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I.  DANE OSOBOWE

Imig i nazwisko:

Adam Lepczynski

Miejsce pracy:

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

71-270 Szczecin

Dane kontaktowe:

Katedra Fizjologii, Cytobiologii i Proteomiki

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie
ul. Klemensa Janickiego 29,

71-270 Szczecin

Il. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

04.02.2003 r.

inzynier, kierunek studiéw: zootechnika, Akademia Rolnicza w Szczecinie,
Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

24.06.2004 r.

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

temat dysertaciji: ,Analiza polimorfizmu zlokalizowanego w genie somatoliberyny
(GHRH) jako przypuszczalnego locus cech ilosciowych odpowiadajgcych za
uzytkowos¢ mleczng bydta”,

Promotor: prof. dr hab. Marek Kmie¢

10.05.2010 r.

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

temat dysertacji: ,Analiza proteomu osocza krwi cielgt zywionych naturalnie i
preparatem mlekozastepczym”,

Promotor: prof. dr hab. Wiestaw F. Skrzypczak

. DOTYCHCZASOWE ZATRUDNIENIE W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

01.09.2010 - 31.08.201

1r. Katedra Fizjologii Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i
Hodowli Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w
Szczecinie
stanowisko: adiunkt w wymiarze ¥; etatu.

01.09.2011 r. — obecnie Katedra Fizjologii Cytobiologii i Proteomiki, Wydziat Biotechnologii i

Hodowli Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w
Szczecinie
stanowisko: adiunkt w wymiarze 1/1 etatu.
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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
,WPLYW SUPLEMENTACJI DIETY SUSZEM Z KORZENIA CYKORII NA ZMIANY PROTEOMU
WYBRANYCH PLYNOW USTROJOWYCH, TKANEK | NARZADOW ORAZ WSKAZNIKOW
FIZJOLOGICZNYCH U ROSNACYCH SWIN”

B. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

1.1. Lepczynski A., Herosimczyk A., Ozgo M., Skomiat J., Taciak M., Barszcz M., Berezecka N., 2015,
Dietary supplementation with dried chicory root triggers changes in the blood serum proteins engaged in
the clotting process and the innate immune response in growing pigs. Journal of Physiology and
Pharmacology, 66, 47-55.
(IF: 2,804; MNiSW: 25)

Méj wktad 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 oraz samodzielnym sformutowaniu wnioskéw, doborze pismiennictwa z zakresu przedmiotu, napisaniu
manuskryptu oraz przeprowadzeniu procesu edytorskiego (autor korespondencyjny). Méj udziaf procentowy szacuje na 55%

|.2. Lepczynski A., Herosimczyk A., Barszcz M., Ozgo M., Taciak M., Skomiat J., 2016, Inulin-type
fructans trigger hanges in iron concentration and activity of bone metabolism biomarkers in blood plasma
of growing pigs, Journal of Animal and Feed Sciences, 25, 343-347.
(IF: 1,024; MNiSW: 20)

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 pisSmiennictwa z zakresu
przedmiotu, napisaniu manuskryptu oraz przeprowadzeniu procesu edytorskiego (autor korespondencyjny).
Méj udziaf procentowy szacuje na 50%

|.3. Lepczynski A., Herosimczyk A., Ozgo M., Marynowska M., Pawlikowska M., Barszcz M., Taciak M.,
Skomiat J., 2017, Dietary chicory root and chicory inulin trigger changes in energetic metabolism, stress
prevention and cytoskeletal proteins in the of growing pigs — a proteomic study, Journal of Animal
Physiology and Animal Nutrition, 101, 225-236.
(IF:1,607; MNiISW: 30)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wiodacej roli w: opracowaniu koncepcji przeprowadzenia badan, gromadzeniu
materiatu 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). Méj udziaf procentowy szacuje na 55%

l.4. Lepczynski A., Herosimczyk A., Ozgo M., Barszcz M., Taciak M., Skomiat J., 2019, Modification of
ileal proteome in growing pigs by dietary supplementation with inulin or dried chicory root, Journal of
Animal and Feed Sciences, 28, 177-186.
(IF: 0,875; MNiSW: 20)

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, przeprowadzaniu analiz laboratoryjnych
i statystycznych, samodzielnym sformutowaniu wnioskoéw, doborze piSmiennictwa z zakresu przedmiotu, napisaniu
manuskryptu oraz przeprowadzeniu procesu edytorskiego (autor korespondencyjny). Méj udziaf procentowy szacuje na 50%

Warto$ci wskaznika impact factor publikacji podano wedtug listy Journal Citation Reports (JCR),
zgodnie z rokiem opublikowania (dla publikacji z 2019, dla ktérych IF nie zostat obliczony podano ostatni
aktualny).
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Punktacja zostata przyznana na podstawie przepisdbw wprowadzajgcych ustawe - Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce, ktore okreslajqg wykaz czasopism naukowych ogtoszonych
komunikatem Ministra Nauki i Szkolnictwa WyZzszego z dnia 25 stycznia 2017 r., jako wykaz czasopism
naukowych obowigzujacy podczas ewaluacji za lata 2017-2018 (w przypadku publikacji wydanych w
2019 roku, przydzielono punkty za rok 2018).

Sumaryczny impact factor publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego wedtug listy Journal
Citation Reports (JCR) = 6,31

Suma punktéw za publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego wedtug wykazu czasopism
naukowych MNISW = 95

Kopie publikacji wchodzacych w sktad szczegolnego osiggniecia naukowego stanowig zatacznik nr 4.
Oswiadczenia wspotautorow wyzej wymienionych prac wraz z okresleniem ich indywidualnego wktadu
stanowi zatacznik nr 5.

OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM
ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Wprowadzenie i uzasadnienie podjecia badan s

Osiagniecie naukowe stanowigce podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego
stanowig cztery oryginalne artykuty, opublikowane w latach 2015 — 2019, dotyczace zastosowania
w diecie $win, bogatego we fruktany typu inulinowego, suszu z korzenia cykorii pod wspolnym tytutem:
,Wplyw suplementacji diety suszem z korzenia cykorii na zmiany proteomu wybranych ptynéw
ustrojowych, tkanek i narzadéw oraz wskaznikow fizjologicznych u rosnacych swin”. Badania
wykonano w ramach projektu NCN ,,SONATA”, 2012/05/D/NZ9/01604, w ktorym petnitem funkcje
gtéownego wykonawcy. Przeprowadzone badania miaty na celu okre$lenie wptywu dodatku do diety
rosnacych prosigt substancji o charakterze prebiotycznym, podawanych w formie naturalnej
(susz z korzenia cykorii) na parametry fizjologiczne zwigzane z metabolizmem energetycznym, statusem
immunologicznym, a takze statusem mineralnym. Wyzej wymienione wskazniki przeanalizowano
zarowno z wykorzystaniem klasycznych metod biochemicznych, jak rowniez zaadaptowano wcigz rzadko
wykorzystywang w badaniach zootechnicznych, koncepcje nutriproteomiczng. Celem analiz
nutriproteomicznych jest kompleksowa analiza biatek badanych tkanek badz ptyndw ustrojowych,
by oszacowaC zmiany ich relatywnej koncentracji w wyniku podazy czynnika Zzywieniowego,

ktérym w prezentowanych badaniach byt bogaty w fruktany typu inulinowego susz z korzenia cykorii.

Stosowanie antybiotykow jako dodatkow do pasz z przeznaczeniem dla zwierzat gospodarskich
istotnie wplywato na efekt ekonomiczny chowu tych zwierzat. Gtéwnym efektem stosowania
antybiotykowych stymulatorow wzrostu byto przeciwdziatanie niezytom i chorobom przewodu
pokarmowego, powodowanym przez potencjalnie patogenng flore bakteryjng, tym samym pozytywnie
wptywajac na parametry odchowu takie jak dobowe przyrosty masy ciata oraz czas tuczu. Nie mnig]

strona 5



jednak, stosowanie ich wigzato sie m.in. z ryzykiem rozwoju zjawiska antybiotykoodpornosci bakterii
(Al-Dobaib i Mousa, 2009). W zwigzku z tym, z dniem 1 stycznia 2006 roku wprowadzono we wszystkich
krajach UE definitywny zakaz stosowania antybiotykdw, jako stymulatoréw wzrostu w produkciji zwierzece;
(Dz.U. L268, rozporzadzenie nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady Unii Europejskiej z dnia 22
sierpnia 2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych w zywieniu zwierzat). Dlatego tez koniecznym stato
sie poszukiwanie naturalnych dodatkéw paszowych, ktére mogtyby z powodzeniem zastgpi¢ antybiotyki
i pozytywnie wptyngé na sktad mikrobiomu przewodu pokarmowego zwierzat (Marquardt i Li, 2018).
Znaczenie tego problemu w zywieniu $win podkre$la fakt, ze badania dotyczace réwnowagi mikroflory
jelitowej tych zwierzat realizowane sg w ramach ,Europejskiej sieci ds. czynnikdw wptywajgcych
na rownowage mikrobiomu zotadkowo-jelitowego i jego wptywu na zdrowie $wir (PiGutNet)” Programu
Wspdtpracy w Dziedzinie Badan Naukowo-Technicznych (ang. COST) poddziatanie FA1401, grupa
robocza 3 (Trevisi i in., 2015).

Jedng z proponowanych alternatyw dla antybiotykéw paszowych sg zwigzki o wtasciwosciach
prebiotycznych. Koncepcja prebiotykdw zaktada, Ze sg to sktadniki diety oporne na dziatanie enzymow
trawiennych gospodarza, ktére przez selektywna stymulacje wzrostu i/lub aktywnosci jednego rodzaju lub
ograniczonej liczby bakterii w przewodzie pokarmowym dziatajac bezposrednio lub posrednio wptywajq
korzystnie na stan jego zdrowia (Roberfroid, 2007). Suplementacja prebiotykami w przypadku $win moze
by¢ szczegdlnie korzystna u zwierzat rosngcych w krytycznych okresach odchowu m.in. okresie
okofoodsadzeniowym, w ktorym sg one najbardziej podatne na szkodliwe czynniki Srodowiskowe
(Dirkzwager i in., 2005).

Wazna grupe zwigzkow w petni wypetniajacych zatozenia, ktére powinny spetniaC prebiotyki
sq fruktany typu inulinowego (Roberfroid, 2007). Zwigzki te zbudowane sq reszt B-D-fruktozy potgczonych
ze sobg wigzaniami B(2-1) glikozydowymi, co warunkuije ich odporno$¢ na hydrolize w wyniku aktywnosci
enzymdéw trawiennych gospodarza. Uwzgledniajgc kryterium dtugosci tancucha polisacharydowego
zasadniczo mozna je podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej z nich nalezg czasteczki zbudowane z 2-8
($rednio 4) reszt fruktozowych nazwane oligofruktanami, za$ czasteczki o poziomie polimeryzacji powyze;
10 do 60 reszt fruktozowych (Srednio 25) klasyfikowane sq jako inulina i wchodzg w sktad drugiej grupy
(Roberfroid, 2005). W zaleznosci od stopnia polimeryzaciji fruktanow mogq wywiera¢ odmienne efekty
biologiczne. Bogatym, naturalnym zrodtem obu grup fruktandw jest korzen Cykorii podroznik (Cichorium
intybus). Maczka otrzymywana z korzeni odmian cykorii hodowanych w Polsce $rednio zawiera okoto
63% inuliny oraz okoto 2% oligofruktandw (Gatazka, 2002). Ze wzgledu na wysokg zawartos¢ tych
zwigzkdw prebiotycznych susz z korzenia cykorii jest rozwazany jako potencjalny suplement w diecie
$win. W swoim sktadzie, poza fruktanami typu inulinowego, zawiera réwniez zwigzki o charakterze

antyoksydacyjnym m.in. polifenole (Judzentiene i Budiene, 2008). Ponadto, na szczeg6ing uwage
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zastuguje mozliwo$¢ bezposredniego zastosowania suszu z korzenia cykorii jako dodatku paszowego,
z pominieciem procesoéw technologicznych niezbednych do ekstrakcji fruktanéw, co w znacznym stopniu
moze obniza¢ koszt suplementacii.

Prebiotyki zawarte w suszu z korzenia cykorii sg selektywnie fermentowane w przewodzie
pokarmowym Swin gtownie przez bakterie z rodzajéw Lactobacillus i Bifidobacterium (Patterson i in.,
2010). Wykazano, ze fermentacja fruktanoéw typu inulinowego jest zalezna od stopnia ich polimeryzacii
oraz poziomu suplementacji. Ponadto, proces ten moze by¢ zapoczatkowany w jelicie cienkim $win
(Yasudaiin., 2009), cho¢ w gtéwnej mierze zachodzi w jelicie Slepym oraz okreznicy (Barszcziin., 2018).
W proksymalnych odcinkach przewodu pokarmowego gtownym produktem fermentacji inuliny jest kwas
mlekowy, za$ w dalszych odcinkach produktami jej fermentacji sg przede wszystkim krétkotanicuchowe
kwasy ttuszczowe KKT (mastowy, propionowy oraz octowy). Przyczynami obserwowanego zjawiska
sq zmiany wzajemnego stosunku bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium wzdtuz przewodu
pokarmowego $win (Mair i in., 2010). Skutkiem fermentacji bakteryjnej fruktanow jest wzrost populacii
bakterii probiotycznych w przewodzie pokarmowym (Patterson i in., 2010; PaBlack i in., 2015;
Barszcz i in., 2018). Efekty fermentaciji w jelicie cienkim sg stosunkowo stabo poznane, natomiast skutki
fermentaciji fruktanéw w jelicie grubym sg dobrze udokumentowane. W zwigzku z efektem bifidogennym,
czyli zwigkszajacq sie populacjg bakterii probiotycznych, obserwowany jest wzrost kolonizacji przez nie
Sluzdwki jelit oraz zakwaszenie tre$ci pokarmowej produktami fermentacji bakteryjnej, co na zasadzie
konkurencji prowadzi do ograniczenia wzrostu bakterii patogennych (Patterson i in., 2010). Ponadto
bakterie probiotyczne stymulujg sekrecie mucyn przez komérki btony $luzowej jelit (Mack i in., 2017)
oraz typowych dla bton sluzowych immunoglobulin A (Xin i in., 2019).

Kolejne efekty sq wynikiem dziatania produktdéw fermentacji bakteryjnej, ktére mozna podzieli¢
na efekty jelitowe oraz ogoinoustrojowe. Do efektdw jelitowych, poza faworyzowaniem wzrostu bakterii
symbiotycznych i ograniczeniem wzrostu bakterii patogennych, nalezg indukowane przez KKT zmiany
architektury btony $luzowej jelita, manifestowane wydtuzeniem kosmkéw oraz sptyceniem krypt jelitowych
(Pierce i in., 2006; Lu i in., 2008; Wen i in., 2012; Diao i in., 2017), co skutkuje wzrostem powierzchni
chtonnej btony $luzowej jelita. Kolejnym znanym efektem jest uszczelnienie bariery jelitowej, zachodzacej
na drodze zwiekszonej sekrecji mucyn 1 oraz 2 (Diao i in., 2017, 2019) stymulowanej przez KKT, a takze
w wyniku indukcji ekspresji gtdwnych biatek tworzacych potaczenia zamykajace: zonuliny-1, okludyny i
klaudyny-1 oraz 4 w jelicie cienkim, jak i okreznicy u swin (Diao i in., 2019; Zhang i in., 2019). Obserwuje
sie rowniez antyapoptotyczny i proproliferacyjny wptyw KKT, gtownie kwasu mastowego, w stosunku
do prawidtowych komérek nabtonka jelitowego (Comalada i in., 2006). Ponadto wykazano, ze KKT
zwiekszajg rozpuszczalnos¢ oraz stymulujg wchfanianie z przewodu pokarmowego, niezbednych

do prawidlowego funkcjonowania organizmu, jondw dwuwarto$ciowych m.in. poprzez zwiekszenie
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ich rozpuszczalnosci (Scholz-Ahrens i Schrezenmeir, 2007) oraz indukcje ekspresji transporteréw dla
jondw magnezu (Rondon i in., 2008), zelaza (Tako i in., 2008) oraz wapnia (Raschka i Daniel, 2005).

Z puli syntetyzowanych przez bakterie KKT, cze$¢ absorbowana jest przez kolonocyty, z czego
wiekszos¢ kwasu mastowego wykorzystywana jest przez te komorki jako substrat energetyczny,
za$ pozostata czeS¢ transportowana jest do krwi, wraz z ktdrg trafia do watroby przez zyte wrotng
(Canforaiin., 2015). KKT oddziatywujg przez swoiste receptory GRP41 oraz GRP43 (obecnie nazywane
FFAR3 oraz FFAR2 — ang. Free Fatty Acid Receptors) zaréwno na komérki jelit, jak i na komérki narzadow
peryferycznych w tym watroby i nerek oraz migéni szkieletowych, wywierajac tym samym szereg efektow
0 charakterze metabolicznym. KKT stymulujgc receptory molekularne endokrynnych komorek
jelitowych-L FFAR3 w jelicie cienkim oraz FFAR2 w okreznicy wptywajg na synteze hormondw
ograniczajgcych faknienie: jelitowego peptydu Y (PPY) oraz glukagonopodobnego peptydu 1 (GLP-1)
(Nghr i in., 2013; Diao i in., 2019). Ponadto, wyniki badan wskazuja, Zze kwasy octowy i propionowy
oddziatowujace przez receptory FFAR2/3 mogag stymulowac ekspresje gendw zaleznych od czynnika
transkrypcyjnego PPARa. Prowadzi to do zwiekszenia -oksydacji kwasow ttuszczowych, hamujac tym
samym depozycje ttuszczu w watrobie (Kondo i in., 2009; Den Besten i in., 2015). Wykazano réwniez,
ze moga one hamowac aktywnos¢ syntazy kwasow ttuszczowych w tym narzadzie (Demigné i in., 1995;
Jiao i in., 2018). Czes¢ autorow sugeruje rowniez inhibicyjny wptyw KKT na gtéwne enzymy szlaku
syntezy cholesterolu (Hara i in., 2018). W przypadku miesni aktywacja przez propionian oraz octan
receptorow GRP43 powoduje nasilenie mitochondrialnej f-oksydacji kwasow tluszczowych, poprzez
aktywacje kaskad gendw zaleznych od PPARY, oraz uwrazliwia komaorki migéni szkieletowych na insuling,
zwiekszajgc tym samym wychwyt glukozy oraz synteze glikogenu miesniowego (Canfora i in., 2015).
Wydaje sie, ze uzyskane do tej pory wyniki badan sg w dalszym ciggu nie wystarczajgce do petnego
poznania wptywu prebiotykéw, a w szczegdlnosci roslin bogatych w inuling, na funkcjonowanie organizmu
zwierzat na poziomie tkanek i narzaddéw. Poznanie tych proceséw na poziomie molekularnym jest
niezwykle istotne, stad spotykane w opracowaniach przegladowych supozycie o koniecznosci
zastosowania podejscia holistycznego z wykorzystaniem narzedzi ,-omicznych” do oceny wptywu
suplementacji prebiotykami na mikrobiom przewodu pokarmowego oraz organizm gospodarza
(Tsurumaki i in., 2015).

