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rozprawy doktorskiej: ,.Mechanizm dzialania polichlorowanych bifenvli na motoryke

miometrium oraz czynnosé sekrecyjna endometrium krowy.” Promotor prof. dr hab. Jan

Kotwica. Praca zostala zrealizowana w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie. Praca doktorska zostala wyrézniona przez Rade
Naukowg Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warmitisko-Mazurskiego w
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zostala zrealizowana w Katedrze Fizjologii Zwierzat, Uniwersytetu Warmisisko-
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IV. Osiagniecie naukowe
Wskazanie osiggnigcia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych
i tvtule naukowym oraz ¢ stopniach [ ivtule w zakvesie sziuki (Dz. U. 2016 v, poz. 882 zezm. wDz U ¢
2016 r. poz 1311)

A, Tytul osiggniecia naukowego

Mechanizmy szkodliwego dzialania pestycydéw na czynno$¢ macicy i jajnika
krowy in vitro.

B. Publikacje wechodzace w sklad osiggniecia naukowego
Autor/autorzy, ttul/tviudy publikacji, rok wydania, nazwa wydawn}'crwa
CyKl 5 oryginalnych prac eksperymentalnych powiazanych tematycznie:

P.1.Wrobel MH.*, Mlynarczuk J. Secrctory function of ovarian cells and myometrial
confractions in cow are affected by chlorinated insecticides (chlordane, heptachlor,
mirex) in vitro. (2017a) Texicology and Applied Pharmacology 314, 63-71
(IF: 3,616%; MSWiN: 40")

P.2.Wrobel MH.*, Mlynarczuk J. The inhibition of myometrial contractions by chlorinated
herbicides (atrazine and linuron), and their disruptive effect on the secretory functions of
uterine and ovarian cells in cow, in vitro. (2017b) Pesticide Biochemistry and
Physiology 142, 44-52 (1F: 3,440%; MSWIiN: 30%)

P.3.Wrobel MIL*, Mlynarczuk J. Chlorinated insecticides (toxaphene and endrin} affect
oxytocin, testosterone, oestradiol and prostaglandin secretion from ovarian and uterine
cells as well as myometrial contractions in cow in vitro. (2018) Chemosphere 198, 432-
441 (IF: 4,427%; MSWIN: 35"

P.4.Wrobel MH.* Glyphosate affects the secretion of regulators of uterine contractions in
cows, while it does not directly impair the motoric function of myometrium in vitro.
(2018a) Toxicology and Applied Pharmacology 349, 55-61 (IF: 3,616"; MSWiN: 40"

P.5.Wrobel MH.* Do chlorinated insecticides {(aldrin and DDT) or products of their
transformations (dieldrin and DDE) impair signal transfer from regulators (oxytocin and
relaxin) of bovine myometrium motility in vitro? (2018b) Environmental Research 167,
234-239 (IF: 4,732%; MSWiN: 45"

* Qznaczono autora korespondencyjnego.
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Dr Michat H. Wrébel Zalgcznik 3

O Sumaryczny impact factor publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego wg
listy Journal Citation Reports (JCR): 19,831%

0 Suma punktow za publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego wg wykazu
czasopism naukowych MNiSW, zgodnie z rokiem opublikowania: 190"

0 Suma cytowan w/w publikacji (na dzien 25.03.2019): 2°.

* Impact factor (IF) podano wedlug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania
(aktualnie obowigzuje IF z2017).

® Punkty MNiSW podano wedlug Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 25 stycznia 2017
I. w sprawie wykazu czasopism naukowych wraz z liczbg punktéw przyznawanych za publikacje w tych
czasopismach.

¢ Cytowania w/w publikacji wg Bazy Web of Science (bez autocytowan),

Witad Whnioskodawcy w wyzej wymienione prace przedstawiono w Zafgcezniku 5.
Oswiadczenia wspolautorow okreslajgee ich indywidualny wkiad zamieszczono w Zatgezniku

6.

C. Oméwienie osiggniecia naukowego’

Omowienie celu naukowego ww. prac | osiggnigtych wynikdw wraz z omdwieniem ich ewentualnego
wykorzystania.
Przedstawione osiggniecie naukowe stanowi powiazany tematycznie cykl 3 publikacji,
poswieconych wyjasnieniu wielopoziomowych mechanizméw szkodliwego dzialania
pestycyddw na kurczliwo§¢ miometrium krowy poprzez zaklécenia czynnosci

wydzielniczej macicy i jajnika oraz zmian przekazu sygnalu do skurczu, in vitro.

C.1. Wprowadzenie

Zwigzki zaklécajace funkcjonowanie ukladu endokrynnego (tzw. ,, endocrine disruptors™),
takie jak fito- i ksenoestrogeny, powodujg zaburzenia w rozrodzie zwierzat. Nieliczne dane
epidemiologiczne wskazuja, ze ksenoestrogeny pochodzace z dwoch odrebnych grup
ksenobiotykéw, tj. polichlorowanych bifenyli (PCBs) oraz pestveydéow, moga byé

odpowiedzialne za poronienia Iub przedwczesne porody. Mechanizm dzialania PCBs

' Wykaz skeotow: CAV-kaweolin, DAG-diacyloglicerol, DDE-dichlorodifenyldichlorpetylen, DDT ~
dichlorodifenyltrichloroetan, GAP-gap junction proteins, E2-estradiol, IP3-trifosforan-inozytoly, LIF-leukemia
inhibitery factor, MLCK-kinaza lekkich tancuchdw miozyny, NP-I/OT-Neurophysin-Foxytocin, OT-
oksytocyna, P4-progesteron, PCBs—polichlorowane bifenyle, PG(s)-prostaglandyna(y), PGA-peptidy! glycine-
amidating monooxygenase, PKC-kinaza biatkowa C, RLX-relaksyna, RRLX-receptor relaksyny, ROT-receptor
oksytocyny, T-testosteron

5|Si’rona



Dr Michat H. Wrébel Zatgeznik 3

zaklocajacy aktywnosé motoryczng miesnidwki gladkiej macicy krowy wigze si¢ z
wydzielaniem prostaglandyn (PGs) z macicy oraz zmiang wewnatrzkomorkowej mobilizacji
jonéw wapnia w miometrium, co zostalo wykazane w moich wczesniejszych badaniach
(Wrobel, 2008 — praca doktorska; Zatacznik 5: [LA.2, IL.A3, IL.A4, IL.A6, I1.B.3). Wciaz

niejasny jest jednak mechanizm dziatania pestycydow na kurczliwosé miometrium.
Pestycydy jako skaienie srodowiska i ,,endocrine disruptors”

Pestycydy sg uzywane przeciwko organizmom szkodliwym lub niepozadanym. Stosowane sg
gltéwnie dla ochrony upraw rolnych, ale takze ludzi, zwierzat i miejsc ich przebywania oraz
migjsc przechowywania produktéw zywnosciowych i plodéw rolnych. Wedlug ich
zastosowania do bezposredniego zwalczania organizmdw, wyrdznia sie przede wszystkim
zoocydy (w tym insektycydy — $rodki owadobdjcze, ktore ze wzgledu na réznorodnosé i ilosé
gatunkow owaddw stanowig najliczniejszg grape wsrod srodkéw przeciwko szkodnikom
zwierzecym), herbicydy ($rodki chwastobodjeze) 1 fungicydy (Srodki grzybobdjeze). Do
pestycydow naleza takze zwiazki dziatajace podrednio: odstraszajace, wabigce oraz regulatory

wzrostu (Malinowska i wsp., 2015).

Opierajge sie na chemiczne] budowie, do najwazniejszych grup pestycydéw zalicza

si¢: chloroorganiczne {m.in. dichlorodifenyltrichloroetan tj. DDT, aldryna, dieldryna, endryna,

chlordan, heptachlor, mireks, foksafen), triazyny (m.in. atrazvna), pochodne mocznika

(linuron), organofosforany (m.in. glifosat, malation), karbamaty (m.in. karbaryl, thiram),

pyretroidy (m.in. cypermethrin, fenwalerat) (Rider i wsp., 2010; Rattan i wsp., 2017)%.
Chloroorganiczne insektycydy zaczeto stosowaé od lat 40°tych XX wieku. DDT, ktéry
w  §rodowisku ulega przeksztalceniu do dichlorodifenyldichloroetylenu (DDE), byt
poczgtkowo uzywany jedynie do zwalczania owaddw rozprzestrzeniajgeych malarie 1 tyfus
(Rogan i Chen, 2005). Masowa produkcja 1 powszechne uzycie DDT, ale takze chlordanu,
heptachloru i mireksu, jako $rodka ochrony roslin rozpoczety si¢ dopiero po zakonczeniu II
wojny $wiatowe]. Wkrotce na rynku pojawily sie aldryna, dieldryna i endryna, ktére od lat
60’tych XX wieku razem z polichloroorganiczng pochodng kamfenu (toxafen) zaczely

stopniowo zastgpowaé DDT (WHO, 1989; Bonefeld-Jorgensen, 1997).

