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1. Imi¢ i nazwisko: Agnieszka Skowronska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j:

2.1. 1993 — dyplom lekarza weterynarii, Wydziat Weterynarii, Akademii Rolniczo-

Technicznej w Olsztynie. Obecnie Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

2.2. 2004 — uzyskanie stopnia doktora nauk biologicznych na podstawie rozprawy

doktorskiej: ,,Ocena biordéznorodnos$ci bakterioplanktonu jeziorowego przy

zastosowaniu metod molekularnych”, promotor prof. dr hab. Aleksander

Swigtecki, Wydziat Biologii, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego

w Olsztynie — (rozprawa wyrozniona)

3.Informacje 0

dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych:

1993 — 1997
1997 - 2000
2000 — 2004

1. 2004 — VI. 2005
2005 -2007

IV. 2008 — VI 2008
VII. 2008

Weterynaryjna Inspekcja Sanitarna w Portach Gdynia-Gdansk,
lekarz graniczny

urlop bezplatny, pobyt z rodzing w Japonii, Tokushima

stuchacz dziennych Studiow Doktoranckich w Zakladzie
Mikrobiologii, Wydzial Biologii UWM w Olsztynie

pobyt z rodzing w Danii, Aarhus

specjalista  naukowo-techniczny, Katedra  Mikrobiologii
Srodowiskowej, Wydzial Ochrony Srodowiska i Rybactwa,
UWM, Olsztyn

adiunkt w Katedrze Mikrobiologii Srodowiskowej

adiunkt w Katedrze Fizjologii Czlowieka, Wydziat Nauk
Medycznych w Olsztynie, do chwili obecne;j
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3.1. Przebieg pracy zawodowej

Po ukonczeniu studidw i uzyskaniu dyplomu lekarza weterynarii, rozpoczetam
staz w Wojewddzkim Zakladzie Higieny Weterynaryjnej w Olsztynie, a od 1 wrze$nia
1993 roku prace jako lekarz graniczny w porcie handlowym w Gdyni. W trakcie pracy
odbylam szkolenia w Instytucie Weterynarii w Putawach z zakresu mikrobiologii
1 nadzoru nad zywnoscig pochodzenia zwierzecego. W kwietniu 1997 roku wraz z mgzem
i corkag wyjechaliSmy do Japonii, poniewaz maz rozpoczatl doktorat w Katedrze
Farmakologii Wydziatu Stomatologii Uniwersytetu Tokushima. W Japonii mieszkali$my
3,5 roku, czas ten wykorzystalam gléwnie dla rodziny, urodzitam syna, ale jednocze$nie
intensywnie interesowalam si¢ kultura Japonii, ukonczytam kursy jezykowe, podstawowy
w jezyku japonskim i zaawansowany w jezyku angielskim, zakonczony zdanym
egzaminem (2000r.) na poziomie B, TOEIC (odpowiednik polskiego egzaminu
ADVANCE). Udzielatam takze lekcji angielskiego w popotudniowych szkotach typu
,»~Kumon” dla japonskich dzieci w wieku przedszkolnym.

W pazdzierniku 2000 roku rozpoczetam studia doktoranckie w Zaktadzie
Mikrobiologii Wydzialu Biologii UWM w Olsztynie. Na poczatku studiéw nawigzatam
wspotprace z Prof. Rudolfem Ammanem i Dr Jakobem Pernthalerem z Max Planck
Institut w Bremen 1 od kwietnia 2001 roku odbywatam systematyczne staze naukowe
w Instytucie, wykonujac tam w duzym zakresie swojg prac¢ doktorska. Tematyka
badawcza realizowana z mikrobiologii, do momentu zatrudnienia w Katedrze Fizjologii
Cztowieka, koncentrowata si¢ gtownie na wykorzystaniu technik biologii molekularne;j
do identyfikacji bakterii z roznych $rodowisk. Szczeg6lnie zastosowana po raz pierwszy
w Polsce, w mikrobiologii srodowiskowej metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH), z ktorg zapoznatam si¢ w Instytucie Max Plancka wzbudzita zainteresowanie
innych badaczy. W zwiazku z tym juz w czasie realizacji doktoratu (w 2003r.) zostalam
zaproszona przez prof. dr hab. Ryszarda Chrosta z Uniwersytetu Warszawskiego do
udzialu w grancie zamawianym w ramach stworzonego konsorcjum. Wspotprace
z Uniwersytetem Warszawskim kontynuowatam takze po ukonczeniu doktoratu i podczas
pobytu z rodzing w Danii w latach 2004-2005; maz w tym czasie pracowal na stanowisku
post-doca na Uniwersytecie w Aarhus. Wynikiem wspolpracy jest cykl prac naukowych
opublikowanych w renomowanych czasopismach z zakresu mikrobiologii oraz

komunikaty prezentowane na konferencjach krajowych i1 zagranicznych.
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W 2005 roku rozpoczetam prace na Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim na
stanowisku specjalisty w Katedrze Mikrobiologii Srodowiskowej. W tym czasie zostalam
zaproszona do wygloszenia wykladow na temat metody FISH na Uniwersytecie
Warszawskim oraz w Instytucie Polskiej Akademii Nauk w Dziekanowie k/Warszawy.
Ponadto nawigzalam wspotprace z Wydziatem Bioinzynierii gdzie wspdlnie
opracowaliSmy metod¢ do automatycznej analizy liczebno$ci bakterii z przewodu
pokarmowego z wykorzystaniem fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ FISH. Pracujac na
etacie specjalisty samodzielnie opracowatam dwa przedmioty z zakresu mikrobiologii
molekularnej, ktére realizowatam na Wydziale Ochrony Srodowiska i Rybactwa oraz na
Wydziale Biologii Biotechnologii. Wyklady 1 ¢wiczenia cieszyly si¢ duzym
zainteresowaniem, w wyniku czego od kwietnia 2008r. awansowatam na stanowisko
adiunkta.

W lipcu 2008r. zostalam przyjeta do zespolu Katedry Fizjologii Czlowieka,
kierowanego przez prof. dr. hab. Mariusza Majewskiego, Wydziatu Nauk Medycznych
UWM w Olsztynie. Doswiadczenia zdobyte za granica podczas licznych stazy:
znajomo$¢ metod badawczych, planowania badan, organizacji pracy i dobra znajomos¢
fizjologii zwierzat 1 czlowieka wyniesiona ze studidow, umozliwily mi szybka zmiang
profilu badawczego. W swojej dziatalno$ci naukowej skupitam si¢ nad badaniem roli
akwaporyn (AQPs) w ukladzie rozrodczym na modelu $wini. Dzigki wspdipracy
z katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziatu Biologii 1 Biotechnologii uzyskalismy granty na
badania z tego zakresu, ktorych bytam glownym wykonawca. Badania te przyniosty
szereg publikacji w renomowanych czasopismach z zakresu fizjologii rozrodu. Ponadto
rozpoczetam badania dotyczace ekspresji akwaporyn w migsniakach macicy kobiet w
okresie przed- 1 pomenopauzalnym oraz rola AQPS5 w progresji raka jajnika. W tym
czasie dwukrotnie staratam si¢ o grant z KBN 1 NCN, aby rozwina¢ badania z tego
zakresu, ale nie wuzyskalam finasowania. Mimo to, badania te kontynuuj¢
z przydzielonych $rodkow statutowych. Wspotpracuje takze z Klinikg Nefrologii,
Hipertensjologii i Chorob Wewnetrznych, Szpitala Wojewodzkiego w Olsztynie. Badamy
ekspresje akwaporyn 1, 2 1 3 na poziomie mRNA i bialkka w komorkach nabtonka
kanalikow nerkowych, pacjentéw z przewlektymi glomerulopatiami oraz u pacjentow po
przeszczepieniu nerki.

W ramach dziatalnosci dydaktycznej prowadze ¢wiczenia z Fizjologii cztowieka

dla studentow kierunku Lekarskiego oraz studentow kierunku Lekarskiego w jezyku
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angielskim. Jestem koordynatorem zaje¢ z przedmiotu Physiology, na kierunku
Lekarskim w jezyku angielskim. Jestem promotorem trzech prac licencjackich na
kierunku Pielegniarstwo. Od 2011 roku jestem opiekunem studenckiego Kota
Naukowego Fizjologow Doswiadczalnych w Katedrze Fizjologii Cztowieka. Pod moim
naukowym kierunkiem studenci uzyskali wyrdznienia i nagrody na krajowych i
miedzynarodowych  kongresach  studenckich.  Aktualnie jestem  promotorem

pomocniczym jednej pracy doktorskiej.
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4. Osiagniecie naukowe i jego oméwienie

Wskazanie osiagnigcia naukowego,* stanowigcego znaczny wklad autora w rozwoj okreslonej
dyscypliny naukowej wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.( Dz. U. nr 65,
p0z.595 ze zm.) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U . z 2014r. poz. 1852.)

* w przypadku gdy osiagnigciem tym jest praca/prace wspolne nalezy przedstawi¢ oswiadczenia wszystkich

jej wspotautoréw okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

Cykl publikacji powigzanych tematycznie:

Wplyw hormonoéw steroidowych, oksytocyny, kwasu arachidonowego, forskoliny
oraz cAMP na regulacj¢ ekspresji mRNA i bialka akwaporyny (AQP) 1 i 5 w
tkankach macicy Swini domowej (Sus scrofa domestica) w czasie cyklu estralnego i
wczesnej ciazy.

Osiagniecie zostalo udokumentowane cyklem 4 oryginalnych prac opublikowanych
w recenzowanych czasopismach, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports
(JCR). Sumaryczny IF = 8.716, punkty MNISW;4;5 = 95,0. Wymienione prace powstaly

po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych.

b) autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

1. Skowronska A, Mlotkowska P, Wojciechowicz B, Okrasa S, Nielsen S, Skowronski
MT. (2015) Progesterone, estradiol, arachidonic acid, oxytocin, forskolin and cAMP
influence on aquaporins 1 and 5 expression in porcine uterine explants during the mid-
luteal phase of the estrous cycle and luteolysis: an in vitro study. Reproductive Biology
and Endocrinology, Feb 18, 13:7 doi:10.1186/12958-015-0004-5, (IF3015 2.147,
MNiSWg15 25)

Moj wktad w powstanie pracy polegat na: stworzeniu koncepcji badan, przygotowaniu
i przeprowadzeniu inkubacji tkanek, oznaczaniu poziomu biatka metodq Western-blot,
wiodgcy udzial w analizie i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.
W publikacji jestem autorem korespondujgcym. Moj proporcjonalny udzial w realizacji

pracy szacuje na 65%.
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2. Skowronska A, Mlotkowska P, Majewski M, Nielsen S, Skowronski MT. (2016)
Expression of aquaporins 1 and 5 and their regulation by ovarian hormones, arachidonic
acid, forskolin and cAMP during implantation in pigs. Physiological Research, [Mar 15
Epub ahead of print], Volume 65: 637-650, (IF2916 1.618, MNiSW,¢15 20)

Moj wktad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji badan, przeprowadzeniu
inkubacji tkanek, zapewnieniu integralnosci catego eksperymentu, udziatu w oznaczaniu
poziomu ekspresji mRNA metodg (real-time PCR) i biatka (Western blot), wiodgcy udziat
w analizie i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu. W publikacji jestem

autorem korespondujgcym. Moj udzial w realizacji pracy szacuje na 70%.

