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I.  DANE OSOBOWE

Imig i nazwisko:

Miejsce pracy:

Dane kontaktowe:

Agnieszka Herosimczyk

Wyadziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
ul. Klemensa Janickiego 32,

71-270 Szczecin

Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
ul. Klemensa Janickiego 29,

71-270 Szczecin

IIl. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

13.09.2005 r.

12.05.2010 r.

magister inzynier, kierunek studiow: zootechnika, Akademia Rolnicza w
Szczecinie, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierza,

temat pracy: ,Proteomowa analiza ekspresji biatek 0socza po spozyciu ttuszczu’,
Promotor: dr hab. Matgorzata Ozgo, prof. ZUT

doktor nauk rolniczych, dyscyplina: zootechnika, specjalnos¢: fizjologia zwierza;
Zachodniopomorski  Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Wydziat
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,

temat pracy: ,Zmiany proteomu osocza krwi cielgt w pierwszym tygodniu zycia”,
Promotor: prof. dr hab. Wiestaw F. Skrzypczak

ll. DOTYCHCZASOWE ZATRUDNIENIE W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

01.09.2010 r. - 31.08.2011r. Katedra Fizjologii Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i

Hodowli Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w
Szczecinie
stanowisko: adiunkt w wymiarze %: etatu, pracownik naukowo-dydaktyczny

01.09.2011 r. - 31.12.2013r. Katedra Fizjologii Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i

Hodowli Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w
Szczecinie
stanowisko: adiunkt, pracownik naukowy

01.01.2014 r. - obecnie Katedra Fizjologii Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i

Hodowli Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w
Szczecinie
stanowisko: adiunkt, pracownik naukowo-dydaktyczny
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IV. OSIAGNIECIE NAUKOWE WYNIKAJACE Z ART. 219 UST. 1 PKT. 2b USTAWY PRAWO O
SZKOLNICTWIE WYZSZYM | NAUCE (Dz.U.2018.0.1668 - USTAWA Z DNIA 20 LIPCA 2018 r.)

A. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO: Analiza pordownawcza proteomu wybranych tkanek oraz
surowicy krwi rosnacych swin zywionych mieszankami paszowymi o r6znym dodatku inuliny
(1,2i3%).

B. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe stanowi monotematyczny cykl czterech
oryginalnych artykutoéw, opublikowanych w latach 2015-2020, ktérych sumaryczna wartos¢ wskaznika IF
jest rowna 6,038; natomiast liczba punktéw MNiISW wynosi 275.

Kopie publikacji wchodzacych w skfad osiggniecia naukowego stanowig zatacznik nr 5.
Os$wiadczenia wspdfautoréw wyzej wymienionych prac wraz z okre$leniem ich indywidualnego wktadu
stanowi zatgcznik nr 6.

Warto$ci wskaznika impact factor publikacji podano wedtug listy Journal Citation Reports (JCR),
zgodnie z rokiem opublikowania. Liczba punktow za publikacje P-1 zostata przyznana na podstawie
Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 25 stycznia 2017 r. w sprawie wykazu
czasopism naukowych wraz z liczbg punktéw przyznawanych za publikacie naukowe w tych
czasopismach, ustalonego na podstawie wykazoéw ogtoszonych w latach 2013-2016. Punktacja za
publikacje P-2 oraz P-3 zostata przyznana na podstawie Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 25 stycznia 2017 r., jako wykaz czasopism naukowych obowigzujacy podczas ewaluacji
za lata 2017-2018. Natomiast punktacja za publikacje P-4 zostata przyznana na podstawie Komunikatu
Ministra Edukacji i Nauki z dnia 18 lutego 2021 r. 0 zmianie i sprostowaniu komunikatu w sprawie wykazu
czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw z konferencji miedzynarodowych.

[P-1] Herosimczyk A., Lepczynski A., Ozgo M., Skomiat J., Dratwa-Chatupnik A., Tusnio A., Taciak M.,
Barszcz M. 2015. Differentially expressed proteins in the blood serum of piglets in response to a diet
supplemented with inulin. Polish Journal of Veterinary Sciences, 18, 541-548.
(IF:0,719; MNiSW: 20)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wiodacej roli w: opracowaniu koncepcji przeprowadzenia badari, gromadzeniu
materiafu biologicznego do analiz laboratoryjnych i danych do analiz statystycznych, przeprowadzaniu analiz laboratoryjnych
i statystycznych oraz samodzielnym sformutowaniu wnioskéw, doborze pismiennictwa z zakresu przedmiotu, napisaniu
manuskryptu oraz przeprowadzeniu procesu edytorskiego (autor korespondencyjny). Indywidualny wktad - 60%

[P-2] Herosimczyk A., Lepczynski A., Ozgo M., Barszcz M., Jaszczuk-Kubiak E., Pierzchata M., Tusnio
A., Skomiat J. 2017. Hepatic proteome changes induced by dietary supplementation with two levels of
native chicory inulin in young pigs. Livestock Science, 203, 54-62.
(IF: 1,204; MNiSW: 35)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wiodgcej roli w: opracowaniu koncepcji przeprowadzenia badan, gromadzeniu
materiatu biologicznego do analiz laboratoryjnych i danych do analiz statystycznych; wspétudziale w przeprowadzaniu analiz
laboratoryjnych i statystycznych; a takze samodzielnym sformufowaniu wnioskow, doborze pismiennictwa z zakresu
przedmiotu, napisaniu manuskryptu oraz przeprowadzeniu procesu edytorskiego (autor korespondencyjny).
Indywidualny wkfad - 60%
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[P-3] Herosimczyk A., Lepczynski A., Ozgo M., Barszcz M., Marynowska M., Tusnio A., Taciak M.,
Markulen A., Skomiat J. 2018. Proteome changes in ileal mucosa of young pigs resulting from different
levels of native chicory inulin in the diet. Journal of Animal and Feed Sciences, 27, 229-237.
(IF:0,875; MNiSW: 20)

Mqoj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wiodgcej roli w: opracowaniu koncepcji przeprowadzenia badar, gromadzeniu
materiafu biologicznego do analiz laboratoryjnych i danych do analiz statystycznych, przeprowadzaniu analiz laboratoryjnych
i statystycznych oraz samodzielnym sformutowaniu wnioskéw, doborze pismiennictwa z zakresu przedmiotu, napisaniu
manuskryptu oraz przeprowadzeniu procesu edytorskiego (autor korespondencyjny). Indywidualny wktad - 60%

[P-4] Herosimczyk A., Lepczynski A., Ozgo M., Tusnio A., Taciak M., Barszcz M. 2020. Effect of dietary
inclusion of 1% or 3% of native chicory inulin on the large intestinal mucosa proteome of growing pigs.
Animal 14, 1647-1658.

(IF: 3,240; MNiSW: 200)
Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wiodgcej roli w opracowaniu koncepcji przeprowadzenia badan, gromadzeniu
materiafu biologicznego do analiz laboratoryjnych i danych do analiz statystycznych, przeprowadzaniu analiz laboratoryjnych
i statystycznych, samodzielnym sformutowaniu wnioskow, doborze piSmiennictwa z zakresu przedmiotu, napisaniu
manuskryptu oraz przeprowadzeniu procesu edytorskiego (autor korespondencyjny). Indywidualny wktad - 60%

Badania naukowe, opisane w w/w publikacjach zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki
w ramach grantu SONATA nr 2012/05/D/NZ9/01604 zatytutowanego ,Wykorzystanie technik
proteomicznych do oceny wptywu diety z r6znym udziatem fruktanow typu inulinowego na zmiany
profili biatkowych wybranych tkanek rosnacych prosiat” (Zat. nr 7).

C. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO W/W PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z
OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Wprowadzenie

Od momentu usankcjonowania przez Unie Europejska, na poczatku 2006 roku, prawnego zakazu
stosowania antybiotykéw paszowych w produkcji zwierzecej, wysitki badaczy koncentrujg sie na
poszukiwaniu alternatywnych, naturalnych zwigzkéw, ktére poprzez stabilizacje mikrobioty przewodu
pokarmowego bedg wywieraty korzystny wptyw na status zdrowotny, produkcyjnos¢, a w konsekwencii
na jakos$¢ otrzymywanych od nich produktéw. Sposrdd bioaktywnych sktadnikdw diety, szczegdine
zainteresowanie, w kontekscie ich dziatania prozdrowotnego wzbudzajg prebiotyki. Termin prebiotyk
wprowadzili w 1995 roku Gibson i Robefroid, okreslajac w ten sposob sktadniki diety nie ulegajace
enzymatycznemu trawieniu w gornych odcinkach przewodu pokarmowego, ktdre poprzez selektywng
stymulacje wzrostu ilub aktywnosci wybranych bakterii bytujacych w okreznicy wptywajg korzystnie na
organizm gospodarza (Gibson i Robefroid 1995). W kolejnych latach (2004-2007), w miare uzyskiwania
coraz wiekszej ilosci informacji na temat dziatania tych substancji na organizm zwierzat oraz ludzi,
definicja ta zostata uzupetniona i okre$lata prebiotyki jako naturalne sktadniki pochodzenia roslinnego,
ktére wywierajg korzystny wplyw na zdrowie gospodarza w wyniku modulacji sktadu i aktywno$ci
mikrobioty jelitowej (Gibson i in. 2004; FAO Technical Meeting on Prebiotics 2007). Obecnie

obowigzujaca definicja prebiotykéw zostata wypracowana i przyjeta w 2016 roku na spotkaniu
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Miedzynarodowego Towarzystwa Naukowego Probiotykéw i Prebiotykéw (ISAPP). Ostatecznie Panel
Ekspertow okreslit prebiotyki, jako substraty, ktore sg selektywnie wykorzystywane przez mikroorganizmy
gospodarza przyczyniajac sie tym samym do poprawy stanu jego zdrowia (Gibson i in. 2017).

Do substancji spetniajacych kryteria stawiane prebiotykom nalezg miedzy innymi fruktany typu
inulinowego, do ktérych zalicza sie inuling, oligofruktoze (OF) oraz fruktooligosacharydy (FOS). Zwigzki
te syntetyzowane sg przez wiele roslin jadalnych, jako weglowodany zapasowe, przy czym dla potrzeb
przemystowej produkcji, inuline ekstrahuje sie gtéwnie z korzenia cykorii (Cichorium intybus)
(Swiatkiewicz i Swiatkiewicz 2008; Kulczyrski i Gramza-Michatowska 2016). Inulina jest mieszaning
oligomeréw i polimeréw liniowych czasteczek B-D-fruktozy potaczonych ze sobg wigzaniami [((2-1)
glikozydowym z jedng czasteczkg D-glukozy umieszczong na koncu jej tancucha. Stopien polimeryzacii
(DP) natywnej inuliny, definiowany jako ilo$¢ poszczegoinych jednostek fruktozy w facuchu, waha sie w
zakresie od 2-60, przy czym Srednie DP wynosi 10. Z kolei oligofruktoza oraz fruktooligosacharydy
zaliczane sg do krotkotancuchowych fruktanéw zawierajacych 2-4 (FOS) oraz 2-10 (OF) reszt
fruktozowych (Bosscher 2009). Ze wzgledu na swojq specyficzng budowe chemiczng inulina jest odporna
na dziatanie enzymow trawiennych wydzielanych na terenie uktadu pokarmowego. W niezmienione;
formie dociera zatem do jelit gdzie pod wptywem rezydujacej tam mikrobioty, gtdwnie przy udziale bakterii
z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium ulega fermentacji (Nines 1999; Patterson i in. 2010).
W odr6znieniu od ludzi oraz innych zwierzat monogastrycznych, u ktorych gtéwnym miejscem hydrolizy
bakteryjnej inuliny jest jelito grube, u $win znaczna jej degradacja (20-57%) moze zachodzi€ juz w jelicie
czczym (Bohmer i in. 2005; Loh i in. 2006). Obserwowane zjawisko zwigzane jest z obecnoscig wyraznie
wiekszej ilosci bakterii (107-10° jtk/g tre$ci pokarmowej), gtéwnie z rodzaju Lactobacillus, Streptococcus,
Clostridium, Eubacterium, Bifidobacterium, Enterobacterium, Bacillus oraz Bacteroides w jelicie cienkim
u odsadzonych prosiat, w poréwnaniu z ludzmi (108 do 107 jtk/g) (Jensen i Jergensen 1994; Konstantinov
i in. 2006; Crespo-Piazuelo i in. 2018). Fermentacja bakteryjna inuliny wywiera efekt bifidogenny
przejawiajacy sie zwiekszonym wzrostem populacji oraz aktywnosci metabolicznej pateczek kwasu
mlekowego, w szczegolnosci z rodzaju Bifidobacterium oraz Lactobacillus, ktore konkurujg z bakteriami
chorobotworczymi o miejsce adhezji na nabtonku jelitowym. W nastepstwie tego dochodzi do hamowania
wzrostu potencjalnie patogennych drobnoustrojéw, takich jak: E. coli, Salmonella, Shigella,
Campylobacter jejuni czy tez Clostridium perfirgens (Swiatkiewicz i Swiatkiewicz 2008; Kulczynski i
Gramza-Michatowska 2016). Wyniki badan, prowadzonych na $winiach wskazujg jednoznacznie, ze
miejsce fermentacji i wykazywany w zwigzku z tym efekt bifidogenny inuliny jest cisle uzalezniony od
stopnia jej polimeryzaciji (DP) oraz procentowego jej udziatu w diecie. Taki efekt stwierdzono w tresci jelita
grubego, gtéwnie w katnicy rosngcych prosiat zywionych paszg z dodatkiem inuliny (od 1% do 4%) o
$rednim DP wynoszacym 25 (Yasuda i in. 2007; Patterson i in. 2010) lub 23 (Barszcz i in. 2018a). Z kolei
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Paflack i in. (2012) w swoich badaniach, prowadzonych na odsadzonych prosietach, wykazali, ze
suplementacja diety 4% dtugotancuchowg inuling (DP=57) spowodowata zwigkszenie iloSci bakterii
probiotycznych, dopiero w proksymalnym odcinku okreznicy. W innym do$wiadczeniu, przeprowadzonym
réwniez na rosngcych Swiniach, dowiedziono, ze dodatek do paszy 3% inuliny o $rednim DP wynoszacym
12, spowodowat znaczna jej degradacije (20-50%) juz na terenie jelita czczego (Loh i in. 2006).
Produktami koricowymi fermentacji bakteryjnej inuliny sg gazy, takie jak dwutlenek wegla i wodér,
mleczany oraz krétkotaicuchowe kwasy ttuszczowe (KKT), w tym gtéwnie kwas mastowy, octowy i
propionowy. Zwigkszona synteza endogennych KKT przyczynia sie do obnizenia pH tresci jelit,
stwarzajac przez to niekorzystne warunki Srodowiska dla rozwoju patogennych drobnoustrojow
(Czajkowska i Szponar 2018). Warto podkreslic, ze stezenie tych kwasoéw jest zréznicowane w
poszczegolnych odcinkach uktadu pokarmowego. Jak podajg Diao i in. (2019) ich koncentracja jest
najnizsza w jelicie kretym (ok. 15 pymol/g tresci), wrasta zas w jelicie $lepym (ok. 110 pmol/g) oraz w
okreznicy (ok. 102 ymol/g) odsadzonych prosiat. Oszacowano, ze okoto 5% krotkotancuchowych kwasdw
ttuszczowych jest wydalanych wraz z katem, natomiast pozostate 95% jest absorbowane przez komarki
nabtonka jelitowego. Do tej pory opisano istnienie dwoch gtéwnych mechanizmow warunkujgcych
wchtanianie KKT przez komorki nabtonka jelita cienkiego i grubego. KKT mogg by¢ transportowane na
drodze dyfuzji niezdysocjowanych, uprotonowanych kwaséw oraz na drodze transportu aktywnego, gdzie
zdysocjowane formy kwasdw przenoszone sg do wnetrza komérek z udziatem swoistych transporterow
btonowych. Aktywny transport KKT przez sluzéwke jelita odbywa sie z udziatem dwoch transporterow:
MCT1 - izoformy 1 transportera kwasow monokarboksylowych, ktéry zalezny jest od gradientu stezen
jondw H* po obu stronach btony komérkowej oraz zaleznego od Na* transportera SMCT1 - izoforma 1
transportera kwaséw monokarboksylowych zwigzanego z sodem (den Besten i in. 2013; Czajkowska i
Szponar 2018; Liu i in. 2018). Wchionigte na tej drodze KKT wykorzystywane sg miedzy innymi jako
substraty energetyczne. Spo$rdd trzech gtéwnych KKT najbardziej korzystne dziatanie w tym zakresie
obserwuje sie w przypadku kwasu mastowego, ktory zapewnia kolonocytom az do 80% energii (Darcy-
Vrillon i in. 1996; Kuczyhska i in. 2011). Innymi istotnymi funkcjami kwasu mastowego jest jego dziatanie
przeciwzapalne, jak réwniez stymulacja proliferacji i réznicowania komorek nabtonkowych jelita cienkiego
oraz grubego, co moze mie¢ fundamentalne znaczenie u zwierzat w okresie intensywnego wzrostu i
rozwoju (Comalada i in. 2006). Ponadto, wyniki dotychczasowych badan prowadzonych na odsadzonych
prosietach wskazujg, ze KKT odgrywajg kluczowa role w utrzymaniu prawidtowej struktury oraz funkcji
bariery jelitowej. Efekty te realizowane sg na drodze zwigkszonej sekrecji mucyn (1 oraz 2), chronigcych
nabtonek jelitowy przed inwazjg patogendw oraz toksyn, jak rowniez poprzez zwigkszenie ekspresji biatek
tworzacych potaczenia Sciste (zonulina-1, okludyna, klaudyna-1 oraz -4), determinujacych utrzymanie

integralno$ci bariery jelitowej (Diao iin. 2019, Zhang i in. 2019). Na uwage zastuguije fakt, ze zwigkszona
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koncentracja KKT w swietle jelit wywiera dodatkowo stymulujacy efekt na wchtanianie wybranych makro-
I mikroelementow takich jak: wapn, magnez, zelazo, sod, cynk oraz miedz, poprzez zwigkszenie ich
rozpuszczalnosci i/lub aktywacje swoistych dla nich transporteréw (Scholz-Ahrens i Schrezenmeir 2007;
Yasuda i in. 2009; Jolliff i Mahan 2015).

