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1. Imig i nazwisko
Anna Hejmej

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Magister biologii; stopieni uzyskany w 2003 roku, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagielloniskiego; praca magisterska pt. Wphyw estrogenéw na wznowienie
spermatogenezy u niedojrzalych samcoéw nornicy rudej (Clethrionomys glareolus), promotor:
Prof. dr hab. Barbara Bilifska, recenzent: Prof., dr hab. Maria Szoltys (Uniwersytet

Jagiellonski w Krakowie)

Doktor nauk biologicznych: stopief uzyskany w 2007 roku, na Wyadziale Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Jagiellofiskiego, na podstawie rozprawy doktorskiej pt. Rola receproréw
hormondw  steroidowych w regulacji funkcji ukladu reprodukcyjnego ogiera i wnetra,
promotor: Prof. dr hab. Barbara Bilinska, recenzenci: Prof, dr hab. Maria Stomczynska
(Uniwersytet Jagiellofiski w Krakowie), Prof, dr hab. Marian Tischner (Uniwersytet Rolniczy

w Krakowie)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2003-2007: doktorantka w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii na Wydziale Biologii
1 Nauk o Ziemi UJ

2007-2010: zatrudnienie w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii UJ na stanowisku
asystenta

od 1 lutego 2010 zatrudnienie w Zakladzie Endokrynologii Instytutu Zoologii UJ na
stanowisku adiunkta

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego 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.Tytul osiggnigcia naukowego

Molekularne mechanizmy dziatania zwiazkéw o aktywnosci hormonalnej na komorki
mgskiego ukladu rozrodczego ssakéw

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

Impact factor (IF) podano wedtug Journal Citation Reports zgodnie z rokiem opublikowania
pracy; punkty MNiSW wedlug wykazu czasopism naukowych (lista A) opublikowanego
przez MNiSW 31 grudnia 2014; liczbe cytowan wedtug ISI Web od Science (z 15.02.2015).
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1. Hejmej A, Kotula-Balak M, Galas J, Bilifiska B. Effects of 4-tert-octylphenol on
the testes and seminal vesicles in adult male bank voles. Reproductive Toxicology

2011; 31:95-105.

IF 20113236
Punkty MNiSW: 30



Liczba cytowan: 11
Liczba cytowar: bez autocytowar: 3

2. Hejmej A, Kotula-Balak M, Chojnacka K, Kuras P, Lydka-Zarzycka M, Bilinska B.
Photoperiod-dependent effects of 4-tert-octylphenol on adherens and gap junction
proteins in bank vole seminiferous tubules. International Journal of Endocrinology

2013; 2013:134589.

IF 2013: 1,515

Punkty MNiSW: 20

Liczba cytowan: 3

Liczba cytowar: bez autocytowan. 3

3. Hejmej A, Gérowska E, Kotula-Balak M, Chojnacka K, Zarzycka M, Zajac J,
Bilinska B. Androgen signaling disruption during fetal and postnatal development
affects androgen receptor and connexin 43 expression and distribution in adult boar
prostate. BioMed Research International 2013; 2013:407678.

IF 2013: 2,706

Punkty MNiSW: 30

Liczba cytowan: 1

Liczba cytowar; bez autocytowan: ()

Czasopismo zalozone jako ,,Journal of Biomedicine and Biotechnology™, w 2013 roku
zmienito nazwe na ,,BioMed Research International?”. Obowigzujacym IF jest IF 2013
»Journal of Biomedicine and Biotechnology” (patrz: zalaczona informacja ze strony

internetowej wydawcy).

4. Gorowska E, Zarzycka M, Chojnacka K, Bilinska B and Hejmej A. Post-natal
exposure to flutamide affects CDHI and CTNNBI gene expression in adult pig
epididymis and prostate and alters metabolism of testosterone. Andrology 2014;

2:186-197.

IF 2010: 3,365

Punkty MNISW: 50

Liczba cytowan: 3

Liczba cytowan bez autocytowan: 1

Czasopismo powstalo w 2013 roku w wyniku fuzji ,International Journal of
Andrology” i ,,Journal of Andrology”. Obowigzujacym obecnie IF jest $redni IF obu
czasopism z 2010 roku (patrz: zalaczona informacja ze strony internetowej wydawcy).
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5. Hejmej A, Bilinska B. A role of junction-mediated interactions in cells of the male
reproductive tract: Impact of prenatal, neonatal, and prepubertal exposure to anti-
androgens on adult reproduction. Histology & Histopathology 2014; 29:815-830.

IF 2013: 2,236
Punkty MNISW: 25



Liczba cytowan. 0
Liczba cytowan bez autocytowan.: ()

ROZDZIAL W KSIAZCE

6. Hejmej A, Kotula-Balak M, Bilifiska B. Antiandrogenic and estrogenic compounds:
Effect on development and function of male reproductive system, [in:] Steroids -
Clinical Aspect, Abduljabbar H. (ed.), InTech 2011, pp- 51-82.

Sumaryczny IF prac przedstawionych jako osiggniecie naukowe wynosi 13,048, suma
punktéw MNiSW 155, catkowita liczba cytowan 18, liczba cytowan bez autocytowan 7

4.3. Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Rozwdj oraz funkcjonowanie meskiego ukliadu rozrodczego ssakéw kontrolowane sg
hormonalnie. Gtéwne hormony zaangazowane w te procesy to androgeny, a wérdd nich
testosteron, produkowany w gonadzie meskiej juz od wezesnych etapow rozwoju plodowego,
oraz jego metabolit dihydrotestosteron (DHT). W narzadach meskiego uktadu rozrodczego, a
takze w tkankach pozareprodukcyjnych, takich jak moézg czy tkanka tluszczowa,
syntetyzowane sg takze estrogeny, ktérych rola w regulacji meskich funkcji rozrodczych jest
przedmiotem aktualnego zainteresowania naukowcéw. Badania prowadzone w ostatnich
dekadach dowodza, ze ostabione dziatanie androgenéw, i, co réwnie istotne, zaburzenie
réwnowagi migdzy androgenami a estrogenami, negatywnie wplywa na meska plodnogé,
sprzyjajac powstawaniu wad rozwojowych lub zmian patologicznych w narzadach uktadu
rozrodczego (Rivas i wsp. 2002; Yatkin i wsp. 2009). U podioza tego typu zjawisk moga
leze¢ czynniki endogenne (np. defekty genetyczne, otylogé), ale coraz czesciej zasadniczg role
przypisuje si¢ egzogennym substancjom o aktywnosci hormonalnej (ang. Endocrine
Disrupting Chemicals) (Diamanti-Kandarakis i wsp. 2009). Efekty wywolywane dziataniem
tych zwigzkéw zaleza w znacznym stopniu od czasu (okresu rozwoju), w ktérym nastgpita
ekspozycja — za okres najwigkszej wrazliwosci uznaje si¢ powszechnie rozwdj plodowy
(Skakkebaek i wsp. 2001). Wzrost czestotliwodci wystepowania wad meskiego ukfadu
rozrodezego (np. spodziectwa i wnetrostwa) zaréwno u czlowieka, jak i u dziko zyjgcych
zwierzat, a takze wzrost zachorowalnosci na nowotwory jader i prostaty u mezczyzn, wigzany
jest z narastajgcym, w kilku ostatnich dziesigcioleciach w krajach rozwinietych,
zanieczyszczeniem Srodowiska oraz ze wspdlczesnym stylem zycia (uzywane srodki
czystosei, kosmetyki, farmaceutyki), a co za tym idzie z ekspozycja na szkodliwe substancje

juz od wezesnych etapéw rozwoju (Kumar i Holt 2014, Main i wsp. 2010). Intensywne
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badania, majgce na celu identyfikacje hormonalnie czynnych substancji zaktocajacych
funkcjonowanie uktadu rozrodczego oraz poznanie ich mechanizméw dziatania na poziomie
komorki, prowadzone sg aktualnie w wielu o$rodkach badawczych na swiecie. Majg one
przyczyni¢ si¢ do ograniczenia produkcji 1 wykorzystania tych zwigzkéw, a tym samym
ograniczenia stopnia ekspozycji czlowieka oraz zwierzat na te substancje. Istotnym
zagadnieniem pozostaje tez wyjasnienie zalezno$ci miedzy ekspozycja na dang substancje,
zmianami na poziomie molekularnym (np. zmianami ekspresji genéw), a reakcjami catego
narzadu lub ukiadu narzadéw (np. stanem hormonalnym). Problem ten stanowi przedmiot
podejmowanych przeze mnie badan.