Cel i zakres prac badawczych

Biorac pod uwage szerokie spektrum opisanych powyzej efektéw oddziatywania zaréwno
prebiotykow, jak rowniez produktéw ich degradacji na organizm zwierzat, zatozono hipoteze ze,

suplementacja diety rosnacych swin bogatym w fruktany typu inulinowego suszem z korzenia
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cykorii wplynie na przemiany metaboliczne zachodzace na poziomie tkanek, ktdre znajda
odzwierciedlenie w zmianach ekspresji genéw obserwowanych na poziomie biatek. Weryfikacja tej
hipotezy przeprowadzona zostata w oparciu o badania, ktérych gtéwnym celem byto okreslenie
wplywu suplementacji diety bogatym we fruktany typu inulinowego suszem z korzenia cykorii na
proteom surowicy krwi, bfony Sluzowej jelita kretego oraz watroby, a takze na podstawowe

wskazniki biochemiczne osocza krwi u rosnacych swin.

Realizacja celu gtownego byta mozliwa dzigki sformutowaniu nastepujacych celow szczegdtowych:

- identyfikacja mozliwo$ci wykorzystania bogatego w fruktany typu inulinowego suszu z korzenia cykorii
jako suplementu diety regulujgcego wskazniki immunologiczne oraz metaboliczne osocza krwi
oraz ocena wptywu tej suplementacji na zmiany relatywnej koncentracji sktadowych proteomu surowicy

krwi (publikacja I.1)

- ocena wptywu suplementacji diety suszem z korzenia cykorii na aktywno$¢ metaboliczng watroby
analizowang na poziomie biatek (publikacja 1.3) oraz aktywnos¢ enzyméw Swiadczacych o funkcji

watroby i innych tkanek peryferycznych oraz status mineralny osocza krwi prosiat (publikacja 1.2)

- okreslenie wptywu suplementacji diety suszem z korzenia cykorii na morfologie jelita kretego, a takze
ocene tej suplementacji na procesy zachodzace w enterocytach poprzez analize ekspresji biatek

proteomu blony Sluzowej jelita kretego (publikacja 1.4)

Omowienie wynikéw prac wskazanych, jako szczegolne osiagniecie naukowe

Badania przeprowadzono na mieszancach PIC x Penarlan P76. Zwierzeta od momentu
urodzenia zywione byty siarg i mlekiem matek, od drugiego tygodnia zycia miaty wolny dostep do paszy
statej, a po odsadzeniu w 28. dniu zycia zwierzeta otrzymywaty jedynie pasze stata. Sktad paszy byt
charakterystyczny dla grup badawczych (n=8). Zwierzeta podzielone bylty na 3 grupy: zwierzeta grupy
kontrolnej otrzymywaty diete standardowg opartg na zbozach (I.1; 1.2; 1.3; 1.4). W przypadku grup
doswiadczalnych zwierzeta zywiono dietami: suplementowang 4% suszem z korzenia cykorii (1.1; 1.2; 1.3;
1.4) lub 2% dodatkiem inuliny o $rednim poziomie polimeryzacji 210 (1.2; 1.3; 1.4). W 50. dniu zycia
zwierzeta poddano ubojowi i pobrano materiat badawczy. Szczeg6towa charakterystyka metod
badawczych umoZliwiajacych analizy proteomiczne, jak i badania pozostatych wskaznikéw

biochemicznych wraz z opisem zastosowanych analiz statystycznych otrzymanych rezultatow,
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a takze szczegotowy opis wynikow badan zostaty opisane w publikacjach sktadajacych sie na osiggniecie

naukowe.

W pierwszym etapie zrealizowano badania zawarte w opracowaniu 1.1 (Lepczynski i in., Dietary
supplementation with dried chicory root triggers changes in the blood serum proteins engaged in
the clotting process and the innate immune response in growing pigs. J Physiol Pharmacol, 2015,
66, 47-55.) dotyczacym wptywu zastosowania w zywieniu $win 4% dodatku suszu z korzenia cykorii
na zmiany relatywnej koncentracji biatek bedacych sktadowymi proteomu surowicy krwi,
a takze na wybrane parametry immunologiczne oraz metaboliczne osocza krwi rosngcych swin.

Suplementacja diety rosnacych prosigt suszem z korzenia cykorii istotnie wptyneta na ilosciowy
sktad proteomu surowicy krwi badanych zwierzat. Wspomniane roznice dotyczyty trzech grup biatek
zaangazowanych w: procesy immunologiczne; metabolizm cholesterolu, a takze proces krzepniecia krwi.

W doswiadczeniu wykazano obnizenie ekspresji biatek zwigzanych z odpowiedzig ostrej fazy:
biatka C-reaktywnego (CRP); biatka wigzacego komponent dopetniacza C4 (C4BP); komponent
dopetniacza C6 (C6) oraz rozpuszczalnej formy biatka antygenowego CD14 (sCD14). Ponadto,
obserwowano wzrost ekspresji apolipoproteiny A1 (apoA1), ktora jest negatywnym biatkiem ostrej fazy
(BOF) u $win (Carpintero i in., 2005). Wyniki te wskazuja, Ze suplementacja diety Swin suszem z korzenia
cykorii, moze wptywa¢ na wyciszenie ekspresji BOF, ktdrych koncentracja w wyniku stresu
odsadzeniowego, moze by¢ podwyzszona (Hennig-Pauka i in., 2019). W literaturze dostepne sg dane
wskazujace na obnizenie ekspresji cytokin prozapalnych w okreznicy $win suplementowanych inuling
(Myhill i in., 2018), a takze obnizenie koncentraciji biatek ostrej fazy w wyniku suplementacji synbiotykami
wzbogaconymi fruktanami typu inulinowego (ITF) u ludzi (Nova i in., 2011).

Obnizenie koncentracji biatetk CRP oraz sCD14 moze $wiadczy¢ o szybszym osiggnieciu
funkcjonalnej dojrzato$ci przewodu pokarmowego w grupie suplementowanych zwierzat. Wykazano
bowiem, ze koncentracja sCD14 silnie koreluje ze zmianami szczelno$ci bariery jelitowej spowodowane;j
podazq diety wysokottuszczowej ubogiej we widkno pokarmowe (Tabungiin., 2017). Ponadto wykazano,
ze u ludzi osoczowa koncentracja sCD14 (Gori i in., 2011) oraz CRP (Nova i in., 2011) obniza sie w
wyniku suplementacji diety inuling lub synbiotykiem wzbogaconym inuling. W wielu badaniach
stwierdzono, ze KKT bedace produktem fermentacji bakteryjnej ITF wptywaja na poprawe integralnosci
nabtonka jelitowego u $win (Myhill i in., 2018; Diao i in., 2019; Zhang i in., 2019). W do$wiadczeniu
opisanym w publikacji 1.4 wchodzacej w skfad osiggniecia naukowego u zwierzat suplementowanych
suszem z korzenia cykorii rowniez obserwowana byta zmiana ekspres;ji biatek zwigzanych z funkcjonalng,

dojrzato$cig nabtonka jelitowego oraz posrednio zwigzanych z jego integralno$cia.
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W doswiadczeniu nie zaobserwowano jednak zmian koncentracji immunoglobulin klasy G, M
oraz A w osoczu krwi $win suplementowanych suszem z korzenia cykorii, co pozostaje w zgodzie
z wynikami do$wiadczenia przeprowadzonego przez Grele i in., 2014. Autorzy suplementowali rosnace
$winie roslinami inulinodajnymi, w tym 4% suszem z korzenia cykorii, poczawszy od 10.-12. do 84. dnia
zycia. Nalezy jednak zauwazy¢, ze suplementacja zwierzat 2% wodnym, badz wodno-alkoholowym
ekstraktem inuliny z tych ro$lin powodowata wzrost koncentracji zaréwno IgM oraz IgG
u suplementowanych zwierzat, co moze wskazywa¢ na wptyw formy suplementacji ITF na indukcje
syntezy przeciwciat.

Zwierzeta suplementowane suszem z korzenia cykorii charakteryzowata rowniez wyzsza
relatywna koncentracja apolipoprotein Al (apoA-l) oraz AIV (apoA-1V), zwigzanych z metabolizmem HDL
(Birchbauer i in., 1993). Rdznice te nie znalazty jednak odzwierciedlenia w koncentracji cholesterolu
catkowitego (TC), a takze frakcji cholesterolu zwigzanego z HDL (HDLC) oraz LDL (LDLC). W przypadku
zwierzat zywionych dietg z dodatkiem suszu z korzenia cykorii obserwowano nizsza, w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, relatywng koncentracje apolipoproteiny C-Il (apoC-Il) oraz TG w osoczu krwi.
ApoC-Il zaangazowane jest w metabolizm bogatych w tréjglicerydy lipoprotein o bardzo niskiej gestosci
(VLDL) (Andersson i in., 1999), co moze wskazywaC na ograniczong synteze i odktadanie TG
w watrobach suplementowanych zwierzat. Wyniki badan dotyczace wptywu ITF na wskazniki lipidowe
osocza krwi nie sg jednak jednoznaczne. Podobne rezultaty obserwowano w przypadku $win
suplementowanych 5% dodatkiem inuliny przez okres 60 dni. Autorzy nie obserwowali réznic
w koncentracjach TC, HDLC, LDLC oraz tréjglicerydéw (TG), w poréwnaniu do zwierzat zywionych dietg
kontrolng, nie mniej jednak obserwowano trend do obnizania koncentracji TG u zwierzat
suplementowanych (Wu i in., 2016). Otrzymane w doswiadczeniu wyniki sg réwniez czesciowo zbiezne
z obserwacjami Greli i in., (2014), ktérzy analizowali koncentracje TC, HDLC, LDLC oraz TG w 28. oraz
84. dniu zycia $win suplementowanych 4% suszem z korzenia cykorii. Autorzy nie zaobserwowali réznic
w koncentracji cholesterolu HDLC w obu punktach czasowych oraz TC w 28. dniu zycia. Grelaiin., (2014)
wykazali jednak, istotnie nizszg koncentracje TC w 84. dniu oraz LDLC zarédwno w 28., jak i 84. dniu zycia
$win. Ta sama grupa autoréw otrzymata podobne wyniki u zwierzat bedacych w koncowym etapie tuczu
(Grelaiin., 2014b).

W badaniach wykazano réwniez nizszg koncentracje fibrynogenu w osoczu krwi zwierzat
suplementowanych suszem z korzenia cykorii, w poréwnaniu do zwierzat grupy kontrolnej. Ponadto,
u suplementowanych zwierzat obserwowano istotny wzrost ekspres;ji biatek $cisle zwigzanych z uktadem
krzepniecia tj.: antytrombiny Il (ATIII) oraz witronektyny (VT). Fibrynogen jest znanym dodatnim biatkiem
ostrej fazy u $win (Skovgaard i in., 2009), stad obnizenie jego koncentracji moze by¢ ttumaczone

mechanizmem wskazywanym we wczesniejszych akapitach. Ponadto, w badaniach wykazano,
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ze zastosowanie inuliny w diecie szczurow z indukowanym reumatoidalnym zapaleniem stawow
powodowato obnizenie osoczowej koncentracji fibrynogenu (Abhari i in., 2016). ATIII wraz z trombing,
tworzg osoczowy kompleks TAT (TAT - ang. trombin-antitrombin) formowany w celu wyeliminowania
aktywnej trombiny z osocza krwi, potaczenie tego kompleksu z witronektyng wigzane jest z mechanizmem
usuwania trombiny z krwioobiegu (De Boer i in., 1993). Rdznice w osoczowe] koncentracji fibrynogenu
oraz ATIIl i VN pomiedzy zwierzetami suplementowanymi, a $winiami z grupy kontrolnej wydajq sie mie¢
zbiezny charakter i wskazujg, na aktywacje procesow ograniczajacych krzepliwos¢ krwi w wyniku

suplementaciji diety bogatym w ITF suszem z korzenia cykorii.

W kolejnym doswiadczeniu podijeto sie analizy wptywu suplementacji diety suszem z korzenia
cykorii na poziom ekspres;ji biatek wchodzacych w sktad proteomu watroby 1.2 (Lepczynski i in., 2017,
Dietary chicory root and chicory inulin trigger changes in energetic metabolism, stress prevention
and cytoskeletal proteins in the of growing pigs — a proteomic study, Journal of Animal Physiology
and Animal Nutrition, 101, e225-236). Wynika to z faktu, Ze w watrobie syntetyzowane sg biatka ostrej
fazy, jak i wiele innych biatek osoczowych, ktorych ekspresja u zwierzat suplementowanych suszem
z korzenia cykorii byta istotnie ré6zna w poréwnaniu do zwierzat grupy kontrolnej w do$wiadczeniu
opisywanym w publikacji (I.1), a takze ze wzgledu na doniesienia wskazujgce na modyfikacje
watrobowego metabolizmu energetycznego poprzez KKT (den Besten i in., 2013), lub w wyniku
suplementaciji diety inuling lub cykorig (Kim i Shin, 1998).

Zgodnie z zatozong hipotezg w doswiadczeniu zaobserwowano istotne roznice ekspresji biatek
wynikajace z zastosowania diet wzbogaconych ITF w postaci 2% wyciagu inulinowego z cykorii (IN) oraz
4% suszu z korzenia cykorii (CR). Gtowne grupy biatek o istotnie zroznicowanej ekspresji zwigzane byty
z metabolizmem energetycznym, stresem oksydacyjnym oraz organizacjq cytoszkieletu.

Wsrod produktow genowych zaangazowanych w metabolizm energetyczny wyrdzni¢ mozna
biatka biorgce udziat w syntezie i metabolizmie cholesterolu, metabolizmie pozostatych lipidow w tym TG,
a takze metabolizmie glukozy. Szczegdlnie istotne wydajg sie biatka zaangazowane w metabolizm
cholesterolu do ktérych naleza: kinaza mewalonatu (MVK) oraz apoA1. Silny zwigzek z tymi produktami
genowymi ma biatko zwigzane z syntezg pierwotnych kwasow zotciowych N-acylotransferaza kwasow
z6tciowych-CoA:aminokwas (BAAT). Ekspresja wyzej wspomnianych biatek byta istotnie wyzsza
u zwierzat zywionych dietgq z dodatkiem suszu z korzenia cykorii. Dotychczas wskazywanym
mechanizmem odpowiedzialnym za obnizenie osoczowej koncentracji cholesterolu w osoczu krwi
w wyniku suplementaciji diety widknem pokarmowym byt hamujacy wptyw KKT na aktywno$¢ enzymow
odpowiedzialnych za powstawanie prekursorow cholesterolu w watrobie, gtéwnie reduktazy

3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A (Lin i in., 1995), katalizujgcej powstawanie kwasu
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mewalonowego, bedacego bezposrednim substratem dla reakcji katalizowanej przez MVK. W $wietle
otrzymanych wynikow badan, w ktorych watrobowa ekspresja MVK jest wyzsza w wyniku suplementacji
diety CR, mechanizm ten u zdrowych rosnacych $win wydaje sie by¢ odmienny. Potwierdzajg go
nieopublikowane wyniki wtasne, w ktorych obserwujemy istotny wzrost koncentracji cholesterolu
w watrobach zwierzat obu grup doswiadczalnych, suplementowanych ITF oraz suszem z korzenia cykorii.
Wzrost ekspresji MVK i BAAT oraz jednoczesny brak istotnych réznic w osoczowej koncentraciji TC, HDL,
LDL obserwowany we wcze$niejszych doswiadczeniach wiasnych (1.1 — Lepczynski i in., 2015) mogq
wskazywac na wzrost syntezy pierwotnych kwasow zdiciowych w watrobie z ich prekursora cholesterolu.
Moze to by¢ odpowiedZ na obserwowane w innych do$wiadczeniach ograniczenie wchtaniania
cholesterolu i kwasow zotciowych (BA) z przewodu pokarmowego jako jednego z efektéw suplementacii
diety ITF (De Rodas i in., 1996). Koncepcje tg potwierdzajg wyniki badan prowadzonych na zwierzetach
laboratoryjnych, w ktérych obserwowano wzrost wydalania wraz z katem BA (Trautwein i Erbersdobler,
1998; Parnell i Reimer, 2010) oraz BA i cholesterolu (Kim i Shin, 2018) u zwierzat suplementowanych ITF
lub cykorig. Ponadto, Parnell i Reimer (2010) poza zwiekszonym wydalaniem BA u zwierzat zywionych
paszq z dodatkiem inuliny wykazali wzrost ekspresji genow dla syntetazy HMG-CoA oraz odpowiedzialne;
za synteze pierwotnych kwasow Zotciowych watrobowej 7a-hydroksylazy —cholesterolowe;j,
co skorelowane byto dodatnio z poziomem suplementacji ITF. Wzrost ekspresji genu MVK wykazano
rowniez w wyniku inkubacji hepatocytow w medium zawierajagcym kwas propionowy, ktdry jest jednym
z gtéwnych produktow jelitowej fermentacii inuliny metabolizowanym w watrobie (den Besten i in., 2013).

Kolejng grupg biatek, ktdrych watrobowa ekspresja ulegta zmianie w wyniku suplementacji diety
4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii illub 2% dodatkiem inuliny, zwigzana byta z metabolizmem
kwaséw ttuszczowych i cukrdw prostych. Pierwszym z nich byta kinaza adenozynowa (ADK), ktdrej
ekspresja wzrastata w przypadku obu diet eksperymentalnych, biatko to odpowiada za konwersje ATP
do AMP regulujgac jego komdrkowg koncentracje (Boison i in., 2002). Wewnatrzkomérkowy wzrost
koncentracji AMP, niesie ze sobg szereg konsekwencji m.in. jest regulatorem fosforylacji kinazy zalezne;
od AMP (AMPK) w watrobie (Hardie, 2004). Nalezy zauwazy¢, ze zarbwno wzrost koncentracji AMP,
jak i aktywno$ci AMPK obserwuije sie w hepatocytach pod wptywem KKT (Kondo i in., 2009; Liiin., 2013).
Mechanizm regulacji przemian metabolicznych w komérce pod wptywem AMPK zachodzi
za posrednictwem czynnika transkrypcyjnego - PPARa, ktbrego geny docelowe zaangazowane sg
w zwiekszenie [B-oksydacji kwasow ttuszczowych, synteze glikogenu oraz uwrazliwienie komorek
na insuling (Canfora i in., 2015). Produktami genow zaleznych od PPARGa, ktérych ekspresja w watrobie
byfa istotnie wyzsza w wyniku suplementacji $win ITF sg m.in.: apoA-I, (watrobowa karboksylesteraza 1)

CES1 oraz (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego 1) GPD1 (Rakhshandehroo i in., 2010).
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W wyniku suplementacji diety inuling oraz dodatkiem suszu z korzenia cykorii obserwowano
istotny wzrost ekspresji CES1. Biatko to ma znaczny udziat w regulacji metabolizmu lipiddéw m.in. poprzez
swojg zdolnos¢ do hydrolizy tréjglicerydéw (Alam i in., 2002). Wykazano, ze wzrost aktywnosci CES1
w watrobach myszy, powoduje obnizenie watrobowej akumulacji TG, a takze obnizenie ich koncentracji
w osoczu krwi (Xu i in., 2014). Obnizong akumulacje TG w watrobie i osoczu krwi w wyniku suplementacii
diety oligofruktozg oraz dtugotaricuchowg inuling wykazano réwniez na modelu szczurzym (Rault-Nania i
in., 2008). Mozna wiec przypuszczac, ze poprzez indukcje ekspresji CES1 w wyniku stosowania diet
eksperymentalnych, moze dochodzi¢ do regulacji koncentracji TG w osoczu krwi, czego efektem moze
by¢ wczesniej omawiane istotnie nizsze osoczowe ich stezenie w osoczu krwi $win suplementowanych
4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii (publikacja I.1).

