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2. od 01.10.2004 do dnia dzisiejszego - Katedra i Klinika Rozrodu
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4, Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust.2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

4.1. Jednotematyczny cykl publikacji:

Badania nad zastosowaniem wybranych parametréw oceny uktadu immunologicznego w
diagnostyce podklinicznych stanéw zapalnych macicy, w aspekcie wykorzystania ich w

profilaktyce i terapii endometritis u kréw mlecznych

publikacje:

4.1.1. Brodzki P, Niemczuk K, Kostro K, Brodzki A, Kurek £, Marczuk J. Cytological evaluation of
inflammation of the uterus and influence of endometritis on selected reproductive parameters in
dairy cows. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2014, 58, 235-242 (Punkty MNiSzW2014 15,
[F2014 = 0.357).

Wkiad w autorstwo: 80% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badan, okreslenie celu badan, zebranie
materiatu, udziat w opracowaniu metody badawczej, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikoéw

badan, pisanie ostatecznej wersji manuskryptu.

4.1.2. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Lisiecka U, Kurek £, Marczuk J. Phenotyping of leukocytes
and granulocyte and monocyte phagocytic activity in the peripheral blood and uterus of cows with
endometritis. Theriogenology 2014, 82, 403-410 (Punkty MNiSzW2014 30, IF2014 = 1.798).

Wkifad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badan, okreslenie celu badan,
zebranie materiafu, udziat w opracowaniu metody badawczej, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych

wynikow badan, pisanie ostatecznej wersji manuskryptu.

4.1.3. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Wawron W, Marczuk J, Kurek t. Inflammatory cytokines and
acute-phase proteins concentrations in the peripheral blood and uterus of cows that developed
endometritis during early postpartum. Theriogenology 2015, 84, 11-18 (Punkty MNiSzW2p15* 30,
[F2015* = 1.798).

Wkiad w autorstwo: 70% - opracowanie koncepcji badar, zaplanowanie badan, okreslenie celu badar,
zebranie materiafu, wspotudziat w wykonaniu analiz laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja

uzyskanych wynikéw badan, pisanie ostatecznej wersji manuskryptu.
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4.1.4. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Lisiecka U. Determination of selected parameters for non-
specific and specific immunity in cows with subclinical endometritis. Animal Reproduction Science
2014, 148, 109-114 (Punkty MNiSzW2014 30, IF2014 = 1.511).

Wkiad w autorstwo: 80% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badar, okreslenie celu badan, zebranie
materiatu, udziat w opracowaniu metody badawczej, analiza statystyczna i interpretacja uzyskanych wynikéw

badan, pisanie ostatecznej wersji manuskryptu.

4.1.5. Brodzki P, Kostro K, Krakowski L, Marczuk J. Inflammatory cytokine and acute phase protein
concetrations in the peripheral blood and uterine washings of cows with subclinical endometritis in
the late postpartum period. Veterinary Research Communications 2015, 39, 143-149 (Punkty
MNiSzWoo15* 25, IF2015* = 1.236).

Wkifad w autorstwo: 80% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badar, okreslenie celu badan,
Zebranie materiatu, wspotudziat w wykonaniu analiz laboratoryjnych, analiza statystyczna i interpretacja

uzyskanych wynikéw badar, pisanie ostatecznej wersji manuskryptu.

taczna punktacja 5 prac wchodzacych w skiad jednotematycznego cyklu publikacji, zgodnie z
rokiem opublikowania, wynosi:

—wyg listy czasopism punktowanych MNiSzW- 130 pkt

— summaryczny Impact Factor (IF) wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) - 6.700

Fotokopie publikacji oraz o§wiadczenia wspétautoréw, okreslajace indywidualny

wktad kazdego z nich w powstaniu pracy znajduja sie w zataczeniu

* W przypadku prac przyjetych do druku lub, ktére ukazaly sie drukiem w roku 2015 punkty MNiSzW oraz warto$¢ IF podano za rok 2014
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4.2. Oméwienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikdw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Zaburzenia ptodnosci w stadach kréw mlecznych stanowig jeden z podstawowych czynnikow
ograniczajacych wysoka efektywno$¢ chowu i hodowli tego gatunku zwierzat. Moga one wynikac z wielu
przyczyn, a rozpoznanie ich nie zawsze jest mozliwe, pomimo wykorzystania wielu metod
diagnostycznych jednoczesnie. Jedng z najczestszych przyczyn prowadzacg do zaburzen ptodnos$ci, s
stany zapalne btony $luzowej macicy. Endometritis stanowi jeden z najpowazniejszych problemow
ekonomicznych w hodowli bydta mlecznego na catym Swiecie. Najwigksze straty przynoszag koszty
leczenia endometritis, wielokrotnego nieskutecznego sztucznego unasieniania (wysoki indeks
inseminacyjny), a czesto nawet konieczno$¢ brakowania zwierzat ze stada, w wyniku nieptodnosci (50,
81). Stan zapalny macicy moze powodowa¢ uposledzenie funkcji endometrialnych, co uniemozliwia
zaptodnienie, implantacje zarodka a nawet moze prowadzi¢ do wczesnych poronien (24, 26, 49, 50,
51). Ponadto zapalenie btony $luzowej macicy, moze by¢ przyczyng zaburzen cyklu jajnikowego,
obejmujacych tworzenie sie torbieli jajnikowych, przedtuzenie fazy lutealnej oraz op6znione pojawienie
sie pierwszej petnowartosciowej rui po porodzie. W konsekwencji wydtuza sie okres potrzebny do
powrotu prawidtowej aktywno$ci jajnikdw, a tym samym wystepuje pogorszenie parametréw rozrodu
(31, 81, 88). Dostepne publikacje wskazujg, ze wystepowanie stanéw zapalnych macicy jest $cisle
zwigzane z okresem poporodowym, a pojawiajace sie w tym czasie zakazenia uktadu rozrodczego,
mogq przenosi¢ sie poza okres poporodowy i by¢ przyczyng obnizonej ptodnoéci kréw (3, 18, 23, 38,
48).

Poporodowa inwolucja macicy u kréw trwa dos¢ dtugo i mozna jg podzieli¢ na dwa etapy.
Pierwszy, w ktérym macica powraca do wielkoci z przed cigzy, trwa do 21-25 dnia po porodzie i
nazywany jest okresem poporodowym. W tym czasie korczy sie tzw. kliniczny okres poporodowy. W
drugim okresie, ktéry moze trwa¢ do szesciu tygodni, a wedtug Sheldon i wsp. (79) nawet do 8 tygodni
po porodzie, dochodzi do histologicznego powrotu macicy do stanu z przed cigzy i koficzy sie catkowitg
inwolucjg macicy. Proces inwoluciji jest uzalezniony od wielu czynnikéw i moze zosta¢ zaburzony, co
predysponuje macice do zakazen. Atonia lub hipotonia macicy moze by¢ spowodowana ciezkim
porodem, cigzg blizniacza, martwym ptodem lub zatrzymaniem tozyska. Moze by¢ takze efektem
zaburzen ogdlnoustrojowych jak ujemny bilans energetyczny oraz niedobory mineralno - witaminowe
(27, 79, 81). Wynikiem pogtebiajacych sie po porodzie niedobordw, jest reakcja stresowa z
wytworzeniem mediatorow stresu, zwlaszcza kortykosteryddéw i adrenaliny. Aminy katecholowe
dziatajgc na receptory - adrenergiczne wywotujg atonie lub hipotonie macicy. Nadmiar kortykosterydow
wptywa hamujaco na odporno$¢ organizmu i ma réwniez zasadniczy wptyw na rozwoj zakazen macicy

(27, 80). Po zakonczeniu okresu poporodowego, od 6 tygodnia po porodzie uznaje sie jame macicy za
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wolng od czynnikdw zakaznych. Wprawdzie podczas trwania rui w wyniku otwarcia szyjki macicy
dochodzi do przejSciowego zasiedlenia macicy drobnoustrojami, jednak zazwyczaj nie rozwija sie
zakazenie, poniewaz czynniki zakazne sg szybko unieszkodliwiane i usuwane przez mechanizmy
obronne organizmu.

Zakazenia poporodowe mogg utrzymywac sie bardzo dtugo po porodzie w postaci endometritis
i przebiega¢ w formie klinicznej lub podklinicznej. Endometritis clinica, charakteryzuje sie obecno$cig
ropnego wyptywu z drég rodnych (zawarto$¢ ropy w wyptywie powyzej 50%) wystepujacym po 21 dniu
po porodzie, badz $luzowo-ropnego wyptywu (50% ropy, 50% Sluzu) po 26 dniu po porodzie oraz
powiekszeniem rozmiarow szyjki macicy >7,5 cm, bez wystepowania ogdlnoustrojowych objawow
klinicznych (46, 47, 79).

Endometritis subclinica, charakteryzuje sie brakiem wyptywéw z drog rodnych, a nawet brakiem
ropnej wydzieliny w pochwie, stan zapalny macicy manifestuje si¢ jedynie podwyzszong liczbg
leukocytow w jamie macicy, widoczng w badaniu cytologicznym (11, 18, 79). Ze wzgledu na to, Ze
liczba leukocytow w macicy u krow jest zalezna od okresu laktacji i zmienia sig¢ stopniowo wraz z
uptywem czasu od porodu, o stanie zapalnym $wiadczy okreslona liczba neutrofili (komorek
polimorfonuklearnych - PMN), dla okreslonego okresu po porodzie. Wedtug Kasimanickam i wsp. (38,
39) oraz Sheldon i wsp. (79, 81) o endometritis subclinica Swiadczy powyzej 18% PMN pomiedzy 21 a
33 dniem po porodzie, oraz powyzej 10% PMN pomiedzy 34 a 47 dniem po porodzie. Wedtug Dubuc i
wsp. 2010 (15), o endometritis (bez znaczenia czy wystepujg wyptywy czy nie) mowimy, jezeli liczba
PMN w 35+3 dniu po porodzie bedzie wynosita powyzej 6%, a w 56£3 dniu po porodzie bedzie
przekracza¢ 4%. Barlund i wsp. (6), uwaza, ze 8% PMN stanowi warto$¢ progowa dla potwierdzenia
endometritis i takiej warto$ci uzyt w swoich badaniach u kréw w 150 dniu po porodzie. Gilbert i wsp.
(25), w swoich badaniach charakteryzuje endometritis w 40 - 60 dniu po porodzie, jako podwyzszong
liczbe PMN powyzej 5%. W zwigzku z tym, ze endometritis subclinica ma przebieg bezobjawowy,
rozpoznawane jest zazwyczaj bardzo pdzno, najczesciej po kilku nieskutecznych inseminacjach. Brak
odpowiednio wczesnej diagnozy, op6znia wprowadzenie postepowania leczniczego, a brak cigzy,
pomimo wykonywanych zabiegdw inseminacji, pogarsza parametry rozrodu w stadzie.