Kluczowym elementem systemu regulacyjnego tkanek ukfadu rozrodczego, a przy tym
potencjalnym celem dzialania egzogennych substancji o aktywno$ci hormonalnej, sg bialtka
zaangazowane w procesy syntezy 1 metabolizmu hormondéw steroidowych oraz odbidr
sygnatéow hormonalnych. Proces steroidogenezy, zachodzacy w komdrkach Leydiga jader,
obejmuje szereg przemian enzymatycznych, prowadzacych do powstania testosteronu, ktdry
poza bezposrednim dziataniem na tkanki docelowe moze ulega¢ w tych tkankach
metabolizmowi do innych hormonalnie czynnych zwigzkéw: estradiolu przy udziale
aromatazy cytochromu P450, lub do DHT przy udziale 5o-reduktaz. Enzymy te ulegajg
szerokiej ekspresji w tkankach meskiego ukladu rozrodczego, obecne sa w najadrzu i
gruczolach dodatkowych, a aromataza réwniez w jadrach. Dzialanie androgendow oraz
estrogenéw uwarunkowane jest nie tylko wilasciwym przebiegiem syntezy hormondéw
(regulowanej dostgpnoscig substratu oraz poziomem ekspresji i aktywnoécig wspomnianych
enzymow), ale takze obecnoscia specyficznych receptoréw w tkankach docelowych. Pomimo
scharakteryzowania w ostatnich latach blonowych receptoréw estrogenowych (GPR30;
Revankar i wsp. 2005) oraz androgenowych (ZIP9; Pascal i Wang 2014), podstawowe
dzialania tych hormonéw wigzane sg wcigz z klasycznymi, tzn. wewnatrzkomérkowymi
receptorami: androgenowym (AR) oraz estrogenowymi a i B (ERa i ERP), funkcjonujacymi
jako indukowane ligandem czynniki transkrypcyjne. Stad tez zaburzenia ekspresji tych
receptordw, a takze nieprawidlowa ekspresja wspomnianych wczesniej enzymdow moga
przyczynia¢ si¢ do powstawania wad rozwojowych lub dysfunkcji meskiego uktadu

rozrodczego, prowadzacych w konsekwencji do zaburzen plodnosci (Bulun 2014,

Subramaniam i wsp. 2013).
Poza kontrola hormonalng prawidlowe funkcjonowanie tkanek reprodukcyjnych

zapewniaja lokalne mechanizmy regulacyjne oparte na sygnalizacji parakrynowej oraz

bezposrednich interakcjach migdzy komorkami poprzez polaczenia migdzykomorkowe.
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Polaczenia te stanowig kompleksy biatkowe zlokalizowane w blonach kontaktujacych sie ze
sobg komorek. Biorg one udzial w utrzymaniu polarno$ci komérek, regulacji
pozakomérkowej dyfuzji (polgczenia Sciste), adhezji miedzykomorkowej (polgczenia
przylegania), a takze bezposredniej komunikacji miedzy komérkami (polgczenia
szczelinowe). Zmiany w ekspresji bialek potaczen, bgdz zmiany w ich mig¢dzybiatkowych
oddzialywaniach w komoérkach ukladu rozrodczego, wigzane sa m.in. z zaburzeniami
spermatogenezy i procesami nowotworowymi (Czyz i wsp. 2012, Kotula-Balak i wsp. 2007).

Zalozeniem badan przedstawionych jako osiagniecie naukowe bylo wyiasnienie

udzialu zaburzed w biosyntezie, metabolizmie i dzialaniu hormondw steroidowych oraz roli

potaczen miedzykomdrkowych w mechanizmie odpowiedzi komdrek narzaddéw meskiego

uktadu rozrodczego na dzialanie egzogennych substancji o aktywnodci hormonalne;,

ksenoestrogenu i anty-androgenu.
Pierwszy model doswiadczalny wykorzystany w moich badaniach stanowily dojrzate

piciowo samce nornicy rudej eksponowane na dziatanie 4-fert-oktylofenolu. Zwiazek ten
powszechnie wystgpuje w $rodowisku w wyniku proceséw przemystowych. Jego obecnosé
stwierdzono w wodach $rédladowych i przybrzeznych, w osadach oraz w glebie (Bergé i wsp.
2012). 4-tert-oktylofenol zaliczany jest do alkilofenoli, substancji okreslanych jako ,stabe
estrogeny”, poniewaz wykazuja 100 — 10 000 razy mniejsze powinowactwo i zdolnoéé do
aktywacji klasycznych receptoréw estrogenowych w poréwnaniu z ich naturalnym ligandem,
17B-estradiolem. Substancje takie moga jednak aktywowaé alternatywne szlaki transdukc;ji
sygnatu oraz ulega¢ bioakumulacji, co znacznie rozszerza zakres mozliwych oddzialywan

alkilofenoli na organizm.
Wykorzystujac 4-fert-oktylofenol jako modelowy ksenoestrogen. podjetam problem,

nieobecny wczesniej w_literaturze naukowe], wystepowania zaleznosci miedzy

fiziologicznym stanem ukladu rozrodczego a wrazliwoscia na ksenoestrogeny ssakéw o

rozrodzie sezonowym. W celu wyjasnienia tej kwestii, w swoich badaniach wykorzystatam

samce nornicy rudej hodowane w warunkach dlugiego oraz krétkiego dnia swietlnego. U
nornicy gléwnym czynnikiem wplywajacym na aktywnos$é gonad jest bowiem dtugosé
fotoperiodu (dnia swietlnego). Samce z dnia dlugiego stanowig populacje zwierzat aktywnych
rozrodczo, natomiast zwierzgta dnia krétkiego wykazuja czesciows regresje gonad i innych
narzadow ukiadu rozrodczego, co spowodowane jest zmianami aktywnosci osi
podwzgérzowo-przysadkowej, i, w konsekwencji, spadkiem produkcji androgenow. Nomica

ruda jako gryzon o rozrodzie sezonowym stanowi wiec dobry model do badania wptywu



substancji wykazujacych dzialanie hormonalne na funkcjonowanie gonad w réznych fazach
aktywnosci (Bilinska i wsp. 2001).

W oparciu o uzyskane wyniki stwierdzitam, iz ekspozycja dojrzatych samcéw gryzoni
na 4-tert-oktylofenol (200 mg/kg masy ciata) prowadzita do spadku masy jader, zaburzen
morfologii plemnikéw oraz zaburzen spermatogenezy. Znaczace zmiany odnotowalam przede
wszystkim u zwierzat dnia dlugiego poddanych 2-miesigcznej ekspozycji na oktylofenol,
podczas gdy 1-miesigczna ekspozycja nie wywolala widocznych efektéw. Zaburzenia
spermatogenezy manifestowaly si¢ uszkodzeniem struktury nablonka plemnikotworczego
oraz przedwczesnym uwalnianiem niedojrzatych jeszcze komdrek plemnikotwdrczych,
glownie spermatocytow i okraglych spermatyd, z nablonka plemnikotwdrczego, czemu
towarzyszyla nasilona apoptoza komérek plemnikotwérczych (Poz. 1; Hejmej i wsp. 2011).
Radioimmunologiczne pomiary poziomu steroidow plciowych wykazaty spadek poziomu
testosteronu i réwnoczesny wzrost poziomu estradiolu po 2-miesigcznej ekspozycji na
oktylofenol samcow nornic hodowanych zaréwno w warunkach dnia dhlugiego, jak i
krotkiego. W celu wyjasnienia mechanizmu tych zmian, metodg polilosciowej analizy
Western blotting zbadatam ekspresje dehydrogenazy 3p-hydroksysteroidowej (3p-HSD),
enzymu zaangazowanego w biosyntezg testosteronu, oraz ekspresje¢ aromatazy. Okazalo sig,
ze niezaleznie od dlugosci fotoperiodu poziom biatka 3B-HSD jest obnizony w komérkach
Leydiga nornic eksponowanych na oktylofenol w poréwnaniu do osobnikéw kontrolnych,
natomiast poziom aromatazy wzrdst przede wszystkim w komoérkach nablonka
plemnikotworczego. Zmianom tym towarzyszyly zmiany ekspresji AR i ERa, a co za tym
idzie zmiany w zdolnosci komoérek do odpowiedzi na dziatanie steroidéw piciowych. Wraz ze
spadkiem syntezy testosteronu, stwierdzono spadek poziomu biatka AR; jednakze efekt ten
wystepowat tylko u samcéw dnia diugiego. Nasilonej aromatyzacji i produkcji estradiolu
towarzyszyl natomiast wzrost ekspresji ERa (Poz 1, Hejmej i wsp. 2011).