Kroétkotancuchowe kwasy ttuszczowe oprécz swojego lokalnego dziatania na terenie jelit (gtéwnie
kwas mastowy), po dostaniu sie do krazenia ogoéinego, wywierajg szereg efektéw ogdlnoustrojowych
obejmujacych miedzy innymi modulacje szlakéw sygnatowych i metabolicznych w wielu tkankach i
narzadach. Wiekszo$¢ kwasu octowego (70%) oraz propionowego (90%) powstatych w procesie
fermentacji bakteryjnej inuliny, po wchfonieciu przez enterocyty, przedostajq sie krgzeniem wrotnym do
watroby, gdzie wykorzystywane sqg nie tylko jako zrodto energii, ale réwniez jako substraty do syntezy
cholesterolu i dtugotarcuchowych kwaséw ttuszczowych oraz jako kosubstraty do produkcji glutaminy i
glutaminianu. Pozostata cze$¢ KKT jest metabolizowana migdzy innymi przez migsien sercowy, migsnie
szkieletowe, nerki oraz tkanke ttuszczowg (den Besten i in. 2013; Czajkowska i Szponar 2018). Kwasy te
wykazujg swoje szerokie dziatanie metaboliczne wigzac sie z receptorami sprzezonymi z biatkiem G —
GRP41/FFAR3 (receptor wolnych kwaséw ttuszczowych 3), GPR43/FFAR2 (receptor wolnych kwaséw
ttuszczowych 2), GPR109a (receptor kwasu hydroksykarboksylowego 2) oraz OIfr78 (receptor wechowy
78), ktorych obecno$¢ stwierdzono nie tylko w komérkach enterocytéw i komdrkach endokrynnych
nabtonka jelit, ale rdwniez w komérkach w/w narzadow peryferycznych (Canfora i in. 2015; Priyadarshini
i in. 2018). Za posrednictwem FFAR3 krétkotancuchowe kwasy tluszczowe, gtéwnie kwas octowy i
propionowy, wptywajg na aktywnos¢ neurondéw obwodowego uktadu nerwowego zwiekszajac sekrecje
katecholamin (Kimura i in. 2011), poprawiajg tolerancje glukozy oraz tkankowg wrazliwo$¢ na insuline
(den Besten i in. 2013), jak réwniez parametry profilu lipidowego, prowadzac miedzy innymi do nasilenia
B-oksydacji kwasdw tluszczowych czy tez zahamowania syntezy gtéwnych enzymoéw szlaku syntezy
cholesterolu w watrobie (Shimizu i in. 2019). Z kolei aktywacja receptoréw FFAR2 przez KKT prowadzi
miedzy innymi do uwrazliwiania komérek miesni szkieletowych na insuling, zwigkszajac tym samym
wychwyt glukozy oraz synteze glikogenu migsniowego (Canfora i in. 2015). Ponadto, stymulacja tych
receptorow, znajdujacych sie na jelitowych komérkach wewnatrzwydzielniczych L, wptywa réwniez na
zwiekszenie syntezy i uwalniania hormonéw oreksygennych tj. jelitowego peptydu YY (PYY) i
glukagonopodobnego peptydu 1 (GLP-1) (Czajkowska i Szponar 2018; Diao i in. 2019) oraz uruchamianiu
odpowiedzi przeciwzapalnej (Parada Venegas i in. 2019). Receptory GPR109a zlokalizowane sg gtownie
na powierzchni komorek immunokompetentnych, adipocytach oraz komérkach beta trzustki przy czym
wykazujg one powinowactwo jedynie do kwasu mastowego (Priyadarshini i in. 2018). Wyniki
dotychczasowych badan wskazujg, ze aktywacja GPR109a po zwigzaniu z ligandem, uruchamia

odpowiedz przeciwzapalng na skutek zwiekszonej proliferaciji limfocytéw T regulatorowych (Treg) oraz
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sekrecji IL-10 w okreznicy (Furusawa i in. 2013). Kwas octowy i propionowy moga réwniez oddziatywac
poprzez receptory OIfr78, ktorych ekspresje stwierdzono miedzy innymi na kolonocytach oraz na
komérkach wewnatrzwydzielniczych L w okreznicy (Fleischer i in. 2015). Nie mniej jednak fizjologiczne
konsekwencje aktywacji tych receptorow w komorkach docelowych nie sg do konca wyjasnione i
wymagajq dalszych badan.

Interakcja krotkotancuchowych kwasow tluszczowych ze swoistymi receptorami btonowymi,
uruchamia szlak przekazu sygnatu do wewnatrzkomérkowych uktadéw efektorowych, determinujgc tym
samym odpowiedz biologiczng komérek docelowych, zwigzang miedzy innymi z modyfikacjg ekspresji
gendw. Powyzsze zmiany majg wptyw na synteze, degradacje oraz potranslacyjng modyfikacje biatek,
ktére z kolei warunkujg cechy strukturalne, funkcjonalne i metaboliczne poszczegélnych komérek, tkanek
oraz catych narzadéw. Techniki proteomiczne znajdujq coraz szersze zastosowanie w badaniach
skierowanych na okre$lenie zalezno$ci pomiedzy dietq i jej bioaktywnymi sktadnikami a odpowiedzig
organizmu zwierzecego na poziomie biatek. Niewatpliwg zaletq tego rodzaju badan jest mozliwosé
globalnej analizy zmian ich ekspresji oraz wzajemnych interakcji, co jest szczegdlnie istotne w kontekscie
préby wyjasnienia molekularnych mechanizmoéw dziatania prebiotykdw na poziomie wybranych tkanek u

rosnacych prosiat.
Cel i zakres prac badawczych

Dostepne wyniki badan z zakresu nutrigenomiki wskazujg jednoznacznie, ze bioaktywne skfadniki
diety, w tym réwniez prebiotyki, wykazujg posredni wptyw na funkcje gendw, nie tylko na terenie samego
ukfadu pokarmowego, ale rowniez w tkankach peryferycznych, ksztattujagc tym samym odpowiedz
metaboliczng organizmu. Nie mniej jednak, biorgc pod uwage fakt istnienia zjawiska alternatywnego
splicingu oraz procesow potranslacyjnej modyfikacji biatek, takich jak fosforylacja czy glikozylacja, ktore
wptywajq zarowno na strukture jak i funkcje produktéw koricowych ekspresji gendw, wigczenie technik
proteomicznych do analizy wptywu podazy prebiotykéw na zmiany profili biatkowych wybranych tkanek
moze stanowiC wazne uzupetnienie dotychczasowej wiedzy.

Biorac powyzsze pod uwage gtdwnym celem naukowym prac skiadajacych sie na cykl
publikacji byto okreslenie wptywu suplementacji diet rosnacych $win réznym procentowym
dodatkiem natywnej inuliny ekstrahowanej z cykorii na zmiany proteomu jelita cienkiego oraz
grubego, watroby, surowicy krwi, jak rowniez ocena zmian wybranych wskaznikéw przemian

biochemicznych w tkankach oraz osoczu krwi tych zwierzat.
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Natomiast, cele szczegdtowe obejmowaty:

— charakterystyke zmian w proteomie Sluzéwki dystalnego odcinka jelita cienkiego (jelita kretego)
indukowanych podazg diet suplementowanych 1% lub 3% natywng inuling oraz ocena wptywu
w/w diet na zmiany statusu mineralnego osocza krwi rosngcych prosiat [P-3];

— obserwacje zmian na poziomie proteomu $luzéwki jelita grubego (jelita Slepego, proksymalnego
oraz dystalnego odcinka okreznicy) u 50-dniowych prosiat zywionych paszg z dodatkiem 1% lub
3% natywnej inuliny [P-4];

— identyfikacje zmian molekularnych w hepatocytach prosigt na poziomie proteomu oraz
wybranych genodw, a takze ocena zmian koncentracji wskaznikéw przemian metabolicznych w
osoczu krwi oraz w watrobie po podazy diet z 1% lub 3% udziatem inuliny [P-2];

— analize wptywu suplementacji diety 2% natywng inuling jako czynnika regulujgcego parametry
immunologiczne i wskazniki przemian biochemicznych osocza krwi oraz jako czynnika

indukujacego zmiany proteomu surowicy krwi rosngcych swin [P-1].

Omowienie wynikow prac wskazanych, jako szczegolne osiagniecie naukowe

Badania zostaty przeprowadzone na zwierzetach bedacych mieszaricami komercyjnych linii $win
PIC x Penarlan P76. Prosieta od momentu urodzenia do 9 dnia zycia zywione byty siarg i mlekiem matek,
natomiast od 10 dnia zycia miaty wolny dostep do paszy statej, ktdrej sktad byt charakterystyczny dla grup
badawczych. Po odsadzeniu, w 28 dniu zycia, zwierzeta podzielono na odrebne grupy zywieniowe (n=8)
i podawano im standardowg mieszanke paszowg opartg na zbozach (grupa kontrolna) lub pasze
wzbogacone 0 1% (P-2, P-3, P-4), 2% (P-1) lub 3% (P-2, P-3, P-4) natywng inuling pozyskiwang z
korzenia cykorii. Inulina (Inulin Orafti® GR; BENEO GmbH) zastosowana w do$wiadczeniu zawierata w
swoim sktadzie okoto 92% inuliny o Srednim poziomie polimeryzacji 210 oraz 8% innych weglowodanéw
takich jak glukoza, fruktoza oraz sacharoza. Po 40 dniowym okresie zywienia zaréwno paszami
kontrolnymi, jak i eksperymentalnymi (w 50 dniu zycia), prosieta poddano ubojowi i pobrano materiat
badawczy do dalszych analiz. Doktadny schemat przeprowadzonego eksperymentu wraz z grupami
badanych zwierzat, opisem metod badawczych oraz zastosowanych analiz statystycznych, a takze
szczegdtowa charakterystyka uzyskanych wynikow zostaty opisane w pracach sktadajacych sie na
osiggniecie naukowe (P-1, P-2, P-3, P-4).

Dziatanie krétkotanicuchowych kwasow ttuszczowych, stanowigcych gtéwne, a zarazem kofcowe
produkty fermentacji bakteryjnej inuliny, moze mie¢ charakter lokalny, manifestowany gtéwnie na terenie
jelit (P-3, P-4) oraz ogélnoustrojowy, obejmujacy szereg tkanek oraz narzadéw organizmu gospodarza

(P-1, P-2). Interakcje KKT ze swoistymi receptorami, wptywajg na modulacje szlakow sygnatowych i
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metabolicznych, stymulujgc tym samym odpowiedz ze strony komodrek docelowych, ktdre wptywajg
miedzy innymi na zmiany ekspresji genow oraz syntezy biatek. Biorgc powyzsze pod uwage, nadrzednym
celem przedstawionych do oceny prac byta ocena stopnia odpowiedzi organizmu rosnacych prosiat na
poziomie proteomu wybranych tkanek oraz surowicy krwi w odpowiedzi na suplementacje mieszanek
paszowych natywng inuling.

Wyniki badan dotyczacych oceny wptywu podazy diet suplementowanych 1% lub 3% natywng
inuling na zmiany proteomu btony $luzowej jelita kretego rosnacych prosiat (P-3) wykazaty przeciwstawny
kierunek zmian ekspresji szeregu biatek, szczegolnie tych zaangazowanych w metabolizm oraz kontrole
wzrostu i podziatu komérek nabtonkowych, w zaleznosci od procentowej zawartosci inuliny w paszy.
Dodatek 1% inuliny do diety spowodowat istotne zmiany ekspresji 10 biatek, przy czym wszystkie
wykazywaty regulacje w dot, w poréwnaniu z dietg kontrolng (P-3, Tab. 1, Ryc. 1A). Sposrdd nich na
szczegdlng uwage zastuguje obnizona ekspresja reduktazy aldozy (AR), biatka, ktére katalizuje zalezng
od NADPH konwersje glukozy do sorbitolu oraz po$rednio zwieksza produkcje reaktywnych form tlenu
(RFT). Wzmozone wytwarzanie RFT prowadzi do aktywacji specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych,
gtéwnie jadrowego czynnika NF kappa B (NF-kf3), odgrywajacego kluczowa role migdzy innymi w indukcji
ekspresji cytokin prozapalnych oraz chemokin (Srivastava i in. 2011). Wyniki badan przeprowadzonych
in vitro na liniach komérkowych ludzkiego raka jelita grubego (HT29) dowodzg, ze zastosowanie inhibitora
AR hamuje aktywno$¢ wielu czynnikow prozapalnych, w tym wiasnie wcze$niej wspominanego czynnika
NF-kB, jak rdwniez cyklooksygenazy-2 (COX-2) oraz prostaglandyny 2 (PGE2) (Tammali i in. 2011).
Ponadto, autorzy ci postulujg, ze reduktaza aldozy jest jednym z kluczowych czynnikow wptywajacych na
adhezje, inwazje oraz tworzenie ognisk przerzutowych raka jelita grubego (Tammali i in. 2011). Biorac
powyzsze pod uwage, obserwowana w prezentowanym do$wiadczeniu obnizona ekspresja AR, a tym
samym jak sie wydaje ograniczenie aktywacji czynnika NF-kB, moze stanowi¢ kolejny dowdd
potwierdzajacy przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe dziatanie inuliny na komérki nabtonkowe btony
$luzowe;j jelit (Pasqualetti i in. 2014). Dalsza analiza proteomiczna wykazata, ze dieta suplementowana
1% inuling spowodowata istotne obnizenie ekspresji biatek strukturalnych (lamina-B1, plastyna-2), biatek
ktére posrednio lub bezposrednio sg zaangazowane w synteze DNA, RNA, biatek oraz polisacharydéw
(pirofosfataza nieorganiczna, czynnik elongacyjny 1-gamma), jak réwniez tych, Scisle zwigzanych z
regulacjq proliferacji komorkowej (biatko wigzace histony RBBP4, biatko 1 wigzace
fosfatydyloetanoloamine). Powyzsze dane wskazuja, ze dodatek 1% inuliny do paszy wywiera hamujacy
wptyw na aktywnosc¢ proliferacyjng komorek nabtonka dystalnego odcinka jelita cienkiego. Ze wzgledu na
dobrze udokumentowany, stymulujacy wptyw kwasu mastowego na proliferacje komérek nabtonkowych,
wydaje sie, ze obserwowane zmiany zwigzane sg wiasnie z niedostateczng ilocig tego metabolitu

bakteryjnego. Powyzsze znajduje swoje potwierdzenie w wynikach wcze$niejszych badan,
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przeprowadzonych na tych samych zwierzetach, wskazujacych jednoznacznie, ze suplementacja diety
1% natywng inuling powoduje obnizenie koncentracji maslanu w poszczegélnych odcinkach jelita
grubego prosiat (jelito $lepe, czes¢ proksymalna, $rodkowa oraz dystalna okreznicy) w poréwnaniu z
grupq kontrolng (Barszcz i in. 2018a). Podobne rezultaty uzyskali rowniez Kien i in. (2006). Autorzy ci
wykazali bowiem, zmniejszong proliferacje komérek nabtonka okreznicy 12-dniowych prosiat zywionych
przez okres 14 dni preparatem mlekozastepczym wzbogaconym w 0,3% inuling (Kien i in. 2006).

