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1. Dane personalne

Imi¢ i nazwisko Magdalena Karolina Kowalik (z domu Duras)

Miejsce pracy  Zaktad Fizjologii i Toksykologii Rozrodu
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk
ul. Tuwima 10
10-748 Olsztyn

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

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

2008 - doktor nauk biologicznych, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Mechanizm oddziatywania steroidow jajnikowych na komorki
uktadu rodnego krowy: wplyw genomowy i pozagenomowy”

Praca wykonana w Zakladzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu IRZiBZ PAN, promotor: prof.
dr hab. Jan Kotwica.

Rozprawa doktorska wyrdzniona Nagrodg Prezesa Rady Ministrow sposréd prac doktorskich
obronionych w roku 2008 oraz wyrézniona przez Dyrektora Instytutu Rozrodu Zwierzqt i Badan
Zywnosci PAN w Olsztynie.

2002 - magister biotechnologii: Wydzial Biologii, kierunek biotechnologia, specjalnosé¢
biotechnologia zwierzat, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Tytul pracy magisterskiej: ,,Wphw oksytocyny na komorki lutealne swin -badanie sekrecji
progesteronu, stgzenia fosforanow inozytoli oraz mobilizacji wewngtrzkomorkowych jonow
Ca.2+”.

Praca wykonana w Katedrze Fizjologii Zwierzat, promotor: dr. hab. Genowefa Kotwica, prof.
UWM, dyplom ukonczenia studiow z wyrdznieniem.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.
2002- 2008 - asystent

Zaktad Endokrynologii Rozrodu Bydta (obecnie Zaktad Fizjologii 1 Toksykologii Rozrodu),
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

od 01.10.2008 - obecnie — adiunkt
Zaktad Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Urlopy macierzynskie 18.12.2007-20.04.2008 i 08.04.2011-25.08.2011 (facznie 8 miesigcy)
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4. Wskazanie osiggniecia® wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

nr 65, poz. 595 ze zm.):

A) tytut osiagniecia naukowego/artystycznego

Osiagnieciem naukowym bedacym podstawa ztozonego wniosku o przeprowadzenie
postgpowania habilitacyjnego jest cykl publikacji przedstawionych pod wspolnym tytulem:

»Ekspresja i lokalizacja btonowych receptoréw progesteronu

w uktadzie rozrodczym krowy (Bos taurus)”

B) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikaciji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Prace wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego:

1. Kowalik M.K., Slonina D., Rekawiecki R., Kotwica J. (2013) Expression of

progesterone receptor membrane component (PGRMC) 1 and 2, serpine mRNA binding protein

1 (SERBP1) and nuclear progesterone receptor (PGR) in the bovine endometrium during the

oestrous cycle and the first trimester of pregnancy. Reproductive Biology 13 (1): 15-23.
IF2013=1,048, punkty MNiSW2o13= 15, cytowania 23, bez autocytowan 16

2. Kowalik M.K., Rekawiecki R., Kotwica J. (2014) Expression and localization of
progesterone receptor membrane component (PGRMC)1 and 2 and serpine MRNA binding
protein 1 (SERBP1) in the bovine corpus luteum during the estrous cycle and the first trimester
of pregnancy. Theriogenology 82(8):1086-1093.

IF2014=1,798, punkty MNiSW2o14 =30, cytowania 3, bez autocytowan 1

3. Kowalik M.K., Martyniak M., Rekawiecki R., Kotwica J. (2016) Expression and
immunolocalization of membrane progesterone receptors in the bovine oviduct. Domestic
Animal Endocrinology 55:83-96

IF2016=1,644, punkty MNiSW>016= 30, cytowania 6, bez autocytowan 5

4. Kowalik M.K., Rekawiecki R., Kotwica J. (2018) Membrane progestin receptors
(mPRs) in the bovine corpus luteum during the estrous cycle and first trimester of pregnancy.
Domestic Animal Endocrinology 63: 69-76.

IF2017= 1,937, punkty MNiSW>018 = 30, cytowania 0
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IF podano zgodnie z rokiem opublikowania, punkty MNiSW podano zgodnie z listg, ktora
obowigzywata w czasie opublikowania czasopisma. O$wiadczenia wspotautoréw okreslajace
ich indywidualny wktad zamieszczono w Zataczniku V.

Lacznie dla w/w cyklu publikacji:

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF -Impact factor) zgodnie z rokiem opublikowania
- 6,427

Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiSW zgodnie z odpowiednimi wykazami MNiSW = 105
Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiSW wedlug obecnie obowigzujacej listy z roku 2017=110
Liczba cytowan (bez autocytowan) = 22

Prace finansowane byly w ramach nastepujacych projektow, w ktorych bylam
kierownikiem:

1. projekt badawczy Ministerstwa Nauki i1 Szkolnictwa Wyzszego N N311 348237
»Molekularny mechanizm pozagenomowego wplywu progesteronu (P4) na czynnosé
komorek macicy i jajnika krowy podczas cyklu rujowego i wczesnej cigZy: udzial
blonowego receptora P4 i biatkowej kinazy G (2009-2012);

2. projekt badawczy Narodowego Centrum Nauki, projekt Opus 2012/05/B/NZ4/01810
»Rola hormonow steroidowych oraz czynnikow luteotropowych i luteolitycznych w
regulacji ekspresji i funkcji blonowych receptorow progesteronu w uktadzie rodnym

krowy” (2013-2016).

C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikoéw wraz

z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

1. Wprowadzenie

Podstawg¢ rozprawy habilitacyjnej tworza cztery oryginalne prace badawcze
opublikowane w latach 2013 — 2018, ktore stanowig wzbogacenie i uzupetienie aktualnego
stanu wiedzy na temat roli progesteronu (P4) w tkankach uktadu rodnego krowy. Publikacje
dotycza ekspresji, lokalizacji oraz mozliwej roli receptorow btonowych P4 w endometrium,
ciatku zottym oraz jajowodzie w okresie cyklu rujowego oraz w pierwszym trymestrze cigzy.
Przedstawione do oceny publikacje sa wynikiem badan prowadzonych w ramach dwodch
projektow badawczych, wykonywanych pod moim kierunkiem i realizowanych w Zaktadzie
Fizjologii i Toksykologii Rozrodu Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnoéci PAN w
Olsztynie.

Progesteron produkowany przez ciatko zotte (CL) uczestniczy w regulacji cyklicznych
zmian w ukfadzie rozrodczym samicy oraz zapewnia odpowiednie warunki dla implantacji
blastocysty i rozwoju cigzy u wielu gatunkéw ssakow. Wptyw P4 na komorki odbywa si¢ przez
jadrowe receptory progesteronu (PGR), ktére naleza do rodziny czynnikow transkrypcyjnych
[Mulac-Jericevic i Conneely 2004] oraz na drodze pozagenomowej, poniewaz efekt dziatania
hormonu pojawia si¢ w bardzo krotkim czasie, tj. kilka sekund lub minut od jego podania 1 nie
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jest hamowany przez inhibitory transkrypcji i translacji [Peluso 2006, Gellersen i wsp. 2009].
Sugerowany jest udzial blonowych receptorow P4 w tym procesie. Progesteron taczy si¢ ze
swoim receptorem btonowym, aktywuje odpowiednie szlaki przekazywania sygnatow
wewnatrzkomorkowych i zapoczatkowuje specyficzng odpowiedz komorki [Peluso 2006,
Gellersen i wsp. 2009]. Fizjologiczne znaczenie takiego oddzialywania P4 nadal nie jest w pelni
wyjasnione, jednak zidentyfikowano biatka, ktore mogg petni¢ role potencjalnych btonowych
receptorow P4 [Peluso 2006, Gellersen i wsp. 2009]. Sa to:

(a) blonowy receptor P4 - PGRMC1 (progesterone membrane receptor component 1) i
jego homolog PGRMC2, oraz

(b) rodzina blonowych receptoréw progestagenéw - MPR (membrane progestin
receptor) a, mPRf i mPRy.

Biatko PGRMCI1 i jego homolog PGRMC?2 naleza do rodziny biatek blonowych MAPR
(membrane — associated progesterone receptor), wymaganych w regulacji licznych funkcji
biologicznych komorki [Gellersen i wsp. 2009]. Wykazano, ze biatko PGRMCI moze
uczestniczy¢ w regulacji wewnatrzkomorkowego metabolizmu cholesterolu oraz w procesie
steroidogenezy [Hughes et al. 2007, Rohe et al. 2009], wptywaé na kurczliwo$¢ miometrium
[Wu et al., 2011], odgrywac istotng role w dojrzewaniu oocytéw [Luciano et al., 2010] oraz
promowac przezycie normalnych i nowotworowych komoérek jajnika w warunkach in vitro
[Peluso et al. 2010]. Prawdopodobnym jest rowniez, ze PGRMC1 moze wigza¢ si¢ z innym
polipeptydem — biatkiem SERBP1 (serpine mRNA binding protein 1). Powstaje w ten sposob
kompleks btonowego receptora P4, ktéry przez aktywacje biatkowej kinazy G i regulacje
poziomu wewnatrzkomorkowych jonéow Ca2+, bierze udzial w antyapoptotycznym dziataniu
P4 w komorkach jajnika [Peluso 2006].

Dotychczas mniej jest danych o biatku PGRMC2. Stwierdzono, Ze jest on homologiem
PGRMC, jednak sekwencja tych bialek rozni si¢ w domenie transbtonowej, co wskazuje na
mozliwos¢ oddzialywania z r6znymi biatkami [Wendler i Wehling, 2013]. Ponadto, wykazano,
ze biatko to moze bra¢ udziat w regulowaniu funkcji jajowodu [Saint-Dizier i wsp., 2012] oraz
przedwczesnego porodu [Shankar i wsp., 2010].