?'W nawiasach wymieniono najbardziej powszechnych przedstawicieli danych grup pestycydéw. Podkreslono
pestyeydy, ktérych mechanizm dziatania jest przedmiotem badan zgloszonego osiggniecia naukowego.
Natomiast wplyw pozostatych pestycydéw (niepodkreslonych), na czynnos¢ ukladu rodnego krowy, stanowi
przedmiot aktualnie prowadzonych badan habilitanta.

Giétr.o.na
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Wszystkie wymienione insektycydy sq zwigzkami bardzo stabilnymi i odpornymi na
degradacje, ktore szybko rozprzestrzenily si¢ w Srodowisku i stgd wkrotce uznano je za trwate
zanieczyszczenie organiczne (POPs: persistent organic pollutantsy. Do dzi$ sg oznaczane w
glebie (Barron i wsp., 2017; Sruthi i wsp., 2017), w wodzie (Wu i wsp., 2014; Wang 1 wsp.,
2017) i w powietrzu (Shunthirasingham i wsp., 2016), na terenach rolniczych, ale takze
daleko od Zrédet ich emisji (Bravo i wsp., 2019).

Ze wzgledu na wlasciwoscl lipofilne, wymienione pestycydy kumuluja sie w
kolejnych ogniwach taacucha pokarmowego. Weiaz oznacza sig je m.in. we krwi (Byme 1
wsp., 2015) 1 w plynie pecherzykowym (Zhu i wsp., 2015) ludzi. Sg oznaczane takze w
probkach miesa (Jiang i wsp., 2016; Mahmoud i wsp., 2016), mleka (Deti 1 wsp., 2014) 1w
plynie pecherzykowym (Kamarianos i wsp., 2003) krow.

Po przeniknieciu do organizmu, pestycydy jako ,.endocrine disruptors” wykazujg
wlasciwosci substancji biologicznie czynnych 1 mogg dziata¢ m.in. jako ligandy (aktywatory /
blokery) receptoréw estrogenowych, androgenowych, weglowodoréw aromatycznych i in.
(Lee i wsp., 2013; Zalacznik 5: I1.B.12).

Z uwagi na ich toksyczny lub kancerogenny wplyw na zwierzeta 1 ludzi, produkcja 1
uzycie badanych chloroorganicznych insektycydéw zostaly zakazane w Szwecji (1970), a
wkrotee potem w USA, Chinach, Japonii i w krajach europejskich (Bonefeld-Jorgensen,
1997; Jorgenson, 2001; Li i wsp., 2006). W 2001 roku aldryna. chlordan, DDT, dieldryna.
endryna. heptachlor. mireks i toksafen, obok PCBs i dioksyn, trafity na liste 12

3

nicbezpiecznych substancii (tzw. , Dirtv dozen” wg Konwencii Sztokcholmskiej). ktorych

produkcia i uzycie zostalty powszechnie zakazane (Stockholm Convention, 2001; Tsai, 2010).

Pomimo to DDT, aldryna i dieldryna wciaz s3 uzywane w rolnictwie i medycynie w
niektérych krajach afrykanskich i w Indiach (Antonio-Nkondjio 1 wsp., 2017; Sharma t wsp.,
2017).

Obecnie to herbicydy dominuja w strukturze sprzedazy sposréd wszystkich
pestycydow (Malinowska 1 wsp., 2015; Lushchak i wsp., 2018). Wsroéd nich glifosat
{(wystepujacy przede wszystkim w ostatecznej, komercyjnej formie jako Roundup®), atrazyna
i linuron nalezg do najczedciej uzywanych pestycydéw/herbicydéw w skali globalnej
(Shipitalo 1 Owens, 2011; Ackerman i wsp., 2014; Cai i wsp., 2017), gléwnie w USA 1 w
Indiach. Coraz czeéciej zwraca si¢ jednak uwage, ze rdwniez one stanowia zanieczyszczenie
srodowiska (Shipitalo 1 Owens, 2011; Bento i wsp., 2017; Almberg i wsp., 2018). Ich uzycie

w Europie jest obwarowane ograniczeniami prawnymi, ktdre staja sie coraz bardziej

‘7'|Str'ona |
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restrykcyjne. Przykladowo w Polsce, uzycie pestycydow zawierajacych linuron byto mozliwe
do czerwcea ubieglego roku.

Wykazano, ze pestycydy mogg wielokierunkowo oraz niespecyficznie zakiocaé rozrdd
ssakow (Sifakis i wsp., 2017). Jednak ich dzialanie, nasladujace ktdregos z regulatoréw
prawidiowego funkcjonowania ukiadu rodnego przez dlugi czas moze by¢ utajone i trudne do
wykrycia (Krieg i wsp., 2016; Rattan i wsp., 2017; Toichuev i wsp., 2018). Epidemiologiczne
badania sugeruja, ze zwickszona ilodé poronien i/lub wezesniejszych poroddow u ludzi, moze
by¢ skorelowana z podwyzszona ilodcia m.in.: DDT, DDE, aldryny, dieldryny i atrazyny we
krwi (Saxena i wsp., 1981; Petrelli i wsp., 2003; Tyagi i wsp., 2015).

Regulacja kurczliwosci miometrium

Niczym niezaktécona kurczliwo$é mieénidwki gladkiej macicy jest waznym elementem
regulujacym zardwno transport komérek rozrodezych do miejsca zaplodnienia w jajowodzie,
implantacje zarodka w macicy, jak i dalszy przebieg cigzy zakonczonej porodem. Stad wzrost
kurczliwosci macicy jest obserwowany podezas owulacji 1 porodu. Przeciwnie, obniza si¢ ona
podczas fazy lutealnej cyklu rujowego oraz wraz z trwaniem ciazy. Natomiast zakiécona
kurczliwos¢ macicy prowadzi m.in. do cigz pozamacicznych, poronien lub przedwezesnych
porodow (Bulletti i de Ziegler, 2006; Salleh i wsp., 2015).

Estradiol (E2), produkt przeksztalcenia testosteronu (T) w komorkach ziamistych
pecherzvka u krowy (Henderson 1 Swatson, 1978), bezpodrednio wzmaga maciczna
kurczliwos¢ in vive (Hawk i wsp., 1983) i sile skurczu skrawkéw miometrium in vitro
(Zatgeznik 5: L.A.2) u krowy. Moze on jednak wykazaé réwniez posredni wplyw, poprzez
regulacje szeregu procesdéw zwigzanych z zapoczatkowaniem skurczu, E2 stymuluje synteze
receptoréw oksytocyny (ROT) w miednidwee gladkiej ukiadu rozrodezego (Richter i wsp.,
2004). Natomiast oksytocyna (OT) jest uwazana za jeden z gltéwnych czynnikow, ktére
wywotuja kurczliwosé miometrium (Arrowshmit 1 Wray, 2014). Neurophysin-I/oxytocin (NP-
I/OT), jako prekursor OT oraz peptidyl glycine-amidating monooxygenase (PGA), jako
enzym odpowiedzialny za potranslacyjne przemiany jej prohormonu, sa kluczowymi
elementami syntezy OT w komorkach lutealnych (Sheldrick 1 Flint, 1989). OTR naleza do
nédrodziny receptordw rodopsynowych, powigzanych z biatkami G. Po aktywacji receptora w
macicy, biatko G tgczy si¢ z fosfolipazg C, ktora kontroluje hydrolize fosfatydyloinozytolu
(PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) i trifosforanu-inozytolu (IP3). Te witdrme przekazniki
okreslaja mobilizacje wewnatrzkomdrkowych jonéw wapnia 1 aktywuja kinaze bialkowsg C

(PKC). Kalmodulina, ktérej poziom jest regulowany przez ilo$é wewngtrzkomérkowych

8Strona
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jonéw wapnia, aktywuje dalej kinaze lekkich lancuchéw miozyny (MLCK). Dalsza
fosforylacia MLCK pociaga za sobg tworzenie sie mostkéw aktyna — miozyna i w efekcie
skurcz miesniowki gladkiej (Gimpl i Fahrenholz, 2001; Arrowsmith i Wray, 2014). Estradiol
jest wilaczony takze w kolejny etap regulacii kurczliwodci i komunikacji pomigdzy
komorkami miometrium poprzez regulacje kluczowych biatek integrujgcych (key contractile-
associated integral protein): kaweolin (caveolin, CAV; Watson i wsp., 2014; Elmes i wsp.,
2015) i biatek szczelinowych (gap junction proteins, GAP; Firestone i Kapadia, 2012).
Nalezy rowniez podkresli¢, ze E2 zwicksza endometrialng sekrecje czynnika hamujgcego
biataczke (leukemia inhibitory factor, LIF), kiory jest niezbedny do implantacji zarodka
(Takabatake i wsp., 1997). Natomiast zwickszenie ilosci LIF pociaga za sobg wzmozong
produkcje prostaglandyny (PG)E2 w liniach komoérek trofoblastu (Horita i wsp., 2007).
Stymulacja receptorow PGE2 wywoluje relaksacje macicy. Dzialanie E2 prowadzi réwniez
do wzrostu produkcji PGF2, ktéra jest obok OT jednym z najsilniejszych czynnikéw
wzmagajacych kurczliwosé miometrium (Egarter i Husslein, 1992; Olson, 2003). Dodatnia
petla sprzezenia zwrotnego miedzy OT i PGF2 jest u kréw dobrze udokumentowana (Kotwica
i wsp., 1999; Skarzynski i wsp., 1999).

