Zalacznik 3
do wniosku z dnia 20.04.2022 r.
0 przeprowadzenie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego

1. Dane osobowe

Dr inz. Alicja Kowalczyk

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Wydziat Biologii i Hodowli Zwierzat

Katedra Higieny Srodowiska i Dobrostanu Zwierzagt

ul. Chetmonskiego 38C, 51-630 Wroctaw

£ - -

T alicja.kowalczyk@upwr.edu.pl
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Zwierzat, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, pefen

ctat
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4. Omodwienie osiggnigc, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.)
4.1 Tytut szczegolnego osiagniecia naukowego

Mozliwosci  zwigkszenia wydajnosci reprodukcyjnej buhajow uzythowanych

w stacjach hodowli i unasieniania
4.2 Prace wskazane jako szczegdlne osiggniecie naukowe
Cykl publikacji:

1. Kowalezyk A. (2021). The role of natural antioxidant mechanism in sperm cells.
Reproductive Sciences, Vol. 29, Issue 5, 1387-1394, IF 3,060; 70 pkt. MEIN

2. Kowalezyk A., Galgska E., Czerniawska-Pigtkowska E., Szul A., Hebda L. (2021).
The impact of regular sperm donation on bulls® seminal plasma hormonal profile and
response to phantom. Scientific Reports, Sci Rep., 11, 11116, IF 4,379; 140 pkt. MEIN
3. Kowalczyk A., Czerniawska-Pigtkowska E. (2021). Antioxidant effect of
Elamipretide on bull’s sperm cells during freezing/thawing process. Andrology, 9(4),
1275-1281, IF 3,842; 140 pkt. MEIN

4. Kowalczyk A., Galeska E., Bubel A. (2022). The concentration of proAKAP4 and
other indicators of cryopotential of spermatozoa cryopreserved in extender with

Holothuroidea extract addition. Animals, 12(4), 521, IF 2,752; 100 pkt. MEIN

4.3 Omowienie szczegodlnego osiggniecia naukowego
4.3.1 Cel badan

Celem badan przedstawionych w prezentowanym szczegélnym osiagnigciu
naukowym byto wykazanie mozliwosci zwigkszenia wydajnosci reprodukcyijnej buhajow
uzytkowanych w stacjach hodowli i unasieniania. Cel zrealizowano po przez nastepujace
zadania:

- dokonanie przegladu obecnego stanu wiedzy na temat znaczenia systemu

antyoksydacyjnego nasienia samcow w kontekscie zdolnosci reprodukcyjnej

- ustalenie, czy parametry stresu oksydacyjnego mierzone we krwi buhajéw moga

mie¢ zwigzek z wiekiem samcdw i porg roku
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- analiza efektywnosci zastosowania tetrapeptydu aromatyczno-kationowego
(Elamipretide) w technologii produkcji dawek inseminacyjnych zmniejsza skutki
stresu oksydacyjnego w plemnikach buhajow poddanych kriokonserwacji

- ocena potencjatlu nowoczesnego biomarkera do analizy stezenia proAKAP4
w standardowych protokotach kriokonserwacji nasienia w ocenie skutecznosci

stosowania rozcienczalnikéw do dlugoterminowej konserwacji plemnikéw.

4.3.2 Omoéwienie problemu
4.3.2.1 Wprowadzenie

Plemniki ssakéw sg wysoce wyspecjalizowanymi komérkami, ktérych jedynym
zadaniem jest zaptodnienie oocytu. Zbudowane sa z glowy, w ktérej haploidalny fadunek
genetyczny komorki jest ciasno zaggszczony w jadrze, wstawki mieszczacej
mitochondria oraz witki utatwiajacej komoérce poruszanie sie [1]. We wstawce
zlokalizowana jest centriola, ktéra ma zasadnicze znaczenic dla prawidtowego rozwoju
embrionalnego, poniewaz dostarczana przez plemniki kieruje wszystkimi podziatami
komoérkowymi u potomstwa [2]. Wraz z materialem DNA plemnik transferuje kodujace
iniekodujagce RNA, a takze szereg biatek, lipidéw, weglowodanéw i metabolitow
matoczgsteczkowych zwigzanych z funkcjg komérki [3]. Po zakoficzeniu spermatogenezy
plemniki wydaja sig strukturalnie kompletne, ale nie sa jeszcze zdolne do zaptodnienia, te
zdolnos¢ uzyskuja dopiero po pasazu najadrza [4]. Po ejakulacji plemniki 53
transportowane w plazmie nasienia, ktora zawiera mieszaning wydzielin z jader, najadrza

i dodatkowych gruczoléw piciowych [5].

Podczas kopulacji plemniki buhaja zostaja zdeponowane w pochwie krowy.
Z uwagi na znaczng odlegtos¢ pochwy od miejsca zaptodnienia, wymagana jest dobra
ruchliwos¢ plemnikéw ze wzgledu na konieczno$é przemieszezenia sie tych komérek do
Jjajowodu oraz zlokalizowania i zaptodnienia oocytu [6]. Stad tez uwaza sie, ze niska
(niedostateczna) ruchliwosé plemnikéw stanowi gltéwna przyczyne obnizonego

potencjahu rozrodezego buhajéw [7].

Poza badaniem fizykalnym i pomiarem obwodu moszny, ocena morfologii oraz
ruchliwosci plemnikéw jest aktualnie kluczowym elementem badania kondycji
reprodukcyjnej buhajéw i obowigzkowym elementem selekeji oraz kwalifikacji samcow

do rutynowej produkcji dawek inseminacyjnych w stacjach hodowli i unasieniania [8, 9].
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Oszacowano, ze jeden na pig¢ buhajow nie spetnia wymagan kwalifikacyjnych i nie moze
by¢ uzytkowany komercyjnie z powodu niskiej jakos$ci nasienia i/lub stabej kondycji

fizycznej [10].

Nalezy podkreslié, ze zdolno$¢ =zaptadniajaca plemnikdw jest ztozona,
wieloczynnikowg cecha, ktérej nie mozna doktadnie ocenié, dokonujac tego wytacznie
przy pomocy badania wzrokowego (makro-, czy mikroskopowego) [11]. Bowiem,
zadowalajgca ruchliwos¢ i prawidtowe wyniki w zakresie morfologii nie gwarantujg
wspomnianej zdolnosci zaptodnienia, a buhaje cechujgce sie dobrg jakoscig nasienia i tak
mogg nie wyda¢ ostatecznie potomstwa [12, 13]. Stad niemal oczywiste jest, ze do
zaptodnienia i prawidtowego rozwoju zarodka muszg przyczyniaé sie réwniez inne
czynniki. Niezwykle trudne jest oszacowanie odsetka buhajéw hodowlanych z obnizong
ptodnoscig lub bezptodnoscia, poniewaz wiele z nich pozostaje niezidentyfikowanych. Te
niezidentyfikowane samce (o obnizonej ptodnosci) moga generowaé olbrzymie straty
ekonomiczne, zwlaszcza przy niskim wspélczynniku poczecia, co albo skutkuje
wielokrotnym powtarzaniem inseminacji i wydluzonym okresem miedzywycieleniowym,

albo brakowaniem samic z powodu potencjalnych probleméw z ich ptodnoscia.

Obecnie, majac do dyspozycji rozmaite narzedzia dazy sie do rutynowego wigczenia
diagnostyki molekularnej i nowoczesnych markeréw diagnostycznych, tak aby
skuteczniej szacowa¢ i doskonali¢ wydajnosé¢ rozrodczg buhajéw. Badania molekularne
nad mozliwymi przyczynami obnizonej plodnosci samcéw wykazaly, ze stres
oksydacyjny (OS), ktory jest definiowany jako brak réwnowagi w stanie redoks
organizmu spowodowany jest albo zbyt wysokim poziomem utleniaczy, albo odwrotnie,
zbyt malg iloscig przeciwutleniaczy, co odgrywa tu kluczows role. W czasie, gdy
wytwarzane sg nadmierne ilodci reaktywnych form tlenu (ROS), albo aktywnosé
przeciwutleniaczy zanika, réwnowaga migdzy utlenianiem, a redukcja ulega zakldceniu,
powodujgc stres oksydacyjny. Plemniki sg szczegdlnie wrazliwe na OS, gtéwnie z uwagi
na fakt, iz zawierajg bardzo niski poziom antyoksydantéw enzymatycznych, ktore sg
niewystarczajace do ochrony nasienia przed wysokimi poziomami ROS, a z kolei
w cytoplazmie wystepuje tylko niewielkie stezenie enzymu zdolnego do ich neutralizacji.
Coraz wigcej dowodéw wskazuje, ze brak rownowagi miedzy utleniaczami
i przeciwutleniaczami w  nasieniu  prowadzi do  zaburzen metabolicznych

i czynno$ciowych meskich komoérek rozrodeczych co moze by¢ gtéwna przyczyna
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zaburzefi ich ptodnosci [14]. Nalezy zwroci¢ uwage, ze ROS to pewnego rodzaju ,,miecz
obusieczny”, poniewaz z jednej strony niewielkie ilosci ROS zapewniajac korzystne
efekty funkcjonalne, w tym inicjacj¢ kapacytacji plemnikow, regulacje ich dojrzewania
oraz wzmocnienie szlakow sygnalizacji komérkowej [15]. Udowodniono takze, ze biorg
udzial w kondensacji chromatyny plemnikéw, regulujac liczbe komérek rozrodczych
poprzez indukowanie apoptozy lub proliferacji spermatogonii [16]. Jednak z drugiej
strony moga wptywaé niekorzystnie na funkcjonowanie plemnikéw poprzez inicjacje
uszkodzefi DNA, peroksydacje lipidow, utrate integralnosci blony i zwigkszong
przepuszczalnos¢ blony, inaktywacje enzymoéw komoérkowych i apoptoze komérek [17-

19], ostatecznie prowadzac do nieptodnosci samcdow [20].