3. Skowronska A, Milotkowska P, Okrasa S, Nielsen S, Skowronski MT. (2016)
Modulatory effects of steroid hormones, oxytocin, arachidonic acid, forskolin and cAMP

on the expression of AQP1 and AQPS in the porcine uterus during placentation. Journal

of Physiology and Pharmacology, 67(2), 311-319 (IF2¢15 2.804, MNiSW;(;5 25)

Moj wktad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji badan, inkubacji tkanek,
przygotowaniu preparatow immunohistochemicznych, oznaczaniu poziomu biatka metodg
Western blot, wiodgcy udzial w analizie i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu
manuskryptu. W publikacji jestem autorem korespondujgcym. Moj udzial w realizacji

pracy szacuje na 70%.

4. Skowronska A, Mlotkowska P, Nielsen S, Skowronski MT. (2015) Differences in
expression between AQPI and AQPS5 in porcine endometrium and myometrium in
response to steroid hormones, oxytocin, arachidonic acid, forskolin and cAMP during the
mid-luteal phase of the estrous cycle and luteolysis. Reproductive Biology and
Endocrinology, Dec.1; 13: 131 doi:10 1186/s 12958-015-0128-7, (IFz¢15 2.147,
MNiSW;g1525)

Moj wktad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji badan, izolacji
endometrium i miometrium i ich inkubacji in vitro, udziale w analizach:

immunohistochemii, real-time PCR i Western blot, wiodgcy wudzial w analizie
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i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu. W publikacji jestem autorem

korespondujgcym. Moj udzial w realizacji pracy szacuje na 70%.

¢) omoOwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Proces przemieszczania si¢ wody przez dwuwarstwowg blong lipidowa oraz
utrzymanie odpowiedniego ci$nienia wewnatrzkomorkowego 1 réwnowagi wodnej
migdzy komoérka a srodowiskiem, warunkuja wyspecjalizowane kanaty, selektywne dla
czasteczek wody zwane akwaporynami. Akwaporyny (AQPs) sg rodzing matych (25-34
kDa) biatek btonowych, ktére tworza kanaty do szybkiego transportu czasteczek wody.
O doniostos$ci ich znaczenia §wiadczy przyznanie prof. Peter Agre w 2003 roku Nagrody
Nobla w dziedzinie chemii. Kierunek transportu wody przez akwaporyny zalezy od
gradientu osmotycznego (Preston i wsp., 1992, Verkman AS., 2013). U ssakow wykazano
13 izoform akwaporyn (AQPO - AQP12), podzielonych w zaleznosci od
transportowanych substancji na trzy gltowne grupy: klasyczne - selektywne tylko dla
wody (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4 i AQPS5), akwagliceroporyny - transportujace
dodatkowo glicerol oraz mocznik 1 niektdre jony, np. chloru i rteci (AQP3, AQP7, AQP9,
AQP10) oraz tzw. unorthodox (AQP6, AQPS, AQP11 i AQP12) (Agre i Kozano., 2003),
ich funkcja jest obecnie intensywnie badana. Kilka izoform AQPs transportuje rowniez
czasteczki gazow (CO,, Oy, NO 1 NHj). Na przyktad AQP1 utatwia transport CO,, NO
1 NH3 (Herrera i Gavin., 2011), natomiast AQP4 jest kanatem dla NO i O, (Wang
1 Tajkhorshid. 2010), a AQPS transportuje takze CO, (Musa-Aziz 1 wsp., 2009).
Okreslenie miejsc ekspresji 1 poznanie budowy akwaporyn, pozwolito na zdefiniowanie
roli tych biatek w niektorych procesach fizjologicznych dotyczacych gospodarki wodne;.
Te mate bialka blonowe uczestnicza rowniez w innych procesach fizjologicznych, takich
jak: adhezja, migracja, proliferacja i réznicowanie komorek (Verkman i Mitra, 2000).
Uzycie myszy z wyciszonymi genami AQPs umozliwito wykazanie ich udzialu np.
w migracji komorek srodbtonka (AQP1), (Carbrey 1 Agre, 2009) metabolizmie thuszczow
(AQP7) (Skowronski i wsp., 2007), metabolizmie glukozy (AQP9) (Rojek i wsp., 2007).
Ekspresja AQPs rézni si¢ w zaleznosci od tkanki, ponadto w jednej komodrce moze
wystepowaé kilka izoform, czesto zlokalizowanych na przeciwleglych biegunach
komorki, w czesci szczytowej (apikalnej) 1 podstawnej (bazalnej) komorki. Wyniki badan

ostatnich lat dowodza, ze niektore AQPs (AQP6, 11 i 12) znajduja sie
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w  Dblonach organelli wewnatrzkomorkowych (retikulum endoplazmatycznym,
mitochondriach, jadrze komorki), odpowiadaja za rozmieszczenie wody w komorce
i reguluja jej objetos¢. Inne z AQPs (AQP2 i 5), w odpowiedzi na niektore czynniki,
mogg podlega¢ przemieszczaniu z btony komorki do bton wewnatrzkomoérkowych lub
odwrotnie. Przyktadowo stwierdzono wplyw acetylocholiny na przemieszczanie biatka
AQPS5 z blon wewnatrzkomorkowych do czgsci apikalnej komorek $linianki przyusznej
u szczurdow 1 w efekcie wzrost wydzielania wody (Ishikawa 1 wsp., 1998). Akwaporyny
moga by¢ rowniez wydzielane do ptyndéw, przyktadem jest AQP2 wydzielana do moczu,
jej ilos¢ jest wskaznikiem dziatania wazopresyny w kanalikach zbiorczych nerki (Chung
1 wsp., 2010). Kilka AQPs (1 i 4) wykazano w réznych cze$ciach mozgu i ich funkcje
w produkcji ptynu mézgowo-rdzeniowego.

W uktadzie rozrodczym ssakow zidentyfikowano 12 izoform akwaporyn, ktore
petnig bardzo wazna role w zachowaniu odpowiedniej homeostazy wodnej, a dysfunkcja
ich dzialania moze prowadzi¢ do zaburzenia ptodnosci. Ekspresja AQPs w tkankach
macicy po raz pierwszy zostala opisana przez Li i wsp., (1994), ktorzy potwierdzili
obecno$¢ transkryptu Agpl w macicy kobiet. Inni autorzy wykazali w macicy kobiet
ekspresje mRNA AQPI, 2, 3,5, 7,8, 9i 11, aw kosmdéwce, owodni 1 tozysku dodatkowo
Agp4, ale brak Agp2 (Escobar i wsp., 2012). Badania prowadzone na zwierzgtach,
rowniez potwierdzity wystgpowanie transkryptu Agp0 - 12 w endometrium klaczy, jednak
analiza Western blot potwierdzita obecnos¢ biatka tylko AQPO, 2 1 5 (Klein 1 wsp., 2013).
Obecnos¢ AQPs stwierdzono we wszystkich btonach plazmatycznych komorek
zwierzecych, jednak mechanizm ich dziatania oraz regulacja ich ekspresji na poziomie
mRNA 1 biatka jest wcigz mato poznana. Transport 1 homeostaza wody w uktadzie
rozrodczym samic, a szczegOlnie w macicy, tozysku 1 blonach ptodowych jest krytyczna
dla utrzymania prawidtowych funkcji rozrodczych, implantacji embrionéw oraz wzrostu
1 rozwoju ptodu. W zaleznosci od stanu fizjologicznego uktadu rozrodczego (faza cyklu,
implantacja, placentacja, pordd) ma miejsce okresowe pobudzenie lub wyciszenie
ekspresji wielu genow w jego strukturach.

Powstaje zatem pytanie, jaka jest rola hormondéw w regulacji ekspresji genéw oraz
biatek AQPs? Pierwsze prace dotyczace roli hormonéw steroidowych (estradiolu
1 progesteronu) w regulacji ekspresji AQP1 1 5 w tkankach macicy myszy 1 szczura
pokazaly ich zroznicowane dzialanie. Stwierdzono bezposredni wplyw estradiolu na

ekspresje AQP5 w macicy myszy (Kobayashi i wsp., 2006). Nastgpnie wykazano, ze
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podanie progesteronu lub/razem z estradiolem reguluje ekspresje AQP1 i 5 w macicy
owariektomizowanych  szczurow  (Lindsay 1  Murphy (2006). Natomiast
u owariektomizowanych myszy nie zaobserwowano podobnych zmian ekspresji AQPS.
Dopiero wczesniejsze podanie progesteronu, a nastgpnie estradiolu powodowato wzrost
ekspresji AQP5 (Richard i wsp., 2003). Wykazano rowniez wptyw podania samego
estradiolu na ekspresje mRNA AQPI/ w miometrium macicy myszy, ale bez wzrostu
poziomu biatka. Z kolei stosujac techniki immunocytochemiczng i immunoprecypitacji,
inni badacze wykazali znaczacy wptyw estrogenéw na lokalizacj¢ AQP1 w miometrium
macicy myszy, ale brak efektu na ekspresje AQP5 (Jabtonski 1 wsp., 2003). Wykazano
réwniez, ze poziom ekspresji AQP2 wystepujacej w ludzkich komodrkach endometrium
jest zalezny od fazy cyklu menstruacyjnego, wzrasta w $rodkowej i poznej fazie
sekrecyjnej (Hildenbrand i wsp. 2006). Wykazano takze, jakkolwiek w bardzo matym
zakresie, wptyw oksytocyny na poziom ekspresji mRNA i biatka AQP5 w macicy szczura
podczas ciazy (Ducza i wsp., 2014) oraz udzial forskoliny, aktywatora cyklazy
adenylanowej i cAMP w regulacji ekspresji AQP3 w ludzkich komodrkach nabtonka
owodni (Wang i wsp., 2006). W innej pracy (Wang i wsp., 2007) prowadzonej takze na
komorkach nablonka owodni, wykazano wplyw forskoliny na ekspresj¢ mRNA AQPI, 8§
i 9, ale brak dzialania analogu cAMP. Natomiast w badaniach prowadzonych na liniach
komorkowych, wyprowadzonych z raka trofoblastu, obserwowano znaczacy udziat
cAMP 1 wazopresyny w regulacji genu AQP1 (Belkacemi 1 wsp., 2008). Kolejne badania
pokazaty, ze AQPs w endometrium s3 zaangazowane w procesy proliferacyjne,
aktywnos$¢ sekrecyjng i moga wspomagac¢ proces implantacji zarodka (Zou 1 wsp., 2011).
Inspiracjg do badan byly wczes$niejsze wyniki, takze wlasne uzyskane na modelu
swini, ktore jednoznacznie wykazaty fluktuacje ekspresji biatkka AQP1 1 AQP5 w macicy
1 jajowodzie podczas cyklu estralnego 1 ciazy (Skowronski i1 wsp., 2010; 2011).
Zaobserwowano specyficzny wzor ekspresji badanych AQPs, ktéry wskazywal na ich
udziat w utrzymaniu odpowiedniego nawodnienia i zdolno$ci regeneracyjnych drog
rodnych w czasie cyklu estralnego i cigzy. Uznalam, ze sg one bardzo dobrg baza do
dalszych poglebionych badan, poniewaz posrednio sugerowaly udziat hormonow
steroidowych w regulacji ekspresji biatka AQP1 1 5 w badanych tkankach. Ponadto,
swinia pod wzgledem anatomicznym 1 fizjologicznym uznawana jest za najbardziej
odpowiedni model badawczy, zblizony do czlowieka stosowany w badaniach

biomedycznych (Kuzmuk and Schook, 2010). Na uwage zastuguje fakt, ze zastosowanie
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tego modelu m.in. w badaniach endokrynologicznych umozliwito zrozumienie
mechanizmu dziatania hormonéw rozrodczych, hormonéw przysadki mozgowe;,
a w szczegblnosci poznania struktury insuliny. Swinska insulina byta stosowana przez
kilka dekad w leczeniu cukrzycy u ludzi (Kuzmuk and Schook, 2010).