Inng z mozliwych drog wptywu P4 na komorki jest oddziatywanie z blonowymi
receptorami mPR, nalezagcymi do rodziny biatek PAQR (progestin and adipoQ receptors),
ktore majg budowe charakterystyczng dla receptoréw zwigzanych z biatkami G [Zhu 1 wsp.
2003, Gellersen 1 wsp. 2009]. Poczatkowo zidentyfikowano trzy izoformy tego receptora
kodowane przez rézne geny: mPRa, mPRP, mPRy, nazywane roéwniez PAQR7, PAQRS,
PAQRS5, odpowiednio [Gellersen i wsp. 2009]. U owiec ekspresje tych izoform mPRs
obserwowano w tkankach uktadu rozrodczego oraz podwzgorzu i przysadce [Ashley i wsp.
2006], za$ u kobiet w komorkach endometrium [Fernandes i wsp. 2005] oraz miometrium
[Karteris 1 wsp. 2006], co sugeruje ich udziat w regulacji funkcji rozrodczych. Wykazano, ze
aktywacja receptorow mPR przez P4 moze hamowaé¢ aktywno$¢ cyklazy adenylanowe;j
[Karteris 1 wsp. 2006] oraz produkcj¢ cyklicznego AMP (cAMP) w komoérkach, co prowadzi
do aktywacji kinaz MAP [Gellersen 1 wsp. 2009]. Wykazano, ze zmniejszenie stezenia cAMP
prowadzi do hamowania procesu steroidogenezy w komorkach lutealnych u szczurdw,
natomiast aktywacja MAPK moze by¢ cze$cig mechanizmu apoptycznego w wielu komoérkach
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[Peluso 2006]. Mozliwe zatem, ze P4 dziatajac poprzez mPR moze wptywac na regresje ciatka
zottego [Peluso 2006] i wzmagaé réwniez apoptoze w innych narzadach. Nalezy zaznaczy¢, ze
Sciezka sygnalowa zalezna od kinazy MAP uczestniczy w regulacji licznych proceséw
komoérkowych takich jak proliferacja czy apoptoza komorek, dlatego tez poznanie mozliwych
drog dziatania P4 w komoérkach docelowych ma istotne znaczenie.

Nalezy zauwazy¢, ze implantacja zarodka oraz utrzymanie cigzy wymagajg Mm.in.
zniesienia aktywno$ci motorycznej macicy, bowiem cigza moze zachodzi¢ jedynie w
warunkach zupelnej atonii tego narzadu. Taki stan zapewnia progesteron, dlatego prawidiowe
funkcjonowanie CL i zwigzana z tym synteza oraz sekrecja P4 kontroluja przebieg normalnego
cyklu rujowego oraz rozwdj cigzy. Mozliwe zatem jest, ze P4 oraz inne steroidy, docierajac do
komorki, mogg aktywowaé syntez¢ nowych biatek (dziatanie genomowe), a rOwnoczesnie
zapoczatkowaé szereg zmian na poziomie btony komodrkowej (dzialanie pozagenomowe).
Takie dzialanie hormonow steroidowych moze zmienia¢ komérkowa wrazliwos¢ na P4 oraz
inne czynniki hormonalne, a w konsekwencji ograniczy¢ wptyw tych hormonow na jajnik i
macicg.

W badaniach prowadzonych w naszym Zespole wykazaliSmy, mozliwo$¢
pozagenomowego dziatania P4 na czynno$¢ uktadu rodnego krowy [Bogacki i wsp. 2002,
Duras i wsp. 2005, 2005b, Kowalik i Kotwica 2008, Kowalik et al. 2009, Stonina et al. 2009].
Ponadto, w trakcie badan wykazaliSmy obecnos$¢ genu btonowego receptora P4 - PGRMC1 w
komorkach nabtonka endometrium macicy (Kowalik et al. 2009) oraz w CL (Kowalik i Kotwica
2008) krowy. Dane te wskazuja na mozliwy udziat receptora PGRMCI1 w mechanizmie
pozagenomowego dziatania P4 na funkcje komorek macicy i CL krow. Mozliwe jest takze, ze
W opisane procesy moga by¢ zaangazowane réwniez inne receptory blonowe P4 (PGRMC2,
receptory mPR czy biatko SERBP1), jednak brak bylo danych na temat tych receptorow w
tkankach uktadu rodnego krow.

Z pismiennictwa wynika, ze gtdwnym modelem stosowanym w badaniach nad receptorami
btonowymi P4 sg linie komorkowe oraz narzady/ komorkigryzoni. Natomiast rola tych
receptoréw u zwierzat gospodarskich nie byta dotychczas badana.

Do tej pory nie byt znany profil ekspresji genow i biatek blonowych receptorow P4 w
tkankach uktadu rodnego w cyklu rujowym 1 cigzy u krowy. Brak bylo danych na temat
mozliwej roli tych receptorow, a takze roli kompleksu btonowego receptora PGRMCI 1 biatka
SERBP1 w regulacji funkcji macicy, jajnika czy jajowodu. Nie wiadomo réwniez, czy istnieja
korelacje pomiedzy receptorami jadrowymi i blonowymi dla P4 w tkankach uktadu rodnego
krowy podczas cyklu i cigzy. Wyjasnieniu tych niejasnosci miaty postuzy¢ badania
przedstawione w publikacjach zgtoszonych do osiagnigcia habilitacyjnego. Dlatego tez celem
ogolnym prac wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego prezentowanego we wniosku
jest: okres$lenie ekspresji genow i bialek blonowych receptoréw progesteronu oraz ich
komorkowej lokalizacji w ukladzie rozrodczym krowy.
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Cele szczegolowe obejmowaly:

(a) okreslenie profilu ekspresji gendow i biatek PGRMC1, PGRMC2 oraz SERBP1 w
endometrium macicy oraz w ciatku zottym krowy w trakcie cyklu rujowego i w
pierwszym trymestrze cigzy (publikacja I 1 IT)

(b) oznaczenie poziomu ekspresji mRNA PGR oraz bialka izoforma PGRA i PGRB w
btonie $luzowej macicy podczas cyklu rujowego oraz w pierwszym trymestrze cigzy
(publikacja 1)

(c) zbadanie profilu ekspresji genoéw i biatek mPRa, mPRB i mPRy w ciatku zoitym krowy
w trakcie cyklu rujowego i w pierwszym trymestrze cigzy (publikacja IV),

(d) okreslenie ekspresji gendow i bialek receptoréw btonowych P4 (PGRMC i mPR) oraz
jadrowych (PGR) w jajowodzie (lejek, banka ciesn) przyleglym i przeciwleglym do
aktywnego CL (publikacja I11),

(e) okreslenie komorkowej lokalizacji receptorow btonowych P4 w CL, macicy i
jajowodzie (Publikacje 11-1V)

(f) oznaczenie poziomu P4 w tkance w celu oceny ich potencjalnego wptywu na poziom
transkryptu i biatka dla btonowych receptorow P4 (Publikacje I-1V)

Doswiadczenia przeprowadzono na tkankach endometrium i ciatkach z6éitych pobranych od
krow/ jatowek bedacych w cyklu rujowym (dni 2-5, 6-10, 11-16 i 17-20; n=6 dla kazdej fazy
cyklu) oraz w pierwszym trymestrze cigzy (3-5, 6-8, 9-12 tydzien cigzy; n=5 dla kazdego okresu
ciagzy), a takze jajowodach (lejek, banka i cie$n) przyleglym i przeciwlegtym do aktywnego CL,
pobranych od krow/jatbwek w dniach 6-12 oraz 18-20 cyklu rujowego (n=5 dla kazdej fazy
cyklu).

W badaniach zastosowano nastepujace metody badawcze:

e real-time PCR - do okre$lenia ekspresji gendOw blonowych receptorow P4: PGRMCI,
PGRMC2, SERBP1, mPRa, mPRp, mPRJ oraz jadrowych receptorow P4 (PGR);

e Western blot — do okreslenia ekspresji biatek badanych receptorow;

e immunohistochemi¢ (IHC) - do wykrycia biatek receptoroéw blonowych P4 oraz

e metod¢ immuno-enzymatyczng (EIA) - do okreslenia koncentracji P4 w badanych
tkankach.

2. Omoéwienie wynikéw prac wskazanych jako szczegdlne osiggniecie naukowe:

2.1. Kowalik M.K., Slonina D., Rekawiecki R., Kotwica J. (2013) Expression of progesterone
receptor membrane component (PGRMC) 1 and 2, serpine mRNA binding protein 1
(SERBP1) and nuclear progesterone receptor (PGR) in the bovine endometrium during the
oestrous cycle and the first trimester of pregnancy. Reproductive Biology 13 (1): 15-23.

W niniejszej pracy wykazano obecno$¢ gendw 1 biatek blonowych receptorow P4: PGRMC
(progesterone receptor membrane component) 1 i PGRMC2 oraz biatka SERBP1 (serpine
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mMRNA binding protein 1), ktore do swojego dzialania wymaga zwigzania z PGRMCI, a takze
jadrowych receptoréw PGR w btonie §luzowej macicy krowy. Okreslono po raz pierwszy profil
ekspresji mRNA i biatkka PGRMC1, PGRMC2 oraz SERBP1 w btonie $luzowej macicy
podczas cyklu rujowego (dni 1-5, 6-10, 11-16,17-21) oraz w pierwszym trymestrze cigzy
(tydzien 3-5, 6-8, 9-12). Nie stwierdzono réznic w ekspresji mMRNA PGRMCL1 i PGRMC2
podczas cykl rujowego, jednak poziom ekspresji tych genéw wzrastal w okresie cigzy. Ponadto,
wykazano wysoki poziom ekspresji mRNA SERBPI1 w czasie cigzy oraz w 11-16 dniu cyklu
rujowego. Dane te wskazuja, ze blonowe receptory PGRMC1, PGRMC?2 oraz kompleks bialek
PGRMCI1/SERBPI sg wymagane w mechanizmie pozagenomowego wptywu P4 w blonie
sluzowej macicy krowy w okresie cigzy. Mozliwe jest, ze P4 dzialajac przez te receptory
uczestniczy w procesach warunkujacych zapoczatkowanie 1 utrzymanie cigzy.