Powszechnie wiadomo, ze na réwnowagg oksydacyjna w organizmie wplywa szereg
roznych czynnikéw. Jednym z nich jest temperatura otoczenia w jakiej przebywaja
buhaje, drugim zas wiek rozptodnikéw. Bali¢ i in. [21] wykazali, ze mlodsze buhaje sa
bardziej wrazliwe na podwyzszong temperatur¢ otoczenia latem, kiedy wzmozone
procesy prooksydacyjne w osoczu nasienia i plemnikach powoduja zmniejszenie
ruchliwo$ci plemnikéw, a w konsekwencji pogorszenie jakosci nasienia. Inni badacze
[22, 23] donoszg, ze mtodsze osobniki osiggaja gorsze parametry jakosciowe nasienia niz
starsze, a pora roku znaczaco wplywa zaréwno na ruchliwo$¢ jak i zywotno$é ich
plemnikéw. Okreslenie parametréw antyoksydacyjnych i oksydacyjnych w surowicy
buhajéw moze pomdc wustaleniu stanu antyoksydacyjnego i oksydacyjnego
poszczegdlnych zwierzat narazonych na rézne czynniki moggce potencjalnie zaburzaé
rownowage redoks tj. rézne warunki/systemy utrzymania, zmienne pory roku (w tym
wahania temperatur), czy regularno$¢ oddawania nasienia. Otrzymane informacje
pozwolg zaréwno na dostosowanie tych czynnikow w celu zwigkszenia wydajnosci
reprodukcyjnej zwierzat, jak i manipulacje procesem wytwarzania i przechowywania
nasienia buhajow w taki sposéb aby zmaksymalizowaé potencjal zapladniajacy

plemnikéw w dawce inseminacyjne;j.

Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na fakt, ze konwencjonalnie oceniane parametry
Jakosci biologicznej nasienia s3 uznawane za niezadowalajace, poniewaz nie koreluja
dobrze z plodnoscia, co powoduje problemy z przewidywaniem potencjatu rozrodczego
samcow [24]. Pomocne mogg sta¢ si¢ ostatnio opracowywane innowacyjne metody

badawcze umozliwiajace bezposrednie rozpoznanie zwigzku miedzy fizjologia plemnika,
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a jego cechami czynnosciowymi. Wobec powyzszego wskazuje si¢, ze proAKAP4 jest
obecnie kandydatem na kluczowy marker ptodnosci [25]. Biatko kotwiczace kinaze A4
(ProAKAP4) jest polipeptydem prekursorowym, ktory musi by¢ transformowany przez
zywe i ruchliwe plemniki w dojrzalym AKAP4, a jego specyficzna regulacja podczas
spermatogenezy wydaje si¢ konieczna do zwigkszenia wskaznika zaptodnienia
w warunkach sztucznego unasieniania [26, 27]. Liczne badania wykazaty potencjalne
zastosowanie proAKAP4 jako odpowiedniego biomarkera ogélnej jakosci nasienia

w warunkach klinicznych [27, 28, 29].

Ponadto wykazano, ze stgzenia ProAKAP4 sg skorelowane z catkowita
i progresywna ruchliwoscig plemnikéw u mezczyzn, ogieréw i buhajow [30, 31, 32].
Wyraznie wida¢, ze ruchliwo$¢ plemnikéw odzwierciedla stezenie proAKAP4, a zatem
pomiar tego stezenia dostarcza bardziej obiektywnych wartosci niz standardowa analiza.
Co wigcej, rozni badacze wykazali, ze pomiary stgzenia proAKAP4 dostarczajg waznych
informacji dotyczacych zachowania jakosdci biologiczne] nasienia i mogg byé
wykorzystywane do przewidywania plodnosci samcéw [33, 34]. W Swietle
dotychczasowych badan zaproponowano rozwiazania, ktére mialy na celu poprawe
wydajnosci reprodukeyjnej buhajéw uzytkowanych komercyjnie. W niniejszym
cyklu zaproponowano nowatorskie dzialania, zmierzajace do skuteczniejszego

uzytkowania rozrodczego samcéw w stacjach hodowli i unasieniania.
4.3.2.2 Naturalne systemy antyoksydacyjne w nasieniu (publikacja 1)

Badania z ostatnich lat wykazaly, ze stres oksydacyjny, wywolany przez
reaktywne formy tlenu i wolne rodniki, moze leze¢ u podstaw wielu zaburzen rozrodu
i jest bezposrednio zwigzany z nieptodnoscia lub catkowitg bezptodnoscia [35]. Wskazaé
wige nalezy, ze do utrzymania optymalnego funkcjonowania plemnikéw niezbedne jest
utrzymanie rownowagi redoks, czyli kontrolowanie poziomu ROS przez bezposrednie
dziafanie antyoksydantéw [36]. Mozna je zidentyfikowaé w plynie nasiennym, ktéry
Jjednoczesnie pehi funkcje odzywceze i ochronne dla plemnikéw. Przeciwutleniacze
wystepujg w dwdch formach; enzymatyczne i nieenzymatyczne uklady antyoksydacyjne
[37]. Uklad enzymatyczny sktada si¢ z peroksydazy glutationowej (GPX), dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT). Z drugiej strony uklad nieenzymatyczny sktada
si¢ z wielu zwigzkéw, ktére sa dostarczane do organizmu wraz z pozywieniem lub

w wyniku suplementacji bezposrednio do nasienia w warunkach in vitro.
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Ziozona przestrzenna struktura czgsteczek enzymu determinuje zaréwno
zdolnosci Kkatalityczne, jak i wrazliwos¢ na wiele czynnikow $rodowiskowych.
Podstawowy mechanizm dziatania enzymu zwigzany jest z przestrzennym dopasowaniem
substratu do katalitycznego centrum enzymu. Dzialanie wszystkich antyoksydantéw
w organizmie ostatecznie sprowadza si¢ do przeciwdziatania skutkom proceséw
utleniania. Czy to bezposrednio poprzez katalizowanie reakcji enzymatycznych, czy
posrednio jako zwigzki dezaktywujace wolne rodniki i zatrzymujace kaskade reakcji
tancuchowych. Do uktadéw antyoksydacyjnych niewatpliwie zaliczajg si¢ réwniez grupy
zwigzkow bioracych udzial wcigglym przywracaniu potencjatu antyoksydacyjnego,
poniewaz wszystkie czasteczki bioragce udziat w reakcjach sg zuzywane i muszg zostaé

odtworzone [38].