Z kolei dodatek 3% inuliny do paszy rosnacych prosigt spowodowat istotne zmiany ekspresji 24
spotow biatkowych, przy czym wszystkie wykazywaty regulacje w gore, w odniesieniu do grupy kontrolnej
(P-3, Tab. 2, Ryc. 1B). W oparciu o biologiczne funkcje petnione przez te biatka mozna postulowac, ze
3% inulina wywiera stymulujacy wptyw na proliferacje komorek nabtonkowych jelita biodrowego, a tym
samym moze zwigkszaC powierzchnie wchtaniania. Przemawia za tym nasilona ekspresja biatek
wykazujacych aktywnos$¢ transkrypcyjng i translacyjng (biatko rybosomalne 40 S, inhibitor rybonukleazy,
izoforma X1 czynnika elongacyjnego 1-delta), biatek odpowiedzialnych za proces fatdowania (przejsciowa
ATPaza retikulum endoplazmatycznego, izomeraza disiarczkowa), jak rowniez tych zaangazowanych w
przeprowadzanie potranslacyjnych modyfikacji biatek, gtéwnie glikozylacji (fosfomannomutaza 2, gamma-
glutamylotransferaza biatkowo-glutaminowa 2). Podobne wyniki uzyskali w swych badaniach Tsukahara
i in. (2003). Autorzy ci wykazali nie tylko zwigkszenie ilosci samych komdrek nabtonkowych btony
Sluzowej jelita Slepego u odsadzonych prosiat, ale rowniez wzrost gestosci $luzu na skutek nasilonej
syntezy oraz wydzielania mucyn przez te komorki, w odpowiedzi na podaz diety suplementowanej 10%
FOS. Wedtug Tsukahara i in. (2003) wzrost koncentracji KKT, szczeg6lnie kwasu mastowego oraz
walerianowego jest bezposrednig przyczyng obserwowanego troficznego efektu FOS na btone $luzowg
katnicy prosiat. Powyzsze znajduje swoje potwierdzenie réwniez w wynikach poprzednich badan,
przeprowadzonych na tej samej grupie zwierzat, gdzie wykazano wzrost stezenia maslanu oraz
walerianianu w tresci jelita grubego u zwierzat zywionych paszg z dodatkiem 3% natywnej inuliny w
odniesieniu do grupy kontrolnej (Barszcz i in. 2018a). Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze kwas
mastowy, oprocz tego, ze stanowi gtowny substrat energetyczny dla kolonocytéw, wptywa tez
bezposrednio na uwalnianie glukagonopodobnego peptydu-2 (GLP-2) z komérek L Sluzdwki jelita kretego
oraz okreznicy (Burriniin. 2001). Za po$rednictwem receptorow GLP-2R, ktérych obecno$¢ stwierdza sie
na powierzchni btony Sluzowej catego przewodu pokarmowego, GLP-2 zwieksza powierzchnie
wchtaniania poprzez stymulacje proliferacji oraz hamowanie apoptozy komérek nabtonkowych btony
Sluzowej jelit (Tappenden i in. 2003).

Ponadto, w niniejszej pracy oszacowano wptyw suplementacji diet 1% Ilub 3% inuling na
osoczowy status wybranych maro- i mikroelementéw oraz réwnowage pro- i antyoksydacyjng - PAB

(P-3, Tab. 3). Nie wykazano istotnych zmian w koncentracji fosforu, Zzelaza, magnezu i wapnia w osoczu
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krwi prosigt w odpowiedzi na podaz diet eksperymentalnych Z kolei, dodatek 3% inuliny do paszy
spowodowat istotny wzrost stezenia chlorkéw w osoczu krwi w poréwnaniu z grupg prosiat zywionych 1%
inuling. Nie znajduje to potwierdzenia w wynikach naszych wczesniejszych badan, w ktdrych nie
stwierdzono zmian koncentracji tego makroelementu w osoczu krwi Swin zywionych dietami
suplementowanymi 2% inuling badz 4% suszem z korzenia cykorii (Lepczynski i in. 2016). W dostepnej
literaturze brak jest informacji dotyczacych mechanizméw odpowiedzialnych za zmiany koncentracii
chlorkow w osoczu krwi po podazy prebiotykdw. Jony chlorkowe sg anionami zewnatrzkomérkowymi,
ktore wraz z jonami sodu sg w gtdwnej mierze odpowiedzialne za utrzymywanie prawidtowego cisnienia
osmotycznego osocza krwi. Brak danych dotyczacych zmian w warto$ciach ci$nienia osmotycznego
osocza krwi, wielkosci wolnej wody oraz koncentracji osoczowej jonéw sodu uniemozliwiajg cato$ciowg
interpretacje uzyskanych danych. Szczegolnie zmiany w wielkosci wolnej wody mogtyby by¢ przydatnym
parametrem, poniewaz w proporcjonalny sposob odzwierciedlajg one zmiany w koncentracji chlorkow
oraz sodu w osoczu krwi. Wydaje sie, ze jednym z prawdopodobnych mechanizméw odpowiedzialnych
za to zjawisko jest wzrost resorpcji zwrotnej chlorkéw na terenie nerek. Po procesie filtracji, jony chlorkowe
sq pasywnie resorbowane w kanalikach proksymalnych, nastepnie aktywnie na terenie petli Henlego jak
rowniez sg resorbowane w dystalnych kanalikach wraz z jonami sodu (Krick i in. 1998). Potwierdzeniem
powyzszego stwierdzenia, moze by¢ fakt odnotowania statystycznie istotnego wzrostu koncentracji sodu
w nerkach prosiat po podazy 2% inuliny oraz 4% suszu z korzenia cykorii (Lepczynski i in. 2021). Nie
mniej jednak konieczne sg dalsze badania majace na celu poznanie mechanizmu odpowiedzianego za
obserwowany w niniejszym do$wiadczeniu wzrost chlorkéw w osoczu krwi rosngcych prosiat po podazy
inuliny.

Wyniki niniejszych badan dowodzg, ze 3% dodatek natywnej inuliny do paszy wptynat na poprawe
osoczowego statusu oksydacyjno-antyoksydacyjnego. Znalazto to rowniez potwierdzenie w rezultatach
naszych najnowszych badan, w ktérych 4% dodatek suszu z korzenia cykorii spowodowat statystycznie
istotne obnizenie wartosci PAB zaréwno w osoczu krwi jak i watrobie rosngcych prosiat (Lepczynski i in.
2021). Jest to zgodne z ogodinym zatozeniem, ze substancje prebiotyczne wykazujg szerokie dziatanie
antyoksydacyjne na organizm, co bez watpienia przyczynia sie do zniwelowania negatywnych skutkow

stresu oksydacyjnego (Pasqualetti iin. 2014; Rizviiin. 2014).

W kolejnym doswiadczeniu (P-4).okre$lono wptyw dodatku do diet rosngcych prosiat 1% lub 3%
natywnej inuliny na zmiany proteomu komorek nabtonkowych btony $luzowej trzech odcinkéw jelita
grubego (jelito $lepe, proksymalny oraz dystalny odcinek okreznicy). Wyniki tych badan wskazujg
jednoznacznie, ze najwigkszy wptyw obu diet eksperymentalnych na zmiany profili biatkowych byt

manifestowany na terenie $Sluzowki jelita Slepego (P-4, Tab. 1, Tab. 2, Ryc. 1a, 1b) oraz dystalnej cze$ci
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okreznicy (P-4, Tab. 5, Tab. 6, Ryc. 3a, 3b). Wsrdd gtéwnych grup biatek, wykazujacych statystycznie
istotne réznice w poziomie ekspresji, w odniesieniu do grupy kontrolnej, mozna wymieni¢: molekularne
chaperony, biatka zaangazowane w regulacje cyklu komorkowego, biosynteze biatek oraz organizacje
cytoszkieletu jak rowniez te kontrolujgce szlaki metaboliczne.

Wykazano, ze dodatek zaréwno 1% jak i 3% inuliny do paszy, zaindukowat wzrost ekspres;ji
cytoplazmatycznych biatek opiekuriczych w komérkach nabtonkowych btony Sluzowej jelita Slepego oraz
okreznicy rosngcych prosiat. Do tej grupy biatek naleza: biatka szoku cieplnego (HSP701B, HSP71,
HSP75, HSP90A), kalretikulina, podjednostka alfa oraz beta biatka 1 kompleksu T jak réwniez biatkowe
izomerazy disiarczkowe — PDI (PDI3 oraz PDI6). Na szczegoing uwage zastuguje fakt, ze system
molekularnych chaperondw petni zasadniczg funkcje w kontroli jako$ci biatek, a tym samym umozliwia
wiadciwg regulacie homeostazy proteomu komorek w zmieniajacych sie warunkach $rodowiska
wewnetrznego i zewnetrznego (Bajzert i Stefaniak 2015). Aktywnos¢ chaperondw zwigzana jest miedzy
innymi z prawidtowym fatdowaniem, translokacjg oraz tworzeniem mostkow disiarczkowych w biatkach
syntetyzowanych w Swietle siateczki Srddplazmatycznej, a takze eliminacji tych o nieprawidtowej
strukturze (Popielarskiiin. 2014; Bajzert i Stefaniak 2015). Ponadto, wykazano, Ze biatka szoku cieplnego
biorg udziat w utrzymywaniu integralno$ci komdrek nabtonkowych i niwelujg uszkodzenia struktur
komérkowych przez RFT (David i in. 2002). Wzrost ekspresji HSP60 oraz HSP27 stwierdzono rowniez w
watrobie prosiat otrzymujacych pasze wzbogacong 3% inuling (P-2).

Ponadto, w grupie prosiat zywionych 3% inuling obserwowano prawie 4-krotny wzrost ekspresji
winkuliny (VCL) w dystalnym odcinku okreznicy, w odniesieniu do zwierzat z grupy kontrolnej. Ze wzgledu
na kluczowq role, jakg biatko to petni w tworzeniu potaczen adhezyjnych typu komorka-komérka oraz
komoérka-substancja zewnatrzkomérkowa, mozna stwierdzi¢, ze wzrost ekspresji VCL przyczynia sie do
utrzymania prawidtowej struktury oraz integralnosci btony $luzowej jelit. Prawdopodobny mechanizm
lezacy u podstaw tego zjawiska zostat zaproponowany przez Cani i in (2009). Autorzy ci obserwowali
wzrost ekspresji gendéw kodujacych biatka tworzace potaczenia Sciste, tj. biatka ZO-1 oraz okludyny w
okreznicy otytych myszy suplementowanych oligofruktoza. Cani i in. (2009) postuluja, ze obserwowany
efekt zwigzany jest ze zwiekszong sekrecjg GLP-2 z komédrek nabfonkowych jelita kretego oraz okreznicy
w odpowiedzi na zwiekszong koncentracje metabolitow bakteryjnych, géwnie kwasu mastowego oraz
walerianowego. Znajduje to potwierdzenie w wynikach badan, przeprowadzonych na tej samej grupie
zwierzat, gdzie wykazano wzrost stezenia maslanu oraz walerianianu w tresci jelita grubego u zwierzat
zywionych paszg z dodatkiem 3% natywnej inuliny w odniesieniu do grupy kontrolnej (Barszcz i in.
2018a). Dostepna literatura dostarcza réwniez wiele dowodow potwierdzajacych troficzne dziatanie GLP-
2 na komorki nabtonkowe btony $luzowej jelita cienkiego oraz grubego na drodze zwigkszonej ekspresji

kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK) oraz hamowanie apoptozy oraz proteolizy (Burrin i in.
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2007; Yu iin. 2014). Wzrost ekspresji biatek odpowiadajgcych za organizacje cytoszkieletu, jak rowniez
tych zaangazowanych w kontrole cyklu komorkowego czy proces biosyntezy biatek, obserwowany w
naszym doswiadczeniu, wydaje sie potwierdza¢ powyzsze obserwacje. Najwiekszg dynamike zmian
akumulacji biatek strukturalnych odnotowano w jelicie Slepym oraz w dystalnym odcinku okreznicy.
Wykazano, ze biatka te w gtownej mierze sg zaangazowane w regulacje dynamiki filamentow aktynowych
(izoforma X1 miozyny, gelsolina, kofilina-1, alfa-centraktyna, plastyna-2) oraz reorganizacje mikrotubul
(tancuch alfa-1B oraz tancuch beta tubuliny). Zmiany w organizacji cytoszkieletu aktynowego,
obserwowanego na poziomie proteomu mogg wskazywaC na zwiekszong proliferacje komorek
nabfonkowych jelita grubego. Nie mniej jednak, réznice dotyczace akumulacii biatek nie znalazty swojego
odzwierciedlania w obrazach histologicznych wycinkdw bton sluzowych okreznicy. Wyniki wczesniejszych
badan, uwzgledniajacych te same grupy prosiat, nie wykazaty istotnych zmian gtebokosci krypt jelitowych
ani grubo$ci miesnidwki proksymalnej, srodkowej oraz dystalnej cze$ci okreznicy w odpowiedzi na podaz
diet suplementowanych 1% lub 3% natywnag inuling (Barszcz i in. 2018b).

Z kolei zmiany ekspresji biatek zwigzanych z metabolizmem komdrkowym byty $cisle zwigzane z
dostepnoscig substratow energetycznych (KKT lub glukoza), wystepujacych w réznych czesciach jelita
grubego. W jelicie slepym, stwierdzono istotne obnizenie ekspresji biatek zaangazowanych w komérkowy
metabolizm energetyczny (mitochondrialna izoforma X1 kinaza kreatynowej typu U, przejsciowa ATPaza
retikulum endoplazmatycznego, izoforma X2 sulfotransferazy tiosiarczanowej) oraz proces glikolizy
(izoforma X1 alfa enolazy, mutaza fosfoglicerynianowa, izomeraza triosefosforanowa) w odpowiedzi na
podaz obu diet eksperymentalnych. Powyzsze zmiany $wiadczg o tym, ze to wiasnie metabolity
bakteryjne, zwlaszcza kwas mastowy, a nie glukoza czy glutaminian sg podstawowym substratem
energetycznym dla komérek nabtonkowych wyscielajacych jelito Slepe oraz proksymalng czesc¢
okreznicy. Nalezy tez podkresli¢, ze nawet w sytuacji dostepnosci duzych ilosci substratow
energetycznych, w zdrowych komorkach nabtonkowych gospodarza uaktywniane sg mechanizmy
ograniczajace ich niekontrolowang proliferacje. Przemawia za tym obserwowana w niniejszym
doswiadczeniu regulacja w dét biatek odpowiedzialnych za utrzymanie komorkowej homeostazy
energetycznej. Ponadto, obnizona ekspresja biatek zwigzanych z procesem glikolizy, moze stanowi¢
kolejny dowdd potwierdzajacy przeciwnowotworowe dziatanie inuliny na komdrki nabtonkowe btony
Sluzowej jelit. Nasilony proces glikolizy cechuje bowiem komorki nowotworowe, wigcznie z nowotworowo
zmienionymi kolonocytami (Li i in. 2016). Komdrki te charakteryzujg sie odmiennym metabolizmem
okreslanym mianem efektu Warburga, wedle ktérego preferujq one, nawet w obecno$ci dostatecznie
duzych iloéci tlenu, oddychanie beztlenowe, wykorzystujac jako substrat gtownie glukoze (Li i in. 2016).
Dalszym potwierdzeniem powyzszego zjawiska jest obserwowana w naszym do$wiadczeniu obnizona

ekspresja tancucha B dehydrogenazy L-mleczanowej w proksymalnej cze$ci $luzéwki okreznicy. Biatko
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to katalizuje ostatni etap szlaku glikolitycznego, a mianowicie przejscie pirogronianiu do mleczanu z
jednoczesng regeneracjg NAD*. Mleczan, ktéry uwalniany jest do krwiobiegu z szybko proliferujgcych
komérek nowotworowych przeksztatcany jest w watrobie do glukozy (Sarnowska i in. 2016).

Ponadto, wykazano, ze 3% dodatek inuliny do diety spowodowat wzrost ekspresji prohibityny
(PHB) w komérkach nabtonkowych btony $luzowej jelita $lepego 50-dniowych prosiat. PHB jest biatkiem
ograniczajacym rozprzestrzenianie sie procesu zapalnego poprzez indukcje czynnika transkrypcyjnego
Nrf2, ktory z kolei kontroluje ekspresje genéw kodujacych liczne enzymy wchodzace w skiad
wewnatrzkomdrkowych systeméw antyoksydacyjnych (Theiss i in. 2009). Wyniki niniejszych badan
wskazujg rowniez, ze obie diety eksperymentalne zwiekszyty aktywno$¢ naturalnych, antyoksydacyjnych
mechanizmow obronnych w dystalnym odcinku okreznicy, o czym $wiadczy¢ moze wzrost ekspres;ji biatek
o charakterze cytoprotekcyjnym tj. katalaza oraz reduktaza karbonylowa (NADPH). Biorgc powyzsze pod
uwage, mozna postulowac, ze zwiekszona akumulacja w/w biatek w $luzéwce jelita Slepego oraz
okreznicy moze przeciwdziata¢ prooksydacyjnym warunkom $rodowiska panujgcym w jelicie grubym
(Sanders i in. 2004).

