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4. Wskazanie osiagnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagni¢cia naukowego:

WPLYW STEROIDOW PELCIOWYCH ORAZ KSENOESTROGENOW NA
ZAPOCZATKOWANIE DOJRZEWANIA KANALIKOW
PLEMNIKOTWORCZYCH SZCZURA

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

Impact Factor oraz punkty MNiISW podane sa z roku publikacji oraz z roku 2014,
liczba cytowan zgodnie z IS Web of Science z maja 2015 roku.

1. Walczak-Jedrzejowska R, Stowikowska-Hilczer J, Marchlewska K, Kula K.
Maturation, proliferation and apoptosis of seminal tubule cells at puberty after
administration of estradiol, follicle stimulating hormone or both. Asian J Androl 2008;
10(4):585-592

IF 2008=2,059; 2014=2,540; MNiSW 2008=20; 2014=25
Liczba cytowan: 9; Liczba cytowan bez autocytowan: 4

2. Walczak-Jedrzejowska R, Kula K, Oszukowska E, Marchlewska K, Kula W,
Stowikowska-Hilczer J. Testosterone and oestradiol in concert protect seminiferous
tubule maturation against inhibition by GnRH-antagonist. Int J Androl 2011; 34: e378-
e385
IF 2011=3,591; 2014=3,216; MNiSW 2011=50; 2014=50
Liczba cytowan: 5; Liczba cytowan bez autocytowan: 4

3. Walczak-Jedrzejowska R, Stowikowska-Hilczer J, Oszukowska E, Marchlewska K,
Filipiak E, Kula K. Oestradiol and testosterone inhibit rat seminiferous tubule
development in hormone-specific ways. Reprod Biol 2013; 13(3):243-250

IF 2013=1,048; 2014=1,048; MNiSW 2013=15; 2014=15
Liczba cytowan: I; Liczba cytowan bez autocytowan: 1

4. Filipiak E, Walczak-Jedrzejowska R, Oszukowska E, Guminska A, Marchlewska K,
Kula K, Stowikowska-Hilczer J. Xenoestrogens diethylstilbestrol and zearalenone
negatively influence pubertal rat's testis. Folia Histochem Cytobiol 2009; 47(5):S113-
120

IF 2009=1,081; 2014=1,000; MNiSW 2008=13; 2014=15
Liczba cytowan: 6; Liczba cytowan bez autocytowan: 4



5. Filipiak E, Walczak-Jedrzejowska R, Krupinski M, Oszukowska E, Marchlewska K,
Dhugonski J, Kula K, Stowikowska-Hilczer J. Di(n-butyl) phthalate has no effect on the
rat prepubertal testis despite its estrogenic activity in vitro. Folia Cytochem Cytobiol
2011; 49(4):685-689

IF 2011=0,807; 2014=1,000; MNiSW 2011=15; 2014=15
Liczba cytowan: 4; Liczba cytowan bez autocytowan: 4

ROZDZIAL W KSIAZCE:

6. Walczak-Jedrzejowska R i Kula K. ,Rola steroidowych hormonéw jadra i ich
interakcji przy wywolaniu dojrzewania kanalikoéw plemnikotworczych” w: Uktad
ptciowy megski, Badania kliniczne 1 doswiadczalne. Pod redakcja M. Piaseckie;.
Wydawnictwo Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. 2013; 292-309

Sumaryczny Impact Factor prac oryginalnych zgloszonych jako osiagnigcie 1F=8,586
z roku publikacji (8,804 z roku 2014), a w punktach MNiSW=113 z roku publikacji (120
z roku 2014). Jedna z przedstawionych publikacji oryginalnych zostata opublikowana w
Folia Histochemica et Cytobiologia, 2009, 47 (5) (publikacja 4), recenzowanym
suplemencie do czasopisma. Punktacja po wyltaczeniu pracy z suplementu wynosi:
IF=7,505 z roku publikacji (7,804 z roku 2014), a w punktach MNiSW=100 z roku
publikacji (105 z roku 2014). Catkowita liczba cytowan wynosi 25, bez autocytowan 17
(zr6dto JCR, maj 2015 r.)

Oswiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad w powstanie publikacji
naukowych dotaczono w zataczniku 5.

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Spermatogeneza to zlozony proces podziatdéw 1 przeksztalcen komodrkowych,
w ktérym z pierwotnych komoérek plemnikotworczych, spermatogonii, powstaja dojrzate
gamety meskie, plemniki. Proces ten odbywa si¢ w nabtonku plemnikotwoérczym kanalika
jadra w $rodowisku utworzonym przez somatyczne komorki kanalika tzw. komorki
Sertoliego. Komorki Sertoliego pelnia funkcje podporowa, odzywcza i regulacyjna
w stosunku do komorek spermatogenezy. Spermatogeneza zapoczatkowana w okresie
dojrzewania plciowego lub natychmiast po urodzeniu (u szczura) trwa do konca zycia
u wszystkich znanych gatunkow, w tym u czlowieka, dzigki namnazaniu i samoodnowie
spermatogonii. Za gtdwne hormony regulujace spermatogenezg¢ uwaza si¢ przysadkowy

hormon folikulotropowy (FSH, ang. Follicle Stimulating Homrone) oraz testosteron.
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Testosteron wytwarzany jest w komorkach Leydiga jader pod wptywem przysadkowego
hormonu luteotropowego (LH, ang. Luteinizing Homrone ). Zaréwno FSH jak i testosteron
dziataja za posrednictwem komorek Sertoliego, komoérki plemnikotworcze nie maja
wiasnych receptoréw dla tych hormondow.

Stosunkowo niedawno odkryto, ze spermatogeneza jest regulowana z udziatem
estradiolu [1], hormonu uwazanego za ,zenski” bo wytwarzanego m.in. w jajniku.
Estradiol reguluje cykl piciowy samicy. Receptory estrogenowe zaréwno te klasyczne,
jadrowe (ERa i ERp, ang. Estrogen Receptor), jak i blonowe (GPER, ang. G Protein-
coupled Estrogen Receptor) obecne sa w wielu roznych typach komorek jadra poczawszy
od komoérek Leydiga i Sertoliego po komoérki plemnikotworcze [2]. Jadro nie jest jedynie
miejscem docelowym dla dziatania estrogenow, ale jest tez zrodtem ich wytwarzania [3].
Jadra szczurze maja zdolno$¢ wytwarzania estradiolu poczawszy od 17 doby zycia
ptodowego. Glownym miejscem biosyntezy estrogendéw w jadrze w  okresie
przeddojrzewaniowym sa komorki Sertoliego W procesie stymulowanym przez FSH.
Okoto 15 dnia zycia szczura aktywno$¢ aromatazy, enzymu przeksztatcajacego androgeny
do estrogenéw, przemieszcza si¢ Z komorek Sertoliego do komorek Leydiga, ktore
stanowia gtdéwne zrodto estrogenéw w okresie dojrzatosci ptciowej. Aromataza obecna jest
takze w komorkach plemnikotworczych.

Zapoczatkowanie spermatogenezy u szczura nast¢puje tuz po urodzeniu. Wtedy
plodowe komorki piciowe, gonocyty, ponownie rozpoczynaja namnazanie i 0koto 5 dnia
zycia, roznicuja si¢ do pierwszych spermatogonii. Spermatogonie dzielac si¢ |
samoodnawiajac ustanawiaja wielko$¢ swojej Statej populacji. Zapewnia to ciaglosé
spermatogenezy. Namnazanie i samoodnowa spermatogonii sa Kkrytyczne dla jej
ilosciowego aspektu w ciagu catego zycia. Pierwsze spermatocyty w stadium preleptotenu
I. podziatu mejotycznego, zwane takze spermatocytami spoczynkowymi, pojawiaja Sie W
kanaliku plemnikotworczym 9 dnia zycia szczura. Okoto 15. dnia pojawiaja Si¢ pierwsze
spermatocyty w kolejnym stadium podziatu mejotycznego, stadium pachytenu. Pierwsze
plemniki pojawiaja si¢ w jadrze szczura juz okoto 45 dnia zycia. Komorki Sertoliego, ktore
rozpoczegly namnazanie jeszcze W okresie zycia plodowego, kontynuuja mitozy przez
okoto dwa tygodnie po urodzeniu, nastepnie dojrzewaja czynnosciowo, a ich gtdéwna rola
staje si¢ utrzymanie Ssrodowiska dla przebiegu spermatogenezy. Zakonczenie podzialow
komorek Sertoliego wystgpuje okoto 15 dnia Zzycia i taczy si¢ z powstaniem ich stalej,

niezmiennej liczbowo populacji. Decyduje to o koncowej objgtosci jader i liczbie



wytwarzanych plemnikow. Jedna komorka Sertoliego wspiera bowiem okreslong liczbg
komorek plemnikotwoérczych.

Cecha charakterystyczna pierwszej spermatogenezy jest wzmozona apoptoza
komorek plemnikotworczych [4]. Jest ona niezbedna dla usunigcia komorek
nadliczbowych iutrzymania prawidtowych relacji ilosciowych oraz prawidlowych
interakcji pomigdzy dojrzewajacymi komorkami plemnikotworczymi a komorkami
Sertoliego.

Badania dotyczace hormonalnej regulacji  zainicjowania spermatogenezy
prowadzone sa od wielu lat z wykorzystaniem réznych modeli do$wiadczalnych i
wskazuja jednoznacznie na zaangazowanie w tym procesie FSH i testosteronu. Przy
zapoczatkowaniu spermatogenezy FSH jest gldéwnie odpowiedzialne za namnazanie
komorek Sertoliego oraz rozwdj spermatogonii, podczas gdy dziatanie testosteronu jest
kluczowe dla przebiegu i zakonczenia pierwszego podzialu mejotycznego [5]. Udziat
estrogenéw nie jest jeszcze do konca poznany. Uwazno, ze estradiol ma by¢
odpowiedzialny za hamowanie czynno$ci jadra, a mechanizm ujemnego dzialania
estradiolu ma zaleze¢ zarowno od hamowania wydzielania FSH z przysadki, jak i od
hamowania wydzielania testosteronu w samym jadrze.

Coraz wigcej badan wskazuje na wpltyw zwiazkéw chemicznych o aktywnosci
hormonalnej zaburzajacych wydzielanie lub czynno$¢ endogennych androgendéw, co
uwazane jest za dziatanie estrogeno-podobne. Sa to tzw. EDC (ang. Endocrine Disrupting
Chemicals), ktore hamuja rozwoj jadra, a takze wptywaja na jego czynnos¢ w okresie
dojrzatosci piciowej. Uwaza sig, ze EDC moga by¢ przyczyna wielu zaburzen meskiego
ukfadu plciowego, w tym nowotwordw jader, a takze zaburzen ptodnosci. Szczegdlne
znaczenie maja ksenoestrogeny, substancje Srodowiskowe, ktore wykazuja aktywno$é
estrogenna i/lub anty-androgenowa [6].

