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Wktad Whnioskodawcy w wyzej wymienione prace przedstawiono w zalgczniku IV,
natomiast oswiadczenia wspotautorow w zataczniku IX.
C. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO/ARTYSTYCZNEGO WW.
PRACY/PRAC 1 OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM
ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Prace O.1, 0.2, O.3 i 0.5 dotycza kur rasy Polbar objetych programem ochrony
zasobow genetycznych. Praca O.1 dotyczy globalnej zawartosci 5 metylocytozyny w DNA
podczas momentow krytycznych w zarodkach kurzych. Praca O.2 traktuje o metylacji DNA
genu CDKN2B podczas rozwoju embrionalnego, natomiast praca O.3 dotyczy poziomu
globalnej metylacji DNA w zalezno$ci od wieku ptakow. Praca O.4 byta efektem wspotpracy
z Zaktadem Ekologii Zwierzat i Lowiectwa UP w Lublinie i dotyczyla oceny zrdéznicowania
genetycznego pomiedzy dwiema populacjami bazanta w Polsce. Natomiast praca O.5 dotyczy

oceny wielkos$ci jaderek i ich liczby w spermatocytach kury i przepiorki japonskie;.

Whprowadzenie

Metylacja DNA to proces przytaczania grup metylowych (CHs) do zasad azotowych
nukleotydéw, w szczego6lnosci do cytozyny, rzadziej do adeniny. Jest typem modyfikacji
DNA, ktora moze zosta¢ odziedziczona lub nabyta, a pdZniej usunieta bez zmiany oryginalne;j
sekwencji DNA. Metylacja DNA jest epigenetyczna modyfikacja, ktorej gtéwnym zadaniem
jest aktywowanie 1 wyciszanie gendw. Dziala na zasadzie inhibitora promotora genu. Kiedy
gen ma by¢ wyciszony, grupa metylowa CHj przytacza si¢ do cytozyny w specyficznych
miejscach na nici DNA, zwanych wyspami CpG. Tym samym gen nie moze ulec translacji.
Proces ten jest odwracalny 1 w razie potrzeby gen moze ulec demetylacji i znow by¢ aktywny.
Metylacja DNA najczesciej jest procesem enzymatycznym, za$ demetylacja DNA jest
procesem biernym i polega na braku metylacji nici potomnej podczas replikacji. Podczas fazy
S cyklu komoérkowego zachodzi najwigksza cze$¢ metylacji DNA nici potomnej, jak rowniez
w te] samej fazie moze dojs¢ do demetylacji (czyli biernej metylacji). Enzymy
przeprowadzajace proces metylacji nalezag do dwdch kategorii: metylotransferaz o aktywnosci
de novo i metylotransferaz o aktywno$ci zachowujacej wzor metylacji podczas podziatow
komorkowych. Natomiast proces nieenzymatycznej metylacji DNA jest wynikiem mutacji
(substytucji). Mechanizm wydaje si¢ by¢ bardzo prosty, lecz jego prawidtowy przebieg
wymaga wielu czynnikdw, jak na przykltad odpowiednie metylotransferazy, biatka

pomocnicze czy odpowiednia regulacja procesu. W wiekszo$ci przypadkéw wzor metylacji



DNA jest zapisany w genomie, wyjatek stanowig btedy zwigzane z nieprawidtowosciami
procesu. Modyfikacje epigenetyczne sa odwracalne i wptywaja miedzy innymi na stabilno$¢
struktury chromatyny, rozwdj zarodkowy czy integralno$¢ genomu. Epigenom, w
przeciwienstwie do genomu ma charakter dynamiczny 1 jest réznicowany pomig¢dzy
poszczegolnymi komodrkami, natomiast 5-metylocytozyng w DNA mozna oznaczy¢ pod
katem jakosciowym (metylacja pojedynczego genu) i ilosciowym (catkowita metylacja
genomu) [Ehrlich 2003].

Proces kowalencyjnego przytaczenia grup metylowych do cytozyny, badz adeniny w
DNA zmienia powinowactwo DNA do czynnikoéw transkrypcyjnych powodujac reorganizacje
nici nukleosomowej. Przebieg metylacji DNA jest skorelowany z wyciszaniem genow,
wplywajac tym samym na ich ekspresje. Specyficzne DNA-metylotransferazy (DNMT)
przenoszg grupy metylowe od donora, ktorym jest S-adenozylometionina (SAM-CH3) na
piaty atom wegla pierScienia pirymidynowego cytozyny (CS5), grupe aminowa cytozyny (N4)
lub grupe aminowa adeniny (N6) przy czym m°C wystepuje U Procaryota i Eucaryota, m*C u
Procaryota, a m°A u Procaryota i u nizszych Eucaryota (bezkrggowcoéw) [Wu 1 Santil987;
Hattman 2005]. Metylacja DNA jest kluczowa i niezb¢dna do prawidlowego rozwoju
komorek. Wygaszanie ekspresji gendw zwigzane jest z dwoma réznymi mechanizmami.
Pierwszy mechanizm wymaga obecno$ci metylowrazliwych czynnikéw transkrypcyjnych,
zdolnych do zwigzania si¢ z niezmetylowanymi promotorami genow. Metylowrazliwe
czynniki transkrypcyjne nie wiaza si¢ natomiast z promotorami, gdzie doszto do
nieprawidlowej metylacji cytozyny. Metylacja DNA wplywa bowiem na interakcje biatko —
DNA, prowadzac do zmian w strukturze chromatyny oraz dostepnosci DNA dla maszynerii
transkrypcyjnej. Obecno$¢ zmetylowanych dinukleotydéw CpG w danym promotorze genu,
uniemozliwia bezposrednio przylaczenie si¢ czynnikow transkrypcyjnych. Drugi mechanizm
wymaga obecnosci biatek, ktore sg zdolne do zwigzania okre§lonych zmetylowanych
sekwencji DNA, zwanych MBPs (metyl-CpG-binding proteins — biatka wigzace metylowane
CpG). Wyciszanie ekspresji genoOw zwigzane jest z obnizeniem acetylacji histonow, w ktorym
posrednicza biatka MBPs [Hendrich i Bird, 2000].

Metylacja wysp CpG w regionach promotorowych gendéw prowadzi czgsto do braku
ekspresji tych gendw, poprzez zahamowanie transkrypcji. Nie mozna jednak jednoznacznie
stwierdzi¢, ze brak metylacji wysp CpG zawsze uaktywnia ekspresje gendw. Odnotowano
liczne geny, dla ktorych obserwuje sie¢ brak zalezno$ci pomiedzy metylacja DNA a
transkrypcja [Stawski 1 in., 2005]. Wykazano stabg zalezno$¢ pomiedzy ekspresja gendéw a

metylacjg dinukleotydow CpG zlokalizowanych w sekwencji kodujacej usytuowanej poza



pierwszym egzonem [Luczak i Jagodzinski 2006]. Stwierdzono natomiast, ze metylacja
cytozyny stabilizuje podwojng helise DNA, a nawet wptywa na mocniejsze wigzanie DNA z
niektorymi biatkami [Ashapkin 1 in., 1995]. Zmiany w nieprawidtlowym profilu metylacji
DNA mogg prowadzi¢ do stanéw patologicznych. U organizmow eukariotycznych metylacja
odpowiada migdzy innymi za pi¢tnowanie gamet (imprinting rodzicielski), inaktywacje
chromosomu X w komorkach samic ssakow tozyskowych, zmiany w konformacji biatek oraz
regulacje ekspresji genéw [Lucifero i in., 2004].

Wraz z rozwojem embrionalnym nastgpuje zmetylowanie cytozyny w DNA w
poszczegolnych genach. Gen CDKN2B (cyclin-dependent kinase inhibitor 2B) u kur
zlokalizowany jest na chromosomie Z wraz z czterema innymi genami: micro-RNA 31
(miRNA-31), methylthioadenosine phosphorylase (MTAP), cyclin-dependent kinase inhibitor
2B (CDKNZ2B), tripartite motif 36 (TRIM36), oraz protein geranylgeranyltransferase type I, p
subunit (PGGT1B) [Dorshorst i Ashwell 2009]. Wszystkie sg odpowiedzialne za aktywno$¢
melaniny w melanocytach [Campo 1991]. Wymieniony gen CDKN2B koduje biatko podobne
do jednego z dwoch cykliniozaleznych inhibitoréw kinaz wystepujacych u ssakow. W
ludzkich keratynocytach biatka te sa indukowane poprzez cytoking TGF-beta, ktora
wstrzymuje wzrost komorki w fazie G1 cyklu komoérkowego. Dowodzi to, ze biatko
kodowane przez ten gen jest funkcjonalnym odpowiednikiem p16INK4a u ssakow [Dorshorst
i Ashwell 2009].

