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C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz
z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Przedstawiane osiggniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl publikaciji
poswieconych wyjasnieniu mechanizmu oddziatywania prostaglandyny E2 (PGE2) na blone
Sluzowg macicy i zarodek swini podczas wczesnej cigzy. W tym okresie dochodzi do
wzajemnych interakcji pomiedzy zarodkami a macicg i jajnikami w celu podtrzymania syntezy
progesteronu w ciatku zo6ttym oraz przygotowania macicy do zagniezdzenia zarodkéw.
Krytycznymi procesami warunkujgcymi ustanowienie oraz rozwdj cigzy sg tzw. matczyne
rozpoznanie cigzy i implantacja zarodka. W tym okresie cigzy obserwowana jest najwyzsza
$miertelno$¢ zarodkow u wielu gatunkéw zwierzat. U $wini matczyne rozpoznanie cigzy ma
miejsce pomiedzy 10 a 13 dniem po zaptodnieniu. Natomiast, w zaleznosci od zrodet, podaje
sie, ze implantacja zarodka swini zachodzi od 14 dnia do 19 a nawet 25 dnia cigzy.
Zamieralno$¢ zarodkoéw ksztaltuje sie wtedy do 40% (Bolet, 1986). Przyczyny
nieskutecznych implantacji zwigzane sg z nieprawidtowym funkcjonowaniem zarodka (np. ha
skutek czynnikébw genetycznych czy braku odpowiedniej sygnalizacji zarodkowej), jak
rébwniez z receptywnoscig macicy, czyli stanem przygotowania macicy do implantacji
zarodka. Zaréwno u zwierzat gospodarskich, jak i u czlowieka nie jest dokladnie poznana
sekwencja zdarzen na poziomie komérkowym i molekularnym podczas okresu matczynego
rozpoznania cigzy i implantacji.

U swini, podczas matczynego rozpoznania cigzy, pomiedzy 10 a 13 dniem, zarodki
sygnalizujg swoja obecnos¢ organizmowi matki poprzez wzmozong synteze i sekrecje
estrogendw, a w szczegoélnosci estradiolu-178 (E2) (Perry i Heap, 1973; Bazer i Thatcher,
1977; Geisert i wsp., 1990). Drugi okres podwyzszonej sekrecji estrogendéw przez zarodek
ma miejsce od 15 do 30 dnia cigzy, co rowniez odgrywa istotng role w podtrzymaniu syntezy
progesteronu (Geisert i wsp., 1990). Estrogeny u swini wykazujg dziatanie luteotropowe
i antyluteolityczne. Luteotropowy efekt estrogendw polega na bezposrednim zwiekszeniu
sekrecji progesteronu i stymulacji wzrostu ciatka zoéltego, natomiast antyluteolityczne
oddzialywanie polega na zmniejszeniu pulsacyjnego uwalniania i przenikania z macicy do
jajnikéw czynnika luteolitycznego, jakim jest prostaglandyna F2a (PGF2a). We wczesnym
okresie cigzy produkcja tej prostaglandyny nie jest zahamowana, ale Srednie stezenie,
amplituda i czestotliwo$¢ pulséw sg nizsze niz u loszek w dniach 12-17 cyklu rujowego
(Moeljono i wsp., 1977). Natomiast podczas péznej fazy lutealnej cyklu rujowego wzrasta
pulsacyjne uwalnianie PGF2a z macicy i hormon ten przenika do odgalezien tetnicy
jajnikowej, a nastepnie do ciatka zéttego, inicjujgc proces luteolizy.

Dotychczasowe poglady na temat matczynego rozpoznania cigzy dotyczyly gtéwnie
mechanizmu ograniczajgcego przechodzenie luteolitycznej PGF2a z macicy do ciatka
z6ktego pod wpltywem estrogendw we wczesnej cigzy (Bazer i Thatcher, 1977; Krzymowski
i wsp. 1990; Stefanczyk-Krzymowska i wsp. 1990; 1992). Jednak powyzsze hipotezy nie
wyjasniajg w petni mechanizmu ochrony ciatka zéltego podczas wczesnej cigzy (Hunter
i Poyser, 1982; Christenson i Ford, 1995). Wykazano, ze podawanie samych estrogendw nie
nasladuje w petni dziatania zarodka na ciatko zo6tte u swini (Christenson i Ford, 1995). Uwaza



sie, ze oprocz estrogendéw rowniez PGE2 moze odgrywac role w matczynym rozpoznaniu
cigzy jako czynnik luteotropowy. Dane literaturowe sugerujg, ze wazny jest stosunek
zawartosci obu prostaglandyn o przeciwstawnym dziataniu na ciatko z6tte w krwi docierajgcej
do jajnika, oraz ze zwiekszona synteza PGE2 podczas wczesnej cigzy moze przyczyni¢ sie
do przezwyciezenia luteolitycznego wpltywu PGF2a (Christenson i wsp., 1994).

Profile uwalniania prostaglandyn réznig sie zasadniczo podczas cyklu rujowego i wczesnej
cigzy. W dniach 11-13 po zaptodnieniu, stezenie PGE2 w zyle maciczno-jajnikowej jest
wyzsze niz stezenie PGF2a (Christenson i wsp., 1994). Wzrasta tez zawartos¢ PGE2
w Swietle macicy w tym okresie (Geisert i wsp., 1982).

PGE2 stymuluje synteze progesteronu w ciatku zoltym poprzez szlak zwigzany
z cAMP u réznych gatunkéw zwierzat, w tym swini (Hahlin i wsp., 1988; Richards i wsp.,
1994; Boiti i wsp., 2000; Weems i wsp., 2006). Prostaglandyny sg hormonami dziatajacymi
autokrynnie, parakrynnie oraz endokrynnie poprzez grupe receptorow blonowych
sprzezonych z biatkami G. PGE2 oddziatuje poprzez cztery typy receptoréw, ktére kodowane
sg przez odrebne geny: PTGERL (inaczej zwany EP1), PTGER2 (EP2), PTGER3 (EP3),
oraz PTGER4 (EP4; Kennedy i wsp., 2007). Badania nad nokautem genoéw poszczegdélnych
receptoréw PGE2 u myszy wskazaly na istotne zmiany fenotypowe zwigzane z rozrodem
w przypadku wylgczenia genu PTGER2. Wylaczenie ekspresji genu PTGER2 powoduje
zaburzenia w procesie owulacji i dramatycznie zmniejsza liczebnos¢ miotu (Jabbour i wsp.,
2006; Kennedy i wsp., 2007). PTGERZ2, jak réwniez PTGER4 aktywujg wewngtrzkomorkowy
szlak transdukcji sygnatow zwigzany z cyklazg adenylanowg, kinazg biatkowg A i wzrostem
produkcji cAMP (Jabbour i wsp., 2006).

Osiggniecie naukowe prezentowane we wniosku do postepowania habilitacyjnego
przedstawione zostato w nastepujgcych podrozdziatach:

i) Charakterystyka ekspresji genéw i biatka receptorow PGE2 w ciatku zéttym Swini;
i) Mechanizm oddziatywania prostaglandyny E2 na btone sluzowag macicy swini;

iii) Mechanizm oddziatywania prostaglandyny E2 na zarodek swini.

i) Charakterystyka ekspresji genéw i biatka recepto  réw PGE2 w ciatku zo6itym sSwini

Celem przeprowadzonych badah (Wactawik i wsp., 2010; 1) byta m.in.: (1) identyfikacja
izoform receptorow PGE2 zwigzanych z aktywacjg cAMP w ciatku zéltym oraz (2) okreslenie
profilu ekspresji receptorow PGE2 (PTGER2 i PTGER4) w ciatku zéitym podczas cyklu
rujowego i wczesnej cigzy u swini.

Badania wiasne pozwolity na identyfikacje ekspresji genu i biatka dwéch izoform receptora
PGE2 - PTGER2 i PTGER4 w cialku zéttym swini (Waclawik i wsp., 2010; I). Zawartos¢
MRNA i biatka PTGER2 oraz PTGER4 w cialku zéltym wzrosta w 14 dniu cigzy
w poréwnaniu z dniami 9 i 11 cigzy. Ponadto, ekspresja mRNA PTGER?2 i bialka PTGER4
byta istotnie wyzsza w tkance lutealnej w 14 dniu cigzy w poréwnaniu z 14 dniem cyklu
rujowego. Uzyskane wyniki sugeruja, ze w czasie cigzy PGE2, po dotarciu do jajnikow,
prawdopodobnie dziata luteotropowo przez receptory PTGER2 i PTGER4. Przypuszcza sie,
ze luteotropowe dziatanie PGE2 moze polega¢ m.in. na podwyzszeniu wydzielania czynnika
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wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGFA) przez komorki lutealne (Kowalczyk i wsp., 2008).
Mozna sugerowac, ze VEGFA zwieksza przepuszczalnos¢ naczyh krwionosnych w ciatku
z0itym, co z kolei moze przyczyni¢ sie do utatwienia transportu substratow do syntezy
progesteronu do komorek lutealnych.

Badania te zostaly opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalne;j I:

Waclawik A., Blitek A., Ziecik A.J. (2010) Oxytocin and tumor necrosis factor a stimulate
expression of prostaglandin E2 synthase and secretion of prostaglandin E2 by luminal
epithelial cells of the porcine endometrium during early pregnancy. Reproduction 140:613-
622.

i) Mechanizm oddziatywania prostaglandyny E2 na bt  one $luzow g macicy swini

U zwierzat, synteza prostaglandyn odgrywa istotng role w procesie ustanowienia
cigzy, gdyz jej zahamowanie prowadzi do przerwania rozwoju zarodka tuz przed
rozpoczeciem implantacji bez wzgledu na typ tozyska, od nieinwazyjnego u swini (Kraeling
i wsp., 1985) i przezuwaczy (Erdem i Guzeloglu, 2010) do inwazyjnego u gryzoni (Kennedy
i wsp., 2007). U Kkobiety, obnizona synteza prostaglandyn prowadzi do stabszej
receptywnosci endometrium na implantacje zarodka (Achache i wsp., 2010).

Stezenie prostaglandyn oraz wzajemny stosunek ich zawartosci w macicy i krwi
maciczno-jajnikowej mogg zaleze¢ od aktywnosci i ekspresji enzymow szlaku syntezy tych
hormonéw w macicy lub/oraz zarodkach. Prekursorem syntezy prostanoidéw jest kwas
arachidonowy, ktory przy udziale syntazy endoperoksydu prostaglandyn (PTGS), zwanej
takze cyklooksygenazg (COX) ulega przeksztalceniu do endoperoksydu H2. Powstaly
w wyniku aktywnosci PTGS, endoperoksyd H2 moze by¢ przeksztatlcony w rdzne
prostanoidy. Reakcje te katalizowane sg przez enzymy specyficzne dla danego produktu. Za
synteze PGE2 odpowiada syntaza PGE2. Wykazano, ze w endometrium $wini silnie
indukowanymi formami syntazy endoperoksydu prostaglandyn i syntazy PGE2 sg
odpowiednio: PTGS2 (znana tez jako COX-2 lub PGHS-2; Blitek i wsp. 2006a) oraz
mikrosomalna syntaza PGE2 (MPGES-1; Waclawik i wsp., 2006). Natomiast PGF2a moze
powstawac dzieki aktywnosci syntazy PGF (PGFS) oraz 9-ketoreduktazy PGE2 (CBR1),
ktora katalizuje konwersje PGE2 w PGF2a.

