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1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2000 Magister biologii

Praca magisterska pt.: "Wptyw kwercetyny na indukcj¢ apoptozy i
nekrozy w komorkach nowotworowych jelita grubego czlowieka "
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, promotor pracy
magisterskiej prof. dr hab. Antoni Gawron.

2007 Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii

Rozprawa doktorska pt.: "Budowa i funkcjonowanie gonady
zenskiej Acomys cahirinus (Desmarest, 1819) w okresie
postnatalnym.”™ Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
promotor prof. dr hab. Antoni Gawron, recenzenci: prof. dr hab.
Maria Szottys (Uniwersytet Jagiellonski), prof. dr hab. Regina
Cybulska (Akademia Rolnicza w Lublinie).

I11.  Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2000 - Asystent w Zakladzie Anatomii Porownawczej i Antropologii,

30.09.2008 Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej

01.10.2008 - do Adiunkt w Zaktadzie Anatomii Poréwnawczej i Antropologii

chwili obecnej Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej.

IV.  Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

A) Tytul osiggniecia:

Folikulogeneza w warunkach fizjologicznych i indukowanych
w wybranych modelach ssakow

Osiagniecie naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego stanowi cykl 5 prac
oryginalnych opublikowanych w latach 2011-2019.
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B) Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagniecia naukowego:

1. Hulas-Stasiak M., Gawron A. (2011) Follicular atresia in the prepubertal spiny mouse
(Acomys cahirinus) ovary. Apoptosis 16:967-975.
IF2011: 4,788; 1F2018: 3,967; punkty MNIiSW: 30, autor korespondencyjny

2. Hulas-Stasiak M., Dobrowolski P., Tomaszewska E., Kostro K. (2013) Maternal
acrylamide treatment reduces ovarian follicle number in newborn guinea pig offspring.
Reproductive Toxicology 42:125-131.

IF2013: 2,771; 1F2018: 2,580; punkty MNiSW: 35, autor korespondencyjny

3. Hulas-Stasiak M., Dobrowolski P., Tomaszewska E. (2016) Prenatally administered
dexamethasone impairs folliculogenesis in the spiny mouse offspring. Reproduction,
Fertility and Development 28:1038-1048.

IF2016: 2,656; 1F2018: 2,105; punkty MNiSW: 30, autor korespondencyjny

4. Hulas-Stasiak M., Dobrowolski P., Pawlikowska-Pawlgga B., Tomaszewska E.,
Muszynski S. (2017) The effects of dexamethasone administered during pregnancy on
the postpartum spiny mouse ovary. PLoS ONE 12(8): 0183528 doi:
10.1371/journal.pone.0183528; ISSN: 1932-6203
IF2017: 2,806; 1F2018: 2,766; punkty MNiSW: 40, autor koresponedencyjny

5. Hulas-Stasiak M., Jakubowicz-Gil J., Dobrowolski P., Tomaszewska E., Muszynski
S. (2019) Maternal p-hydroxy-p-methylbutyrate (HMB) supplementation during
pregnancy affects early folliculogenesis in the ovary of newborn piglets.
Theriogenology 128:91-100
IF2018: 2,136; punkty MNiSW: 35, autor korespondencyjny

Laczny wspdtczynnik oddzialywania (IF) w.w. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania:

15,157

Suma punktdéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW: 170
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C) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Prace eksperymentalne realizowane w ramach przedtozonego osiagni¢cia naukowego
obejmowaty dwa komplementarne nurty badawcze. Analize¢ mechanizmoéw lezacych u podstaw
atrezji pecherzykow jajnikowych oraz wptyw wybranych zwigzkow podawanych prenatalnie
lub postnatalnie na strukturg i funkcjonowanie jajnika (szczegdlnie w okresie neonatalnym).
Wyniki przeprowadzonych badan wraz z uzasadnieniem wyboru danej substancji i zwierzecego
modelu badawczego zostaty zaprezentowane w dalszej czesci autoreferatu.

Celem badan przedstawionych w osiagnieciu naukowym bvlo:

- poznanie mechanizmow prowadzacych do atrezji pecherzykow jajnikowych,
- okreslenie skutkéw prenatalnej i/lub postnatalnej ekspozycji jajnika na wybrane zwiazki
w kontekscie ich wptywu na folikulogenezg, atrezj¢ pecherzykow i proces luteolizy.

Prace badawcze, ktore doprowadzily do realizacji tego celu obejmowaly:

- oceng struktury morfologicznej jajnika badanych zwierzat,
- identyfikacje¢ apoptozy i autofagii jako podstawowych proceséw zaangazowanych w atrezje
pecherzykow jajnikowych i proces luteolizy,

- okreslenie ekspresji biatek biorgcych udziat w procesie apoptozy i autofagii.

Wprowadzenie
Gonada zenska odgrywa istotng role w reprodukcji poprzez wytwarzanie gotowych do

zaptodnienia komorek rozrodczych (oocytow) oraz wydzielanie hormonéw piciowych
(estrogenow, progesteronu). Funkcjonalng jednostke jajnika ssakow stanowi pecherzyk
jajnikowy sktadajacy sie¢ z oocytu, somatycznych komorek ziarnistych i komoérek ostonki.
Pecherzyk jajnikowy jest niezwykle dynamiczng strukturg, zmieniajaca si¢ W czasie rozwoju
zarowno morfologicznie jak i czynno$ciowo, a jego funkcja jest stworzenie odpowiedniego
mikrosrodowiska dla wzrostu i dojrzewania oocytu. W zaleznosci od fazy rozwojowej wyrdznia
si¢ nastepujace formy pecherzykow jajnikowych (Fig.1):

- pecherzyki pierwotne

-pecherzyki pierwszorzgdowe (I-rzedowe)

- pecherzyki drugorzedowe (II-rzedowe)

- pecherzyki antralne (III-rzedowe)

- pecherzyki przedowulacyjne (dojrzate, Graafa)
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e. Pecherzyk przedowulacyjny

(Graafa)
d. pecherzyk
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c. pecherzyk
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Fig. 1 Stadia rozwoju pecherzyka (a-¢).

A — jamka p¢cherzyka; B — btona podstawna;
C — wzgorek jajonosny; G — komoérki ziarniste;
O — oocyt; TE — komorki ostonki zewnetrznej;

Z — ostonka przejrzysta Tl — komorki ostonki wewngtrznej
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Folikulogeneza

Folikulogeneza czyli proces rozwoju i wzrostu pgcherzykow jajnikowych u niektdrych
gatunkow ssakéw, w tym u czlowieka, rozpoczyna si¢ jeszcze w okresie zycia prenatalnego, a
nastepnie jest kontynuowany w okresie postnatalnym. U innych ssakéw np. gryzoni, pierwsze
pecherzyki pojawiajg sie W okresie pourodzeniowym (neonatalnym). Czas tworzenia si¢
pecherzykow jest wiec cechg gatunkowa, uwarunkowang rozpoczeciem mejozy w oogoniach,
a tym samym przeksztatceniem ich w oocyty. Oocyty sa centrami do ktorych przywedrowuja i
wokot ktorych rozwijajg si¢ somatyczne elementy pecherzyka. Poczatkowo pecherzyk jest
otoczony pojedynczag warstwa sptaszczonych komorek ziarnistych, na zewnatrz ktorej tworzy
si¢ blona podstawna [Bielanska-Osuchowska 1994]. Tak uksztattowany pecherzyk nosi nazwe
pecherzyka pierwotnego (Fig.1a). Znaczna ilo$¢ oocytow nie zostaje jednak wcielona do
pecherzykow 1 te ktore nie stajg sie ich czescig sktadowa ulegaja degeneracji (np. u $wini
domowej stanowia one 60% w stosunku do liczby oocytow w momencie narodzin, Guthrie i
Garrett, 2001). Kolejne stadia pecherzykowego rozwoju tj. pecherzyki pierwszorzedowe i
drugorzedowe cechuje wzrost objetosci 1 ilosci komoérek ziarnistych, wzrost oocytu i
formowanie ostonki pecherzyka (Fig.1b,c). Pecherzyki antralne (trzeciorzedowe) powstajg w
trakcie rozwoju postnatalnego. Sa wieksze od poprzednich, a w warstwie ziarnistej pojawiaja
si¢ liczne jamki (fac. antrum - jamka) wypetione ptynem (Fig. 1d). Wzrost i dojrzewanie tego
typu pecherzykéw jest zalezny od dziatania gonadotropin, podczas gdy wczesniejsze etapy
rozwoju nie wymagaja Ich obecnosci [Bielanska-Osuchowska, 1994]. W ostonce
pecherzykowej mozna wyrozni¢ warstwe zewnetrzng (theca externa) zbudowang gtownie z
fibroblastow, wtdkien kolagenowych oraz miocytow gtadkich. Natomiast warstwe wewnetrzng
(theca interna) stanowig komorki steroidogenne produkujace androgeny. W miare dojrzewania
pecherzyka antralnego jamki zajmuja coraz wigksza przestrzen, az w koncu tacza si¢ w jedna,
centralnie potozong jamke. Warstwa ziarnista ulega roznicowaniu [Szottys, 1999]. Komorki
ziarniste wsparte na blonie podstawnej przybieraja kolumnowaty ksztatt, wynikiem czego jest
tzw. pseudostratyfikacja tej strefy zwanej warstwg muralng. Komorki muralne sg bardziej
wyspecjalizowane od przylegajacych do jamki komorek ziarnistych (antralnych), przejawem
czego jest wigksza liczba receptorow LH i enzymow zaangazowanych w steroidogeneze. Oocyt
wraz z komorkami wiefica promienistego znajduje si¢ zwykle blisko $ciany pecherzyka, w
grupie komorek ziarnistych, tworzacej wzgorek jajonosny (fac. cumulus oophorus). Tak
wyksztalcony pecherzyk nosi nazwe pecherzyka przedowulacyjnego (Fig. 1e). Warunkiem
osiggnigcia przez pecherzyk dojrzatosci owulacyjnej jest wyksztatcenie odpowiedniej ilosci

receptorow dla FSH. Ich obecno$¢ zapewnia aktywacj¢ aromataz, dzigki czemu zwigksza si¢



Monika Hutas-Stasiak Zatacznik 2

sekrecja estradiolu, a w komodrkach ziarnistych wzrasta ilos¢ receptorow dla LH [Bielanska-
Osuchowska, 1994]. Dopiero w tak przygotowanym pecherzyku zachodzg zmiany prowadzace
do owulacji.

