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1. Zyciorys naukowy

Urodzitem si¢ 8 czerwca 1966 roku w Stawnie. Po ukonczeniu w 1986 roku
Technikum Hodowlanego o specjalnosci hodowla zwierzat i roku pracy w Zaktadach
Drobiarskich w Stawnie, rozpoczatem studia na Wydziale Weterynaryjnym Akademii
Rolniczo-Technicznej w Olsztynie. Po ukonczeniu studiéw w 1993 roku, odbylem 8-
miesieczny staz w Wojewoddzkim Zaktadzie Weterynarii w Gdansku. Podczas stazu
uczestniczylem w dwoch dwutygodniowych szkoleniach w  Zaktadzie Higieny
Weterynaryjnej w Poznaniu i Zaktadzie Analizy i Oceny Jako$ci Zywnosci na Wydziale
Chemii Politechniki Gdanskiej. W styczniu 1994 roku, zostatem zatrudniony w ZHW w
Gdansku na stanowisku kierownika Zespotu Pracowni Toksykologicznych.

Kierowana przeze mnie jednostka byla jedng z szesciu pracowni w Polsce,
monitorujacych jakos¢ importowanej i eksportowanej zywnosci. Bylem odpowiedzialny za
kontrolg obecnosci pozostatosci lekow w zywnosci z wykorzystaniem chromatografii
cieczowej. Co kwartat przechodzitem w Pafistwowym Instytucie Weterynaryjnym w
Putawach test weryfikujacy moje zdolnosci monitorujace.

Podczas pracy w ZHW w Gdansku, nawigzatem kontakt z Profesorem Mirostawem
Kleczkowskim z SGGW w Warszawie. Wynikiem naszej wspolpracy byty dwie publikacje.
W roku 1997, z rekomendacji Profesora Kazimierza Kochmana zostatem przyjety na studia
doktorskie przez Profesora Hajime Ishida, Uniwersytet Tokushimia w Japonii. Zostatem
zatrudniony na stanowisku asystenta w Katedrze Farmakologii Wydziatu Stomatologii.
Podczas realizacji pracy doktorskiej uczestniczylem réwniez w badaniach prowadzonych w
Katedrze Farmakologii, kierowanej przez Profesora Hajime Ishida.

Stopien doktora nauk uzyskatem w maju 2000 roku. W sierpniu 2000 roku wrdcitem
do kraju i w pazdzierniku podjatem prace w Katedrze Fizjologii Zwierzat, Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Poczatkowo zostatem zatrudniony na
etacie naukowo-technicznym, a po nostryfikacji dyplomu na Wydziale Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (w grudniu 2000 roku), awansowatem na
stanowisko adiunkta. Pracujg¢ w zespole naukowym kierowanym przez Profesora Stanistawa

Okrasg.

Olsztyn, 26.11.2011r. Dr Mariusz T. Skowronski

s b s -«
Maniuu Sleotsodih,
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1.1.  Wyksztalcenie

1993 — ukonczone studia, Wydziat Weterynaryjny, Akademia Rolniczo-Techniczna w

Olsztynie,

2000 — Doktorat, Uniwersytet Tokushima, Wydziat Stomatologii, Katedra Farmakologii,

3-18-15 Kuramoto-cho,Tokushima,770-8504, Japonia,

Tytut pracy doktorskiej: ,,Enhancement by epinephrine of benzylpenicillin transport in

rat small intestine”,

promotor Prof. Hajime Ishida,

nostryfikacja 2000, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja

Kopernika w Toruniu.

1.2. Doswiadczenie zawodowe

1994-1997

1997-2000

Kierownik Zespotu Pracowni Toksykologicznych, Wojewodzki Zaktad
Weterynarii w Gdansku, Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Gdansku, 39 m-cy,
asystent, Uniwersytet Tokushima; Wydziat Stomatologii, Katedra
Farmakologii, Tokushima, Japonia, 40 m-cy. Prof. Hajime Ishida i Prof.

Yasuko Ishikawa,

2000—obecnie adiunkt, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie; Wydziat Biologii,

2001

2004-2005

2006

Katedra Fizjologii Zwierzat,

Katedra Farmakologii, Wydzial Stomatologii, Uniwersytetu Tokushima,
Japonia. Fuji-Otsuka International Exchange Program. Stypendium naukowe, 3
miesiace,

The Water and Salt Research Center, Instytut Anatomi, Uniwersytet Aarhus,
Dania. Staz naukowy, 17 miesigcy. Prof. Soren Nielsen,

The Water and Salt Research Center, Instytut Anatomi, Uniwersytet Aarhus,
Dania. The Human Frontier Science Program Organization (HFSP).

