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C) OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH

EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Podstawe rozprawy habilitacyjnej tworzy cykl pieciu oryginalnych prac badawczych
opublikowanych w latach 2013 — 2016, ktdre stanowig uzupetnienie obecnego stanu wiedzy na temat
roli adipokin w regulacji hormonalnej komodrek jajnika. Przedstawione do oceny dorobku
w postepowaniu habilitacyjnym prace sg wynikiem pracy naukowej w ramach kierowanych przeze
mnie czterech projektdw badawczych realizowanych w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu

Instytutu Zoologii, WBiNoZ UJ.

Tkanka ttuszczowa od poczatku lat osiemdziesigtych XX wieku uznana jest za aktywny organ
endokrynny syntetyzujgcy liczne, biologicznie czynne peptydy zwane adipokinami, ktére dziatajg
w obrebie tkanki ttuszczowej oraz na odlegte narzady i tkanki. Przyktadami adipokin sg m.in. leptyna,
adiponektyna, chemeryna, apelina, waspina, wisfatyna, oraz odkryta przez trzy niezalezne grupy
badawcze rezystyna. Steppan i wspoét. (2001a) zidentyfikowali rezystyne podczas badan nad grupg
lekéw hiperglikemizujgcych tzw. tiazolidinediondw (TZDs, ang. thiazolidinediones). Zespdét Kim
i wspot. (2001) opisali rezystyne jako adipokine, wytwarzang przez komérki tkanki ttuszczowej
wprowadzajgc okreslenie ADSF (ang. adipocyte tissue — specific secretory factor, czynnik wydzielniczy
specyficzny dla adipocytéw). Natomiast Holcomb i wspdt. (2000) wykazali podobienstwo rezystyny
do czasteczek obecnych w miejscach stanu zapalnego FIZZ1 i okreslili jg jako FIZZ3 (ang. found
in inflammatory zones). Nazwa tej adipokiny wynika z jej zwigzku z insulinoopornoscia tkanek (insulin
resistance). Rezystyna podobnie jak RELM-a, RELM-B oraz RELM-y nalezy do biatek bogatych
w cysteine, okreslanych jako RELMs (ang. resistin-like molecules, czasteczki podobne do rezystyny).
Ludzka rezystyna jest hormonem peptydowym o masie czgsteczkowej 12,5 kDa, zbudowanym ze 108
aminokwaséw (Steppan i wspdét. 2001b). Rezystyna wystepuje we krwi w postaci trimeréw
i heksamerdw, z przewagg heksamerdw, ktére stanowig 80 — 90%. Poziom tego peptydu w surowicy
krwi ludzi wynosi 7 — 14 ng/ml natomiast u gryzoni 36 — 43 ng/ml (Azuma i wspét. 2003). Ekspresja
genu RETN jest tkankowo-specyficzna i zachodzi gtéwnie w tkance ttuszczowej. Badania Faina i wspot.
(2003) wykazaty, ze tylko 2% tego biatka wydzielajg adipocyty, wiekszos¢ hormonu wytwarzajg inne
komérki budujgce ludzkg tkanke ttuszczowg, ktére nie sg bezposrednio odpowiedzialne
za magazynowanie lipidéw. Ostatnie badania wykazaty réwniez obecno$¢ mMRNA rezystyny
w monocytach, makrofagach, jelitach, szpiku kostnym, ptucach, nadnerczach, nerkach, miesniach,
komarkach wysp trzustkowych, jadrze oraz tozysku (Nohira i wspét. 2004). Wyzsze stezenie rezystyny
zaobserwowano u myszy otytych zaréwno w surowicy, jak i w tkance ttuszczowej, w porédwnaniu
ze szczuptymi osobnikami (Qian i wspot. 2003). Synteza tego biatka indukowana jest podczas

adipogenezy (McTernan i wspdét 2002). Do tej pory nie wykazano wifasciwego receptora
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dla rezystyny, jednak badania ostatnich lat wskazujg, ze hormon ten moze by¢ aktywowany
w réznych komaérkach po zwigzaniu z takimi molekutami jak: ADCN (decorin lacking the glycanation
site), ROR1 (tyrosine kinase-like orphan receptor), TLR4 (ang. Toll-like receptor-4), CAP1 (ang.
adenylyl cyclase-associated protein 1) czy receptor PPARy (ang. peroxisome proliferator-activated
receptor y, receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw typ y). Wcigz nie wiele jest
danych literaturowych na temat mechanizmu dziatania rezystyny w organizmie. Gtéwng role jaka
przypisuje sie rezystynie jest udziat w rozwoju insulinoopornosci, procesach zapalnych zwigzanych

z otytoscia, cukrzycg typu 2 oraz metabolizmie glukozy.

Liczne badania ostatnich lat wskazujg na udziat hormondw metabolicznych m.in. insuliny,
greliny, hormondw tarczycy, hormonu wzrostu oraz adipokin w regulacji funkcjonowania uktadu
rozrodczego samic. Autorzy sugerujg ich dziatanie poprzez oddziatywanie na o$ podwzgdérze —
przysadka — jajnik jak rowniez bezposrednio na poziomie jajnika. Pecherzyk jajnikowy jest cyklicznie
zmieniajgcy sie zaréwno pod wzgledem morfologii jak i funkcji jednostkg jajnika. Gtowng rolg
pecherzyka jajnikowego jest stworzenie odpowiedniego srodowiska dla wzrostu i dojrzewania
oocytu, zdolnego do zaptodnienia i dalszego rozwoju, a tym samym zapewniajgcego przedtuzenie
gatunku. W komdrkach pecherzyka jajnikowego w procesie steroidogenezy produkowane
sg hormony ptciowe: progesteron (P4), testosteron (T) i estradiol (E2), ktére odpowiadajg za
prawidtowy przebieg cyklu miesiecznego, rozwdj, wzrost i dojrzewanie pecherzyka jajnikowego,
dojrzewanie komarki jajowej, jak rdwniez, gdy dojdzie juz do poczecia, za zagniezdzenie sie zarodka
i jego dojrzewanie. Zaburzenia w produkcji hormondéw steroidowych sg przyczynga licznych patologii
jajnika a w konsekwencji prowadza do nieptodnosci. Obecnie wielu autoréw podkresla, ze wzrost
pecherzyka, roznicowanie i jego endokrynna aktywnos¢ regulowana jest nie tylko przez
gonadotropiny lecz przez wiele czynnikéw produkowanych przez pecherzyk. Czynniki te na drodze
auto- i parakrynnej oddziatywajg na komorki jajnika wptywajac na procesy steroidogenezy,
proliferacji czy apoptozy. Poza tym prawidtowe funkcjonowanie uktadu rozrodczego zalezy takze
od odpowiedniego stanu energetycznego organizmu. Istnieje wiele danych na te temat negatywnego
wplywu otytosci na rozrdd samic. Nadmiar masy ciata jest przyczyng zaburzen uktadu hormonalnego,
prowadzi miedzy innymi do nieregularnej owulacji, wystepowanie cykli bezowulacyjnych, zaniku
miesigczki, powstawania cyst na jajnikach oraz wzmozonej produkcji testosteronu. Otytosc
podwyzsza takze ryzyko rozwoju zespotu policystycznych jajnikéw (PCOS), ktdremu najczesciej
towarzyszg zaburzenia miesigczkowania, nadmiar produkcji androgendw, cykle bezowulacyjne oraz
nieptodnos¢. Dane literaturowe wskazujg, ze w surowicy kobiet otytych obserwuje sie znacznie

podwyzszony poziom takich adipokin jak leptyna, wisfatyna, waspina oraz rezystyna.
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CELE NAUKOWE WW. PRAC

v zbadanie ekspresji genu i biatka rezystyny w pecherzyku jajnikowym w zaleznosci od stadium jego
rozwoju oraz stadium dojrzatosci ptciowej samic;

v' okredlenie bezposredniej roli rezystyny w procesie steroidogenezy komodrek pecherzyka
jajnikowego;

v' poznanie czynnikdw regulujgcych ekspresje rezystyny oraz jej wptyw na proces steroidogenezy
w pecherzyku jajnikowym;

v'wyjasnienie interakcji pomiedzy rezystyna a receptorem PPARy w pecherzyku jajnikowym;

v' okreslenie roli rezystyny w regulacji proliferacji i apoptozy komérek pecherzyka jajnikowego.