Atrezja

Utworzona w okresie zycia ptodowego lub neonatalnego pula pecherzykow pierwotnych
stanowi tzw. rezerwg jajnikowa, reprezentujaca catkowitg ilo$¢ komorek rozrodczych w zyciu
samicy. Z puli tej nieustannie zaczynaja wzrastac kolejne pecherzyki, az do wygasnigcia funkcji
jajnika. Jednakze wigkszos¢ pecherzykow jajnikowych ulega degeneracji w procesie zwanym
atrezja. W zaleznos$ci od gatunku, ilo§¢ degenerujacych pecherzykow waha sie od 70 do 99%
[Cran i Moor, 1980; Hsueh i wsp., 1994]. Atrezja dotyczy pecherzykow znajdujacych sie we
wszystkich stadiach rozwojowych.

Morfologiczne oznaki atrezji widoczne sg przede wszystkim w oocytach i komoérkach
ziarnistych. W oocytach, ktore ulegaja degeneracji obserwuje si¢ pofaldowang ostonke
jadrowa, silnie zwakuolizowang cytoplazme a w koncowej fazie tego procesu ich fragmentacje
i lize [Devine i wsp., 2000]. W pecherzykach atretycznych komorki warstwy ziarnistej sg mniej
liczne, na skutek zahamowania ich podzialdow mitotycznych. Czgsto pierwszym objawem
rozpoczynajacej si¢ degeneracji jest pyknoza jader komoérkowych oraz zanikanie zlacz
szczelinowych pomiedzy komodrkami ziarnistymi, jak réwniez ,,odklejanie si¢” komorek od
btony podstawnej. W pdzniejszych stadiach atrezji komorki sg fagocytowane lub ulegaja lizie.
Komorki ostonki wewngtrznej ulegaja znacznemu przerostowi, przeksztalcajac si¢ we wtorne
komorki interstycjalne produkujace steroidy [Hsueh i wsp., 1994]. Atrezji sprzyjaja rowniez
zaburzenia w mikrokrazeniu ostonki pgcherzyka, redukujgce dostarczanie tlenu i1 substancji
odzywczych do warstwy ziarnistej. Oprocz wyzej opisanych zmian morfologicznych,
zachodzacych w degenerujacych pecherzykach, obserwuje si¢ rOwniez szereg biochemicznych
markeréw atrezji min. obnizong syntez¢ estrogenow, wzrost produkcji androgenow i
progesteronu, obnizong ekspresje¢ mRNA dla aromatazy 1 receptorow dla gonadotropin,
zahamowanie ekspresji koneksyny 43 [Hsueh i wsp., 1994].

Mechanizmy atrezji jajnikowej
U podstaw atrezji lezy apoptoza czyli genetycznie kierowany proces
zaprogramowanego obumierania komorek (I typ $mierci komorkowej) [Hsueh i wsp., 1994].
Komorki umierajgce w wyniku apoptozy wykazujg charakterystyczne cechy morfologiczne.
Komorka apoptotyczna z reguly oddziela si¢ od pozostatych, dochodzi do jej obkurczenia i
zmiany ksztattu. Nastgpuje kondensacja chromatyny, fragmentacja jadra komorkowego i

tworzenie cialek apoptotycznych. Apoptoza jest procesem wieloetapowym, Scisle
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skoordynowanym i precyzyjnie regulowanym przez liczne biatka. Na poziomie molekularnym
apoptoza moze by¢ inicjowana poprzez dwa szlaki: zewnetrzny | wewnetrzny. Pierwszy z nich,
zewngetrzny (receptorowy) wigze si¢ z pobudzeniem btonowych receptoréw $mierci, ktore naleza
do nadrodziny receptorow TNF (ang. tumor- necrosis factor, czyli czynnika martwicy
nowotworu). Kiedy dojdzie do polaczenia si¢ liganda z receptorem $mierci nastepuje jego
oligomeryzacja oraz powstanie kompleksu DISC (ang. death- inducing signaling complex). To
prowadzi do aktywacji proteolitycznych enzymow, w tym efektorowej kaspazy 3, ktora niszczy
biatka strukturalne oraz enzymatyczne, co w konsekwencji prowadzi do catkowitej dezintegracji
komorki w koncowej fazie tego procesu. Z kolei szlak wewnetrzny (mitochondrialny)
uzalezniony jest od uwolnienia cytochromu ¢ z przestrzeni mi¢dzyblonowej mitochondrium.
Umozliwiaja to wyspecjalizowane kanaly utworzone przez biatka z rodziny Bel-2, w sktad ktorej
wchodzg zaréwno biatka proapoptotyczne Bax (ang. Bcl-2 associated X protein) jak i
antyapoptotyczne Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2). Po uwolnieniu cytochromu c, na terenie
cytoplazmy powstaje kompleks zwany apoptosomem, ktory jest niezb¢dny do oligomeryzaciji i
autoproteolizy kaspazy 9 - bezposredniego aktywatora efektorowej kaspazy 3. Jak wykazaly
ostatnie badania apoptoza nie jest jedynym procesem zaangazowanym w atrezj¢ pecherzykow
jajnikowych. Komorki mogg ulegaé¢ degeneracji rOwniez na drodze autofagii, ktora jest okreslana
jako II typ programowanej $mierci komorkowej [Klinosky i Emr 2000; Swanson, 2006].
Autofagia, nazywana réwniez samostrawieniem lub samozjadaniem, zachodzi we
wszystkich komorkach eukariotycznych zar6wno w warunkach prawidlowych jak i
patologicznych. W wielu przypadkach autofagia moze stanowi¢ strategi¢ przezycia komorki w
warunkach  stresowych takich jak: glodzenie, niedotlenienie czy stosowanie
chemioterapeutykow. Proces autofagii, w odrdznieniu od apoptozy, nie wymaga obecnosci
kaspaz. Autofagia charakteryzuje si¢ niewielka kondensacja chromatyny oraz brakiem
fragmentacji jadra. W tym procesie degradowane sg uszkodzone lub niefunkcjonalne biatka o
dhlugim okresie pottrwania oraz organelle komorkowe takie jak, aparat Golgiego, retikulum
endoplazmatyczne oraz polirybosomy, ktore sg juz zbedne w komorce. Resztki nie sg usuwane
do $rodowiska zewngtrznego, lecz zamykane w wakuoli o podwojnej btonie, tak zwanym
autofagosomie, dzigki czemu autofagii nie towarzyszy stan zapalny. Znaczacg rolg w tym
autofagosomu [Kang i wsp., 2011]. Podczas dojrzewania autofagosomu nastepuje jego fuzja z
lizosomem, w skutek czego powstaje autofagolizosom. Biatka Lampl zwigzane z blong
lizosomow odgrywaja wazng rolg w tym procesie, a ich amplifikacja w komoérce §wiadczy o

indukcji autofagii [Eskelien, 2006]. W autofagolizosomie nastepuje strawienie substratow przy
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pomocy hydrolaz — enzymoéw lizosomalnych. Powstale produkty sg zrodlem substanciji
pokarmowych, ktore komorka wykorzystuje do przezycia na najnizszym poziomie zuzycia
energii. NajczesSciej spotykana w komorkach jest makroautofagia, kontrolowana przez produkty
genu Atg (ang. Autophagy-related gene), zaangazowane w formowanie autofagosomu
[Klinosky i Emr, 2000]. Proces ten jest regulowany obecno$cig lub brakiem substancji
odzywczych. W $rodowisku bogatym w sktadniki odzywcze aktywowany jest szlak mTOR
(ang. mammalian target of rapamycin), co prowadzi do zahamowania autofagii. Natomiast przy
niedoborze sktadnikow pokarmowych w komorce indukowana jest autofagia, ktéra moze
uratowa¢ komorke lub tez przyczyni¢ sie¢ do jej Smierci. To stopien zaawansowania tego
procesu decyduje o jego zyciodajnej, badZz Smiercionosnej roli w komorce [Klinosky i Emr,
2000].

