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Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Analiza wlasciwosci oraz kompetencji zaptodnieniowej
plemnikéw uzyskanych z cewki moczowej 1 najadrzy kota domowego™.

Promotor: prof. dr hab. Wojciech Nizanski

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

od lipca 2017 do chwili obecnej: adiunkt w Katedrze Rozrodu z Klinikg Zwierzat
Gospodarskich, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Omowienie osiagnigc, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018

r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.).

4.1. Tytut osiggniecia naukowego
Badania nad pobieraniem oraz wlasciwosciami nasienia kota domowego (Felis
catus) ze szczegélnym uwzglednieniem podloza i znaczenia nieprawidlowej

morfologii plemnikow

4.2. Wykaz publikacji stanowigcych osiagnigcie naukowe

Na osiggniecie sktada si¢ cykl 4 powigzanych tematycznie artykutow naukowych

o0 tacznym IF: 9,524 i sumie punktow MNiISW: 480.
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Publikacja

Punkty
MNiSW

P1

Prochowska S., Nizanski W. Transscrotal stimulation of the testes
and epididymides improves urethral sperm collection in domestic
cats. Reprod  Fertil Dev. 2021;33(6):437-440.  doi:
10.1071/RD21010.

Wkitad wiasny: opracowanie koncepcji badan oraz metody masazu,
przeprowadzenie eksperymentow, analiza i interpretacja uzyskanych
wynikow,  przygotowanie — manuskryptu i korespondencja
z czasopismem (corresponding author).

1,721 140

P2

Prochowska S., Nizanski W., Partyka A., Kochan J., Mlodawska
W., Nowak A., Skotnicki J., Grega T., Palys M.: Influence of the
type of semen and morphology of individual sperm cells on the
results of ICSI in domestic cats. Theriogenology. 2019;131:140-145.
doi: 10.1016/j.theriogenology.2018.10.031

Wktad wlasny: opracowanie metodyki badan, pozyskanie materiatu
badawczego, przeprowadzenie eksperymentow, analiza statystyczna
uzyskanych wynikow, przygotowanie manuskryptu.

2,299 140

P3

Prochowska S., Partyka A, Nizanski W. Expression of Apoptosis-
Related Genes in Cat Testicular Tissue in Relation to Sperm
Morphology and Seasonality-A Preliminary Study. Animals (Basel).
2021;11(2):489. doi: 10.3390/ani11020489.

Wkiad wtasny:. opracowanie koncepcji badan, pozyskanie materiatu
badawczego, wspotuczestnictwo w przeprowadzaniu eksperymentow
oraz analizie i interpretacji uzyskanych wynikow, przygotowanie
manuskryptu i korespondencja z czasopismem (corresponding
author).

2,752 100

P4

Prochowska S, Nizanski W, Fontbonne A. Hypo-Osmotic Swelling
Test (HOST) for Feline Spermatozoa: The Simplified Procedure and
the Aspect of Sperm Morphology. Animals (Basel). 2022;12(7):903.
doi: 10.3390/ani12070903.

2,752 100
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Wkiad wiasny. opracowanie koncepcji badan oraz metodyki,
przeprowadzenie eksperymentow, analiza i interpretacja uzyskanych
wynikow,  przygotowanie — manuskryptu i korespondencja
z czasopismem (corresponding author).

Razem: 9,524 480

Wartosci punktowe MNiSW oraz wartosci wskaznikow IF poszczegdlnych prac podano zgodnie z rokiem wydania
publikacji. Oswiadczenia wspotautorow znajdujg si¢ w Zataczniku nr 5.

Omowienie osiagni¢cia naukowego

4.2.1. Wprowadzenie

Prace nad biotechnikami rozrodu u kotow rozpoczgty si¢ w latach 70 ubieglego wieku
(Sojka i wsp. 1970, Hamner i wsp. 1970, Platz i wsp. 1978), mimo to techniki takie jak
kriokonserwacja nasienia, sztuczna inseminacja czy zaptodnienie in vitro w dalszym ciggu nie
s stosowane u tego gatunku na taka skale, jak ma to miejsce u zwierzat gospodarskich, koni
czy psow. Jedna z gtownych przyczyn tej sytuacji byty trudnosci z pobraniem nasienia kocurow
(Rijsselaere i Van Soom 2010). Z tego powodu badanie nasienia i diagnostyka nieptodnosci
byta praktycznie nie wykonywana u tego gatunku. Ograniczone bylo réwniez stosowanie
sztucznej inseminacji. Poniewaz kot domowy jest traktowany jako organizm modelowy dla
dzikich kotowatych, trudnosci z prowadzaniem badan na nasieniu kota hamowaty post¢p nad
zastosowaniem biotechnik rozrodu u innych przedstawicieli rodziny Felidae.

Do 2008 roku mozliwe byto pobranie nasienia od kocura przy pomocy trzech metod:
z wykorzystaniem sztucznej pochwy, poprzez elektroejakulacje oraz poprzez pokastracyjne
nacinanie ogondéw najadrzy (Rijsselaere i Van Soom 2010). Kazda z nich obarczona jest
pewnymi zasadniczymi wadami. Pobieranie nasienia na sztuczng pochwe¢ wymaga
wczesniejszego treningu samca (czasem trwajacego do 5,5 miesigca (Valiente i wsp. 2014)),
obecnosci kotki w okresie rui oraz wykazywania przez samca libido (Ackerman i Lopes 2020).
Nie kazdego samca da si¢ przyuczy¢ do pobierania nasienia ta metoda (Ackerman i Lopes
2020), przez co metoda ta nie znajduje zastosowania w praktyce klinicznej. W przeciwienstwie
do pobierania na sztuczng pochwe, elektroejakulacja moze by¢ zastosowana u kazdego samca,
u ktérego mozna zastosowaé znieczulenie ogdlne i1 nie wymaga wczesniejszego treningu
(Rijsselaere i Van Soom 2010). Charakteryzuje si¢ wysoka skutecznoscig, jednak jest
kwestionowana z punktu widzenia etyki i z tego powodu zakazana u zwierzat gospodarskich
w wielu krajach (Palmer 2005). W badaniach naukowych powszechnie wykorzystywane jest

pozyskiwanie plemnikow z ogonow najadrzy, ze wzgledu na dobrg dostgpnos¢ materiatu
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W postaci gonad usuwanych w trakcie zabiegéw rutynowych kastracji (Nizanski 1 wsp. 2005).
Jest to réwniez metoda ,,ostatniej szansy” na pozyskanie i zachowanie materialu genetycznego
w przypadku $mierci samca, przez co jest szczegdlnie wartosciowa w konteks$cie bankowania
materiatu od przedstawicieli zagrozonych gatunkéw (Nizanski 1 wsp. 2005). Jednakze nie jest
mozliwa ona do zastosowania u aktywnych reproduktoréw i1 nie da si¢ jej wykorzystac
w badaniach wymagajacych kilkukrotnego pobrania nasienia od tego samego samca.

Opisanie przez Zambelli i wsp. (2008) metody pobierania nasienia poprzez
kateteryzacje cewki moczowej po podaniu medetomidyny okazato si¢ przetomowe i technika
ta stata si¢ metodg z wyboru do pobierania nasienia u kotow. Podanie leku z grupy agonistow
receptora a-2 adrenomimetycznego (np. medetomidyny) powoduje skurcz nasieniowodow
I wypchni¢cie plemnikow do cewki moczowej, skad moga by¢ one odzyskane poprzez
wprowadzenie cewnika (Zambelli i wsp. 2008). Metoda ta jest prosta, atraumatyczna, nie
wymaga wczesniejszego treningu samca ani specjalnego sprzetu, nie budzi zastrzezen
etycznych, jest rowniez mozliwa do zastosowania wielokrotnie u tego samego samca.

Pomimo niewatpliwych zalet, w okolo 5-8% przypadkow proby pobrania nasienia
cewkowego konczg si¢ niepowodzeniem (brak plemnikéw pomimo ich obecnosci w najadrzu)
(Zambelli i wsp. 2008, Prochowska i wsp. 2015). Dodatkowo istnieje duze zréznicowanie
w catkowitej liczbie plemnikéw mozliwych do uzyskania ta technika - od 1,3x10°
do 231,0x10°, niezaleznie od wieku czy sezonu rozrodczego (Prochowska i wsp. 2015).
W wielu przypadkach liczba plemnikow jest niewystarczajaca dla jednej dawki inseminacyjnej
— do skutecznej inseminacji dopochwowej potrzeba az 80x10® plemnikéw (Tanaka i wsp.
2000), a w przypadku inseminacji domacicznej nasieniem mrozonym — 50x10° plemnikéw
(Tsutsui 1 wsp. 2000). Niska liczba plemnikow ogranicza rdéwniez mozliwos¢ prowadzenia
badan naukowych na nasieniu kota domowego — niejednokrotnie konieczne jest taczenie
nasienia pozyskanego od kilku samcow (Chatdarong 1 wsp. 2010, Kunkitti i wsp. 2017). Z tego
powodu opracowanie protokolu pozwalajagcego na zwigkszenie liczby pozyskiwanych
plemnikow wydaje si¢ by¢ kluczowe do dalszego rozwoju biotechnik rozrodu i ich rutynowego
stosowania u kota domowego.

Oproécz relatywnie matlej liczby plemnikéw, nasienia kota domowego charakteryzuje
czeste wystgpowanie teratozoospermii, tj. obecnosci w ejakulacie >60% nieprawidtowych
morfologicznie plemnikow (Howard i1 wsp. 1991). Wiele dzikich kotowatych réwniez
wykazuje ztg jako$¢ morfologiczng nasienia (Pukhazenthi 1 wsp. 2006). W skrajnych
przypadkach odsetek prawidlowych plemnikdéw nie przekracza 20%, np. u gepardow $rednio

18,4% (Crosier i wsp. 2007), a u panter florydzkich jedynie 6,5% (Barone i wsp. 1994). Uwaza
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sie, ze zla jako$¢ nasienia u tych gatunkéw zwigzana jest z niska roznorodno$cig genetyczng
(Pukhazenthi 1 wsp. 2006), co udato si¢ odwzorowa¢ w warunkach eksperymentalnych
w hodowli kotéw o wysokim stopniu inbredu (Howrd i wsp. 1992). Z drugiej strony, podtoze
genetyczne nie jest jedynym wytlumaczeniem — badania na dzikich kotowatych z ogrodow
zoologicznych wskazujg zywienie 1 stres jako potencjalne czynniki odpowiedzialne za
obnizenie jakosci nasienia (Swanson i wsp. 2003). Wsérod innych przyczyn wymieni¢ mozna
zaburzenie rownowagi hormonalnej w jadrach (Miiller i wsp. 2012). Teratozoospermia moze
wystepowac réwniez jako zjawisko przejsciowe - jakos¢ morfologiczna nasienia moze si¢
r6zni¢ pomigdzy dwoma ejakulatami tego samego kocura pobranymi w odstepach czasowych
(Axnér i Linde Forsberg 2007). Wskazuje to, ze podloze teratozoospermii u kota domowego
pozostaje wiec w dalszym ciggu nie w petni zbadane.

Kryterium dla teratozoospermii (>60% plemnikow nieprawidtowych) zostato ustalone
na podstawie badan in vitro — probki nasienia o tak wysokim odsetku nieprawidtowych
plemnikow wykazaly gorsze wyniki testow interakcji gamet (Howard i wsp. 1991). Badania
innych zespotéw wykazaty, ze plemniki teratozoospermicznych samcow charakteryzujg gorsze
parametry ruchliwo$ci oceniane przy uzyciu komputerowo wspomaganej analizy nasienia
(Stachecki 1 wsp. 1993, Prochowska 1 wsp. 2015), uposledzona zdolno$¢ kapacytacji i reakcji
akrosomowej (Long i wsp. 1996), nieprawidtowa struktura chromatyny (Penfold i wsp. 2003)
i nizsza ekspresja fosfolipazy C Zeta (Villaverde i wsp. 2013). Co wazne, nawet pozornie
prawidlowe plemniki od samcow teratozoospermicznych wykazywaly obnizony potencjal
zaplodnieniowy w warunkach pozaustrojowych (Howard i wsp. 1991). Pomimo tego, zar6wno
dane literaturowe (Axnér 1 Linde Forsberg 2007), jak 1 nasze obserwacje kliniczne pokazuja, ze
czesto kocury pozostaja ptodne pomimo niskiego odsetka prawidtowych plemnikow. Poddaje
to w watpliwo$¢ czy ustalone kryteria normospermogramu sg prawidlowe (Axnér i Linde
Forsberg 2007), jak réwniez rodzi wiele pytan o znaczenie 1 wlasciwa oceng teratozoospermii

w warunkach klinicznych.

Przedstawione aspekty sktonity mnie do podjecia dwoch kierunkéw badawczych —
optymalizacji pobierania nasienia od kota domowego celem pozyskania wigkszej liczby
plemnikow, jak rowniez poszukiwania potencjalnych przyczyn teratozoospermii u tego

gatunku oraz jej znaczenia w ocenie nasienia oraz zastosowaniu biotechnik rozrodu.
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4.2.2. Omowienie wynikéw osiggniecia

Publikacja 1: Prochowska S., Nizanski W. Transscrotal stimulation of the testes and
epididymides improves urethral sperm collection in domestic cats. Reprod Fertil Dev.
2021;33(6):437-440. doi: 10.1071/RD21010.

Chociaz pobieranie nasienia metodg kateteryzacji cewki moczowej po podaniu
medetomidyny charakteryzuje si¢ ogdlnie wysoka skutecznos$cig, czgsto liczba plemnikow
pobranych od kocuréw o potwierdzonej ptodnosci byta niewystarczajaca do wykorzystania ich
w biotechnikach rozrodu (<10x10°), co sktonito wiele zespotéw naukowcow do podjecia prac
badawczych nad ulepszeniem tej metody.

Do tej pory opublikowano kilka wynikéw badan majacych na celu optymalizacje
pobierania nasienia cewkowego, przy czym prace te koncentrowaly si¢ na roznych dawkach
medetomidyny (Cunto i wsp. 2015), zastosowaniu réznych $rodkéw farmakologicznych
Z grupy a-2 mimetykow (Swanson i wsp. 2017, Pisu i wsp. 2017, da Silva i wsp. 2019,
Madrigal-Valverde i wsp. 2020) lub zastosowania Kilkukrotnego cewnikowania w réznych
odstepach czasowych (Cunto i wsp. 2015). Zadna z tych modyfikacji nie pozwolila na znaczaca
poprawe. Analizujagc wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej, jak réwniez
W pozniejszej pracy klinicznej zauwazyliSmy (obserwacje osobiste), ze calkowita liczba
plemnikow byla wyzsza, gdy nasienie byto pobierane od samcoéw juz przygotowanych do
kastracji (po depilacji i oczyszczeniu moszny). Sklonito nas to do postawienia hipotezy,
ze manualna stymulacja moszny lub jader stymuluje wyrzut plemnikow do cewki moczowej.

Celem sprawdzenia tej hipotezy przeprowadzono badanie, w ktérym do rutynowo
stosowanego protokolu pobierania nasienia dodano etap manualnej, przezmosznowej

stymulacja jader 1 najadrzy.

