Krzysztof Pawlak Zalacznik 2 — Autoreferat

AUTOREFERAT

1. Dane personalne

Imig i nazwisko: Krzysztof Pawlak

Miejsce pracy: Instytut Nauk Weterynaryjnych, Zaklad Weterynarii, Rozrodu i Dobrostanu
Zwierzat, Wydziat Hodowli 1 Biologii Zwierzat, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona KoHataja
w Krakowie

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytut rozprawy doktorskiej

1993 — magister inzynier zootechnik, Akademia Rolnicza im. Hugona KoMtataja w
Krakowie, Wydzial Zootechniczny. Tytut pracy: Udzial wczesnie zamartych zarodkow
w czasie inkubacji w jajach kwalifikowanych przez Zaktad Wylegowy jako nie
zaptodnione (promotor dr hab. Jerzy Niedziotka)

2002 — doktor nauk rolniczych w zakresie zootechniki, specjalnosci:
embriokardiologia, higiena zwierzat, Akademia Rolnicza im. Hugona Kotagtaja w
Krakowie, Wydzial Hodowli 1 Biologii Zwierzat. Tytul pracy: Wzorcowe
bezkontaktowe balistokardiogramy zarodkow kurzych w okresie inkubacji (promotor

dr hab. Jerzy Niedzidtka).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

31.04.1993 — 31.07.1993: Akademia Rolnicza im. Hugona Kollataja w Krakowie, Katedra
Higieny Zwierzat i Srodowiska Wiejskiego (student stazysta).

4.01.1994 — 31.08.2002: Akademia Rolnicza im. Hugona Kollataja w Krakowie, Katedra
Higieny Zwierzat i Srodowiska Wiejskiego (asystent naukowo-dydaktyczny).

1.09.2002 — 30.11.2002: Akademia Rolnicza im. Hugona KoMttataja w Krakowie, Zaktad
Higieny Zwierzat i Srodowiska Hodowlanego (specjalista).
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01.12.2002 — 31.08.2014: Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kotataja w Krakowie, Katedra
Hodowli Drobiu, Zwierzat Futerkowych i Zoohigieny (adiunkt naukowo-dydaktyczny).

1.09.2014 — nadal: Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koflataja w Krakowie, Instytut Nauk
Weterynaryjnych, Zaktad Weterynarii, Rozrodu 1 Dobrostanu Zwierzat (adiunkt naukowo-
dydaktyczny).

4. Wskazanie osiggniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) tytul osiagniecia naukowego:

Cykl jednotematycznych publikacji naukowych przedstawionych pod wspolnym tytutem:
Oddzialywanie wybranych czynnikow srodowiskowych na morfologie i tempo pracy serca

zarodka kury domowej (Gallus domesticus).

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

1. Non-invasive measurement of chick embryo cardiac work. Pawlak K., Niedziotka J.:
Czech J. Anim. Sci., 2004, 49 (1), 8-15. IF 0, 227.

2. Effects of temperature of incubation on chick embryo heart. Pawlak K., Wojtysiak D.:
Ann. Anim. Sci., 2004, Suppl., 1, 235-237.

3. Effect of in ovo injection of acetylsalicylic acid on morphotic parameters and heart work in
chicken embryos exposed to hyperthermia. Pawlak K., Lis M. W., Sechman A,
Tombarkiewicz B., Niedziotka J.: Bull. Vet. Inst. Pulawy, 2011, 55, 95-100. IF 0, 414.

4. Effect of weak electromagnetic field on cardiac work, concentration of thyroid hormones
and blood aminotransferase level in the chick embryo. Pawlak K., Sechman A., Nieckarz Z.,
Wojtysiak D.: Acta, Vet, Hung., 2013;61 (3), 383-392. IF 0,802

5. Effect of in ovo injection of cadmium on chicken embryo heart. Pawlak K., Dzugan M.,
Wojtysiak D., Lis M., Niedziotka J.: Afr. J. Agric. Res., 2013, . 8 (16), 1534-1539.



Wstep

Serce jest jednym z wazniejszych organéw niezbednych do prawidlowego funkcjonowania
catego organizmu. Ze wzgledu na to, Zze rozw0j embrionu ptasiego odbywa sie w jaju, ktorego
skorupa zbudowana jest z weglanu wapnia, rejestracja pracy serca w okresie zarodkowym
okazuje si¢ bardzo trudna. Dotychczas stosowane metody pomiaru pracy serca zarodkow
ptasich (elektrokardiografia, przepuszczanie wigzki $wiatta przez jaja z zarodkami,
kontaktowe balistokardiografy) sg inwazyjne 1i/lub obcigzone pewnymi bigdami
pomiarowymi. Dlatego w prezentowanych badaniach po raz pierwszy wykorzystano
bezinwazyjng metode balistokardiografii bezkontaktowej. Wstepne badania nad pomiarami
pracy serca zarodkow kurzych metoda balistokardiografii bezkontaktowej prowadzili
Janowski 1 Szymanski (1987, 2000) oraz Pawlak 1 in. (1998, 2001a, 2001b), jednak odbierany
przez nich sygnal pracy serca czesto gingt w szumach, co nie pozwalalo na bezzaktoceniowa
rejestracj¢ balistokardiogramow. Modyfikacje w konstrukcji urzadzenia wprowadzone przez
Szymanskiego 1 in. (2002) (ze znacznym udziatem autora niniejszego autoreferatu) poprawity
czuto$¢ aparatury 1 warto$¢ uzyskiwanych wynikow. Zastosowanie w prezentowanych
badaniach tak zmodyfikowanego urzadzenia pozwolito na rejestracj¢ pracy serca zarodka
kurzego w kolejnych dniach embriogenezy, co umozliwito okreslenie wplywu réznorodnych

czynnikoéw $rodowiskowych na jego prace.