Podczas embriogenezy jajnik cechuje si¢ najwyzszym odsetkiem komorek
apoptotycznych. Programowanej $mierci ulegaja komorki podlegajace intensywnym
podzialom mitotycznym: gonocyty, oogonia, oraz oocyty I rzedu. W komodrkach takich
stwierdza si¢ ekspresj¢ gtownych markerow apoptozy tj.: kaspazy 3, fragmentarycznego biatka
PARP1 oraz fragmentacj¢ DNA (pozytywna reakcja TUNEL) (Ghafari i wsp., 2007; Lobascio
i wsp., 2007; Klinger i wsp., 2015). W rozwoju postnatalnym tempo podziatéw spada, a
mejotyczne oocyty zamknigte w pecherzykach unikajg $mierci apoptotycznej (Tingen i wsp.,
2009 a, b). Wazng role w rozwoju oocytu odgrywa wowczas srodowisko tworzone przez
pecherzyk jajnikowy, wzajemne interakcje pomigdzy oocytem, komodrkami ziarnistymi i
tekalnymi (Orisaka i wsp., 2009). Oocyty hodowane in vitro, pozbawione kontaktu z
komorkami ziarnistymi, znacznie cze¢Sciej ulegaja apoptozie [ Yang i Rajamahendran, 2002]. W
ultrastrukturze degenerujacych oocytéw pecherzykow pierwotnych i I- rzedowych szczura, nie
obserwuje si¢ kondensacji chromatyny, fragmentacji jadra czy tez ciatek apoptotycznych,
natomiast w cytoplazmie widoczne sg liczne wakuole [Devine i wsp., 2000]. Badania dowodza,
Ze postnatalne oocyty mogg doswiadczac innego rodzaju $mierci programowanej a mianowicie
autofagii [Ortiz i wsp., 2006; Escobar i wsp., 2008]. Ponadto niektore oocyty wykazuja
koekspresj¢ zarowno kaspazy 3 jak i biatka autofagalnego Lampl, co sugeruje wystgpowanie
$mierci ,,kombinowanej” [Ortiz i wsp., 2006; Escobar i wsp., 2008]. Badania zdajg si¢
potwierdza¢ fakt, iz gromadzenie w komorce autofagosoméw moze poprzedzaé apoptoze
[Gonzales-Polo i wsp., 2005]. Niezmiernie wazny jest fakt, iz oba te procesy moga przechodzié
jeden w drugi w zaleznosci od obecnosci réznorodnych czynnikéw wewnatrzkomorkowych.

Stwierdzono wzajemne powigzanie $ciezek sygnalowych apoptozy i autofagii . Z doniesien
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wynika, ze istniejg biatka wspolne dla obu tych procesow np.: Beklina 1 oraz anty-apoptotyczne
biatko Bcl-2 [Pattingre i wsp., 2005].

Jednym z warunkoéw utrzymania homeostazy w jajniku jest zachowanie rownowagi
pomiedzy komoérkami proliferujgcymi a umierajagcymi. Mechanizm regulacji liczby komorek
odbywa si¢ na poziomie kontroli ich podzialdéw i1 $mierci programowanej. Dlatego tez
proliferacja i roznicowanie si¢ komorek sg rownie naturalnymi procesami fizjologicznymi jak
apoptoza czy autofagia, ktore zachodza w komorkach jajnika zar6wno podczas jego rozwoju
prenatalnego jak i postnatalnego.

Glowny watek prowadzonych przeze mnie badan dotyczyt udziatu wyzej opisanych
procesdw W atrezji pecherzykow jajnikowych. Swoje badania opartam na trzech modelach
zwierzecych: myszy kolczystej (Acomys cahirinus), swince morskiej (Kawia domowa, Cavia
porcellus) i $wini domowej (Sus scrofa f. domestica). Gatunki te, pomimo iz nalezg do
odmiennych jednostek taksonomicznych charakteryzuja si¢ zaawansowang organogeneza w
momencie narodzin. Folikulogeneza w jajniku badanych zwierzat rozpoczyna si¢ juz w okresie
zycia ptodowego (U myszy i szczura laboratoryjnego dopiero w okresie neonatalnym) [Hutas i
wsp., 2003; Bielanska-Osuchowska, 2006, Sun i wsp., 2014]. Ponadto ich rozwoj prenatalny w
wielu aspektach przypomina rozwoj ptodu ludzkiego, co czyni je odpowiednimi modelami
doswiadczalnymi w badaniach biomedycznych.

W pierwszej publikacji zgtoszonej do cyklu habilitacyjnego: Hulas-Stasiak M. i Gawron

A. (2011) Follicular atresia in the prepubertal spiny mouse (Acomys cahirinus) ovary. Apoptosis

16:967-975 obserwacje objety ogolng budowe jajnika myszy kolczystej oraz szczegdtowa
analiz¢ procesdéw prowadzacych do degeneracji pecherzykow jajnikowych w  okresie
postnatalnym.

Jajniki nowo narodzonej (1 dniowej) oraz 7- dniowej myszy kolczystej charakteryzowaty
si¢ zaawansowang budowg histologiczng. W czeSci korowej widoczne byly pecherzyki
jajnikowe, wsrdd ktorych najliczniejsza populacje stanowity pecherzyki pierwotne lezace tuz
pod nabtonkiem. W glebszych warstwach kory znajdowaty si¢ pecherzyki I-rzedowe oraz
wielowarstwowe pecherzyki II-rzgdowe. Wiekszos¢ pecherzykoéw pierwotnych i I-rzedowych
doswiadczata atrezji. Zmiany degeneracyjne obserwowano gldwnie w oocycie, a nie w
komorkach go otaczajacych (ziarnistych). Badania immunofluorescencyjne nie wykazaty
obecno$ci markera apoptozy - aktywnej kaspazy 3 oraz pozytywnej reakcji TUNEL w
obumierajgcych oocytach pecherzykdéw jajnikowych. Stwierdzono natomiast silny
immunosygnal markera autofagii — bialka Lampl. Analiza ultrastruktury degenerujacych

pecherzykow ujawnila wystgpowanie cech charakterystycznych dla autofagii. Cytoplazma
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oocytow zawierata liczne wakuole, autofagosomy oraz autofagolizosomy. Nie obserwowano
typowej dla przebiegu apoptozy kondensacji i fragmentacji chromatyny jadrowej. Atrezja w
mniejszym stopniu dotyczyta pecherzykéw Il-rzedowych. Tylko pojedyncze komorki ziarniste
byty TUNEL-pozytywne, natomiast oocyty wykazywaty staby immunosygnal w kierunku
autofagalnego biatka Lampl.

Poczawszy od 14 dnia zycia postnatalnego w jajniku myszy kolczystej obserwowano
redukcje pecherzykow pierwotnych i I-rzgdowych oraz rozwdj nowej generacji pecherzykow
jajnikowych tj. pecherzykow antralnych. Wigkszo$¢ pecherzykow w tym stadium wykazywata
zmiany degeneracyjne. Silny immunosygnat dla aktywnej kaspazy 3 i reakcji TUNEL
obserwowano w komorkach ziarnistych pecherzykow trzeciorzedowych (antralnych).
Pozytywnej reakcji nie stwierdzono w oocytach. W 21 i 30 dniu zycia postnatalnego warstwa
komoérek ziarnistych pecherzykow antralnych ulegata rdéznicowaniu. Mozna bylo w niej
wyrozni¢ komorki antralne — zlokalizowane blisko jamki, komorki muralne lezace na btonie
podstawnej oddzielajacej warstwe granulozy od ostonki wewngtrznej oraz komorki ziarniste
wzgorka jajonosnego. Szczegodlnie silny immunosygnat dla aktywnej kaspazy 3 i reakcji
TUNEL wykazywaty komorki antralne oraz komorki ziarniste znajdujace si¢ wewnatrz jamki
pecherzykéw. Analiza ultrastruktury komorek ziarnistych pecherzykow antralnych
potwierdzita, iz komorki te umierajg na drodze apoptozy. W jamce pecherzyka atretycznego
widoczne byty liczne ciatka apoptotyczne. Silny immunosygnat na obecno$¢ biatka Lampl
lokalizowano glownie w  atretycznych oocytach  pecherzykéw  pierwotnych 1
pierwszorzedowych. Staba reakcja widoczna byta zas w oocytach pegcherzykow Il-rzedowych
i antralnych. Badania western-blot wykazaty wzrost ekspresji aktywnej kaspazy 3 od 14 dnia
zycia postnatalnego. Z kolei ekspresje biatka Lampl odnotowano we wszystkich badanych
okresach zycia postnatalnego samicy, ze szczegdlnym jej wzrostem w jajniku jednodniowej
myszy.

Whioski
1. Oba procesy apoptoza 1 autofagia sg zaangazowane w atrezj¢ pecherzykow jajnikowych.

2. Procesy te sa komorkowo-specyficzne oraz zalezne od stadium rozwojowego pecherzyka.

3. Oocyty atretycznych pecherzykow pierwotnych i I-rzedowych ulegaja $mierci autofagalnej,
za$ komorki ziarniste pecherzykow Il-rzedowych i antralnych $mierci apoptotyczne;.