Niewatpliwie, waznym wyzwaniem medycyny rozrodu jest zapobieganie
zaburzeniom reprodukcyjnym wywotanym przez ROS, a takze przywrdcenie homeostazy
redoks w przypadku wykrycia nieprawidlowosci podczas uzytkowania rozptodowego
samcOw. Aktualne kierunki badan wskazuja, ze terapie antyoksydacyjne stanowia
potencjalng alternatywe profilaktyczng i terapeutyczng w postepowaniu z buhajami
obcigzonymi ryzykiem zaburzen réwnowagi ROS oraz obnizona plodnoscia.
Niestety wecigz brakuje badan dostarczajacych jasnych informacji na temat
potencjalnego mechanizmu dzialania antyoksydacyjnego, co opodzZnia rozwdj
skuteczniejszych i szerszych terapii antyoksydacyjnych. Dlatego konieczne jest
prowadzenie dalszych doswiadczen w tym kierunku, aby méc okresli¢ dawkowanie
suplementacji antyoksydantami (oralnej, a takze in vitro — do nasienia). Nalezy zwrdcié
uwageg, ze nieuregulowana (niewlasciwa) suplementacja moze réwniez prowadzi¢ do
patologicznego nagromadzenia antyoksydantow, powodujac takze rozregulowanie redoks
i hamowanie waznych proceséw rozrodczych. Majac na uwadze perspektywe rozwoju
nauk andrologicznych postanowiono ustali¢, czy parametry stresu oksydacyjnego

mierzone we krwi buhajéw moga mie¢ zwigzek z wiekiem samcoéw i pora roku

(publikacja 2).
4.3.2.3 Wybrane czynniki wplywajgce na wydajnosé rozrodczg sameéw (publikacja 2)

Zaburzenia rozrodcze buhajéw wykorzystywanych w stacjach hodowli
i unasieniania sprawiajg wiele trudnosci zwiazanych nie tylko z obstugg tych zwierzat,

czy opdéznionym wiaczeniem ich do biezacej produkcji dawek inseminacyjnych, ale
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przede wszystkim generuja duze straty finansowe, poniewaz rozplodniki, ktérych
wydajnos¢ reprodukcyjna jest dramatycznie niska nie przynosza zysku i kierowane sa

najczesciej na ubdj [39].

W przedmiotowych badaniach po raz pierwszy podjeto si¢ kompleksowej
analizy réznych czynnikow wplywajacych na wydajno$¢ reprodukeyjng buhajow
im.in. wykazano, ze parametry stresu oksydacyjnego (PCC protein carbonyl content;
TBARS thiobarbituric acid reactive substrates) mierzone we krwi obwodowej buhajow
zmieniajg si¢ wraz z porg roku. Co wigcej zaobserwowano statystycznie istotne réznice
pomigdzy PCC a TBARS dla ekstremalnych sezonéw (zima — lato), przy czym najnizsze
wartosci PCC (12,3 mmol/L i 16,3 mmol/L) notowano latem, a najwyzsze wiosna (17,2
mmol/L u miodych buhajéw). U buhajéw starszych stgzenie PCC osiagneto najwyzsza
wartos¢ zimg (20,2 mmol/L). Réznice migdzy grupami wieckowymi pod wzgledem
zawartosci PCC byly statystycznie wysoce istotne (P <0,01). Statystycznie istotnie
wyzsze (P <0,01) wartosci TBARS odnotowano dla buhajow miodszych w sezonie
wiosenno-zimowym (1,1 mmol/L i 1,2 mmol/L) w poréwnaniu z sezonem letnim (0,5
mmol/L). Ponadto u buhajéw starszych zaobserwowano, ze koncentracja TBARS
wykazywala odwrotng tendencje zmian niz u buhajéw mlodych, w sezonie zimowo-
wiosennym byla najnizsza (0,4 mmol/L), natomiast w okresie jesienno-zimowym wyzsza
(0,9 mmol / 1'i 1,0 mmol / I). Nie odnotowano istotnych réznic pomiedzy zawartoscia
TBARS w grupach wiekowych dla sezonéw lato-jesien. Korelacja miedzy PCC
a TBARS wyniosta 0,812 i byla istotna statystycznie (P <0,01).

Analizujac stezenie TP (Total protein) we krwi stwierdzono, ze wzrasta wraz
z cieplejszymi porami roku. Réznica migdzy starszymi i mlodszymi buhajami byla
istotna (P <0,05) w sezonach wiosenno-zimowych, a w kolejnych sezonach nie
stwierdzono istotnych réznic migdzy grupami wiekowymi. W zakresie stezenia ALB
(Albumins) wyniki utrzymywaty si¢ na podobnym poziomie przez caly okres badaf,
osiagajac najnizsze wartosci odpowiednio zimg i wiosng (mfode: 32,0; starsze: 34,4 g/L
i mlode: 33,2; starsze: 37,1 g/L. ), a najwyzszy latem i jesienig (mlode: 36,1; starsze: 35,0
g/L i mlode: 34,7; starsze: 34,5 g/L). Najnizsze wartosci AU (Uric acid) w obu grupach
wiekowych buhajow zaobserwowano zima (miode: 40,3; starsze: 55,1mmol/L),
anajwyzsze latem (miode: 52,2; starsze: 63,6mmol/L), réznice te byly istotne

statystycznie (P<0,05). Wyzszg warto$¢ GSH (Reduced glutathione) w zakresie
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koncentracji zaobserwowano u buhajéw starszych w poréwnaniu z buhajami mtodymi.
Najnizsze stezenie GSH w obu badanych grupach wiekowych zaobserwowano w okresie

letnim. Z kolei najwyzszy wiosna (mfode: 26,1; starsze: 28,6mmol/L).

Ponadto wykazano, ze w sezonie zimowym $wieze nasienie pozyskane od starszych
samcOw mialo istotnie (P<0,05) wicksza objetos¢ (7,1 ml) i wyzsza koncentracje (2598
x10%mm?®) w poréwnaniu z mtodymi buhajami (4,9 ml i 1646 x10%/mm?). W zakresie
parametrow ruchliwosci i zywotnosci nasienia Swiezego i mrozonego nie zaobserwowano
istotnych réznic w okresie zimowym w badanych grupach wiekowych. Natomiast
w okresie wiosennym, zaréwno objetos¢ $wiezego ejakulatu, jego koncentracja, jak
iodsetek plemnikéw zywych i ruchliwych byly istotnie (P<0,05) wyzsze w grupie
buhajéw starszych. Mrozone nasienie buhajéw milodszych bylo statystycznie istotnie
(P<0,05) stabszej jakosci pod wzgledem zywotnosci niz buhajéw starszych i zawierato
srednio o 8,04% mniej zywotnych plemnikéw niz mrozone nasienie starszych samcéw.
W sezonie letnim objeto$¢ ejakulatu i koncentracja plemnikéw réznity sie istotnie
(P<0,05) migdzy mtodszymi i starszymi buhajami, odpowiednio 1,2 ml i 962 x10%/mm3
plemnikéw. Ponadto w zakresie koncentracji plemnikéw zaobserwowano, ze w sezonie
letnim warto$§¢ ta byla najnizsza sposréd wszystkich analizowanych sezonéw
uzytkowania. Podobnie pod wzgledem zywotnosci i ruchliwosci plemnikéw analizowane
ejakulaty byly najstabszej jakosci w okresie letnim. Jednak w sezonie jesiennym
zaobserwowano istotne réznice (P<0,05) pod wzgledem ruchliwosci i zZywotnosci
plemnik6w miedzy starszymi i mtodszymi samcami, analizujgc ich zamrozone nasienie.
Buhaje starsze charakteryzowaty si¢ istotnie (P<0,05) lepszymi parametrami nasienia
mrozonego niz miodsze samce. Najwyzsza ruchliwo$¢ masy plemnikéw zaobserwowano

w okresie zimowym i wiosennym.

Uzyskane wyniki wskazuja na korelacje pomigdzy zmianami temperatur
zewngtrznych (zaleznych od pory roku), a profilami oksydacyjnym i antyoksydacyjnym
krwi buhajow oraz jakoscig biologicznq ich nasienia. Ponadto udowadniajg, ze badane
parametry majg zwigzek z wiekiem rozptodnikéw. Wyniki sugeruja, ze kriopotencjat
plemnikéw rosnie wraz z wiekiem samcéw oraz, ze najkorzystniejszym sezonem do
mrozenia dawek inseminacyjnych jest zima oraz wczesna wiosna. Zatem niniejsze
badania przyczynily si¢ do lepszego zrozumienia dynamiki zmian systemu anty-

i prooksydacyjnego w organizmie buhajéow i jego zaleznosci od czynnikéw
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srodowiskowych oraz osobniczych. Nadal glowny problem stanowié¢ moga ejakulaty,
ktore w procesie kwalifikacji jakoSciowej nie uzyskaja zadowalajacych parametrow
w zakresie zywotnoSci, czy ruchliwosci. Wciaz pozostaja one zdyskwalifikowane
z procesu produkeji dawek inseminacyjnych i generuja straty ekonomiczne. Nalezy
zada¢ sobie pytanie, czy mozna poprawi¢ ich jako$¢ na etapie linii produkcyjnej?
W zwigzku z powyzszym podjeto si¢ dalszych badan poszukujgcych odpowiedzi na

stawiane pytanie.