Zmiany epigenetyczne odgrywaja istotng rolg we wszelkich przemianach
zachodzacych w organizmie. Stosunek gendéw aktywnych do wyciszonych ulega zmianom w
roznych okresach rozwoju. U czlowieka prawie 100% genow jest aktywnych zaraz po
zaptodnieniu, po czym ulggaja stopniowemu wyciszeniu, 1 U starca warto$¢ ta spada ponize]
10%. Bezdyskusyjnym jest fakt, ze geny, odpowiedzialne za tworzenie si¢ narzadow w
okresie embrionalnym muszg zostaé wyciszone, poniewaz W przeciwnym przypadku
organizm w okresie pozniejszym produkowalby dodatkowe organy. Natomiast do grupy
genow, ktore traca aktywnos$¢ wkrotce po urodzeniu, nalezg np. geny potrzebne do syntezy
hemoglobiny F czyli hemoglobiny ptodowej. Proces wyciszania genéw trwa w dalszym ciagu
rozwoju prowadzac do optymalnej proporcji genow aktywnych i nieaktywnych w wieku 25
lat. Wkrotce potem grupy gendw sg wyciszane w procesie starzenia prowadzac do obnizenia
produkcji hormondw ptciowych, odpornosci, zapamietywania, demencji, zmian zapalnych w
stawach, przyspieszajac miazdzyce tetnic, uposledzajac odnowe tkanek (siwienie, lysienie,
powstawanie zmarszczek), dlatego tez niezbgdne jest prawidlowe dziedziczenie kodu

epigenetycznego do wilasciwego przebiegu embriogenezy i1 funkcjonowania organizmu



czlowieka, jak réwniez wigkszosci innych organizméw [Burzynski, 2006; Damelin i Bestor
2007]. W genomie zarodka modyfikacje epigenetyczne obejmujg dwa glowne etapy. Pierwszy
etap odbywa si¢ w komoérkach zawigzka linii piciowej, natomiast drugi w zarodku w stadium
przedimplantacyjnym [Bird 2002]. Komorki zawigzka linii piciowej, gdy znajdg si¢ w
grzebieniu plciowym przechodza demetylacje DNA i odziedziczony rodzicielski wzor
metylacji zostaje usunig¢ty. Demetylacja DNA zostaje zakonczona w komorkach plciowych,
kiedy meskie komorki rozrodcze rozpoczynaja podzialy mitotyczne i mejotyczne [Hajkova i
in., 2002]. Réznicowanie piciowe komoérek rozrodczych rozpoczyna si¢, gdy grzebien
plciowy zostanie uksztattowany pod wzgledem morfologicznym. Zenskie komorki rozrodcze
rozpoczynaja mejoz¢ I, przechodza przez profaze¢ i zatrzymuja si¢ w stadium diplotenu,
natomiast me¢skie komorki rozrodcze przechodza podziaty mitotyczne. Ustalenie nowego
wzoru metylacji genomu w komorkach rozrodczych zachodzi po usunigciu juz wczedniej
istniejagcego wzoru. Roznicujacy si¢ genom zarodka zostaje przeksztalcony w matczyny lub
ojcowski w zalezno$ci od posiadanego zestawu chromosomoéw. Proces ten nastgpuje przed
rozpoczeciem podzialow mejotycznych [Olek i Walter 1997; Allegrucci 1 in., 2005]. W
zenskich komoérkach rozrodczych wzor metylacji zostaje ustalony de novo w czasie
dojrzewania oocytow, natomiast mechanizm metylacji de novo w komoérkach rozrodczych
meskich nie jest dobrze poznany [Obata i Kono 2002]. Poziom metylacji DNA jest
gatunkowo-, tkankowo- i organellospecyficzny. Wykazana zalezno$¢ pomiedzy poziomem
globalnej metylacji DNA a wiekiem organizmu, dotyczy zard6wno zwierzat jak i roslin.
Dodatkowo u cztowieka odnotowano zalezno$¢ pomiedzy metylacja DNA a wiekiem oraz
plcia [Boks 1 in. 2009]. Doniesienia wielu zespotow badawczych informowaly o obnizeniu
poziomu metylacji wraz z wiekiem [Vanyushin 2005]. Zaobserwowano rowniez tendencje
przeciwna tj. wzrostu metylacji DNA w poszczeg6lnych tkankach wraz z wiekiem organizmu
[Kwabi-Addo 2007]. Najnowsze badania donosza o zalezno$ci pomiedzy poziomem metylacji
DNA dziecka zaraz po urodzeniu, a wiekiem rodzicow. Dowiedzionym jest, ze wiek ma
wpltyw na poziom metylacji DNA w wigkszos$ci organizméw. Poziom metylacji DNA moze
by¢ wskaznikiem wieku lub narzedziem do przewidywania dtugosci zycia, za$ nieprawidlowa
metylacja moze prowadzi¢ do przedwczesnego starzenia [Adkins i in., 2011; Bocklandt i in.,
2011].

Mechanizmy epigenetyczne majg rowniez wplyw na morfologie jaderek. W
komorkach osobnikéw mtodych sa gladkie, natomiast wraz z wiekiem ich ksztalt staje si¢
nieregularny. Stwierdzono zwigzek migdzy morfologig jaderek i procesami starzenia komorki.

Jaderko jest najlepiej poznanym funkcjonalnym sktadnikiem jadra komorkowego. Odbywa



si¢ w nim synteza i dojrzewanie czasteczek rybosomalnego RNA (rRNA), jak rowniez
taczenie si¢ ich z bialkami. Geny dla rRNA znajduja si¢ w okre§lonych chromosomach, w
miejscach organizatoréw jaderkotworczych (NOR). Liczba jaderek moze by¢ taka sama jak
liczba NOR-chromosomow, cho¢ z reguty jest mniejsza [Derenzini i in. 2005]. Geny kodujace
rRNA istniejg w dwoch formach. Ich konformacja ,,otwarta” jest aktywna transkrypcyjnie,
natomiast konformacja ,,zamknigta” jest zwigzana z tzw. procesem zalamania transkrypcji.
Wyciszaniu mogg ulega¢ cate rejony NOR lub tylko niektore geny organizatoréw jaderka. Ma
to bezposredni zwigzek z postepujacym procesem metylacji zwigzanym z wiekiem
organizmu. Jaderka wystepuja w jadrach komorkowych prawie wszystkich komorek
eukariotycznych, poniewaz zawieraja geny metabolizmu podstawowego, wyjatek stanowig
plemniki 1 dojrzate erytrocyty ptakow [Raska 1 in. 2006]. Chociaz zasadnicza funkcja jaderka
jest kontrola biogenezy rybosomow, to w ostatnich latach, stwierdzono zwiazek migdzy
morfologiag jaderek i procesami starzenia si¢ komorki. Kury i przepidrki sg organizmami
szybko dojrzewajacymi o szybkiej rotacji pokolen. [Gryzinska i Niespodziewanski, 2009].
Moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane w badaniach dotyczacych procesow starzenia i
zmian w strukturach komorkowych zachodzacych na skutek starzenia si¢ organizméow

Opisane powyzej przyktady rdéznorodnosci dotycza zmiennosci epigenetycznej.
Organizmy podlegaja réwniez zmiennosci genetycznej, ktora jest jedna z najwazniejszych
cech charakteryzujacych kazda populacje. Roéznorodnos¢ genetyczna jest podstawa
zachowania zdolnosci adaptacyjnych populacji do zmiennych warunkoéw $srodowiskowych.
Niski stopien zroznicowania genetycznego moze prowadzi¢ do obnizenia zdolnosci
adaptacyjnej populacji [Freeland 2005]. Oszacowanie poziomu zmiennosci genetycznej jest
kluczowe w badaniu populacji i ma ogromne znaczenie dla bior6znorodnos$ci. Na skutek m.in.
dryfu i selekcji, zwtaszcza w populacjach o niskiej liczebnosci, moze doj$¢ do znacznego
ograniczenia puli genow, wynikiem czego bedzie utrata zdolnosci adaptacyjnych. Dlatego tez
zalecanie jest monitorowanie zmian w strukturze genetycznej populacji [Weigend i Romanow
2001].