W ztozonej etiologii endometritis wazng role odgrywajg infekcje bakteryjne. Najcze$ciej
izolowanymi patogenami z macicy kréw z metritis i endometritis sa Trueperella pyogenes (T. pyogenes),
Escherichia coli (E. coli), Fusobacterium necrophorum (F. necrophorum), oraz Prevotella
melaninogenicus (P. melaninogenicus) (9, 18, 23, 34). Uwaza sie, ze E. coli jest najwcze$niej po
porodzie pojawiajacy sie patogenng bakterig i petni role promotora dla zakazen T. pyogenes w
pdzniejszym okresie po porodzie (25). Uwaza sig rowniez, ze cztery najczesciej wystepujace patogeny
T. pyogenes, E. coli, F. necrophorum i P. melaninogenicus mogg dziata¢ synergistycznie w
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wywotywaniu endometritis (25, 87). W etiopatogenezie zakazer bakteryjnych macicy pojawia sie
rowniez fakt wspotdziatania T. pyogenes z F. necrophorum oraz Prevotella spp., co zwieksza
prawdopodobieristwo wystapienia stanéw zapalnych macicy oraz nasila objawy chorobowe (62, 69).
Ustalono ponadto, ze T. pyogenes wytwarza substancje zwang czynnikiem wzrostu dla F. necrophorum
(81). Wymienione bakterie beztlenowe majg zdolnosci wytwarzania substancji ostabiajacych
mechanizmy lokalnej odporno$ci macicy, F. necrophorum wytwarza leukotoksyne zaburzajaca funkcje
leukocytow a P. melaninogenicus substancje hamujacg fagocytoze, przez co utatwia rozwoj zakazen
(59, 78). Ponadto wigkszos¢ drobnoustrojéw moze rowniez ulegaé mutacjom, co zwigzane jest ze
zmiang ich czeSci sktadowych i ostabia wykrywanie patogendw przez komorki uktadu
immunologicznego, dzieki czemu patogeny mogq wywotywa¢ nawracajace infekcje. W strukturze
drobnoustrojow istniejg jednak czasteczki, ktdre muszg pozosta¢ niezmienione, poniewaz sg niezbedne
do ich przezycia np. czesci btony komorkowej lub kwaséw nukleinowych. Sg to grupowe struktury
drobnoustrojéw znane, jako PAMPs (pathogen associated molecular patterns) (58, 82). PAMPs sg
rozpoznawane przez wyspecjalizowang grupe receptorow odpornosci nieswoistej okreslanych, jako
receptory rozpoznajace wzorce (pattern recognition receptors PRRs). Rozpoznano i opisano kilka grup
tych receptorow a klasycznym i najlepiej poznanym w macicy przyktadem sg receptory Toll podobne
(Toll-like receptors TLR) (8, 82). Obecno$¢ receptoréw TLR jest uwarunkowana genetycznie, a w chwili
obecnej u kréw, znanych i opisanych jest 10 receptoréw tego typu, od TLR1 do TLR10, z ktorych kazdy
moze rozpoznawac inng sktadowg komérki patogenu (74, 81, 85). Receptory TLR umozliwiajg rowniez
komdrkom uktadu immunologicznego odrdznianie antygenow wiasnych od antygendw obcych. Komorki
wrodzonego systemu odporno$ci macicy u krow, takie jak komaérki nabtonka endometrium, makrofagi,
komoérki dendrytyczne, limfocyty NK posiadajg receptory TLR, co umozliwia szybkie rozpoznanie
czynnika infekcyjnego i uruchomienie mechanizméw prowadzacych do jego usuniecia. Aktywowane
komérki odpornosci nieswoistej uwalniajg cytokiny prozapalne, chemokiny i defensyny, ktérych
zadaniem jest pomoc w zwalczaniu zakazenia, chemotaksja aktywnych komérek odporno$ciowych
(neutrofile, makrofagi, komérki dendrytyczne, komérki tuczne) oraz aktywacja swoistej odpowiedzi
immunologicznej. Ponadto pobudzenie receptoréw TLR na powierzchni makrofagdéw prowadzi zaréwno
do wzmozonej syntezy cytokin prozapalnych, interleukin 1, 6, 8 oraz TNF-q, ale réwniez zwigksza ich
zdolnosci fagocytarne oraz powoduje wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu i synteze tlenku azotu
(81, 82, 89). Odporno$¢ nabyta polega na ekspansji réznych subpopulaciji limfocytéw, skierowanych
przeciw patogenom. Jest to proces wysoce efektywny i o duzej swoisto$ci, ale do petnego rozwoju
potrzebuje nawet kilku dni. Prezentacja antygenu limfocytom, a nastepnie ich selekcja klonalna,
prowadzi do wzmocnienia odpowiedzi i wytworzenia swoistych przeciwciat. W przypadku infekcji,
wszystkie charakterystyczne objawy stanu zapalnego (przekrwienie, obrzek, bél, utrata prawidtowych
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czynno$ci) sg zapoczatkowywane przez odpornos¢ wrodzong. Komérki odpornosci swoistej moga
wspiera¢ i zaostrza¢ te efekty, jednak zasadniczy sygnat, ktéry rozpoczyna i ostatecznie decyduje o
odpowiedzi uzalezniony jest od identyfikacji patogenu przez elementy odpowiedzi nieswoistej (8, 81,
80).

W patogenezie standw zapalnych macicy u kréw nalezy rowniez bra¢ pod uwage wystepowanie
zapalenia bez wykrycia drobnoustrojow. W dostepnej literaturze mozna odnalez¢ prace opisujace
podwyzszong liczbe neutrofili Swiadczacg o stanie zapalnym, ktora nie byta poparta obecno$cig bakterii
w badaniu bakteriologicznym (5, 57). Nie wiadomo, jaka moze by¢ przyczyna powstawania i
utrzymywania sie stanu zapalnego bez potwierdzenia obecno$ci patogendw. Jedynie Sheldon i wsp.
(81) sugeruje, ze stan taki moze utrzymywac sie réznie dtugo po wyeliminowaniu patogenéw z macicy,
w wyniku rozregulowania wydzielania prostaglandyn. Badania przeprowadzone przez Gabler i wsp. (19)
potwierdzajg te teorig i jednoczesnie zwracajg uwage, ze ilo$¢ produkowanej wewnatrzkomorkowo
PGE2 w komorkach endometrium, jest mniejsza u krow z endometritis niz u krow zdrowych. Autorzy ci
uwazaja, ze zaburzenie wydzielania PGE: lub niedobdr cyclooxygenazy (COX), w stanach zapalnych
macicy, moze byC¢ nawet przyczyng wczesne] zamieralnoci zarodkéow. Wedtug autorow poza
interferonem tau, obecno$¢ PGE: jest rowniez warunkiem niezbednym do rozwoju zaptodnionej komaorki
jajowej u krdw, poprzez ochrone rozwijajacego sie ciatka zottego. Dlatego tez, stosunek PGE. do
PGF.a podczas poznej fazy lutealnej, uznaje sie za bardziej istotne, niz ich bezwzgledne stezenia (60,
64). Ustalenia te prowadzg do hipotezy, ze zaobserwowany nizszy poziom PGE; wydzielanej lokalnie w
macicy, moze zaktociC embrionalny prostaglandynowy szlak sygnatowy. Teoria ta wymaga
dodatkowych badan jednak pozwala wyjasnia¢, dlaczego krowy z subkliniczng postacig endometritis
wykazujg zaburzenia zdolno$ci rozrodcze;.

Uznaje sig, ze sprawna odporno$¢ przeciwzakazna macicy ma podstawowe znaczenie zaréwno
w eliminacji czynnika zakaznego, jak réwniez w hamowaniu zapalnych zmian destrukcyjnych macicy (7,
14, 29, 74, 81). Wszystkie mechanizmy miejscowej odporno$ci macicy nie sg do chwili obecnej w petni
poznane, zwlaszcza stan odporno$ci podczas wystepujacych procesdéw zapalnych. Wiadomo jedynie,
Ze ostabiona miejscowa odpornos¢ macicy ma decydujacy wptyw na rozwdj i utrzymywanie sie stanéw
zapalnych endometrium. Proces fagocytozy w réznych stanach patologicznych moze zosta¢ zaburzony,
nie wiadomo jednak, czy rozw¢j standw zapalnych moze mie¢ bezpo$redni zwigzek z tym
mechanizmem odpornosci. Ponadto nieznane sg réwniez, rodzaje komérek immunologicznie
kompetentnych poza fagocytami, ktére biorg bezposredni udziat w likwidacji zakazenia oraz jak zmienia
sig ich rola w stanach zapalnych, a takze jak przebiegajg procesy immunoregulacyjne w macicy. W
badaniach przeprowadzonych przez Mateus i wsp. (55) przy uzyciu cytometrii przeptywowej ocenione
zostaty komorki fagocytujace, w wyptuczynach z macicy kréw, w okresie poporodowym. Autorzy ustalili,
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ze zarowno wartosci indeksu fagocytarnego jak i liczby komérek fagocytujgcych w pierwszych 2
tygodniach po porodzie byty na wysokim poziomie, a 2,5 i 3 tygodnie po porodzie obnizyly sie. Wzrost
wartosci po porodzie autorzy ttumaczg obecno$cig duzej liczby bakterii oraz czastek stymulujgcych
aktywno$¢ komérek fagocytujacych, wraz z malejacq iloscig zanieczyszczen, aktywnos¢ ich rowniez
obniza sie. Zastosowanie cytometrii przeptywowej do badania wyptuczyn z macicy w celu oceny
lokalnych mechanizméw immunologicznych, wydaje sie by¢ bardzo istotne w diagnostyce klinicznej. W
badaniach tych mozliwa jest ocena komdrek bezpo$rednio biorgcych udziat w miejscowej odpornosci,
obecnych wewnatrz macicy. Z danych przedstawionych przez Park i wsp. (65, 66) oraz Shafer-Weaver i
Sordillo (75) wynika, Zze rodzaj leukocytow biorgcych udziat w odpowiedzi immunologicznej ma
decydujace znaczenie w reaktywnosci komérek zwalczajacych patogeny. Autorzy ci stwierdzili, ze u
krow podatnych na stany zapalne wymienia zardbwno w krwi, jak i w wydzielinie wymienia poziom
limfocytow TCD8+ (cytotoxic/supressor), jest wyzszy niz limfocytow TCD4+ (helpers), w przeciwienstwie
do kréw odpornych na mastitis, u ktorych proporcja wymienionych leukocytéw jest odwrotna. Limfocyty
TCD8+, dzieki wydzielanej przez nie interleukinie (IL-10), mogg mie¢ dziatanie hamujace na inne
komoérki immunologiczne. Dlatego tez podwyzszenie ich odsetka, a obnizenie sie ilosci limfocytow
TCD4+, majacych wiasciwosci wspomagajace, moze $wiadczy¢ o ostabieniu odpornosci i podatnosci na
zakazenia. Nie wiadomo czy zalezno$ci te mozna przenies¢ bezpo$rednio na macice, poniewaz
autorom nie udato sie odnalez¢ opublikowanych badan odnoszacych sie do fenotypowania leukocytow
w macicy u krow. Wydaje sie jednak, ze rola oraz funkcje poszczegdlnych subpopulaciji leukocytow, w
macicy nie powinna rozni¢ sie w znaczacy sposob od krwi, a tym bardziej od wymienia. Ponadto
procesy immunoregulatorowe, w macicy u krow sg stabo poznane, nic nie wiadomo o komdrkach
regulatorowych (Treg) i roli, jakq mogq petni¢ w odpornosci lub podatnosci macicy na zakazenie.
Chociaz rola tych limfocytéw jest mato poznana u krow, to generalnie uwaza sig, ze sg to komérki
odgrywajace znaczacq role w powstawaniu i utrzymywaniu tolerancji immunologicznej. Niedobér tych
limfocytdw sprzyja powstawaniu zjawisk autoimmunologicznych, a nadmiar zwieksza tolerancje
immunologiczna, co moze sprzyjat hamowaniu odpornosci przeciwzakaznej (45). Limfocyty
regulatorowe nie stanowig jednej subpopulacji komérek, a mogq sie do nich zalicza¢ migdzy innymi
limfocyty o fenotypie CD4+ (CD4+CD25+Foxp3+), CD8+ (CD8+CD25+Foxp3+, CD8+Foxp3+,
CD8+CD122+, CD8+CD28), yd, NK i inne (61). U bydta komérki regulatorowe sg bardzo stabo poznane
jednak liczba ich, u dorostego bydta stanowi 10-15%, a u cielat nawet 40% wszystkich komorek
jednojadrzastych krwi (68). Wysoka liczba tych komérek u bydta (68), duzo wyzsza niz u ludzi czy
myszy (36), moze Swiadczy¢ o wysokiej istotnosci regulatorowe;j tej grupy komérek u kréw, nie tylko w
krwi obwodowej, ale rowniez w narzadach. Pomimo, Ze badania nad funkcjonowaniem komorek

regulatorowych u bydfa prowadzone sg od wielu lat, to w dalszym ciggu ich funkcje poznane sg jedynie
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przy niektdrych chorobach np. w paratuberkulozie (12) lub w pojedynczych narzadach np. w wymieniu
(65, 66). Brak jest natomiast danych literaturowych odnoszacych sie do komérek regulatorowych w
macicy Krow.

Ze wzgledu na to, ze endometritis jest gtdwng przyczyng zaburzen ptodnosci u krow,
podstawowym celem postepowania leczniczego w tym przypadku jest przywrdcenie ptodnosci krow w
stadzie (81). W przypadku endometritis terapia oparta jest na stosowaniu prostaglandyny PGF2a lub jej
analogbw oraz domacicznych preparatow przeciwbakteryjnych. Ze wzgledu na mozliwos¢
samowyleczenia endomettritis, niektorzy autorzy zastanawiajg sie czy jakakolwiek terapia jest potrzebna
(28). Wedtug wielu autorow stosowanie prostaglandyny PGF2a u kréw w okresie poporodowym
poprawia pdzniejszg ich ptodnos¢ (20, 63). Kasimanickam i wsp. (40) wykazat, Ze leczenie endometritis
poprzez podawanie kloprostenolu pomigdzy 20 a 33 dniem po porodzie dawato o 70% lepsze wyniki
zacielen niz u krow nieleczonych. Natomiast LeBlanc (46) uwaza, ze podawanie prostaglandyn u krow z
endometritis w okresie 20 — 26 dnia po porodzie, bez potwierdzenia obecno$ci ciatka zottego na jajniku
opdznia zachodzenie w cigze. Jednak ta sama terapia stosowana u kréw pomiedzy 27 a 33 dniem po
porodzie, powodowata skrdcenie okresu miedzy cigzowego o 18%, niezaleznie od obecnosci ciatka
z6ttego. Wedtug nowych badan przeprowadzonych przez Dubuc i wsp. (16), stosowanie prostaglandyn
PGF2a w leczeniu endometritis zarbwno w 5 jak i 7 tygodniu po porodzie nie przynosi poprawy
ptodnos$ci krow.