Progesteron (P4), we wezesnej ciazy jest produkowany przez ciatko zolte, a nastgpnie
przez ltozysko. Pelni on fundamentalng role w utrzymaniu cigzy wywolujge tzw. ,blok
progesteronowy”, ktory znosi wplyw OT na aktywno$¢ motoryczng macicy (Lye i Porter,
1978). Jednoczesnie P4 ogranicza produkcje PGs w macicy oraz ekspresje gendéw GAP i
receptoréow PGs w miometrium (Facchinetti i Vaccaro, 2009). Podobnie jak P4, jajnikowa
relaksyna (RLX) jest uznawana za czynnik, ktéry w znacznym stopniu ogranicza kurczliwosé
miometrium podczas cigzy (Longo i wsp., 2003). Receptory RLX (RRLX) sa powigzane z
biatkami G (Van der Westhuizen i wsp., 2008), podobnie jak ROT. Stad dalsza transmisja

sygnatu jest podobna do opisanego wezesniej szlaku przekazu sygnalu OT.

C.2. Cel publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia

Celem cyklu prac, stanowigcych przedstawione osiagnigeie, bylo okreslenie
mechanizméw zaklocenn regulacji aktywnosci motoryeznej miometrium pod wplywem
wybranych pestycydow:

- chlordan, heptachlor, mireks (Wrobel i Mlynarczuk, 2017a (P.1)),

- atrazyna, linuron (Wrobel 1 Miynarczuk, 2017b (P.2)),

- endryna, toxafen (Wrobel i Mlynarczuk, 2018 (P.3)),

- glifosat / Roundup (Wrobel, 2018a (P .4)),

9|St ro n a'
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- aldryna, DDT / DDE, dieldryna (Wrobel, 2018b (P.5)).

Osiggniecie celu bylo mozliwe poprzez realizacje celow szczegdlowych:
1. Rozpoznanie potencjalnej przyczyny zaklécenia rozrodu przez pestycydy (poziom
tkankowy).
Zalozono okreslenie bezposredniego wplywu badanych substancji na podstawows i

stymulowana OT kurczliwo$¢ miedniéwki gladkiej macicy (P.1, P.2, P.3, P.4, P.5).

2. Wyjasnienie mechanizméw dzialania badanych pestycydéw na  sekrecje
bezposrednich regulatoréw kurczliwodci miometrivm (PGF2, PGE2, OT) oraz steroidow
(T, E2, P4), ktére poSrednio moga modulowaé kurczliwos¢ macicy, warunkujac odbioér
sygnalu do skurczu (poziom komdérkowy).

a) Okreélenie przezywalnosci komorek ukladu rodnego krowy pod wplywem pestycydow
(P.1,P2,P3,P4).

b) Okreslenie udzialu PGs, wydzielanych z miometrium i endometrium, w mechanizmie
szkodliwego dzialania pestycydéw, zaklécajacych kurczliwod$é miesnidwki macicy (P.1,
P2,P3,P.4).

¢) Okreslenie udziatu OT, wydzielanej z komdrek ziamistych pecherzyka jajnikowego oraz z
komorek lutealnych, w mechanizmie szkodliwego dzialania pestycydow, zakldcajacych
kurczliwos$é migsnidwki macicy (P.1, P.2, P.3, P.4).

d) Okreslenie udziatu steroiddw, wydzielanych z komorek ziarnistych pecherzyka
jajnikowego (T, E2) lub komérek lutealnych (P4), w mechanizmie szkodliwego dziatania

pestycydow, zakldcajacych kurczliwos$é migsniéwki macicy (P.1, P.2, P.3, P.4).

3. Wyjas$nienie mechanizmu dzialania badanych pestycydéow na wytworzenie i przekaz

sygnalu do skurczu (poziom molekularny).

a) Okreslenie wpltywu pestycydow na synteze OT w komoérkach lutealnych (P.1,P.2, P.3, P.4).

b) Okreslenie wplywu pestycydow na odczyt sygnatu do skurczu (ekspresja mRNA dla ROT)
/ relaksacji (ekspresja mRNA dla RRLX) w komérkach miometrium (P.5).

¢) Okreslenie wplywu pestycyddw na dalszy (wewnatrz i miedzykomdrkowy) przekaz
sygnatu do skurczu (P.5).

C.3. Materialy i metody
Materiaf do badar

Macice 1 jajniki pobierano poubojowo od krow z 8-12 dnia cyklu rujowego (P.1, P.2, P.3, P .4,
P.5) lub z 5-8 miesigca cigzy (P.5). Komérki ziarniste pecherzyka pozyskiwano w wyniku
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aspiracji ptynu pecherzykowego (P.1, P.2, P.3, P.4). Komdrki lutealne pozyskiwano w
wyniku perfuzji ciatka zéttego (P.1, P.2, P.3, P.4). Komorki miometrium (P.1, P.2, P.3, P.4,
P.5) i endometrium (P.1, P.2, P.3, P.4) pozyskiwano w wyniku {rawienia enzymatycznego,

natomiast skrawki miesniowki gladkiej wycinano z miometrium (P.1, P.2, P.3, P.4, P.5).
Badane substancje
Materiat poddawano dziataniu pestycyddw (0,1/1/10 ng/ml; 6-72 h).

Pestycydy wybrano na podstawie powszechnodci ich uzycia oraz bioakumulacji w §rodowisku
i w organizmach zywych. Zgloszone osiggniecie ma na celu wyjasnienie wielopoziomowego
mechanizmu szkodliwego dzialania nowoczesnych i powszechnie stosowanych w rolnictwie
srodkéw ochrony roslin na tle wplywu pestycydow starszego typu (zakazanych w uzyciu 1
wycofywanych ze stosowania, ale wciaz obecnych w $rodowisku i w tkankach zywych

organizmow).
W grupe badanych pestycyddw wehodzily zwigzki:

s 0 zrdznicowanym stanie prawnym:
D powszechnie stosowane w rolnictwie, ale ich dopuszczenie do dalszego uzycia
podlega dyskusji i budzi liczne kontrowersje (glifosat / Roundup, atrazyna i linuron),
) zakazane w uzyciu (palezace do tzw. ,Dirty dozen”), ale wcigz wykrywane w
srodowisku i w tkankach zwierzat (aldryna, dieldryna, endryna, chlordan, DDT wraz z
metabolitem DDE, heptachlor, mireks i toksafen);

e 0 zréznicowanej budowie chemicznej:
Izwie;zki chloroorganiczne - wgglowodory aromatyczne (DDT / DDE),
zwiazki chloroorganiczne - cyklodienowe (aldryna, dieldryna, endryna, heptachlor) i
pochodne cyklodienowe (chlordan, mireks),
zwiazki chloroorganiczne - z dodatkowymi atomami azotu (triazyny — atrazyna;
pochodne mocznika - linuron),
4zwiqzki chloroorganiczne — pochodne kamphenu (toksafen),
>zwigzki fosfoorganiczne (glifosat / Roundup);

o o dzialaniu skierowanym przeciwko jednym z najliczniejszych grup szkodnikéow
upraw rolnych:
Ysrodki chwastobdjcze (atrazyna, glifosat / Roundup, linuron),
*srodki owadobdjcze (DDT / DDE, aldryna, dieldryna, endryna, chlordan, mireks,
heptachlor, toksafen).
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Metody

1)

2)

3)

Pomiar podstawowej i/lub stymulowanej OT sily skurczu skrawkéw miometrivin
(HSE Schuler Organbath apparatus; March-Hugstetten, Niemcy) wykonano dla
okreslenia wplywu pestycydéw na aktywno$é motoryczng migsnidwki macicy (P.1,
P2,P3,P4,P.5).

Metode enzymatyczno-immunologiczng (EIA) zastosowano do pomiaru wplywu

pestycydow na :

- aktywno$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej (test MTT), co zastosowano dla
okreslenia przezywalnosci komérek lutealnych, granulozy, endometrium i
miometrium krowy (P.1, P.2, P.3, P.4);

- ilo$¢ T, E2 1 OT w medium po hodowli komorek ziarnistych pecherzyka (P.1, P.2,
P.3,P.4);

- ilo$¢ OT 1 P4 w medium po hodowli komorek lutealnych (P.1, P.2, P.3, P.4);

- ilo§¢ PGE2 oraz PGFM - metabolitu PGF2 w medium po hodowli komorek

miometrium i endometrium (P.1, P.2, P.3, P.4);

- ilo§¢ wtérnych przekaznikow (DAG, IP3, PKC, MLCK) sygnatu do skurczu w

miometrium (P.5);

- ilo§é biatek (CAV, GAP) zintegrowanych z miedzykomdrkowym przekazem sygnatu
(P.5).
Real-Time PCR zastosowano do pomiaru:

- ekspresii mRNA dia NP-I/OT oraz PGA w komorkach lutealnych (P.1, P.2, P.3, P.4),

- receptoréw OT i RLX w komoérkach miometrium (P.5).