Moje zainteresowania badawcze ukierunkowane byly na poszerzenie wiedzy na
temat roli FSH, testosteronu i estrogenow w regulacji zapoczatkowania spermatogenezy.
Badatam wptyw tych hormondéw na wzrost jadra, dojrzewanie i czynno$¢ komorek
Sertoliego oraz rownowagg pomigdzy namnazaniem, réznicowaniem i apoptoza komorek
plemnikotworczych. Ze wzgledu na rosnacy problem spoteczny, jakim jest
zanieczyszczenie $rodowiska ksenoestrogenami, interesowal mnie réwniez wpltyw
ksenoestrogenow na zapoczatkowanie spermatogenezy.

Trzy sposrod pigciu publikacji oryginalnych wchodzacych w sklad  cyklu

naukowego (publikacje nr 1, 4, 5) sa wynikiem realizacji wtasnego projektu badawczego
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finansowanego w ramach $rodkéw Uniwersytetu Medycznego w todzi, ktérego bytam

kierownikiem (tzw. Praca Wtasna Uniwersytetu Medycznego, zalqcznik 4; poz. 1l 1, 17,)

Modele badawcze

W pracach zgloszonych jako osiagnigcie naukowe wykorzystywatam model
doswiadczalny z zastosowaniem noworodkéw samcow Szczura biatego rasy Wistar. W
czasie korespondujacym z zapoczatkowaniem spermatogenezy, zwierzeta te poddawane
byty, codziennym wstrzyknigciom preparatow hormonalnych. Estrogeny podawane byty w
postaci naturalnego 17p-estradiolu, benzoesanu estradiolu i dietylstilbestrolu (DES, ang.
Diethylstilbestrol), testosteron w postaci propionianu, a FSH jako organopreparat
uzyskiwany z moczu kobiet po menopauzie (Metrodin, Serono, Middlesex, UK).
Hamowanie wydzielania endogennych gonadotropin dokonywane byto poprzez podawanie
antagonisty receptora gonadoliberyny (GnRH, ang. Gonadotropin Releasing Hormone)
(Cetrorelix, Merck Serono Europe Ltd, Londyn, UK). Ksenoestrogeny reprezentowane
byly przez zearalenon (ZEA, ang. Zearalenone ) i ftalan di(n)butylu (DBP, ang. Di-n-butyl
phthalate).

Doswiadczenia prowadzono w okresie rozwoju spermatogonii tj. namnazania
i roznicowania pierwszych spermatogonii, rownolegtym do ustanowienia niezmiennej,
dojrzatej populacji komorek Sertoliego w jadrze. Model ten wprowadzony zostal w naszej
jednostce w latach osiemdziesiatych [1]. Wprowadzitam w nim istotne innowacje.
Zmodyfikowatam metode analizy morfometrycznej wzrostu jadra, umozliwiajaca oceng
calkowitej objetosci i dlugosci kanalikow plemnikotworczych w jadrze. Wprowadzitam
morfologiczna oceng dojrzatosci czynnos$ciowej komorek Sertoliego, ktora obejmowala:
a) zmiany w wielkoséci powierzchni ich jadra komorkowego oceniane z wykorzystaniem
komputerowego systemu do analizy obrazu, b) czgstos¢ wystgpowania $wiatta kanalika,
ktore jest wypadkowa tworzenia potaczen barierowych migdzy przylegajacymi komodrkami
Sertoliego 1 wydzielania przez nie ptynu kanalikowego, oraz c) zmiany aktywnos$ci
proliferacyjnej komoérek Sertoliego. Do iloSciowej analizy komodrek nabtonka
plemnikotwoérczego wprowadzitam metody stereometryczne, co pozwolito na oceng
populacji komoérkowych w calym jadrze. Stan zréznicowania komorek opieraltam na
cechach morfologii oraz umiejscowieniu komorek w nabtonku plemnikotworczym.
Wprowadzitam takze metod¢ immunohistochemicznej analizy proliferacji komorek z
wykorzystaniem przeciwciala skierowanego przeciwko jadrowemu antygenowi proliferacji

komodrkowej (PCNA, ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen), oraz metode TUNEL (ang.
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Terminal Deoksynukleotydyl Transferase Mediated D-UTP Nick End-Labeling) w celu

identyfikacji komorek podlegajacych zaprogramowanej $mierci (apoptozie).

Publikacja nr 1

Walczak-Jedrzejowska R, Stowikowska-Hilczer J, Marchlewska K, Kula K. Maturation,
proliferation and apoptosis of seminal tubule cells at puberty after administration of
estradiol, follicle stimulating hormone or both. Asian J Androl 2008; 10(4):585-592

Wyniki pierwszej z przedstawionych jako osiagnigcie prac z jednej strony
potwierdzitly znany, stymulujacy wplyw FSH na proliferacje komorek Sertoliego, a z
drugiej po raz pierwszy wykazatly, ze estradiol (podawany w postaci benzoesanu) hamuje
ten proces. Poniewaz wczes$niej wykazatam, ze stosowana dawka benzoesanu estradiolu u
noworodkow Szczura nie obnizata poziomu FSH we krwi [7], to hamujacy wplyw
estradiolu na namnazanie komorek Sertoliego mozna uzna¢ za bezposredni. Hamujac
proliferacj¢ komorek Sertoliego, estradiol moze determinowac ostateczna mase jader.
Dotychczas uznawano, ze rolg taka spetnia jedynie hormon tarczycy. Uzyskane wyniki sa
oryginalne i stanowia znaczacy wklad do wiedzy na temat roli estradiolu w regulacji
liczebnosci komorek Sertoliego. Rzeczywiscie w tym samym roku wykazano in vitro
mozliwos¢ bezposredniej regulacji namnazania komoérek Sertoliego pobranych od
niedojrzatych ptciowo szczuréw przez estradiol [8].

W omawianej pracy wykazatam takze, ze estradiol wzmaga apoptozg¢ komorek
Sertoliego. Prawdopodobnie estradiol moze dziata¢ tutaj posrednio poprzez znany
hamujacy wplyw na wydzielanie testosteronu przez komoérki Leydiga. Estradiol
zastosowany w postaci benzoesanu, w tej samej dawce, hamowat wydzielanie testosteronu
[7]. Z kolei, w badaniach in vitro z wykorzystaniem fragmentéw kanalikow
plemnikotwodrczych cztowieka wykazano, ze niedobor testosteronu stymulowal apoptoze
komorek Sertoliego [9].

W mojej pracy podawanie samego estradiolu powodowato rowniez zahamowanie
dojrzewania komodrek Sertoliego ocenianego wzrostem powierzchni ich jadra
komorkowego oraz tworzeniem $wiatla kanalika. Niespodziewanie, mimo hamujacego
wplywu samego estradiolu, przy tacznym jego podawaniu z FSH wystapito wzmocnienie
dodatniego dziatania FSH na dojrzewanie komorek Sertoliego. Obserwacja ta jest
oryginalna, jej mechanizm pozostaje nadal nieznany, cho¢ stanowi istotny wktad w

poznanie hormonalnej kontroli dojrzewania jadra.



W przypadku komoérek plemnikotwodrczych uzyskane w niniejszej pracy wyniki
potwierdzity znany, hamujacy wptyw estradiolu na ich przezywalno$¢ oraz stymulujacy
wplyw FSH na ich namnazanie. Jednak, oprocz apoptozy, estradiol powodowat takze
wzrost namnazania komorek plemnikotwoérczych, porownywalny do dziatania FSH.
Chociaz wydaje sig, ze proliferacja i apoptoza komorek sa procesami przeciwstawnymi, t0
jednak wykazatam, ze w przypadku spermatogenezy oba te procesy moga mie¢ wspdlny
czynnik pobudzajacy. Estradiol moze by¢ czynnikiem zaangazowanym w regulacje
roéwnoczes$nie proliferacji iapoptozy komorek plemnikotworczych. Jest to obserwacja
oryginalna nie publikowana wcze$nie;.

Najwazniejszym osiagnigciem omawianej publikacji i calego przedstawionego
cyklu prac byto wykazanie, ze tylko taczne dziatanie estradiolu i FSH powodowato wzrost
przezywalnosci komorek plemnikotworczych. Prawdopodobnie efekt ten wynikat
z nieznanego dotychczas wspotdziatania estradiolu i FSH na dojrzato$¢ czynnos$ciowa

komorek Sertoliego.

Publikacja nr 2

Walczak-Jedrzejowska R, Kula K, Oszukowska E, Marchlewska K, Kula W, Slowikowska-
Hilczer J. Testosterone and oestradiol in concert protect seminiferous tubule maturation
against inhibition by GnRH-antagonist. Int J Androl 2011; 34: e378-e385

Celem kolejnej z prac prezentowanych jako osiagnigcie naukowe byta proba
zbadania, czy, podobnie jak z FSH, estrogeny moga wspoldziata¢ z testosteronem przy
kontroli rozwoju jadra. Dla zbadania bezposredniego wptywu hormonow steroidowych na
jadro, wymagane jest m.in. wyeliminowanie dziatania endogennych hormonow tropowych
przysadki (FSH iLH), pobudzajacych wydzielanie hormonéw jadra. Historycznie
dokonywano tego za pomoca usunigcia przysadki lub przez podawanie estrogenow,
hamujacych wydzielanie FSH i LH. W naszym modelu do$wiadczalnym zastosowatam
antagoniste receptora GnRH, ktory hamuje wydzielanie gonadotropin przez przysadke.

Antagonista GnRH podawany byt noworodkom samcoéw szczura pomiedzy 5 a 15
doba zycia. Wydzielanie FSH i testosteronu ulegato obnizeniu. Rownoczesnie z
antagonista podawane byty propionian testosteronu i benzoesan estradiolu, zaréwno
oddzielnie jak i tacznie. Antagonista GnRH wywotal zahamowanie wzrostu jadra, spadek
liczby komorek Sertoliego oraz zahamowanie ich dojrzewania. Jednak czg$ciowe

przeciwdziatanie hamujacemu wplywowi antagonisty GnRH objawiajace si¢



podtrzymaniem wzrostu jadra i prawidlowej liczby komorek Sertoliego (mimo wzglgdnego
deficytu FSH), mozliwe bylo przez réwnoczesne podawanie testosteronu. Wskazuje to na
mozliwo$¢ zastepczego (kompensacyjnego) dziatania testosteronu przy wzglednym
niedoborze FSH. Niespodziewanie, rownoczesne podawanie testosteronu z estradiolem
utrzymywato wzrost jadra i liczby komorek Sertoliego oraz w pelni przeciwdziatato
hamowaniu ich dojrzewania przez antagonistg. Wskazuje to na mozliwo§¢ wspoétdziatania
estradiolu z testosteronem dla wywotania dojrzewania komorek Sertoliego. Tak wiec,
estradiol okazal si¢ hormonem, ktorego wspotdziatanie zarowno z FSH (Publikacja nr 1),
jak i testosteronem, wywotuje dojrzewanie komorek Sertoliego. Moze to mie¢ podstawowe
znaczenie fizjologiczne dla dojrzewania jadra lub uruchamiaé si¢ jako alternatywny
mechanizm w obliczu niedoboru FSH lub testosteronu.