Jednym z czynnikow srodowiskowych majacych duze znaczenie w produkcji drobiu
jest temperatura. U dorostych osobnikow narazonych na zbyt wysoka temperaturg obserwuje
si¢ spadek tempa przyrostu masy ciata, a nawet zwigkszong $miertelno$¢ (Lin i in. 2006).
Jednak problemem zdecydowanie wickszym od stresu cieplnego mogacego wystapi¢ u
osobnikéw dorostych jest narazenie na hipertermi¢ zarodkéw kurzych podczas procesu
inkubacji. Btedne dozowanie temperatury inkubacji moze powodowac zaburzenia w procesie
embriogenezy, negatywnie wptywaé na funkcjonowanie poszczegédlnych narzaddéw oraz

zwicksza¢ $miertelnos¢ zarodkow (Yahav i in. 2004).

Nastepujacy wraz z rozwojem cywilizacji gwaltowny wzrost poziomu ,,sztucznego”
pola elektromagnetycznego (PEM) o czestotliwosci 50-60 Hz w $rodowisku naturalnym
sktonil naukowcow do podjecia badan nad skutkami oddziatywan tego pola na organizmy
zywe (Anselmo i in. 2009). Prowadzane badania nie dajg jednak jednoznacznej odpowiedzi

na pytanie o wptyw stabego PEM na organizmy zywe. Niektorzy autorzy wskazuja na



korelacje pomiedzy tego typu polami a zmianami zachodzacymi w organizmach zwierzat i
ludzi. Saito 1 in. (2010) wskazuja wplyw stabego pola elektromagnetycznego na powstawanie
nowotworow moézgu, Portier i Wolf (1998) na wzrost zachorowalnos$ci na biataczke, Wood 1
in. (1998) na zmiang st¢zenia melatoniny we krwi, Al-Akhras (2008) oraz Kim 1 in. (2009) na
zaburzenia czynno$ci uktadu rozrodczego, a Lin i Lu (2010) oraz Chang i in. (2010) na
zmiany w uktadzie kostnym. Zdaja si¢ temu zaprzecza¢ prace innych autoréw, ktorzy
prowadzili podobne badania (Savitz, Loomis 1995; Day 1999; Ryan i in. 1999; Kurokawa i
in. 2003). Jak wiadomo, serce zarowno u zwierzat, jak i u ludzi zbudowane jest z tkanek
elektrycznie pobudliwych. Jest ono zrédtem zmiennego pola elektrycznego, ktére obejmuje
caty organizm i zmienia si¢ w zaleznosci od rytmu jego pracy. Uwzgledniajac ten fakt, mozna
wiec przypuszczaé, ze dziatanie dodatkowym zewnetrznym polem elektromagnetycznym

bedzie zakldcac prace tego organu (Jeong i in. 2005).

Na stan zdrowotny i1 prac¢ serca znaczny wplyw wywieraja réwniez substancje
toksyczne, w tym metale cigzkie, ktore wraz z postgpem cywilizacyjnym w coraz wigkszym
stopniu zanieczyszczajg srodowisko naturalne. Jednym z takich metali jest kadm. Tworzy on
zwigzki na +2 stopniu utlenienia, jego jony tatwo si¢ wchlaniaja, a nastepnie akumulujg w
tkankach ro$lin i zwierzat (Satarug i1 in. 2003). Ta wtasciwo$¢ w potaczeniu z wyjatkowo
dlugim (10-30 lat) biologicznym okresem pottrwania w organizmie powoduje, ze toksyczne
dzialanie jonow tego pierwiastka narasta w trakcie zycia 1 moze si¢ utrzymywac jeszcze po

zakonczeniu bezposredniej ekspozycji (Nordberg 2009).

U zwierzat narazonych na ekspozycje zwigzkami kadmu szczegdlnie wysoka
zawarto$¢ jonow tego metalu stwierdza si¢ w nerkach, sercu i watrobie oraz w mniejszym
stopniu w trzustce i mozgu (Jariip, Akesson 2009). Jednym z mechanizméw toksycznego
dziatania kadmu jest indukowanie reakcji zapalnej. Prozapalne dziatanie kadmu obserwowano
w obregbie nerek, watroby i uktadu oddechowego. Kadm moze rowniez powodowac reakcje
zapalng w uktadzie sercowo-naczyniowym. W przewleklym, dos$wiadczalnym zatruciu
kadmem u szczuréw obserwowano czestsze wystepowanie naciekow lipidowych w aorcie
oraz stwardnienie matych tetnic 1 tetniczek w sercu, plucach, nerkach 1 nadnerczach (Mlynek,
Skoczynska 2005). Jak wiadomo, organizmy milodociane sa szczegélnie wrazliwe na
negatywne dziatanie metali cigezkich (Wonga 1 in. 1980; Yasuda i in. 2012). Wydaje si¢ wiec,

ze badanie wplywu kadmu na rozwijajace si¢ serca zarodkdw moze mie¢ duze znaczenie,



szczegoOlnie ze w niskich dawkach, niemajacych negatywnego dziatania na inne organy, kadm

wykazuje wlasciwosci kardiotoksyczne (Limaye, Shaikh 1999).

Badania stanowigce osiggniecie naukowe wnioskodawcy miaty nastepujace cele:

1) Ocena przydatnosci metody balistokardiografii bezkontaktowej do badania tempa

pracy serca zarodkow kurzych — praca 1.

2) Ocena wplywu hipo- i hipertermii na parametry morfologiczne i prace¢ serca

zarodkow kurzych w okresie inkubacji — praca 2 i 3.

3) Badanie wplywu pol elektromagnetycznych o czestotliwosci S0 Hz na parametry

morfologiczne oraz tempo pracy serca zarodkéw kurzych — praca 4.