Kolejnym biatkiem zaleznym od aktywno$ci PPARa, ktorego ekspresja byta istotnie wyzsza
w grupie zwierzat suplementowanych CR, byt enzym zwigzany z metabolizmem glukozy GPD1. Jednym
z efektow wywieranym przez sole kwasu propionowego w watrobie jest proces glukoneogenezy (Canfora
i wsp., 2015). Dlatego tez, nasilona glukoneogeneza wydaje sie by¢ mozliwg przyczyng obserwowanej
wyzszej ekspresji GPD1 u suplementowanych $win. Wysoka ekspresje tego biatka obserwowano réwniez
u $win suplementowanych L-karnityng, zwigzkiem stymulujagcym (-oksydacje kwasow ttuszczowych,
co czesciowo moze potwierdza¢ te teorie (Keller i in., 2011). Nie mniej jednak, nalezy zauwazyc,
ze w odpowiedzi na inkubacje komorek linii PC12 z propionianem i maslanem obserwowano obnizenie
ekspresji genu GPD1 (Nankova i in., 2014).

Zwierzeta spozywajace obie diety z dodatkiem ITF charakteryzowata wyzsza watrobowa
ekspresja biatek zwigzanych bezposrednio lub posrednio z procesami antyoksydacyjnymi
SOD1 (dysmutaza ponadtlenkowa 1), PRDX5 (peroksyredoksyna 5), PRDX6 (peroksyredoksyna 6),
GSTO1 (S-transferaza glutationowa omega 1), SELENBP1 (biatko wigzace selen 1). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze w przypadku zwierzat otrzymujacych dodatek pod postacig suszu z korzenia cykorii roznice
te byly bardziej spektakularne. Antyoksydacyjne wiasciwosci fruktanéw typu inulinowego zostaty
niejednokrotnie potwierdzone (Ahmed, 2009; Saggu i in., 2014; Franco-Robles i Ldpez, 2015;
Nwafor i in., 2017). Ponadto korzen cykorii, poza wysokq zawarto$cig ITF jest bogatym zrédtem polifenoli
o silnych wiasciwosciach antyoksydacyjnych (Nwafor i in., 2017), co moze ttumaczy¢ wyzszg ekspresje
biatek zaangazowanych w ochrong przed stresem oksydacyjnym u zwierzat suplementowanych suszem
z korzenia cykorii. W badaniach przeprowadzonych przez Zary-Sikorska i Juskiewicz (2008)
jednoznacznie udowodniono, ze suplementacja loch inuling zwigkszyta pojemno$¢ antyoksydacyjng
osocza krwi mierzong aktywnoscig SOD oraz peroksydazy glutationowej (GSH-Px). W przypadku
szczurow zywionych dietg wysokottuszczowa z dodatkiem inuliny (5%), wykazano wyzszg w stosunku

do zwierzat zywionych dietq bez dodatku ITF aktywno$¢ SOD oraz katalazy w watrobie (Wu i Chen,
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2011). Podobne zaleznosci zaobserwowano w przypadku szczuréw zywionych przez 8 tygodni dietg
z 10% udziatem suszu z cykorii (Hassan i Yousef, 2010). Kolejnymi biatkami o istotnie wyzszej ekspresji
w watrobach zwierzat zywionych dietami eksperymentalnymi byty PRDX5 oraz PRDX6. Wykazano
zwigzek pomiedzy aktywnosScig tych biatek, a prewencjg zaburzen metabolizmu lipidow, cholesterolu
oraz kwaséw zdtciowych (Vona i in., 2019). Watrobowe peroksyredoksyny, a w szczegoinosci PRDX6,
wskazywane sg jako biatka o charakterze cytoprotekcyjnym, SciSle zwigzanym z ich aktywnos$cig
antyoksydacyjng (Manevich i in., 2002). Biatka z tej grupy odpowiadajg za redukcje nadtlenku wodoru
powstajacego m.in. w procesie B-oksydacji kwasdw ttuszczowych (Rhee i in., 2001). Wydaje sie wiec,
ze ukierunkowanie metabolizmu komdrkowego na [-oksydacje kwasow tuszczowych przez KKT
(Canfora i in., 2015, 2017), moze by¢ przyczyng wzrostu ich ekspresji, jako mechanizm prewencji przed
stresem oksydacyjnym. Wysoka ekspresja SELENBP1 obserwowana byta w watrobach zwierzat
zywionych obiema dietami eksperymentalnymi. Fizjologiczna rola tego biatka nie zostata w petni poznana,
cho¢ potwierdzono jego udziat w regulacji proceséw antyoksydacyjnych i detoksykacyjnych (Fang i in.,
2010). Sugeruje sie rowniez jego role w regulacji podziatow komorkowych (Giometti i in., 2000),
a takze metabolizmie lipidow (Park i in., 2004). Nie wykazano bezpo$redniego zwigzku pomiedzy
ekspresjgq SELENBP1, a statusem selenu w tkankach (Elhodaky i Diamond, 2018). Nie mniej jednak,
wykazano zdolno$¢ do wbudowywania selenu pochodzacego z diety w to biatko, co nie wyklucza takiej
zalezno$ci (Chang i in., 1997). Jest to ciekawe zwtaszcza w konteksScie zwiekszania biodostepno$ci
selenu poprzez stosowanie fortyfikowanych nim probiotykéw (Kurek i in., 2016). Roznice w ekspresji
biatek zaangazowanych w ochrone przed stresem oksydacyjnym mozna rozpatrywac rowniez przez
pryzmat okresu okotoodsadzeniowego. W okresie tym, dochodzi do szeregu zmian w watrobie prosiat.
Zwigzane sg one z indukcjq stresu oksydacyjnego, co manifestowane jest m.in. obnizeniem aktywnosci
SOD oraz GSH-Px w watrobie. Konsekwencjq stresu oksydacyjnego, moze by¢ takze apoptoza czesci
hepatocytow (Luo i in., 2016). Wydaje sig, ze zastosowanie w diecie dodatku suszu z korzenia cykorii
stymulujace ekspresje biatek zwigzanych z prewencjg stresu oksydacyjnego moze $wiadczy¢
o efektywniejszym redukowaniu stresu wynikajacego z odsadzenia u badanych prosigt. W ten sam
sposob mozna tlumaczy¢ rdznice w ekspresji biatek cytoszkieletarnych.

W wyniku zastosowaniu w diecie dodatku zaréwno suszu z korzenia cykorii, jak i fruktanow typu
inulinowego obserwowano obnizong w stosunku do grupy kontrolnej ekspresje biatek cytoszkieletu
hepatocytow. Réznice te dotyczyty biatek wchodzacych w sktad filamentow posrednich, filamentéw
cienkich i ich biatek towarzyszacych, a takze mikrotubul. Funkcja cytoszkieletu w komérkach watroby jest
niezwykle ztozona i wigze sie z utrzymaniem ksztattu komorek, transportem wewnatrzkomdrkowym,
odpowiedzig na sygnaty zewnatrzkomérkowe oraz aktywno$cig metaboliczng. Ponadto, reorganizacja

cytoszkieletu w przypadku hepatocytow czesto zwigzana jest ze stresem komérkowym i zmienia sie wraz
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z przebiegiem chordb, w tym schorzen o charakterze metabolicznym (Doctor i Nichols, 2004; Strnad i in.,
2008). Wsréd wymienionych grup biatek szczego6lng uwage zwraca obnizona w wyniku suplementacii
diety ITF oraz suszem z korzenia cykorii ekspresja cytokeratyny 18 (CK18). CK18 wraz z CK8 sq biatkami
wchodzacymi w sktad filamentoéw posrednich, typowych dla hepatocytéw (Omary i in., 2002). Uznaje sie,
ze CK18 nalezy do wewnatrzkomdrkowych biatek ostrej fazy, a wzrost jej ekspresji obserwuje sie
w wyniku stymulacji hepatocytéw IL-6 (Guldiken iin., 2015). Nadekspresja KRT18 jest charakterystyczna
dla stanéw zapalnych watroby, jak i choréb metabolicznych takich jak NAFLD (Rodriguez-Suérez i in.,
2010; Guldiken i in., 2015), wykazano rowniez indukcje ekspresji tego biatka w wyniku stosowania diety
wysokottuszczowej (Park et al., 2004). Fruktany typu inulinowego, suplementowane w formie wyciaggéw
i/lub w formie naturalnej pod postacig suszu z ro$lin inulinodajnych, wykazujg dziatanie hepatoprotekcyjne
(Samolinska i in., 2019), stad mozna przypuszczac, ze obnizona ekspresja CK18 moze by¢ przejawem

przeciwzapalnego i protekcyjnego wptywu suplementowanych diet na ten organ.

Analiza proteomu watroby wykazata istotny wptyw suplementacji diety suszem z korzenia cykorii
na funkcje tego organu w szczegdinosci metabolizm energetyczny, a takze na aktywacje mechanizméw
zwigzanych z zapobieganiem jego uszkodzeniu m.in. w wyniku stresu oksydacyjnego, czy tez innych
czynnikdw stymulujgcych stan zapalny. Dlatego tez, kolejne badania zawarte w publikacji 1.3 (Lepczynski
i in.,, 2016, Inulin-type fructans trigger hanges in iron concentration and activity of bone
metabolism biomarkers in blood plasma of growing pigs, Journal of Animal and Feed Sciences,
25, 343-347.) koncentrowaly sie na analizie wplywu suplementacji diety suszem z korzenia cykorii
oraz natywng inuling na wskazniki czynnosci watroby, wraz z panelem enzymdw odzwierciedlajacych
funkcjonowanie innych tkanek i narzadéw peryferycznych. Ponadto, oszacowano wptyw suplementacii

ITF na osoczowy status wybranych maro- i mikroelementow.

Analiza panelu osoczowych wskaznikow odzwierciedlajgcych czynnos¢ watroby, wykazata
istotne réznice pomigdzy zwierzetami zywionymi dietg kontrolng oraz suplementowanymi 4% dodatkiem
suszu z korzenia cykorii. W osoczu zwierzat zywionych dietgq z dodatkiem suszu z korzenia cykorii
obserwowano istotnie wyzszg koncentracje osoczowej albuminy, ktéra jest wskaznikiem utrzymania
funkcji wydzielniczej watroby, odzwierciedlajgcym réwniez stan odzywienia zwierzat (Kang, 2013).
Jedng z przyczyn wyzszego stezenia albuminy w osoczu krwi zwierzat suplementowanych moze by¢
aktywno$¢ bakterii symbiotycznych. Wykazano, bowiem wplyw stosowania dodatku probiotycznego
w diecie $win na ogoine natezenie syntezy biatek w watrobie, manifestowane m.in. wyzszg syntezg
albumin (Harding i in., 2008). Ponadto, brak réznic w koncentraciji biatka catkowitego oraz bilirubiny

pomiedzy grupami badawczymi wskazujg na prawidtowg funkcje watroby w przypadku zwierzat
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zywionych dietami eksperymentalnymi. Analizy aktywnosci profilu enzyméw w osoczu krwi, wykazata
istotnie wyzszg aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) oraz fosfatazy alkalicznej (ALP),
a takze nizszg aktywno$¢ gamma glutamylotransferazy (GGT) w przypadku zwierzat zywionych dietg
wzbogacong w susz z korzenia cykorii. Nalezy nadmieni¢, ze mimo wyzszej aktywnosci ALT w grupie
zwierzat zywionych suszem z korzenia cykorii pozostawata ona w zakresie referencyjnym
dla 6-tygodniowych $win (Cooper i in., 2014). Wysoka aktywno$¢ ALP, wydaje sie mie¢ inne anizeli
watrobowe pochodzenie. Nalezy pamigta, ze w osoczu wystepujg dwie gtowne izoformy ALP
tj. watrobowa oraz kostna. Wysokq aktywno$¢ tego enzymu w osoczu krwi obserwuje sie w trakcie
mineralizacji kos¢ca (Singer i Eyre, 2008; Greenblatt i in., 2017). Tymczyna i in. (2012) wskazujg ALP
jako potencjalny wskaznik anabolizmu tkanki kostnej u rosngcych $win. Ponadto, do 90% osoczowej
aktywnosci ALP u dzieci w okresie intensywnego wzrostu przypisywana jest izoenzymom pochodzenia
kostnego (Van Hoof i in., 1990). Potwierdzeniem przypuszczenia, ze obserwowana wysoka aktywnos¢
ALP w grupie zwierzat suplementowanych suszem z korzenia cykorii moze by¢ wynikiem mineralizacji
koSci, jest istotnie nizsza aktywnos¢ GGT w osoczu krwi tych zwierzat. Wedtug Kang (2013) wzrost
aktywno$ci ALP w osoczu krwi, bez istotnego wzrostu aktywnosci GGT, wskazuje na aktywno$¢ frakcji
kostnej tego enzymu. Do utrzymania prawidtowego wzrostu kos¢ca niezbedne jest rowniez odpowiednio
wysokie stezenie jondw wapnia. W przypadku zwierzat otrzymujacych diety suplementowane zaréwno
inuling, jak i suszem z korzenia cykorii obserwowano trend statystyczny (P=0,052) do wzrostu
koncentracji tego pierwiastka w osoczu krwi. Mechanizm zwigzany ze wzrostem wchtaniania wapnia
z przewodu pokarmowego polega na zwiekszeniu powierzchni absorpcyjnej bedacej wynikiem dziatania
kwasu mastowego, aktywacji transporterow komorkowych dla wapnia w wyniku dziatania KKT,
a takze wyzszej rozpuszczalno$ci wapnia w kwasnym pH tresci jelitowej. Ponadto, metabolity bakteryjne
m.in. serotonina mogq stymulowa¢ aktywno$¢ metaboliczng kosci, co obszernie opisano w artykule
przegladowym autorstwa Whisner i Castillo (2018).

Zastosowanie suszu z korzenia cykorii jako suplementu diety wptyneto na wzrost koncentracji
zelaza w osoczu krwi prosigt. W badaniach na swiniach potwierdzono zwigkszenie biodostepnos$ci zelaza
u $win suplementowanych inuling niezaleznie od dtugosci jej tancucha (Tako i in., 2008; Yasuda i in.,
2009), cho¢ efekt ten uzalezniony jest od poziomu suplementaciji (Yasuda i in., 2006). Potwierdzono
rowniez skuteczno$¢ suplementacji ITF w postaci suszu z ro$lin inulinodajnych na statusu tego
biopierwiastka w osoczu krwi rosngcych $win (Samolinska i in., 2019). Za wzrost wchtaniania zelaza
z przewodu pokarmowego odpowiada szereg mechanizméw. Dla przyktadu Yasuda i in. (2006)
zaobserwowali wyzsze stezenia rozpuszczalnych form Zelaza w proksymalnym, srodkowym i dystalnym
segmencie okreznicy, natomiast Tako i in. (2008) oraz Yasuda i in. (2009) wykazali wzrost ekspresji

(zarbwno na poziomie genu, jak i biatka) dla transporteréw zelaza, bfonowych receptoréw dla tych
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transporteréw, jak i biatek zaangazowanych w magazynowanie Zelaza zaréwno w jelicie cienkim,
jak i grubym $win. Wyzszg relatywng koncentracje transferryny zaobserwowano w btonie $luzowe;j jelita
kretego Swin suplementowanych suszem z korzenia cykorii w badaniach wtasnych wchodzacych w sktad
osiggniecia naukowego (publikacja 1.4 - Lepczynski i in., 2019). Ze wzgledu na indukcje ekspresji
transporteréw dla zelaza w dwunastnicy, jak i w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego Tako i in.
(2008) zaktadaja, ze zaréwno czasteczki inuliny, jak i produkty jej fermentacji mogg odpowiadac

za stymulowanie wchtaniania zelaza w przewodzie pokarmowym Swin.

Uwzgledniajac informacje o fermentacji inuliny w dystalnych odcinkach jelita cienkiego $win
(Béhmer i in., 2005; Yasuda i in., 2009) oraz majac na wzgledzie brak doniesien na temat procesow
zachodzacych w enterocytach w wyniku suplementacji diety $win ITF, w kolejnym do$wiadczeniu
zaplanowana zostata analiza proteomu bfony Sluzowej jelita kretego (IV.B4, Lepczyniski i in., 2019,
Modification of ileal proteome in growing pigs by dietary supplementation with inulin or dried

chicory root, Journal of Animal and Feed Sciences, 28, 177-186).

Analiza profili biatkowych btony $luzowej jelita kretego wykazata istotne rdznice wynikajace
z suplementaciji diety $win ITF zaréwno w formie natywnej inuliny, jak i suszu z korzenia cykorii. Gtéwne
réznice obserwowano w przypadku biatek zaangazowanych w metabolizm energetyczny, proces
proliferacji komorek, a takze organizacji cytoszkieletu komdrkowego. Ponadto, obserwowano réznice
w relatywnej koncentracji (TfR), biatka zwigzanego ze statusem zelaza w organizmie $win.

W badaniach zaobserwowano zmiany ekspresji biatek zwigzanych z procesami
glikolizy/glukoneogenezy i metabolizmem aminokwaséw pod wplywem diet suplementowanych
4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii. Ze wzgledu na ograniczone informacje dotyczace wptywu ITF
na metabolizm enterocytow zasadne wydaje sie poréwnanie otrzymanych wynikow z rezultatami
otrzymanymi w badaniach wykorzystujgcych model in-vitro bazujacy na komérkach Caco-2,
ktore po odpowiedniej inkubacji mogg stanowi¢ model odzwierciedlajgcy metabolizm komorek jelita
cienkiego (Lamers i in., 2003; Chang i in., 2008). Lamers i in. (2003) wykazali, Ze w wyniku inkubacji
komérek Caco-2 w medium z dodatkiem inuliny lub KKT znaczaco zmienia sie profil metabolitdw, bedacy
odzwierciedleniem aktywno$ci enzymatycznej biatek. Pod wptywem natywnej inuliny, w komdrkach
wzrastata koncentracja glukozy, glutaminianu oraz alaniny. Szczegdlnie interesujgcym wydaje sie wzrost
syntezy glutaminianu, z uwagi na fakt ze zwigzek ten ma wptyw na utrzymanie integralno$ci bariery
jelitowej, szczegblnie w przypadku reorganizacji nabtonka jelitowego w wyniku stresu
m.in. odsadzeniowego, a takze wigzany jest ze wzrostem wchfaniania jonéw z przewodu pokarmowego

(Wang iin., 2015). Inkubacja komérek Caco-2 w medium z KKT, ukierunkowywata metabolizm komérek
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na szlak glikolizy, na co wskazuje metaboliczny odcisk palca o wysokiej koncentracji bursztynianu,
mleczanu oraz kwasu o-ketoglutarowego. Ponadto, na profil metaboliczny sktadaty sie aminokwasy
(alanina oraz prolina) i ich prekursory tj. nikotynian i amid kwasu nikotynowego (Lamers i in., 2003).
Efekt ten potwierdzono réwniez na poziomie transkryptomu (Chang i in., 2008). W wyniku inkubacji
komérek Caco-2 w medium z KKT wykazano wzrost ekspresji genéw dla enzymdw szlaku glikolitycznego
(Chang i in., 2008). Wang i in. (2012) wykazali mozliwo$¢ modulowania ekspresji enzyméw szlaku
glikolitycznego na poziomie biatek w btonie Sluzowej jelita czczego w wyniku suplementacji diety swin
probiotykiem Lactobacillus fermentum 15007. W przypadku przeprowadzonych badan istotna wydaje sie
wysoka ekspresja izomerazy tri-fosforanowej 1 oraz dehydrogenazy izocytrynianowej 1 u zwierzat
otrzymujacych pasze z dodatkiem suszu z korzenia cykorii. W badaniach Chang i in. (2008) wykazano
okoto dwukrotnie wyzszg ekspresje tych biatek w kosmkach jelitowych, w poréwnaniu do krypt, co autorzy
wigza z funkcjonalng dojrzato$cig btony Sluzowej jelita Swin. Mozna wiec wnioskowac, ze wzrost ekspresji
biatek zaangazowanych w proces glikolizy w wyniku suplementacji diety suszem z korzenia cykorii moze
wynika¢ przede wszystkim z fermentaciji ITF, zachodzacej juz w dystalnych odcinkach jelita cienkiego,
i oddziatywania KKT na komorki bfony $luzowej jelita, jednocze$nie odzwierciedlajac zmiany zwigzane
z funkcjonalnym dojrzewaniem nabtonka jelitowego.