Przy wzglednym niedoborze FSH (po zastosowaniu antagonisty GnRH)
wystgpowalo zmniejszenie liczebnosci komoérek plemnikotworczych. Ocena proliferacji i
przezywalnos$ci spermatogonii i spermatocytow wykazaty, ze zmniejszenie ich liczby byto
wynikiem wzrostu apoptozy, a nie zahamowania proliferacji. Najwazniejszym wynikiem
tej pracy bylo wykazanie po raz pierwszy, ze tylko taczne dziatanie estradiolu i
testosteronu byto w stanie catkowicie wyeliminowa¢ hamujacy wptyw antagonisty GnRH.
Udato sig takze okresli¢ swoistos¢ dziatania obu steroidow piciowych. I tak, utrzymanie na
prawidlowym poziomie liczby komorek piciowych wynikalo z dodatniego wplywu
estrogenu na namnazanie spermatogonii, a testosteron dziatal ochronnie zmniejszajac
apoptoze spermatocytow. Wyniki te stanowia istotne rozszerzenie wiedzy na temat
wzglednych 16l estradiolu 1 testosteronu przy zapoczatkowaniu spermatogenezy
odkrywajac pobudzajaca rol¢ wspoldziatania estrogenéw 1 androgendw, hormonow
uznawanych dotychczas jako dziatajace przeciwstawnie.

Istnieja dane mowiace, ze testosteron moze ujemnie regulowaé (hamowac)
spermatogenez¢ na poziomie spermatogonii, a nawet na etapie wczesniejszym niz
spermatogonie [1]. Kontynuujac badania na wyzej wymienionym modelu doswiadczalnym
na szczurach, ktorym hamowano wydzielane endogennych gonadotropin za pomoca
antagonisty GnRH, wykazatam rowniez, ze wraz z przedwczesnym wzrostem ekspresji
receptorow androgenowych (AR) na komoérkach Sertoliego oraz okotokanalikowych
komorkach mioidalnych pod wplywem rownoczesnego do antagonisty podawania
propionianu testosteronu zmniejsza si¢ liczba najwczesniejszych  spermatogonii
(spermatogonii typu A) i odwrotnie, wraz z obnizeniem ekspresji AR (pod wplywem

rownoczesnego do antagonisty podawania benzoesanu estradiolu) ilos¢ tych komorek
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wzrasta. Wskazuje to, ze przedwczesna aktywacja AR moze negatywnie regulowac
liczebnos¢ spermatogonii najwczesniejszego typu, z kolei jej opdznienie wywotuje efekt
odwrotny. Wyniki te =zostaly przedstawione na 8. Miedzynarodowym Kongresie
Andrologicznym, ktory odbyt si¢ w Barcelonie (15-17.10.2014 r.) i wyr6znione Nagroda
The Best Poster Prize przyznana przez Institut Biochimique SA International i Komitet

Organizacyjny Kongresu (zatqcznik 4, poz. 11 J, 16).

Publikacja nr 3
Walczak-Jedrzejowska R, Slowikowska-Hilczer J, Oszukowska E, Marchlewska K,
Filipiak E, Kula K. Oestradiol and testosterone inhibit rat seminiferous tubule

development in hormone-specific ways. Reprod Biol 2013; 13(3):243-250

Kontynuujac swoje badania nad regulacja hormonalng zapoczatkowania
spermatogenezy postanowitam oceni¢ wptyw podawania steroidéw ptciowych w okresie
jeszcze wecezesniejszym, poczawszy od 1. dnia zycia szczura, obejmujacym takze
namnazanie iroznicowanie ptodowych komorek ptciowych, gonocytow, do pierwszych
spermatogonii. W badaniu tym zwierzgta podlegaty manipulacji hormonalnej w dwoch
okresach zycia. W pierwszym z nich steroidy ptciowe podawane byly od 1. do 5. doby, a
nastgpnie przez 10 kolejnych dni podawany byt tylko rozpuszczalnik dla hormondow.
W drugim, steroidy piciowe podawane byly od 1. do 15. doby zycia. Oprocz oceny
catkowitej liczby komorek plemnikotworczych w jadrze, ocenione zostaty takze liczby
spermatogonii i spermatocytow w relacji do komorek Sertoliego. Umozliwito to oceng
kompetencji komodrek Sertoliego w  zakresie wspierania rozwoju  komorek

plemnikotworczych.

Podawanie steroidow plciowych tylko przez pierwszych 5 dni zycia szczura
powodowato zahamowanie wzrostu jadra oraz zmniejszenie liczebnosci komorek
Sertoliego 1 komorek plemnikotworczych w 16. dniu zycia. Jednakze, chociaz liczba
komorek plemnikotworczych w jadrze byla obnizona, to ich stosunek liczbowy
do komorek Sertoliego nie byt zmieniony. Obserwowany w tych grupach wzrost apoptozy
komorek plemnikotworczych, przy zachowanej proliferacji, odpowiadat prawdopodobnie
za stabilizacjg liczby obu typow komorek.

Przedhuzenie ciaglego podawania hormonow do 15. dnia zycia powodowato dalsze

uposledzenie rozwoju komoérek plemnikotworczych. Udato si¢ tutaj zaobserwowac
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specyficzne dla danego hormonu efekty. Podczas gdy estradiol hamowat ilosciowy aspekt
rozwoju spermatogonii, prawdopodobnie dziatajac bezposrednio na same komorki piciowe
i stymulujac ich apoptoze, testosteron obnizal liczbe spermatocytow. Testosteron
nie zmienial, a estradiol zwigkszal wydzielanie FSH. Wyniki tych badan wskazuja,
ze dziatanie steroidow piciowych nawet w okresie przeddojrzewaniowym jest zalezne od
wieku, oraz ze wzgledna przewaga dostepnosci jednego ze steroidow plciowych swoiscie
negatywnie wplywa narozwdj jader, jezeli wystepuje tuz po urodzeniu. Mechanizmy
hamowania obecne Ww najwcze$niejszym okresie zycia sa specyficzne dla kazdego

hormonu steroidowego i nie zaleza od hamowania wydzielania FSH.

Podsumowanie badan nad fizjologicznym wplywem steroidéw plciowych na rozwoj
kanalika

W  okresie dojrzewania plciowego FSH pobudza wzrost kanalikow
plemnikotworczych, ale jego wptyw na przezywalno$¢ komorek plemnikotworczych jest
potegowany estradiolem. Testosteron wydaje si¢ modulowaé¢ wzrost kanalika jadra. Wzrost
ten jest hamowany przez testosteron w okresie rozpoczecia spermatogenezy i pojawiania
si¢ spermatogonii, a pobudzany w okresie rozwoju spermatogonii nawet przy wzglednym
niedoborze FSH. Testosteron bierze wtedy udziat w podtrzymywaniu liczebnosci komorek
Sertoliego, wzrostu kanalika plemnikotworczego oraz przezywalnosci pierwszych
komorek ulegajacych mejozie (spermatocytow). Jednak petne ilosciowo, prawidlowe
dojrzewanie kanalikow jadra w okresie rozwoju spermatogonii wystepuje, kiedy
testosteron wspotdziata z estradiolem.

Wywotanie pierwszego rozwoju spermatogonii az do mejozy wymaga
wspotdzialania estradiolu z FSH lub z testosteronem, 1 tym samym estradiol wydaje si¢ by¢
uniwersalnym sygnatem hormonalnym dla wywotania czynnosci plemnikotworczej jadra.
Platforma dla dodatniego wspoétdziatania tego zespotu hormondéw sa komorki Sertoliego.
Przyjmujac, ze gtldwnym hormonem odpowiedzialnym za wzrost i dojrzewanie kanalikow
plemnikotworczych jest FSH, jego dziatanie moze zaleze¢ zarowno od swoistej aktywacji
receptora btonowego dla FSH na komorkach Sertoliego, jak i od modulacji biosyntezy
estradiolu w tych komoérkach. Testosteron i estradiol wykazuja tez swoiste dziatania
hamujace. Estradiol hamowal rozwdj komorek plemnikotworczych, a testosteron -
spermatocytow. Oba efekty ujawniaja si¢ w najwczesniejszym etapie spermatogenezy,
czyli réznicowania sig pierwszych spermatogonii i nie zaleza od hamowania wydzielania
FSH.
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Publikacja nr 4

Filipiak E, Walczak-Jedrzejowska R, Oszukowska E, Guminska A, Marchlewska K, Kula
K, Slowikowska-Hilczer J. Xenoestrogens diethylstilbestrol and zearalenone negatively
influence pubertal rat's testis. Folia Histochem Cytobiol 2009; 47(5):S113-120

Publikacja nr 5

Filipiak E, Walczak-Jedrzejowska R, Krupinski M, Oszukowska E, Marchlewska K,
Dtugonski J, Kula K, Slowikowska-Hilczer J. Di(n-butyl) phthalate has no effect on the rat
prepubertal testis despite its estrogenic activity in vitro. Folia Cytochem Cytobiol 2011;
49(4):685-689

Dwie kolejne prace dotycza badania wptywu s$rodowiskowych zwiazkow
0 aktywnosci estrogennej, tzw. ksenoestrogenow, na rozwoj kanalika plemnikotworczego.
Przypuszcza sig, ze wzrost czgstosci wystgpowania zaburzen W obrebie meskiego uktadu
plciowego zwiazany jest z dziataniem ksenoestrogenéw pochodzacych ze srodowiska [6].
Jednakze w badaniach do$wiadczalnych, oprocz negatywnego wplywu zwiazkow
0 dziataniu estrogennym na meski uklad plciowy zaobserwowano takze ich efekt
pozytywny, co uzaleznione byto m.in. od dawki stosowanych zwiazkéw [10-12]. Dlatego
tez postanowiliSmy zbada¢ dziatanie r6znych dawek wybranych ksenoestrogenow w
naszym modelu badawczym.

W pierwszej publikacji (Publikacja nr 4) zastosowaliSmy oprocz czystego
chemicznie estradiolu dwa ksenoestrogeny o ré6znym pochodzeniu $rodowiskowym: DES,
syntetyczny estrogen stosowany w przesztosci jako s$rodek farmaceutyczny lub jako
anabolik w hodowli drobiu i bydta, i ZEA - mykoestrogen produkowany przez plesn
Fusarium species. O ile narazenie $rodowiskowe u ludzi na DES obecnie praktycznie nie
istnieje, to ZEA jest czgstym zanieczyszczeniem zywnosci, a jego gldownym zrodlem sa
ziarna zb6z 1 kukurydzy oraz suszone owoce i warzywa. Wptyw DES na meski uktad
rozrodczy w okresie dojrzewania byt juz wczesniej badany. Z kolei ocena wptywu ZEA na
rozwoj jader u szczura stanowi oryginalny wklad w rozwdj wiedzy, gdyz wczedniejsze
pojedyncze publikacje dotyczyly wptywu tego zwiazku gtownie u dorostych samcow [13,
14]. DES jest zwiazkiem o udokumentowanym silnym dziataniu estrogennym [15, 16]. Z
kolei ZEA w tescie in vitro aktywacji transkrypcyjnej ER wykazuje 10° razy nizsza
zdolno$¢ wiazania z receptorem w porownaniu z czystym chemicznie estradiolem, czy
DES [16].
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W naszym badaniu zwiazki te podawane byly niedojrzalym samcom szczura W
dwoch roznych dawkach. Dawki wyzsze DES i czystego chemicznie estradiolu zostaty
wybrane poprzez analogi¢ do dawki benzoesanu estradiolu wykorzystywanej w naszych
poprzednich badaniach (Publikacje nr 1 - 3). Dawki nizsze, stanowity 0,1 dawki wyzszej i
zostaly wybrane poprzez analogi¢ do badan, w ktorych substancje te w podobnych lub
nizszych dawkach nie wykazywaty zadnego lub wykazywaly wptyw dodatni na wzrost
jader lub spermatogencze w okresie rozwojowym u samca [10, 17]. Dawki ZEA
opracowane zostaly w oparciu o jego powinowactwo do ER [15] i byly 10% i 10° razy
wyzsze od dopuszczalnego dziennego spozycia tego ksenoestrogenu dla ludzi.