4.3.2.4 Mozliwosci modyfikacji Srodowiska przechowywania nasienia w celu poprawy

Jjego jakosci (publikacja 3)

Na jakos¢ nasienia wptywaé moga réwniez procesy technologiczne, zwigzane
bezposrednio z jego przygotowaniem, porcjowaniem a nastepnie przechowywaniem
w niskich temperaturach. Jest to zwigzane przede wszystkim z drastycznymi zmianami
jakich komorki doswiadczajg podczas kriokonserwacji. Tworzenie sie krysztatkéw lodu
irbznego rodzaju stres (chemiczny, fizyczny, osmotyczny i oksydacyjny) podczas
procesu zamrazania, powaznie pogarsza jakos$¢ i zdolno$é zaptadniajaca plemnikow [40-
42]. Chociaz ciggla optymalizacja metod kriokonserwacji poprawita jako$é¢ plemnikow
po zamrozeniu, to zmiany w strukturze plemnikéw, modyfikacja epigenetyczna
i dlugofalowe skutki spowodowane mrozeniem, w tym inaktywacja enzyméw, zmiany
Jonowe i stres oksydacyjny, nie moga by¢ ignorowane, a dopracowanie procesu
kriokonserwacji nadal jest zadaniem wymagajacym dalszych badan i ciaglego

doskonalenia [43, 44].

Biorac pod uwage powyzsze zdecydowano o pionierskim uzyciu tetrapeptydu
aromatyczno-kationowego (Elamipretide) w technologii produkeji dawek
inseminacyjnych w celu zbadania jego potencjalu cytoochronnego. Udowodniono
m.in., ze Elamipretide pozytywnie wplywa na zmiany biochemiczne parametréw stresu
oksydacyjnego ~w  plemnikach. Po  kriokonserwacji  aktywno$é¢ enzyméw
antyoksydacyjnych SOD (Superoxide dismutase) i CAT (Catalase) ulegla obnizeniu
w grupach testowych (z dodatkiem tetrapeptydu) w poréwnaniu z grupg kontrolna,
rowniez stgzenie MDA (Malondialdehyde) wykazato istotny spadek (P < 0,05). Istotne
roznice pomigdzy badanymi grupami zawierajgcymi dodatek Elamipretide a grupa
kontrolng w zakresie aktywnosci SOD zaobserwowano w probkach zawierajacych 1; 5;

i10 puM. Pod wzgledem aktywnosci enzymatycznej CAT istotne réznice (P<0,05)
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zaobserwowano w probkach zawierajgcych 0,1; 1; 5; i 10 uM Elamipretide
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Stezenie MDA w probkach zawierajacych 1; 5; i 10 pM
Elamipretide istotnie si¢ (P<0,05) obnizyto w stosunku do grupy kontrolnej odpowiednio
0 0,63, 0,64 1 0,72 nmol/ml.

Analizowane probki nasienia przed kriokonserwacja nie wykazywaly istotnych réznic
pod wzgledem ruchliwosci i zywotnodci plemnikéw w zadnej z badanych grup.
Najwigkszy odsetek ruchliwych plemnikéw zaobserwowano w grupie z dodatkiem 10
pM Elamipretide (wzrost o 8,98% w stosunku do grupy kontrolnej). Istotnie wyzsza (P <
0,05) ruchliwo$¢ komorek zaobserwowano w probkach zawierajgcych 1; 5; i 10 pM
Elamipretide w stosunku do grupy niezawierajacej dodatku. Stabilno$¢ blony
plazmatycznej wzrosta w grupach testowych, najwyzszy wynik zywotnosci plemnikéw
uzyskano w grupie z dodatkiem 10 pM Elamipretide (50,50%), ktéry byt wyzszy
0 10,84% od wyniku uzyskanego w grupie kontrolnej (39,66%).

W badaniach wiasnych odkryto, ze zastosowanie Elamipretide w technologii
kriokonserwacji plemnikéw zmniejsza uszkodzenia strukturalne i biochemiczne nasienia
wywofane stresem oksydacyjnym. Ponadto, Zadne z badanych stezen tetrapeptydu nie
dziatato toksycznie na plemniki. Niniejsze badanie dostarczylo istotnych informacji na
temat potencjalnego mechanizmu cytoochronnego testowanego dodatku i mozliwosci
Jjego wykorzystania w dtugoterminowym przechowywaniu nasienia. Wobec powyzszego
Elamipretide moze sta¢ si¢ w przyszloSci potencjalnym antyoksydacyjnym
terapeutykiem i zosta¢ wykorzystany w konserwacji plemnikéw w celu utrzymania

prawidlowego poziomu ROS podczas krioprezerwacji.

4.3.2.5 Ocena efektywnosci kriokonserwacji plemnikéw przechowywanych w réznym

srodowisku przy uzyciu biomarkera proAKAP4 (publikacja 4)

Tradycyjne analizy jako$ci nasienia maja ograniczong warto$¢ prognostyczna dla
sukcesu reprodukcyjnego okreslonych dawek nasienia [45, 46]. Dopiero potaczenie kilku
analiz pozwolito na lepsze przewidywanie ptodnosci [45]. Gléwna przyczyna tych réznic
ibraku korelacji jest fakt, ze dawki inseminacyjne skladaja si¢ ze zréznicowanej
populacji plemnikéw [47, 48]. Oznacza to, ze plemniki réznych samcéw wykazuja
znaczgco rozne reakcje na ten sam proces przygotowania - kriokonserwacje. Jest to jeden
z waznych probleméw w standaryzacji protokotéw kriokonserwacji plemnikéw [49, 50].

Podczas zabiegdw konserwujacych osocze nasienia i biatka plemnikéw modulujg ich
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przezycie i funkcjonalnosé¢, determinujge takze ich zdolno$é do zamrazania. Okre$lone
biomolekuty moga dziata¢ jako biomarkery zamrazania, dostarczajac nowych informacji

na temat mechanizméw lezacych u podstaw kriouszkodzenia plemnikw.

W ostatnim czasie scharakteryzowano nowe technologie oparte na
bioczasteczkach zdolnych do przewidywania powodzenia zaptodnienia i wskazywania
czynnikéw sprawczych, takich jak stres oksydacyjny, ktore mogg byé ukierunkowane na
zapobieganie niepowodzeniom rozrodu [51]. Nowoodkryte biatko nasienia i jego
prekursor, odpowiednio AKAP4 i proAKAP4, zostaly wczesniej uznane za molekularne
markery jakodci nasienia u réznych gatunkéw (myszy [52], ogieréw [34], knuréw [53]
i mezezyzn [54, 55] ) ze wzgledu na ich wysoka korelacje z ruchliwoscig plemnikéw.
AKAP4 i proAKAP4 to biatka wioknistej ostonki plemnika o najwiekszej ekspresji

u wszystkich ssakéw, bedace czescia gtéwnego fragmentu wici [56-58].

Jak dotad nie podjeto si¢ badan nad wykorzystaniem tego nowoczesnego
biomarkera do anmalizy stezenia proAKAP4 w standardowych protokolach
kriokonserwacji nasienia w celu oceny skutecznosci stosowania rozcienczalnikéw do
dlugoterminowej konserwacji plemnikéw. W badaniach wlasnych podjeto sie
okreslenia ste¢zenia proAKAP4 w nasieniu rozrzedzonym (I) konwencjonalnym
rozrzedzalnikiem i (II) wzbogaconym ekstraktem z Holothuroidea. Analiza
spektrofotometryczna wykazata istotnie wyzsze (P<0,05) stezenie proAKAP4 we
wszystkich prébkach rozrzedzonych rozrzedzalnikiem uzupetnionym o ekstrakt. Srednie
stgzenie proAKAP4 w grupie kontrolnej wynosito 22,55 ng/ml i byto nizsze odpowiednio
o 14,94; 20,26 i 32,51 ng/ml, w poréwnaniu z pozostalymi grupami testowymi.
Najwyzsze stezenie proAKAP4 zaobserwowano w grupie z dodatkiem 6 pl ekstraktu,
przy 355,06 ng/ml. Istotny efekt (P<0,05) testowanego rozrzedzalnika z ekstraktem
zaobserwowano rowniez pomigdzy grupami traktowanymi 2 i 6 pl ekstraktu (37,49 vs.
55,06 ng/mL). Ponadto, zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia ekstraktu
z Holothuroidea odsetek plemnikéw z nienaruszonym akrosomem wzrdst o 4,24%:
6,91% i 7,15%. Istotny spadek (P<0,05) odsetka plemnikéw uszkodzonych
zaobserwowano w probkach z dodatkiem 4 i 6 ul ekstraktu. Srednia zywotnosé
plemnikéw w grupie kontrolnej byla nizsza niz w badanych probkach, z dodatkiem
ekstraktu z Holothuroidea odpowiednio o 1,53%; 2,56% i 4,93%; jednak tylko prébki
zawierajgce 6 pl ekstraktu byly istotnie (P<0,05) bardziej zywotne niz grupa kontrolna.
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Podobne wyniki zaobserwowano dla odsetka martwych (apoptycznych) plemnikéw.
W badanej grupie zawierajacej 6 ul ekstraktu odnotowano znacznie mniej (P<0,05)

plemnikéw z uszkodzona blong cytoplazmatyczng.