Do realizacji ww. celéw wykorzystatam jajniki $win (Polish Landrace, Large White) pochodzgce
z rzezni. Dzieki szczegdélnemu podobienstwu do cztowieka w budowie anatomicznej narzadéw
wewnetrznych i przebiegu procesdw fizjologicznych sSwinia jest doskonatym modelem
doswiadczalnym do badania wielu réznych proceséw fizjologicznych i patologicznych. Wyniki badan
biomedycznych na swinskim modelu dotyczace miedzy innymi otytosci, choréb ukfadu krazenia,
uktadu rozrodczego czy zaburzeniami hormonalnymi znalazty juz zastosowanie w terapii choréb
cztowieka. Hodowle in vitro komérek pecherzyka jajnikowego sSwini stanowig doskonaty model
badawczy z zakresu fizjologii jajnika i z powodzeniem wykorzystywane sg w badaniach prowadzonych
w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu UJ od ponad 30 lat.

Przedstawiajgc wyniki moich badan nalezy podkresli¢, ze wykorzystujgc techniki real time PCR
i analize Western blot po raz pierwszy wykazatam ekspresje genu i biatka rezystyny w pecherzyku
jajnikowym Swin, wskazujgc na produkcje tego biatka w komdrkach pecherzyka jajnikowego.
W przypadku samic niedojrzatych ptciowo zaréwno ekspresja rezystyny w pecherzykach jajnikowych
jak i jej poziom w ptynie pecherzykowym wzrasta wraz ze wzrostem pecherzyka, osiggajac najwyzszy
poziom w duzych pecherzykach jajnikowych. Ponadto zaobserwowatam iz ekspresja tego peptydu
jest skorelowana z poziomem E2 oznaczonym w ptynie pecherzykowym (Rak — Mardyta i wspot.
2013, poz.1). W sSwietle dostepnej literatury podobne rezultaty badan otrzymat Morash i wspot.
(2002) wskazujac na podwyzszong ekspresje rezystyny w tkance ttuszczowej szczuréw w okresie
przed osiggnieciem dojrzatosci ptciowej, sugerujac iz jest to istotny hormon w tym okresie rozwoju
organizmu. Natomiast w przypadku samic dojrzatych piciowo zaobserwowatam, ze ekspresja
rezystyny w pecherzyku jajnikowym utrzymuje sie na statym poziomie, niezaleznie od wielkosci
pecherzyka jajnikowego (Rak — Mardyta i wspoét. 2014, poz.2). Podobnie Chalvatzas i wspot. (2009)
wykazat, iz w trakcie cyklu menstruacyjnego w surowicy kobiet stezenie rezystyny utrzymuje sie
na statym poziomie. We wspétpracy z dr hab. Matgorzatg Dudg z Zaktadu Endokrynologii Instytutu

Zoologii UJ wykazatam immunolokalizacje rezystyny w cytoplazmie komodrek warstwy ziarnistej
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i ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego w kazdym stadium jego rozwoju (Rak — Mardyta
i wspét. 2014, poz.2). Rezultaty tych badan poszerzajg znaczgco wiedze na temat hormondéw
biatkowych produkowanych przez komérki pecherzyka jajnikowego Swin i stanowig uzupetnienie
istniejgcej wiedzy na temat jajnikowej ekspresji rezystyny wielu gatunkéw zwierzat. Do tej pory
wykazano obecno$é genu i biatka rezystyny w wielu strukturach jajnika krowy (Maillard i wspét.
2011), szczura (Maillard i wspdt. 2011, Jones i wspdt. 2009), nietoperza (Singh i wspoét. 2015) oraz
komérkach granulozy pecherzykdw przedowulacyjnych kobiet w trakcie zabiegu pozaustrojowego
zaptodnienia (Niles i wspot. 2012, Reverchon i wspdt. 2013). Powyzisze wyniki badan
zaprezentowatam na krajowych konferencjach: VI zjazd Towarzystwa Biologii Rozrodu (TBR)
w Polanczyku (zatgcznik 3, poz.ll.K.3) oraz Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego w Olsztynie
(zatgcznik 3, poz.ll.K.4). Badania te prowadzitam w ramach kierowanego przeze mnie grantu ,,Udziat
rezystyny w regulacji funkcji jajnika” (0343/P01/2010/70) programu , luventus Plus” finansowanego
przez MNiSW.

Biorgc pod uwage wyniki powyzszych badan w kolejnym etapie zdecydowatam sie
na okreslenie bezposredniej roli rezystyny w funkcjonowaniu komdrek pecherzyka jajnikowego.
Jednym z postawionych sobie zadan byto sprawdzenie udziatu rezystyny w regulacji procesu
steroidogenezy. Wyniki moich badan wykazaty, ze w przypadku zwierzat niedojrzatych ptciowo,
rezystyna w zaleznosci od zastosowanej dawki stymuluje sekrecje gtéwnie P4, androstendionu (A4)
i T poprzez wzrost ekspresji genu i biatka dla kluczowych enzyméw steroidogennych: cytochromu
P450scc (CYP11A1l), dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowej (3BHSD), cytochromu P450c17
(CYP17A1) i dehydrogenazy 17B-hydroksysteroidowej (17BHSD) (Rak — Mardyta i wspét. 2013,
poz.1). Ponadto, rezultaty moich badan wskazujg, ze ekspresja receptora progesteronu (PR) oraz
androgenowego (AR) w pecherzyku jest podwyzszona po podaniu rezystyny (Rak i wspét. 2015,
poz.3). Natomiast nie zaobserwowatam zmian w sekrecji E2 i ekspresji enzymu cytochromu P450
aromatazy (CYP19) jak réwniez zmian w ekspresji receptora estrogenowego ERP (Rak i wspét. 2015,
poz. 3). Dawki uzyte w badaniach odzwierciedlaty poziom rezystyny w ptynie pecherzykowym jajnika
$win (0.1 ng/ml), surowicy krwi ludzi w warunkach fizjologicznych (1-10 ng/ml) (Munir i wspét. 2005,
Asimakopoulos i wspot. 2009) i patologicznych (100 ng/ml) (Skilton i wspdt. 2005). Podobne wyniki
badan uzyskatam w przypadku hodowli in vitro pecherzykéw pochodzgcych od swin dojrzatych
ptciowo (Rak — Mardyta i wspét. 2014, poz.2) wnioskujac, iz wptyw rezystyny na sekrecje steroidéw
jajnikowych jest niezalezny od wielkosci pecherzyka i statutu dojrzatosci ptciowej zwierzat. Rezultaty
tych badan pokazaty zwiekszong sekrecje gtéwnie androgendw i ekspresje enzyméw
odpowiedzialnych za ich produkcje w pecherzyku jajnikowym po podaniu rezystyny. Podobne