Gtéwnym celem wewnatrzmacicznej infuzji antybiotykéw jest osiggniecie wysokiego stezenia
leczniczego antybiotyku w $wietle macicy. Najcze$ciej uzywane preparaty stosowane domacicznie
zawierajq tetracykling, gentamycyne, penicyline czy cefapiryne (44). Przy stosowaniu antybiotykdw w
leczeniu zapalen macicy powinno sie réwniez zwraca¢ uwage na ich negatywne oddziatywanie. Mogq
one ostabia¢ aktywnos¢ komérek fagocytujacych w macicy, co ma szczegdlne znaczenie przy stanach o
matym nasileniu - endometritis subclinica, poniewaz jeszcze bardziej zaburzajg ostabione juz
mechanizmy odpornosci miejscowej i pomimo likwidacji patogendéw catkowita eliminacja stanu
zapalnego przedituza sie (21). Powstawanie lekooporno$ci drobnoustrojow przy czestym stosowaniu
antybiotykéw, niepoparte wcze$niejszym badaniem bakteriologicznym i antybiotykowrazliwoscig oraz
obecno$¢ pozostatosci antybiotykébw w mleku i jadalnych tkankach kréw, stanowig bezposrednie
zagrozenie dla zdrowia cztowieka (70). W zwigzku z wymienionymi negatywnymi efektami stosowania
antybiotykow, a dodatkowo wysokimi kosztami samej antybiotykoterapii, a czesto matej ich
skuteczno$ci, nalezy zastanowic sie w przypadkach endometritis u krow mlecznych nad zastosowaniem
alternatywnych metod postepowania leczniczego a najlepiej profilaktycznego (14, 80). Metodg
zastepujacg stosowanie antybiotykow, moze by¢ modulacja mechanizméw immunologicznych

ogdInoustrojowych lub lokalnych, ktore spetniajg podstawowg role w likwidacji stanu zapalnego macicy.
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Mato jest prac badawczych zajmujgcych sie tg tematyka, jednak badania przedstawione przez Singh i
wsp. (73) wskazuja, ze domaciczne podawanie LPS E. coli u kréw z endometritis, pobudzato miejscowe
mechanizmy odporno$ci macicy, czego efektem byto catkowite wyleczenie i przywrocenie ptodnosci
krow w ciggu jednego cyklu rujowego. Przedstawione badania dajg podstawe do sprawdzenia wptywu
innych substancji o dziataniu immunomodulujgcym na miejscowe mechanizmy uktadu odporno$ciowego
macicy u kréw mlecznych (37). Jednak celowe i skuteczne zastosowanie preparatow modulujgcych,
wymaga lepszego poznania funkcji uktadu immunologicznego macicy, a zwtaszcza jego stanu podczas
wystepowania stanow zapalnych. Informacje te mogtyby znacznie utatwi¢ decyzje o podjeciu wiasciwej
terapii wspomagajacej miejscowe mechanizmy odpornosci.

Dla podkre$lenia znaczenia endometritis subclinica na plodnos¢ oraz majgc na uwadze
niewielkg ilo$¢ informacji dotyczacych mechanizméw odpornosci macicy u kréw mlecznych, zaréwno we
wczesnym jak i pdznym okresie poporodowym, podjete zostaty badania majace na celu:

- ustalenie wptywu podklinicznych stanéw zapalnych macicy, na wybrane parametry oceny rozrodu w
stadzie krow mlecznych.

- ustalenie subpopulaciji leukocytow (wybranych fenotypdw), w krwi obwodowej oraz w wyptuczynach z
macicy, u krow z endometritis subclinica oraz u krow bez endometritis bedacych w tym samym czasie
po porodzie

- okre$lenie aktywnos$ci fagocytarnej neutrofili i makrofagdw w wyptucznych z macicy oraz w krwi
obwodowej u kréw z podklinicznymi stanami zapalnymi macicy i u krow bez endometritis bedacych w
tym samym okresie poporodowym.

- ocene wybranych cytokin ( TNFa, IL- 6, IL-10) oraz biatek ostrej fazy — BOF (haptoglobina i SAA) w
krwi obwodowej i wyptuczynach z macicy u krdw z podklinicznymi stanami zapalnymi macicy, w

aspekcie wykorzystania ich w profilaktyce i terapii endometritis w stadach kréw mlecznych.

Wyniki dotyczace wymienionej problematyki opublikowane zostaty w 5 publikacjach, jako tzw.
osiggniecie naukowe pt. ,Badania nad zastosowaniem wybranych parametréw oceny ukiadu
immunologicznego w diagnostyce podklinicznych stanéw zapalnych macicy, w aspekcie
wykorzystania ich w profilaktyce i terapii endometritis u kréw mlecznych”

Celem pierwszej publikacji 4.1.1., (Brodzki i wsp.: ,Cytological evaluation of inflammation of the
uterus and influence of endometritis on selected reproductive parameters in dairy cows. Bull. Vet. Inst.
Pulawy. 58, 235-242, 2014", byta ocena stanu uktadu rozrodczego kréw, w okresie poporodowym i po
jego zakonczeniu oraz ustalenie, czy poporodowe stany zapalne macicy majg wptyw na pozniejszy stan
funkcjonalny endometrium. Celem badan byto rowniez ustalenie czy podkliniczne stany zapalne macicy

wptywajg na wybrane parametry rozrodu oceniane u badanych krow.
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Badania wykonano na 60 krowach, rasy holsztynsko — fryzyjskiej (HF). Zwierzeta zostaty
wybrane sposrod 140 krow poddanych rutynowej kontroli lekarskiej w okresie poporodowym. Kontrola
obejmowata poza badaniem ogdlnego stanu zdrowia zwierzat, szczegotowe badanie uktadu
rozrodczego, w oparciu 0 badanie rektalne macicy i jajnikdw z wykorzystaniem USG, a takze badanie
bakteriologiczne oraz cytologiczne macicy, w celu monitorowania stanu endometrium. Za pomoca
aparatu USG, byta réwniez okre$lana $rednica rogdw macicy u badanych krow, w celu sprawdzenia
dynamiki inwolucji macicy. Powyzsze badania pierwszy raz zostaty przeprowadzone w 5 dniu po
porodzie, na ich podstawie ustalono, ze u wiekszo$ci krow w tym czasie, wystepowato metritis clinica,
objawiajgce sie wyptywem z drég rodnych mniejszej badZz wiekszej iloci, brunatnej lub brunatno -
krwistej wydzieliny, czesto o charakterystycznym przykrym zapachu, macica byta powigkszona. Na tym
etapie nie mozliwe byto ustalenie grup do$wiadczalnych. W drugim badaniu wykonanym w 26 dniu po
porodzie, na podstawie badania cytologicznego macicy, zostato wybranych 30 kréw z endometritis
Subclinica — zwierzeta te stanowity grupe doswiadczalng oraz 30 krow bez endometritis, ktdre stanowity
grupe kontrolng. U wytypowanych do do$wiadczenia krow, wymienione badania przeprowadzono
jeszcze dwukrotnie, w 40 oraz 61 dniu po porodzie, zgodnie z przyjetymi przez innych autorow
zasadami, pierwsze badanie w 21-33 dniu po porodzie, drugie badanie pomigedzy 34 a 47 dniem po
porodzie oraz trzecie badanie po 60 dniu od porodu (38, 39, 79). Cytologia macicy zostata wykonana za
pomocg dwoch metod: szczoteczki cytologicznej oraz z wyptuczyn. Ocena preparatéw opierata sie na
ustaleniu ilosci neutrofili w wykonanych rozmazach (39). Posiewy bakteriologiczne wykonano
bezposrednio ze szczoteczek na standardowe podtoza, przeznaczone do hodowli bakterii tlenowych,
beztlenowych oraz grzybdw. Po uptywie 6 miesiecy od porodu w obu badanych grupach kréw zostaty
poréwnane ze sobg najwazniejsze dwa wskazniki rozrodu brane pod uwage w tym okresie przy ocenie
rozrodu w stadzie. Okres miedzycigzowy - OmC (odstep czasu pomigdzy wycieleniem a kolejnym
zacieleniem) i indeks zacieleh - 1Z zwany indeksem inseminacyjnym (ilo$¢ zabiegdw inseminacyjnych
potrzebnych do zajScia w cigze).

Z przeprowadzonych przez autoréw badan wynika, ze u czesci kréw w stadzie, u ktérych nie
leczono, wystepujacego po porodzie metritis, dochodzi do powstania endometritis subclinica (21,3%).
Stan taki moze utrzymywac sie bardzo dtugo po porodzie, bedac przyczyng obnizonej ptodnosci krow.
Wielu innych autoréw potwierdza, ze poporodowe zapalenia macicy przechodzg w posta¢ podkliniczng i
utrzymuijq sie, nawet kilka miesiecy po porodzie (3, 23, 38, 48). Podkliniczne stany zapalne jak sama
nazwa wskazuje, nie dajq objawdw zewnetrznych, z czym wigze sie niska wykrywalno$¢ tego
schorzenia przez wiascicieli, a nawet przez lekarzy prowadzacych opieke nad stadem. Standardowe
badanie kliniczne ukfadu rozrodczego, nawet z uzyciem USG, nie pozwala skutecznie zdiagnozowac

podklinicznego stanu zapalnego macicy. Utrzymujace sie najczesciej przy endometritis ciatko zotte na
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jajniku, wydzielajac progesteron, powoduje ostabienie, zwtaszcza miejscowej odpornosci macicy,
podtrzymujac jej stan zapalny. Macica w stanie zapalnym nie wytwarza w odpowiedniej ilosci PGF2aq,
ktbra ma wiasciwosci luteolityczne, ale produkuje PGE. majacej wiadciwosci luteotropowe w
konsekwencji podtrzymuje funkcje wydzielniczg ciatka zottego i niekorzystny w tym okresie wptyw
progesteronu na funkcje endometrium (31, 56, 81). Zachodzace zmiany hormonalne i lokalna
immunosupresja sprzyja namnazaniu si¢ drobnoustrojow, gtéwnie bakterii tlenowych, we wczesnym
okresie poporodowym (metritis) oraz warunkowo beztlenowych i beztlenowych w okresie pdzniejszym
(endometritis), co zostato rowniez przedstawione w omawianych badaniach wtasnych. Badania nasze
potwierdzajg dominujace znaczenie bakterii tlenowych (gtéwnie E. coli) we wczesnym okresie
poporodowym a T. pyogenes, F. necroforum i B. melaninogenicus w okresie pozniejszym. Badania
innych autorow potwierdzaj wyniki badan wtasnych (9, 18, 23, 88).

Przedstawione w badaniach, cytologicznie rozpoznane stany zapalne macicy, bylty przyczyng
duzo gorszych parametrow rozrodu w grupie doswiadczalnej kréw OmC- 140,96 dni; IZ — 3,93), niz w
grupie kontrolnej (90,96 dni; IZ — 1,86). Pogorszenie tych wskaznikéw wynikato przede wszystkim z
zaburzen cyklu rujowego. Gtéwnie ostabionych objawéw rujowych - co utrudniato wykrywanie rui,
op6znienia owulacji lub jej braku, przez co zabiegi inseminacji byty skazane na niepowodzenie, a takze
wystagpienie cyst jajnikowych, powstatych z nieowulujgcych pecherzykow jajnikowych, ktore najczesciej
blokowaty cykl rujowy po inseminacii, utrzymujgc wtasciciela w przekonaniu o cigzy zwierzecia. Badania
innych autorow, potwierdzajac badania witasne, podajg ponadto prawdopodobny mechanizm
obserwowanych zaburzen. Autorzy ci wskazuja, ze endometritis moze spowalnia¢ wzrost pecherzykow
jajnikowych, zmniejsza¢ maksymalng wielko$¢ pecherzykow przed owulacyjnych, co zmniejsza stezenie
estrogenow. Moze tez obniza¢ mase ciatek zottych i zmniejsza¢ poziom progesteronu. Te zaburzenia w
wytwarzaniu hormondw, poprzez ostabione oddziatywanie na wyzsze pietra regulacji hormonalne;
(podwzgérze i przysadka) niewystarczajaco pobudzajq je i powodujg konkretne nieprawidtowosci cyklu
rujowego jak brak lub ostabione objawy rujowe, opdzniona lub brak owulacji czy wspomniane juz cysty
jajnikowe (48, 77). Wplyw innych czynnikéw jak wydajno$¢ krow, ich sposéb zywienia czy utrzymania
zostat wyeliminowany, poniewaz zwierzeta zaréwno grupy doSwiadczalnej jak i kontrolnej pochodzity z
tego samego stada, dobér zwierzat byt celowy, aby ograniczy¢ inne czynniki mogace wptywaé na
ptodnos¢ (10, 49, 86).