W kolejnym etapie prac poddatam analizie ekspresj¢ bialek polgczen
miedzykomorkowych: N-kadheryny, p-kateniny i koneksyny 43 (Cx43) w gonadzie samcow
nornicy. N-kadheryna, zaliczana wraz z E i P-kadheryng do ,klasycznych” kadheryn, to
transblonowe biatko zaangazowane w zalezng od Ca’" adhezje komorek. Czgsteczki N-
kadheryny poprzez zewngtrzkomoérkowe domeny oddzialujag z czasteczkami kadheryn
obecnymi w blonach sasiadujacych komorek. Natomiast wysoce konserwatywny C-konicowy
region cytoplazmatycznej domeny kadheryn wiaze si¢ z p-katening, ktéra z kolei asocjuje z a-
katening, kotwiczacg caty kompleks do cytoszkieletu aktynowego. Poza rola w regulacji

adhezji  komorek  kompleksy  kadheryny/kateniny sa  waznym  elementem
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wewngtrzkomérkowych szlakéw sygnalizacyjnych. Szczegélng role odgrywa w nich -
katenina, ulegajaca fosforylacji przez kinazy biatkowe, np. kinazy Akt i Src, co wptywa m.in.
na jej oddziatywanie z kadherynami i ma istotne znaczenie w przebudowie polgczen
przylegania zaréwno w procesach fizjologicznych, jak i patologicznych (Shapiro i Weis
2009). B-katenina peini¢ moze réwniez rolg koaktywatora transkrypcji, stanowigc kluczowy
element szlaku sygnalizacyjnego Wnt, zaangazowanego m.in. w procesy rozwojowe podczas
embriogenezy, a takze w procesy nowotworowe. Polgczenia szczelinowe zbudowane z
koneksyny 43 (Cx43) stanowia zas istotny element lokalnego systemu komunikacyjnego w
gonadzie meskiej, jak tez w innych narzadach meskiego ukladu rozrodczego. Prawidiowa
ekspresja Cx43 w nablonku plemnikotwérczym jest — jak wykazaly badania z
wykorzystaniem myszy z warunkowym nokautem genu Cx43 — konieczna do niezaktéconego
przebiegu procesu spermatogenezy. Heksamery podjednostek biatkowych Cx43 zakotwiczone
w blonach sgsiadujacych komoérek tworzg polkanaly zwane koneksonami. Koneksony
sasiadujacych komoérek tacza si¢ w homotypowe lub heterotypowe kanaly, umozliwiajace
transport miedzy komoérkami czasteczek o masie nizszej niz 1,5 kDa, takich jak aminokwasy,
krotkie peptydy, jony, cAMP czy trifosforan inozytolu (IP3). Nalezy zaznaczyé, ze
kompleksy polgczen miedzykomérkowych wystepujace w nablonku plemnikotwdrczym
wyrézniaja si¢ na tle komplekséw polgczeniowych innych nablonkéw, zaréwno
charakterystycznym rozmieszczeniem, wynikajgcym m.in. z ich udzialu w formowaniu
bariery krew-jagdro, jak rowniez duza dynamika zwigzang z ciagls przebudows
poszczegbinych  komplekséw  biatlkowych podczas przemieszczania si¢  komorek
plemnikotwdrczych ku $wiathi kanalika plemnikotworczego w procesie spermatogenezy (Yan
i wsp. 2008). Stad tez istotny element moich prac stanowita immunohistochemiczna analiza
badanych bialek, pozwalajaca na uchwycenie ewentualnych zmian w ich dystrybucji i tym
samym umozliwiajaca wnioskowanie o funkcjonalno$ci badanych komplekséw biatkowych.
W nabtonku plemnikotworczym dojrzatych samcéw nornic dnia diugiego kompleksy
N-kadheryna/B-katenina  zlokalizowane byly zaréwno w bazalnych specjalizacjach
powierzchniowych w obrebie bariery krew-jadro, jak réwniez pomiedzy komorkami
Sertoliego a roéznicujgcymi si¢ komorkami plemnikotwérczymi w apikalnym przedziale
nablonka plemnikotwérczego (Poz. 2, Hejmej i wsp. 2013), gdzie ich gléwng funkcjg jest
zapewnienie stabilnej adhezji spermatyd do komoérek Sertoliego. Koneksyna 43 w kana]iku
plemnikotworczym tworzyla polgczenia migdzy sasiadujacymi komérkami Sertoliego w ich
przypodstawnym rejonie oraz miedzy komoérkami Sertoliego a plemnikotwérczymi. W tkance

interstycjalnej liniowy wzor barwienia obserwowano miedzy komorkami Leydiga. Podobna
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lokalizacje tych biatek opisywano wczesniej u dojrzatych piciowo samcdw innych gatunkéw
ssakow. U samcow nornic z dnia krdtkiego obserwowatam natomiast sygnal rozproszony w
calym nabtonku plemnikotwdrczym i wyrazny spadek jego intensywnosci w obrebie bariery
krew-jadro. W przypadku Cx43 sygnal réwniez czgsto byt widoczny w cytoplazmie komorek
szlaku spermatogenezy. Obserwacje te wskazuja, iz czgSciowa regresja gonad zachodzgca
poza okresem rozrodczym zwigzana jest z reorganizacja i cz¢Sciows utratg polgczen
przylegania oraz szczelinowych, szczegdlnie w rejonie bariery krew-jadro. Swiadezy o tym
réwniez spadek poziomu badanych bialek, okreslony przy uzyciu potilosciowe] analizy
Western blotting (Poz. 2, Hejmej i wsp. 2013).

Analiza ekspresji i rozmieszczenia N-kadheryny, p-kateniny oraz Cx43 po 2-
miesiecznej ekspozycji obydwu grup samcéw na 4-fert-oktylofenol przyniosta zaskakujgce
rezultaty. W nablonku plemnikotwdrczym nornic dnia dhugiego widoczna byta delokalizacja
tych bialek, swiadczaca o rozpadzie badZ reorganizacji polaczen, co poprzez wplyw na
integralnos¢ nabtonka i interakcje miedzykomorkowe moglo bezposrednio przyczyniac si¢ do
obserwowanych wczesniej zmian strukturalnych. Zwigzek miedzy zaburzeniami ekspresji
wspomnianych biatek polgczeniowych a przedwezesnym ziuszczaniem si¢ komoérek nabtonka
plemnikotworczego zostat niedawno wykazany rowniez u szezuréw z indukowanym
doswiadczalnie stanem zapalnym jader (Perez i wsp. 2011), co wskazuje na pewna
uniwersalno$¢ opisanego mechanizmu. W przeciwienistwie do tych efektow, u samcow
hodowanych w warunkach dnia krdtkiego oktylofenol przyczynial si¢ do skupiania si¢
komplekséw potaczeniowych w przypodstawnym rejonie nablonka, a zatem do czgéciowego
odtworzenia wzoru rozmieszczenia bialek w rejonie bariery krew-jadro, charakterystycznego
dla samcéw dnia dhugiego. Obserwowano réwniez nasilenie sygnatu Cx43 w blonach
komorek plemnikotwoérczych i Sertoliego (Poz. 2, Hejmej i wsp. 2013).

W swietle uzyskanych wynikéw pojawito si¢ pytanie, czy zmiany po ekspozycji na
oktylofenol mogg by¢ efektem wplywu tego zwiazku na aktywno$¢ osi przysadkowo-
podwzgérzowej czy bezposredniego dziatania na komorki gonady. Pomiar stezenia
folitropiny (bedgcej regulatorem funkcjonowania potaczen migdzykomorkowych w kanaliku
plemnikotwérczym, a zarazem hormonem, ktérego poziom zmienia si¢ w zaleznosci od
fotoperiodu) wykazal brak istotnych statystycznie réznic miedzy zwierz¢tami
eksponowanymi na oktylofenol a osobnikami kontrolnymi niezaleznie od diugosci dnia

$wietlnego, wykluczajac tym samym mechanizm zwigzany z oddzialywaniem na o$

przysadkowo-podwzgorzowa.



W dalszych badaniach, wykorzystujac model in vifro, poddatam weryfikacji hipoteze
dotyczacg bezposredniego dzialania ksenoestrogenu na potgczenia mi¢dzykomorkowe w
komdrkach jader. Fragmenty jader pobrane od nietraktowanych zwierzat inkubowane byly
przez 24 h w obecnoS$ci wzrastajacych dawek oktylofenolu. Dodatkowo, zastosowanie w tym
uktadzie doswiadczalnym anty-estrogenu ICI 182 780 pozwolilo ustali¢, czy dziatanie
oktylofenolu na ekspresje biatek polgczen miedzykomoérkowych zachodzito na drodze
aktywacji receptoréw estrogenowych o i p (ER a i ERB). Wyniki tych dodwiadczen dowiodly,
ze oktylofenol modyfikuje ekspresje i dystrybucje badanych biatek, dziatajac na poziomie
gonady oraz ze wplyw tego zwigzku na poziom B-kateniny i koneksyny 43 jest zwigzany z
aktywacjag ER a i/lub ERB. Podsumowujac, po raz pierwszy wykazatam, ze uszkadzajgce
dziatanie 4-fert-oktylofenolu na komoérki gonady meskiej aktywnych rozrodczo samcéw
zwigzane jest z zaburzeniem adhezji i komunikacji migdzykomorkowej oraz ze efekty te w
znacznym stopniu wynikajg z aktywacji przez ten zwiazek ERa i ERB w gonadzie (Poz. 2,
Hejmej i wsp. 2013).

Przytoczone powyzej wyniki moich badan pozwalaja na postawienie hipotezy
dotyczacej zroznicowanego wplywu oktylofenolu na polgczenia migdzykomoérkowe i
spermatogenezg samcow hodowanych w réznych warunkach swietlnych (Poz. 2, Hejmej i
wsp. 2013). U samcéw nornic dnia diugiego oktylofenol obniza ekspresj¢ biatek
potaczeniowych, prowadzi do ich delokalizacji, a w konsekwencji zaburza spermatogenezg,
poprzez indukcj¢ nadmiernej, niefizjologicznej stymulacji estrogennej (wywieranej przez sam
ksenoestrogen, jak réwniez wynikajacej z nasilonej aromatyzacji androgenéw i wzrostu
ekspresji ERa). Uszkodzenia spermatogenezy obserwowane byly takze w naszych
wezesniejszych badaniach, w ktérych samcom nornicy rudej podawano wysokie dawki
egzogennego estradiolu (Zalacznik 3, poz. ITA 1).