W powyzszych badaniach okre§lono réwniez profil ekspresji mRNA jadrowych
receptoréw P4 oraz po raz pierwszy oznaczono ekspresje biatek obu izoform PGR — PGRA i
PGRB, w endometrium krowy w trakcie cyklu rujowego oraz w pierwszym trymestrze ciazy.
Stwierdzono wysoki poziom ekspresji mRNA PGR oraz bialek PGRA i PGRB w 1-51i 17-21
dniu cyklu rujowego, w porownaniu do 6-16 dnia cyklu oraz badanych okresow cigzy. Ponadto,
wykazano pozytywna korelacj¢ pomiedzy poziomem biatka PGRA oraz zawartoscig P4 w
tkance endometrium, co sugeruje, ze by¢ moze genomowy wptyw P4 na endometrium odbywa
si¢ glownie przez interakcje P4 z biatkami receptora PGRA.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze P4 moze dziata¢ w endometrium macicy krowy zarowno na
drodze genomowej, jak i pozagenomowej i tymi drogami moze On uczestniczy¢ w regulacji
cyklu rujowego oraz utrzymaniu cigzy.

2.2, Kowalik M.K., Rekawiecki R., Kotwica J. (2014) Expression and localization of
progesterone receptor membrane component (PGRMC)1 and 2 and serpine MRNA binding
protein 1 (SERBP1) in the bovine corpus luteum during the estrous cycle and the first
trimester of pregnancy. Theriogenology 82(8):1086-1093.

W pracy okreslono obecno$¢ oraz zmiany w ekspresji genéw i biatek btonowych
receptoréw P4: PGRMC1, PGRMC?2 oraz biatka SERBP1 w cialku z6ttym (CL) krowy podczas
cyklu rujowego oraz w pierwszym trymestrze cigzy. Zbadano réwniez komodrkowa lokalizacje
biatek blonowych receptorow P4 w CL.

Wykazano, najwyzsza ekspresje mRNA PGRMCI1 w dniach 6-16 cyklu, zas§ PGRMC2
w dniach 11-16 cyklu rujowego oraz w badanych okresach cigzy. Poziom biatka PGRMC1 byt
najwyzszy w dniach 11-16 cyklu rujowego, w porownaniu do pozostatych przedzialéw cyklu 1
cigzy, podczas gdy ekspresja biatka PGRMC2 byta najwyzsza w dniach 17-20, a takze w
badanym okresie cigzy. Ponadto, stwierdzono, ze poziom ekspresji mRNA PGRMCI jest
pozytywnie skorelowany z zawarto$cig P4 w tkance lutealnej. Badania immunohistochemiczne
wykazaly lokalizacj¢ obu biatek PGRMC w matych 1 duzych komdrkach lutealnych. Dane te
sugeruja, ze¢ PGRMC1 1 PGRMC2 w ciatkach zo6ttych pochodzacych z fazy srodkowej i
péznolutealnej cyklu rujowego, mogg uczestniczy¢ w steroidogenezie i ochronie CL przed
przedwczesng lutolize.

Nalezy zaznaczy¢ rowniez, ze ekspresja mRNA PGRMCI1 1 PGRMC2 wzrasta w
okresie cigzy, co wskazuje ze receptory te moga by¢ zaangazowane w procesy regulujace
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funkcje cigzowego CL, takie jak proliferacji komoérek, mitoza czy angiogeneza. Ponadto,
barwienia immunohistochemiczne wykazaty obecnos¢ biatek PGRMC1 i PGRMC2, nie tylko
w komorkach lutealnych, ale takze w komdrkach $rodbtonka naczyn krwiono$nych. Mozliwe
jest zatem, ze P4 dziatajac przez swoje receptory blonowe moduluje przeptyw krwi w tkankach
uktadu rodnego przez bezposredni wptyw na naczynia krwionos$ne.

Stwierdzono réwniez, zmienng ekspresje genu i biatka SERPB1 w czasie cyklu i cigzy
w CL, co sugeruje, ze wptyw P4 na komoérki CL moze odbywac¢ si¢ przy udziale kompleksu
biatek PGRMCI1- SERBP1, ale intensywnos$¢ tego dzialania zalezy od poziomu i dostepnosci
biatka SERBP1 w tkance.
Zmienna ekspresja mRNA 1 biatek badanych receptorow w trakcie cyklu i cigzy wskazuje, ze
receptory te moga by¢ regulowane przez hormony steroidowe. Jednak, jedynie ekspresja
PGRMCI jest skorelowana ze stgzeniem P4 w tkance lutealnej. Mozliwe zatem, ze ekspresja
tych receptorow jest regulowana rowniez przez inne czynniki lokalnie produkowane w CL.

Podsumowujac, wykazano zmienng ekspresj¢ mRNA i biatek PGRMC1, PGRMC?2 i
SERBP1, co sugeruje, ze P4 moze dziata¢ na komorki CL bezposrednio przez zwigzanie si¢ z
receptorami PGRMC1 i PGRMC2 lub kompleksem biateck PGRMCI1- SERBP1, jednak
intensywnos$¢ tego procesu zalezy od statutu fizjologicznego samicy. Ponadto uzyskane wyniki
sugeruja, ze niegenomowy wplyw P4 na CL moze odbywac si¢ przy udziale receptorow
btonowych P4, gléwnie przez regulacj¢ przeptywu krwi w tym narzadzie.

2.3. Kowalik M.K., Martyniak M., Rekawiecki R., Kotwica J. (2016) Expression and
immunolocalization of membrane progesterone receptors in the bovine oviduct.
Domestic Animal Endocrinology 55:83-96.

Wyniki badan przedstawione w publikacji I [Kowalik i wsp. 2013] i 1l [Kowalik i wsp.
2014] obejmowaly przede wszystkim okreslenie mozliwo$ci pozagenomowego wptywu P4 na
czynno$¢ komorek macicy i jajnika krowy. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze réwniez jajowod
tworzac odpowiednie warunki pozwalajace na transport gamet, ich dojrzewanie oraz
zapewniajac optymalne warunki do zaptodnienia odgrywa istotng role w zaptodnieniu 1
wczesnym rozwoju zarodkowym, dlatego poznanie i zrozumienie roli i mechanizmu dzialania
P4 w tym narzadzie ma kluczowe znaczenie. Ponadto, badania przeprowadzone na CL wyraznie
wykazaty mozliwy udziat hormonow steroidowych, w tym P4 w regulacji ekspresji blonowych
receptorow P4. Dlatego tez, w niniejszej pracy okreslone zostaly zmiany w ekspresji genow
receptoréw btonowych P4, w tym receptoréw PGRMC1 i PGRMC?2 oraz receptorow mPRa,
mPRf 1 mPRy w jajowodzie (lejek, banka, cie$n) przyleglym i przeciwlegtym do CL w 6-12
(faza $rodkowolutealna) oraz 18-20 (faza pecherzykowa) dniu cyklu rujowego. Oznaczono
réwniez lokalizacje receptoréw btonowych P4 w badanej tkance.

Wykazano po raz pierwszy obecnos¢ gendéw i biatek mPRa, mPRf} i mPRy w jajowodzie
krow. Potwierdzono rowniez, ekspresj¢ receptorow PGRMC1 1 PGRMC?2 oraz receptora PGR
w tkance jajowodu. Nie wykazano natomiast r6znic w ekspresji mRNA badanych receptorow
w jajowodzie przyleglym i przeciwlegtym do CL lub dominujacego perzechyka w badanych
fazach cyklu. Jednakze, jajowody (przylegly i przeciwlegly do CL) zebrane podczas réznych
faz cyklu rujowego, wykazaty wyzsza ekspresj¢ mRNA PGRMCI1 i PGRMC2 oraz mPRa w
dniu 18-20, niz w dniu 6-12 cyklu rujowego. Ponadto, ekspresja PGRMC1, PGRMC2 oraz
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mPRa byta negatywnie skorelowana z zawarto$cig P4 badanej tkance. Dane te sugeruja, ze P4
reguluje ekspresje tych receptoroOw w jajowodzie krowy.. Ponadto, stwierdzono roéznice w
ekspresji PGR, PGRMC1, mPRa i mPRp w réznych fragmentach jajowodu (banka, lejek,
ciesn), co wskazuje, ze receptory te moga mie¢ odmienng role w roznych czg$ciach jajowodu.
Barwienia immunohistochemiczne potwierdzity réwniez obecno$¢ bialek blonowych
receptorow P4 w lejku, bance 1 cie$ni, zarowno w jajowodzie przyleglym i przeciwleglym do
CL w obu badanych fazach cyklu rujowego. Nie wykazano zmian w intensywnoS$ci i
komorkowej lokalizacji biatek badanych receptorow P4 pomiedzy jajowodem przyleglym i
przeciwlegtym do CL oraz pomigdzy fazami cyklu rujowego. Najintensywniejsze wybarwienie
obserwowano w komorkach nabtonka powierzchniowego za$ stabsze w miocytach i stromie.
Wykazano réwniez obecno$¢ badanych receptorow btonowych P4 w $rodbtonku naczyn
krwiono$nych. Sugeruje to, ze blonowe receptory P4 moga uczestniczy¢ w regulacji funkcji
wydzielniczej 1 motorycznej jajowodu oraz w przepltywie krwi w tym narzadzie.