W opisywanym badaniu po raz pierwszy zastosowano biomarker proAKAP4
do oceny skutecznmoSci zamrazania nasienia w rézmych Srodowiskach
konserwujacych i udowodniono, ze moze by¢ z powodzeniem wykorzystywany do
oceny skutecznosci zastosowania réznych Srodkéw do kriokonserwacji plemnikow.
Niniejsze do$wiadczenie przyczynito si¢ do poglebienia wiedzy w zakresie mozliwosci
wykorzystania nowoczesnych markeréw do identyfikacji (i selekcji) materiatu

biologicznego o dobrej i obnizonej jakosci.

Podsumowujac wysoka wydajnosé reprodukeyjna buhajéw uzytkowanych w
stacjach hodowli i unasieniania jest jednym z najwazniejszych aspektéw optacalnosci
produkeji materiatu biologicznego. Zaréwno czynniki $rodowiskowe, osobnicze, jak i
technologiczne majg znaczacy wplyw na jako$¢ produkowanego i przechowywanego
nasienia (dawek inseminacyjnych). Obnizona wydajnoéé rozrodcza samcéw mozna
poprawi¢ poprzez odpowiednie zarzadzanie stadem oraz produkcja, doskonaleniem
srodowiska przechowywania plemnikow 1 wczesng identyfikacje ejakulatéw

nieprzydatnych w procesie technologicznym.
4.3.3 Wnioski
Wnioskujac, w ramach badan bedacych przedmiotem osiggniecia ustalono, ze:

1) zmiany profili oksydacyjnych i antyoksydacyjnych we krwi buhajéw zwigzane z pora
roku sugerujg, ze rozptodniki mogly byé narazone na stres cieplny latem i wczesna
jesienig z uwagi na wysoka, niekorzystna temperaturg powietrza notowang w tych
okresach. Skutkowalo to obnizeniem jakosci biologicznej nasienia oraz jego
kriopotencjatu

2) uzytkowanie rozrodcze samcéw w stacjach hodowli i unasieniania nalezy
intensyfikowaé¢ w okresie zimowym i wczesnowiosennym, bowiem koncentracja
plemnikéw notowana w tych okresach sprzyja ilosci mozliwych do wyprodukowania
dawek inseminacyjnych a wyzszy kriopotencjat nasienia zapewnia lepsze wyniki jego

mrozenia w tych okresach
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ejakulaty buhajow, wykazujace stabsza zdolno$¢ do mrozenia z uwagi na notowany
wzrost aktywnosci enzymow przeciwutleniajacych i akumulacje malondialdehydu
(itym samym podlegajgce  dyskwalifikacji z procesu produkcji dawek
inseminacyjnych) mozna poprawi¢ poprzez zastosowanie 5 lub 10 pL. Elamiptretide
Jjako dodatku do rozrzedzalnika do nasienia przed kriokonserwacija

rownowage redoks nalezy bada¢ w sposéb integracyjny, w potgczeniu z innymi
markerami jakosci plemnikéw (np. koncentracja proAKAP4), aby uzyskaé wiecej
wartosci predykcyjnych dotyczacych powodzenia zaptodnienia

potencjal zaptadniajacy plemnikéw przechowywanych w réznych s$rodowiskach
mozna rutynowo bada¢ stosujgc nowoczesny biomarker proAKAP4. Co wiecej
udowodniono, ze wskaznik ten stat si¢ pomocny w identyfikacji plemnikéw o stabej
jakosci biologicznej, bowiem wyzsza koncentracja proAKAP4 przektada si¢ na lepsza

funkcjonalno$é komérek.
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4.4 Omoéwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Przedmiotem mojej pozostatej aktywnosci naukowej jest analiza (I) czynnikéw
wplywajacych na zdrowie reprodukcyjne, ocena (II) wptywu réznych czynnikéw na
zmiany strukturalne i funkcjonalne plemnikéw ssakéw oraz preferencje hodowcow
dotyczgce rodzaju nasienia (schtodzone, mrozone), poszukiwanie (III) nowoczesnych

biomarkeréw wykorzystywanych w diagnostyce stanéw fizjologicznych i chorobowych
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w odniesieniu  do reprodukcji oraz analiza (IV) uwarunkowan genetycznych

i Srodowiskowych wydajnosci produkcyjnej zwierzat.

Dokonujac obszernego przegladu literatury [1] stwierdzono, Zze monitorowanie
wystgpowania i stezenia metali toksycznych w $rodowisku jest niezwykle istotne dla
zachowania zdrowia reprodukcyjnego, bowiem przewlekle narazenie bydla na metale
toksyczne moze powodowac embriotoksycznosé, zaburzenia spermatogenezy i rozwdj
oocytdw. Z kolei wnikliwe studiujagc aktualny stan wiedzy na temat wydajnosci
reprodukcyjnej kréw [2] ustalono, ze narazenie krow na przewlekly stres, w tym
niekorzystne warunki $rodowiskowe takie jak zbyt wysoka temperatura powietrza
i niewlasciwe zywienie moze prowadzi¢ do kosztownych skutkéw w postaci spadku
wskaznika zaptadnialnosci samic, wzrostu wskaznika utraty cigz i sprzyja rozwojowi
zaburzen reprodukcyjnych. Stwierdzono takze, ze wydajno$¢ systemu reprodukcyjnego
zarowno u samic jak i samcOéw mozna poprawic stosujac réznego rodzaju bioekstrakty [3,
14]. W przedstawionym przegladzie zebrano stwierdzone przez réznych badaczy
pozytywne dziatanie ekstraktéw roslinnych i podkreslono mozliwosé stworzenia dzigki
nim nowych mozliwosci wykorzystania bioodpadéw, ktére sg produktem ubocznym w
roznych sektorach produkcyjnych. Jednoczes$nie podkreslajac takze, ze opracowanie
odpowiedniej dawki dla konkretnego ekstraktu moze by¢ utrudnione ze wzgledu na
zmienny sktad chemiczny poszczegélnych gatunkéw rolin oraz rézne rodzaje ekstraktéw

z nich wytwarzanych i wykorzystywanych metod ekstrakcji.

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy, zwrocono uwage na stata koniecznosé
doskonalenia srodowiska do przechowywania nasienia buhajéw z uwagi na weiaz jeszcze
niskg skutecznos¢ konserwacji ich nasienia [4]. Waznym osiagnieciem byla analiza
wplywu octanu  busereliny na jakos¢ biologiczng plemnikéw  buhajéw [5].
W przedmiotowych badaniach wiasnych udowodniono, ze suplementacja rozrzedzalnika
do kriokonserwacji nasienia wspomniang substancjg poprawia zywotno$é plemnikéw oraz
ogranicza uszkodzenia DNA komoérek podczas zamrazania w niskich temperaturach.
Z kolei prowadzac analiz¢ rynku (mig¢dzynarodowego) po raz pierwszy udowodniono, ze
sposdb  uzytkowania koni (sportowy, hodowlany, rekreacyjny) oraz metoda
przechowywania nasienia przeznaczonego do inseminacji s zalezne od jakosci dostepnego
na rynku nasienia [6]. W badaniach wiasnych wskazano, ze popularno$é stosowania

schtodzonego nasienia do sztucznej inseminacji klaczy w Europie stopniowo wzrasta
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w grupie klaczy sportowych, natomiast w grupie klaczy hodowlanych w ostatnich latach
zyskuje na popularnosci nasienie mrozone. W pozostalej grupie klaczy
(niezaklasyfikowanych jako sportowe ani hodowlane) dominowalo unasienianie
schtodzonym nasieniem. Ustalono, ze popularno$¢ rodzaju nasienia uzywanego do
inseminacji jest determinowana przede wszystkim skutecznoscia inseminacji wybranym
rodzajem dawki (schlodzona Ilub mrozona) oraz jakoscia biologiczng ejakulatu

przechowywanego w stanie ptynnym lub zamrozonym, co wptywa na te skutecznosé .