Podczas wczesniejszych badan, wykonanych w ramach pracy doktorskiej,
sklonowatam oraz zsekwencjonowatam peine cDNA gendw syntazy prostaglandyny F2a
i syntazy prostaglandyny E2 u swini (Wactawik, 2006). Umozliwito to wykazanie
selektywnych zmian ekspresji tych enzyméw w zarodku, a takze w btonie $luzowej macicy
swini (Waclawik i wsp., 2006; Wactawik i Ziecik, 2007). Wyniki te sugerujg, ze okres
zwiekszonej zawartosci mMRNA i biatka syntazy PGE2 oraz syntezy PGE2 w zarodku oraz
endometrium odpowiada podwyzszonej sekrecji sygnatu zarodkowego (estradiolu-17p) przez
zarodek (Waclawik i wsp., 2006; Waclawik i Ziecik, 2007). Ponadto, pomiedzy 10 a 13 dniem
cigzy ekspresja PGFS i CBR1 w endometrium oraz zarodku byta niska w poréwnaniu
Z kolejnymi dniami cigzy. Na podstawie powyzszych opublikowanych wynikéw (Waclawik
i wsp. 2006; Waclawik i Ziecik, 2007) postawitam hipoteze roboczg, ktéra zakladata, ze
selektywne zmiany w ekspresji enzyméw szlaku syntezy prostaglandyn w endometrium
w okresie krotko poprzedzajgcym implantacje, zachodzg pod wplywem sygnatu



zarodkowego (estradiolu-178) oraz PGE2, ktora takze wydzielana jest przez zarodek.
W zwigzku z tym, celem badan przedstawionych w publikacji Waclawik i wsp. (2009; II) byto:
(1) zbadanie czy estradiol-173 oraz PGE2 biorg udziat w regulacji ekspresji genow i biatek
enzymow szlaku syntezy prostaglandyn: PTGS2, mPGES-1, PGFS i CBR1 oraz receptorow
PGE2 (PTGER2 i PTGER4) w endometrium u s$wini; (2) okreslenie profilu ekspresji
receptoréw PGE2 w endometrium podczas cyklu rujowego i wczesnej cigzy; (3) zbadanie
czy PGE2 aktywuje w endometrium cAMP-zalezny szlak transdukcji sygnalu zwigzany
Z receptorami prostaglandyny E2 (PTGER2 i PTGER4); (4) okreslenie lokalizacji ekspresji
bialek receptoréw PGE2 w macicy swini w czasie cyklu rujowego oraz wczesnej cigzy.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze sygnat zarodkowy - estradiol-17p zwiekszyt ekspresje mRNA
PTGS2 oraz mRNA i biatka syntazy PGE2, a takze uwalnianie PGE2 przez endometrium in
vitro (Waclawik i wsp., 2009; II). Estradiol-178 obnizyt natomiast ekspresje enzyméw
biorgcych udziat w produkcji PGF2a. Dziatanie estradiolu-17f3 prowadzito do dwukrotnego
wzrostu stosunku zawartosci biatka syntazy PGE2/ syntazy PGF. Podobny efekt wykazata
PGEZ2. Interesujgce jest, ze sama PGE2 zwigkszyla ekspresje mRNA i biatka syntazy PGE2
oraz mMRNA PTGS2 w endometrium. PGE2 nie miala natomiast wplywu na ekspresje
pozostalych  badanych enzymdéw szlaku syntezy prostaglandyn. Interesujgcym
spostrzezeniem badan wlasnych bylo stwierdzenie, ze ekspresja biatka syntazy PGE2 byta
okoto dwukrotnie wyzsza w endometrium pobranym z miejsc implantacji zarodka
w poréwnaniu z ekspresjg tego enzymu w endometrium pochodzacym z miejsc
okotoimplantacyjnych.

Na podstawie otrzymanych wynikbw oraz wczes$niejszych doniesien
wskazujgcych, ze synteza PGE2 wzrasta w endometrium i zarodku oraz zawartos¢ tej
prostaglandyny zwieksza sie w Swietle macicy (Waclawik i wsp., 2006; Waclawik i Ziecik,
2007), postanowitam zbadac¢ czy PGE2 moze bezposrednio oddziatywaé na endometrium.
Badania wlasne wykazaly, po raz pierwszy na swiecie, ekspresje genu i biatka dwoch
izoform receptoréw PGEZ2, PTGER?2 i PTGER4 w endometrium sSwini
(Waclawik i wsp., 2009; II). Tylko ekspresja PTGER2 byta znaczgco regulowana podczas
cigzy. ZawartoS¢ mRNA wzrastata od 9 do 15 dnia cigzy. Ekspresja biatka PTGER2 byta
istotnie wyzsza w endometrium 11-12 dnia cigzy w poréwnaniu z 11-12 dniem cyklu
rujowego. Ponadto, prezentowane wyniki badan wskazaly, ze zaréwno estradiol-17(3, jak
i PGE2 zwiekszajg ekspresje mRNA/biatka receptora PTGER2 w endometrium (Waclawik
i wsp., 2009; I). Ekspresja bialkka PTGER2 byla zlokalizowana gtéwnie w nabtonku
powierzchniowym i gruczotowym, a takze w komoérkach stromy endometrium. Stwierdzono
ekspresje zaréwno biatka PTGER2, jak i PTGER4 w komorkach nabtonkowych oraz stromy
wyizolowanych z endometrium uzyskanych od loszek bedgcych w 11-12 dniu cyklu rujowego
oraz 11-12 dnia cigzy. W odrdznieniu od PTGER2, ekspresja genu PTGER4 nie zmieniata
sie istotnie podczas cyklu rujowego i cigzy w endometrium. Ekspresja receptora PTGER4 nie
byta regulowana przez estradiol-17f ani PGE2 w endometrium.

Wyniki kolejnego doswiadczenia wykazaty, ze PGE2 zwieksza produkcje cAMP
w endometrium in vitro. Podanie antagonisty receptora PTGER2 réwnoczes$nie z PGE2
obnizylo stymulowang przez PGE2 synteze cAMP, wskazujgc, ze PGE2 aktywuje szlak
zZwigzany z cyklazg adenylanowg, cCAMP oraz kinazg biatkowg A przez receptor PTGER2
w endometrium u swini.



Podsumowujgc wyniki prezentowane w publikacji Waclawik i wsp. (2009; 1),
istotnym odkryciem jest wykazanie istnienia mechanizmu autoamplifikacji PGE2
w endometrium, ktéry ma miejsce prawdopodobnie 11-12 dnia cigzy u $wini. Mechanizm ten
prawdopodobnie ma zwigzek ze zmiang stosunku luteotropowej PGE2 do luteolitycznej
PGF2a w krwi docierajgcej do jajnikbw w okresie matczynego rozpoznania cigzy. Przytoczne
wyzej badania pozwolity na stwierdzenie, ze sygnat zarodkowy, jakim jest estradiol-17(3,
zwieksza ekspresje gendw lub biatek enzymow biorgcych udziat w syntezie PGE2 - PTGS2
i syntazy PGE2 (mMPGES-1) oraz sekrecje PGE2 przez endometrium. Estradiol-173 wraz
z PGE2 zwiekszajg ekspresje receptora PGE2, PTGER2. Zwiekszone ilosci PGE2 uwalniane
z endometrium i zarodka dziatajgc przez receptor PTGER2, aktywujg szlak zwigzany z cAMP
oraz dodatkowo powodujg wzrost ekspresji enzymOw biorgcych udziat w syntezie PGE2.
Uzyskane wyniki badahn przestawiajg nowy potencjalny mechanizm regulujgcy dodatnie
sprzezenia zwrotne syntezy i wydzielania PGE2 w endometrium w okresie tzw. matczynego
rozpoznania cigzy, poprzedzajgcym implantacje.

Whyniki te zostaly opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalnej Il:

Waclawik A ., Jabbour H.N., Blitek A., Ziecik A.J. (2009) Estradiol-17B, prostaglandin E2
(PGE2) and the prostaglandin E2 receptor are involved in PGE2 positive feedback loop in
the porcine endometrium. Endocrinology 150:3823-3832.

Kolejnym etapem badan byto okreslenie jakie inne czynniki, oprécz estradiolu-17f3
i PGE2, mogg by¢ zaangazowane w regulowanie syntezy prostaglandyn w komorkach
endometrium swini podczas cigzy (Waclawik i wsp., 2010; I). Dobrze udokumentowana jest
rola oksytocyny (OXT) i czynnika martwicy nowotworu (TNF lub TNFa) w regulacji sekrecji
PGF2a z endometrium podczas p6znej fazy lutealnej oraz luteolizy zarébwno u przezuwaczy,
jak i u swini (Kieborz i wsp., 1991; Whiteaker i wsp., 1994; Carnahan i wsp.,1996; Edgerton
i wsp., 1996; Tysseling i wsp.,1996; Ludwig i wsp., 1998; Uzumcu i wsp., 1998; Kotwica
i wsp., 1999; McCracken i wsp., 1999; Blitek i Ziecik, 2005). W badaniach wkasnych
stwierdzono, po raz pierwszy, czy te czynniki mogg regulowaC synteze i sekrecje
prostaglandyn przez komoérki endometrium podczas cigzy u swini (Waclawik i wsp., 2010; I).

U Swini OXT syntetyzowana w podwzgorzu, wydzielana jest z tylniego ptata przysadki,
a ciatko zo6kte odgrywa mniejszg role w sekrecji tego hormonu podczas luteolizy (Kotwica
i wsp., 1990). Jednak istotnym Zrédiem OXT moze by¢ takze endometrium (Boulton i wsp.,
1996; Vallet i wsp., 1998), poniewaz wykazano ekspresje genu tego hormonu w bfonie
Sluzowej macicy (Boulton i wsp., 1996). Stezenie OXT wzrasta bardzo znaczgco w Swietle
macicy podczas cigzy w dniach 11-14 w poréwnaniu z zawartoscig tego hormonu 11-14
dnia cyklu rujowego (Vallet i wsp., 1998). Wiekszos¢ badan in vitro nad wptywem OXT na
synteze prostaglandyn dotyczyta okresu luteolitycznego (Whiteaker i wsp., 1994; Tysseling
i wsp., 1996; Uzumcu i wsp., 1998; Blitek i Ziecik, 2005). Niemniej jednak receptory OXT
obecne sg w macicy swini nie tylko w cyklu rujowym (Whiteaker i wsp., 1994), ale tez w cigzy
(Okano i wsp., 1996; Ludwig i wsp., 1998). Generalnie sposrod komorek endometrium
najwiecej receptoréw OXT posiadajg komérki nabtonka powierzchniowego (Boulton i wsp.,
1995).