Zatem wybor zwigzkow biologicznie aktywnych, ktére potencjalnie mogag
uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genu i1 biatka AQP1 1 5 w macicy $wini nie pozostawiat
watpliwosci, ze nalezy uwzgledni¢: 1/ hormony jajnika (progesteron i estradiol), ktore
przygotowuja drogi rodne samicy do zaplodnienia i cigzy; 2/ wytwarzane w macicy
prostaglandyny (PG): PGF,, - luteolityczna i PGE, - luteotropowa, ktore wplywaja na
czas zycia ciatka zottego, a tym samym regularno$¢ cykli estralnych i utrzymanie cigzy
u $wini (Moeljono i wsp. 1976, Bazer i Tchatcher 1977; Okrasa i wsp., 1985; Blitek
i Ziecik 200, Kraeling i wsp., 1985 ). Role PGs w ekspresji AQP 1 i 5 oceniano
posrednio, uzywajac kwasu arachidonowego, ktory jest substratem do ich syntezy; 3/
oksytocyne, ktora nie tylko wptywa na kurczliwo$¢ macicy, ale jest produkowana przez
endometrium $wini (Trout i wsp., 1995) i reguluje syntezg i sekrecje prostaglandyn
w macicy (Mirando i wsp., 1996; Uzumcu i wsp., 1998); 4/ udzial szlaku cyklaza
adenylanowa/cykliczny adenozynomonofosforan (AC/cAMP) w ekspresji AQP1 1 5
w macicy $wini: w tym celu stosowano forskoling — aktywator cyklazy adenylanowej,
ktory katalizuje produkcje cAMP 1 analog cAMP (cpt-cAMP), ktory aktywuje
komorkowg kinaze biatkowa A (PKA). Stad, hipoteza badan przedstawionych jako
osiagniecie naukowe zakladala, ze wyzej wymienione czynniki biologiczne
uczestnicza w regulacji ekspresji mRNA oraz bialka AQP1, 5 i maja wplyw na ich
dzialanie. Ponadto zakladalam, ze powyzsze czynniki beda mialy wplyw na
dystrybucje badanych akwaporyn w tkankach macicy.

Eksperymenty opisane w prezentowanych publikacjach zatwierdzone zostaty
przez Lokalna Komisj¢ Etyczng ds. Badan na Zwierzetach, Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie. Macice do badan pobierano w $cisle okreslonych dniach cyklu:
w 10-12 dniu cyklu, jest to faza srodkowo lutealna - powstale w tym czasie ciatko zolte
wydziela duze ilosci progesteronu, ktorego celem jest zapewnienie warunkow do rozwoju
zarodka, jego implantacji i utrzymania cigzy oraz 14-16 dnia cyklu, jest to okres regresji
ciatka zoltego - luteolizy, ktory charakteryzuje si¢ gwaltownym spadkiem stezenia
progesteronu we krwi. Macice od zwierzat ci¢zarnych pobierano w okresie implantacji

(14-16 dniu cigzy) i w okresie placentacji (30-32 dnia cigzy). U wszystkich badanych

AUTOREFERAT Strona 12



zwierzat dni cyklu i cigzy byly kontrolowane. U $wini, w przeciwienstwie do cztowieka,
wystepuje nieinwazyjny typ tozyska. Macice izolowano bezposrednio po uboju zwierzat
1 transportowano do laboratorium. Z pobranych macic izolowano skrawki o masie 400
mg. Pobrane skrawki macic od zwierzat w czasie cyklu estralnego (10-12 i 14-16 dnia),
implantacji (14-16 dnia) i placentacji (30-32 dnia) poddano wstgpnej inkubacji (18 godz.)
w medium M199 z dodatkiem 0,1% BSA 1 20 pg nystatyny oraz 20 pg gentamycyny,
nastepnie inkubowano z badanymi czynnikami przez 3 i 24 godziny w lazni wodnej
ruchomej (temp 37°C, atmosferze 95% O, i 5% CO,). W skrawkach tkanek macicy, po
ich inkubacji przez 3 i1 24 godziny, oznaczano ekspresje genow Agpl i AgpS metoda real-
time PCR, ekspresj¢ biatka metoda Western-blot i lokalizacje biatka AQP1 i AQP5
metoda immunohistochemiczng. Podjeto takze probe zweryfikowania dotychczasowej
wiedzy na temat regulacji ekspresji genow i biatka AQP1 i 5 nie tylko w eksplantach
macicy, ale takze oddzielnie w skrawkach endometrium i miometrium. W tym celu w
dodatkowych, osobnych seriach badawczych, od zwierzat w 10-12 dniu i 14-16 dniu
cyklu estralnego, z pobranych macic izolowano skrawki endometrium i miometrium (ok.
200 mg) i inkubowano z badanymi czynnikami przez 3 i 24 godziny. Ekspresje gendéw
1 biatka AQP 11 5 oraz ich lokalizacj¢ w skrawkach endometrium i miometrium po 3 i 24
godz. inkubacji badano przy zastosowaniu tych samych metod, jak w przypadku
eksplantow macicy.

W publikacji nr 1 wykazano ze steroidowe hormony (P4 1 E;) uczestnicza
w regulacji ekspresji genu Agpl 1 5 w tkankach macicy $wini (Tab. 1 i1 2). Przy uzyciu
metody PCR w czasie rzeczywistym wykazatam, Ze estradiol hamowat ekspresje genu
Agpl w tkance macicy z fazy Srodkowo-lutealnej (10-12 dnia cyklu), po krotkiej
inkubacji (3 godz.), a P4 podczas luteolizy (14-16 dnia cyklu). Natomiast metoda
Western-blot wykazata, Ze ekspresja biatka AQP1 byla istotnie stymulowana przez P4 1 E,
w obu okresach cyklu (Tab. 1). Ponadto wykazano, ze E, istotnie zwigksza ekspresj¢
biatka AQP1 w tkance macicy w okresie luteolizy (po 3 godz.) w porownaniu z fazg
srodkowo-lutealng. Z kolei ekspresja genu Agp5 byla hamowana przez P4 1 E; w czasie
fazy $rodkowo-lutealnej, ale istotnie stymulowana przez E, podczas luteolizy (Tab. 2).
Jednocze$nie wykazano, ze ekspresja biatka AQPS5 w skrawkach macicy byla istotnie
stymulowana przez P4 1 E; w obu okresach cyklu i czasach inkubacji oraz istotnie wyzsza

w czasie luteolizy w porownaniu z faza srodkowo-lutealng. Powyzsze wyniki wskazuja
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na wazng role hormonow steroidowych w regulacji ekspresji AQP1 i 5 podczas
cyklu estralnego, a szczego6lnie biatka AQPS podczas luteolizy.

Oksytocyna (OT) jest jednym z kluczowych hormonéw zaangazowanych
w kontrolowanie kurczliwo$ci macicy oraz jako regulator aktywnos$ci wydzielniczej
macicy. Wczesniejsze badania prowadzone na modelu swini wykazaty, ze endometrium
wydziela OT (Trout 1 wsp.,1995). Wyniki pracy pokazaly, ze OT powodowata istotne
hamowanie ekspresji genu Agpl i 5 w tkankach macicy, szczegdlnie po 3 godz. inkubacji,
ale nie miata wpltywu na ekspresje biatka badanych akwaporyn (Tab.l 1 2).
Uwzgledniajac fakt, ze u §wini OT jest odpowiedzialna za pulsacyjne uwalnianie PGF,,,
podczas luteolizy i1 kurczliwo$¢ miometrium, mozna sadzi¢, ze hamujace dzialanie OT na
poziomie transkryptu moze by¢ zwigzane z przebudowaniem endometrium, jakie ma
miejsce pod koniec fazy lutealnej. Co wigcej badania przeprowadzone na hodowlach
skrawkowych endometrium i miometrium (publikacja nr 4), jednoznacznie wykazaty
stymulujace dziatanie OT na ekspresj¢ genu 1 biatka AQP1 1 5 w migénidwce macicy
z fazy srodkowo-lutealnej (po 3 1 24 godz. inkubacji) oraz AQPS5 w czasie luteolizy (po 3
godz.), (Tab. 314).

Z kolei kwas arachidonowy (AA), ktory jest metabolizowany w macicy $wini do
prostaglandyn (PGE, i PGFjuf), powodowal hamowanie ekspresji genu Agpl i 5
w tkankach macicy z fazy srodkowo-lutealnej po 3 1 24 godz. inkubacji. Jednak ekspresja
biatka obu AQPs byla istotnie stymulowana przez AA w tkance macicy z okresu
luteolizy, po 3 godz. inkubacji (Tab. 1 i 2). W oparciu o uzyskane wyniki mozna
wnioskowac€, ze prostaglandyny uczestnicza w regulacji ekspresji AQP1 i AQPS
w tkance macicy podczas luteolizy. Uzyskane wyniki koresponduja réwniez dobrze ze
stanem fizjologicznym zwierzat, poniewaz w tym okresie PGFoapna jest uwalniana
pulsacyjnie z endometrium powodujac regresje ciatka zottego.

W publikacji 1 poddatam réwniez weryfikacji hipoteze¢ dotyczaca udziatu szlaku
cyklaza adenylanowa/cykliczny adenozynomonofosforan (AC/cAMP) w ekspresji AQP1
1 5 w macicy swini. W przeprowadzonych badaniach stwierdzitam, Zze po zastosowaniu
forskoliny (aktywator AC) i analogu cAMP ekspresja biatka AQP1 w obu okresach cyklu
byta istotnie pobudzona, ale jedynie w czasie krotkiej 3 godz. inkubacji, natomiast po 24
godz. byla na poziomie grupy kontrolnej (Tab. 1). Z kolei ekspresja AQP5 po
suplementacji zarowno forskoling jak 1 analogiem cAMP utrzymywala si¢ na wysokim

poziomie po 3 1 24 godz. inkubacji w obu okresach cyklu, mimo braku pelnej
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wspolzaleznosci miedzy poziomem ekspresji genu i1 biatka (Tab. 2). Dodatkowo na
uwage zastuguje fakt, ze poziom ekspresji biatka AQPS5 po inkubacji skrawkéw macicy
z forskoling i cAMP byl istotnie wyzszy w tkance macicy z 14-16 dnia cyklu (okres
luteolizy) w poréwnaniu do 10-12 dnia (faza $rodkowo-lutealna). Uzyskane wyniki
jednoznacznie wykazaly, ze szlak AC/cAMP jest wlaczony w wewnatrzkomoérkowy
przekaz sygnaléw zwiazanych z regulacja ekspresji badanych akwaporyn, a
szczegolnie AQPS w macicy Swini w czasie cyklu.