Szczegdlne zainteresowanie rozrodem zwierzat skierowano na nowoczesne techniki
diagnostyki wykorzystywane w reprodukcji zwierzat i ludzi oraz ich efektywnosé.
Biomedyczny potencjat egzosoméw [7] oméwiono na podstawie najnowszej literatury.
W niniejszej pracy podkreslono, ze identyfikacja egzosoméw jako markeréw pomoze
zrozumie¢ zaburzenia plodnosci spowodowane dysfunkcja narzadéw plciowych
i gruczotéw dodatkowych. Co wigcej, wykorzystanie egzosoméw w terapii jako nognikéw
lek6w wydaje si¢ by¢ przysztoscig leczenia, co réwniez zaznaczono w niniejszym artykule.
Z kolei potencjat diagnostyczny interferonu (IFNT) - Tau [8] zostal oméwiony w innej
publikacji, w ktérej wyjasniono proces wydtuzania zarodka (podczas jego rozwoju) i jego
znaczacy zwigzek z wytwarzaniem odpowiedniej ilosci IFNT. We wspomnianym
przegladzie zwracano takze uwage na mozliwo$é jego wezesnego wykrywania w plynach
obwodowych potozonych dystalnie od zyly macicy jako kandydata na wiarygodny

i konkurencyjny biomarker do wykrywania wczesnej cigzy.

Poza gléwng specjalizacja, jakg jest rozrdd zwierzat, systematycznie poszerzano
wiedzg z zakresu ich hodowli oraz wydajnosci produkcyjnej. Wiele uwagi poswiecono
takze wptywowi czynnikéw genetycznych oraz Srodowiskowych na jakos¢ wybranych
produktéw pochodzenia zwierzgcego. W badaniach wiasnych stwierdzono, ze podroby
stanowigce produkty uboczne produkcji migsa sa bogatym zrédlem pierwiastkow
sladowych, ktérych poziomy/ilosci s zwykle znacznie wyzsze niz w przypadku tkanek
migsniowych [9]. Ponadto, w ramach rozszerzenia dotychczasowego pola badawczego
podjeto si¢ badani nad zwigzkiem polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNP)
z jakoscig ~ produkowanego nasienia oraz cechami reprodukcyjnymi zwierzat
gospodarskich, jak réwniez ich wydajnoscig produkcyjna [10, 11, 12]. Udowodniono
m.in., ze heterozygotyczne genotypy wszystkich analizowanych polimorfizméw (genu

CRH) determinowaly najbardziej ekstensywna mase ciala analizowanych zwierzat. Co
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wigcej, odkryto zalezno$¢ migdzy polimorfizmem genu PRL, potencjatem rozrodczym
amasg ciata krow i cielat. Dzigki czemu wyniki te mozna wykorzystat w selekcji
genetycznej zwierzat gospodarskich. Z kolei w badaniach dotyczacych zaleznosci miedzy
wybranymi czynnikami fizjologicznymi a parametrami doju kréw przy uzyciu robota
udojowego [13] odkryto, ze naturalna zmiennos$¢ fizjologiczna budowy wymienia
i strzykow, a takze przebieg laktacji istotnie wplywa na indywidualny skfad i przeptyw
mleka podczas doju. Co wigcej, mozliwosé regulowania przeptywu mleka poprzez
regulacje odpowiedniego podcisnienia podczas pracy robota, w obserwowanej zmiennosci
poszczegdlnych éwiartek gruczolu mlekowego, zwicksza efektywnos$¢ doju, a w efekeie

zmniejsza ryzyko wystapienia mastitis u keéw.

Prowadzone liczne badania przyczyniajg si¢ do lepszego zrozumienia wptywu réznych
czynnikéw na wydajnos¢ rozrodcza i produkcyjng zwierzat oraz poglebiajg wiedze na
temat nowoczesnych technik diagnostycznych oraz terapeutycznych wykorzystywanych

we wspomaganym rozrodzie.
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4. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywno$cia naukows albo artystyczna
realizowana w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnosci zagraniczne;j.
4.1 Wspotpraca zagraniczna

Na przetomie 2018 i 2019 roku odbytam staz zagraniczny w Katedrze Anatomii
Zwierzat i Histologii, na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Narodowego Uniwersytetu
Przyrodniczego i Nauk o Srodowisku (National University of Life and Environmental
Sciences of Ukraine) w Ukrainie. Podczas realizacji tego stazu uczestniczytam w pracy
badawczej pracownikéw Katedry zwigzanej m.in. z hormonalng regulacja cyklu
rujowego, fizjologii, czy biologii rozrodu zwierzat oraz doskonalitam umiejetnosci
projektowania i realizacji wlasnych pomystéw naukowych. Efektem mojej wspétpracy ze
wspomnianym osrodkiem sa wyniki badan prezentowane na licznych konferencjach
naukowych (poz.1 tab. 2).

W lipcu (2020 roku) nawigzatam wspétprace z naukowcami z Portugali i odbytam
staz na Wydziale Escola Superior Agraria, Polytechnic Institute of Viana do Castelo,
gdzie miatam okazj¢ zapozna¢ si¢ z problematykg wspomaganego rozrodu specyficzng
dla tamtejszych regionéw. Wspdlne zainteresowania badawcze zaowocowaly
powstaniem kilku artykutéw naukowych, doniesief konferencyjnych (poz. 2 tab. 2) oraz

projektem, o ktorego finansowanie wspélnie zaaplikowalismy do Narodowego Centrum
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Nauki w grudniu 2021 (SONATA 17, projekt zakwalifikowany do II etapu oceny).
Nawigzane wowczas kontakty pozwolity mi rowniez odby¢ wizyte studyjng na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu w Santiago de Compostela, a powstate podczas
spotkari pomysty réwniez przyczynity si¢ do powstania kilku wspélnych prac (poz. 3 tab.
2). Od tego momentu nieprzerwanie wspdlpracujemy analizujgc rézne czynniki

wptywajgce na zdrowie reprodukcyjne zwierzat oraz ich wydajnos¢ rozrodcza.

W 2022 roku rozpoczgtam takze wspolprace z badaczem z Arabii Saudyjskiej
(Department of Pharmacognosy, College of Pharmacy Kind Saud Univeristy), ktérego
do$wiadczenie ~w  zakresie  ekstrakcji  surowcéw  pochodzenia  naturalnego
wykorzystywanych w medycynie oraz znajomo$¢ farmakokinetyki tych ekstraktéw
pozwolifo mi lepiej zrozumie¢ mechanizm dziatania substancji bioaktywnych, ktére

wykorzystuj¢ w doskonaleniu §rodowiska przechowywania plemnikéw (poz 4. tab 2.).

4.2 Wspotpraca krajowa

W ramach aktywnosci naukowej i poszukiwania odpowiedzi na stawiane pytania
badawcze podjelam si¢  wspolpracy z Zachodniopomorskim  Uniwersytetem
Technologicznym w Szczecinie, z ktérym intensywnie wspdipracuje nieprzerwanie od
2018 roku. Wspdlnie z Zespotem stworzonym z pracownikami Katedry Nauk
o Zwierzgtach Przezuwajacych, Katedry Genetyki oraz Katedry Nauk o Zwierzetach
Monogastrycznych rozwigzujemy problemy badawcze z zakresu reprodukcji zwierzat,
atakze uwarunkowan genetycznych i Srodowiskowych efektywnosci produkeji
zwierzgeej (poz. 5 tab. 2). Przy realizacji badan wspotprace nawigzano takze z Katedra
Genetyki Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (poz. 7 tab. 2.) oraz Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (Katedra Genetyki i Ochrony Zwierzat) (poz. 6
tab. 2.) |
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Tabela 2. Wykaz oraz wybrane efekty wspolpracy naukowej z innymi jednostkami

badawczymi
Pozycja Wspélpraca zagraniczna Wybrane efekt wspélpracy
1. - Department of Animal Anatomy, Histology and | Doniesienia konferencyjne:
Pathomorphology ~ National University of Life and [1,2,3,4]
Environmental Sciences of Ukraine
2. - Escola Superior Agraria, Polytechnic Institute of Viana do Artykuty naukowe:
Castelo [1,2]
- Veterinary and Animal Research Centre, University of Tras- | Doniesienia konferencyjne:
os-Montes and Alto Douro [5,6,7,8,9,10]
3. - Department of Physiology, University of Santiago de | Doniesienia konferencyjne:
Compostela [7, 8, 9]
©
E 4. - Department of Pharmacognosy, College of Pharmacy Kind Artykuty naukowe:
= Saud Univeristy [6]
g Wspoélpraca krajowa
%’ 5. - Katedra Nauk o Zwierzgtach Przezuwajgcych, Artykuty naukowe:
§ Zachodniopomorski ~ Uniwersytet ~ Technologiczny — w [3, 4]
= Szczecinie
= - Katedra Genetyki, Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie
- Katedra Nauk o Zwierzgtach Monogastrycznych,
Zachodniopomorski ~ Uniwersytet ~ Technologiczny — w
Szczecinie
6. - Katedra Genetyki i Ochrony Zwierzat, Szkota Gléwna | Doniesienia konferencyjne:
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie [11]
- Katedra Nauk Morfologicznych, Szkota Gléwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
7. - Katedra Hodowli Zwierzat i Oceny Surowcdw, Artykuty naukowe:
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu [5]

4. 3 Wykaz wybranych efektow:

4.3.1 Artykuty naukowe

1.