Innym czynnikiem regulujgcym sekrecje PGF2a w okresie péznej fazy lutealnej
i luteolizy u swini, a takze u innych gatunkéw (Blitek i Ziecik, 2006b; Skarzynski i wsp., 2003)
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jest TNF. Jest on cytoking wydzielang przez aktywowane makrofagi. Ponadto, jego obecnos¢
stwierdzono w tozysku, zarodku i ukfadzie rozrodczym, m.in. w endometrium macicy
u cztowieka, maipy, gryzoni, bydta i swini (Hunt, 1993; Yu i wsp., 1998; Rosario i wsp.,
2005). U swini, TNF stymuluje sekrecje PGF2a z komorek nabtonka powierzchniowego
endometrium pochodzgcych z okresu luteolizy (Blitek i Ziecik, 2006). Interesujgce jest to, ze
TNF ulega ekspresji w endometrium podczas wczesnej cigzy u $wini i jego rola w tym
okresie dotychczas nie byla okreslona. Biorgc pod uwage powyzsze dane literaturowe,
celem badan przedstawionych w publikacji Waclawik i wsp. (2010, 1) byto: (1) okreslenie
wplywu OXT i TNF na ekspresje mRNA i biatek enzyméw szlaku syntezy PGE2 i PGF2a:
PTGS2, syntazy PGE2, syntazy PGF, oraz receptorow PGE2 (PTGER2 i PTGER4)
w komorkach nabtonkowych btony Sluzowej macicy uzyskanych od zwierzat bedgcych
w 11-12 dniu cyklu rujowego oraz 11-12 dniu cigzy; (2) zbadanie wptywu OXT i TNF na
sekrecje PGE2 i PGF2a przez komorki nabtonkowe endometrium pochodzgce od loszek
w 11-12 dniu cyklu rujowego oraz 11-12 dniu cigzy.

Wykazano, ze TNF zwiekszyt zawartoS¢ mMRNA PTGS2, mRNA i biatka syntazy
PGE2 (mPGES-1) oraz sekrecije PGE2 przez komdrki nabtonka powierzchniowego
endometrium pochodzgce od loszek w 11-12 dniu cyklu rujowego oraz 11-12 dniu cigzy
(Waclawik i wsp., 2010; I). Natomiast OXT spowodowata wzrost ekspresji genu PTGS2,
bialka mPGES-1 oraz uwalnianie PGE2 w badanych komorkach pobranych tylko z 11-12
dnia cigzy. TNF i OXT nie mialy wplywu na ekspresje genu i biatka syntazy PGF oraz
sekrecije PGF2a, jak rowniez na zawartoS¢ mRNA PTGER2 w komérkach nabtonka
powierzchniowego w obu badanych okresach.

Uzyskane wyniki wskazaly na wazng role OXT i TNF w stymulacji syntezy PGE2
w komoérkach nabtonka powierzchniowego endometrium podczas wczesnej cigzy
(Waclawik i wsp., 2010; I). Przytoczne wyzej badania sugerujg, ze OXT, ktéra moze
pochodzi¢ z endometrium, prawdopodobnie uczestniczy posrednio w podtrzymaniu funkcji
ciatka zoftego podczas cigzy. Przypuszczenie to znajduje réwniez potwierdzenie
w dotychczasowych danych literaturowych, wykazujgcych, ze OXT podawana do swiatla
macicy podczas péznej fazy lutealnej nie wykazuje dziatania luteolitycznego. Natomiast, gdy
hormon ten podawany jest systemowo wywotuje luteolize (Sample i wsp., 2000). Podawanie
domaciczne OXT ma antyluteolityczny efekt, zmniejsza sie sekrecja PGF2a, objawiajgc sie
obnizeniem PGFM w osoczu krwi i opdzniajgc wystgpienie spadku progesteronu
(Sample i wsp., 2004). Podsumowujgc badania wlasne wyniki wskazujg na dodatkowa,
nieopisang  wczesniej role  OXT, jaka moze wywieraC podczas cigzy
(Waclawik i wsp., 2010; I).

Biorgc pod uwage wptyw OXT na sekrecje PGF2a, wykazanie braku wrazliwosci
komoérek nabtonka powierzchniowego na OXT jest zgodne z wcze$niejszymi badaniami
dotyczgcymi tych komérek lub skrawkéw endometrium z 12 dnia cyklu lub cigzy (Ludwig
i wsp., 1998; Uzumcu i wsp., 2000) lub wczesniejszego okresu cyklu rujowego (Kieborz
i wsp., 1991; Carnahan i wsp., 1996). Przypuszcza sie, ze wrazliwos¢ endometrium na OXT,
w sensie odpowiedzi zwigzanej z regulacjg sekrecji PGF2a, wyksztatca sie pomiedzy 12 a 14
dniem od momentu wystgpienia objawow rui. Uzyskane wyniki sg zgodne takze z danymi
literaturowymi wskazujgcymi na brak wptywu oksytocyny na uwalnianie prostaglandyny Foq
do krwi obwodowej w dniach 14-15 cyklu rujowego, gdy poziom progesteronu byt wysoki
oraz stymulacje sekrecji PGF.q po 15 dniu cyklu, gdy zawartos¢ progesteronu obnizyla sie
podczas luteolizy (Franczak i wsp., 2005). W zwigzku z tym mozna sugerowac, ze OXT nie
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bierze udzialu w inicjacji luteolizy, ale raczej zaangazowana jest w regulacje wysokosci
i czestotliwosci pulséw uwalniania PGF2a podczas luteolizy u swini (Kotwica i wsp., 1999).

Prezentowane wyniki badan (Waclawik i wsp., 2010; 1) wskazujgce na posredni
luteotropowy wplyw TNF poprzez zwiekszenie sekrecji PGE2 w komdrkach endometrium
podczas wczesnej cigzy znajdujg potwierdzenie w danych literaturowych dotyczacych bydta
(Murakami i wsp., 2001; Skarzynski i wsp., 2003). Na podstawie badan in vivo u bydia
sugeruje sie, ze TNF w malych koncentracjach odgrywa wazng role podczas luteolizy,
natomiast podawanie wysokich dawek tego czynnika wydtuza dtugos¢ cyklu rujowego
i zwieksza produkcje P4 przez ciatko zétte (Skarzynski i wsp., 2003). TNF dziatajgc lokalnie
moze takze petni¢ role w ksztalttowaniu srodowiska w macicy podczas wczesnej cigzy.
Sugeruje sie, ze podczas cyklu rujowego TNF reguluje wzrost i roznicowanie komorek
macicy, natomiast podczas cigzy prawdopodobnie moze bra¢ udzial w rozwoju zmian
przypominajgcych stan zapalny (Hunt i wsp., 1996; Rosario i wsp., 2005;
Waclawik, 2011; II).

Badania te zostaly opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalne;j I:

Waclawik A., Blitek A., Ziecik A.J. (2010) Oxytocin and tumor necrosis factor a
stimulate expression of prostaglandin E2 synthase and secretion of prostaglandin E2 by
luminal epithelial cells of the porcine endometrium during early pregnancy. Reproduction
140:613-622.

W kolejnej publikacji Waclawik, 2011 (lll), na podstawie badah wiasnych
(Waclawik i wsp., 2009; 1) oraz badan innych autorow dokonatam poréwnan
miedzygatunkowych i wyciggnetam wniosek, ze pomimo faktu, ze typy implantacji i fozysk
oraz sygnaly zarodkowe réznig sie u swini, przezuwaczy, gryzoni i cztowieka, wspolnym
mechanizmem zachodzgcym podczas wczesnej cigzy wydaje sie by¢é zwiekszenie ekspresji
syntazy PGE2 - mPGES-1 w komoérkach endometrium. Zatozytam, wiec ze PGE2 jest
mediatorem dziatania sygnatow zarodkowych w endometrium. Waznym osiggnieciem wyzej
wymienionej publikacji przegladowej bylo m.in. pogtebieniem interpretacji wynikéw
dotychczasowych badan wtasnych na tle danych literaturowych dotyczgcych wczesnej cigzy
oraz dokonanie poréwnan miedzygatunkowych dotyczgcych niniejszej tematyki badawczej.
W pracy Waclawik (2011; IIl) zwrocitam uwage na to, ze PGE2 wraz z innymi czynnikami
produkowanymi przez zarodek i endometrium bierze udziat w wspottworzeniu srodowiska
sprzyjajacego implantacji zarodka. Poréwnujgc wyniki badah dotyczgce wczesnej cigzy
u réznych gatunkéw wyciggnetam wniosek, ze u $wini, jak i u innych gatunkow zwierzat
oraz kobiety, implantacja zarodka zwigzana jest ze zwiekszeniem ekspresji czynnikow
odgrywajgcych istotng role podczas rozwoju procesu zapalnego: cytokin, czynnikdéw wzrostu
oraz prostaglandyn. Zarodek produkujgc mediatory prozapalne: interferon vy, interleukiny
IL-1(3, IL-6 oraz PGE2 prawdopodobnie aktywuje w endometrium szlaki zwigzane m.in. z
rozwojem niektérych zmian przypominajgcych proces zapalny. Podobnie, jak w stanie
zapalnym, podczas procesu implantacji zarodka, dochodzi do rozszerzenia naczyn
krwionosnych i zwiekszenia ich przepuszczalnosci, a w rezultacie do obrzeku endometrium.
Endometrium odpowiada na sygnaty zarodkowe wzmacniajgc stan receptywnosci, wywotany
poczatkowo przez progesteron. Proces ten podlega precyzyjnej kontroli, gdyz zbyt silna
ekspresja tych czynnikbw moze doprowadza¢ do zaburzeh i przerwania wczesnej cigzy.
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Potencjalna uniwersalna rola syntezy PGE2 w macicy oraz zarodku u $wini i innych
gatunkow zwierzgt podsumowana zostata w publikacji przegladowe;j IlI:

Waclawik A. (2011) Novel insights into the mechanisms of pregnancy establishment:
regulation of prostaglandin synthesis and signaling in the pig. Reproduction 142:389-399.