Badanie przeprowadzono na 20 dojrzatych ptciowo samcach kota domowego rdéznych
ras, pacjentow Ambulatorium Katedry Rozrodu z Klinikg Zwierzat Gospodarskich,
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu. W poczatkowym etapie nasienie pobierano
rutynowo wg. metodyki opisanej przez Zambelli i wsp. (2008): po ok. 10-15 min od podania
medetomidyny w dawce 100 pg/kg i.m., do cewki moczowej wprowadzano Kateter celem
pobrania znajdujacych si¢ tam plemnikow. Pobrang probke umieszczano w probowcee z 200 pl
rozrzedzalnika TRIS. Nastepnie wykonywano palcami przezmosznowy masaz jader i najadrzy
przez 2min, ze szczegdlnym uwzglednieniem ogondéw najadrzy. Zaraz po masazu

wykonywano drugg kateteryzacje cewki moczowej, a pozyskane plemniki rowniez zawieszano

7



Zalacznik Nr 3

w rozrzedzalniku TRIS. Obie probki poddawano analizie, w trakcie ktorej oceniano
mikroskopowo ruchliwos$¢ subiektywna, przeprowadzano komputerowo wspomagang analizg
nasienia (CASA) pozwalajaca oceni¢ koncentracje, catkowita liczb¢ plemnikow oraz
szczegdtowe parametry ruchu plemnikow oraz wykonywano preparaty e0zZynowo-nigrozynowe
do oceny zywotnosci i morfologii plemnikow.

Analiza wynikéw pokazata, ze chociaz catkowita liczba plemnikéw wykazata duze
wahania zaréwno w pierwszej (przed masazem, 0 do 78,0x10° plemnikow), jak i w drugiej
probee (po masazu, 2,9 do 93,2x10° plemnikéw), masaz przezmosznowy pozwolit na uzyskanie
istotnie wyzszej liczby plemnikéw. Na szczegdlng uwage zastugiwaly przypadki, gdzie
pierwsze cewnikowanie bylo nieskuteczne (brak plemnikéw, 5 przypadkéw) lub
niezadowalajace (<5x10° plemnikow, 5 przypadkow), a w ktorych zastosowanie masazu
przezmosznowego i powtoérne cewnikowanie pozwolito pozyskaé >10x10° plemnikéw w 9/10
przypadkow. Co wigcej, probka pobrana po masazu charakteryzowata si¢ istotnie wyzszym
odsetkiem plemnikow ruchliwych i prawidtowych morfologicznie oraz nizszym odsetkiem
plemnikéw poruszajacych si¢ wolno (subpopulacja SLOW).

Opracowana 1 opisana w tej publikacji metoda przezmosznowego masazu jader nie byta
nigdy wczesniej stosowana u zadnego gatunku zwierzat, co §wiadczy o jej innowacyjnosci.
Poniewaz okazata si¢ wysoce skuteczna, jest ona obecnie stosowana rutynowo do pobierania

nasienia kocuréw w Ambulatorium Katedry Rozrodu z Klinika Zwierzat Gospodarskich UPWr.

Publikacja 2: Prochowska S., Nizanski W., Partyka A., Kochan J., Mtodawska W., Nowak A.,
Skotnicki J., Grega T., Patys M.: Influence of the type of semen and morphology of individual
sperm cells on the results of ICSI in domestic cats. Theriogenology. 2019;131:140-145. doi:
10.1016/j.theriogenology.2018.10.031

U kotéw dowiedziono, ze wysoki odsetek nieprawidtowych plemnikoéw negatywnie
wplywa na wyniki testu wigzania do ostonki przejrzystej oocytu (ang. Zona-Binding Assay)
(Howard i wsp. 1991) oraz wyniki zaptodnienia in vitro tzw. klasycznego (Penfold i wsp. 2003),
jednak nie ma on wptywu na wyniki zaplodnienia metoda docytoplazmatycznej iniekcji
plemnika (ang. Intracytoplasmic Sperm Injection, ICSI) (Penfold i wsp. 2003). Te rdznice
ttumaczone sg faktem, ze w klasycznej metodzie zaptodnienia pozaustrojowego (polegajace;j
na koinkubacji komoérek jajowych i plemnikow) tylko zywe, ruchliwe, zdolne do kapacytacji
i reakcji akrosomalnej plemniki majg szanse zaptodni¢ komorke jajowa. W przeciwienstwie do
klasycznego zaptodnienia in-vitro, w zaptodnieniu metoda ICSI plemnik jest wprowadzany do
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cytoplazmy oocytu za pomoca mikromanipulatora, dlatego do procedury mozna wykorzystaé
plemniki nie posiadajace wyzej wymienionych cech, cho¢ w przypadku plemnikow
nieruchliwych Iub wykazujacych pewne wady morfologiczne wigze si¢ to z nizsza
skuteczno$cig (Nagy i wsp. 1998, de Vos i wsp. 2003). Z tego powodu generalng zasadg jest
wybor ruchliwego, ,,najlepiej wygladajacego” plemnika do mikroiniekcji, co pozwala podnies¢
skuteczno$¢ zaplodnienia — u medycynie cztowieka istnieje szereg metod pozwalajacych na
selekcje ,,najlepszych” plemnikéw (Baldini 2021). Metody te nie sa rutynowo stosowane
u zwierzat, prawdopodobnie z braku takiej potrzeby — wickszo$¢ gatunkow, u ktérych
zaplodnienie pozaustrojowe jest stosowane, wykazuje dobrg jako$¢ nasienia. Podczas
przeprowadzania ICSI u kota domowego zauwazyliSmy, ze u niektérych osobnikow ze
wzgledu na wysoki odsetek wadliwych morfologicznie plemnikdw, czasem trudno byto znalez¢
wystarczajacg liczbe ruchliwych, morfologicznie prawidlowych plemnikéw. Poniewaz
podobna sytuacja moze wystepowaé w przypadku cennych, unikatowych probek nasienia
(np. od uznanych reproduktoréw kota domowego lub od zagrozonych gatunkow dzikich
kotowatych) postawiliémy sobie za cel sprawdzenie, czy nieprawidtowe morfologicznie
plemniki moga by¢ wykorzystywane do zaptodnienia metoda ICSI.

Nie tylko ,,wyglad” plemnika ma znaczenie - pochodzenie plemnikéw (ejakulowane,
najadrzowe, jadrowe) rowniez moze wptywac na wynik ICSI (Nagy i wsp. 1998, de Vos i wsp.
2003). U kotow wykorzystanie do ICSI plemnikow pozyskanych z jader skutkowato nizszym
odsetkiem blastocyst w poréwnaniu do nasienia ejakulowanego (Comizzoli i wsp. 2006).
Podczas badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykazatam, Ze pochodzenie
plemnikéw (najadrzowe vs. cewkowe) nie ma wpltywu na wyniki zaptodnienia metoda
klasyczng (Prochowska i1 Nizanski 2017), jednak w literaturze brak bylo bezposredniego
porownania nasienia najadrzowego i cewkowego przy metodzie ICSIL.

Celem badan opisanych w tej publikacji byta ocena wptywu rodzaju plemnikow kota
domowego (pozyskanych z najadrzy lub z cewki moczowej) oraz morfologii pojedynczych
plemnikéw na wyniki zaptodnienia pozaustrojowego metoda ICSI. Badanie zostato podzielone

na dwa eksperymenty.

W eksperymencie I probki nasienia z cewki moczowej (przed kastracja) i najadrzy
(pokastracyjnie) pobrano od 7 dojrzatych piciowo kocuréw metoda odpowiednio kateteryzacji
cewki moczowej po podaniu medetomidyny (wg. Zambelli i wsp. 2008) oraz poprzez nacinanie
ogondw najadrzy w buforze TRIS (Nizanski i wsp. 2005). Nastgpnie plemniki zamrozono
wg rutynowej procedury (Nizanski i wsp. 2005) i przechowywano w cieklym azocie. Oocyty
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do zaptodnienia in vitro pozyskiwano z jajnikow usuni¢tych podczas rutynowych zabiegow
owariohisterektomii kotek i poddawano dojrzewaniu pozaustrojowemu przez 24 godz.
(Waurich i wsp. 2010). Nastepnie dokonywano zaptodnienia pozaustrojowego metodg ICSI
Zz wykorzystaniem rozmrozonych plemnikow cewkowych (CT) i najadrzowych (EP). Do
mikroiniekcji wybierano tylko plemniki ruchliwe o prawidtowej morfologii. Po zaptodnieniu
oocyty/zarodki hodowano przez siedem dni, codziennie obserwujac i notujac ich rozwo;j.
Doswiadczenie przeprowadzono w 12 powtorzeniach dla probek CT (catkowita liczba oocytow
n=107) oraz w 14 powtdrzeniach dla prébek EP (catkowita liczba oocytow n=122).

Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w odsetku oocytow zaptodnionych, jak
réwniez w dalszym rozwoju zarodkéw pomigdzy badanymi grupami, co pozwolito stwierdzié,
ze plemniki pozyskane z najadrzy i z cewki moczowej moga by¢ z rownym powodzeniem
wykorzystane do zaptodnienia in vitro metoda ICSI.

W eksperymencie Il wykorzystano kriokonserwowane nasienie najadrzowe uzyskane
pokastracyjnie od 14 kocuréw. Plemniki 10 osobnikoéw oceniono pod katem integralno$ci
chromatyny za pomoca barwienia oranzem akrydyny, z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego. W wigkszo$ci probek plemniki wykazaly niskg fragmentacje DNA ($redni
%DFI 2,4+2,5%), co bylo zgodne z naszymi wczesniejszymi danymi (Prochowska 1 wsp.
2016), z wyjatkiem jednego osobnika, dla ktoérego %DFI wyniost 14,9%. Dojrzate
w warunkach in vitro komorki jajowe zaptadniano metoda ICSI z wykorzystaniem plemnikéw
bez widocznych nieprawidlowosci (plemnik prawidlowy, liczba zaplodnionych oocytow
n=100) lub plemnikéw z jedna z nastgpujacych nieprawidlowosci: nieprawidtowa gléwka
(n =37), nieprawidlowa wstawka (n=52), kropla blizsza (n=67) lub kropla dalsza (n=57).
Morfologiczng oceng¢ plemnikow przeprowadzono w powigkszeniu x 400. Doswiadczenie
przeprowadzono w 20 powtorzeniach.

Nie zaobserwowano zadnych statystycznie istotnych réznic migdzy grupami
morfologicznymi. Niezaleznie od morfologii wybranego plemnika ponad 50% zarodkow
osiggneto stadium moruli (zakres od 57,8% do 78,8%) 1 srednio 25% zarodkow rozwinglo si¢
do stadium blastocysty (zakres od 17,8% do 30,3%). Jedynie u osobnika z wysokim %DFI
wyniki hodowli zarodkow byty duzo gorsze — tylko jeden z o$miu oocytéw (12,5%) poddanych
mikroiniekcji zostat zaptodniony (grupa plemnikéw prawidtowych), a jego rozwoj zostat
zatrzymany w stadium moruli.

Wyniki niniejszego badania, wraz z naszymi wczesniejszymi obserwacjami
dotyczacymi wysokiej integralno$ci struktury chromatyny i DNA plemnikow kota domowego,

potwierdzity przydatno$¢ metody ICSI u kota domowego nawet w bardzo ciezkich
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przypadkach, kiedy w nasieniu prawie nie ma prawidtowych plemnikow. W takich sytuacjach
mozliwe jest uzyskanie zarodkow z wykorzystaniem nieprawidtowych plemnikéw z takg sama
szansg powodzenia jak w przypadku prawidtowego plemnika. To kluczowe informacje, ktore
mozna wykorzysta¢ w programach ochrony zagrozonych dzikich kotow. Z drugiej strony
nalezy mie¢ na uwadze, ze badanie dotyczylo bardzo wczesnego, przedimplantacyjnego
rozwoju zarodkow. Mozliwe jest, ze zarodki uzyskane z wykorzystaniem niprawidtowych
morfologicznie plemnikow posiadajg wady, ktére mogty by ujawnic si¢ w pdzniejszych etapach
cigzy 1 doprowadzi¢ do zamarcia ptodow lub narodzin potomstwa z wadami rozwojowymi.

Konieczne sg dalsze badania w tym obszarze.

Publikacja 3: Prochowska S., Partyka A, Nizanski W. Expression of Apoptosis-Related Genes
in Cat Testicular Tissue in Relation to Sperm Morphology and Seasonality-A Preliminary
Study. Animals (Basel). 2021;11(2):489. doi: 10.3390/ani11020489.

Niewiele wiadomo na temat apoptozy w jadrach kotéw domowych. Zostata ona zbadana
przez Siemieniuch (2008) w odniesieniu do wieku i1 sezonu rozrodczego, ujawniajac istotne
réznice zwigzane z wiekiem, ale nie sezonem rozrodczym. Jednak sezonowo$¢ rozrodu
u kocuréw jest tematem kontrowersyjnym. Niektorzy autorzy wykazywali sezonowe zmiany
W masie jader, st¢zeniu testosteronu i jako$ci nasienia (Blottner i Jewgenow 2007, Tsutsui
I wsp. 2009), ktorych nie obserwowali inni badacze (Spindler i Wildt 1999, Prochowska i wsp.
2015). W zwiazku z tym procesy apoptotyczne moga nadal by¢ zaangazowane regulacje (lub
zaburzenia) spermatogenezy poza sezonem rozrodczym, kiedy obserwuje si¢ zmiany w jakoS$ci
nasienia.

Zwiazek apoptozy w przebiegu spermatogenezy z jakoscig nasienia byt przedmiotem
badan autoréw niemieckich (Jewgenow i wsp. 2009). Prowadzac badania na kolonii kotow
eksperymentalnych o wysokim wspotczynniku inbredu wykazali oni obniZzong apoptoze
komorek szeregu spermatogenicznego, skutkujaca wyzszym stosunkiem komorek rozrodczych
do komorek Sertoliego oraz produkcjg wigkszej liczby plemnikow, ale o bardzo wysokim
odsetku wad (teratozoospermia na tle homozygotycznosci). Jednak te obserwacje nie
potwierdzity si¢ dla ogdlnej populacji kotéw, gdzie pomimo wystgpowania teratozoospermii,
stosunek komorek rozrodczych do komorek Sertoliego byt prawidtowy (Jewgenow i wsp.
2013). Etiologia tego typu teratozoospermii jest nieznana, a rola apoptozy nie zostata wczesniej

zbadana. Biorgc pod uwage rozbiezne dane dotyczace teratozoospermii, jak i sezonowos$ci
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rozrodu kocurdéw, postanowili§my sprawdzi¢ na poziomie molekularnym zaangazowanie
mechanizmow apoptotyczych w spermatogeneze u kotow.

Celem pracy byla ocena, czy ekspresja genéw zwigzanych z apoptoza w tkance
jadrowej kotow domowych rozni si¢: (1) migdzy dawcami normozoospermicznymi
| teratozoospermicznymi oraz (2) migdzy probkami pobranymi w sezonie rozrodczym i poza

sezonem.