4) Ocena wplywu kadmu (Cd) podawanego metoda in ovo na parametry morfologiczne

oraz tempo pracy serca zarodkow kurzych — praca 5.

ad 1 W celu oceny przydatnosci metody balistokardiografii bezkontaktowej do badan nad
praca serca zarodkow ptasich uzyto 100 jaj kurzych pochodzacych od zestawu rodzicielskiego
Rossa. Legi przeprowadzono w inkubatorach laboratoryjnych Masaless 1200-0090 TYPE 65
DIGIT (praca 1).

W bezkontaktowe] metodzie rejestracji pracy serca zarodka kurzego skorupa jaja, na
ktérej znajduja si¢ tadunki elektryczne, jest jedng z oktadek kondensatora. Druga okladke
stanowi antena odbiorcza aparatury pomiarowej. Praca serca zarodka kurzego powoduje
minimalne ruchy catego jaja, w wyniku czego nastgpuje zmiana odleglosci migdzy oktadkami
kondensatora, a tym samym zmiana roznicy potencjatow miedzy skorupg a anteng odbiorcza,
co jest rejestrowane przez urzadzenie pomiarowe (Szymanski i in. 2002, Pawlak 1 in. 2002).
Praca serca kazdego badanego zarodka byta rejestrowana przez poéttorej minuty. Otrzymany
sygnat pracy serca byt zapisywany, a nast¢gpnie poddany cyfrowej obrébce za pomoca

programu stworzonego do tego celu.

Pierwsze sygnaly pracy serca udato si¢ zarejestrowa¢ w 7 dobie inkubacji (4 zarodki).
Poczawszy od 9 dnia inkubacji, sygnatl pracy serca rejestrowano juz od wszystkich zywych

zarodkow.



W badaniach wlasnych stwierdzono, ze najwyzsza czestotliwo$¢ pracy serca
wystepuje w 9 dniu inkubacji i wynosi $rednio 248 skurczOw na minute, a najnizsza w
ostatnim dniu inkubacji — 161 skurczOw na minute. Analizujac tendencje $redniej liczby
skurczow serca w poszczeg6dlnych dniach inkubacji, stwierdzono, ze od 9 do 12 dnia nastgpit
spadek czgstotliwosci pracy serca z 248 do 218 skurczéw na minute. Pomiary pracy serca w
tym samym okresie inkubacji prowadzili réwniez Antoni 1 Diliger (1981). Wykorzystujac w
badaniach optyczng metod¢ pomiaru pracy serca, autorzy ci stwierdzili, ze w tym okresie
inkubacji wystepuje tzw. faza plaska, czyli okres kiedy czgstotliwo$¢ pracy serca jest
wzglednie stata i waha si¢ migdzy 264-277 skurczéw na minute. Analizujac wyniki badan
wlasnych stwierdzono, ze od 12 do 16 doby inkubacji nastgpito ustabilizowanie pracy serca
na poziomie 218 skurczow na minute. Podobne wyniki dla tego okresu inkubacji uzyskali
Antoni i Diliger (1981), natomiast Laughlin i in. (1975) oraz Cain i in. (1967) w

prowadzonych przez siebie badaniach zarejestrowali spadek liczby uderzen serca.

Od 17 dnia inkubacji stwierdzono obnizanie si¢ tempa pracy serca z poziomu 215 az
do 161 uderzen na minut¢ w ostatnim dniu inkubacji, gdy naklute byly juz wszystkie zarodki.
Wyniki te byly zgodne z uzyskanymi przez Cain i in. (1967) oraz Laughlin i in. (1975).
Gwaltowny spadek czgstotliwosci pracy serca w koncowym okresie inkubacji zaobserwowali
rowniez Antoni 1 Diliger (1981). Autorzy ci donosza, ze tempo pracy serca naklutych
zarodkow moze si¢ zmniejszy¢ nawet do poziomu 93 skurczéw na minute. Natomiast catkiem
odmienne wyniki uzyskali Laughlin i in. (1975), wedlug ktéorych w okresie nakluwania
skorupy nastepuje wzrost czgstotliwos$ci pracy serca zarodkow kurzych do 270 skurczéw na
minut¢. Uzyskane wyniki potwierdzaja przydatnos¢ metody balistokardiografii

bezkontaktowej do badan pracy serca zarodka kurzego.

ad 2 Legi przeprowadzono w inkubatorach laboratoryjnych Masaless 1200-0090 TYPE 65
DIGIT. Do badan uzyto 120 jaj kurzych pochodzacych od zestawu rodzicielskiego Rossa
(praca 2) oraz 420 jaj pochodzacych od kur stada rodzicielskiego linii Ross 308 (praca 3).

W doswiadczeniu opisanym w pracy drugiej jaja zostaly podzielone na 3
rownoliczebne grupy: grupa I kontrolna — inkubacja w warunkach standardowych (1-18 doba
inkubacji: T = 37,8°C; 19-21doba: T = 37,2°C); grupa II — inkubacja w warunkach hipotermii
(1-18 doba: T = 36,3°C; 19-21doba: T = 35,7°C); grupa III — inkubacja w hipertermii (1-18
doba: T =39,3°C; 19-21doba: T = 38,7°C).



W doswiadczeniu opisanym w pracy 3 od 1 do 18 doby jaja byly inkubowane w
warunkach standartowych (T = 37,8°C). W 18 dobie inkubacji 420 jaj z zywymi zarodkami
podzielono na 6 réwnoliczebnych grup: jedng grupe kontrolng i pige¢ grup doswiadczalnych, w
ktorych jako czynnik eksperymentalny zastosowano podwyzszong temperature (38,5°C) i/lub

iniekcje in ovo 5 mg kwasu acetylosalicylowego (Polpharma Ltd, Poland) wg nastepujacego

schematu:
Warunki . .
standardowe Hipertermia
Iniekcja 0 0
T=372"C T=38,5C
Brak iniekcji I grupa — kontrolna IV grupa
50ul 0,9% NaCl/jajo II grupa — §lepa V grupa
5 mg ASA 50ul/ 0,9% NaCl/jajo III grupa VI grupa

Grupa II — $lepa, zostala utworzona w celu sprawdzenia, czy sama procedura
eksperymentu (iniekcja in ovo roztworu soli fizjologicznej) moze mie¢ wplyw na uzyskane
wyniki. Identyczng zasade dotyczaca grupy $lepej zastosowano w pracy 5, natomiast w pracy
4 w ramach grupy $lepej sprawdzano, czy sam montaz w inkubatorze generatora pol

elektromagnetycznych moze mie¢ wptyw na wyniki badan.