C.4. Oméwienie wynikéw prac eksperymentalnych

1.

Wplyw badanych substancji na kurczliwo$¢ migsniéwki gladkiej macicy.

Podstawowa i stymulowana OT sita skurczu miometrium, pobranego w cyklu rujowym, byla

obnizona pod wplywem heptachloru (P1), atrazyny, linuronu (P2) i endryny (P3), a toksafen

obnizatl jedynie kurczliwos¢ stymulowana przez OT (P3). Kurczliwos¢ tej tkanki nie ulegla

zmianie pod wplywem chlordanu (P1), glifosatu i Roundup’u (P4). Jedynie mireks zwigkszal

podstawowa i stymulowanag OT sile skurczu skrawkow migsniowki gladkicj macicy pobrane;

iZ}Stroma



Dr Michat H. Wrébel Zatgcznik 3

w ¢yklu rujowym (P1). Natomiast DDE zwigkszalo, a dieldryna obnizata takze sil¢ skurczu
skrawkdw miometrium, pobranych od kréw w zaawansowanej cigzy (P5).

W takim razie zdecydowana wigkszod¢ badanych pestycydéw (dieldryna, endryna,
toksafen, heptachlor, atrazyna i linuron) moze raczej wydhuzyé cigze i opoznié/utrudnic
zapoczgtkowanie porodu, co potwierdzaja moje wczedniejsze badania wplywu aldryny i
dieldryny na funkcjonowanie macicy i jajnika w cyklu rujowym (Zalacznik 5: I11.B.14). Warto
tu podkresli¢, 7e jest to problem, ktéry stosunkowo latwo zaobserwowaé i przeciwdziala¢ w
przvpadku ludzi oraz zwierzat gospodarskich. Natomiast ograniczenie kurczliwosci i
opOZnienie lub uniemozliwienie porodu moze byé szczegélnie niebezpieczne dla zwierzat
dziko zyjacych, niepodlegajacych statej opiece weterynaryjnej (P1).

Jedynie mireks i DDE, a przy uwzglednieniu moich wezeéniejszych badan wstepnych
takze DDT (Zaltgcznik 5: [1.B.13), zwiekszajg aktywnoéé motoryczna miometrium. Jest duze
prawdopodobienstwo, ze w ten sposob mireks, DDT/DDE moga utrudnié implantacje zarodka
lub wywola¢ pordd, a w efekcie skréci¢ cigze (tj. wywolaé poronienia lub przedwczesne
porody).

Wezesniej wykazano, ze E2 zwickszal kurczliwo$é macicy (Hawk 1 wsp., 1983) oraz
podstawows i stymulowang OT kurczliwo$é skrawkow miometrium (Zalacznik 5: ILA.2) u
krow. Dlatego kwalifikuje to mireks oraz potwierdza wezesniejsze zakwalifikowanie DDE do
grupy substancji nasladujgcych estrogeny (tzw. ,oestrogen-like substances”, Kuiper i wsp.,
1998). W takim razie, przeciwnie dzialajace: atrazyne, dieldryne, linuron, heptachlor, endryne

i toksafen, mozna zaliczy¢ do ,,anti-oestrogenic-like substances”.

Ten przeciwstawny (fj. obniiajgcy Ilub zwigkszajgcy) wplyw pestycydow na
kurczliwos¢ miometrium byl powodem dia szczegdlowego prresledzenia ich wplywu,
zaréwno na stgienie czynnikow regulujgcych kurczliwvosé miesniowki gladkiej, jak i na

odbior oraz dalszy przekaz informacji o sygnale do skurczu.

2.a. Okreslenie wplywu badanych zwigzkow na przezywalno$é komdrek macicey i
jajnika.

Przezywalno$¢ komorek macicy (miomefrium i endometrium) oraz jajnika (komorek
lutelnych i ziarnistych pecherzyka) krowy nie ulegla zmianie pod wplywem mireksu,
chlordanu, heptachloru (P1), atrazyny, linuronu (P2), endryny, toksafenu (P3), glifosatu,
Roudnup’u (P4). Warto podkresli¢, ze brak wplywu aldryny, dieldryny, DDT 1 DDE na
przezywalno$¢ badanych komorek macicy i jajnika byt okreslony uprzednio (Zalacznik 5:

I1.B.1, I1.B.13, IL.B.14). Zatem obserwowany wplyw badanych pestycyddow, uzytych w
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dawkach odpowiadajacych ich stgzeniu w S$rodowisku i / lub w tkankach zywych
organizméw, na kurczliwoéé macicy oraz procesy zwiazane z regulacjg tej kurczliwoscei nie

byl nastepstwem uposledzenia zywotnodei komérek macicy i jajnika krowy.

2.b. Okreslenie wplywa badanych substancji na sekrecje prostaglandyn, jako czynnika
regulujacego kurczliwosé mieSniéwki gladkiej macicy.

Tylko endryna obnizyla wydzielanie PGF2 z miometrium, ale nie miata wplywu na sekrecj¢
PGE2 (P3). Co wiece] wydzielanie obu prostaglandyn (PGF2 i PGE2) z tych komorek nie
ulegto zmianie pod wpltywem mireksu, chlordanu, heptachloru (P1), atrazyny i linuronu (P2).
Ograniczeniec wydzielania PGF2 z miometrium przez endryng, moze byé bezposrednim
powodem, dlaczego endryna obnizyla sile skurczu miometrium (P3). Tym bardziej, ze DDE
(P5), ktére stymulowato kurczliwo$¢ miometrium, zwigkszato rowniez wydzielanie PGF2 z
miometrium (Zalgeznik 5: ILB.13). Skoro jednak wiekszo$¢ badanych pestycydow nie
zmienialo wydzielania obu PGs z miometrium, natomiast mialy réznorodny wplyw na
kurczliwodé, nalezy przyjaé, ze PGs nie uczestniczg w mechanizmie bezposredniego wplywu
badanych pestycydow na aktywno$¢ motoryezna, poza oczywiscie endryna.

Wydzielanie PGF2 i PGE2 z komérek endometrium obnizaty toksafen (P3) oraz
Roundup (P4). Co wigcej wydzielanie samej PGE2 z endometrium ulegato obnizeniu pod
wplywem chlordanu (P1), atrazyny i linuronu (P2). Natomiast wydzielanie obu PGF2 i PGE2
nie zmieniaty mireks, heptachlor (P1) oraz endryna (P3). Jednostronne dziatanie (tj. tylko
stymulujgce lub tylko obnizajace) pojedynczego pestycydu na obie PGs moze sugerowac, ze
ostatecznie ich stosunek nie ulegnie zmianie. W takim razie chlordan, atrazyna 1 linuron
mialyby raczej potencial, aby jednak zwiekszy¢ ilosé PGF2 w stosunku do PGE2. Jak dotgd w
moich wczesniejszych badaniach sugerowatem, ze tylko DDT i DDE istotnie zakldcaja
stosunck PGF2 : PGE2 wydzielanych z nablonkéw endometrium (Zalacznik 5: ILB.1) i
jajowodu (Zatgcznik 5: 11.B.8) na korzysé wzmagajacej kurczliwosé PGF2. Zatem nie mozna
wykluczyé, ze zmiany w wydzielaniu PGs z endometrium mogg posrednio uczestniczye w

mechanizmie zaklocania kurczliwosei pod wptywem niektérych z badanych pestycydow.

2.c. OkreSlenie wplywu badanych substancji na sekrecj¢ oksytocyny, jake czynnika
stymulujacego kurczliwos$é mi¢Sniowki gladkiej ukladu rodnego.

Wydzielanie OT do medium, po hodowli komorek lutealnych i ziarnistych pecherzyka
jajnikowego, rosto pod wplywem mireksu (P1), linuronu (P2) i endryny (P3). Ponadto glifosat
/ Roundup stymulowaly wydzielanie OT z komoérek lutealnych, a chlordan (P1) i atrazyna
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(P2) z komorek ziarnistych pecherzyka. Te pestycydy mogg byé w takim razie
odpowiedzialne za przedhuzone zwickszenie natgzenia sygnatu do skurczu.

Toksafen obnizal wydzielanie OT z komorek lutealnych, ktére sa glownym Zrédlem OT
w jajniku. Wprawdzie heptachlor zwigkszal ilod¢ OT wydzielanej z komorek ziarnistych
pecherzyka, ale przy jednoczesnym obnizenin wydzielania OT z komorek lutealnych,
powinien wywola¢ ogdlne obnizenie ilo$ci wydzielanej OT. Nalezy podkresli¢ podobny
wplyw DDT, DDE, aldryny i dieldryny na wzrost wydzielania OT z komorek jajnika
(Zatgcznik 5: ILB.1, I1.B.14), rozumianych jako ,,wytworzenie sily sygpalu”. Natomiast
bezpo$rednie dziatanie DDT 1 DDE na site skurczu miometrium (Zatgcznik 5: I1.B.13) bylo
przeciwne do dziatania aldryny i dieldryny (Zatacznik 5: 11.B.14). Dlatego istotne wydaje si¢
sprawdzenie, jak badane zwiazki wplywaja nie tylko na site sygnatu do skurczu, ale takze na
jego odezyt i dalszy przekaz.