Materiat do badan stanowila tkanka jader pobrana pokastracyjnie od 22 kotoéw
poddanych zabiegowi rutynowej orchidektomii w Katedrze Rozrodu i Klinice Zwierzat
Gospodarskich Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Dodatkowo przed kastracja
pobrano nasienie cewkowe metoda opisang przez Zambelli i wsp. (2008) i oceniano morfologie
plemnikow po barwieniu eozyna-nigrozyna. W zalezno$ci od miesigca, w ktérym wykonano
orchidektomig, probki podzielono na dwie grupy: pobrane w okresie rozrodczym (marzec—
wrzesien) oraz poza sezonem (grudzien—luty). W odniesieniu do morfologii kocury zostaly
sklasyfikowane jako normozoospermiczne, gdy w probce nasienia bytlo >60% normalnych
plemnikow, lub teratozoospermiczne, gdy bylo <60% normalnych plemnikéw. Badanie bylo
podzielone na dwa eksperymenty. W eksperymencie | oznaczano ekspresj¢ dwoch genow anty-
apoptotycznych (BCL2L1 i BCL2) oraz dwoch genoéw pro-apoptotycznych (BAX i BAD)
w 12 probkach. W eksperymencie Il oceniano ekspresj¢ gendw zwigzanych z apoptoza poprzez
szlak receptora $mierci: gen receptora §mierci Fas (FAS) i ligandu Fas (FASLG); oraz z kaskada
kaspaz: gen kaspazy 3 (CASP3), kaspazy 8 (CASP8), kaspazy 9 (CASP9) i kaspazy 10
(CASP10). Eksperyment Il przeprowadzono na probkach od 18 osobnikow.

Podczas analizy wynikéw zauwazono wyraznie gorsza jakos$¢ nasienia poza sezonem
rozrodczym — liczba kocurow zakwalifikowanych jak normozoospermiczne w okresie od
grudnia do lutego wyniosta jeden w eksperymencie I oraz zero w eksperymencie II.

Nie stwierdzono réznic pomiedzy grupami normo- i teratozoospermicznymi dla
zadnego z analizowanych gendéw. Porownanie probek pobranych w okresie rozrodczym i poza
sezonem wykazalo istotnie wyzsza ekspresje dwoch gendéw antyapoptotycznych (BCL2L1
i BCL2) w okresie poza sezonem reprodukcyjnym. Dodatkowo stwierdzono istotnie wyzsza
ekspresje genu CASPI10 u kotow teratozoospermicznych poza okresem rozrodczym
W poréwnaniu z Sezonem rozrodczym.

Wyniki wykazaly, ze w ogolnej populacji kotow teratozoospermia nie jest zwigzana
z dysregulacja apoptozy w jadrach na poziomie ekspresji genow. Z drugiej strony zréznicowana

ekspresja niektorych genow pro- i antyapoptotycznych w okresie poza reprodukcyjnym moze
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wskazywac na zaangazowanie mechanizmow apoptotycznych w sezonowe pogorszenie jakosci

nasienia u kotow.

Publikacja 4: Prochowska S, Nizanski W, Fontbonne A. Hypo-Osmotic Swelling Test
(HOST) for Feline Spermatozoa: The Simplified Procedure and the Aspect of Sperm
Morphology. Animals (Basel). 2022;12(7):903. doi: 10.3390/ani12070903.

Test hipoosmotyczny plemnikéw (ang. Hypoosmotic Swelling Test, test HOS, HOST)
jest szeroko stosowany do oceny funkcjonalnej integralno$ci bton cytoplazmatycznych
plemnikéw zaréwno u ludzi (WHO 2010), jak 1 wielu gatunkow zwierzat (Zubair i wsp. 2015).
Test ten opiera si¢ na zjawisku, ze przy nienaruszonej btonie komodrkowej warunki
hipoosmotyczne powodujg naptyw ptynu do komorki i jej obrzek. W przypadku plemnikow
obrzek objawia si¢ nie wzrostem objgtosci, ale zwijaniem si¢ witki plemnika. Dlatego plemniki
o zagigtej, zawinigtej witce (HOST-dodatnie) sg klasyfikowane jako Zywe, o nienaruszone;j
btonie komdrkowe;.

Chociaz HOST jest bardzo prosty i niedrogi, potrzeba zastosowania specjalnego
medium hipoosmotycznego oraz inkubatora/tazni wodnej oraz stosunkowo dtugi czas inkubacji
(co najmniej 30 min) sprawiaja, ze test ten nie jest wykorzystywany w praktyce weterynaryjne;j.
Wykazano jednak, ze w przypadku plemnikéw ludzkich i zwierzgcych (pséw, buhajow,
koztéw, trutni), HOST mozna wiarygodnie przeprowadzi¢ w wodzie destylowane] przez
5 minut (Nava-Trujillo i wsp. 2011, Hishinuma i Sekine 2003, Nur i wsp. 2011, Lomeo
i Giambersio 1991, Fuse i wsp. 1993), co jest czasem okre$lane jako ,.,test wodny”. Protokot nie
byl testowany wczesniej dla plemnikéw kota.

Plemniki poddane warunkom hipoosmotycznym wykazuja ré6zne wzorce zwijania, od
niewielkiego zawinigcia na czubku witki, przez rézne etapy zginania i zwijania, az do pelnego
zwinigcia wlacznie z wstawka (Jeyendran 1 wsp. 1984). Rozerwanie btony komorkowe;j
w trakcie nazywane jest despiralizacjg 1 objawia si¢ naglym rozprostowaniem plemnika
(Drevius 1 Eriksson 1966). Niektore wady plemnikow (wgigcie witki, petla witki) juz obecne w
natywnej probce nasienia przypominajg te wzorce i moze si¢ zdarzy¢, ze takie nieprawidtowe
plemniki zostang btednie sklasyfikowane jako HOST-pozytywne (Takahashi i wsp. 1980).
Z tego powodu w niektdrych badaniach odsetek plemnikéw z wadami witki byl odejmowany
od wynikéw testu HOST (Takahashi 1 wsp. 1980, Neild 1 wsp. 2000). Z drugiej strony nie
mozna zaktada¢, ze kazdy nieprawidtowy plemnik ma zaburzong integralno$¢ blony
cytoplazmatycznej - wedlug naszej wiedzy nie ma badan sprawdzajacych, jak zywe,
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nieprawidlowe morfologicznie plemniki reagujg na warunki hipoosmotyczne. Ze wzgledu na
wysoki odsetek teratozoospermii u kotowatych, zbadanie tego aspektu zdawato si¢ byc¢
szczegblnie wazne u tego gatunku, zwlaszcza ze plemniki sg narazone na zmiany cis$nienia
osmotycznego nie tylko w warunkach eksperymentalnych, ale np. w trakcie kriokonserwacji.
Celem pracy byto uproszczenie procedury HOST do oceny nasienia kotow poprzez
wykorzystanie wody destylowanej jako roztworu hipoosmotycznego w kombinacji z réznymi
temperaturami i czasem inkubacji. Drugim celem byto sprawdzenie, jak plemniki o r6znych

wadach morfologicznych reaguja na warunki hipoosmotyczne.

Nasienie cewkowe pobrano od 19 samcéw kota domowego wedtug Zambelli 1 wsp.
(2008) z dodatkowg stymulacjg przezmosznowg opisang w Publikacji 1. W nasieniu oceniano
nastgpujace parametry: ruchliwos¢ subiektywna, catkowita liczba plemnikow 1 szczegdtowe
parametry ruchu (za pomocg komputerowo wspomaganej analizy nasienia CASA) oraz
zywotnos¢ i morfologi¢ po barwieniu eozyng i nigrozynag.

W eksperymencie I testowano rézne protokoty HOST: dwa roztwory hipoosmotyczne
(50 mOsm/kg fruktoza lub woda destylowana - 0 mOsm/kg), dwie temperatury inkubacji (37°C
lub pokojowa) oraz dwa czasy inkubacji (5 min i 30 min). Po inkubacji zliczano pod
mikroskopem odsetek plemnikéw, ktore uleglty zwinigeiu (HOST-dodatnich). Eksperyment
przeprowadzono na nasieniu 13 kotow.

W eksperymencie II analizowano wptyw wad morfologicznych plemnikéw na zdolno$¢
reakcji w warunkach hipoosmotycznych. W tym celu za pomoca mikromanipulatora
przenoszono pojedynczo zywe, ruchliwe plemniki do kropli wody destylowanej i obserwowano
je pod mikroskopem. Dla kazdego plemnika odnotowywano rodzaj wady (zgigcie witki, petla
witki, nieprawidlowa wstawka, kropla blizsza, kropla dalsza lub brak nieprawidtowosci —
plemnik prawidlowy) oraz rodzaj reakcji (czas 1 stopnien reakcji, despiralizacje, brak reakcji).
Wykorzystano nasienie od 6 kotow i oceniono co najmniej 50 plemnikow od kazdego osobnika.

W eksperymencie I nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic miedzy ocenianymi
zmiennymi. Wyniki HOST w kazdej kombinacji byty istotnie skorelowane z Zywotnoscia, ale
nie z ruchliwo$cig subiektywng i morfologia. W eksperymencie Il nie stwierdzono statystycznie
istotnych roznic w reakcji plemnikéw z réznymi wadami na warunki hipoosmotyczne,
Z wyjatkiem czestszej despiralizacji plemnikéw z kroplg dalszg w porownaniu z plemnikami
prawidlowymi. Najczestszym wzorcem bylo natychmiastowe pelne zwinigcie (>60%),

niezaleznie od morfologii plemnikdw.
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W pracy potwierdzono mozliwo$¢ zastosowania uproszczonej procedury
hipoosmotycznego testu plemnikéw (wykonywanego w wodzie destylowanej przez 5 min
w temperaturze pokojowej) do oceny funkcjonalnosci blon komoérkowych plemnikéw kotow,
co moze skutkowac czestszym wykorzystaniem tego testu w praktyce klinicznej. Udowodniono
rowniez, ze nieprawidtowe morfologicznie plemniki sg w petni zdolne do reakcji na warunki

hipoosmotyczne, co powinno by¢ brane pod uwage podczas wykonywania testu HOST.

4.2.3. Podsumowanie osiagniecia naukowego

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl 4 powigzanych tematycznie artykutow naukowych

0 tacznym IF: 9,524 i sumie punktow MNiSW: 480.

Celem badan przedstawionych w ramach cyklu prac, wskazanych jako szczeg6lne
osiggnigcie w procedurze postepowania habilitacyjnego, byla optymalizacja pobierania
nasienia od kocuréw oraz zglgbienie roznych aspektow teratozoospermii, ktére moga miec

znaczenie kliniczne u tego gatunku.

Do najwazniejszych osiagnie¢ rozprawy habilitacyjnej nalezy zaliczy¢:

1. Opracowanie prostej i tatwej do zastosowania w warunkach klinicznych modyfikacji
protokolu pobierania nasienia cewkowego kocuréw (zastosowanie stymulacji
przezmosznowej przed cewnikowaniem), ktéra pozwala na pozyskanie znacznie
wigkszej liczby plemnikéw, o lepszej jakosci. Poniewaz relatywnie niska liczba
plemnikéw w nasieniu kota domowego ogranicza zastosowanie biotechnik rozrodu oraz
prowadzenie badan u tego gatunku, opisana przeze mnie metoda stanowi istotny wktad
w rozwdj dyscypliny i moze zosta¢ wykorzystana zaréwno w celach klinicznych jak i
naukowych.

2. Wykazanie, ze przy zastosowaniu metody ICSI (docytoplazmatycznej iniekcji
plemnika), wady morfologiczne plemnikow nie maja wplywu na skutecznosé
sztucznego zaptodnienia i preimplantacyjny rozwoj zarodkow, dzigki czemu mozliwe
jest zastosowanie ICSI nawet w skrajnych przypadkach teratozoospermii, kiedy
praktycznie brak jest w nasieniu prawidtowych plemnikow. Poniewaz taka sytuacja
moze mie¢ miejsce w przypadku cennych samcow dzikich kotowatych, wiedza ta moze

zosta¢ wykorzystana w ochronie gingcych gatunkow.
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3. Wykazanie braku réznic pomigdzy ekspresja wybranych gendéw  pro
I antyapoptotycznych w  tkance jadrowej kocuréw wykazujacych normo-
| teratozoospermi¢, co przemawia za tym, ze mechanizmy apoptotyczne nie s3
zaangazowane Ww powstawianie zjawiska teratozoospermii w ogolnej populacji
kocurow.

4. Wykazanie istotnych réznic pomigdzy ekspresja genow anty-apoptotycznych BCL2L1
oraz BCL2 w tkance jadrowej kocuré6w pobranej w trakcie sezonu rozrodczego oraz
poza sezonem, co wskazuje na zaangazowanie mechanizmow apoptotycznych
W sezonowe zmiany jako$ci nasienia u kotow domowych.

5. Opracowanie uproszczonej procedury testu hypoosmotycznego (HOST) do oceny
funkcjonalno$ci bton komérkowych plemnikéw, CO moze przyczynié si¢ do szerszego
wykorzystania tego testu w warunkach klinicznych.

6. Wykazanie, ze zywe plemniki kota domowego o nieprawidlowej morfologii reaguja na
warunki hypoosmotyczne tak samo jak plemniki prawidtowe, dlatego ich obecnos¢ w
nasieniu nie fatszuje wynikow testu HOST i stosowana czasem praktyka korygowania
wyniku nie powinna by¢ stosowana. Poniewaz plemniki sg narazone na warunki
hipoosmotyczne nie tylko w warunkach testowych, ale rowniez podczas procesu
kriokonserwacji, wyniki te moga by¢é wykorzystane w badaniach nad mrozeniem

nasienia kota domowego.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w omawianych pracach maja duzy potencjat
praktyczny 1 mogg zosta¢ wykorzystane w klinikach weterynaryjnych do poprawy pobierania 1
oceny nasienia kocurdéw, a przez to do szerszego wykorzystania biotechnik rozrodu u tego
gatunku. Dodatkowo, poszerzono wiedz¢ o mechanizmach teratozoospermii oraz
0 wlasciwos$ciach nieprawidlowych morfologicznie plemnikow kota domowego. Poniewaz kot
domowy jest organizmem modelowym dla dzikich kotowatych, wykazane osiggniecia moga
by¢ ekstrapolowane na innych przedstawicieli rodziny Felidae 1 przyczyni¢ si¢ do szerszego

zastosowania biotechnik rozrodu u gingcych gatunkow kotowatych.
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Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczng realizowana
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci

zagranicznej.

Wykaz odbytych stazy zagranicznych:

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

S1:01.10-31.12.2013: Staz naukowy w ramach Erasmus LPP: Ghent University, Gandawa,
Belgia (3 m-ce)

S2:10-14.03.2014: Staz szkoleniowy: ,,Cryopreservation of gametes”: Leibniz Institute for
Zoo and Wildlife Research, Berlin, Niemcy (5 dni)

S3:03.06-02.09.2016: Staz naukowy w ramach Erasmus+: Clinique vétérinaire "les
Poumadéres" — Centre de Reproduction des Carnivores du Sud-Ouest, L'Isle Jourdain,

Francja (3 m-ce)

Po uzyskaniu stopnia doktora:

S4: 30.05-28.06.2019: Staz naukowy w ramach NAWA PROM: L'Ecole nationale
vétérinaire d'Alfort, Paris, Maison-Alfort, Francja (1 m-c)

S5:09-13.12.2019: Staz naukowy w ramach NAWA POLONIUM: INRA Unité
Physiologie de la Reproduction et des Comportements, Nouzilly, Francja (5 dni)
S6:18-22.10.2021: Staz naukowy w ramach NAWA POLONIUM: INRA Unité
Physiologie de la Reproduction et des Comportements, Nouzilly, Francja (5 dni)

S7: 03.11-01.12.2021: Staz naukowy w ramach stypendium Towarzystwa Biologii
Rozrodu: Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Brazylia, na

zaproszenie stowarzyszenia Reprocon (1 m-c)

Potwierdzenia odbycia stazy zagranicznych znajduja si¢ w Zalaczniku nr 6.