obserwacje opublikowat Munir i wspét. 2005, ktdry wykazat, ze w hodowlach in vitro komodrek
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ostonki wewnetrznej ludzkich pecherzykéw jajnikowych rezystyna stymuluje produkcje androgendw
poprzez wzrost ekspresji CYP17 i aktywnosci enzymatycznej 17a-hydroksylazy (markeréw
hyperandrogenizmu u kobiet z PCOS), sugerujac zaangazowanie rezystyny w patologie PCOS. Wzrost
stezenia androgendw jajnikowych i nadnerczowych wystepuje réwniez w przypadku otytosci, ktorej
czesto towarzyszy rozwdj insulinopornosci i licznych zaburzen hormonalnych. Dziatanie rezystyny
polega na zmniejszeniu wrazliwosci tkanek na insuline (wywotaniu insulinoopornosci), jednak
w obecnej literaturze istniejg sprzeczne dane na temat roli rezystyny w patologii PCOS. Odmienne
dane wptywu rezystyny na proces steroidogenezy obserwowano u innych gatunkéw zwierzat np.
krowy czy szczura (Maillard i wspdt. 2011), co sugeruje iz dziatanie rezystyny w jajniku jest
specyficzne gatunkowo i w duzej mierze zalezy od modelu doswiadczalnego i uzytych dawek tego
biatka. Ponadto, brak jest danych na temat receptoréw rezystyny i biatek transportujgcych te
czasteczke, co utrudnia poznanie mechanizméw dziatania rezystyny na poziomie komdrkowym.
W swoich badaniach wykonatam analize udziatu receptora PPARy w regulacji steroidogenezy przez
rezystyne. Receptory PPAR nalezg do rodziny receptoréw jgdrowych i zostaty opisane po raz pierwszy
w watrobie myszy (Isseman i Green, 1990). S3 to receptory ligando-zalezne, ktére posiadajg typowa
dla receptoréw jadrowych budowe domenowa i petnig role czynnikdw transkrypcyjnych
(Mangelsdorf i Evans, 1995). Dotychczas scharakteryzowano trzy formy tego receptora: PPARaq,
PPARB i PPARy. Kodowane sg one przez oddzielne geny mimo wysokiej zgodnosci na poziomie
sekwencji aminokwaséw oraz struktury przestrzennej biatka. Rdznig sie réwniez profilem ekspresji
oraz aktywowane sg przez rézne ligandy wywotujgce odmienne efekty biologiczne (Kliewer i wspot.
1997, Schoppee i wspot. 2002). W swoich badaniach po raz pierwszy wykazatam ekspresje wszystkich
trzech izoform PPARa, PPARB i PPARy na poziomie genu i biatka w matym, srednim i duzym
pecherzyku jajnikowym pochodzacych od swin niedojrzatych i dojrzatych ptciowo (Rak - Mardyta
i Drwal 2016, poz.4). Wyniki te wskazujg, ze ekspresja izoform PPARa i PPARy wzrasta wraz ze
wzrostem pecherzyka jajnikowego $win niedojrzatych ptciowo, sugerujac istotng role tych
receptorow w dojrzewaniu pecherzyka. Podobne rezultaty obserwowat Long i wpdt. 2009
w komdrkach warstwy ziarnistej neonatalnych szczuréw. Najsilniejszg ekspresje zaobserwowatam
w przypadku receptora PPARy w pecherzykach zwierzat dojrzatych ptciowo, dlatego tez ta forma
receptora zostata wybrana do badan interakcji z rezystyng. W swoich eksperymentach
zaobserwowatam takze, ze ekspresja PPARy regulowana jest lokalnie przez rezystyne; po podaniu
rezystyny ekspresja PPARy na poziomie genu i biatka istotnie wzrasta gtdwnie w $rednim i duzym
pecherzyku (Rak - Mardyta i Drwal 2016, poz.4). PPARy jest kluczowym regulatorem funkcji jajnika.
Receptor ten uczestniczy w réznicowaniu i proliferacji komdrek pecherzyka jajnikowego w kierunku
komdrek lutealnych, a takze w procesie steroidogenezy czy folikulogenezie pecherzyka jajnikowego

(Komar 2005). W kolejnych eksperymentach uzywajgc selektywnego antagonisty PPARy — GW9662
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wykazatam zaangazowanie tego receptora w steroidogenne dziatanie rezystyny na poziomie
pecherzyka jajnikowego (Rak - Mardyta i Drwal 2016, poz.4). Powyzsze wyniki badan wnoszg istotng
wiedze na temat regulacji funkcji endokrynnej komérek pecherzyka jajnikowego oraz uzupetniaja
istniejgcy stan wiedzy na temat bezposredniej roli adipokin na poziomie jajnika. Wyniki te
zaprezentowatam na polskich (zatgcznik 3, poz.lll.B.33, poz.lll.B.34) i miedzynarodowych
konferencjach European Congress of Endocrinology w Kopenhadze (zatgcznik 3, poz.lll.B.35) oraz
European Society for Domestic Animal Reproduction w Bolonii (zafqgcznik 3, poz.lll.B.38). Badania te
prowadzitam w ramach kierowanych przeze mnie grantéw ,Udziat rezystyny w regulacji funkcji
jajnika” (0343/P01/2010/70) oraz ,Zaleiny od receptora PPAR-y mechanizm dziatania rezystyny
w jajniku” (0047/1P1/2011/71) programu ,luventus Plus” finansowanych przez MNiSW.

W dalszych badaniach skupitam sie na poznaniu czynnikéw regulujgcych zaréwno jajnikowg
ekspresje rezystyny jak réwniez jej bezposredni udziat w procesie sekrecji hormondéw steroidowych.
Obecnie wiadomo, ze ekspresja genu rezystyny regulowana jest przez wiele czynnikdéw miedzy innymi
TZDs, insulina, glukoza, glikokortykoidy, hormon wzrostu, hormony tarczycy, agonisci receptora
B-adrenergicznego, cytokiny prozapalne oraz witamina A. W swoich badaniach wykazatam,
ze gonadotropiny: folikulotropina (FSH) i lutropina (LH) oraz hormony steroidowe: P4, T i E2
stymulujg zaréwno ekspresje rezystyny jak rowniez sekrecje tego biatka do medium hodowlanego
(Rak i wspét. 2015, poz.3). Otrzymane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi przedstawionymi
na innych modelach doswiadczalnych. Zespdt Siawrys i Smolinska (2013) wykazaty, ze ekspresja
MRNA leptyny w $winskich komdérkach lutealnych regulowana jest przez LH, natomiast Wickham
i wspot. (2013) wykazat, ze ekspresja receptora adiponektyny wzrasta po podaniu FSH w ludzkich
komdrkach warstwy ziarnistej. Z kolei, wyniki badan oceniajgcych wptyw steroidéw na ekspresje
rezystyny sg sprzeczne, w zaleznosci od zastosowanego modelu doswiadczalnego. Wiekszos¢ z nich
przeprowadzono na mysich adipocytach. W swoich badaniach réwnoczesnie odnotowatam,
ze czynnikami hamujgcymi ekspresje rezystyny w pecherzyku jajnikowym jest insulinopodobny
czynnik typu | (IGF-1) (Rak i wspét. 2015, poz.3) oraz rosiglitazon czyli syntetyczny agonista receptora
PPARy (Rak - Mardyta i Drwal 2016, poz.4). IGF-I odgrywa istotng role w regulacji steroidogenezy,
folikulogenezy czy proliferacji swinskich komdrek jajnikowych. W modelu doswiadczalnym mysich
adipocytéw 3T3-L1 stwierdzono takze, ze IGF-I obniza ekspresje rezystyny i jej sekrecje dziatajac
poprzez receptor IGF-I (IGF-IR) (Chen i wspdt. 2005). Otrzymane przeze mnie wyniki sg zgodne z praca
Nogueiras i wspot. (2004) w ktérej wykazano, ze rosiglitazon hamowat ekspresje rezystyny
w badaniach in vitro i in vivo komdérek jadra szczura. Rosiglitazon w praktyce medycznej jest lekiem
stosowanym w leczeniu cukrzycy, nalezgcy do doustnych lekéw hipoglikemizujgcych (grupa TZDs)

i moze on rowniez wptywacé na zmiany w profilu hormonalnym komoérek jajnika (zatgcznik 3, poz.
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IILA.21, poz.lll.B.37). W badaniach klinicznych wykazano, ze podanie rosiglitazonu otytym kobietom
ze zdiagnozowanym zespotem PCOS istotnie obnizato poziom rezystyny w surowicy krwi (Munir
i wspot. 2007). Rezultaty moich badan po raz pierwszy wskazujg, iz zwigzek ten moze regulowaé
rowniez ekspresje rezystyny na poziomie jajnika (Rak - Mardyta i Drwal 2016, poz.4). Otrzymane
wyniki uzupetniajg istniejgcy stan wiedzy na temat roli receptora PPARy w regulacji ekspres;ji tego
peptydu. W dalszych badaniach skupitam sie na okresleniu czy gonadotropiny i wybrane hormony
jajnikowe regulujg steroidogenne dziatanie rezystyny. Rezultaty tych badan wskazuja, ze rezystyna
obniza stymulowang zaréwno gonadotropinami jak i IGF-lI, P4 i T sekrecje steroidéw poprzez
zahamowanie ekspresji enzymoéw 3BHSD, 17BHSD i CYP19 (Rak i wspét. poz.3). Wyniki tych badan
stanowig znaczacy wktad do istniejgcej wiedzy na temat czynnikdw regulujgcych ekspresje oraz
funkcje rezystyny w organizmie. Podsumowujac, zaréwno gonadotropiny jak i hormony lokalnie
produkowane w pecherzyku nie tylko wptywajg na prawidtowe funkcjonowanie komérek jajnika ale
majg réwniez znaczacy wptyw na ekspresje i role rezystyny w pecherzyku jajnikowym. Powyzsze
wyniki badan zaprezentowatam na VIl zjezdzie TBR w Toruniu (zafqgcznik 3, poz.ll.B.46) oraz
miedzynarodowej konferencji Ovarian Club w Paryzu (zatgcznik 3, poz.lll.B.42). Badania
te prowadzitam w ramach kierowanego przeze mnie projektu ,,Lokalna endokrynna funkcja rezystyny
na poziomie jajnika” (2011/03/D/NZ4/00040) programu ,Sonata” finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (NCN).

