Zatacznik nr 2
do wniosku z dnia 08.02.2016 r.
o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

dr Katarzyna Knapczyk-Stwora

Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

AUTOREFERAT

Krakow 2016



1. Imie i nazwisko

Katarzyna Knapczyk-Stwora
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Magister biologii, stopien uzyskany w 2005 roku, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie, na podstawie pracy magisterskiej pt. Immunohistochemiczna lokalizacja
dehydrogenazy 3[-hydroksysteroidowej w jajniku ciezarnej swini, promotor: Prof. dr hab. Maria
Stomczynska, recenzent: Prof. dr hab. Maria Szottys (Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie).

Doktor nauk biologicznych, stopien uzyskany w 2009 roku, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, na podstawie rozprawy doktorskiej pt. Znaczenie
estrogendw i wczesnych etapdw steroidogenezy w uktadach reprodukcyjnych rozwijajgcego sie ptodu
i ciezarnej swini, promotor: Prof. dr hab. Maria Stomczynska, recenzenci: Prof. dr hab. Maria Szottys
(Uniwersytet Jagielloniski w Krakowie), Prof. dr hab. Renata Ciereszko (Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1 marzec 2009 — 30 wrzesien 2011
asystent naukowo-dydaktyczny w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie

1 pazdziernik 2011 — do chwili obecnej
adiunkt naukowo-dydaktyczny w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie

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

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Rozwéj ptodowych gonad swini w warunkach ograniczonego dziatania androgenéw

4.2. Autorzy, tytut publikacji, nazwa wydawnictwa, rok wydania

Impact factor (IF) podano wedtug Journal Citation Reports zgodnie z rokiem opublikowania pracy;
punkty MNiSW wedtug wykazu czasopism naukowych (lista A) opublikowanego przez MNiSW 31
grudnia 2015; liczbe cytowan wedtug ISI Web od Science (z 05.02.2016).
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MNiSW: 135, liczba cytowan: 19, liczba cytowan bez autocytowan: 6.

4.3. Omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnie¢ wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Prawidtowy rozwdj gonad w okresie prenatalnym jest kluczowy dla zapewnienia ptodnosci, a tym

samym sukcesu reprodukcyjnego gatunku. Zarowno rozwdj meskiego jak i zenskiego uktadu

rozrodczego jest bardzo precyzyjnie regulowany przez wiele czynnikow, takze hormonalnych. Wsréd

hormonéw steroidowych centralng role odgrywajg androgeny, ktére wywierajgc swoj efekt
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biologiczny poprzez interakcje z receptorem androgenowym (AR), regulujg rozwdj i wiele innych
aspektow normalnego funkcjonowania meskiego uktadu rozrodczego. Co ciekawe, prowadzone w
ostatnim czasie intensywne badania na jajnikach naczelnych podkreslajg réwniez istotny udziat
androgendow w regulacji wczesnych etapéw folikulogenezy (Gervdsio i wsp. 2014). Ponadto szereg
badan wskazuje na istnienie powigzan pomiedzy zaburzeniami obserwowanymi w dorostym zyciu a
nieprawidtowga ekspozycjg na steroidy w okresie rozwoju ptodowego (Padmanabhan i Veiga-Lopez
2011). Réwnowaga hormonalna w okresie prenatalnym, a tym samym kontrola i regulacja
hormonalna, moze by¢ zaktdcona przez wystepujace w sSrodowisku zwigzki o aktywnosci anty-
androgennej lub androgennej, ktére mogg wptywaé na procesy zalezne od androgendw. Z tego
powodu zastosowanie modeli zwierzecych stuzgcych do oceny skutkéw niedoboru jak i nadmiaru
androgendw pozwala na precyzyjne okreslenie wptywu tych hormondéw na rozwdj i funkcjonowanie
gonad, a w konsekwencji na ptodnosc. Bardzo niewiele tego typu badan prowadzi sie na zwierzetach
gospodarskich, a w szczegélnosci na sSwiniach. W sSwietle ostatnich doniesier, swinia dzieki
szczegblnemu podobienstwu do cztowieka pod wzgledem anatomicznym i fizjologicznym uznawana
jest za najbardziej odpowiedni model badawczy stosowany w badaniach biomedycznych (Bendixen i
wsp. 2010). Ponadto wykorzystywana jest jako model w ocenie skutkdow ekspozycji na ksenobiotyki i
zanieczyszczenia Srodowiska (Kuzmuk i Schook 2011). Powyzsze dane stanowity inspiracje do podjecia
przeze mnie badan dotyczacych zaburzen rozwoju ptodowych gonad sSwini w warunkach
ograniczonego dostepu androgenéw. Uwazam, ze problem ten wydaje sie szczegdlnie istotny w
Swietle doniesien o wzrastajgcym narazeniu na obecne w srodowisku zwigzki o dziataniu anty-
androgennym. Pomimo, iz wiele zwigzkdéw zaburzajgcych procesy endokrynne zostato wycofanych z
uzytku, ze wzgledu na niebezpieczne dla zdrowia skutki, nowe zwigzki nalezace do tej grupy sg

skutecznie wprowadzane i stosowane w wielu dziedzinach gospodarki.

W okresie zycia ptodowego, zaréwno podczas rozwoju jader jak i jajnikdw, mozna wyrdzni¢ okresy
krytyczne, ktdre determinujg prawidtowe funkcjonowanie gonad po uzyskaniu dojrzatosci ptciowej. U
Swini réznicowanie meskiego uktadu rozrodczego rozpoczyna sie okoto 26 dnia po zaptodnieniu i
zwigzane jest z rédznicowaniem komarek Sertoliego z prekursorowych komérek somatycznych oraz z
tworzeniem sznuréw ptciowych. Wkrétce potem ptodowe komérki Leydiga rozpoczynajg produkcje
androgendw, ktdre inicjujg rozwdj meskiego fenotypu (McCoard i wsp. 2002). W przypadku braku
androgendw, w 33 dniu cigzy rozpoczyna sie rdznicowanie gonady zenskiej, a morfologicznie
zréznicowany jajnik jest juz obserwowany okoto 44 dnia po zaptodnieniu (McCoard i wsp. 2001). U
Swini, podobnie jak u wiekszosci ssakéw, folikulogeneza rozpoczyna sie juz w okresie ptodowym i jest
kontynuowana, az do wygasniecia czynnosci jajnikéw, co jest jednoznaczne z zakoniczeniem okresu