Stypendium naukowe, 3 miesigce.
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2. Gléwne kierunki prowadzonych badan

2.1.  Ekspresja akwaporyny 1, 519 (AQP1, AQPS i AQP9) w uktadzie rozrodczym $wini w
czasie cyklu rujowego i wezesnej cigzy.

2.2. Regulacja funkcji wydzielniczych §linianek przyusznych szczura ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli akwaporyny 5 (AQPS) i drogi jej przemieszczania w komoérkach
§linianki.

e Poznanic wewnatrzkomoérkowych mechanizméw stymulujacych wydzielanie
amylazy przez komorki $linianki przyuszne;.

2.3.  Ekspresja biatka akwaporyn (AQPs) w jadrach i nasieniowodach ggsi.

2.4. Okre$lenie roli akwaporyny 7 i 9 z wykorzystaniem myszy z wyciszonym genem
AQP7 i AQP9 (AQP7 KO i AQP9 KO).

2.5. Rola neuroprzekaznikéw w transporcie antybiotykéw beta-laktamowych w jelicie
cienkim szczura.

2.6. Ekspresja gendéw: kodujacych prekursory endogennych peptydéw opioidowych w
strukturach jajnika loszek w réznych okresach cyklu rujowego.

2.7.  Udziat oksytocyny w regulacji osi podwzgérze-przysadka-nadnercza u $wini w cyklu

rujowym.

3. Wazniejsze osiggnigcia w zakresie prowadzonych badan

3.1. W cyklu prac okreslono ekspresj¢ akwaporyny 5 (AQPS) w $liniankach szczura i
ustalono, ze subkomoérkowa dystrybucja AQPS jest kontrolowana przez acetylocholing,
poprzez oddziatywanie na receptory muskarynowe Mj3 i adrenaling oddzialywanie na
receptory al-adrenergiczne. W wyniku pobudzenia tych receptorow nastgpuje
translokacja biatka AQP5 z blon wewnatrzkomoérkowych do czesci szczytowej komdrek
$linianki przyusznej i wzrost wydzielania wody. Ponadto wykazano, ze adrenalina
pobudza ten proces przez uwalnianie jonéw wapnia z wewnatrzkomoérkowych
magazyndw w wyniku stymulacji receptorow inozytolotrifosforandw i receptoréw
rianodynowych. Dodatkowo wykazano istotng rolg elementow cytoszkieletu w migracji
AQP5 do szczytowej czgsci blony komoérkowej komodrek $linianki przyusznej. Byty to

pierwsze badania dotyczace regulacji ekspresji AQP5 i jej dystrybucji
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wewnatrzkomodrkowej pod wptywem acetylocholiny i adrenaliny. (Publikacje wg Wykaz
osiggnie¢ naukowo-badawczych A-1, A-3, B-3, C-1)

3.2. Po raz pierwszy dostarczono doswiadczalnych dowoddéw, ze AQPS, ktdéra jest

zlokalizowana  wewnatrzkomoérkowo, pod  wpltywem  stymulacji  receptoréw

muskarynowych M3 i jondw wapnia jest transportowana w raftach lipidowych i dysocjuje
do blony apikalnej komérek migdzyptacikowych §linianki przyusznej, a przy braku
stymulacji nastgpuje transport powrotny tego biatka do cytoplazmy. (Publikacje wg Wykaz

osiggnie¢ naukowo-badawczych A-10, C-1)

3.3. Wykazano, ze preparat SNI-2011 (obecnie cevimelina) agonista receptorow
muskarynowych M3 wydtuza w czasie ekspresje AQP5 w czgséci apikalnej komodrek
$linianki przyusznej szczura i w efekcie pobudza wydzielanie §liny Badania te miaty
istotne znaczenie aplikacyjne, poniewaz powyzszy preparat pod nazwg handlowg Evoxac

zostal wdrozony w leczeniu kserostomii (suchosci jamy ustnej). (Publikacje wg Wykaz

osiggnie¢ naukowo-badawczych A-5, C-1)

3.4. Wykryto, ze izoforma neuronalna syntazy tlenku azotu (nNOS) jest endogennie
obecna w komorkach pgcherzykowych $linianki przyusznej szczura i aktywacja szlaku
nNOS przez metacholing, agonist¢ receptoréw Ms, powoduje szybki wzrost NO, ktory

pobudza wydzielanie amylazy z komérek slinianki. (Publikacje wg Wykaz osiggnigé
naukowo-badawczych A-6)