W doswiadczeniu opisanym w pracy 3 kwas acetylosalicylowy podawany byl do
biatka jaja metodg in ovo zgodnie z procedurg opisang przez Ohta 1 Kidd (2001), tak by mogt
on by¢ w calo$ci pobrany przez zarodek przed wylegiem. Jako rozpuszczalnik kwasu
acetylosalicylowego zostal zastosowany 0,9% roztwor soli fizjologicznej. Odstep czasowy

mi¢dzy podaniem ASA a pomiarem pracy serca wynosit 12 godzin.

Pomiary tempa pracy serca (poczawszy od 18 doby inkubacji) wykonano zgodnie z

metodg opisang w pracy 1.

Do badan parametrow morfologicznych serca uzyto po 10 osobnikow z kazdej grupy
(praca 2 — zarodki dwudziestodniowe; praca 3 — piskleta zaraz po wykluciu). Pobrane od
zarodkow/pisklat serca wazono, a nastgpnie wykonano z nich preparaty histologiczne, na

ktorych przy uzyciu programu komputerowego Multi Scan Base 98 przeprowadzono pomiar
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grubos$ci lewej 1 prawej Sciany komory serca. Pomiary wykonywano poczawszy od zastawki

przedsionkowo-komorowej, przesuwajac si¢ w kierunku koniuszka serca.

W pracy 3 uzyskane wyniki poddano dwuczynnikowej analizie wariancji. Natomiast w pracy
4 przy wykorzystaniu testu t-Studenta sprawdzano istotno$¢ roznic migdzy $rednimi badanych
grup (I, 1L, III, IV, V, VI). Testowanie poprzedzono zbadaniem normalno$ci rozkladu za
pomoca testu Shapiro-Wilka. Zaréwno w pracy 3 i 4 postuzono si¢ programem STATISTICA
9.

W toku badan stwierdzono, ze zaburzenie warunkoéw termicznych procesu inkubacji
wplywa na tempo pracy serca oraz warto$¢ jego parametréw morfologicznych. Obnizenie
temperatury przez caly okres inkubacji o 1,5°C w stosunku do warunkéw standardowych
spowodowato statystycznie istotny wzrost masy serca, wzglednej masy serca, jak i grubosci
$ciany lewej 1 prawej komory serca. Natomiast przegrzanie zarodkéw zaré6wno o 1,5°C przez
caly okres inkubacji, jak i o 1,3°C tylko miedzy 18 a 21 doba inkubacji skutkowato
statystycznie istotnym zmniejszeniem masy serca, wzglednej masy serca oraz grubosci $ciany
lewej 1 prawej komory serca. Oprocz zmian warto$ci parametrow morfologicznych serca,
przegrzanie zarodkéw kurzych wptyneto rowniez na tempo jego pracy. Jak wykazaty badania
opisane w pracy 3, ilos¢ uderzen serca na minut¢ u zarodkOw narazonych na hipertermie
(grupa IV) byta istotnie wyzsza (P<0,01) niz u embrionéw z grupy kontrolnej inkubowanych
w warunkach standardowych. Zaleznos¢ ta byla obserwowana w ciggu catego okresu
badawczego. Zwigkszone tempo pracy serca zarodkéw poddanych hipertermii jest
prawdopodobnie zwigzane z czynnoscig tarczycy. Jak pokazuja badania Lisa i in. (2009),
podwyzszenie temperatury w koncowym etapie inkubacji zwigksza uwalnianie tyroksyny z
gruczotu tarczycowego embrionu do krwi. Hormon metabolizowany jest do aktywnej
trijodotyroniny, ktéra za posrednictwem receptorow jadrowych (TRa) reguluje transkrypcje
gendw uczestniczacych w procesie termoregulacji. Wykazano, ze ekspresja mRNA TRa
zwigksza si¢ gwattownie w sercu zarodka kurzego podczas konicowego etapu embriogenezy.
Receptory te sa czynnikami transkrypcyjnymi posredniczagcymi w wewnatrzkomorkowe;j
transdukcji sygnalu pochodzacego od hormonow tarczycy (Forrest 1 in. 1990). Ponadto
zwigkszone tempo pracy serca podczas obcigzenia termicznego moze by¢ wynikiem
aktywacji osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) 1 osi sympatyczno-chromochtonnej,
co prowadzi do zwigkszenia syntezy kortykosteronu i katecholamin (Harvey i in. 1984;

Jenkins, Porter 2004). U ptakéw pobudzenie osi HPA prowadzi réwniez do wzrostu syntezy
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katecholamin. Wykazano, ze ACTH moze bezposrednio wpltywa¢ na hydroksylaze
tyrozynowa, enzym limitujacy szybkos$¢ syntezy katecholamin (Dillmann, Gloss 2008).
Ponadto ACTH poprzez stymulacj¢ syntezy glikokortykoidow zwigksza aktywno$¢ N-
metylotransferazy fenyloetanoloaminy 1 w ten sposdb wplywa na przemiane¢ noradrenaliny w
adrenaling (Zachariasen, Newcomer 1975). Blumroder i Tonhardt (2002) wykazali, ze
podwyzszenie temperatury od 37,5°C do 38,5°C poczawszy od 14 doby inkubacji, zwigksza
stezenie noradrenaliny we krwi zarodka kurzego. Poniewaz katecholaminy sg glownymi
regulatorami funkcji skurczowej kardiomiocytow (Crossley 2000), mozliwe jest, ze
zwigkszenie tempa pracy serca u zarodkéw narazonych na hipertermie wigze si¢ z dziataniem
tych hormonéw. Dodatkowo dla wegetatywnego uktadu nerwowego gtownymi regulatorami
metabolizmu i tempa pracy serca u ssakéw i ptakoOw sg hormony tarczycy (Dillmann, Gloss

2008) 1 nadnerczy (Blumrdder, Tonhardt 2002; Crossley 2000).