U zwierzat dnia krétkiego natomiast oktylofenol, wplywajgc bezposrednio na komérki
gonady — jako zwigzek o charakterze estrogennym lub poprzez indukcje lokalnej syntezy
endogennych estrogenéw — dziata czesciowo w kierunku przywrdcenia ekspresji biatek
potaczeniowych i ich blonowej lokalizacji, a co za tym idzie wywoluje w nabtonku
plemnikotworczym zmiany odpowiadajace tym zwigzanym z wejsciem samcOw w stan
aktywnoéci rozrodczej. Takie wyjadnienie wspieraja wyniki badan Pak i1 wsp. (2002)
dowodzace, ze estrogeny stymulujg spermatogeneze u osobnikéw chomika syberyjskiego
(gryzonia o rozrodzie sezonowym), znajdujacych si¢ w okresie regresji gonad, oraz nasze

wcezesniejsze obserwacje, wskazujace, ze ekspozycja na niskie dawki egzogennych
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estrogendw przyspiesza wznowienie spermatogenezy u niedojrzatych plciowo samcow

nornicy rudej (Zalacznik 3, poz. IIA 1).

I
4-tert-oktylofenol 4-tert-oktylofenol
Samce dnia diugiego | | Samce dnia kratkiego
Gonadameska é Krew: FSH € l Gonada meska iokaliezabarenia
rownowagi miedzy
testosterond, testosterond androgenamia estrogenami
3p-HSD & 3p-HSD 4 w gonadize meskiej
AR | AR >
estradiol estradiol T+
aromataza“f aromataza T
ERa 4 ERa 1
S—
oa3d | j o3t - :
DelokalizacjaCx43 do cytoplazmy | | Lokalizacja Ox43 do blony kom. zakfmeoq 'Dmp: "og?
N-kadheryna J i | N-kadheryna zmiany winterakcja =
! ; } { . miedzykomorkowych [
p-katenina 4 f P-katenina # L ari aciaERs
Delokalizacja bialek polaczeri Cresciowa lokalizacja bialek pol. Wi ktywacia
przyiegania zrejonuBYB g przylegania dorejonuBTB 1
Apoptoza 14 Apaptoza T 5 3 .
Masajader 4 Masa jader ¢ z?iemif‘ od :ut?pen?dge
Uszkodzenia nablonka Uszkodzenia nablonka ERAIY ASTIORGIE jadier
plemnikotworczego -znaczne plemnikotworczego-
Zaburzenia morfologii plemnikow sporadyane
i

Ryc. 1. Proponowany mechanizm zaleznego od fotoperiodu dziatania 4-ferf-oktylofenolu na komérki gonady
meskiej nornicy rudej; na podstawie wynikow badan zaprezentowanych jako osiagniecie naukowe (Poz. 11 Poz.
2). 3B-HSD — dehydrogenaza 3p-hydroksysteroidowa; AR — receptor androgenowy; ERa — receptor estrogenowy
a; ERs — klasyczne receptory estrogenowe a i p ; Cx43 — koneksyna 43; FSH — folitropina; BTB — bariera krew-
jadro; T - wzrost ekspresji genu lub stezenia hormondéw; | — spadek ekspresji genu lub stezenia hormonow; » —
wzrostowa tendencja w ekspresji genu; < brak zmian ekspresji genu lub stezeniu hormonéw. Tekst pogrubiony
— réznice w odpowiedzi komoérek samcédw hodowanych w warunkach dhugiego i krétkiego dnia na dzialanie

oktylofenolu.

Narzadami, ktérych rozwdj i funkcjonowanie podlegaja wyraznemu wplywowi
zaréwno androgendw, jak i estrogenow sa obok jader, gruczoly dodatkowe meskiego uktadu
rozrodczego, a wsréd nich pecherzyki nasienne (Williams i wsp. 2001), bedgc potencjalnym
celem dzialania egzogennych substancji hormonalnie czynnych. Stad tez w swoich badaniach,
przesledzitam zmiany w strukturze i funkcjonowaniu pecherzykéw nasiennych wywolane
oktylofenolem. Samce nornic wykazywaly statystycznie istotny spadek masy pecherzykow
nasiennych juz po miesigcznej ekspozycji na oktylofenol, co wskazuje, ze gruczoly te
szybciej odpowiadajg na zaburzenie srodowiska hormonalnego organizmu niz gonady. W

obrazie histologicznym peccherzykéw nasiennych tych zwierzat widoczna byla zmiana
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proporcji tkanki gruczotowej do tkanki zregbowej, zmniejszenie wysokosci nablonka i bardzo
wyrazne zmniejszenie przedzialu luminalnego, wywolane przez redukcje ilosci wydzieliny
produkowanej przez komoérki nablonkowe. Zmiany te zwigzane byly z zakléceniem dzialania
androgenéw (spadkiem ekspresji AR) i nasilong stymulacja estrogenng (wzrostem ekspresji
aromatazy i ERa) (Poz 1, Hejmej i wsp. 2011).

Podsumowujac, u samcéw nornicy rudej, gryzonia o rozrodzie sezonowym,
organizacja komplekséw polaczenn migdzykomérkowych w gonadach oraz ekspresja
tworzgcych je bialek zalezy od diugoéci dnia $wietlnego, a tym samym od fizjologicznego
stanu ukladu rozrodczego. Sposéb odpowiedzi komérek ukfadu rozrodczego na
srodowiskowe zwigzki charakteryzujgce si¢ stabymi wlasciwosciami estrogennymi, takie jak
wykorzystany w moich do$wiadczeniach 4-fert-oktylofenol, rowniez zwigzany jest z
diugoscig fotoperiodu. Oktylofenol moze prowadzié do zaburzen funkcjonalnych i
strukturalnych w narzadach meskiego ukfadu rozrodczego dojrzatych samcéw, poprzez
oddziatywanie na mechanizmy odpowiadajace za utrzymanie homeostazy mikrosrodowiska
hormonalnego tych tkanek oraz na bezposrednie interakcje migdzykomérkowe.

Rola androgenéw w rozwoju i funkcjonowaniu prostaty oraz najadrzy jest juz od wielu
lat przedmiotem zainteresowania andrologii eksperymentalnej oraz klinicznej. Wiadomo, iz
morfogeneza i réznicowanie si¢ tych narzadéw, a takze procesy dojrzewania, transportu i
magazynowania plemnikéw w najadrzu oraz produkcja przez komérki gruczotowe prostaty
wydzieliny wptywajacej na ruchliwo$¢ plemnikéw i uzyskanie zdolnosci do zaptodnienia
podlegaja precyzyjnej kontroli przez androgeny. OdpowiedZ tych narzadéw na stymulacje
androgenng odbywa si¢ przede wszystkim dzicki aktywacji AR, ktérego ekspresja
udokumentowana zostala zaréwno w komérkach nablonkowych, jak i zrebowych najadrza
oraz prostaty. Kompleks hormon-receptor wiaze si¢ ze specyficzng sekwencja w promotorze
regulowanego genu, zwang elementem odpowiedzi androgenowej, i moduluje transkrypcje
docelowego genu. Opisane zostaly ostatnio réwniez inne drogi dzialania AR zwane
»hieklasycznymi”, obejmujace interakcje receptora z kinazami biatkowymi, np. kinazg c-Src,
i aktywacje¢ zaleznych od kinaz szlakéw transdukcji sygnatu, np. szlaku MAPK (ang.
Mitogen-Activated Protein Kinases) (Walker i wsp. 2010). Nalezy podkresli¢, ze zaréwno
zmiany w poziomie liganda (androgenu), jak réwniez zmiany konformacji AR badz jego
ekspresji prowadza do =zaburzen sygnalizacji androgenowej, a w konsekwencji do
nieprawidtowego przebiegu proceséw androgenozaleznych.

Substancje o charakterze anty-androgendw zaklécaja synteze endogennych

androgendéw (np. linuron, ftalany) lub, najczesciej, zaklécaja interakcje pomiedzy
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androgenami a AR, tym samym uniemozliwiajac powstanie aktywnego kompleksu hormon-
receptor (np. winklozolina, p,p’-DDE). Do tej drugiej grupy zalicza sie tez flutamid (2-
metylo-N-[4-nitro-3-(trifluorometylo)fenylo Jpropanamid), pierwszy syntetyczny
niesteroidowy anty-androgen (Peets i wsp. 1974). Flutamid, w praktyce medycznej
wykorzystywany w terapii raka prostaty, w badaniach eksperymentalnych shizy jako
modelowy anty-androgen. W organizmie flutamid jest metabolizowany w watrobie do 2-
hydroksyflutamidu i uwaza sie, ze aktywno$é biologiczna flutamidu zwiazana jest gtéwnie z
dzialaniem tego metabolitu. Flutamid oraz 2-hydroksyflutamid wigza sie z AR i hamuja
zalezng od AR aktywnos$¢ transkrypcyjna, zaklocajac tym samym dzialanie endogennych
androgenow.