3.5.  Poraz pierwszy wykazano ekspresjg¢ AQP7 w $rddbtonku naczyn wiosowatych biatej i
brazowej tkanki ttuszczowej, migsnia sercowego i szkieletowego. Wykryto, ze u myszy
gtodzonych i z farmakologicznie wywotang cukrzyca ekspresja AQP7 w tkance
tluszczowej jest istotnie wyzsza niz u myszy kontrolnych. Ponadto wykazano, ze myszy
nokauty AQP7 (AQP7 KO) wykazywaly okoto 24-krotnie wyzsza utrat¢ glicerolu z
moczem w pordéwnaniu z typem dzikim, mimo braku réznic w poziomie glicerolu w
surowicy krwi pomiedzy badanymi genotypami. (Publikacje wg Wykaz osiggnigc
naukowo-badawczych A-13)
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3.6. Uzyskanie po raz pierwszy i jedyny jak do tej pory myszy pozbawionych genu AQP9
(wspotpraca z Uniwersytetem Aarhus, Dania) pozwolito na wykazanie, ze AQP9 jest
istotna dla metabolizmu glukozy w watrobie i moze odgrywa¢ znaczaca rolg w
metabolizmie glicerolu i glukozy w cukrzycy, poniewaz myszy AQP9 KO mialy wyzszy
poziom glicerolu we krwi. (Publikacje wg Wykaz osiggnig¢ naukowo-badawczych A-15)

3.7. Wykazano ekspresj¢ AQP1, 5 i 7 w uktadzie rozrodczym samca ggsi. Ekspresje AQP1
stwierdzono w $rédblonku naczyn wiosowatych jadra i nasieniowodu, AQP5 w
komoérkach Leydiga oraz w komérkach podstawnych nasieniowodéw, a AQP7 w witkach
spermatyd i plemnikéw. Byta to pierwsza informacja o ekspresji akwaporyn w uktadzie
rozrodczym samca gesi.

e Praca wyrozniona na drugim miejscu listy Top 10 BioMedLib przez BioMedical
Library, Uniwersytetu Minnesota w USA, ktora kwalifikuje najlepsze publikacje z
tego samego obszaru nauki w 2011 roku (zalgcznik). (Publikacje wg Wykaz
osiggnieé naukowo-badawczych A-18)

3.8. Wykazano, ze adrenalina (epinefryna) istotnie zwigksza transport benzylopenicyliny
poprzez stymulacje receptoréw ol- i a2-adrenergicznych w komérkach nabtonkowych
jelita szczura. Gtowna rola adrenaliny polegata z jednej strony na utrzymaniu
odpowiedniego gradientu jonéw H* w czesci szczytowej komérek nabtonkowych jelita, a
z drugiej strony, poprzez receptory P2-adrenergiczne, zwigkszata ilo$¢ transporterow
peptydowych w komoérkach nabtonkowych jelita cienkiego. (Publikacje wg Wykaz
osiggnig¢ naukowo-badawczych A-4, B-4)

3.9. W doswiadczeniach na owariektomizowanych loszkach wykazano, ze estradiol
moduluje zawartos¢ galaniny, beta-endorfiny i gonadoliberyny w jajowodzie i macicy, co
sugeruje wiaczenie tych peptydéw w regulacje ich funkcji w okresie okotoowulacyjnym.

(Publikacje wg Wykaz osiggnigé naukowo-badawczych A-7)

3.10. Po raz pierwszy wykazano, ze oksytocyna moze by¢ przejsciowo (w zaleznosci od
fazy cyklu rujowego) wiaczona w modulacje osi podwzgérzowo-przysadkowo-

nadnerczowej bowiem iniekcje tego hormonu w fazie lutealnej cyklu istotnie podwyzszaty
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poziom kortyzolu i kortykosteronu we krwi. W badaniach in vitro oksytocyna rowniez
podwyzszata sekrecje kortyzolu przez komoérki nadnerczy pobrane od zwierzat w fazie
lutealnej cyklu rujowego. Oksytocyna podwyzszata takze sekrecjg ACTH, B-endorfiny,
LH i prolaktyny przez komorki przysadki pochodzace od loszek z fazy lutealnej. Nie
miata natomiast wpltywy na komorki przysadki z fazy folikularnej cyklu. Powyzsze
wyniki jednoznacznie wskazuja na przejsciowe wiaczenie oksytocyny w modulowanie
sekrecji hormonéw kory nadnerczy i przysadki. (Publikacije wg Wykaz osiggnigé
naukowo-badawczych A-8, A-14)