2. Kowalezyk A., Kowalewska-Fuczak 1.,

Kowalczyk A., Kupczynski R., Galfegska E., Jose Pedro A., Czerniawska-Pigtkowska
E. (2022). Clinical application of bio-extracts in supporting the reproductive system
of animals and humans - potential and limitations. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine. Vol. 2022, s.1-12, Numer artykuhi:4766409

Czerniawska-Pigtkowska E.

(2022).

Correlation of Polymorphism of AQP7 Gene with the Sperm Cells Quality Traits of
the Polish Holstein Friesian Bulls. Pakistan Journal of Zoology, In press
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3. Kowalewska-fuczak 1., Czerniawska-Pigtkowska E., Kowalezyk A. (2021).
Relationship between polymorphism in the CRH gene and the ftraits of body
conformation of Salers cows. Animal Biotechnology. 32, 1, 38-42.

4. Biel W., Czerniawska-Pigtkowska E., Kowalczyk A. (2019). Offal chemical
composition from calves, beef and lambs maintained in organic production systems.
Animals. 9, 489, 1-10.

5. Pytlewski J., Antkowiak I., Czerniawska-Pigtkowska E., Kowalczyk A. (2021).
A dependency between PRL gene polymorphism and breeding parameters in Polish
black-and-white Holstein-Friesian cows. Animal Biotechnology. vol. 32, nr 4, 5.432-
438.

6. Kowalezyk A., Galeska., Szul A., Lacka K., Bubel A., Araujo P., Ullah R. (2022).
Fertility rate and assessment of the cytoprotective capacity of various types of
Holothuroidea extracts on spermatozoa. Veterinary Sciences, 9, 189-202.

4.3.2 Doniesienia konferencyjne

1. Kowalezyk A., Szul A., Jedraszczyk J., Kuczaj M., Czerniawska-Pigtkowska E.,
Kostiuk V. (2019). Composition of bulls' seminal plasma — importance for bovine
reproduction. Mat. Konf. IV International Scientific and Practical Conference of
Teachers and Students, Actual aspects of animal biology, veterinary medicine and
veterinary - sanitary examination, Dnipro, 22-23.05.2019 1., 7.

2. Wrzecinska M., Czerniawska-Piatkowska E., Kowalczyk A., Biel W., Kostiuk V.,
Szewczyk A., Malepsza M. (2019). Specific characteristics of sheep’s milk and pro-
health properties. Mat. Konf. IV International Scientific and Practical Conference of
Teachers and Students, Actual aspects of animal biology, veterinary medicine and
veterinary - sanitary examination, Dnipro, 22-23.05.2019 r., 101.

3.Malepsza M., Guszczenko A., Czerniawska-Pigtkowska E., Kowalewska-Luczak 1.,
Kowalczyk A., Kostiuk V. (2019). Myostatin polymorphism. Mat. Konf. IV
International Scientific and Practical Conference of Teachers and Students, Actual
aspects of animal biology, veterinary medicine and veterinary - sanitary examination,
Dnipro, 22-23.05.2019 ., 115.

4. Kowalczyk A., Czerniawska-Pigtkowska E., Wrzecifiska M., Gateska E., Shuvar 1.
(2021). The importance of interferon-tau in the diagnosis of pregnancy — the review.
Konferencja Migdzynarodowa ,,Pons HayKOBO-TEXHIMHOTO 3aGe3MEYEHHS PO3BUTKY
arponpoMMCIOBOTO KOMIUIEKCY B CY4aCHUX PUHKOBUX yMoBax’ Dnipro, 28.02.2021 r.

5. Aratijo J.P., Sobreiro S., Cerqueira J.L., Pereira Pinto R., Kowalezyk A., Vaz-Velho
M. (2021). Growth performance of Bisaro breed and commercial hybrid entire males
on outdoor housing system. Poster presentation on XXII Congresso de Zootecnia, 29-
30.11.2021 r., Vila Real, Portugal.

6. Kowalczyk A., Galeska E., Lacka K., Szul A., Bubel A., Aratjo J.P., Cerqueira J.L.,
Wizecifiska M. (2021). Analysis of ProAKAP4 concentration in cryopreserved bulls’
semen with the addition of sea cucumber extract. 11" International Conference:
"Assisted Reproduction Technologies - Current Threats and Chances", 3-4.12.2021 .,
Torun, Poland.

7. Ferreiro .M., Aratjo J.P., Cerqueira J.L., Kowalczyk A., Cantalapiedra J., Iglesias A.
(2021). Analysis of the scrotal circunference of young Galician blonde bulls using non-
linear models of growth curves. Poster presentation onXXII Congresso de Zootecnia,
29-30.11.2021 r., Vila Real, Portugal.

8. Galgska E., Kowaleczyk A., Cantalapiedra J., Joaquim Cerqueira J.L., Aratijo J.P.,
Wrzeciniska M. (2021). Energy Deficit And Estrus Disturbances In Cows, The



10.

11.

5.
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International Conference "Biomorphology Of The XXI Century", Kyiv, Ukraine,
September 23-24, 2021, UDC 591.4, 453, 86-87.

Galgska E., Kowalczyk A., Cantalapicdra J., Joaquim Cerqueira J.L., Araujo J.P.,
Wrzecinska M., Kostiuk V., Melnyk O.7, Dudus T. (2021). The Importance Of Proper
Supplementation In The Rearing In Foals, The International Conference
"Biomorphology Of The XXI Century", Kyiv, Ukraine, September 23-24, 2021, UDC
591.4, 453, 87-88.

Kowalczyk A., Galgska E., Szul A., Lacka K., Bubel A., Aratjo JP. (2021).
Cytoprotective Capacity Of Sea Cucumber Extracts, The International Conference
"Biomorphology Of The XXI Century", Kyiv, Ukraine, September 23-24, 2021, UDC
591.4, 453, 90-91.

Swiderck W., Czerniawska-Pigtkowska E., Kuczaj M., Kowalczyk A., Gruszczynska
J., Mikula L. (2020). Relationship between sex hormones and bull semen quality.
XXVII Szkota Zimowa Hodowcdw Bydta, 30.

Informacja o osiagnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

5.1 Osiagnigcia dydaktyczne

Waznym aspektem mojej pracy zawodowej jest prowadzenie zajeé dydaktycznych

dla studentow kierunku zootechnika, biologia, biologia czlowieka oraz bezpieczefistwo

zywno$ci, zaréwno na studiach stacjonarnych jak i niestacjonarnych.

Ponizej przedstawiony zostat wykaz prowadzonych przeze mnie zajeé dydaktycznych na

Wydziale Biologii i Hodowli Zwierzat:

Realizowane przedmioty:

- organizacja produkcji nasienia zwierzgt: prowadzony w formie wykladow i ¢wiczen
(na kierunku zootechnika), studia stacjonarne i niestacjonarne

- neonatologia: prowadzony w formie éwiczen (na kierunkach zootechnika oraz
biologia), studia stacjonarne oraz niestacjonarne

- przedmiot profilakiyka weterynaryjna: prowadzony w formie ¢wiczen (na
kierunkach  zootechnika,  bezpieczenistwo  zywnodci), studia stacjonarne
i niestacjonarne

- ochrona zdrowia zwierzqt: prowadzony w formie wykladéw i ¢wiczen (kierunek
zootechnika), studia stacjonarne i niestacjonarne

- bioetyka: prowadzony w formie wykladéw (na kierunkach biologia, biologia

czlowieka) i éwiczeti oraz wyktadéw (na kierunku zootechnika), studia stacjonarne
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- zarzqdzanie srodowiskowe i ekologiczna produkcja zywnosci: prowadzony w formie
¢wiczen (na kierunku bezpieczenstwo zywnosci), studia stacjonarne

- profilaktyka i dobrostan zwierzqt towarzyszgcych: prowadzony w formie éwiczen (na
kierunku biologia), studia stacjonarne

- zdrowie zwierzqt a bezpieczenstwo produkiéw pochodzenia zwierzecego:
prowadzony w formie ¢wiczen (na kierunku bezpieczefistwo zywnosci), studia
stacjonarne

- prawo w hodowli zwierzqt: prowadzony w formie wykladéw (na kierunku
zootechnika), studia niestacjonarne

- elementy analityki szczegblowej: prowadzony w formie éwiczen (na kierunku
biologia), studia stacjonarne

- zwierzgta laboratoryjne hodowla i uzytkowanie: prowadzony w formie ¢wiczeni (na

kierunkach biologia i zootechnika), studia stacjonarne
5.1.1 Opieka naukowa nad doktorantami oraz studentami

Aktualnie petni¢ rolg promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim Pani mgr
Marcjanny Wrzecifiskiej (Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie)
oraz sprawuje opieke promotorskg nad jednym magistrantem i szecioma inzynierantami.