rozrodczego samicy. Pierwsze pecherzyki pierwotne mozna zaobserwowaé w 56 dniu po
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zaptodnieniu. Jednak proces ich intensywnego tworzenia, a tym samym utworzenie puli pecherzykéw
pierwotnych, jak réwniez tranzycja tych pecherzykéw do stadium pierwszorzedowego, majg miejsce
pod koniec zycia prenatalnego oraz w okresie neonatalnym (Bielanska-Osuchowska 2006).
Prowadzone dotychczas w naszym Zespole badania wykazaty obecnos¢ receptoréw androgenowych
w ptodowych gonadach swini (Burek i wsp. 2007), co wskazuje, ze sg on tkankg docelowga dla tych
hormondw. Dlatego tez hipoteza badan przedstawionych jako osiggniecie naukowe zaktadata, ze
ograniczony dostep do androgenéw, w krytycznych dla rozwoju gonad okresach zycia ptodowego,
moze wptywac na ekspresje gendw zaleznych od androgenéw, ktére sg zaangazowane w rozwgj i
funkcjonowanie ptodowych jader i jajnikébw. W celu doswiadczalnego ograniczenia dziatania
androgendw zostat uzyty niesteroidowy anty-androgen, flutamid, ktory wigze sie z AR i hamuje
zalezng od AR aktywnosc transkrypcyjng, zaktécajgc tym samym dziatanie endogennych androgenéw
(Tevell i wsp. 2006). Ciezarne lochy otrzymywaty podskdrne iniekcje flutamidu (w dawce 50 mg/kg
masy ciata, codziennie przez 7 kolejnych dni) miedzy dniem 43 a 49 po zaptodnieniu (GD50), dniem
83 a 89 po zaptodnieniu (GD90) lub dniem 101 a 107 po zaptodnieniu (GD108). Dla kazdej grupy
poddanej dziataniu flutamidu przygotowano grupe kontrolng, ktdorej w tym samym okresie co
flutamid, podawano podskdérnie sam nosnik (olej kukurydziany). Nastepnego dnia po zakoriczeniu
iniekcji flutamidu, czyli odpowiednio w dniu 50 (GD50), 90 (GD90) i 108 (GD108) cigzy, podczas
histerektomii usunieto macice wraz z ptodami, z ktérych wyizolowano gonady. Tym sposobem, w
ptodowych gonadach, badano natychmiastowe skutki ograniczonego dziatania androgendéw. Okres
podawania flutamidu w ptodach meskich pokrywat sie z czasem niezaleznej od przysadki proliferacji
ptodowych komodrek Leydiga (GD50) oraz z czasem zaleznej od przysadki kolejnej fali proliferacji i
réznicowania komdrek Leydiga (GD90 i GD108) (Van Vorstenbosch i wsp. 1984). Ponadto, pod koniec
cigzy w gonadzie meskiej ma miejsce szczyt proliferacji komérek Sertoliego (McCoard i wsp. 2003). Z
kolei w ptodowych jajnikach okresy podawania flutamidu pokrywaty sie z czasem tworzenia gniazd
komérek ptciowych (GD50), tworzenia pecherzykdw pierwotnych (GD90) oraz ich tranzycji do
stadium pecherzyka pierwszorzedowego (GD108) (Bielanska-Osuchowska 2006). Sposréd wielu
czynnikdw regulujgcych rozwdj i funkcjonowanie ptodowych gonad s$wini mojg uwage skupity
szczegolnie te, ktore sg zwigzane z procesem tworzenia pecherzykdw pierwotnych i ich tranzycjg do
pecherzykdw pierwszorzedowych oraz oddziatywaniami miedzykomdrkowymi. W swoich badaniach
skoncentrowatam sie rowniez na enzymach zaangazowanych w synteze androgendéw jak réwniez w
dojrzewanie mikroRNA, niezwykle waznych czasteczek niekodujgcego RNA, ktére biorg udziat w

regulacji ekspresji genéw podczas rozwoju.

Androgeny sg zaangazowane w regulacje ekspresji wielu gendw kontrolujgcych krytyczne dla

ptodnosci zenskiej, wczesne etapy folikulogenezy (Nightingale i wsp. 2003), ktére obejmujg ustalenie
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spoczynkowej puli pecherzykdéw pierwotnych oraz ich tranzycje do pecherzykéw pierwszorzedowych.
Potencjat rozrodczy samicy jest bowiem determinowany przez wielko$¢ powstatej podczas zycia
ptodowego puli pecherzykdéw oraz tempo w jakim te pecherzyki zaczng sie rozwijaé, zas zaburzona
koordynacja tych proceséw moze prowadzi¢ do nieprawidtowosci zwigzanych z rozrodem (Skinner
2005). Dlatego tez istotna wydata sie odpowiedZ na pytanie, czy niedobdr androgendw w okresie
prenatalnym wptywa na ekspresje gendéw androgenozaleznych i w konsekwencji zaburza
folikulogeneze u swini. Problem ten stat sie przedmiotem rozwazan pierwszej pracy wchodzacej w
sktad osiggniecia naukowego. Analizujgc uzyskane wyniki, przede wszystkim zaobserwowano
mniejszg liczbe pecherzykdéw jajnikowych po zastosowaniu flutamidu, co wskazywato, ze ograniczone
dziatanie androgendw skutkuje opdznieniem procesu folikulogenezy w ptodowych jajnikach $wini
(Knapczyk-Stwora i wsp. 2013, pozycja 1). Powszechnie wiadomo, Zze proces formowania
pecherzykdw pierwotnych jest zwigzany z apoptozg losowych oocytdw w gniazdach, ktéra utatwia
whikanie komdrek somatycznych, prekursorowych dla komérek ziarnistych i rozpad gniazd. Zatem w
celu wyjasnienia obserwowanych zaburzen zbadatam proliferacje i apoptoze oogoniéw/oocytéow w
gniazdach, jak réwniez ekspresje czynnika martwicy nowotworowej a (TNFa), uznawanego za
podstawowy czynnik indukujgcy apoptoze oocytéw i regulujgcy proces rozpadu gniazd. W efekcie
wykazatam wyziszy procent komérek apoptotycznych po zastosowaniu flutamidu w grupie GD50 i
GD90, a w grupie GD108 ten procent byt nizszy. Wyniki te byty zgodne z obserwowanymi zmianami
ekspresji TNFa na poziomie mRNA. Z kolei analiza proliferacji wykazata wyzszg ekspresje markera
proliferacji Ki-67, a tym samym wzrost proliferacji, po zastosowaniu flutamidu w grupach GD50 i
GD108, podczas gdy w grupie GD90 zaobserwowano spadek proliferacji. W oparciu o uzyskane wyniki
stwierdzitam, ze niedobdr androgendw w okresie cigzy zaktéca rownowage pomiedzy apoptozg i
proliferacjag w ptodowym jajniku $wini, co moze opdzniaé rozpad gniazd i tworzenie pecherzykdéw
pierwotnych (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013, pozycja 1). Ponadto po zastosowaniu flutamidu w grupie
z dnia 50 po zaptodnieniu, wykazatam wzrost ekspresji E-kadheryny. W tym okresie w korze jajnika
$wini obecne s3 jedynie gniazda oogoniéw/oocytéw, a obserwowany wzrost ekspresji E-kadheryny
moze utrudniaé proces ich rozpadu. Wyniki te sg szczegdlnie interesujgce, gdyz sugeruje sie, ze
spadek ekspresji E-kadheryny petni decydujgcg role w formowaniu pecherzykéw pierwotnych.
Powyisze wyniki wskazujg, ze ograniczone dziatanie androgenéw w Srodkowym i poZznym okresie
cigzy zaburza ekspresje gendw zaangazowanych we wczesne etapy folikulogenezy, prowadzac tym
samym do jej opdznienia (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013, pozycja 1). W swietle tych badan pojawito
sie kolejne pytanie, czy zastosowanie anty-androgenu wptywa réwniez na tranzycje pecherzykéw

pierwotnych do stadium pecherzyka pierwszorzedowego w ptodowym jajniku swini.