Podaz obu diet eksperymentalnych spowodowata wzrost ekspresji enzymdw mitochondrialnych
zaangazowanych w cykl Krebsa (podjednostka 75 kDa oksydoreduktazy NADH-ubichinon, hydrataza
akonitanowa), metabolizm glutaminy (transaminaza glutaminowo-fruktozo-6-fosforanowa), szlak
pentozowo-fosforanowy (izoforma X1 transketolazy) oraz w proces glikolizy (izoforma X1 alfa enolazy) w
dystalnym odcinku okreznicy prosiat. Wyniki obserwacji wtasnych (Barszcz i in. 2018a) i danych z
pismiennictwa (Darcy-Vrillon i in. 1996) wskazuja, ze najnizsza produkcja KKT obserwowana jest wtasnie
w tym odcinku jelita grubego, co powoduje, ze gtownym substratem energetycznym dla kolonocytow staje

sie glukoza.

Kolejna z prac zaliczana do osiggniecia naukowego skierowana byta na identyfikacje zmian
molekularnych w hepatocytach prosiat na poziomie proteomu oraz wybranych genéw, a takze na oceng
zmian koncentracji wskaznikow przemian metabolicznych w osoczu krwi oraz w watrobie po podazy diet
Z 1% lub 3% udziatem inuliny (P-2). Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia stwierdzono, ze
dodatek 3% inuliny do paszy wptynat istotnie na zmiany ekspresji 27 spotow biatkowych w watrobie
prosigt. Nie zaobserwowano natomiast takiego wptywu w przypadku zastosowania diety
suplementowanej 1% inuling. W tej grupie zywieniowej bowiem, jedynie 2 biatka wykazaty zwigkszong
akumulacje w watrobie, w odniesieniu do grupy kontrolnej (P-2, Tab. 5, Ryc. 1). Do gtownych grup biatek
o istotnie zrdéznicowanej ekspresji nalezg biatka zwigzane z organizacjg cytoszkieletu, metabolizmem,

stresem oksydacyjnym, jak rowniez molekularne chaperony.
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Wiekszo$¢ kwasu propionowego (90%) powstatego w procesie fermentacji bakteryjnej inuliny, po
wchtonieciu przez enterocyty, przedostaje sie krazeniem wrotnym do watroby, gdzie wykorzystywany jest
nie tylko jako zrodto energii, ale rowniez jako substrat do syntezy glukozy w procesie glukoneogenezy.
Na terenie watroby propionian ulega konwersji do metylomalonylo-CoA oraz bursztynylo-CoA, przy czym
ten ostatni jest produktem dla ligazy bursztynylo-CoA (SCS), biatka umozliwiajacego wprowadzenie
propionianu do przemian pirogronianiu, wchodzacego w szlak cyklu Krebsa (den Besten i in. 2013). W
niniejszych badaniach wykazano, ze 3% inulina spowodowata redukcje ekspresji podjednostki beta biatka
SCS, ktore katalizuje konwersje bursztynylo-CoA do bursztynianu, a tym samym umoZliwia
przeksztatcenie ADP/GDP do ATP/GTP (Van Hove i in. 2010). Zmniejszong synteze ATP w watrobie
myszy zywionych dietg z dodatkiem 5% roztworéw soli sodowej kwaséw mastowego, propionowego oraz
octowego obserwowali réwniez den Besten i in. (2015). Autorzy ci postuluja, ze obserwowane zjawisko
zwigzane jest z nasilonym rozprzeganiem transportu elektronéw z syntezg ATP w systemie fosforylacji
oksydacyjnej w hepatocytach. Zwiekszona glukoneogeneza watrobowa, w trakcie ktorej dochodzi do
przeksztatcenia propionianu w cukier, wymaga rowniez dostarczenia energii z ATP. Zwigzany z tym
wydatek energetyczny musi zosta¢ zrekompensowany na drodze zwigkszonej syntezy ATP w celu
utrzymania homeostazy komdrkowej (Gallis i in. 2007). Powyzsze znajduje swoje odzwierciedlenie w
wynikach naszych badan, wskazujacych na zwigkszong watrobowg akumulacje podjednostki § syntazy
ATP (ATP5B), odpowiedzialnej za katalizowanie ostatniego etapu produkcji ATP, w grupie prosiat
zywionych 3% inuling. Wyniki wcze$niejszych prac badawczych przeprowadzonych in vitro na
pierwotnych mysich hepatocytach dowodza, ze regulacja w gore tego biatka w bezposredni sposéb
przyczynia sie do zwiekszenia stezenia wewnatrzkomorkowego oraz zewnatrzkomdrkowego ATP (Wang
i in. 2014). Ponadto, rezultaty badan przedstawione przez Wang i in. (2014) wskazujg na istnienie $ciste;
korelacji pomiedzy wzrostem ekspresji watrobowego biatka ATP5B, a ograniczeniem depozycii lipidow w
watrobie u myszy z genetycznie uwarunkowang cukrzycg typu 2 (myszy db/db). Nie znajduje to
potwierdzenia w wynikach naszych badan, $wiadczacych o tym, ze dodatek zardwno 1% jak i 3% inuliny
do diet rosngcych prosiagt, powoduje istotny wzrost depozycji cholesterolu oraz triglicerydéw (TG) w
watrobie (P-2, Tab. 8). Jest to zgodne z rezultatami naszych wczesniejszych badan przeprowadzonych
na rosnacych $winiach, wskazujacych na zwiekszenie ekspresji biatek watrobowych biorgcych udziat w
biosyntezie cholesterolu w odpowiedzi na podaz diety suplementowanej 4% suszem z korzenia cykorii
(Lepczynski i in. 2017). Warto nadmienic, ze otrzymane wartosci stezenia lipiddw watrobowych miescity
sie w zakresie referencyjnym (Winnicka 2021). Parnell i Reimer (2010) obserwowali w swoich badaniach
zredukowang depozycje TG w watrobie otytych szczurdw, zywionych 10% mieszanka prebiotyczng przez
okres 10 dni. Przy czym, ta sama dieta podawana szczurom z prawidtowg masg ciata spowodowata

wzrost stezenia tego parametru w watrobie (Parnell i Reimer 2010). Biorgc powyzsze pod uwage, wydaje
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sie, ze korzystny wptyw prebiotykow na metabolizm lipidow w watrobie, obserwowany u zwierzat ze
zdiagnozowanymi zaburzeniami metabolicznymi, nie ujawnia sie u osobnikow zdrowych. Zwigkszona
depozycja TG w watrobie, szczegdlnie widoczna w grupie prosiat zywionych dietq wzbogacong 3%
inuling, jest przyczyng obserwowanego uruchomiania mechanizméw kompensujacych, przejawiajacych
sie miedzy innymi zwiekszonym poziomem akumulacji mRNA oraz biatek takich jak: CES1 (watrobowa
karboksylesteraza 1) oraz GPD1 (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego 1). Oba te biatka biorg
bezposredni udziat w regulacji metabolizmu lipidéw m.in. poprzez hydrolize triglicerydéw (CES1) oraz
estryfikacje wolnych kwaséw tluszczowych (GPD1) (Hagopian i in. 2008; Xu i in. 2014).

Jedynie 3% dodatek inuliny do paszy prosigt spowodowat obnizenie koncentracji osoczowej
cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji HDL. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku 28-
oraz 84-dniowych $win zywionych dietg z udziatem 2% natywnej inuliny (Grela i in. 2014). Co ciekawe,
wyniki Greli i in. (2014) nie znajdujg jednak swojego potwierdzenia w naszych wczesniejszych badaniach
(P-1). Nie wykazano bowiem wptywu podazy 2% inuliny na zmiany koncentracji cholesterolu catkowitego
ani jego frakcji LDL czy HDL w osoczu krwi 50-dniowych prosiat (P-1, Tab. 2). Z kolei, stosujac 4%
dodatek suszu z korzenia cykorii, wykazano statystycznie istotne obnizenie stezenia TG w osoczu krwi
prosigt, przy czym wartosci cholesterolu catkowitego oraz jego poszczegdinych frakcji pozostaty
niezmienione (Lepczynski i in. 2015). Ponadto, nie odnotowano negatywnego wptywu suplementacji diet
ze zroznicowanym procentowym dodatkiem natywnej inuliny ekstrahowanej z cykorii na funkcje watroby
50-dniowych prosiat. Swiadczy o tym brak zmian w aktywnoéci podstawowych osoczowych parametréw
biochemicznych wchodzacych w sktad panelu watrobowego (P-2, Tab. 7). Co wiecej, wykazano, ze podaz
obu diet eksperymentalnych wpltyneta istotnie na obnizenie koncentracji korncowych produktéw
peroksydaciji lipidow, reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w watrobie prosiat. Pomiar
stezenia TBARS jest powszechnie stosowanym wskaznikiem stresu oksydacyjnego. Powyzsze wyniki

wskazujg wiec na antyoksydacyjny potencjat inuliny.

W kolejnej pracy przedtozonej jako osiggniecie naukowe (P-1) wykazano, ze gtéwne zmiany
proteomu surowicy krwi prosigt zywionych paszg z dodatkiem 2% natywnej inuliny dotyczyly biatek
zaangazowanych w odpowiedz immunologiczna, metabolizm cholesterolu oraz tych zwigzanych z
ukfadem hemostazy (P-1, Tab. 1, Ryc. 1). W grupie zwierzat suplementowanych inuling zaobserwowano
statystycznie istotnie zmieniong akumulacje produktow genowych zwigzanych z uktadem fibrynolitycznym
tj.. witronektyne (VT) oraz plazminogen (Plg), przy czym oba te biatka wykazywaty przeciwstawny
kierunek zmian. W surowicy krwi zwierzat eksperymentalnych stwierdzono bowiem zmniejszong
ekspresje Plg z jednoczesnym wzrostem ekspresji VT. Nieaktywny biologicznie plazminogen zostaje

przeksztatcony pod wptywem dziatania tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) lub urokinazowego
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aktywatora plazminogenu (u-PAR) w plazmine, ktora katalizuje degradacje usieciowane; fibryny. Obecnie
uwaza sie, ze t-PA ma najwiekszy wptyw na fizjologiczng regulacje aktywnosci fibrynolitycznej, natomiast
inhibitor tkankowego aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1) jest gtownym inhibitorem t-PA oraz u-PA.
Aktywna forma PAI-1 w krazeniu ogéinym jest stabilizowana poprzez wigzanie z karboksylowym koricem
tancucha witronektyny, ktorej obecnos¢ stwierdza sie zarébwno w osoczu krwi jak i pozanaczyniowo w
macierzy pozakomaérkowej (Bujak i in. 2002; Goswami i in. 2013). Wyniki wczesniejszych badan
wskazujg, ze potgczenie VT z PAI-1 powoduje 2-3-krotny wzrost okresu pottrwania tego inhibitora
(Goswami i in. 2013). Ponadto, w warunkach doswiadczen in vitro wykazano, ze witronektyna ma rowniez
zdolnos¢ wigzania na swojej powierzchni Plg (Yasar Yildiz i in. 2014). Biorgc powyzsze pod uwage
prawdopodobnym jest, Ze dziatanie VT moze mie¢ charakter dwutorowy, przejawiajacy sie z jednej strony
stabilizacjg PAI-1 bedacego gtownym inhibitorem konwersji plazminogenu do plazminy oraz poprzez
regulowanie ilosci wolnego plazminogenu. Stanowi to pewne wyjasnienie dla obserwowanej w naszym
do$wiadczeniu 3-krotnej regulaciji w gére witronektyny z jednoczesnym prawie dwukrotnym obnizeniem
ekspresji Plg w surowicy krwi suplementowanych prosigt. Nie mniej jednak ze wzgledu na brak danych
dotyczacych koncentracji dwdch gtéwnych czynnikéw odzwierciedlajacych aktywnos¢ fibrynolityczng krwi
(t-PA oraz PAI-1), nie mozna w petni wnioskowac czy dodatek 2% inuliny do paszy, wywiera modulujacy
wptyw na system fibrynolityczny. Ponadto, zastosowanie diet ze zréznicowanym procentowym dodatkiem
natywnej inuliny (1%, 2%, 3%), nie wptyneto na zmiany koncentracji pozostatych sktadowych uktadu
hemostazy w osoczu krwi prosiat. Nie stwierdzono bowiem, istotnego wptywu suplementacji na osoczowe
stezenie fibrynogenu, gtéwnego biatka zwigzanego z krzepnigciem krwi, w odniesieniu do grupy kontrolnej
(P-1, Tab. 2 oraz P-2, Tab. 7).

Warto rowniez nadmienic, ze na powierzchni komorek prokariotycznych stwierdza sie obecnosé
licznych biatek wykazujacych funkcje receptorowg wobec plazminogenu (Seweryn i in. 2007). Candela i
wsp. (2007) wykorzystujgc w swoim eksperymencie cytometrie przeptywowg wraz z mikroskopig
immunoelektronowg wykazali réwniez obecno$¢ takich specyficznych receptorow powierzchniowych
plazminogenu ludzkiego w grupie bakterii z rodzaju Bifidobacteria (B. lactis, B. bifidum oraz B. longum).
Wedtug autorow jest to jeden z gtéwnych mechanizmdw wykorzystywanych przez bakterie probiotyczne
do trwatej lub przej$ciowej kolonizacji przewodu pokarmowego. Opiera sie on gtéwnie na wykorzystaniu
proteolitycznej aktywnosci plazminy, ktora oprocz fibryny, rozktada réwniez skfadniki macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM) oraz wspotuczestniczy w aktywacji metaloproteinaz, prowadzacej do dalszej
degradacii i przebudowy ECM (Jakubiszyn i in. 2006). Nie mniej jednak nalezy podkresli¢, ze uzyskane
w naszym do$wiadczeniu wyniki nie sg jednoznaczne i wskazujg na konieczno$¢ dalszych badan, w celu

petnego wyjasnienia modulujgcego wptywu prebiotykdéw na zmiany czynnosci uktadu fibrynolitycznego.
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Na szczegolng uwage zastuguje fakt, ze witronektyna (VT), ktorej ekspresja ulegta istotne;
regulacji w gore w surowicy krwi suplementowanych prosiat, jest wielofunkcyjng glikoproteina, petnigca
rowniez wazng role w nieswoistej odpowiedzi organizmu. Jest ona bowiem jednym z gtownych biatek
surowiczych hamujgcych aktywno$¢ uktadu dopetniacza, na etapie tworzenia kompleksu atakujgcego
btone (MAC) (Singh i in. 2010). Ze wzgledu na fakt, ze uktad dopetniacza jest efektorem reakcji zapalnej,
obserwowane w niniejszym doswiadczeniu zmiany ekspresji witronektyny, biatka regulujgcego jego
aktywnos$¢, oraz wybranych komponentéw biatkowych wchodzacych w sktad tego uktadu (tarcuch beta
biatka wigzacego C4b oraz tancuch alfa komponentu C8) moze stanowi¢ kolejny dowdd potwierdzajacy
przeciwzapalne dziatanie inuliny.

W doswiadczeniu zaobserwowano réwniez wptyw podazy diety suplementowanej 2% inuling na
obnizenie ekspresji faicuchéw ciezkich immunoglobulin klasy G w surowicy krwi prosiat. Nie znajduje to
jednak potwierdzenia na poziomie zmian stezenia catkowitego IgG w osoczu krwi u zwierzat zywionych
dietg z dodatkiem 2% (P-1, Tab. 2) czy tez 1% lub 3% natywnej inuliny (P-2, Tab. 7). Podobne wyniki
zaobserwowano w przypadku 39-dniowych prosiat, zywionych paszg z dodatkiem 1,5% inuliny (Taranu i
in. 2012). Z kolei Grela i in. (2014) stosujac dodatek 2% wodnego lub alkoholowego roztworu inuliny
zaobserwowali statystycznie istotny wzrost koncentracji osoczowych IgG u 28- oraz 84-dniowych Swin.

Ponadto, wykazano, ze 2% dodatek natywnej inuliny do paszy rosnacych prosiat spowodowat
wzrost ekspresji dwdch apolipoprotein, a mianowicie A-l (apo A-l) oraz E (apo E), zwigzanych
funkcjonalnie z metabolizmem cholesterolu HDL. Apo A-l jest rowniez aktywatorem acylotranferazy
lecytyna-cholesterol (LCAT), enzymu biorgcego udziat w estryfikacji wolnego cholesterolu, co umozliwia
jego transport w osoczu krwi oraz ogranicza jego akumulacje i powstawanie zmian miazdzycowych w
aorcie (Boisvertiin. 1999). Statystycznie istotna regulacja w gére apo A-l oraz apo E nie znalazta jednak
odzwierciedlenia w podstawowych parametrach profilu lipidowego (cholesterol catkowity, frakcje

cholesterolu zwigzanego z HDL oraz LDL, trojglicerydy) osocza krwi prosiat (P-1, Tab. 2).
Podsumowanie
Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna wyciggna¢ nastepujace stwierdzenia i wnioski:

1. Zastosowanie natywnej inuliny wilosci 1, 2 lub 3% mieszanki paszowej istotnie wptywa na zmiany
profili biatkowych Sluzowki dystalnego odcinka jelita cienkiego, jelita grubego, watroby oraz
surowicy krwi rosnacych prosiagt. W szczegolno$ci, suplementacja diety swin 3% inuling wywiera

najbardziej modyfikujacy wptyw na proteom analizowanych tkanek.