Uzyskane wyniki potwierdzity wczesniejsze doniesienia dotyczace negatywnego
wplywu DES i estradiolu na spermatogenezg i wzrost jader szczurdw, oraz po raz pierwszy
wykazaly takze negatywny wptyw ZEA (w wyzszej dawce) na badane parametry. Pod
wpltywem  wszystkich analizowanych substancji dochodzito przede wszystkim
do zahamowania wzrostu jadra (zmniejszenie masy jadra, srednicy i catkowitej dtugosci
kanalikow plemnikotworczych) oraz zmniejszenia liczebnosci komorek Sertoliego. Wyniki
te pozostaja w zgodzie z naszymi badaniami nad fizjologia rozwoju jadra, gdzie benzoesan
estradiolu (zastosowany w tej samej dawce co dawki wyzsze dla DES 1 czystego
chemicznie estradiolu) wywolywat tez efekt hamujacy (Publikacja nr 3), prawdopodobnie
w wyniku zwigkszonej apoptozy komorek Sertoliego (Publikacja nr 1). Jesli chodzi o
wplyw badanych substancji na liczebno$¢ komoérek plemnikotworczych to najwigkszy
spadek obserwowany byt po DES, niezaleznie od dawki, oraz po wyzszej dawce czystego
chemicznie estradiolu. Z kolei nizsza dawka czystego chemicznie estradiolu i wyzsza
dawka ZEA obnizyly znamiennie tylko liczbg spermatogonii. Obnizenie liczby komoérek
plemnikotworczych, prawdopodobnie na skutek apoptozy (Publikacja nr 1 i 3), moze by¢
zwiazane ze zmniejszeniem liczby komorek Sertoliego, a tym samym z potrzeba
liczbowego dopasowania obu typow komorek. Moze to sugerowaé, zew oKresie
dojrzewania szczura komorki Sertoliego stanowia glowny cel negatywnego dziatania
estradiolu, jak i badanych ksenoestrogenow. Jednakze w $wietle poprzednich naszych
wynikow, nie mozna wykluczy¢, ze zwiazki wykazujace dzialanie estrogenne moga takze
bezposrednio wptywaé na komorki plemnikotworcze. Estradiol (podawany w postaci
benzoesanu) oprocz zahamowania wzrostu jadra i zmniejszenia liczebnosci komorek
Sertoliego powodowal takze upos$ledzenie rozwoju spermatogonii, co objawiato sig
zaburzeniem stosunku liczbowego komorek plemnikotwodrczych do komorek Sertoliego

(Publikacja nr 3).
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Poza ZEA takze DBP jest zwiazkiem zanieczyszczajacym Srodowisko naturalne o
dziataniu estrogenopodobnym i stanowigcym przez to potencjalne zagrozenie dla ludzi 1
zwierzat. Jest to substancja syntetyczna, wykorzystywana glownie jako plastyfikator,
srodek do impregnacji tekstyliow, czy rozpuszczalnik w farbach drukarskich.
Najliczniejsze sa prace na temat negatywnego wptywu DBP na meski uktad rozrodczy w
okresie rozwoju ptodowego. DBP w wysokich dawkach dziata negatywnie na jadra ptodow
szczurzych powodujac zwigkszona agregacj¢ komorek Leydiga oraz zmniejszenie
produkcji wewnatrzjadrowego testosteronu [18, 19]. Powoduje takze inne zaburzenia
rozwoju uktadu rozrodczego samcoéw, takie jak dysgenezja gonad, spodziectwo,
wngetrostwo, bezptodnos¢ [12]. Jedyna wcezesniejsza praca, ktora badata wptyw DBP na
meski uktad plciowy w okresie dojrzewania szczura, wskazywala raczej na jego negatywne
antyandrogenne, a nie estrogenne dziatanie, przy czym stosowane w tym doswiadczeniu
dawki oscylowaly migdzy 250 a 1000 mg/kg m.c. [20]. Z drugiej strony Ge i wsp. [21]
wykazali, ze inny ftalan, o podobnej do DBP strukturze chemicznej, ftalan dietylheksylu
(DEHP, ang. Di(2-ethylhexyl) phthalate) dziala negatywnie na dojrzewanie piciowe
szczura w dawce odpowiadajacej 750 mg/kg m.c. Natomiast w dawce niskiej, wynoszacej
10 mg/kg m.c., DEHP wywotuje efekt przyspieszajacy dojrzewanie plciowe, podwyzsza
stezenie testosteronu we krwi 1 zwigksza masg pecherzykow nasiennych.

W kolejnej pracy (Publikacja nr 5), w tym samym modelu do$wiadczalnym,
analizowany byt wptyw niskich dawek DBP (analogicznych do w/w niskiej dawki DEHP)
na wzrost jadra i zapoczatkowanie spermatogenezy. Podobnie jak w przypadku ZEA
(Publikacja nr 4) zastosowane dawki DBP byty 10% i 10% razy wyzsze od tolerowanego
dziennego spozycia tego ksenoestrogenu dla ludzi. Poniewaz prace oceniajace dziatanie
estrogenne DBP i DEHP nie sa do konca jednoznaczne [22-24] to dodatkowo, we
wspotpracy z prof. Jerzym Diugonskim i dr Mariuszem Krupinskim z Katedra
Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Uniwersytetu t.odzkiego, zbadlismy takze
estrogennos¢ DBP w drozdzowym te$cie YES (ang. Yeast Estrogen Screen). Stosowany w
tym tescie szczep drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae posiada w swoim
genomie gen kodujacy ludzki ER typu a (hER a), ktorego aktywacja powoduje ekspresje
genu reporterowego lacZ i produkcje B-galaktozydazy metabolizujacej w podtozu zotty
indykator do czerwonego produktu. Stezenie [-galaktozydazy ocenia  si¢
spektrofotometrycznie.

W naszym dos$wiadczeniu zadna z badanych dawek DBP nie wptyngta negatywnie

na wzrost jadra, rozwoj kanalikow plemnikotworczych, liczb¢ komorek piciowych i
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Sertoliego oraz poziomy hormonéw piciowych we krwi. Nie zaobserwowano takze
dodatniego wptywu niskich dawek DBP na rozwdj jadra, tak jak to mialo miejsce dla
innego ksenoestrogenu DEHP [21]. Pomimo tego wyniki uzyskane w tescie YES
potwierdzity estrogenno$¢ DBP. Zdolno$¢ jego wiazania do hERa okazata si¢ jednak niska
w poréwnaniu do czystego chemicznie estradiolu i zachodzita dopiero w stezeniach 107
razy wyzszych. Jednakze nalezy pamigta¢, ze S$rodowiskowy wplyw zwiazkow O
aktywno$ci estrogennej nie powinien by¢ rozwazany jako oddziatywanie tylko
pojedynczego zwiazku na organizm. Na przyktad mieszanina DBP i czystego chemicznie
estradiolu [23], czy tez kliku réznych zwiazkow o niskim potencjale estrogennym w
dawkach ponizej najwyzszego st¢zenia, ktore nie powoduje zadnych spostrzegalnych
zmian w testowanym organizmie (NOEC, ang. No Observed Effect Concentration ) [25],

wykazuja addytywny efekt w drozdzowym tescie YES in vitro.

Podsumowanie badan nad dzialaniem ksenoestrogenow

WykazaliSmy, ze podobnie jak w badaniach nad fizjologia rozwoju jader, dziatanie
ksenoestrogenow, jak i czystego chemicznie estradiolu, w okresie dojrzewania samca
szczura powoduje hamowanie wzrostu jadra, zmniejszenie liczebnosci komorek Sertoliego
oraz komorek plemnikotworczych. Sita efektu ksenoestrogenu uzalezniona byta od dawki
oraz aktywnosci estrogennej zwiazku. Nasze wyniki, oprocz potwierdzenia niekorzystnego
wplywu DES na rozwo6j kanalikow plemnikotworczych w okresie dojrzewania po raz
pierwszy wykazaly takze negatywny wplyw ZEA w stosowanych przez nas dawkach
(102i 10° razy wyzsze od dopuszczalnego dziennego spozycia tego ksenoestrogenu dla
ludzi). Z kolei DBP, podawane takze w dawkach 10%i10° razy wyzszych
od dopuszczalnego dziennego spozycia tego ksenoestrogenu dla ludzi, nie wywotato
zadnych zmian w badanych parametrach pomimo potwierdzonej w tescie YES
estrogennosci tego zwiazku. Jednakze nalezy pamigta¢, ze Srodowiskowy wplyw
zwiazkow o aktywnosci estrogennej nie powinien by¢ rozwazany jako oddziatywanie tylko
pojedynczego zwiazku na organizm, gdyz w otoczeniu cztowieka wystepuje zwykle kilka
takich substancji, ktére moga wykazywaé¢ efekt addytywny. Nalezy podkresli¢, ze o ile
narazenie srodowiskowe u ludzi na DES obecnie praktycznie nie istnieje, to ZEA i DBP sa

substancjami, ktore czgsto mozna spotka¢ w srodowisku.
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Publikacja nr 6

Walczak-Jedrzejowska R, Kula K. ,,Rola steroidowych hormonow jadra i ich interakcji
przy wywolaniu dojrzewania kanalikow plemnikotworczych”. W: Uktad piciowy meski,
Badania kliniczne i doswiadczalne. Pod redakcjq M. Piaseckiej. Wydawnictwo
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. 2013; 292-309

Uzupetnieniem cyklu moich prac jest rozdziat w ksiazce, w ktorym podsumowatam
aktualny stan wiedzy na temat regulacji hormonalnej procesu spermatogenezy przy
wywotaniu  dojrzewania kanalikéw plemnikotwoérczych. Na podstawie danych
literaturowych oraz wynikow badan wiasnych przedstawitam nowe poglady na temat roli

FSH, testosteronu i estradiolu oraz ich wzajemnych interakcji w tym procesie.
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Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

Ukonczytam studia na Wydziale Biologii 1 Nauk o Ziemi Uniwersytetu L.odzkiego
w roku 1991 (kierunek biologia, specjalizacja biologia molekularna). W latach 1991-1997
pracowatam na etacie Szpitala Klinicznego nr 3 w Lodzi (obecnie Uniwersytecki Szpital
Kliniczny im. WAM - Centralny Szpital Weteranéw) jako asystent w Pracowni Andrologii
Klinicznej Instytutu Endokrynologii. W tym czasie zajmowatam si¢ gtownie reorganizacija
laboratorium semiologicznego i histopatologicznego, a takze organizowatam od podstaw
laboratorium immunohistochemiczne. Migdzy innym moim zadaniem byto, i jest obecnie,
dostosowywanie procedur badania nasienia do zmieniajacych si¢ wytycznych Swiatowej
Organizacji Zdrowia, ktore pojawiaty si¢ cyklicznie co kilka lat (1992, 1999 1 2010).
Zajmowatam si¢ tez wdrozeniem diagnostyki immunohistochemicznej wczesnych zmian
nowotworowych w jadrze oraz stereologicznych metod ilo$ciowej analizy nablonka
plemnikotwodrczego 1 gruczotu §rodmiazszowego jadra. Wprowadzane przez mnie metody
byly w nastgpnych latach wykorzystywane w dziatalno$ci naukowej prowadzonej w naszej
jednostce. Uczestniczytam tez w badaniach doswiadczalnych na zwierzgtach, co
umozliwilo mi zapoznanie si¢ z procedurami, ktére nastgpnie wykorzystalam przy
planowaniu i realizacji badan bedacych podstawa mojej dalszej pracy naukowej.