W ramach pracy dydaktycznej wypromowatam jednego magistranta oraz trzech
inzynierantdw. Wykonatam takze cztery recenzje prac magisterkich oraz sze$é

inzynierskich.
5.1.2 Praca w charakterze cztonka komisji egzaminacyjnych

Ponadto kazdego roku peini¢ rolg czlonka komisji egzaminacyjnej podczas
egzamindw inZynierskich na kierunku zootechnika, zaréwno dla studentdw studiow
stacjonarnych jak i niestacjonarnych.

Od 2019 roku regularnie petni¢ role cztonka komisji oceniajacej podczas Okrggowej

Olimpiady Wiedzy i Umiejg¢tnosci Rolniczych (eliminacje centralne) we Wroclawiu.
5.1.3 Realizacja projektéw dydaktycznych

Aktualnie kieruje projektem finansowanym ze $rodkéw przeznaczonych na dziatanie
Wiodgeych Zespotéw Dydaktycznych (Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu) pt. Kurs
unasieniania kréw i loch, ktérego oferta skierowana jest do studentéw kierunku rolnictwo.

W kolejnym projekcie pt. Kurs inseminacji keéw i loch jestem wykonawca zadania
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polegajacego na przygotowaniu merytorycznym (przedstawieniu wyktadéw) studentow
zootechniki w zakresie:

- zasad dziatalnosci stacji produkcji nasienia,

- regulacji prawnych dotyczacych organizacji hodowli i rozrodu zwierzat

oraz bioasekuracji,

- zasad bezpieczenstwa i higiena pracy podczas zabiegu inseminacji

- zasad bezpieczenstwa pracy z cieklym azotem

- dobrostanu zwierzat podczas programu sztucznej inseminacji

- podstaw anatomii i fizjologii narzadu rozrodczego buhaja i knura

- pozyskiwania i konserwacji nasienia buhaja i knura

- prawidlowego przechowywanie dawki inseminacyjnej buhaja i knura

- prawidtowego przygotowania i rozmrazania dawki inseminacyjnej buhaja i knura
W przedmiotowym projekcie realizowane sg trzy cykle kurséw specjalizacyjnych,

koriczace si¢ egzaminem i wydaniem uprawnieri inseminatora bydla oraz trzody chlewne;.
5.2 Osiagnigcia popularyzatorskie

W ramach aktywnosci popularyzatorskiej opracowatam 16 artykutéw popularno-

naukowych dla czasopism branzowych. Ponizej znajduje si¢ wykaz wspomnianych prac:

1. Mizera A. (2017). Zakup nasienia — na co zwrécié uwage? zabookuj.eu/hodowla,
23.02.2017.

2. Mizera A., Kuczaj M. (2017). Nasienie seksowane. Hod. Bydta 11/2017.

3. Mizera A. (2018). Uzytkowos¢ rozrodcza kréw — problematyka vs. profilaktyka. Hod.
Bydta 12/2017, 46-49.

4. Mizera A. (2018). Selekcja genomowa trzody chlewnej. Hod. Trzody Chlewnej 1-
2/2018, 30-31.

5. Mizera A. (2018). "Wspdtczesny rozrod zwierzqt gospodarskich" czyli relacja ze
styczniowej konferencji. Hod. Trzody Chlewnej 1-2/2018, 14-15.

6. Mizera A. Kuczaj M. (2018). Co moze zdyskwalifikowaé buhaja z uzythowania
rozptodowego? Hod. Bydta 3/2018, 56-58.

7. Mizera A. (2018). Nasienie mrozone w kontekscie metod sztucznego unasieniania.
Hod. Trzody Chlewnej 3-4/2018, 30-32.
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Mizera A. (2018). Utrata ciqzy u krowy mlecznej — czynniki nieinfekcyjne wphywajgce
na smier¢ zarodkowq i ptodowg. Hod. Bydta 6/2018, 30-32.

Mizera A. (2018). Embriotransfer — nie taki diabel straszny. Hod. Bydta 7-8/2018.
Mizera A. (2018). Diagnoza ciqzy u bydta — badanie per rectum vs. ultrasonografia.
Hod. Bydta 9/2018, 53-55.

Kowalczyk A. (2018). Stres termiczny - nie tylko latem! Hod. Bydta 11/2018, 32-34.
Kowalezyk A. (2018). Wzbogacanie Srodowiska — eksploracja i zabawa. Hod. Trzody
Chlewnej 11-12/2018, 46-47.

Kowalezyk A. (2019). Uzycie preparatow hormonalnych w stadach kréw — co warto
wiedzie¢? Hod. Bydia 2/2019, 72-73.

Kowalczyk A. (2019). Dlaczego prawidlowe :zywienie jest tak wazne?
Inseminatioanimalium.pl/publikacije.

Kowalczyk A. (2019). Mikroflora jelitowa prosigt w okresie odsadzenia — antybiotyki
a zdrowie prosigt. Hod. Trzody Chlewnej 3-4/2019, 22-25.

Kowalczyk A. (2022). Embriotransfer w piguice. Hod. Bydta 1/2022.

5.3 Dziatalno$¢ organizacyjna

W swoim dorobku organizacyjnym wyrézni¢ moge udzial m.in. w pracach
komisji egzaminacyjnych, wspétorganizatorstwo wydarzen naukowych o zasiegu
krajowym i migdzynarodowym oraz cztonkostwo w komitetach organizacyjnych
wydarzefi o charakterze naukowo-dydaktycznym. Ponizej znajduje sie¢ wykaz

wspomnianego dorobku.

1. (2022). Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego: First European Congress on
Applied Animal Sciences. 27-30.09.2022, Wroctaw

2. (2022). czionek Rady naukowej Zwigzku Hodowcdw i Producentdow Sektora
Rolno-Spozywczego, Stowarzyszenie - VERUS.

3. (2021). Czionek Komitetu Organizacyjnego: The International Conference
"Biomorphology Of The XXI Century", Kyiv, Ukraina, 23-24.09. 2021 r.

4. (2021). Cztonek Komisji Oceniajacej (juror w bloku produkcja zwierzeca): XLIT
Eliminacje Okregowe Olimpiady Wiedzy i Umiejetnosci Rolniczych 23.04.2021 r.

Wroctaw.
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5. (2020). Cztonek Komisji Oceniajacej w sekcji ,Hodowla Zwierzat”: XXXVII

SEJMIK SKN, XXV Miedzynarodowa Konferencja Studenckich Kot Naukowych,
- 19-20.11.2020 r., Wroctaw.

6. (2019). Cztonek Komitetu Organizacyjnego (przewodniczacy sesji Equal): XIXth
International Congress of ISAH, 08.09-12.09.2019 r., Wroctaw.

7. (2019). Czlonek Komisji Oceniajacej (juror w bloku produkcja zwierzeca): XLII
Eliminacje Centralne Olimpiady Wiedzy i Umiejetnosci, 12.04.2019 r., Wroctaw.

8. (2018-2019). Cztonek Komitetu Organizacyjnego: XIX International Congress of
ISAH, §-12.09.2019 r., Wroclaw.

9. (2018). Sekretarz Komitetu Organizacyjnego: Ist International Conference
Modern reproduction of livestock, 26.01.2018 r., Wroctaw.

10. (2018). Cztonek Komitetu Organizacyjnego: Otwarte Szkolenie pt. ,, Bydio mleczne
— narzedzia w rozrodzie i zarzqgdzaniu stadem”, 25.04.2018 r., Wroctaw.

11. (2018). Czlonek Komisji Oceniajacej (juror w bloku produkcja zwierzeca): XLII
Eliminacje Okregowe Olimpiady Wiedzy i Umiejetnosci Rolniczych, 20.04.2018 r.,
Wroctaw.

12. (2018). Cztonek Komisji Oceniajacej (juror w bloku produkcja zwierzeca): XLII
Eliminacje Centralne Olimpiady Wiedzy i Umiejetnosci Rolniczych, 6-8.06.2018 1.,

Wroclaw.

. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Podczas trzyletniej pracy zawodowej zgromadzitam prezentowany dorobek na

podstawie, ktdrego otrzymatam w 2020 roku Nagrode Projakosciowa JM Rektora

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu za wybitne osiggniecia naukowe w 2019

roku, a nastgpnie w roku 2020 Nagrodg indywidualng II stopnia za osiggniecia naukowe

JM Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Ponadto, od 2019 roku jestem

cztonkiem Wiodacego Zespotu Badawczego, na Wydziale Biologii i Hodowli Zwierzat

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.
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