4. W pierwszym tygodniu po narodzinach samice doswiadczajg atrezji pgcherzykowej na
drodze autofagii, w p6zniejszym okresie zycia postnatalnego (14-30 dni) dominujacg forma

degeneracji pecherzykow jest apoptoza.
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Badania nad potencjalem rozwojowym oocytow nabierajag obecnie coraz wigkszego
znaczenia zaro6wno w medycynie jak 1 hodowli zwierzat. Poznanie mechanizmow
kontrolujacych atrezje pecherzykéw jajnikowych pozwolitoby na ograniczenie tego procesu, a
co za tym idzie, pehiejsze wykorzystanie potencjatu rozrodczego oraz przedtuzenie zdolnoSci
reprodukcyjnych samic. Poznanie molekularnych szlakéw kierujgcych $miercig oocytow
otworzy nowe mozliwosci doskonalenia warunkéw hodowli in vitro oocytow, ktore
przeznaczone sg do celow eksperymentalnych i terapeutycznych. Kolejnym istotnym aspektem
badan jest opracowanie nowych terapii nieptodnosci oraz terapii antynowotworowych.

Przyjmujac, ze wszystkie procesy fizjologiczne zachodzace w zdrowym organizmie majg
swoje uzasadnienie nasuwa si¢ szereg pytan dotyczacych roli atrezji pecherzykow jajnikowych
w prawidtowym funkcjonowaniu jajnika. Z pewnos$cig pecherzyki rozpoczynajace wzrost jak i
te ulegajace degeneracji uczestnicza w tworzeniu wewnatrz-jajnikowego Srodowiska
hormonalnego determinujacego wilasciwy przebieg folikulogenezy. Tak wigc, atrezja jest
fizjologicznym procesem odgrywajacym istotng rolg zardbwno w eliminacji nadliczbowych
pecherzykow, wadliwych oocytow jak i1 przebiegu cyklu jajnikowego. Nalezy jednak
podkresli¢, iz niezaleznie od pozytywnych aspektow udzialu $mierci programowane;j
(apoptozy, autofagii) w degeneracji pecherzykow jajnikowych, atrezja pgcherzykowa moze
zosta¢ nadmiernie zaktywowana i prowadzi¢ do wielu powaznych choréb.

Atrezja pecherzykéw jajnikowych moze by¢ indukowana réznymi czynnikami
srodowiskowymi, niewlasciwag dieta, stosowanymi ksenobiotykami i lekami oraz zaburzeniami
hormonalnymi. Nadmierna degeneracja oocytow i pecherzykéw jajnikowych jest szczeg6lnie
niebezpieczna w okresie prenatalnym. U wielu gatunkoéw zwierzat w tym rowniez u cztowieka
folikulogeneza rozpoczyna si¢ juz w ptodowych jajnikach, dlatego tez ustalenie wtasciwej puli
komorek rozrodczych i prawidtowy rozwoj pecherzykow jajnikowych ma istotne znaczenie dla
osiggniecia sukcesu reprodukcyjnego. W okresie ptodowym obserwuje si¢ istnienie tzw.
okienek czasowych, w ktorych rozwdj jajnika jest szczegdlnie wrazliwy na dziatanie
roznorodnych zwigzkéw chemicznych. Te okresy krytyczne determinujg prawidtowe
funkcjonowanie gonady po uzyskaniu dojrzatosci plciowej. Powyzsze zagadnienia stanowity
inspiracj¢ do podjecia przeze mnie badan dotyczacych zaburzen rozwoju ptodowych jajnikow
wybranych gatunkow zwierzat, narazonych na dziatanie akryloamidu, deksametazonu i kwasu
B- hydroksy-p-metylomastowego (HMB). Uwazam, ze problem ten wydaje si¢ szczeg6lnie
istotny w $wietle doniesien o wzrastajacej liczbie nieptodnych par.

Zatem kolejna praca z cyklu habilitacyjnego: Hulas-Stasiak M. i wsp. (2013) Maternal

acrylamide treatment reduces ovarian follicle number in newborn quinea pig offspring.
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Reproductive Toxicology 42:125-131 dotyczyta okreslenia wptywu akryloamidu podawanego
cigzarnym $winkom morskim na rozwoj jajnika ich potomstwa.

Akryloamid to substancja powszechnie wystepujaca w wysoko przetworzonej zywnosci
(np.: w pieczywie, kawie, chipsach, frytkach, herbatnikach) dymie tytoniowym czy piwie
[Tareke i wsp.,. 2002]. Zwigzek ten z tatwoscig przenika przez powierzchnie skory, barierg
jelitowa a nawet przez tozysko [Cebi, 2016] . Istotne wydaje si¢ zatem zbadanie oddziatywania
tego zwigzku na prenatalne procesy rozwojowe, tym bardziej, ze badania naukowe wskazuja
na jego genotoksyczne, mutagenne i kancerogenne dziatanie [Dearfield i wsp., 1988; Sakamoto
i Hashimoto, 1986].

W przeprowadzonych przez mnie doswiadczeniach akryloamid w dawce 3 mg/kg/dzien
podawano ci¢zarnym $winkom morskim poczawszy 0d 32 dnia cigzy do momentu porodu.
Morfologicznie zrdznicowany jajnik obserwuje si¢ u $winki morskiej juz w 30 dniu po
zaptodnieniu. W tym okresie widoczne sg liczne oogonia/oocyty zebrane w gniazda, za$
pecherzyki pierwotne i I-rzgdowe obserwowano w 40, a drugorzedowe w 50-60 dniu po
zaptodnieniu [Sun i wsp. 2014]. Okres narazenia ptodowych jajnikow na akryloamid pokrywat
si¢ z czasem tworzenia pgcherzykow pierwotnych i ich tranzycja do stadiow bardziej
zaawansowanych w rozwoju. Dlatego tez istotna wydata si¢ odpowiedZz na pytanie, czy
akryloamid podawany w okresie prenatalnym wplywa na procesy zwigzane z atrezja
pecherzykow jajnikowych. Analizujac jajniki nowo narodzonych samic z grupy traktowanej
akryloamidem zaobserwowano redukcj¢ puli pecherzykow pierwotnych stanowigcych
»rezerwe jajnikowa”, ktorej uszczuplenie moze zmniejszy¢ potencjal rozrodczy dojrzalej
samicy. Ponadto, szczegdlowa analiza ilo$ciowa wykazata mniejszg liczbe ,,zdrowych” (bez
oznak degeneracji oocytu) pecherzykow pierwotnych i pierwszorzgdowych. Z kolei istotnie
statystycznie wzrosta liczba atretycznych pecherzykow pierwotnych i I-rzgdowych. Zmian
takich nie obserwowano w przypadku pecherzykéw IlI-rzedowych. Redukcja pecherzykow
pierwotnych i zwigkszenie liczby pecherzykow atretycznych w grupie samiczek traktowanych
prenatalnie akryloamidem moze sugerowac nasilenie procesOw programowanej S$mierci
komorek. W celu wyjasnienia obserwowanych zaburzen zbadalam apoptozg 1 autofagie w
jajniku nowo narodzonych $winek morskich. W efekcie wykazatam wyzszy procent
apoptotycznych oocytéw (dodatnich pod wzgledem sygnatu dla aktywnej formy kaspazy 3 i
reakcji TUNEL) w pecherzykach pierwotnych i I-rzedowych po zastosowaniu akryloamidu.
Natomiast staby immunosygnat na obecno$¢ biatka Lamp1 - markera autofagii odnotowano w
oocytach pecherzykow jajnikowych, co sugeruje, ze degenerujace oocyty nie obumieraja na

drodze $mierci autofagalnej. Powyzsze badania wskazuja, ze akryloamid uszczupla pulg
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oocytow, indukujac w nich apoptoze. Wiadomo, ze akryloamid zaburza w komorce organizacje
posrednich filamentéw wimentynowych, prowadzac do nieprawidtowosci w cyklu
komorkowym badz tez jego zahamowania [Gall i wsp., 1992]. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze akryloamid moze niszczy¢ filamenty wimentynowe pecherzykowych oocytow
prowadzac do ich degeneracji. Dane literaturowe wskazuja, iz aktywne kaspazy doprowadzaja
do proteolizy filamentéw wimentynowych, a w konsekwencji do apoptozy komorki [Byun i
wsp., 2001].

Whioski

1. Akryloamid podawany prenatalnie redukowat pule pecherzykow pierwotnych oraz
zwigkszat atrezj¢ pgcherzykow jajnikowych.

2. Akryloamid niszczyl sie¢ filamentow wimentynowych i indukowal proces apoptozy w
oocytach.

Podsumowujac rezultaty W opisanej pracy stwierdzam, ze akryloamid wywiera toksyczny

wplyw na oocyty, indukujac w nich zmiany apoptotyczne. Uszczuplenie ,,rezerwy jajnikowej”

moze ograniczac potencjat rozrodczy samicy i prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania jajnika

u dorostej samicy. Przeprowadzone badania wnosza nowe informacje dotyczace, jak dotad

stabo opisanego, prenatalnego wptywu akryloamidu na folikulogeneze.

Podczas rozwoju prenatalnego pldd ma zdolno$¢ adaptacji metabolicznej do
niekorzystnych warunkéw $rodowiska wewnatrzmacicznego, a proces ten nazywany jest
»programowaniem ptodowym”. Programowanie ptodowe oznacza wigc zmiany strukturalne i
czynno$ciowe niektorych komorek, tkanek i narzadéw, ktore zachodza przy istniejacych
ograniczeniach. Zmiany te poczatkowo korzystne, bo przystosowujace organizm do aktualnych
potrzeb, moga wigzaé si¢ z ryzykiem wystgpienia powaznych chordb, nie tylko w okresie
neonatalnym ale rowniez w pdzniejszym zyciu osobniczym.