2.d. Okreslenie wplywu badanych substancji na sekrecje¢ steroidow w jajniku.
Wydzielanie T i E2 z komérek ziarnistych jajnika rosto pod wplywem chlordanu (P1),
atrazyny (P2) i endryny (P3). Natomiast malato po inkubacji z mireksem, heptachlorem (P1) i
toksafenem (P3). Glifosat zwickszat wydzielanie E2, ale jego komercyjny produkt (Roundup)
nie wykazal juz zadnego wplywu na iloé¢ tego hormonu (P4). Natomiast linuron nie mial
wplywu na wydzielanic E2, mimo, ze zwigkszal wydzielanie T (P2), czyli substratu dla
syntezy E2. W takim razie jedynie linuron moze uposledzaé proces przeksztalcania T w E2 w
komorkach ziarnistych jajnika.

Heptachlor, mireks (P.1), atrazyna, linuron (P.2), glifosat / Roundup (P.4) obnizaly
ilos¢ P4 wydzielanego z komorek lutealnych. Toksafen i endryna nie zmienily jego sekrecji
(P.3), a jedynie chlordan zwigkszal stezenie P4 w medmum podczas hodowli komdrek
hutealnych (P1).

Do pelnej oceny udzialu steroidéw w mechanizmie dzialania pestycydéw
uposledzajacych kurczliwo$¢ miometrium nalezy jednak wzig¢ pod uwage ich réwnoczesne
dziatanie na wydzielanie T, E2 i P4. Okazuje si¢, ze mireks 1 heptachlor obnizaja, a chlordan
zwicksza wydzielanie T, E2 i P4 w jajniku. Skoro E2 zwigksza ekspresje OTR (Richter 1
wsp., 2004) a P4 znosi wrazliwo$¢ miometrium na OT (Lye i Porter, 1978), jest mozliwé, Ze
kazdy z wymienionych pestycydéw moze znosi¢ swoje dzialanie na odbiér sygnalu w ROT.
Atrazyna, glifosat 1 endryna, ktdre zwiekszajg ilo$¢ E2 1 obnizaja lub nie zmieniajg ilosci P4,
moga posrednio pobudzi¢ synteze receptordéw OT i ostabi¢ lub przynajmniej nie zmieni¢ sity

bloku progesteronowego. Na tej drodze moga przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia kurczliwosci
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miometrium i by¢ moze przedwcezesnego zakoficzenia ciazy, pamietajac jednak, ze same
bezposrednio nie zwickszaly sity skurczu migénidwki gladkiej macicy. Podobny wplyw moga
wykaza¢ linuron 1 Roundup, ktore wprawdzie nie zmienia ilosci E2, ale moga ostabi¢ blok
progesteronowy. Jedynie toksafen, ograniczajac E2 1 nie zmieniajgc P4 moze jednak
wzmoceni¢ efekt bloku progesteronowego i opdzni¢ akcje porodowa. Nalezy podkreslic, ze

toksafen obnizyt site skurczu miometrium, stymulowanego przez OT (P3).

3.a. Okreslenie wplywu pestycydow na synteze OT.

Ekspresje mRNA dla genu NP-I/OT zwigkszaty linuron (P.2). endryna (P.3) i Roundup (P .4).
To bylo dziatanie przeciwne jedynie do wplywu toksafenu (P.3). Zaden z pestycydéw nie
zmienial ekspresji mRNA dla PGA (P.1, P.2, P.3, P.4). Wykazana wczesniej wzmozona
sekrecja OT znalazia wigc odbicie w zakldceniu syntezy OT pod wplywem endryny, linuronu
i Roundupu. Co wiccej ograniczenie sekrecji OT miato réwniez podioze na poziomie
molekularnym skoro toksafen obnizal ekspresje mRNA dla prekursora OT. To jednak brak
wplywu chlordanu, mireksu, glifosatu i heptachloru wskazuje, ze albo te pestycydy zakldcajg
inny punkt szlaku syntezy OT albo przyspieszajg jedynie uwalnianie wytworzonej OT.

3.b. Okreslenie wplywu pestycydéw na odezyt sygnalu do skurczu.

Ekspresje mRNA dla genu receptora O zwigkszyt E2, ale nie DDT, DDE, aldryna 1
dieldryna. Co wigcej DDE i dieldryna, podobnie jak E2, obnizyly ekspresje receptora
relaksyny (RLX) (P.5). W takim razie, zaden z badanych pestycydéw nie wplynal na odczyt
sygnatu do skurczu, ale ograniczyl odezyt sygnatu do relaksacji miesniéwki, posrednio wige

moga one na tej drodze przedtuzy¢ stan wzmozonej kurczliwosci.

3.c. Okreslenie wplywu pestycydéw na dalszy przekaz sygnalu do skurczu.

Aldryna, dieldryna, DDT i DDE nie zmienily ilosci przekaznikéw sygnatu (DAG, IP3, PKC,
MLCK) wewnatrz komdrki. Jednoczesnie DDT 1 DDE zwickszyly ilos¢ CAV, a dieldryna
obnizyla ilos¢ GAP (P5). W takim razie DDT i DDE mogg wlatwi¢ przekaz sygnalu OT
migdzy komdrkami, a przez to wzméc kurczliwoé¢ macicy. Natomiast dieldryna moze raczej
ograniczy¢ przekaz sygnalu do skurczu. To znalazlo potwierdzenie w opisanym powyzej ich

bezposrednim dziataniu na kurczliwo$é miometrium.

C. 5. Podsumowanie

(Ponizej przedstawiono podsumowanie wynikdw poszezegdlnych prac ekspervmentalnych)
P.1. Wrobel MH., Mlynarczuk J. (2017a)

Secretory function of ovarian cells and myometrial contractions in cow are affected by chlorinated insecticides
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(chlordane, heptachlor, mirex) in vitro. Toxicology and Applied Pharmacology 314, 63-71.

1. Chiordan, heptachlor i mireks nie obnizyly zywotnosci badanych komorek.
2. Heptachlor zmniejszal, a mireks zwigkszal podstawowg i stymulowana OT
kurczliwoé¢ miometrium.

3. Wszystkie pestycydy zwiekszaly wydzielanie OT z komérek ziarnistych pgcherzyka, a
mireks takze z komérek lutealnych. Jedynie heptachlor obnizal wydzielanie OT w
hodowlach komérek lutealnych.

4. Zaden z pestycydow nie zmienit ekspresjii mRNA badanych genéw zwigzanych z
synteza OT w komorkach lutealnych.

5. Chilordan zwiekszat, a heptachlor i mireks obnizaly wydzielanie wszystkich badanych
steroiddw (T, E2, P4) z badanych komérek jajnika.

6. Jedynie chlordan obnizat wydzielanie PGE2 z endometrium.

P.2. Wrobel MH., Mlynarczuk J. (2017b)
The inhibition of myometrial contractions by chlorinated herbicides (atrazine and linuron), and their disruptive
effect on the secretory functions of uterine and ovarian cells in cow, in vitro. Pesticide Biochemistry and
Physiology 142, 44-52.

1. Atrazyna i linuron nie obnizyly zywotnoscei badanych komorek.

2. Linuron i atrazyna zmniejszaly sile podstawowej i stymulowanej OT kurczliwosci

mie$nidwki gladkiej macicy.

3. Obydwa pestycydy zwickszaly wydzielanie OT z komdrek ziamistych pecherzyka, a

tylko linuron zwiekszat wydzielanie OT z komorek lutealnych.
4. Tylko linuron zwigkszat ekspresje mRNA dla prekursora OT.

5. Obydwa zwiazki zwiekszaly sekrecje T, a atrazyna réwniez E2 z komdrek ziarnistych
pecherzyka. Natomiast atrazyna i linuron obnizaly wydzielanie P4 z komorek

lutealnych.

6. Obydwa pestycydy nie zakldcily sekrecji PGs z miometrium, a tylko najnizsze dawki
obu testowanych substancji obnizaty sekrecje PGE2 z endometrium. Ponadto atrazyna

i linuron znosity wplyw OT, stymulujacy sekrecj¢ obu PGs z endometrium.

P.3. Wrobel MH., Mlynarczuk J. (2018)

Chlorinated insecticides (toxaphene and endrin) affect oxytocin, testosterone, oestradiol and prostaglandin
secretion from ovarian and uterine cells as well as myometrial contractions in cow in vitro. Chemosphere 198,
432-441.
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Endryna i toksafen nie obnizyly zywotno$ci badanych komorek.

Endryna zmniejszala podstawowg 1 stymulowang OT sile skurczu miometrium, a
toksafen nie tylko obnizal site skurczu stymulowanego OT, ale takze catkowicie znosit
dziatanie OT.