W ostatnim dziesigcioleciu prace kilku zespoléw badawczych, w tym takze nasze
badania prowadzone w zespole prof. Barbary Biliniskiej (Zalacznik 3, poz. IIA 15, 17, 18),
skupialy si¢ na wyjasnieniu mechanizméw lezacych u podloza zaburzeri spermatogenezy
wywolanych prenatalng ekspozycja na flutamid. Wyniki tych badad skfonity mnie do

postawienia pytania, w_jaki sposéb krétkotrwale ograniczenie dziatania androgenéw na

roznych etapach rozwoju osobniczego wplywa na oddzialywania miedzvkomorkowe oraz

regulacj¢ hormonalng w prostacie i najadrzu dojrzatego samca. Odpowiedz na to pytanie stata

si¢ mozliwa dzigki przeprowadzeniu badan finansowanych ze $rodkéw MNiSW (Program
»luventus Plus”), w ramach kierowanego przeze mnie projektu pt. Knur jako model do
badania indukowanych flutamidem zmian ekspresji receptora androgenowego i biatka
potgczen szczelinowych, koneksyny 43, w prostacie (0172/IP1/2011/71).

Swinia domowa (Sus scrofa), ze wzgledu na liczne podobienstwa anatomiczne i
fizjologiczne do cziowieka, od kilku dziesigcioleci wykorzystywana jest z powodzeniem jako
model w badaniach biomedycznych, m.in. dotyczacych otytosci, choréb uktadu krazenia,
ukfadu rozrodczego, nowotworéw czy zaburzen hormonalnych, a wyniki tych badan znalazty
juz wielokrotnie zastosowanie w terapii chordb czlowieka. Dotychczasowe prace wskazuja
tez, ze S$winia stanowi wiarygodny model do badania ekspozycji na ksenobiotyki,
farmaceutyki i zanieczyszczenia srodowiska (Kuzmuk i Schook 2011).

W swoich badaniach poddatam analizie tkanki reprodukcyjne dojrzatych piciowo
knuréw, ktére eksponowane byty na flutamid we wczesnym okresie rozwoju plodowego
(migdzy 20 a 28 dniem cigzy) lub otrzymywaly inickcje flutamidu w okresie
pourodzeniowym (migdzy 2 a 10 dniem Zycia) badZ przed okresem dojrzewania plciowego
(migdzy 90 a 98 dniem zycia). Uzyskane wyniki dowiodly, iz nawet przej$ciowe zaklécenia

kontroli hormonalnej przez anty-androgen we wczesnym rozwoju ptodowym oraz okresie
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pourodzeniowym, nie powodujace wad rozwojowych, skutkujg zaburzeniami funkcjonalnymi
badanych tkanek w zyciu dorostym. W prostatach knuréw eksponowanych na flutamid w
okresie ptodowym i, szczegdlnie, w okresie pourodzeniowym zaobserwowano ogniska
zapalne (Poz. 3, Hejmej i wsp. 2013). Radioimmunologiczne pomiary pozioméw hormonéw
steroidowych oraz ocena ekspresji AR metodami real-time RT-PCR oraz péliloSciowej
analizy Western blotting, wskazaly na mozliwg przyczyne tych zmian. Mogly one
bezposrednio wynikaé z obnizonego stosunku androgenéw do estrogenéw u tych zwierzat
oraz spadku ekspresji receptora androgenowego (Poz. 3, Hejmej i wsp. 2013; Poz. 4,
Gorowska i wsp. 2014). Takie wyjasnienie wspieraja wczesniejsze obserwacje dotyczace
hormonalnego podloza stanéw zapalnych gruczotu krokowego (Yatkin i wsp. 2009).
Obnizenie ekspresji AR i delokalizacja tego receptora do cytoplazmy (wskazujaca na
degradacje receptora lub zmniejszong dostepnos¢ liganda) moga réwniez stanowi¢ przyczyng
zmniejszenia przedziatu luminalnego prostaty obserwowanego u badanych knuréw. Redukcje
przedziatu luminalnego gruczotéw prostaty mozna przypisywac ostabionej aktywnosci
sekrecyjnej komoérek nablonkowych, ktora — jak wiadomo z wcezesniejszych badan — podlega
bezposredniej regulacji przez androgeny. Ponadto, w oparciu o oznaczenie poziomu aktywnej
formy kaspazy-3 oraz biatka PCNA (ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen), w prostatach
knuréw eksperymentalnych stwierdzitam nasilenie apoptozy i spadek proliferacji komoérek,
$wiadczace o zaburzeniu homeostazy tego gruczotu (Poz. 3, Hejmej i wsp. 2013). Efekty te
rOwniez mozna przypisywa¢ zaburzeniom lokalnej réwnowagi hormonalnej w prostacie
knuréw eksponowanych na flutamid w czasie rozwoju. Réwnoczeénie odnotowalam zmiany
ekspresji biatek polgczen miedzykomoérkowych. Interesujaca obserwacja dotyczyla wzrostu
poziomu Cx43. Wykazatam, ze u knuréw kontrolnych, podobnie jak u gryzoni, biatko to w
prostacie wystepuje w komorkach podstawnych na granicy nablonka i tkanki zr¢gbowej, a
takze miedzy komérkami zrebowymi. Ekspozycja na anty-androgen przyczynita si¢ nie tylko
do nasilenia ekspresji w wymienionych typach komorek, ale rowniez indukowata pojawienie
si¢ Cx43 w komorkach wydzielniczych nablonka prostaty. Obecnos¢ Cx43 w tych komérkach
u dojrzatych knuréw moze sygnalizowaé zaburzenia ostatecznego réznicowania si¢ nablonka
wydzielniczego (Poz 3, Hejmej i wsp. 2013). Na takie wyjasnienie wskazuja wyniki
wczesniejszych badain na gryzoniach, u ktérych koneksyna 43 wystgpuje w
niezrdéznicowanym nabtonku prostaty, a w miar¢ roznicowania si¢ komorek nablonkowych w
okresie dojrzewania plciowego jej ekspresja stopniowo zanika 1 jest zastgpowana przez
koneksyne 32 (Habbermann i wsp. 2001). O nieprawidiowosciach funkcjonalnych komorek

nabtonkowych prostaty knurow eksponowanych na flutamid §wiadczy réwniez zmniejszenie
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zawartosci wydzieliny obecnej w gruczotach prostaty, a takze zmiany w ekspresji i
delokalizacja bialek polgczen przylegania, E-kadheryny i p-kateniny w komérkach
nablonkowych prostaty (Poz. 3, Hejmej i wsp. 2013; Poz. 4, Gorowska i wsp. 2014).

Moje obserwacje wskazuja, Zze ekspozycja knuréw na anty-androgeny w okresie
rozwoju pourodzeniowego oraz przedpokwitaniowego wywarla réwniez wptyw na wzor
ekspresji E-kadheryny i p-kateniny w najadrzach dojrzatych osobnikéw. Spadek ekspresji obu
bialek byt widoczny we wszystkich odcinkach najadrza, przy czym poziom E-kadheryny
zmienit si¢ w najwigkszym stopniu w obr¢bie trzonu i ogona najadrza. Wyniki te wskazujg na
roznice w odpowiedzi poszczegélnych odcinkdéw najadrza na warunki eksperymentalne, a
wyjasni¢ je mozna zréznicowanymi wymaganiami komoérek budujacych te odcinki i/lub
zréznicowanym stezeniem androgendéw w plynie glowy, trzonu i ogona najadrza. Zmianom w
ekspresji biatek towarzyszylo przemieszczenie si¢ biatek z ich prawidlowej przybtonowej
lokalizacji w glab cytoplazmy, $wiadczace o rozpadzie i utracie funkcjonalnoéci przez
kompleksy polaczeniowe, przede wszystkim w trzonie najadrza (Poz. 4, Gorowska i wsp.
2014).

Weczesniejsze prace wykazaly, ze ekspresja E-kadheryny i B-kateniny w najadrzu i
prostacie podlega bezposredniej kontroli przez androgeny (Cyr i wsp. 1992), stad w celu
wyjasnienia mechanizmu obserwowanych zmian w kolejnym etapie swoich badan skupitam
uwage na lokalnym metabolizmie tych hormonéw. Dihydrotestosteron powstajacy w wyniku
aktywnosci So-reduktazy jest istotnym regulatorem funkcjonowania najgdrza i prostaty,
wplywajacym m.in. na ekspresj¢ receptoréw hormonoéw steroidowych, system anty-
oksydacyjny tkanek, a takze proliferacjc i apoptoze. Poniewaz w najadrzach knuréw,
otrzymujacych iniekcje flutamidu w okresie pourodzeniowym, poziom ekspresji zaréwno
mRNA, jak i biatka Sa-reduktazy byl znacznie obnizony przy réwnoczesnym wzroscie
ekspresji aromatazy, doszlo do modyfikacji lokalnego srodowiska hormonalnego w najadrzu,
co nasilifo efekty ogélnoustrojowego zaburzenia stosunku androgendéw do estrogendéw. Moze
to wyjasniaé obserwowane zmiany w ekspresji bialek polgczeniowych, jak rdwniez
opisywane wczesniej zaburzenia cytoarchitektury przewodu najadrza (Lydka i wsp. 2011)
(Poz. 4, Gorowska i wsp. 2014).