Poréwnujac cytologie wykonang dwiema réznymi metodami pozyskania materiatu, nalezy
oceni¢, ze obie metody nadajg sie do oceny zaawansowania stanu zapalnego macicy. Pomiedzy
metodami, pomimo widocznych réznic w liczbie leukocytow, nie ustalono réznic istotnych statystycznie.
Jak wynika z przedstawionych badan, na podstawie cytologii mozliwa jest zarébwno poporodowa

kontrola stanu endometrium macicy jak i ustalenie podklinicznych stanéw zapalnych u kréw,
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utrzymujacych sie diugo po porodzie, u ktorych nie monitorowano okresu poporodowego. Oceniajgc
wartos¢ samych preparatow cytologicznych, wykonywanych ze szczoteczek oraz z wyptuczyn, nalezy
podkresli¢, ze bardziej wartosciowa jest cytologia wykonana ze szczoteczek niz z wyptuczyn, poniewaz
materiat, zawiera o wiele wiecej komorek nabtonka, co pozwala lepiej oceni¢ aktualny stan endometrium
macicy. Na podstawie preparatow cytologicznych, autorom réwniez udato sie zaobserwowac proces
odtwarzania sie¢ nabtonka endometrialnego w okresie zdrowienia, co nastgpuje w réznym czasie po
porodzie. W obrazie cytologicznym z tego okresu, pomimo utrzymywania sie stanu zapalnego pojawia
sie¢ duzo wigksza iloS¢ komorek mtodych z okragtymi jadrami komorkowymi i wyrazng cytoplazma.
Autorom nie udato sie odnalez¢ w dostepnej literaturze prac, zwigzanych z powyzszymi obserwacjami.
Cytologia z wypluczyn zawiera mniej komorek, co zwigzane jest z pobraniem materiatu
powierzchownego, pochodzacego tylko z jamy macicy, a nie ze $ciany jak w pierwszej metodzie. Poza
tym wyptuczyny zbierajg materiat z wigkszej powierzchni macicy, czego efektem jest zawsze wyzsza
ilos¢ leukocytdw oraz wiecej artefaktow utrudniajacych ocene preparatéw. Przeprowadzone przez
autorow badania stwierdzajg jednoznacznie, Ze stan zapalny macicy z okresu poporodowego, moze
utrzymywac sie bardzo dlugo po porodzie, jako podkliniczne endometritis, bedac jednocze$nie
przyczyng znacznego pogorszenia parametrow rozrodu u krow. W zwigzku z przeprowadzonymi
badaniami autorzy proponujg, aby ocena cytologiczna macicy, najlepiej przy uzyciu szczoteczki,
wykonywana byfa jak najwczesniej po porodzie, nawet przed 21 dniem, do kiedy moze utrzymywac sie
jeszcze poporodowe metritis.

Celem drugiej pracy 4.1.2., (Brodzki i wsp.: ,Phenotyping of leukocytes and granulocyte and
monocyte phagocytic activity in the peripheral blood and uterus of cows with endometritis.
Theriogenology 2014, 82, 403-410", byta porownawcza ocena wybranych wskaznikéw
immunologicznych w krwi obwodowej oraz w wyptuczynach z macicy kréw z prawidtowym przebiegiem
okresu puerperium oraz u kréw z endometritis subclinica, w aspekcie ich przydatno$ci w monitorowaniu
okresu poporodowego.

Badania obejmowaty zaréwno wczesny jak i pozny okres poporodowy. Przeprowadzono je w stadzie
liczacym 140 kréw rasy holsztyrnsko — fryzyjskiej (HF) w wieku od 4 do 6 lat. Na podstawie badania
cytologicznego wybrano 20 kréw z endometritis subclinica, oraz 20 kréw zdrowych bedacych w tym
samym okresie po porodzie. Najistotniejszg cze$cig omawianej pracy byty badania immunologiczne,
ktére obejmowaty fenotypowanie leukocytow oraz ocene aktywnosci fagocytarnej granulocytow i
monocytow. Fenotypy okreslono w oparciu o cytometryczng analize czasteczek powierzchniowych CD4,
CD8, CD21, CD25 i CD14 oraz dodatkowo odsetek subpopulacji limfocytow o fenotypie CD4+*CD25*.
Czasteczki te oznaczono na leukocytach krwi obwodowej oraz w wyptuczynach z macicy w 5, 22 i 40
dniu po porodzie. AktywnoS¢ fagocytarng granulocytow i monocytow okreslono w tych samych
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terminach badan, co fenotypowanie leukocytdw przy uzyciu komercyjnego zestawu Phagotest (Orpegon
Pharma, Heidelberg, F.R.G), zaadaptowanego do metody cytometrii przeptywowe;.

W badaniach wiasnych, wykazano istotnie nizsze S$rednie wartosci odsetka subpopulcii
leukocytéw o fenotypie CD4, CD25 i CD14 oraz CD4/CD25 w krwi obwodowej u kréw z endometritis w
pordéwnaniu do krow zdrowych. Podobne wyniki odnosnie ksztattowania si¢ wymienionych subpopulacii
leukocytow w obu badanych grupach uzyskano réwniez w wyptuczynach z macicy z tym, ze u kréw z
zapaleniem macicy dodatkowo stwierdzono istotny spadek odsetka limfocytow CD21 oraz wzrost CD8.
Moze to wskazywa¢ na immunosupresje, ktéra wspétistniata z endometritis. Dane te wskazujq takze, ze
nie istnieje jeden mechanizm, ktory wyjasnitby wszystkie aspekty zjawisk immunologicznych
towarzyszacych poporodowym stanom zapalnym macicy u kréw. Istotny spadek odsetka limfocytow
CD4, CD25, CD14 i CD4/CD25 w krwi obwodowej i dodatkowo CD21 w wyptuczynach z macicy, przy
jednoczesnym wzro$cie odsetka limfocytow CD8 u krow z endometritis, moze by¢ zwigzany z
obecno$cig czynnikbw hamujacych uwalnianych podczas immunologicznej odpowiedzi zapalnej,
wzrostem odsetka limfocytéw supresorowych CD8 oraz wspdtistniejacq infekcjq bakteryjna. Istotny
wzrost odsetka limfocytéw TCD8 supresorowych w wyptuczynach macicy u krow z endometritis
prawdopodobnie zapobiegat uszkodzeniu endometrium w wyniku utrzymujgcego sie stanu zapalnego
macicy z uwagi na ich immunoregulacyjne wiasciwosci w stosunku do komoérek efektorowych
immunologicznej odpowiedzi zapalne;j.

Innym mechanizmem sprzyjajgcym rozwojowi endometritis moze by¢ hamowanie odpowiedzi
immunologicznej organizmu poprzez spadek odsetka limfocytow T regulatorowych o fenotypie
CD4+CD25+ (Treg - T regulatory cells). Limfocyty regulatorowe Treg nie byly dotychczas opisywane u
krow z endometritis i dlatego trudno jest skonfrontowaé uzyskane w tym zakresie wyniki badan
wiasnych. Wykazano, iz zarbwno w krwi obwodowej jak i wyptuczynach z macicy w czasie
wystepowania endometritis u kréw, nastepowat istotny spadek subpopulacji limfocytéw Treg oraz
leukocytéw CD14. Limfocyty Treg oraz makrofagi petnigc funkcje immunoregulacyjng i efektorowa, w
zasadniczy sposéb wptywaja na charakter i nasilenie odpowiedzi immunologicznej (32, 33, 71, 72). Stad
tez zaburzenia czynno$ci tych leukocytdw spowodowane istotnym spadkiem ich odsetka w grupie kréw
z endometritis, mogto spowodowa¢ zaburzenie efektorowej fazy odpowiedzi immunologicznej i mogto
tez mie€ istotny wptyw na wystgpienie i utrzymywanie sie odczyndw zapalnych w macicy krow.

Analizujac wskazniki aktywno$ci fagocytarnej u krow obu badanych grup mozna stwierdzi¢, ze
ich kinetyka byfa zwigzana z poszczegdlnymi terminami badan w okresie poporodowym. Istotny spadek
aktywnos$ci fagocytarnej granulocytow i monocytow w wyptuczynach z macicy krow z endometritis,
nastapit juz 5 dnia po wycieleniu i utrzymywat sie przez caty okres obserwacji. Dotyczyto to szczegdlnie
odsetka komorek fagocytujacych, a w ostatnim okresie badan takze Sredniej intensywnosci fluorescenc;i
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bedacego wyktadnikiem nasilenia procesu fagocytozy granulocytéw i monocytéw. Obserwowany
spadek wskaznikow aktywnosci fagocytarnej granulocytow i monocytéw wydaje sie pozostawaé w
zwigzku z utrzymujgcym sie stanem zapalnym macicy i supresyjnym jego oddziatywaniem na
komdrkowe mechanizmy odpornosci nieswoistej. Indukcja supresji odpornosci nieswoistej polega na
blokowaniu powierzchniowych receptorow, hamowaniu wewnatrzkomoérko-wego metabolizmu,
chemotaksji i przylegania komérek fagocytujacych oraz zwiekszonej produkcji cytokin prozapalnych
i wzrostu poziomu niektorych biatek ostrej fazy (1, 13, 14, 42).

Sprawny ukfad komorek fagocytarnych stanowi jeden z podstawowych mechanizmow
odpornosci przeciwzakaznej macicy (7, 22, 23, 29, 81). W przypadku endometritis dominujacq
populacjq komérek zernych sq neutrofile przenikajace z krwi obwodowej do ogniska zapalnego, ktére
stanowig mechanizm szybkiego reagowania. Prawdopodobnie skutkiem zaburzonej funkcji biologicznej
granulocytow i monocytéw u krow z endometritis, byt brak petnej zdolnosci do bezposredniej likwidacji
infekcji bakteryjnej w pierwszej fazie okresu poporodowego oraz utrzymujacego sie odczynu zapalnego,
co miato istotny wptyw na rozwoj endometritis (42, 54, 89). Pozwala to jednocze$nie sadzi¢, ze
dysfunkcja komérkowych mechanizméw miejscowej odporno$ci macicy u krow, moze by¢ jedng z
waznych przyczyn niskiej skutecznosci leczenia endometritis. Stad tez znajomos¢ uktadu
immunologicznego oraz jego zdolnoSci przywracania zaburzonej homeostazy jest wskazaniem do
uwzglednienia w profilaktyce i leczeniu endometritis u kréw réwniez preparatow o wiasciwosciach
immunomodulujgcych.

Kontynuacjg omdwionych powyzej badan, byta trzecia publikacja 4.1.3., (Brodzki i wsp.:
“Inflammatory cytokines and acute-phase proteins concentrations in the peripheral blood and uterus of
cows that developed endometritis during early postpartum” Theriogenology 2015, 84, 11-18). Celem
tych badan, byta ocena stezenia pro- i przeciwzapalnych cytokin (TNF-a, IL-6, IL-10) oraz biatek ostrej
fazy (haptoglobiny - Hp i serum amyloid A - SAA) w surowicy krwi oraz w wyptuczynach z macicy u kréw
z endometritis we wczesnym okresie poporodowym oraz u kréw zdrowych bedacych w tym samym
czasie po porodzie. Badania wykonano na 40 krowach. 20 krow z endometritis subclinica oraz 20 kréw
bez endometritis. Badania u krow obu grup przeprowadzono w 5, 22 i 40 dniu po porodzie (DPP).
Materiat do badan stanowita surowica krwi oraz wyptuczyny z macicy. W badanym materiale metodg
ELISA okre$lono stezenie cytokin: tumor necrosis factor (TNF-a), interleukiny - 6 (IL-6), interleukiny -10
(IL-10) oraz biatek ostrej fazy (BOF): haptoglobin (Hp) i serum amyloid A (SAA).