Liczne badania wykazaty, ze endogenne glikokortykosteroidy (GKS) odgrywaja istotng
role w mechanizmie hormonalnej regulacji rozwoju narzadéw ptodu 1 jego adaptacji do
zmieniajgcych si¢ warunkow srodowiska wewnatrzmacicznego [Fowden i wsp., 1998].

Glikokortykoidy syntetyczne w tym, deksametazon, ze wzglgdu na swoje wlasciwosci
przeciwzapalne i immunosupresyjne sa stosowane rowniez w czasie cigzy np.: u kobiet chorych
na astme, dla zmniejszenia czgstotliwosci powiktan i umieralno$ci noworodkow, w terapii
zapobiegania wrodzonego zespotu nadnerczowo-piciowego i innych. Pomimo niewatpliwych
korzysci ptynacych z ich stosowania wzrost endogennych glikokortykoidow wywotany
czynnikami stresogennymi, jak rowniez podawanie syntetycznych glikokortykoidow,

powoduje wiele negatywnych efektow min. zahamowanie wzrostu ptodu [Langdown i Sugden
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2001], zmniejszenie rozmiaru lozyska [Hewitt i wsp., 2006; O’Connell i wsp., 2011],
zaburzenie osi podwzgoérzowo-nadnerczowej [Lesage i wsp., 2001], utrat¢ masy kostnej [Chen
i wsp., 2018].

Biorac pod uwage powyzsze problemy zwigzane z zastosowaniem GKS w okresie prenatalnym
postanowitam zbada¢ wptyw deksametazonu na rozwdj jajnika myszy kolczystej. Efektem tego

eksperymentu jest trzecia praca stanowigca osiggni¢cie naukowe: Hulas-Stasiak M. i wsp.

(2016) Prenatally administered dexamethasone impairs folliculogenesis in the spiny mouse

offspring. Reproduction, Fertility and Development 28:1038-1048. Wyniki analizy

morfologicznej wykazaty, iz podawany prenatalnie deksametazon redukowat pule ,,zdrowych”
(bez oznak degeneracji) a zwigkszat ilos¢ atretycznych pecherzykow pierwotnych w jajniku
nowo narodzonych samiczek. Niemniej jednak catkowita liczba pgcherzykow pierwotnych byta
porownywalna z grupa kontrolng. Nie obserwowano istotnych statystycznie zmian w liczbie
zdrowych i atretycznych pecherzykow I-rzgdowych, zarowno w grupie kontrolnej jak i
traktowanej deksametazonem. Co cieckawe, deksametazon zwickszal catkowita liczbe
pecherzykow I-rzedowych, wsrdd ktorych zdecydowana wigkszo$¢ to pecherzyki ze zmianami
atretycznymi. Dalsze analizy immunohistochemiczne potwierdzity przypuszczenia o indukcji
atrezji po prenatalnym podaniu deksametazonu. Pg¢cherzyki degenerujace wykazywaty
pozytywng reakcj¢ na obecnos¢ markera apoptozy (formy aktywnej kaspazy 3) oraz autofagii
(biatka Lampl) gléwnie w obrebie oocytu. Biatka te zlokalizowano réwniez w komorkach
ziarnistych pecherzykow Il-rzedowych. W wigkszo$ci degenerujacych oocytéw obserwowano
kolokalizacje kaspazy 3 i biatka Lampl. Po zastosowaniu deksametazonu, w pecherzykach
jajnikowych stwierdzono zwigkszenie intensywnosci barwienia immunohistochemicznego na
obecnos¢ wyzej wymienionych markerow $mierci komdrkowej, co potwierdzity rowniez
badania western-blot. Ponadto odnotowano wzrost liczby oocytow wykazujacych jednoczesna
ekspresje kaspazy 3 i biatka Lamp1, co sugeruje wystgpowanie $mierci kombinowanej, w ktorej
szlaki autofagii 1 apoptozy moga taczy¢ si¢ ze soba.

Wiadomo, ze deksametazon wywiera bezposredni wptyw na jajnik poprzez aktywacje
receptorow  glikokortykosteroidowych (GR). W przeprowadzonych do$wiadczeniach
wykazalam obecnos¢ receptora GR w cytoplazmie i jadrze oocytow, w komoérkach ziarnistych,
nabtonku powierzchniowym i komorkach stromy a w grupie eksperymentalnej obserwowatam

wzrost ekspresji receptora GR.
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Whioski

1. Podawany prenatalnie deksametazon zwigkszat atrezj¢ pecherzykow pierwotnych i Il-
rzedowych wywolujac zmiany degeneracyjne w oocycie.

2. Deksametazon indukowal $mier¢ oocytow gléwnie na drodze autofagii lub S$mierci
kombinowanej.

3. Deksametazon przyspieszal tranzycje (przejscie) pecherzykow I-rzegdowych do stadium
pecherzyka ll-rzgdowego.

Rezultaty tych badan wskazujg, iz wzrost ilo$ci degenerujagcych oocytow, w skutek
prenatalnej ekspozycji jajnika na deksametazon, moze uszczuplaé¢ pulg komorek rozrodczych,
a tym samym ogranicza¢ potencjal rozrodczy dojrzalej samicy. Uzyskane wyniki sugeruja
ostrozne aplikowanie deksametazonu w okresie cigzy. Coraz wigcej badan wskazuje, iz
syntetyczne glikokortykoidy wywierajg heterogenne efekty na zdolno$ci reprodukcyjne samic
a ich dzialanie biologiczne zalezy od dawki, drogi podania oraz czasu stosowania leku.
Wiadomo tez, ze nadmierna ekspozycja na glikokortykoidy w okresie zycia plodowego w
wiekszym stopniu uposledza prawidtowy rozwo6j gonad niz u osobnikéw dorostych, ktérym sg
one podawane w okresie postnatalnym. Syntetyczne glikokortykoidy moga zwigkszac
zdolnosci rozrodcze zwierzat. Stymuluja uwalnianie gonadotropin oraz prolaktyny z przysadki
mozgowe] [Tohei i Kogo 1999; Rockwell i Koos 2009], przyspieszajg rozw6j pecherzykow
jajnikowych [Tohei i wsp., 2000; Yang i wsp., 2001], zwigkszajg liczbe owulujacych oocytow
[Esmaeilzadeh i wsp., 2011; de Greef i van der Shoot, 1987]. Dlatego tez, zwiazki te z
powodzeniem sg wykorzystywane w leczeniu roznych zaburzen ptodnosci u kobiet [Badawy i

wsp., 2007; Smith, 1965]. Zatem w kolejnej pracy: Hulas-Stasiak M. i wsp. (2017) The effects

of dexamethasone administered during pregnancy on the postpartum spiny mouse ovary. PL0oS
ONE 12(8): e0183528 doi: 10.1371/journal.pone.0183528 postanowitam zbada¢ postnatalny

wplyw deksametazonu na jajnik cigzarnej samicy Acomys cahirinus. W poporodowych
jajnikach (wyizolowanych w ciggu 24 godzin po porodzie) obserwowano wszystkie typy
pecherzykoéw jajnikowych od stadium pecherzyka pierwotnego po pecherzyk przedowulacyjny,
co dowodzi, ze proces folikulogenezy zachodzi nieprzerwanie przez caty okres cigzy. W grupie
samic, ktorym podawano deksametazon odnotowano wzrost catkowitej liczby pecherzykow I1-
rzedowych, antralnych i przedowulacyjnych w stosunku do grupy kontrolnej. Komorki
ziarniste zdrowych pecherzykow wykazywaly wyzszy indeks proliferacyjny (PCNA) w
poréwnaniu do pecherzykow z grupy kontrolnej. Z kolei warstwa granulozy pecherzykow
atretycznych charakteryzowata si¢ nizszym indeksem apoptotycznym. Ponadto w komoérkach

granulozy stwierdzono mniejsza intensywno$¢ barwienia immunohistochemicznego na
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obecnos¢ aktywnej formy kaspazy 3. Rownocze$nie wykazatam, ze ekspozycja na
deksametazon w okresie cigzy prowadzita do spadku poziomu kaspazy 3 i biatka pro-
apoptotycznego Bax oraz wzrostu ekspresji biatka Bcl-2. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
deksametazon wywiera anty-apoptotyczne dziatanie na komoérki ziarniste pecherzykow
jajnikowych, co moze stymulowac ich rozwoj i réznicowanie. Badania ujawnily rowniez
silniejszg reakcj¢ immunohistochemiczng dla biatka Lamp1 w warstwie ziarnistej pecherzykow
I-, ll-rzgdowych, antralnych i przedowulacyjnych po dziataniu deksametazonu. W przypadku
biatka Beklinyl, intensywniejszy immunoodczyn obserwowano jedynie w oocytach
pecherzykéw antralnych 1 komoérkach ziarnistych pecherzykéw I-rzedowych. By¢é moze
deksametazon indukuje w komoérkach granulozy autofagie, ktéra chroni je przed $miercig
apoptotyczng i stanowi strategie przezycia komorki.