Powyzsze znajduje rowniez potwierdzenie w zmianach ekspresji markeréw proliferacyjnych
w komérkach nabtonka jelitowego, a takze biatek zaangazowanych w organizacje cytoszkieletu
komérkowego. Do pierwszej grupy nalezg jadrowy antygen komorek proliferujgcych (PCNA)
oraz kontrolowane translacyjnie biatko nowotworowe (TCTP), biatka zwigzane z regulacjg proliferacii
i roznicowaniem komorek nabtonka jelitowego, ktdrych istotnie nizsze ekspresje obserwowano w btonie
$luzowej jelita kretego $win suplementowanych suszem z korzenia cykorii. PCNA jest biatkiem
charkterystycznym dla proliferujacych komérek w fazie G1/S cyklu komérkowego (Paunesku i in., 2001;
Strzalka i Ziemienowicz, 2011). W badaniach Rekiel i in. (2010a; b) wykazano, ze dodatki paszowe mogq
wptywaé na dynamike proliferacji komarek jelita cienkiego, a tym samym jego dojrzato$¢ funkcjonalna.
Autorzy wykazali, ze w wyniku suplementacji Swin pro- i prebiotykami aktywno$¢ proliferacyjna komorek
krypt jelitowych jest istotnie nizsza, co manifestowato sie m.in. obnizong iloscig komorek btony Sluzowe;
jelita kretego wykazujacych ekspresje PCNA. TCTP to biatko zaangazowane w kontrole prawidtowo$ci
przebiegu cyklu komdrkowego, ktérego ekspresja indukowana jest stresem m.in. oksydacyjnym
(Bommer, 2012). Nalezy rowniez zwréci¢ uwage na silng polaryzacje ekspresji tego biatka w osi
krypty:kosmki jelitowe, co wynika z wysokiej proliferacyjnej aktywnosci krypt jelitowych (Sheverdin i in.,
2013). Wysoka aktywno$¢ proliferacyjna krypt jest zwigzana z przebudowg nabtonka jelitowego
m.in. w wyniku stresu odsadzeniowego (Masri i in.,, 2015). W przeprowadzonych badaniach

nie obserwowano réznic histologicznych pomiedzy zwierzetami zywionymi dietami eksprerymentalnymi
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i dietg kontrolng, nie mniej jednak wykazano trend do sptycania krypt jelitowych w przypadku zwierzat
zywionych dietg z dodatkiem suszu z korzenia cykorii. Wydaje sie wiec, ze niska ekspresja obu biatek
$wiadczy o wiekszej dojrzatodci funkcjonalnej nabtonka jelitowego. Masri i in. (2015) wskazuja,
Ze w ocenie dojrzatosci btony sluzowej jelita cienkiego nalezy zwrdci¢ uwage nie jedynie na parametry
morfologiczne, a rowniez na molekularne wskazniki tej dojrzatosci, do ktérych mozna zaliczy¢ profil
ekspres;ji biatek. Przypuszczenia te zdaje sie potwierdza¢ wysoka ekspresja biatek cytoszkieletu w grupie
zwierzat zywionych obiema paszami eksperymentalnymi. Pierwszym z nich jest cytokeratyna 20 (KRT20),
ktora wykazuje silng polaryzacie w osi krypty:kosmki jelitowe z przewagq ekspresji w dojrzatych
fenotypowo komérkach kosmkéw, bedac jednoczesnie markerem w petni zrdznicowanych enterocytow
o fenotypie absorbcyjnym (Wang i in., 2017). Ponadto, jednym z czynnikéw stymulujgcych réznicowanie
komoérek nabtonka jelitowego sg KKT, gtéwnie kwas mastowy (Chang i in., 2008). Wysokg ekspresje
KRT20 w bfonie Sluzowej jelita cienkiego odnotowano réwniez u kurczat broileréw suplementowanych
probiotykiem (Luo i in., 2013).

Ponadto, w przeprowadzonym do$wiadczeniu w grupie zwierzat zywionych suszem z korzenia
cykorii obserwowano wzrost ekspresji biatek zwigzanych z cytoszkieletem aktynowym, zaangazowanych
w utrzymanie integralnoSci i szczelnosci bariery jelitowej. Wielokrotnie zostat potwierdzony pozytywny
wptyw suplementacji diety ITF na uszczelnianie bariery jelitowej poprzez wzrost ekspresji biatek
formujacych potaczenia zwierajace (Diao i in., 2017; Wu i in., 2017). W przypadku prezentowanego
do$wiadczenia obserwowano zmiany ekspresji biatek zaangazowanych w utrzymanie stabilnoSci
i formowania tych potaczen. Nalezg do nich biatko spokrewnione z aktyng 3 (ACTR3) oraz aneksyna 2
(ANXA2). ACTR3 jest biatkiem kluczowym dla utrzymania i formowania potaczen zwierajacych nabtonka
jelitowego (Bernadskaya i in., 2011). Stymulacje jego ekspresji wraz z innymi biatkami potaczen
zwierajacych pod wptywem inuliny i fruktooligosacharydéw zaobserwowat na modelu in vitro Johnson-
Henry i in. (2014). ANXA2 jest biatkiem o szeregu istotnych funkcji zwigzanych z utrzymaniem
funkcjonowania komorek nabtonka jelitowego. Wskazywana jest miedzy innymi jako biatko
zaangazowane w utrzymanie integralno$ci potaczen zamykajacych (Lee i in., 2004). Na wzrost
szczelnosci bariery jelitowej wskazuje rdwniez spadek relatywnej koncentracji sSCD14 w osoczu krwi
prosigt suplementowanych suszem z korzenia cykorii (publikacja 1.1 — Lepczynski et al., 2015),
ktére jest biatkowym markerem integralno$ci bariery jelitowej. Ponadto ANXA2 zwigzana jest z ochrong
komorek przed stresem oksydacyjnym gtéwnie wywotywanym przez H202, co wynika z mozliwoSci
oksydaciji jej reszt cysteinowych (Madureira i in., 2011). Antyoksydacyjny wptyw ITF oraz produktéw
ich fermentaciji byt juz wczesniej wskazywany, a w przypadku suplementaciji ro$linami inulinodajnymi,
potwierdzony takze w badaniach wtasnych wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego (publikacja 1.3

- Lepczynski et al., 2017). W opracowaniu tym wykazano indukcje ekspresji biatek zwigzanych
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z ochrong przed stresem oksydacyjnym w watrobie prosigt suplementowanych suszem z korzenia cykorii.
Biatko to jest rowniez zwigzane z polaryzacjg komorek rabka szczoteczkowego jelita poprzez udziat
w transporcie do btony szczytowej wielu hydrolaz zaangazowanych w trawienie przyscienne
(Hein i in., 2011). Wzrost ekspresji ANXA2 oraz KRT20 mozna wigza¢ zatem z wyzszg dojrzato$cig
funkcjonalng nabtonka jelitowego $win suplementowanych suszem z korzenia cykorii.

Suplementacja diety suszem z korzenia cykorii spowodowata réwniez wzrost koncentracii
transferryny w komarkach btony $luzowej jelita kretego Swin. Biatko to nie ulega ekspresji w jelicie cienkim
(Idzerda i in., 2006), nie mniej jednak moze by¢ transportowane do wnetrza enterocytow na drodze
endocytozy receptorowej z wykorzystaniem receptora dla transferryny (Morgan i Oates, 2002). Ekspresja
receptora dla transferryny na powierzchni komérek nabtonka jelitowego odzwierciedla status zelaza
w organizmie $win i jest odwrotnie skorelowana z koncentracjg zelaza w osoczu $win (Kolachala i in.,
2007). Jak juz wczesniej omawiano niezaleznie od statusu zelaza Tako i in. (2008) wykazali wzrost
ekspresji biatek zwigzanych z obrotem zelaza w przewodzie pokarmowym w tym TfR w jelicie cienkim
swin suplementowanych inuling. Wzrost relatywnej koncentracji transferryny obserwowany
w prezentowanym do$wiadczeniu oraz niemal dwukrotnie wyzsza koncentracja zelaza w osoczu krwi
zwierzat suplementowanych suszem z korzenia cykorii (publikacja 1.2 — Lepczynski i in., 2016) mogq
Swiadczy¢ o wplywie substancji bioaktywnych zawartych w suszu z korzenia cykorii na stymulacje
mechanizméw odpowiedzialnych za wchfanianie Zelaza z przewodu pokarmowego $win juz w jelicie

cienkim.

Podsumowanie

Dodatek do diety prosigt bogatego w fruktany typu inulinowego suszu z korzenia cykorii wptynat
na wzrost koncentraciji zelaza w osoczu krwi rosngcych $win (1.2). Dodatkowo mozna stwierdzi¢ wptyw
tego dodatku na zmiany relatywnej koncentracji transferryny w bionie $luzowej jelita kretego,
co moze wskazywac na mozliwos¢ aktywacji mechanizmoéw zwigzanych z wchtanianiem zelaza w jelicie

cienkim przez zawarte w suszu z korzenia cykorii zwigzki bioaktywne (1.4).

Dodatek do diety $win suszu z korzenia cykorii powoduje wzrost aktywno$ci ALP w osoczu krwi,
Cco przy jednoczesnej wyzszej koncentracji wapnia w osoczu krwi moze $wiadczy¢ o koSciotwérczym

wptywie bioaktywnych sktadnikow zawartych w korzeniu cykorii (1.2).

Wiaczenie dodatku suszu z korzenia cykorii do zywienia swin w okresie okoto odsadzeniowym nie ma
negatywnego wplywu na osoczowg aktywno$¢ enzymow profilu watrobowego, a takze nie zaburza funkc;i
watroby, co manifestowane jest poprzez stabilng koncentracje biatka ogolnego, a takze wyzszg

w poréwnaniu do diety kontrolnej koncentracje albuminy w osoczu krwi (1.2). Ponadto, dodatek ten wptywa
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na obnizenie ekspresji CK18, uznanej za watrobowe biatko ostrej fazy. Powyzsze wskazuje na mozliwos¢

bezpiecznego stosowania tego dodatku paszowego w zywieniu rosngcych swin (1.3).

Dodatek do diety suszu z korzenia cykorii spowodowat obnizenie relatywnej koncentracji biatek ostrej
fazy w osoczu krwi prosigt (CRP; C4BP; sktadnik dopetniacza C6; antygen CD14) co jednoznacznie
wskazuje na jego wptyw przeciwzapalny. Ponadto w wyniku suplementacji zaobserwowano obnizenie
koncentracji fiborynogenu w osoczu krwi, jak rowniez wzrost relatywnej koncentracji antytrombiny Il
oraz witronektyny biatek zaangazowanych w eliminacje z krwi trombiny, co moze $wiadczy¢ o aktywacji
mechanizmow ograniczajacych krzepliwos¢ krwi w wyniku suplementaciji diety bogatym w ITF suszem

z korzenia cykorii (1.1).

Zastosowanie w diecie swin suszu z korzenia cykorii powoduje wzrost ekspresji biatek
zaangazowanych w ochrone przed stresem oksydacyjnym w watrobie (PRDX6; PRDXS5; SOD1;
SELENBP1) (1.3) oraz w blonie $luzowej jelita kretego (ANXA2) (1.4), co Swiadczy o antyoksydacyjnym

potencjale tego suplementu diety.

Zaobserwowano, ze dodatek suszu z korzenia cykorii wptynat na obnizenie koncentracji TG w osoczu
krwi prosigt oraz relatywnej koncentracji apoC-Il zwigzanej z transportem bogatej] w TG frakc;i
cholesterolu VLDL, jednoczes$nie nie wpltywajac istotnie na osoczowg koncentracje cholesterolu
catkowitego i jego poszczegoinych analizowanych frakcji (HDLC; LDLC) (1.1). Mimo tego, obserwowano
wzrost ekspresji biatek zaangazowanych w synteze cholesterolu (MVK) w watrobie suplementowanych
prosiat, przy jednoczesnym wzroscie ekspresji biatek zwigzanych z sekrecjq pierwotnych kwaséw
zotciowych (BAAT), co moze S$wiadczy¢ o utrzymaniu syntezy cholesterolu w tym narzadzie
i jego konwersji do pierwotnych kwasow zotciowych, w celu uzupetnienia ich puli prawdopodobnie

wydalonej wraz z katem (1.3).

W do$wiadczeniu wykazano modulujgcy wptyw sktadnikow bioaktywnych zawartych w suszu
z korzenia cykorii na wskazniki zwigzane z metabolizmem energetycznym, wskazujac na prawdopodobne
ukierunkowanie metabolizmu podstawowego w watrobie na szlak B-oksydaciji (1.3) oraz w btonie Sluzowe;j

jelita kretego na szlak glikolizy (1.4).

Wykazano réwniez wptyw suplementacji diety suszem z korzenia cykorii na zmiany ekspres;ji biatek
wigzanych z funkcjonalng dojrzatoscig nabtonka jelitowego (KRT20, PCNA, TCTP, ANXA2) (1.4).
Ponadto wydaje sie, ze zawarte w suszu sktadniki bioaktywne wptynety na wzrost integralnosci nabtonka
jelitowego, na co mogg wskazywa¢ zmiany ekspresji biatek zwigzanych z potgczeniami
miedzykomorkowymi w btonie $luzowej jelita kretego (ACTR3; ANXA2) (1.4), a takze obnizenie relatywne;
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koncentracji rozpuszczalnej formy antygenu CD14, ktéry jest osoczowym wskaznikiem integralnosci

bariery jelitowej (1.1).

Uogolniajac mozna stwierdziC, ze susz z korzenia cykorii jest tanim i bezpiecznym dodatkiem

do paszy dla rosnacych $win, ktdrego zastosowanie moze pozytywnie wptyng¢ na prawidtowy rozwdj

zwierzat, m.in. poprzez reguluacje mechanizméw zwigzanych z odpowiedzig na stres oraz pozytywnie

wptywajac na parametry metaboliczne suplementowanych zwierzat. Ponadto, moze wptywaé

na integralnos¢ i dojrzewanie nabtonka przewodu pokarmowego oraz regulowac procesy wchtaniania

jonow dwuwartosciowych.
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INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA ALBO
ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCII
NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNE)

Po uzyskaniu w 2010. roku stopnia doktora odbytem 3 staze naukowe w jednej zagraniczne;

oraz dwoch uznanych krajowych jednostkach naukowych. Pierwszy ze stazy realizowany byt w Katedrze

Badan nad Nowotworami i Medycyny Molekularnej, Norweskiego Uniwersytetu Nauki
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i Technologii (NTNU) w Trondheim (01.10.2011 - 16.10.2011). Realizacje wyjazdu umozliwito
uzyskanie indywidualnego stypendium Fundacji Rozwoju Systemu Edukacji w ramach Funduszu
Stypendialnego i Szkoleniowego (nr wniosku FSS/2011/V/D3/W/0110). Celem pobytu byto
dopracowanie metod przygotowania prob do procesu elektroforezy réznicujacej w  Zelu
poliakryloamidowym, dob6r odpowiednich technik postelektroforetycznego barwienia Zeli, archiwizacji zeli
oraz ich analiza bioinformatyczna, a takze identyfikacji biatek z uzyciem spektrometru masowego typu
MALDI-ToF/ToF (stosowna dokumentacja potwierdzajaca zatozenia stazu, potwierdzenie jego odbycia
oraz pozyskanego stypendium stanowig zatacznik nr 7). Uzyskana w trakcie stazu wiedza i umiejetnosci,
a takze opracowane protokoty metodyczne zostaty wykorzystane w wiekszo$ci publikacji stanowigcych
moj dorobek naukowy w zakresie badan proteomicznych. Ponadto, dopracowanie protokotow
analitycznych przeprowadzone zostato na tkankach zwierzecych (watroba oraz nerki $win),
co z kolei z powodzeniem zostato wykorzystane podczas przygotowywania zatozen metodycznych
projektu badawczego (NCN ,SONATA”, 2012/05/D/NZ9/01604), w ramach ktorego przeprowadzone
zostaty m.in. prace badawcze stanowigce prezentowane w autoreferacie osiggniecie naukowe (zgodnie
z art. 219 ust. 1 pkt. 2b ustawy prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce).

W trakcie kolejnego stazu badawczego realizowanego w Zakladzie Genomiki Instytutu
Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu (14.09.2015 - 27.09.2015) wykonywatem analizy
zwigzane z realizacjg projektu badawczego (NCN ,SONATA”, 2012/05/D/NZ9/01604). Badania miaty
na celu analize ekspresji wybranych gendw w watrobie prosigt pod wptywem suplementacji diety
fruktanami typu inulinowego, co stanowito weryfikacje wynikéw badan zmian ekspres;ji sktadowych profili
biatkowych z uzyciem elektroforezy dwukierunkowej oraz spektrometrii mas. Wyniki opisanych analiz
zostaty opublikowane w oryginalnym artykule: 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. Ponadto, podczas stazu omowione zostaly zatozenia do$wiadczen
bedacych bazg dwdch projektdw badawczych. Oba z nich uzyskaty finansowanie ze zrdédet zewnetrznych.
Pierwszy projekt, ktérego bytem kierownikiem (NCN ,MINIATURA1”, 2017/01/X/NZ9/01173)
zatytutowany ,Wptyw suplementaciji diety wielonienasyconymi kwasami ttuszczowymi o zréznicowanym
stosunku kwaséw omega 6/3 na metabolizm miesnia sercowego myszy — analiza proteomiczna”,
zostat zrealizowany we wspdtpracy z pracownikami Zaktadu Genomiki i Biordznorodno$ci IGHZ PAN
w Jastrzebcu. Drugi z nich realizowany jest rowniez w w/w jednostce pod kierownictwem dr hab. Mariusza
Pierzchaty prof. IGHZ w ramach szkoty doktorskiej Konsorcjum Naukowego KNOW ,Zdrowe zwierze —
Bezpieczna Zywno$é” (No. 05-1/KNOW2/2015). Dzieki wspétrealizacji tego projektu powierzono mi

funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim Pani mgr Kamili Stepanow, polegajacej
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na opiece naukowej w trakcie wykonywania badan proteomicznych zaplanowanych w w/w projekcie
(dokumentacja potwierdzajaca zatozenia stazu, potwierdzenie jego odbycia, potwierdzajace otrzymanie
projektu oraz powierzenie funkcji promotora pomocniczego stanowig zatacznik nr 7).