2. Obserwowane zmiany poziomu ekspres;ji biatek w komdrkach nabtonkowych btony $luzowej jelita

biodrowego wskazuja, ze 1% dodatek inuliny do paszy wptywa hamujgco na ich aktywno$¢
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proliferacyjng. Z kolei odmienny kierunek zmian ekspresji biatek w dystalnym odcinku jelita
cienkiego odnotowano stosujac 3% dodatek inuliny. W oparciu o biologiczne funkcje petnione
przez te biatka mozna stwierdzi¢, ze 3% inulina wywiera stymulujgcy wptyw na proliferacje
komodrek nabtonkowych sluzowki jelita biodrowego, a tym samym moze przyczyniac sie do
zwigkszania jego powierzchni chtonnej. Przemawia za tym wzrost ekspresji biatek wykazujacych
aktywnos$¢ transkrypcyjng i translacyjna, biatek odpowiedzialnych za proces fatdowania jak
rowniez tych zaangazowanych w przeprowadzanie ich potranslacyjnych modyfikaciji, gtéwnie

glikozylaciji (P-3).

Najwiekszy wptyw obu diet eksperymentalnych na zmiany proteomu jelita grubego jest
manifestowany na terenie $luzéwki jelita $lepego oraz dystalnej czesci okreznicy. Zaréwno 1%
jak i 3% dodatek inuliny do paszy indukuje wzrost ekspresji biatek odpowiadajgcych za
organizacje cytoszkieletu jak rowniez tych zaangazowanych w kontrole cyklu komérkowego czy
proces biosyntezy biatek, wskazujac na zwigkszong proliferacje komérek nabtonkowych jelita

grubego (P-4).

. Zastosowanie w diecie 3% inuliny wptyneto istotnie na wzrost ekspresji winkuliny w dystalnym
odcinku okreznicy. Biatko to petni kluczowg funkcje w tworzeniu potaczen adhezyjnych typu
komérka-komdrka oraz komérka-macierz zewnatrzkomérkowa, przyczyniajac sie do utrzymania
prawidtowej struktury oraz integralnosci btony Sluzowej jelit. Ponadto, wykazano, ze dodatek
zarowno 1% jak i 3% inuliny do mieszanek paszowych indukuje wzrost ekspresji molekularnych
chaperonoéw oraz foldaz, jak réwniez zwieksza aktywno$¢ naturalnych, antyoksydacyjnych
mechanizmow obronnych w dystalnym odcinku okreznicy, o czym Swiadczy¢ moze wzrost

ekspresji szeregu biatek o charakterze cytoprotekcyjnym (P-4).

. Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na modulujacy wptyw dodatku 1% lub 3% inuliny w
diecie na zmiany ekspresji biatek zwigzanych z metabolizmem energetycznym w komaérkach
nabtonkowych wyscielajacych poszczegoine czesci jelita grubego rosnacych swin. W oparciu o
biologiczne funkcje biatek wykazujacych zmienng ekspresje w analizowanych segmentach jelita
grubego, mozna stwierdzi¢, ze to metabolity bakteryjne, zwlaszcza kwas mastowy sg
podstawowym substratem energetycznym dla komérek bfony Sluzowej jelita $lepego oraz
proksymalnej czesci okreznicy, za$ glukoza wykorzystywana jest gtéwnie przez komorki btony

Sluzowej dystalnej czesci okreznicy (P-4).

Nie odnotowano negatywnego wptywu suplementacji diet ze zréznicowanym procentowym

dodatkiem natywnej inuliny ekstrahowanej z cykorii (1%, 3%) na funkcje watroby 50-dniowych
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prosiat. Swiadczy o tym brak zmian w aktywnosci podstawowych osoczowych parametrow

biochemicznych wchodzacych w sktad oznaczanego panelu watrobowego (P-2).

7. Udziat 3% inuliny w diecie rosnacych prosiat zwieksza depozycije triglicerydow oraz cholesterolu
catkowitego w watrobie i jednoczes$nie powoduje obnizenie osoczowej koncentracji cholesterolu
catkowitego oraz jego frakcji HDL. Powyzsze jest zwigzane z uruchomieniem mechanizméw
kompensujacych w watrobie, przejawiajacych sie miedzy innymi zwiekszonym poziomem
akumulacji mRNA oraz biatek takich jak: CES1 oraz GPD1, ktére biorg bezposredni udziat w
regulacji metabolizmu lipidéw m.in. poprzez hydrolize triglicerydéw oraz estryfikacje wolnych

kwasow ttuszczowych (P-2).

8. Wykazano, ze suplementacja mieszanek paszowych 1% lub 3% inuling wptywa na poprawe
statusu antyoksydacyjnego zwigzanego z obnizeniem wartosci TBARS w watrobie (P-2) oraz

PAB w osoczu krwi (P-3) rosnacych prosiat.

9. Dodatek do diety rosngcych prosiat 1, 2 lub 3% inuliny indukuje zmiany ekspresji szeregu biatek
wykazujacych dziatanie przeciwzapalne w Sluzéwce jelita biodrowego (regulacja w dét AR, P-3),
jelita $lepego (regulacja w gore PHB, P-4) oraz surowicy krwi (regulacja w gére VT, obnizona

ekspresja wybranych biatek uktadu dopetniacza, P-1).

Uzyskane wyniki wskazujg jednoznacznie, ze dodatek natywnej inuliny, naturalnego biopolimeru
ro$linnego, wywiera modyfikujacy wptyw na zmiany proteomu wybranych tkanek rosngcych prosiat. Przy
czym, najbardziej korzystny jej wptyw, przejawiajacy sie istotnym wzrostem ekspresji biatek zwigzanych
z proliferacjg i réznicowaniem komorek nabtonkowych btony sluzowych jelita cienkiego oraz grubego,
biatek regulujacych odpowiedz przeciwzapalng i antyoksydacyjng, jak rowniez tych zaangazowanych w
metabolizm lipidéw, obserwowano gtéwnie w grupie prosiat zywionych dietg suplementowang 3% inuling.
Przedstawione rezultaty stanowig wazne uzupetnienie dotychczasowej wiedzy o wptywie podazy inuliny
na organizm zwierzat w okresie intensywnego wzrostu i rozwoju, jak rowniez mogg by¢ podstawg do
dalszych, ukierunkowanych badan, dotyczacych miedzy innymi préby wyjasnienia modulujgcego wptywu

prebiotykéw na czynno$¢ uktadu fibrynolitycznego.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Przed uzyskaniem stopnia doktora

W okresie trwania studiow magisterskich, uzyskatam mozliwo$¢ odbycia dwdch stazy naukowych
w Narodowym Instytucie Badan Agronomicznych (INRA) w Saint-Genés-Champanelle we Francji (Zat.
9a, 9b, 9d). Efektem tych pobytow byta realizacja badan wchodzacych w zakres mojej pracy magisterskiej
zatytutowanej ,Proteomowa analiza ekspresji biatek osocza po spozyciu ttuszczu” oraz opublikowanie
pierwszego artykutu o charakterze przegladowym (Zat. 4, 1.2.5) dotyczacego charakterystyki dostepnych
narzedzi proteomicznych i ich potencjalnego zastosowania w analizie sktadu biatkowego osocza krwi.

Prace naukowg w ramach studiow doktoranckich rozpoczetam w Katedrze Fizjologii, Cytobiologii
i Proteomiki (lata 2005-2010). W roku 2006 odbytam kolejny, dwumiesieczny staz naukowy w Narodowym
Instytucie Badan Agronomicznych (INRA) we Francji w ramach stypendium Rzadu Francuskiego (Zat.
9¢, 9d), w trakcie ktérego doskonalitam swoj warsztat laboratoryjny, prowadzac analizy z wykorzystaniem
elektroforezy dwukierunkowej. Powyzsze zainteresowania technikami proteomicznymi, a szczegoinie
mozliwos¢ ich implementacji w celu poznania i lepszego zrozumienia czynnosci nerek znalazty swoje
odzwierciedlenie w kolejnej, wspdtautorskiej pracy przegladowej (Zat. 4, 1.4.2).

W latach 2008-2009 bytam gtownym wykonawcg projektu badawczego (grant promotorski, nr N
N311 318836, Zat. 4, 5.3) finansowanego ze srodkéw MNiSW, dotyczacego zmian proteomu osocza krwi
cielat w pierwszym tygodniu zycia. Ponadto, w roku 2008 uzyskatam stypendium w ramach projektu
Jnwestycja w wiedze motorem rozwoju innowacyjnosci w regionie” wspotfinansowanego przez Unig
Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego i Budzetu Panstwa Poddziatanie 8.2.2
Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki 2007-2013 (Zat. 8). Jednocze$nie uczestniczytam w realizacji
prac doswiadczalnych prowadzonych w Katedrze Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki, zwigzanych gtéwnie
z wybranymi aspektami fizjologii okresu neonatalnego zwierzat gospodarskich. W tym czasie powstaty 2
oryginalne prace, w tym jedna opublikowana w czasopi$mie z listy JCR, w ktérej dokonano analizy frakcji
biatek niskoczasteczkowych wydalonych wraz z moczem u koZlat w pierwszym miesigcu ich zycia (Zat.
4, 1.1.33). Natomiast w kolejnej pracy dokonano analizy zmian koncentracji miedzi w osoczu krwi koZlat
w pierwszym miesigcu zycia. Wyniki tych badan wykazaty, ze najbardziej dynamiczne zmiany w zakresie
stezenia tego pierwiastka zachodzg gtownie w pierwszych 10 dniach Zycia (Zat. 4, 1.3.4). Bytam takze
autorkq oraz wspdtautorkg 4 doniesient konferencyjnych, w tym 3 o zasiegu miedzynarodowym (Zat. 4,
2.29-2.32) oraz wspotautorkq rozdziatu w monografii naukowej (Zat. 4, 3.1). W roku 2010 obronitam z
wyréznieniem prace doktorskg zatytutowang ,Zmiany proteomu osocza krwi cielgt w pierwszym tygodniu

zycia’.
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Po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej, w roku 2011 zostalam zatrudniona w Katedrze Fizjologi,
Cytobiologii i Proteomiki, poczatkowo na etacie pracownika naukowo-dydaktycznego, a nastepnie az do
roku 2014 na etacie adiunkta naukowego. Od roku 2014 az do chwili obecnej pozostaje zatrudniona na
etacie naukowo-dydaktycznym.

Moja dotychczasowa aktywnos¢ naukowo-badawcza i publikacyjna, poza tematykg omowiong w

cyklu artykutdw sktadajacych sie na osiggniecie naukowe, obejmuje nastepujace zagadnienia:

1. Wybrane aspekty fizjologii okresu neonatalnego cielat.

2. Proteomika jako nowoczesne narzedzie umoZzliwiajace okreSlanie sktadu biatkowego ptyndw
ustrojowych oraz wybranych tkanek zwierzat hodowlanych.

3. Prebiotyki i synbiotyki jako aktywne modyfikatory ekspresji gendw oraz biatek w narzadach, tkankach
i ptynach ustrojowych zwierzat gospodarskich.

4. Wplyw diety wysokottuszczowej na organizm cztowieka i zwierzat doswiadczalnych.

5. Proteomika i jej zastosowanie w poszukiwaniu wskaznikéw biatkowych charakterystycznych dla
wybranych procesow patofizjologicznych u zwierzat hodowlanych, laboratoryjnych oraz u cztowieka.

6. Molekularne aspekty przedimplantacyjnego okresu cigzy u myszy.

ad. 1. Wybrane aspekty fizjologii okresu neonatalnego cielat

Publikacje naukowe wpisujgace sie¢ w niniejszy nurt badawczy sgq wynikiem realizacji dwoch
projektow finansowanych ze srodkéw MNiISW (grant promotorski, nr N N311 318836, Zat. 4, 5.3; grant
wiasny, N N311 016239, Zat. 4, 5.2).

Wsrod prac wehodzacych w te tematyke nalezy wymieni¢ pie artykutow dotyczacych oceny
wptywu zywienia siarg i mlekiem matek (Zat. 4, 1.1.26, 1.2.4) lub preparatem mlekozastepczym na zmiany
proteomu osocza krwi (Zat. 4, 1.1.19) oraz podstawowych wskaznikéw biochemicznych (Zat. 4, 1.1.30,
1.1.32) u cielgt w pierwszych dwdch tygodniach zycia. Wykazano, ze w kolejnych godzinach pierwszego
tygodnia zycia cielat, zachodzg intensywne przemiany o charakterze nie tylko anabolicznym, ale rowniez
katabolicznym. Wskazujg na to zaréwno zmiany ekspresji biatek jak i zmiany koncentracji organicznych
sktadnikow osocza krwi. Procesy te, szczegolnie nasilone w pierwszych 24-48 godzinach zycia, mogq
wskazywa¢ na intensywng przebudowe tkanek, w tym uszczelnianie bariery jelitowej dla
makroczasteczek. Wyniki niniejszych badan dowodza, ze pierwsze pobranie siary jest istotnym
czynnikiem zwiekszajacym intensywno$¢ przemian metabolicznych, zwiaszcza lipidowych. Wzrost
ekspresji biatek, uczestniczacych w regulacji tych proceséw w czasie rozwoju postnatalnego, wskazuje
na ich aktywne uczestnictwo w utrzymywaniu réwnowagi metabolicznej noworodka. Obecnos¢ biatek
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ostrej fazy, stanowigcych wiekszos¢ zidentyfikowanych biatek na Zelach 2-D, moze wskazywac na
pourodzeniowg aktywacie mechanizméw rekompensujacych, niedojrzaty funkcjonalnie, ukfad
immunologiczny cielat. Ponadto, wykazano, Ze organizm zdrowych cielgt noworodkow sprawnie reguluje
homeostaze wodno-elektrolitowg. Na podstawie uzyskanych rezultatdw nalezy sadzic, ze zwigkszajace
sie z wiekiem wchfanianie jelitowe sktadnikdw mineralnych stanowi istotne ogniwo regulacji bilansu
makro- i mikroelementow.

Z kolei podaz cieletom preparatu mlekozastepczego, w drugim tygodniu zycia, spowodowata
obnizenie ekspresji apo A-IV oraz koncentracji podstawowych parametrow lipidowych w poréwnaniu z
grupa zwierzat zywionych mlekiem matek, co wskazuje na zmiany jakosciowe ttuszczu w diecie. Ponadto,
w grupie cielgt zywionych preparatem mlekozastepczym odnotowano nizszg koncentracje biatka
ogdInego oraz albuminy w osoczu krwi. Otrzymane wyniki $wiadczg o znacznie nizszej strawnosci biatka
zawartego w preparacie w porownaniu z mlekiem matek.

Kolejne prace skierowane byty na okre$lenie adaptacyjnych zmian czynnosci nerek u cielat w
pierwszym tygodniu zycia i dotyczyty analizy wielkosci tadunku przesaczonego, resorpcji kanalikowej oraz
wydalania chlorkéw (Zat. 4, 1.3.2) oraz potasu wraz z moczem (Zat. 4, 1.1.31) oraz wybranych
parametrow osocza krwi (Zat. 4, 1.3.3). W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze nerki cielat
wykazujg duzg sprawnos¢ w zakresie regulacji rownowagi elektrolitowej krwi w okresie neonatalnym.
Ponadto, wykazano, Zze decydujagcym mechanizmem warunkujacym wydalanie chlorkéw oraz potasu z
moczem sg zmiany wielkosci resorpcji tych elektrolitow w kanalikach nerkowych, a nie zmiany wielkosci
ich tadunku przesaczonego. Dowiedziono rowniez, ze istotnym zmianom ulega zaréwno koncentracja, jak
| procentowy udziat albumin oraz biatek 0 masach czasteczkowych wyzszych i nizszych od albumin w
osoczu krwi cielgt w pierwszym tygodniu zycia. Wydaje sie, ze obserwowane zmiany sg zalezne przede
wszystkim od sktadu jako$ciowego pobieranego pokarmu (siara oraz mleko), ale takze od sprawnosci
wchtaniania jelitowego, natezenia metabolizmu i usuwania biatek drogq nerkowa.

Ponadto, w omawiany zakres osiggnie¢ naukowych wpisuje sie jedna praca o charakterze
przegladowym (Zat. 4, 1.2.4) oraz dwie oryginalne publikacie (Zat. 4, 1.1.15, 1.1.16), w ktorych
przedstawiono wyniki badan dotyczacych okreslenia wptywu wystepowania biegunki osmotycznej,
spowodowanej przekroczeniem udziatu laktozy w preparacie mlekozastepczym, na zmiany proteomu
0socza krwi oraz moczu cielgt w drugim tygodniu zycia. Analizy proteomiczne wykazaty, Ze krétkotrwata
podaz nadmiaru laktozy w diecie zaindukowata istotny wzrost ekspres;ji biatek ostrej fazy w osoczu krwi
(fibrynogen, alfa-1-b glikoproteina oraz alfa-1 antytrypsyna) oraz w moczu cielat (serotransferyna, alfa-1-
b glikoproteina), wskazujgc tym samym na wystepowanie stresu wywotanego nieprawidtowo$ciami we
wchtanianiu wody i podraznieniem przewodu pokarmowego. Ponadto, wystgpienie biegunki osmotycznej

spowodowato zaburzenia wchfaniania ttuszczéw na ternie jelit, czego odzwierciedleniem byta regulacja
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w gore osoczowych biatek zaangazowanych w metabolizm lipidow — apo A-IV oraz apo E. W moczu ciela,
pochodzacych z grupy eksperymentalnej, wykazano rowniez obnizong ekspresje biatka wigzacego
hormony ptciowe oraz cytochromu P450 2E1 z jednoczesna regulacjg w gore syntazy cytrynianowej ATP.