Naturalnym procesem fizjologicznym zapewniajgcym homeostaze pecherzyka jajnikowego oraz
zabezpieczajgcym komorki przed ich nieprawidtowym funkcjonowaniem jest apoptoza, czyli
zaprogramowana smier¢ komarki, ktéra limituje ilos¢ i rozwdj pecherzykow jajnikowych oraz regresje
ciatka zottego. Przedstawiajgc wyniki moich badan dotyczacych wptywu rezystyny na procesy
apoptozy nalezy podkreslié, ze po raz pierwszy opisatam molekularny mechanizm anty-
apoptotycznego dziatania rezystyny w pecherzyku jajnikowym. Do badan wykorzystatam unikatowy
model in vitro komoérek pecherzyka jajnikowego swin hodowanych w kokulturze komdrek warstwy
ziarnistej i ostonki wewnetrznej. W badaniach tych wykazatam, Zze rezystyna w dawkach
fizjologicznych (1 i 10 ng/ml) nie wptywa na proces proliferacji komodrek pecherzyka jajnikowego
natomiast obniza proces apoptozy (Rak i wspét. 2015, poz.5). Rezultaty badan wskazujg, ze rezystyna
istotnie hamuje ekspresje wybranych genéw pro-apoptotycznych: FADD, FAS, BAX, aktywnos¢ oraz
ekspresje genu i biatka kaspaz szlaku zewnatrzpochodnego (kaspaza 8), wewnatrzpochodnego
(kaspaza 9) oraz wykonawczej kaspazy 3, wskazujgc na zaangazowanie obydwdch szlakdw apoptozy.
Najwiekszg i najbardziej poznang grupa biatek anty- i pro-apoptotycznych stanowig biatka
z rodziny Bcl-2/Bax. Wyniki moich badan wykazaty, ze rezystyna stymuluje ekspresje anty-

apoptotycznego biatka Bcl-2 obnizajgc ekspresje pro-apoptotycznego biatka Bax. Potwierdzeniem
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otrzymanych wynikéw byty rowniez eksperymenty w ktérych wykazatam, ze rezystyna obniza
fragmentacje DNA komodrek pecherzyka jajnikowego (Rak i wspét. 2015, poz.5). Praca ta witgczona
w cykl stanowigcy osiaggniecie naukowe wnosi nowe dane o roli rezystyny w komdrkach pecherzyka
jajnikowego oraz wskazuje, iz rezystyna obniza istotnie proces apoptozy komédrek pecherzyka
uruchamiajgc $ciezki sygnatowe MAPK/ERK1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular
signal-related kinasel/2), JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcription)
i IP3/Akt (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) (Rak i wspét. 2015, poz.5). Kinazy te odgrywajg istotng
role w regulacji procesdow zwigzanych ze wzrostem, metabolizmem, proliferacjg i apoptozg komoérek.
Wyniki tej pracy stanowig znaczacy wkfad do istniejgcej wiedzy na temat czynnikdw regulujgcych
proces apoptozy w jajniku. Nadal trwajg liczne badania dotyczace dokfadnej kontroli apoptozy
w fizjologii pecherzyka jajnikowego oraz wybranych sytuacjach klinicznych. Doktadne poznanie
czynnikéw indukujgcych i hamujgcych apoptoze w jajniku pozwala wydtuzaé funkcjonowanie gonad
w aspekcie fizjologicznej steroidogenezy, a takze wptynac na skutecznosé leczenia licznych patologii
jajnika. Powyzsze wyniki badan zaprezentowatam na miedzynarodowej konferencji World Congress
of Reproductive Biology w Edynburgu (zatgcznik 3, poz.lll.B.45). Badania te prowadzitam w ramach
kierowanych przeze mnie projektow ,Lokalna endokrynna funkcja rezystyny na poziomie jajnika”
(2011/03/D/NZ4/00040) programu , Sonata” finansowanego przez NCN oraz grantu wewnetrznego
Wydziatu BiNoZ UJ: ,Mechanizm dziatania rezystyny w pecherzyku jajnikowym swini”
(DS/MND/WBIiN0Z/1Z/7/2013) finansowanego ze $rodkdw na dziatalno$¢ statutowg MNISW.
Dodatkowo, efekty moich badan nad rolg rezystyny w funkcjonowaniu komérek jajnika opisatam
takze w dwéch pracach przegladowych (zatgcznik 3, poz. 11.A.26, poz. 11.D.29) oraz stanowig czesc

przygotowanego przez mnie rozdziatu ksigzkowego (zatgcznik 3, poz. II.E.1).

Podsumowujac, prezentowane jako osiggniecie naukowe prace majg charakter nowatorski
i stanowig interesujacy wktad do istniejacej wiedzy na temat regulacji hormonalnych pecherzyka
jajnikowego $win. W swoich pracach wykazatam, ze rezystyna produkowana jest w komodrkach
pecherzyka jajnikowego i jej ekspresja zmienia sie w zaleznosci od dojrzatosci ptciowej samic.
W badaniach in vitro wykazatam, ze rezystyna zmieniajgc steroidogeneze poprzez dziatanie gtdwnie
androgenne oraz obnizajgc proces apoptozy jest nowym regulatorem funkcji komérek pecherzyka
jajnikowego $win. Okreslitam réwniez czynniki regulujgce zarowno ekspresje jak i funkcje
steroidogenne rezystyny w pecherzyku jajnikowym. W Swietle doniesien literaturowych w tkance
ttuszczowej Swin otytych i zaburzeniami metabolizmu zaobserwowano wysoka ekspresje rezystyny
w poréwnaniu z grupg kontrolng (Chen i wspdt,. 2004). Rezultaty tych badan stanowig znaczacy
wktad do aktualnych zagadnien zwigzanych z obnizong ptodnoscig samic obserwowang w przypadku

zaburzen metabolizmu i otytosci.
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D) OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC BADAWCZYCH
Gtéwny obszar moich zainteresowan naukowych, poczawszy od studidw magisterskich,
poprzez studia doktoranckie, po aktualne projekty realizowane w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii

Rozrodu Instytutu Zoologii dotyczy fizjologii rozrodu a w szczegélnosci endokrynologii rozrodu samic.

Osiaggniecia badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora:

Z Instytutem Zoologii UJ zwigzatam sie juz w czasie studidw magisterskich na kierunku biologia,
Wydziatu BiNoZ UJ, wybierajgc na promotora mojej pracy magisterskiej Panig Profesor Ewe

Gregoraszczuk, wtedy tez zaczetam interesowac sie szeroko pojetg regulacja hormonalng gonady
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zenskiej. Na poczatku czwartego roku rozpoczetam badania w ramach projektu zamawianego
pt. ,,Ekspresja receptora leptyny (Ob-Rb) i udziat tego hormonu w regulacji funkcji endokrynnej jajnika
Swini” (084/P06/2202/3.1) koordynowanego w Zaktadzie przez Panig Profesor Ewe Gregoraszczuk,
ktore byly scisle zwigzane z tematyka mojej pracy magisterskiej pt. ,Wptyw leptyny na GH i IGF
stymulowangq steroidogeneze i proliferacje komdrek pecherzyka”. Dotyczyty one wptywu leptyny,
hormonu regulujgcego pobieranie pokarmu a zarazem produktu genu otytosci, na czynno$é komdrek
jajnika swini. W badaniach tych wykazatam, ze leptyna bezposrednio stymuluje sekrecje E2 i hamuje
proces apoptozy komodrek pecherzyka jajnikowego zwierzat niedojrzatych ptciowo i moze byc
waznym czynnikiem regulujgcym dojrzewanie pfciowe. Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane
na miedzynarodowej konferencji (zatgcznik 3, poz.lll.B.12) oraz opublikowane w formie pracy
oryginalnej (zatgcznik 3, poz.ll.A.1) i stanowity rdwniez czes¢ pracy przegladowej (zafgcznik 3, poz.
11.D.28).