Obserwowany wzrost tempa pracy serca miatl prawdopodobnie znaczacy wplyw na
zmiany w budowie tego narzadu. Zwigkszona ilo$¢ wprowadzanej do t¢tnic krwi, zwigzana z
przyspieszeniem tempa pracy serca, mogta wptyna¢ na spadek ilosci krwi wpompowywane;j
do uktadu krwiono$nego w czasie pojedynczego skurczu. Zmniejszajaca si¢ objetosé
wyrzutowa krwi prawdopodobnie wplyneta na zmniejszanie przyrostu masy migénia
sercowego u rozwijajacego si¢ zarodka kurzego. Hipoteza ta jest poparta faktem, ze w
warunkach hipertermii zarodki wykazaty spadek masy serca, wzglednej masy serca oraz

grubosci Scian komor serca.

W toku badan stwierdzono réwniez, ze podanie in ovo zarodkom narazonym na
przegrzanie kwasu acetylosalicylowego ogranicza negatywne dziatanie hipertermii. U
zarodkow inkubowanych w warunkach hipertermii , inickowanych ASA nie stwierdzono w
porownaniu do grupy kontrolnej 1 Slepej statystycznie istotnych zmian w masie serca,
parametrach morfologicznych ani w tempie pracy serca. Mozna przypuszczaé, ze podanie
kwasu acetylosalicylowego zmniejszylo syntez¢ i/lub wydzielanie jodotyroniny, co
spowodowato zmniejszenie czestotliwosci pracy serca do poziomu poréwnywalnego z
tempem pracy tego organu zarodkow z grupy kontrolnej i $lepej. Prawdziwos$¢ takiej tezy

potwierdzaja badania Lis 1 in. (2009).



ad 3 W doswiadczeniu uzyto 120 jaj pochodzacych od stada rodzicielskiego ISA 215, ktore
byty inkubowane zgodnie z obowigzujacymi normami. Legi przeprowadzono w inkubatorach
laboratoryjnych Masaless 1200-0090 TYPE 65 DIGIT (praca 4). Jaja zostaty podzielone na 4
rownoliczebne grupy: grupa I (kontrolna) — rozwoj zarodkéw w standardowo wyposazonym
inkubatorze, grupa II (Slepa) — rozw6j w inkubatorze wyposazonym w wytaczony generator
pola elektromagnetycznego, grupa III i IV (eksperymentalne) — rozwdj w inkubatorze

wyposazonym we wigczony generator pola elektromagnetycznego.

Dla grupy III warto$¢ indukcji magnetycznej emitowanego PEM wynosita 50 = 5 uT,
natomiast nat¢zenie pola elektrycznego wynosito 173 + 5 V/m. W grupie IV indukcja
magnetyczna wynosital00 + 10 pT, za§ nat¢zenie pola elektrycznego 180 = 1 V/m przy
czestotliwosci dla obu tych grup réwnej 50 Hz. Zarodki z grup eksperymentalnych poddane

byly dziataniu dodatkowego pola elektromagnetycznego przez caty okres inkubacji.

Dla zbadania wptywu PEM na tempo pracy serca embrionéw kurzych poczawszy od
10 doby inkubacji, u wszystkich zarodkow wykonywane byty pomiary balistokardiograficzne.
W celu oznaczenia parametréw morfologicznych serca (masa i wzgledna masa serca oraz
grubos$¢ lewej i prawej komory serca) bezposrednio po wylggu pobrano serca od dziesigeciu

losowo wybranych pisklat z kazdej grupy.

Poniewaz komorki migénia sercowego sg tkanka docelowa dla hormondw tarczycy,
gdyz posiadajg receptory TR, dlatego tez wydawato si¢ uzasadnione zbadanie wptywu PEM
na stgzenie hormondw tarczycy: tyroksyny (T4) i trijodotyroniny (T3) we krwi embrionow.
Stezenie T4 1 T3 w osoczu krwi 10 losowo wybranych embrionéw kontrolnych i
eksponowanych na dziatanie PEM oznaczano metodg radioimmunologiczng (RIA) w 15, 18 i
20 dniu inkubacji. Ponadto w 20 dniu inkubacji w osoczu krwi embrionéw zmierzono
aktywnos$¢ aminotransferaz: alaninowej (ALT) i asparaginowej (AST) (metoda kinetyczng).
Oznaczenie aktywnosci tych enzyméw miato da¢ odpowiedz na pytanie, czy PEM moze

powodowac uszkodzenie komorek mig$nia sercowego.