Kolejna publikacja dotyczyta immunohistochemicznej lokalizacji akwaporyny 2 (AQP2), biatka
petnigcego istotng funkcje w regulacji wydalania wody, w nerkach 7-miesiecznych cielat (Zat. 4, 1.1.25).
Przeprowadzone analizy wykazaty obecno$¢ AQP2 w komérkach nabfonka szesciennego kanalikow
zbiorczych w promieniach rdzennych kory oraz warstwie rdzennej nerek cielgt. Na szczegdlng uwage
zastuguje fakt wystepowania silniejszego wybarwienia AQP2 w blonie podstawnej komérek kanalikow
zbiorczych, wskazujac tym samym na znacznie wiekszy udziat tego biatka w transporcie wody z komérek

gtownych do przestrzeni okotokanalikowej u cielgt w poréwnaniu do innych gatunkéw zwierzat oraz ludzi.

ad. 2. Proteomika jako nowoczesne narzedzie umozliwiajace okreslanie skladu biatkowego

ptynéw ustrojowych oraz wybranych tkanek zwierzat hodowlanych

Waznym zakresem tematycznym mojej pracy badawczej byta implementacja narzedzi
proteomicznych tj. potaczenia elektroforezy jedno- i dwukierunkowej (1-DE, 2-DE) wraz ze spektrometrig
mas typu MALDI-TOF, MALDI-TOF-TOF-MS/MS oraz chromatografii cieczowej potaczonej z tandemowg
spektrometrig mas (LC-MS/MS) w celu globalnej charakterystyki sktadu biatkowego wybranych tkanek
oraz ptynow ustrojowych zwierzat gospodarskich. Dwie publikacje z zakresu omawianego osiggniecia
naukowo-badawczego dotyczyty dopracowywania metodyki pozwalajacej na efektywne usuniecie z
surowicy krwi prosigt oraz cielat frakcji biatek wysokokopijnych z wykorzystaniem heksapeptydowych
bibliotek kombinatorycznych, celem zwiekszenia rozdzielczo$ci pozostatych biatek na zelach 2-D (Zat. 4,
1.1.23) oraz ich pozniejszej detekcji przy uzyciu barwnikéw kolorymetrycznych (Zat. 4, 1.3.1). Jest to
szczegdlnie istotne, bowiem to biatka $rednio- i niskokopijne uznawane sg za czynniki regulacyjne, ktore
w gtéwnej mierze decydujg o przebiegu szeregu proceséw fizjologicznych oraz patofizjologicznych i to
one tak naprawde lezg w obszarze zainteresowan badan proteomicznych.

Kolejna praca wpisujaca sie w te tematyke skierowana byta na utworzenie profilu biatkowego
osocza krwi cielat w 7 dniu Zycia (Zat. 4, 1.1.29). Biatka osocza krwi zostaty rozdzielone metodg 2-DE w
zakresie pH 4-7 oraz mas czasteczkowych pomiedzy 20 a 250 kDa. Wsérdd 79 zidentyfikowanych spotow
biatkowych, znajdowaly si¢ biatka zwigzane z procesem krzepnigcia krwi (faricuch alfa fibrynogenu,
prekursor taricucha gamma-B fibrynogenu, czynnik von Wlllebranda), metabolizmem i/lub transportem
lipidow (apo A-l, apo A-IV, apo E), biatka uktadu dopetniacza (prekursor subkomponentu C1s, prekursor
podjednostki B subkomponentu C1q), biatka wigzace oraz transportujgce (albumina, serotransferyna,
biatko wigzace witamine D, gelsolina), inhibitory proteaz (prekursor alfa-1-antyproteinazy), biatka
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strukturalne (aktyna cytoplazmatyczna 1, tancuch alfa-3 tropomiozyny, tancuch alfa-4 tropomiozyny,
tancuch beta-1 tubuliny) oraz inne biatka takie jak: prekursor klusteryny, biatko 78 kDa regulowane
glukozg oraz serynowo/treoninowa kinaza biatkowa 38. Ta sama technika badawcza zostata
zastosowana w celu opracowania dwuwymiarowej mapy biatkowej odzwierciedlajacej charakterystyczng
dystrybucje biatek surowicy krwi, zdrowych, 50-dniowych prosiat (Zat. 4, 1.1.21). W efekcie
przeprowadzonych badan zidentyfikowano 105 spotdéw biatkowych, reprezentujacych 37 r6znych
produktow ekspresji genow. Na uwage zastuguije fakt, ze w niniejszej pracy zidentyfikowano 12 biatek,
ktorych obecno$¢ nie zostata wcze$niej potwierdzona w surowicy lub osoczu krwi prosigt z
wykorzystaniem narzedzi proteomicznych. Wsrod nich mozemy wyrdznic: czynnik H uktadu dopetniacza,
prekursor subkomponentu C1s, komponent C3d, izoforme X1 molekuty CD5, izoforme X2 faricucha alfa
biatka wigzacego C4b, tancuch beta biatka wigzacego C4b, properdyne, antygen CD14, izoforme X1
antytrombiny-Ill, fikoling-2 oraz apolipoproteine C-Il. Z kolei, badania skierowane na utworzenie mapy
osocza krwi koni potkrwi Arabskiej pozwolity na wyodrebnienie 22 biatek, ktore wczesniej nie zostaty
zidentyfikowane na mapach 2-D (Zat. 4, 1.1.11). Przyporzadkowano je do nastepujacych proceséw
biologicznych: biatka zwigzane z procesem krzepniecia krwi (tarcuch alfa oraz beta fibrynogenu, taricuch
B czynnika krzepniecia XIll, kofaktor 2 heparyny, biatko C zalezne od witaminy K), biatka ukfadu
dopetniacza (subkomponent C1r, subkomponent C1s, tancuch alfa biatka wigzacego C4b), biatka
zaangazowane W mechanizmy wrodzonej odpornosci humoralnej (fikolina 1, antygen CD5, biatko
podobne do apolipoproteiny r), biatka zwigzane z metabolizmem lipidéw oraz ochrong antyoksydacyjng
(apo E, fosfolipaza D1 specyficzna dla  glikandw  fosfatydyloinozytolu,  surowicza
paraoksynazalarylesteraza 1, biatko podobne do karboksylesterazy watrobowej, prekursor peroksydazy
glutationowej 3), biatka zwigzane z organizacjq cytoszkieletu (aktyna cytoplazmatyczna 1, faficuch alfa-4
tropomiozyny, fancuch alfa-1A tubuliny), adhezjg komédrkowa (cingulina, fibulina-1) oraz syntezg biatek
(39S mitochondrialne biatko L17).

Proteomiczna analiza moczu 6-dniowych cielat w oparciu o tgczone techniki 2-DE z MALDI-TOF-
TOF-MS/MS oraz 1-DE z LC-MS/MS pozwolita na identyfikacje 692 produktéw ekspresji gendw (Zat. 4,
1.1.5). Wsrod nich obserwowano obecno$¢ unikatowych biatek zwigzanych z rozwojem embrionalnym
(ameloblastyna, alfa-fetoproteina, biatko delta, homolog indyjski biatka hedgog, wariant transkrypcyjny
fibronektyny 1 embrionalnej), biatek zaangazowanych w rozwdj funkcjonalny nerek (kalbindyna, glipikan
3, nidogen 1, pro-katepsyna H) oraz biatek bioracych udziat w nerkowej regulacji bilansu wodno-
elektrolitowego (enzym konwertujgcy angiotensyne, angiotensynogen, AQP-1, ezryna, uromodulina).

Ponadto, w omawiany zakres osiggnie¢ naukowych wpisuje sie praca dotyczaca charakterystyki
proteomu watroby rosnacych $win (Zat. 4, 1.1.8). W tym celu biatka rozdzielono z uzyciem elektroforezy

2-D, w zakresie pH 4-7 oraz mas czasteczkowych mieszczacych sie pomiedzy 15 a 250 kDa. Wsrdd 265
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zidentyfikowanych spotow biatkowych, znajdowaty si¢ biatka zwigzane z metabolizmem weglowodanéw,
w tym w proces glikolizy i glukoneogenezy (izoforma X1 alfa enolazy, mitochondrialna dehydrogenaza
aldehydowa, dehydrogenaza 4-trimetyloamoniobutyraldehydowa, izoforma X1 galaktokinazy, izoforma
X1 ketoheksokinazy), biatka zaangazowane w metabolizm lipidow, w tym w synteze i degradacje kwasoéw
ttuszczowych (dehydrogenaza acylo-CoA $redniotancuchowych oraz krotkotancuchowych kwasow
ttuszczowych, dehydrogenaza acylo-CoA krétkofaricuchowych, rozgatezionych kwaséw tluszczowych,
mitochondrialny tancuch alfa karboksylazy propionylo-CoA), metabolizm cholesterolu (apo A-l, kinaza
mewalonianowa) oraz kwaséw Zzotciowych (dehydrogenaza-4 3-oksy-5 beta-steroidowa, N-
acylotransferaza kwas zdiciowy-CoA: aminokwas). Ponadto, wykazano obecno$¢ biatek bioracych udziat
w metabolizmie aminokwasoéw tj. arginininy oraz proliny (agmatynaza mitochondrialna, dehydrogenaza
4-trimetyloamoniobutyraldehydowa,  arginaza-1, mitochondrialna  amidinotransferaza  glicyny,
aminopeptydaza cytozolowa), glicyny, seryny i treoniny (S-metylotransferaza betaina-homocysteina,
dehydrataza serynowa), alaniny, asparaginianu i glutaminianu (dehydrogenaza 1 glutaminianu, syntetaza
glutaminianu). Zidentyfikowano réwniez biatka zaangazowane w biodegradacje oraz metabolizm lekow
oraz ksenobiotykéw (beta-ureidopropionaza, S-metylotransferaza tiopuryny, N-metylotransferaza
indoletylaminy, fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-guaninowa, metylotransferaza arsenowa,
esteraza watrobowa).

Inna praca z tego zakresu tematycznego dotyczyta utworzenia map 2-D odzwierciedlajacych
profil biatkowy kory nerek 9-miesiecznych lisow polarnych (Zat. 4, 1.1.24). Przeprowadzone analizy
proteomiczne pozwolity na identyfikacje 16 biatek, ktére zostaty skategoryzowane zgodnie z petnionymi
przez nie funkcjami biologicznymi na zaangazowane w: metabolizm lipidow (apo A-l, aminotransferaza
4-aminomastowa, podjednostka beta enzymu trzyfunkcyjnego), metabolizm aminokwaséw
(dehydrogenaza 1 glutaminianu, dehydrogenaza delta-1-pyrolino-5-karboksylanowa), metabolizm
energetyczny (podjednostka beta syntazy ATP, dehydrogenaza alkoholowa, hydrataza akonitanowa)
oraz wigzanie i transport (albumina surowicza, biatko wigzace retinol).

Kolejna grupa artykutow wpisujgca sie¢ w niniejszy nurt badawczy dotyczyta charakterystyki
proteomu osocza krwi (Zat. 4, 1.1.27), migénia sercowego oraz osierdzia (Zat. 4, 1.1.17) jak rowniez
nerek (Zat. 4, 1.1.18) suma afrykanskiego, ktory jest uznanym gatunkiem ryb w polskim przemysle rybnym
ze wzgledu na niskie wymagania $rodowiskowe i tatwos¢ w osigganiu dobrych efektow tuczu. W
rezultacie przeprowadzonych analiz z wykorzystaniem elektroforezy 2-DE otrzymano mapy biatkowe w/w
tkanek w zakresie mas czasteczkowych wystepujacych pomiedzy 15 a 150 kDa oraz zakresie pH 3-10
(serce, osierdzie, osocze krwi), 4-7 (nerka). Biatka, charakterystyczne dla badanego medium zostaty
zidentyfikowane jako homologi innych gatunkéw ryb m.in. Danio prazkowanego, co wskazuje na bardzo

ubogi zakres informacji dostepny w bazach danych dla suma afrykanskiego w czasie przygotowywania
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niniejszych prac. Uzyskane mapy umozliwig roznicowanie profili biatkowych w badaniach skierowanych
na charakterystyke zmian zachodzacych pod wptywem procesow patologicznych czy tez dziatania innego
czynnika do$wiadczalnego (np. czynnika zywieniowego). Narzedzia proteomiczne moga zatem stanowi¢
wsparcie diagnostyczne i prognostyczne umozliwiajgce poszukiwanie nowych wskaznikow biatkowych

wskazujacych na warto$¢ uzytkowa ryb, co zostato szeroko ujete w pracy przegladowej (Zat. 4, 1.2.2).

ad. 3. Prebiotyki i synbiotyki jako aktywne modyfikatory ekspresji gendw oraz biatek w narzadach,

tkankach i ptynach ustrojowych zwierzat gospodarskich

Istotnym etapem w mojej pracy naukowej bylo podjecie badan dotyczacych wykorzystania
substanciji o dziataniu prebiotycznym w zywieniu rosngcych prosiat. Publikacje wpisujace sie w niniejszy
nurt badawczy sg wynikiem realizacji projektu finansowanego ze $rodkow NCN (,SONATA’, nr
2012/05/DINZ9/01604, Zat. 7). Gtdwnym celem niniejszego doSwiadczenia byto okreSlenie wptywu
dodatku do mieszanek paszowych 4% suszu z korzenia cykorii lub 2% natywnej inuliny ekstrahowanej z
korzenia cykorii na proteom surowicy krwi, btony sluzowej jelita kretego, watroby oraz kory i rdzenia nerek,
a takze na zmiany podstawowych wskaznikow biochemicznych osocza krwi, watroby oraz nerek 50-
dniowych prosiat (Zat. 4,1.1.3,1.1.9,1.1.10,1.1.12,1.1.13, 1.1.14, 1.1.20). W efekcie przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze susz z korzenia cykorii powoduje wzrost ekspresji biatek zaangazowanych w
ochrone przed stresem oksydacyjnym w watrobie (peroksyredoksyna 5 oraz 6, dysmutaza ponadtlenkowa
1, biatko 1 wigzace selen) oraz w btonie $luzowej jelita kretego (aneksyna A2), jak réwniez powoduje
istotng regulacje w dét biatek surowiczych zwigzanych z odpowiedzig ostrej fazy (biatko C-reaktywne,
biatko wigzace komponent dopetniacza C4, sktadnik dopetniacza C6 oraz antygen CD14), wskazujac tym
samym na antyoksydacyjny i przeciwzapalny potencjat tego suplementu diety. Ponadto, wykazano, ze
dodatek suszu z cykorii do mieszanek paszowych wptywa na poprawe statusu antyoksydacyjnego
zwigzanego z obnizeniem wartosci TBARS w watrobie oraz PAB w osoczu krwi i watrobie mtodych
zwierzat. W niniejszych do$wiadczeniach dowiedziono rowniez, ze poprzez wptyw na ekspresje szeregu
biatek zwigzanych z funkcjonalng dojrzatoscig oraz integralnoscig nabtonka jelita kretego (keratyna 20,
jadrowy antygen komoérek proliferujgcych, aneksyna A2, biatko 3 zwigzane z aktyng) susz z cykorii ma
istotne znaczenie w utrzymaniu szczelnosci bariery jelitowej. Przy stosowaniu suplementacji mieszanek
paszowych 2% inuling lub 4% suszem z cykorii odnotowano istotne obnizenie ekspres;ji transferryny (Tf)
w rdzeniu nerek 50-dniowych prosiat. Gtéwng funkcjg petniong przez Tf jest transport jondw Zelaza w
krazeniu ogolnym i dostarczanie go do wnetrza komérek za posrednictwem receptora dla transferryny.
Biorac pod uwage fakt, ze w warunkach niedoboru zelaza obserwuje sie wzrost stezenia tego biatka,

uzyskane w doswiadczeniu wyniki wskazuja, ze obie substancje prebiotyczne przyczynity sie do
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zwigkszenia biodostepnos$ci zelaza. Przemawia za tym réwniez wzrost koncentraciji zelaza, obserwowany
w osoczu krwi suplementowanych zwierzat. Co wiecej, podaz obu diet eksperymentalnych wptynefa
istotnie na zmiany koncentracji sodu, potasu, wapnia, cynku, selenu oraz kadmu w watrobie oraz nerkach
prosigt. Na szczeg6lng uwage zastuguje wzrost depozycji selenu oraz sodu w obu analizowanych
narzadach. Selen, poza silnym dziataniem antyoksydacyjnym oraz immunomodulacyjnym, w sposéb
posredni chroni organizm przed toksycznym dziataniem metali ciezkich tworzac z nimi trwate kompleksy.
Powstate na tej drodze selenki metali ciezkich cechujq sie niskg rozpuszczalnoscig, przez co zostajg
wytaczone z dalszych przemian biochemicznych i zostajg wydalone z organizmu. Powyzsze znajduje
potwierdzenie w wynikach naszych badan, wskazujacych na wzrost koncentracji Se przy jednoczesnym
obnizaniu sie poziomu Cd. Efekt ten jest szczegoinie dostrzegalny w grupie prosigt zywionych dietq
suplementowang suszem z cykorii. Wykazany w naszych poprzednich badaniach wptyw fruktanow typu
inulinowego na zwiekszong depozycje wybranych makro- i mikroelementow w nerkach wywiera rowniez
posredni efekt przejawiajacy sie ingerencjg w mechanizmy regulacji gospodarki wodno-elektrolitowe;.
Potwierdzeniem tego sg rezultaty eksperymentu dotyczacego oceny wptywu suplementacji mieszanek
paszowych 1%, 2%, 3% natywng inuling lub 4% suszem z korzenia cykorii na zmiany ekspresji AQP2 w
nerkach prosigt. Biatko to regulowane jest przez wazopresyne, ktdra uczestniczy we wbudowywaniu
AQP2 w btone komdrkowg kanalikow zbiorczych nerek, umozliwiajgc tym samym wchtanianie zwrotne
wody. Ograniczona ekspresja AQP2 jest zwigzana z zaburzeniami, w ktorych ma miejsce nadmierna
utrata wody z organizmu. Wyniki niniejszych badan wskazujg jednoznacznie, ze ekspresja AQP2 w
nerkach prosiat wrasta wraz z udziatem inuliny w diecie.