Warto w tym miejscu zwréci¢ uwage na zrdznicowane konsekwencje zaburzonej
sygnalizacji androgenowej w czasie rozwoju w najadrzu i prostacie. W przeciwienstwie do
efektéw obserwowanych w najadrzu, w prostacie stwierdzono wzrost ekspresji B-kateniny i

jej cytoplazmatyczng akumulacjg w komdrkach nablonkowych, przy jednoczesnym spadku
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ekspresji aromatazy. Wyniki te dowodza specyficznych tkankowo mechanizméw odpowiedzi

na zaburzenia Srodowiska hormonalnego organizmu (Poz. 4, Gorowska i wsp. 2014).
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Ryc. 2. Proponowany mechanizm zaburzenn w prostacie i najadrzu dojrzatego knura, poddanego przejsciowej
ekspozycji na flutamid w czasie rozwoju pre- i postnatalnego, na podstawie wynikéw badan zaprezentowanych
jako osiggnigcie naukowe (Poz. 3 i Poz. 4). AR — receptor androgenowy; Cx43 — koneksyna 43; 1 — wazrost
ekspresji genu lub stezenia hormonéw; | — spadek ekspresji lub stezenia hormonéw; «» brak zmian ekspresji.

Wyjasnienie zwigzku migdzy przejsciowym zaktdceniem sygnalizacji androgenowej w
czasie rozwoju a zmianami obserwowanymi w najadrzach i prostatach dojrzatych samcéw
mozna czesciowo przypisywaé czynnikom epigenetycznym. Wczesniejsze prace wskazujg
bowiem na zmiany metylacji kilku genéw w prostatach dojrzalych samcéw w odpowiedzi na
pre- badz neonatalng ekspozycje na substancje anty-androgenne lub estrogenne (Anway i
wsp. 2006). Co istotne, ostatnio dowiedziono, ze komorki progenitorowe prostaty moga
ulegaé trwalemu ,przeprogramowaniu” wskutek dzialania egzogennych substancji o
aktywnosci hormonalnej (Hu i wsp. 2012). Natomiast przedstawione powyzej wyniki moich
badafh oraz nasze wczeéniejsze obserwacje dotyczace funkcjonowania jader u knurdw

eksponowanych na flutamid (Zalacznik 3, poz. ITA 15, 17, 18) wskazujg takze na znaczny
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udziat czynnika hormonalnego — zaburzonej réwnowagi migdzy androgenami i estrogenami,
wywolanej dysfunkcja komoérek Leydiga oraz zmianami w lokalnym (tkankowym)
metabolizmie tych hormondw.

Podsumowujac, wyniki moich badan wskazujg na szczegdlna rol¢ sygnalizacji
androgenowej nie tylko we wczesnym okresie rozwoju plodowego, lecz takze w okresie
neonatalnym i przedpokwitaniowym dla utrzymania prawidlowego fenotypu komorek i
funkcjonowania uktadu rozrodczego dojrzatego samca. Tym samym akcentujg krytyczne
znaczenie nawet przejSciowych zaburzen réwnowagi hormonalnej dla rozwijajacego sie
ukladu rozrodczego oraz fakt, ze zaburzenia takie moga prowadzi¢ do nieprawidlowosci
ujawniajgcych si¢ w pozniejszym zyciu. Wyniki moich badan przyczynity si¢ do
scharakteryzowania zmian funkcjonalnych w komoérkach najgdrza i prostaty, bedacych
konsekwencja dzialania flutamidu. Wykazaly, ze przejsciowe zablokowanie aktywacji AR w
trakcie rozwoju prowadzi do zaburzenia lokalnego srodowiska hormonalnego oraz
bezposérednich interakcji miedzykomdérkowych w prostacie i najgdrzu dojrzalego samca.
Otrzymane przeze mnie wyniki wnosza nowe dane, poszerzajgc dotychczasows wiedzg
dotyczacg molekularnych mechanizméw zaburzen wywolywanych przez anty-androgeny.

Artykul przegladowy, ktory przedstawitam jako pozycje 5 (Hejmej i Bilinska 2014)
cyklu prac skladajacych si¢ na osiggnigcie naukowe, podsumowuje kilkuletnie badania (w
tym réwniez prezentowane w niniejszym autoreferacie) prowadzone w zespole prof. Barbary
Bilinskiej, a dotyczace roli sygnalizacji androgenowej i jej zaburzen w regulacji biatek
polaczen migdzykomérkowych w meskim ukladzie rozrodczym. W opracowaniu zostala
przedstawiona budowa i rola komplekséw potgczeniowych w jadrze, najadrzu i prostacie. W
kolejnych rozdziatach oméwione zostaly zmiany ekspresji i lokalizacji analizowanych przez
nas biatek polgczen scistych (ZO-1), przylegania (N- i E-kadheryny oraz B-kateniny) i
szczelinowych (Cx43) w odpowiedzi na ekspozycje na flutamid podczas réznych etapdw
rozwoju. Wyniki te obszernie przedyskutowano w kontekscie danych literaturowych
dotyczacych nieprawidtowosci bezposrednich interakcji miedzykomérkowych i ich znaczenia
dla funkcjonowania tkanek.

Uzupetnieniem cyklu moich prac doswiadczalnych jest tez rozdzial w ksigzce (Poz. 6,
Hejmej i wsp. 2011), w ktorym przedstawitam aktualny stan wiedzy dotyczacej zaburzen
rozwoju i funkcji meskiego uktadu rozrodczego, wywolanych ekspozycja na zwiazki
estrogenne i anty-androgenne z uwzglednieniem wynikéw wiasnych badan. Szczegoélowe
omowienie efektdéw dziatania poszczegdlnych substanciji (przede wszystkim zanieczyszczen

pochodzacych z przemyslowej i rolniczej dziatalnosci cztowieka, farmaceutykdw, ale takze
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zwigzkéw pochodzenia naturalnego, takich jak fitoestrogeny), poprzedzitam wprowadzeniem
przyblizajacym role androgendw i estrogenéw w rozwoju i funkcjonowaniu meskiego ukladu
rozrodczego ssakow. W koncowej cze$ci omodwilam natomiast poznane dotychczas

mechanizmy dziafania poszczegélnych grup ksenoestrogendw i anty-androgenéw na komorki.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych

Gtéwny obszar moich zainteresowan naukowych, poczawszy od studiéw magisterskich,
poprzez studia doktoranckie, po aktualne projekty realizowane w Zakladzie Endokrynologii
Instytutu Zoologii Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi (BiNoZ) Uniwersytetu Jagiellofiskiego,
wyznaczaja badania nad hormonalng regulacja funkcjonowania meskiego uktadu
reprodukcyjnego.

W trakcie ostatnich lat studiéw magisterskich bratam udzial w pracach dotyczacych
dziafania estrogendéw w jadrach gryzoni o rozrodzie sezonowym. Rezultatami prowadzonych
doswiadczeni byly praca magisterska pt. Wphw estrogenéw na wznowienie spermatogenezy u
niedojrzatych samcow nornicy rudej (Clethrionomys glareolus) oraz wspdlautorska praca

opublikowana w specjalistycznym czasopismie naukowym (Zalgcznik 3, poz. IIA 1).

Réwnoczesnie w  czasopismie ,Postgpy Biologii Komoérki” opublikowalam artykut

przeglagdowy, w ktérym podsumowatam 6wczesny stan wiedzy na temat roli estrogenéw w
procesie spermatogenezy (Zalgcznik 3, poz. IID 1).

W trakcie studiéw doktoranckich prowadzilam badania dotyczace zaburzen w
regulacji hormonalnej tkanek uktadu rozrodczego koni z wnetrostwem, ze szczegélnym
uwzglednieniem roli receptoréw hormonéw steroidowych i metabolizmu androgenéw.
Badania te realizowane byly w ramach grantéw wewnetrznych Wydziatu BiNoZ UJ: Proces
aromatyzacji androgenow w tkankach reprodukcyjnych konia huculskiego. Lokalizacja ERs i
aromatazy (BW/1Z/22/2005) oraz Wplyw wnetrostwa na komunikacje migdzykomorkowg
w ukladzie reprodukcyjnym ogiera (BW/IZ/58/2006), finansowanych ze §rodkéw na
dzialalnos¢ statutowg MNiSW.