Na szczegolng uwage zastuguja obserwacje dotyczace ciatka zottego (CL) cigzowego.
Detekcja fragmentacji DNA metoda TUNEL wykazala zmniejszenie ilosci komorek
apoptotycznych w cigzowym ciatku zo6ttym po dziataniu deksametazonu, co potwierdzita takze
analiza ekspresji aktywnej formy kaspazy 3 oraz bialka Bax w homogenatach jajnika.
Obserwowano rowniez zwigkszenie indeksu proliferacyjnego w CL ciazowym Acomys
cahirinus. Niezmiernie interesujaca jest obecno$¢ markera PCNA w zréznicowanych i
nieproliferujacych komoérkach lutealnych. Réwniez badania innych autorow potwierdzaja
ekspresjg PCNA oraz Ki67 podczas luteolizy ciatka zottego szczura (Kiya i wsp., 1998), krowy
(Quirk i wsp., 2013) oraz klaczy (Al-zi’abi i wsp., 2003). Sugeruje si¢, ze obnizenie syntezy
progesteronu podczas luteolizy moze powodowaé ponowne wejscie komorek w cykl
komorkowy i predysponowac je do smierci apoptotycznej (Quirk i wsp., 2013). W oparciu o
uzyskane wyniki stwierdzitam, ze syntetyczny glikokortykoid hamuje apoptoze komoérek CL
cigzowego myszy kolczystej. Ponadto analiza ultrastruktury duzych komorek lutealnych
wykazala, Zze wigkszo$¢ z nich posiadata cechy charakterystyczne dla autofagii (liczne
autofagosomy, autofagolizosomy oraz krople lipidowe). W prezentowanej pracy odnotowano
wzrost ekspresji markerow autofagii — biatek Lamp1 oraz Beklinyl (niezbednej do formowania
autofagosomoéw). Badania immunohistochemiczne rowniez wykazaty silny odczyn reakcji na
obecnos¢ biatek Lampl i Beklinyl w komorkach lutealnych. Dodatkowo wyzszy poziom
ekspresji anty-apoptotycznego biatka Bcl-2 obserwowany po dziataniu syntetycznego
glikokortykoidu sugeruje, ze nieudana aktywacja szlaku apoptozy moze prowadzi¢ do indukcji
autofagii. Zgodnie z ostatnimi badaniami biatko Bcl-2 moze wchodzi¢ w interakcje z Bekling
1 regulujac aktywnos$¢ autofagii w komorce (Gaytan i wsp., 2008). Kompleks Bcl-2/Beklina 1

utrzymuje autofagie na poziomie fizjologicznym, co zapewnia komorce wtasciwg homeostaze
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1 przezycie. Z kolei odlaczenie Bcl-2 prowadzi do nadmiernej autofagii i $mierci komorki. Co
ciekawe, w poporodowym jajniku myszy kolczystej z grupy eksperymentalnej nie
zaobserwowano CL cigzowych znajdujacych si¢ w zaawansowanym stadium luteolizy.
Otrzymane wyniki sugeruja, iz indukowana deksametazonem autofagia promuje raczej
przezycie, a nie Smier¢ komorek lutealnych, co w konsekwencji moze op6znia¢ strukturalng
luteoliz¢ CL i przedtuzac¢ jego funkcjonowanie.

Whioski

1. Deksametazon przyspiesza rozwoj pecherzykow jajnikowych, hamuje apoptoze i stymuluje
rozwo6j warstwy ziarniste;j.

2. Deksametazon indukuje autofagiec w cialku zoéttym cigzowym 1 opodznia strukturalng
luteolize.

Rezultaty tych badan wnoszg nowe informacje dotyczace deksametazonu jako induktora
autofagii w tkance lutealnej. Prezentowane wyniki moga mie¢ aplikacyjne zastosowanie W celu
zwigkszenia efektywnosci reprodukcyjnej zwierzat i/lub w leczeniu niewydolnos$ci ciatka
zottego, spowodowanej przedwczesng luteolizg. Stanowig doskonaly punkt wyjscia do
dalszych badan, majacych na celu okreslenie wtasciwosci steroidogennych ciatka zottego po
dziataniu deksametazonu. Zaréwno prenatalne jak i postnatalne stosowanie deksametazonu
powodowato zmiany w morfologii jajnika myszy kolczystej. Niemniej jednak gonada w okresie
prenatalnym jest bardziej wrazliwa na dziatanie deksametazonu, ktory indukujac zmiany
degeneracyjne oocytow przyczynia si¢ do uszczuplenia tzw. rezerwy jajnikowej, co w
przysztosci moze prowadzi¢ do obnizenia plodnosci samic. Uzyskane wyniki sugeruja
odmienny wplyw deksametazonu na komorki ptciowe 1 somatyczne.

Ostatnia praca z cyklu habilitacyjnego: Hulas-Stasiak M. i wsp. (2019) Maternal [3-

hydroxy-B-methylbutyrate (HMB) supplementation during pregnancy affects early

folliculogenesis in the ovary of newborn piglets. Theriogenology 128:91-100 dotyczy problemu

prenatalnego programowania zywieniowego, ktore zostalo zdefiniowane jako zalezno$é
pomiedzy dietg cigzarnej samicy a zdrowiem jej potomstwa w okresie postnatalnym. Moja
uwage przykut suplement diety, kwas p-hydroksy-B-metylomastowy (HMB) bedacy
metabolitem leucyny.

HMB jest obecnie jednym z najpopularniejszych suplementéw zywieniowych
stosowanych przez zawodowych sportowcdéw i1 osoby aktywne fizycznie. Dotychczasowe
wyniki badan wskazuja na bezpieczne 1 korzystne, antykataboliczne efekty jego dzialania.
Szczegdlnie interesujace sa badania dotyczace wplywu HMB na rozwdj ptodu. HMB

suplementowany ci¢zarnym maciorom zwigkszal urodzeniowa mase ciata prosiat, poprawiat
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ich kondycje zdrowotng oraz migsno$¢ [Wan i wsp., 2016]. Stymulowat uktad immunologiczny
prosigt [Flummer i wsp., 2012], zwigkszal mineralizacj¢ ko$ci, poprawial parametry
mechaniczne i strukturalne kosci i chrzastki [Tatara i Sliwa, 2007; Blicharski i wsp., 2017].
Ponadto wzmacniat site mies$ni oraz usprawniat ich metabolizm biatkowy [Wan i wsp., 2016].
Uzyskane dane sugerujg potencjalne aplikacyjne zastosowanie HMB w medycynie prenatalne;.
HMB mogltby by¢ podawany cigzarnym matkom zagrozonym ryzykiem przedwczesnego
porodu lub wykorzystany w profilaktyce i leczeniu IUGR (ang. intrauterine growth
retardation, wewnagtrzmaciczne zahamowanie wzrostu plodu), przyczyniajgc sie¢ do
przyspieszenia wzrostu i dojrzewania narzgdoéw ptodu, zwigkszajac tym samym jego szanse na
przezycie [Cieslak i Nieradka-lwanicka, 2018]. Mimo wielu prac opisujacych bezpieczne
dzialanie HMB na pldéd, pojawily si¢ dane podwazajace potencjalne korzysci. Prenatalna
ekspozycja na HMB zwigkszata insulinooporno$¢ u prosiat, co w przysztosci sprzyjatoby
rozwojowi otytosci i cukrzycy [Wan i wsp., 2016], natomiast u nowo narodzonych samcow
myszy kolczystej obserwowano zaburzenia w rozwoju moézgu [Krawczyk i wsp. 2016]. W
dostepnej literaturze brakuje danych dotyczacych efektow dziatania HMB na uktad rozrodczy,
a w szczeg6lnosci na gonady, ktorych prawidtowe funkcjonowanie jest warunkiem istnienia
gatunku. Z tego wzgledu podjety problem badawczy jest nowatorski.

W przeprowadzonych przeze mnie doswiadczeniach, HMB w dawce 0.2 g/kg/dzien
podawano cigzarnym maciorom pomigdzy 70 a 90 dniem cigzy. Okres ten w ptodowych
jajnikach pokrywat si¢ z czasem tworzenia pecherzykow pierwotnych i ich tranzycji do
pecherzykow pierwszorzgdowych [Bielanska-Osuchowska, 2006]. Badania wykazaly, ze
podawany prenatalnie HMB znaczaco redukowat liczbe gniazd oocytow oraz pecherzykow
pierwotnych w jajniku nowo narodzonych prosigt. Ponadto w obrebie gniazd oocytow
odnotowano wyzszy procent komorek apoptotycznych oraz nizszy indeks proliferacyjny w
stosunku do grupy kontrolnej. Dodatkowo po zastosowaniu HMB w jajniku prosiat wykazatam
spadek ekspresji E-kadheryny (biatko potaczen przylegania) oraz zmniejszenie intensywnosSci
barwienia immunohistochemicznego na obecno$¢ tego biatka w gniazdach. W oparciu o
uzyskane wyniki stwierdzitam, ze prenatalne dziatanie HMB obniza poziom E-kadheryny,
zakldca rownowage pomigdzy apoptozg i proliferacja, co moze przyspiesza¢ rozpad gniazd i
redukowac liczbg oocytow, a w konsekwencji pulg pgcherzykow pierwotnych. Co ciekawe,
rownoczesnie ze zmniejszeniem zasobu rezerwy jajnikowej, w grupie prosigt traktowanych
HMB odnotowano wigkszg liczbe pecherzykow wzrastajacych tj. I-rzedowych 1 form
przejsciowych. Komorki ziarniste pecherzykow wzrastajacych charakteryzowaty si¢ wyzszym

indeksem proliferacyjnym, co przyspieszato rozwoj pecherzykow oraz ich tranzycje ze stadium
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pecherzyka pierwotnego do I-rzgdowego i dalej do stadium przejsciowego. Badania

biochemiczne wykazaly, ze suplementacja ci¢zarnych macior HMB zwigkszata st¢zenie

gonadotropin FSH, LH oraz hormonéw steroidowych (estradiolu, testosteronu i progesteronu)

w surowicy krwi prosiat.