W okresie tym bratam takze udziat w dziatalnosci naukowej jednostki. Badania, w
ktorych uczestniczylam dotyczyly diagnostyki andrologicznej, hormonalnej regulacji
zapoczatkowania spermatogenezy oraz stanu przedrakowego w jadrze ludzkim (CIS, Zac.
Carcinoma in situ). Wynikiem tej dziatalnos$ci jest praca oryginalna (zalqcznik 4, poz. 11 D,
1) dotyczaca diagnostyki andrologicznej, ktora porownuje dwie metody oceny zywotnosci
plemnikow w relacji do pozostalych parametrow badania nasienia. Jestem tez
wspotautorem 7 doniesien naukowych przedstawianych na konferencjach krajowych
I zagranicznych, (zafqcznik 4, poz. 1l B, 1-7) i jednego rozdzialu o stanie
przednowotworowym w jadrze w podrgczniku ,,Patologia jadra i moszny” (zalqcznik 4,
poz. Il E, 1). W roku 1996 jedna z naszych prac, dotyczaca zmian hormonalnych u dzieci z
zaburzeniami rozwoju plciowego przy zwigkszonym wystepowaniu w jadrze ptodowych
komorek plciowych (gonocytéw), ktore ulegly transformacji nowotworowej (zafqcznik 4,
poz. IlIl B, 4), otrzymala wyrdznienie na 9th European Workshop on Molecular and
Cellular Endocrinology of the Testis w Geilo w Norwegii (zatqcznik 4, poz. 11 J, 1).

W roku 1996 rozpoczetam wilasne badania do§wiadczalne nad hormonalna kontrola

spermatogenezy pod kierunkiem prof. dr. hab. n. med. Krzysztofa Kuli, ktérych wynikiem
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byta moja rozprawa doktorska obroniona w roku 2000 pt.: ,,Hormon folikulotropowy
(FSH), estradiol, testosteron i prolaktyna a wzrost jadra i spermatogoniogeneza w okresie
dojrzewania plciowego”. W pracy tej wykazalam po raz pierwszy, ze W oOKresie
przeddojrzewaniowym u szczurdéw estradiol hamuje dojrzewanie jadra, ale podany tacznie
z FSH nasila stymulujacy wptyw FSH na zainicjowanie spermatogenezy. W roku 1997
wstepne wyniki mojej pracy doktorskiej zaprezentowane zostaly w formie doniesienia
naukowego na 6. Migdzynarodowym Kongresie Andrologii w Salzburgu (Austria)
(zatqcznik 4, poz. Il B, 9), gdzie zostaly nagrodzone Nagroda Indywidualng Komitetu
Naukowego Kongresu (zalqcznik 4, poz. Il J, 2). Koncowe wyniki mojej rozprawy
doktorskiej zostaly opublikowane w roku 2001 w czasopismie Molecular and Cellular
Endocrinology (zalqcznik 4, poz. II A, 1). Publikacja ta zostata nastgpnie nagrodzona w
roku 2002 Nagroda Polskiego Towarzystwa Endokrynologdw Dziecigcych za najlepsza
prace badawcza opublikowana w roku 2001 (zalqcznik 4, poz. 11 J, 5).

Od roku 1997 zatrudniona jestem w Uniwersytecie Medycznym w Lodzi w tej
samej jednostce organizacyjnej - obecnie Katedrze Andrologii i Endokrynologii Ptodnosci.
W ramach swojej dziatalnosci naukowej uczestniczytam w projektach badawczych,
ktorych zakres dotyczyt m.in. hormonalnej kontroli spermatogenezy, patogenezy zmian
nowotworowych  w jadrze; czynnikow  endokrynologicznych, genetycznych i
psychosocjalnych starzenia si¢ megzczyzn; endokrynologicznych, molekularnych i
psychologicznych aspektow zaburzen rdznicowania plciowego; przyczyn i diagnostyki

zaburzen ptodnosci mgzczyzn.

Hormonalna kontrola zapoczatkowania spermatogenezy — badania doswiadczalne

W ramach badan dos$wiadczalnych nad hormonalna kontrola spermatogenezy,
oprocz tych ktorych efektem byta moja praca doktorska oraz cykl prac przedstawionych
jako osiagnigcie naukowe (zalqcznik 4, poz. I B, 1-6), w latach 1999-2001, 2003-2005 i
2008-2010 uczestniczylam w trzech pracach wilasnych Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi, jako wykonawca (2 projekty) i kierownik (1 projekt). Badania te dotyczyty wptywu
podawania hormonéw tarczycy oraz FSH, a takze testosteronu, estradiolu i ludzkiej
gonadotropiny kosméwkowej (hCG, ang. human Chorionic Gonadotropin) na: 1) rozwoj
jadra w okresie pltodowymi oraz réznicowanie plodowych komodrek piciowych,
gonocytow, do spermatogonii, 2) zapoczatkowanie procesu spermatogenezy |

réznicowanie pierwszych spermatogonii do komorek plemnikotworczych wyzszych
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etapdw, 3) namnazanie i dojrzewanie komorek Sertoliego oraz 4) formowanie
migdzykomodrkowych potaczen szczelinowych w nabtonku plemnikotworczym.

Wyniki badan pracy wilasnej kierowanej przez prof. Jolante Stowikowska-Hilczer
(Badania nad rolq hormonow tarczycy w rozwoju kanalika plemnikotworczego w okresie
przeddojrzewaniowym u szczur;, zalqcznik 4, poz. II I, 12) wykazaly, ze okres migdzy 19
doba zycia ptodowego a 8 doba zycia po urodzeniu u szczura jest krytyczny dla rozwoju
kanalikow jadra iroznicowania ptodowych komorek piciowych, gonocytéow, do
spermatogonii. Brak hormondéw tarczycy na tym etapie rozwoju powoduje zahamowanie
réznicowania gonocytow i zmiany przypominajace dysgenezj¢ gonad u ludzi. Wskazuje to,
ze hormony tarczycy biora udzial w regulacji pierwszej spermatogenezy, a ich niedobor
powoduje patologiczna akumulacje gonocytow (zalqcznik 4, poz. II D, 27). Wyniki te
zostaty przedstawione na I Europejskim Kongresie Andrologicznym, w L’Aquila we
Wioszech w roku 2000 (zalqcznik 4, poz. 11l B, 20), gdzie otrzymaly Nagrode Europejskiej
Akademii Andrologii (zafqcznik 4, poz. 11 J, 4).

Wyniki kolejnej pracy wilasnej, ktorej bytam kierownikiem (Alternatywne i
synergistyczne dziatanie gonadotropin, testosteronu, estradiolu i trijodotyroniny na
zapoczqtkowanie spermatogenezy, zalqcznik 4, poz. Il I, 13) wykazaly, ze podawanie
niedojrzalym szczurom estradiolu i testosteronu tacznie przyspiesz wzrost jadra, oraz
dojrzewanie komorek Sertoliego, a takze zwigkszylo liczbg komoérek plemnikotworczych.
Z kolei podawanie szczurom hCG hamowato zapoczatkowanie pierwszej spermatogenezy
prawdopodobnie w wyniku obnizenia biosyntezy estradiolu i/lub podwyzszenia
wytwarzania testosteronu 1 tym samym zachwiania réwnowagi migdzy poziomami
wytwarzanych steroidéw plciowych (zalqcznik 4, poz. 11 D 28, 29). Dodatkowo, w ramach
tej pracy wlasnej powstat jeden artykut pogladowy (zafqcznik 4, poz. 11 D, 12).

Wiyniki trzeciej z prac wiasnych, ktorej kierownikiem byta dr n. med. Katarzyna
Marchlewska (Wphw trijodotyroniny oraz trijodotyroniny podawanej tqcznie z FSH,
testosteronem i estradiolem w okresie dojrzewania plciowego na zainicjowanie
spermatogenezy oraz spermatogeneze u dojrzatych piciowo szczurow; zalqcznik 4, po:z.
111, 18) wykazaty, ze trijodotyronina, dziatajac przez krotki okres przy zapoczatkowaniu
spermatogenezy (od urodzenia do 5 doby zycia szczura), przyspiesza rozwoéj pierwszych
spermatogonii, przy rownoczesnym wzmozeniu roznicowania, proliferacji oraz degeneracji
komorek plemnikotworczych. Doprowadza to w 16 dobie zycia do przedwczesnego
zakonczenia pierwszych etapow spermatogenezy. Zmiany te ulegaja normalizacji, kiedy

trijodotyronina jest podawana w sposob ciagty (od urodzenia do 15 doby zycia szczura).
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Dodatkowo, hormon ten wykazuje dwufazowy wpltyw na namnazanie komorek Sertoliego.
Efekt pobudzajacy jest ograniczony do kilku pierwszych dni po urodzeniu Szczura,
podczas gdy efekt hamujacy pojawia si¢ podczas dalszego rozwoju jadra (zafqcznik 4, poz.
Il A, 5). Badano tez wplyw trijodotyroniny na ekspresje koneksyny 43, biatka
migdzykomorkowych  potaczen szczelinowych, w  okresie dojrzewania jadra
I zapoczatkowania spermatogenezy. Wyniki wykazaly, ze podawanie trijodotyroniny
niedojrzalym szczurom powodowato przyspieszone formowanie i dojrzewanie potaczen
szczelinowych co wiazato si¢ ze zmiang ich lokalizacji miedzy przylegajacymi komorkami
Sertoliego. Z Kkolei podawanie trijodotyroniny z FSH wywotywato efekt hamujacy
doprowadzajac do uszkodzenia potaczen, co wiazato si¢ ze wzrostem degeneracji komoérek
plemnikotworczych (zafqcznik 4, poz. Il A, 6, 7, 14). Oprécz wymienionych publikacji
uzyskane wyniki byly takze prezentowane w formie doniesien naukowych na

mig¢dzynarodowych i krajowych konferencjach.