Pod kierunkiem Pani Profesor Gregoraszczuk rozpoczetam w 2005 roku studia doktoranckie
w Srodowiskowym Studium Doktoranckim na WBiNoZ UJ. Tematyka moich badan byta kontynuacjg
wczesniejszych zagadnien dotyczacych regulacji funkcjonowania jajnika s$wini, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli greliny, hormonu zwigzanego z pobieraniem pokarmu i metabolizmem
energetycznym, w bezposrednim funkcjonowaniu komorek pecherzyka jajnikowego. Badania te byty
realizowane w ramach grantu promotorskiego pt. ,Mechanizm dziatania greliny w jajniku”
(2748/B/P01/2007/33) oraz grantéw wewnetrznych WBiNoZ UJ: ,Wptyw greliny na steroidogeneze
komdrek pecherzyka jajnikowego swini” (BW/12/59/2006), ,, Wptyw greliny na ekspresje biatka kinaz
ERK1/2” (BW/1Z/8/2010), finansowanych ze $rodkéw na dziatalnos¢ statutowg MNiSW. Korzystajgc
ze wspotpracy Profesor Gregoraszczuk z zespotem Profesora Krzysztofa Nowaka z Zaktadu Fizjologii
i Biochemii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu uzyskatam po raz pierwszy wyniki
oznaczenia ekspresji receptora dla greliny (GHSR-1a) w pecherzyku jajnikowym metodg RT-PCR.
Podczas wykonywania pracy doktorskiej opanowatam technike hodowli komadrek in vitro, techniki
immunoenzymatyczne oraz analize Western blot. Ponadto, prowadzitam analize proliferacji
i apoptozy komédrek pecherzyka jajnikowego $wini. Wykorzystujgc hodowle kokultur komérek
pecherzyka jajnikowego sSwini, wykazatam bezposrednie dziatanie greliny na poziomie jajnika
wnoszac istotne elementy do wiedzy na temat lokalnej regulacji funkcji jajnika. Grelina przez
stymulujacy wptyw na proliferacje komérek pecherzyka jajnikowego oraz dziatanie anty-
apoptotyczne a takie bezposrednie dziatanie na sekrecje steroidéw ma modulujgcy wptyw na
procesy steroidogenezy. Wyniki uzyskane w trakcie tych doswiadczen dotyczg bardzo aktualnych
zagadnien zwigzanych z narastajgcymi problemami funkcjonowania jajnika w warunkach nadmiernej
podazy energii, czego konsekwencjg sg coraz czestsze problemy z nieptodnoscig zenskg wywotang

zaburzeniami metabolizmu energetycznego. Wyniki badan prezentowatam na konferencjach
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krajowych (zatgcznik 3, poz.ll.K.1, poz.ll.B.14, poz.lll.B.16, poz.lll.B.18, poz.lll.B.21) i zagranicznej
(zatgcznik 3, poz.lll.B.19) oraz opublikowatam w renomowanych czasopismach naukowych w formie
pieciu oryginalnych publikacji (zafgcznik 3, poz.ll.A.2, poz.ll.A.5, poz.ll.A.6, poz.ll.A.7, poz.ll.A.11).
Stanowity réwniez przedmiot rozprawy doktorskiej pt. ,Rola greliny w regulacji funkcji jajnika”,
przygotowanej pod kierunkiem Profesor Ewy Gregoraszczuk. Publiczna obrona mojej rozprawy
doktorskiej odbyta sie 17 listopada 2008, a stopien doktora nauk biologicznych zostat mi nadany
decyzjg Rady WBiNoZ UJ 16 grudnia 2008. Rozprawa doktorska zostata wyrdzniona nagroda JM
Rektora UJ.

Podczas studiéw doktoranckich zostatam wtgczona w prowadzone w tym czasie w Zaktadzie
Fizjologii i Toksykologii Rozrodu prace badawcze we wspétpracy z Zaktadem Rozrodczosci i Medycyny
Sadowej w Oslo kierowanej przez Profesora Erika Ropstada (Department of Reproduction and
Forensic Medicine, Norwegian School of Veterinary Sciences, Oslo, Norwegia) pt. ,Endocrine
Disrupters (ED): Risk assessment for food quality and animal heath” (158849/110) dotyczace wptywu
polibromowanych eteréow difenylowych (PBDE) oraz pestycyddw chloroorganicznych (DDT i jego
metabolitu p,p’DDE), egzogennych zwigzkow zaliczanych do substancji o aktywnosci hormonalnej
tzw. ,endocrine disruptors chemicals” (EDC) na funkcje jajnika. EDC majg zdolnos$¢ wigzania sie
z receptorami hormondéw steroidowych mogg nasladowa¢ lub hamowaé dziatanie endogennych
hormondéw. Bioragc pod uwage fakt, iz jajnik jest aktywnym endokrynnie narzadem jest
on doskonatym modelem do badain mechanizméw dziatania réznych zwigzkdéw nalezacych do grupy
EDC. PBDE stosowane sg jako syntetyczne addytywne uniepalniacze i dzieki temu znalazty szerokie
zastosowanie w przemysle elektronicznym i elektrycznym (komputery, telewizory, sprzet AGD),
a takze w przemysle tekstylnym (tkaniny obiciowe oraz dywany). Unia Europejska w 2004 roku
zakazata uzywania dwadch z trzech powszechnie stosowanych mieszanin PBDE, Penta- oraz Octa-BDE.
Pomimo wycofania z produkcji dwéch mieszanin handlowych, PBDE sg dalej obecne w srodowisku
poniewaz charakteryzujg sie duzg trwatosci3. W ramach tych badan wykazatysmy, ze zwigzki
te zaburzajg funkcje pecherzyka jajnikowego swini, poprzez wptyw na proces steroidogenezy gtéwnie
sekrecje T i E2, nie wptywajagc na zywotnos¢ komodrek oraz aktywnos$¢ kaspazy 3 (zafgcznik 3,
poz.ll.A.4, poz.lll.B.13, poz.Il.B.15.)

Jednoczesnie bytam wykonawcyg w projekcie badawczym pt. “Porédwnanie mechanizmdw
dziatania endo- i egzogennych estrogenéw” (1929/P01/06/31) kierowanym przez Profesor Ewe
Gregoraszczuk. Badania te miaty na celu poréwnanie dziatania E2 oraz jego hydroksylowanych
metabolitéw (2-OH-E2 i 4-OH-E2) z dziataniem polichlorowany bifenyli, konkretnie kongeneru PCB3
oraz jego hydroksylowanych metabolitéw (4-OH-PCB3 i 3,4di-OH-PCB3) na wybrane parametry w linii
komdrkowej raka piersi MCF-7. W badaniach tych wspdlnie z zespotem Profesor Anny Gasinskiej

z Zaktadu Radiobiologii Klinicznej Centrum Onkologii im. Marii Sktodowskiej Curie oddziatu
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Krakowskiego oraz Profesor Gabrieli Ludewig z Uniwersytetu lowa (USA) wykazatysmy odmienne,
mitogenne dziatanie badanych zwigzkéw: endogenne estrogeny stymulujg proliferacje, natomiast
egzogenne estrogeny nie wptywajg na proliferacje komdrek MCF-7. Zaobserwowalismy jednak,
ze tylko metabolit 3,4di-OH-PCB3 hamuje proliferacje komdérek MCF-7 obnizajac poziom kinaz
ERK1/2. Natomiast we wspodtpracy z dr inz. Michatem Bochenkiem z Instytutu Zootechniki
w Krakowie okreslilismy wptyw badanych zwigzkéw na proces apoptozy komdérek MCF-7. Wyniki
te wskazujg, ze anty-apoptotyczne dziatanie zaréwno endogennych jak i egzogennych estrogenéw
odbywa sie poprzez zahamowanie aktywnos¢ kaspazy 9, nalezgcej do wewnatrzkomorkowego szlaku
apoptozy. W ramach tych badan jestem wspéfautorkg czterech publikacji (zatgcznik 3, poz.ll.A.3,
poz.llLA.8, poz.ll.A.9, poz.ll.D.27) oraz doniesien konferencyjnych (zatgcznik 3, poz.lll.B.20,
poz.lll.B.23, poz.lll.B.24). W tym czasie bytam réwniez wykonawcg w projekcie Pani dr hab. Anny
Woéjtowicz ,,Mechanizm dziatania DDT i jego metabolitow w komdrkach tozyska Iludzkiego”
(0671/P05/2005/28). Badania te miaty na celu wykazanie dziatania pestycyddw takich jak DDT i jego
metabolitéw na funkcje tozyska. W ramach tego projektu uczestniczytam w badaniach wptywu tych
zwigzkdw na ekspresje biatka dla receptora AhR i enzymu aromatazy, poszerzajac swdj warsztat
metod biochemicznych. W trakcie trwania studiéw doktoranckich uczestniczytam w kilku krajowych

kursach dotyczacych technik biologii molekularnej, hodowli komdérkowej, cytometrii przeptywowej.