2.4. Kowalik M.K., Rekawiecki R., Kotwica J. (2018) Membrane progestin receptors
(mPRs) in the bovine corpus luteum during the estrous cycle and first trimester of
pregnancy. Domestic Animal Endocrinology 63: 69-76.

W niniejszej pracy okres$lone zostaly zmiany w profilu ekspresji gendéw i biatek
receptorow blonowych mPR (membrane progestin receptor) a, mPRf i mPRy w ciatku zottym
krowy podczas cyklu rujowego (dni 2-5, 6-10, 11-16 i 17-20) oraz w pierwszym trymestrze
cigzy (tydzien 3-5, 6-8, 9-12).

Zaobserwowano, najwyzszy poziom ekspresji genu mPRa w CL z 11-20 dniu cyklu
rujowego, w porownaniu do pozostatych dni cyklu rujowego oraz cigzy. Ekspresja mRNA
mPRp byla najwyzsza w 11-16 i 17-20 dniach cyklu rujowego oraz we wszystkich badanych
okresach cigzy, w poréwnaniu do dni 2-10 cyklu rujowego. Stwierdzono, wyzsza ekspresje
genu mPRy w 17-20 dniu cyklu rujowego oraz w 9-12 tygodniu cigzy, niz w pozostatych
okresach cyklu i cigzy. Barwienia immunohistochemiczne wykazaly obecnos¢ biatek mPRa,
mPRfB i mPRy w trakcie cyklu i w pierwszym trymestrze cigzy w obu typach komorek
lutealnych, ale barwienie byto silniejsze w matych komorkach lutealnych. Wszystkie badane
receptory byly roéwniez zlokalizowane w komorkach endotelialnych $rédbtonka naczyn
krwiono$nych CL. Lokalizacja komérkowa receptoréw blonowych P4 w CL wskazuje, Ze
receptory te moga umozliwia¢ P4 udziat w regulacji funkcji komorek poprzez wptyw na proces
luteolizy, apoptozy 1 angiogenzy oraz przeptyw krwi w tych tkankach w trakcie cyklu i cigzy.
Mozliwe jest rowniez, ze receptory mPR moga regulowac¢ udziat P4 w przeptywie krwi 1 ta
droga wplywac na utrzymanie badz regresje CL.

3. Podsumowanie

Wyniki prowadzonych przeze mnie badan pozwolity okresli¢ ekspresje i1 lokalizacje
btonowych receptorow P4 oraz ich udzial w funkcjonowaniu narzadéw rozrodczych krowy w
szczegblnosci macicy (endometrium), jajnika (ciatko zotte) oraz jajowodu. Przedstawione
badania przyczynily si¢ do lepszego zrozumienia molekularnych podstaw pozagenomowego
dziatania P4 oraz udziatlu receptoréw btonowych P4 w funkcjonowaniu uktadu rodnego samicy.
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Badania wykazaty specyficzny wzor ekspresji genéw PGRMC1, PGRMC2 i SERBP1 oraz
mPRa, mPRf i mPRy w macicy oraz jajniku podczas cyklu rujowego oraz w pierwszym
trymestrze cigzy, a takze w jajowodzie (mPR i PGRMC) w czasie cyklu rujowego. Na uwage
zashuguje fakt, ze ekspresja genéw wszystkich receptoréw blonowych byta wyzsza w drugiej
potowie cyklu oraz w badanym okresie cigzy, co sugeruje, ze receptory te peknig istotng role w
dziataniu P4 w jajniku, macicy i jajowodzie podczas przygotowania do cigzy oraz we
wczesnych jej etapach. Wyniki te wskazuja, ze P4 moze wptywac na czynnos¢ tych narzadow
na drodze genomowej oraz pozagenomowej i tymi drogami P4 moze regulowa¢ przebieg cyklu
rujowego oraz utrzymanie cigzy. Okreslenie lokalizacji biatek badanych receptorow P4 w
komorkach $rodblonka naczyn krwiono$nych we wszystkich badanych tkankach uktadu
rozrodczego wskazuje, ze niegenomowy (szybki) wplyw P4 na macice, jajnik oraz jajowod
moze odbywac si¢ poprzez regulacj¢ przeptywu krwi w tych narzadach. Ponadto, uzyskane
wyniki wskazuja na mozliwy udziat tych receptorow w procesach zwigzanych steroidogeneza,
angiogenezg, apoptoza i luteoliza, ktore warunkujg prawidtowy przebieg cyklu lub cigzy.
Natomiast receptory btonowe P4 obecne w jajowodzie prawdopodobnie uczestnicza w funkcji
wydzielniczej 1 motorycznej tego narzadu, zapewniajac odpowiednie warunki do transportu
gamet 1 zarodka oraz wplywaja na przygotowanie odpowiedniego srodowiska do rozwoju
zarodka. Nalezy zaznaczy¢, ze dane uzyskane w tych badaniach pozwalaja lepiej zrozumie¢
mechanizm udziatlu P4 w regulacji cyklu rujowego oraz ochronie wczesnej cigzy. Ponadto,
okreslenie mozliwych drég dziatania P4 na komorke docelowa moze mie¢ znaczenie w
wywolaniu efektu lokalnego np. w miejscu uwolnienia lub podania hormonu. Dlatego tez
znajomos$¢ mozliwych drog dziatania P4 ma istotne znaczenie i wyniki uzyskane w tych
badaniach stanowig istotne uzupetnienie i wzbogacenie istniejgcego stanu wiedzy w dziedzinie
fizjologii i endokrynologii rozrodu.

4. Do najwazniejszych osiggniec rozprawy habilitacyjnej zaliczam:

* Wykazanie obecnos$ci gendéw i bialek btonowych receptorow P4, w tym PGRMC1,
PGRMC2, mPRa, mPR 1 mPRy w endometrium macicy, ciatku zolttym oraz
jajowodzie krowy;

* Okreslenie poziomé6w mRNA i bialtka dla PGRMC1, PGRMC2, SERBP1, mPRa,
mPRfB i mPRy w endometrium macicy oraz CL podczas cyklu rujowego oraz w
pierwszym trymestrze cigzy u krowy;

* Oznaczenie poziomu mRNA i biatka dla PGRMC1, PGRMC2 i SERBP1 oraz mPRa,
mPRf, mPRy w jajowodzie krowy podczas cyklu rujowego;

* Okreslenie komorkowej lokalizacji bialek blonowych receptorow P4 (PGRMC 1 mPR)
w endometrium macicy, ciatku zottym oraz jajowodzie krowy;

* Wykazanie obecno$ci biatek btonowych receptoréw P4 w komodrkach s$rédblonka
naczyn krwiono$nych we wszystkich badanych tkankach uktadu rozrodczego krowy.
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D) Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo — badawczych

Glowny obszar moich zainteresowan naukowych, poczawszy od studiow magisterskich,
poprzez studia doktoranckie, po aktualne projekty realizowane w Zakladzie Fizjologii i
Toksykologii Rozrodu IRZiBZ PAN dotyczy fizjologii rozrodu, a w szczegdlnoéci
endokrynologii rozrodu.

Przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie studidéw magisterskich (kierunek Biotechnologia) na Wydziale Biologii
Uniwersytetu  Warminsko-Mazurskiego w  Olsztynie uczestniczylam w  badaniach
realizowanych w Katedrze Fizjologii Zwierzat UWM w Olsztynie, pod kierunkiem Pani
promotor dr hab. Genowefy Kotwica, prof. UWM. Badania dotyczyly transdukcji sygnatu
pomigdzy oksytocyna (OT) 1 jej receptorem w komodrkach lutealnych $wini. Rezultatem
prowadzonych do$wiadczen bylta praca magisterska pt. ,, Wplyw oksytocyny na komorki lutealne
swin — badanie sekrecji progesteornu, stezenia fosforanow inozytoli oraz mobilizacji
wewngtrzkomorkowych jonow Ca2+”. Wynik zostaly zaprezentowane na konferencji
(zalgcznik 4, poz.111.B.1.1) oraz opublikowane w formie pracy oryginalnej (zalgcznik 4, poz.
11.A.9).

Po ukonczeniu z wyrdznieniem studiow magisterskich, w czerwcu 2002 r. rozpoczg¢tam
pracg na stanowisku asystenta w Zaktadzie Endokrynologii Rozrodu Bydta (obecnie Zaktad
Fizjologii i Toksykologii Rozrodu) IRZiBZ PAN w Olsztynie, kierowanym przez prof. dr hab.
Jana Kotwice. Tematyka moich badan dotyczyta mechanizmu dziatania steroidéw jajnikowych,
glownie P4, w regulacji funkcjonowania macicy 1 ciatka zottego krowy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mozliwosci pozagenomowego dzialania tych hormondéw na czynnos¢
komorek btony §luzowej macicy oraz komorek lutealnych CL. Badania te realizowalam w
ramach dwoéch projektow badawczych kierowanych przez prof. dr hab. Jana Kotwice, w
ktorych bytam gtéwnym wykonawca: (a) projekt badawczy Komitetu Badan Naukowych pt.
~Mechanizm pozagenomowego wphwu progesteronu na czynnos¢ komorek ukladu rodnego
krowy” (KBN 3P06D 025 22; 2002-2005) oraz (b) grant Ministerstwa Nauki i Edukacji pt.
wEkspresja dla enzymow odpowiedzialnych za synteze PGE2 i PGF2 w tkankach macicy krowy:
genomowy i pozagenomowy wplyw steroidow” (MNIE 2 PO6K 038; 292005-2008). Wyniki
badan uzyskane w ramach tych projektéw stanowily podstawe mojej pracy doktorskiej, ktora
wykonywatam pod kierunkiem prof. dr hab. Jana Kotwicy w IRZiBZ PAN w Olsztynie.