Publikacja ta znalazta sie w latach 2011-2012 w gronie dziesigciu najcz esciej cytowanych
publikacji czasopisma Reproduction (IF=3,049) — pismo od Wydawcy w Zatgczniku do
Autoreferatu.

iii. Mechanizm oddziatywania prostaglandyny E2 naz  arodek $wini

Biorgc pod uwage hipotezy postawione w pracy przeglgdowej (Waclawik, 2011; III)
oraz wyniki badan wlasnych wskazujgce na zwiekszong synteze PGE2 w endometrium
i zarodku (Waclawik i Ziecik, 2007), a takze sugerujgce jej lokalny wptyw na komorki macicy
(Waclawik i wsp., 2009; Il), postanowitam sprawdzi¢, czy PGE2 oddziatuje bezposrednio na
zarodek swini. W zwigzku z tym, celem badan przedstawionych w publikacji Waclawik i wsp.
(2013; 1V) byto: (1) okreslenie profilu ekspresji genu i biatkka receptoréw PGE2
w zarodku/ trofoblascie podczas wczesnej cigzy i stwierdzenie czy ekspresja ta jest
regulowana przez PGE2 oraz E2; (2) zbadanie wptywu PGE2 na synteze sygnalu
zarodkowego (E2) w komoérkach trofoblastu zarodka; (3) okreslenie wptywu PGE2 na
adhezje komorek trofoblastu oraz wyjasnienie jakie wewnatrzkomoérkowe szlaki
sygnalizacyjne sg aktywowane przez PGE2 w zarodku; (4) okreslenie wptywu PGE2 na
ekspresje genu czynnika wzrostu srédbtonka naczyn krwionosnych w komdrkach trofoblastu.

Badajac mechanizm dziatania PGE2 na zarodek, w pierwszej Kkolejnosci
zidentyfikowatam ekspresje genu i biatka dwoch izoform receptora PGE2 - PTGER2 oraz
PTGER4 w zarodku/trofoblascie swini w badanym okresie od 10 do 25 dnia cigzy. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze zawarto§¢ mRNA PTGER2, wzrosta 14-krotnie w trofoblascie/zarodku
w dniach 14-19, czyli w okresie implantacji, w porownaniu do okresu przedimplantacyjnego.
Podobnie, ekspresja biatka PTGER2 byta najwyzsza w zarodku/trofoblascie w okresie
implantacji. Wykazatlam, ze PGE2 stymulowala ekspresje mRNA receptora PTGER2
w komorkach trofoblastu. Rownoczesne podanie antagonisty PTGER2 (AH6809) zniosto
stymulujagcy efekt PGE2 na ekspresje genu PTGER2. Nie wykazano istotnie statystycznego
wplywu estradiolu-17f na ekspresje genu receptora PTGER2 w komdrkach trofoblastu swini
in vitro. Natomiast ekspresja mRNA i bialka PTGER4, nie zmieniala sie znaczaco
w zarodkach/ trofoblastach w dniach 10-19 cigzy i nie byfa regulowana przez estradiol-17f3
ani PGE2.

Woczesniejsze badania wlasne sugerowaly, ze zmiany ekspresji syntazy PGE2 oraz
syntezy PGE2 w zarodkach swini podczas wczesnej cigzy odpowiadajg profilowi sekrecji
estradiolu-17p przez zarodki w tym czasie (Waclawik i Ziecik, 2007). Ponadto, w okresie tuz
przed implantacjg zarodka w endometrium sSwini istniejg dodatnie sprzezenia zwrotne
pomiedzy sygnatem zarodkowym (estradiolem-178) a zwiekszong ekspresjg syntazy PGE2,
sekrecjg PGE2 oraz ekspresjg receptora PTGER2 (Waclawik i wsp., 2009; Il). Wobec tego,
w kolejnym doswiadczeniu zbadatam czy PGE2 moze w sposéb auto- lub parakrynny
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regulowa¢ synteze estradiolu-173 w komorkach zarodka swini (Waclawik i wsp., 2013; IV).
Wykazatam, ze PGE2 stymulowata ekspresje genu kluczowego enzymu syntezy
estradiolu-178, aromatazy w komorkach trofoblastu in vitro, jak réwniez uwalnianie
estradiolu-17p przez te komorki. Profil ekspresji genu aromatazy w zarodkach podczas
wczesnej cigzy charakteryzowat sie wystepowaniem dwoch okreséw wzrostu. Pierwszy
z nich stwierdzono w zarodkach =z 10-12 dnia cigzy, natomiast drugi -
w zarodkach/trofoblastach od 14 do 25 dnia cigzy. Zawartos¢ mRNA aromatazy obnizyta sie
w zarodkach w 13 dniu cigzy (Waclawik i wsp., 2013; V), czyli w okresie, w ktérym dochodzi
do spadku sekrecji estradiolu-17p przez zarodek (Geisert i wsp., 1990). Nie potwierdzono
wptywu PGE2 na ekspresje genu VEGFA w komérkach trofoblastu swini in vitro.

Podczas procesu implantacji, na powierzchni trofoblastu oraz nablonka endometrium
Swini dochodzi do wytworzenia trwatych potgczen miedzy integrynami a czgsteczkami
macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM). Receptory integrynowe AVB1 (avf1l), AVB3, AVB5,
AVB1 majg zdolno$¢ wigzania sekwencji aminokwasowej RGD (Arg-Gly-Asp), ktdra jest
obecna w takich biatkach ECM, jak osteopontyna, fibronektyna i witronektyna. Czgsteczki
macierzy zewngtrzkomorkowej sg obecne w miejscach zetkniecia komorek trofoblastu
z komoérkami nabtonka powierzchniowego endometrium. Fibronektyna, zwana ,klejem
trofoblastycznym”, obecna jest w 15 dniu cigzy na zewnetrznej powierzchni komorek
trofoblastu, w blaszce podstawnej nabtonka powierzchniowego i gruczolowego oraz
w komérkach zrebu endometrium (Bowen i wsp., 1996). Fibronektyna wspomaga
przyleganie komorek za posrednictwem integryn. Biorgc pod uwage wzrost ekspres;ji
PTGER2 w zarodku/trofoblascie w okresie implantacji (Waclawik i wsp., 2013; IV), zbadano
czy PGE2 uczestniczy w fundamentalnym procesie zachodzgcym podczas implantacji
zarodka, jakim jest adhezja komorek trofoblastu oraz wyjasniono jakie wewnatrzkomaorkowe
szlaki sygnalizacyjne sg aktywowane przez PGE2 w zarodku podczas implantaciji.
Najwazniejszym odkryciem tych badan byto wykazanie po raz pierwszy, ze PGE2 stymuluje
adhezje komorek trofoblastu swini. Do tej pory wplyw PGE2 na adhezje komorek zarodka nie
zostat opisany u zadnego gatunku zwierzat. PGE2 zwigkszyta zdolnosci do przylegania
komoérek trofoblastu do biatka ECM poprzez PTGER2 i receptory integrynowe AVB3.
Podanie réwnoczesne antagonisty PTGER2 zniosto stymulujgcy efekt PGE2 na adhezje.
Butaprost, selektywny agonista receptora PTGER2, podobnie jak PGE2, zwiekszyt
whasciwosci adhezyjne badanych komorek. Blokowanie receptorow integrynowych ITGAVB3
za pomocyg tetrapeptydu RGDS lub przeciwciat skierowanych przeciwko ITGAVB3, zniosto
stymulujgcy efekt PGE2 na adhezje komaorek trofoblastu u swini.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wskazujgcych na stymulujgcy wptyw PGE2 na
synteze estradiolu-173 przez zarodek (Waclawik i wsp., 2013; 1V), postanowitam zbada¢ czy
wptyw PGE2 na adhezje komoérek trofoblastu jest bezposredni, badz czy dziatanie tej
prostaglandyny jest regulowane przez ten sygnat zarodkowy. Stwierdzono, ze sam
estradiol-178 nie miat wptywu na adhezje komérek trofoblastu. Wyniki wskazujg, ze PGE2
zwieksza adhezje <zarodka przez mechanizm zwigzany z aktywacjg receptora
estrogenowego, prawdopodobnie niezalezng od liganda. Nie jest jednak wykluczone
synergistyczne dziatanie PGE2 z estradiolem-17f3. Wykazano, ze PGE2 zwiekszyta adhezje
komoérek zarodka poprzez aktywacje szlaku MEK1/MAPK oraz dziatlajgc poprzez receptor
PTGER2 indukowata fosforylacje kinaz MAPK MAPK1/MAPK3 (ERK1/2). Ponadto, PGE2
zwiekszyla ekspresje bialek adhezyjnych - kinazy ogniskowo-adhezyjnej (FAK)
i wewnatrzkomoérkowej czgsteczki adhezyjnej (ICAM-1) w komdrkach trofoblastu swini.
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W zwigzku z tym, ze szlak MAPK moze by¢ funkcjonalnie powigzany z szlakiem mTOR
(Kim i wsp., 2010), zbadano potencjalny udziat tego szlaku sygnalizacyjnego w mechanizmie
adhezji zarodka. Stwierdzono, ze inhibitor szlaku mTOR (rapamycyna) nie wplynat istotnie
na adhezje indukowang przez PGEZ2.

Uzyskane wyniki skionity mnie do postawienia pytania czy rola PGE2 w procesie
adhezji zarodka jest specyficzna tylko dla gatunku swini. Efekt jaki wywiera PGE2 na
komorki trofoblastu ludzkiego sprawdzitam wykorzystujgc linie komorkowg HTR-8/Svneo.
Badania te zapoczgtkowatam przy wspoétpracy z profesorem Henrym Jabbourem
przebywajgc na stazu naukowym w Medical Research Council w Edynburgu, a nastepnie
kontynuowatam w naszym Instytucie. Badania te pozwolity wykazac, ze PGE2 stymulowata
adhezje komorek trofoblastu ludzkiego HTR-8/Svneo do wszystkich uzytych
w doswiadczeniu biatek ECM: fibronektyny, lamininy, kolagenu 1 i IV. Interesujgcym
spostrzezeniem bylo stwierdzenie, ze podobnie, jak w komérkach trofoblastu swini, PGE2
wywoluje wzrost adhezji komoérek trofoblastu ludzkiego poprzez PTGER2 i receptory
integrynowe AVB3.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki sugerujg istotng role PGE2 w procesie implantacji
zarodka u cziowieka (fozysko inwazyjne) oraz u swini (fozysko nieinwazyjne). Podobienstwo
wynikéw uzyskanych u obydwu gatunkéw sugeruje, ze mechanizm dziatania PGE2 na
komorki trofoblastu moze by¢ uniwersalny dla gatunkow zwierzat posiadajgcych odmienne
typy tozyska. Przeprowadzone badania pozwolity na opisanie mechanizmu auto- i para-
krynnego oddziatywania prostaglandyny E2 na komorki zarodka $wini. PGE2, ktérej
zawartoS¢ jest podwyzszona w sSwietle macicy podczas okresu implantacji zarodka,
stymuluje ekspresje receptora PGE2 — PTGER2 w zarodku oraz zwieksza adhezje komorek
zarodka: (1) poprzez aktywacje wewngtrzkomorkowych szlakéw zwigzanych z aktywacjg
receptora estrogenowego (2) i kinaz MEK/MAPK; oraz (3) przez stymulacje ekspres;ji biatek
adhezyjnych FAK oraz ICAM-1. Ponadto, PGE2 zwieksza synteze i sekrecje estradiolu-17f3
w komorkach zarodka swini. Uzyskane wyniki swiadcza, ze PGE2 odgrywa istotng role
w okresie matczynego rozpoznania cigzy oraz dziatanie PGE2 moze poprzedza¢ wydzielanie
pierwszorzedowego sygnatu zarodkowego u $wini, jakim jest estradiol-17.