3.11. Wykazano po raz pierwszy ekspresje genéw prekursorow opioidowych:

proopiomelanokortyny (POMC), proenkefaliny (PENK) i prodynorfiny (PDYN) w
komorkach ostonki wewngtrznej i ziarnistych pgcherzyka jajnikowego oraz komoérkach
ciatka zoftego $wini. Gonadotropiny (LH i FSH) modulowaly ekspresje genow
wymienionych prekursoréw. FSH indukowato ekspresj¢ genu PDYN w komorkach
ziarnistych z matych i duzych pecherzykéw oraz POMC w komorkach z duzych
pecherzykéw. Natomiast LH regulowato ekspresj¢ POMC i PENK w komérkach
lutealnych. (Publikacje wg Wykaz osiggnigé¢ naukowo-badawczych A-12, A-16)
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4. Prace stanowigce szczegolne osiagni¢cia naukowe pod tytulem: ,,Ekspresja
akwaporyny 1, 5i 9 (AQP1, 5 i 9) w ukladzie rozrodczym $wini w czasie cyklu

rujowego i wezesnej cigzy

4.1. Skowronski MT, Kwon TH, Nielsen S. Immunolocalization of aquaporin 1, 5,
and 9 in the female pig reproductive system. Journal of Histochemistry and
Cytochemistry. 2009 57: 61-7.

1F2000 = 2,372, pkt MNiSW = 20,

4.2. Skowronski MT. Distribution and quantitative changes in amounts of aquaporin
1, 5 and 9 in the pig uterus during the estrous cycle and early pregnancy. Reproductive

Biology and Endocrinology. 2010 8:109: 1-11.
TF2010 = 2,077, pkt MNiSW = 27,

4.3. Skowronski MT, Skowronska A, Nielsen S. Fluctuation of aquaporin 1, 5 and 9
expression in the pig oviduct during the estrous cycle and early pregnancy. Journal of

Histochemistry and Cytochemistry. 2011 59: 419-427.
IF2011 = 2,372, pkt MNiSW = 20,

4.4. Skowronski MT, Frackowiak L, Skowronska A. Expression of aquaporin | in the
pig periovarian vascular complex during the estrous cycle and early pregnancy.

Reproductive Biology. 2011 11 3: 210-223.
IF2011 = 1,500, pkt MNiSW =20,

Prace: 4.1., 4.2., i 4.3. zostaly wyrdznione w 2011 roku na - pierwszym, trzecim i czwartym
miejscu listy Top 10 BioMedLib przez BioMedical Library, Uniwersytetu Minnesota w USA, ktora
kwalifikuje 10. najlepszych publikacji z tego samego obszaru nauki (zalgcznik).

Prace finansowano z projektu badawczego habilitacyjnego pt: , Ekspresja akwaporynowych
kanatow wodnych AQPI1, AQP5 i AQP9 w tkankach macicy swini w czasie cyklu rujowego i
wezesnej cigzy” Nr N N308 0042 33 (2007-2010) przyznanego przez MNiSW, kierownik dr
Mariusz T. Skowronski i badan statutowych 0206.0805 UWM w Olsztynie.
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Oswiadczenie o udziale wlkasnym dr. Mariusza T. Skowronskiego w przygotowaniu

publikacji stanowiacych szczegélne osiagni¢cia naukowe

Oswiadczam, ze we wszystkich publikacjach stanowigcych szczegélne osiggnigcia
naukowe bylem autorem koncepcji badan i gtdéwnym wykonawcg. Badania byty
realizowane w ramach projektu habilitacyjnego, ktdrego bylem kierownikiem. Tytut
projektu ,, Ekspresja akwaporynowych kanatow wodnych AQP1, AQPS5 i AQP9 w
tkankach macicy Swini w czasie cyklu rujowego i wczesnej cigzy”’Nr N N308 0042 33
(2007-2010) przyznanego przez MNiSW.

Swoj udzial w powstawaniu publikacji 4.1., 4.3. i 4.4. oceniam na 70%, a w

publikacji 4.2. na 100%.

Olsztyn, 26.11.2011r. Dr Mariusz T. Skowronski
{4

: {
M ahitar Uene il
WAy SUolsetin,
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5. Opis szczegélnych osiagnig¢ naukowych pod tytulem: ,Ekspresja
akwaporynowych kanaléow wodnych AQP1, 5i 9 w ukladzie rozrodczym $wini w

czasie cyklu rujowego i wezesnej cigzy”

Wprowadzenie

Akwaporyny (AQPs) sa rodzing matych hydrofobowych integralnych biatek btonowych o
masie od 25 do 34 kDa. U ssakéw wykazano 13 izoform akwaporyn (AQP0-AQP12).
AQPO, 1, 2,4, 5, 6 i 8 uwazane sa za selektywne kanaty dla wody, AQP3, 7,9 i 10 zwane
sa akwagliceroporynami, poniewaz oprécz wody, transportujg glicerol, mocznik i inne
mate rozpuszczalne czastki jak na przyktad CI” i Hg2+ (Sugiya i wsp. 2008). AQP111i 12
to tzw. superakwaporyny (Ishikawa i wsp. 2006). Ostatnio wykazano, ze AQPI
uczestniczy takze w transporcie CO; i NO i jej ekspresja w oocytach zwigksza transport
CO; 0 40%, a NO okoto 4 razy (Carbrey i Agre, 2009).