Endryna zwigkszala sekrecje OT z komorek lutealnych i ziarnistych pecherzyka, a
toksafen obnizal sekrecje OT z komérek lutealnych.

Toksafen hamowatl, natomiast endryna zwickszata ekspresje mRNA dla NP-/OT.
Toksafen hamowal, natomiast endryna zwigkszata sekrecje T 1 E2 z komorek
ziarnistych, ale obie nie zmieniaty sekrecii P4.

Toksafen zmniejszal wydzielanie PGs z endometrium, a endryna wydzielanie PGF2 z

miometrium.

P.4. Wrobel MH. (2018a)

Glyphosate affects the secretion of regulators of uterine contractions in cows, while it does not directly impair

the motoric function of myometrium in vitro. Toxicology and Applied Pharmacology 349, 55-61.

1. Glifosat i Roundup nie obnizyly zywotnosci badanych komérek.

2. Glifosat i Roundup nie zmienialy aktywnosci motorycznej miometrium.

3. Glifosat zwickszal wydzielanie E2 z komdrek ziarnmistych pecherzyka, natomiast
obydwie substancje obnizaly wydzielanie P4 z komérek lutealnych.

4. Glifosat i Roundup zwigkszyly wydzielanie OT z komoérek lutealnych.

5. Jedynie Roundup zwigkszal ekspresje mRNA prekursora OT.

6. Obydwie substancje obnizaly wydzielanie PGF2, a Roundup takze PGE2 z komorek
endometrium.

P.5.Wrobel MH. (2018b)

Do chlorinated insecticides (aldrin and DDT) or products of their transformations (dieldrin and DDE) impair

signal transfer from regulators (oxytocin and relaxin) of bovine myometrium motility in vitro? Environmental
Research 167, 234-239,

1.

Dieldryna zmniejszala, a DDE zwigkszalo podstawowa kurczliwosé miometrium.

2. Dieldryna i DDE obnizaly ekspresjc mRNA dia receptora relaksyny w miometrium.
3.
4. Aldryna, dieldryna, DDT i DDE mnie zmienialy ilodci pozareceptorowych

Aldryna, dieldryna, DDT i DDE nie zmienialy ekspresji mRNA dila ROT

przekaznikdw sygnatu do skurczu (DAG, IP3, PKC, MLCK).

. DDT, DDE zwickszaty 1loé¢ CAV, a dieldryna zmniejszata ilos¢ GAP (1. elementow

szlakdéw komunikacyjnych dla przekazu sygnatu do skurczu pomiedzy komodrkami

miometrium).
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C. 6. Wnioski
(Wnioski dotyczgce catego cyklu prac stanowigcych osiggnigcie)
Do najwazniejszych osiagnieé¢ cyklu publikacji zaliczam wykazanie, ze:

1. Zmiany w funkcjonowaniu komoérek jajnika i macicy nie byly nastepstwem
cytotoksycznego dzialania podawanych substancji (P.1, P.2, P.3, P.4).

2. Aktywno$é¢ motoryczna miometrium moze by¢ zaklocona juz przez Sladowe ilosci
badanych chloroorganicznych pestycydéw (P.1, P.2, P.3, P.5), ale nie przez
glifosat / Roundup (P.4).

3. U podstaw zmian kurczliwo§ci mieSniéwki gladkiej macicy pod wplywem
badanych pestycydow lezg zaklécenia czynnoSci wydzielniczej komorek jajnika,
ktére przewazaja nad zakléceniami czynnosci wydzielniczej macicy:

a) Zmiany w wydzielaniu OT, tj. czynnika stymulujacego kurczliwos¢ macicy, sa
cze$cig mechanizmu  szkodliwego dzialania badanych chloroorganicznych
pestycydéw na czynno$é motoryezna miometrium (P.1, P.2, P.3, P.4),

b) Zmiany w wydzielaniu steroidéw (E2 i P4), regulujgeych odpowiednio ilosé i
aktywno$¢ miometrialnych receptoréw OT, moga poSrednio uczestniczy¢ w
mechanizmie dzialania pestycydéw na czynnos¢ motoryezng mieSniowki gladkiej
macicy (P.1, P.2, P.3, P .4),

¢) Wydzielane z komérek macicy prostaglandyny (PGF2 i PGE2), regulujgce jej
kurczliwo$é, w niewielkim stopniu uczestnicza w mechanizmie szkodliwego
dzialania pestycydéw na aktywno$é motoryczng miometrium (P.1, P.2, P.3, P.4).

4. Zaklocenia przekazu sygnalu do skurczu w komérkach miometrium stanowia
element mechanizmu dzialania DDT / DDE i dieldryny na czynno$¢ motoryczng
magcicy (P.3).

5. Pestycydy maja potencjal do upo$ledzenia proceséw zaplodnienia i implantacji

oraz do zmiany dlugosci cigzy (P.1, P.2, P.3, P.4, P.5).

Podsumowujge, nalezy podkreslié, ze wyniki otrzymane w badaniach wlasnych, oprocz
wymiaru naukowego, mozna uznaé za przydatne w praktyce. Znajgc bowiem szczegdtowq
droge dziatania czynnikéw zakiécajgcych funkcjonowanie ukltadu rodnego mozina larwiej
poszukiwaé substancji, ktéra bedzie neutralizowala zmiany wywolane przez skazenie

srodowiska.
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V. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawezych.

Opis osiagniec przed uzyskaniem stopnia doktora

Jednolite studia magisterskie rozpoczatem w 1997 roku na wydziale Biologii, kierunek
biologia, Akademii Rolniczo-Technicznej (od 1999 - Uniwersytet Warminsko-Mazurski) w
Olsztynie. W 1999 roku, w ramach przygotowywania pracy magisterskiej: ,,Aktywnosé
motoryczna jajowodu u kréw — badanie wplywu oksytocyny, acetylocholiny i noradrenaliny
na skurcze mig$nidéwki jajowodu”, rozpoczalem badania dotyczgce regulacji czynno$ci
motoryczoe] jajowodu krow. Praca zostala wykonana w Katedrze Fizjologii Zwierzat
Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, pod kierunkiem dr
hab. Genowefy Kotwicy, prof. UWM.

W trakcie dwezesnej pracy naukowej wykazatem:

o wzrost kurczliwosci mies$nidwki jajowodu w okresie okolo owulacyjnym, pod
wptywem OT

o wzrost kurczliwos$ei miesnidwki jajowodu w fazie lutealnej i pecherzykowej, pod
wplywem acetylocholiny,

* zmniejszenie kurczliwosci migsniéwki jajowodu w fazie lutealnej i pecherzykowej, pod
wplywem noradrenaliny.

W maju 2002 roku obronilem prace magisterska i uzyskatem tytul magistra biologii.
Wyniki pracy byly zaprezentowane jako doniesienie naukowe na forum miedzynarodowym
(Zatacznik 5: ITL.A.1) oraz opublikowane (Zatacznik 5: 11.A.1).

Od czerwca 2002 r. zostalem zatrudniony na stanowisku asystenta w Zaktadzie
Endokrynologii Rozrodu Bydla, Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie, gdzie rozpoczatem szczegOlowe badania dotyczace zaklécen
regulacji hormonalnej ukladu rodnego krowy pod wplywem odpadéw poprzemystowych
(polichlorowanych bifenyli — PCBs).

W latach 2003-2005 bylem wykonawca projektu KBN: ,,Wplyw polichlorowanych
bifenyli oraz fitoestrogendéw na czynnos¢ ukladu rodnego krowy” (Zatacznik 5: 11.G.1).

W latach 2006-2008 wykonywatem projekt badawczy (promotorski):; ,,Mechanizm
wplywu polichlorowanych bifenyli na motoryke miometrium oraz czynno$¢ sekrecyjna
endometrium krowy” (Zatacznik 5: 11.G.2).

W trakcie dwezesnej pracy naukowej wykazatem:
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e wplyw polichlorowanych bifenyli (PCBs) na kurczliwo$¢ miometrium, mobilizacjg
wewnatrzkomérkowych jonéw wapnia w komérkach miometrium oraz sekrecje PGs z
macicy;

» cze$ciowe znoszenie zaklGcen czynnosci macicy, wywolanych pod wplywem PCBs,
przez naturalne estrogeny (fitoestrogeny).

Powyzsze wyniki zostaly zaprezentowane podczas 2 zagranicznych (Zalgcznik 5:
IILA.2, II1.A.3) oraz 6 krajowych (Zalgcznik 5: I11.B.1-6) konferencji naukowych, a nastgpnie
opublikowane w 4 eksperymentalnych (Zatacznik 5: IL.A.2-4, ILA.6) i w jednej pracy
przegladowej (Zatgeznik 5: TLA.5). Cze$é tych wynikow opublikowano réwniez po uzyskaniu
stopnia doktora (Zalgcznik 5: I1.B.3).