Patogenezy zmian nowotworowych w kanaliku plemnikotwoérczym jadra

W latach 1996-1999 i 2005-2007 bytam wykonawca w dwoch pracach wiasnych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (Badania nad wystepowaniem plodowych komorek
rozrodczych (carcinoma in situ) w gonadach chlopcow i mezczyzn z wysokim ryzykiem
rozwoju raka jqdra; Badanie stanu czynnosciowego komorek Sertoliego i Leydiga
W zespole dysgenetycznych jqder; zalqcznik 4, poz. Il 1, 11, 14; kierownik prof. dr hab.
med. Jolanta Stowikowska-Hilczer), oraz w grancie Komitetu Badan Naukowych (Badania
doswiadczalne i kliniczne nad rolg hormonow w dojrzewaniu jqdra, w patologii
spermatogenezy oraz promocji rozwoju raka jqdra; Zatqcznik 4, poz. II I, 2; Kierownik prof.
dr hab. med. Krzysztof Kula), bedacych kontynuacja badan nad przedinwazyjnym
nowotworem jadra wywodzacym si¢ z komorek piciowych.

Badania prowadzone byly na materiale archiwalnym biopsji ludzkich jader
z zastosowaniem procedur histologicznych i immunohistochemicznych. Plodowe komorki
ptciowe wykrywane byty przez oceng histopatologiczna oraz reakcje¢ immunohistochemiczna
na obecno$¢ wspdlnego markera dla gonocytow i1 komorek CIS, jakim jest fosfataza
alkaliczna typu tozyskowego (PLAP, ang. Placental-like alkaline phosphatase).
Przeprowadzano takze reakcje immunohistochemiczne na obecno$¢ innych antygendéw
ptodowych - TRA-1-60 i M2A. Potencjat proliferacyjny ptodowych komorek piciowych
oceniany byt przy pomocy reakcji immunohistochemicznej na obecno$¢ jadrowego antygenu

proliferacji komérkowej (PCNA). W kanalikach jadra prowadzona byla ilosciowa analiza
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komorek plemnikotworczych i komodrek Sertoliego oraz morfometria kanalikow jadra z
zastosowaniem komputerowego systemu do analizy obrazu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw miedzy innymi udato si¢ okresli¢ czestosé
wystgpowania ptodowych komorek piciowych (PLAP-dodatnie gonocyty) w réznych
grupach ryzyka rozwoju nowotworéw jawnych wywodzacych si¢ z komorek piciowych
(GCT, ang. Germ Cell Tumours). Po raz pierwszy wykazalismy, ze u dzieci z zaburzeniami
réznicowania plciowego czgstose ta jest wysoka i sigga ok. 43% (zalqcznik 4, poz. I A, 1).
Nastepnie badana byla obecno$¢ antygendw ptodowych w komorkach CIS 1 GCT w
jadrach dzieci z dysgenezja gonad i bioptatach z jader mgzczyzn operowanych wczesniej z
powodu GCT jednego jadra. Przy dysgenezji gonad u dzieci w wieku od 1 do 3 lat i u
mezezyzn z GCT obecne byly w komorkach CIS wszystkie antygeny plodowe. Ekspresja
antygenow byta natomiast nieobecna w gonadach dzieci w wieku od 5 do 8 lat. Wynika z
tego, ze ptodowy fenotyp antygenowy komorek CIS moze ulec samoistnemu zanikowi wraz
z wiekiem. U megzczyzn z GCT plodowe antygeny komoérek CIS przetrwaty poza okres
rozwojowy w drugim jadrze, co wspiera teorig, ze GCT pochodzi z komorek CIS oraz, ze
CIS utrzymuje si¢ w jadrach u dorostych mezczyzn i moze da¢ poczatek GCT (zalqcznik 4,
poz. Il D, 2). Dalsze badania ukierunkowane byly na poszukiwanie powiazan pomigdzy
stopniem rozwoju kanalikobw plemnikotworczych 1 zaawansowaniem procesu
spermatogenezy a wystgpowaniem GCT i jego formy przedinwazyjnej (CIS) u dorostych
mezezyzn z zaburzeniami organogenezy jader (tzw. zespdt dysgenetycznych jader - TDS,
ang. Testicular Dysgenesis Syndrome). Do badan wtaczeni byli pacjenci z rozpoznanym
nowotworem jadra (analizowana biopsja z pozostawionego jadra przeciwleglego), z
wngtrostwem  leczonym  chirurgiczne w  dziecifistwie oraz zaburzeniem ptodnosci,
objawiajacym si¢ brakiem Iub mata liczba plemnikoéw w nasieniu (azoospermia,
oligozoospermia). Wstgpne badania z zastosowaniem precyzyjnych metod oceny
histologicznej tkanki jadra oraz metod immunohistochemicznej detekcji markerow
dojrzatosci  komoérek  Sertoliego  pozwolity na  wykazanie, ze  zaburzenie
rozwoju/dojrzewania kanalikow plemnikotworczych wystepuje w jadrze az u 83%
mezczyzn z historia operowanego w dziecinstwie wngtrostwa. W jadrach stwierdzono
zahamowanie spermatogenezy, obecno$¢ kanalikow z niedojrzalymi komorkami
Sertoliego, zmniejszenie $rednicy kanalikow, pogrubienie btony podstawnej kanalika oraz
powigkszenie przestrzeni migdzykanalikowych. Upo$ledzenie rozwoju kanalikow
plemnikotworczych wiazalo si¢ z wystgpowaniem zwigkszonego odsetka zmian

nowotworowych w jadrze sugerujac, ze sprowadzenie jader do moszny moze nie zapobiec
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wystapieniu cech dysgenezji jader i zwigzanego z tym ryzyka rozwoju GCT (zalqcznik 4,
poz. Il D, 31). Publikacja opisujaca te wyniki zostala nagrodzona Nagroda Mtodych
Polskiego Towarzystwa Andrologicznego w roku 2008 (zafqcznik 4, poz. 11 J, 9).

Analiza gonad pochodzacych od me¢zczyzn ze zdiagnozowanym juz nowotworem
jader oraz zaburzeniem plodnosci pozwolila jednoznacznie wykazaé, ze zmiany
nowotworowe obserwowane sa tylko przy wspétistniejacych zaburzeniach procesu
spermatogenezy oraz cechach dysgenezji jader sugerujac, ze cechy dysgenezji jader
determinuja ryzyko rozwoju GCT. Jednakze, wystepowanie zaawansowanych cech
dysgenezji jader nie powodowato zwigkszenia ryzyka wystapienia GCT, a wrecz
przeciwnie zmniejszalo ryzyko. Sugeruje to, ze transformacja nowotworowa wymaga
obecnosci dobrze rozwinigtych kanalikow plemnikotworczych (zalqeznik 4, poz. 11 A, 4).

Obecnie jestem wykonawca w projekcie naukowym Narodowego Centrum Nauki,
ktory realizowany jest w latach 2013-2016 (Ocena integralnosci chromatyny plemnikowej
oraz dojrzatosci czynnosciowej plemnikow u mezZczyzn ze zmianami nowotworowymi w
jadrach; zalqcznik 4, poz. II I, 8; kierownik projektu prof. dr hab. med. Jolanta
Stowikowska-Hilczer). Projekt ten ma na celu zbadanie wptywu procesu nowotworowego
w gonadzie meskiej na jakos¢ plemnikéw. Ocena czynnosci plemnikéw W nasieniu
me¢zezyzn, ktorzy choruja na raka jadra lub posiadaja komorki CIS w kanalikach
plemnikotworczych pozwoli na wnioskowanie o jakosci podziatu redukcyjnego komorek
spermatogenezy oraz procesie roznicowania i dojrzewania plemnikow. Istotnym aspektem
tych badan jest takze zbadanie czy proces nowotworowy zachodzacy w gonadzie wptywa

na integralno$¢ chromatyny plemnikowe;.

Badania nad czynnikami hormonalnymi, genetycznymi i psychosocjalnymi starzenia
si¢ mezZezyzn

W latach 2002-2009 jako wykonawca uczestniczytam w badaniach wieloosrodkowych
w ramach programu badawczego Komisji Europejskiej (5. Program Ramowy) (Badania
nad starzeniem sie mezczyzn w Europie: czestos¢ wystgpowania i rozktad geograficzny
objawow starzenia sie mezczyzn oraz ich zaleznos¢ od czynnikow endokrynologicznych,
genetycznych i psychosocjalnych. akronim EMAS; zalqcznik 4, poz. II I, 4; kierownikiem
projektu ze strony polskiej: prof. dr hab. med. Krzysztof Kula). W ramach tego projektu

wspolpracowatam z nastgpujacymi o$rodkami zagranicznymi w Europie:
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— Department of Endocrinology, Manchester Royal Infirmary, Victoria University of

Manchester, Wielka Brytania,

— Scanian Andrology Centre, Department of Urology, Malmé University Hospital,

Malmé, Szwecja,

— Andrology Unit, United Laboratories of Tartu University Clinics, Tartu, Estonia,
— Department of Obstetrics, Gynaecology and Andrology, Albert Szent-Gyorgy

Medical University, Szeged, Wegry,

— Department of Andrology and Endocrinology, Centre of Metabolic Bone Diseases,

Catholic University of Leuven, Belgia,

— Department Medicina, Laboratorio de Endocrinology Molecular, Universidade de

Santiago de Compostela, Hiszpania,

— Andrology Unit, Department of Clinical Physiopathology, University of Florence,

Witochy.

W badaniu tym wzigto w sumie udziat 3300 mezczyzn, ktdrzy na poczatku badania
byli w wieku 40-79 lat. W naszym o$rodku zbadano 408 me¢zczyzn w I fazie i 330 po
uptywie 4 lat (faza II). U wszystkich mgzczyzn wykonane byly nastgpujace badania: 1)
kwestionariusze dotyczace danych socjodemograficznych, stanu zdrowia, jakosci zycia
seksualnego, nawykow zywieniowych oraz stosowanych uzywek, 2) ocena sprawnos$ci
fizycznej oraz intelektualnej/poznawczej przy zastosowaniu odpowiednich testow, 3)
pomiary antropometryczne, 4) pomiary ci$nienia krwi, 5) wskaznik kostka-ramig, 6)
pomiary ultrasonograficzne kosci pigtowej, 7) badania laboratoryjne: morfologia krwi,
biochemia, st¢zenia hormonéw we krwi (ptciowych, oraz innych hormondéw 1 czynnikow
zwiazanych z metabolizmem), oraz 8) badania molekularne. Wyniki uzyskane w ramach
tego projektu wykazaly m.in. Ze otytos¢ i choroby ogdlnoustrojowe sa najwazniejszymi
czynnikami warunkujacymi zalezne od wieku obnizenie poziomu testosteronu we Krwi.
Dzigki projektowi udalo si¢ tez opracowa¢ minimalne kryteria rozpoznania
hipogonadyzmu wieku pdznego (LOH, ang. Late Onset Hypogonadism) u zdrowych
mezezyzn. Sa nimi: 1) symptomy kliniczne zwiazane z aktywnoS$cia seksualng mezczyzn,
oraz 2) niskie stezenie testosteronu catkowitego we krwi (<11 nmol/L) lub testosteronu
wolnego (220 pmol/L). Okazalo sig, ze przy zastosowaniu tych kryteriow wystgpowanie
LOH w ogdlnej populacji starszych mezczyzn w Europie wynosito 2,1%. Wyniki te
zostaly opublikowane w prestizowym brytyjskim czasopiSmie New England Journal of

Medicine w 2010 roku (zalqcznik 4, poz. II A, 22). Wynikiem realizacji tego projektu jest
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seria 32 publikacji w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, z moim udziatem jako
cztonka grupy badawczej EMAS Study Group o tacznym I[F=205,385 i sumie punktéw
MNISW = 1071 (zafqcznik 4, poz. II A, 16-47). Oprocz tego jestem wspoOtautorem 6
doniesien zjazdowych prezentujacych wyniki tych badan (zalqcznik 4, poz. Il B, 33, 34,
36, 40, 41, 43). Udzial m6j w projekcie zostal nagrodzony w 2010 roku Nagroda Rektora
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za osiagnigcia promujace Uczelni¢ (zalqcznik 4, poz.
11J, 10).