Osiagniecia badawcze po uzyskaniu stopnia doktora:

Od 2009 roku jestem zatrudniona w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Katedry
Fizjologii Zwierzat, Instytutu Zoologii UJ: poczatkowo na stanowisku asystenta, a od 2011 roku
na stanowisku adiunkta. Gtéwny nurt moich prac badawczych prowadzonych po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora to kontynuacja badan zwigzanych z rolg hormonéw metabolicznych w regulacji

funkcji rozrodczych samic.

GRELINA: W ramach dwéch kierowanych przeze mnie grantdw wewnetrznych WBiNoZ UJ:
,Okreslenie ekspresji genu i biatka greliny i jej receptora w pecherzykach jajnikowych swin
izolowanych ze zwierzgt niedojrzatych i dojrzatych ptfciowo” (DS/MND/WBiNoZ/IZ/6/2011) oraz
,Wptyw greliny na sekrecje hormondw pfciowych i ekspresje enzymow steroidogenezy w pecherzyku
jajnikowym swin dojrzatych i niedojrzatych ptciowo” (DS/MND/WBiNoZ/1Z/8/2012), finansowanych
ze srodkéw na dziatalnos¢ statutowg MNiISW zbadatam rdznice w ekspresji i bezposrednim dziataniu
greliny w jajniku swifd niedojrzatych i dojrzatych ptciowo. Ekspresja biatka greliny i jej stezenie
w plynie pecherzykowym istotnie wzrasta wraz ze wzrostem pecherzyka jajnikowego zaréwno
u zwierzat niedojrzatych jak i dojrzatych ptciowo. Natomiast ekspresja genu i biatka receptora greliny

jest podwyziszona w jajniku zwierzat dojrzatych ptciowo (zatgcznik 3, poz.ll.A.18, poz.lll.B.26).
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W swoich badaniach obserwowatam rowniez negatywny wptyw greliny na podstawowg oraz
stymulowang gonadotropinami sekrecje steroiddw poprzez zahamowanie ekspresji biatka enzymow
3BHSD, 17BHSD oraz CYP19 w pecherzyku zwierzat dojrzatych ptciowo, sugerujagc zalezny od statutu
dojrzatosci ptciowej efekt dziatania greliny (zatgcznik 3, poz.ll.A.22, poz.ll.K.6, poz.lll.B.43,
poz.lll.B.44). Co wiecej, interesujgce wyniki badan otrzymatam prowadzac hodowle in vitro komoérek
ciatka zottego (CL) $win. W badaniach tych skupitam sie na okresleniu roli greliny w regulacji CL,
wskazujgc zwiekszong ekspresje zaréwno genu jak i biatka greliny w CL srodkowej i pdzinej fazy
lutealnej. Rownoczesnie zaobserwowatam, ze grelina bezposrednio obniza sekrecje P4 poprzez
zahamowanie aktywnosci i ekspresji enzymu 3BHSD (zafgcznik 3, poz.ll.A.17, poz.lll.B.25, poz.lll.B.29).
Rozszerzajgc swoj warsztat metod hodowli in vitro prowadzitam réwniez badania eksperymentalne
wplywu greliny na rézne parametry linii komodrek tozyska JEG-3. W pracy tej wykazatam mitogenne
i anty-apoptotyczne dziatanie greliny. Rdwnoczesnie zaobserwowatam zahamowanie sekrecji P4 bez
wplywu na poziom gonadotropiny kosmoéwkowej (hCG), sugerujgc znaczacy wpltyw greliny
na tworzenie komoérek tozyska (zatqcznik 3, poz.ll.A.12, poz.lll.B.22). Podsumowujgc, wyniki
przytoczonych prac nie tylko wyjasniajg mechanizmy zaburzen endokrynnych w komadrkach jajnika
czy tozyska ale stanowig istotny wktad i uzupetnienie dotychczasowej wiedzy na temat roli greliny
w organizmie. Podsumowanie powyzszych wynikow opisatam w pracy przeglagdowej (zafgcznik 3,

poz.l.A.25).

LEPTYNA: Réwnoczesnie kontynuowatam badaniach nad poznaniem mechanizmu dziatania
leptyny w komodrkach pecherzyka jajnikowego swiA. Liczne doniesienia literaturowe wskazujg
powigzanie leptyny z otytoscig i hyperandrogenizacjg kobiet z PCOS (Panidis i wspdt. 2003).
Jednoczesnie zaobserwowano okoto 306% podwyzszong ekspresjg leptyny u otytych swin
w poréwnaniu z grupg kontrolng (Ramsay i wspoét. 1998). Wyniki prowadzonych przez nas badan in
vitro wykazaty, ze podanie leptyny w wysokich dawkach podnosi ekspresje gtéwnie enzymoéw
CYP11A1 i 17BHSD czego rezultatem byto zwiekszenie sekrecji P4 i T w matych i Srednich
pecherzykach pochodzacych od zwierzat niedojrzatych i dojrzatych ptciowo (zafgcznik 3, poz.1l.A.19).
Wynik tych badan wskazujg, iz podwyzszony poziom leptyny poprzez zmiany w profilu hormonalnym
pecherzyka moze by¢ przyczyng patologii jajnika np. tworzenia sie cyst charakterystycznych miedzy
innymi dla zespotu PCOS. Powyisze wyniki badan spotkaty sie z duzym zainteresowaniem
na miedzynarodowej konferencji European Congress of Endocrinology we Florencji (zatgcznik 3,
poz.lll.B.30). W kolejnych badaniach skupitysmy sie na eksperymentach z selektywnym blokerem
receptora leptyny SHLA (super human leptin antagonist). Najnowsze wyniki badan wskazujg na
mozliwos¢ aplikacji SHLA w terapii leczenia kacheksji, chorobach autoimmunologicznych czy

nowotworach (Gertler i wspot. 2013). Wykorzystujgc model hodowli in vitro Swinskich pecherzykéw
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jajnikowych wykazaty$my, ze SHLA obniza zaréwno ekspresje receptora leptyny w pecherzyku jak
i poziom samej leptyny. Zaobserwowatysmy takze, ze SHLA odwraca efekt dziatania leptyny
w pecherzyku, sugerujac, ze moze by¢ réwniez brany pod uwage jako czynnik terapeutyczny przy
leczeniu patologii jajnika (zafgcznik 3, poz.1l.A.23, poz. 11l.B.40, poz.lll.B.41).