Wspélpraca z innymi uczelniami zagranicznymi

1. Uniwersytet w Gandawie, Belgia

Moja wspoélpraca z Uniwersytetem z Gandawie rozpoczeta si¢ przed uzyskaniem
stopnia doktora, w 2013 roku, podczas trzymiesigcznego stazu naukowego [S1], ktory
odbylam w Katedrze Rozrodu, Potoznictwa i Zdrowia Stada pod opieka prof. Ann van
Soom i dr Toma Rijsselaere. Podczas stazu prowadzitam prace badawcze nad testem

hypoosmotycznym plemnikéw (nasienie psa domowego), oczyszczaniem nasienia
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poprzez wirowanie w gradiencie Percoll® (nasienie kota domowego) oraz uczytam si¢
technik zaplodnienia in-vitro u bydta i koni. Doswiadczenie i umiejg¢tnosci zdobyte
podczas tego stazu wykorzystalam w mojej pracy doktorskiej, jak rowniez
W pozniejszych badaniach prowadzonych na kocie domowym czy zubrach.

Obecnie wspoétpraca z Uniwersytetem w Gandawie odbywa si¢ w ramach projektu pt.:
“Multicentryczna miedzynarodowa platforma naukowa kluczem do efektywnego
prowadzenia badan”, NAWA APM, nr PPI/APM/2019/1/00044/U/00001, Kier.
Wojciech Nizanski, 2020-2023, ktorego nadrzednym celem jest stworzenie
miedzynarodowej sieci osrodkow prowadzacych wspélne prace badawczo-rozwojowe
w kilku obszarach, m.in. technik wspomaganego rozrodu zwierzat. W ramach tego
projektu odbytam wizyte studyjng na Uniwersytecie w Gandawie (25-27.04.2022r.)
oraz sprawowalam opieke nad doktorantka z Uniwersytetu w Gandawie podczas jej
trzytygodniowego stazu naukowego w Katedrze Rozrodu z Klinikg Zwierzat
Gospodarskich UPWr, ktorego celem byta optymalizacja kriokonserwacji nasienia
kota domowego poprzez dodatek substancji MitoTempo. W szczegdlnos$ci moja rola
polegata na wsparciu merytorycznym oraz ocenie plemnikéw przy pomocy cytometru
przeptywowego 1 mikroskopu fluorescencyjnego. W ramach wspotpracy powstata
rowniez publikacja dotyczaca pobierania nasienia od dzikich kotowatych:
Prochowska S., Nizanski W, Snoeck F, Wydooghe E, Van Soom A, Kochan J, Stefanyk
V. How Can We Introduce ART into Wild Felid Conservation in Practice? Joint
Experience in Semen Collection from Captive Wild Felids in Europe. Animals,
2022;12(7):1-13.

Potwierdzenia wspotpracy znajduja si¢ w Zatacznikach nr 6, 7 i 8.

2. L’Ecole National Veterainaire d’Alfort (ENVA), Francja
Wspotprace z EVNA rozpoczetam w 2019 roku podczas miesigcznego stazu
naukowego [S4] pod opieka prof. Alaina Fontbonne’a. Podczas stazu skupitam si¢ na
optymalizacji testu hypoosmotycznego plemnikéw dla kota domowego. Wyniki tego
eksperymentu zostaly opublikowane w pracy P4 stanowigcej osiggnigcie
przedstawione do postgpowania habilitacyjnego, jak rowniez zaprezentowane
w postaci doniesienia konferencyjnego: Prochowska S., Nizanski W., Fontbonne A.
A simplified procedure of hypoosmotic swelling test (HOST) for feline spermatozoa.
IX Zjazd Towarzystwa Biologii Rozrodu, 2-4.09.2021, on-line.
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Efektem wspotpracy jest rowniez wspdlna praca przegladowa dotyczaca
nieplodnosci kotow rasowych, w ktdrej jestem autorem czgsci dotyczacej nieptodnosci
samcow: Fontbonne A, Prochowska S, Niewiadomska Z. Infertility in purebred cats -
A review of the potential causes. Theriogenology. 2020;158:339-345.

Obecnie wspotpraca z ENVA prowadzona jest w ramach w/w projektu
“Multicentryczna miedzynarodowa platforma naukowa Kluczem do efektywnego
prowadzenia badan”, NAWA APM, nr PPI/APM/2019/1/00044/U/00001, kier.
Wojciech Nizanski, 2020-2023 i dotyczy badan nad nieptodno$cig kotow oraz oceny

nasienia m.in. markeru jako$ci ProAKAP4.

Potwierdzenia wspolpracy znajduja si¢ w Zatacznikach nr 6, 7 i 8.

3. INRA, Unité Physiologie de la Reproduction et des Comportements, Francja
Moja wspoélpraca z INRA, z zespolem prof. Pascala Froment, rozpoczeta si¢ w 2019
roku w ramach projektu NAWA POLONIUM pt.. ,, Development of tools to create
and analyze new extenders for semen cryopreservation”, NAWA Polonium
nr PPN/BIL/2018/1/00146/U/00017, kier. Agnieszka Partyka, 2019-2021. Odbytam
dwa krotkoterminowe staze naukowe W INRA [S5 i S6], podczas ktorych planowane
byly wspolne prace nad optymalizacjg kriokonserwacji nasienia kogutow oraz kota
domowego poprzez dodatek proantocyjanidyny oraz omowienie wynikéw uzyskanych
w trakcie eksperymentow przeprowadzanych we Wroclawiu. Rezultatem jest
doniesienie konferencyjne: Partyka A., Grandhaye J., Prochowska S., Ligocka Z.,
Domrazek K., Nizanski W., Froment P. Proanthocyjanidin is not useful for
enhancement of the cryopreserved semen quality in poultry species. I1X Zjazd
Towarzystwa Biologii Rozrodu, 2-4.09.2021, on-line, drugie doniesienie:
Prochowska S., Grandhaye J., Partyka A., Froment P., Nizanski W. Addition of
proanthocyanidin to freezing extender did not improve post-thaw quality of domestic
cat semen zostato zaakceptowane jako plakat na 25th ESDAR Conference, 28.09-
02.10.2022, Thessaloniki. Dodatkowo podczas pobytu w INRA nauczylam si¢
techniki Western Blotting, ktora wykorzystuj¢ w obecnie prowadzonych

eksperymentach.

Potwierdzenia wspotpracy znajdujg sie w Zatacznikach nr 6, 7 i 8.
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4. Lwowski Narodowy Uniwersytet Medycyny Weterynaryjnej i Biotechnologii
im. Stefana Grzyckiego, Ukraina
Moja wspotpraca z Lwowskim Uniwersytetem skupia si¢ gldownie na zastosowaniu
biotechnik rozrodu (kriokonserwacja nasienia i sztuczna inseminacja) u dzikich
kotowatych. W trakcie trzech wizyt badawczych (jedna w 2018 oraz dwie w 2019
roku) razem z prof. Wojciechem Nizanskim (UPWr) oraz prof. Vasylem
Stefanykiem i jego zespolem pobieraliémy nasienie od tygrysa, ocelota, serwali,
lamparta, jaguara oraz przeprowadziliSmy pie¢ zabiegbw nieinwazyjnej,
endoskopowej inseminacji samic tych gatunkow. Efektem wspotpracy jest
wspomniana wczesniej publikacja Prochowska S., Nizanski W, Snoeck F,
Wydooghe E, Van Soom A, Kochan J, Stefanyk V. How Can We Introduce ART into
Wild Felid Conservation in Practice? Joint Experience in Semen Collection from
Captive Wild Felids in Europe. Animals, 2022;12(7):1-13. oraz doniesienie
konferencyjne: Prochowska S., Nizanski W., Kochan J., Partyka A., Nowak A.,
Stefanyk W., Ivachiv M., Basarab T., Holumbiovska T., Kostyshyn L., Skotnicki J.,
Grega T., Palys P. Pobieranie nasienia roznych gatunkow dzikich kotowatych —
doswiadczenia wlasne. XV Miedzynarodowy Kongres "Problemy w rozrodzie
matych zwierzqt — plodnosé, cigza, noworodek”, 12—13.10.2019, Wroctaw. Na
zaproszenie Lwowskiego Uniwersytetu wyglositam we Lwowie dwa wyklady
konferencyjne dla lekarzy weterynarii:
Sylwia Prochowska, Wojciech Nizanski. Badanie nasienia w praktyce klinicznej —
Miedzynarodowa  Konferencjia ~ Naukowa — “Lwowsko-wroctawska  szkola
weterynaryjna”, 15.05.2018, Lwow.
Prochowska S., Nizanski W. Jak tatwo i skutecznie pobrac nasienie od kocura.
Miedzynarodowa  Konferencia ~ Naukowa ,,Lwowsko-wroctawska  szkota

weterynaryjna”, 27-29.05.2019, Lwow.

Potwierdzenia wspotpracy znajdujg sie¢ w Zatacznikach nr 8 9.

5. Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Brazylia
W 2021 roku rozpoczeta si¢ moja wspolpraca z Federal University of Mato Grosso
do Sul oraz stowarzyszeniem Reprocon. Podczas miesigcznego stazu naukowego
w Brazylii [S7] razem z naukowcami z Campo Grande (Thyara Deco-Souza,
Gediendson Ribeiro De Araujo 1 Pedro Nacib Jorge Neto) prowadzitam badania nad

optymalizacja pobierania i kriokonserwacji nasienia jaguara (Panthera onca) oraz
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kota pampasowego (Leopardus bracatus). Przy okazji prowadzonych doswiadczen
zebralismy wiele innych cennych danych badawczych, np. u kazdego samca
wykonano badanie krwi, testometri¢, USG jader oraz jamy brzusznej oraz badanie
jader kamerg termowizyjng. Wyniki sg w trakcie analizy, planowane sg dwie

publikacje podsumowujace przeprowadzone doswiadczenia.

Potwierdzenie wspolpracy znajduje si¢ w Zataczniku nr 6.

6. Uniwersytet w Mediolanie

Moja wspoétpraca z Uniwersytetem w Mediolanie reprezentowanym przez prof. Gaje
Cecylie Luvoni i jej zespot prowadzona jest od 2020 roku w ramach wspomnianego
juz projektu “Multicentryczna miedzynarodowa platforma naukowa kluczem do
efektywnego prowadzenia badan”, NAWA APM,
nr PPI/APM/2019/1/00044/U/00001, kier. Wojciech Nizanski, 2020-2023.
Wspolpraca koncentruje si¢ wokot optymalizacji pozaustrojowej hodowli zarodkow
oraz kriokonserwacji tkanki jajnikowej kota domowego. W ramach projektu
sprawowatam opieke¢ nad doktorantem podczas jego miesigcznego stazu naukowego
w Katedrze Rozrodu z Klinikg Zwierzat Gospodarskich UPWr, ktorego celem byta
optymalizacja protokotow witryfikacji i hodowli tkanki jajnikow kotow. Jako efekt
wspolpracy powstala jedna praca przegladowa: Colombo, M.; Alkali, I.M;
Prochowska, S.; Luvoni, G.C. Fighting Like Cats and Dogs: Challenges in Domestic
Carnivore Oocyte Development and Promises of Innovative Culture Systems.
Animals 2021;11:2135.

Potwierdzenia wspotpracy znajduja si¢ w Zatacznikach nr 7 i 8.

Wspélpraca z innymi uczelniami krajowymi
7. Uniwersytet Rolniczy w Krakowie (UR)
Moja wspotpraca z zespotem z UR w Krakowie (gtéwnie dr Joanng Kochan i dr hab.
Wiestawa Mtodawska, prof. URK) rozpoczeta si¢ w 2014 roku (przed uzyskaniem
stopnia doktora) w ramach projektu pt.: |, Zwigkszenie innowacyjnosci
| efektywnosci programow ochrony zasobow genetycznych dzikich kotowatych
poprzez utworzenie banku komorek i wdrozenie do praktyki metod pozaustrojowej
produkcji zarodkow”. NCBiR PBS nr PBS3/B8/16/2015. kier. Wojciech Nizanski,
2014 — 2017, ktorego celem byla optymalizacja na modelu kota domowego oraz

wdrozenie do praktyki metod pozaustrojowej produkcji zarodkow u dzikich
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kotowatych.  Prace dotyczyly zaawansowanych technik, takich jak
docytoplazmatyczna iniekcja plemnika (ICSI) czy klonowanie somatyczne. Jednym
z rezultatoéw prowadzonych wtedy badan jest publikacja P2, stanowiaca osiggniecie
przedstawione do postepowania habilitacyjnego, oraz powstanie jedynego
w Europie Srodkowo-Wschodniej Banku Komoérek Somatycznych, Gamet Kota
Domowego i Dzikich Kotowatych (opisane w publikacji przegladowej Kochan J,
Nizanski W, Moreira N, Cubas ZS, Nowak A, Prochowska S, Partyka A, Mtodawska
W, Skotnicki J. ARTs in Wild Felid Conservation Programmes in Poland and in the
World. J Vet Res. 2019;13;63(3):457-464 oraz popularno-naukowej Nizanski W,
Kochan J., Prochowska S., Partyka A, Skotnicki J. Bank komorek kota domowego
| dzikich kotowatych dziata w Polsce. Mag. Wet. 2018, 12, vol. 27, s. 68-69),
bedacego czescig Wroctawskiego Banku Nasienia Zwierzat Towarzyszacych oraz
Dzikich. M¢j wklad w jego powstanie polegal glownie na pobieraniu
I kriokonserwacji nasienia kotéw rasowych oraz dzikich kotowatych. Miatam
réwniez okazj¢ pobiera¢ komorki jajowe serwala i rysia oraz fibroblasty rysia.
Wspotpraca z UR w Krakowie jest kontynuowana do chwili obecnej 1 skupia si¢ ona
gléwnie na optymalizacji technik zaptodnienia in vitro u kota domowego. Lacznie
jako efekt wspotpracy powstato 15 publikacji, 32 wspélnych doniesien
konferencyjnych oraz jedem rozdziat w monografii pokonferencyjnej
(wymienione w pkt. 7.1 ad.2 i ad.4 oraz w zal. 4), bedacych istotnym wktadem

w rozwdj biotechnik rozrodu u kotowatych.

Potwierdzeni wspotpracy znajduja sie w Zatacznikach nr 7 i 8.

Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (SGGW)

Moja wspoélpraca z reprezentujacg SGGW prof. Wandg Olech i dr hab. Anng
Duszewska prof. SGGW, trwa od 2017 roku, kiedy w ramach projektu pt.:
,, Kompleksowy projekt ochrony zZubra przez Lasy Panstwowe” finansowany ze
srodkow Funduszu Lesnego, UMOWA NR OR.271. 3.10.2017, kier. zadania
Wojciech Nizanski, 2018-2020 zostatam wspotwykonawca zadania polegajacego na
utworzeniu Banku Nasienia Zubréw. W ramach badan prowadzitam prace nad
pozyskiwaniem, kriokonserwacjg oraz oceng nasienia zubroéw, a wyniki tych prac
byly prezentowane na szesciu konferencjach naukowych (wymienione w pkt. 7.1

ad.6). Efektem wspotpracy jest rowniez jedna publikacja przegladowa: Eberhardt
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M., Nizanski W., Olech W., Prochowska S. Assisted reproductive techniques in
wisents: Achievements and further challenges. Med. Weter. 2021;77(6):279-283.