Proces tranzycji pecherzykéw pierwotnych do pierwszorzedowych jest regulowany przez szereg
czynnikdw wzrostu i cytokin. Badania prowadzone na myszach wykazaty, ze wejscie pecherzykow na
droge wzrostu jest miedzy innymi uzaleznione od prawidtowej interakcji pomiedzy czynnikiem Kit a
jego receptorem (c-Kit) (Driancourt i wsp. 2000). Co wiecej, badania dowodzg, ze regulacja czynnika
Kit przez androgeny jest jednym z elementéw kaskady sygnalizacyjnej kontrolujgcej folikulogeneze
(Shiina i wsp. 2006). Kolejng, zalezng od androgendw, parg ligand-receptor, ktorej oddziatywanie jest
niezwykle wazne w regulacji wzrostu pecherzyka pierwotnego, jest insulinowy czynnik wzrostu 1
(IGF1) oraz jego receptor (IGF1R) (Qu i wsp. 2000). Dlatego tez przedmiotem nastepnej pracy byto
zbadanie wptywu ograniczonego dostepu do androgendédw na proces tranzycji pecherzykéw
pierwotnych w ptodowym jajniku $wini poprzez analize ekspresji KL, c-Kit, IGF1 i IGF1R. Na szczegdlng
uwage zastugujg wyniki analizy morfologicznej, ktére wykazaty wiekszg ilos¢ pecherzykéw
pierwotnych, w stosunku do pierwszorzedowych, w jajnikach pochodzacych od ptodéw poddanych
dziataniu flutamidu w korncowym okresie cigzy (grupy GD90 i GD108) (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013,
pozycja 2). Obserwacje te potwierdzity nasze przypuszczenia o opdznieniu folikulogenezy po
zastosowaniu anty-androgenu. Ponadto podanie flutamidu skutkowato zmianami w ekspres;ji KL, c-
Kit, IGF1 i IGFIR na poziomie mRNA oraz zmniejszeniem intensywnosci barwienia
immunohistochemicznego na obecnos¢ c-Kit i IGF1R (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013, pozycja 2). W
oparciu o uzyskane wyniki stwierdzitam, ze niedobér androgendw w koncowym okresie cigzy zaburza
ekspresje zarowno uktadu KL/c-Kit jak i IGF1/IGF1R, co moze prowadzi¢ do zahamowania tranzycji, a
tym samym do opdznionej folikulogenezy w ptodowym jajniku $wini. Podsumowujac, rezultaty obu
powyzej opisanych prac wnoszg nowe informacje dotyczace, jak dotad stabo opisanej, roli

androgenow w procesie folikulogenezy w ptodowym jajniku swini.

W utrzymaniu wifasciwej homeostazy tkankowej niezwykle wazna jest komunikacja
miedzykomédrkowa, a prawidtowe interakcje miedzy sgsiadujgcymi komdrkami za posrednictwem
ztgcz szczelinowych sg niezbedne w regulacji rozwoju gonad oraz w kontroli oogenezy i
spermatogenezy. Prowadzone dotychczas w naszym Zespole badania wykazaty obecnosé koneksyny
43 (Cx43), jednego z gtéwnych biatek budujgcych ztgcza szczelinowe, w ptodowych gonadach $wini,
co sugeruje jej znaczenie zaréwno w regulacji funkcji jadra, jak réwniez wczesnych etapdéw
folikulogenezy w okresie prenatalnym (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013). Poza ztgczami szczelinowymi
kluczowa role w utrzymaniu integralnosci tkanki i prawidtowej transdukcji sygnatu odgrywa réwniez
adhezja komdrkowa. Jednym z gtéwnych biatek adhezyjnych jest 3-katenina, ktora taczac kadheryny z
elementami cytoszkieletu jest zaangazowana w regulacje adhezji komdrkowej, przekazywanie

sygnatu, ale réwniez moze wspdtdziataé z Cx43 (Ai i wsp. 2000). Biorgc pod uwage fakt, ze zaréwno



ekspresja Cx43 jak i B-kateniny moze by¢ regulowana przez androgeny, w dalszych badaniach
poddatam weryfikacji hipoteze dotyczgcg wptywu ograniczonego dziatania androgenéw w pdzinym
okresie cigzy na ekspresje tych biatek w ptodowych jadrach i jajnikach swini. W swojej pracy
wykazatam po raz pierwszy ekspresje [-kateniny w ptodowych gonadach swini w 90 i 108 dniu po
zaptodnieniu (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013, pozycja 3). Analiza rozmieszczenia tego biatka w
ptodach meskich wskazuje na jego lokalizacje w obrebie kanalikdw jagdrowych, w btonie komérek
Sertoliego i komadrek germinalnych, oraz w niewielkim stopniu w btonie komorek Leydiga. Lokalizacja
zarowno Cx43 jak i B-kateniny w ptodowych komérkach Leydiga sugeruje wspdtdziatanie tych biatek
w utrzymaniu witasciwej komunikacji miedzykomorkowej. Z kolei w ptodowym jajniku [-katenine
zlokalizowano w komdrkach pfciowych w obrebie gniazd oraz w bfonie oocytu i komdrek ziarnistych
tworzacych sie pecherzykéw. Podobnie jak w przypadku ptodowych komérek Leydiga, jednoczesna
obecnos¢ Cx43 i B-kateniny w komarkach ziarnistych tworzacego sie pecherzyka, moze wskazywac na
wspotdziatanie tych biatek w interakcji miedzykomérkowej na wczesnych etapach folikulogenezy u
$wini. Co wiecej, btonowa immunolokalizacja (3-kateniny w badanych strukturach sugeruje raczej jej
udziat w adhezji komérkowej niz w transdukcji sygnatu. Rdwnoczesnie wykazatam, ze ekspozycja na
anty-androgen w poéinym okresie cigzy prowadzita do spadku ekspresji Cx43 i [-kateniny w
ptodowych gonadach swini. Wyjatek stanowity jajniki z grupy GD108, w ktdrych po zastosowaniu
flutamidu wykazano wzrost ekspresji Cx43. W oparciu o uzyskane wyniki stwierdzitam, ze
obserwowane wskutek ograniczonego dziatania androgendw zmiany w ekspresji Cx43 i B-kateniny w
poznym okresie prenatalnym mogg zaburza¢ oddziatywania miedzykomérkowe w ptodowych
gonadach swini, a w konsekwencji zaktdécac¢ funkcje ptodowych komérek Leydiga oraz prawidtowe
formowanie sie pecherzykéw pierwotnych (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013, pozycja 3). Rezultaty tych
badan poszerzajg znaczgco wiedze na temat mechanizmu dziatania anty-androgenéw w ptodowych

gonadach.