Coraz wiccej badan wskazuje, ze ilos¢ badanego biatka nie zawsze koreluje
z iloscia jego mRNA. Podobne zaleznosci w przypadku badanych AQPs
zaobserwowalam w swojej pracy. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze rdznice pomiedzy
iloscig biatka, a iloScig transkryptu dla danego bialka wynikaja z nierdwnomiernego
procesu transkrypcji i translacji (Vogel i Marcotte, 2012). Znaczacg rolg¢ w tych procesach
przypisuje si¢ mikroRNA (miRNA), ich sekwencja moze by¢ fragmentarycznie
komplementarna do jednej lub kilku czasteczek mRNA. Mikro RNA wiazac si¢ do
komplementarnych sekwencji w rejonie 3'UTR (untranslated regions) mRNA genu
docelowego moga wplywaé na regulacje ekspresji genu, co skutkuje degradacja
transkryptu lub zahamowaniem translacji docelowego RNA. Przyjmuje si¢, ze translacja
ok. 30% komorkowego RNA moze by¢ regulowana przez czasteczki miRNA, ktorych do
tej pory opisano ponad 1000 u cztowieka (Ouellet 1 wsp., 2006) .
Z. publikacji nr 1 pochodza réwniez inne bardzo interesujgce wyniki, dotyczace zmian
w lokalizacji komorkowej AQPS5 w odpowiedzi na badane czynniki. Reakcja
immunohistochemiczna pozwolita na zlokalizowanie AQP5 w niestymulowanych
eksplantach w blonie apikalnej komorek nabtonka macicy. Natomiast inkubacja
eksplantow z P4, E,, forskoling i cAMP spowodowala przemieszczanie biatka AQPS5
z apikalnej czgéci blony komodrek nabtonka endometrium do czg¢$ci bazolateralnej, w obu
okresach cyklu. Podobny wzor lokalizacji AQPS5 stwierdzono po 3 godz. suplementacji
z AA w tkankach macicy z okresu luteolizy. Analiza lokalizacji AQPS wskazuje na
zmiany zwigzane z potencjalnie dwukierunkowym przeptywem wody przez btone pod
wplywem badanych czynnikdéw i wspoldziatanie tego biatka w utrzymaniu wiasciwej
homeostazy wodnej w tkance macicy w badanych okresach cyklu.

Reasumujac, uzyskane wyniki po raz pierwszy wykazaty, ze P4, E,, AA,
forskolina i cAMP reguluja ekspresje genu i biatka AQPI i AQPS5 w macicy $wini
w czasie fazy $rodkowo-lutealnej (10-12 dnia cyklu) i luteolizy (14-16 dnia cyklu).
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Ponadto wykazano, ze ekspresja biatlka AQPS, w odpowiedzi na niektore sposrod
badanych czynnikow, byla istotnie wyzsza w okresie luteolizy (14-16 dnia) niz
w fazie Srodkowo-lutealnej (10-12 dnia). Szczegdlnie wysoka ekspresja biatka AQPS
byla obserwowana po 3 godz. suplementacji P4, E,, forskoling i cAMP, i utrzymywata si¢
podwyzszona do 24 godzin inkubacji. Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaty, ze
odpowiedz akwaporyn na badane czynniki zalezy od fazy cyklu i czasu ich dzialania.

W publikacji nr 2 wykazano fluktuacje ekspresji transkryptu Agpl i Agp5
w tkance macicy pobranej w okresie implantacji (14-16 dzien cigzy), w zaleznosci od
czasu inkubacji 3 lub 24 godz (Tab. 1 i 2). Ponadto ekspresja mRNA Agpl ulegala
obnizeniu po 3-godz. inkubacji z E,, oksytocyna, AA i cAMP, jakkolwiek istotnie
wzrastata po dluzszej inkubacji z oksytocyna, AA, cAMP i forskoling, w pordwnaniu do
grupy kontrolnej. Progesteron nie wptywat na ekspresjc mRNA badanych akwaporyn.
Z kolei E,, oksytocyna i AA obnizaly ekspresjgc mRNA Agp5 po 3-godz. inkubacji,
a cAMP powodowat wzrost poziomu transkryptu Agp5 po 24-godz.

Badane czynniki, z wyjatkiem oksytocyny, istotnie podwyzszaty ekspresj¢ biatka
AQPI1 1 AQP5 w tkankach macicy z okresu implantacji (Tab. 1 i 2). Progesteron i E,
istotnie stymulowat ekspresje biatka AQP1 i AQPS5 po 3 i 24 godz., mimo braku pelnej
zalezno$ci pomiedzy koncentracja transkryptu i biatka. Z kolei AA, forskolina i cAMP
istotnie podwyzszaty ekspresje biatka AQP1 po dluzszej inkubacji, natomiast ekspresja
biatka AQPS byta stymulowana przez wymienione czynniki po 3 i 24 godz. z wyjatkiem
AA, ktory pobudzal jej ekspresj¢ tylko po 3 godz. Obserwacje te potwierdzily nasze
przypuszczenia, ze Ps4, Es, AA, forskolina i cAMP sa wlaczone w regulacje ekspresji
AQP1 1 5 w tkankach macicy $§wini podczas implantacji, poniewaz podwyzszaty
koncentracj¢ biatka AQP1 1 5. Obserwowane zmiany w ekspresji mRNA 1 biatka
badanych akwaporyn byty zalezne od czasu dziatania czynnikow eksperymentalnych na
izolowane tkanki macicy. Szczegélnie cenne s3 wyniki dotyczace roli kwasu
arachidonowego, a posrednio prostaglandyn, poniewaz wzbogacily naszq wiedze
o ich znaczeniu w regulacji ekspresji genu i bialka AQP1 i AQPS podczas
implantacji. Wczesniej byto wiadomo, ze prostaglandyny produkowane przez macice sa
wlaczone w proces implantacji; kontroluja uwalnianie cytokin, wzrost i roznicowanie
komorek oraz uklad naczyniowy, ale nie bylo badan dotyczacych ich roli w regulacji
ekspresji AQPs w uktadzie rozrodczym zwierzat i ludzi. Analiza immunohistochemiczna

skrawkow macicy z 14-16 dnia cigzy wykazata, podobnie jak w cyklu, obecno$¢ AQP1
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w apikalnej 1 bazalnej blonie komoérek $rddbtonka naczyn krwionosnych macicy,
natomiast AQPS5 byla zlokalizowana w cz¢$ci apikalnej btony komoérek nablonka
endometrium. Progesteron, E,, forskolina i cAMP powodowaly przemieszczanie si¢
AQPS5, z apikalnej do bazolateralnej czgsci btony plazmatycznej komoérek nabtonka, po
3124 godz. inkubacji. Kwas arachidonowy takze powodowat zmiany w lokalizacji AQPS5
w komorkach nablonka, ale tylko podczas krotkiej 3 godz. inkubacji. Obecnos¢ AQPS
wykazano takze w komodrkach migsniowki gtadkiej macicy. Uzyskane wyniki sugeruja
przezkomorkowy transport wody pomigdzy $wiattem macicy 1 naczyniami krwiono$nymi
oraz udziat tego biatka w regulacji macicznego plynu podczas implantacji. Ponadto
wskazuja na wazng role AQP1 1 AQP5 w utrzymaniu lokalnego bilansu plyndw wewnatrz
macicy $wini i komunikacji embrion-matka podczas implantacji. Na kanwie uzyskanych
w publikacji nr 1 i publikacji nr 2 wynikéw wykazano, ze ekspresja mRNA Agpl
w tkance macicy loszek z 14-16 dnia cigzy, w grupie kontrolnej byla okoto 4.5 razy
wyzsza w poroOwnaniu do 14-16 dnia cyklu (luteoliza). Natomiast ekspresja mRNA Agp5
byla 3 razy wyzsza w tkance macicy loszek z cyklu niz loszek cigzarnych. Co wigcej
ekspresja biatka AQP1 w odpowiedzi na suplementacje P4, E;, AA, forskoling i cAMP
byla wyzsza podczas luteolizy (po 3 godz. inkubacji) w poréwnaniu do implantacji.
Powyzsze dane wskazuja, ze obecno$¢ zarodkow mogla wptywaé na ekspresje AQPs
w macicy. W $wietle tych badan pojawilo si¢ kolejne pytanie, jak bedzie przebiegata
ekspresja akwaporyn w tkankach macicy pochodzacych z okresu placentacji, w takich
samych warunkach do$wiadczalnych. W publikacji nr 3 wykazano, Ze ekspresja mRNA
Agpl w skrawkach macicy z 30-32 dnia cigzy (okres placentacji) w grupie kontrolnej
byla na zblizonym poziomie po 3 1 24 godz. inkubacji. W odpowiedzi na badane
czynniki, E, pobudzal ekspresje mRNA Agpl i 5, a P, hamowal (Tab 1 1 2). Z kolei
oksytocyna istotnie stymulowata ekspresje mRNA AQPs podczas 3 godz. inkubacji,
a hamowata AQPI po 24 godz. (Tab. 1 i 2). Natomiast AA i forskolina obnizaly ekspresje
genu AQPI po 3 godz. inkubacji. Przeciwnie do AQPI, ekspresja mRNA AQP35 byta
wysoce stymulowana przez AA, forskoling i cAMP, po 3 godz. Dhuzsza (24 godz.)
inkubacja z AA 1 cAMP spowodowata istotne obnizenie odpowiednio ekspresji genu
AQPI 1 5. Bardzo interesujace okazaly si¢ wyniki dotyczace wplywu badanych
czynnikéw na ekspresje biatka AQP1 i 5 w okresie placentacji. Sposréd badanych
suplementow tylko kwas arachidonowy istotnie stymulowat ekspresje biatka AQP1 1 5

w skrawkach macicy, podczas krotkiej (3 godz.) inkubacji. Pozostate czynniki nie miaty
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wplywu na ekspresj¢ biatka AQP1 15 w tym czasie. Powyzsze dane posrednio $wiadczg
o krotkim, ale istotnym udziale prostaglandyn w regulacji ekspresji biatka AQP1 i 5
w tkance macicy z okresu placentacji. Po 24 godz. wykazano takze istotny wzrost
ekspresji biatka AQP1 pod wplywem hormonéw steroidowych (P4 i E,), bez wptywu
pozostatych czynnikow. Z kolei ekspresja biatka AQP5 po 24 godz. inkubacji byta
wysoce stymulowana przez hormony steroidowe oraz forskolin i cAMP. Analiza
wynikow publikacji nr 2 i nr 3 pokazala, jak zmieniala si¢ ekspresja bialka AQP1i5
pod wplywem badanych czynnikéw, w miare rozwoju ciazy. Niewatpliwie hormony
steroidowe odgrywaty nadal wazng role w regulacji ekspresji biatkka AQP1 i AQP5
podczas placentacji, jakkolwiek ich wplyw uwidocznit si¢ dopiero po 24 godz. inkubacji.
Natomiast w czasie implantacji stymulujacy efekt P, i E, na ekspresje biatka AQPI
i AQPS5 stwierdzono juz po 3 godz. i utrzymywal si¢ po 24 godz. Podobnie forskolina
1 cAMP istotnie pobudzaly ekspresj¢ biatka AQP5 w tkankach macicy z okresu
placentacji, ale dopiero po 24 godz. inkubacji, a w okresie implantacji po 3 i 24 godz.
Powyzsze wyniki wskazuja na mniejszg role badanych czynnikéw w regulacji
ekspresji akwaporyn, a szczegélnie AQP1, w okresie powstawania lozyska
w poroéwnaniu do okresu implantacji i/lub zmniejszona wrazliwos¢ macicy na
badane czynniki. W prezentowanej pracy wykazano, ze hormony steroidowe, AA,
cAMP 1 forskolina, w przeciwienstwie do kontroli powoduja akumulacje AQPS, gltéwnie
w btonach bazolateralnych komoérek nablonkowych macicy. Obecnos¢ AQPS w btonach
apikalnych komorek nabtonkowych i dodatkowa intensywna akumulacja w blonach
bazolateralnych wskazuje, ze jest ona wlaczona w transport wody wewnatrz macicy
w okresie placentacji. Wyniki obu publikacji podkreslajg istotng rol¢ macicznych
akwaporyn podczas wczesne] cigzy oraz wskazuja, ze hormony steroidowe,
prostaglandyny i cAMP moga kontrolowa¢ lub modulowa¢ ich ekspresj¢. W $wietle
otrzymanych wynikow interesujace byloby zbadanie ekspresji akwaporyn
przykladowo w ciazowej chorobie trofoblastycznej i raku trzonu macicy u kobiet po
zabiegu.