Wspotczesny model towieckiego gospodarowania bazantami opiera si¢ na hodowlach
zamknigtych i wsiedlaniu do towisk odchowanych ptakéw. W Polsce roczna wielko$¢
produkcji bazantéw w hodowlach zamknigtych przekracza 300 tys. ptakow. Przezywalnos¢
bazantéw pochodzacych z hodowli fermowych nie przekracza 10 %. W sezonie polowan na
bazanty najwyzszy odsetek kogutow pochodzacych z wsiedlen byl w listopadzie, a w lutym
wsrod odstrzelonych bazantéw znajdowaty si¢ koguty, ktore nie pochodzity z ostatnich

wsiedlen. Lowiecki model gospodarowania bazantami w Polsce akceptuje wsiedlenia ptakow



z hodowli zamknigtych, ale tez popiera eksploatacje populacji w terenach gdzie nie prowadzi
si¢ wsiedlen z hodowli zamknigtych. Po wypuszczeniu ptakow z zamknigtych hodowli
wystepuje duza S$miertelno$¢, 1 tylko niewielka cze$S¢ z nich przezywa. Porownanie
zmiennos$ci genetycznej bazantow pochodzacych z fermy 1 z terenéw gdzie nie prowadzono

wsiedlen wydaje si¢ by¢ interesujagcym problemem w aspekcie naukowym jak i praktycznym.

Cele naukowe

e Okreslenie globalnego poziomu 5-metylocytozyny w DNA w szdstym dniu inkubacji
podczas oddychania omoczniowego oraz w osiemnastym dniu inkubacji w trakcie
oddychania plucnego w zarodkach kurzych

e Okreslenie metylacji genu CDKN2B zlokalizowanego na chromosomie Z w locus bar
u kur rasy Polbar w 6 i 12 dobie rozwoju embrionalnego, za pomoca techniki MSP.

e Okreslenie poziomu globalnej metylacji DNA w zaleznosci od wieku kur z
wykorzystaniem ilosciowej techniki pomiaru wzglgdnego poziomu metylacji DNA.

e Okreslenie liczby 1 wielkosci jaderek w spermatocytach kury 1 przepiorki japonskie;.

e Okreslenie zréznicowania genetycznego dwoch populacji bazantéw (jedna populacja
pochodzita z fermy, natomiast druga z terenow gdzie nie prowadzono wsiedlen w

dluzszym przedziale czasowym).

Uzyskane wyniki badan

W pracy O.1 dokonano oceny globalnego poziomu 5-metylocytozyny w DNA w
szostym dniu inkubacji podczas oddychania omoczniowego oraz w osiemnastym dniu
inkubacji w trakcie oddychania ptucnego w zarodkach kurzych rasy Polbar. Postawiono
hipoteze o zrdéznicowanym poziomie catkowicie zmetylowanego DNA podczas rozwoju
embrionalnego z uwzglednieniem kluczowych momentow zwigzanych z oddychaniem.
Stwierdzono, ze poziom catkowitej metylacji DNA wzrasta wraz z wiekiem embriondéw kur
Polbar. Poziom catkowitej metylacji DNA w 6 dniu inkubacji, jako wzgledny poziom
metylacji w probkach w stosunku do zmetylowanej kontroli wyniost 5,77%, natomiast w 18
dniu inkubacji 17,8%. Roéznica pomiedzy $rednimi byla istotna statystycznie. Reakcje
metylacji i demetylacji sg niezwykle specyficzne i zwigzane z okre§lonymi etapami rozwoju
danego organizmu. Metylowana cytozyna jest waznym epigenetycznym czynnikiem

regulujacym aktywnos$¢ gendw odpowiedzialnych za proces r6znicowania.



Globalny poziom 5-metylocytozyny w DNA podczas oddychania plucnego byt
wyzszy niz w trakcie oddychania omoczniowego. Analiza wskazuje wyrazng zaleznos¢
mi¢dzy etapem rozwoju osobniczego, a globalnym poziomem 5-metylocytozyny w DNA.

W pracy O.2 opisano znaczenie metylacji DNA podczas ekspresji genéw w trakcie
rozwoju. Podczas rozwoju zarodkowego w stadium wczesnego embrionu nastepuje redukcja
poziomu metylacji (tzw. globalna demetylacja). Powoduje to aktywowanie wszystkich genow
niezb¢dnych do roéznicowania komoérek. Po implantacji zarodka nast¢puje fala metylacji de
novo wigkszosci cytozyn zlokalizowanych w dinukleotydach CpG, a wzory metylacji
zmieniajg si¢ w poszczegolnych stadiach rozwojowych. Po zaptodnieniu zygota, jak rowniez
rozwijajacy si¢ zarodek posiadaja odziedziczony po obojgu rodzicach wzoér modyfikacji
epigenetycznych. Metylacja DNA utrzymywana jest w komorkach somatycznych oraz w
komorkach linii zawigzkéw plciowych podczas migracji do rozwijajacych si¢ gonad. Przed
fuzja przedjadrzy w genomie ojcowskim zachodzi natychmiastowa i catkowita demetylacja,
natomiast w genomie matczynym demetylacja nastgpuje Sstopniowo podczas pierwszych
podziatéw komoérkowych. Rowny poziom hipometylacji genomow zostaje osiagnigty na
etapie 16 — komorkowego zarodka. Nastepnie genom zarodka ulega ponownej metylacji de
novo po implantacji w stadium blastocysty. Dane literaturowe odnosza si¢ przede wszystkim
do ssakéw. Wykorzystanie w badaniach Gallus gallus domesticus nie bylo przypadkowe,
poniewaz jest to organizm modelowy stosowany w badaniach biomedycznych, ewolucyjnych,
genomice porownawczej oraz w badaniach epigenetycznych.

W pracy sformutowano hipotez¢ badawcza: metylacja DNA w genie CDKN2B
zmienia si¢ wraz z rozwojem embrionalnym. Metoda MSP (methylation-specyfic PCR)
okreslono profil metylacji genu CDKN2B zlokalizowanego na chromosomie Z w locus bar u
kur rasy Polbar (Gallus gallus domesticus) w 6 i 12 dobie rozwoju embrionalnego. Ujawniony
na elektroforogramach produkt reakcji MSP $wiadczyt o braku zmetylowania genu CDKN2B.
Intensywnie $wiecace prazki produktu MSP w ktorych uzyto starterow niezmetylowanych
dowodza, ze amplifikowany fragment byt jednoznacznie niezmetylowany. Catkowity brak
produktu amplifikacji, przy zastosowaniu starterow powielajacych zmetylowany wariant
badanego fragmentu DNA (173pz) w 6 dobie rozwoju oraz obecnos¢ bardzo stabego produktu
amplifikacji w 18 dobie rozwoju embrionalnego moze $wiadczy¢ 0 niewielkim odsetku
zmetylowanych cytozyn w badanym fragmencie DNA w pézniejszym etapie rozwoju
embrionalnego. Oznacza to, ze w danych etapach rozwoju embrionalnego gen ten jest w

duzym stopniu aktywny.
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W pracy O.3 wykazano zalezno$¢ pomigdzy metylacja DNA a wiekiem organizmu.
Rozwdj osobniczy to proces niezwykle uporzadkowany i zlozony, zaczynajacy si¢ w stadium
totipotencjalnej zygoty 1 prowadzacy do wyksztatcenia wielu typow wyspecjalizowanych
komorek tworzacych tkanki 1 narzady, bedace strukturalng i funkcjonalng catoscig. W trakcie
embriogenezy nie nastgpuje utrata gendéw, dlatego przyczyng roznic miedzy komorkami jest
réznie dziatajacy wzor ekspresji genoéw i dla kazdej z komodrek wzor jest ten $cisle okreslony.
Metylacja DNA jest przyktadem modyfikacji, ktéra odgrywa istotna role w powstawaniu i
rozwoju organizmu, jak réwniez w jego prawidtowym funkcjonowaniu.