Potwierdzenia wspolpracy znajduja si¢ w Zatacznikach nr 7 i 8.

9. Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie (UWM)
W 2018 roku rozpoczetam wspotprace z dr hab. Marzeng Mogielnicka-Brzozowska
prof. UWM, cztonkiem zespotu prof. Wiladystawa Kordana, w zakresie analizy
proteomu plemnikéw oraz plazmy nasienia kota domowego. Efektem wspotpracy
jest publikacja opisujagca po raz pierwszy pelen protcom nasienia kota:
Mogielnicka-Brzozowska M., Prochowska S., Nizanski W., Bromke M.A.,
Wisniewski J., Olejnik B., Kuzborska A., Fraser L., Mlynarz P., Kordan K. Proteome
of cat semen obtained after urethral catheterization. Theriogenology, 2020;141:68-
81 oraz dwa doniesienia konferencyjne: Mogielnicka-Brzozowska M., Prochowska
S., Nizanski W., Kordan W., Kuzborska A., Filipowicz K., Fraser L. Porownanie
proteomow plazmy nasienia i ekstraktow plemnikow kota domowego (Felis catus)
przy wykorzystaniu elektroforezy 2D PAGE. X1V Kongres "Problemy w rozrodzie
matych zwierzqt — plodnosc, cigza, noworodek”, 13—14.10.2018, Wroctaw oraz
Mogielnicka-Brzozowska M., Prochowska S., Nizanski W., Bromke M.A.,
Wisniewski J., Olejnik B., Kuzborska A., Fraser L., Mlynarz P., Kordan W., Analiza
sktadu biatkowego plazmy nasienia cewkowego kota domowego (Felis catus) przy
wykorzystaniu spektrometrii mas. XV Miedzynarodowy Kongres "Problemy w
rozrodzie matych zwierzqgt — plodnosé, cigza, noworodek”, 12-13.10.2019,

Wroctaw. Gromadzony jest materiat do dalszych analiz proteomicznych.

Potwierdzenie wspotpracy znajduje si¢ w Zataczniku nr 8.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

lub sztuke.

6.1. Osiagniecia dydaktyczne
0d 2013 roku prowadzg zajecia (Cwiczenia, wyklady, staze kliniczne) w jezyku polskim
I angielskim dla studentow kierunku weterynaria IV, V i VI roku z nast¢pujacych
przedmiotow:
1.Andrologia i sztuczne unasiennianie

2.Andrology and artificial insemination
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3.Choroby psow 1 kotow - rozrod

4.Diseases of Dogs and Cats - reproduction

5.Choroby psow i kotow - staz kliniczny (czg$¢ ,,rozrod”)

6. Diseases of Dogs and Cats - Clinical internship (part ‘reproduction’)

7. Opieka weterynaryjna nad rozrodem w hodowli psow i kotow (przedmiot
fakultatywny)

8.Veterinary care of reproduction in breeding dogs and cats (przedmiot

fakultatywn)

Od 2013 roku prowadzitam réwniez wyklady i zajecia praktyczne w ramach studiow

specjalizacyjnych z zakresu ,,Choroby psow i kotéw” oraz ,,Rozrdd zwierzat”.

Od 2016 roku do chwili obecnej jestem opiekunem naukowym studentow
prowadzacych badania w ramach Studenckich Kot Naukowych — tacznie sprawowatam
opieke nad pigcioma zespotami studentow. Badania jednej ze studentek zostaty
opublikowane w recenzowanym czasopi$mie z listy JCR: Polit M, Prochowska S,
Nizanski W. Comparison of the characteristics of chinchilla epidydimal semen after
collection, storage at 5°C and cryopreservation. Reprod Domest Anim. 2018;53 Suppl
3:29-36, a zaprezentowane na mi¢dzynarodowych konferencjach zdobyly szereg
nagrod [pkt. 7, N12, N13, N15].

6.2. Osiagniecia organizacyjne
Od 2017 roku jestem opieckunem rocznika studentow English Division Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu studiujacych
w latach 2017-2023.

Od 2018 roku pelnie funkcje zastepcy wydziatowego koordynatora Erasmus, przy czym
od 2020 roku z powodu urlopu macierzynskiego koordynatora wykonuje¢ rowniez

wszystkie jej obowiazki.

Od 2018 roku jestem cztonkiem wydziatlowego Zespotu doradczego ds. dobrostanu

zwierzat (obecnie Zesp6t ds. dobrostanu zwierzat).
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0d 2017 roku petnie funkcje skarbnika Wroctawskiego oddziatu Towarzystwa Biologii

Rozrodu (obecnie druga kadencja).

Od 2013 roku bior¢ udziat w organizacji mi¢dzynarodowych konferencji naukowych,

tacznie bytam cztonkiem komitetow organizacyjnych 10 konferencji:

1.

10.

I Miedzynarodowe Sympozjum Mechanizmy zachowan zwierzat oraz
mozliwosci ich modelowania, Wroctaw, 09.05.2013 — cztonek komitetu
organizacyjnego oraz thumaczenie materiatlow konferencyjnych,

X Miedzynarodowy Kongres Problemy w rozrodzie matych zwierzat: ptodnos¢,
cigza, noworodek, Wroctaw, 27-28.09.2013r. — cztonek komitetu organizacyjnego
17" EVSSAR Congress, Wroclaw, 26.09.2014r. — cztonek lokalnego komitetu
organizacyjnego,

70-lecie Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu potaczone z konferencja ,,Wspolczesne wyzwania 1 mozliwosci
weterynarii”, Wroctaw, 28-29.05.2015r. — cztonek komitetu organizacyjnego,

XI Miedzynarodowy Kongres Problemy w rozrodzie matych zwierzat: ptodnos¢,
cigza, noworodek, Wroctaw, 17-18.10.2015r. — cztonek komitetu organizacyjnego,
XII Migdzynarodowy Kongres Problemy w rozrodzie matych zwierzat: ptodnos¢,
cigza, noworodek, Wroctaw, 1-2.10.2016r. — cztonek komitetu organizacyjnego,
X1l Migdzynarodowy Kongres Problemy w rozrodzie matych zwierzat: ptodnos¢,
cigza, noworodek, Wroctaw, 14-15.10.2017r. — cztonek komitetu organizacyjnego,
Konferencja naukowa ,,Lwowsko-Wroctawska szkota weterynaryjna”, Wroctaw,
15.05.2018r. — cztonek komitetu organizacyjnego,

XIV Migdzynarodowy Kongres Problemy w rozrodzie matych zwierzat: ptodnos¢,
cigza, noworodek, Wroctaw, 13-14.10.2018r. — cztonek komitetu organizacyjnego
oraz komitetu redakcyjnego materiatow konferencyjnych,

XV Miegdzynarodowy Kongres Problemy w rozrodzie matych zwierzat: ptodnosc¢,
cigza, noworodek, Wroctaw, 12-13.10.2019r. — cztonek komitetu organizacyjnego

oraz komitetu redakcyjnego materiatow konferencyjnych.

6.3. Popularyzacja nauki

Do

dzialalno$ci popularyzatorskiej moge zaliczy¢ publikowanie prac klinicznych

W krajowych czasopismach weterynaryjnych bedacych cennym zZrodtem wiedzy

praktykujacych lekarzy weterynarii — tacznie jestem pierwszym autorem lub wspotautorem
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1 rozdzialu opracowania ksigzkowego oraz 16 artykuléw dotyczacych tematyki rozrodu

zwierzat towarzyszacych i1 neonatologii. Oprécz tego uczestniczylam, zaré6wno jako

wyktadowca, jak i1 cztonek komitetu organizacyjnego, w prowadzeniu szkolen dla

réznorodnej grupy odbiorcéOw: 5 kursow o miedzynarodowym zasiegu dla lekarzy

weterynarii, w ktorych brali udziat uczestnicy z catego swiata, 2 wykladéw dla hodowcow

kotéw, 13 warsztatow praktycznych dla uczniow na réznym etapie edukacji, od szkoty

podstawowej po technikum oraz 1 wykladu dla szerokiego grona odbiorcow (on-line,

uczestnicy z calego Swiata).

6.3.1. Publikacje dedykowane lekarzom weterynarii

1.

Pasikowska J., Prochowska S., Buczkowska J., Nizanski W., Skrzypczak P.
Stany nagte w neonatologii. W: Stany nagle w medycynie weterynaryjnej psow
1 kotow, red. Grzegory Maciej, Elamed, 2020, s.256-281, ISBN 978-83-65883-
71-1.

Prochowska S., Czogata K., Czogata J.: Usuwanie jadra zatrzymanego w jamie
brzusznej z dostepu pachwinowego u pséw. Magazyn Weterynaryjny
2013;22:624-628.

Prochowska S., Czogata K., Czogata J.: Rozrost widkniakogruczolakowaty
gruczotu sutkowego kotek — czy moze nas czym$ zaskoczy¢? Weterynaria
w Praktyce 2013:7-8:75-77.

Prochowska S., Pasikowska J., Nizanski W.: Mozliwosci zastosowania
kabergoliny w lecznictwie malych zwierzat. Weterynaria w Praktyce 2014;6:43-
50.

Nizanski W., Prochowska S., Pasikowska J., Gotowiecka M.. Wymazy
Z narzadu rodnego suk— co nowego? Cze$¢ I: badanie cytologiczne. Praktyczne
wskazowki. Weterynaria w Praktyce 2015; 3:90-97.

Pasikowska J., Prochowska S., Buczkowska J., Nizanski W., Skrzypczak P.:
Intensywna terapia noworodkow i szczeniat. Weterynaria w Praktyce 2015;4:78-
91.

Nizanski W., Prochowska S., Pasikowska J., Gotowiecka M.: Wymazy
z narzadu rodnego suk— co nowego? Praktyczne wskazowki - cz. 1. Weterynaria
w Praktyce, 2015;6:92-98.

Prochowska S., Nizanski W.: Pobieranie i ocena nasienia kocurow w praktyce

klinicznej. Magazyn Weterynaryjny 2016;25:16-24.
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9. Bielas W., Prochowska S., Nizanski W.: Izoerytroliza kocigt noworodkow.
Weterynaria w Praktyce, 2016;3:48-57.

10.  Prochowska S., Nizanski W.: Sztuczna inseminacja kotek - realna juz dzi§?
Weterynaria w Praktyce, 2016;10:66-70.

11.  Nizanski W., Prochowska S., Klimowicz-Bodys M.. Zaburzenia ptodnos$ci
kotek. Cz. I. Nieptodnos$¢ zwigzana z brakiem rui. Magazyn Weterynaryjny 2017
Vol. 26 nr 242 s. 10-19.

12.  Prochowska S., Nizanski W., Rodak O., Pieczewska B.. Fizjologiczne
I patologiczne wyptywy z pochwy podczas cigzy — diagnostyka roznicowa.
Serwis lekarza weterynarii 2017 Nr 1 Pazdziernik 2017 r., s. 20-27.

13.  Nizanski W., Prochowska S., Klimowicz-Bodys M. Zaburzenia ptodnosci
kotek. Cz. II. Nieptodno$¢ zwigzana z cigglymi objawami estrogenizacji
Magazyn Weterynaryjny 2018 nr 246 s. 60-65.

14.  Nizanski W., Prochowska S., Klimowicz-Bodys M.. Zaburzenia ptodnosci
kotek. Cz. III. Przypadki nieplodnos$ci przy prawidtowo przebiegajacym cyklu
jajnikowym. Magazyn Weterynaryjny 2018 nr 252 s. 6-12.

15.  Nizanski W, Kochan J., Prochowska S., Partyka A, Skotnicki J. Bank komorek
kota domowego i dzikich kotowatych dziata w Polsce. Mag. Wet. 2018, 12, vol.
27, s. 68-609.

16.  Prochowska S., Nizanski W. Nieptodno$¢ kocurow — podejscie praktyczne.
Cz. |. Zaburzenia aktu krycia. Magazyn Weterynaryjny 2020 nr.10 s. 6-11.

17.  Prochowska S., Nizanski W. Nieplodno$¢ kocuréw — podejscie praktyczne.

Cz. II. Zaburzenia jakos$ci nasienia. Magazyn Weterynaryjny 2021 nr.1 s. 40-46.

6.3.2. Kursy dla lekarzy weterynarii o zasiegu miedzynarodowym i krajowym
(wspolorganizacja):

1. Prestizowy, migdzynarodowy EVSSAR Course: Reproduction in companion
animals Part I, Physiology and pathology in females and artificial insemination.
Organizowany we Wroctawiu dwukrotnie: 9-13.10.2017r. i 7-11.10.2019r., na
zlecenie European Veterinary Society for Small Animal Reproduction we
wspolpracy z European School for Advanced Veterinary Studies (ESAVS).
Coursemaster W. Nizanski.
2. Kurs ,,Pobieranie nasienia od kotéw”, Wojciech Nizanski, Sylwia Prochowska -

29.11.2019, Kijéw, Ukraina.
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Warsztaty pt.: ,Ultrasonografia jamy brzusznej ze szczegdlnym

uwzglednieniem narzadu rodnego oraz sztuczna inseminacja matych zwierzat”,

odbywajace si¢ w ramach Miedzynarodowych Kongreséw "Problemy w rozrodzie

malych zwierzat: plodno$¢, cigza, noworodek" we Wroctawiu — dwukrotnie:

16.10.2015r, 12.10.2018r.

6.3.3.
1.

6.3.4.

Warsztaty i wyklady dla hodowcow kotéw (wspolorganizacja, wyktady)
EDUCATSJA: Seminarium dla hodowcow kotow pt. ,,Rozrod kotow” —
19.05.2018r, Wroctaw.

. Dzien Hodowcy: KOTY Czyli co o kotach méwia specjalisci weterynarii.

Konferencja Satelitarna przy XIV Migdzynarodowym Kongresie ,,Problemy
W rozrodzie matych zwierzat” 13-14.10.2018, Wroctaw.

warsztaty i wyklady dla technikow, licealistow i wuczniow szkoly

podstawowej oraz szerokiego grona odbiorcéw (wspotorganizacja):

1.

Wyktad pt.: “Practical experiences on semen collection from different species of
wild felids” przedstawiony w ramach Ist International Workshop within APM
NAWA project ScienceNet entitled: “ART in rescue of endangered animals”.
17.07.2021, on-line — uczestnicy z catego Swiata.

Warsztaty dla uczniéw technikum weterynaryjnego pt.: ,, Wspomaganie rozrodu
u zwierzat-wprowadzenie”. Organizowane cyklicznie przez UPWr: 23.09.2017,
18-19.09.2018, 07.03.2019, Wroclaw.

Zajecia dotyczace technik wspomaganego rozrodu u zwierzat dla uczniow VII
Liceum Ogolnoksztalcacego we Wroctawiu - 20.04.2017, 27.04.2017,
11.05.2017, 18.05.2017, 25.05.2017, 08.06.2017, Wroctaw.

Kurs dla licealistow w ramach Uniwersytetu Mtodego Przyrodnika we
Wroctawiu — cykl 4 trzygodzinnych spotkan z czescia praktyczng poswigconych
biotechnikom rozrodu u zwierzat - 23.10-11.12.2018, dodatkowo wyktad pt.:
,» Techniki wspomaganego rozrodu zwierzat”, wygloszony podczas seminarium
podsumowujacego realizacje projektu, 10.12.2020, Wroctaw.