W publikacji nr 4 przedstawiono wyniki dotyczace roli hormonéw steroidowych
(P4 1 E,), oksytocyny, AA, forsksoliny i cAMP w regulacji ekspresji genu i biatka AQP1
1 AQPS5, oddzielnie, w endometrium i miometrum macicy §wini z 10-12 dnia cyklu (faza
srodkowo-lutealna) i 14-16 dnia cyklu (okres luteolizy). llo$¢ transkryptu w Agpl 1 Agp5

(w grupie kontrolnej) w endometrium z 10-12 dnia cyklu byla wyzsza odpowiednio ok. 5
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12 razy niz w 14-16 dniu cyklu (Tab. 3 i 4). Podobnie w miometrium z 10-12 dnia cyklu,
transkrypt Agp5 byt wyzszy w porownaniu do 14-16 dnia. Natomiast po zastosowaniu
badanych czynnikow odpowiedz endometrium i miometrium na poziomie genu i biatka
byta bardziej wyrazna podczas luteolizy w poréwnaniu do fazy Srodkowo-lutealne;.
Progesteron stymulowat ekspresje genu 1 biatka AQP1 i AQP5 w endometrium w czasie
luteolizy oraz w fazie srodkowo-lutealnej podczas dtuzszej inkubacji (24 godz.). W czasie
krotkiej inkubacji (3 godz.) ekspresja genu AQPI byla obnizona, natomiast biatka istotnie
podwyzszona. W miometrium ekspresja mRNA 1 biatka byla istotnie stymulowana przez
P4, podczas luteolizy, po 3 i 24 godz. inkubacji. Z kolei w fazie srodkowo-lutealne;j tylko
ekspresja biatka AQPS5 byla stymulowana (Tab 3 i 4). W badaniach na skrawkach macicy,
bez rozdzialu na endometrium i miometrium (publikacja nr 1) wykazaliSmy, ze P4
ewidentnie stymulowat ekspresj¢ obu AQPs na poziomie translacji, lecz w wigkszosci
hamowal na poziomie transkrypcji. Zatem, powyzsze wyniki sugeruja, ze P, jest
waznym regulatorem ekspresji AQP1 i AQP5 w macicy S$wini, szczegolnie
w endometrium. Estradiol nie mial wptywu na ekspresj¢ genu i biatka AQP1 i AQPS5
w endometrium z fazy S$rodkowo-lutealnej. Przeciwnie, podczas luteolizy istotnie
stymulowal ekspresj¢ mRNA 1 biatka obu AQPs. Natomiast suplementacja E, tkanek
miometrium z fazy $rodkowo-lutealnej powodowala wzrost mRNA 1 biatka AQPI
1 AQPS5 (po 24 godz.), a podczas luteolizy wzrost ekspresji biatkka AQPS po 3 124 godz.
1 AQP1 po 24 godz. (Tab.3 1 4). W skrawkach macicy (publikacja nr 1) E; stymulowat
ekspresje AQP1 1 AQPS na poziomie biatka podczas obu faz cyklu, lecz jego wplyw na
ekspresje mRNA nie zawsze byt tak jednoznaczny. W oparciu o uzyskane wyniki po raz
pierwszy wykazano, ze rozdzielone tkanki macicy endometrium i miometrium majg swoj
wlasny profil ekspresji AQP1 1 5 w odpowiedzi na hormony steroidowe, ktory zalezy od
fazy cyklu oraz ilosciowych 1 jako§ciowych zmian zwigzanych z aktywnoscig sekrecyjna
endometrium, promowaniem angiogenezy i1 stopniem uwodnienienia macicy.

Wyniki uzyskane w publikacji nr 4 pozwolity takze na wyjasnienie roli hormonu
oksytocyny w regulacji ekspresji AQP1 1 5 w macicy $wini. Stwierdzono, ze oksytocyna
istotnie stymulowata ekspresj¢ mRNA i biatka AQP1 i AQP5 w skrawkach miometrium
z fazy $rodkowo-lutealnej cyklu, po 3 i1 24 godz. oraz ekspresj¢ mRNA i biatka AQPS5
podczas luteolizy, po 3 godz. Nie miata natomiast wptywu na ekspresj¢ biatka badanych
AQPs w endometrium, mimo czgsto stwierdzanej wysokiej ekspresji mRNA (Tab. 3 i 4).

Uzyskane wyniki koresponduja z badaniami dotyczacymi koncentracji receptorow

AUTOREFERAT Strona 19



oksytocyny w macicy $wini podczas cyklu estralnego i ich wzrostem w miometrium
1 endometrium w fazie $§rodkowo-lutealnej. Stwierdzone stymulujgce dziatanie OT na
ekspresje mRNA 1 biatka AQP1 i 5 w mig$nidéwce macicy oraz brak takiego dziatania na
tkanke catej macicy (publikacja nr 1) moglo by¢ wynikiem lokalnych oddziatywan
miedzy endometrium i1 miometrium, obejmujacych komunikacje migdzy S$luzowka
macicy, zrebem 1 mig$niowka oraz lokalnie produkowanych hormonow steroidowych,
czynnikow wzrostu i cytokin.

Kwas arachidonowy (AA), substrat dla syntezy prostaglandyn silnie pobudzat
ekspresj¢ mRNA 1 biatka AQP1 i AQPS5 w skrawkach endometrium podczas luteolizy, po
3124 godz. (Tab. 3 1 4) Te wyniki s3 w pelni zgodne z naszymi wcze$niejszymi
badaniami, ktére wykazaty stymulujace dzialanie AA na ekspresj¢ biatka AQPs
w eksplantach macicy, rowniez z okresu luteolizy (publikacja nr 1). Powyzsze wyniki sa
takze zgodne z fizjologicznym wzrostem uwalniania PGF,r z endometrium podczas
luteolizy, w celu spowodowania regresji ciatka zottego.

Forskolina i cAMP stymulowaty ekspresje mRNA i biatka AQP1 i AQPS5
w endometrium i miometrum podczas luteolizy. Natomiast wyniki dotyczace ekspresji
AQPs w endometrium i miometrum z fazy §rodkowo-lutealnej cyklu byty zréznicowane,
w odpowiedzi na dziatanie forskoliny lub cAMP, np. w endometrium nie bylo
odpowiedzi lub wystepowato hamowanie ekspresji AQPs na poziomie mRNA, natomiast
na poziomie biatka nie stwierdzono wptywu lub obserwowano stymulacje (Tab. 3 1 4).
Niewatpliwie uzyskane wyniki wykazaty, zZe szlak cyklaza adenylanowa/cAMP
partycypuje w wewnatrzkomorkowym przekazie sygnaldéw zwigzanych z regulacja
ekspresji AQP1 1 AQP5 w endometrium 1 miometrum oraz wydaje si¢ bardzo aktywny
podczas luteolizy, lecz zroznicowany podczas fazy srodkowo-lutealnej, w zaleznosci od
typu tkanki i czasu inkubacji. Reasumujac, na rozdzielonych tkankach macicy wykazano
zréznicowany wpltyw estradiolu, oksytocyny i forskoliny na ekspresj¢ AQP1 i AQP5 na
poziomie mRNA 1 biatka oraz odmienny wzor ich ekspresji w endometrium 1 miometrium

podczas fazy srodkowo-lutealnej, w porownaniu do luteolizy.

Podsumowanie wynikow badan przedstawionych w cyklu publikacji stanowiacych
osiagniecie naukowe oraz potencjalne zastosowanie kliniczne uzyskanych wynikow

badan
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e Przedstawiony cykl publikacji jest opracowaniem oceniajagcym kompleksowo
udziat odpowiednio dobranych czynnikéw w regulacji ekspresji mRNA 1 biatka
AQP1 1 AQP5 w tkance macicy §wini — in vitro, w czasie cyklu estralnego
1 wczesnej cigzy. Zamierzona konstrukcja badan zostata oparta na ocenie poziomu
ekspresji AQPs w dwoch fazach cyklu $rodkowo-lutealnej (10-12 dzien)
1 luteolizy (14-16 dzien) oraz dwoch okresach cigzy, implantacji (14-16 dzien)
1 placentacji (30-32 dzien) w eksplantach macicy, jak rowniez poréwnaniu
poziomu ekspresji AQPs w tkance endometrium i miometrium podczas badanych
faz cyklu estralnego, (Srodkowo-lutealnej i luteolizy).

e Uzyskane wyniki po raz pierwszy wykazaty, ze: hormony steroidowe (P4 1 E;),
kwas arachidonowy, forskolina i cAMP wplywaja na ekspresje genu i biatka
AQP1 1 AQP5 w macicy $wini. Ponadto stwierdzono, ze P4, E,, kwas
arachidonowy, forskolina 1 cAMP powoduja przemieszczanie AQPS5 wewnatrz
komoérki z btony apikalnej do czeéci bazolateralnej, co $wiadczy o duzym
znaczeniu tej akwaporyny w transporcie wody w macicy w czasie cyklu i ciazy,
a szczegoOlnie podczas luteolizy i procesu implantacji.

e Stopien regulacji ekspresji genu i biatka AQP1 1 AQPS5 przez badane czynniki byt
zalezny od fazy cyklu estralnego i okresu cigzy oraz czasu inkubacji. Wykazano
wyzsza ekspresje AQP1 1 5 podczas luteolizy w porownaniu z faza srodkowo-
lutealng. Z kolei podczas cigzy, w miar¢ jej rozwoju, od implantacji do
placentacji, obserwowano zmniejszong odpowiedZ tkanki macicy na badane
czynniki i odmienny wzor ekspresji badanych akwaporyn.

e Zamierzona konstrukcja badan na eksplantach calej macicy 1 jednoczesnie na
skrawkach endometrium i miometrium po raz pierwszy wykazata, ze oksytocyna
reguluje ekspresje genu i biatkka AQP1 w skrawkach miometrium, z fazy
srodkowo-lutealnej oraz AQPS5 z obu faz cyklu, natomiast nie ma takiego wpltywu
na tkanke endometrium. Z kolei E; i forskolina nie mialy wplywu na ekspresje
badanych akwaporyn w tkance endometrium z fazy S$rodkowo-lutealnej, ale
regulowaly ich ekspresje w okresie luteolizy.

e Bioragc pod uwage, ze wzor ekspresji AQP1 1 5 i ich odpowiedZ na badane

czynniki r6zni si¢ w endometrium 1 miometrium, uwazam, ze lepszym modelem
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do badan jest cata tkanka macicy, poniewaz zachowane s3 w niej fizjologiczne
oddzialywania typowe dla tego narzadu.

Reasumujac, uzyskane wyniki wniosty istotny wktad do nauki w zakresie roli
badanych czynnikdw w regulacji ekspresji akwaporyny 1 i1 5 podczas cyklu
1 wczesnej ciazy.

Uzyskane wyniki wskazuja na potrzeb¢ monitorowania skutkéw lub nastepstw
przyjmowania zwigzkéw o dziataniu hormonalnym, przyktadowo stosowane jako
suplementy diety, min. zwigzki przypominajace naturalne estrogeny, ktore
wykazuja zdolnos$¢ taczenia si¢ z receptorami estrogenowymi, mogg negatywnie
wplywaé na ekspresje akwaporyn i zwigzany z tym transport wody w macicy
1 prawidlowa regulacje¢ ptynu macicznego, a w konsekwencji na transport
plemnikéw, czy zaptodnionej komorki jajowej Ponadto zmniejszona ilo$¢ plynu
macicznego na skutek nieprawidtowej ekspresji akwaporyn moze zaburza¢ proces
proliferacji endometrium.