Zestawienie impact factor (IF) i purktéw dla prac opublikowanych przed uzyskaniem
stopnia naukowego doktora, kiérych bylem wspélautorem, przedstawiono w Tab. 1, a ich

peing bibliografie w Zataczniku 5: ILA.1-9.
Tab.1. Zestawienie publikacji przed uzyskaniem stopnia doktora. IF wg Journal Citation Report (Thomson

Reuters Scientific). Punktacja wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Wykaz publikacii przed uzyskaniem stopnia doktora
Sumaryczna
Liczba Punkty wg | Sumaryczny
Czasopismo Rok . |IF* ilos¢ punktow
publikacji MNiSW* | I¥ )
wg MNIiSW
Awnnual Report Polish Academy o
P v of 2008 |1 - 3 - 3
Sciences
Medycyna Weterynaryjna 2008 |2 - 6 - 12
2005 |2 - 6
Reproductive Biolo - 18
s o 2006 |1 - 6
Theriogenoclogy 2003 {1 1,839 121 1,839 21
2005 (1 0,621 120
Veterinarni Medicine 1,089 40
2007 1 0,468 |20
Ogdlem - 9 - - 2,928 924

* Warto$é impact factor (IF) oraz punktow wg MNISW z roku wydania publikacii.

Prace doktorskg wykonywatem pod kierunkiem Prof. dr hab. Jana Kotwicy w
Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badaf Zywnosci PAN. We wrzesniu 2008 roku obronitem,
przed Radg Naukowa Wydzialu Biologii, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w

Olsztynie, moja rozprawe doktorska pt: .Mechanizm dzialania polichlorowanych bifenyli na

motorvke miometrium oraz czynno$¢ sekrecvina endometrium krowy.” Uchwalg Rady
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Naukowej Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego, otrzymatem stopien
doktora nauk biologicznych, a moja praca doktorska zostala wyrézniona zaréwno przez w/w

Radg, jak i przez Dyrektora IRZBZ PAN w Olsztynie.

Opis osiagniec po uzyskaniu stopnia doktora

W styczniu 2009 roku, awansowalem na stanowisko adiunkta w Zakladzie Fizjologii i
Toksykologii Rozrodu Zwierzat, Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badat Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie.

Czesciowo kontynuujge tematyke rozpoczeta w pracy doktorskiej, rozwinalem oraz
wzbogacitem jg o szereg nowych tematéw badawczych. Moje zainteresowania obejmowaly i
obecnie koncentrujg si¢ na szczegblowym wyjasnieniu mechanizméw zakldcajacych
regulacj¢ funkcjonowania migsniéwki gtadkiej ukladu rodnego krowy (miometrium, szyjki
macicy oraz jajowodu), pod wplywem skazeri rodowiskowych (wczeéniej — PCBs / obecnie
— pestycydy). Sklada si¢ na to zaréwno: zaburzenie w wytworzeniu samego sygnatu do
skurczu (§j. uposledzenie czynnodci wydzielniczej jajnika, jajowodu i macicy), zakiécenia
jego odbioru, jak réwniez dalszy przekaz tego sygnalu oraz bezposredni wplyw pestycydow
na skurcz migénidwki gladkiej. Przedmiotem badan jest wptyw réznorodnych pestycydéw na
poziomie tkankowym, komérkowym i molekularnym, badany zaréwno w cyklu oraz podczas

ciazy u krowy.,

W_czasie mojej dotychczasowe] pracy naukowej uczestniczylem réwniez w innych niz

zgtoszone osigeniecie, przedstawionyvch ponizel badaniach:

*  Weryfikacja wplywu ksenobiotykéw (DDT, PCBs) i ich pochodnych na
funkcjonowanie tkanek jajowodu.
Tkanki jajowodu mialy by¢ poczgtkowo potencjalnym elementem tworzonego modelu,
ktory mial postuzy¢ dla okreslenia mechanizmu dziatania skazen $rodowiska na uklad
rozrodezy krowy. Opracowano metodg izolacji komoérek nablonka jajowodu. Nastepnie
wykazano wptyw PCBs, DDT oraz produktéw ich przemiany (hydroksy-PCB i DDE) na
czynnos¢ motoryczng jajowodu, synteze 1 wydzielanie PGs z komoérek jajowodu oraz
udzial PGs w mechanizmie dzialania tych pestycydéw (Zatacznik 5: ILB.4, I.B.8). Jak
si¢ pézniej okazalo wplyw ten byt zblizony do dzialania w/w ksenobiotykéw na
funkcjonowanie tkanek macicy. Jednak ze wzgledu na to, ze zakldcenia czynnodci
jajowodu nie byly tak wyrazne jak wykryto to w macicy, nie wlaczono tkanek jajowodu
do tworzonego modelu doswiadczalnego. Wszystkie prace zwigzane z niniejsza

\ »
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tematyka byty realizowane w ramach projektu MNiSW (N N311 006536), ktérego bylem
kierownikiem (Zalacznik 5: I1.G.3).

e  Opracowanie podstaw dla stworzenia modelu przekrojowej analizy mechanizmu
wplywu dzialania skazen Srodowiska na funkcjonowanie ukladu rozrodezego.
Wytypowano potencjalne kierunki zaklécen czynnosci uktadu rodnego krowy przez
pestycydy (DDT, aldryna, dieldryna; Zatacznik 5: ILB.1, ILB.2, [LB.5, IL.B.13, IL.B.14).
W ramach tych wstepnych badan powstaly zreby modelu stuzacego do szybkiej analizy
wplywu nowo wprowadzanych na rynek pestycyddéw. Wykazano, réwniez ze DDT / DDE
zwigkszaly ekspresje czynnika hamujacego biataczke (LIF) w miometrium (Zalgcznik 5:
I1.B.13), kiory jest nieodzowny dla prawidlowego procesu implantacji zarodka, ale moze
takze wzmagaé produkcje PGs. Zatem prace tworzace osiagniccie, zostaly poprzedzone
szeregiem doswiadczen wstgpnych, wykonanych i opublikowanych m.n. w ramach
grantu MNiSW / NCN (N N311 082140), ktérego bylem kierownikiem (Zalacznik 5:
I1.G.5). Celem ich bylo stworzenie modelu do szybkiej weryfikacji wpltywu pestycydow
oraz do wytypowania potencjalnych kierunkéw zakliocefi czynnosci ukladu rodnego
krowy przez pestycydy. Czes¢ tych badan zostala wykonana réwniez w ramach prac
magisterskich, ktérych bylem promotorem (Zatgcznik 5: HLF.1-2).

¢  Weryfikacja wplywu fitoestrogenow jako zwiazkow potencjalnie

przeciwdzialajacych wplywowi ksenobiotykdw.
Wezedniejsze badania wykazaly potencial fitoestrogendéw do znoszenia wpltywu PCBs na
kurczliwo$¢ miometrium (Zatacznik 5: 11.B.4, ILB.6). W takim razie nalezalo sprawdzié
na ile ich dzialanie moze wplynaé na inne funkcje ukladu rodnego krowy. Jednakze,
wykazano znaczng stymulacje syntezy i sekrecji OT w hodowlach komoérek lutealnych i
ziarnistych jajnika pobranego w cykiu rujowym oraz podczas ciazy u krowy, pod
wplywem fitoestrogendéw. Zatem fitoestrogeny mogg nasilié dzialanie PCBs/DDT w
jajniku (Zalaeznik 5: 11.B.6, 11.B.9).

¢  Okreslenie wplywu chloro-organicznych ksenobiotykéw na funkcjonowanie jajnika
krowy za poSrednictwem receptora ,,sierocego” (Steroidogenic Factor — 1, SF-1).
Wykazano, udzial receptora SF-1 w regulacji proceséw steroidogenezy i w wydzielaniu
OT (Zalgcznik 5: 11.B.10), a nast¢gpnie we wplywie w/w ksenobiotykéw na synteze i
sekrecj¢ OT oraz steroidéw (E2 i P4) (Zalacznik 5: I1.B.11, 11.B.12). Badania te byly
prowadzone w ramach projektu MNiSW (N N308 006136), ktérego bylem gléwnym
wykonawca (Zatacznik 5: [1.G.4).
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¢ Udzial relaksyny (RLX) w mechanizmie dzialania PCBs.
Prowadzono badania nad wlgczeniem RLX, jako czynnika rozkurczajacego miesnidwke
macicy, w skonstruowany model badawczy weryfikujacy mechanizm dzialania
ksenobiotykéw na aktywno$é motoryczna macicy. Wykazano takze, ze mRNA receptora
RLX w miometrium, ulega obnizeniu pod wplywem PCBs. Cze$¢ wynikow
opublikowano (Zatacznik 5: IILA.11).

*  Okreslenie podloza endometriozy u klaczy.
Prowadzone sa badania majgce okresli¢ wplyw kwasu lizofosfatydowego (LPA) i
prostaglandyn (PGF2 i PGE2) w regulacji skurczu miometrium klaczy w cyklu rujowym
i w cigzy. Uczestniczylem w wykonaniu pomiardw i analizie wynikéw, ktorych czesé
przedstawiono w komunikacie na migdzynarodowej konferencii (Zakgeznik 5: II1L.A.11).