Przedstawione badania wiasne wykazaty, ze we wczesnym okresie po porodzie (5 dzien) poziom TNF-
a, IL-6 i IL-10 w surowicy krwi nie réznit sie pomigdzy krowami, u ktdérych w pdzniejszym czasie
stwierdzono endometritis a krowami, u ktorych endometritis nie wystepowato. Oznacza to, ze stan

zapalny macicy u czesci krow rozwinat sie pomimo zblizonych warunkow wyjsciowych. Brak wyraznych
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réznic w poziomach ocenianych cytokin pomiedzy badanymi grupami krow w pierwszym tygodniu po
porodzie, wynika z faktu narazenia wszystkich zwierzat na podobne czynniki Srodowiskowe i zasiedlenie
macicy wieloma rodzajami bakterii tuz po porodzie (79, 81). Swiadczg o tym réwniez wysokie wartosci
badanych parametrow w pierwszym tygodniu po porodzie w obu badanych grupach zwierzat. Jednak w
pdzniejszych terminach badan poziom cytokin TNF-a, IL-6 i IL-10, byt istotnie wyzszy u krow z
endometritis niz u krow zdrowych. Moze to wskazywac na wigkszg aktywno$¢ pobudzonych komdrek
immunokompetentnych przede wszystkim w macicy, ale réwniez w krwi obwodowej. Efektem byto
zwigkszenie stezenia mediatorow stanu zapalnego w surowicy krwi krow z endometritis. Krowy zdrowe
w okresie od 5 do 22 DPP eliminujg z macicy wiekszo$¢ drobnoustrojow, a przy braku lub nieznacznej
ilosci patogenéw, miejscowe mechanizmy odpornosci nie sg aktywowane. W wyptuczynach z macicy
juz wczesny okres poporodowy wykazywat istotne zmiany, a mianowicie wyzszy poziom IL-6 i IL-10 a
nizszy poziom TNF-a u krow z endometritis. Ponadto wykazano, ze poziom wymienionych interleukin w
wyptuczynach z macicy byt istotnie wyzszy a poziom TNF-a nizszy, niz w surowicy krwi w obu badanych
grupach kréw. Poza tym wysoki poziom IL-6 i IL-10 w wyptuczynach z macicy krow z endometritis
utrzymywat sie przez caty okres badan do 40 dnia po porodzie wiacznie. Przypuszczalnie jedng z
przyczyn wysokiego stezenia IL-6 byto wydzielanie jej przez komorki endometrium macicy, jako reakcja
wynikajaca z podraznienia receptorow TLR przez charakterystyczne pathogen associated molecular
patterns (PAMPs) drobnoustrojow (7, 81, 85). Reakcja ta jest bardzo waznym elementem aktywujacym
miejscowg odpowiedz immunologiczng macicy, prowadzacg do chemotaksji leukocytow oraz
wzmozenie aktywnos$ci fagocytarnej, istniejacych juz w macicy neutrofili i makrofagéw. Uaktywnione w
ten sposob lub podraznione bezposrednio przez PAMPs drobnoustrojéw leukocyty (gtéwnie fagocyty)
przebywajace stale w macicy oraz naptywajace z krwi, rowniez wydzielajg cytokiny, przyczyniajac sie do
wzrostu ich stezenia w macicy (74). Wcze$niejsze badania wiasne 4.1.2, oraz wielu innych autoréw (38,
39) potwierdzajg obecnos¢ patogendw a takze zwigzang z tym wyzszg liczbe leukocytow (gtdwnie
neutrofil) w macicy u kréw z endometritis. Znalazto to odbicie w przedstawianych wynikach badan
wiasnych w postaci podwyzszenia stezenia prozapalnej IL-6 w wyptuczynach z macicy u krow z
endometritis. Trudne do wyjasnienia sg nizsze wartosci TNF-a w wyptuczynach z macicy u kréw z
endometritis niz w grupie kontrolnej. Jedng z mozliwosci jest hamowanie wydzielania tej cytokiny przez
IL-10, ktérej poziom w tym czasie byt bardzo wysoki. Zaleznosci takie obserwowane byly przy
niektorych jednostkach chorobowych u ludzi i myszy (2, 53). Kwestig dalszych badar pozostaje jednak
czy podobny mechanizm mogt wystepowa¢ réwniez w macicach badanych kréw. Wzrost iloSci
przeciwzapalnej IL-10, wynika przypuszczalnie z wzrastajgcego w utrzymujacym sie stanie zapalnym

macicy poziomu limfocytow T CD8+, ktdre mogg mie¢ funkcje supresorowe, hamujace reakcje zapaline.
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Wczesniejsze badania wiasne 4.1.2, potwierdzity procentowy wzrost ilosci limfocytéw CD8+ w
wyptuczynach z macicy u krow z endometritis.

Biatka ostrej fazy (BOF) odgrywaja wazng role w réznych etapach reakcji zapalnej, dzigki
czemu mogg by¢ markerami roznych jednostek chorobowych u bydta (52, 83). Sposrod wielu
wystepujacych u kréw BOF role pozytywnych biomarkerdw spetniajg gtownie haptoglobina (Hp) oraz
serum amyloid A (SAA) (84). SAA pojawia sie w 24-48 godzin po zakazeniu, jako biatko stanowigce
pierwszg linie reagowania, a jej wydzielanie uzaleznione jest od IL-1 oraz/lub TNF-a (67, 84). Natomiast
Hp, jest biatkiem stanowigcym drugq linie reagowania, ktorej wydzielanie reguluje IL-6, a jej wysoki
poziom charakterystyczny jest dla dtugotrwatych i stabo nasilonych proceséw zapalnych (67, 84).
Badania witasne wydajg sie potwierdza¢ powyzsze zalezno$ci. Poziom SAA jedynie w 22 DPP byt
istotnie wyzszy w surowicy krwi krow z endometritis od poziomu tego biatka u kréw zdrowych.
Jednoczesnie obserwowano wysoki poziom TNF-a oraz obnizony poziom IL-6. Poziom haptoglobiny
(Hp), byt istotnie wyzszy przez caty okres badan zaréwno w surowicy krwi jak i w wyptuczynach z
macicy u krow z endometritis. Takie zachowanie si¢ stezenia BOF moga $wiadczy¢ o utrzymywaniu sie
przewlektego stanu zapalnego macicy od wczesnego okresu poporodowego do 40 DPP, z dodatkowym
nadkazeniem macicy w 22 DPP. Bardzo interesujgce z klinicznego punktu widzenia jest utrzymywanie
sie wysokiego stezenia Hp w surowicy krwi oraz w wyptuczynach z macicy kréw z endometritis. Biatko
to moze by¢ uwazane za marker stanu zapalnego macicy u kréw. Trudny do wyjasnienia jest wzrost
poziomu Hp w wyptuczynach z macicy, poniewaz nie zostato potwierdzone miejscowe wytwarzanie tego
biatka w komorkach endometrium. Jednak istotny wzrost jej wartosci moze sugerowaC miejscowq
produkcje Hp w przebiegu endometritis. Inng mozliwoscig jest przenikanie tego biatka do Swiatta macicy
z krwi, w ktdrej notowano znacznie wyzsze jej poziomy niz w wyptuczynach z macicy.

Celem czwartej publikaciji 4.1.4., (Brodzki i wsp.: "Determination of selected parameters for non-
specific and specific immunity in cows with subclinical endometritis”. Animal Reproduction Science 148,
109-114), byta poréwnawcza ocena wybranych wskaznikdw nieswoistej i swoistej odporno$ci
immunologicznej u kréw z endometritis subclinica oraz u kréw bez stanu zapalnego macicy, w p6znym
okresie poporodowym. Badania wykonano w 65 dniu po porodzie na 40 krowach, ktdre w oparciu o
wyniki badan cytologicznych i bakteriologicznych podzielono na grupe do$wiadczalng (endometritis
subclinica) i kontrolng (bez endometritis) po 20 sztuk w kazdej. Metoda cytometrii przeptywowej
dokonano analizy czasteczek powierzchniowych CD4, CD8, CD14, CD21, CD25 i CD4CD25 na
leukocytach oraz okre$lono aktywno$¢ fagocytarng granulocytéw i monocytéw w krwi obwodowej i
wyptuczynach z macicy.

W badaniach wfasnych, u krow z endometritis wykazano istotnie nizsze $Srednie wartosci odsetka
subpopulcji leukocytéw o fenotypie CD4+, CD14+ i CD4+/CD25+ w krwi obwodowej i wyptuczynach z
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macicy. Dodatkowo, odsetek limfocytow CD21+ byt znacznie nizszy w wyptuczynach z macicy. Spadek
odsetka limfocytéow CD21+, jednego z gtéwnych markeréw limfocytdbw B, moze wskazywac, ze
humoralna odpowiedz immunologiczna w macicy jest mniej wazna niz odpowiedz komdrkowa. Procent
komérek CD8+ byt znaczaco wyzszy w wyptuczynach z macicy, co moze $wiadczy¢ o kluczowej roli
limfocytéw CD8 w odpowiedzi immunologicznej macicy podczas endometritis subclinica. \Wymienione
zmiany w odsetku leukocytow mogg by¢ zwigzane z zakazeniem bakteryjnym i obecnoscig substancii
hamujgcych (IL-10), uwalnianych przez limfocyty supresorowe CD8+ (4, 66, 76). Badania
przeprowadzone przez Park et al. (65) potwierdzajg, ze u kréw podatnych na zapalenie wymienia
poziom limfocytbw CD8+ zwigksza sie a liczba limfocytow CD4+ maleje, powodujgc ostabienie
miejscowych mechanizméw immunologicznych. W przeciwienstwie do naszych badan, Divel i wsp.
(2014; 17) wykazat wzrost liczby wszystkich ocenianych komdrek immunologicznych (miedzy innymi
CD4+, CD8+, CD4+CD25+, CD14+), jak i neutrofili w krwi obwodowej u krow z endometritis subclinica,
w porownaniu do krow bez endometritis. Przypuszczalnie fenotypowy sktad leukocytéw krwi
obwodowej, ktore biorg udziat w odpowiedzi immunologicznej zalezy od czynnika etiologicznego, ktéry
jest przyczyna zapalenia i od stopnia zaawansowania procesu chorobowego. Subklinicznemu zapaleniu
macicy towarzyszy upo$ledzenie fagocytozy oraz zaburzenie mechanizméw immunoregulacyjnych,
wsrdd ktdrych prawdopodobnie wazng role odgrywajg: CD4+CD25+Treg (regulatorowe komérki T).
Limfocyty Treg nie zostaty dotychczas opisane u kréw ze stanami zapalnymi macicy. W zwigzku z tym
trudno jest porownywa¢ wyniki naszych badan w tym zakresie. Zarébwno w krwi obwodowej jak i
wyptuczynach z macicy kréw z endometritis, wykazano znaczacy spadek subpopulacji limfocytéw Treg
oraz CD14+ (monocyty/makrofagi). Limfocyty Treg i monocyty/makrofagi dziatajg jako komorki
efektorowe i immunoregulacyjne, i mogg w istotny sposéb wptywaé na rodzaj i nasilenie odpowiedzi
immunologicznej (32, 33, 71, 72). Znaczny spadek odsetka tych leukocytow w grupie krow z
endometritis, mogt spowodowaé zaburzenia fazy efektorowej odpowiedzi immunologicznej, madgt
rowniez miec istotny wplyw na powstawanie i utrzymywanie sie subklinicznych reakcji zapalnych w
macicy zwierzat dosSwiadczalnych. Nasze badania wykazaty réwniez upo$ledzenie aktywnosci
fagocytarnej granulocytdw i monocytdw/makrofagéw u krow z endometritis subclinica, co moze by¢
zwigzane z utrzymujgcym sie subklinicznym stanem zapalnym macicy oraz jego hamujgcym wptywem
na komorkowe mechanizmy nieswoistej odporno$ci. Mechanizmy te, nalezg do podstawowych
mechanizméw, przeciwzakaznej odporno$ci macicy (1, 13, 14). Upo$ledzenie funkcji granulocytow i
monocytoéw/makrofagdw u krow z endometritis prawdopodobnie spowodowato zmniejszong zdolnosci
do bezposredniego eliminowania infekcji bakteryjnej i mogto by¢ przyczyng endometritis subclinica (42,
55, 89). Obecne badania sugerujg, ze dysfunkcja komdrkowych mechanizméw lokalnej odpornosci
macicy u krow z endometritis subclinica, moze by¢ przyczyng przewlekle utrzymujacego sie zapalenia
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macicy w stadach kréw mlecznych i powinny by¢ brane pod uwage w trakcie terapii.

W ostatniej z cyku publikacji, zaliczanej do Osiagniecia Naukowego 4.1.5., (Brodzki i wsp.:
“‘Inflammatory cytokine and acute phase protein concetrations in the peripheral blood and uterine
washings of cows with subclinical endometritis in the late postpartum period.” Veterinary Research
Communications 2015, 39, 143-149) celem, byta poréwnawcza ocena stezenia cytokin prozapalnych
(tumor necrosis factor (TNF-a), interleukine 6 (IL-6)), cytokin przeciwzapalnych (interleukine 10 (IL-10)),
biatek ostrej fazy (haptoglobin (Hp) oraz serum amyloid A (SAA)), w surowicy krwi oraz w wyptuczynach
z macicy u krow z endomettritis subclinica i u kréw zdrowych, w p6znym okresie poporodowym.

Badania zostaty przeprowadzone na 40 krowach w 60 dniu po porodzie. Na podstawie wynikow
badania cytologicznego, zwierzeta zostaty podzielone na dwie grupy: krowy z subclinical endometritis
oraz krowy zdrowe (po 20 krow w kazdej). Materiat do badan stanowita surowica krwi oraz wyptuczyny z
macicy. W badanym materiale metodg ELISA oceniono stezenie cytokin: TNF-a, IL-6, IL-10 oraz biatek
ostrej fazy (BOF), Hp oraz SAA.