Coraz wiecej badan wskazuje, ze ekspresja enzymoéw zaangazowanych w synteze steroidéw moze by¢
modulowana przez same hormony steroidowe. Doswiadczenia przeprowadzone na mysich
komodrkach Leydiga wykazaty hamujacy wptyw androgendw na ekspresje dehydrogenazy /A5-A4-
izomerazy 3B-hydroksysteroidowej (33-HSD) oraz cytochromu P450 17a-hydroksylazy/17,20-liazy
(Stalvey i Clavey 1992, Burgos-Trinidad i wsp. 1997). Co wiecej, zaburzenie kazdego z etapdw
steroidogenezy moze przyczynic sie do dysfunkcji uktadu rozrodczego, prowadzacych w konsekwencji
do zaburzen ptodnosci (Hu et al. 2009). Z tego powodu, w kolejnym etapie badai podjetam sie
sprawdzenia czy ograniczony dostep do androgenéw w koncowych etapach cigzy skutkuje zmianami

w ekspresji kluczowych enzymoéw zaangazowanych w biosynteze androgenéw w ptodowych
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gonadach $wini. W celu wyjasnienia tego zagadnienia, przeanalizowatam ekspresje i/lub
immunolokalizacje 3B-HSD, CYP17 oraz dehydrogenazy 17[3-hydroksysteroidowej (173-HSD) w
jajnikach i jadrach ptodéw poddanych dziataniu flutamidu w pdinym okresie prenatalnym. Przy
uzyciu metody PCR w czasie rzeczywistym wykazatam wzrost ekspresji 33-HSD i CYP17 w ptodowych
jadrach w grupie GD90, natomiast w grupie GD108 obserwowatam spadek ekspresji 33-HSD i 17[3-
HSD3, a wzrost ekspresji CYP17. Zaréwno CYP17 jak i 173-HSD3 zlokalizowane byly w ptodowych
komdrkach Leydiga. Po zastosowaniu anty-androgenu wykazatam wzrost intensywnosci reakcji
immunohistochemicznej w obu badanych grupach (GD90 i GD108), podczas gdy intensywnos$c
barwienia dla 17[3-HSD3 byta nizsza w grupie GD108 (Knapczyk-Stwora i wsp. 2014, pozycja 4).
Obserwacje te wskazujg, ze wystepujgce w srodowisku zwigzki o aktywnosci anty-androgennej mogg
bezposrednio wptywaé na ekspresje enzymow zaangazowanych w biosynteze androgendw, ktére sg
niezbedne do prawidtowej spermatogenezy, a tym samym ptodnosci. Ponadto w swojej pracy
wykazatam po raz pierwszy ekspresje mRNA dla 33-HSD i 173-HSD1 oraz immunolokalizacje 33-HSD
w ptodowym jajniku swini. Co wiecej, zastosowanie anty-androgenu skutkowato wzrostem ilosci
transkryptu dla 3[3-HSD, a spadkiem dla CYP17 i 173-HSD1 w grupie GD90. Z kolei po zastosowaniu
flutamidu w grupie GD108 obserwowano spadek ekspresji 33-HSD, a wzrost CYP17. Enzym 3[3-HSD
zlokalizowano w komérkach ziarnistych tworzacych sie pecherzykdw jajnikowych. Po zastosowaniu
flutamidu obserwowano nastepujgce zmiany w intensywnosci reakcji immunohistochemicznej:
wzrost intensywnosci barwienia dla 33-HSD w grupie GD90, a dla CYP17 w grupie GD108. Otrzymane
rezultaty wskazujg, ze w ptodowym jajniku $wini, podobnie jak w ptodowym jadrze, androgeny mogg
kontrolowac¢ ekspresje 33-HSD i CYP17, jednak regulacja ta rézni sie w zaleznosci od etapu rozwoju
ptodowego (Knapczyk-Stwora i wsp. 2014, pozycja 4). Wyniki te w wiekszym stopniu podkreslaja
istotng role androgendw podczas rozwoju ptodowego Swini i wskazujg, ze hormony te moga

modulowadé ekspresje enzymoéw zaangazowanych w ich biosynteze.

W ostatnim czasie szczegdlng uwage poswieca sie czgsteczkom mikroRNA (miRNA), ktdre obecnie
uwazane sg za jeden z najwazniejszych potranskrypcyjnych regulatoréw ekspresji genéw, petnigcych
role w niemal wszystkich procesach biologicznych w organizmie. R6znorodnos¢ gendéw regulowanych
przez miRNA sprawia, ze czgsteczki te majg znaczenie w kontroli proliferacji, réznicowania i apoptozy
komodrek, jak rowniez kontroli rozwoju i funkcjonowania uktadu rozrodczego (Carletti and
Christenson 2009, Ran et al. 2014). Proces biogenezy i dojrzewania miRNA jest wieloetapowy i
katalizowany miedzy innymi przez nalezagcg do RNaz typu lll rybonukleaze Dicerl (Murchison and
Hannon, 2004). Najnowsze doniesienia wskazujg, ze hormony steroidowe wptywajgc na biosynteze

kluczowych komponentéw biogenezy miRNA mogg regulowa¢ dojrzewanie tych czasteczek.

9



Przeprowadzone in vitro badania na liniach komdrkowych nowotworu prostaty wykazaty, ze
androgeny mogga zwiekszac ekspresje genow zwigzanych z syntezg miRNA, w tym rédwniez enzymu
Dicerl (Mo et al., 2013). Mozina zatem przypuszczaé, ze przynajmniej czeSciowo, opisane powyzej
zmiany w ekspresji gendw w warunkach ograniczonego dziatania androgendéw mogg by¢ zwigzane z
zaburzong biogenezg miRNA. Dlatego tez celem ostatniej pracy, wchodzacej w skfad osiggniecia
naukowego, byto zbadanie czy prenatalna ekspozycja na flutamid w srodkowym i koricowym okresie
cigzy wptywa na ekspresje enzymu Dicerl w ptodowych gonadach swini. Jak wykazano, prenatalna
ekspozycja na anty-androgen skutkowata zmieniong ekspresjag Dicerl na poziomie mRNA w
ptodowych jadrach we wszystkich badanych grupach (GD50, GD90 i GD108), z kolei w ptodowych
jajnikach tylko w grupach GD50 i GD90. Obserwacje te wskazujg, ze androgeny mogg by¢
zaangazowane w kontrole ekspresji Dicerl w ptodowych gonadach $wini, co moze wptywac na
biogeneze miRNA, a w konsekwencji na potranskrypcyjng regulacje ekspresje genéw (Knapczyk-
Stwora i wsp. 2015, pozycja 5). Ponadto, po raz pierwszy wykazatam ekspresje i komdrkowa
lokalizacje enzymu Dicerl w ptodowych gonadach $wini. Reakcja immunohistochemiczna pozwolita
na zlokalizowanie Dicerl w cytoplazmie ptodowych komodrek Leydiga, podczas gdy w ptodowym
jajniku enzym ten byt obecny w cytoplazmie oogonidw, oocytéw i komadrek ziarnistych tworzgcych sie
pecherzykdw (Knapczyk-Stwora i wsp. 2015, pozycja 5). W celu petnego zrozumienia zaburzen
zwigzanych z ograniczonym dziataniem androgendw w okresie prenatalnym niezbedne sg dalsze
badania prowadzace do identyfikacji specyficznych miRNA, ktére sg zaangaiowane w rozwoj i

funkcjonowanie ptodowych gonad swini.