APELINA: Jako kierownik dwdch grantéw wewnetrznych WBiNoZ UJ finansowanych
ze srodkéw na dziatalno$¢ statutowg MNISW: , Ekspresja apeliny i jej receptora w pecherzyku
jajnikowym $win niedojrzatych i dojrzatych ptciowo” (DS/MND/WBIiNoZ/1Z/5/2014) oraz ,,Okreslenie
ekspresji i roli apeliny w regulacji funkcji komdrek ciatka zottego Swini. Badania in vitro”
(DS/MND/WBIiNo0Z/1Z/5/2015) obecnie prowadze badania nad rolg apeliny w funkcjonowaniu uktadu
rozrodczego samic. Apelina jest obecnie szeroko badang pod wzgledem cukrzycy typu 2 i otytosci
adipoking, jednak ostatnie badania swiadczag o obecnosci apeliny w tkankach rozrodczych samic.
We wspodtpracy z zespotem Profesor Marii Stomczynskiej z Zaktadu Endokrynologii Instytutu Zoologii
UJ oraz dr Joélle Dupont (Université de Tours Haras Nationaux Physiologie de la Reproduction et des
Comportements, Nouzilly, Francja) po raz pierwszy wykazatySmy zaréowno ekspresje genu
i biatka apeliny oraz jej receptora (APJ) jak réwniez immunolokalizacje obu biatek w komédrkach
jajnika Swini (zafgcznik 3, poz.ll.K.10, poz.lll.B.48), sugerujac iz moze by¢ to kolejny hormon
zaangazowany réwniez w bezposrednig funkcje jajnika. Obecnie w ramach kierowanego przez mnie
projektu ,,Poznanie roli adipokiny apeliny w funkcjonowaniu jajnika oraz ptodnosci bydta i swini”
programu wymiany osobowej Polonium na lata 2016 — 2017 z zespotem dr Joélle Dupont
prowadzimy wspdlne badania nad poznaniem molekularnych mechanizmoéw dziatania apeliny
w komoérkach jajnika krowy i Swini.

Moje zainteresowania naukowe zwigzane sg réwniez z tematyka i projektami realizowanymi
w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu Instytutu Zoologii. Wspodtpraca Profesor Gregoraszczuk
z Profesorem Jerzym Falandyszem z Pracowni Chemii Srodowiska i Ekotoksykologii, Wydziatu Chemii,
Uniwersytetu Gdanskiego, zaowocowata badaniami nad heksachlorobenzenem (HCB) oraz
pentachlorobenzenem (PeCB). Zwigzki te nalezg do grupy chlorowanych weglowodoréw i zgodnie
z decyzjg Rady Parlamentu Europejskiego 2455/2001/WE - od listopada 2001 roku funkcjonujg jako
priorytetowe substancje niebezpieczne. Wyniki wspdlnych badan pozwolity na stwierdzenie, ze HCB
i PeCB akumulujg sie w pecherzyku jajnikowym $wini oraz zaburzajg homeostaze hormonalng jajnika
na drodze zmian ekspresji gtdwnych enzyméw steroidogenezy. W kolejnych doswiadczeniach
wykazaliSmy réwniez androgenne dziatanie komercyjnej mieszaniny chloronaftalenéw: Halowax
1051. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w ramach dwéch prac oryginalnych (zatgcznik 3,
poz.ll.A.13, poz.ll.A.14) i przedstawione na krajowej konferencji (zafgcznik 3, poz.lll.B.31).
Rownoczesnie wraz z doktorantami i magistrantami Zaktadu kontynuowatam badania nad

mechanizmem dziatania PBDE w jajniku. W kolejnych publikacjach wykazalismy, ze w komédrkach
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pecherzyka jajnikowego swini kongenery PBDE (-47, -99 i -100) stymulujg sekrecje T aktywujgc
enzymy steroidogenne CYP17 i 17BHSD oraz obnizajg aktywnos$¢ enzymu CYP19 (zafgcznik 3,
poz.ll.A.15, poz.lll.B.27). Natomiast w badaniach in vitro prowadzonych na komérkach CL s$wini
wykazalismy, ze PBDE gtéwnie kongenery -47 i -99 stymulujg sekrecje P4 poprzez wzrost ekspresji
biatka 3BHSD. Dodatkowo zwigzki te stymulujg aktywnosé¢ kaspaz 3, 8 i 9 stymulujac proces apoptozy
komoérek CL (zatgcznik 3, poz.ll.A.16, poz.lll.B.28). Podsumowujac, uzyskane wyniki wyjasniaja
zaburzenia réwnowagi jajnikowych hormondw steroidowych pod wptywem szeroko wystepujacych
w Srodowisku EDC, co w konsekwencji ma negatywny wptyw na ptodnos¢ samic. Obecnie wiadomo,
ze w krajach rozwinietych zanieczyszczenie srodowiska i wspdtczesny styl zycia, a co za tym idzie
ekspozycja na szkodliwe substancje jest przyczyng problemoéw z ptodnoscis.

Bytam réwniez wykonawca w kolejnym projekcie realizowanym w Zaktadzie, kierowanym przez
Profesor Gregoraszczuk , Okreslenie mozliwos¢ wspdtdziatania bisfenolu A i leptyny na wybrane
parametry zwigzane z procesem progresji nowotworu jajnika” (0050/B/P01/2010/38). W ramach
tego projektu jestem wspdtautorka jednej publikacji (zatgcznik 3, poz.ll.A.20), ktérej celem byta
analiza mozliwo$¢ wspotdziatania bisfenolu A (BPA) i leptyny w procesie apoptozy komodrek
nowotworowych jajnika. BPA nalezy do grupy zwigzkéw EDC i uzywany jest m.in. do produkcji
papieru termicznego, opakowan zywnosci, wypetnien stomatologicznych oraz kosmetykéw. BPA
podobnie jak leptyna zwigzany jest z otytoscig. W badaniach tych wykorzystujac jajnikowa linie
komdrkowa OVCAR — 3 wykazaty$my, ze leptyna i BPA wspdtdziatajg w hamowaniu ekspresji genu
i biatka dla kaspazy 3 uruchamiajgc odmienne S$ciezki sygnalizacyjne. Aktywnos$¢ kaspazy 3
regulowana przez leptyne odbywa sie z udziatem czynnika transkrypcyjnego STAT-3, z kolei BPA
hamuje aktywnos$é oraz ekspresje kaspazy-3 poprzez szlak kinazy ERK1/2. Podsumowujac,
w prezentowanej pracy wykazatySmy, ze oba czynniki zwigzane z otytoscia — endogenny (leptyna)
i egzogenny (BPA) mogg stymulowad progresje raka jajnika poprzez zahamowanie procesu apoptozy

tych komérek.

W ramach wspotpracy Profesor Gregoraszczuk z Centrum Onkologii w Krakowie bytam réwniez
wykonawcg badan dotyczacych hodowli in vitro komodrek nowotworu jajnika pobieranych
chirurgicznie od kobiet po chemoterapii. Badania te miaty na celu ustawienie metody hodowli
komdrek nowotworu jajnika i okreslenie ktéry z obecnie stosowanych w chemoterapii lekéw jest
najbardziej skuteczny. W ramach tej wspotpracy jestem wspodtautorky jednej publikacji (zatgceznik 3,
poz.ll.A.24) oraz doniesienia konferencyjnego (zatgcznik 3, poz.1ll.B.17). Wyniki tych badan wydajg sie
by¢ interesujgce poniewaz pozwalajg w krétkim czasie okresli¢ skutecznosé stosowanych obecnie

chemioterapeutykéw w przypadku indywidualnych pacjentek.
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Obecnie jestem wykonawcg w dwoéch projektach realizowanych w Zaktadzie: ,Nowy
mechanizm dziatania bisfenolu A i jego analogéw w biologii raka jajnika” (2013/09/B/NZ7/00405),
ktéry kierowany jest przez dr hab. Anne Ptak oraz ,Nowe molekularne mechanizmy dziatania
mieszanin  weglowodorow aromatycznych (WWA) w  ludzkich komodrkach granulozy”
(2015/17/B/NZ7/02954) kierowanego przez prof. dr hab. Ewe Gregoraszczuk. Hipoteza badawcza
pierwszego projektu zaktada, ze zaréwno BPA jak i jego bromowane oraz chlorowane pochodne
poprzez zmiane ekspresji wybranych adipokin w komdrkach nowotworu jajnika wptywajg w sposdb
posredni na proces progresji raka jajnika. Pierwsze wyniki badan wskazujg na ekspresje gtdwnie
apeliny i chemeryny w liniach nowotworowych jajnika oraz ich stymulujacy wptyw na proliferacje
tych komoérek (zatgcznik 3, poz.lll.B.49, poz.lll.B.50). Uzyskane wyniki przyczynig sie do poszerzania
wiedzy na temat roli adipokin w progresji raka jajnika, co wydaje sie by¢ istotne w swietle doniesien
0 wzrastajgcym wystepowaniu nowotwordw oséb otytych. Natomiast gtéwny cel naukowy drugiego
projektu zaktada zbadanie wptywu mieszanin WWA na funkcje komérek granulozy pecherzyka
jajnikowego kobiet poprzez okreslenie metabolizmu, proliferacji, apoptozy czy parametréw
endokrynnych tych komérek. We wstepnych badaniach okreslitySmy akumulacje 16 znacznikowych
WWA w krwi kobiet wskazujgc na akumulacje tych zwigzkéw w organizmie. W $wietle dostepnej
literatury dotyczgcej problemdéw z ptodnoscig kobiet zyjgcych w sSrodowisku zanieczyszczonym

uzyskane w ramach projektu wyniki wydajg sie znaczace i interesujace.