Za pomocy testu t-Studenta sprawdzano istotnos¢ roéznic migdzy Srednimi badanych
grup, tj. grupy I, I, III, IV (STATISTICA 9). Testowanie poprzedzono zbadaniem

normalnosci rozktadu za pomocg testu Shapiro-Wilka.
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W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano wpltyw pola elektromagnetycznego o
indukcji 50 1 100 pT na tempo pracy serca zarodkow kurzych. Na uwage zastuguje rowniez
fakt, ze istotne roznice pomig¢dzy grupa kontrolng a grupami do$wiadczalnymi zanotowano
dopiero w 17 dobie inkubacji. Takie wyniki mogg wskazywac na to, ze ekspozycja zarodkow
kurzych na stabe pole elektromagnetyczne wywotuje stopniowe zmiany funkcji i
metabolizmu migénia sercowego, czego wynikiem jest istotny wzrost tempa pracy tego
narzadu w koncowej fazie embriogenezy. Nie mozna wykluczy¢, ze wzrost tempa pracy serca
obserwowany w badaniach wlasnych (szczego6lnie od 17 dnia inkubacji) jest zwigzany z
oddzialywaniem hormonow tarczycy, ktore obok wegetatywnego uktadu nerwowego sa
glownymi regulatorami tempa pracy serca u ssakoéw i ptakéw (Dillmann, Gloss 2008). W
do$wiadczeniu prezentowanym w niniejszej pracy w obu grupach doswiadczalnych zarowno
w 18, jak i 20 dobie inkubacji zanotowano istotny wzrost stezenia T4 1 T3 w krwi embrionow.
Podobny efekt wptywu dodatkowego pola elektromagnetycznego o czestotliwosci 50 Hz i
indukcji 10 puT na stezenie hormonow tarczycy we krwi embriondow kurzych zostat wykazany
przez Sechmana i in. (2006). Efekt ten moze by¢ zwigzany z bezposrednim wptywem PEM na
funkcje osi tarczycowej, powodujac wzrost stezenia T4 1 T3 we krwi. Nie mozna réwniez
wykluczy¢, ze podwyzszenie poziomu T3 w osoczu krwi jest wynikiem hamujacego dzialania
PEM na aktywno$¢ dejodynazy D3, ktora jest odpowiedzialna za konwersje w watrobie T3 do
3,5-T2 (Decuypere i in. 2005).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze u embriondw narazonych na dziatanie
dodatkowego pola elektromagnetycznego wzgledna masa serca byta wigksza niz u zarodkow
inkubowanych w warunkach standardowych. Zwigkszenie wzglednej masy serca zarodkow z
grup doswiadczalnych (grupa III 1 IV) jest prawdopodobnie zwigzane z wptywem badanego
pola elektromagnetycznego na tempo pracy tego narzadu, ktory — stymulowany przez
hormony tarczycy, zwigksza swoja aktywnos¢ metaboliczng. Wzrost aktywnosci miocytow
pod wptywem jodotyronin zwigzany jest z aktywacjg receptoréw tarczycowych TR, ktorych
wysoka ekspresje stwierdzono w migsniu sercowym w koncowej fazie embriogenezy (Forrest

iin. 1990).

Przeprowadzone badania nie wykazaly roéznic w grubo$ci $cian prawej ani lewe]

komory serca zarodkow z grup kontrolnych oraz dos§wiadczalnych.
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Aminotransferazy (szczeg6lnie AST) sa specyficznymi wskaznikami uszkodzenia
migénia sercowego (Schindhelm i in. 2007). Wcze$niejsze badania Rajendra i in. (2004)
wykazaly brak bezposredniego wpltywu pola elektromagnetycznego na stezenie
aminotransferazy alaninowej 1 asparaginowej we krwi embrionow kurzych. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze u zarodkow narazonych na dziatanie dodatkowego pola
elektromagnetycznego o indukcji 100 pT nastepuje statystycznie istotny (p<0,05) wzrost
poziomu aminotransferazy asparginowej. Uzyskanie takich wynikéw moze wigc wskazywac
na bezposredni wptyw PEM o tej indukcji na proces uszkodzenia komoérek migénia sercowego

lub innych narzadow (takich jak watroba).

ad 4 Jaja wylggowe pochodzace od stada reprodukcyjnego kur linii Ross 308 inkubowane
byly w warunkach standardowych w inkubatorach laboratoryjnych Masaless 1200-0090
TYPE 65 DIGIT (praca 5). Czwartego dnia inkubacji jaja z zywymi zarodkami zostaty
podzielone na 4 rownoliczebne grupy (po 40 sztuk kazda): grupa I (kontrolna) — inkubacja
bez zadnej zewnetrznej ingerencji, grupa Il (Slepa) — podanie metoda in ovo do biatka jaja 50
ul 0,7% roztworu chlorku sodu, grupa Il i IV podanie metoda in ovo do biatka jaja 50 ul
0,7% roztworu chlorku sodu zawierajacego jony Cd (w postaci chlorku kadmu CdCl12): grupa
I -1 pg Cd/jajo, a grupa IV-5 pg Cd/jajo.

Poczawszy od 9 doby inkubacji, u wszystkich zarodkéw wykonywane byly
balistokardiograficzne pomiary pracy serca (powtarzalne sygnaty udalo si¢ zarejestrowac od
10 doby inkubacji). Bezposrednio po wylggu od 10 wybranych losowo pisklat z kazdej grupy
pobrano serce w celu oznaczenia jego masy, wzglednej masy oraz grubo$ci lewej i prawej
$ciany komory serca. Ponadto w krwi badanych embrionéw (10 osobnikow z kazdej grupy)
oznaczono aktywnos$¢ aminotransferaz: alaninowej (ALT) i1 asparginianowej (ASP) (20 doba

inkubacji) — metoda kinetyczna.

Podobnie jak we weczes$niejszym doswiadczeniu przy pomocy testu t-Studenta
sprawdzano, czy istniejg statystycznie istotne roznice migdzy Srednimi badanych grup, tj.
grupa I, II, III, IV (STATISTICA 9). Testowanie poprzedzono zbadaniem normalnosci

rozktadu za pomocg testu Shapiro-Wilka.