Sq to pierwsze badania tego typu wykonane w wyptuczynach z macicy krow w pdznym okresie
poporodowym. Przedstawiony w badaniach wlasnych wyzszy poziom cytokin TNF-q, IL-6 i IL-10 oraz
biatek ostrej fazy SAA i Hp w surowicy krwi krow grupy do$wiadczalnej, moze by¢ zwigzany z
wystepujaca u nich subkliniczng postacig stanu zapalenego macicy. Wieksza aktywnos¢ komorek
immunokompetentnych, pobudzonych gtownie w macicy, ale réwniez w krwi obwodowej, mogta by¢
przyczyng wzrostu stezenia mediatordw stanu zapalnego w surowicy krwi. We wczesnym okresie
poporodowym do 21 DPP wiekszo$¢ drobnoustrojow jest eliminowana z macicy, a w okresie 6 — 8
tygodni po porodzie macica powinna by¢ juz jatowa (81). Przy niewielkiej ilosci patogendw lub ich braku,
miejscowe mechanizmy odpornosci nie sg aktywowane lub sg jedynie nieznacznie. Stezenie
mediatoréw stanu zapalnego (cytokiny, chemokiny, BOF), réwniez nie ulega wéwczas podwyzszeniu,
co obserwujemy u krdw zdrowych. Natomiast u krow z endometritis, u ktorych stan zapalny macicy
utrzymuje sie, widoczny jest wzrost wymienionych mediatoréw. Badania przeprowadzone przez
Kasimanickam et al. (41), zgodne sg z badaniami wtasnymi i potwierdzajg wyzsze stezenie cytokin
prozapalnych (TNF-a, IL-1B i IL-6) w surowicy krwi kréw z endometritis w poréwnaniu do krow
zdrowych. Natomiast badania przeprowadzone, przez Kim et al. (43) nie wykazaty rdznic w stezeniu
wymienionych cytokin w surowicy krwi pomiedzy krowami z endometritis i krowami zdrowymi. Ishikawa
et al. (35) rowniez nie obserwowali istotnych zmian w ilosci IL-6 w surowicy krwi u kréw z endometritis.

W badaniach wtasnych w wyptuczynach z macicy, wykazano istotnie wyzszy poziom IL-6, IL-10
oraz Hp u krow z endometritis w porownaniu do kréw zdrowych. Ponadto wykazano rowniez, ze u krow
ze stanem zapalnym stezenie IL-10 byto dwukrotnie wyzsze w wyptuczynach z macicy niz w surowicy

krwi. Jedng z przyczyn wysokiego stezenia IL-6 byto wydzielanie jej przez komdrki endometrium
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macicy, oraz leukocyty przebywajgce stale w macicy i naptywajace do miejsca zapalenia w wyniku
chemotaksiji, jako reakcja na kontakt z patogenami (74). Wcze$niejsze badania wtasne 4.1.2., 4.1.4.,
potwierdzajg obecnos¢ patogenéw a takze zwigzang z tym wyzsza liczbe leukocytow (gtéwnie neutrofili)
w macicy u krow z subclinical endometritis. Znalazto to odbicie w przedstawianych wynikach badan
wlasnych w postaci podwyzszenia stezenia prozapalnej IL-6 w wyptuczynach z macicy u krow z
endometritis. Wzrost stezenia przeciwzapalnej IL-10, moze wynika¢ z wzrastajgcego w utrzymujgcym
sie stanie zapalnym macicy poziomu limfocytbw T CD8+, ktére mogg mieC funkcje supresorowe,
hamujace reakcje zapalne. Limfocyty CD8+ poprzez wydzielanie IL-10 petnig funkcje ochronng dla
tkanek endometrium dzieki hamujgcemu wptywowi na immunokompetentne komdrki efektorowe, co
ostabia reakcje autoimmunologiczne (4, 66, 76). Niestety z badar wiasnych wynika réwniez, ze takie
oddziatywanie moze wigza¢ sie z ostabieniem miejscowej odpornoSci przeciwzakaznej i brakiem
catkowitej eliminacji drobnoustrojéw z macicy. Efektem moze by¢ dtugotrwate utrzymywanie sie stanu
zapalnego tego narzadu w postaci endomettritis.

W badanich witasnych, poziom SAA jedynie w surowicy krwi byt istotnie wyzszy u krow z
endometritis od poziomu tego biatka u krow zdrowych. Jednoczesnie u krow z subclinical endometritis
obserwowano wysoki poziom TNF-a. Poziom haptoglobiny (Hp), byt istotnie wyzszy zaréwno w
surowicy krwi, jak i w wyptuczynach z macicy u kréw z endometritis. Takie zachowanie si¢ stezenia
BOF mogq sugerowa¢ utrzymywanie sie przewlektego stanu zapalnego macicy. SAA jest biatkiem
stanowigcym pierwszg linie reagowania, a jej wydzielanie uzaleznione jest od IL-1 oraz/lub TNF-a (67,
84). Natomiast Hp jest biatkiem stanowigcym drugg linie reagowania, ktérej wydzielanie reguluje IL-6, a
jej wysoki poziom charakterystyczny jest dla dtugotrwatych i stabo nasilonych proceséw zapalnych (67,
84). Bardzo interesujace jest wysokie stezenie Hp zardwno w surowicy krwi, jak i w wyptuczynach z
macicy kréw z endometritis, w pdznym okresie poporodowym. Biatko to moze by¢ uwazane za marker
stanu zapalnego macicy u kréw, nie tylko we wczesnym okresie poporodowym, jak wykazano w
poprzedniej pracy (4.1.3.), ale réwniez w okresie pdzniejszym.

Z przedstawionych badan wiasnych 4.1.3., 4.1.5. wynika, Ze ocena poziomu wybranych cytokin
zar6wno w surowicy krwi jak i w wyptuczynach z macicy, moze stanowi¢ czuty wskaznik diagnostyczny
endometritis subclinica u krow. Warunkiem prawidtowej oceny kierunku rozwoju stanu zapalnego oraz
Scisle z nim zwigzanych mechanizméw miejscowej odpornos$ci macicy, jest jednoczesne badanie
stezenia cytokin o antagonistycznym oddziatywaniu. Dzieki temu mozliwe jest doktadniejsze okreslenie
aktualnego stanu odpornosci miejscowej macicy, co W znacznej mierze utatwia ustalenie dalszego
postepowania profilaktycznego lub leczniczego. Przy wzrocie poziomu cytokin prozapalnych z
rownoczesnym wzrostem cytokin przeciwzapalnych, jak IL-10 moze by¢ wskazane stosowanie

preparatdbw o dziataniu immunostymulujgcym. Natomiast przy wzro$cie stezenia jedynie cytokin
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prozapalnych jak IL-6 czy TNF-a nie ma potrzeby stosowania takich preparatow. Badania wiasne

podobnie jak badania innych autoréw (30) wykazaty, ze markerem endometritis u krow moze by¢

rowniez haptoglobina. Ocena jej stezenia w surowicy krwi, ale réwniez w wyptuczynach z macicy moze

stanowi¢ czuty wskaznik rozwoju endomettritis.

W oparciu o uzyskane wyniki badan z powyzszego cyklu publikacji nasuwajq sie nastepujace wnioski i

spostrzezenia:

1.

W macicy krow z endometritis subclinica zarbwno we wczesnym jak i poznym okresie
poporodowym, dochodzi do wzrostu odsetka limfocytbw CD8+, ktdre poprzez dziatanie
supresorowe, mogq ostabia¢ miejscowe mechanizmy odporno$ci macicy.

Podczas wystepowania endometritis subclinica, dochodzi do obnizenia aktywnosci fagocytarnej
granulocytéw oraz monocytow wyizolowanych z macicy, co moze przyczynia¢ sie do ostabionej
eliminacji patogendw i utrzymywania sie subklinicznych standéw zapalnych macicy.

W surowicy krwi kréw z endometritis subclinica wystepuje wzrost stezenia TNF-a, IL-6 i IL-10
oraz biatek ostrej fazy SAA i Hp w poréwnaniu z krowami zdrowymi, co moze by¢ zwigzane z
wystepujaca u nich subkliniczng postacig stanu zapalnego macicy.

W wyptuczynach z macicy pochodzacych od krow z podklinicznymi stanami zapalnymi macicy,
wykazano wzrost stezenia IL-6, IL-10 oraz Hp. Sg to pierwsze badania tego typu wykonane w
wyptuczynach z macicy krow w poznym okresie poporodowym.

Bardzo interesujace z klinicznego punktu widzenia jest utrzymywanie sie wysokiego stezenia
haptoglobiny w wyptuczynach z macicy krow z endometritis subclinica, pomimo braku danych
$wiadczacych o produkcji tego biatka w komdrkach endometrium. Z przedstawionych badan
wynika jednak, ze Hp moze by¢ wykorzystana, jako marker stanu zapalnego macicy u krow.
Ocena subpopulacji leukocytow, aktywnosci fagocytarnej fagocytéw oraz wybranych cytokin i
biatek ostrej fazy ma duze znaczenie w diagnozowaniu endometritis. Ocena wymienionych
parametrow ma réwniez warto$¢ prognostyczng, mowigca o kierunku rozwoju endometritis oraz
utatwia podjecie decyzji o zastosowaniu ewentualnej terapii wspomagajacej miejscowe
mechanizmy odpornosci macicy.

W badaniach wiasnych, wykazano znaczacy spadek subpopulacji limfocytow Treg oraz CD14
(monocyty/makrofagi), zarbwno w krwi obwodowej jak i wyptuczynach z macicy krow z
endometritis subclinica. Limfocyty Treg i monocyty/makrofagi dziatajg, jako komorki
immunoregulacyjne i efektorowe, i mogg w istotny sposob wptywaé na rodzaj i nasilenie
odpowiedzi immunologicznej. Limfocyty Treg nie zostaty dotychczas opisane u kréw z

endometritis subclinica.
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8. W przeprowadzonych badaniach cytologicznych zaobserwowano, iz bardziej warto$ciowa jest
cytologia wykonana ze szczoteczek niz z wyptuczyn, poniewaz materiat pobrany przy
wykorzystaniu szczoteczek, zawiera o wiele wiecej komorek nabtonka, co pozwala lepiej oceni¢
aktualny stan endometrium macicy.

9. Na podstawie preparatow cytologicznych, autorom udato sie rowniez zaobserwowac proces
odtwarzania sie nabtonka endometriainego w okresie zdrowienia, co nastepuje w réznym
czasie po porodzie. W obrazie cytologicznym z tego okresu, pomimo utrzymywania sie stanu
zapalnego pojawia sie duzo wigksza ilos¢ komorek mtodych z okragtymi jgdrami komorkowymi i

wyrazng cytoplazma.
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89. Zerbe H, Schneider N, Leibold W, Wensing T, Kruip TA, Schubreth HJ. Altered functional and
immunophenotypical properties of neutrophilic granulocytes in post-partum cows associated with
fatty liver. Theriogenology 2000, 54, 771-786.

Prace stanowig oryginalny element badan dotyczacych zastosowania wybranych
parametréw oceny uktadu immunologicznego w diagnostyce podklinicznych stanéw zapalnych

macicy, w aspekcie wykorzystania ich w profilaktyce i terapii endometritis u kréw mlecznych.
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5. Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Po ukonczeniu studiow na Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej AR w Lublinie w 1998 roku,
zostatem zatrudniony na stanowisku asystenta w Zaktadzie Andrologii i Biotechnologii Rozrodu, Katedry
i Kliniki Rozrodu Zwierzat UP w Lublinie, pod kierownictwem prof. dr hab. Zygmunta Wrony.

Pierwszy okres mojej pracy zwigzany byt zaréwno z pracg kliniczng, jak réwniez naukowo-
dydaktyczng. W tym czasie zapoznatem sie z technikami diagnostycznymi oraz terapeutycznymi
wykorzystywanymi w postepowaniu lekarskim szczegoinie, ginekologiczno-potozniczym u samic, ale
rowniez w postepowaniu andrologicznym u samcéw zwierzat domowych. Od poczatku mojej pracy
uczestniczytem aktywnie w dziatalnosci naukowo-dydaktycznej, co po pewnym czasie umozliwito mi
sprecyzowanie swojego profilu naukowo-badawczego. Poczatkowo dotyczyt on problematyki zwigzanej
z oceng wybranych wskaznikéw immunologicznych u krow w poszczegéinych fazach cyklu jajnikowego i
roznych okresach cigzy, a takze wptywu wybranych preparatéw oraz pér roku na ptodno$¢ samcow
zwierzat domowych. Ponadto moje zainteresowania dotyczyly rdéwniez problematyki zwigzanej z
nowotworami gruczotu sutkowego u suk, szczegolnie z niestandardowg diagnostyka rdznicowq
pomiedzy nowotworami zto$liwymi i niezto$liwymi.

Efektem prowadzonych badan i obserwacji poczynionych w tym czasie sq publikacje i

doniesienia, ktore ukazaty sie przed uzyskaniem tytutu doktora nauk weterynaryjnych:

1. Wrona Z, Krakowski L, Kowalski C, Kostro K, Brodzki P, topuszynski W. Ocena ptodno$ci oraz
wybranych wskaznikéw odpornosci komorkowej po zastosowaniu tamoxifenu u pséw.
Medycyna Weterynaryjna 2003, 59, 1000-1004.