*  Wplyw nowoczesnych pestycydéw na funkcjonowanie szyjki macicy.
Potencjalne zmniejszenie droznodci kanatu szyjki w czasie rui lub porodu mogloby
utrudni¢ dalszg droge plemnikom lub zatrzymaé ptéd w macicy. Z drugiej strony
nadmiema relaksacja szyjki macicy w trakcie cigzy pod wplywem rozkurczajacych
pestycydow moze by¢ istotnym czynnikiem wywolujacym przedwezesny porod. Jednak,
kurczliwo$¢ szyjki macicy jest niezalezna od kurczliwosci miometrium, a oba elementy
macicy majg tez r6zng podatno$¢ na regulatory kurczliwogei. Sama szyjka moze sie
kurczy¢ niezaleznie od rogu macicy. Sg to najbardziej aktualne badania, ktére
prowadzone sa w ramach projektu NCN 2017/25/B/NZ9/01620, ktérego jestem
kierownikiem (Zatgcznik 5: 11.G.7). Badania te obejmuja okreslenie wplywu obecnie
powszechnie stosowanych pestycydow na:
- kurczliwo$é szyjki macicy (w cyklu/cigzy),
- regulacje kurczliwosei,
- odezyt sygnatu do skurczu

- syntezg i sekrecj¢ PGE2.

Gléwne kierunki badawcze realizowatem w ramach 4 projektéw naukowvch, ktdrvmi

kierowalem Iub obecnie kieruje. Jednoczesnie uczestniczylem w 3 innych projektach

naukowych jako ich wykonawca (Zatgeznik 5: ILG 1-7).

Po uzyskaniu stopmia doktora bylem autorem lub wspélautorem doniesien
naukowych prezentowanych podczas 8 miedzynarodowych (Zalgeznik 5: IT1.A.4-11)
oraz 12 krajowych (Zalacznik 5: IIL.B.7-18) konferencji naukowych. Wyniki
opublikowano w 20 pracach (Tab. 2; Zalagcznik 5: 1.B.1-5, IL.B.1-15).
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Tab.2. Zestawienie publikacji wg. Journal Citation Report (Thomson Reuters Scientific) oraz Punktacji

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyiszego.

Wykaz publikacji po uzyskaniu stopnia doktora

Sumaryezna
Punkty .
Liczba Sumaryczny | ilosc
Czasopismo Rok iIF*  jwg
publikaciji IF punktéw
MNiSW*
wg MNiSW

Animal Reproduction Science [201312 1,581130 3,162 60
Annual Report Polish

201141 - 3 - 3
Academy of Sciences
Chemosphere 20181 4427135 4,427 35

201411 4,373 145 4,373 45
Environmental Research

201811 4,732145 4,732 45
Environmental Toxicology 201311 2,562130 2,562 30
Jowrnal of Clinical and

201711 - 5 - 5
Molecular Endocrinology
Pesticide Biochemistry and

201711 3,440130 3,440 30
Physiology
Reproduction in  Domestic

201141 1,356 32 1,356 32
Animals
Reproductive Toxicology 200942 3,367120 6,734 40
Theriogenology 201411 1,798 |35 1,798 35

200911 3,241 124 3,241 24
Toxicology

201041 3,641132 3,641 32

201041 3,993132 3,993 32

201211 3,975140 3,975 40
Toxicology  and  Applied

201511 3,847140 3,847 40
Pharmacology

201711 3,616140 3.616 40

201811 3,616]40 3,616 40
Ogdlem - 20 - - 58,513 608

* Warto$¢ impact factor (IF) oraz punktow wg MNiSW z roku wydania publikacii.
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W 2012 roku odbylem staz naukowy w The Hebrew University of Jerusalem, FAFE &

The Volcam Center - Rehovot, Izrael (Zalacznik 5: II1.G.A.1). Glidwne cele mojego wyjazdu
to nauka zaktadania hodowli komérkowej adipocytow 1 warstwy ziarniste]j jajnika, praktyka w
stosowaniu immunohistochemii i Real-Time PCR oraz wymiana wiadomodci o wplywie
endocrine disruptors na uklad rozrodezy (zaprezentowalem uzyskane dotad wyniki dotyczace
molekularnego mechanizmu szkodliwego wpltywu polichlorowanych ksenobiotykéw na
kurczliwos$¢ migsmowki macicy krowy). Udzial w stazu pozwolil mi poszerzy¢ spektrum
komorek jajnikowych, jakie bede moéglt uzy¢ w moich badaniach, skoncentrowanych na
wplywie $rodowiskowych zanieczyszczen na funkcjonowanie ukladu rodnego krowy. Co
wigee] zakiadam, Zze komdrki z tkanki thuszczowej bedg dobrym wyznacznikiem dziatania
skazen Srodowiskowych na rozrod ze wzglgdu na lipofilno$¢ ksenobiotykéw. Uwazam
réwniez, ze immunohistochemia bedzie mogla byé uzyta do wizualizacji wplywu
polichlorowanych ksenobiotykéw na réznicowanie i dojrzewanie komérek pobranych z
ukladu rodnego krowy. Podeczas mojego pobytu poszerzylem wiedze o innej grupie
ksenobiotykow — ftalanach. Okazato sie to bardzo pomocne dla ogbélmego spojrzenia na
wplyw skazenia $rodowiskowego na rozrod.

Wprawdzie charakter pracy w Instytucie to przewaga pracy naukowo-badawczej nad
dydaktyczna, to jednak bytem promotorem 2 prac magisterskich (Zatacznik 5: IILF.A.1-2),
wyglositem wyktady dla studentéw (Zalgcznik 5: IILF.B.1-2) oraz popularyzowatem nauke i
prace naukowa (Zatgcznik 5: HILE.1-6). ‘

W latach 2014-2017 bylem skarbnikiem Olsztyiskiego Oddziatu Towarzystwa Rozrodu
Zwierzat (Zalacznik 5: HLD.1),

Jestem cztonkiem Editorial Board w 3 czasopismach naukowych zajmujacych sic
przede wszystkim toksykologia i endokrynologia (Zalgcznik 5: HI.C.1-3). Ponadto bylem
recenzentem 22 manuskryptow oraz projektow naukowych (Zatgeznik 5: HILH.1, II1.1.1-21),

Réwnolegle z praca zawodowa wrziglem udzial w 13 kursach i szkoleniach

podnoszacych moje kwalifikacje (Zatgcznik 5:111.G.B.1-13).

Za prowadzona dziatalnoé¢ naukowo-publicystyczng uzyskalem 2 nagrody naukowe
(Zatgeznik S: ILH.1, ILH.2).
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V1. Podsumowanie dzialalnosci naukowo-badaweczej, dydaktycznej i organizacyjnej

1. | Liczba wszystkich publikacji naukowych 29
Publikacje - pierwszy autor i/lub autor korespondencyjny 19
Publikacje stanowiace zgloszone osiagniecie naukowe (z listy JCR) 5
Publikacje po doktoracie, niestanowigce osiagniecia naukowego (z listv JCR) 13
Publikacje po doktoracie, niestanowigce osiagniecia naukowego (pozostate) 2
Publikacje przed uzyskaniem stopnia doktora 9

2. | Catkowita punktacja MNiSW (wg roku publikaciji) 702
Suma punktéw cyklu publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe 190
Suma punktdéw publikaciji niestanowigcych osiagniecia naukowego 418
Suma punktow publikacji przed uzyskaniem stopnia doktora 94

3. | Sumaryczny Impact Factor (IF} wg listy JCR z roku publikacji 61,436

" Sumaryczny IF cyklu publikacji stanowigeych osiggniecie naukowe 19,831
Sumaryczny IF publikacji niestanowigcych osiggniecia naukowego 41,605
Sumaryczny IF publikacji przed uzyskaniem stopnia doktora 2,928

4. | Indeks Hirsha wg bazy Web of Science 9

5. 1 Liczba cytowan wg bazy Web of Science (WoS) bez autocytowan 128
Liczba cytowan cyklu publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe wg (WoS), 5
bez autocytowan
Liczba cytowan (bez autocytowar) publikacji z poza osiggniecia 126
Liczba cytowan (bez autocytowan) publikacii przed uzyskaniem stopnia doktora 29

6. | Liczba doniesien naukowych 29
Liczba doniesien naukowych przed / po uzyskaniu stopnia doktora 9/20
*Liczba doniesien naukowych przedstawionych w formie referatow ustnych na
miedzynarodowych / krajowych konferencjach naukowych *3/9
® Liczba doniesien naukowych przedstawionych w formie plakatéw na *8/9
migdzynarodowych / krajowych konferencjach naukowych

7. | Recenzje manuskryptéw i projektéw naukowych (po uzyskaniu stopnia doktora) 22

8. | Zagraniczne staze naukowe 1

9. | Udzial w projektach badawczo-naukowych (w tym jako kierownik projektu) 7 (4)

10. | Opieka naukowa nad magistrantami 2

11. | Nagrody / wyrdznienia za dziatalno$¢ naukows 4

Olsztyn, 28 marca 2019
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