Badania te zostaty opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalnej IV:

Waclawik A. , Kaczynski P., Jabbour H.N. (2013) Autocrine and Paracrine Mechanisms
of Prostaglandin E2 Action on Trophoblast/Conceptus Cells through the Prostaglandin E2
Receptor (PTGER2) during Implantation. Endocrinology 154:3864—-3876.

Wyniki prezentowanych badan wzbogacajg wiedze na temat mechanizméw molekularnych
i komérkowych interakcji pomiedzy zarodkiem oraz uktadem rozrodczym podczas matczynego
rozpoznania cigzy i implantacji, a dtuzszej perspektywie mogg przyczyni¢ sie do terapii
ograniczajgcych smiertelnos¢ zarodkdéw podczas wczesnej cigzy.

Podsumowanie i wnioski

Najwazniejsze wnioski wynikajgce z opisanego w niniejszym autoreferacie cyklu publikacji
stanowigcych osiggniecie naukowe, sg nastepujgce:
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Okres matczynego rozpoznania cigzy

1. U swini, w procesie matczynego rozpoznania cigzy, zarodek wydzielajgc
estradiol-17p zwieksza synteze prostaglandyn na korzys¢ PGE2 w endometrium
poprzez stymulacje ekspresji biatka enzymow uczestniczacych w syntezie PGE2
i podwyzszeniu uwalniania PGE2, przy jednoczesnym obnizeniu ekspresji biatka
PGFS i CBR1 w endometrium.

2. Wykazano istnienie procesu autoamplifikacji PGE2 w blonie sluzowej macicy swini,
dzieki ktéremu nastepuje zwiekszenie syntezy PGE2 w dniach 11-12 cigzy, co moze
przyczyni¢ sie do przediuzenia funkcji ciatka zéttego w tym okresie. W endometrium
u swini, PGE2 reguluje wlasng synteze i sekrecje na zasadzie dodatniego sprzezenia
zwrotnego prawdopodobnie za posrednictwem receptora PTGER2.

3. OXT i TNF, nie tylko regulujg uwalnianie PGF2a przez endometrium w okresie

okotoluteolitycznym, jak wykazano we wczesniejszych badaniach u swini i innych
gatunkéw zwierzat, ale takze stymulujg ekspresje biatka syntazy PGE2 oraz sekrecje
luteotropowej PGE2 przez komorki nabtonkowe endometrium podczas matczynego
rozpoznania cigzy.
Udziat zarodka w 11-12 dniu cigzy w ochronie ciatka zéltego moze réwniez polegaé
na uwrazliwieniu komoérek nabtonka powierzchniowego endometrium na dziatanie
OXT, ktéra wydzielana w tym okresie w duzych ilosciach do $wiatta macicy, zwieksza
synteze i sekrecje PGE2 przez te komorki.

4. Prostaglandyna E2, po dotarciu do jajnikébw moze wykazywac dziatanie luteotropowe,
za posrednictwem receptorow PTGER2 i PTGER4, ktorych ekspresja jest
podwyzszona w ciatku zéttym w 14 dniu cigzy.

5. PGE2 przez stymulacje ekspresji aromatazy w komorkach trofoblastu swini zwieksza
sekrecje estradiolu-17p3 przez zarodek. Uzyskane wyniki sugerujg wiec, ze PGE2
odgrywa istotng role w okresie matczynego rozpoznania cigzy oraz dziatanie PGE2
moze poprzedza¢ wydzielanie pierwszorzedowego sygnatu zarodkowego
(estradiolu-17pB).

Okres implantacji zarodka

6. PGE2 moze by¢ mediatorem dziatania w endometrium sygnatu zarodkowego
specyficznego dla réznych gatunkéw. Hormon ten drogg auto-/parakrynng za
posrednictwem receptorow PTGER2 i PTGER4 lokalnie reguluje procesy
zaangazowane w przygotowanie macicy do zagniezdzenia zarodka.

7. PGE2 odgrywa rowniez istotng role w procesie implantacji zarodka u cziowieka
(fozysko inwazyjne) oraz u swini (fozysko nieinwazyjne), zwiekszajgc adhezje
komoérek trofoblastu do ECM przy udziale PTGER2 i receptorow integrynowych
AVB3. Uzyskane wyniki sugerujg wiec, ze mechanizm ten moze by¢ uniwersalny dla
gatunkdéw zwierzat posiadajgcych odmienne typy tozyska.

8. Uzyskane wyniki sugerujg, ze PGE2 zwigksza adhezje zarodka do endometrium
przez mechanizm zwigzany z aktywacjg receptora estrogenowego i szlaku
MEK1/MAPK, a takze poprzez podwyzszenie ekspresji bialek adhezyjnych FAK i
ICAM-1 w komorkach trofoblastu $wini.
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5. Omowienie pozostatych osi agni e¢ naukowo - badawczych

Przed uzyskaniem stopnia doktora

W 1999 r. w ramach pracy magisterskiej rozpoczetam badania dotyczace
polimorfizmu rodziny gendéw PAG (Pregnancy-Associated Glycoprotein) w genomach ssakéw
tozyskowych pod kierunkiem prof. dr hab. Bozeny Szafranskiej w Katedrze Fizjologii Zwierzat
Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego (UWM) w Olsztynie. Podczas
studiéw uczestniczytam takze w pracach w Zarzgdu Kota Naukowego Biotechnologéw UWM
w Olsztynie, biorgc aktywny udziat w jego zalozeniu i rozwoju. W 2000 r. reprezentowatam
Naukowe Koto Biotechnologdw na XXXVI Zjezdzie Towarzystwa Biochemicznego
w Poznaniu, gdzie moja prezentacja uzyskanych wynikow pt: ,,Polimorfizm rodziny genow
PAG” uzyskata wyréznienie w konkursie im. Janiny Opienskiej-Blauth. Za prace naukowg
zdobytam Nagrode Rektora UWM. Ukonczytam studia w grupie 5% najlepszych
absolwentéw UWM ze srednig 4,81. W czerwcu 2001 r. obronitam prace magisterskg
z wyrOznieniem i uzyskatam tytut magistra inzyniera biotechnologii. Wyniki pracy zostaty
opublikowane w czasopismie z Listy Filadelfijskiej (wskazana w punkcie 11.A.23 Zatgcznika IV
~Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych,
wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki), a takze w dwoch komunikatach naukowych
(11.B.59; 111.B.60).

Od grudnia 2001 r. bytam uczestnikiem Studium Doktoranckiego Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Ponadto, od 2002 r. zostalam zatrudniona na
stanowisku technologa, a od 2003 r. asystenta w Zakiladzie Mechanizméw Dziatania
Hormonéw Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk
w Olsztynie. Prace doktorskg wykonywatam pod kierunkiem prof. dr hab. Adama Ziecika
w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN. Badania te prowadzitam w ramach
projektu finansowanego przez KBN pt: ,Rola syntaz prostaglandyn F2a i E2 w regulacji
procesu luteolizy i wczesnej cigzy u Swini”, w ktorym bytam gtownym wykonawcg. Do
najwazniejszych osiggnie¢ mojej rozprawy doktorskiej nalezy:

. Zsekwencjonowanie oraz charakterystyka cDNA genow syntaz PGF2a i PGEZ2;

. Odkrycie wystepowania specyficznych profili enzyméw syntezy prostaglandyn
w zarodku i macicy w okresie okotoimplantacyjnym, w wyniku czego faworyzowana jest
synteza luteotropowej PGE2 w tym krytycznym okresie cigzy;

. Okreslenie lokalizacji ekspresji biatka enzymow syntezy prostaglandyn w endometrium
i ciatku zéttym swini;

. Wykazanie mozliwosci lokalnej syntezy prostaglandyn w ciatku zéttym Swini podczas
cyklu rujowego i wczesnej cigzy.

Znaczna czes¢ wynikow pracy doktorskiej zostala opublikowana w jednym
Z najbardziej prestizowych czasopism z zakresu endokrynologii Endocrinology (IF=5,2).
Pozostate rezultaty badan rozprawy doktorskiej opublikowatam juz po uzyskaniu stopnia
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doktora w uznanych czasopismach Journal of Endocrinology (IF=2.6) oraz
Theriogenology (IF=2,0). Sg to oryginalne publikacje eksperymentalne przedstawione
w Zalgczniku 1V \Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o osiggnieciach
dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki” w punktach: II.A.7; 11.A.13
i 11LA.19. Ponadto, uzyskane wyniki prezentowatam na konferencjach miedzynarodowych
i krajowych (111.B.41-45; 111.B.48; 111.B.50; I11.B.54). Na konferencji Society for Reprodution &
Fertility (SRF) w 2004 r. w Belgii wygloszony przeze mnie referat pt: ,Novel functional
characterization of expression of prostaglandin F synthase (PGFS) and microsomal
prostaglandin E synthase in porcine estrous cycle endometrium and in early pregnancy”,
zostat zakwalifikowany do grupy finalowej trzech najlepszych prac w sesji ,Ph.D. Student
Prize” . W 2005 r. na konferencji SRF w Wielkiej Brytanii wygtositam referat pt: ,Expression
patterns of mMPGES-1 and PGFS in pig trophoblast” rowniez w konkursowej sesji ,SRF PhD
Student Prize”. Zdobytam w tym konkursie pierwsze miejsce, sposréd 23 uczestnikow z catej
Europy.

Dnia 22 czerwca 2006 r. odbyla sie obrona mojej rozprawy doktorskiej pt:
,,Klonowanie oraz charakterystyka ekspresji enzyméw syntezy prostaglandyn w zarodku,
endometrium i ciatku zo6ittym swini”. Uchwalg Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego otrzymatam stopieh doktora nauk biologicznych, a moja praca
doktorska zostata wyr6zniona na wniosek w/w Rady Wydzialu oraz nagrodzona Nagrodg
Indywidualng I stopnia Dyrektora IRZBZ PAN w Olsztynie.