W cyklu badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej wykazano, ze P4 1 jego
pochodne (prekursor 1 metabolit) hamuja, stymulowang przez oksytocyng, sekrecje
luteolitycznej prostaglandyny (PG) F2a, ale nie sekrecje luteotropowej PGE2 z btony sluzowej
macicy na drodze pozagenomowej [Duras i wsp. 2005 (zalgcznik 4, poz. 11.A4.3)]. Stwierdzono,
7ze badane steroidy nie wplywaja na czynno$¢ wydzielnicza komorek lutealnych CL
stymulowanych czynnikami luteotropowymi [Duras i wsp. 2005 b (zalgcznik 4, poz. 11.4.4)].
Réwnoczesnie wykazano, ze steroidy obnizaja koncentracje wewnatrzkomorkowych jonow
Ca2+ w komorkach endometrium [Duras i wsp. 2005 (zalgcznik 4, poz. 11.4.3)] oraz matych
komorkach lutealnych [Duras i wsp. 2005b (zalgcznik 4, poz. I1.A.4)] i ta droga moga
ogranicza¢ wptyw OT 1 hormonéw luteotropowych na komorki macicy 1 jajnika. Nastepnie,
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wykazano, ze pozagenomowy wptyw P4 i jego pochodnych na komorki blony $luzowej macicy
krow nie jest specyficzny i inne hormony steroidowe, w tym estradiol i testosteron moga
réwniez ogranicza¢ dziatanie OT na te komorki [Kowalik 1 Kotwica 2007 (zafgcznik 4, poz.
[1LA.5)]. Efekt ten moze bezposrednio zmieniaé funkcje komorek endometrium,
i prawdopodobnie réwniez innych komorek tego 1 innych narzadéw, docelowych dla OT
[Kowalik i Kotwica 2007 (zatgcznik 4, poz. 11.A.5)]. Uzyskane dotychczas wyniki wskazuja, ze
P4 1 inne steroidy dzialaja na badane komorki przez mechanizm genomowy oraz
pozagenomowy. Mozliwe ponadto, ze pozagenomowy wpltyw steroidow na sekrecje PGF2a
i PGE2 z endometrium jest dodatkowym mechanizmem stuzgcym ochronie wczesnej cigzy
[Rekawiecki i wsp. 2008 (zalgcznik 4, poz. 11.A.8)]. Dane te znaczaco poszerzajg wiedze o
wplywie P4 oraz innych steroidow na czynnos¢ komorek jajnika i macicy na poziomie
molekularnym [Kowalik 1 wsp. 2008 (zalgcznik 4, poz. 11.A.6), Rekawiecki i wsp. 2008
(zatgcznik 4, poz. IL.A.8)].

Wyniki badan prezentowatam na konferencjach krajowych (zafgcznik 4, poz.111.B1.1.,
poz.111.B.2.1, poz.lll.B.2.2, poz.lll.B.2.3) i zagranicznej (zalgcznik 4, poz.l11.B.2.4) oraz
opublikowalam w renomowanych czasopismach naukowych w formie trzech oryginalnych
publikacji (zatqgcznik 4, poz.11.A.3, poz.11.A.4, poz.l11.A.5) oraz pracy przegladowej (zalgcznik 4,
poz. 11.A.6)].)

Stopien doktora nauk biologicznych zostat mi nadany decyzja Rady Wydziatu Biologii
UWM 15 maja 2008. Rozprawa doktorska zostata wyrdzniona nagrods Prezesa Rady
Ministréw oraz wyrézniona nagroda Dyrektora IRZiBZ PAN.

Oproécz badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej, uczestniczytam jednocze$nie w
doswiadczeniach prowadzonych w Zaktadzie, dotyczacych regulacji funkcji CL kréw. W cyklu
badan wykazaliSmy, ze P4 moze sam wspiera¢ swoja synteze poprzez stymulacje aktywnosci
dehydrogenzy 3p-hydroksysteroidowej w okresie intensywnego wzrostu i formowania si¢ CL
(dzien 5-10 cyklu rujowego) [Kotwica i wsp. 2004 (zalgcznik 4, poz. I11.4.2)], a takze poprzez
wplyw na OT jajnikows, ktoéra zwrotnie wzmaga uwalnianie P4 [Kotwica i wsp. 2003
(zatgcznik 4, poz. 11.A.1)].

W tym czasie bytam rowniez wykonawca w projekcie MNiSW pt ,,Molekularna regulacja
stymulujgcego wplywu hormonow luteotropowych na czynnosé ciatka zottego krowy” (MNiSW
2P06D 045 300; kierownik dr hab. Robert Rekawiecki). Badania te miaty na celu wykazanie
wplywu czynnikow luteotropowych (LH, P4, OT, NA i1 PGE2) na poziom ekspresji genow 1
biatka receptorow P4 i receptora OT w CL. W ramach tego projektu uczestniczylam w
badaniach wptywu tych czynnikow na ekspresje¢ biatka dla receptora PGR, poszerzajac swoj
warsztat metodyczny. Wyniki uzyskane w tym projekcie wykazaty zalezno$¢ pomiedzy P4 a
OT w regulacji funkcji CL.

Wyniki badan dotyczacych autoregulacji funkcji CL, udziatu czynnikow luteotropowych w
regulacji funkcji CL oraz pozagenomowego dziatania P4 na komorki ciatka zottego zostaly
przedstawione w publikacji przegladowej [Rekawiecki i wsp. 2008 (zalgcznik 4, poz. 11.4.8)]
oraz nagrodzone Nagrodg Zespotowg II stopnia Dyrektora IRZiBZ PAN za cykl publikacji
,Genomowy 1 pozagenomowy wptyw steroidow na komorki macicy krowy”.
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Osiggniecia badawcze po uzyskania stopnia doktora

Z dniem 1 pazdziernika 2008, zostatam adiunktem w Zaktadzie kontynuujac badania
dotyczace mechanizmow zwigzanych z fizjologia i regulacja funkcji CL oraz macicy.
Szczegdlnie interesujacym mnie zagadnieniem jest mechanizm dzialania P4 na drodze
pozagenomowe] w funkcjonowaniu zenskiego uktadu rozrodczego oraz udziat btonowych
receptorow P4 w regulacji funkcji komoérek uktadu rodnego krowy podczas cyklu rujowego
oraz ciazy.

Realizowane przeze mnie badania skupiajg si¢ wokot nastepujacych zagadnien:

)  Molekularny mechanizm pozagenomowego dziatania P4 w tkankach uktadu rozrodczego
krowy, z uwzglednieniem udziatu btonowych receptoréw P4 w tym procesie.

I1) Rolairegulacja ekspresji izoform Ai B jadrowego receptora P4 w CL i endometrium.

I) Molekularny mechanizm pozagenomowedo dziatania P4 w tkankach ukiadu
rozrodczego krowy, 7 uwzglednieniem udziatu blonowych receptorow P4 w tym procesie.

Gltowny tematem moich prac badawczych prowadzonych po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora byla kontynuacja badan zwigzanych z mechanizmem pozagenomowego dziatania P4
w tkankach uktadu rozrodczego krow, ze szczegdlnym uwzglednieniem udzialu blonowych
receptorow P4 (PGRMC i mPR) w tym mechanizmie. Badania prowadzitam w ramach dwoch
projektéw badawczych, w ktorych bylam kierownikiem: (a) projekt pt. ,, Molekularny
mechanizm pozagenomowego wptywu progesteronu (P4) na czynnos¢ komorek macicy i jajnika
krowy podczas cyklu rujowego i wezesnej cigzy: udzial blonowego receptora P4 i biatkowej
kinazy G” finansowany przez MNiSW [N N311 348237 - realizowany w latach 2009-2012)
oraz (b) projekt pt. ,,Rola hormonéw steroidowych oraz czynnikéw luteotropowych i
luteolitycznych w regulacji ekspresji i funkcji blonowych receptoréw progesteronu w uktadzie
rodnym krowy” finansowany przez NCN [Opus NCN 2012/05/B/NZ4/01810 — realizowany w
latach 2013-2016].

Zakres badan obejmowal nastepujace zagadnienia:

1. Okreslenie mozliwosci pozagenomowego dziatania P4 na funkcje wydzielnicze komorek
endometrium i miometrium macicy.

W badaniach okreslono wplyw steroidow (P4, jego prekursora —pregnenolonu; P5) na
sekrecje prostaglandyn (PG) oraz ekspresj¢ gendw enzymoOw uczestniczacych w syntezie
PGF2a i PGE2 w komoérkach endometrium i miometrium macicy krowy stymulowanych OT
[Kowalik i wsp. 2009 (zalgcznik 4, poz. I1.4.10), Stonina i wsp. 2009 (zafgcznik 4, poz.
[1.A.11)]. Wykazano, ze P4 i PS hamujg wpltyw OT na sekrecje PGF2a z komorek endometrium
1 miometrium krowy, a rownocze$nie nie obserwowano zmian w ekspresji gendow
odpowiedzialnych za synteze prostaglandyn (COX2, PGES i PGFS) w tych komorkach po 4
godzinach inkubacji komoérek z OT i steroidami; co wskazuje na mozliwo$¢ pozagenomowego
wptywu steroidow na sekrecje obu PG [Kowalik i wsp. 2009 (zafgcznik 4, poz. 11.A.10), Stonina
I wsp. 2009 (zalgcznik 4, poz. I1.A.11)]. Natomiast w komorkach inkubowanych 6 godzin z
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czynnikami wykazano wyzszg ekspresj¢ genu COX2 w wyniku stymulacji OT. Wptyw OT na
COX2 nie byt obserwowany w komorkach preinkubowanych z P4 i P5, co wskazuje na jego
genomowe dzialanie [Kowalik i wsp. 2009 (zalgcznik 4, poz. 11.A.10), Stonina i wsp. 2009
(zatgcznik 4, poz. ILA.11)]. Na podstawie uzyskanych danych mozna przypuszczac, ze
regulacja wpltywu P4 i innych steroidow w komorkach macicy moze odbywac si¢ zarowno
przez mechanizm pozagenomowy, jak i na poziomie transkrypcji np. genu COX2. Mozliwe
wiec, ze pozagenomowy efekt wywierany przez P4 na komoérki macicy jest dodatkowym, obok
genomowego, mechanizmem ochrony wczesnej cigzy. [Rekawiecki 1 wsp. 2008 (zalgcznik 4,
poz. 11.A.8)].