Trzeci staz zrealizowatlem w Zakladzie Podstaw Zywienia Zwierzat Monogastrycznych
Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN w Jabtonnej (10.07.2016 — 25.07.2016). W trakcie pobytu
rozszerzatem swoj warsztat badawczy wykonujac analizy z zakresu chromatografii gazowej (oznaczenia
lotnych kwasoéw ttuszczowych) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (oznaczenia koncentraciji
polifenoli). Ponadto, zapoznatem sie z obstugg multidyscyplinarnego spektrofotometru diagnostycznego,
wykonujac oznaczenia wskaznikow biochemicznych m.in. do projektu badawczego realizowanego
wspoinie  z  pracownikami  jednostki przyjmujacej (NCN ,SONATA”, 2012/05/D/NZ9/01604).
Wynikiem realizacji stazu sg nastepujace prace naukowe: Lepczynski A., Herosimczyk A., Barszcz M.,
Ozgo M., Taciak M., Skomiat J., 2016, Inulin-type fructans trigger hanges in iron concentration and
activity of bone metabolism biomarkers in blood plasma of growing pigs, Journal of Animal and
Feed Sciences, 25, 343-347; 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. Ponadto, dzieki kontynuacji wspotpracy z pracownikami obecnego Zaktadu Zywienia Zwierzat

IFZZ PAN powstajg, kolejne prace naukowe (dokumentacja potwierdzajaca zatozenia stazu oraz
potwierdzenie jego odbycia stanowig zatacznik nr 7). % .

AN

VI. INFORMACIJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE.

Na mdj dorobek dydaktyczny skiada sie realizacja zaje¢ z 15 przedmiotow w ramach trzech
obecnie prowadzonych na Wydziale Biotechnologii i Hodowli Zwierzat ZUT w Szczecinie kierunkéw
ksztatcenia: zootechnika, biotechnologia oraz kynologia, a takze kierunkach biologia oraz bioinformatyka,
ktére zostaty usuniete z jego oferty dydaktycznej. Ponadto realizuje zajecia z przedmiotow
Animal Physiology oraz Proteomics w j. angielskim w ramach programu ERASMUS+. Jestem réwniez
autorem tresci programowych dwéch przedmiotéw ,Pro- i prebiotyki w diecie pséw” oraz ,Cell biology”
odpowiednio dla studentéw kierunku kynologia oraz studentéw z wymiany migdzynarodowej w ramach

programu ERASMUS+. Zestawienie realizowanych kurséw dydaktycznych zebrano w tabeli 1.
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Tabela 1. Wykaz prowadzonych zajec dydaktycznych

Lp. Przedmiot Kierunek Forma zaje¢ Rok/stopien
1 Fizjologia zwierzat Zootechnika ¢wiczenia laboratoryjne /°1
Kynologia ¢wiczenia laboratoryjne /°1
. . éwiczenia o
Biotechnologia laboratoryjne/audytoryjne !
Biologia Gwiczenia Id
g laboratoryjne/audytoryjne
. . LLP Erasmus/ wyktady/cwiczenia
2 Animal Physiology Erasmus+ laboratoryjne )
3 Anatomia funkcjonalna i fizjologia ssakéw  Bioinformatyka ewiczena /1
laboratoryjne/audytoryjne
o . . ¢wiczenia 0
4 Fizjologia zwierzat z anatomig, Rolnictwo laboratoryjne/audytoryjne I7°1
wyktady/
5 Biologia komorki Biotechnologia  éwiczenia laboratoryjne i I7°1
audytoryjne
— wyktady/Cwiczenia 0
Biologia laboratoryjne/audytoryjne Il
Bioinformatyka wyk’rady/cwpzema I7°1
laboratoryjne
Mikrobiologia wyktady/Cwiczenia el
stosowana laboratoryjne
5 Proteomika Biotechnologia wyk’rady/cwpzema e
laboratoryjne
Biologia wyk+ady/cwpzema e
laboratoryjne
Mikrobiologia wyktady/Ewiczenia e
stosowana laboratoryjne
5 Proteomics LLP Erasmus/ wyktady/¢wiczenia )
Erasmus+ laboratoryjne
6 Genomika i Proteomika Bioinformatyka wyk+ady/CW|gzen|a e
laboratoryjne
7 Markery i mapy biafkowe Biotechnologia  "Ykiady/Gwiczenia e
audytoryjne
Biologia wykdady/Gwiczenia e
audytoryjne
8 Endokrynologia ssakow Biotechnologia ~ C¢wiczenia audytoryjne v/n°
9 Fizjologiczne konsekwencje genetycznej Biotechnologia konwersatoria Ime

modyfikacji czynno$ci organizmu
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Urzadzenia technologiczne i aparatura

10 badawcza w biotechnologi Biotechnologia ~ ¢wiczenia audytoryjne Vi
11 Podstawy farmakologii i farmakokinetyki Biotechnologia wyk%ady/cwpzema Vi©
audytoryjne
12 Fizjologiczne mechanizmy komunikaciji Biotechnologia wyktady/Ewiczenia /e
zewnafrz-wewnatrzkomérkowej audytoryjne
Biologia wyk+ady/CW|gzen|a /e
audytoryjne
13 Molekularne wskazniki predykcyjne ptynéw Biotechnologia wyktady/Ewiczenia e
ustrojowych audytoryjne
Biologia wyklady/cwiczenia e
audytoryjne
Biatkowe markery w ocenie zdrowia i . wyktady/Cwiczenia o
14 wydolnosci fizycznej koni Zootechnika audytoryjne il
15 Biologia i biochemia nowotworéw Biotechnologia ~ C¢wiczenia audytoryjne e

Z uwagi na potrzebe umiedzynarodowienia ksztatcenia w latach 2013 - 2019 petnitem opieke

naukowg nad 8. studentami w ramach programu praktyk miedzynarodowych realizowanych

we wspdipracy z organizacjg IAESTE. Informacje na temat poszczegdlnych studentéw wraz z czasem

pobytu w mojej macierzystej jednostce zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Opieka naukowa nad studentami w ramach programu IAESTE

Lp.  Studenci z osrodkéw zagranicznych w ramach programu praktyk Czas pobytu
IAESTE

1 Ranjitha Hebri; Bangalore University; Indie 18.03.2019 - 17.06.2019
2 Stephany Kitamura; Sao Paulo State University; Brazylia 01.11.2018 — 31.01.2019
3 Gregor Bordon; University of Ljubliana; Stowenia 27.03.2018 — 25.06.2018
4 Schivani Acharya; Manipal Institute of Technology; Indie 01.03.2018 - 31.05.2018
5 Tempini Dario; ETH in Zurich; Szwajcaria 09.10.2017 - 08.01.2018
6 Maia de Paula; Federal University of Vigosa; Brazylia 03.10.2016 — 07.01.2017
7 lvona Rai¢; University of Mostar; Chorwacja 30.03.2016 — 10.07.2016
8 Girelli Caio Wojslaw; Universidade de Sao Paulo; Brazylia 01.10.2014 - 15.01.2015
9 Thais Vieira de Souza; Federal University of Amazonas; Brazylia 01.10.2013 - 15.03.2014

Ponadto, jako opiekun studentki z Uniwersytetu Bangalore w Indiach, jednocze$nie

sprawowatem funkcje promotora pracy magisterskiej (zaSwiadczenie o powierzeniu mi funkcji opiekuna

naukowego stanowi zatgcznik 8 do wniosku przewodniego). Jestem réwniez promotorem pomocniczym
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w przewodzie doktorskim studentki realizujacej prace doktorska w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat
w ramach Zintegrowanej Szkoty Doktoranckiej KNOW (zaswiadczenie o powierzeniu mi funkcji promotora
pomocniczego stanowi zatgcznik 8 do wniosku przewodniego). Pod mojg opiekgq naukowg
zrealizowanych zostato 6 prac magisterskich, 8 prac inzynierskich oraz 3 prace licencjackie.

Ponadto, odbytem pobyt dydaktyczny w ramach programu ERASMUS+ na Wydziale Nauk
Rolniczych Uniwersytetu Grzegorza Mendla w Brnie (01.04.2019 — 05.04.2019), podczas ktérego
prowadzitem: seminarium dla studentéw Il stopnia na kierunku biotechnologia nt. ,Workfolw in 2-d gel
based proteomics”; seminarium dla doktorantéw, dyplomantow i pracownikow wydziatu nt. “Effects of
supplementation of a diet with dried chicory root on protein composition pattern of selected tissues and
body fluids in growing pigs”, a takze przeprowadzitem zajecia z przedmiotu “Animal Physiology” dotyczace
ukfadu nerwowego. Od roku 2018 jestem opiekunem Studenckiego Kota Naukowego Proteomiki

“Proteios”.

Do gtéwnych aspektow mojej dziatalno$ci organizacyjnej mozna zaliczy¢: cztonkostwo w Radzie
Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat w latach 2017-2019; cztonkostwo w Radach Programowych
kierunkow studiow Biotechnologia (2012-2016) oraz Kynologia (2016-2019). W latach 2011-2016 bytem
powotywany przez JM Rektora ZUT w Szczecinie na Cztonka Komisji Konkursu Biologicznego dla szkét
ponadgimnazjalnych wojewddztwa zachodniopomorskiego. Poza dziatalno$ciq w ramach struktury
uczelni, bytem czionkiem komitetu organizacyjnego 85. Zjazdu Polskiego Towarzystwa Zootechnicznego
organizowanego przez szczecinskie koto PTZ w 2019 roku. Ponadto, jestem petnomocnikiem Dziekana
Wydziatu BiHZ ds. promocji Wydziatu powotanym na kadencje w latach 2017-2020. W ramach petnienia
tej funkciji, koordynowatem oraz realizowatem szereg przedsiewzie¢ promujacych zaréwno mojg Alma
Mater, jak i Wydziat, jak réwniez popularyzujacych szeroko pojetg nauke, ktore zostaty zestawione
w tabeli 3.

Tabela 3. Dziatalno$¢ na rzecz promocji nauki

Lp. Funkcja Rok
akademicki
1 Realizacja warsztatow ,Krew darem zycia” w ramach programu , Licealista w $wiecie ~ 2014/2015 -
nauki’ (4 edycje) 2017/2018

3 Realizacja warsztatow w ramach Europejskiej Nocy Naukowcow realizowanej przez 2017/2018-
Biuro Promocji ZUT, a takze koordynacja wydarzenia na poziomie Wydziatu
Biotechnologii | Hodowli Zwierzat (2 edycje) 2018/2019

4 Koordynacja oraz realizacja warsztatow dla senioréw w ramach Zachodniopomorskiego 2017/2018-
Technologicznego Uniwersytetu Trzeciego Wieku (2 edycje) 2018/2019

5 Realizacja i koordynacja drzwi otwartych wydziatu - projekt ,Moc Naukowcow” (3 edycje) 2016/2017 -
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2018/2019

6 Wygloszenie serii wyktadéw w ramach cyklu ,Spotkanie z naukg” dla uczniow szkét 2016/2017 -

ponadgimnazjalnych 2019/2020
7 Realizacja ~ warsztatbw ~w  szkotach ~ ponadgimnazjalnych ~ wojewodztwa 2016/2017-
zachodniopomorskiego 2018/2019 /
( >AQ‘7’> o»//‘/\wr
VIl. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Opis pozostatego dorobku naukowo-badawczego

Moja dotychczasowa dziatalnos¢ naukowo-badawcza, poza tematykq omoéwiong w cyklu
publikacji sktadajacych sie na osiggniecie naukowe, wpisuje sie przede wszystkim w nastepujace
zagadnienia:

1. Fizjologia okresu neonatalnego, ze szczegdinym uwzglednieniem wptywu zywienia na zmiany
proteomu ptynow ustrojowych.

2. Wpltyw substancji prebiotycznych na organizm swin.

3. Charakterystyka sktadu biatkowego wybranych ptynéw ustrojowych, tkanek i narzaddéw zwierzat
hodowlanych.

4. Poszukiwanie wskaznikbw charakterystycznych dla wybranych proceséw fizjologicznych

i patofizjologicznych u zwierzat doswiadczalnych i cztowieka.

a) Przed uzyskaniem stopnia doktora

Pierwsze opublikowane wyniki badan, wynikajace z realizacji pracy magisterskiej, dotyczyty analizy
wptywu polimorfizmu w wybranych genach na uzytkowos¢ zwierzat gospodarskich (1.3.3; 1.3.4 —
numeracja zgodna z wykazem osiggnie¢ naukowych stanowigcych znaczny wktad w rozwéj dyscypliny).
Analizy te dotyczyly poszukiwania zwigzku polimorfizmu w genie somatoliberyny (GHRH) z cechami
uzytkowosci mlecznej bydta czerwono-biatego (1.3.3). Badajac warianty GHRH/Haelll wykazano,
ze krowy o genotypie AA cechowaly sie istotnie wyzszg wydajnoscig mleczng, a takze zawartoscig
ttuszczu i biatka w mleku w poréwnaniu do zwierzat o genotypach AB oraz BB. Kolejne badania zwigzane
byly z asocjacjq pomiedzy polimorfizmem genu receptora ryanodiny (RYR1), nazywanego réwniez genem
wrazliwo$ci na stres, a wartoScig rzezng swin. W doswiadczeniu wykazano, ze  osobniki
0 heterozygotycznym genotypie CT charakteryzowaty sie mniejszg gruboscig stoniny na grzbiecie
oraz wyzszg przewodno$cig miesa mierzong w 24h po uboju w poréwnaniu do zwierzat o genotypie CC
(1.3.4).
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Kolejne badania zwigzane byty z gtownym nurtem badawczym Katedry Fizjologii, Cytobiologii
i Proteomiki dotyczacym fizjologii okresu neonatalnego. Za najwazniejsze z nich uzna¢ mozna pierwsze
préby analizy proteomu moczu z wykorzystaniem technik elektroforetycznych, w ktorych analizie poddano
wydalanie frakcji biatek niskoczasteczkowych wraz z moczem w pierwszym miesigcu zycia kozlat.
W badaniach tych wykazano, ze frakcja biatek niskoczasteczkowych jest dominujacq frakcjg wydalang
wraz z moczem stanowigc podstawe zjawiska proteinurii neonatalnej, ktéra ma charakter selektywny.
Zaobserwowano réwniez postepujace obnizanie wydalania tej frakcji biatek w kolejnych dniach zycia
koZlat, co moze $wiadczy¢ o zmianach przepuszczalno$ci bariery filtracyjnej w kiebuszkach nerkowych,
jak réwniez o selektywnym mechanizmie wchtaniania tych biatek w kanalikach nerkowych (1.1.28).
W kolejnych doswiadczeniach przeprowadzonych na cieletach wykazano istotne zmiany ilosciowe
i jakoSciowe w profilach biatkowych osocza krwi w pierwszym tygodniu zycia. W badaniach tych
skoncentrowano si¢ na pomiarze relatywnej koncentracji albumin oraz frakcji  biatek
wysokoczasteczkowych oraz niskoczasteczkowych. Wiekszo$¢ frakcji biatek o masach zaréwno
wyzszych, jak i nizszych od albumin wykazywato wzrost koncentracji w pierwszym tygodniu zycia
zwierzat. Zmiany obserwowano rowniez w procentowym udziale biatek poszczegdlnych frakcii.
Wydaje sie, ze obserwowane zmiany sg efektem zmiany zywienia po urodzeniu zwierzat, sprawnosci
wchfaniania jelitowego oraz usuwania biatek drogg nerkowa (1.3.2).

Kolejna grupa publikacji dotyczy pourodzeniowych zmian stezen wybranych elektrolitow u kozlat
oraz cielat w okresie neonatalnym. W pierwszej z nich (1.1.29) zaobserwowano sukcesywne obnizanie
koncentracji zelaza w osoczu krwi kozlagt w pierwszych dwoch tygodniach zycia, po czym sukcesywny
wzrost jego koncentracji pomiedzy 14. a 23. dniem zycia. W pierwszym tygodniu zycia zaobserwowano
dynamiczny wzrost catkowitej zdolno$ci wigzania zelaza, ktéra nastepnie obnizata sie do 14. dnia zycia,
wzrastajgc do 23. dnia zycia. Moze to $wiadczyC o duzym zapotrzebowaniu na zelazo w pierwszych
dwdch tygodniach zycia kozlat m.in. do procesu hematopoezy, a takze wcigz ograniczong zdolnoscig
do jego absorpcji z przewodu pokarmowego. Mimo zywienia mlekiem matek nalezy zwrdci¢ uwage
na koncentracje zelaza w osoczu krwi koZlat, ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia niedoboru tego
pierwiastka w pierwszych tygodniach ich zycia.

W kolejnym dodwiadczeniu (1.1.27) wykazano dynamiczne zmiany koncentracji miedzi i Zzelaza
w pierwszych dniach zycia cielat. Stwierdzono istotny wzrost osoczowej koncentracji miedzi
oraz obnizenie koncentracji zelaza w pierwszych trzech dniach zycia zwierzat. Podanie cieletom inhibitora
enzymu konwertujacego - kaptoprylu spowodowato istotne obnizenie koncentracji zelaza w osoczu krwi
badanych cielgt. Nie stwierdzono istotnych zmian koncentracji miedzi w osoczu krwi zwierzat przed

| po podaniu kaptoprylu.
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b)  Po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora zostatem zatrudniony na etacie adiunkta w Katedrze Fizjologii
Cytobiologii i Proteomiki. Ksztattowatem swoje kompetencje badawcze poszerzajac warsztat badawczy
zdobywajac wiedze oraz do$wiadczenie, uczestniczac w realizacji kolejnych projektow badawczych
rodzimej jednostki naukowej, co umozliwito wspotprace z pracownikami z zewnetrznych jednostek
naukowych, dzieki czemu rozszerzatem takze zakres swoich zainteresowan badawczych, co znalazto

odzwierciedlenie w kolejnych publikacjach.

1. Wyniki badan realizowanych w ramach pierwszego nurtu badawczego dotyczacego fizjologii
okresu neonatalnego, ze szczeg6lnym uwzglednieniem wpfywu systemu zywienia na zmiany
proteomu ptynéw ustrojowych, sg gtéwnie efektem realizacji dwoch projektow badawczych. Pierwszy
z nich, ktérego bytem gtownym wykonawca, byt projektem promotorskim obejmujagcym zagadnienia
zwigzane z realizacjq pracy doktorskiej, dotyczacej wptywu zywienia cielagt mlekiem, badz preparatem
mlekozastepczym (KBN N N311 266435). Kolejny projekt, ktérego bytem wykonawca, dotyczyt wptywu
nadmiaru weglowodanéw w diecie cielat na proteom ptynéw ustrojowych oraz nerkowe mechanizmy

regulaciji bilansu wodno-elektrolitowego u cielat w pierwszym miesigcu zycia (KBN N N311 012538).