Zaangazowana bytam takze w realizacje projektu finansowanego przez KBN pt:
,,Zastosowanie koniugatu hormon luteinizujgcy - peptyd lityczny do doswiadczalnego
leczenia nowotworow” (nr 5 PO6K 009 17, lata 1999-2002), ktérego realizacjg kierowat
prof. dr hab. Adam Ziecik. Waznym osiggnieciem bylo wykazanie mozliwosci
ukierunkowanego niszczenia nowotworoéw gonad i innych tkanek, posiadajgcych receptor
hormonu luteinizujacego (LH) z zastosowaniem koniugatu LH-peptyd lityczny Hecate. Do
badan wykorzystano model in vivo, ktéry stanowity samice szczura z guzami gruczotu
mlekowego indukowanymi dwoma kancerogenami: dieltylostilbestrolem
i dimetylobenzenoantracenem. Iniekcje koniugatu Hecate-CGbeta i samego peptydu
litycznego Hecate istotnie obnizylo tempo wzrostu nowotworéw, przy czym dziatanie
koniugatu bylo efektywniejsze i dlugofalowe. Przelomowym odkryciem tych badan byto
stwierdzenie niskiej ekspresji zaréwno genu, jak i biatka receptoréw LH/hCG w badanych
guzach, co wskazywato na dodatkowe bezposrednie lub/i posrednie mechanizmy dziatania
badanego preparatu antynowotworowego, raczej niezwigzane z obecnoscig receptorow
LH/hCG (1.A.21; 111.B.49; 111.B.53; 111.B.55; I11.B.58). Uczestniczytam takze w badaniach in
vitro, ktérych celem bylo wyjasnienie mechanizmu dziatania koniugatu Hecate-CGf
w komorkach nowotworu prostaty (11.A.20). Ponadto, wyniki badan dotyczgcych
ukierunkowanego niszczenia nowotworOw przedstawione zostalty w dwoéch pracach
przeglgdowych, ktérych jestem wspétautorem (11.A.16; 11.A.21).

Uczestniczytam réwniez w badaniach Zaktadu nad wyjasnieniem roli czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGFA) i jego receptorbw w endokrynnej regulacji cyklu
rujowego i wspobitzaleznosci miedzy jajnikiem, macicg a zarodkiem w okresie implantacji
zarodka u swin. Celem kolejnych badan, w ktére bytam zaangazowana bylo okreslenie
udziatu hormonu luteinizujgcego w regulacje syntezy prostaglandyn F2a i E2 oraz ekspresje
9-ketoreduktazy PGE2 w btonie sluzowej macicy swini. Wstepne wyniki uzyskane w ramach
wspomnianych projektow zostaty opublikowane jako komunikaty naukowe i prezentowane
byly na konferencjach miedzynarodowych i krajowych (111.B.46; 111.B.47; 11I.B.51; III.B.52;
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111.B.56; 1Il.B.57). Badania te kontynuowatam po obronie pracy doktorskiej i wiekszos¢
publikacji z przestawionego zakresu ukazata sie po 2006 r.

Po uzyskania stopnia doktora

Z dniem 1 lipca 2006, awansowatam na stanowisko adiunkta w Zakiadzie
Mechanizméw Dziatania Hormondw. Czesciowo kontynuujgc tematyke rozpoczetg w pracy
doktorskiej, rozwinetam oraz wzbogacitam jg o szereg nowych tematoéw badawczych. Moje
zainteresowania obejmowaly i obecnie koncentrujg sie na wyjasnieniu mechanizmow
regulujgcych komunikacje pomiedzy zarodkiem a ukladem rozrodczym we wczesnym
okresie cigzy na poziomie komorkowym, receptorowym i molekularnym, gtéwnie na modelu
swini. W badaniach wykorzystuje takze ludzkie linie komérkowe. Gtowne kierunki badawcze
realizowatam w ramach czterech projektéw, ktérymi kierowatam lub obecnie kieruje oraz
jestem autorem ich koncepciji. Sg to nastepujace projekty:

* Projekt autorski MNISW nr N N311 319135; ,Rola sygnatéw zarodkowych
w aktywacji enzymow metabolizmu prostaglandyn i receptoréw prostaglandyn
w btonie Sluzowej macicy”. 2008-2011.

* Projekt miedzynarodowy niewspoffinansowany MNISW w ramach Akcji COST
FA0702 nr DWM/N106/COST/2008; ,Markery receptywnosci macicy w okresie
okotoimplantacyjnym u swini”. 2008-2012.

* Projekt luventus MNISW nr 0583/IP1/2011/71 ,Mechanizm parakrynnego
i autokrynnego oddziatywania prostaglandyny E2 na zarodek i blone $luzowag
macicy podczas wczesnej cigzy”, 2012-2014.

* Projekt Sonata bis NCN nr 2012/05/E/NZ9/03493 pt. ,Mechanizm parakrynnego
i autokrynnego dziatania prostaglandyny F2a na zarodek i blone sluzowg macicy
podczas wczesnej cigzy u swini”, 2013-2018.

Do gtownych kierunkéw prowadzonych badan, ktérych wyniki zostaty opublikowane po
uzyskaniu stopnia doktora, naleza:

5.1. Wyjasnienie roli enzymdéw metabolizmu prostaglandyn i receptorow prostaglandyn
W procesie matczynego rozpoznania cigzy i podczas implantacji zarodka;

5.2. Okreslenie i wyselekcjonowanie markeréw biologicznych charakterystycznych dla
stanu receptywnosci macicy, czyli stanu umozliwiajgcego prawidtowg implantacje
zarodka;

5.3. Poréwnanie ekspresji wybranych czynnikow w ciatku zottym podczas wczesnej cigzy
i cyklu rujowego;

5.4. Zbadanie wplywu synchronizacji cyklu rujowego na funkcje endometrium i jajowodu
u loszek;

5.5. Préba opracowanie metody ograniczajgcej smiertelnos¢ zarodkéw swini.
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Najwazniejsze osi ggniecia w zakresie prowadzonych bada n opublikowane po
uzyskaniu stopniu doktora:

5.1.

Wyjasnienie roli enzyméw metabolizmu prostaglandyn i rec eptorow
prostaglandyn w procesie matczynego rozpoznania ci azy i podczas implantacji
zarodka:

5.1.1.

5.1.2.

Dowiedzenie po raz pierwszy, ze PGF2a moze odgrywaé istotna role
w oddziatywaniach pomiedzy zarodkiem i endometrium Swini podczas wczesnej
cigzy, szczegolnie w okresie implantacji zarodka. Sg to badania pionierskie na
skale swiatowg. Dotychczas, w ukiadzie rozrodczym cziowieka i wiekszosci
zwierzat, PGF2a uwazana byla za gtdbwny czynnik luteolityczny. Badania
wilasne (Waclawik i wsp. 2006; Waclawik i Ziecik, 2007) wskazujg na
podwyzszong ekspresje syntazy PGF w endometrium i zarodku $wini w okresie
implantacji. W literaturze brakuje doniesien na temat roli PGF2a wydzielanej do
Swiatta macicy, jak réwniez brak jest danych dotyczacych udziatu receptora
PGF2a (PTGFR) we wczesnej cigzy u swini oraz innych zwierzat. Pojawia sie
wiec pytanie jaka jest rola wydzielanej do swiatla macicy PGF2a podczas
implantacji zarodka. W oparciu o dane dostepne w literaturze naukowej oraz
badania wtasne, postawilismy hipoteze, ze PGF2a dziatajgc auto- i parakrynnie
poprzez swoje receptory zlokalizowane w zarodku oraz endometrium
uczestniczy w procesach zwigzanych z implantacjg zarodka u swini. Uzyskane
wyniki wykazaly wyzszg ekspresje biatka receptora PGF2a w endometrium swini
w 15 dniu cigzy w poréwnaniu z 15 dniem cyklu rujowego. Obecnos¢ zarodka
i/lub jego produktow zwiekszyta ekspresje genu receptora PTGFR w komadrkach
nabtonka endometrium S$wini in vitro oraz w endometrium in vivo u $wini.
Badania te realizowane sg w ramach projektu NCN SONATA BIS
(nr  2012/05/E/NZ9/03493), przyznanego mi na tworzenie zespotu
badawczego . Projekt ten oceniony zostat w konkursie Sonata bis na pierwszym
miejscu w rankingu wsréd projektéw zaakceptowanych do finansowania.
Badania te realizuje pod moim kierunkiem mgr Piotr Kaczynski w ramach pracy
doktorskiej, w ktorej petnie role promotora pomocniczego.

(Publikacje wg ,Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja
0 osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki”:
II.LA.3; 111.B.2; IIl.B.4; 111.B.6; 111.B.8; 11.B.17; 111.B.18).

Funkcjonalna charakterystyka wyciszania zsekwencjonowanych przez mnie
gendw PGFS i mPGES-1. Badania te zapoczatkowatam przebywajgc na stazu
w 2006 r. na Uniwersytecie w Turku w Finlandii, a kontynuuje obecnie
w Instytucie. Celem tych badan jest stworzenie modelu do badan mechanizmoéow
zZwigzanych z syntezg prostaglandyn w endometrium poprzez wyciszanie genow
enzymow syntezy prostaglandyn z wykorzystaniem technologii sSiRNA in vitro
(n.B.25;  11.B.26; 1l1.B.32). Wstepne wyniki zaprezentowalam na
V Jubileuszowym Zjezdzie Towarzystwa Biologii Rozrodu, gdzie uzyskatam
wyréznienie za najlepszy plakat (111.B.34). Obecnie jedna z publikacji jest
w druku w czasopismie z Listy Filadelfijskiej.
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5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.

5.1.6.

5.1.7.

Okreslenie profili ekspresji genu i biatka enzyméw syntezy prostaglandyn COX-1
i COX-2 (PTGS1 i PTGS2) w endometrium w réznych dniach cyklu rujowego
i we wczesnhej cigzy. Wyniki badan wskazujg, ze enzym COX-2 odpowiada za
wzrost syntezy prostaglandyn w poznej fazie lutealnej oraz podczas okresu
implantacji u swini. (11.A.18).

Zbadanie wptywu steroidéw jajnikowych (estradiolu-17f i progesteronu) na
podstawowg i stymulowang przez LH sekrecje PGF2a i PGE2 przez komorki
zrebu endometrium oraz ekspresje bialka enzymu syntezy prostaglandyn
(COX-2). Uzyskane wyniki sugeruja, ze steroidy jajnikowe moga zwiekszac
wrazliwo$¢ endometrium na dziatanie LH. Hormon luteinizujgcy stymulowat
uwalnianie PGF2a z komorek, ktére nie poddano dziataniu steroidéw oraz
preinkubowanych z E2 (11.A.14; 11.A.17).