W ciagu ostatnich kilku lat prace innych autorow, a takze wlasne pokazaly, ze
bialka te pelnig wazne funkcje w uktadzie rozrodczym, jakkolwiek wiedza na
temat ich roli w fizjologii i patofizjologii wymaga dalszych pogtebionych badan.
Szczegblnie poznanie mechanizméw zwigzanych z przemieszczaniem si¢
akwaporyn w btonach komorkowych moze mie¢ istotne znaczenie w terapii wielu
choréb.

Sa przestanki, ze akwaporyny moga by¢ odpowiednim celem w leczeniu
niektorych chorob. Zatem wazne z punktu widzenia klinicznego jest opracowanie
sposobow ingerencji farmakologicznej, pozwalajacej regulowaé aktywno$¢ tych
kanatéw np. w patologii ukladu rozrodczego (nieprawidlowy przebieg ciazy,

nowotwory jajnika i macicy).
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Tabela 1. Zmiany ekspresji genu i biatka AQP1 w skrawkach macicy w wybranych dniach cyklu i cigzy podczas
3 i 24 h inkubacji z wybranymi czynnikami. Po inkubacji préby analizowano metoda real-time PCR i metoda

Western blot. Skroty: ns-nie istotny statystycznie, 1- wzrost ekspresji, | - spadek ekspresji

Cykl
AQP1 Ekspresja | Ekspresja
mRNA biatka
€% | 3h |24n| 3k | 2n
inkubacji
Ba(;:l:ine Kontrola Ba(;i:ine Kontrola
10-12 ns ns ns ns 14-16 ns ns ns ns
14-16 ns ns ns ns 30-32 ns ns ns ns
Progesteron Progesteron
1012 | ns | & [ R][R] 12416 [ns [ns [ ] R
1416 | & | ns [R|[R] 3052 [ F [ & |ns | B
Estradiol Estradiol
102 | & [ ns | ns [ ] 126 [ F]ns [ ] R
1 (] 032 | ns [ f[ns | B
Oksytocyna Oksytocyna
10-12 ns ns ns 14-16 ‘ t ns ns
14-16 ‘ ns ns ns 30-32 ns ‘ ns ns
Kwas arachidonowy Kwas arachidonowy
1012 [ F[F[ns[ns| 1246 [ F[R s [ R
14-16 ns ns t ns 30-32 ‘ ‘ 1‘ ns
Forskolina Forskolina
10-12 ns t t ns 14-16 ns t ns L
14-16 ns t t ns 30-32 ‘ ns ns ns
cAMP cAMP
10-12 ns ns t ns 14-16 ‘ t ns t
14-16 ns t t ns 30-32 ns ns ns ns




Tabela 2. Zmiany ekspresji genu i biatka AQPS5 w skrawkach macicy w wybranych dniach cyklu i
cigzy podczas 3 i 24 h inkubacji z wybranymi czynnikami. Po inkubacji proby analizowano metoda
real-time PCR i metodg Western blot. Skréty: ns-nie istotny statystycznie, 1- wzrost ekspresji, | -
spadek ekspresji

Cykl
AQP5 Ekspresja | Ekspresja
mRNA biatka
Czas
e 3h [ 24h |3%h |24h
Ba(;:l:ine Kontrola Ba(;i:ine Kontrola
10-12 ns ns ns ns 14-16 ns ns ns ns
14-16 ns ns ns ns 30-32 ns ns ns ns
Progesteron Progesteron
w2 ([ R]R] 1416 [ns[ns [ ] R
1416 | ns | ns || ] 032 [ F]F][ns | H
Estradiol Estradiol
w2 ([ R] 126 [ F]ns|[R] R
1416 | 1 ns [ 3032 | | ns | ns | R
Oksytocyna Oksytocyna
10-12 ‘ ns ns ns 14-16 ‘ ‘ ns ns
14-16 ‘ ns ns ns 30-32 t ns ns ns
Kwas arachidonowy Kwas arachidonowy
10-12 ‘ ‘ ns ns 14-16 ‘ ns t ns
14-16 ns ns t ns 30-32 t ns 1‘ ns
Forskolina Forskolina
10-12 ‘ .r t t 14-16 ns | ns 1‘ t
uie | $ | || 032 [0 | ns | B
cAMP cAMP
1012 (& [os [R]R] 1246 [ns [ R[] R
116 | ns | & | R R] 032 [4[F s | B




Tabela 3. Zmiany ekspresji genu i biatka AQP1 w skrawkach endometrium i miometrium w wybranych dniach
cyklu podczas 3 i 24 h inkubacji z wybranymi czynnikami. Po inkubacji préby analizowano metoda real-time
PCR i metoda Western blot. Skroty: ns-nie istotny statystycznie, 1- wzrost ekspresji, | - spadek ekspresji

Cykl (endometrium)
AQP1 Ekspresja | Ekspresja
mRNA biatka
Czas
Fia e 3h |24h | 3h | 24h
Ba::ine Kontrola Ba(;:l:ine Kontrola
10-12 ns ns ns ns 10-12 ns ns ns ns
14-16 ns ns ns ns 14-16 ns ns ns ns
Progesteron Progesteron
012 [ FTR R ®] 012 [ns [F ] ns [ ns
TR 3K 2K 3K ARETONE 3k 2E 2K 3
Estradiol Estradiol
102 | [ & [ns[ns| 102 [F[R0s | R
uie | B/ 1416 |ns | ns | ns |
Oksytocyna Oksytocyna
10-12 ‘ t ns ns 10-12 t ns 1‘ t
14-16 t t ns ns 14-16 ns ns ns ns
Kwas arachidonowy Kwas arachidonowy
10-12 ns ns ns ns 10-12 ‘ ‘ ns ns
14-16 t t t t 14-16 ns ns ns ns
Forskolina Forskolina
10-12 ‘ ‘ ns ns 10-12 ns t ns t
uie R v [ | BB
cAMP cAMP
10-12 ns ‘ ns t 10-12 ‘ ‘ ns ns
A K K IE SETTE IR 3K 3k




Tabela 4. Zmiany ekspresji genu i biatka AQP5 w skrawkach endometrium i miometrium w wybranych dniach
cyklu podczas 3 i 24 h inkubacji z wybranymi czynnikami. Po inkubagji proby analizowano metoda real-time
PCR i metoda Western blot. Skroéty: ns-nie istotny statystycznie, 1- wzrost ekspresji, | - spadek ekspres;ji

Cykl (endometrium)
AQP5 Ekspresja | Ekspresja
mRNA biatka
Czas
T 3h {24h | 3h | 24h
Ba::ine Kontrola Ba(;:l:ine Kontrola
10-12 ns ns ns ns 10-12 ns ns ns ns
14-16 ns ns ns ns 14-16 ns ns ns ns
Progesteron Progesteron
1012 | [ R][os[R] 02 [s [ F]R ][R
TR 3K 2K 3K SEECONE 3K 3K 2K 3
Estradiol Estradiol
102 | & [ns [ ns [ns| 102 [F]H]ns | R
uie R IR v [ | R
Oksytocyna Oksytocyna
10-12 ‘ t ns ns 10-12 t t 1‘ t
14-16 t t ns ns 14-16 t ns 1‘ ns
Kwas arachidonowy Kwas arachidonowy
10-12 ns ns t ns 10-12 ‘ ‘ ns ns
e | R[] 1216 [¥] ns | ns | ns
Forskolina Forskolina
1012 | $[&F[ns[ns| 02 [F]H]ns [ H
uie [ s[RI v AR
cAMP cAMP
10-12 ns ns t ns 10-12 ‘ ‘ ns t
uie [ R/ R/ 1416 || ns|ns | R




5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych/artystycznych:

Poza powyzszym cyklem czterech prac, bedacych podstawa ubiegania si¢
o stopien doktora habilitowanego, moj dorobek naukowy ze wzglgdu na tematyke
poruszanych zagadnien mozna podzieli¢ na dwa okresy, zwigzane z przebiegiem mojej
pracy zawodowej. Wskazane prace cechujg si¢ roznorodnoscia modeli badawczych,
w tym przeprowadzone na zwierz¢tach (Swinia, pies) oraz na zwierzg¢tach z wyciszonym
genem (mysz), badania na materiale ludzkim, jak réwniez badania mikrobiologiczne
z wykorzystaniem materiatu badawczego pozyskiwanego z réznych srodowisk. Do ich
przeprowadzenia wykorzystatam wiele roznych metod doswiadczalnych m.in. hodowle in
vitro, techniki biologii molekularnej, metody detekcji biatek: immunohistochemiczna
i Western-blot, co pozwolilo na zdobycie umiej¢tnosci swobodnego postugiwania sig¢
dostepnymi narzgdziami badawczymi w pracy naukowej. Prace zostaly opublikowane
w recenzowanych czasopismach naukowych. Moj dorobek naukowy odzwierciedlajacy
dotychczasowg aktywnos$¢ naukowa mozna pogrupowac wedlug nastepujacych tematow:
A. Cykl publikacji poswiecony ekspresji akwaporyny 1,519 (AQP1, AQP5 i AQPY)
w ukladzie rozrodczym na modelu Swini w czasie cyklu estralnego i wczesnej cigzy
Powyzszy temat obejmuje prace przedstawiajace charakterystyke ekspresji akwaporyn
w jajowodzie i splocie okotojajnikowym (PVC) $wini w czasie cyklu rujowego
1 wezesnej cigzy. AQP1 zostata zlokalizowana wewnatrz naczyn krwiono$nych jajowodu,
AQPS w komorkach miegéni gladkich 1 podobnie jak AQP9 takze w komorkach
nabtonkowych jajowodu. Stwierdzono, Zze ekspresja biatkka AQP1, AQP5 i AQP9
w jajowodzie istotnie zmienia si¢ podczas cyklu estralnego w dniach 2-4 1 18-20
w porownaniu do dni 10-12 1 14-16. Powyzsze wyniki wyraznie sugeruja udziat
hormondw steroidowych, a szczegdlnie estrogendow, w regulacji badanych akwaporyn.
Ponadto wykazaliSmy, ze w okresie wczesnej cigzy, w dniach 14-16 oraz 30-32, ekspresja
biatka AQP 1, 51 9 byla na podobnym poziomie jak w czasie cyklu estralnego. Byta to
pierwsza charakterystyka ekspresji AQPs w jajowodzie §wini w czasie cyklu estralnego
1 wczesne] cigzy. Praca dotyczgca jajowodu zostata wyrozniona przez BioMedical
Library Uniwersytetu Minnesota w USA na trzecim miejscu wsrod 10 najlepszych
publikacji w ocenianym obszarze badan w roku 2011, natomiast dotyczgca splotu
okotlojajnikowego na miejscu siodmym (zalgcznik). W publikacji dotyczacej splotu
okotojajnikowego (PVC) stwierdzono, podobnie jak w jajowodzie istotny wzrost

ekspresji AQP1 w 2-4 1 18-20 dniu cyklu w poréwnaniu do 10-12 i 14-16 dnia. Na
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poczatku okresu implantacji i pod koniec, ekspresja AQP1 utrzymywata si¢ na poziomie
zblizonym do $rodkowej 1 pdznej fazy lutealnej. Obecnos¢ biatka AQPI1 wykazano
w komorkach srdédblonka naczyn limfatycznych i krwiono$nych splotu okotojajnikowego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekspresja AQP1 w PCV jest takze hormono-zalezna.