Warsztaty dla technikow weterynarii prowadzone w ramach projektu ,,Czas na

zawodowcow” — 18.05.2018, 28.05.2018, 06.06.2018, Wroctaw.
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacije,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

7.1. Omowienie osiagnie¢ naukowych innych niz przedstawione do postepowania

habilitacyjnego

Od poczatku mojej pracy w Katedrze Rozrodu z Klinikg Zwierzat Gospodarskich UPWr
bratam czynny udziat w aktywnos$ciach naukowych Zespotu, przy czym moge wyr6zni¢ kilka

obszarow badawczych:

1. Badania nad pobieraniem, wlasciwosciami i kriokonserwacjg nasienia kota
domowego.

2. Badania nad optymalizacja zaptodnienia pozaustrojowego na modelu Kkota
domowego.

3. Badania nad nieptodnosciag kocuréw oraz zastosowaniem sztucznej inseminacji
u kota domowego.

4. Zastosowanie biotechnik rozrodu u dzikich kotowatych.

5. Pobieranie i kriokonserwacja nasienia zubra.

6. Badania nad wtasciwo$ciami i kriokonserwacja nasienia innych gatunkow (psa

domowego, szynszyli, kogutow).

Ad. 1. Badania nad pobieraniem, wlasciwosciami i kriokonserwacja nasienia kota

domowego

W 2012 roku rozpoczetam studia doktoranckie w Katedrze Rozrodu z Klinikg Zwierzat
Gospodarskich  UPWr. Moim promotorem byl prof. Wojciech Nizanski, a badania
koncentrowaly si¢ na nowej i jeszcze nie zbadanej w tamtym czasie metodzie pobierania
nasienia kota domowego poprzez kateteryzacje cewki moczowej po podaniu medetomidyny
oraz na kriokonserwacji nasienia pozyskanego w ten sposob. W swojej pracy dokonywatam
szczegdlowej porownawczej oceny wlasciwosci gamet pobranych dwoma metodami (nasienie
cewkowe oraz najadrzowe) przed i po rozmrozeniu. Prace byly prowadzone w ramach projektu
NCN nr N308 576240 pt.: ,,Jakosé¢, nasilenie apoptozy i przydatnos¢ do zaptodnienia in vitro
mrozonych/rozmrozonych plemnikow kota domowego pozyskanych z cewki moczowej
I najgdrzy”, ktorego kierownikiem byl moj promotor. Wyniki zostaly opublikowane

w 4 artykutach [P5-P8] stanowiacych cykl publikacji bedacych podstawa pracy doktorskiej pt.:
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»Analiza wlasciwosci oraz kompetencji zaptodnieniowej plemnikow uzyskanych z cewki
moczowej 1 najadrzy kota domowego”, ktora zostata wyrdézniona dwoma nagrodami [N2, N3].
Najwazniejszym wnioskiem z tych badan bylo udowodnienie, ze plemniki pozyskane z cewki
moczowej po indukcji farmakologicznej cechujg korzystne wiasciwosci strukturalne
i funkcjonalne (wysoka zywotnos$¢ plemnikow, niski stopnien uszkodzenia akrosoméw, wysoki
potencjal mitochondrialny, prawidlowa struktura chromatyny oraz stabe nasilenie stresu
oksydacyjnego i zmian apoptotycznych), ktore pozwalaja na ich wykorzystanie do
kriokonserwacji, zaptodnienia in vitro i innych technik wspomaganego rozrodu.

Po uzyskaniu stopnia doktora prace nad nasieniem kota domowego byly przeze mnie
kontynuowane i czeSciowo zostaly przedstawione jako osiggniecie do postgpowania
habilitacyjnego — ich oméwienie znajduje si¢ w punkcie 4.3.

Pozostate badania (prowadzone zaréwno przed, jak i po uzyskaniu stopnia doktora)
poswigcone byly analizie wlasciwos$ci plemnikéw, w szczegdlnosci:

- wplywie stopnia rozrzedzenia na plemniki [P9] — wykazatam, ze wraz z wzrastajagcym
rozrzedzeniem gwattownie spada ruchliwo$¢ plemnikow, jednak pozostate parametry
(integralno$é akrosoméw i chromatyny) pozostajg nie zmienione. Zywotno$¢ plemnikéw ulega
obnizeniu dopiero przy koncentracji 1x10%/ml.

- analizie proteomu plemnikéw i plazmy nasienia [P10] — we wspolpracy z Uniwersytetem
Warminsko-Mazurskim po raz pierwszy opisaliSmy peten sktad biatkowy nasienia cewkowego
kota domowego, identyfikujac 98 biatek plemnikow oraz 106 bialek plazmy nasienia, wraz
opisem ich funkcji oraz wzajemnych interakcji.

Czes$¢ badan poswigcona byta metodom oceny nasienia oraz ich znaczeniu w badaniach
I w praktyce klinicznej [P11, P12, D1, D2].

Obecnie prowadz¢ badania w ramach trzech przyznanych mi projektow, ktore
koncentrujg si¢ na:

- optymalizacji farmakologicznej metody pobierania nasienia od kota domowego

(projekt pt.: ,,Dlaczego najgdrze kota domowego si¢ kurczy? Badania wstgpne na poziomie
receptorowym.” MINIATURA 3 (NCN), nr 2019/03/X/NZ3/00704, 2020-2021)

- badaniu lokalizacji i roli akwaporyn w plemnikach kota domowego

(projekt pt.: ,, Immunolocalization of selected aquaporins in feline sperm cells”, EVSSAR
Research Grant, 2020-2023)

- poszukiwaniu mechanizmoéw 1 markeréw wysokiej 1 niskiej krioopornosci plemnikow
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(projekt pt.: ,,Fenomen wysokiej i niskiej krioopornosci nasienia kota domowego - szeroko
zakrojone badania nad potencjalnymi przyczynami i markerami roznej przezywalnosci
plemnikow po kriokonserwacji”. SONATA 4 (NCN), nr 2019/35/D/NZ3/02533, 2020-2023)

Do tej pory zbadalam obecnos¢ receptorow adrenergicznych w najadrzach kota
domowego w kontekScie potencjalnych  punktow uchwytu innych substancji
farmakologicznych mogacych stymulowaé wyrzut nasienia [P13], jednak kontynuacja tych
badan nie jest mozliwa ze wzglgdu na brak zgody Lokalnej Komisji Etycznej. Pozostale badania
nie zostaty jeszcze zakonczone.

Doswiadczenie zdobyte podczas prowadzenia badan, jak réwniez w czasie stazy
zagranicznych w Niemczech i Francji [S2 i S3] pozwolilo mi na opracowanie wlasnej,
jednostopniowej procedury kriokonserwacji nasienia kota domowego, ktorg wykorzystuje
obecnie podczas komercyjnego mroznia w ramach dziatalno§ci Wroctawskiego Banku

Nasienia Zwierzat Towarzyszacych i Dzikich.

Prace opublikowane z tego obszaru:

P5. Prochowska S., Nizanski W., Ochota M., Partyka A.: Characteristics of urethral and epididymal
semen collected from domestic cats - a retrospective study of 214 cases. Theriogenology 2015;84:1565-
1571.

P6. Prochowska S., Nizanski W., Partyka A.: Comparative analysis of in vitro characteristics of fresh
and frozen-thawed urethral and epididymal spermatozoa from cats (Felis domesticus). Theriogenology
2016;86:2063-2072.

P7. Prochowska S., Nizanski W., Partyka A.: Low levels of apoptotic-like changes in fresh and
cryopreserved feline semen collected from urethra and epididymis. Theriogenology 2017;88:43-49.
P8. Prochowska S., Nizanski W.: In vitro fertilizing potential of urethral and epididymal spermatozoa
collected from domestic cats (Felis catus). Polish Journal of Veterianry Science, 2017;1:19-24.

P9. Prochowska S., Nizanski W., Ochota M., Partyka A.: Effect of dilution rate on feline urethral sperm
motility, viability, and DNA integrity. Theriogenology 2014;82,1273-1280.

P10. Mogielnicka-Brzozowska M., Prochowska S., Nizanski W., Bromke M.A., Wi$niewski J., Olejnik
B., Kuzborska A., Fraser L., Mtynarz P., Kordan K. Proteome of cat semen obtained after urethral
catheterization. Theriogenology, 2020;141:68-81.

P11. Nizanski W, Partyka A, Prochowska S.: Evaluation of spermatozoal function-useful tools or just
science. Reprod Domest Anim 2016;51 Suppl 1:37-45 (praca przegladowa).

P12: Kij-Mitka, B.; Cernohorska, H.; Kubickova, S.; Prochowska, S.; Nizanski, W.; Kochan, J.;
Bugno-Poniewierska, M. Application of the FISH Technique to Visualize Sex Chromosomes in
Domestic Cat Spermatozoa. Animals 2021;11:2106.
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P13. Prochowska S, Dzimira S, Tomaszek A, Nizanski W. Immunolocalization of Adrenoceptors in

the Reproductive Tract of Male Domestic Cats in Comparison to Rats. Animals. 2021; 11(4):1049.

Doniesienia konferencyjne:

D1. Andraszek K., Banaszewska D., Prochowska S., Partyka A., Nizanski W.: ,,Ocena struktury
chromatyny w plemnikach kota domowego”. LXXIX Zjazd PTZ, 15-17.09.2014, Siedlce.

D2. Prochowska S., Nizanski W., Partyka A.: ,,Markers of apoptosis in the urethral and epididymal
feline semen”. 17" EVSSAR Congress, 26.09.2014, Wroctaw.

Ad. 2. Badania nad optymalizacja zaplodnienia pozaustrojowego na modelu kota

domowego

Pomimo ponad 50 lat badan nad zaptodnieniem in-vitro u kota domowego w dalszym
ciggu jego skutecznos¢ odbiega od tej obserwowanej u bydia czy zwierzat laboratoryjnych.
Poniewaz zaptodnienie in-vitro moze by¢ cenng metodg wykorzystywang w ratowaniu
gingcych gatunkéw zwierzat, a kot domowy jest organizmem modelowym dla dzikich
kotowatych, od 2014 roku do chwili obecnej bratam udziat w wielu badaniach w tym obszarze,
prowadzonych wspodlnie z Uniwersytetem Rolniczym w Krakowie (m.in. w ramach projektu
NCBIR nr PBS3/B8/16/2015 pt.: ,,Zwigkszenie innowacyjnosci i efektywnosci programow
ochrony zasobow genetycznych dzikich kotowatych poprzez utworzenie banku komorek
I wdrozenie do praktyki metod pozaustrojowej produkcji zarodkéw”, kier. prof. Wojciech
Nizanski) oraz od 2021 roku wspodlnie z Uniwersytetem w Mediolanie. Proby polepszenia
wynikow zaplodnienia pozaustrojowego koncentrowaty si¢ na:

- wykorzystaniu medium komercyjnego dedykowanego dla bydta lub cztowieka [P14],

- polepszeniu oceny zarodkoOw poprzez zastosowanie NOWOCzesnego systemu ciagtego
monitoringu tzw. Time-Lapse [P15-P18] (prace stanowia podstawe rozprawy doktorskiej
Barbary Kij-Mitka),

- porownaniu réznych systemow hodowli zarodkéw kota domowego, w tym skuteczno$é ko-
inkubacji wraz z zarodkami innych gatunkéw [P19],

- manipulowaniem warunkami hodowli pozaustrojowej (sktad atmosfery, wymiana medium
hodowlanego, dodatek inhibitora kaspaz do medium hodowlanego) [D3-D6].

O ile modyfikacje wymienione w ostatnim punkcie nie pozwolity na znaczaca poprawe
wynikéw hodowli, wyniki pozostatych prac wniosty znaczacy wktad w rozwdj opisywane;j

dyscypliny. Zastosowanie medium komercyjnego dla bydla pozwala uzyskaé lepsza
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powtarzalno$¢ wynikéw, co ma kluczowe znaczenie w kontek$cie wdrazania tych technik,
gdzie konieczne jest osiggnigcie pewnego statego i przewidywalnego rezultatu. Wykorzystanie
systemu Time-Lapse pozwala lepsza na identyfikacj¢ zarodkéw wadliwych lub ktérych rozwoj
przebiega nieprawidtowo, dzigki czemu mozliwa jest selekcja do embriotransferu zarodkow
0 najlepszym potencjale rozwojowym. Koinkubacja z zarodkami na wyzszym stadium pozwala
na przyspieszenie rozwoju wlasciwych zarodkow. Co istotne, zarodki towarzyszace nie musza
by¢ tego samego gatunku — najlepsze wyniki uzyskiwano dzigki koinkubacji zarodkéw kota
domowego z zarodkami owczymi. W przypadku zastosowania tej metody dla dzikich
kotowatych pozwala to na zaoszczedzenie cennego materialu od gatunkdéw zagrozonych.

We wspolpracy z Uniwersytetem w Mediolanie powstala praca przegladowa [P23]
dotyczaca innowacyjnych systemow hodowli zarodkoéw, opisujaca m. in. koinkubacj¢ oraz

systemy hodowli 3D.

Prace opublikowane z tego obszaru:

P14. Prochowska S, Nizanski W, Partyka A, Kochan J, Mlodawska W, Nowak A, Skotnicki J, Grega
T, Patys M. The use of human and bovine commercial media for oocyte maturation and embryo
development in the domestic cat (Felis catus). Reprod Domest Anim. 2019;54(4):719-726.

P15. Kij B, Kochan J, Nowak A, Nizanski W, Prochowska S, Fryc K, Bugno-Poniewierska M. Using
Time Lapse Monitoring for Determination of Morphological Defect Frequency in Feline Embryos after
In Vitro Fertilization (IVF). Animals (Basel). 2019;10(1):3.

P16. Kij B, Kochan J, Fryc K, Nizanski W, Prochowska S, Gabrys J, Nowak A, Bugno-Poniewierska
M. The frequency of collapse as a predictor of feline blastocyst quality. Theriogenology. 2020;157:372-
377.

P17. Kochan J, Nowak A, Kij B, Prochowska S, Nizanski W. Analysis of Morphokinetic Parameters
of Feline Embryos Using a Time-Lapse System. Animals (Basel). 2021;11(3):748.

P18. Kij-Mitka B, Kochan J, Bugno-Poniewierska M, Cernohorska H, Kubickova S, Kowal W,
Prochowska S, Nizanski W. Analysis of morphological disorders and ploidy in domestic cat
blastocysts. Theriogenology. 2022;186:114-121.

P19. Kochan J., Nowak A., Kij B., Fryc K., Prochowska S., Nizanski W. A comparison of in vitro
culture systems for cat embryos. Theriogenology, 2022;179:149-154.

P20. Kochan J, Nowak A, Nizanski W, Prochowska S, Migdat A, Mtodawska W, Partyka A, Witkowski
M. Developmental competence of cat (Felis domesticus) oocytes and embryos after parthenogenetic
stimulation using different methods. Zygote. 2018;26:119-126.

P21. Mlodawska W., Mrowiec P., Grabowska B., Waliszewska J., Kochan J., Nowak A., Migdat A.,
Nizanski W., Prochowska S., Partyka A., Patys M., Grega T., Skotnicki J. Determining influence of
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culture media and dose-dependent supplementation with basic fibroblast growth factor on the ex vivo
proliferative activity of domestic cat dermal fibroblasts in terms of their suitability for cell banking and
somatic cell cloning of felids. Ann. Anim. Sci., 2019:19;359-372.