Wykazanie, ze steroidy regulujg ekspresje genu i biatka HoxA10 w endometrium
swini w fazie lutealnej. Stwierdzono réwniez wystepowanie podobnych profili
HoxA10 i enzymu syntezy prostaglandyn COX-2 (PTGS2) w endometrium pod
wplywem dziatania estiadiolu-17f i progesteronu. Badania te potwierdzajg, ze
ekspresja enzymu COX-2 jest prawdopodobnie zalezna od aktywnosci HoxA10.
Dowiedziono réwniez, ze steroidy regulujg ekspresje COX-2 w endometrium
oraz wydzielanie PGE2. Estradiol-173 zwiekszyl, a progesteron zmniejszyt
sekrecje tej prostaglandyny przez endometrium in vitro. (1l.A.5; 11.D.1; 111.B.27,
111.B.28).

Okreslenie wpltywu PGE2 na globalny profil ekspresji genébw w endometrium
swini in vivo. Obecnie kontynuuje badania prezentowane w o0siggnieciu
naukowym bedagcym, podstawg wniosku 0 wszczecie postepowania
habilitacyjnego, wykorzystujgc model in vivo. Badania te realizuje przy
wspoétpracy z dr hab. S. Bauresachsem z Politechniki Federalnej w Zurichu oraz
dr. H. Blumem z Ludwig Maximilians University i Gene Center w Monachium.
Model in vivo zostal przygotowany we wspotpracy z dr n. wet. J. Muszak
z Zakfadu Lokalnych Regulacji Hormonalnych i dr W. Grzegorzewskim (UWM)
(1.B.11).

Uzyskane wyniki sugerujg, ze PGE2 dzialajgc synergistycznie z estradiolem-17(3
moze potegowaé swoj efekt zwiekszajgc zakres zmian w globalnym profilu
ekspresji genbéw podczas implantacji zarodka. Weryfikacja tej hipotezy bedzie
przedmiotem badan w planowanym kolejnym projekcie.

Okreslenie  profilu  ekspresji genu oraz bialkka  dehydrogenazy
15-hydroksyprostaglandynowej (15-PGDH Ilub HPGD) w endometrium
i zarodkach swini. Enzym ten przeksztalca prostaglandyne E2 i prostaglandyne
F2a do nieaktywnych biologicznie metabolitéw, przez co moze modulowac
docelowe dziatanie prostaglandyn. Wyniki dotyczgce zmian ekspresji biatka
enzymu dehydrogenazy 15-hydroksyprostaglandynowej w endometrium
i zarodku oraz stezenia metabolitu PGF2a (PGFM) w endometrium i Swietle
macicy sugerujg udziat 15-PGDH w katabolizmie prostaglandyn podczas
wczesnej cigzy u swini. Uzyskane wyniki wskazujg na zmniejszony katabolizm
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prostaglandyn w endometrium 11 dnia cigzy, co moze skutkowaé zwiekszeniem
koncentracji prostaglandyny E2 o dzialaniu luteotropowym, podczas
matczynego rozpoznania cigzy u swini (111.B.3; 111.B.28).

Czes¢ wynikéw zostata wykonana pod moim kierunkiem w ramach dwéch prac
magisterskich obronionych na Wpydziale Biologii i Biotechnologi UWM
w Olsztynie w 2009 i 2013 r.

5.2. Okreslenie i wyselekcjonowanie markeroéw biologicznych ch arakterystycznych dla
stanu receptywno $ci macicy, czyli stanu umo zliwiaj gcego prawidtiow g implantacj e
zarodka:

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Okreslenie ekspresji czynnika wzrostu srédbtonka naczyh (VEGFA) i jego
receptorow w endometrium macicy swini w przebiegu cyklu i cigzy, sugerujgc
Zaangazowanie tego systemu ligand-receptor w procesie implantacji oraz
rozwoju tozyska (11.A.9; IILA.12; 11LA.11; IlLA.12; 11.A.17).

Stwierdzenie bezposredniego, lokalnego wptywu zarodka na ekspresje mRNA
i biatka transformujgcego czynnika wzrostu B (TGFB) w endometrium $wini
in vitro oraz in vivo w okresie implantacji. Wykazano takze, ze TGFB zwiekszyt
proliferacje komorek zarodka. Wyniki te wskazujg na wazng role tej cytokiny
w okresie implantacji zarodka (1.A.1; 111.B.15; 11.D.1).

Wykazanie zwiekszonej ekspresji prokinetycyny 1 i obecnosci jej receptora
PROKR1 w endometrium i zarodku swini, co swiadczy o udziale tego czynnika
w mechanizmach zwigzanych z implantacjg zarodka swini. Wykazano takze, ze
prokinetycyna 1 reguluje synteze prostaglandyn w endometrium (Il1.B.14;
111.B.22).

5.3. Poroéwnanie ekspresji wybranych czynnikow w cia  tku zoéltym podczas wczesnej
cigzy i cyklu rujowego:

5.3.1.

Wykazanie mozliwosci syntezy prostaglandyn lokalnie w ciatku zoktym swini,
a tym samym autoregulacji jego funkcji. Stosunek syntazy PGE2 do syntazy
PGF byt podwyzszony we wczesnej fazie lutealnej oraz w dniach 5-8 cigzy.
Wyniki te sugeruja, ze przewaga syntezy PGE2 nad PGF2a w ciatku z6ttym
moze byc¢ istotna podczas rozwoju ciatka zoltego we wczesnej fazie lutealnej.
Natomiast brak istotnych roznic w profilach ekspresji enzymow syntezy
prostaglandyn podczas okresu matczynego rozpoznania cigzy oraz
odpowiadajgcych dni cyklu rujowego, wskazuje na to, ze zrodtem PGE2 w ciatku
z6itym w 11-13 dniu cigzy jest przede wszystkim zarodek i endometrium.
Z drugiej strony, nie mozna wykluczy¢ lokalnej syntezy prostaglandyn w ciatku
z6itym podczas wczesnej cigzy (Il.A.7). Dalsze badania przeprowadzone na
modelu in vivo, dowiodly, ze zawartos¢ PGE2 oraz stosunek zawartosci
PGE2/PGF2a sg wyzsze w ciatkach zéitych jajnika znajdujgcego sie w poblizu
rogu macicy, w ktérym znajdowaty sie zarodki w poréwnaniu do ciatek zéttych
przeciwlegtego jajnika znajdujgcego sie w poblizu rogu macicy, w ktérym zarodki
nie byly obecne. Potwierdza to wczesniejsze wyniki badan wtasnych (I1.A.7),
wedtug ktorych wzrost zawartosci PGE2 w ciatku zéittym spowodowany jest
raczej jej przenikaniem z zarodkdw i macicy do jajnikéw niz lokalng syntezg tego
hormonu w ciatku zéttym w dniach 12-14 cigzy. (I11.A.8).
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5.3.2. Okreslenie ekspresji VEGFA (VEGF164) i jego receptorow w ciatku zottym
Swini podczas wczesne] cigzy oraz cyklu rujowego; wykazanie wysokiej
ekspresji biatka VEGFA we wczesnej i srodkowej fazie lutealnej. Badania te
sugerujg udziat tego sytemu ligand-receptor w rozwoju oraz utrzymaniu
czynnosci ciatka zottego u $wini. (11.A.15).

5.4. Zbadanie wptywu synchronizacji cyklu rujowego na funkcje endometrium
i jajowodu u loszek:

5.4.1. Wykazanie obnizonej ekspresji potencjalnych markeréw receptywnosci gendw:
HoxA10, TGFB1, LIF i enzymdw szlaku syntezy prostaglandyn w endometrium
u loszek w 12 dniu cigzy z naturalng owulacjg w poréwnaniu do loszek ze
stymulowang owulacjg. Zmieniony profil ekspresji szeregu kluczowych genoéw
warunkujgcych prawidtowosc interakcji zarodek-matka, moze swiadczy¢ o braku
gotowosci macicy, jak rowniez zarodka do implantacji u loszek
z synchronizowang rujg. Stwierdzono nie tylko obnizong ekspresje biatka
syntazy PGE2, ale réwniez mniejszg sekrecje PGE2 przez endometrium
w 12 dniu cigzy u loszek z owulacjg indukowang PMSG/hCG. (II.A.6; 111.B.36;
111.B.37).

5.4.2. Dowiedzenie, ze gonadotropiny (hCG/PMSG) uzywane do synchronizacji cyklu
rujowego oraz wywotania superowulacji u loszek zmieniajg ekspresje genow
i bialek enzymdw syntezy prostaglandyny E2 i F2a, a takze sekrecje tych
prostaglandyn w jajowodzie. Synteza PGF2a byta zwiekszona w tkance
jajowodu loszek pod wplywem podawania hCG i PMSG w poréwnaniu do loszek
inseminowanych bez zastosowania procedur synchronizacji cyklu rujowego.
Wyniki te sugerujg, ze hormony stosowane w biotechnikach rozrodu mogg
zaburza¢ mikrosrodowisko wystepujgce w jajowodzie podczas transportu gamet
i zarodkéw. (IlLA.2; Illl.LB.5 — prezentacja plakatowa wyr6zniona na XLVII
Sympozjum Polskiego Towarzystwa Histochemicznego i Cytochemicznego).

5.5. Pr6ba opracowania metody ograniczaj gcej smiertelno $¢ zarodkéw u sSwini:

5.5.1. Wyniki badah prezentowanych jako osiggniecie habilitacyjne daly podstawy do
prowadzenia badan aplikacyjnych w naszym Zakladzie w ramach grantu
rozwojowego NCBIR nr 12-0039-10/2010 (2010-2013), ktorego celem byto
opracowanie nowej metody zmniejszenia $miertelnosci zarodkéw u swin.
Wynikiem badah bylo opublikowanie postepowania i zalecenia przy
potencjalnym zagrozeniu pojawienia sie zaburzeh sekrecji progesteronu
u loszek i loch (monografia pt: "Przyczyny i zapobieganie dysfunkcji oraz
przedwczesnej regresji ciatek zéttych u swini” pod red. A. Ziecika i Z.Smoraga;
ISBN 978-83-923855-7-8) (II.A.4 oraz 11.D.2).
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Znaczna czesc¢ przedstawionych osiggnie¢ w zakresie biologii rozrodu, bedgca podstawag
rozprawy doktorskiej oraz niniejszego postepowania habilitacyjnego, a takze wyniki
pozostatych wyzej wymienionych badan, zostaly opublikowane w publikacjach
przeglgdowych w czasopismach z bazy JRC (1.B.3; 1l.LA.4; 11.LA.10; 1l.LA.11; IlLA.12; Il.A.16;
IILA.17; 11.A.22) oraz rozdziatach w anglojezycznych monografiach (11.D.1, 11.D.3, 11.D4).