Okres pourodzeniowy jest etapem intensywnych zmian przystosowawczych zachodzacych
w organizmie cielgt. Intensywne zmiany zaréwno strukturalne, jak i czynnoSciowe zachodzace
w przewodzie pokarmowym w okresie pourodzeniowym, sg funkcjg czasu oraz wiasciwego zywienia.
Pokarmem zapewniajgcym prawidtowy rozwoj cielgt noworodkdw jest siara, a w kolejnych dniach zycia
mleko matek. Substytutem mleka podczas odchowu cielat sg preparaty mlekozastepcze. Ich sktad
znaczaco odbiega od sktadu mleka matek, brak w nich zwlaszcza bioaktywnych komponentow,
takich jak: hormony, bioaktywne peptydy, czynniki wzrostu oraz cytokiny, ktdre majg istotny wptyw
na rozwoj i adaptacje nowonarodzonych cielgt do Srodowiska zewnatrzmacicznego (1.2.2). Stad waznym
wydawato sie podjecie badan nad oceng wptywu zywienia siarg i mlekiem matek na sktad proteomu
osocza krwi oraz podstawowych parametréw biochemicznych u cielat w pierwszych dwéch tygodniach
zycia, z uwzglednieniem réznic wynikajacych z zastosowania odmiennego systemu zywienia: pokarmem
naturalnym lub preparatem mlekozastepczym.

Analiza proteomu osocza krwi cielat zywionych siarg w pierwszym tygodniu zycia, a nastepnie
mlekiem matek pozwolita na scharakteryzowanie zmian zachodzacych w ekspresji biatek tego ptynu
biologicznego. Najintensywniejsze zmiany ekspresji obserwowano ws$rod biatek zwigzanych
z metabolizmem cholesterolu. Dotyczyty one apolipoproteiny Al (apoA-l) oraz apolipoproteiny AlV
(apoA-1V), ktorych ekspresja wzrastata w pierwszej dobie zycia, a kontynuacja tego wzrostu
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obserwowana byta w kolejnych dniach pierwszego tygodnia zycia cielat. Zmiany te byly zbiezne
z dynamikg wzrostu koncentracji sktadowych profilu lipidowego. Koncentracja cholesterolu catkowitego,
cholesterolu zwigzanego z HDL (HDLC) oraz LDL (LDLC), a takze trjglicerydéw w osoczu krwi badanych
zwierzat wzrastata istotnie w kolejnych godzinach i dniach zycia. Najwigekszg dynamike wzrostu
koncentracji obserwowano dla frakcji HDLC, z ktérego metabolizmem $ciSle zwigzane sg apoA-|
oraz apoA-IV. Obserwowane zmiany sg najprawdopodobniej efektem zmiany gtéwnego zrédta energi,
ktorym w okresie zycia ptodowego byty cukry proste oraz aminokwasy, na lipidy ktérych bogatym zrédtem
jest siara oraz mleko matek (1.1.21). Zwierzeta zywione siarg i mlekiem matek wykazujg réwniez wzrost
koncentracji biatka catkowitego oraz albuminy, a takze mocznika w osoczu krwi, przy jednoczesnym
obnizeniu koncentracji kreatyniny, co wskazuje na intensywne przemiany o charakterze anabolicznym
zachodzace w pierwszych dniach zycia tych zwierzat. Ponadto, cieleta Zywione naturalnie nie wykazujg
znamion zaburzen wodno-mineralnych, na co wskazujg stabilne warto$ci gtéwnych elektrolitdw
oraz ci$nienia osmotycznego osocza krwi (1.1.24; 1.1.25). W drugim tygodniu zycia cielat zywionych
mlekiem matek obserwowano stabilng ekspresje apoA-l oraz apoA-lV, natomiast Zywienie zwierzat
preparatem mlekozastepczym spowodowato stopniowe obnizenie ekspresji apoA-l, natomiast apoA-IV
wykazywato istotne obnizenie ekspresji w pierwszym dniu zywienia preparatem mlekozastepczym,
wzrastajac stopniowo w kolejnych dniach drugiego tygodnia zycia. Obserwacje te znajdujg potwierdzenie
w koncentracji wskaznikow profilu lipidowego osocza krwi. Koncentracja TC, HDLC oraz LDLC byta
istotnie nizsza w przypadku zwierzat zywionych preparatem mlekozastepczym. Mozna zatozyc,
Ze gtowng przyczyng zmian ekspresji biatek zaangazowanych w metabolizm cholesterolu, jest zmiana
jakosciowa ttuszczu bedacego podstawg diety. U zwierzat zywionych preparatem mlekozastepczym
obserwowano wysokq ekspresje haptoglobiny, ktdra obnizata sie w kolejnych dniach drugiego tygodnia
zycia. W przypadku zwierzat zywionych pokarmem naturalnym ekspresja tego biatka byta ponizej progu
detekcji. Wydaje sie, ze podwyzszona ekspresja haptoglobiny u zwierzat zywionych preparatem
mlekozastepczym jest efektem stresu wywotanego zmiang systemu zywienia (1.1.17). Obserwowano
rowniez istotne rdznice stezen wybranych wskaznikdéw biochemicznych w osoczu krwi pomiedzy cielgtami
zywionymi mlekiem matek oraz preparatem mlekozastepczym. W przypadku zwierzat zywionych
preparatem mlekozastepczym obserwowano nizszg koncentracje zaréwno biatka 0golnego,
jak i albuminy, co wskazuje na ograniczong aprowizacje organizmu tych zwierzat w aminokwasy,
wynikajaca prawdopodobnie z nizszej strawno$ci biatka zawartego w preparacie. Organizm cielat
w drugim tygodniu zycia sprawnie reguluje molalno$¢ osocza krwi i gtéwnych elektrolitdw decydujacych
0 ci$nieniu osmotycznym niezaleznie od sposobu zywienia. O dojrzatosci mechanizméw regulujgcych
gospodarke wodno-elektrolitowg Swiadczg takze stabilne stezenia wapnia, magnezu, cynku i miedzi

w osoczu krwi. Niemniej, uzasadnionym wydaje sie monitorowanie koncentracji miedzi we krwi mtodych
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cielat, ze wzgledu na obserwowane niskie, bliskie dolnej granicy wartosci referencyjnych stezenia tego
elektrolitu (1.1.23).

Skutkiem  nieprawidtowosci  zywieniowych ~w  okresie  neonatalnym,  wynikajacych
m.in. z nieprawidtowego sktadu preparatow mlekozastepczych lub przekarmiania zwierzat moga by¢
biegunki. Sg one gtowna przyczyng zaburzen wodno-elektrolitowych, ktére w skrajnych przypadkach
mogq doprowadza¢ do upadkéw zwierzat. W trakcie biegunek wynikajacych z nadmiernego zywienia
zaréwno mlekiem, jak i preparatem mlekozastepczym w przewodzie pokarmowym cielgt akumulowane
sq zwigzki osmotycznie czynne, co zaburza wchtanianie wody, w efekcie prowadzac do biegunek
osmotycznych. Skutkiem postepujacego odwodnienia organizmu cielat sg hiponatremia, hipokaliemia
oraz hipochloremia. Ponadto, zaburzenia rbwnowagi wodno-elektrolitowej moga prowadzi¢ do zaburzen
metabolicznych, powodujac gwattowne spadki koncentracji glukozy we krwi, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do kwasicy metabolicznej (1.2.3). Majac na uwadze powyzsze fakty, a takze obserwowane
we wczedniejszych badaniach réznice w ekspresji sktadowych proteomu osocza krwi pomiedzy
zwierzetami zywionymi mlekiem matek i preparatem mlekozastepczym koniecznym wydawato sie
przeanalizowanie wptywu zywienia cielat dieta z nadmiernym udziatem laktozy na proteom osocza krwi
oraz moczu cielgt w drugim tygodniu ich zycia.

Zywienie cielat preparatem mlekozastepczym z nadmiarem laktozy spowodowalo znaczne
rozluznienie ich stolca, zmiang jego zabarwienia na ciemnozielong, a takze pojawienie sie w nim $luzu.
Efekt ten wywotany byt prawdopodobnie przyspieszeniem pasazu tre$ci przewodu pokarmowego w jelicie
cielat oraz ograniczeniem wchtaniania wody z przewodu pokarmowego. Poréwnujac profile biatkowe
osocza krwi cielat sprzed podania nadmiaru laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym i po jego
dwukrotnym podaniu zaobserwowano istotne réznice iloSciowe w relatywnej koncentracji 6 spotow
biatkowych z ponad 430 obserwowanych na Zzelach reprezentujacych proteom tego medium.
W odpowiedzi na stres wywotany skutkami zastosowania nadmiaru laktozy w diecie cielat
zaobserwowano wzrost ekspresji spotéw biatkowych reprezentujacych biatka ostrej fazy: fibrynogen (Fb),
alfa-1-b glikoproteine (A1GB), alfa-1 antytrypsyne (A1AT), co wskazuje na stres wywotany
nieprawidtowo$ciami  we  wchtanianiu  wody i podraznieniem przewodu pokarmowego.
Ponadto, obserwowano wzrost ekspresji biatek zwigzanych z metabolizmem lipidéw apoA-IV oraz
apolipoproteiny E (apoE), co wskazuje na redystrybucje cholesterolu w organizmie zwierzat jako wyniku
ograniczonego wchtaniania ttuszczu z przewodu pokarmowego wywotanego biegunka. Nalezy dodac,
ze w literaturze wskazuje sie protekcyjng role apoE w przypadku wystepowania przypadkow ciezkich
biegunek u dzieci (1.1.11).

Mocz stanowi materiat badawczy o znaczacym potencjale  diagnostycznym,

oprécz standardowych procedur diagnostycznych coraz cze$ciej badacze skupiajg sie na analizie
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metabolitbw zawartych w tym ptynie ustrojowym, a takze prowadzg badania jego proteomu.
Badania proteomu moczu umoZliwiajg poszukiwanie biatek/peptyddéw zwigzanych z konkretnymi
schorzeniami uktadu wydalniczego, a takze markeréw charakterystycznych dla proceséw fizjologicznych
(1.4.3). Dlatego tez, w kolejnym doswiadczeniu (1.1.10) przeprowadzono analize profili biatkowych moczu
przed i po podaniu nadmiaru laktozy wraz z preparatem mlekozastepczym. Spo$réd badanych spotow
cztery wykazywaty wzrost relatywnej koncentracji. Reprezentowaty one jak w poprzednim do$wiadczeniu
biatka ostrej fazy: A1AT i serotransferyne (Tf). Ponadto, obserwowano obnizenie ekspresji biatka
wigzacego hormony piciowe (SHBG) oraz cytochromu P450 2E1 (CYP2E1). Nadmiar laktozy w diecie
spowodowat rowniez wzrost wydalania syntazy cytrynianowej ATP wraz z moczem. Prawdopodobng
przyczyng obnizenia koncentracji Tf jest fakt, ze jest ono negatywnym biatkiem ostrej fazy,
dlatego tez obnizona osoczowa koncentracja tego biatka moze wigzaC si¢ z jej ograniczonym
wydalaniem. A1AT jest biatkiem zwigzanym z unieczynnieniem Tf w odpowiedzi ostrej fazy,
wiec mozliwym jest, ze zmiany wydalania obu biatek sg powigzane.

Kolejne badania zwigzane byly z analizami mapowania specyficznej lokalizacji akwaporyny 2
(AQP2) w nerkach bydta. Lokalizacja tych biatek w nerkach cztowieka i zwierzat laboratoryjnych
byta wszechstronnie przebadana, wraz z mechanizmami zwigzanymi z dystrybucjg tego biatka pomiedzy
wewnatrzkomdrkowymi pecherzykami, a btong szczytowg kanalikow zbiorczych nerki, natomiast istniaty
jedynie pojedyncze opracowania dotyczace immunolokalizacji tego biatka w nerkach mtodego bydta,
z szczatkowymi danymi dotyczacymi regulacii aktywnosci tego biatka. Dlatego tez pierwsze badania miaty
na celu okreslenie immunolokalizacji tego biatka w nerkach cielat (1.1.20). Immunohistochemiczna
analiza potwierdzita obecno$¢ AQP2 w komérkach gtéwnych kanalikéw zbiorczych nerek u cielat rasy
polsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej. Immunolokalizacja AQP2 zostata wykazana jedynie
w komérkach nabtonka szesciennego kanalikow zbiorczych w promieniach rdzennych kory oraz rdzeniu
nerek cielat. Silng immunoreakcje obserwowano szczegoinie w bionie szczytowej komorek kanalikow
zbiorczych, co jest charakterystyczne rowniez dla innych gatunkéw zwierzat. Ponadto, w analizowanych
preparatach nerek cielgt, stwierdzono stabg ekspresie AQP2 réwniez w btonie podstawnej,
a takze wewnatrzkomérkowych pecherzykach. Do analizy immunocytochemicznej AQP2 w nerkach cielat
wykorzystano przeciwciata ,anti — total” AQP2, co uniemozliwiato analizy dystrybucji poszczegdlnych
ufosforylowanych form tego biatka. Bylo to podstawg do dalszych badan, ktére miaty na celu analize
immunolokalizacji AQP2 ufosforylowanej w pozycji ser-261, ktéra w kolejnych opracowaniach
dotyczacych bydta dotad nie byta analizowana (1.1.2). Z badan jednoznacznie wynika, ze AQP2 ser-261
jest zlokalizowana w szczytowej blonie komorek gtownych kanalika zbiorczego, co wskazuje na jej istotng
role w procesie fakultatywnej resorpcji wody w nerkach cielgt. Przeprowadzona analiza bioinformatyczna

potencjalnych kinaz mogacych odpowiadac za fosforylacje reszt seryny s261 AQP2 wskazaty na wysokie
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prawdopodobienstwo zaangazowania w ten proces kinazy aktywowanej mitogenem (MAPK).
W badaniach innych autordw wykazano, ze klasyczna zalezna od wazopresyny Sciezka regulacji
aktywno$ci AQP2 uzalezniona jest od fosforylacji seryny w pozyciji s256, dlatego prawdopodobnym jest,
ze fosforylacja s261 przez kinaze MAP moze by¢ odpowiedzialna za niezalezng od wazopresyny droge

transferu wody przez AQP2 wbudowywang w btone szczytowg komorek gtéwnych kanalika zbiorczego.

2. Moje zainteresowania badawcze koncentrujg sie rdwniez na wptywie substancji o potencjale
prebiotycznym na organizm $win. Badania te realizowane byly w ramach projektu badawczego
dotyczacego wplywu fruktanéw typu inulinowego oraz sposobu ich administracji na metabolizm
wybranych tkanek analizowanych na poziomie biatek (NCN ,SONATA”, 2012/05/D/NZ9/01604).
W doswiadczeniach analizowano wptyw suplementacji diety rosngcych Swin inuling o polimeryzacii
wynoszacej $rednio 10-12 reszt fruktozowych, z uwzglednieniem zrdznicowanego poziom suplementacji
na poziomie 1 oraz 3% (1.1.7; 1.1.8, 1.1.9, 1.1.15). Ze wzgledu na informacje 0 metabolizowaniu inuliny
przez bakterie symbiotyczne juz w jelicie cienkim Swin uzasadniong wydawata si¢ analiza proteomu btony
Sluzowej jelita czczego zwierzat suplementowanych dwoma poziomami natywnej inuliny.
Analiza ta wykazata przeciwstawny kierunek zmian ekspresji biatek zaangazowanych w kontrole
podziatow komorkowych, jak i wzrost i dojrzewanie funkcjonalne komorek nabtonka jelitowego
w zalezno$ci od poziomu suplementacii diety ITF. Wykazano, ze 1% dodatek inuliny do diety powoduje
obnizenie ekspresji biatek zaangazowanych w wymiane i dojrzewanie enterocytéw. Suplementacja diety
3% inuling indukuje istotny wzrost ekspresji biatek zaangazowanych w aktywno$¢ transkrypcyjng
i translacyjng, a takze potranslacyjne dojrzewanie biatek, dodatkowo wykazujac stymulujacy wptyw tego
dodatku na proliferacje i dojrzewanie komoérek jelita biodrowego (1.1.7). Analiza proteomu watroby,
organu ktéry zaangazowany jest w metabolizm koncowych produktdw jelitowej fermentacji inuliny (KKT)
wchtonietych z przewodu pokarmowego wykazata ze, pod wptywem obu suplementowanych inuling diet
doszio do stymulacji ekspresji biatek zaangazowanych w kontrole watrobowego poziomu tréjgliceryddw
oraz cholesterolu. Zmiany ekspresji tych biatek znajdujg odzwierciedlenie w wyzszych koncentracjach
zaréwno cholesterolu catkowitego, jak i trojglicerydéw w watrobach prosiat zywionych suplementowanymi
dietami, przy jednoczesnym obnizeniu koncentracji cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji zwigzanej
z HDL w osoczu krwi tych zwierzat, a roznice w koncentracji tych wskaznikdéw sg zalezne od poziomu
suplementaciji (1.1.8). W dostepnej literaturze dostepny jest szereg informacji o wptywie fruktandw typu
inulinowego na zdolno$¢ wchtaniania wybranych makro i mikroelementéw z przewodu pokarmowego,
jak réwniez na mozliwos¢ ich retencji w nerkach, co w konsekwencji wptywa na mechanizmy
zaangazowane w regulacje homeostazy wodno-elektrolitowej. Dlatego tez podjeto sie badan majacych

na celu analize ekspresji AQP2, w nerkach prosigt suplementowanych inuling (1, 2 oraz 3% dodatek
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do diety), a takze bogatym we fruktany typu inulinowego suszem z korzenia cykorii. AQP2 zaangazowana
jest w regulowane stezeniem wazopresyny wchfanianie wody w kanalikach zbiorczych nerek.
Wykazano jednoznacznie, ze ekspresja AQP2 w nerkach prosiagt wzrasta wraz z udziatem inuliny w diecie
prosiat, co moze wskazywaC na istotny wplyw suplementacji diety fruktanami typu inulinowego,
na koncentracje elektrolitow we krwi swin (1.1.9). Ponadto, wykazano, ze suplementacja diet prosiat
inuling wptywa na regulacje osoczowe] koncentracji biatek zaangazowanych w proces hemostazy.
Trendy tych zmian wskazujg na przeciwkrzepliwy wptyw inuliny, co potwierdza réwniez obnizenie
koncentracji fibrynogenu w osoczu krwi suplementowanych zwierzat (1.1.15). Ze wzgledu na kontynuacje
prowadzonych badan nad wptywem inuliny na organizm prosiat, ktére skupiajg sie na analizie proteomu
aorty pod wptywem suplementacji tym fruktanem przeanalizowano mozliwo$¢ implementaciji technik
proteomicznych w badaniach procesow fizjologicznych i patofizjologicznych zachodzacych w uktadzie

sercowo-naczyniowym (1.2.1).