P22. Nowak A, Kochan J, Swictek E, Kij B, Prochowska S, Witarski W, Bugno-Poniewierska M,
Nizanski W. Survivability and developmental competences of domestic cat (Felis catus) oocytes after
Cryotech method vitrification. Reprod Domest Anim. 2020; 55(8):992-997.

P23. Colombo, M.; Alkali, 1.M.; Prochowska, S.; Luvoni, G.C. Fighting Like Cats and Dogs:
Challenges in Domestic Carnivore Oocyte Development and Promises of Innovative Culture Systems.

Animals 2021;11:2135 (praca przegladowa).

Doniesienia konferencyjne:

D3. Nowak A., Kochan J., Swictek E., Mtodawska W., Migdat A., Partyka A., Prochowska S., Nizanski
W. Influence of toxicity of media and vitrification protocol on oocytes viability. Use of Cryotech
technique for feline oocytes vitrification. XXth EVSSAR Congress, 29.06-1.07.2017, Wieden.

D4. Prochowska S., Nizanski W., Partyka A., Kochan J., Nowak A., Migdat A., Skotnicki J., Grega T.,
Palys M. Brak wptywu dodatku inhibitora kaspaz na dojrzewanie oocytéw i rozwoj zarodkow kota
domowego w warunkach in vitro. XIII Kongres "Problemy w rozrodzie matych zwierzat — ptodnosc,
cigza, noworodek. 14—15.10.2017, Wroctaw.

D5. Prochowska S, Ochota M, Nizanski W, Partyka A, Kochan J, Mtodawska W, Nowak A, Skotnicki
J, Grega T, Palys M. The effect of reduced oxygen tension on feline oocytes maturation and embryo
development in vitro. 5" Winter Workshop of the Society for Biology of Reproduction ,,Central and
Local Regulations of Reproductive Processes”, 14-15.02.2019, Zakopane.

D6. Prochowska S., Nizanski W., Partyka A., Kochan J., Nowak A., Mtodawska W., Skotnicki J., Grega
T, Patys M. The effect of culture medium renewal on the in vitro development of feline embryos. XXIlII
ESDAR Conference, 19-22.09.2019, Sankt Petersburg.

Ad. 3. Badania nad nieplodnos$cia oraz zastosowaniem sztucznej inseminacji u kota

domowego

Od poczatku mojej pracy w Katedrze Rozrodu z Klinikg Zwierzat Gospodarskich UPWr
interesowal mnie aspekt nieptodnosci u kotdow domowych oraz mozliwosci zastosowania
biotechnik rozrodu w tego gatunku. Praca w Ambulatorium Katedry Rozrodu data mi dostep
do nieptodnych pacjentéw 1 analizy tych przypadkow. Ciekawag obserwacja byty przypadki
nieptodnosci kocuréw na tle nieprawidlowej struktury chromatyny [D7, D8], nie opisane

wczesniej U tego gatunku.
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Duzym osiggni¢gciem Zespotu Katedry Rozrodu, ktorego jestem czlonkiem, bylo

uzyskanie po raz pierwszy w Polsce miotu kociat po sztucznej inseminacji [D9, D10]. Ustuga

sztucznej inseminacji zostala wdrozona w Ambulatorium Katedry Rozrodu, cho¢ dalej trwaja
prace nad optymalizacjg protokoléw stymulacji owulacji oraz nad poprawg jej skutecznosci.

Zebrane do$wiadczenie pozwolito mi na napisanie (jako pierwszy autor lub wspoétautor)
artykutlu przegladowego w czasopiSmie mi¢dzynarodowym [P24] oraz szesciu artykutow

klinicznych dedykowanych lekarzom weterynarii [P25-P30].

Prace opublikowane z tego obszaru:

P24. Fontbonne A, Prochowska S, Niewiadomska Z. Infertility in purebred cats - A review of the
potential causes. Theriogenology. 2020;158:339-345 (praca przegladowa).

P25. Prochowska S., Nizanski W.: Sztuczna inseminacja kotek - realna juz dzi$? Weterynaria w
Praktyce, 2016;10:66-70 (praca kliniczna).

P26. Nizanski W., Prochowska S., Klimowicz-Bodys M.. Zaburzenia ptodnosci kotek. Cz. I
Nieptodno$¢ zwigzana z brakiem rui. Magazyn Weterynaryjny 2017 Vol. 26 nr 242 s. 10-19 (praca
kliniczna).

P27. Nizanski W., Prochowska S., Klimowicz-Bodys M. Zaburzenia plodnosci kotek. Cz. II.
Nieptodnos¢ zwigzana z cigglymi objawami estrogenizacji Magazyn Weterynaryjny 2018 nr 246 s. 60-
65 (praca kliniczna).

P28. Nizanski W., Prochowska S., Klimowicz-Bodys M.. Zaburzenia ptodnosci kotek. Cz. III.
Przypadki nieptodnosci przy prawidtowo przebiegajacym cyklu jajnikowym. Magazyn Weterynaryjny
2018 nr 252 s. 6-12 (praca kliniczna).

P29. Prochowska S., Nizanski W. Nieptodnos¢ kocurow — podejscie praktyczne. Cz. . Zaburzenia aktu
krycia. Magazyn Weterynaryjny 2020 nr.10 s. 6-11 (praca kliniczna).

P30. Prochowska S., Nizanski W. Nieptodnos¢ kocurow — podejscie praktyczne. Cz. II. Zaburzenia

jakos$ci nasienia. Magazyn Weterynaryjny 2021 nr.1 s. 40-46 (praca kliniczna).

Doniesienia konferencyjne:

D7. Prochowska S., Nizanski W. Clinical use of Sperm Chromatin Structure Assay in feline subfertility
diagnosis — case reports. XXII EVSSAR Congress, 28-29.06.2019, Berlin.

D8. Prochowska S., Nizanski W. Nieptodnos¢ kocuréw zwigzana z zaburzeniami struktury DNA — opis
przypadkow. XXVII Miedzynarodowy Kongres Medycyny Weterynaryjnej Matych Zwierzat
PSLWMZ, 15-17.11.2019, Lodz.
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D9. Nizanski W., Prochowska S., Ochota M. Pierwsza w Polsce skuteczna domaciczna inseminacja
kotki z wykorzystaniem nasienia cewkowego. XIV Kongres "Problemy w rozrodzie matych zwierzat —
ptodnosé, cigza, noworodek”, 13—-14.10.2018, Wroctaw.

D10. Nizanski W., Prochowska S., Ochota M., Ligocka Z. Clinical use of artificial insemination for the
treatment of infertility in cats. FECAVA Euro congress 4-7.09.2019, Sankt Petersburg.

Ad. 4. Zastosowanie biotechnik rozrodu u dzikich kotowatych

Juz od czaséow studenckich, kiedy byla wolontariuszem w Slaskim Ogrodzie
Zoologicznym, interesowato mnie zagadnienie ochrony bioréznorodnosci oraz korzysci jakie
moga wnie$¢ techniki wspomaganego rozrodu do programow ratowania gingcych gatunkow.
Moja uwaga koncentrowata si¢ w szczeg6lnosci dzikich kotowatych, z ktoérych wiekszos¢ jest
zagrozona wygini¢ciem na co najmniej czgsci obszaru swojego wystgpowania. Zawazyto to na
wyborze tematu pracy doktorskiej jak i dalszej kariery naukowej — od poczatku wszystkie
badania na kocie domowym, organizmie modelowym, prowadzitam z mysla ich zastosowania
u dzikich kotowatych. Pierwszga okazje miatam juz w 2013 roku, kiedy pobralam i zamrozitam
pozyskane posmiertnie z ogonow najadrzy plemniki ocelota [M1, P31].

Dalsze prace w tym obszarze prowadzitam w latach 2014 — 2017 jako wykonawca
w projekcie NCBIR nr PBS3/B8/16/2015 pt.: ,, Zwigkszenie innowacyjnosci i efektywnosci
programow ochrony zasobow genetycznych dzikich kotowatych poprzez utworzenie banku
komorek i wdrozenie do praktyki metod pozaustrojowej produkcji zarodkow”, ktdrego
kierownikiem byt prof. Wojciech Nizanski, realizowanym w konsorcjum z Uniwersytetem
Rolnicznym w Krakowie i Ogrodem Zoologicznym w Krakowie. W ramach projektu, oprocz
prac rozwojowych na modelu kota domowego opisanych w pkt. 2, pobierane byly gamety
(zaro6wno plemniki jak i oocyty) oraz fibroblasty skory od przedstawicieli 16 gatunkow dzikich
kotowatych, m.in. rysi, zbikéw, gepardow, manuli, karakali, serwali 1 lwow. Materiat ten
poddawany byt ocenie, a nastgpnie procesowi kriokonserwacji i deponowany w ciektym azocie
[P31-P33, D16, D19, D20]. Cze¢s¢ materialu wykorzystano do procedury klonowania

somatycznego, uzyskujac zarodki klonalne dzikich kotowatych, w tym pierwsze na Swiecie

zarodki jaguarundi i rysia. Otrzymane zarodki rowniez zostaly poddane kriokonserwacji. Jako
efekt wdrazania wynikow projektu zostat utworzony jedyny w Europie Srodkowo-Wschodniej
Banku Komorek Somatycznych, Gamet Kota Domowego i Dzikich Kotowatych [P34, P35,
D12], bedacy czgsciag Wroctawskiego Banku Nasienia Zwierzat Towarzyszacych oraz Dzikich.

Badania nad wdrazaniem biotechnik rozrodu u dzikich kotowatych byly kontynuowane

we wspoOlpracy z Lwowskim Narodowym Uniwersytetem Medycyny Weterynaryjnej

39



Zalacznik Nr 3

i Biotechnologii im. Stefana Grzyckiego. Dzigki prowadzonym pracom Wroctawski Bank
Nasienia Zwierzat Towarzyszacych oraz Dzikich zostal wzbogacony o probki nasienia tygrysa
I ocelota, jak rowniez mozliwe bylo praktyczne wdrozenie endoskopowe;j techniki inseminacji
u samic tygrysa, ocelota, serwala, lamparta i jaguara [P31, D20]. Informacje o dziatalnosci
Banku zostaty rozpowszechnione wsrod ogrodow zoologicznych, w efekcie Katedra Rozrodu
zostata poproszona o diagnostyczne pobranie nasienia od kotow arabskich oraz gepardow,
W czym uczestniczytam [P31].

Prace badawcze na dzikich kotowatych sg niezwykle utrudnione przez brak dostepu do
materialu badawczego. Tym bardziej niepowtarzalng okazja byta mozliwos¢ odbycia przeze
mnie stazu naukowego w Brazylii i prowadzenie badan nad pobieraniem i kriokonserwacja
nasienia jaguaréow [S7]. W omawianym obszarze jestem takze pierwszym autorem lub

wspotautorem prac przegladowych [P35-P37, M1].
Prace opublikowane z tego obszaru:

P31. Prochowska S., Nizanski W, Snoeck F, Wydooghe E, Van Soom A, Kochan J, Stefanyk V. How
Can We Introduce ART into Wild Felid Conservation in Practice? Joint Experience in Semen Collection
from Captive Wild Felids in Europe. Animals, 2022;12(7):1-13.

P32. Nowak A, Kochan J, Prochowska S, Partyka A, Mtodawska W, Witarski W, Skotnicki J, Grega
T, Patys M, Nizanski W. The Viability of Serval (Leptailurus serval) and Pallas Cat (Felis manul)
Oocytes after Cryopreservation Using the Rapid-l1 Method. Cryo Letters. 2019 Jul/Aug;40(4):226-230.
P33. Kochan J, Nowak A, Mtodawska W, Prochowska S, Partyka A, Skotnicki J, Nizanski W.
Comparison of the Morphology and Developmental Potential of Oocytes Obtained from Prepubertal and
Adult Domestic and Wild Cats. Animals (Basel). 2020;11(1):20.

P34. Nizanski W, Kochan J., Prochowska S., Partyka A, Skotnicki J. Bank komorek kota domowego
i dzikich kotowatych dziata w Polsce. Mag. Wet. 2018, 12, vol. 27, s. 68-69 (praca popularno-naukowa).
P35. Kochan J, Nizanski W, Moreira N, Cubas ZS, Nowak A, Prochowska S, Partyka A, Mtodawska
W, Skotnicki J. ARTs in Wild Felid Conservation Programmes in Poland and in the World. J Vet Res.
2019;13;63(3):457-464 (praca przegladowa).

P36. Prochowska S., Ochota M., Nizanski W.: Wspotczesne poglady na mozliwo$ci stymulacji rui
i owulacji u kotowatych (felidae) poddanych technikom wspomaganego rozrodu. Med. Weter.
2014;70:15-19 (praca przegladowa).

P37. Prochowska S., Nizanski W., Partyka A., Kochan J., Mtodawska W., Nowak A., Skotnicki J.,
Grega T., Patys M. Selected methods of in vitro embryo production in felids — a review. Animal Science

Papers and Reports, 2017 vol. 35, no. 4, pp. 361-377 (praca przegladowa).
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Rozdziat w monografii pokonferencyjnej:

M1. Prochowska S., Nizanski W., Partyka A., Kochan J., Grega T. Rola kriokonserwacji gamet,
zarodkow i tkanek w ochronie zasobow genetycznych populacji na przyktadzie dzikich kotowatych. W:
Wspotczesne dylematy polskiego rolnictwa III. T. 2, red. Zarzecka Krystyna, Kondracki Stanistaw,

Wydawnictwo Panstwowej Szkoly Wyzszej im. Papieza Jana Pawtla Il w Bialej Podlaskiej, Biata
Podlaska, 2014, s.137-144, ISBN 978-83-61044-95-6.

Doniesienia konferencyjne:

D11. Kochan J., Nowak A., Nizanski W., Partyka A., Prochowska S., Skotnicki J., Grega T. Ocena
organogenezy plodow kota domowego (Felis catus) i dzikich kotowatych na przyktadzie tygrysa
amurkiego (Panthera tigris altaica). XI Kongres Problemy w rozrodzie matych zwierzat: ptodnosé¢, ciaza,
noworodek, 17-18.10.2015r, Wroctaw.

D12. Nizanski W., Kochan J., Mlodawska W., Nowak A., Migdat A., Prochowska S., Partyka A.,
Rodak O., Bugno-Poniewierska M., Witarski W., Skotnicki J., Grega T., Palys M. Pierwszy w Polsce
bank komorek kota domowego i dzikich kotowatych. XII Kongres pt.: ,,Problemy w rozrodzie matych
zwierzat — cigza, plodnos¢, noworodek”, 1-2.10.2016, Wroctaw.

D13. Migdat A., Migdat L.., Kochan J., Nizanski W., Nowak A., Prochowska S., Partyka A., Skotnicki
J., Palys M. Analiza regionu kontrolnego mitochondrialnego DNA u kotowatych. XIII Kongres
"Problemy w rozrodzie matych zwierzat — ptodnos$¢, cigza, noworodek. 14—-15.10.2017, Wroctaw.
D14. Kochan J., Nizanski W., Mtodawska W., Nowak A, Prochowska S., Partyka A., Migdat A.,
Skotnicki J., Palys T. Assisted reproduction techniques (ART) in conservation of mammals threatened
with extinction. International Conference on Biotechnology and Welfare in Animal Science.
19.06.2018, Krakow.

D15. Mrowiec P., Wnek K., Bochenek M., Kochan J., Nowak A., Migdat A., Nizanski W., Prochowska
S., Partyka A., Skotnicki J., Mtodwaska W. Cell cycle synchronization of pallas cat (Otocolobus manul)
and jaguarundi (Puma yagouaroundi) dermal fibroblast cells. International Conference on
Biotechnology and Welfare in Animal Science. 19.06.2018, Krakow.