2. Krakowski L, Kostro K, Wrona Z, Krakowska |, Brodzki P, Piech T, Kostrzewa A. Metabolizm
tlenowy neutrofiléw i monocytéw krwi w okresie okotoporodowym u kréw zdrowych i z
zatrzymaniem tozyska. Medycyna Weterynaryjna 2004, 60, 1080-1083.

3. Krakowski L, Wrona Z, Kostro K, Krakowska I, Kostrzewa A, Piech T, Brodzki P. Ocena
subpopulacji limfocytow TCD4+ i TCD8+ oraz aktywnosci fagocytarnej neutrofilow i monocytéw
w krwi obwodowej kréw i jatdwek w okresie okotoporodowym. Medycyna Weterynaryjna 60,
415-419, 2004.

4. Brodzki A, Pasternak K, Balicki |, Brodzki P, Szponder T, Tatara MR. Wolne aminokwasy w
nowotworach gruczotu sutkowego u psow. Medycyna Weterynaryjna 2004, 60, 937-941.

5. Brodzki A, Pasternak K, Sztanke M, Brodzki P, Szponder T. Magnesium Concentration in

Mammary Tumours in Dogs. Magnesium Research. 2004, 17, 79-84.
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Wyniki badan z tego obszaru byly prezentowane rowniez na konferencjach krajowych

i miedzynarodowych w formie doniesien i posteréw:

1. Wrona Z., Krakowski L., Brodzki P. Wptyw tamoksifenu na wybrane wskazniki ptodnosci i
niektore parametry odpornosci u psow. XlI Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych, Lublin, 21-23 1X 2000. Annales UMCS, s. DD, 55, 462, 2000.

2. Krakowski L., Wrona Z., Kostro K., Brodzki P. Characterization of subpopulation of T
lymphocytes in blood of cows and heifers at the last trimestr of gestation. Polish J. Vet. Sci.
2001, 4, 132. Abstracts of the 3 Congress of Veterinary Immunologists 13-14.09.2001,
Olsztyn, publ. Polish J. Vet. Sci. 2001, 4, 132.

3. Krakowski L., Wrona Z., Kostro K., Brodzki P. Charakterystyka subpopulacji limfocytow T CD4 i
CD8 w krwi obwodowej u jatbwek w przebiegu cyklu rujowego, cigzy i okresu poporodowego.
Materiaty z Konferencji naukowej pt.” Praktyczne implikacje genetycznych, immunologicznych i
hormonalnych badan uktadu Rozrodczego i gruczotu mlekowego zwierzat” Wenecja, 19-20.X.
2001, s. 113-115.

4. Wrona Z., Brodzki P., Krakowski L., Marcich R. Ocena przydatno$ci rozptodowej knurkdéw
kwalifikowanych do stacji unasieniania loch Iub krycia naturalnego. Materialy z
Miedzynarodowej Sesji Naukowej pt.” Zaburzenia w rozrodzie zwierzat wysokoprodukcyjnych”.
Polanica Zdrdj, 13-14 czerwca 2003, str. 39.

W celu pogtebienia wiedzy dotyczacej problematyki rozrodu zwierzat podjatem w 2000 roku Studia
Podyplomowe z zakresu Rozrodu Zwierzat, ktdre zakoriczytem pozytywnie zdanym egzaminem w 2002
roku. Od poczatku mojej dziatalnosci w Katedrze i Klinice Rozrodu Zwierzat, nawigzatem i
utrzymywatem kontakty z wieloma Katedrami z macierzystej uczelni jak réwniez z Uniwersytetem
Medycznym w Lublinie oraz Poznaniu. Dzieki temu mozliwe byto wykorzystanie nowoczesnej aparatury
badawczej (np. cytometria przeptywowa), niedostepnej wowczas na rodzimej Uczelni.

Nabywane coraz wieksze doswiadczenie lekarsko-weterynaryjne potgczone z mozliwoscig
konsultacji z innymi o$rodkami naukowymi, przyczynito si¢ w tym okresie do ostatecznego
sprecyzowania, moich zainteresowan naukowych w zakresie rozrodu psow samcow. Do szczegolnie
istotnych badan zaliczy¢ nalezy ocene wptywu lekdéw stosowanych w terapii nowotwordw na libido
sexualis i wybrane wskazniki jakoSci nasienia oraz okre$lenie wptywu wymienionych preparatow, na
ksztattowanie sie wybranych parametrow odporno$ci komorkowej u leczonych pséw. Uzyskane wyniki

badan wtasnych z tego zakresu zostaty przedstawione w formie dysertacji doktorskie;.
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Zakonczeniem tego etapu mojej dziatalnosci naukowej byto uzyskanie na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej AR (obecnie UP) w Lublinie w 2004 roku, stopnia doktora nauk weterynaryjnych na
podstawie pracy: ,Wptyw wybranych lekow stosowanych w terapii nowotworéw na behawior seksualny,
wartos¢ biologiczng nasienia oraz niektore parametry odpornosci u pséow.” Promotorem mojej pracy

doktorskiej byt Pan prof. dr hab. Zygmunt Wrona.

5.2. Dorobek naukowy po uzyskaniu tytutu doktora nauk weterynaryjnych

Wyniki badan zawarte w rozprawie doktorskiej zostaty przedstawione w 3 publikacjach naukowych w
czasopismach z listy A MNiSZW. Z przeprowadzonych badan wynika, ze zastosowany w badaniach
wiasnych tamoksifen, w ogélnie przyjetych dla pséw dawkach terapeutycznych, wywierat negatywny
wptyw na funkcje uktadu rozrodczego pséw samcow powodujac, poczatkowo juz w pierwszym tygodniu
jego stosowania, pogorszenie sie, jakoSci wiekszosci ocenianych parametrow nasienia, a w
pdzniejszym czasie, od drugiego tygodnia jego stosowania, aspermie Swiadczacg o catkowitej utracie
ptodnosci samca. Utrata ptodnosci okazata sie okresowa i trwata okoto 60 dni. Po tym czasie samce
odzyskiwaty zdolno$¢ produkcji ejakulatu jednak o bardzo ostabionej jako$ci, ktdora w pozniejszym
czasie ulegata sukcesywnej poprawie.

Zastosowany w badaniach wiasnych cyklofosfamid, rowniez prowadzit do obnizenia wskaznikow,
jakoSci nasienia, zarowno podczas jak i po zakoriczeniu jego podawania. Objawiato si¢ to, nieznacznym
obnizeniem objetosci nasienia, obnizeniem odsetka plemnikéw wykazujacych prawidtowy ruch
indywidualny, podwyzszeniem ilosci plemnikéw martwych oraz z uszkodzong btong komérkowa, a takze
znacznym obnizeniem koncentracji plemnikébw w ejakulacie. W badaniach witasnych obserwowano
jedynie pogorszenie sie, jakosci ejakulatu a obecno$¢ plemnikéw Swiadczyta o ciggle aktywnym
procesie spermatogenezy. Przeprowadzone przez autordw badania potwierdzajg ponadto niekorzystny
wptyw preparatdbw o dziataniu cytostatycznym na wiekszo$¢ ocenianych parametréw odporno$ci
komérkowej u psow. Zastosowane w do$wiadczeniu preparaty réznig sie zasadniczo swoim
mechanizmem dziatania, co ma odzwierciedlenie w wynikach. Tamoksifen, jako antyestrogen wptywat
immunosupresyjnie po dtuzszym okresie jego stosowania, poczatkowo moze nawet podwyzszac
odpornos¢ komdrkowg u pséw. Cyclofosfamid jest bardziej toksyczny a jego dziatanie obnizajace
odpornos¢ jest o wiele silniejsze i widoczne juz po krétkim okresie stosowania. Informacje te sq istotne
przy terapii cytostatykami i doborze odpowiedniego preparatu oraz ewentualnej terapii wspomagajacej,

tagodzacej negatywne oddziatywanie wymienionych cytostatykow.
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1. Brodzki P, Wrona Z, Krakowski L, Brodzki A, topuszynski W. Wplyw podawania

cyclofosfamidu na jako$¢ nasienia pséw samcow. Medycyna Weterynaryjna 2007, 63, 439-443.

2. Brodzki P, Wrona Z, Krakowski L, Brodzki A. Influence of tamoxifen on sexual impulse and
semen biological values in male dogs. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2007, 51,
383-391.

3. Brodzki P, Wrona Z, Piech T, Brodzki A. Effects of cytostatics on the selected parameters of

cell mediated immunity in dogs. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2011, 55, 87-93.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk weterynaryjnych, w dalszym ciggu rozwijatem
swoje zainteresowania badawcze w zakresie andrologii oraz rozrodu zwierzat gospodarskich i
towarzyszacych. Najwiekszg uwage w tym okresie poswiecitem diagnostyce zaburzen ptodno$ci w
stadach krow mlecznych, czego efektem sg publikacje zaliczone do ,osiggnigcia naukowego” w
postepowaniu habilitacyjnym, a takze inne prace dotyczace probleméw w rozrodzie kréw mlecznych.
Bardzo istotna, podczas tego okresu byta wspotpraca, z Panem prof. dr hab. Krzysztofem Kostro z
Katedry Epizootiologii Zwierzat Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie, ktory nie tylko
umozliwit mi wykonanie wielu badan, ale rowniez ukierunkowat moje postepowanie w tym zakresie.

Rozpoznanie przyczyny nieptodnosci, jest podstawg do podjecia postepowania leczniczego lub
eliminacyjnego. Nalezy w tym miejscu nadmieni¢, ze ze wzgledu na wieloczynnikowe pochodzenie
nieptodnosci, ustalenie takiej przyczyny nie zawsze jest mozliwe. Do gtéwnych grup przyczynowych
zaburzajgcych ptodnos¢ u krow naleza, stany zapalne macicy, nieprawidtowosci cyklu jajnikowego oraz
btedy zywieniowe i zwigzane z nimi niedobory (lub nadmiary) mineralno-witaminowe, energetyczne czy
biatkowe. Najwiecej jednak probleméw z ptodnoscig u krow wynika z prostych bteddw technicznych
takich jak, brak rozpoznania objawow rujowych, inseminacja nasieniem ztej jakosci, ztg metoda lub tez
inseminacja w nieodpowiednim czasie. Odnalezienie przyczyny nieptodno$ci wymaga czesto uzycia
wielu metod diagnostycznych jednoczes$nie. Jedng z tych metod jest cytologia macicy. Jest ona prostg a
zarazem bardzo skuteczng metodg stuzacq nie tylko do rozpoznawania podklinicznych stanéw
zapalnych macicy, ale rowniez moze by¢ bardzo pomocna w rozpoznawaniu faz cyklu jajnikowego, a
nawet niektorych patologii jajnikow. Ocena stanu endometrium macicy moze, zatem utatwi¢ zaréwno
rozpoznanie ruii, co ma duze znaczenie przy braku objawéw rujowych w tzw. cichej rui u kréw, oraz w
réznicowaniu cyst jajnikowych. Dlatego tez badanie cytologiczne, jest bardzo dobrym uzupetnieniem do
badania ultrasonograficznego. Badanie bakteriologiczne macicy, jest réwniez jedng z podstawowych
metod wykorzystywang w diagnostyce zaburzen ptodnosci u krow mlecznych i stuzy do identyfikacii
drobnoustrojow odpowiedzialnych za infekcje macicy oraz do ustalenia ich lekowrazliwosci. Badanie to
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powinno stanowi¢ podstawe wyboru postepowania leczniczego, w przypadku wystepujacych zapalen

macicy. Zastosowanie tych metod w praktyce zostato przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Brodzki P, Brodzki A, Kostro K, Kurek £, Marczuk J, Krakowski L. Cytological image of the
endometrium in cows in follicular and luteal phases of the ovarian cycle and in cows with
follicular and luteal ovarian cysts. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2014, 58, 141-
147.

2. Brodzki P, Brodzki A, Kurek t, Marczuk J, Tatara MR. Endometrial cytology at luteal and

follicular phases of the ovarian cycle in cows. Annals of Animal Science 2015, 1, 107-117.

3. Brodzki P, Brodzki A, Kurek £, Marczuk J, Tatara MR. Reproductive system condition in dairy
cows with left-sided displacement of the abomasums. Annals of Animal Science 2015, 2, 359-
371.

4. Brodzki P., M. Bochniarz, A. Brodzki, Z. Wrona, W. Wawron. Trueperella pyogenes and
Escherichia coli as an aetiological factor of endometritis in cows and the susceptibility of these

bacteria to selected antibiotics. Polish Journal of Veterinary Science 2014, 4, 657-664.