3. W zwigzku z faktem, Ze ekspresja genow jest tkankowo specyficzna, a takze z rozwojem
technologii umozliwiajacych kompleksowg separacje, analize i identyfikacje biatkowych produktow
ekspresji gendw koniecznym wydaje sie poznawanie i uzupetnianie informacji o sktadowych profilu
biatkowego (proteomu) tkanek i narzadow, a takze ptyndw ustrojowych zwierzat hodowlanych.
Tego typu dziatania na szerokg skale prowadzone byty w przypadku cztowieka, co umozliwito poznanie
proteomu gatunku homo sapiens w ponad 90% wraz z wyodrebnieniem proteoméw specyficznych
dla tkanek, a nawet typdw komorek i ptynow ustrojowych. W zwigzku z wcigz stosunkowo nielicznymi
badaniami nad poznaniem sktadu biatkowego pfynéw ustrojowych i tkanek zwierzat hodowlanych,
waznym jest ich mozliwie jak najpetniejsze scharakteryzowanie, co docelowo utatwi poszukiwanie nowych
wskaznikow biatkowych uzytecznych w diagnostyce weterynaryjnej, a takze wskazujacych na wartos¢

uzytkowg zwierzat.

a) Osocze krwi stanowi bogate zrédto informaciji. Szacuje sie, ze w tym ptynie ustrojowym wystepuje
kilka tysiecy roznych biatek i peptydow. Ich rozdzielenie i wizualizacja z wykorzystaniem elektroforezy
dwukierunkowej jest utrudnione w zwigzku z faktem, ze albumina oraz dziewie¢ innych biatek
(fibrynogen, 1gG, IgA, IgM, alfa 1 antytrypsyna, transferryna, alfa-2 makroglobulina, haptoglobina,
sktadowa dopetniacza C3) nazywane biatkami wysokokopijnymi stanowig ponad 90% biatka ogdinego
osocza krwi. Pozostate 10% stanowig biatka Srednio- oraz niskokopijne, ktorych identyfikacja i analiza
jest niezwykle wazna w celu poszukiwania nowych biatek charakterystycznych dla okreslonych procesow
fizjologicznych i patofizjologicznych u zwierzat hodowlanych. Dlatego tez w badaniach profili biatkowych

osocza/surowicy krwi rekomendowane jest usuniecie frakcji biatek wysokokopijnych, w celu umozliwienia
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pogtebionej analizy pozostatych biatek stanowigcych frakcje $rednio- i niskokopijng. W prowadzonych
badaniach nad sktadem biatkowym tych ptyndw ustrojowych frakcja biatek wysokokopijnych byta usuwana
z wykorzystaniem narzedzia bazujacego na bibliotekach heksapeptydéw, a frakcje biatek Srednio-
i niskokopijnych byty skutecznie wzbogacane, co umozliwiato zwizualizowanie wigkszej liczby protein na
zelach 2-D, zwigkszajac tym samym liczbe zidentyfikowanych w do$wiadczeniach biatek (1.1.6; 1.1.19).
Doskonalgc warsztat analityczny modyfikowano réwniez sposoby wizualizacji biatek adaptujac do tego

celu kolejne protokoty barwienia charakteryzujace sie wyzszg czutoscig detekcji biatek na zelach (1.3.1).

W zwigzku z koniecznoscig stworzenia powtarzalnej mapy biatkowe] osocza krwi cielat
we wczesnym okresie pourodzeniowym, jako punktu wyjscia do dalszych analiz zwigzanych z wptywem
czynnikow doswiadczalnych na zmiany relatywnej koncentracji biatek osoczowych przeprowadzono
kompleksowg analize proteomu tego ptynu ustrojowego (1.1.26). Badania przeprowadzone zostaty
na osoczu krwi czterech 7. dniowych cielgt (samcach) rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany
czarno-biatej. Separacja biatek umozliwita otrzymanie na dwuwymiarowych zelach (2-D) okoto
200 spotéw biatkowych, reprezentujace biatka w zakresie mas czasteczkowych pomiedzy 20 a 250 kDa
oraz zakresie punktow izoelektrycznych 4-7. Po wycieciu z Zeli spotow biatkowych, z wykorzystaniem
spektrometrii mas typu MALDI-TOF skutecznie zidentyfikowano 79 z nich. Zidentyfikowane biatka
reprezentowaty 23 rézne produkty genowe, ktore zaklasyfikowano do nastepujacych procesow
biologicznych: kaskada krzepnigcia krwi, metabolizm i/lub transport lipidow, transport, biatka odpowiedzi
ostrej fazy, biatka strukturalne, proteazy i inhibitory proteaz.

Kolejne badania skupione byly na utworzeniu dwuwymiarowej (2-D) mapy biatkowej,
odzwierciedlajacej charakterystyczny wzor ekspresiji biatek surowicy krwi 50. dniowych prosiat (1.1.16).
Wykorzystujac do tego celu elektroforeze dwukierunkowg otrzymano mape proteomu surowicy prosiat,
na ktorej zwizualizowano 183 spoty biatkowe w gradiencie mas czasteczkowych od 15 do 250 kDa
oraz zakresie punktow izoelektrycznych od 3 do 10. Z wycietych z Zelu spotéw biatkowych
zidentyfikowano 105, reprezentujacych 37 réznych produktéw ekspresji genow. Biatka kategoryzowano
wzgledem ich wewnatrzkomdrkowej lokalizacji wykazujac ze: 89,53% zidentyfikowanych biatek nalezato
do biatek wydzielniczych/zewnatrzkomorkowych, pozostate biatka nalezaty odpowiednio do biatek
cytoplazmatycznych (9,52%) oraz biatek btonowych (0,95%). Biatka przyporzadkowano réwniez do grup
zgodnych z ich przynaleznoscig i funkcjg stwierdzajac, ze 48,57% z nich to biatka charakterystyczne
dla transportu wewnatrznaczyniowego; 25,71% okreslono jako biatka typowe dla krwi; 11,43% wigzano
z kaskada krzepniecia krwi i uktadem dopetniacza; 8,57 jako inhibitory proteaz; 5,72% jako proteazy.
Z grupy 37 produktow genowych zidentyfikowanych w doswiadczeniu, az 12 biatek nie zostato wczesniej

zidentyfikowanych w surowicy/osoczu krwi prosigt z wykorzystaniem narzedzi proteomicznych,
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co stanowito uzupetnienie dla istniejgcych dotychczas badan w zakresie mapowania proteomu surowicy
krwi $win.

W kolejnych badaniach utworzona zostata mapa osocza krwi konia. Badaniach miaty na celu
pogtebiong analize osocza krwi konia (1.1.6). Analize przeprowadzono z uzyciem osocza krwi trzech
klaczy pdtkrwi Arabskiej. Separacja biatek metodg elektroforezy dwukierunkowej pozwolita
na rozdzielenie we frakcji wzbogaconej 286 spotéw biatkowych w gradiencie mas czasteczkowych 20 do
250 kDa i zakresie punktdw izoelektrycznych 4-7, z ktérych 136 zidentyfikowano z uzyciem spektrometrii
mas typu MALDI-TOF. Zidentyfikowane biatka reprezentowaty 46 specyficznych produktéw genowych.
Poréwnanie otrzymanych wynikéw z wszystkimi opublikowanymi do czasu ziozenia manuskryptu
badaniami dotyczacymi proteomu osocza krwi koni pozwolita na wyodrebnienie 22 biatek wczesniej
nie identyfikowanych na mapach 2-D obrazujgcych profil biatkowy tego medium. Analiza Gene Ontology
pozwolita na przyporzadkowanie tych biatek do nastepujacych proceséw biologicznych: krzepniecie krwi,
odporno$¢ nieswoista, metabolizm lipidéw, ochrona przed stresem oksydacyjnym, organizacja
cytoszkieletu, adhezja komorkowa, a takze regulacja syntezy biatek. Dodatkowo, nalezy nadmienic,
ze az 18% z nowo zidentyfikowanych biatek nalezy do grupy biatek wewnatrzkomérkowych, co wskazuje
na mozliwos¢ zastosowania analiz proteomu osocza krwi koni do poszukiwania wskaznikow zwigzanych
z reorganizacjg tkanek, a takze ich dysfunkcja, czy tez uszkodzeniami.

W prowadzanych badaniach podjeto sie rowniez proby scharakteryzowania proteomu watroby
rosnacych $win (1.1.1). Do badan wykorzystano watroby o$miu 50. dniowych prosiat. W celu uzyskania
profili biatkowych charakterystycznych dla watroby, biatka préb rozdzielono z uzyciem elektroforezy
dwukierunkowej, uzyskujgc mapy biatkowe w gradiencie masz czasteczkowych 15-250kDa oraz zakresie
pl 4-7. Na zelach rozdzielono $rednio 470 spotow biatkowych, z ktérych zidentyfikowano 265.
Zidentyfikowane spoty biatkowe reprezentowaty 142 réznych produktow ekspresji genow.
Po analizie porownawczej z dostepnymi w literaturze publikacjami dotyczacymi proteomu watroby swin,
co pozwolito na wytypowanie 26 produktow genowych wczesniej nie identyfikowanych w tego typu
do$wiadczeniach. Biatka te przyporzadkowano do znanych proceséw biologicznych 1j. organizacja
cytoszkieletu, odpowiedz na stres i detoksykacja, wtorne przekaznictwo wewnatrzkomérkowe,
metabolizm energetyczny, struktura proteosoméw, oraz transport pecherzykowy. Utworzona
w do$wiadczeniu, powtarzalna mapa biatkowa moze by¢ przydatna w charakterystyce metabolizmu
komérek watroby, jak i catego narzadu, a takze moze by¢ wykorzystana w analizach wptywu wybranych
czynnikdw na funkcje watroby u $win, co potwierdzono w badaniach wtasnych.

b) Kolejna grupa prac dotyczy analiz proteomu ptyndw ustrojowych i tkanek ryb,
w tym wykorzystania elektroforezy 2-D do badan z zakresu technologii zywnosci (1.1.12),

a takze proby okre$lenia sktadu biatkowego osocza krwi (1.1.22), serca (1.1.14) oraz nerek (1.1.15)

strona 41



suma afrykanskiego, jako gatunku zwierzat hodowlanych o szczatkowo poznanym genomie oraz jedynie
kilkunastoma zweryfikowanymi na poziomie biatek produktami ekspresji poszczegdlnych gendw
wchodzacych w skiad tego genomu. Nalezy nadmieni¢, ze do czasu opublikowania prezentowanych
wynikow, badania w tym zakresie byty jedynie szczatkowe.

Profilowanie proteomiczne osocza krwi i tkanek suma afrykariskego przeprowadzono
na materiale badawczym pozyskanym od pieciu 8. miesiecznych samcdw. Analizujgc osocze krwi (1.1.22)
uzyskano profile biatkowe w gradiencie mas czasteczkowych od 15 do 150 kDa i zakresie punktow
izoelektrycznych pomiedzy 3 a 10. Sposrdd 160 spotow biatkowych obecnych na Zelach zidentyfikowano
jedynie 13 spotéw biatkowych, ktére w wiekszosci reprezentowaty produkty genowe niespecyficzne
dla tego ptynu ustrojowego. Zostaty one podzielone na 6 grup: biatka transportujace (biatko 1 wigzace
kwasy ttuszczowe, metalotioneina, mitofertyna-2), biatka strukturalne (wimentyna), biatka zaangazowane
w regulacje transkrypcji (receptor alfa A hormonu tarczycowego, homolog czynnika 1 zwigzanego
zroznicowaniem komorek nabtonka) oraz inne (homolog biatka 6 chioniaka z duzych komorek B, homolog
2 partnera onkogenu FGR1). Nalezy zaznaczy¢, ze biatka te zostaty zidentyfikowane jako homologi
innych gatunkow ryb m.in. Danio prazkowanego, co wskazuje na bardzo ubogi zakres informaciji dostepny
w bazach danych dla suma afrykanskiego w czasie przygotowywania manuskryptu.

Nastepnie, przeprowadzono analizy migsnia sercowego i osierdzia suma afrykanskiego (1.1.14).
W przypadku obu typdw tkanek uzyskano profile biatkowe w gradiencie mas czasteczkowych pomiedzy
15 a 150 kDa oraz zakresie pH 3-10. Na Zelach zwizualizowano srednio 185 oraz 210 spotdw biatkowych,
z ktorych zidentyfikowano 13 oraz 25 odpowiednio dla miesnia sercowego i osierdzia. W przypadku obu
tkanek przeprowadzono analize Gene Ontology (GO) w celu przyporzadkowania zidentyfikowanym
biatkom funkcji molekularnych, a takze wskazania ich lokalizacji wewnatrzkomérkowej. W przypadku
miednidwki serca dystrybucja lokalizacji wewnatrzkomérkowej prezentowata sie nastepujgco:
54% stanowity biatka cytoplazmatyczne, 23% biatka zwigzane z szkieletem wewnatrzkomorkowym, 13%
biatka mitochondrialne, a 8% biatka charakterystyczne dla jadra komérkowego. Odmienna dystrybucja
zidentyfikowanych biatek charakteryzowata osierdzie, w przypadku tego medium wykazano: 32% biatek
cytoszkieletu, 28% biatek cytoplazmatycznych, 24% biatek mitochondrialnych, 12% jadrowych
oraz 4% biatek btonowych. Biatkom przyporzadkowano rowniez funkcje molekularne, w przypadku serca
wykazano ze: 54% stanowig biatka enzymatyczne, 30% biatka strukturalne, 8% biatka regulatorowe oraz
8% biatka wigzace. Zidentyfikowane produkty genowe osierdzia skategoryzowano jako biatka strukturalne
36%, enzymatyczne 36%, wigzace 20% oraz 4% regulatorowe i 4% wigzace.

W kolejnych badaniach wykonano prébe okreslenia sktadu proteomu nerek suma afrykariskiego
(1.1.13). Jak w poprzednich opracowaniach rezultatem separacji biatek byto otrzymanie powtarzalnych

map biatkowych nerek, ktérych sktadowe rozdzielono w gradiencie mas czasteczkowych od 15
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do 250 kDa oraz zakresie pH od 4 do 7. Na Zelach obserwowano okoto 100 spotow biatkowych,
z ktdrych zidentyfikowano jedynie 9. Biatka skategoryzowano zgodnie z ich funkcjami biologicznymi
na zaangazowane w: organizacje cytoszkieletu (aktyna oraz tubulina); metabolizm kwasow ttuszczowych
(biatko wigzace kwasy ttuszczowe), regulacje cyklu komorkowego (ligaza ubikwitynowa), metabolizm
energetyczny (enolaza, fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-guaninowa ), ochrone biatek przed
stresem — chaperoniny (biatko szoku ciepinego 70kDa).

Jak wspomniano na wstepie, dostepny warsztat proteomiczny wykorzystany zostat réwniez
do badan z zakresu technologii zywnosci. Przeprowadzone badania po$wigcone byty marynatom rybnym.
Podczas marynowania $ledzi w marynatach na bazie kwasu octowego i soli obserwuije sie zjawisko dyfuz;ji
zwigzkow azotowych z miesa ryb do kapieli marynujacej, co powoduje straty jakoSciowe wyjsciowego
surowca. W przeprowadzonych badaniach po raz pierwszy wykazano, ze do kapieli marynujace;
dyfundujg aktywne enzymy proteolityczne. Filtracja zelowa wraz z chromatografig powinowactwa
umozliwity oczyszczenie i zatezenie proteaz asparylowych zawartych w kapieli marynujacej. W drodze
analizy aktywnosci enzymatycznej w specyficznym pH i wykorzystaniem selektywnego blokowania
wykazano, ze prawdopodobnymi enzymami aktywnymi w roztworze marynujacym sq katepsyny D
oraz E. Ostatecznym potwierdzeniem tego przypuszczenia byt rozdziat elektroforetyczny zatezonych
protein, ktore po wizualizacji map 2-D zlokalizowane byty w koordynatach o punktach izoelektrycznych i
masach czasteczkowych odpowiadajgacych katepsynom D oraz E, a takze pepsynie. Zaktadamy,
Ze odzysk aktywnych enzymow z kapieli marynujacej moze pozwoli¢ na uszlachetnienie wyrobdw
otrzymywanych z surowca gorszego gatunku, lub produkowa¢ marynaty z ryb o niskim potencjale

przetwérczym (1.1.12).

4, Kolejny nurt badawczy koncentrowat sie wokét poszukiwania markerow wybranych procesow
fizjologicznych i patofizjologicznych czlowieka i zwierzat modelowych. Wszystkie badania
prowadzone w tym zakresie sg wynikiem wspotpracy z krajowymi o$rodkami badawczymi w ramach
projektéw badawczych wspoétrealizowanych przez pracownikéw Katedry. Dotyczyly one charakterystyki
proteomu plemnikow oraz poszukiwania przyczyn specyficznych schorzen zwigzanych z nieptodnoscig
meska (1.1.4; 1.1.5), poszukiwania wczesnych sygnatéw przedimplantacyjnych zarodka w obwodowych
strukturach uktadu immunologicznego (1.1.18), proby wskazania potencjalnych biatek wskaznikowych
nowotworu pecherza moczowego w osoczu krwi cztowieka (1.1.3), a takze analizy wptywu diet
wysokottuszczowych o zréznicowanej zawartosci kwasow omega 3 oraz 6 na proteom wybranych tkanek
myszy.

Celem pierwszych badan byto scharakteryzowanie proteomu prawidtowo zbudowanych
oraz nie wykazujacych ograniczonej ruchliwosci plemnikéw pozyskanych od pieciu zdrowych mezczyzn
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(1.1.5). Uzywajac do tego celu elektroforezy dwukierunkowej utworzono powtarzalne mapy biatkowe
plemnikéw w zakresie mas czasteczkowych 20-200 kDa oraz gradiencie pH 5-8. Spo$rdd rozdzielonych
spotéw biatkowych zidentyfikowano 129, reprezentujgcych 73 produkty genowe w tym 2 biatka,
ktére wezesniej nie zostaty zidentyfikowane w tych komérkach (aneksyna 7 oraz 140rf105). Poza biatkami
typowymi dla struktury plemnika zidentyfikowano szereg biatek zaangazowanych w produkcje energii,
wskazujgc na mozliwos¢ aktywnosci dwéch szlakow energetycznych wczesniej nie analizowanych
w przypadku plemnikdw; szlak metabolizmu propionianu i maslanu oraz szlak kwasu gioksalowego,
co wskazuje na mozliwos¢ dostosowywania metabolizmu energetycznego plemnikéw w zaleznosci
od panujacych warunkéw srodowiska zewnetrznego. Te hipoteze zdajq sie potwierdza¢ wyniki analizy

transkryptomicznej, ktora byta uzupetnieniem badan proteomicznych.