D16. Prochowska S, Nizanski W, Partyka A, Kochan J, Mtodawska W, Nowak A, Suchecki P,
Skotnicki J, Grega T, Patys M. Post- mortem collection, in vitro maturation and detailed assessment of
caracal oocytes — a case report. XXI1I ESDAR Congress, 28-29.09.2018, Kordoba.

D17. Nizanski W, Prochowska S, Partyka A, Kochan J, Mlodawska W, Nowak A, Skotnicki J, Grega
T, Patys M. Assisted Reproductive Techniques (ART) in rescue programs of endangered wild felids-
possibilities, obstacles and challenges. XXII ESDAR Congress, 28-29.09.2018, Kordoba.

D18. Kochan J., Nowak A., Nizanski W., Mtodawska W., Prochowska S., Partyka A., Skotnicki J.
Morphological characteristics of oocytes collected from pubertal and prepubertal wild Felids. XXII
ESDAR Congress, 28-29.09.2018, Kordoba.
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D19. Mtodawska W., Kochan J., Nizanski W., Mrowiec P., Nowak A., Migdat A., Prochowska S.,
Partyka A., Patys M., Grega T., Skotnicki J. Uzyskanie i konserwacja komdrek somatycznych i oocytow
martwych osobnikow dzikich kotowatych i kota domowego. XIV Kongres “Problemy w rozrodzie
matych zwierzat — ptodno$¢, ciaza, noworodek™, 13—-14.10.2018, Wroctaw.

D20. Prochowska S., Nizanski W., Kochan J., Partyka A., Nowak A., Stefanyk W., Ivachiv M., Basarab
T., Holumbiovska T., Kostyshyn L., Skotnicki J., Grega T., Patys P. Pobieranie nasienia rdéznych
gatunkow dzikich kotowatych — do$wiadczenia wlasne. XV Miedzynarodowy Kongres "Problemy

W rozrodzie matych zwierzat — plodno$¢, cigza, noworodek™, 12—-13.10.2019, Wroctaw.

Ad. 5 Pobieranie i kriokonserwacja nasienia zubra

Moja aktywnos¢ w obszarze zastosowania biotechnik rozrodu do ratowania
zagrozonych gatunkéw nie ograniczata si¢ jedynie do dzikich kotowatych — jako czlonek
Zespotu Katedry Rozrodu bylam wykonawcg projektu finansowanego przez Fundusz Le$ny pt.
,Kompleksowy projekt ochrony Zzubra przez Lasy Panstwowe”, UMOWA NR OR.271.
3.10.2017, kierownik zadania Wojciech Nizanski, ktorego celem byto utworzenie unikalnego

na skale §wiatowa Banku Nasienia Zubrow. W ramach badan pozyskiwatam w warunkach

terenowych (m.in. w Puszczy Biatowieskiej, Puszczy Boreckiej, zagrodach pokazowych
zubréw w Battowie, Ustroniu) plemniki najadrzowe zubrow oraz poddawatam je podstawowe;j
ocenie 1 kriokonserwacji z zastosowaniem roznych metod (réozne media, oczyszczanie
w gradiencie Percoll®), dokonywatam rowniez szczegdlowej oceny nasienia chtodzonego
i kriokonserwowanego przy pomocy komputerowo wspomaganej analizy nasienia oraz
cytometru przeptywowego. Wyniki tych prac byly prezentowane na konferencjach naukowych

[D21-D25]. W omawianym obszarze jestem rowniez wspotautorem publikacji przegladowej
[P38].

Prace opublikowane z tego obszaru:

P38. Eberhardt M., Nizanski W., Olech W., Prochowska S. Assisted reproductive techniques in
wisents: Achievements and further challenges. Med. Weter. 2021;77(6):279-283 (praca przeglagdowa).

Doniesienia konferencyjne:

D21. Nizanski W., Partyka A., Bielas W., Prochowska S., Duszewska A., Bielecki W., Olech W.
Tworzenie Banku Nasienia Zubra — analiza wtasciwoéci strukturalnych i funkcjonalnych plemnikow
przy uzyciu cytometru przeptywowego przed i po procesie kriokonserwacji, VIII Zjazd Towarzystwa

Biologii Rozrodu, 7-9.09.2017, Olsztyn.
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D22. Nizanski W., Partyka A., Bielas W., Prochowska S., Duszewska A.M., Nowak Z., Olech W.:
Bank nasienia zubra —komputerowa i cytometryczna analiza wtasciwosci plemnikéw oraz mozliwosci
ich kriokonserwacji: do§wiadczenia ostatnich lat. Miedzynarodowa konferencja ,,Zubry w kulturze
i sztuce”, 13-14.09.2017, Gotuchow.

D23. Nizanski W., Partyka A., Bielas W., Prochowska S., Duszewska AM., Nowak Z., Olech W.
Zalezno$¢ pomiedzy wielkoScia i masa jader i najadrzy a wiasciwosciami plemnikdéw zubra.
Konferencja naukowa ,,Zubry w Dolinie Sanu”, 5-6.09.2018, Muczne.

D24. Prochowska S, Dzimira S, Partyka A, Bielas W, Smalec B, Duszewska A, Nowak Z, Olech W,
Nizanski W. Patologie jader i najadrzy zubrow w Swietle przypadkow wiasnych. Miedzynarodowa
konferencja naukowa ,,Zubry w Biatowieskim mateczniku”, 5-6.09.2019, Biatowieza.

D25. Eberhardt M., Nizanski W., Prochowska S., Partyka A., Olech W., Duszewska A. M. Wplyw
selekcji plemnikow zubra za pomoca wirowania w gradiencie gestosci Percoll® na ich
porozmrozeniowa jako$é. XVIII Konferencja ,,Zubry w Puszczy Augustowskiej”, 9-10.09.2021,

Augustow.
Ad. 6 Badania nad wlasciwo$ciami i kriokonserwacja nasienia szynszyli

Chociaz gtowny nurt moich badan dotyczyt kota domowego i zwierzat dzikich,
w ramach opieki nad badaniami studentki Martyny Polit prowadzitam prace na nasieniu
szynszyli [P39]. W ich trakcie pozyskalySmy nasienie najadrzowe szynszyli
I konserwowaty$my je w stanie ptynnym w 5°C oraz w cieklym azocie (kriokonserwacja).
Zarébwno w nasieniu $wiezym, jak 1 po konserwacji, plemniki oceniane byly przy pomocy
komputerowo wspomaganej analizy nasienia (CASA) oraz cytometru przeptywowego
(zywotno$¢, integralno$§¢ akrosomow, potencjal mitochondrialny, peroksydacja lipidow,
struktura chromatyny, kapacytacja i nasilenie apoptozy). Byla to pierwsza praca tak
szczegblowo opisujgca wlasciwosci plemnikow u tego gatunku. Dowiedziono w niej rOwniez,
ze zastosowane protokoty pozwalaja na uzyskanie akceptowalnej jakosci nasienia po

konserwacji, dzigki czemu mozliwe jest zastosowanie tych biotechnik rozrodu u szynszyli.

Prace opublikowane z tego obszaru:

P39. Polit M, Prochowska S, Nizanski W. Comparison of the characteristics of chinchilla epidydimal
semen after collection, storage at 5°C and cryopreservation. Reprod Domest Anim. 2018 Nov;53 Suppl
3:29-36.
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7.2. Nagrody

Moja dzialalno$¢ naukowa zostata uhonorowana szeregiem nagrod, z ktorych

do najbardziej prestizowych zaliczam Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla

wybitnych mtodych naukowcoéw (2021r.) oraz Nagrode | Stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk

Weterynaryjnych przyznang za prace doktorska. Czterokrotnie zostalam wyrozniona

indywidualnymi Nagrodami Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,

a doniesienia konferencyjne, ktorych bytam pierwszym autorem lub wspoétautorem, zostaty

nagrodzone jedenascie razy.

Ponizej wykaz przyznanych nagréd:

N1.

N2.

N3.

N4.

N5.

NG6.

N7.

N8.

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych
naukowcow (2021r.).

Nagroda I Stopnia Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za prace
doktorska pt. "Analiza wtasciwos$ci oraz kompetencji zaptodnieniowej plemnikow
uzyskanych z cewki moczowej i najadrzy kota domowego" (2018r.).

Nagroda Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu indywidualna I
stopnia w dziedzinie badan naukowych za uzyskanie stopnia doktora na podstawie
pracy doktorskiej stanowigcej cykl publikacji pt. "Analiza wlasciwosci oraz
kompetencji zaptodnieniowej plemnikow uzyskanych z cewki moczowej i najadrzy
kota domowego" (2018r.).

Nagroda Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (dodatek
projakosciowy) za najwyzszg efektywnos¢ w publikowaniu prac naukowych
(2020r.).

Nagroda Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu indywidualna III
stopnia za osiagniecia naukowe (2021r.).

Nagroda Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu indywidualna za
osiggniecia naukowe (2022r.).

IT miejsce w konkursie na najlepsza prezentacj¢ ustng za prace: Prochowska S.,
Nizanski W., Partyka A., Kochan J., Grega T.: ,Rola kriokonserwacji gamet,
zarodkow 1 tkanek w ochronie zasobow genetycznych populacji na przyktadzie
dzikich kotowatych”, III konferencja naukowa pt.: ,,Wspotczesne dylematy
polskiego rolnictwa.” 24-25.06.2014, Biata Podlaska.

I miejsce w konkursie na najlepsza prezentacj¢ ustng za pracg: Prochowska S.,

Nizanski W., Ochota M., Partyka A.: ,,Zastosowanie kateteryzacji cewki moczowe;j
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N12.
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N15.
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do rutynowej oceny nasienia kota domowego.” LXXIX Zjazd PTZ, 15-17.09.2014,
Siedlce.

Nagroda ,,Best poster” za doniesienie: Prochowska S., Nizanski W., Ochota M.,
Partyka A.: ,,CASA characteristics of the feline urethral semen”, 17th EVSSAR
Congress, 26.09.2014, Wroctaw.

I miejsce w konkursie na najlepszy plakat za doniesienie: Nizanski W., Kochan J.,
Mtodawska W., Nowak A., Migdatl A., Prochowska S., Partyka A., Rodak O.,
Bugno-Poniewierska M., Witarski W., Skotnicki J., Grega T., Patys M.: ,,Pierwszy
w Polsce bank komodrek kota domowego 1 dzikich kotowatych”. XII Kongres pt.:
,Problemy w rozrodzie matych zwierzat — cigza, ptodno$¢, noworodek™, 1-
2.10.2016, Wroctaw.

I miejsce w konkursie na najlepszy plakat za doniesienie: Prochowska S., Nizanski
W., Partyka A., Kochan J., Nowak A., Migdat A., Skotnicki J., Grega T., Patys M.:
,Brak roznic w wynikach zaptodnienia pozaustrojowego metoda ICSI przy uzyciu
plemnikéw cewkowych oraz najadrzowych kota domowego”. XII Kongres pt.:
,~Problemy w rozrodzie matych zwierzat — cigza, ptodno$¢, noworodek”, 1-
2.10.2016, Wroclaw.

IIT miejsce za najlepsze wystapienie studenckie w sekcji zwierzat egzotycznych za
doniesienie: Mazela M., Prochowska S., Nizanski W., Piasecki T.: ,,The study on
the semen quality and methods of semen collection in chinchilla (Chinchilla
lanigera)”. XXI Migdzynarodowa Konferencja (i XXXIII Sejmik) Studenckich Kot
Naukowych na UPWr, 24.05.2016, Wroctaw.

[l miejsce w konkursie na najlepszy plakat za doniesienie: Mazela M., Prochowska
S., Nizanski W., Piasecki T.: ,,Badania na temat jako$ci nasienia oraz sposobu jego
pozyskiwania u szynszyli matej (Chinchilla lanigera)”. XII Kongres pt.: ,,Problemy
w rozrodzie matych zwierzat —cigza, ptodnos¢, noworodek™, 1-2.10.2016, Wroctaw.
Nagroda "Best student oral presentation" za doniesienie: Prochowska S., Nizanski
W., Partyka A., Kochan J., Mtodawska W., Nowak A., Skotnicki J., Grega T., Patys
M.: "Sperm abnormalities do not compromise sperm fertilizing potential and embryo
development after ICSI in the domestic cat”. XXth EVSSAR Congress, 29.06 —
01.07.2017, Wieden.

Nagroda "Best student poster" za doniesienie: Mazela M., Prochowska S., Nizanski

W.: "Comparison of the characteristics of chinchilla's epidydimal semen after
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collection, storage at 50C and cryopreservation.” XXth EVSSAR Congress, 29.06 —
01.07.2017, Wieden.

N16. II miejsce w konkursie na najlepszy plakat za doniesienie: Mtodawska W., Kochan
J., Nizanski W., Mrowiec P., Nowak A., Migdal A., Prochowska S., Partyka A.,
Patys M., Grega T., Skotnicki J. Uzyskanie i konserwacja komorek somatycznych i
oocytow martwych osobnikéw dzikich kotowatych i kota domowego. XIV Kongres
"Problemy w rozrodzie matych zwierzat — ptodno$¢, cigza, noworodek™, 13—
14.10.2018, Wroctaw.

N17. II miejsce w konkursie na najlepszy plakat za doniesienie: Prochowska S., Nizanski
W., Kochan J., Partyka A., Nowak A., Stefanyk V., Ivachiv M., Basarab T.,
Holumbiovska T., Kostyshyn L., Skotnicki J., Grega T., Palys P. Pobieranie nasienia
réznych gatunkéw dzikich kotowatych — doswiadczenia wilasne. XV Kongres

"Problemy w rozrodzie matych zwierzat — plodno$¢, cigza, noworodek”, 12—

13.10.2019, Wroctaw.

7.4 Zestawienie liczbowe dorobku naukowego

Tabela 1. Zestawienie liczbowe dorobku naukowego.

Kategorie prac Przed Po
uzyskaniem uzyskaniu
stopnia stopnia  Eacznie
doktora doktora
Publikacje w czasopismach wyr6znionych w JCR 9 24 33
Publikacje w czasopismach nieposiadajacych wspotczynnika IF 10 5 15
Artykuty popularnonaukowe 2 0 2
Komunikaty opublikowane w materiatach konferencji 30 50 80
naukowych
Rozdzialy w ksigzkach 1 2 3
Eacznie 52 81 133
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Tabela 2. Sumaryczna punktacja publikacii.

Przed uzyskaniem  Po uzyskaniu Lacznie
stopnia doktora  stopnia doktora

Sumaryczny Impact factor publikacji 11,128 53,131 64,259

Sumaryczna punktacja MNiSW publikacji 249 2564 2813

Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science: bez autocytowan: 94, z autocytowaniami: 146
Liczba cytowan wedtug bazy Scopus: bez autocytowan: 102, z autocytowaniami: 155
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 7

Indeks Hirscha wedlug bazy Scopus: 7

Zestawienie liczbowe dorobku naukowego sporzadzono na podstawie analizy bibliometryczne;j

wykonanej przez Bibliotek¢ UPWTr (Zatacznik nr 10).

Signed by /
Podpisano przez:

D SylwiaAnna
coclloefle Prochowska

Date/ Data: 2022-
......................... 06-14.09:24........

(podpis wnioskodawcy)
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