Celem niniejszych badan bylo okreslenie poziomu globalnej metylacji DNA w
zaleznosci od wieku kur rasy Polbar z wykorzystaniem ilosciowej techniki pomiaru
wzglednego poziomu metylacji DNA, wzorowanej na tescie immunoenzymatycznym.
Badania przeprowadzone na ssakach potwierdzity zalezno$¢ metylacji od wieku organizmu.
Natomiast wspotczesna wiedza na temat wptywu wieku na poziom metylacji DNA u ptakow
pozostaje znikoma. Dlatego tez sformutowano hipoteze badawcza: catkowity poziom
metylacji DNA u kur rasy Polbar ulega zmianie wraz z wiekiem organizmu. Badania
przeprowadzono dla dwoch okresow rozwojowych - embrionalnego i postembrionalnego.
Materiat do analiz (w zalezno$ci od okresu rozwojowego) byl pobierany z réznych tkanek.
Poniewaz metylacja DNA jest procesem tkankowo specyficznym, dlatego tez analize
przeprowadzono oddzielnie dla poszczegolnych tkanek. W okresie embrionalnym
odnotowano istotnie statystyczny wzrost poziomu metylacji DNA. Natomiast w okresie
postembrionalnym catkowity poziom metylacji DNA malat istotnie statystycznie w
przyjetych przedziatach czasowych (pomigdzy osobnikami w pierwszym dniu po wykluciu
oraz 32 tygodniowymi).

W pracy O.4 przedstawiono wyniki badan dotyczace zrdznicowania genetycznego
bazantow (Phasianus colchicus). Postawiono hipoteze¢ 0 genetycznym uwarunkowaniu
przezywalno$ci bazantow pochodzacych z hodowli fermowej. Poréwnano dwie grupy
bazantow. Pierwsza grupe stanowity ptaki zyjace w naturalnym siedlisku w $rodkowo
wschodniej Polsce, gdzie nie prowadzono wsiedlen bazantow z fermy w dtuzszym przedziale
czasowym. Lowieckie gospodarowanie byto skupione na ksztaltowaniu dobrych warunkow
siedliskowych, optymalnej bazie pokarmowej i niewielkim odstrzale kogutow. Druga grupa
byly ptaki chowane na fermie i z tej fermy odchowane bazanty byly wsiedlane na terenie
srodkowo-wschodniej Polski. Badania poza warto$cig poznawczg maja znaczenie dla
udoskonalenia praktyk hodowlanych stosowanych w gospodarce towieckiej. Material do

badan z obu grup pobrano w tym samym terminie. DNA izolowano z pior. Zastosowano
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metoda losowej amplifikacji polimorficznego DNA, nalezaca do popularnych i czgsto
uzywanych metod do oceny bior6znorodnosci, ktora poza identyfikacja genotypoéw pozwala
oszacowa¢ wystepowanie miedzy nimi genetycznego zrdznicowania 1 pokrewienstwa.
Mozliwos$¢ przyzyciowego pobierania materialu do badan, bez jakiejkolwiek ingerencji oraz
izolacja genomowego DNA =z pior, tatwos¢ jej przeprowadzania i szybka weryfikacja
wynikéw sprawiaja, iz jest jedng z najbardziej przydatnych technik w ocenie genetycznej
populacji.

Na podstawie analizy zebranego materialu stwierdzono obecnos¢ pewnych
charakterystycznych prazkéw wystepujacych u wigkszosci badanych dziko zyjacych i
hodowlanych osobnikoéw. Bazanty zyjace w naturalnym siedlisku gdzie nie byto wsiedlanych
osobnikow z fermy charakteryzowaty si¢ wiekszym polimorfizmem co objawialo si¢ wigksza
iloscig fenotypoéw. Liczba fenotypow specyficznych tylko dla bazantéw z naturalnego
siedliska dla pierwszej pary starterow byta dwukrotnie wigksza niz pochodzacych z fermy.
Dla drugiej pary starterow rdznica byla trzykrotna. Pierwotne pochodzenie bazantow zyjacych
w naturalnym siedlisku jest fermowe. Tym samym zrdéznicowanie genetyczne pomig¢dzy
dwiema grupami bazantoéw mozne by¢ efektem selekcji naturalnej.

Celem pracy O.5 byta analiza liczby i wielko$ci jaderek w spermatocytach Gallus
gallus domesticus and Coturnix coturnix japonica. Postawiono nastepujaca hipoteze: liczba
jaderek jest rowna lub mniejsza od liczby NOR-chromosoméw. W komorkach kogutéw kury
1 przepiorki obserwowano zmienno$¢ liczby 1 wielkos$ci jaderek zaréwno wewnatrz osobnicza
jak 1 miedzy osobnikami. U poszczegdlnych osobnikow liczba jaderek wahata si¢ od 1 do 4 u
kur i od 1 do 2 u przepiorki. Jaderka klasyfikowano jako duze lub mate. W komorkach
kazdego z badanych samcow stwierdzono przewage jaderek matych - 66% dla Gallus i 88%

dla Coturnix.

Podsumowanie wynikéw badan

Dowiedziono, ze metylacja DNA jest procesem zaleznym od wieku. W jaki sposob
wiek wpltywa na obnizenie, badz podwyzszenie poziomu metylacji DNA w tkankach i
organach réznych organizméw jest jeszcze nie do konca wyjasnione i wymaga dalszych
badan. Poziom catkowitej metylacji DNA wzrastal wraz z wiekiem embrionoéw kur Polbar, a
malal wraz z wiekiem osobnikow w okresie postembrionalnym. Metylowana cytozyna jest
waznym epigenetycznym czynnikiem regulujacym aktywno$¢ gendéw odpowiedzialnych za
proces roznicowania. Badania zalezno$ci poziomu globalnej metylacji DNA od wieku kur

rasy Polbar nie tylko poszerzaja wiedzg na temat epigenomu tego gatunku, ale przyczyniajg
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si¢ do poszerzenia ogolnej wiedzy na temat dzialania mechanizméw epigenetycznych. Moga
stanowi¢ podstawe do kontynuowania pracy nad poznaniem tych mechanizméw u
pozostatych gatunkow zwierzat. Okreslenie poziomu zmetylowania cytozyny w DNA moze
by¢ w przysztosci wyznacznikiem wieku, a nawet narzgdziem do przewidywania dtugosci
zycia.

Badania wykazaly, ze gen CDKN2B nie jest wyciszony w 6 i 12 dobie rozwoju
embrionalnego kur Polbar. Jako jeden z pieciu gendw odpowiedzialnych za aktywnos$¢
melaniny w melanocytach, bedagc w znacznym stopniu aktywny, moze przyczynia¢ si¢ do
produkcji tego barwnika. Badania metylacji DNA genu CDKN2B u kur Polbar wprowadzaja
informacje na temat epigenetycznych mechanizméw autoseksingu tego gatunku oraz ogdlng
wiedz¢ na temat dziatania mechanizméw epigenetycznych u ptakéw. Powyzszy gen nie jest
wyciszony w badanych okresach, co moze sprzyja¢ aktywnej produkcji melaniny w
melanocytach, a tym samym ro6znicowaé kurki od kogutkow w pierwszej dobie po wykluciu.
Istotne wydaje si¢ rowniez okreslenie profilu metylacji DNA genéw zlokalizowanych na
chromosomie Z w locus bar. Metylacja moze mie¢ zwiazek z identyfikacjg plci na podstawie
barwy upierzenia pisklat.

W odniesieniu do jaderek, w miar¢ starzenia si¢ organizmu zmienia si¢ przede
wszystkim ksztalt jaderka. Komorki mlode maja jaderka gladkie a w miare starzenia si¢
organizmu, ksztalt jaderek staje si¢ nieregularny. Natomiast potwierdzono regule liczby
jaderek u przepiorki (liczba jaderek jest rowna lub mniejsza od liczby aktywnych NOR),
natomiast w komorkach kur liczba jaderek przewyzszata liczbe aktywnych NOR opisanych
dla Gallus gallus domesticus (przyczyng zroznicowania moze by¢ wystgpujaca u kur trisomia,
dotyczaca 16 pary chromosomow).