Przedstawione dane sugeruja, iz HMB zaburza homeostaz¢ hormonalng ptodu oraz wczesne

etapy folikulogenezy, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do dysfunkcji gonady w okresie

rozrodczym samicy.

Whioski

1. HMB redukowat pule pecherzykoéw pierwotnych, zwigkszajac apoptoze w gniazdach
oocytow.

2. HMB przyspieszat tranzycj¢ pgcherzykow jajnikowych.

3. HMB zmienial hormonalng homeostazg¢ ptodu.

Rezultaty wyzej opisanej pracy wnoszg nowe informacje na temat wptywu HMB na organizm

ptodu. Wyniki te zwracaja uwage na potrzeb¢ monitorowania, czy zmiany w budowie i

funkcjonowaniu jajnika noworodkow prosiat beda utrwalaty si¢ w kolejnych okresach zycia

postnatalnego oraz czy b¢da miaty wptyw na zdolnosci reprodukcyjne samic.

Wyniki badan przedstawione w piatej publikacji, zaliczanej do osiggni¢cia naukowego,
zostaly otrzymane w ramach realizowanego przeze mnie projektu na pojedyncze dziatanie
naukowe Miniatura 1 pt.: Wptyw kwasu B-hydroksy-B-metylomastowego (HMB) podawanego
prenatalnie na strukture i funkcjonowanie jajnika nowo narodzonych prosigt
(2017/01/X/NZ3/01055) finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Reasumujac, wyniki badan przedstawionych jako osiaggni¢cie naukowe podkreslaja, 1z
ptodowe jajniki sg wrazliwe na dziatanie akryloamidu, deksametazonu oraz suplementu diety -
kwasu B-hydroksy-pB-metylomastowego (HMB). Czynniki te mogag w istotny sposob
determinowa¢ funkcjonowanie gonady w okresie postnatalnym. Roéwnowaga pomiedzy
proliferacja a $miercig komorek podczas rozwoju jajnika odgrywa zasadnicza role w ustaleniu
si¢ potencjalu rozrodczego samicy, co warunkuje w przysztosci jej sukces reprodukcyjny.
Nasilenie procesow atrezji prowadzi do znacznego uszczuplenia puli pecherzykow
jajnikowych. Podobnie, przyspieszenie rozwoju pecherzykow moze wigzaé si¢ z
przedwczesnym wygasaniem aktywnosci gonady, co w konsekwencji negatywnie wptywa na

ptodnos¢ samic.
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V. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Studia na kierunku biologia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat
Biologii i Biotechnologii) Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie ukonczytam w
2000 roku. Prac¢ magisterska zatytutowana ,,Wpltyw kwercetyny na indukcje¢ apoptozy i
nekrozy w komodrkach nowotworowych jelita grubego cztowieka " wykonalam w Zaktadzie
Anatomii Poréwnawczej i Antropologii pod kierunkiem Prof. dr hab. Antoniego Gawrona.
Praca ta stanowila czes$¢ badan prowadzonych w w/w Zaktadzie na temat wptywu naturalnych
flawonoidow na indukcj¢ $mierci komorkowej w liniach nowotworowych. W pracy
wykazalam, ze kwercetyna wywiera cytotoksyczne dziatanie na komorki raka jelita grubego
(LS 180) indukujac w nich apoptoze¢ i nekroze. Wyniki tych badan oraz doniesienia innych
autorow sugeruja, ze kwercetyna moze by¢ skutecznym adiuwantem w terapii
przeciwnowotworowej.

Po ukonczeniu z wyrdznieniem studiéw magisterskich, w roku 2000 rozpocz¢tam prace
jako asystent w Zaktadzie Anatomii Porownawczej i Antropologii. W ramach pracy doktorskiej
pt. "Budowa i funkcjonowanie gonady zenskiej Acomys cahirinus (Desmarest, 1819) w okresie
postnatalnym." przeprowadzitam analiz¢ histologiczng oraz histochemiczng dotyczaca
struktury jajnika myszy kolczystej poczawszy od okresu neonatalnego do pdznej starosci. W
aspekcie poréwnawczym zaplanowatam réwniez badania gonad u gatunkow nalezacych do tej
samej rodziny tj. myszy i szczura laboratoryjnego. Powyzsze gatunki r6znig si¢, miedzy innymi,

dhugoscia ciazy, ktora u A. cahirinus trwa dwukrotnie dtuzej niz u pozostatych myszowatych.
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Tak podjete zadanie badawcze miato dostarczy¢ informacji jak przedtuzony okres cigzy
wptywa na rozwdj i1 funkcjonowanie jajnika u potomstwa. Prowadzac te badania wykazatam,
ze jajniki myszy kolczystej w okresie pourodzeniowym sa bardziej zaawansowane w rozwoju,
a folikulogeneza rozpoczyna si¢ juz w okresie zycia prenatalnego. Jednak pomimo bardziej
zlozonej budowy gonady w momencie narodzin, gatunek ten osigga dojrzatos¢ ptciowg nieco
pozniej (okoto 90 dnia) niz inne myszowate. U myszy kolczystej stwierdzitam wystepowanie
nielicznych pecherzykow przedowulacyjnych oraz ciatek zottych, co wigze si¢ z niewielkg
liczbg mtodych w miocie (1-5). Pierwsze oznaki starzenia si¢ narzadu obserwowatam u 2,5-
letniej samicy, a gonady w 3-4 roku zycia charakteryzowaly si¢ zanikiem pecherzykow
jajnikowych i rozrostem tkanki tacznej. Zbadalam rowniez lokalizacje receptorow
estrogenowych (ERa i ERp), androgenowych (AR) oraz progesteronu (PR) w jajniku myszy
kolczystej. ERP byt dominujgcym typem receptora estrogenowego w jajniku myszy kolczystej.
Ponadto analiza rozmieszczenia receptorow hormonow steroidowych ujawnita dynamiczne
zmiany zachodzace w ich ekspresji podczas procesu folikulogenezy. Wyniki mojej pracy
doktorskiej zostaly opublikowane tgcznie w trzech pracach (Hulas i wsp. 2003, poz. 11.A.a.1;
Hutas-Stasiak i Gawron 2007, poz. 11.A.a.2; Hulas-Stasiak i Gawron 2010, poz. I11.A.b.1).
Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, w listopadzie 2007 roku, dalej
kontynuowatam pracg w swoim macierzystym Zakladzie, gdzie od pazdziernika 2008 roku do
chwili obecnej jestem zatrudniona na stanowisku adiunkta. W 2009 roku odbytam miesi¢czny
staz w Zaktadzie Immunologii 1 Patologii Rozrodu Instytutu Rozrodu Zwierzat PAN w
Olsztynie. Miatam tam mozliwo$¢ zapoznania si¢ z technikg prowadzenia hodowli
komorkowych. Zostatam wiaczona do badan prowadzonych przez zespot Prof. dr. hab.
Dariusza Skarzynskiego. Izolowalam komorki ziarniste z pgcherzykow jajnikowych oraz
komorki lutealne z cialka Zottego krowy 1 klaczy. Zakladatam hodowle komorkowe, ktore
poddawatam dziataniu rdéznorodnych czynnikoéw (czynniki wzrostu, prostaglandyny,
oksytocyna). Poznatam metod¢ ELISA badajgc poziom st¢zenia estradiolu, progesteronu,
prostaglandyn i oksytocyny w medium hodowlanym. Analizowatam poziom transkryptow w
badanych probkach RNA przy uzyciu metody real-time PCR. W trakcie pobytu na stazu w
ramach zebrania Towarzystwa Biologii Rozrodu wyglositam referat pt. Ekspresja receptorow
hormonow steroidowych w jajniku myszy kolczystej w okresie neonatalnym i postnatalnym”
poswiecony mojej tematyce badawczej. Po powrocie skupitam si¢ na badaniach stanowigcych
gléwny nurt moich prac badawczych, a dotyczacych zagadnien atrezji pecherzykow
jajnikowych 1 efektu prenatalnego narazenia gonad na deksametazon, akryloamid i kwas f3-