Cze$¢ tych badan zostala wykonana w ramach rozprawy doktorskiej Pani Dominiki Stoniny pt.
,Molekularny mechanizm wpltywu progesteronu oraz oksytocyny na czynnos¢ komorek
miometrium podczas cyklu rujowego 1 wczesnej cigzy krowy; udziat blonowego receptora
progesteronu (PGRMC1)” wykonywanej pod kierunkiem Prof. J. Kotwicy.

Roéwnolegle z prowadzonymi badaniami wykazano po raz pierwszy ekspresje genu
btonowego receptora P4 (PGRMC1) w ciatku zottym krow podczas cyklu rujowego, co moze
sugerowac udzial tego receptora w pozagenomowym dziataniu progesteronu w tej tkance
[Kowalik i Kotwica 2008 (zalgcznik 4, poz. I1.A.7].

2. Okreslenie profilu ekspresji oraz komorkowej lokalizacji btonowych receptorow P4:
PGRMC i mPR w tkankach uktadu rodnego w trakcie cyklu rujowego i w pierwszym
trymestrze cigzy.

W cyklu tych badan po raz pierwszy zidentyfikowano i scharakteryzowano profil
ekspresji genow 1 biatek btonowych receptorow P4, w tym PGRMCI1, PGRMC2, biatka
SERBP1 oraz mPRo, mPRB, mPRy w trakcie cyklu i ciagzy w macicy, jajniku i jajowodzie
krowy. Okre$lono rowniez lokalizacj¢ komoérkowa tych biatek w badanych tkankach.

Wyniki dotyczace tego zagadnienie w odniesieniu do endometrium macicy, cialtka
76ltego oraz jajowodu przedstawilam w opisie osiagniecia naukowego (publikacje I-1V).

W badaniach tych oznaczono réwniez:
(a) profil ekspresji genow i biatek PGRMC1, PGRMC?2 oraz biatka SERBP1 w miometrium w
trakcie cyklu 1 w pierwszym trymestrze cigzy krowy oraz obecnos¢ tych biatek w miocytach
oraz w komorkach srodbtonka naczyn krwionosnych btony migsniowej macicy [Stonina i wsp.
2012 (zalgcznik 4, poz. 11.4.13)]. Stwierdzono, ze w miometrium poziom ekspresji badanych
receptorow P4 wzrasta w czasie cigzy w porownaniu do cyklu rujowego, co sugeruje mozliwy
udziat tych receptoréw w regulacji procesOw zwigzanych z zapoczatkowaniem i utrzymaniem
cigzy [Stonina i wsp. 2012 (zafgcznik 4, poz. I1L.A.13)].
(b) profil ekspresji mRNA i bialek receptoréw mPRo, mPRB i mPRy w endometrium i
miometrium macicy krowy podczas cyklu rujowego i wczesnej cigzy, a takze komorkowa
lokalizacje tych receptoréw w macicy. Wykazano zmienng ekspresje mRNA i biatka tych
receptorow w cyklu i cigzy. Najwyzszg ekspresje mPRo i mPRB mRNA obserwowano w
endometrium w dniach 11-16 cyklu rujowego. Natomiast w miometrium poziom mRNA mPRa
i mPRb obnizal si¢ w 6-16 dniu oraz 11-16 dniu cyklu odpowiednio. Nie zaobserwowano réznic
w ekspresji MPRy mRNA w endometrium i myometrium podczas cyklu. Podczas cigzy w
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endometrium i myometrium poziom mPRa i mMPRB mRNA byt utrzymywat si¢ na podobnym
poziomie jak w cyklu rujowym. Jednak, ekspresja genu mPRy byta wyzsza w okresie cigzy w
porownaniu do cyklu w obu badanych tkankach. Barwienia wykazaly obecno$¢ biatek mPRa,
MPRB i mMPRy zarowno w blonie $luzowej i migSniowej macicy, we wszystkich badanych
fazach cyklu rujowego. Najwyzsza immunoreaktywno$¢ receptoréw mPR wykazano w
nabtonku powierzchniowym i gruczotowym endometrium, zas nizszg intensywnos$¢ w stromie
1 w komorkach miesnidowki macicy. Intensywne barwienie obserwowano rowniez w komorkach
endotelialnych §rédbtonka naczyn krwiono$nych, zaréwno w warstwie S$luzowki, jak i
mie$niowki macicy [Kowalik i wsp. 2019, praca zatoZzona do recenzji w Theriogenology].

Uzyskane dane sugeruja, ze blonowe receptory mPR moga odgrywaé wazna role w
przygotowaniu odpowiedniego §rodowiska do implantacji zarodka oraz jego rozwoju. Mozliwe
jest réwniez, ze P4 poprzez receptory mPR moze w szybki, niegenomowy sposob wptywaé na
przeptyw krwi w naczyniach krwiono$nych i tg droga regulowaé czas trwania cyklu rujowego
oraz rozpoczgcie 1 utrzymanie cigzy [Kowalik i wsp. 2019; praca zatozona do recenzji w
Theriogenology].

3. Okreslenie ekspresji i lokalizacji PGRMC1 i PGRMC2 w toZysku i macicy podczas cigzy
oraz w okresie okotoporodowym

W ramach wspoétpracy naukowej z Prof. Alois Boos oraz Prof. Mariuszem Kowalewskim z
Institute of Veterinary Anatomy, University of Zurich, Szwajcaria, realizowalam badania
dotyczace okreslenia ekspresji genow i biatek oraz komodrkowej lokalizacji btonowych
receptoréw P4 w S$cianie macicy 1 tozysku krowy w trakcie cigzy oraz w okresie
okotoporodowym. Cze$cig tego projektu byly badania realizowane w ramach rozprawy
doktorskiej Pani Nory M. Beyer (tytul rozprawy doktorskiej: Expression und zellulire
Lokalisation von PGRMC1 und PGRMC?2 im Uterus und Plazentom wdhrend der Trdchtigkeit
beim Rind [w jezyku niemieckim]).

W badaniach tych wykazano obecno$¢ biatek receptorow PGRMC1 1 PGRMC2 gtéwnie
w komorkach nabtonka powierzchniowego, gruczotowych komoérkach nabtonkowych, a takze
w $rodblonku naczyn krwiono$nych w $cianie macicy. W placentomach, oba biatka wykryto w
czgsci matczynej (stroma, nabtonek 1 komorki srodbtonka naczyn krwiono$nych), jak roéwniez
w $rodbtonku naczyn krwiono$nych czesci ptodowej. PGRMC2 dodatkowo ulegat ekspresji w
nabtonku kosmowki czes$¢ plodowe;j. Intensywno$¢ zabarwienia oraz poziom ekspresji mRNA
1 bialka obu receptoréw nie rdznily si¢ znacznie w czasie cigzy. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
receptory PGRMC moga by¢ zaangazowane w czynno$¢ wydzielnicza nablonka oraz regulacje
przeptywu krwi w macicy 1 tozysku w okresie cigzy u krow. Obecnie kontynuowane sg badania
dotyczace ekspresji receptorow mPR w tozysku w czasie cigzy.

4. Okreslenie czynnikow regulujqcych ekspresje genow i biatek btonowych receptorow
P4— badania in vitro

W kolejnych etapach badan okreslono wplyw hormonéw steroidowych oraz czynnikow
lutotropowych i luteolitycznych produkowanych w jajniku i macicy na ekspresj¢ blonowych
receptorow P4 w komoérkach. Analizowano wptyw P4, E2 (podanych oddzielnie, jak 1 tacznie)
oraz LH, OT, NA, PGE2 i PGF2a w warunkach in vitro na ekspresje gendow receptorow
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PGRMC i mPR w komoérkach nabtonka endometrium, komorkach miometrium oraz komorkach
lutealnych pochodzacych z wybranych faz cyklu rujowego. Wykazano, ze steroidy, w tym P4
i E2 podane oddzielnie jak i lacznie, moga regulowac ekspresje gendw poszczegdlnych
receptorow blonowych P4, jednak wptyw ten zalezy od typu badanych komorek, dnia cyklu
rujowego, zastosowanej dawki steroidéw oraz czasu dziatania czynnikow.

W ramach tego zagadnienia prowadzitam réwniez badania dotyczace wplywu steroidow
oraz ludzkiej gonadotropiny tozyskowej (hCG) na ekspresj¢ genéw PGRMC1, PGRMC?2 oraz
mPRs w linii komorek tozyska JEG-3 (ludzka linia komoérek choriocarcinomy).

Uzyskane dane nie potwierdzily jednoznacznie wptywu hormonéw steroidowych oraz
badanych czynnikow na regulacje ekspresji genéw blonowych receptoréw P4. Badania te sa
obecnie kontynuowane w projekcie promotorskim realizowanym przez Panig mgr Karoling
Dobrzyn w ramach Konsorcjum Naukowego ,.Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywno$¢”,
Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy (KNOW) pt. ,Regulacja ekspresji blonowych
receptorow progesteronu oraz ich funkcja w tozysku krowy” (KNOW2015/CB/PRO1/25;
kierownik projektu prof. dr hab. Jan Kotwica).