Ekspresja AQPs rozni si¢ w zaleznosci od tkanki, ponadto w jednej komdrce moze
wystepowacé kilka izoform, czgsto zlokalizowanych na przeciwlegtych biegunach
komorki, w czesci apikalnej i bazolateralnej. Przyktadowo AQP3 zlokalizowano w czgsci
bazolateralnej, a AQPS5 w czgsci apikalnej komorek $linianek przyusznych szczura,
dodatkowo wykazano, ze jony Ca** moga indukowa¢ transport AQP5 z mikrodomenami
(tzw. raftami) lipidowymi z cytoplazmy do apikalnej czesci blony oraz jej
wbudowywanie w bfong komérkowa (Ishikawa i wsp. 2006). Ma to kluczowe znaczenie
nie tylko dla przezblonowego, ale takze srédkomoérkowego transportu wody. Ponadto
wykazano, ze AQPs sa obecne nie tylko w blonie komérkowej, ale réwniez w blonach
cytoplazmatycznych oraz jadrze komorki (Qu i wsp. 2010). Sg takze wydzielane do
plynéw, na przyktad AQP2 do moczu i jest wskaznikiem dziatania wazopresyny w
kanalikach zbiorczych (Chung i wsp. 2010). Wigkszos$¢ dotychczasowych badan
skoncentrowana byta na wykazaniu obecnosci AQPs w tkankach, poznaniu ich budowy i
czgsciowo roli fizjologicznej. Korzystano z modelu myszy z wyciszonymi genami AQPs i
wykazano, ze AQPI jest wlaczona w migracj¢ komorek srodblonka, ktoéra przebiega
znacznie wolniej u nokautow w poréwnaniu z typem dzikim. Ilo$¢ ptynu moézgowo

rdzeniowego i ci$nienie wewnatrzczaszkowe byly takze nizsze u nokautéw (Carbrey i

Agre 2009).
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Akwaporynowe kanaty wodne sa obecne we wszystkich btonach plazmatycznych
komorek zwierzecych i tworza gtéwny mechanizm regulacji wodnej organizmu. Do tej
pory poznano do$¢ dobrze role AQPs w nerkach, $liniankach, ptucach, mézgu oraz
przewodzie pokarmowym. Jednak ich rola w uktadzie rozrodczym $wini podczas cyklu
rujowego i wezesnej cigzy obejmujacy krytyczny okres implantacji nie jest znana.

Pierwsze informacje o obecnosci AQPs w uktadzie rozrodczym pochodza z pracy
Li i wsp. (1997), ktérzy wykazali obecnos¢ mRNA AQP1 w macicy szczura. W
nastepnych latach ukazaty si¢ prace, w ktérych stwierdzono obecno$¢ AQPs w réznych
strukturach ukfadu rozrodczego cztowieka, szczura i myszy (Huang i wsp. 2006).
Jablonski i wsp. (2003) stwierdzili ekspresj¢ AQPl w warstwie mig$niowej macicy
owariektomizowanych myszy i wykazali stymulujacy wptyw 17B-estradiolu (E2) i
progesteronu (P4) na ten proces.

Powyzsze obserwacje prowadzone giéwnie na zwierzgtach laboratoryjnych
wskazuja, ze w macicy ekspresja genow akwaporyn zmienia si¢ w zaleznosci od
aktywnosci ukfadu rozrodczego samicy i moze by¢ powigzana z odpowiednim
przygotowaniem tego narzadu do implantacji, co z kolei w istotnym stopniu wptywa na
wyniki osiggane w rozrodzie zwierzat. Powszechnie wiadomo, ze zaréwno u ludzi jak u
zwierzat dochodzi do zaburzen w okresie implantacji.

Generalnie, panuje zgodnos¢ wsréd autoréow, ze 30-40% embrionéw u $win jest
tracona pomigdzy 12-18 dniem cigzy. Jest to zatem krytyczny okres dla zarodkow, ktory
nie zostal w peini poznany. W tym czasie ma miejsce okresowe pobudzenie lub
wyciszenie ekspresji gendw w roznych strukturach uktadu rozrodczego, ktérych produkty

majg istotne znaczenie dla przezycia zarodkow.