Podsumowujac, wyniki badan przedstawionych jako osiggniecie naukowe podkreslajg szczegdlng role
androgendw w ptodowych gonadach $wini. Warto zauwazy¢, ze w wielu przypadkach efekt dziatania
anty-androgenu na ekspresje badanych gendow roéznit sie w zaleznosci od okresu narazenia, co
wskazuje, ze wrazliwos¢ ptodowych gonad na egzogenne anty-androgeny jest uwarunkowana
etapem rozwoju. Otrzymane przeze mnie wyniki przy uzyciu przedstawionego modelu badawczego
wykazaly, ie anty-androgeny moga by¢ jednym z czynnikdw zaburzajacych funkcjonowanie
ptodowych jader i wczesnych etapow folikulogenezy. Co wiecej, wyniki te zwracajg uwage na
potrzebe monitorowania obecnych w s$rodowisku anty-androgendéw, ktére zaburzajac dziatanie
endogennych androgendéw, mogg negatywnie wptywa¢ na rozwéj ptodowych gonad, a w

konsekwencji na ptodnosc.

4.4. Dalsze plany badawcze

Majac na uwadze wykazany w powyzszych badaniach wptyw prenatalnego podania anty-androgenu

na rozwoj pecherzyka jajnikowego, celem naukowym kolejnego projektu bedzie wyjasnienie czy i w
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jaki sposdb narazenie na wybrane czynniki o aktywnosci hormonalnej w okresie neonatalnym wptywa
na wczesne etapy folikulogenezy u sSwini. OdpowiedZ na to pytanie bedzie mozliwa dzieki
przeprowadzeniu badan w ramach projektu NCN zatytutowanego ,Molekularne aspekty dziatania
zwigzkow o aktywnosci hormonalnej na proces folikulogenezy w neonatalnym jajniku $wini” (OPUS 9,
numer projektu 2015/17/B/NZ9/01457), ktérego jestem wykonawcg. Réwnoczesénie, biorgc pod
uwage fakt, ze niezaktécony rozwdj jajnika w okresie prenatalnym i neonatalnym jest krytyczny dla
sukcesu reprodukcyjnego, rodzi sie pytanie o dtugotrwate skutki narazenia na zwigzki o dziataniu
hormonalnym, wptywajgce na funkcje rozrodcze organizmu w okresie dojrzatosci ptciowej. Z tego
wzgledu, w kolejnym etapie badan planuje okresli¢ czy nadmiar lub niedobdr androgenéw lub
estrogendw w okresie neonatalnym moze wptywaé¢ na procesy regulujace folikulogeneze i
funkcjonowanie ciatka zéttego (produkcje steroidéw i epigenetyczne zmiany kontrolujgce ekspresje

gendw) w jajniku dojrzatej ptciowo Swini.
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Gtéwny obszar moich zainteresowan badawczych jest zwigzany z hormonalng regulacjg zenskiego
uktadu rozrodczego, a szczegdlnie udziatem androgendw w rozwoju i funkcjonowaniu gonad swini. W
trakcie IV roku studiéw magisterskich na kierunku Biologia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie zwigzatam sie z kierowanym przez Prof. dr hab. Barbare
Bilinskg Zaktadem Endokrynologii Instytutu Zoologii UJ, w ktédrym obecnie jestem zatrudniona.
Bratam woOwczas udziat w pracach nad ekspresja enzymu zaangazowanego w biosynteze
progesteronu, 3B-HSD, w jajniku ciezarnej swini. Wyniki tych badan wykazaty réznice w ekspresji 3B-
HSD w pecherzykach jajnikowych pochodzgcych od swin cyklujacych i ciezarnych, jak réwniez réznice
w immunolokalizacji tego enzymu w ciatkach zé6ttych pochodzacych z réznych dni cigzy. Badania te
byty prowadzone pod kierunkiem mojego promotora, Prof. dr hab. Marii Stomczynskiej, a ich
rezultatem byfa praca magisterska zatytutowana ,,Immunohistochemiczna lokalizacja dehydrogenazy
A*-3B-hydroksysteroidowej w jajniku ciezarnej $wini” oraz publikacja uzyskanych wynikéw w formie

oryginalnej pracy badawczej: Knapczyk i wsp. 2007, poz. I1.A.3.

W trakcie realizacji mojej pracy magisterskiej zostatam witgczona réwniez w badania prowadzone
przez mojego promotora, a dotyczace ekspresji receptora androgenowego w ukfadzie
reprodukcyjnym ptodéw i ciezarnej swini. Analizy te wymagaty opanowania przeze mnie nowych
metod, miedzy innymi metody izolacji RNA, reakcji RT-PCR (reakcji PCR z odwrotng transkrypcjg) oraz
immunohistochemii. Rezultatem tych badan byto wykazanie obecnosci receptora androgenowego
zarowno w ptodowych jadrach i jajnikach, jak i w jajniku i macicy ciezarnej swini, co wskazuje na
udziat androgendw w regulacji funkcji ptodowych gonad oraz jajnikdw i macicy w okresie cigzy. W
wyniku udziatu w realizacji tych badan jestem wspdtautorka trzech publikacji: Sfomczyrnska i wsp.
2006, poz. Il.A.1; Burek i wsp. 2007, poz. 1.A.2; Stomczyriska i wsp. 2008, poz. Il.A.5. Pragne
podkresli¢, ze uzyskanie materiatu od ciezarnych swin byto mozliwe dzieki nawigzaniu wspdtpracy
Prof. dr hab. Marii Stomczynskiej z Prof. dr hab. Markiem Koziorowskim z Pozawydziatowego
Zamiejscowego Instytutu Biotechnologii Stosowanej i Nauk Podstawowych Uniwersytetu
Rzeszowskiego, dzieki ktorej mozliwa byta realizacja mojej pracy magisterskiej, doktorskiej, jak i
pozniejszych badan dotyczacych funkcjonowania ptodowych gonad i uktadu rozrodczego ciezarnej

Swini w warunkach ograniczonego dziatania androgendéw.

W latach 2005-2009, jako doktorantka Zaktadu Endokrynologii UJ, prowadzitam badania nad
znaczeniem estrogendw i wczesnych etapdw steroidogenezy w uktadzie reprodukcyjnym