hydroksy-B-metylomastowy (HMB). Badania te stanowia podstawe osiggniecia naukowego
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prezentowanego w pierwszej czesci autoreferatu. Znaczng ich cze$¢ realizowatam w ramach
indywidulanego grantu Prorektora UMCS ds. Badan Naukowych i Wspolpracy
Migdzynarodowej (Atrezja pegcherzykow jajnikowych u niedojrzatych plciowo myszy
kolczystych (Acomys cahirinus) oraz kierowanego przeze mnie projektu NCN Miniatura 1 pt.
Wptyw kwasu B-hydroksy-B-metylomastowego (HMB) podawanego prenatalnie na strukture i
funkcjonowanie jajnika nowonarodzonych prosigt. 2017/01/X/NZ3/01055. Roéwnolegle z
prowadzeniem badan dotyczacych mojego osiagnig¢cia naukowego, wspotpracowalam z
zespotem Dr hab. Ewy Tomaszewskiej z Katedry Fizjologii Wydzialu Weterynarii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Bratam udzial w eksperymentach dotyczacych
prenatalnego wplywu badanych przeze mnie zwigzkow na inne uktady min. uklad szkieletowy
I pokarmowy. Badania wykazaly silny anaboliczny efekt kwasu p-hydroksy-f-
metylomastowego na szkielet noworodkow $wini domowej. Obserwowano wzrost parametrow
geometrycznych, mechanicznych i histomorfologicznych kosci. Dodatkowe analizy wykazaty
réwniez podwyzszong zawarto$¢ proteoglikanow i kolagenu w chrzgstce stawowej. Wynikiem
tych prac bylo wspoétautorstwo dwoch publikacji naukowych: Blicharski i wsp. 2017, poz.
I1.LA.b.7, Tomaszewska i wsp. 2015, poz. 11.D.2. Ponadto prenatalna suplementacja HMB
powodowata wzrost masy niektorych narzadow wewnetrznych (ptuc, watroby, serca, §ledziony,
nerek) noworodkow myszy kolczystej, co sugeruje iz HMB przyspieszat procesy metaboliczne
w komorkach. Zaobserwowano, ze efekt dziatlania HMB zalezat od tego czy byt on podawany
w srodkowej czy tez w koncowej fazie cigzy (Muszynski i wsp. 2016, poz. 11.D.3). Z kolei
deksametazon podawny w okresie ptodowym uposledzat prawidtowy rozwdj szkieletu myszy
kolczystej. Obnizal liczbe komorek, zawarto$¢ proteoglikanéw oraz cienkich wldokien
kolagenowych w chrzastce stawowej kosci udowej. (Iwaniak i wsp. 2016, poz. I11.A.b.5). W
kolejnych badaniach dotyczacych prenatalnego programowania wykazano toksyczny wptyw
akryloamidu na strukture jelita cienkiego noworodkow $§winki morskiej. Obserwowano
wigkszg liczbe uszkodzonych kosmkéw 1 krypt jelitowych, zmniejszenie grubosci btony
$luzowej i powierzchni absorpcyjnej (Tomaszewska i wsp. 2014, poz. 11.A.b.4).

Poza pracami eksperymentalnymi jestem tez autorka rozdziatu w ksigzce, w ktorym
podsumowatam 6wczesny stan wiedzy na temat wplywu akryloamidu podawanego ci¢zarnym
samicom na organogenez¢ ich potomstwa (Hulas-Stasiak i wsp. 2016, poz. 11.D.1).
Uczestniczylam réwniez w doswiadczeniach, ktore wykazaly iz fundektomia znaczaco
pogarsza wlasciwosci kosci i chrzastki, a podawanie kwasu 2-oksoglutarowego w diecie jest w
stanie znaczaco zredukowac jej skutki uboczne (Tomaszewska i wsp. 2016, poz.11.A.b.6). W

ramach dalszej wspotpracy wykazano, ze deoksynivalenol (DON) - mykotoksyna
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zanieczyszczajaca pasze zwierzat hodowlanych moze indukowac objawy osteopenii w kosciach
dhugich norki amerykanskiej (Tomaszewska i wsp. 2017, poz. 11.A.b.8). Nastepne
doswiadczenia, dotyczace wptywu dodatkéw paszowych na parametry uktadu szkieletowego
ujawnity, iz pasza, w ktorej soja, bedgca jednym z jej gtownych sktadnikow, zostata zastgpiona
nasionami ciecierzycy polepsza parametry mechaniczne i geometryczne oraz mikroarchitekture
kosci broilerow kury domowej (Muszynski i wsp. 2018, poz. I1.A.b.9).

Dobra znajomo$¢ technik histologicznych, identyfikacji apoptozy oraz
immunohistochemii pozwolity mi na realizacj¢ wspolnych projektow z Dr hab. Martg Fiotkg z
Zaktadu Immunobiologii UMCS. W trakcie badan stwierdzono, ze rozne tkanki i komorki (ptyn
celomatyczny, celomocyty, tkanki jelita, tkanki kokonéw) dzdzownicy Dendrobaena veneta
wykazuja aktywnos$¢ przeciwbakteryjng typu lizozymu, a pobudzenie uktadu
immunologicznego dzdzownicy powodowato istotny wzrost tej aktywnosci. Z jelita D. veneta
wyizolowano bakteri¢ Raoultella ornithinolytica, ktora wytwarza metabolity o dziataniu
antygrzybowym i przeciwnowotworowym (przeciw komérkom HelLa, komorkom raka piersi
T47D oraz raka jajnika TOV-112). Ponadto stwierdzono, ze ptyn celomatyczny dzdzownicy
rowniez wykazuje aktywnos$¢ przeciwnowotworowa w stosunku do komorek raka ptuc A549,
raka jajnika TOV-112, i raka szyjki macicy HeLa. Obecnie we wspotpracy z innymi o$rodkami
naukowymi, prowadzone sg dalsze badania nad aktywnos$cig przeciwnowotworowa plynu
celomatycznego. Poszukiwanie biologicznie aktywnych zwigzkéw o  dzialaniu
antynowotworowym czyni go interesujacym pod wzgledem aplikacyjnym. Efektem mojego
udziatu w tych badaniach jest wspotautorstwo dwoéch prac oryginalnych (Fiotka i wsp. 2012,

poz. I1.A.b.2; Fiolka i wsp. 2013, poz. I11.A.b.3).

V1. Plany naukowe

Moje najblizsze plany badawcze obejmuja kontynuacje badan we wszystkich nurtach

opisanych powyzej. W ramach projektu MINIATURA 1 finalizuj¢ prac¢ dotyczaca
prenatalnego wptywu HMB na ekspresj¢ czynnikow wzrostu zaangazowanych w rozwdj
pecherzykow pierwotnych i wzrastajacych (tj.: Kit ligand, podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastow (bFGF), insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1) oraz jego receptor IGF1R,
morfogenetyczny czynnik wzrostu kosci 4 (BMP4) w jajniku prosiat. Przeprowadzone analizy
wykazaty, iz HMB zmienia ekspresj¢ czynnikow wzrostu regulujagcych wczesng
folikulogenezg, co powoduje nieprawidtowosci w morfologii jajnika a w przysztosci moze

prowadzi¢ do dysfunkcji gonady. Praca zatytutowana Regulation of folliculogenesis by growth
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factors in piglet ovary exposed prenatally to B-hydroxy-S-methylbutyrate (HMB) jest na etapie

przygotowania do publikac;ji.

W swoich planach uwzgledniam réwniez kontynuacje badan dotyczacych indukeji
autofagii w cigzowym ciatku z6ttym (CL) myszy kolczystej po dziataniu deksametazonu.
Otrzymane wyniki sugerujg, iz obserwowana autofagia promuje raczej przezycie, a nie Smier¢
komorek lutealnych, co w konsekwencji moze op6zniaé strukturalng luteoliz¢ CL i przedtuzaé
jego funkcjonowanie. W dalszej kolejnosci planuje zbadanie interakcji pomigdzy Beklingl i
biatkiem Becl-2 (metoda immunoprecypitacji) oraz aktywnosci steroidogennej CL, okreslajac
ekspresje enzymow zaangazowanych w synteze hormondw steroidowych. Material do badan

zostat juz pozyskany i wymaga odpowiednich analiz.

VII. Podsumowanie aktywnoS$ci naukowej

Dane bibliometryczne Liczba IF! Punkty
publikaciji MNiSW?
Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego 5 15,157 | 170
Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie 18,057 | 260
Journal Citation Reports (JCR) (z wylaczeniem prac
wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego):

A) przed uzyskaniem stopnia doktora

B) po uzyskaniu stopnia doktora 9

N

Publikacje naukowe w czasopismach migdzynarodowych lub 0 16
krajowych innych niz znajdujace si¢ w bazach lub na liscie
JCR:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora

B) po uzyskaniu stopnia doktora

Liczba streszczen naukowych prezentowanych na - -
konferencjach krajowych i migdzynarodowych:
A) przed uzyskaniem stopnia doktora 5
B) po uzyskaniu stopnia doktora 30
L.aczna liczba publikacji ¥ Razem = 19 19 33,214 | 446
L. 1F zgodnie z rokiem opublikowania

2 MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania

*Wykaz wszystkich prac obejmujacych méj dorobek naukowy
przedstawiono w Zataczniku nr 3

Ocena bibliometryczna:

Calkowita liczba cytowan bez autocytowan wg Web of Science: 80
Catkowita liczba cytowan bez autocytowan wg Scopus: 88
Indeks Hirscha (wg Web of Science) 6
Indeks Hirscha (wg Scopus) 7
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