Badania wlasne mialy na celu:

1. okreslenie ekspresji i lokalizacji bialek akwaporynowych kanatéw wodnych
(AQP) w pecherzykach jajnikowych, jajowodzie i macicy $win w fazie
folikularnej cyklu rujowego (dzien 17-19),

2. badanie ekspresji i lokalizacji AQPI, AQPS5 i AQP9 w blonie §luzowej i
mie$niowej macicy w czasie cyklu rujowego (dni 2-4, 10-12, 14-16 i 18-20) i

wczesnej cigzy (dni 14-16 i 30-32) oraz w trofoblascie,
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3. zbadanie ekspresji i lokalizacji AQP1, AQPS i AQP9 w jajowodzie w czasie cyklu
rujowego i wezesnej cigzy, w tych samych dniach jak w pkt. 2,

4. zbadanie poziomu ekspresji AQP1 w okotojajnikowym kompleksie naczyniowym
(PVC) w ktérym ma miejsce zwrotny (do jajnika) i lokalnie docelowy (do macicy
i jajowodu) transfer hormondw steroidowych w czasie cyklu rujowego i wezesnej

ciazy, w tych samych dniach jak w pkt. 2.

Material do badan i stosowane procedury

Eksperymenty opisane w prezentowanych publikacjach zatwierdzone zostaly przez
Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzetach Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie. Do zbadania ekspresji akwaporyn pobierano tkanki: macicy,
jajowodu, jajnika, splotu okotojajnikowego i trofoblastu $win (o masie 90-110 kg), w
Scisle okreslonych dniach cyklu rujowego (2-4, 10-12, 14-16, 17-19 i 18-20) i wczesnej
cigzy (14-16 i 30-32). U wszystkich zwierzat dni cyklu i ciazy byly sprawdzane i
kontrolowane. W badaniach stosowano metod¢ immunohistochemiczng do lokalizacji
biatka AQP1, AQPS5 i AQP9Y i metode Western blot do okre$lenia poziému ekspresji
biatka badanych akwaporyn. Uzyskane wyniki byly analizowane z uzyciem
Jjednoczynnikowej analizy ANOVA i testu LSD. Do analizy statystycznej uzyto programu
Statistica StatSoft, Tulsa, USA.

Na podstawie badan prezentowanych w publikacji 4.1. wykazano:

e po raz pierwszy ekspresjc AQPl w $rodblonku naczyn krwiono$nych jajnika,
jajowodu i macicy swin w fazie folikularnej cyklu rujowego (17-19 dzien),

e biatko AQP5 zlokalizowano w komorkach ziarnistych dojrzewajacych
pecherzykow jajnikowych i w komoérkach pierwotnych pecherzykow jajnikowych.
W jajowodzie, ekspresj¢ AQPS5 wykazano w blonie komodrkowej komorek
migsniowych i w czesci szczytowej bfony komdrkowej komoérek blony sluzowe;j.
W macicy, AQPS5 stwierdzono w blonie komérkowej komorek migéni gtadkich i

czgsci szczytowej komorek nabtonka luminalnego i gruczotowego,

AUTOREFERAT Strona 13



e biatko AQP9 zaobserwowano w komoérkach ziarnistych dojrzatych pecherzykéw
jajnikowych. W jajowodzie, immunoreaktywno$¢ AQP9 zostata wykryta w czgsci
szczytowej btony komodrkowej blony $luzowej, natomiast w macicy w czesci
szczytowej komoérek nabtonka luminalnego i gruczotowego,

e ckspresj¢ biatka AQPI, AQP5 i AQP9 w jajniku, jajowodzie i macicy
potwierdzono metoda Western blot. Analiza ta wykazata biatko AQPI jako
produkt o masie molekularnej 28 kDa, AQPS5 29 kDa i AQP9 32 kDa.
Sprawdzono réwniez lokalizacj¢ innych akwaporyn (AQP2, 3, 4, 7, 8i 1) w
uktadzie rozrodczym S$wini, ale nie stwierdzono ich obecnosci, stad w kolejnych
pracach badano tylko ekspresj¢ AQP1, AQP5 i AQP9 (Skowronski MT, Kwon
TH, Nielsen S. Journal of Histochemistry and Cytochemistry. 2009 57: 61-7).

Powyzsze badania zostaly docenione i wyrdznione przez BioMedical Library,
Uniwersytetu Minnesota w USA, ktora umiescita t¢ prace na drugim miejscu wsrod 10.

najlepszych publikacji w ocenianym obszarze badan w roku 2011 (zatgcznik).