Whetrostwo jest wrodzong wada rozwojowa, ktérej czestotliwo$é wystepowania u

cziowieka wzrasta w ostatnich latach, stad tez zainteresowanie modelami badawczymi, ktore
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umozliwiatyby wyjasnienie komorkowych mechanizméw i proceséw zwiazanych z tym
zaburzeniem. Wykorzystanie przeze mnie koni z niezstgpionymi jadrami jako modelu
badawczego pozwolito wykaza¢, iz wnetrostwo zwiazane jest z zakloceniem syntezy i
dziatania hormonéw steroidowych, czego konsekwencja jest lokalne zaburzenie réwnowagi
migdzy androgenami a estrogenami. Stwierdzenie znaczacych zmian w regulacji hormonalne;j
zaréwno w jadrach, jak tez w najadrzach i prostacie, wskazalo na potrzebe szerszego
spojrzenia na wngtrostwo nie tylko jako na dysfunkcje gonad, lecz calego ukladu
rozrodczego. Wyniki badari prezentowatam na konferencjach krajowych i zagranicznych
(m.in. na 74" European Workshop on Molecular & Cellular Endocrinology of the Testis, Bad
Aibling, Niemcy 2006 oraz na Kongresie Polskiego Towarzystwa Andrologicznego,
Kazimierz Dolny n/Wista 2007), opublikowalam w renomowanych czasopismach naukowych
(Zalgcznik 3, poz. IIA 3-6; poz. IID 4). Stanowily one tez przedmiot mojej rozprawy
doktorskiej pt. Rola receptoréw hormonéw steroidowych w regulacji funkcji ukladu
reprodukcyjnego ogiera i wnetra, przygotowanej pod kierunkiem prof. Barbary Bilifiskiej.
Publiczna obrona mojej rozprawy doktorskiej odbyta si¢ 25 czerwca 2007, a stopieri doktora
nauk biologicznych zostat mi nadany decyzja Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ 18
wrzesnia 2007,

Juz podczas studiéw doktoranckich zainteresowalam sie funkcjonowaniem polaczeni
migdzykomérkowych w narzagdach meskiego ukladu rozrodczego. Moje pierwsze badania
poswigcone temu zagadnieniu zwigzane byly z rolg polaczen szczelinowych w stanach
patologicznych, takich jak wnetrostwo (Zalacznik 3, poz. ITA 6) oraz zaburzenia
spermatogenezy o podtozu genetycznym (zesp6t Klinefeltera, mutacja mosaic Atp7a mo-ms i
czgsciowa delecja chromosomu Y) (Zalgeznik 3, poz. IIA 7). W kolejnych latach, dzigki
wspolpracy z dr. hab. Zygmuntem Gizejewskim (Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci PAN w Olsztynie), scharakteryzowalam ekspresje Cx43 w gonadzie meskiej w
trakcie rozwoju postnatalnego zubra (Zalacznik 3, poz. IIA 10). Wspolpraca z zespolem
prof. Ralpha Brehma (University of Veterinary Medicine w Hannowerze) zaowocowala
natomiast publikacjg dotyczgcg zmian ekspresji receptora androgenowego w jadrach myszy z
nokautem genu kodujgcego Cx43 w komérkach Sertoliego (Zalgeznik 3, poz. 1A 20).

Od 2007 roku jestem zatrudniona w Zakladzie Endokrynologii w Instytucie Zoologii
UJ: poczatkowo na stanowisku asystenta, a od 2010 roku na stanowisku adiunkta. W 2009
roku odbylam podoktorski staz naukowy w Zakladzie Fizjologii Instytutu Biomedycyny na
Uniwersytecie w Turku (Finlandia), jednym z wiodacych na $wiecie o$rodkéw badawczych,

zajmujacych si¢ szeroko rozumiang andrologig. Mialam tam mozliwoé¢ zapoznania sie z
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nowoczesnymi metodami molekularnymi stosowanymi w endokrynologii eksperymentalnej,
w tym takze z opracowang tam metodg pozyskiwania, klasyfikowania i analizowania
mikroskrawkéw kanalikéw plemnikotworczych z wykorzystaniem techniki transiluminacii.
Ze wzgledu na podobny profil prowadzonych prac badawczych miatam réwniez mozliwo$é
skonfrontowania i przedyskutowania wynikéw swoich badan.

Pracujac w Zakladzie Endokrynologii, bratam udzial w kilku przedsiewzigciach we
wspolpracy z grupami badawczymi z innych placowek naukowych. Badania prowadzone we
wspolpracy z dr. hab. Ryszardem Tuzem (Uniwersytetu Rolniczy w Krakowie) pozwolity na
okreslenie wplywu desloreliny, agonisty gonadoliberyny, na ekspresj¢ receptora
androgenowego w ukladzie rozrodczym knuréw (Zalgcznik 3, poz. IIA 8). Badania
dotyczace wplywu tla genetycznego pstraga teczowego na ekspresj¢ receptoréw hormonéw
steroidowych w jadrach realizowane byly we wspdlpracy z prof. Janem Glogowskim (Instytut
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie) (Zalaeznik 3, poz. ITA 9). Od kilku
lat wspolpracuje takze z zespolem prof. Andrzeja Ciereszki (Instytut Rozrodu Zwierzat i
Badann Zywnoéci PAN w Olsztynie), prowadzagcym badania nad charakteryzacja nowych
bialek wyizolowanych z plazmy nasiennej ryb i ptakéw. M6j wkiad w te prace zwigzany jest
z okresleniem dystrybucji transferyny, apolipoproteiny A oraz inhibitora proteaz serynowych
typu Kazal w narzadach meskiego ukladu rozrodczego ryb i ptakéw. Efektem
przeprowadzonych badan jest wspotautorstwo 3 artykutéw oryginalnych (Zalacznik 3, poz.
ITA 11, 22, 23).

Gléwny nurt moich prac badawczych prowadzonych po uzyskaniu stopnia doktora
dotyczy wplywu substancji o dzialaniu estrogennym i anty-androgennym na hormonalng
regulacje i oddzialywania migdzykomoérkowe w meskim uktadzie rozrodezym. Cze$é tych
badan stanowi podstawe osiagnigcia naukowego prezentowanego Ww pierwszej czgsci
autoreferatu, pozostate za$ skupily sie przede wszystkim na analizie efektéw wywoltywanych
przez prenatalng i neonatalng ekspozycj¢ na anty-androgen, flutamid, na funkcjonowanie
komdrek gonady meskiej w kolejnych etapach rozwoju postnatalnego, az do uzyskania
dojrzalosci plciowej. Uzyskane wyniki dowiodly, ze nawet krotkotrwale zaburzenie
sygnalizacji androgenowej we wczesnej cigzy oraz tuz po urodzeniu wywoluje zmiany w
ekspresji koneksyny 43. Co istotne, zmiany te ujawnily si¢ dopiero w dalszych etapach
rozwoju, tzn. w okresie przedpokwitaniowym i u zwierzat dojrzatych plciowo (Zalacznik 3,
poz. ITA 13 -15). Ponadto konsekwencja zablokowania sygnalizacji androgenowej we
wczesnym  rozwoju  byly nieprawidlowosci w formowaniu si¢ bariery krew-jadro

obserwowane u knuréw po osiagnieciu dojrzatosci plciowej, co wykazatam, badajac biatka
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polaczen Scistych oraz polgczen przylegania w nablonku plemnikotwérczym. Wyniki te
zostaty opublikowane w najwyzej notowanym czasopi$mie andrologicznym ,,International
Journal of Andrology” (50 pkt. wg listy czasopism MNiSW) (Zalgcznik 3, poz. ITA 17).
Dalsze badania dowiodly, ze dhugoterminowe efekty dziatania flutamidu manifestuja sie tez
przerostem tkanki interstycjalnej, ktéremu towarzysza defekty funkcjonalne komorek
Leydiga, takie jak zmiany w ekspresji receptora lutropiny i zaburzenia steroidogenezy
(Zalgcznik 3, poz. ITA 18). Wyniki przytoczonych badai nie tylko wyjasniaja mechanizmy
zaburzenn wywolanych dzialaniem substancji anty-androgennych, ale stanowia réwniez
uzupeinienie dotychczasowej wiedzy na temat roli androgenéw w kolejnych etapach rozwoju
w regulacji funkcjonowania komoérek gonady meskiej ssakéw. Wskazuja one na krytyczne
znaczenie nawet przejsciowych zaburzen regulacji hormonalnej podczas rozwoju dla
funkcjonowania bariery krew-jadro oraz przebiegu spermatogenezy, a co za tym idzie dla
plodnosei samca. Uzyskane wyniki dowodza takze, ze skutki zaburzonej sygnalizacji
androgenowej w okresie pre- i neonatalnym moga ujawniaé si¢ dopiero w pézniejszym zyciu.
Znaczng czgs¢ tych badan realizowatam jako gléwny wykonawca w dwéch projektach
(Molecular background of antiandrogen induced alterations in the male reproductive system;
Program FNP ,Mistrz” dla prof. B. Bilinskiej oraz Rola androgenéw w regulacji ekspresji
genut koneksyny 43 w tkankach reprodukcyjnych $wini w okresie neonatalnym oraz przed i po
uzyskaniu dojrzatosci piciowej; grant MNiSW, N N303 339835). Dalsze prace prowadzilam
dzigki uzyskaniu dofinansowania grantu wewnetrznego dla mlodych naukowcéw
(Morfologiczno-funkcjonalne zmiany w komérkach Leydiga dojrzalych knuréw wywolane
prenatalng i neonatalng ekspozycjg na anty-androgen, Slutamid,
DS/MND/WBIiNoZ/1Z/3/2011). Wyniki tych badaf prezentowalam na polskich i
zagranicznych sympozjach naukowych (m.in. na VI Zjezdzie Towarzystwa Biologii Rozrodu,
Polariczyk 2011 oraz 7% European Congress of Andrology, Betlin 2012).