W latach 2005-2006 bratam udziat jako wykonawca w grancie Prezydenta Miasta
Lodzi (Ocena ryzyka i przyczyn rozwoju zaburzen metabolicznych sprzyjajqcych starzeniu
sie mezczyzn mieszkancow Lodzi, ze szczegolnym uwzglednieniem grupy wiekowej 20-39
lat; zalqcznik 4, poz. 1l 1, 5; kierownik: prof. Jolanta Stowikowska-Hilczer). Glownym
celem projektu byta ocena wptywu stylu zycia na stan zdrowia fizycznego, psychicznego i
seksualnego mtodych mezczyzn. Uzyskane wyniki pozwolily wykaza¢ m.in., ze 1) u
mlodych megzczyzn z aglomeracji 10dzkiej, w poroéwnaniu z innymi regionami Polski,
obserwuje si¢ zwigkszong czgsto$§¢ wystgpowania czynnikdw ryzyka miazdzycy (zatqcznik
4, poz. 1l D, 5), 2) u mezczyzn ponizej 40 roku zycia zaburzenia erekcji wystepuja gtownie
w postaci tagodnej, ale z czgsto$cia znacznie wyzsza niz publikowano dotychczas, 3)
zmniejszanie indeksu wolnego testosteronu (ang. free testosterone index — FTI) wraz z
wiekiem oraz duza czgsto$¢ wystgpowania czynnikéw ryzyka miazdzycy stanowia
potencjalne zagrozenie rozwojem cigzszych postaci zaburzen erekcji u starszych megzczyzn
(zalqcznik 4, poz. 11 D, 6), 4) u zdrowych, mtodych mgzczyzn (20-39 lat) niskie st¢zenie
lipidéw we krwi moze wplywaé na samopoczucie, podczas gdy obnizone stgzenie
testosteronu powoduje obnizenie samopoczucia u me¢zczyzn Starszych (40-49 lat)
(zalgcznik 4, poz. 11 A, 3), 5) u mtodych mezczyzn otytos¢ moze prowadzi¢ do pogorszenia
erekcji na skutek obnizenia st¢zenia testosteronu we krwi jako jedynej przyczyny
(zatqcznik 4, poz. II A, 11), 6) u mtodych mezczyzn wptyw hormondéw piciowych gonad na
kos$ci moze zaleze¢ od wieku i stezenia krazacego we krwi estradiolu (zafqcznik 4, poz. 11
A 10).

W latach 2005-2006, w ramach wspotpracy z prof. dr hab. med. Jerzym K.
Wraniczem z Katedry Kardiologii 1 Kardiochirurgii UM w Lodzi, badaliSmy korelacje
pomigdzy st¢zeniami steroidow piciowych we krwi, profilem lipidowym a stopniem
zwezenia Swiatta naczyn wiencowych w przebiegu choroby niedokrwiennej serca. Wyniki
tych badan wskazuja, ze o ile zwigkszone stezenia zaréwno testosteronu, jak i estradiolu,

we krwi moga predysponowa¢ do wystapienia miazdzycowego profilu lipidowego i
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stanowia czynnik predykcyjny w stosunku do liczby i stopnia zwgzen naczyn w przebiegu
choroby niedokrwiennej serca, o tyle podwyzszone stezenie samego testosteronu we krwi
zwiazane bylo ze zmniejszeniem liczby zwezen naczyn, co moze wskazywac na korzystny
wplyw testosteronu na naczynia wiencowe (zafqcznik 4, poz. II D, 4). Jestem takze
wspoétautorem 2 prac pogladowych (zalqcznik 4, poz. II D, 14, 15) i jednego doniesienia
zjazdowego na ten temat (zafqcznik 4, poz. 111 B, 46).

Endokrynologiczne, molekularne i psychologiczne aspekty zaburzen roéznicowania
plciowego (ZRP)

W latach 2010-2013 bratam udziat jako wykonawca w grancie MNiSW
(Molekularne uwarunkowania zaburzen roznicowania i rozwoju gonad oraz ich
klinicznych konsekwencji; zafqcznik 4, poz. 11 1, 6; kierownik: prof. dr hab. med. Jolanta
Stowikowska-Hilczer). Celem realizowanego projektu bylo poszukiwanie zmian
genetycznych odpowiedzialnych za ZRP, a takze ocena rozwoju fizycznego i stanu
psychicznego u dorostych os6b z ZRP oraz poznanie historii naturalnej zmian
patologicznych w ich gonadach, w szczegdlno$ci wystgpowania przedinwazyjnych i
inwazyjnych zmian nowotworowych oraz cech dysgenezji gonad. Grant byt realizowany
we wspoOlpracy z prof. Ewa Rajpert de Meyts z Department of Growth and Reproduction,
Righospitalet w Kopenhadze (Dania). Do tej pory, przy wykorzystaniu TruSeq Custom
Amplicons, u 70 pacjentow wykonana byla analiza sekwencji kodujacych (genotypowanie)
80 réznych gendéw bioracych udziat w rozwoju uktadu ptciowego (tzw. panel ,,DSD”) w
poszukiwaniu polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. Single Nucleotide
Polymorphism). Uzyskane dane byty wstegpnie analizowane przy pomocy programu GATK
w celu wyszukania rzadkich wariantow SNP (<0.01 w 1 kG sekwencji) i uchwycenia
ewentualnej asocjacji z zaburzeniem genetycznym. Najwigcej rzadkich wariantow
znalezionych zostato w nastepujacych genach CYP21A2, AR, HSD3B1, FGFR3, JMJD1C,
MAP3K1, WWOX, CGB8 19, DHCR7, GPRC6A, INSR 19, KAL1 X, HSD17B3. Uzyskane
wyniki beda w najblizszym czasie weryfikowane z wynikami pochodzacymi z materiatu
biologicznego od zdrowych cztonkéw rodziny, aby wykluczy¢, ze wykryte polimorfizmy
SNP sa populacyjno-specyficzne.

Istotnym aspektem tych badan byta takze ocena stanu psychicznego osob z ZRP,
ktore z powodu kontrowersji co do postgpowania diagnostycznego i terapeutycznego,
braku algorytméw oraz indywidualnego podejscia do kazdego przypadku maja czgsto

obnizona samooceng i stany depresyjne (zafqcznik 4, poz. |11 D, 8).
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Kolejnym projektem, zwiazanym z tym tematem badawczym, realizowanym w

latach 2012-2016, w ktorym biorg udziat jako badacz, jest projekt Komisji Europejskiej (7
Program Ramowy, HEALTH.2012.2.4.4, Observational trials in rare diseases) (Clinical
European study on the outcome of surgical and hormonal therapy and psychological
intervention in disorders of sex development (DSD); akronim DSD-life; zafqcznik 4, poz. 11
I, 7; kierownik projektu ze strony polskiej: prof. dr hab. med. Jolanta Stowikowska-
Hilczer). W ramach realizacji programu wspolpracuje z nastgpujacymi osrodkami
zagranicznymi w Europie:

— Charite — Universitaetsmedizin, Berlin, Niemcy

— Erasmus Universitair Medisch Centrum, Rotterdam, Holandia

— Karolinska Institutet, Sztokholm, Szwecja

— Universitaet Zu Luebeck, Lubeka, Niemcy

— The University Of Birmingham, Birmingham, WIk. Brytania

— Instytut ,,Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie

Glownym celem realizowanego projektu jest poprawa leczenia i opieki nad

osobami z réznymi chorobami spowodowanymi zaburzeniami hormonalnymi gonad i
nadnerczy (pacjenci m.in. z zespotlem Turnera, zespotem Klinefeltera, mieszang
dysgenezja gonad, zespotem niewrazliwo$ci na androgeny, dysgenezja gonad z kariotypem
XY 1 XX, zaburzeniami biosyntezy androgenow, wrodzonym przerostem nadnerczy i
spodziectwem). Oprocz oceny stanu fizycznego i1 psychicznego uczestnikdéw ocenie
podlega¢ bedzie takze stopien satysfakcji z dotychczasowego leczenia osob z ZRP.
Umozliwi t0 poznanie ich pogladu na temat tego, w jaki sposob spoteczenstwo i w
szczegolnosci pracownicy opieki zdrowotnej, odnosza si¢ do ich choroby. Konsekwencja
tych badan bedzie edukacja lekarzy, pielegniarek, nauczycieli 1 catego spoteczenstwa na
temat potrzeb i sposobu opieki nad osobami z tymi rzadkimi zaburzeniami poprzez

stworzenie wiarygodnych materiatéw informacyjnych.

Przyczyny i diagnostyka zaburzen plodnosci me¢zczyzn

Od samego poczatku moja dzialalno$¢ naukowa wiazata si¢ takze z diagnostyka
zaburzen mgskiej plodnosci. Moje zainteresowania skupialy si¢ gléwnie na problemie
standaryzacji badania nasienia w laboratoriach seminologicznych w kraju. W ramach
powotlane] przez Polskie Towarzystwa Andrologiczne Komisji do Spraw Konsensusu

Lekarsko-Diagnostycznego, ktorej jestem cztonkiem, w 2010 roku po raz pierwszy w kraju
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zostaly opracowane standardy wykonywania badania nasienia metoda manualng wg
aktualnych rekomendacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (zalqcznik 4, poz. IID, 19).
Obecnie na zaproszenie Prezesa Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych w ramach tej
samej Komisji opracowane zostaty rekomendacje dotyczace badania nasienia dla polskich
laboratoriow seminologicznych (zalqcznik 4, poz. 11 D, 25).