W kolejnej pracy (4.2.) ktérej celem byto zbadanie ekspresji AQP1, AQP5 i AQP9 w

macicy i w czasie cyklu rujowego i wezesnej cigzy oraz w trofoblascie wykazano, ze:

e ckspresja AQPI nie zmieniata si¢ znaczaco w endometrium i miometrium loszek
w 2-4, 10-12 i 14-16 dniu cyklu. Podobnie, nie stwierdzono zmian w ekspresji
AQP1 w blonie Sluzowej i mig$niowej macicy podczas wczesnej cigzy (14-16 i
30-32 dzien). Wykazano natomiast statystycznie istotny wzrost ekspresji tego
biatka w endometrium i miometrium w czasie cigzy w porownaniu do fazy
lutealnej cyklu (10-12 i 14-16 dzien),

e ckspresja AQP5 w endometrium zwierzat cyklicznych byta niska w dniach 2-4 i
10-12, ale wzrastata znaczaco w dniach 14-16 i 18-20. W blonie mig$niowej
ekspresja tego biatka nie zmieniala si¢ podczas cyklu rujowego, natomiast w
czasie wczesnej cigzy wykazano istotny wzrost ekspresji AQP5 zarowno w
endometrium jaki i miometrium w poréwnaniu do fazy lutealnej cyklu rujowego,

o cekspresje biatka AQP9 w odréznieniu od AQPS5 stwierdzono tylko w blonie
$luzowej macicy $wini w czasie cyklu rujowego i cigzy (cze$¢ apikalna bion

komorkowych). W endometrium zwierzat cyklicznych, ekspresja AQP9 bytfa na
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podobnym poziomie w 2-4 i 10-12 dniu, natomiast wzrastata znaczaco w dniach
14-16 i 18-20,

ekspresja AQP9 nie zmieniata si¢ u zwierzat ci¢zarnych, natomiast udowodniono
istotny wzrost ekspresji tego biatka w poréwnaniu z cyklem rujowym,

ekspresja AQPS i AQP9 wystepuje w czesci apikalnej komoérek trofoblastu.

Byly to pierwsze informacje w odniesieniu do rozmieszczenia i zmian w poziomie

ekspresji AQP1, AQPS i AQP9 w macicy podczas cyklu rujowego i wczesnej cigzy oraz
AQPS i AQP9 w trofoblascie u $win (Skowronski MT. Reproductive Biology and
Endocrinology. 2010 8:109: 1-11).

Badania te zostaly takze wyr6znione przez BioMedical Library, Uniwersytetu Minnesota

w USA, ktora umiescita tg pracg na czwartym miejscu wsrod 10. najlepszych publikacji w

ocenianym obszarze badan w roku 2011 (zatgcznik).

W nastepnej pracy (4.3.) badano ekspresjg¢ biatka AQP1, AQPS i AQP9 w jajowodzie

swin w réznych dniach cyklu rujowego i wczesnej cigzy i wykazano:

obecnos¢ biatka AQP1 w $rédbtonku naczyn krwionosnych jajowodu. Analiza
Western blot wykazata, ze ekspresja AQP1 podczas cyklu nie réznita si¢ migdzy
10-12 i 14-16 dniem, ale byfa istotnie wyzsza w dniach 2-4 i 18-20. Nie
stwierdzono istotnych réznic w ekspresji biatka AQP1 w jajowodzie podczas
ciazy (14-16 i 30-32 dzien) w poréwnaniu do $rodkowej i pdznej fazy lutealnej

cyklu,

obecnos¢ biatka AQPS5 stwierdzono w czgsci apikalnej komorek btony $luzowej i
w blonie komoérek migsniowych jajowodu. Istotny wzrost ekspresji AQPS
wykazano w 2-4 i 18-20 dniu cyklu rujowego w poréwnaniu do 10-12 i 14-16
dnia. Ekspresja AQPS5 w czasie cigzy byfa na poziomie zblizonym do 10-12 i 14-
16 dnia cyklu,

obecnos¢ biatka AQP9 stwierdzono wytacznie w czesci apikalnej komoérek btony
$luzowej jajowodu. Poziom ekspresji tego biatka byt zalezny od cyklu rujowego i
byt najwyzszy w 2-4 i 18-20 dniu. W czasie ciazy, ekspresja AQP9 ulegata

obnizeniu i byta na poziomie zblizonym do 10-12 i 14-16 dnia cyklu.
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Byfa to pierwsza charakterystyka ekspresji AQP1, AQPS5 i AQP9 w jajowodzie $wini w

czasie cyklu rujowego i wczesnej cigzy (Skowronski MT, Skowronska A, Nielsen S.

Journal of Histochemistry and Cytochemistry. 2011 59: 419—427). Praca ta zostata

wyrézniona przez BioMedical Library, Uniwersytetu Minnesota w USA, na trzecim

miejscu wsrod 10. najlepszych publikacji w ocenianym obszarze badan w roku 2011

(zalgcznik).