Stwierdzono wystgpowanie polimorfizmu DNA w przypadku bazantow. W obu
przeprowadzonych reakcjach metoda losowej amplifikacji polimorficznego DNA z réznymi
parami starteréw uzyskano podobne wyniki. Wyrdzniono osobniki zdecydowanie do siebie
podobne oraz najmniej podobne. Pierwotne pochodzenie bazantow zyjacych w naturalnym
siedlisku jest fermowe i1 obecne zrdznicowanie genetyczne pomigdzy dwiema grupami
ptakow mozna interpretowac jako efekt selekcji naturalnej. Na podstawie przeprowadzonych
analiz stwierdzono zréznicowanie genetyczne pomiedzy dwiema populacjami bazantow

pochodzacych z r6znych srodowisk (naturalnego i fermowego).
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OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Kierunki mojej pracy badawczej wynikajg z wlasnych zainteresowan naukowych i
wpisujg si¢ W tematyke badan prowadzonych w Katedrze Biologicznych Podstaw Produkciji
Zwierzecej Wydziatu Biologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Podczas pracy naukowej kierowatam projektem badawczym dotyczacym
zroznicowania plciowego cech biochemicznych i morfologicznych kur rasy Polbar podczas
ontogenezy. Tematyka moich badan bylo okreslenie zréznicowania plciowego cech
morfologicznych, biochemicznych, aktywnosci wybranych enzyméw, zawartosci
mikroelementow oraz kwasu dezoksyrybonukleinowego. Zagadnieniem tym zajmowatam si¢

réwniez po ukonczeniu projektu badawczego rozszerzajac go do innych gatunkow zwierzat.
A. Polimorfizm bialek tresci jaja (bialka i zéltka)

Dotychczasowe badania zawartosci frakcji biatkowych koncentrowaty si¢ gtdéwnie na
ich identyfikacji oraz okresleniu  polimorfizmu. Nieliczne dotyczyly rowniez
przyporzadkowania zawartosci poszczegélnych frakcji zwierzetom reprezentujacym rdzne
grupy wiekowe i stany fizjologiczne. W badaniach dotyczacych frakcji biatkowych (albumin,
postalbumin, pretransferyn, transferyn i posttransferyn) zottka i biatka jaja stwierdzono, ze
wiek i stan fizjologiczny zréznicowaty wzgledny poziom frakcji biatkowych. Wskazano na
celowos¢ badan zawartos$ci frakcji biatkowych w powigzaniu z ich uzytkowos$cig (praca
11.D.1). Stwierdzono trzy typy ovoglobuliny G-4 w biatku jaja oraz wykazano zwigzek
pomigdzy szybkomigrujacym szerokim pasmem G-4-A i wyzszg masa jaja W porownaniu do
wolnomigrujacego pasma G-4-B u kur ras Zielononozka kuropatwiana, Susex i Rhode Island
Red. W badaniach dotyczacych zmiennos$ci frakcji biatek zottka jaja okreslono zaleznosé
pomiedzy polimorficznymi formami prealbumin a masa jaja oraz jakoscia skorupy u kur rasy
Susex (11.D.2). Obserwowane zaleznosci moga by¢ wykorzystane w selekcji kur tej rasy w
celu poprawy jakosci skorupy i masy jaja. Natomiast w kolejnej pracy (I11.D.3) okre$lono
zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmem wybranych biatek zoltka i bialka jaja a uzytkowoscia
szesciu ras kur. Stwierdzono istotng zalezno$¢ migdzy fenotypowymi formami biatek tresci
jaja i cechami uzytkowymi. Polimorficzno$¢ oraz zwiagzek z cechami uzytkowymi wskazuje,

ze znaczenie praktyczne w genetycznym doskonaleniu badanych rodéw pod wzgledem cech
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uzytkowych moga znalez¢ biatka z podregionu szybkomigrujacych prealbumin Pa-F w zottku
oraz ovoglobulin G4 w biatku jaja. Uzyskane wyniki wskazujg, ze polimorficzne formy biatek
z6Ottka i bialka jaja moga by¢ wykorzystywane w selekcji kur uzupehlniajgc programy

hodowlane.

B. Ocena zroznicowania genetycznego i epigenetycznego populacji wybranych

gatunkow zwierzat

Zrdéznicowanie genetyczne kur rasy Polbar i Zielonondzka kuropatwiana oceniano na
podstawie polimorfizmu wybranych sekwencji mikrosatelitarnych i losowej amplifikacji
fragmentow DNA. Oceng¢ zmienno$ci genetycznej w oparciu o wyniki polimorfizmu
mikrosatelit obliczono na podstawie wspotczynnika heterozygotycznosci dla jednego locus,
charakteryzujacego zmienno$¢ genetyczng populacji oraz wspolczynnika polimorfizmu PIC
dla loci mikrosatelitarnych (praca 111.B.19). W pracy 111.B.13 stwierdzono wystepowanie
polimorfizmu u kur rasy Zielonon6zka kuropatwiana. Odnotowano wystepowanie od dwoch
do pietnastu prazkéw potozonych na wysokosci od okoto 200 do okoto 1000 pz. Na
podstawie analizy otrzymanych wynikoéw stwierdzono wystgpowanie charakterystycznych dla
wigkszosci osobnikow prazkow na wysokosci okoto 300-350 pz. W populacji objetej
badaniem okreSlono wystgpowanie szesnastu roznych fenotypow. Natomiast w
doswiadczeniu dla rasy Polbar (praca I11.B.15.) kury podzielono na grupy w zalezno$ci od
fenotypowego wzoru prazkowego. Z dokumentacji fermy zebrano dane dotyczace
uzytkowosci kur. Stwierdzono S$cisla korelacje migdzy wyrdznionym fenotypem a
uzytkowoscia, w tym przypadku byla to masa jaja.

W pracy I1.A.5 badano wptyw amfoterycyny B (AmB) na poziom metylacji DNA u
pszczot. Amfoterycyna B jest antybiotykiem stosowanym u ludzi w leczeniu grzybicy.
Niestety, tworzy ztogi w watrobie, nerkach 1 mézgu. Podobng zalezno$¢ odkladania AmB
zaobserwowano u pszczoly (w przewodzie pokarmowym). Z tego wzgledu jak rowniez ze
wzgledu na skrajnie r6zne formy fenotypowe (matka, truten, robotnica) pszczoty sa dobrym
organizmem modelowym do badania mechanizmow epigenetycznych. W trakcie pracy
postawiono nastepujaca hipoteze badawcza: amfoterycyna B wplywa na poziom globalnej
metylacji DNA u pszczot. Dwom grupom pszczot w klatkach podawano syrop cukrowy z
dodatkiem amfoterycyny B (AmB) w réznych dawkach, natomiast grupa kontrolna
otrzymywata tylko syrop cukrowy. Am B jest zwigzkiem chemicznym pochodzenia

naturalnego, i moze wywolywaé liczne objawy niepozadane. W doswiadczenie AmB
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wplyneta na skrocenie dtugosci zycia pszczo6t oraz obnizala poziom globalnej metylacji DNA
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stwierdzono, ze AmB u pszczoly wptywa na kontrole
epigenetyczng poprzez zmniejszenie globalnego poziomu metylacji DNA, prawdopodobnie
przez zakldcanie réwnowagi metylacji/demetylacji. Podobng wspotzaleznos¢ obserwowano
dla innego organizmu modelowego Arabidopsis thaliana, po podaniu kanamycyny. W
przeprowadzonym do$wiadczeniu AmB wptyneta nie tylko na poziom globalnej metylacji
DNA, ale rowniez na dtugo$¢ zycia pszczot. Starzenie si¢ jest ztozonym procesem zwigzanym
z istotnymi zmianami wielu kluczowych szlakow metabolicznych, a pszczota jest
organizmem modelowym stosowanym w gerontologii. Dlatego tez przyspieszone starzenie
moze by¢ uwazane jako efekt uboczny leczenia AmB (prawdopodobnie roéwniez efekt
uboczny leczenia innymi antybiotykami).