1. Skowronski MT, Skowronska A, Nielsen S. Fluctuation of aquaporin 1, 5 and 9 expression in
the pig oviduct during the estrous cycle and early pregnancy. Journal of Histochemistry and
Cytochemistry. 2011, 59: 419-427. IF,g1; = 2. 725, punkty, MNiSW = 20, (praca oryginalna).

2.Skowronski MT, Frackowiak L, Skowronska A. Expression of aquaporin 1 in the pig peri-
ovarian vascular complex during the estrous cycle and early pregnancy. Reproductive Biology.
2011, 11: 210-223. IF59;; = 1.921, punkty MNiSW = 15 (praca oryginalna).

B. Ekspresja akwaporyn (AQPs) w mig¢sniakach macicy kobiet w okresie przed- i
pomenopauzalnym

Wykazano po raz pierwszy u kobiet, ekspresje AQP1, AQP5 i AQP9 w tagodnych guzach
gladkomoérkowych macicy oraz w otaczajacej prawidlowej blonie Sluzowej i mi¢sniowej
macicy. Stwierdzono, ze ekspresja akwaporyny 1 1 5 byla istotnie wyzsza w tkankach
zmienionych chorobowo w porownaniu do tkanki prawidlowej. AQP9 obecna byta
jedynie w niezmienionym endometrium. Nadekspresja AQP1 i AQPS5 jest zwigzana
z powstawaniem guzow, wskazuja na to takze obecnie publikowane prace dotyczace
guzow w macicy oraz jajniku kobiet.

1. Skowronski MT, Frackowiak L, Skowronska A. Expression of aquaporin 1 and 5 in
uterine leiomyomata in premenopausal women. Reproductive Biology, 2012, (1):81-9.
1F;01,=1.222, punkty, MNiSW =185 (praca oryginalna).

C. Wplyw wybranych czynnikéw na sekrecje progesteronu, estradiolu

i androstendionu przez eksplanty macicy $wini (in vitro)

BadaliSmy, czy progesteron, estradiol, oksytocyna, kwas arachidonowy, forskolina
1 cAMP wplywaja na synteze i1 sekrecje hormonoéw steroidowych przez eksplanty macicy
swini. Po raz pierwszy w eksperymentach na calych eksplantach macicy wykazaliSmy ze:
1/ eksplanty macicy syntetyzuja i wydzielaja progesteron, estradiol i androstendion, 2/
badane czynniki, z wyjatkiem oksytocyny, mialy wplyw na sekrecje hormonow
steroidowych, ale byl on zroznicowany, w zaleznosci od fazy cyklu estralnego
(srodkowo-lutealna, luteoliza), okresu cigzy (implantacji, placentacji) oraz czasu

inkubacji. WykazaliSmy, ze w fazie §rodowo-lutealnej i w okresie luteolizy sekrecja
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progesteronu byta stymulowana przez estradiol, forkoling i cAMP. Z kolei sekrecja
estradiolu byta stymulowana przez progesteron, forskoling i cAMP, w fazie srodkowo-
lutealnej 1 dodatkowo przez kwas arachidonowy podczas Iuteoizy. Sekrecja
androstendionu w fazie $rodkowo- lutealnej byla stymulowana przez progesteron,
estradiol, forskoling i cAMP, a podczas luteolizy tylko przez progesteron i estradiol.
W czasie cigzy sekrecja progesteronu i estradiolu przez eksplanty macicy (w grupie
kontrolnej) wzrastala wraz z zaawansowaniem cigzy (od implantacji do placentacji),
natomiast sekrecja androstendionu utrzymywata si¢ na tym samym poziomie. W grupach
doswiadczalnych, sekrecja estradiolu w okresie implantacji 1 placentacji byla
stymulowana przez P4, kwas arachidonowy, forskoling i cAMP. Sekrecja progesteronu
w obu okresach cigzy byta stymulowana przez estradiol, forskoling i cAMP. Natomiast
sekrecja androstendionu byla stymulowana przez progesteron, estradiol, forskoling
1 cAMP. Uzyskane wyniki wykazaly, ze macica $wini jest bogatym zrodtem hormonow
steroidowych 1 ich sekrecja moze by¢ modulowana przez rdzne czynniki wydzielane

lokalnie.

1. Skowronska A, Eliszewski M, Mlotkowska P, Skowronski MT. Secretion of progesterone,
estradiol-17p and androstenedione by porcine uterine explants during the mid- luteal phase of the
estrous cycle and luteolysis. Veterinary Medicine, Medycyna Weterynaryjna, 2015, 71 (11), 674-
678.1F 914 = 0. 195 punkty MNiSW = 15 (praca oryginalna).

2. Skowronska A, Eliszewski M, Mlotkowska P, Skowronski MT. Differential effects of
progesterone, estradiol-17f, oxytocin, arachidonic acid, forskolin and cAMP on steroid output by
the porcine uterus during implantation and placentation. Veterinary Medicine, Medycyna
Weterynaryjna, 2016, 72 (1), 58-63. IF,4;5= 0. 195, punkty MNiSW = 15 (praca oryginalna).

D. Ekspresja AQP1, 5i 9 w jajniku Swini oraz wplyw hormonow gonadotropowych
i hormonu wzrostu na regulacj¢ ekspresji akwaporyny 1, 5 i 9 w komorkach
pecherzyka jajnikowego Swini

Kolejny watek badawczy z moim wspotautorstwem dotyczy jajnika $wini. BadaliSmy
lokalizacje 1 ekspresje biatka akwaporyn 1, 51 9 w jajniku $wini podczas réznych faz
cyklu oraz wczesnej ciazy. Wykazalismy, ze AQPI1 jest zlokalizowana w blonach
komorek s$rodbtonka naczyn kapilarnych, AQPS5 w btonach komorek granulozy,
pecherzykéw rozwijajacych sie 1 pierwotnych, a AQP9 w blonach komorek granulozy,
pecherzykow rozwijajacych sie. Wyniki tej pracy dowiodty, ze ekspresja biatka AQPI
1 AQP5 byta najwyzsza 18-20 dnia cyklu w poroéwnaniu do dni 2-4, 10-12 i 14-16, co

wskazuje na ich zaangazowanie w proces dojrzewania pecherzyka jajnikowego podczas
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fazy folikularnej. W czasie cigzy (dni 14-16 oraz 30-32) ekspresja biatka AQP1 1 5 byla
na podobnym poziomie jak 10-12 1 14-16 dnia cyklu. Podobnie ekspresja AQP9 byla na
zblizonym poziomie we wszystkich badanych dniach cyklu i cigzy. Nastepna publikacja
ztozona w redakcji dotyczy ekspresji genu AQPI, 5 i 9 w izolowanych komorkach
granulozy, komoérkach ostonki wewnetrznej oraz w plynie pgcherzykowym w czasie
cyklu 1 wezesnej cigzy. Uzyskane wyniki przyczynity si¢ do otrzymania grantu w 2014
roku, ktérego jestem gldownym wykonawcg. W ramach tego projektu obecnie badamy:
,»Wplyw hormondéw gonadotropowych i1 hormonu wzrostu na regulacj¢ ekspres;ji
akwaporyny 1, 5 1 9 w komodrkach granulozy 1 oslonki wewngtrznej pecherzyka

jajnikowego $wini”.

1. Skowronska A, Mtlotkowska P, Eliszewski M, Nielsen S, Skowronski MT. Expression of
aquaporin 1, 5 and 9 in the ovarian follicles of cycling and early pregnancy. Physiological
Research, 2015, 64: 237-245. 1Fy5= 1.618 punkty MNiSW = 20 (praca oryginalna).

Praca aktualnie w recenzji:

2. Patrycja Mlotkowska, Agnieszka Skowronska, Damian Tanski, Mariusz T. Skowronski. The
quantitative expression of mRNAs for aquaporin / and 5 and 9 in the ovarian follicles of cycling
and early pregnant pigs.

E. Ekspresja i lokalizacja AQP1 u myszy z wyciszonym genem AQP7 (AQP7 KO)

Publikacja powstata w wyniku wspotpracy z Uniwersytetem Aarhus w Danii. Poprzednie
badania z wykorzystaniem myszy transgenicznych wykazaty koekspresje AQP1 1 AQP7
w btonie cytoplazmatycznej naczyn wlosowatych bialej tkanki thuszczowej WAT (White
Adipose Tissue). Biata tkanka tluszczowa jest gléwnym miejscem wystepowania AQP7,
ktora jest akwagliceroporyng i odpowiada rowniez za transport glicerolu przez btony
komorkowe. W tych badaniach sprawdzali$my, czy dlugotrwale glodzenie ma wptyw na
ekspresje AQP1 w naczyniach wlosowatych myszy AQP7 KO. StwierdziliSmy obecnos¢
AQP1 w naczyniach krwiono$nych we wszystkich rodzajach badanych genotypow.
Ponadto wykazaliSmy, ze u glodzonych myszy AQP7 KO ekspresja AQP1 w $rodblonku
naczyn WAT jest istotnie wyzsza w porownaniu do pozostatych badanych grup.
Dodatkowo u myszy AQP7 KO nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie
glicerolu w osoczu w warunkach kontrolnych i1 podczas glodzenia. Natomiast wykazano
istotnie statystyczng utrate glicerolu w moczu u myszy AQP7 KO, zaréwno kontrolnych

jaki 1 gtodzonych w poréwnaniu do grup kontrolnych. Ponadto glodzenie zwierzat nie
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miato istotnego wptywu na wielkos¢ adipocytow WAT w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych. Praca wskazuje na fizjologiczne znaczenie roéznych izoform AQP
w utrzymaniu wlasciwe] lokalnej homeostazy wody w tkance tluszczowej. Technike
knock-out'tu genowego wykorzystuje si¢ w medycynie do§wiadczalnej, poniewaz metoda
pomaga wyjasni¢ funkcje fizjologiczne, np. pojedynczych bialek w organizmie, jest takze
pomocna w tworzeniu modeli zwierzgcych réznych choréb oraz wprowadzaniu nowych

form terapii.

1. Skowronski MT, Skowronska A, Rojek A, Oklinski MK and Nielsen S. Prolonged starvation
causes up-regulation of AQP1 in capillaries of adipose tissue of AQP7 knockout mice.
International Journal of Molecular Science, 2016 Jul 22;17(7). pii: E1101. doi:
10.3390/ijms17071101. 1F»y;5=3.257 punkty MNiSW = 30 (praca oryginalna)

Praca aktualnie w recenzji:

Agnieszka Skowronska, Damian Tanski, Stanislaw Okrasa, Seren Nielsen and Mariusz T.
Skowronski. Arachidonic acid, oxytocin, forskolin, cAMP and steroid hormones are implicated in
the regulation of porcine uterine aquaporins. Review article, submitted September 2016

F. Akwaporyny w rdzeniu kregowym

1. Michal K. Oklinski, Agnieszka Skowronska Mariusz T. Skowronski Michael Riitzler, Kirsten
Nergaard J., John D. Nieland, Tae-Hwan Kwon , Seren Nielsen. Aquaporins in the spinal cord. int
J Mol Sci. 2016 Dec 7;17(12). pii: E2050. IF;5=3.257 punkty MNiSW = 30,(praca
przeglgdowa)

G. Analiza czestosSci  mutacji/polimorfizmu  genéow GGAl  zwiazanych
z wystepowaniem zlosliwego nowotworu sutka u suk

W ostatnich latach, dzigki zaawansowanym technikom diagnostycznym stosowanym
réwniez u malych zwierzat, liczba wykrytych i zdiagnozowanych ztosliwych guzéow sutka
znacznie wzrosta. Rozwoj guzow ztosliwych jest przede wszystkim zwigzany z czgsta
mutacjg genow lub ich polimorfizmem. Zmiany te prowadza do zaburzen w sekwencji
aminokwasow 1 strukturze biatek, ktore moga by¢ odpowiedzialne za powstawanie
niekontrolowanej proliferacji 1 rozrostu guzow. W publikacji opisano analizg

czgstotliwos$¢ polimorfizmu genu GGAI 1 wystgpowanie nowotworéw ztosliwych sutka u

suk.