Wyniki do$wiadczenia wskazuja, ze kadm podawany in ovo istotnie zmniejsza tempo
pracy serca zarodkéw kurzych. Spowolnienie pracy serca byto bardziej widoczne w

koncowym okresie inkubacji. Prawdopodobnie wraz z uptywem czasu kadm pobierany przez
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zarodek z biatka jaja kumuluje si¢ w jego organizmie, coraz mocniej spowalniajac prace
serca. Jednym z pierwiastkéw odpowiedzialnych za prawidlowg prace migsnia sercowego jest
wapn. Jak wiadomo, kadm charakteryzuje si¢ zdolnoscig do zakldcania przemian wapnia,
powodujac usuwanie go z ustroju (Czeczot, Skrzycki 2010). Ponadto kadm jest zaliczany do
blokeréw kanatow wapniowych (Bridges, Zalups 2005; Martelli i in. 2006). Dziatajac przez
rozne szlaki metaboliczne, kadm wptywa na aktywnos$¢ uktadu renina-angiotensyna
(Martynowicz, Skoczynska 2003). Kadm moze powodowa¢ obnizenie ste¢zenia angiotensyny
IT w komorkach migénia sercowego. Nizsze stezenie tego hormonu wpltywa hamujaco na
pobudzenie receptora AT-1, ktory jest odpowiedzialny za wzmozony przeptyw wapnia do
wnetrza komorek mig$nia sercowego, a takze uwalniania go z siateczki sarkoplazmatyczne;j

(Martynowicz, Skoczynska 2003).

Przeprowadzone badania wykazaly rowniez negatywny wplyw kadmu na parametry
morfologiczne serca. U pisklat, ktérym w trakcie inkubacji zostal podany kadm,
obserwowano spadek zardwno masy serca, jak i wzglednej masy serca, przy czym rdznica
migdzy grupami kontrolnymi a iniekowanymi kadmem byta o wiele wigksza przy dawce Cd
rownej 5 pg (grupa IV). W prezentowanych badaniach wykazano, ze u zarodkow poddanych
dziataniu kadmu nastgpuje zmniejszenie grubo$ci $ciany prawej komory serca. Roznice
mig¢dzy grupa kontrolng (grupa I) 1 $lepa (grupa II) a grupami narazonymi na dziatanie kadmu
byly statystycznie istotne na poziomie 0,05 przy dawce Cd réwnej 1 pg i na poziomie 0,01
przy dawce Cd 5 pg. Pomiary grubosci $ciany lewej komory serca nie wykazaty istotnych

roéznic wartosci tego wskaznika pomiedzy grupami.

Analizujac mikrostrukture mig$nia sercowego w obrazie mikroskopowym, w sercach
zarodkow z grupy kontrolnej, $lepej 1 inieckowanej 1 pg Cd/jajo nie stwierdzono zmian o
charakterze patologicznym. Natomiast w grupie iniekowanej 5 pg Cd/jajo obserwowano
zmiany o cechach zapalnych — znamionujacych wytwoércze §rodmigzszowe zapalenie migénia
sercowego (myocarditis interstitialis productiva). Wtokna migéniowe byly porozsuwane, a
pomiedzy nimi stwierdzono obfity naciek zapalny zlozony z jednojadrowych komorek,
gtownie limfocytow. Tego rodzaju zmiany obserwowano u wszystkich osobnikdéw z grup
doswiadczalnych zarowno w mig$niowce komodr serca, jak 1 w przegrodzie

mi¢dzykomorowe;j.
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O wystgpieniu procesu zapalnego w serach zarodkow iniekowanych 5 pg Cd/jajo
moze tez $wiadczy¢ prawie czterokrotnie wyzsze stezenie w ich krwi aminotransferazy

asparaginowej w stosunku do grupy kontrolne;.

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze zaburzenie homeostazy
rozwijajacego si¢ zarodka kurzego poprzez poddanie go oddziatywaniu réznorodnych
czynnikow $rodowiskowych wptywa na morfologie oraz tempo pracy jego serca.
Zastosowana w badaniach wtasnych bezinwazyjna metoda balistokardiografii bezkontaktowe;j
pozwala na okres§lenie wptywu stosowanego czynnika na prace serca rozwijajacego si¢

zarodka.

Pod wptywem dziatania na embrion takich czynnikow jak pole elektromagnetyczne o
czestotliwosci 50 Hz 1 indukcji magnetycznej 50 1 100 pT oraz podwyzszona temperatura
inkubacji nastgpowato statystycznie istotne przyspieszenie tempa pracy serca zarodkow
kurzych. Natomiast podanie in ovo kadmu powodowato spowolnienie tempa pracy serca.
Podanie kadmu w czwartym dniu inkubacji spowodowato rowniez obnizenie wzglednej masy
serca, spadek grubo$ci $ciany prawej komory serca oraz pojawienie si¢ zmian o cechach
zapalnych, znamionujacych wytwoércze s$rodmigzszowe zapalenie migsnia sercowego
(myocarditis interstitialis productiva). O wystgpieniu zmian zapalnych moze rdéwniez
$wiadczy¢ podwyzszony poziom aminotransferazy asparaginowej w osoczu krwi zarodkoéw

poddanych dziataniu kadmu o stezeniu 5 pg Cd/jajo.

Podwyzszenie st¢zenia aminotransferazy asparaginowej stwierdzono réwniez w
osoczu krwi zarodkow poddanych oddzialywaniu dodatkowego pola elektromagnetycznego o
wartosci indukcji magnetycznej 100 pT. Dziatanie na rozwijajacy si¢ zarodek dodatkowym

polem elektromagnetycznym spowodowato ponadto wzrost wzglednej masy serca embrionu.