rozwijajacego sie ptodu i ciezarnej swini. Badania te prowadzone byty w ramach dwdch projektéw
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BW, przyznawanych jako granty wewnetrzne Wydziatu BiNoZ UJ, finansowanych ze $rodkéw na
dziatalnos$¢ statutowg MNiSW oraz grantu promotorskiego MNiSW (KBN) zatytutowanego ,,Znaczenie
estrogendw i wczesnych etapow steroidogenezy w uktadach reprodukcyjnych rozwijajgcego sie ptodu
i ciezarnej swini” (N303 01832/0931), przyznanego mi na lata 2007-2009. Prowadzac te badania
wykazatam obecnos¢ obu typdw receptora estrogenowego (ERa i ERB) w jajniku ciezarnej swini, co
sugerowato, ze estrogeny moga regulowac¢ jego funkcje w okresie cigzy. Ponadto analiza
rozmieszczenia ERO i ERP w macicy ciezarnej swini obrazowata dynamiczne zmiany zachodzgce w jej
strukturze podczas cigzy. ERB byt dominujgcym typem receptora estrogenowego w ptodowym jadrze,
jajniku i macicy , a obecno$¢ obu typdw receptora estrogenowego sugerowata wptyw estrogendéw na
rozwijajacy sie uktad rozrodczy swini. Z kolei obecnos$¢ 3B-HSD w ptodowych gonadach wskazywata,
Ze sg one miejscem syntezy hormondéw steroidowych. Wyniki tych badan prezentowatam na
konferencjach krajowych i zagranicznych (m.in. na XLI Sympozjum Polskiego Towarzystwa
Histochemikow i Cytochemikéw w Starych Jabtonkach w 2006 roku, /| Zimowej Szkole Towarzystwa
Biologii Rozrodu w Zakopanem w 2007 roku oraz The Society for Reproduction and Fertility
Conference and Exhibition w Edynburgu, w Szkocji w 2008 roku) i opublikowatam w renomowanych
czasopismach naukowych: Knapczyk i wsp. 2008, poz. 1l.A.6; Knapczyk i wsp. 2008, poz. Il.A.7;
Knapczyk-Stwora i wsp. 2011, poz. Il.A.11. Stanowity one tez przedmiot mojej rozprawy doktorskiej
pt. Znaczenie estrogendw i wczesnych etapow steroidogenezy w uktadach reprodukcyjnych
rozwijajgcego sie ptodu i cieZzarnej swini, przygotowanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Marii
Stomczynskiej. Réwnolegle z prowadzeniem badan dotyczacych mojej pracy doktorskiej, bratam
rowniez udziat w badaniach dotyczgcych ekspresji receptora androgenowego i enzymoéw szlaku
steroidogenezy w jajniku nornicy rudej oraz wptywu transferyny na aktywnos$¢ enzymu aromatazy w
komdrkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego swini. Wynikiem tych prac byto wspoétautorstwo
trzech oryginalnych publikacjach naukowych: Galas i wsp. 2007, poz. II.A.4; Durlej i wsp. 2008, poz.
ILA.8; Galas i wsp. 2012, poz. Il.A.23. Ponadto w czasie studiéw doktoranckich odbytam
dwutygodniowy staz w Katedrze Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie (styczen 2006), gdzie wykonatam pdtilosciowg ocene intensywnosci zabarwienia tkanek
analizowanych immunohistochemicznie. W roku 2007 bytam laureatkg Stypendium z Funduszu im.
Adama Krzyzanowskiego dla doktorantéw UJ wyrézniajgcych sie w pracy naukowej i dydaktycznej.
Publiczna obrona mojej pracy doktorskiej odbyta sie 19 stycznia 2009 roku, a stopier doktora nauk
biologicznych zostat mi nadany decyzja Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ 20 stycznia 2009.
Prace doktorskg obronitam z wyrdznieniem uzyskujgc Dyplom Uznania za wybitng rozprawe

doktorskg od Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, w marcu 2009 roku, zostatam zatrudniona w
Zaktadzie Endokrynologii w Instytucie Zoologii UJ, poczatkowo na stanowisku asystenta naukowo-
dydaktycznego, a od pazdziernika 2011 roku na stanowisku adiunkta. W 2009 roku odbytam
potroczny podoktorski staz naukowy w University of Texas Health Science Center (San Antonio, USA)
na wydziale Molecular Medicine, gdzie bratam udziat w badaniach nad znaczeniem mikroRNA w
nowotworze prostaty oraz metylacjg receptora androgenowego, co wymagato opanowania nowych
technik badawczych. Miatam tam mozliwos¢ zapoznania sie z technikg prowadzenia hodowli linii
komérkowych ludzkiego nowotworu prostaty oraz mysich embrionalnych komérek macierzystych, a
takze wykonywatam molekularne klonowanie, izolacje plazmidéw, transfekcje, izolacje mikroRNA ze
skrawkoéw parafinowych nowotworu prostaty w réznych stadiach rozwoju oraz analize RNA przy
uzyciu metody real-time PCR. Wyniki prowadzonych przeze mnie badan dotyczacych metylacji
receptora androgenowego zostaty przedstawione na konferencji Endo 2010 w San Diego (USA) oraz

opublikowane (Ko i wsp. 2011, poz. II.A.16).

Po powrocie skupitam sie na kontynuacji badan na materiale pozyskanym od ciezarnych $win, ktére
pozwolity na wykazanie w jajniku ciezarnej swini oraz w ptodowych gonadach, obecnosci kolejnego
enzymu zaangazowanego W biosynteze hormondéw steroidowych - cytochromu P450 17a-
hydroksylazy/17,20-liazy. Ponadto wykazatam obecnos$¢ na poziomie mRNA i biatka koneksyny 43
(Cx43) w ptodowych gonadach swini w 50, 70 i 90 dniu cigzy, co wskazywato na role komunikacji
miedzykomédrkowej w kontroli funkcjonowania ptodowego jadra oraz poczgtkowych etapéw rozwoju
pecherzyka jajnikowego. Wyniki te opublikowatam w dwéch oryginalnych pracach badawczych:

Knapczyk-Stwora i wsp. 2011, poz. 1l.A.18 i Knapczyk-Stwora i wsp. 2012, poz. I1.A.24.

Powszechnie wiadomo, ze w rozwoju ptodowym ssakow hormony steroidowe zaangazowane sg w
réznicowanie wewnetrznych i zewnetrznych narzagdéw ptciowych. Zaréwno niedobdr jak i nadmiar
hormondéw steroidowych podczas cigzy jest przyczyng zaburzen zwigzanych z rozrodem u dorostych
samcow i samic. Dlatego czynniki srodowiskowe o wtasciwosciach anty-androgennych, badz tez
androgennych mogg poprzez potaczenie z receptorem androgenowym, wptywaé, a czesto zaburzac
funkcje androgendw w uktadzie rozrodczym. Badania w ramach grantu MNiSW kierowanego przez
Prof. dr hab. Barbare Bilinskg, realizowanego w latach 2009-2011, ktdérego bytam wykonawcg,
dotyczyly wptywu prenatalnego podawania antyandrogenu flutamidu na komunikacje
miedzykomdrkowg w zenskim i meskim uktadzie rozrodczym swini (N303 339835). Pozwolity one na
czeSciowe poznanie skutkéw zablokowania dziatania androgenéw w okresie prenatalnym,
neonatalnym i postnatalnym na funkcjonowanie zaréwno zenskiego, jak i meskiego uktadu