W latach 2011-2012 bylam wspoétautorem badania ankietowego nt. procedur
wykonywania badania nasienia, ktére zostato przeprowadzone wsrod 55 pracownikoéw
laboratoriow seminologicznych w Polsce. Badanie to wykazato, ze tylko w jednym z 55
ankietowanych laboratoriow wszystkie procedury wykonywane byly wg rekomendacji
WHO, co jednoznacznie wskazuje na niska jakos$¢ diagnostyki seminologicznej dostgpne;j
w naszym kraju. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w roku 2013 w postaci pracy
oryginalnej (zalqcznik 4, poz. Il A, 9). Jest to pierwsza taka analiza w kraju poruszajaca ten
istotny problem. Jak wazny jest to problem, takze na $wiecie, moze §wiadczy¢ fakt, ze w
roku 2014 Komitet Naukowy Royan International Research Award zaprosit autorow
publikacji do ztozenia wniosku do konkursu o w/w nagrodg. Jestem takze wspotautorem
dwoch innych prac oryginalnych dotyczacych diagnostyki seminologicznej. W pierwszej z
nich poréwnywana byla precyzja w ocenie koncentracji plemnikdéw przy wykorzystaniu
komory Maklera oraz rekomendowanej prze WHO udoskonalonej komory Neubauera
(zatqcznik 4, poz. 11 D, 7). W drugiej pracy analizowany byt wplyw wystgpowania réznych
szczepOw bakterii w probee nasienia na parametry badania nasienia (zalqcznik 4, poz. I A,
12). W przygotowaniu sa olejne prace oryginalne dotyczace m.in.: 1) analizy relacji
pomigdzy komorkami okraglymi wystepujacymi w nasieniu a parametrami nasienia, 2)
standaryzacji badania nasienia w polskich laboratoriach, w szczego6lnoSci procesu
wprowadzania do laboratoriow zalecanych procedur, 3) dostgpnosci w polskich
laboratoriach badan dodatkowych wykonywanych w nasieniu. Obecnie tematyka, ktora
jest dla mnie szczegdlnie interesujaca dotyczy roli stresu oksydacyjnego w nieptodnosci
meskiej oraz mozliwosci oceny jego wystgpowania w plazmie nasienia 1 uszkodzen
oksydacyjnych w plemnikach. Jestem wspotautorem oraz autorem 3 publikacji
pogladowych o tej tematyce (zalqcznik 4, poz. I D, 21, 23, 24). Bytam opiekunem 1 pracy
magisterskiej 1 promotorem 2 prac magisterskich studentéw z Oddziatu Analityki
Medyczne; Wydzialu Farmacji UM w todzi, ktorych tematyka koncentrowala si¢ na
doskonaleniu diagnostyki seminologicznej.

W roku 2013, rozpoczgtam wspotpracg z dr inz. Katarzyna Andraszek i dr inz.

Dorota Banaszewska z Instytutu Bioinzynierii 1 Hodowli Zwierzat, Uniwersytetu
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Humanistyczno-Przyrodniczego w Siedlcach. We wspolnych badaniach analizowana byta
budowa morfologiczna oraz rozmiary morfometryczne plemnikéw réznych gatunkéw
zwierzat hodowlanych oraz dzikich przy wykorzystaniu metody barwienia z
zastosowaniem azotanu srebra. Zastosowana metoda barwienia umozliwita precyzyjne
rozrdznienie poszczegodlnych elementow budowy plemnikéw badanych zwierzat 1 moze
stanowi¢ tanig, tatwa w wykonaniu i powtarzalng alternatywg dla obecnie stosowanych
metod barwienia (zalqcznik 4, poz. 11 A, 13). Dalsze badania beda ukierunkowane na
mozliwos¢ zastosowania tej metody takze w nasieniu ludzkim. W przygotowaniu sa
kolejne prace. Jedna z nich zostala przyjeta do druku w periodyku Medycyna
Weterynaryjna i bedzie opublikowana w III kwartale 2015 roku (zatqcznik 4, poz. Il A, 15).

W roku 2014 rozpoczegtam wspotprace z prof. dr hab. med. Wojciechem Hanke i dr
hab. n. med. Joanna Jurewicz z Zakladu Epidemiologii Srodowiskowej Instytutu
Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera w Lodzi. Efektem tej wspOlpracy jest wspolny projekt
badawczy finansowany przez Narodowe Centrum Nauki (OPUS 7; Ocena wphwu
ekspozycji Srodowiskowej na powszechnie stosowane syntetyczne zwiqzki chemiczne
zaburzajqce wydzielanie wewnetrzne na steZenie hormondow zwiqzanych z czynnosciq
uktadu podwzgorze-przysadka-jqdro wsrod mlodych mezczyzn, zalqcznik 4, poz. 11 1, 9),
ktory realizowany bedzie w latach 2015-2018 (kierownik Prof. Hanke). W projekcie
jestem jednym z gtéwnych wykonawcow. Celem projektu jest ocena relacji pomigdzy
ekspozycja srodowiskowa na powszechnie stosowane syntetyczne zwiazki chemiczne
potencjalnie zaburzajace wydzielanie gruczoldw wewngtrznych na stezenie hormonow
zwigzanych z czynno$cia uktadu podwzgorze-przysadka-jadro u miodych mezczyzn.
Badaniem zostanie objgtych 350 megzczyzn w wieku 19-30 lat, u ktérych wykonane
zostang 1) pomiary stgzen w surowicy krwi hormondéw zwiazanych z czynnos$cia uktadu
podwzgorze-przysadka-jadro  (testosteron, dihydrotestosteron, estradiol, prolaktyna,
inhibina B, FSH, LH, hormon antymullerwoski) oraz biatka wiazacego steroidy ptciowe,
2) pomiary stezenia w moczu wybranych metabolitow ftalanow, pyretroidow oraz
parabenow 1 bisfenolu A, oraz 3) ocena czynnikow zwiazanych ze stylem zycia (palenie,
picie alkoholu, aktywno$¢ fizyczna, dieta, stres, inne narazenia — jako czynnikoéw
zaktocajacych) na podstawie przeprowadzonych kwestionariuszy. Proponowane badanie
jest pierwszym tego rodzaju badaniem w Polsce i pozwoli odpowiedzie¢ na pytanie czy
czynniki Srodowiskowe, zaburzajace czynnos$¢ uktadu podwzgorze-przysadka-jadro moga
mie¢ wplyw na poziom hormonéw u miodych me¢zczyzn, a tym samym na obnizenie ich

ptodnosci przy uwzglednieniu potencjalnych czynnikow zakidcajacych. Dodatkowo
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proponowany projekt jako pierwszy dostarczy informacj na temat wielkos$ci ekspozycji na
parabeny i bis fenol A dla polskiej populacji.

Obecnie, jako glowny wykonawca, jestem zaangazowana w naszej jednostce W
realizacj¢ projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki, ktorego kierownikiem jest
prof. dr hab. med. Krzysztof Kula (OPUS 7, Ekspresja genow dla aromatazy i receptorow
estrogenowych w tkankach jadra u mezczyzn z prawidlowq i uszkodzonq spermatogenezq,
zalqcznik 4, poz. 11 I, 10). Projekt realizowany bedzie w latach 2015-2018 we wspolpracy z
prof. dr hab. Magdalena Bry$ i dr Ewa Forma z Katedry Cytobiochemii Uniwersytetu
Lodzkiego oraz prof. Ewa Rajpert-de Meyts i dr Anne Joregensen z Department of Growth
and Reproduction, Rigshospitalet w Kopenhadze (Dania). Celem projektu jest analiza
zwiazkdw pomigdzy stanem ekspresji genu dla aromatazy, enzymu przeksztatcajacego
androgeny do estrogendw, oraz genow dla receptoréw estrogenowych w jadrach mezczyzn
z prawidtowa i uszkodzona spermatogeneza a czynnoscia komorek piciowych oraz
komorek somatycznych jadra (komorki Sertoliego i Leydiga). W badaniach uzyte zostang
archiwalne biopsje jader mezczyzn z prawidtowa spermatogeneza oraz idiopatycznym,
pierwotnym uszkodzeniem spermatogenezy. Wykorzystanie techniki mikrodysekcji
laserowej tkanek do uzyskania oddzielnie kanalikow plemnikotworczych i przestrzeni
migdzykanalikowych wraz z komorkami Leydiga pozwoli na precyzyjne zlokalizowanie
zmian w ekspresji badanych genéw w obregbie jadra. Odrgbna morfometryczna analiza
tkanki jadra, ilo§ciowa analiza komorek jadra oraz analiza dotyczaca dojrzatosci komorek
Sertoliego, Leydiga i czynno$ci komorek plemnikotworczych (apoptoza, proliferacja)
umozliwi powigzanie zmian w ekspresji W/W gendéw z czynnoscig plemnikotworcza i
steroidogenna jadra. Uzyskane wyniki moga odpowiedzie¢ na pytanie czy zmiany
ekspresji genow dla aromatazy i receptoroOw estrogenowych sa istotne dla regulacji
prawidlowej 1 zaburzonej spermatogenezy u cztowieka.

Efekty mojej dotychczasowej pracy naukowej obejmuja wspotautorstwo 26
publikacji oryginalnych, w tym 18 w czasopismach naukowych posiadajacych Impact
Factor, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR) oraz 16 publikacji
pogladowych. Sumaryczny IF wedlug roku publikacji wynosi 32,46 (w tym 9,228
przypada na pierwszoautorskie prace oryginalne), a suma punktow MNiISW
wynosi 477 (w tym 120 przypada na pierwszoautorskie prace oryginalne). Indeks
Hirscha wynosi 5 (WoS Core Collection). Lacznie liczba cytowan prac wynosi 108, 80
bez autocytowan (WWoS Core Collection z dnia 19.05.2015 r.)
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Dodatkowo, efektem badan wieloosrodkowych, w ktérych bylam wykonawca i
jestem wymieniona jako czlonek zespolu badawczego (EMAS Study Group) sa 32 prace
oryginalne opublikowane w czasopismach z bazy JCR o facznym IF 205,385 i sumie
punktéw MNiSW 1071.

Bralam udziat w 20 projektach badawczych, w tym:

- o$miu krajowych finansowanych ze $rodkéw zewnetrznych (w 2 jako giowny
wykonawca, 6 jako wykonawca): Grant KBN (2); Grant MNiSW (1); Grant NCN (3);
Grant Prezydenta Miasta Lodzi (2);

- dwéch zagranicznych: Grant Komisji Europejskiej (SFP i 7FP, jako wykonawca)

- dziesieciu finansowanych ze $rodkéw MNiSW na dziatalno$¢ statutowg (tzw.
Prace wlasne UM; w 2 jako kierownik i 8 jako wykonawca).

Za swoja dziatalnoé¢ naukowsa zostatam kilkukrotnie nagrodzona przez Rektora
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi Nagroda dla Nauczycieli Akademickich za osiagnigcia
naukowe (2011, 2012 — nagroda zespotowa I-go stopnia; 2013 — nagroda zespotowa II-go
stopnia) oraz Nagroda za Osiagnigcia Promujace Uczelni¢ (2010). Dziewigciokrotnie
prezentacje zjazdowe, ktérych bylam wspélautorem otrzymaly wyréznienia i nagrody
przyznawane przez Komitety Naukowe sympozjow. Dwa artykuly oryginalne, ktorych
bylam wspétautorem zostaty nagrodzone przez Towarzystwa Naukowe (2002 — Nagroda
Polskiego Towarzystwa Endokrynologéw Dziecigcych; 2008 — Nagroda Mtiodych
Polskiego Towarzystwa Andrologicznego).

Pelny wykaz opublikowanych prac naukowych oraz prac prezentowanych na
konferencjach zagranicznych i krajowych, a takze informacje dotyczace osiagnigé
dydaktycznych, wspélpracy naukowej i popularyzacji nauki zamieszczone zostaly w

zataczniku nr 4.

L6dz, dnia 08.06. 2015 1. QRA»QXQ L\C&ng\ - %M {)M

32