Z badan wynika, ze w ciggu ostatnich lat znaczaco obnizyta sie u mezczyzn liczba plemnikow
o prawidlowej ruchliwosci ilub budowie, co prowadzi do zjawiska nieptodnosci meskiej.
Jednym ze schorzen objawiajacym sie zupetnym brakiem ruchliwo$ci plemnikéw, przy jednoczesnym
braku ich defektéw morfologicznych jest astenozoospermia. Dlatego tez podjeto sie badan, ktorych celem
byta identyfikacja molekularnych przyczyn izolowanej astenozoospermii (1.1.4). W badaniach poréwnano
profile biatkowe wyizolowanych plemnikow mezczyzn zdrowych oraz z potwierdzong astenozoospermia.
Profile biatkowe plemnikow otrzymano przy zastosowaniu elektroforezy dwuwymiarowej. Uzyskane mapy
biatkowe analizowano pod wzgledem ilosciowym, a spoty biatkowe wykazujace istotnie zrdznicowang
ekspresje zidentyfikowano z uzyciem spektrometrii mas typu MALDI-TOF. Pozwolito to na identyfikacje
25 biatek wykazujacych istotnie zréznicowang ekspresje w grupie mezczyzn z astenozoospermia.
Wsrdd nich wiekszo$¢ (18 biatek) charakteryzowata sie obnizong ekspresja. Analiza bioinformatyczna
wykazata, ze zidentyfikowane biatka sg gtéwnie pochodzenia mitochondrialnego i zaangazowane sg
w proces produkcji energii. Uzyskane wyniki zostaty réwniez potwierdzone w badaniach potencjatu
mitochondrialnego, ktory byt zdecydowanie nizszy w przypadku mezczyzn z astenozoospermig,
co moze $wiadczy¢ o niewydolnosci funkcjonalnej mitochondriéw. Pomiar poziomu wydzielanych
reaktywnych form tlenu pochodzenia mitochondrialnego byt istotnie wyzszy w grupie mezczyzn
z astenozoospermia, wskazujac jednocze$nie na zty stan funkcjonalny tych organelli. Analiza uzyskanych
danych pozwolita na wytypowanie trzech biatek; laktoferryny, najadrzowego biatka wigzacego plemniki 1
oraz deglikazy biatkowej DJ-1, ktorych synteza i wydzielanie zachodzi w najadrzach, a ekspresja dwéch
z nich, LTF oraz DJ1, jest Scisle skorelowana z wystepowaniem stresu oksydacyjnego. Przedstawione
w pracy wyniki identyfikujg punkty krytyczne w szlakach metabolicznych odpowiedzialnych za ruchliwo$¢
plemnikéw, co moze skutkowac przysztymi aplikacjami diagnostycznymi oraz terapeutycznymi w leczeniu

nieptodnosci.
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W czasie cigzy dochodzi do stymulaciji uktadu odpornosciowego, a do rozpoznania zarodka przez
uktad immunologiczny dochodzi jeszcze przed jego implantacjq w macicy. Efekty tego rozpoznania
obserwowane sg lokalnie m.in. w okotomacicznych weztach chtonnych oraz doczesnej, jednak odpowiedz
peryferyczna nie jest tak oczywista. Dlatego tez w doSwiadczeniu podjeto sie proby wskazania réznic
w proteomie obwodowych limfocytdw CD4(+) pochodzacych ze sledziony ciezarnych myszy lub zwierzat
w pseudo cigzy w 90 godzin od kopulacji (1.1.18). Celem pobocznym byto utworzenie powtarzalnej mapy
biatkowej limfocytdw CD4(+), jako punktu wyjscia do analizy roznicowej proteomoéw. Charakterystyczny
wzor biatek limfocytow CD4(+) otrzymano przy uzyciu elektroforezy dwukierunkowej, na zelach
obserwowano 373 £ 30 spotéw biatkowych w zakresie mas czgsteczkowych pomiedzy 10 a 120 kDa
oraz w gradiencie punktow izoelektrycznych od 4 do 7. Zidentyfikowano 106 spotow biatkowych,
ktére reprezentowaty 63 produkty genowe charakterystyczne dla myszy domowej. Analiza GO umozliwita
skategoryzowanie biatek zgodnie z ich wewnatrzkomorkowg lokalizacja: 21,7% stanowity biatka
cytoszkieletu;  13,21%  biatka  mitochondrialne;  10,38%  biatka jadra  komorkowego.
Pozostate 15% stanowity biatka: lizosomalne 2,83%; btonowe 1,89%; centrosomalne 0,94% oraz
zewnatrzkomérkowe 1,89%. Zidentyfikowane biatka przyporzadkowano réwniez do znanych procesow
biologicznych wykazujac, ze 33,96% z nich stanowity biatka zaangazowane w wewnatrzkomorkowg
organizacje, 26,42% w komorkowy obrot biatek, ochrone przed stresem 8,49%, wewnatrzkomérkowe
kaskady sygnalizacyjne 8,49%, obrone immunologiczng 3,78%, metabolizm podstawowy 6,6%.
Mapa ta stanowita podstawe do identyfikacji réznic pomiedzy proteomami limfocytow myszy w cigzy
oraz pseudocigzy, w wyniku ktorej wytypowano 11 spotow biatkowych zaangazowanych w reorganizacje
cytoszkieletu, ruch komérek oraz metabolizm. Najbardziej spektakularne zmiany dotyczyty kofiliny-1
oraz biatka czapkujacego f-aktyny oraz dehydrogenazy jabtczanowej, ktorych ekspresja byta nizsza
w przypadku limfocytow ciezarnych myszy, co moze wskazywac na aktywacje obwodowych limfocytow

CD4(+) w wyniku rozpoznania zarodka w okresie przedimplantacyjnym.

Rak pecherza moczowego to nowotwdr ztosliwy wystepujacy u milionéw 0sdb na catym $wiecie.
Z powodu wysokiej zapadalnosci oraz czesto$ci nawrotéw po zakoriczonym leczeniu wymagany jest
aktywny system monitorowania populacji w celu wykrycia tego nowotworu. Postepowanie kliniczne
oraz kontrola po resekcji raka pecherza moczowego obejmujg analize moczu, cytologie oraz cystoskopie.
Ze wzgledu na to, ze cystoskopia to inwazyjna i kosztochtonna procedura, a cytologia moczu jest metodg
0 niskiej czutosci konieczne jest opracowanie nowych, nieinwazyjnych badarn umozliwiajgcych mozliwie
jak najszybsze wykrycie nowotworu. Aplikacja technologii ,omicznych” pozwala na kompleksowy skan

potencjalnych  molekut mogacych stanowi¢ markery nowotwordw pecherza moczowego.
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Majac na uwadze powyzsze podjeto sie proby poszukiwania potencjalnych biatek markerowych
charakterystycznych dla przebiegu tej choroby nowotworowe] poprzez analize proteomu osocza krwi
(1.1.3). Analiza poréwnawcza profili biatkowych osocza krwi 0séb z potwierdzonym nowotworem
pecherza moczowego oraz 0sob zdrowych pozwolita na wytypowanie 3 grup biatek o istotnie
zroznicowanej ekspresji. Pierwsze grupe stanowity modyfikowane potranslacyjne izoformy transferryny,
fibrynogenu-gamma oraz sktadnika dopetiacza C3b, ktdre nie byty obserwowane w osoczu krwi 0sob
zdrowych. Drugg grupe stanowity haptoglobina, alfa-2 makroglobulina, biatko wigzace witamine D
oraz czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego, ktorych relatywna koncentracja w osoczu krwi
pacjentbw z aktywng chorobg nowotworowg byta istotnie wyzsza. Trzecig grupe stanowig trzy
molekularne formy IgM, ktdrych relatywna koncentracja w osoczu krwi pacjentow byta istotnie nizsza.
Wytypowane biatka zwigzane sg z przebiegiem stanu zapalnego, odpornoscia swoistg oraz procesem
krzepniecia krwi. Wydaje sie, ze ich wytypowanie moze stanowiC kolejny krok do opracowania

nieinwazyjnego testu uzytecznego w praktyce klinicznej.

Kolejne badania zostaty wykonane w ramach projektu ,MINIATURA1", 2017/01/X/NZ9/01173,
realizowanego we wspdtpracy z pracownikami Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu,
ktorego bytem kierownikiem. Przedmiotem projektu byty badania majace na celu okreslenie wptywu
nadmiaru wielonienasyconych kwasow ttuszczowych WNKT na metabolizm mie$nia sercowego
na poziomie ekspresji biatek. Z piSmiennictwa wynika, ze KT n-6 i n-3 i ich metabolity modulujg procesy
biologiczne zachodzace w tkankach poprzez oddziatywanie na drodze genomowej, jako czynniki
bezposrednio regulujace ekspresje gendw, i pozagenomowo modyfikujac aktywno$¢ wybranych szlakow
metabolicznych, co opisano w artykule przegladowym (1.4.1). W wysokich stezeniach KT n-6
i ich eikozanoidy, gt. pochodne kwasu arachidonowego - AA, wptywajg na nasilenie m.in. procesow
prozapalnych i prooksydacyjnych, cho¢ znane sg réwniez pochodne AA: lipooksyny oraz kwasy
epoksyeikozatrienowe, ktore wykazujg efekty kardioprotekcyjne. Ze wzgledu na wzrastajace spozycie
KT n-6, a w konsekwencji zmiany wzajemnego stosunku KT n-6/n-3 we wspdiczesnej ,diecie zachodniej”
(wynosi on obecnie 15:1 na korzys¢ KT n-6, co odbiega od rekomendowanego stosunku 3-5:1)
kluczowym wydaje sie poznanie efektow wysokiej podazy KT n-6 na metabolizm wybranych tkanek,
w tym mie$nia sercowego. Biorac pod uwage powyzsze, zatozyli$my hipoteze, ze zywienie myszy przez
3 miesigce dietami wysokottuszczowymi 0 znacznym udziale nienasyconych kwaséw ttuszczowych n-6
oraz n-3 o ich rdznym wzajemnym stosunku: zaburzonym 30:1 oraz prawidtowym 5:1 odmiennie wptynie
na metabolizm komorek serca myszy. W wyniku doswiadczenia potwierdzono hipoteze badawczg
wykazujac, odmienny wptyw diet wysokottuszczowych bogatych w WNKT o zréznicowanym wzajemnym

stosunku kwaséw n-6/3, na ekspresje sktadowych profili biatkowych serca zywionych nimi zwierzat.
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W przypadku obu diet obserwowano wysoka ekspresje biatek zwigzanych z metabolizmem lipiddw,
co wskazuje na prébe zmetabolizowania jako substratow energetycznych KT w procesie ich B-oksydacii
w mitochondriach. Kolejnymi etapami oddychania komorkowego jest wtgczenie produktow przemiany
ttuszczéw do cyklu kwasdéw trojkarboksylowych oraz produkcja ATP w tancuchu oddechowym.
Proces ten wydaje sie by¢ zaburzony w sercach zwierzat zywionych dietg o nieprawidtowym stosunku
kwaséw n-6/3 (30:1), na co wskazuje obnizona ekspresja biatek zaangazowanych w cykl Krebsa
oraz biatek tancucha oddechowego w sercach zwierzat tej grupy doswiadczalnej. Szczegding uwage
zwraca ekspresja rozpuszczalnej hydrolazy epoksydowej, ktora byta istotnie wyzsza w grupie zwierzat
zywionych dietg o stosunku kwasow n-6/3 30:1, w pordwnaniu do grupy zywionej dietg o prawidtowym
stosunku tych kwaséw. Biatko to odpowiedzialne jest za przemiane aktywnych metabolitow AA kwasow
epoksyeikozatrienowych, ktére prawdopodobnie majq dziatanie kardioprotekcyjne, do ich nieaktywnych
metabolitdw kwasow dihydroeikozatrienowych. Ten szlak metaboliczny w sercu nie jest dobrze poznany
wiec wydaje sie szczegolnie interesujacym celem dalszych badan nad wptywem nadmiaru kwasow n-6
na ten narzad. Otrzymane wyniki dajg réwniez nadzieje na poznanie kolejnych szlakéw aktywowanych
w tkankach i narzadach pod wptywem nadmiaru KT n-6 i wniesienie istotnego wktadu w rozwoj wiedzy
na temat ich metabolizmu oraz ich bezpo$redniego i posredniego wptywu na organizm. Wyniki tych badan
sq podstawg powstajacego obecnie manuskryptu, a takze stanowig badania wstepne do kolejnego

projektu badawczego.

Podsumowanie dorobku naukowego

Méj dorobek naukowy obejmuje tacznie 70 pozycji bibliograficznych w tym: 43 publikacje
naukowe, 3 rozdziaty w monografiach naukowych, 1 rozdziat w skrypcie oraz 23 doniesienia i komunikaty
prezentowane na konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Wsrdd publikacji naukowych,
36 artykutdw zostato opublikowanych w czasopismach z listy JCR (w tym 4 stanowig cykl wskazany,
jako szczegobine osiggniecie w postepowaniu habilitacyjnym), kolejnych 7 pozycji zostato opublikowanych
W recenzowanych czasopismach z czesci B wykazu czasopism Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (zestawienie publikacji przedstawiono w wykazie osiggnie¢ naukowych).

Biorac pod uwage wartosci wskaznikow bibliometrycznych przypisanych zgodnie z rokiem
wydania poszczegdlnych publikacii, faczna wartos¢ dorobku naukowego w przeliczeniu na punkty MNiSW
wynosi 762, w tym 587 punkty (bez osiggniecia naukowego) zgromadzone po uzyskaniu stopnia doktora.
Sumaryczny Impact Factor publikaciji jest réwny 41,554. Wedtug bazy bibliograficznej Web of Science

core collection, liczba cytowan wynosi 123 (bez autocytowan 78), za$ Indeks Hirscha ma wartos¢ 7.
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Natomiast, wedtug bazy bibliograficznej Scopus, liczba cytowan wynosi 134 (bez autocytowan 87), zas

Indeks Hirscha ma warto$¢ 7 (stan dla obu waz danych na dzien 21.10.2019).

Zestawienie dorobku naukowego wg. liczby pozycji bibliograficznych, wartosci IF z

uwzglednieniem punktéw MNiISW, przed oraz po uzyskaniu stopnia doktora przedstawiono w ponizszym

zestawieniu tabelarycznym.

Przed uzyskaniem

Po uzyskaniu stopnia doktora

. Jednotematyczny Pozostate Ogoétem
Rodzajpublikacji ~ StoPmadoktora = i sublikacji publikacje
F Pwg o pktwg . pktwg o pit. wg
MNiSW MNiSW MNiSW MNiSW
Prace oryginalne w
czasopismachzbazy 2,845 (532) 6,31 (945; 31,074 5’226(; 40,429 ?3637)
JCR
Prace qryginahlne w 18 10 28
czasopismach spoza -
bazy JCR () (1) (4)
Artykuly przegladowe 35 35
w czasopismach z - - 1,125 3) 1,125 (3)
bazy JCR
Artykuly przegladowe 13 13
w czasopismach - - 3) (3)
spoza bazy JCR
Doniesienia - - -
i komunikaty (2) i (21) (23)
Rozdzialy w 10 5 15
monografiach 2) ) (1) 3)
Rozdzialy w 4 4
skryptach i i (1) (1)
Ogélem 2,845 (fg) 6,31 ?45) 32,399 (55867) 41,554 (77602)

IF - Wspétczynnik Impact factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania sie pracy, dla prac z
roku 2019 wykazano IF za rok 2018;

pkt. wg MNISW - Liczba punktéw wg wykazu czasopism naukowych MNiISW zgodna z rokiem ukazania sig pracy; dla prac z
lat 2018, 2019 wykazano liczbe punktéw MNiSW za rok 2017;

* - W nawiasach podano liczbe publikacji;

**- Liczba punktow MNiSW na podstawie rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 27 paZdziernika 2015.

W kolejnej tabeli zestawiono dorobek naukowy wg. liczby publikacji wraz z charakterystykg

czasopism w ktérych opublikowano w/w publikacje

HEE Po uzyskaniu
Rodzaj publikacji uzyskaniem . tacznie
: stopnia doktora
stopnia doktora
1. Oryginalne opublikowane prace twércze 6 31 37
a. w czasopismach znajdujacych sie w bazie 3 30 33
Journal Citation Reports (JRC)
Journal of Physiology and Pharmacology 1 5 6
Folia Biologica (Krakéw) 1 3 4
Journal of Animal and Feed Sciences - 4 4
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Medycyna Weterynaryjna - 3 3
Polish Journal of Veterinary Sciences - 3 3
Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences - 3 3
Archives of Animal Breeding 1 1 2
Biotechnic & Histochemistry - 1 1
Turkish Journal of Biology - 1 1
Food Chemistry - 1 1
Livestock Science - 1 1
Animal - 1 1
Reproductive biology - 1 1
Advances in Clinical and Experimental Medicine - 1 1
Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition - 1 1
b. w czasopismach miedzynarodowych lub
krajowych innych niz znajdujace sie w bazie 3 1 4
Journal Citation Reports (JCR)
Acta Scintiarum Polonorum Seria Zootechnica 1 1 2
Journal of Animal and Veterinary Advances 1 - 1
Animal Science Papers and Reports 1 - 1
2. Prace Przegladowe - 6 6
a. w czasopismach znajdujacych sie w bazie i 3 3
Journal Citation Reports (JRC)
Medycyna Weterynaryjna - 2 2
Journal of Elementology - 1 1
b. w czasopismach miedzynarodowych lub
krajowych innych niz znajdujace sie¢ w bazie - 3 3
Journal Citation Reports (JCR)
Journal of Pre-Clinical and Clinical Research - 1 1
Postepy Biochemii - 1 1
Przeglad Hodowlany - 1 1
3. Inne publikacje 4 23 27
a. doniesienia i komunikaty 2 21 23
b. rozdzialy w monografiach 2 1 3
c. Rozdziaty w skryptach - 1 1
Razem 10 59 69

W trakcie dotychczasowej pracy naukowej, bytem kierownikiem jednego projektu badawczego,
a takze wykonawcg 4 projektéw KBN/NCN. Ponadto, bratem czynny, potwierdzony publikacjami
naukowymi, udziat w realizacji dwdch projektow badawczych finansowanych przez KBN,
ktdre prowadzono we wspdtpracy z udziatem krajowych o$rodkow naukowych.

Ponadto petnitem funkcje recenzenta 12 publikacji naukowych, z czego 5 w czasopismach
naukowych wyszczegolnionych w JCR tj. International Journal of Molecular Sciences (2); Molecules (1);
Clinica Chimica Acta (1); Advances in Clinical and Experimental Medicine (1). Pozostate recenzje
obejmowaty czasopisma o zasiegu miedzynarodowym bez wspoétczynnika IF : Annual Research & Review
in Biology (2); Journal of Vaccines and Immunology (2); Proteomes (1); Open Journal of Asthma (1)
Revista Brasileira de Satide E Produg&o Animal (1).

Prowadzona dziatalno$¢ naukowa pozwolita na 3 krotne uzyskanie nagréd JM Rektora
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie za dziatalno$¢ naukowa,
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dwukrotnie byty to nagrody zespotowe: | stopnia w 2016 roku oraz Il stopnia w 2012 roku, a takze nagroda
indywidualna Il stopnia w 2017 roku. Ponadto, w 2012 roku zostatem uhonorowany medalem
Szczecinskiego Towarzystwa Naukowego ,Amicus Scientaie et Veritatis” przyznawanym miodym

badaczom za dziatalno$¢ naukowa.

Szczecin, 21.10.2019 .

W\/\—\/

am Lepczynski
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