Praca 11.D.18 dotyczy roli metylacji DNA w regulacji ekspresji genéw. Metylacja
wplywa na oddziatywanie DNA z czynnikami transkrypcyjnymi oraz polimerazami DNA.
Zmetylowana cytozyna, dziatajac jak ,,przefacznik” decyduje, ktéry gen ma by¢
transkrybowany. Dziala szczegélnie silnie na regiony promotorowe, co prowadzi do
obnizonej ekspresji w okreslonym etapie rozwoju tkanek organizmu. U nizszych Eukariota
metylacja cytozyny jest do$¢ rzadka, ale u kregowcow okoto 10% cytozyn w genomie jest
zmetylowanych, a u roslin nawet do 30%. Ponadto temu procesowi podlegaja w wigkszos$ci
cytozyny wchodzace w sktad dinukleotydu CpG. Metylacja DNA nastgpuje natychmiast po
replikacji, w miejscach komplementarnych do zmetylowanych cytozyn na nici DNA stuzacej
za matryce. Dorosle komorki maja ustalony wzor metylacji promotorow genow, ktory
zmienia si¢ wraz z wiekiem organizmu. W okresie embrionalnym (de novo) wszystkie geny
sa demetylowane, gdyz nowo tworzony organizm, rdznicujac tkanki, musi posiada¢ geny
aktywne. PdZniej s3 one blokowane, gdy ich ekspresja nie jest juz potrzebna. Natomiast praca
11.D.20 dotyczy detekcji zmetylowanej cytozyny w DNA. Metody biologii molekularnej
pozwalaja na analize metylacji calego genomu jak 1 poszczegdlnych gendw. Obecnie istnieje
stosunkowo wiele technik, umozliwiajagcych jakosciowe 1 ilosciowe oznaczanie 5-
metylocytozyny. Mozna je podzieli¢c i sklasyfikowa¢ wedlug zakresu analizowanego
materialu (analiza m°C w calym genomie lub analiza metylacji pojedynczych genéw) lub
stosowanej techniki. Istnieje wiele metod analizy wzoru metylacji, ale zadna z nich nie jest
uniwersalna. Przy wyborze metody, nalezy wzigé pod uwage rodzaj, ilos¢ i1 jako$¢
analizowanego materiatu biologicznego oraz dostgpnos¢ do specjalistycznego sprzetu.
Wybrana metoda musi zapewnia¢ powtarzalno§¢ wynikow i1 minimalizowa¢ kontaminacjg.

Obie wyzej wymienione prace, sg pracami przegladowymi.
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C. Badania oceny DNA wykorzystywane w genetyce sagdowej

Wspolpraca nawigzana z pracownikami Zespotu Biologii - Laboratorium
Kryminalistycznego - Komendy Wojewodzkiej Policji w Lublinie przyczynita si¢ do badan
nad oceng wydajnosci izolacji DNA z materiatu biologicznego (réznorakiego pochodzenia)
przechowywanego w roznych warunkach. Wynikiem wspotpracy sa publikacje 11.D.21,
11.D.23 i 11.D.24. 1zolowanie kwasoéw nukleinowych jest wstepnym i podstawowym etapem
w wielu procedurach z zakresu biologii molekularnej, diagnostyki, a takze medycyny sagdowej
majacym krytyczne znaczenie w ich dalszym przebiegu. Gléwnym celem tego etapu jest
uzyskanie wysokiej jako$ci 1 czystosci DNA, niezaleznie od zrodia jego pochodzenia. W
przypadku przyzyciowego pozyskiwania materiatu do izolacji DNA ,najwygodniejsza” i
najczesciej pobierang tkankg jest krew obwodowa. Pobrana krew moze by¢ przechowywana
w odpowiednich warunkach przez wiele lat i moze stuzy¢ jako zrédto DNA. Uzyskany wynik
ma decydujacy wpltyw na podjecie pdzniejszych badan. W pracy 11.D.21 celem badan bylo
porownanie ilosci 1 jakosci (czystos¢ pod wzgledem zanieczyszczenia biatkami,
odczynnikami do izolacji oraz =zanieczyszczenia drobinami komoérkowymi) DNA
izolowanego ze $wiezej 1 przechowywanej krwi za pomoca dwodch kitdow komercyjnych.
Stwierdzono statystycznie istotne roznice w stezeniu DNA izolowanego roznymi zestawami
do izolacji oraz dla krwi swiezej 1 przechowywanej. Lepszym zestawem do izolacji DNA z
krwi byt kit Genomic Midi AX w poroéwnaniu z zestawem QIAamp DNA Blood Mini Kit,
natomiast wigksze st¢zenie DNA uzyskano z krwi $wiezej (11.D.21).

Kolejna praca (11.D.23) dotyczyta poréwnania koncentracji DNA, wyizolowanego z
materiatu biologicznego rdéznego pochodzenia (krew, pioro, katomocz) od kur. Okreslono
jakos¢ DNA oznaczajac zanieczyszczenia biatkami, odczynnikami do izolacji oraz drobinami
komoérkowymi. Wiekszo$¢ danych pochodzacych z pismiennictwa prezentuje rutynowo dwa
parametry dotyczace izolatbw DNA, a mianowicie jego st¢zenie oraz zanieczyszczenie
biatkami. Bardzo waznym parametrem czg¢sto pomijanym w doniesieniach naukowych jest
zanieczyszczenie probek DNA odczynnikami do izolacji. Zanieczyszczenia te mogg hamowac
dziatanie polimerazy DNA 1 enzymow restrykcyjnych. W ocenie spektrofotometrycznej
istotne znaczenie ma droga optyczna kuwety, poniewaz przy 10 mm, nie zawsze mozliwy jest
pomiar badanych parametrow DNA. Celem pracy byto okreslenie metoda spektroskopii UV-

Vis parametrow DNA wyizolowanego za pomocg dwoch komercyjnych zestawow przy
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dwoch drogach przechodzenia wiazki §wiatta przez kuwete (2 mm i 10 mm) oraz wzgledem
dwoéch roznych prob slepych, tj. wody i1 buforu w ktéorym zostalo zawieszone DNA.
Stwierdzono statystycznie istotne roznice w stezeniu DNA izolowanego rdéznymi zestawami
do izolacji. Roéznice w stezeniu DNA w izolatach odczytywane przy dwoch probach zerowych
(woda 1 bufor) nie byty istotne. Natomiast w pracy 11.D.24 okre§lono parametry walidacji
zestawu AmpFl STR MiniFiler™ wykorzystywanego w genetyce sadowej. Proces weryfikuje
metode, wyznaczajac krytyczne aspekty procedury. AmpFl STR MiniFiler™ Kit PCR
Reagents jest gotowym do uzycia zestawem, zawierajagcym wszystkie niezbedne odczynniki
do wykonania reakcji PCR do jednoczesnej multipleksowej amplifikacji i fluorescencyjnej
detekcji fragmentow ludzkiego DNA. DNA wyizolowano z wymazowek ze §luzowki jamy
ustnej z zastosowaniem zestawu kolumienkowego QIAGEN. Oznaczenia ilosciowego DNA
przeprowadzono metoda opartg na Real-Time PCR (Quantifiler® Human DNA
Quantification Kit). Wszystkie etapy badan dokonano w obecnos$ci kontroli pozytywnych
(DNA o znanym profilu) i kontroli negatywnych (proby odczynnikowe) w trzech
powtdrzeniach. Podczas walidacji zbadano nastepujace parametry: prog detekcji 1 prog
oznaczalno$ci, liniowos¢ 1 zakres pomiarowy metody oraz jej czulo§¢. Metoda
charakteryzowata si¢ duza wykrywalnos$cig alleli, ponadto w zakresie od 0,0625 ng do 2,0 ng
matrycowego DNA stwierdzono petne profile DNA. Zjawisko ,,drop out” pojedynczych alleli
oraz catych uktadow zauwazono dla zawartosci 0,03125 ng matrycowego DNA w probcee.
Zestaw Mini Filer kwalifikuje si¢ do badan czystych profili lub mieszanin, natomiast w
mniejszym stopniu do analizy tzw. §ladéw kontaktowych ze wzgledu na wysoka czutose,
ktora powoduje ujawnianie dodatkowych domieszek DNA. Walidacje zakonczono wynikiem

pozytywnym, poniewaz metoda spelnia stawiane jej wymagania.