rozrodczego S$wini. Rezultatem tych badan bylo wykazanie istotnego wptywu androgendw na
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ekspresje zaangazowanej w potgczenia miedzykomadrkowe Cx43 w jadrze i jajniku $wini. Ponadto po
zastosowaniu flutamidu w okresie prenatalnym i neonatalnym obserwowano zaburzong ekspresje
Cx43 w gonadach swin przed i po osiggnieciu dojrzatosci ptciowej. Wyniki te zostaty zaprezentowane
na krajowych i miedzynarodowych konferencjach oraz opublikowane w formie cyklu oryginalnych
prac badawczych, w ktérych jestem wspotautorem: Kopera i wsp. 2010, poz. 1l.A.10; Durlej i wsp.
2011, poz. I.A.12; Durlej i wsp. 2011, poz. II.A.15; Kopera i wsp. 2011, poz. Il.A.17. Materiat zebrany
w ramach w/w grantu umozliwit rowniez przeprowadzenie dodatkowych badan nad rolg androgenéw
w zenskim uktadzie rozrodczym. Wykazalismy, ze prenatalna ekspozycja na anty-androgen wptywa na
rozwdj macicy u neonatalnych i 3-miesiecznych $win, co moze zaburzac jej funkcjonowanie w okresie
dojrzatosci ptciowej. Wyniki te zostaty opublikowane w formie oryginalnej pracy badawczej
(Knapczyk-Stwora i wsp. 2011, poz. Il.A.13). Ponadto zbadano skutki prenatalnej i neonatalnej
ekspozycji na flutamid w jajnikach swini i wykazano wptyw anty-androgenu na ekspresje receptora
FSH w jajnikach zwierzat neonatalnych, podczas gdy w jajniku swini dojrzatej ptciowo flutamid
wptywat na réwnowage miedzy apoptozg i proliferacja w duzych pecherzykach antralnych, synteze
17B-estradiolu oraz ekspresje akwaporyny 5. Efektem tych prac byta publikacja wynikow w czterech
oryginalnych pracach badawczych, ktérych jestem wspdtautorem: Durlej i wsp. 2011, poz. 11.A.14;
Durlej i wsp. 2012, poz. 1l.A.21; Grzesiak i wsp. 2012, poz. Il.A.22; Grzesiak i wsp. 2016, poz. 1l.A.33.

Gtéwny nurt moich prac badawczych prowadzonych po uzyskaniu stopnia doktora dotyczyt efektu
prenatalnego narazenia na anty-androgeny w ptodowych gonadach s$wini. Wiekszos$¢ tych badan
stanowi podstawe osiggniecia naukowego prezentowanego w pierwszej czesci autoreferatu. Znaczng
ich czes¢ realizowatam jako gtéwny wykonawca w projekcie kierowanym przez Prof. dr hab. Marie
Stomczynskg (Molekularne podstawy rozwoju jajnika Swini po zastosowaniu antyandrogenu
(flutamidu) w okresie Zycia ptodowego, grant MNiSW, N303 596539) oraz w ramach kierowanego
przeze mnie projektu MNiSW luventus Plus pt. ,,Wptyw antyandrogenu (flutamidu) na ekspresje
wybranych biatek potqczeri szczelinowych oraz enzymdw szlaku steroidogenezy w ptodowych
gonadach swini” (IP2011 024571). Poza omdwionymi wynikami, zamieszczonymi w publikacjach
wiaczonych w osiggniecie naukowe, wykazano, ze ograniczone przy uzyciu flutamidu dziatanie
androgendw w okresie prenatalnym prowadzito do zaburzonej ekspresji czynnikow nalezgcych do
superrodziny transformujacego czynnika wzrostu typu [ oraz ich receptoréw. Uzyskane rezultaty
moga ttumaczyé, przynajmniej cze$ciowo, opdzniony proces tworzenia pecherzykdw pierwotnych w
ptodowym jajniku $wini i podkreslajg znaczacy udziat androgendw w regulacji wczesnych etapéw
folikulogenezy (Knapczyk-Stwora i wsp. 2014, poz. 1I.A.30). Rdwnoczesnie w czasopiSmie ,Postepy

Biologii Komoérki” opublikowatam artykut przeglagdowy, w ktérym podsumowatam déwczesny stan
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wiedzy na temat wptywu androgendw i estrogendéw na rozwdj ptodowych gonad Swini, z
uwzglednieniem mozliwej roli wystepujgcych w s$rodowisku zwigzkdéw zaburzajgcych dziatanie

endogennych hormondw (Knapczyk-Stwora i wsp. 2013, poz. 11.A.34).

Jednoczesnie bytam wykonawcg dwdch projektéw badawczych: Genomowe i pozagenomowe
dziatanie androgendéw w pecherzyku jajnikowym swini - badania in vitro (grant MNiSW, N303 538838,
kierownik dr hab. Matgorzata Duda) oraz Molekularne podstawy funkcjonowania ciatka Zdéftego
cigzowego swini w warunkach doswiadczalnego ograniczenia dziatania androgendw — badania in vivo
(grant NCN, SONATA, 2011/03/D/NZ4/00303, kierownik dr Matgorzata Grzesiak). W ramach
pierwszego projektu bytam zaangazowana w badania in vitro nad znaczeniem androgendw w
procesie apoptozy i ekspresji receptora androgenowego w komorkach ziarnistych pecherzyka
jajnikowego sSwini jak rowniez w ekspresji enzyméw szlaku steroidogenezy w organotypowych
hodowlach pecherzyka jajnikowego. Uzyskane wyniki z zastosowaniem 2-hydroksyflutamidu, jako
modelowego antyandrogenu dowiodty, ze androgeny odgrywajg role w apoptozie komérek
ziarnistych podczas atrezji pecherzyka jajnikowego oraz wptywajg na ekspresje receptora
androgenowego i aktywnos¢ enzymdw zaangazowanych w steroidogeneze w pecherzyku jajnikowym
swini. Efektem mojego udziatu w tych badaniach jest wspoétautorstwo trzech prac oryginalnych: Duda
i wsp. 2012, poz. 1I.A.20; Duda i wsp. 2013, poz. 1l.A.25; Duda i wsp. 2014, poz. 11.A.28. Z kolei w
ramach drugiego projektu bratam udziat w pracach dotyczgcych funkcjonowania cigzowego ciatka
z6ttego swini w warunkach ograniczonego dziatania androgendéw. Uzyskane wyniki potwierdzity
hipoteze, ze androgeny s zaangazowane w regulacje funkcji ciatka zéttego swini w srodkowym i
pdznym okresie cigzy. Badania z uzyciem flutamidu wykazaty, ze ograniczony dostep do androgenéw
w okresie cigzy prowadzi do dysfunkcji ciatka zdéttego manifestujgcej sie spadkiem syntezy
progesteronu, szczegdlnie pod koniec cigzy i w okresie okotoporodowym. Obserwowany spadek
syntezy progesteronu w tym okresie spowodowany byt zaburzong ekspresja enzymoéw
zaangazowanych w jego synteze w komadrkach lutealnych. Jest to szczegdlnie istotne, gdyz ciatko
726tte u Swini jest gtéwnym Zrédtem progesteronu przez caty okres cigzy. Ponadto niedobdr
androgenow w Srodkowym i péZznym okresie cigzy prowadzit do zmian w produkcji androstendionu,
testosteronu i estronu w komodrkach lutealnych sSwini. Nasze badania wykazaty réwniez, ze
zastosowanie flutamidu zaburzato ekspresje B-kateniny i jej interakcje z E-kadheryng, co dowodzi, ze
androgeny dziatajagc poprzez receptor androgenowy sg waznym regulatorem oddziatywan
miedzykomérkowych w ciatku zéttym cigzowym swini. Efektem mojego udziatu w tych badaniach jest
wspotautorstwo trzech prac oryginalnych: Grzesiak i wsp. 2014, poz. 1.A.27; Grzesiak i wsp. 2014,
poz. 1l.A.29; Grzesiak i wsp. 2015, poz. 11.A.32.
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Rownoczesnie bratam rowniez udziat w badaniach nad immunolokalizacjg receptora androgenowego
i enzymow steroidogenezy w jajnikach niedojrzatych ptciowo szczuréw oraz w komarkach ziarnistych
wzgorka jajonosnego szczuréw dojrzatych ptciowo (Szoftys i wsp. 2010, poz. 11.A.9; Galas i wsp. 2012,
poz. 1l.A.19). Bytam tez zaangazowana w prace dotyczace wptywu flutamidu na ekspresje enzymu
dehydrogenazy 20a-hydroksysteroidowej w tozysku swini oraz na ekspresje Cx43 w tozysku i macicy
Swini w okresie cigzy (Grzesiak i wsp. 2014, poz. 1.A.26; Wieciech i wsp. 2014, poz. Il.A.31). Poza
pracami eksperymentalnymi jestem tez wspotautorky pracy przegladowej podsumowujacej aktualng
wiedze na temat ekspresji oraz fizjologicznej roli dehydrogenazy 20a-hydroksysteroidowej w
tkankach matki oraz ptodu podczas cigzy (Grzesiak i wsp. 2014, poz. 11.A.35). W ramach wspétpracy z
Katedrag Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie,
bratam udziat w badaniach nad wptywem mikotoksykozy zearaleonowej na obecnos¢ receptoréw
estrogenowych w jajnikach niedojrzatych ptciowo suk. Wyniki tej wspétpracy zostaty zaprezentowane
podczas konferencji naukowej Farmakologiczne i Toksykologiczne Aspekty Dziatania Ksenobiotykéw
w Olsztynie w 2010 roku. Z kolei w ramach wspdtpracy z Zaktadem Fizjologii i Toksykologii Rozrodu U)J
badatam immunolokalizacje apeliny w pecherzykach jajnikowych $wini. Wyniki tych badan zostaty
zaprezentowane podczas The Society for Experimental Biology's (SEB) Annual Main Meeting w
Pradze w 2015 roku oraz IV Zimowej szkoty TBR w Zakopanem w lutym tego roku. Aktualnie biore
udziat w badaniach, realizowanych w ramach projektu luventus Plus (Okreslenie udziatu procesow
apoptozy i autofagii w regresji ciatka zdtftego cigzowego swini — wptyw ograniczonego dziatania
androgendéw, numer projektu IP2014 014373) kierowanego przez dr Matgorzate Grzesiak, projektu
NCN Opus (Molekularne podstawy wczesnych etapdw folikulogenezy u swini: aspekty komorkowe i
biotechnologiczne - badania in vitro) kierowanego przez dr hab. Matgorzate Dude oraz projektu NCN
Opus (Molekularne aspekty dziatania zwigzkéw o aktywnosci hormonalnej na proces folikulogenezy w
neonatalnym jajniku swini, numer projektu 2015/17/B/NZ9/01457) kierowanego przez Prof. dr hab.
Marie Stomczynska.

