych genéw. Badania wskazaty rowniez na
wzrost poziomu transkryptow kodowanych przez geny odpowiedzialne za interakcje plemnik-
oocyt. Obnizony poziom transkryptow w oocytach pozyskiwanych z pecherzykéw o $rednicy
do 3 mm moze wskazywac¢ na obnizong zdolno$¢ do zaptodnienia tych komorek. Obserwacje
te moga by¢ pomocne w kwalifikacji oocytow do zaptodnienia in vitro w programie IVP (ang.

in vitro production) u $win.
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WNIOSKI

- Poziom ekspresji mRNA i bialek kodujacych miedzykomorkowe polaczenia
szczelinowe (ang. gap junction connections) jest zalezny od jakoS$ci oocytéw i moze by¢
jednym z najwazniejszych wskaznikow oceny zdolnosci rozwojowej komorek jajowych u

Swin.

- Bialka szczelinowych polaczen komorkowych typu neksus charakteryzuja sie rozna

specyficzng lokalizacja w oocytach w zaleznosci od jakoS$ci gamet.

- Rozna lokalizacja bialka Cdk4 w oocytach pozyskiwanych z pecherzykow roznej
wielkosci wskazuje na istnienie specyficznego mechanizmu translokacji tego bialka

pomiedzy blona komérkowa, ostonkg przejrzysta, a cytoplazmg.

- Ekspresja genow miedzykomorkowych polaczen szczelinowych moze mie¢ wplyw na

procesy komunikacyjne pomiedzy komorkami wzgorka jajonosnego, a oocytem.

- Wzrost ekspresji bialek ostonki przejrzystej i integryny beta-2 moze by¢ efektem

zwiekszonej syntezy transkryptow i bialek w najlepszych jakoSciowo oocytach.

- Ekspresja bialek odpowiedzialnych za fuzj¢ plemnik-oocyt jest SciSle zwiazana z

jakoscia kompleksu komorki wzgorka jajonosnego-oocyt.
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