1. Kranc W,Chachuta A, Wojtanowicz-Markiewicz K, Zaorska K, Ociepa E, Piotrowski A,
Bukowska D, Ciesiotka S, Borys S, Piotrowska H, Skowronska A, Nowak M, Antosik P,
Briissow K.-P, Kempisty B, Bruska M, Nowicki M, Zabel M. Association between GGA1 gene
polymorphisms and occurrence of mammary mixed tumours and aging in domestic bitches.
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Veterinary Medicine, 2016, 72 (1), 34-40. IF,ys =0.195, punkty MNiSW = 15, (praca
oryginalna).

Tematyka badawcza realizowana z mikrobiologii do momentu zatrudnienia w Katedrze
Fizjologii Czlowieka:

H. Identyfikacja bakterii z przewodu pokarmowego z zastosowaniem hybrydyzacji
in situ FISH

Kierunek ten obejmuje prace dotyczace identyfikacji mikroflory przewodu
pokarmowego z zastosowaniem technik biologii molekularnej. Zastosowalam metode
Fluorescencyjnej Hybrydyzacji In Situ (FISH) do oceny skladu mikroflory jelitowej
mtodych indykow, a nastgpnie mozliwe byto wykorzystanie tej wiedzy w ocenie
skutecznosci zywieniowej, modulacji sktadu mikroflory przewodu pokarmowego
indykow, poprzez dodatek zréznicowanej zawartosci wiokna surowego w paszy lub
dodatkow paszowych, takich jak: krotko lancuchowe kwasy tluszczowe, probiotyki
1 olejki eteryczne. W publikacji analizowano sktad populacji mikroflory jelitowej w tresci
jelit $lepych indykow i skonfrontowano ze wskaznikami procesow fermentacyjnych
w jelitach §lepych indykow zywionych mieszankami z rdzng zawarto$cia SFM. Ponadto
opracowali§my automatyczny program do analizy bakterii z przewodu pokarmowego
uzyskany ze zdje¢ z mikroskopu fluorescencyjnego co znacznie skrécito analizy
ilosciowe.

1. Mikulski D, Juskiewicz J, Skowronska A, Sosnowska E, Jankowski J, Lecewicz A, Zdunczyk
Z. Response of the caecal microflora of turkeys fed diets with a different content of high-fibre
sunflower meal. Annals of Animal Science, 2011 Vol 11, No. 1 143-155. IF,y;;= 0.389, punkty
MNIiSW =15 (praca oryginalna)

2. Skowronska A, Mikulski D, Mikulska M, Zapotoczny P, Zmystowska I, Szczypinski PM.
Methodological aspects and applications of fluorescence In Situ hybridization to identify bacteria
from the gastrointestinal tract of turkeys. ISSN 1392-2130. Vet Med Zoot. T. 2009, 48 (70).
1F3009=0.167, punkty MNiSW = 10 (praca oryginalna)

I. Roznorodnos¢ zespolow mikroorganizmow w obre¢bie petli mikrobiologicznej,

a procesy produkcji, utylizacji i dekompozycji materii organicznej w pelagialu jezior
Cykl publikacji powstal w ramach grantu zamawianego, do ktorego zostatam zaproszona
przez Profesora R. Chrosta z Uniwersytetu Warszawskiego. Moim zadaniem bylo
zastosowanie metody FISH do badania bior6znorodnosci bakterii w jeziorach o réznym
stopniu zanieczyszczenia. PrzeprowadziliSmy rowniez eksperymenty w tzw. systemie

,mesocosm dodajac nieorganiczne sktadniki (N 1 P) 1 obserwowaliSmy zmiany
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biordéznorodnosci komponentoéw petli mikrobiologicznej oraz wielko$¢ 1 intensywnos¢
proceséw mikrobiologicznych zachodzacych w jej obrebie. Wzbogacenie wody jeziornej
w biogeny mineralne doprowadzilo do ilosciowych i jako$ciowych zmian struktury
biocenoz (m.in. obserwowali$my zmiane¢ populacji bakterii z Cytophaga- flavobacterium
na Alphaproeobaceria). lIdentyfikacja bakterii ze $rodowisk wodnych technikami
hodowlanymi jest bardzo utrudniona, a czasami wre¢cz niemozliwa, alternatywg sa
techniki biologii molekularnej. We wszystkich opublikowanych pracach bratam czynny

udziat w do$wiadczeniach oraz wspolnie z zespotem opracowaliSmy wszystkie

manuskrypty.

1. Adamczewski T, Chrost RJ, Kalinowska K, Skowronska A. Relationships between bacteria
and heterotrophic nanoflagellates in lake water examined by different techniques controlling
grazing pressure. Aquatic Microbial Ecology, 2010 60:203-213d0i:10.3354/ame01420
1F2010=2.089, punkty MNiSW = 32 (praca oryginalna)

2. Chrost R, Adamczewski T, Kalinowska K, and Skowronska A. Abundance and structure of
microbial loop components (bacteria and protists) in lakes of different trophic status. J. Microbiol.
Biotechnol. 2009 Sep; 19 (9): 858-868. 1F,000=1.450, punkty MNiSW = 20 (praca oryginalna)

3. Chroést R, Adamczewski T, Kalinowska K, and Skowronska A. Effect of organic phosphorus
and nitro gen enrichment of mesotrophic lake water on dynamics and diversity of planktonic
microbial communities-DNA and protein case studies (mesocosm experiments). Polish Journal of
Microbiology 2009, Vol. 58, No 2, 163-180, punkty MNiSW = 6 (praca oryginalna)

4. Chrost R, Adamczewski T, Kalinowska K and Skowronska A. Inorganic phosphorus and
nitrogen modify composition and diversity of microbial communities In water of mesotrophic
Lake. Polish Journal of Microbiology 2009, Vol. 58, No 1, 77-90, punkty MNiSW = 6 (praca
oryginalna)

J. Zastosowanie klasycznych i molekularnych metod badawczych do oceny wplywu
czynnikow antropogennych na jakos¢ mikrobiologiczng wod gornego odcinka rzeki

Drwecy

Prace dotyczace zbadania, jak zmienia si¢ sktad jako$ciowy i iloSciowy mikroflory rzeki
Drwecy w wyniku zanieczyszczen pochodzacych z hodowli ryb.

1. Golas$ I, Zmystowska I, Harnisz M, Korzekwa K, Skowronska A, Teodorowicz M, Gorniak D,
Dudziec E — Anthropogenic Impact on Quantitative Differentiation of Nitrogen Cycling Bacteria
in Waters of the Drweca River. Polish Journal of Natural sciences 2008, Abbrev.: Pol. J. Natur.
Sc., Vol 23(3): 667-680, punkty MNiSW =2 (praca oryginalna)

2. Gotas I, Zmystowska I, Harnisz M, Korzekwa K, Skowronska A, Teodorowicz M, Gérniak D,
Gros M, Brzozowa S. Nitrogen Cycle bacteria in the Walters of the River Drweca Polish Journal
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of Environmental Studies 2007, Vol.17, No.2, 215-225. 1F5; = 0.627 punkty MNiSW =10
(praca oryginalna)

K. Zastosowanie metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ FISH do badan
hydromikrobiologicznch

Opublikowane wyniki dotyczyty 3 wybranych zbiornikow systemu Wielkich Jezior
Mazurskich; jeziora Mamry, Dargin i Niegocin. Po raz pierwszy w kraju zastosowatam
metode FISH w badaniach hydromikrobiologicznych do okreslenia struktury
taksonomicznej bakterii w eutroficznych i hipertroficznych jeziorach. Druga praca to
publikacja pogladowa opisujaca szczegétowo metode FISH i CARD-FISH oraz jej
zastosowanie w mikrobiologii srodowiskowe;.

1. Skowronska A Distribution of Microbial-Selected Populations in Lake North Mamry by

Fluorescent in situ Hybridization. Polish Journal of Environmental Studies 2007 Vol.16, No.1,
123-128. IF997= 0.627 punkty MNiSW =10 (praca oryginalna)

2. Skowronska A, Zmystowska I. Wspolczesne metody identyfikacji bakterii stosowane w
ekologii mikroorganizmoéw wodnych, Fluorescencyjna Hybrydyzacja in situ FISH. Postepy
Mikrobiologii 2006, 45, 183-193. punkty MNiSW =9 (praca przeglgdowa)

K. Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora

1. Skowronska A, Swigtecki A. Application of fluorescent in situ hybridization (FISH) to
investigate biodiversity of freshwater bacterioplancton communities. Limnological Papers XXIII
2003, Acta Universitats Nicolai Copernici 123- 130. ISSN: 0860-1232

2. Skowronska A, Swiatecki A. The bacterial diversity on lake studied via cloning and
sequencing of 16S rRNA genes. XXIII 2004 Limnological Papers, Acta Universitats Nicolai
Copernic, 123-130 ISSN: 0860-1232
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6.1. Analiza bibliometryczna

Podsumowujac, moj taczny dorobek naukowy obejmuje 66 pozycji, w tym 25
prace oryginalne (24 artykuly w jezyku angielskim, 2 prace pogladowe w jezyku
angielskim i polskim) i 41 komunikatow prezentowanych na konferencjach i kongresach
krajowych i zagranicznych, o wspoétczynniku oddziatywania IF=28.021, MNiSW = 405
pkt. Punktacja cyklu publikacji przedlozona jako rozprawa habilitacyjna, ktéry obejmuje
4 prace oryginalne, wynosi IF=8.716, punkty MNiSW= 95. Po wylaczeniu 4 prac
oryginalnych wchodzacych w sktad osiagnigcia moj dorobek stanowi 21 prac, w tym 19
prac oryginalnych, 2 prace pogladowe, o lacznej punktacji IF= 19,305, punkty
MNiSW= 310. W 12 publikacjach jestem pierwszym, a w 3 drugim autorem. W oparciu
o list¢ Journal Citation Reports liczba cytowan moich publikacji wedlug bazy Web of
Science wynosi: 63; Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science wynosi 4, liczba
cytowan wedtug bazy Scopus = 65; Indeks Hirscha wedlug bazy Scopus wynosi 5.

Sumaryczny Impact Factor Bez uwzglednienia Sumaryczny Impact Factor
(punkty MNiSW) zgodny z publikacji stanowigcych (punkty MNiSW) w roku
rokiem publikowania prac gléwne osiagniegcie 2015/16
naukowe, zgodny z rokiem
publikowania prac
28.021 (405) 19.305 (310) 28.800 (449)

Szczegbétowe informacje na temat wykazu opublikowanych prac naukowych lub
tworczych prac zawodowych oraz informacja o osiggnigciach dydaktycznych, wspotpracy

naukowej i popularyzacji nauki znajduje si¢ w zalgezniku 3.

4. o4 . 204%

s W

Zatgczniki:
Analiza bibliometryczna Biblioteki UWM w Olsztynie
Top lista 10. najlepszych publikacji z tego samego obszaru nauki w 2011 roku wedtug BioMedical Library,

Uniwersytetu Minnesota w USA.
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