W kolejnej publikacji (4.4.) badano ekspresj¢ AQPl i AQP5 w okotojajnikowym
kompleksie naczyniowym (PVC) i wykazano:

e obecnos¢ tylko biatka AQP1 w komodrkach srodbtonka naczyn limfatycznych i

krwionos$nych PVC w czasie cyklu rujowego i cigzy, natomiast nie stwierdzono

ekspresji AQPS,

e stwierdzono istotny wzrost ekspresji AQP1 w 2-4 i 18-20 dniu cyklu w
porodwnaniu do 10-12 i 14-16 dnia. Na poczatku okresu implantacji i pod koniec
ekspresja AQP1 utrzymywata si¢ na poziomie zblizonym do $rodkowej i poznej

fazy lutealne;j,

e uzyskane wyniki sugeruja, ze estrogeny i progesteron uczestnicza w ekspresji

AQP1 w PVC (Skowronski MT, Frackowiak L, Skowronska A. Reproductive
Biology 2011 11 3: 210-223).

Podsumowujac, wykazano obecnos¢ AQP1, 5 i 9 w ukiadzie rozrodczym $win w cyklu
rujowym i cigzy. Immunolokalizacjg AQP1 stwierdzono w komérkach §rodblonka naczyn
krwionos$nych jajnika, jajowodu i macicy, AQPS - w komédrkach granulozy pecherzykow
rosnagcych, komorkach pecherzykéw pierwotnych oraz w komorkach nabtonka i
mig$niowki jajowodu i macicy, natomiast AQP9 — w komoérkach granulozy pecherzykéw
przedowulacyjnych i komoérkach nabtonkowych jajowodu i macicy. Stwierdzono, ze
ekspresja biatka AQP1, 5 i 9 w endometrium i miometrium macicy $win w czasie cyklu
rujowego 1 wezesnej cigzy jest zréznicowana. Wykazano istotnie wyzsza ekspresje biatka
AQPl w czasie ciazy w komoérkach endometrium i miometrium, podobnie wyzsza
ekspresje biatka AQPS i 9 w endometrium w 14-16 i 18-20 dniu cyklu w pordwnaniu z 2-
41i10-12 dniem. W pdczqtkowym okresie implantacji (14-16 dzien) oraz pod koniec (30-

32 dzien) ekspresja AQP5 i 9 w endometrium oraz AQP5 w miometrium byfa istotnie
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wyzsza w porownaniu do 10-12 i 14-16 dnia cyklu. Podobnie zréznicowang ekspresje
biatka AQP1, AQPS5 i AQP9 wykazano w jajowodzie $wini w czasie cyklu rujowego i
wczesnej cigzy. Ekspresja AQP1, AQPS i AQP9 byfa najwyzsza w dniach 2-4 i 18-20
cyklu rujowego. Stwierdzono réwniez ekspresj¢ AQP5 i AQP9 w czesci apikalnej

komorek trofoblastu.

Scharakteryzowany po raz pierwszy specyficzny wzor ekspresji AQP1, AQPS i
AQP9 wskazuje, ze uczestnicza one w utrzymaniu odpowiedniego nawodnienia i
zdolnosci regeneracyjnych drég rodnych w czasie cyklu rujowego i cigzy. Specyficzna
lokalizacja akwaporyn w komoérkach macicy, a szczegoélnie AQPS i AQP9 w komoérkach
nabtonka btony $luzowej macicy wskazuje na ich istotng role w przygotowaniu
odpowiedniego Srodowiska dla implantacji zarodkéw i ich odzywiania w czasie cigzy.
Natomiast akwaporyny obecne w jajowodzie prawdopodobnie uczestniczg w transporcie
plynéw do s$wiatta jajowodu i ufatwiajg transport jaja w kierunku macicy. Badania te
stanowig istotne nowum w rozpatrywanym obszarze wiedzy i analizowane tacznie z
innymi danymi pochodzagcymi z piSmiennictwa istotnie wzbogacaja nasza wiedze
dotyczacag procesu implantacji i ewentualnych przyczyn wysokiej $miertelnosci

zarodkéw.

Doktadne poznanie ekspresji akwaporyn 1, 5 1 9 w ukladzie rozrodczym $wini pozwolito
zaplanowanie dalszych badan nad mechanizmem ich dzialania, rolg hormonow w
regulacji ekspresji i przemieszczania w komorkach. Realizacje powyzszych badan
rozpoczgto w ramach projektu pt: ,, Rola hormonow steroidowych oraz cyklicznego AMP i
kinazy biatkowej A w regulacji ekspresji akwaporyny 1, 5 i 9 w macicy Swini w czasie
cyklu rujowego i wczesnej cigzy” finansowanego przez MNiSW w latach 2011-2014,

ktorego jestem kierownikiem.

Olsztyn, 26.11.2011r. Dr Mariusz T. Skowronski
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