Roéwnoczesnie, jako wykonawca projektu pt. Komérkowe i molekularne mechanizmy
dzialania 4-tert-oktylfenolu na uklad rozrodczy sameéw nornicy rudej. Badania in vitro i in
vivo (N 'N303 816640, kierownik dr hab. Mafgorzata Kotula-Balak), bratam udziat w pracach,
ktérych celem bylo scharakteryzowanie oddziatywania 4-fert-oktykofenolu na komérki
Leydiga gryzoni. Badania te dowiodly m.in. supresyjnego wplywu tego zwiazku na
aktywnos¢ szlaku cyklaza adenylanowa-cAMP, wskazujac na ,,pozaestrogenne™ mechanizmy

dziatania oktylofenolu. Wykorzystanie w niniejszych badaniach zaréwno hodowli
pierwotnych komérek Leydiga, jak i linii komérek transformowanych nowotworowo,

pozwolito na stwierdzenie wigkszej wrazliwosci komorek pierwotnych na dziatanie zwiazkow
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egzogennych w poréwnaniu do komoérek transformowanych, a takze na wykazanie réznic w
mechanizmie odpowiedzi komorek pierwotnych i linii komdrkowych na ten sam
ksenoestrogen. Efektem mojego udziatu w tych badaniach jest wspélautorstwo dwoéch prac
oryginalnych (Zalgcznik 3, poz. I1A 19, 21) i rozdzialu w ksiazce (Zalgcznik 3, poz. IIE 2).

Aktualnie biore udziat w badaniach, realizowanych w ramach projektu HARMONIA 3
(Molekularne mechanizmy regulujqce funkcje polgczer miedzykomorkowych w jqdrze szczura
w  warunkach ograniczonego dostgpu androgenow. Badania in vivo i in vitro;
K/PMN/000067) kierowanego przez prof. Barbare Bilifiska, we wspoipracy z dr Dolores D.
Mruk z Rockefeller University w Nowym Jorku, dotyczacych m.in. udziatu kinaz biatkowych
w regulacji miedzybiatkowych oddzialywan w barierze krew-jadro. Ponadto, zaangazowana
jestem w prace majace na celu wyjasnienie pozagenomowych mechanizméw dzialania anty-
androgenow na komérki nowotworowe prostaty. Uzyskane wyniki bedg stanowily przedmiot
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Goérowskiej, w przewodzie ktorej petnie role promotora
pomocniczego.

Jestem wspolautorka rozdzialu w podreczniku akademickim pt. Fizjologia starzenia
sie. Profilaktyka i rehabilitacja pod red. A. Marchewki, Z. Dabrowskiego i J. A. Zotadzia.
Opracowanie to jest pozycja przeznaczong dla studentéw medycyny, biologii i wychowania
fizycznego, szeroko ujmujgca ogolnoustrojowe oraz narzadowo specyficzne zjawiska
zwigzane ze starzeniem si¢ organizmu. Rozdzial mojego wspélautorstwa dotyczy zmian w
dziafaniu poszczegélnych gruczotéw ukladu hormonalnego zwigzanych z wiekiem, a takze
przyczyn tych zmian oraz ich konsekwencji dla funkcjonowania catego organizmu
(Zalacznik 3, poz. 11IE 1).

Pozostate 3 polskojezyczne rozdzialy mojego wspétautorstwa zawarte sg w ksigzce pt.
Uktad pfciowy meski pod red. M. Piaseckiej, ktora prezentuje problemy fizjologii i patologii
meskiego ukiadu rozrodczego. Rozdzialy te obejmujg tematyke, ktérg zajmowatam sie w
dotychczasowej pracy naukowej: rolg estrogendéw u samcéw (Zalgeznik 3, poz. IIE 3),
mechanizmy i czynniki regulujace spermatogeneze (Zalacznik 3, poz. IIE 4) oraz modele
zwierzece wykorzystywane do badan nad wngtrostwem (Zalgcznik 3, poz. IIE 5), z
uwzglednieniem wynikéw wiasnych prac badawczych.

Podsumowujgc, bylam kierownikiem 1 projektu MNiSW (,Juventus Plus™) i
wykonawca w 3 projektach krajowych. Kierowatam tez 4 projektami finansowanymi ze
Srodkow MNiSW na dzialalno$¢ statutows (tzw. granty wewnetrzne Wydziatu BiNoZ UJ).
Obecnie jestem wykonawcg w 1 projekcie NCN (,HARMONIA 3”). Wyniki moich

dotychczasowych badan zostaly opublikowane w 29 pracach oryginalnych, w tym 27 w
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czasopismach z listy Journal Citation Reports (Lista A MNiSW). Sposréd tych prac 21
ukazalo si¢ po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora. Wyniki moich badan zostaly
zaprezentowane na 43 konferencjach w kraju (26) i za granica (17). Jestem wspotautorkg 3
prac przegladowych: 1 polskojezycznej i 2 anglojezycznych. Bratam tez udzial w
przygotowaniu 4 polskojezycznych i 2 anglojezycznych rozdziatéw w ksiazkach zbiorowych.

L.aczny Impact Factor moich publikacji wg bazy JCR (zgodnie z rokiem ukazania
si¢ publikacji) wynosi 60,461, laczna punktacja wg wykazu czasopism naukowych
MNiSW (z 31.12.2014) wynosi 910 pkt, a indeks Hirscha wg Web of Science 11 (dane z
15.02.2015). Prace, ktérych jestem wspélautorka, cytowane byly lacznie 238 razy (168
razy bez autocytowan) (dane z 15.02.2015).

Od 2010 roku jestem recenzentkg prac nadsylanych do redakcji migdzynarodowych
czasopism naukowych (Acta Histochemica, Andrology, Annals of Animal Science, Cell Death
and Disease, Ecotoxicology and Environmental Safety, Folia Histochemica et Cytochemica,
International Journal of Endocrinology, Journal of Equine Veterinary Science, Reproduction
in Domestic Animals, Reproductive Biology, Reproductive Toxicology, Systems Biology in
Reproductive Medicine, Theriogenology, Tissue and Cell). Zrecenzowatam 27 manuskryptow.

Jestem rowniez czlonkiem towarzystw naukowych: Komisji Andrologii przy
Komitecie Biologii Rozrodu II Wydzialu PAN, Towarzystwa Biologii Rozrodu (TBR) 1
Polskiego Towarzystwa Andrologicznego (PTA).

W uznaniu moich osiagni¢é naukowych zostatam kilkakrotnie nagrodzona. W roku
2006 otrzymatam Stypendium im. S. Estreichera dla wyrézniajacych si¢ w pracy naukowej
doktorantéw UJ. W latach 2008 i 2012 uzyskatam dwie indywidualne nagrody JM Rektora
Uniwersytetu Jagiellonskiego za rozprawg doktorska oraz za publikacje naukowe, a w latach
2009 i 2013 dwie nagrody zespolowe za cykle publikacji naukowych. Zostalam tez
dwukrotnie, w 2012 oraz 2014 roku, laureatka Nagrody Mlodych Polskiego Towarzystwa
Andrologicznego im. prof. M. Bokifica za najlepszg pracg naukowg z dziedziny andrologii, co
wiagzalo si¢ z zaproszeniem do wygloszenia wyktadéw podczas konferencji PTA.

Poza dziatalnoécia naukows zajmuje si¢ réwniez pracg dydaktyczng. Od 2004 roku
prowadze zajecia dla studentéw kierunku Biologia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi U] w
ramach kurséw: Fizjologia zwierzqt, Endokrynologia ogélna oraz Fizjologiczne techniki
badan. Po utworzeniu Uniwersyteckiego Centrum Medycyny Weterynaryjnej UJ-UR, od
2012 roku prowadze éwiczenia i konwersatoria dla studentéw kierunku Weterynaria w
ramach kursu Biologia. W okresie od 2011 roku bylam promotorem 5 zakoficzonych prac

licencjackich i 3 magisterskich; aktualnie pod moja opieka powstaje 1 praca licencjacka 1 2
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magisterskie. Od 2014 roku pelni¢ funkcje promotora pomocniczego w przewodzie
doktorskim mgr Eweliny Gorowskie;j.

W ramach dzialalnosci organizacyjnej na Uniwersytecie Jagiellonskim petni¢ funkcje
pelnomocnika ds. ewaluacji jakosci ksztalcenia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UJ.
Jestem przedstawicielem niesamodzielnych pracownikéw naukowych w Radzie Wydziatu
Biologii 1 Nauk o Ziemi UJ. Biorg réwniez udzial w przedsigwzigciach popularyzujgcych
nauke: podczas studiéw doktoranckich corocznie uczestniczytam w Festiwalu Nauki UJ, w
kolejnych latach prowadzitam zajg¢cia w ramach Nocy Biologdw i Dniach Otwartych UJ, a od
2013 roku jestem zaangazowana w organizacje warsztatow w ramach odbywajgcej sie

cyklicznie Matopolskiej Nocy Naukowcow.
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