Inne prace z tego zakresu tematycznego dotyczyty wptywu prebiotykow (P1: inulina) oraz
synbiotykow (S1: inulina + Lactobacillus lactis subsp. cremoris, S2: galaktooligosachardy + Lactobacillus
salivarius, S3: oligosacharydy z rodziny rafinozy + Lactobacillus plantarum) podanych in ovo na zmiany
ekspresji szeregu gendw zwigzanych z metabolizmem oraz odpowiedzig immunologiczng w migsniach,
jelicie grubym oraz obwodowych tkankach limfoidalnych u kurczat brojleréw (Zat. 4, 1.1.4, 1.1.6). Zmiany
ekspresji analizowanych genéw wskazujq jednoznacznie, ze stymulacja in ovo synbiotykiem S2 wptywa
na zwiekszenie wrazliwosci komorek na insuling, zwigkszajac tym samym wychwyt glukozy, jak réwniez
poprawia parametry profilu lipidowego, prowadzac migdzy innymi do nasilenia procesu beta oksydacji
kwasow ttuszczowych w migéniach piersiowych 7-dniowych kurczat brojlerow. Analizowano rowniez
wptyw prebiotyku (P1) i synbiotyku (S1) podanego in ovo na obwodowe tkanki limfoidalne (Sledziona,
migdatki jelitowe) poprzez analize zmian ekspresji gendw zwigzanych z uktadem immunologicznym u 35-
dniowych brojleréw. Szczegoinie nasilone immunomodulacyjne dziatanie przejawiajace sie indukcjg
ekspresji szeregu gendéw zostato odnotowane jedynie w grupie ptakéw stymulowanych in ovo

synbiotykiem.
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Nalezy podkresli¢, ze wszystkie badania prowadzone w tym zakresie sg wynikiem wspotpracy z
krajowymi o$rodkami badawczymi tj. Zaktadem Zywienia Zwierzat , Instytutu Fizjologii i Zywienia im. Jana
Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk oraz Katedrg Biotechnologii i Genetyki Zwierzat, Wydziatu
Hodowli i Biologii Zwierzat, Uniwersytetu Technologiczno- Przyrodniczego w Bydgoszczy, w ramach

projektow badawczych wspétrealizowanych przez pracownikow Katedry.
ad. 4. Wplyw diety wysokotluszczowej na organizm czlowieka i zwierzat doswiadczalnych

Pierwsza praca wpisujgca sie w niniejszy nurt badawczy dotyczy analizy wptywu diety
wysokottuszczowej na zmiany proteomu osocza krwi u ludzi (zat. 4, 1.1.28). Eksperyment zostat
przeprowadzony na siedmiu, zdrowych, niepalacych mezczyznach w wieku okoto 50 lat. Materiatem do
badan byta krew pobrana na czczo oraz po 4 godzinach od spozycia $mietany w ilosci 50 g tluszczu/1m?2
powierzchni ciata. llosciowa, poréwnawcza analiza profili biatkowych osocza krwi przeprowadzona z
wykorzystaniem elektroforezy 2-D oraz spektrometrii mas typu MALDI-TOF wykazata zmiany ekspresji
22 spotow biatkowych po spozyciu diety wysokottuszczowej . Sposrdd nich, regulacje w gore wykazywaty
biatka zwigzane gtéwnie z procesem hemostazy (teranektyna oraz fibrynogen) oraz z uktadem
dopetniacza (C3, C4 oraz fikolina-3) odgrywajacych kluczowg role w patogenezie miazdzycy.

W tym zakresie tematycznym mojej dziatalno$ci naukowo-badawczej ukazata sig réwniez praca
majaca na celu okreslenie wptywu podazy przez okres 3 miesiecy trzech diet wysokottuszczowych
zawierajgcych nasycone kwasy ttuszczowe lub charakteryzujgcych sie¢ znacznym udziatem
nienasyconych kwasow ttuszczowych n-6 oraz n-3 o réznym ich wzajemnym stosunku tj. 14:1 oraz 5:1
na zmiany histologiczne oraz molekularne migénia sercowego myszy (zat. 4, 1.1.2). Charakterystyka
obrazéw histologicznych miesnia sercowego wykazata wystepowanie hipertrofii oraz zwtoknienia we
wszystkich badanych grupach zywieniowych przy czym najbardziej nasilone zmiany odnotowano u myszy
otrzymujacych diete bogatg w nasycone kwasy ttuszczowe. Najliczniejsza grupa biatek, ktorych ekspresja
ulegta istotnej regulacji w gére w odpowiedzi na podaz wszystkich trzech diet wysokottuszczowych sg
biatka zaangazowane w metabolizm lipidow, wskazujac tym samym na aktywacje mechanizmow
skierowanych na wykorzystanie kwasow ttuszczowych jako potencjalnych substratow energetycznych w
procesie beta oksydacji w mitochondriach. Ponadto, obserwowano zmiany ekspresji szeregu biatek
zaangazowanych miedzy innymi w regulacje cyklu kwaséw trikarboksylowych, glikolize, tancuch
oddechowy, stres oksydacyjny jak rowniez biatek strukturalnych zwigzanych z aparatem kurczliwym
kardiomiocytow.
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ad. 5. Proteomika i jej zastosowanie w poszukiwaniu wskaznikow biatkowych
charakterystycznych dla wybranych proceséw patofizjologicznych u zwierzat

hodowlanych, laboratoryjnych oraz u cziowieka

Kompleksowa analiza proteomu oferuje rowniez duze mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne
pozwalajac tym samym na petniejsze monitorowanie postepu i przebiegu wielu jednostek chorobowych.
Porownywanie profili biatkowych osobnikow zdrowych i chorych pozwala wykrywa¢ obecnos¢ réznych
biatek, wysoce specyficznych dla danego schorzenia, ktére mogq by¢ traktowane jako potencjaine
markery nie tylko we wczesnej diagnostyce, ale rowniez w dziataniach prewencyjnych i terapeutycznych.
Biorgc powyzsze pod uwage dwie kolejne prace o charakterze przegladowym skupiaty sie wtasnie na
podsumowaniu dotychczasowych wynikéw badan proteomicznych prowadzonych zaréwno na ludziach
jak i zwierzetach ze zdiagnozowanymi chorobami nerek (zat. 4, 1.4.1) oraz uktadu sercowo-naczyniowego
(zat. 4,1.2.1).

Jednym z bogatych w biatka mediéw odzwierciedlajacych stan fizjologiczny organizmu jest
surowica krwi. Ten ptyn ustrojowy poprzez kontakt z szeregiem tkanek i narzaddéw ma integrujacy i
scalajgcy wptyw na metabolizm, a zawarte w nim biatka zmieniajg swojg koncentracje pod wptywem
dziatania wielu czynnikow, w tym réwniez patologicznych. Dlatego tez w kolejnych badaniach
prowadzonych w ramach wspétpracy z Katedra Higieny Zywno$ci Zwierzecego Pochodzenia, Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie podjeto sie proby okreslenia zmian
proteomu surowicy krwi u $win zarazonych formami inwazyjnymi Trichinella spiralis, Trichinella britovi
oraz Trichinella pseudospiralis (zat. 4, 1.1.7). Analiza pordwnawcza profili biatkowych surowicy krwi
pobranej w 13 oraz 60 dniu po zarazeniu zostata przeprowadzona z wykorzystaniem elektroforezy 2-D
oraz spektrometrii mas typu MALDI-TOF. Wzér ekspresji poszczegdlnych biatek na zelach byt
zroznicowany i Scisle zalezny od gatunku nicienia wywotujgcego infekcje pasozytniczg. Ws$roéd biatek
wykazujacych zmiany profilu akumulacji w surowicy krwi $win zarazonych trzema gatunkami Trichinella
mozna wymieni¢: region staty tancucha ciezkiego IgM, wolny lekki taricuch lambda, tancuch gamma IgG,
antytrombina-Ill, klusteryna, biatko homeobox Mohawk, izoforma X1 ukfadu dopetniacza C3, amyloid

surowiczy, apo A-l oraz apo A-IV.

ad. 6. Molekularne aspekty przedimplantacyjnego okresu ciazy u myszy

W omawiany zakres osiggnie¢ naukowo-badawczych wpisujq sie dwie prace powstate w wyniku
wspotpracy pracownikow Katedry Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki z Laboratorium Immunologii
Rozrodu w IITD PAN we Wroctawiu, dotyczace analizy oddziatywan zachodzacych na poziomie

molekularnym zwigzanych z implantacjg zarodka i inwazjg trofoblastu do endometrium (zat. 4, 1.1.1,
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1.1.22). W doswiadczeniach tych podjeto sie migdzy innymi proby okreslenia réznic zachodzacych w
proteomach obwodowych limfocytow CD4(+) wyizolowanych ze $ledziony ciezarnych myszy lub od samic
bedacych w cigzy rzekomej. lloSciowa, poréwnawcza analiza profili biatkowych limfocytow CD4(+)
przeprowadzona z wykorzystaniem elektroforezy 2-D wykazata zmiany ekspresji 25 spotéw biatkowych
przy czym 12 z nich wykazywato obnizonag, a pozostate 13 zwigkszong ekspresje u myszy ciezarnych w
poréwnaniu do tych bedacych w pseudocigzy. Analizy z wykorzystaniem spektrometru masowego typu
MALDI-TOF pozwolity na skuteczng identyfikacje 11 z nich. Wsrdd nich znalazty sie nastepujace biatka:
podjednostka beta syntazy ATP, biatko rybosomalne 40S, podjednostka alfa-1E oraz alfa-2 biatka
zakrywajacego koniec kolczasty mikrofilamentu aktynowego, cytoplazmatyczna dehydrogenaza
jabtczanowa, tancuch alfa tropomiozyny alfa, inhibitor 1 oraz 2 dysocjacji Rho GDP, anhydraza
weglanowa, kofilina-1 oraz typ-4 podjednostki beta proteasomu. Najwieksze zmiany akumulacji tych
biatek dotyczyty kofiliny-1 oraz dehydrogenazy jabtczanowej, ktdrych ekspresja byta odpowiednio 4- i 7-
krotnie nizsza w przypadku limfocytow ciezarnych myszy. W efekcie przeprowadzonych analiz utworzono
rowniez pierwszg mape 2-D odzwierciedlajacg charakterystyczny profil biatkowy limfocytow CD4(+)
ciezarnych myszy. Wsrdd zidentyfikowanych biatek znalazty sie biatka zwigzane z cytoszkieletem (34%),
z syntezg biatek (27%), ochrong przed stresem oksydacyjnym (9%) oraz ochrong immunologiczng (4%),
biatka zaangazowane w wewnatrzkomérkowe kaskady sygnalizacyjne (9%) oraz te zwigzane z
metabolizmem podstawowym (7%) oraz procesami energetycznymi (10%).

Ponadto, wykazano roznice w jakoSci lokalnych (macica) oraz obwodowych (limfocyty T)
sygnatow zarodkowych wysytanych przed implantacjgq w zalezno$ci od tego czy zarodek jest prawidtowy
czy tez uszkodzony (traktowany TNFa). Wyniki przeprowadzonych badan dowodza, ze obecno$é¢
zarodkow, traktowanych TNFa, powoduje zmiany ekspresji 84 gendw w macicy u ciezarnych myszy.
Ponad 87% tych gendéw koduje biatka istotne dla transdukcji sygnatu jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF kappa B. Z kolei analiza proteomiczna limfocytéw T, wyizolowanych ze $ledziony
wykazata istotne zmiany ekspresji 8 biatek zachodzacych pod wptywem obecno$ci w macicy
uszkodzonych zarodkow. Wsrdd nich znajdowaty sie biatka zaangazowane w utrzymanie stabilnosci
cytoszkieletu oraz ruchliwo$ci limfocytow jak rowniez te odpowiedzialne za procesy immunomodulacyjne

oraz odpowiedz na stres komorkowy.
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VI. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA ALBO
ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCII
NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE)

W roku 2005, w trakcie trwania studidw magisterskich, dzieki wspdipracy prowadzonej przez
pracownikbw Katedry Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki z Narodowym Instytutem Badan
Agronomicznych (INRA) we Francji miatam mozliwo$¢ odbycia w tej jednostce dwoch stazy naukowych
(Zat. 9a, 9b, 9d). Efektem tych pobytow byta realizacja badarn wchodzacych w zakres mojej pracy
magisterskiej, jak rowniez szczegotowe zapoznanie sie z aspektami metodycznymi analiz prowadzonych
z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej (2-DE). Kolejny, trzeci staz odbytam w czasie trwania
studiéw doktoranckich, w tej samej jednostce naukowej (Zat. 9¢, 9d), dzieki przyznanemu mi stypendium
Rzadu Francuskiego (Zat. 9e). Uzyskana w trakcie tych trzech wyjazdow wiedza i umiejetnosci, a takze
opracowane protokoty metodyczne zostaty wykorzystane w wiekszosci publikacji stanowigcych moj
dorobek naukowy w zakresie badan proteomicznych. Ponadto, wymiernym efektem tych stazy byto
opublikowanie dwéch artykutdbw naukowych o charakterze przegladowym (Zat. 9i, 9j) oraz jedng
oryginalng prace badawczg (Zat. 9k). Nalezy podkresli¢, ze do$wiadczenie pracownikdéw Katedry z
zakresu technik proteomicznych zdobyte na drodze wspdtpracy z Narodowym Instytutem Badan
Agronomicznych (INRA) pozwolito na uzyskanie grantu aparaturowego umozliwiajgcego utworzenie
nowoczesnego laboratorium proteomicznego w jednostce macierzystej (zat. 4, 5.4).

Po uzyskaniu w 2010 roku stopnia doktora nauk rolniczych odbytam kolejne dwa staze naukowe.
Pierwszy z nich zostat zrealizowany w Katedrze Badan nad Nowotworami i Medycyny Molekularnej,
Norweskiego Uniwersytetu Nauki i Technologii (NTNU) w Trondheim (Zat. 9g). Wyjazd ten zostat
sfinansowany ze Srodkéw Fundacji Rozwoju Systemu Edukacji w ramach Funduszu Stypendialnego i
Szkoleniowego (Zat. 9f). W trakcie dwutygodniowego stazu rozszerzatam swoj warsztat badawczy
wykonujac analizy z wykorzystaniem elektroforezy réznicujacej w zelu poliakryloamidowym (2-D DIGE),
a takze identyfikacji biatek z uzyciem spektrometru masowego typu MALDI-TOF/TOF. W tym czasie,
bratam réwniez udziat w dopracowywaniu zatozen metodycznych dotyczacych przygotowania materiatu
biologicznego (tkanki zwierzece) do analiz proteomicznych. Dziatania te umozliwity mi przygotowanie
zatozen projektu, ktory zostat w roku 2012 sfinansowany ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki (Zat.
7). Wyniki badan powstate na skutek realizacji tego grantu zostaty opublikowane w licznych pracach (Zat.
4,11.3,1.1.9, 1.1.10, 1.1.12, 1.1.13, 1.1.14, 1.1.20, 1.1.21, 1.1.23), réwniez w tych, ktére wchodzg w
sktad jednotematycznego cyklu publikacji, stanowigcego prezentowane w niniejszym autoreferacie
osiagniecie naukowe. W roku 2016, odbytam kolejny staz naukowy w Zakladzie Podstaw Zywienia
Zwierzat Monogastrycznych Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN w Jablonnej. W trakcie
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dwutygodniowego pobytu rozszerzatam swoj warsztat badawczy wykonujac analizy z zakresu
chromatografii gazowej, wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz uczestniczac w oznaczaniu
wskaznikéw biochemicznych osocza krwi z wykorzystaniem multidyscyplinarnego spektrofotometru
diagnostycznego. Liste zrealizowanych krajowych oraz zagranicznych stazy naukowych zestawiono w
Tabeli 1.