D. Badania wykorzystujace techniki cytogenetyczne

Nawigzana wspotpraca z Katedrg Genetyki i Hodowli Koni, Wydziatu Przyrodniczego,
Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach przyczynita si¢ do rozpoczecia
badan wykorzystujacych test wymian chromatyd siostrzanych (SCE) oraz analize¢ jaderek
(pod katem liczby i wielkosci) w spermatocytach ptakéw. DNA zawarte w chromosomach
jest wrazliwe i podatne na uszkodzenia niekorzystnych czynnikow $rodowiskowych. W
ocenie niestabilnosci chromosomowej szczegdlne czutym testem cytogenetycznym,
wykrywajacym uszkodzenia DNA, jest test SCE. Daje on odpowiedz w jakim stopniu

chromosomy sg wrazliwe na czynnik uszkadzajacy i jakie jest natezenie jego
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genotoksycznego dziatania. Celem badan byta analiza czgstotliwosci wymian chromatyd
siostrzanych SCE w chromosomach kur ras Polbar (Pb) i Zielonon6zka kuropatwiana (ZK).
Wyniki dotyczace tego do$wiadczenia zawarto w pracy 11.A.4.

Jaderka sg produktem aktywnosci rejonow jaderkotworczych — NOR (ang. Nucleolar
Organizer Regions) okreslonych chromosomow. Ich zasadniczg funkcja jest formowanie
podjednostek rybosomoéw z czasteczek biatek rybosomalnych. Morfologia jaderka jest
zmienna i moze podlega¢ gwaltownym zmianom. Analiza liczby i wiclkosci jaderek moze
by¢ wykonywane na poziomie badan cytogenetycznych i stuzy¢ jako alternatywne zrodto
informacji na temat aktywno$ci genow kodujacego rRNA i aktywnosci obszarow
jaderkotworczych (NOR). Wyniki badan zawarto w pracy I11.B.18. Kontynuujgc badania w
pracy 111.B.29 okreslono ksztalt jaderek w spermatocytach przepiorki japonskiej (Coturnix
japonica) nalezacych do dwoch grup wiekowych. Analizowano jaderka w komorkach
pierwszej profazy mejotycznej. Ustalono liczbg i ksztalt jaderek, ktore zostaty sklasyfikowane
jako regularne, nieregularne i zdefragmentowane. W komorkach ptakow mtodych nie
stwierdzono jaderek zdefragmentowanych. Jaderka regularne i nieregularne stanowity
odpowiednio 97 i 3%. W komorkach ptakow starszych nie obserwowano jaderek regularnych,

natomiast jaderka nieregularne i zdefragmentowane stanowity odpowiednio 37 i 67%.

E. Badania wykorzystujace techniki histologiczne

Istotg badan z tego zakresu byto okreslenie cech morfometrycznych narzadéow uktadu
rozrodczego (mgskiego i zenskiego) kur rasy Polbar. W celu charakterystyki histologicznej od
kur pobrano do utrwalenia jajnik oraz wycinki lejka, magnum, cie$ni, macicy i pochwy
jajowodu, natomiast od kogutow pobrano prawe jadro z najadrzem i fragment odcinka
nasieniowodu z jego srodkowej czesci. Pobrane elementy utrwalono w ptynie Bouina.
Nastepnie przeprowadzono procedury histologiczne (barwienie HE oraz zmodyfikowang
metodg trojbarwng Massona, tzw. Masson niebieski). Makroskopowo jadra kogutow rasy
polbar nie zmienity swojego potozenia przy brzusznej powierzchni przednich ptatow nerki,
zachowujac naturalny fasolowaty ksztatt. Ich powierzchnia byta barwy jasnorézowej, chociaz
u niektorych kogutow jedno lub obydwa jadra byty szarobrgzowego koloru. Przewaznie lewe
jadro bylo nieco wigksze niz prawe. Jadra otoczone byly tacznotkankowa otoczkg biatawa,
ktora z wiekiem stawata si¢ coraz grubsza. Wewnatrz brak jest odgalezien tkanki tacznej,
dzielacej jadra na zraziki. Kanaliki krgte stanowia wigkszo$¢ miazszu zwigkszajac swoja

$rednice z wiekiem, przy czym zmieniaja struktur¢ swej Sciany. We wczesnych okresach
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zycia do 8 tyg. ich $ciana zawiera przewaznie spermatogonie, a pozniej w wigkszej liczbie
wystepuja kolejne generacje spermatocytow. Zauwazono réwniez pomigdzy nimi grupy
komorek interstitialnych, a pod blong biatawa komoérki Sertoliego. Na preparatach
histologicznych nasieniowody charakteryzowaty si¢ dosy¢ grubg trojwarstwowg migsniowka.
Wyniki badan zawarto w pracy I1.D.7. Natomiast wyniki badan dotyczace uktadu
rozrodczego zenskiego zawarto w pracy 11.D.8. Jajnik wystepuje u kur jako pojedynczy
narzad (lewy), chociaz u jednodniowych kurek sa widoczne pozostatosci prawego. W wieku
do 12 tyg. zycia pgcherzyki nie miaty stilikow, a zawarte w nich komorki jajowe byty barwy
perfowej.  Histologicznie pecherzyki jajnikowe tkwity dos¢ gleboko w  zrebie
tacznotkankowym 1 mialy w sktadzie ich $ciany do$¢ cienka warstwe komorek ziarnistych
(zona radiata). Na preparatach histologicznych u osobnikéw w wieku 18 i 33 tyg. obrazy
mikroskopowe okazaty si¢ identyczne jak opisane przez innych autoréw. Pod btong biatawa
zauwazono pecherzyki W roznych stadiach rozwoju, ktorych komorki jajowe wypetnione
z6ttkiem miaty tarczki zarodkowe. U 33 tygodniowych kur zaobserwowano wyraznie §ciane
pecherzyka sktadajaca si¢ z warstwy ziarnistej (stratum granulosum), wewnetrznej (theca
folliculi interna) i zewnetrznej (theca folliculi externa) ostonki pecherzyka oraz ostonki
powierzchownej (tunica superficialis). U kur w wieku 64 tyg. jajnik byt juz znacznie
zredukowany w odniesieniu do wielkosci i struktury warstwy korowej. Na preparatach
mikroskopowych duze pgcherzyki tkwigce w korze miaty budowe podobna, jak i u 18 i 33-
tygodniowych kur. W jajowodzie jednodniowych kurek trudno bylo okresli¢ granice
pomiedzy jego sktadowymi odcinkami, ale u 8 tyg. dos¢ wyraznie uwypuklat si¢ uterus. U
badanych kur w wieku od 18 do 64 tygodnia zycia widoczna byta wyraznie granica pomigdzy
odcinkami jajowodu: lejkiem — czgsécig glowna - ciesnig - czescig skorupkotworcza - pochwa.
Badania histologicznie u jednodniowych kurek wykazaty dos¢ wyrazne pofaldowanie
sluzowki jajowodu, ktora wraz z podsluzowka u starszych osobnikow charakteryzowata si¢
coraz wyzszymi kosmkami w poréwnaniu z $luzowka kurek w wieku 8 i 12 tyg. zycia.
Budowa $ciany jajowodu w kazdym odcinku nie wyréznia si¢ u polbaréw pod wzgledem
charakterystycznych szczegotow. U kur w wieku 64 tyg. zycia, po okresie intensywnej
niesnosci $luzowka miata bardziej widoczny nabtonek wielorzgdowy z wyraznymi
wypustkami (stereocylia) i dosy¢ grubg warstwe mig$niowaq.

Badania wykorzystujace techniki histologiczne prowadzitam roéwniez we wspotpracy z
pracownikami Katedry Rybactwa Jeziorowego i Rzecznego oraz Katedry Biologii i Hodowli
Ryb Wydziatu Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Celem pracy byto zbadanie zmian w jajniku szczupaka Esox lucius L. pochodzacego z jezior
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Mazuskich. Zmiany te polegatly na morfologicznym znieksztatceniu czesci lub catosci jajnika.
Analiza histologiczna zostata przeprowadzona w celu sklasyfikowania zaobserwowanych
anomalii w jajniku. Zmiany zakwalifikowano do trzech typow. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze za anomalie gonad mogg by¢ odpowiedzialne czynniki
srodowiskowe i/lub czynniki genetyczne. Wyniki badan nie pozwolity na jednoznaczne

ustalenie etiologii zmian. Wyniki badan zawarto w pracy 11.A.8.