Podsumowujgc, moja praca naukowa zostata wyrdzniona czterokrotnie nagrodg JM Rektora
Uniwersytetu Jagielloriskiego. Bytam kierownikiem 1 projektu MNiSW (,,luventus Plus”) i wykonawca
w 5 projektach krajowych. Kierowatam tez 3 projektami finansowanymi ze srodkéw MNiSW na
dziatalno$¢ statutowq (tzw. granty wewnetrzne Wydziatu BiNoZ UJ). Obecnie jestem kierownikiem
projektu finansowanego ze $Srodkéw MNiISW na dziatalno$¢ statutowa i wykonawcg w jednym
projekcie MNiSW (,luventus Plus”) i dwdch projektach NCN (Opus). Wyniki moich dotychczasowych
badan zostaty opublikowane w 38 pracach oryginalnych w czasopismach z listy Journal Citation
Reports (Lista A MNiSW), jak rowniez w 2 polskojezycznych pracach przeglagdowych. Ponadto wyniki

moich badan zostaty zaprezentowane w postaci 74 doniesien na konferencjach krajowych i
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zagranicznych. tgczny Impact Factor moich publikacji wedtug bazy Web of Science (zgodnie z rokiem
ukazania sie publikacji) wynosi 63,762; tgczna punktacja wg wykazu czasopism naukowych MNiSW (z
31.12.2015) wynosi 870 pkt; Indeks cytacji (bez autocytowan) wynosi 173; a Indeks Hirscha réwny
jest 9 (dane z 05.02.2016).

Od 2009 roku jestem recenzentkg prac nadsytanych do redakcji miedzynarodowych czasopism
naukowych (Reproductive Biology, Molecular and Cellular Endocrinology, General and Comparative
Endocrinology, Histology and Histopathology, Systems Biology in Reproductive Medicine,
International Journal of Endocrinology, Reproduction in Domestic Animals). Zrecenzowatam tgcznie
10 manuskryptéow. Jestem lub bytam réwniez cztonkiem towarzystw naukowych: Towarzystwa
Biologii Rozrodu (TBR), Komisji Endokrynologii przy Komitecie Biologii Rozrodu PAN i Europejskiego

towarzystwa Endokrynologicznego (ESE).

Poza pracg naukowg jestem rédwniez zaangazowana w prace dydaktyczng. Od roku 2005 prowadze
zajecia dydaktyczne w petnym wymiarze pensum ze studentami kierunku biologia Wydziatu Biologii i
Nauk o Ziemi UJ, za$ od roku 2012 prowadze zajecia dla kierunku weterynaria Uniwersyteckiego
Centrum Medycyny Weterynaryjnej UJ-UR. W ramach pensum dydaktycznego na macierzystym
Wydziale prowadze zajecia z kursdw: Fizjologia Zwierzat dla studentéw Il roku kierunku biologia
studidw | stopnia oraz Endokrynologia Ogdlna i Fizjologiczne Techniki Badan dla studentéw kierunku
biologia studiéw Il stopnia. W roku akademickim 2009/2010 prowadzitam zajecia z kursu Fizjologia
Zwierzat dla kierunku biologia WBiNoZ na studiach niestacjonarnych. Dla studentow | roku kierunku
weterynaria prowadze zajecia z kursu Biologia. Bytam promotorem 5 zakonczonych prac licencjackich

i 1 magisterskiej. Aktualnie jestem promotorem 2 prac licencjackich i 2 prac magisterskich.

W ramach dziatalnosci organizacyjnej na Uniwersytecie Jagiellonskim petnie funkcje doradcy
studentdw | i Il roku biologii UJ na studiach | stopnia oraz jestem przedstawicielem niesamodzielnych
pracownikéw naukowych w Radzie Instytutu Zoologii UJ oraz w Radzie Wydziatu Biologii i Nauk o
Ziemi UJ. Moja dziatalno$¢ popularyzatorska polega gtdwnie na zaangazowaniu w promocje nauki i
Wydziatu poprzez aktywny udziat w Festiwalu Nauki, Matopolskiej Nocy Naukowcdéw i Nocy Biologdw.
Prowadzitam réwniez warsztaty dla uczniéw klas 1l z Il Liceum im. Kréla Jana Il Sobieskiego w
Krakowie, a w 2013 roku wygtositam wyktad na zebraniu naukowym Olsztynskiego Oddziatu

Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego.
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