5. Okreslenie udzialu antagonistow receptorow jgdrowych w regulacji ekspresji genow
blonowych receptorow P4.

Badania dotyczace udziatlu antagonistéw PGR w regulacji ekspresji gendw btonowych
receptorow P4 byty realizowane w kierowanym przez mnie projekcie pt. ,,Udzial antagonistow
receptora progesteronu w regulacji ekspresji mRNA i biatka blonowych receptorow
progesteronu w blonie Sluzowej macicy krowy” finansowanym przez MNiSW w ramach
projektu Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy (KNOW). Celem tych badan byto zastosowanie
Klasycznych antagonistow receptorow PGR tj. mifepristonu (RU486) oraz onapristonu
(ZK299) do zablokowania receptoréw jadrowych P4, aby wykluczy¢ genomowe dzialanie P4
w btonie §luzowej macicy krowy.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze P4 oraz antagonisci PGR, wplywaja na: (a) ekspresje mRNA
receptoréw btonowych P4, oraz (b) ekspresje genow enzymow szlaku syntezy prostaglandyn,
w skrawkach endometrium macicy krowy w zaleznos$ci od dawki zastosowanego czynnika oraz
fazy cyklu rujowego. Wykazany zmienny wptyw RU486 i ZK299 na poziom ekspresji mMRNA
btonowych receptorow P4 wyklucza mozliwos¢ zastosowania farmakologicznego wylaczenia
genomowej drogi oddzialywanie P4 na komorki przy uzyciu tych klasycznych antagonistow
PGR. Dlatego tez, w dalszych badaniach wewnatrzkomérkowych szlakéw niegenomowego
dzialania P4 planujemy wykorzysta¢ koniugat P4-BSA (kompleks nie przenika przez btong
komorkowa), co pozwoli na uzyskanie odpowiedzi komorki na pobudzenie tylko btonowych
receptoréw oraz siRNA do blokowania jadrowych i/lub blonowych receptoréw P4, jako
kolejnego narzedzia do okreslenie roli btlonowych receptorow P4 w macicy.

Badania takie zostaty zaplanowane 1 bedg realizowane w obecnie wykonywanym grancie
przyznanym przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Rola receptorow bltonowych progesteronu w
regulacji czynnosci endometrium”, w ktorym jestem kierownikiem (projekt Opus 14, UMO-
2017/27/BINZ4/02973; realizowany od 03.08.2018).
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Wyniki badan dotyczacych mechanizmu pozagenomowego dziatania P4, ekspres;ji
receptoréw btonowych P4 oraz ich mozliwej roli w ukladzie rozrodczym krowy zostaty
podsumowane w pracach przegladowych (zafgcznik 4, poz. 11.A.12, poz. I1.A.15) oraz rozdziale
w ksigzce (zalgcznik 4, poz. 11.C).

I1. Rola oraz requlacja ekspresji izoform A i B jadrowego receptora P4 w CL i endometrium

Moje zainteresowania naukowe zwigzane s3 rowniez z tematyka 1 projektami
realizowanymi w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu. Jako wykonawca w projekcie
badawczym MNiSzW N N311 113 638, kierowany przez dr. hab. Roberta Rekawieckiego, pt.
., Regulacja syntezy progesteronu w ciatku zottym podczas cyklu rujowego i wezesnej cigzy u
krowy: udziat izoform A i B receptora progesteronu’ uczestniczytam w badaniach dotyczacych
okreslenie ekspresji izoform PGRA i1 PGRB receptora jadrowego P4 w tkankach uktadu
rozrodczego krowy oraz regulacji ich funkcji.

W badaniach tych ustalono charakterystyczng czesciowg sekwencie PGRB receptora
jadrowego P4. Ta 429 nukleotydowa sekwencja cDNA izoformy PGRB, ktora wykazuje 79%

podobienstwo z sekwencja $wini 1 konia, 75% z sekwencja ludzka, 71% z sekwencja szczura
oraz 68% z  sekwencja  myszy  zostalta  zdeponowana w  GenBank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC433571 [Rekawiecki i wsp. 2014, (zafgcznik 4, poz.
1.A.17)].

Ustalenie tej sekwencji pozwolito oznaczyé profil mRNA i biatek dla PGRA oraz PGRB w
trakcie cyklu rujowego oraz w pierwszym trymestrze cigzy w CL kréow. W badaniach wykazano
wysoki poziom ekspresji gendw i biatek obu izoform PGR w CL na poczatku cyklu rujowego
(w 2-5 dniu cyklu) oraz w 6-12 tygodniu ciazy, co wskazuje, ze P4 reguluje funkcje CL poprzez
swoje receptory jadrowe glownie w okresie tworzenia si¢ CL oraz w trakcie cigzy. Ponadto,
stwierdzono wyzsza ekspresje mRNA 1 biatka izoformy PGRA niz PGRB, w CL w podanych
okresach cyklu i cigzy, co sugeruje, ze P4 reguluje funkcje CL przez t¢ izoforme receptora PGR.
Mozliwe jest zatem, ze ta izoforma jest elementem regulacyjnym aktywno$¢ P4, chronigcym
CL przed mozliwymi skutkami nadprodukcji tego hormonu [Rekawiecki i wsp. 2014,
(zalgcznik 4, poz. 11.A.17)].

Kolejnym etapem tych badan bylo okreslenie wplywu czynnikow luteotropowych i
luteolitycznych na ekspresje mRNA i biatek dla obu izoform receptora PGR w endometrium
krowy. Zbadano wptyw LH, E2, PGE2, PGF2a oraz donora tlenku azotu (NONOate) na
ekspresje MRNA i biatek dla obu izoform receptora PGR w skrawkach endometrium z 6-10
oraz 17-20 dnia cyklu rujowego. Stwierdzono, ze zaréwno badane czynniki luteotropowe, jak i
luteolityczne modulujg poziom mRNA oraz biatka dla PGRA oraz PGRB i1 w ten sposob moga
regulowac dziatanie P4 w komoérkach endometrium. Wykazane w tych badaniach zaleznosci
maj3 istotny wplyw dla zrozumienia mechanizméw molekularnych zachodzacych w macicy,
ktére moga by¢ zaangazowane w luteolize lub w ochrong¢ CL przed luteoliza [Rekawiecki i
wsp. 2014, (zalgcznik 4, poz. 11.4.18)].

Ponadto, zbadano udzial P4 oraz antagonistow PGR (ZK299 i RU486) w regulacji
poziomu mRNA i biatka PGRA i PGRB w endometrium bydfa. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
zarowno ZK299, jak i RU486 wptywaja na poziom ekspresji mRNA 1 biatka izoform PGRA 1
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PGRB w endometrium. Dane te sugeruja, ze koncowy efekt fizjologiczny wywotany przez
antagonistg receptora P4 zalezy od izoformy PGR, ktora jest z nig zwigzana [R¢kawiecki i wsp.
2015 (zalgcznik 4, poz. 11.A.19)].

Nastepnie uczestniczytam takze w badaniach , ktorych celem byto oznaczenie poziomu
mRNA i biatka dla wybranego koaktywatora (P300/CBP-associated factor; PCAF) i
korepresora (Nuclear Receptor Corepressor 1; NCOR1) PGR w CL i endometrium podczas
cvklu rujowego u krow. Uzyskane wyniki wskazuja, ze poziom mRNA i biatka dla
koaktywatora PCAF i korepresora NCORI ulega zmianom w zaleznosci od poziomu P4, co
sugeruje zaangazowanie tego hormonu w regulacje ich ekspresji. Ponadto, podobne poziomy
ekspresji badanego koregulatora i korepresora w CL i endometrium mogg wskazywaé, ze
rywalizujg one o miejsce wigzania zlokalizowane w receptorze PGR [Rekawiecki 1 wsp. 2017,

zalqcznik 4, poz. 11.A.20]. Badania te sg kontynuowane w obecnie realizowanym projekcie
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki (UMO-2015/17/B/NZ4/02440; kierownik dr
hab. Robert Rekawiecki) pt. ,,Koaktywatory i korepresory receptora progesteronu jako
regulatory wphywu progesteronu na tkanki uktadu rozrodczego krowy”, w ktérym jestem
wykonawca.

Uczestniczytam rowniez w badaniach majacych na celu okreslenie poziomu metylacji

promotorow izoform PGRA i PGRB receptora P4 oraz oznaczenie procentu metylacji kazdej z
izoform w CL i endometrium podczas cyklu rujowego. Uzyskane wyniki wskazaty, ze izoforma
PGRA jest metylowana pomiedzy 15 a 17%, za$ izoforma PGRB pomigdzy 6 a 7,7% podczas
cyklu w CL. Natomiast w endometrium metylacja dla PGRA waha si¢ pomig¢dzy 6 a 7,3%, a
dla izoformy PGRB pomigdzy 3 a 4.8% podczas cyklu. Dane te sugeruja, ze zwigkszona

metylacja promotora izoformy PGRA moze by¢ mechanizmem regulujacym hamujaca
aktywno$¢ PGRA wobec PGRB i w ten sposob metylacja moze regulowaé dziatania
progesteronu w CL i endometrium [Rekawiecki i wsp. 2018 (zalgcznik 4, poz. 11.4.21)].

Ponadto, uczestniczylam w__badaniach _dotyczacych wyznaczenia najbardziej
stabilnych gendow referencyjnych do badan ekspresji genow metoda Real Time PCR w
miometrium_krowy. Badania te dotyczyly oznaczenia stabilno$¢ ekspresji 13 wybranych
genow, ktore najczesciej wykorzystywane sa w publikacjach naukowych do badan ekspresji
genow w tkance miometrium krowy. Stabilno$¢ ekspresji tych genéw zostala wyznaczona za
pomoca programéw geNorm 1 NormFinder. Wykazano, ze w miometrium najbardziej
stabilnymi genami sg: C2o0rf29 (similar to uncharacterized protein C20rf29), SUZ12
(suppressor of zeste 12 homolog) oraz TBP (TATA box binding protein). Uzyskane wyniki
przedstawiono w pracy Rekawiecki i wsp. (2013; zalgcznik 4, poz. 11.A.14).