W tym czasie uczestniczytam w kilku krajowych i miedzynarodowych kursach dotyczgcych
technik biologii molekularnej, metod badania ekspresji gendéw i biatek oraz wyciszania gendw.
Odbytam takze kilka miesiecznych stazy naukowych miedzy innymi w laboratorium Profesora
Mathiasa Strowskiego w Uniwersytecie Medycznym Charité w Berlinie, laboratorium Medycyny
Weterynaryjnej Profesor Gracy Ferreira Dias Uniwersytetu w Lizbonie oraz laboratorium Fizjologii
Rozrodu Uniwersytetu w Okayama Profesora Kiyoshi Okudy, gdzie udoskonalatam swdj warsztat
metodyczny jak réwniez nawigzatam wspétprace dzieki ktérej mozemy prowadzi¢ wspdlne badania
nad rolg adipokin w funkcjonowaniu uktadu rozrodczego innych gatunkéw zwierzat np. klaczy

(zatgcznik 3, poz.11l.B.47) czy bydta.
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Podsumowujac:

v wyniki moich badan zostaty opublikowane w 35 publikacjach, z ktérych 31 w czasopismach z listy
Journal Citation Reports (JCR) (lista A MNiSW). Sposréd tych prac 29 ukazato sie po uzyskaniu
przeze mnie stopnia doktora. Wyniki moich badan zostaty zaprezentowane na 50 konferencjach
w kraju (26) i za granicg (24). Jestem wspdtautorka 4 prac przeglagdowych, 1 popularno-naukowej
i 1 rozdziatu w ksigzce.

v sumaryczny wspbtczynnik wptywu impact factor moich publikacji wg bazy JCR (zgodnie
z rokiem opublikowania prac) wynosi 70.833, tgczna punktacja wg wykazu czasopism
naukowych MNiISW wynosi 832 pkt (z dnia 23.12.2015). Wspodtczynnik Hirscha wg Web
of Science wynosi 10, a sumaryczna liczba cytowani wedtug WoS wynosi 256 razy, bez
autocytowan 204 razy (z dnia 24.05.2016).

v bytam kierownikiem 2 projektow , luventus Plus” MNiSW, 1 projektu ,,Sonata” NCN i 5 projektow
wewnetrznych WBiNoZ UJ finansowanych ze srodkdéw na dziatalno$¢ statutowg MNiSW; oraz
wykonawcg 5 projektdw krajowych. Bytam takze dwukrotnie laureatkg projektu europejskiego
,Spoteczeristwo — Technologie — Srodowisko” (zatgcznik 3, poz.lll.A.2, poz.lil.A. 4). Obecnie jestem
kierownikiem 1 projektu wewnetrznego WBiNoZ UJ oraz wykonawcg w 2 projektach ,,Opus” NCN.
Kieruje takze projektem w ramach programu wymiany osobowej ,Polonium” na lata 2016 — 2017
we wspotpracy z zespotem dr Joélle Dupont (Université de Tours Haras Nationaux Physiologie de
la Reproduction et des Comportements, Nouzilly, Francja).

v' odbytam kilka stazy w polskich i zagranicznych os$rodkach naukowych miedzy innymi
w Uniwersytecie Medycznym Charité w Berlinie, Uniwersytecie w Lizbonie oraz Uniwersytecie
w Okayama, Japonia.

v od 2010 roku wykonatam 34 recenzji prac nadsytanych do redakcji polskich
i miedzynarodowych czasopism naukowych (np. Reproductive Biology, Gynecological
Endocrinology, Regulatory Peptides, Reproductive Biology and Endocrinology, Reproductive
Sciences, General and Comparative Endocrinology, Domestic Animal Endocrinology, Animal
Reproduction Science, Journal of Clinical Pathology). Wykonatam recenzje jednego
miedzynarodowego projektu badawczego dla US-Israel Binational Agricultural Research and
Development Fund. Bytam recenzentem 6 prac magisterskich i 9 prac licencjackich.

v" w uznaniu moich osiggnie¢ naukowych zostatam kilkakrotnie nagrodzona m.in. stypendium im.
Adama Krzyzanowskiego Funduszu Stypendialnego UJ dla najlepszych doktorantéw Ul,
dwukrotnie stypendium Fundacji na rzecz Nauki Polskiej dla mtodych naukowcéw. W latach
2009 — 2015 pieciokrotnie otrzymatam zespotowg nagrode JM Rektora UJ za publikacje

naukowe. Otrzymatam rdéwniez nagrode za zajecie | miejsca w konkursie na najlepszg



22| Zatgcznik 2

prezentacje pracy naukowej na lll Zimowej Szkole TBR. Zostatam takze laureatkg prestizowej
nagrody TBR im. Wtadystawa Bielaniskiego za cykl oryginalnych prac badawczych, co wigzato sie
z zaproszeniem do wygtoszenia wyktadu podczas konferencji TBR. W 2014 roku otrzymatam
stypendium MNiSW dla wybitnych mtodych naukowcow.

v’ poza dziatalnoécig naukowa biore czynny udziat w pracy dydaktycznej. W ramach kurséw
Fizjologia Zwierzqt, Biochemia, Endokrynologia Pordownawcza Rozrodu Kregowcdw, Fizjologiczne
Techniki Badan oraz Hodowla Tkanek - zastosowania w badaniach naukowych prowadze zajecia
dla studentéw kierunku Biologia na WBiNoZ UJ. Bytam wspdtautorky scenariusza i prowadzaca
zajecia on-line dla uczniéw podkrakowskich szkét w ramach pilotazowego projektu dydaktycznego
(zatgcznik 3, poz.lll.A.3). Od 2012 roku bytam promotorem 5 zakonczonych prac licencjackich
i 4 prac magisterskich; aktualnie pod mojg opiekg powstajg 4 prace licencjackie i 2 prace
magisterskie. Jestem réwniez promotorem pomocniczym w 1 otwartym przewodzie doktorskim.

v w ramach dziatalnoéci organizacyjnej na UJ jestem przedstawicielem pracownikéw
niesamodzielnych do Rady Instytutu Zoologii UJ i Rady WBiNoZ UJ. Bytam trzykrotnie cztonkiem
Wydziatowej Komisji, przyznajacej $rodki DS na zadania stuzgce rozwojowi mtodych naukowcéw
oraz uczestnikdow studiéw doktoranckich WBiNoZ UJ. Jestem cztonkiem Rady Programowej
kierunku biologia oraz opiekunem Studiéw Uzupetniajgcych Magisterskich. Od 2012 roku jestem
rowniez cztonkiem Komitetu Okregowego Olimpiady Biologicznej w Krakowie oraz Komisji
egzaminacyjnej Il stopnia Olimpiady Biologicznej w Krakowie. Biore aktywny udziat w promocji
nauki i WBiNoZ UJ. W latach 2012-2013 byfam koordynatorem ds. promocji WBiNoZ UJ
organizujgc i prezentujac zajecia w ramach Nocy Biologdéw, Targéw Edukacyjnych, Dniu Otwartym
UJ oraz Targach Kariery UJ. Chetnie biore udziat w organizowaniu warsztatéw dla dzieci

i mtodziezy krakowskich szkot.

Pozostate osiggniecia naukowe i dydaktyczne przedstawiono w ,Wykazie opublikowanych prac
naukowych lub twdrczych prac zawodowych oraz informacji o osiggnieciach dydaktycznych,

wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki”.

A Pal

Krakéw, dnia 25.05.2016 r. dr Agnieszka Rak