Istotnymi  badaniami z zakresu zaburzen ptodnosci, byly réwniez prace dotyczace
mechanizmow immunologicznych wystepujacych podczas ropomacicza. Pyometra podobnie jak inne
rodzaje standw zapalnych macicy, moze stanowi¢ powazny problem w stadach kréw mlecznych i
powodowac duze straty ekonomiczne, zwigzane nawet z koniecznoscig brakowania zwierzat z powodu
nieptodnosci. Ropomacicze u krow moze wystepowac w réznych okresach laktacji, jednak najczescie;
wystepuje powyzej 6 tyg. po porodzie, do czego predysponuje wczesna owulacja i wytworzenie sie
aktywnego ciatka zéttego. Ropomacicze charakteryzuje sie gromadzeniem ropnej lub ropno - $luzowej
wydzieliny w jamie macicy, bedacej efektem zakazen bakteriami chorobotworczymi, ktére indukujg stan
zapalny endometrium. Charakterystyczng cechg dla pyometry jest obecnos¢ ciatka zéttego na jajniku,
ktére utrzymuje sie diuzej niz w fazie lutealnej cyklu jajnikowego. Zwigzane jest to z ostabiong produkcjg
luteolitycznej prostaglandyny PGF2a, a wzmozong produkcjg prozapalnej PGE2a, przez endometrium
objete procesem zapalnym. Dodatkowo przetrwale ciatko zétte na jajniku produkuje progesteron
odpowiedzialny za utrzymanie zamknietej szyjki macicy i brak ewakuacji wydzieliny zapalnej. Jedynie
niekiedy nastepuje czeSciowe otwarcie szyjki macicy i wéwczas obserwuje si¢ nieznacznego stopnia
wyptyw ropny z drég rodnych. W eliminacji infekcji macicy podstawowg role odgrywaja komorkowe i

humoralne mechanizmy nieswoistej i swoistej miejscowej odporno$ci przeciwzakaznej, a sprawnos¢ ich
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wydaje sie mie¢ kluczowg role zarowno w powstawaniu jak i likwidacji pyometry u krow. Wyniki
badan wiasnych w tym zakresie, wnoszg nowe dane odno$nie mechanizméw determinujgcych
powstawanie i utrzymywanie si¢ ropomacicza u krow pomiedzy 70 a 90 dniem po porodzie. Wykazano,
ze u krow z ropomaciczem wystepuje istotny spadek aktywnosci fagocytarnej granulocytéw i
monocytow w macicy, wzrost odsetka limfocytow TCD8 supresorowych a takze spadek odsetka
limfocytéw regulatorowych o fenotypie CD4+*CD25+. Ponadto w wyptuczynach z macicy, wykazano
rowniez istotnie wyzszy poziom TNF-q, IL-6, IL-10 oraz Hp u kréw z pyometrg w poréwnaniu do krow
zdrowych. Ponadto wykazano rowniez, ze u krow z pyometrg stezenie IL-10 bylo prawie dwukrotnie
wyzsze w wyptuczynach z macicy niz w surowicy krwi. Opisane zalezno$ci wskazujg na ostabienie
mechanizmow miejscowej odpornosci macicy i moze umozliwia¢ intensywne namnazanie sie

patogenow, bedacych jedng z gtdwnych przyczyn ropomacicza. Do prac tych naleza:

1. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Niemczuk K, Lisiecka U. Cytometric analysis of surface
molecules of leucocytes and phagocytic activity of granulocytes and monocytes/macrophages

in cows with pyometra. Reproduction in Domestic Animals 2014, 49, 858-864.

2. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Zietek J. The concentrations of inflammatory cytokines and
acute-phase proteins in the peripheral blood and uterine washings in cows with pyometra.
Reproduction in Domestic Animals 2014, 50, 417-422.

Moje zainteresowania naukowe oraz praktyczna wspotpraca z hodowcami bydta mlecznego, pozwolity
réwniez na pomoc w badaniach prowadzonych w Katedrze i Klinice Rozrodu Zwierzat oraz Katedrze
Higieny Zywnosci Zwierzecego Pochodzenia, dotyczacych zapaler gruczotu mlekowego oraz jakoci
higienicznej mleka trafiajgcego do konsumentéw w punktach sprzedazy bezposrednie;.

Zapalenie gruczotu mlekowego u krow (mastitis) jest jednym z najcze$ciej wystepujacych schorzen u
bydta mlecznego i stanowi powazny problem ekonomiczny zwigzany z ograniczeniem produkcji mleka
oraz braku jego przydatnosci do celéw konsumpcyjnych. Gtowng przyczyng mastitis sg bakterie
chorobotworcze z grupy paciorkowcdw, gronkowcdw, E. coli oraz grzybdw. Drobnoustroje te dostajq sie
do wymienia, najcze$ciej drogg wstepujaca przez kanat strzykowy do tkanki gruczotowej, gdzie
namnazajq sie oraz wydzielajg toksyny, ktdre mogg by¢ przyczyng niejednokrotnie silnie wyrazonych
miejscowych, a nawet ogdlnych objawdw klinicznych. W zaleznosci od czynnika etiologicznego oraz
stanu odporno$ci, zapalenie gruczotu mlekowego moze przebiega¢ w postaci klinicznej (mastitis clinica)

lub subklinicznej (mastitis subclinica).
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Brak odpowiedniej kontroli i monitorowania stanu zdrowotnego gruczotu mlekowego, zwtaszcza pod
kontem mozliwosci wystepowania subklinicznych przypadkéw zapalen wymienia, ale réwniez
odpowiedniej higieny na etapie pozyskiwania mleka, moze by¢ przyczyng obecnosci szkodliwych
drobnoustrojow w spozywanym mileku. Wyniki badan wtasnych, we wszystkich ocenianych punktach
sprzedazy bezpo$redniej, wykazaty przekroczenie migdzynarodowych standardow w zakresie ogoinej
liczby drobnoustrojow tlenowych w 1 ml mleka. Ponadto w badanych probkach mleka surowego
wykazano obecno$¢ drobnoustrojow z rodziny Enterobacteriaceae, rodzaju Enterococcus
(paciorkowcow katowych) oraz E. coli. Ponadto niepokojaca jest rowniez, wykazana obecno$c¢
drobnoustrojéw chorobotwérczych (L. monocytogenes, Staph. aureus), stanowigcych bezpo$rednie

zagrozenie dla zdrowia konsumenta.

1. Piech T, Wawron W, Bochniarz M, Krakowski L, Brodzki P. Antibiotic resistance of pathogens

isolated from bovine mastitis casus. Medycyna Weterynaryjna 2015, 71, 114-117.

2. Bochniarz M, Wawron W, Szczubiat M, Brodzki P, Piech T, Kusy R. Characteristics of
Staphylococcus xylosus isolated from subclinical mastitis in cows. Annals of Animal Science
2014, 14, 859-867.

3. Piech T, Brodzki P. Wptyw stymulacji methizoprinolem na jako$¢ higieniczng mleka surowego
krow. Medycyna Weterynaryjna 2009, 65, 844-847.

4. Pyz-tukasik R, Paszkiewicz W, Tatara MR, Brodzki P, Betkot Z. Microbiological quality of milk

sold directly from producers to consumers. Journal of Dairy Science 2015, 98, 4294-4301.

Moje zainteresowanie chorobami nowotworowymi oraz dobra wspdtpraca z Katedrg i Klinikg Chirurgii
Zwierzat, pozwolity na przeprowadzenie wspoinych badan dotyczacych diagnostyki, leczenia oraz
oceny skuteczno$ci antyhormonalnego leczenia, nowotworéw gruczotdw przyodbytowych u psow
samcow. Przeprowadzone badania wykazaty, ze terapia antyhormonalna guzéw gruczotow
okotoodbytowych, jest bezpieczng i skuteczng metodg leczenia zachowawczego, szczegolnie w
odniesieniu do nowotwordw nieztosliwych. Natomiast w przypadku nowotwordw ztosliwych celowe jest
uzupetnienie postepowania resekcjg zmian nowotworowych. Wykazano réwniez, ze profil wolnych
aminokwaséw w surowicy krwi u pséw z choroba nowotworowg posiada warto$¢ diagnostyczng i
stanowi uzupetnienie diagnostyki histologicznej nowotworéw gruczotéw okotoodbytowych. Ocena
poziomu magnezu w surowicy krwi pséw leczonych preparatami antyhormonalnymi jest przydatnym

wskaznikiem w monitorowaniu skutecznosci leczenia zachowawczego nowotwordw okolicy

37



Zalgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postegpowania habilitacyjnego

okotodbytowej. Zawarto$¢ antygenu Ki-67 w tkance nowotworowej gruczotéw okotoodbytowych $cisle
koreluje ze stopniem ztosliwosci, co moze byC wykorzystane w diagnostyce roznicowej oraz w
prognozowaniu skuteczno$ci zastosowanego leczenia przeciwnowotworowego. Aktywno$¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych w surowicy krwi pséw z nowotworami ztosliwymi jest istotnie wyzsza, w poréwnaniu
do nowotwordw nieztosliwych. Ksztattowanie sie aktywnosci antyoksydacyjnej po zastosowaniu leczenia
przeciw hormonalnego szczeg6lnie w odniesieniu do nowotworéw ztosliwych — gruczotéw
okotoodbytowych, jest wskazaniem do suplementacji antyoksydantami w celu zwiekszenia skutecznosci
leczenia zachowawczego. Niski poziomu cynku w surowicy psoéw z nowotworami ziosliwymi jest
wynikiem zwigkszonego jego zapotrzebowania przez komdrki nowotworowe ze wzgledu na wzrost ich
metabolizmu i aktywnosci enzymdéw wewnatrzkomorkowych, zaleznych od stezenia jonéw cynku.

Wyniki tych badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Brodzki A, Brodzki P, Szpetnar M, Tatara MR. Serum concentration of free amino acids in dogs

suffering from perianal tumours. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2013, 57, 47- 52.

2. Brodzki A, Tatara MR, Brodzki P. Serum concentration of magnesium in dogs suffering from

tumors of the perianal glands. Magnesium Research 2013, 26, 87-92.

3. Brodzki A, Lopuszynski W, Brodzki P, Tatara MR. Diagnostic and prognostic value of cellular
proliferation assessment with Ki-67 protein in dogs suffering from benign and malignant perianal
tumors. Folia Biologica 2014, 62, 235-241.

4. Brodzki A, Sobczynska-Rak A, Brodzki P, Tatara MR, Silmanowicz P. Wystepowanie, etiologia
i antyhormonalne leczenie guzéw odbytu u pséw samcéw. Medycyna Weterynaryjna 2014, 70,
585-648.

5. Brodzki A, Brodzki P, Tatara MR, Kostro K. Total antioxidative status and zinc concentration in
dogs suffering from perianal tumors. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2015, 57, 47-
52.

Ptodno$¢ u samcdw, w dalszym ciggu pozostaje w gestii moich zainteresowan, a scista wspdtpraca z
innymi  pracownikami naukowymi zajmujacymi si¢ tq tematyka, pozwalata na przeprowadzenie
ciekawych badan dotyczacych ptodnosci samcow rdznych gatunkow zwierzat. Z badan wykonanych u
knurow wynika, Zze jako$¢ nasienia u samcow tego gatunku wykorzystywanych w stacjach

unasienniania, jest zalezna od pory roku, w ktorej nasienie jest pozyskiwane. Pod wzgledem morfologii
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stored in winter months it exhibits the highest percentage of sperm cells with damaged genetic material.
Another study conducted on stallion semen demonstrated, that the assessment of the cellular
membrane integrity of sperm cells and sperm cell DNA defragmentation, is useful in the determination if
and for how long stallion semen diluted and cooled to +4°C can be used for mare insemination. Study
conducted on dogs with benign prostatic hyperplasia demonstrated, that this disease does not affect the
biochemical composition of prostate secretion, and also does not influence semen quality in a negative
way, and, as a result, fertility of male dogs. The discussed issues are presented in the following

publications.

1. Brodzki P, Wrona Z, Klimont M, Krakowski L. Morphological characteristics of boar

spermatozoa in the annual production cycle. Medycyna Weterynaryjna 2015, 71, 109-113.

2. Klimont M, Wrona Z, Brodzki P, Krakowski L. Influence of season and storage of semen of
Bosra on the degree of DNA fragmentation of sperm. Medycyna Weterynaryjna 2015, 71, 171-
175.

3. Krakowski L, Piech T, Brodzki P, Stawinska-Brych A, Tatara MR, Bartoszek J. Quality of
cooled semen of cold-blooded stallions evaluated with the use of apoptosis and DNA

defragmentation markers. Medycyna Weterynaryjna 2014, 70, 572-577.

4. Krakowski L, Wachocka A, Brodzki P, Wrona Z, Piech T, Wawron W, Chalabis-Mazurek A.
Sperm quality and selected biochemicals parameters of seminal fluid in dogs with benign

prostatic hyperplasia. Animal Reproduction Science 2015, 160, 120-125.
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