Uczestniczylam réwniez w badaniach dotyczacych udzialu polichlorowanych bifenyli
w_mobilizacji _wewnatrzkomérkowych jonéw Ca?>* w_komoérkach jajnika krowy.
W badaniach tych okreslono wplyw polichlorowanych bifenyli (PCB), w tym PCB 126
(dioksynopodobny), PCB 77 (ambiwalentny), PCB 153 (estrogenopodobny) oraz mieszaniny
PCB (Aroclor 1248) na mobilizacje wewngtrzkomoérkowych jonow Ca?" w komorkach
granulozy i komorkach lutealnych stymulowanych FSH i LH. Oznaczono zmiany mobilizacji
wewnatrzkomoérkowych jonéw Ca?* z wykorzystaniem barwnika Fura 2AM, w komérkach
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inkubowanych z PCB przez 72 godziny, a nastepnie stymulowanych FSH lub LH. Uzyskane
wyniki wykazaly niekorzystny wptyw PCB na mobilizacj¢ wewnatrzkomdrkowych jonow
Ca?", co sugeruje, ze obserwowany negatywny wptyw PCB na procesy reprodukcyjne odbywa
si¢ poprzez zakldcenie procesu przekazywania sygnalu w komorkach [Mtynarczuk i Kowalik
2013 (zalgcznik 4, poz. 11.A.16)].

Aktualnie prowadzone badania

Obecnie rozpoczetam realizacje grantu OPUS 14 Narodowego Centrum Nauki pt. ,,Rola

receptorow blonowych progesteronu w regulacji czynnosci endometrium”, w ktérym jestem
kierownikiem (UMO-2017/27/B/INZ4/02973; realizowany od 03.08.2018).

Celem naukowym tego projektu jest: (a) okreslenie funkcji blonowych receptoréw P4:
PGRMC i mPR w regulacji czynno$ci macicy, (b) identyfikacja szlakéw przekazu sygnatéw
przez te receptory wraz z udziatem interakcji wybranych szlakow sygnalizacyjnych, oraz (c)
zdefiniowanie procesOw komodrkowych regulowanych przez te receptory w warunkach
fizjologicznych w btonie §luzowej macicy krowy. Na podstawie naszych wczesniejszych badan
dotyczacych pozagenomowego wpltywu P4 na czynnos$¢ komodrek macicy i jajnika krowy oraz
ekspresji btonowych receptorow P4 w macicy, ciatku zottym, a takze tozysku zaktadamy, ze:
btonowe receptory P4 reguluja czynno$¢ endometrium poprzez ich (i) udziat w modulacji
sygnalow wewnatrzkomorkowych, (ii) wplyw na ekspresje wybranych gendw oraz (iii)
regulacje procesow sekrecyjnych (biosynteza PG 1 hormondw steroidowych) 1 proliferacyjnych
(proliferacja, migracja, angiogeneza) w komorkach nabtonka endometrium oraz $rodbtonka
naczyn krwiono$nych endometrium.

Proponowane badania maja charakter podstawowy, jednak wazny dla zrozumienia
zaburzen plodno$ci u samic. Mamy nadziej¢ uzyska¢ nowe dane dotyczace udzialu receptorow
PGRMC oraz receptorow mPR w regulacji funkcji sekrecyjnej i proliferacyjnej endometrium,
co pozwoli lepiej zrozumie¢ mechanizm udziatu P4 w regulacji cyklu rujowego oraz ochronie
wczesnej ciazy.

Ponadto, jestem opiekunem naukowym w projekcie promotorskim KNOW ,,Regulacja
ekspresji  blonowych receptorow progesteronu oraz ich funkcja w {toZysku krowy”,
realizowanym przez Panig mgr Karoling Dobrzyn (kierownik projektu prof. dr hab. Jan
Kotwica). Realizuje rowniez badania w ramach projektu Narodowe Centrum Nauki (UMO-
2015/17/B/NZ4/02440; kierownik dr hab. Robert Rekawiecki) pt. ,,Koaktywatory i korepresory
receptora progesteronu jako regulatory wplywu progesteronu na tkanki uktadu rozrodczego
krowy”, w ktorym jestem wykonawca.

Podsumowanie dorobku naukowego

Wyniki moich badan zostaty opublikowane w 25 publikacjach w czasopismach z listy
Journal Citation Reports (JCR) (lista A MNiSW). Sposrdd tych prac 19 ukazato si¢ po
uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora. Jestem wspoétautorka 3 prac przegladowych i 1
rozdziatu w ksigzce anglojezycznej. Wyniki badan prezentowatam w formie referatow (15) oraz
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plakatow (27) na licznych konferencjach migdzynarodowych i krajowych. Z 42 komunikatow
naukowych, w 22 jestem pierwszym autorem.

Sumaryczny wspotczynnik wptywu impact factor moich publikacji wg bazy JCR (zgodnie z
rokiem opublikowania prac) wynosi 32,987, Iaczna punktacja wg wykazu czasopism
naukowych MNiSW wynosi 605 pkt (z dnia 21.01.2017r.). Wspoétczynnik Hirscha wg Web of
Science wynosi 9, a sumaryczna liczba cytowani wedlug WoS wynosi 229 razy, bez
autocytowan 167 razy (z dnia 28.03.2018).

Podsumowujac, bratam udziat lub obecnie uczestnicze w realizacji 10 projektow
badawczych, w tym w pieciu projektach bytam/jestem kierownikiem. Odbytam staz w ramach
programu ,,Skills — Staze™ Fundacji na rzecz Nauki Polskiej w Institute of Veterinary Anatomy,
University of Zurich, Switzerland.

Uczestniczylam w krajowych i migdzynarodowych kursach dotyczacych technik
biologii molekularnej, metod badania ekspresji genow i biatek, hodowli komoérek w modelu
3D, analiz mikroskopowych oraz sekwencjonowania nowej generacji.

Od 2008 roku wykonatam 21 recenzji publikacji nadsylanych do redakcji polskich i
miedzynarodowych czasopism naukowych: Polish Journal of Veterinary Sciences,
Reproductive Biology, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, International
Journal of Fertility & Sterility, Reproductive Biology and Endocrinology, Theriogenology,
Reproduction in Domestic Animals, International Immunopharmacology, The Journal of
Veterinary Sciences. Recenzowatam rowniez abstrakty konferencyjne na VII Zjazd
Towarzystwa Biologii Rozrodu. Bytam dwukrotnie czionkiem Zespotu Ekspertow
Narodowego Centrum Nauki w konkursach Opus, Preludium 1 Sonata. Zrecenzowatam tacznie
30 projektow zgloszonych do NCN.

W uznaniu szczegbélnych osiggnig¢ w pracy naukowej zostalam kilkukrotnie
nagrodzona m.in. Nagroda prezesa Rady Ministrow za najlepsza prac¢ doktorska, stypendium
Skills - Staze Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, stypendium w ramach programu Pomost
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej. Dwukrotnie zostalam nagrodzona nagroda zespotowa
Dyrektora IRZiBZ PAN za publikacje naukowe.

Bytam promotorem 3 prac magisterskich, opiekunem naukowym 2 doktorantow oraz
opiekunem stazystow i praktykantow w Zakladzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu IRZiBZ
PAN.

W ramach dziatalno$ci organizacyjnej w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnoséci PAN jestem cztonkiem Komisji Socjalnej oraz Komisji ds. monitorowania procesu
wdrozenia Europejskiej Karty Naukowca. Ponadto, aktywnie uczestnicze¢ w pokazach i
zajeciach organizowanych w ramach Rodzinnego Pikniku Naukowego ,,Nauka tez Sztuka” oraz
Europejskiej Nocy Naukowcow ,,Fusion Night”.

Pelna lista moich osiggni¢¢ dotyczacy pracy badawczej, dydaktycznej i organizacyjnej znajduje
si¢ w Zalaczniku IV pt: ,,Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o
osiggnieciach dydaktycznych, wspdipracy naukowej i popularyzacji nauki”.
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Informacje bibliometryczne dorobku naukowega:

Sumaryczny impact factor (IF) zgodny z rokiem opublikowania (dla publikacii z 2018 ¢
przyjeto IF z 2017 r.) = 32,987

Sumaryczny impact factor (IF) zgodny z listag opublikowang w 2017 r. = 39,751
Cytowania wedlug bazy Web of Science (28.03.2019 r.) = 229 (bez autocytowan 167}
Cytowania wedlug bazy Scopus (28.03.2019 r.) = 259 (bez autocytowan 173)

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science = 9

Indeks Hirscha wedlug bazy Scopus =9

Punkty MNiSW zgodnie z rokiem publikacji: 520

Punkty MNiSW zgodnie z lista czasopism opublikowana w 2017r.: 605

Odnosniki do stron zrodtowych baz danych innych niz Web of Science, ktore okreslajg liczbg
cytowan oraz indeks Hirsha przedstawione sg na stronie Open Researcher and Contributor ID
pod adresem: orcid.org/0000-0001-7637-0911

BIBLIOMETRYCZNE ZESTAWIENIE DOROBKU NAUKOWEGO

Pozycje Przed doktoratem Po doktoracie Razem
bibliograficzne

Publikacje naukowe
w czasopismach z listy

JCR, wymienionych w 6 19 25
czesci A wykazu

MNiSW

Rozdziaty w ksigizkach - 1 1

Doniesienia

komunikaty 4 38 42
konferencyjne

tgcznie 10 58 63
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