Wspdipraca krajowa:

. Panstwowy Instytut Weterynaryjny w Putawach, Zaktad Choréb Swin pod kierunkiem
prof. dr hab. Zygmunta Pejska. Wspotpraca dotyczyta badan nad ekspresjg genow
enzymow biorgcych udziat w syntezie prostaglandyn COX-1i COX-2 (PTGS1 i PTGS2)
w endometrium swini w przebiegu cyklu rujowego i wczesnej cigzy. Efektem
wspotpracy jest oryginalna publikacja eksperymentalna (11.A.18);

. Zaktad Biologii i Gamet Zarodka Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie, Zespo6t Biologii Zarodka pod kierunkiem dr Marka
Bogackiego. Wspoipraca dotyczyta badan nad ekspresjg enzyméw szlaku syntezy
prostaglandyn i zawartosci prostaglandyny E2 i PGF2a w ciatkach z6ttych w czasie
cigzy u swini. Ponadto wspoipraca dotyczyta takze badan nad okresleniem ekspresiji
markerow receptywnosci endometrium, m.in. z wykorzystaniem modelu in vivo cigzy
jednostronnej u $wini. Efektem sg dwie oryginalne publikacje eksperymentalne
i publikacja przeglgdowa (II.A.7; II.LA.8; II.LA.10) oraz wspdllne komunikaty naukowe
(11.B.23; 111.B.46);

. Zaktad Lokalnych Regulacji Fizjologicznych Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, dr n. wet. Jolanta Muszak. Wspdtpraca
dotyczy badan z wykorzystaniem modelu in vivo w celu zbadania wpltywu PGE2 na
ekspresje gendw szeregu czynnikdw w endometrium swini (111.B.11);

. Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Wydziat Nauk Medycznych, Katedra Farmakologii
i Toksykologii, dr hab. n. wet. Waldemar J. Grzegorzewski, prof. nadzw. Wspotpraca
dotyczy badan z wykorzystaniem modelu in vivo w celu zbadania wpltywu PGE2 na
funkcje endometrium swini (I11.B.11).

Wspdlpraca z o srodkami zagranicznymi:

Medical Research Council, Human Reproductive Sciences Unit, Edynburg, Wielka
Brytania, prof. Henry Jabbour. Efektem wspoipracy sg dwie oryginalne prace
eksperymentalne (1.B.2; 1.B.4) oraz komunikaty naukowe (l1.B.14; I11.B.22; 111.B.33;
111.B.35);

University of Turku, Institute of Biomedicine, Prof. Nafis Rahman, dr hab. Adolfo
Rivero-Muller, prof. llpo Huhtaniemi. Efektem wspotpracy sg cztery publikacje (11.A.16;
11LA.19; A.11.20; 11.A.22) oraz komunikaty naukowe (l11.B.25; I11.B.26; 111.B.34; 111.B.48-50;
[11.B.53-55);
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Ludwig Maximilians University i Gene Center w Monachium, dr hab. Stefan
Bauersachs z Politechniki Federalnej w Zurichu (obecna afiliacja) oraz dr. H. Blum
Zz Ludwig Maximilians University i Gene Center w Monachium. Wspotpraca
w badaniach nad globalnym profilem ekspresji genéw w zarodku i endometrium pod
wpltywem dziatania prostaglandyn (111.B.4).

Pelna lista moich osiggnieé dotycz gcy pracy badawczej, dydaktycznej
i organizacyjnej znajduje sie w Zalgczniku IV pt: ,Wykaz opublikowanych prac naukowych
oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki”.

Podsumowujgc, bratam udziat lub obecnie uczestnicze w realizacji 13 projektow
badawczych, w tym w czterech bylam/jestem kierownikiem. Odbywatam staze
w zagranicznych osrodkach naukowych: w Medical Research Council w Edynburgu; Ludwig
Maximilians University i Gene Center w Monachium; University of Turku oraz University of
Sheffield.

Wyniki badan prezentowatam w formie wykladéw na zaproszenie i referatéw (14) oraz
plakatow (18) na licznych konferencjach miedzynarodowych i krajowych. Wiele z moich
prezentacji wynikdw badan zostalo nagrodzonych na konferencjach miedzynarodowych
krajowych (I11.J.). Z 60 komunikatébw naukowych, w 33 jestem pierwszym autorem.
Najwazniejsze wyklady, ktére wyglositam na zaproszenie, mialy miejsce nha
miedzynarodowych konferencjach: Society for Reproduction and Fertility (Wielka Brytania,
2011 i 2005), Society for the Study of Reproduction (USA, 2011) oraz International
Conference on Pig Reproduction (Kanada, 2009). Przewodniczylam takze sesji tematycznej
Pregnancy na konferencji World Congress of Reproductive Biology (Wielka Brytania, 2014).

Wspdipracujgc z redakcjami czasopism o zasiegu miedzynarodowym z bazy JCR,
wykonatam recenzje oryginalnych publikacji eksperymentalnych dla czasopism Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism (1 recenzja); Reproduction (3); BMC Genomics (1);
Reproductive Biology and Endocrinology (1); Physiological Genomics (1) oraz Journal of
Endocrinology (1).

Jestem przedstawicielem Polski w Managment Committee Akcji COST FA1201 Epiconcept
pt:,, Epigenetics and Periconception Environment”. W ramach tego programu wspotpracuje
z dr hab. Stefanem Bauersachsem z Politechniki Federalnej z Zurichu (poprzednia afiliacja
LMU i Gene Center Monachium). Ponadto, od 2012 r. wchodze w sklad Zarzgdu
Towarzystwa Society for Reproduction and Fertility. Zostaltam takze cztonkiem Akademii
Mitodych Uczonych PAN oraz Komitetu Biologii Rozrodu PAN.

Jestem laureatka licznych nagréd i stypendiow naukowych, m.in. prestizowego wyrdznienia
New Investigator Award przyznanego przez Society for Reproduction and Fertility, Burgen
Scholar of the Academy of Europe, stypendium dla wybitnych miodych naukowcow MNiSW,
START Fundacji Nauki Polskiej, Pro Scientia et Vita Fundacji Czionkéw PAN, Lauru
"Najlepszym z najlepszych”.

Bytam promotorem 3 prac magisterskich, a od 2013 roku, decyzjg Rady Wydziatu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, petnie funkcje promotora
pomocniczego w przewodzie doktorskim. Bylam takze recenzentem rozprawy doktorskiej pt:
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"Characterization of signalling cross-talk between the EP2 and FP receptors in endometrial
epithelial cells” obronionej na University of Cape Town (RPA).

Na Wydziale Biologii UWM w latach 2002-2005 prowadzitam zajecia dydaktyczne ze
studentami Il i IV roku Biotechnologii z nastepujgcych przedmiotéw: podstawowe techniki
biologii molekularnej, fizjologia zwierzat i inzynieria genetyczna.

Moja dziatalnos¢ popularnonaukowa obejmuje: przygotowanie i prowadzenie warsztatow pt:
.Dlaczego badamy geny?” oraz zorganizowanie kawiarni naukowej ,Od nauki do biznesu”
w czasie Europejskiej Nocy Naukowcédw Fusion Night w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci PAN; przygotowanie i prowadzenie warsztatow pt: ,DNA” na stanowisku Akademii
Miodych Uczonych PAN na XVIII Pikniku Naukowym Polskiego Radia i Centrum Nauki
Kopernik w Warszawie; zdeponowanie sekwencji pelnego cDNA syntazy PGF i syntazy
PGE2 $wini w bazie GenBank oraz autorstwie/wspotautorstwie 3  publikacji
popularnonaukowych.

Zestawienie danych dotycz gcych dorobku naukowego

Przed

doktoratem Po doktoracie Razem

Rodzaj opracowania

Rozdziaty
w monografiach

Oryginalne prace
eksperymentalne:

- w czasopismach znajdujgcych
sie w bazie Journal Citations 5 14

19
Reports (JCR)

Prace przegl adowe:
- w czasopismach znajdujgcych

sie w bazie Journal Citations 1 7 8
Reports (JCR)

Komunikaty naukowe
20 40 60

Ogdtem 27 63 90
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Dane bibliometryczne dla calego dorobku naukowego:

Sumaryczny wspotczynnik wptywu (impact factor) wedtug listy JCR, zgodnie z rokiem
opublikowania = 52,202

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science = 306
Index Hirsha wedtug bazy Web of Science = 11
Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiSW = 599

Sumaryczna ilo$¢ punktéw MNiISW zgodnie z aktualnie obowigzujgca listg czasopism
punktowanych (2013 r.) =773

Y, Wﬂ wee  INOARG
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Reproduction

The Journal of the
Society for Reproduction and Fertility

Dear Dariusz Skarzynski

2013 Impact Factor

Reproduction has received an impressive impact factor of 3.262. The journal
remains in the top quartile of journals ranked in the Reproductive Biology
category. We would like to thank the expert Editorial Board for maintaining the
highest quality of published papers.

Submit your best work

Top 10 cited papers from 2011
and 2012

The 2013 Impact Factor is a measure of the average number of
citations in 2013 of papers published in 2011 and 2012.

We would like to acknowledge the fantastic content that has
contributed to the 2013 Impact Factor by showcasing the top 10
cited papers published in Reproduction during 2011 and 2012:

Current progress in oocyte and embryo cryopreservation by slow
freezing and vitrification. Joseph Saragusty and Amir Arav.

The sperm nucleus: chromatin, RNA, and the nuclear matrix. Graham
D Johnson, Claudia Lalancette, Amelia K Linnemann, Frederic Leduc,
Guylain Boissonneault and Stephen A Krawetz.

Metabolism of the preimplantation embryo: 40 years on. Henry J
Leese.

The sperm epigenome and potential implications for the developing
embryo. Timothy G Jenkins and Douglas T Carrell.

Genomic imprints as a model for the analysis of epigenetic stability
during assisted reproductive technologies. Michelle M Denomme and
Mellissa R W Mann.

A balancing act: mechanisms by which the fetus avoids rejection by
the maternal immune system. J C Warning, S A McCracken and J M
Morris.

Influence of energy balance on the somatotrophic axis and matrix
metalloproteinase expression in the endometrium of the postpartum
dairy cow. Claire D Wathes, Zhangrui Cheng, Mark A Fenwick,
Richard Fitzpatrick and Joe Patton.

Identification of mMiRNAs associated with the follicular-luteal transition
in the ruminant ovary. D McBride, W Carre, S D Sontakke, C O Hogg,
A Law, F X Donadeu and M Clinton.

Novel insights into the mechanisms of pregnancy establishment:
regulation of prostaglandin synthesis and signaling in the pig.
Agnieszka Waclawik.

Sperm surface changes and physiological consequences induced by
sperm handling and storage. Tamara Leahy and Bart M Gadella.

Register for Table of Contents alerting for the latest content

straight to your inbox
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Society for Reproduction
and Fertility

Submit your best work

Table of Contents alerting

Current Issue

News from Bioscientifica:

Bioscientifica journals
continue to be rated as
leading and influential
journals in their respective
fields. Two in five journals
are in the top quartile in
the category that they are
ranked in, with the
remainder in the second
quartile.
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