Tabela 1. Krajowe i zagraniczne staze naukowe odbyte przed oraz po uzyskaniu stopnia doktora

Lp. Staze odbyte przed uzyskaniem stopnia doktora Data

1.1 Narodowy Instytut Badarn Agronomicznych (INRA), Saint-Genes-

Champanelle, Francja (Stypendium INRA), Jednostka Zywienia Czlowieka 01.2005 - 03. 2005

1.2 Narodowy Instytut Badan Agronomicznych (INRA), Saint-Genes-

Champanelle, Francja (Stypendium INRA), Jednostka Zywienia Czlowieka 07.2005 - 08. 2005

1.3 Narodowy Instytut Badan Agronomicznych (INRA), Saint-Genes- 07. 2006 — 09. 2006
Champanelle, Francja (Stypendium Rzadu Francuskiego), Jednostka
Zywienia Cztowieka

Lp. Staze odbyte po uzyskaniu stopnia doktora Data

1.4 Norweski Uniwersytet Nauki i Technologii (NTNU), Trondheim, Norwegia
(Stypendium w ramach Funduszu Stypendialnego i Szkoleniowego), 01.10.2011 - 16.10. 2011
Katedra Badan nad Nowotworami i Medycyny Molekularnej

1.5  Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej
Akademii Nauk w Jablonnie, Zaklad Zywienia Zwierzat 10.07.2016 - 25.07.2016

VIl.  INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYINYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE

Do mojej dziatalno$ci dydaktycznej nalezy zaliczy¢ prowadzenie zaje¢ na macierzystej Uczelni w
ramach 15 przedmiotéw na trzech, obecnie prowadzonych na Wydziale Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
kierunkach ksztatcenia: zootechnika, biotechnologia oraz kynologia, a takze na dwdch, wygaszonych juz
kierunkach studiéw: biologia oraz bioinformatyka. Lista prowadzonych kurséw zostata zestawiona w
Tabeli 2.
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Tabela 2. Wykaz prowadzonych zajec dydaktycznych (w jezyku polskim oraz angielskim)

Lp. Przedmiot Kierunek Forma zaje¢ Rok/stopien
21 Fizjologia zwierzat Zootechnika ¢wiczenia laboratoryjne /el
Kynologia ¢wiczenia laboratoryjne /el
. . ¢wiczenia o
Biotechnologia laboratoryjne/audytoryjne !
Biologia Gwiczenia Id
g laboratoryjne/audytoryjne
2.2 Animal physiology Erasmus+ wylk; ﬁg?;%\;vr';jizma -
23 Anatomia funkcjonalna i fizjologia ssakéw  Bioinformatyka Iaboratom:fgzrﬂgytoryjne /1
24 Fizjologia zwierzat z anatomig Rolnictwo Iaborato?'\;/\?:;/(zaar::gytoryjne I7°1
o . . , ¢wiczenia
25 Biologia komorki Biotechnologia laboratoryjne/audytoryjne I7°1
Biologia Cwiczenia Il
laboratoryjne/audytoryjne
Bioinformatyka ~ Cwiczenia laboratoryjne I7°1
Mikrobiologia ¢wiczenia laboratoryjne I7°1
stosowana
26  Proteomika Biotechnologia Wyggg{;‘t’mﬁi”'a e
Biologia wyktady/Cwiczenia e
g laboratoryjne
Mikrobiologia wyktady/Cwiczenia e
stosowana laboratoryjne
2.7 Proteomics Erasmus+ Wy:: ggﬁ%&f}?'a -
2.8 Genomika i proteomika Bioinformatyka wylk; zgﬁm}?jﬁi}ma nne
29  Markery i mapy bialkowe Biotechnologia Wyk;ifi{,/t‘évrvy'f;:”'a e
Biologia wykdady/Gwiczenia e
audytoryjne
210  Fizjologia wysilku fizycznego Biologia Wyk;ifi{,/tg"rvy'f;:”'a v/l°
211 F'ZJOIOQ'CZ..ne konse’k\{venqelgenetycznej Biotechnologia konwersatoria Inre
modyfikacji czynno$ci organizmu
212 Urzadzenia teghnologlczng i aparatura Biotechnologia wyk+ady/CW|gzen|a V/I°
badawcza w biotechnologii audytoryjne
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213 Molekularne wskazniki predykcyjne ptynéw Biotechnologia wyk+ady/CW|gzen|a e
ustrojowych audytoryjne

Biologia wyklady/cwiczenia e
audytoryjne

214 Bialkowg mquery w ocenie zdrowia i Zootechnika wyk’rady/cwipzenia e
wydolnosci fizycznej koni audytoryjne

215  Etologiai behawior Kynologia wyklady/twiczenia e
audytoryjne

Ponadto, w latach 2013-2020 petnitam opieke naukowg nad sze$cioma studentami w ramach
miedzynarodowego programu praktyk zawodowych dla studentéw kierunkéw technicznych — IAESTE
(Tabela 3).

Tabela 3. Opieka naukowa nad studentami w ramach programu IAESTE

Lp. Studenci z osrodkdw zagranicznych Data

3.1 Alejandro Santos Mejia; Pablo de Olavide University in Seville; Hiszpania 14.10.2019 - 13.01.2020
3.2 Sofia Tsaknia; National Technical University of Athens (NTUA); Grecja 01.03.2019 - 31.05.2019
3.3 Angela Da Silva Braga; Federal University of Tocantins; Brazylia 06.11.2018 - 05.02.2019
3.4  Maria Victoria Pantano Diaz; National University of San Juan; Argentyna 04.05.2017 - 03.08.2017
3.5 Osvaldo Galeana Morales; Morelia University of Technology; Meksyk 03.10.2016 - 14.01.2017
3.6  Zehua Wang; University of Shanghai for Science and Technology; Chiny 02.07.2013 - 20.12.2013

Pod mojg opiekg naukowag w latach 2018-2021 zrealizowanych zostato 7 prac dyplomowych, w
tym 4 prace inzynierskie oraz 3 prace magisterskie.

W latach 2017-2020 odbytam cztery staze dydaktyczne finansowane w ramach programu
Erasmus+ (Zat. 10a, 10b, 10c, 10d). Trzy z nich realizowane byly na Wydziale Nauk Rolniczych
Uniwersytetu Grzegorza Mendla w Brnie oraz jeden na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Arystotelesa w Salonikach, podczas ktorych prowadzitam seminaria dla doktorantéw oraz pracownikow
wydziatu, jak réwniez przeprowadzitam zajecia z przedmiotu ,Animal physiology” (Tabela 4). W efekcie
wyjazdy te stworzyty mozliwo$¢ rozszerzenia dotychczasowej wspotpracy miedzynarodowej w wymiarze
dydaktycznym oraz badawczym. Dr hab. Petr Sldma, pracownik Wydziatu Nauk Rolniczych Uniwersytetu
Grzegorza Mendla w Brnie trzykrotnie wygtosit wyktady dla pracownikdw i studentéw macierzystego
Wydziatu w latach 2017-2019. Ponadto, wspdtpraca ta zaowocowata powstaniem oryginalnego artykutu

naukowego (Zat. 4, 1.1.4).
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Tabela 4. Wyjazdy dydaktyczne w ramach programu Erasmus+

Lp. Instytucja przyjmujaca Data

41  Uniwersytet Mendla w Brnie, Brno, Czechy 17.04.2017 - 21.04.2017
4.2  Uniwersytet Mendla w Brnie, Brno, Czechy 23.04.2018 - 27.04.2018
4.3  Uniwersytet Arystotelesa w Salonikach, Saloniki, Grecja 06.05.2019 - 10.05.2019
4.4  Uniwersytet Mendla w Brnie, Brno, Czechy 22.09.2020 - 24.09.2020

Z kolei, zestawienie gtownych obszarow dziatalno$ci organizacyjnej oraz tej na rzecz promocji

nauki przedstawiono w Tabelach 5 oraz 6.

Tabela 5. Dziatalnosc organizacyjna

Lp. Funkcja Data
51  Czlonek Rady Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat ZUT w Szczecinie 2016-2019
5.2 Czlonek Wydziatowej Komisji Kwalifikacyjnej na wyjazdy dydaktyczne realizowane w 2016-2020
ramach programu Erasmus+
5.3  Czlonek Komisji Egzaminacyjnej z jezyka angielskiego dla doktorantéw 2016-2020
5.4  Czonek Rady programowej dla kierunku Biotechnologia 2016-2020
2020-2024
5.5 Czlonek Rady programowej dla kierunku Kynologia 2020-2024
5.6  Cztonek Rady Naukowej Dyscypliny zootechnika i rybactwo 2020-2024
Tabela 6. Dziatalno$c na rzecz promocji nauki
Lp. Funkcja Rok akademicki
6.1  Realizacja warsztatéw ,Krew darem Zycia” w ramach programu , Licealista w 2016/2017
Swiecie nauki” (3 edycje) 2018/2019
6.2 Realizacja warsztatow dla senioréw w ramach programu Zachodniopomorskiego 2017/2018
Technologicznego Uniwersytetu Trzeciego Wieku (1 edycja)
6.3  Wspdtprowadzaca szkolenia/warsztaty z zakresu analizy biatek metodami
elektroforetycznymi: 3 edycje dla studentéw V roku studiéw stacjonarnych 2011/2012
kierunku Biotechnologia, Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
6.4 Wspolprowadzaca szkolenia/warsztaty z zakresu analizy biatek metodami
elektroforetycznymi: 5 edycji - dla przedsiebiorcow, przedstawicieli sanepidow, 2004/2005
terenowych oddziatéw weterynaryjnych i laboratoriéw badania jakosci produktow 2005/2006

spozywczych oraz przedstawicieli polskich o$rodkéw naukowych
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Vill. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO

Méj dorobek naukowy obejmuje tacznie 85 pozycji bibliograficznych w tym: 48 publikacii
naukowych, 3 rozdzialy w monografiach naukowych, 2 rozdziaty w skrypcie oraz 32 doniesienia i
komunikaty prezentowane na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Ws$rod publikacii
naukowych, 42 artykuty zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR (w tym 4 stanowig cykl
wskazany, jako szczegblne osiggniecie w postepowaniu habilitacyjnym), kolejnych 6 pozycji zostato
opublikowanych w recenzowanych czasopismach z czesci B wykazu czasopism Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego.

Biorac pod uwage wartosci wskaznikéw bibliometrycznych przypisanych zgodnie z rokiem
wydania poszczegdlnych publikacii, faczna wartos¢ dorobku naukowego w przeliczeniu na punkty MNiSW
wynosi 1881. Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji jest rowny 66,757. Zestawienie dorobku
naukowego z liczbg pozycji bibliograficznych, nazwa czasopism, wartosci IF i z uwzglednieniem punktow

MNiSW, przed oraz po uzyskaniu stopnia doktora przedstawiono w Tabelach 7 oraz 8.

Liczba cytowan publikacji (na dzien 03.08.2021)
Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science (core collection) wynosi - 203, bez autocytowan - 135
Liczba cytowan wedtug bazy Scopus wynosi - 218, bez autocytowarn - 116
Liczba cytowan wedtug bazy Google Scholar wynosi - 297, bez autocytowan — brak danych
Informacja o posiadanym indeksie Hirscha
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science wynosi - 9
Indeks Hirscha wedtug bazy Scopus wynosi - 9

Index Hirscha wedtug bazy Google Scholar wynosi — 10
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Tabela 7. Zestawienie dorobku naukowego wg. liczby pozycji bibliograficznych, wartosci IFA z
uwzglednieniem punktéw MNiSWBCDEF 'przed oraz po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora

Przed uzyskaniem

; Jednotematyczny Pozostate Ogotem
Rodzaj publikaci CETIIEICELLETE cykl publikacji publikacje
IF pkt. wg. I pkt. wg. I pkt. wg. I pkt. wg.
MNiSW MNiSW MNiSW MNiSW
Prace oryginalne w
czasopismachzbazy 1489 24 6038 200 sagro 460 goger 1T
JCR (1) 4) (32) 37)
e S
bazy JCR (1) (3) (4)
Artykuly przegladowe
W czasopismach z 2,974 2 : : 1,286 o 4,260 o
bazy JCR (1) (4) (5)
Artykuly ;_arzeglqdowe 10 5 15
w czasopismach - (1) - - - () - 2)
spoza bazy JCR
Doniesienia i - i i i - -
i komunikaty 4) (28) (32)
Rozdziaty w 3 i i 7 i 10
monografiach (1) 2 (3)
. 0 0
Rozdzialy w skryptach - - - - - -
'y wskryp @) @
: 63 275 1543 1881
Ogotem 4,463 6,038 56,256 66,757
g 9) @) (72) (85)

A Warto$ci wskaznika impact factor publikacji podano wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania

(dla publikacji z 2021, dla ktérych IF nie zostat obliczony podano ostatni aktualny).

B Liczba punktow zostata przyznana na podstawie Komunikatu nr 16/2009 Ministra Nauki i Szkolnictwa WyZszego z dnia 16 lipca
2009 r. w sprawie uzupetnienia wykazu wybranych czasopism wraz z liczbg punktéw za umieszczong w nich publikacje naukowa.
C  Liczba punktow zostata przyznana na podstawie Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20 grudnia 2012 .
w sprawie wykazu czasopism naukowych wraz z liczbg punktow przyznawanych za publikacje naukowe w tych czasopismach.
D |iczba punktow zostata przyznana na podstawie Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 25 stycznia 2017 r.
w sprawie wykazu czasopism naukowych wraz z liczbg punktéw przyznawanych za publikacje naukowe w tych czasopismach,

ustalonego na podstawie wykazdw ogtoszonych w latach 2013-2016.

E  Liczba punktéw zostata przyznana na podstawie Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 25 stycznia 2017 r.,

jako wykaz czasopism naukowych obowigzujacy podczas ewaluacji za lata 2017-2018.

F Liczba punktéw zostata przyznana na podstawie Komunikatu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 18 lutego 2021 r. o zmianie i
sprostowaniu  komunikatu w sprawie wykazu czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw z konferencji

migdzynarodowych.
* W nawiasach podano liczbe publikacji;
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Tabela 8. Zestawienie dorobku naukowego wg. liczby publikacji wraz z nazwami czasopism w ktorych
w/w artykuty zostaty opublikowane

. o Przed uzyskaniem Po uzyskaniu .
ieaillao stopniaydoktora stopniz:doktora e
1. Oryginalne opublikowane prace twércze 2 39 4
a. w czasopismach znajdujacych sig w bazie Journal 1 36 37
Citation Reports (JRC)
Journal of Physiology and Pharmacology 1 4 5
Folia Biologica (Krakdw) - 3 3
Journal of Animal and Feed Sciences - 3 3
Medycyna Weterynaryjna - 3 3
Polish Journal of Veterinary Sciences - 4 4
Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences - g 3
Archives of Animal Breeding - 1 1
Biotechnic & Histochemistry 1 1
Turkish Journal of Biology 1 1
Clinical Nutrition 1 1
Livestock Science 1 1
Animal 3 3
Pathogens 1 1
Animals 2 2
Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition - 2 2
Frontiers in Veterinary Science - 2 2
Nutrients - 1 1
b. w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych
innych niz znajdujace si¢ w bazie Journal Citation 1 3 4
Reports (JCR)
Acta Scientiarum Polonorum, Medicina Veterinaria 1 - 1
Acta Scientiarum Polonorum, Zootechnica - 2 2
Folia Pomeranae Universitatis Technologiae Stetinensis, i 1 1
Zootechnica
2. Prace Przegladowe 2 5 7
a. wczasopismach znajdujacych sie w bazie Journal 1 4 5
Citation Reports (JRC)
Journal of Physiology and Pharmacology 1 1
Medycyna Weterynaryjna - 3
Journal of Elementology - 1 1
b. w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych
innych niz znajdujace sie w bazie Journal Citation 1 1 2
Reports (JCR)
Journal of Pre-Clinical and Clinical Research - 1 1
Medycyna Weterynaryjna 1 - 1
3. Inne publikacje 5 32 37
a. doniesienia i komunikaty 4 28 32
b. rozdziaty w monografiach 1 2 3
. rozdzialy w skryptach - 2 2
Razem 9 72 85

Szczecin, 03.08.2021 r. 1

‘ i ' /
/Z{"’f?mf otk Hevosyme ,{7

drinz Agnieszka Herosimczyk

strona 45