U badanych zarodkow stwierdzono réwniez istotny wptyw czynnika termicznego na
parametry morfologiczne serca. U zarodkow narazonych na hipertermi¢ zaobserwowano
zmniejszenie wzglgdnej masy serca oraz spadek grubos$ci $cian komor serca, natomiast w

przypadku hipotermii — wzrost zarowno wzglednej masy serca, jak 1 grubosci $cian komor.
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Reasumujgc mozna stwierdzi¢, ze prezentowane badania, przeprowadzone z
zastosowaniem metody bezkontaktowej balistokardiografii, wykazaly istotny wptyw
zastosowanych  czynnikoéw  $rodowiskowych, tj.  temperatury inkubacji, pola
elektromagnetycznego o czestotliwosci 50 Hz oraz kadmu, na prace i1 morfologi¢ serca
zarodka kurzego. Uzyskane wyniki sugeruja réwniez, ze hormony tarczycy oraz
aminotransferazy posredniczg w oddziatywaniu badanych czynnikéw Srodowiskowych na

prace oraz parametry morfologiczne serca badanych zarodkow.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych
a) Pozostale obszary badan

Badania nad wptywem po6l elektromagnetycznych na organizmy zwierzat.
W wyniku prowadzonych badan stwierdzono:

a) Pole elektromagnetyczne o cze¢stotliwosci 50 Hz (170 mV 1 1600 nT) emitowane w
trakcie procesu inkubacji pisklat kurzych powoduje 24-godzinne opdznienie procesu wylegu,
nie wptywajac jednoczesnie na procent wylegowosci 1 wystepowanie wad rozwojowych.

Effect of artificial electromagnetic fields of chicken embryo and chicks. Niedzidika J.,
Borzemska W., Malec H., Pawlak K., Arch. Gefliigelk., 1998, 62 (5), 234-236.

b) Emisja pola magnetycznego o czestotliwosci 50 Hz i1 indukcji 10 uT w trakcie
procesu inkubacji powoduje u zarodkéw kurzych wzrost synchronizacji procesu wykluwania,
natomiast u zarodkow przepidrczych nastepuje rozsynchronizowanie procesu wykluwania si¢
pisklat.

Roznice w przebiegu klucia si¢ pisklgt przepiorki japonskiej (Coturnix coturnix japonica) i
kury domowej (Galus Galus) w polu magnetycznym. Lis M., Niedziotka J., Tombarkiewicz
B., Pawlak K., Rocz. Nauk. Zoot., 2003, 17, 747-750.

¢) U zarodkow przepiorczych rozwijajacych si¢ w jajach, ktore byly przechowywane
w magazynie przez okres 6 dni, w grupie poddanej dziataniu PEM o czestotliwosci 50 Hz i
indukcji 10 uT, stwierdzono wyzszg wylegowos¢ niz w grupie embriondw inkubowanych w
warunkach standardowych. Nie stwierdzono wptywu badanego pola na ilo§¢ wystgpowania
wad rozwojowych embrionow przepiorczych.

Wrazliwosé zarodkow przepiorki japonskiej (Coturnix coturnix japonica) na dodatkowe
pole magnetyczne (50 Hz) w zaleinosci od czasu przechowywania jaj. 1. Wplyw na
wylegowosé i uszkodzenia zarodkow. Lis M. W., Niedziotka J. W. Pawlak K., Roman T.,
Zesz. Nauk. AR Wroc. Seria Zoot., 2004, L II, Nr 505, 155-161.

d) Stosujac geomagnetometr do pomiarow pola magnetycznego Ziemi (PGM) nad
siedliskami jeleni, dzikow, borsukow, wydr 1 lisow stwierdzono, ze zwierzgta wolno zyjace
przy wyborze miejsc legowiskowych czy zakladaniu nor kieruja si¢ rowniez stanem PGM.
Uzyskane wyniki wykazaty, Ze jelenie, dziki 1 wydry na miejsca legowiskowe i nory preferuja
tereny wolne od zaburzen PGM, natomiast borsuki zakladajg nory na terenach o
niejednorodnym polu geomagnetycznym.
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Wplyw zaburzen pola geomagnefycznego na lokalizacje nor i miejsc legowiskowych
wybranych gatunkow zwierzqt wolno zyjacych. Tombarkiewicz B., Pawlak K., Lis M.,
Niedzi6tka J., Act. Sc. Pol. 2010. 239-250

e) Stwierdzono, ze u zarodkéw oraz u pisklat kurzych, ktére w okresie embriogenezy
byly poddane dziataniu PEM o czestotliwosci 1800 MHz i gestosci mocy 0,1 W/m?, nastepuje
znaczacy spadek stezenia tyroksyny (T4), trojjodotyroniny (T3) oraz wzrost st¢zenia
kortykosteronu (CORT). Najwigkszy spadek stezenia T4, T3 oraz wzrost stezenia CORT
zaobserwowano w grupie pisklat bedacych bezposrednio po wylggu. Moze to $wiadezy¢ o
akumulacyjnym dziataniu pola elektromagnetycznego na o$ podwzgorze-przysadka-tarczyca.
Natomiast nie stwierdzono zmian w poziomie badanych hormonéw u ptakéw dojrzatych
ubojowo, ktére w trakcie embriogenezy poddane byty dziataniu PEM.

Plasma thyroid hormones and corticosterone levels in blood of chicken embryos and post
hatch chickens exposed during incubation to 1800 MH7z electromagnetic field. Pawlak K.,
Sechman A., Nieckarz Z., Int. J. Occup. Med. Environ. Health., 2014, 27 (1), 114-122.

Tematyka wplywu pol elektromagnetycznych na zwierzgta byla realizowana roéwniez
w ramach dwdch projektéw badawczych:

Zarodek kurzy jako model w badaniach nad wplywem pél elektromagnetycznych o
czgstotliwosciach radiowych na proces embriogenezy NN 311536340 — kierownik
. projektu.

Wplyw zaburzen pola geomagnetycznego wywolanych metalowymi elementami
konstrukeji i wyposazenia budynku na organizmy zwierzat Nr 2 P06Z 047 28 -
wykonawca projektu.

Prowadzenie badan z zakresu pél elektromagnetycznych zaowocowato rowniez przyznaniem
mi stypendium Rektora Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.

‘KPQVA \u \L
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