F. Wskazniki hematologiczne, biochemiczne i mikroelementy krwi u kur i indykéw

w zaleznoSci od wieku lub po zadaniu czynnika doswiadczalnego

Wspolpraca nawigzana z pracownikami Katedry Biochemii i Toksykologii WBiHZ,
UP w Lublinie przyczynila si¢ do rozpoczgcia badan nad oznaczaniem wskaznikow
hematologicznych i biochemicznych krwi ptakéw. Wynikiem wspotpracy sa publikacje
(1.B.9, 11.D.11, 11.D.12, i 11.D.13), w ktorych celem badawczym byto okreslenie
fizjologicznych wartosci wybranych wskaznikéw hematologicznych, poziomu cholesterolu
catkowitego, jego frakcji HDL i LDL oraz triglicerydow jak réwniez progesteronu i
testosteronu w surowicy krwi kur i kogutow rasy Polbar w 6smym, dwunastym i osiemnastym
tygodniu zycia. Badania hematologiczne Polarow wykazaty wiele istotnych réznic pomigdzy
kurami i kogutami. W uktadzie czerwonokrwinkowym kury uzyskaly wyzsze od kogutow
warto$ci dla liczby erytrocytow 1 wskaznika zrdéznicowania objetosci krwinek czerwonych,
natomiast dla kogutow odnotowano wyzsze wartosci dla hematokrytu, hemoglobiny i
sredniego stezenia hemoglobiny w krwince. W uktadzie biatokrwinkowym liczba leukocytow
spadala wraz z wiekiem ptakow, zarowno u kur jak i kogutow. Koguty charakteryzowaty si¢
wyzszym udziatem procentowym limfocytéw oraz nizszym granulocytéw (praca 1.B.9).

Srednie wartosci cholesterolu catkowitego i HDL ulegaly wahaniom wraz z wiekiem
natomiast stezenie LDL malato, a triglicerydéw wzrastato wraz z wiekiem. Kolejne prace
dotyczyly stezenia hormondéw. Duzy wpltyw na koncentracje progesteronu i testosteronu w
surowicy krwi wywieraja zroéznicowane czynniki, w tym takze same geny. Niewiele
publikacji, a takze doniesien na temat st¢zenia hormondéw plciowych w surowicy krwi
nastrecza trudnosci w poréwnaniu otrzymanych wynikow u Polbarow z wynikami u innych
ras czy nawet gatunkéw ptactwa domowego. Hormony steroidowe kur rasy Polbar
wykazywaty tendencje wzrostowe w surowicy krwi w miar¢ dojrzewania narzadow
ptciowych odpowiedzialnych za ich produkcje. U kur stezenie progesteronu istotnie

zwiekszyto si¢ dopiero w 18 tygodniu zycia. Natomiast testosteron u kogutéw wykazywat
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tendencje wzrostowe w miar¢ dojrzewania narzgdow pilciowych w kazdym z badanych
okresow. Wyniki stezenia omawianych parametrow, uzyskane od skonsolidowane;j
genetycznie rasy kur polbar, mogg by¢ wykorzystywane do porownan z innymi rasami.
Kontynuacja badan byto zbadanie fizjologicznych wartosci aktywnosci katalitycznej enzymu
Ca’2-ATPazy w miesniach. W przeprowadzonych analizach dowiedziono (praca 11.A.6), iz
poziom aktywno$ci ATPazy wapniowej jest zalezny od ptci i wieku badanych ptakow.

Rozwinigciem tej tematyki byly prace dotyczace wplywu zadanego czynnika (czosnku,
pochodnej 1,2,4-triazolu, choliny i betainy) na wybrane wskazniki biochemiczne krwi
indyczek. Wyniki zawarto w pracach 11.D.10, 11.D.17 i 111.B.26. Wyciag wodny czosnkowy
wptynat na obnizenie poziomu biatka ogdlnego, kwasu moczowego, mocznika, bilirubiny,
kreatyniny, i albumin w osoczu krwi. Dodatek czosnku wplynat pozytywnie na efekty
odchowu i sktad chemiczny tkanek migsni. Natomiast dodatek choliny i betainy wptynga na
znaczace obnizenie aktywno$ci aminotransferazy asparganinowej i alaninowej oraz wzrost
aktywno$ci peroksydazy glutationowej. Przeprowadzone badania sugeruja, ze zar6wno
cholina jak i betaina moga by¢ stosowane w praktyce w celu pobudzania mechanizmow
obrony antyoksydacyjnej organizmu.

Kolejne prace dotyczyly zmian zawartosci elementéw mineralnych u kur i indykow w
zalezno$ci od wieku lub po zadaniu czynnika do$wiadczalnego. Wyniki zawarto w pracach
ILA.1i 111.B.14. Na poziom wskaznikow u ptakow maja wptyw takie czynniki jak gatunek,
rasa, wiek, pte¢, stan fizjologiczny, technologia chowu, Zywienie oraz rdznice osobnicze.
Brak norm fizjologicznych wskaznikow biochemicznych utrudnia interpretacje wynikow, za$
dostgpne dane literaturowe podajg jedynie fragmentaryczne wyniki. Tym bardziej, ze wartos$ci
wskaznikow mineralnych dostgpne w tych danych najczesciej odnosza si¢ do uktadow
doswiadczalnych 1 wptywu zadanych parametrow na te wartosci. Jakakolwiek interpretacja
wynikow bez opracowanych wartosci referencyjnych dla kur jest bezzasadna. W ramach
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze dodatek pochodnej 1,2,4-triazolu w istotny sposob
wplyng na zawarto$¢ magnezu i fosforu nieorganicznego w osoczu krwi. We wszystkich
grupach stwierdzono znaczace obnizenie koncentracji Zelaza oraz podwyzszenie zawarto$ci
cynku. Kolejne badania zamieszczono w pracy 11.D.25 dotyczyly ilosciowego oznaczenia
wapnia, sodu, potasu i magnezu w surowicy krwi kur 1 kogutéw rasy Polbar podzielonych na
trzy grupy wiekowe. Stezenie poszczegdlnych makropierwiastkow bylo zréznicowane w
poszczegolnych grupach. Wyzsze Srednie stgzenie wapnia, magnezu i sodu z trzech badanych
okresoOw uzyskano dla kogutow, natomiast dla kur odnotowano wyzsze wartosci stezenia

potasu. Uzyskane wyniki poziomu sktadnikéw mineralnych od skonsolidowanej genetycznie
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rasy polbar moga by¢ wykorzystane do poréwnan innych ras drobiu. Porownanie wskaznikow

rozszerza mozliwo$ci diagnostyczne, co pozwala na kompleksowy monitoring stada.

G. Badania interdyscyplinarne

Kolejne prace powstaly we wspotpracy z pracownikami Zakladu Biologii
Eksperymentalnej i Srodowiskowej WBiHZ, UP w Lublinie i dotyczyly analizy profilu
proteolitycznego powierzchni ciata pszczoty miodnej (Apis mellifera). Efektem tej
wspolpracy byta publikacja 11.A.2. Zanieczyszczenie srodowiska ma wielkie znaczenie dla
biatkowej bariery ochronnej na powierzchni ciata pszczoty. Kluczowymi elementami tej
bariery sa proteazy oraz inhibitory proteazy. Przyczyniaja si¢ do ochrony pszczoét przed
patogenami. Ostabienie tej bariery moze doprowadzi¢ do gwattownego spadku odpornosci, a
nawet $mierci. Poréwnywano pszczolty pochodzace z zanieczyszczonego i czystego
srodowiska. Zanieczyszczenie przyczynito si¢ do pogorszenia bariery proteolitycznej
powierzchni ciata pszczot. Pszczoty utrzymywane w czystym srodowisku wykazaty wyzszy
poziom aktywnosci proteaz i inhibitoréw proteaz w pordéwnaniu Z pszczotami ze srodowiska
zanieczyszczonego. W kolejnych doswiadczeniach (publikacja 11.A.3) badano aktywno$é
proteolityczng powierzchni ciata pszczoty w réznych stadiach rozwojowych (jajo, larwa,
poczwarka i posta¢ dorosta) w réznych porach roku (wiosna, lato, jesien, zima), osobnikow
zywych i martwych (publikacja 11.A.7), w srodowisku klatki i ula (publikacje 11.D.14 i
11.D.15). U pszczot z ula aktywno$¢ proteaz w ciggu catego okresu doswiadczalnego

utrzymywala si¢ na statym poziomie, natomiast w klatkach podlegata wahaniom.

Nagelote G

24



